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Специальный номер Российского физиологического журнала им. И.М. Сеченова
посвящен вопросам физиологии и метаболизма клеток церебрального эндотелия в
норме и при патологии головного мозга. Выбор этого направления для представ-
ления обзорных и оригинальных статей российских ученых обусловлен все воз-
растающим интересом к изучению клеточно-молекулярных механизмов функци-
онирования эндотелия сосудов головного мозга, актуальных в контексте патоге-
неза хронической нейродегенерации, нарушений развития, ишемического,
инфекционного и травматического повреждения головного мозга [1–5].

Церебральный эндотелий обладает рядом свойств, отличающих его от эндоте-
лия сосудов других органов и тканей. Клетки эндотелия микрососудов головного
мозга имеют высокую экспрессию белков плотных и адгезионных контактов, а
потому – низкую парацеллюлярную проницаемость, проявляют селективную
трансцеллюлярную проницаемость, содержат большое количество митохондрий,
экспрессируют ферменты, метаболизирующие ксенобиотики и эндогенные гид-
рофобные молекулы. Эти клетки являются объектом регуляции для иных клеток-
компонентов нейроваскулярной единицы головного мозга (перициты, перивас-
кулярные астроциты, нейроны) [6, 7] и участвуют в реализации механизмов глио-
васкулярного контроля микроциркуляции, метаболического сопряжения клеток,
нейропластичности, поддержания реологических свойств крови, регуляции ло-
кального иммунного ответа [8]. Кроме того, велика роль церебрального эндоте-
лия в обеспечении процессов ангиогенеза и нейрогенеза как в эмбриональном
периоде развития, так и на протяжении всего онтогенеза [9].

Будучи компонентами гематоэнцефалического барьера (ГЭБ), клетки эндотелия
обеспечивают его структурно-функциональную целостность, что важно для под-
держания химического гомеостаза в ткани головного мозга. Преодоление ГЭБ и
управляемое обратимое открытие барьера – важная задача современной нейрофар-
макологии [10]. Вместе с тем, при ряде патологических состояний проницаемость
барьера аномально повышена, что сопровождается развитием нейровоспаления, и
это актуализирует поиск новых способов восстановления целостности ГЭБ [11].
Менее изученным является участие клеток эндотелия в формировании и функцио-
нировании гематоликворного барьера (ГЛБ), однако очевидно, что такие механиз-
мы существенны для транспорта соединений между периферической кровью и
спинномозговой жидкостью, обеспечения функциональной активности сосуди-
стого сплетения и регуляции работы нейрогенных ниш [12].

Прогресс в изучении физиологии и метаболизма клеток эндотелия церебраль-
ных микрососудов в последние годы во многом связан с созданием и развитием
моделей ГЭБ и ГЛБ in vitro. В настоящее время в исследовательской практике ис-
пользуется широкий спектр статических и динамических моделей, которые позво-
ляют воспроизвести многие механизмы межклеточных взаимодействий, обеспечи-
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вающих функционирование клеток церебрального эндотелия в тесной связи с ак-
тивностью нейронов, астроцитов, перицитов, иммунокомпетентных клеток, а
также с компонентами внеклеточного матрикса [1, 3, 13, 14].

Вместе с тем, по-прежнему актуальна задача разработки и внедрения новых
клеточных моделей гистогематических барьеров головного мозга, максимально
полно учитывающих функциональные и биохимические характеристики клеток
церебрального эндотелия. Такие модели должны быть воспроизводимыми, стан-
дартизованными и удобными как для изучения механизмов работы барьерных
тканей в (пато)физиологических условиях, так и для тестирования лекарств-кан-
дидатов с потенциальным нейротропным эффектом. Одновременно эти модели
могут выступать в качестве универсальной платформы для моделирования слож-
ных мультиклеточных ансамблей, например, нейроваскулярной единицы, ней-
рогенной ниши и, в перспективе – ткани головного мозга в формате “орган-на-
чипе” либо в составе микрофизиологических систем [15, 16]. Очевидно, что про-
движение исследований и разработок в этом направлении невозможно без пони-
мания фундаментальных механизмов функционирования клеток эндотелия со-
судов головного мозга.

Статьи, вошедшие в специальный номер Российского физиологического журна-
ла им. И.М. Сеченова, посвящены различным аспектам физиологии и патофизио-
логии клеток эндотелия церебральных сосудов, регуляции их метаболизма и экс-
прессионного профиля, оценке влияния на них повреждающих факторов, их спо-
собности к пролиферации и восстановлению, а также вопросам мониторинга
состояния эндотелия, поиска маркеров эндотелиальной дисфункции для решения
задач фундаментальных, трансляционных и клинических нейронаук.

География и методический уровень работ свидетельствуют о все возрастающем
интересе и новых направлениях в изучении механизмов регуляции функциональ-
ной активности клеток церебрального эндотелия в норме и при патологии голов-
ного мозга, перспективах последующей трансляции этих результатов в клиниче-
скую практику. Так, несомненно, большой интерес читателей, все зависимости от
степени их погруженности в вопросы физиологии и биохимии эндотелия сосудов
головного мозга, вызовут результаты работы исследовательских групп из Санкт-
Петербурга о механизмах поддержания структурно-функциональной целостности
гематоэнцефалического барьера, определяемых эффектами полиненасыщенных
жирных кислот [17], о механизмах нарушения мозгового кровотока при дизрегуля-
ции активности калиевых каналов [18], об особенностях экспрессии белков плот-
ных контактов при модуляции состава липидных рафт в мембранах [19], из Моск-
вы – об особенностях строения эндотелия микрососудов головного мозга [20], о
механизмах повреждения эндотелия микрососудов головного мозга при сочетан-
ном действии гиперкапнии и гипоксии [21], об особенностях формирования ате-
росклеротических бляшек в каротидном синусе в контексте аберрантного ангиоге-
неза [22], о механизмах повреждения клеток-компонентов нейроваскулярной еди-
ницы головного мозга в модели нейровоспаления [23], из Красноярска – о роли
церебрального эндотелия в регуляции нейрогенеза и эффективности оптогенети-
ческих протоколов для управления активностью клеток в составе нейрогенных
ниш [24], из Владикавказа – о токсическом действии тяжелых металлов на клетки
эндотелия [25], из Самары – о биологических эффектах лактата как метаболита с
сигнальными функциями, в том числе применительно к клеткам эндотелия [26], из
Кемерово – о новых подходах к оценке функции эндотелия, в том числе при мо-
делировании гематоэнцефалического барьера [27]. Кроме того, в развитие этой
проблематики в портфеле редакции находятся интересные работы о новых воз-
можностях модуляции пролиферативной активности клеток эндотелия микросо-
судов головного мозга и о механизмах метаболического контроля церебрального
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ангиогенеза (Красноярск), а также о новых взглядах на работу лимфатической си-
стемы головного мозга (Саратов), с которыми можно будет познакомиться в бли-
жайших номерах Российского физиологического журнала им. И.М. Сеченова.

В целом, редакция журнала полагает, что результаты работ, выполненных раз-
личными научными группами, простимулируют читателей к новым идеям и меж-
дисциплинарным проектам, ориентированным на изучение вклада клеток эндоте-
лия церебральных сосудов в механизмы пластичности головного мозга в норме и
при патологии.

 А.Б. Салмина
доктор медицинских наук, профессор
Научный центр неврологии (Москва),

Красноярский государственный медицинский университет
им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого (Красноярск)

 

Алла Борисова Салмина – доктор медицинских наук, профессор, главный на-
учный сотрудник и заведующий лабораторией нейробиологии и тканевой инже-
нерии Института мозга Научного центра неврологии (Москва), главный науч-
ный сотрудник НИИ молекулярной медицины и патобиохимии КрасГМУ
им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого (Красноярск). Лауреат Золотой медали и
Премии РАН для молодых ученых в номинации “физиология” (1999), лауреат
Премии Правительства РФ в области науки и техники для молодых ученых за
2010 г., руководитель ведущей научной школы РФ в области медицины, поддер-
жанной грантами Президента РФ (2014–2021), лауреат премии Scopus Award Russia
(2016). Специалист в области нейробиологии и нейрохимии, клеточной и тканевой
инженерии, патофизиологии, молекулярной медицины, биофизики. Сфера науч-
ных интересов: механизмы нейропластичности и развития головного мозга, моле-
кулярные механизмы хронической нейродегенерации, (пато)физиология гемато-
энцефалического и гематоликворного барьеров, моделирование ткани головного
мозга in vitro. Автор более 800 научных работ, опубликованных в ведущих россий-



528 ЭНДОТЕЛИЙ ЦЕРЕБРАЛЬНЫХ СОСУДОВ

ских и международных журналах, оригинальных учебных курсов на русском и ан-
глийском языках по патофизиологии, биохимии, нейробиологии, молекулярной и
трансляционной медицине.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Osipova ED, Komleva YK, Morgun AV, Lopatina OL, Panina YA, Olovyannikova RY, Vais EF,
Salmin VV, Salmina AB (2018) Designing in vitro blood-brain barrier models reproducing alter-
ations in brain aging. Front Aging Neurosci 2018 10: 234. 
https://doi.org/10.3389/fnagi.2018.00234

2. Chen MB, Yang AC, Yousef H, Lee D, Chen W, Schaum N, Lehallier B, Quake SR, Wyss-Coray T (2020)
Brain endothelial cells are exquisite sensors of age-related circulatory cues. Cell Reports 30 (13):
4418–4432.e4. 
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2020.03.012

3. Malinovskaya NA, Komleva YK, Salmin VV, Morgun AV, Shuvaev AN, Panina YA, Boitsova EB,
Salmina AB (2016) Endothelial progenitor cells physiology and metabolic plasticity in brain an-
giogenesis and blood-brain barrier modeling. Front Physiol 7: 599. 
https://doi.org/10.3389/fphys.2016.00599

4. McDonald CJ, Blankenheim ZJ, Drewes LR (2021) Brain endothelial cells: metabolic f lux and
energy metabolism. Handb Exp Pharmacol. 
https://doi.org/10.1007/164_2021_494

5. Kuznetsova PI, Raskurazhev AA, Konovalov RN, Krotenkova MV, Chechetkin AO, Lagoda OV,
Melikhyan AL, Tanashyan MM (2021) Covert brain infarcts in patients with philadelphia chro-
mosome-negative myeloproliferative disorders. J Clin Med 11(1): 13. 
https://doi.org/10.3390/jcm11010013

6. Salmina AB, Kuvacheva NV, Morgun AV, Komleva YK, Pozhilenkova EA, Lopatina OL, Gorina YV,
Taranushenko TE, Petrova LL (2015) Glycolysis-mediated control of blood-brain barrier devel-
opment and function. The Int J Biochem & Cell Biol 64: 174–184. 
https://doi.org/10.1016/j.biocel.2015.04.005

7. Osipova ED, Semyachkina-Glushkovskaya OV, Morgun AV, Pisareva NV, Malinovskaya NA,
Boitsova EB, Pozhilenkova EA, Belova OA, Salmin VV, Taranushenko TE, Noda M, Salmina AB
(2018) Gliotransmitters and cytokines in the control of blood-brain barrier permeability. Rev
Neurosci 29(5): 567–591. 
https://doi.org/10.1515/revneuro-2017-0092

8. Erickson MA, Banks WA (2018) Neuroimmune axes of the blood–brain barriers and blood–
brain interfaces: bases for physiological regulation, disease states, and pharmacological inter-
ventions. Pharmacol Rev 70 (2) 278–314. 
https://doi.org/10.1124/pr.117.014647

9. Pozhilenkova EA, Lopatina OL, Komleva YuK, Salmin VV, Salmina AB (2017) Blood-brain bar-
rier-supported neurogenesis in healthy and diseased brain. Rev Neurosci 28(4): 397–415. 
https://doi.org/10.1515/revneuro-2016-0071

10. Semyachkina-Glushkovskaya O, Kurths J, Borisova E, Sokolovski S, Mantareva V, Angelov I, Shi-
rokov A, Navolokin N, Shushunova N, Khorovodov A, Ulanova M, Sagatova M, Agranivich I,
Sindeeva O, Gekalyuk A, Bodrova A, and Rafailov E (2017) Photodynamic opening of blood-
brain barrier. Biomed Opt Express 8: 5040–5048. 
https://doi.org/10.1364/BOE.8.005040

11. Takata F, Nakagawa S, Matsumoto J, Dohgu S (2021) Blood-brain barrier dysfunction amplifies
the development of neuroinf lammation: understanding of cellular events in brain microvascular
endothelial cells for prevention and treatment of BBB dysfunction. Front Cell Neurosci 15:
661838. 
https://doi.org/10.3389/fncel.2021.661838

12. Johanson C (2018) Choroid plexus blood-CSF barrier: major player in brain disease modeling
and neuromedicine. J Neurol & Neuromed 3: 39–58. 
https://doi.org/10.29245/2572.942X/2018/4.1194

13. Mosiagina AI, Morgun AV, Salmina AB (2021) Overview of existing in vitro BBB models: advan-
tages and disadvantages, current state and future prospects. Complex Issues Cardiovasc Diseas-
es 10(3): 109–120. 
https://doi.org/10.17802/2306-1278-2021-10-3-109-120

14. Salmina AB, Kharitonova EV, Gorina YV, Teplyashina EA, Malinovskaya NA, Khilazheva ED,
Mosyagina AI, Morgun AV, Shuvaev AN, Salmin VV, Lopatina OL, Komleva YK (2021) Blood–
brain barrier and neurovascular unit in vitro models for studying mitochondria-driven molecu-
lar mechanisms of neurodegeneration. Int J Mol Sci 22: 4661. 
https://doi.org/10.3390/ijms22094661

15. Salman MM, Marsh G, Kusters I, Delincé M, Di Caprio G, Upadhyayula S, de Nola G, Hunt R,
Ohashi KG, Gray T, Shimizu F, Sano Y, Kanda T, Obermeier B and Kirchhausen T (2020) Design



529ЭНДОТЕЛИЙ ЦЕРЕБРАЛЬНЫХ СОСУДОВ

and validation of a human brain endothelial microvessel-on-a-chip open microf luidic model
enabling advanced optical imaging. Front Bioeng Biotechnol 8: 573775. 
https://doi.org/10.3389/fbioe.2020.573775

16. Ahn SI, Sei YJ, Park HJ, et al. (2020) Microengineered human blood–brain barrier platform for
understanding nanoparticle transport mechanisms. Nat Commun11: 175. 
https://doi.org/10.1038/s41467-019-13896-7

17. Парнова РГ (2022) Роль эндотелиального транспортера лизофосфатидилхолина Mfsd2a
в поддержании целостности гематоэнцефалического барьера и поступления в мозг оме-
га-3 полиненасыщенных жирных кислот. Рос физиол журн им ИМ Сеченова 108 (5):
547–561.

18. Горшкова ОП, Соколова ИБ (2022) Изменение вклада IKCa-каналов в поддержание то-
нуса и дилатацию пиальных артерий у стареющих крыс после ишемии/реперфузии. Рос
физиол журн им ИМ Сеченова 108 (5): 636–648.

19. Марков АГ, Бикмурзина АЕ, Федорова АА, Кривой ИИ (2022) Метил-бета-циклодекстрин
изменяет уровень белков плотных контактов в эндотелии сосудов головного мозга. Рос
физиол журн им ИМ Сеченова 108 (5): 677–685.

20. Егорова АВ, Баранич ТИ, Брыдун АВ, Глинкина ВВ, Сухоруков ВС (2022) Морфологиче-
ские и гистофизиологические особенности эндотелия капилляров головного мозга. Рос
физиол журн им ИМ Сеченова 108 (5): 562–578.

21. Трегуб ПП (2022) Влияние гиперкапнии и гипоксии на физиологию и метаболизм цере-
брального эндотелия в условиях ишемии. Рос физиол журн им ИМ Сеченова 108 (5):
579–593.

22. Евдокименко АН, Куличенкова КН, Гулевская ТС, Танашян ММ (2022) Особенности регу-
ляции ангиогенеза в атеросклеротических бляшках каротидного синуса на поздних ста-
дия развития атеросклероза. Рос физиол журн им ИМ Сеченова 108 (5): 649–666.

23. Стельмашук ЕВ, Капкаева МР, Розанова НА, Александрова ОП, Генрихс ЕЕ, Обмолов ВВ,
Новикова СВ, Исаев НК (2022) Влияние индуктора нейровоспаления на компоненты
нейроваскулярной единицы головного мозга in vitro. Рос физиол журн им ИМ Сеченова
108 (5): 686–696.

24. Тепляшина ЕА, Горина ЯВ, Хилажева ЕД, Бойцова ЕБ, Мосягина АИ, Малиновская НА,
Комлева ЮК, Моргун АВ, Успенская ЮА, Шуваев АН, Салмина АБ (2022) Клетки цере-
брального эндотелия и периваскулярной астроглии в регуляции нейрогенеза. Рос фи-
зиол журн им ИМ Сеченова 108 (5): 530–546.

25. Дзугкоев СГ, Дзугкоева ФС, Маргиева ОИ (2022) Анализ механизмов токсичности свинца
и их патогенетическая коррекция. Рос физиол журн им ИМ Сеченова 108 (5): 626–635.

26. Гильмиярова ФН, Колотьева НА, Гусякова ОА (2022) Прогнозируемые и эксперименталь-
но подтвержденные характеристики лактата: новые возможности для управления мета-
болизмом клеток эндотелия. Рос физиол журн им ИМ Сеченова 108 (5): 667–676.

27. Кутихин АГ, Шишкова ДК, Великанова ЕА, Синицкий МЮ, Синицкая АВ, Маркова ВЕ
(2022) Патофизиологические подходы к изучению дисфункции эндотелия и методоло-
гические аспекты определения ее критериев в контексте моделирования гематоэнцефа-
лического барьера. Рос физиол журнал им ИМ Сеченова 108 (5): 594–625.



РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2022, том 108, 
№ 5, с. 530–546

КЛЕТКИ ЦЕРЕБРАЛЬНОГО ЭНДОТЕЛИЯ 
И ПЕРИВАСКУЛЯРНОЙ АСТРОГЛИИ В РЕГУЛЯЦИИ НЕЙРОГЕНЕЗА

© 2022 г.   Е. А. Тепляшина1, *, Я. В. Горина1, Е. Д. Хилажева1, Е. Б. Бойцова1,
А. И. Мосягина1, Н. А. Малиновская1, Ю. К. Комлева1, А. В. Моргун1,

Ю. А. Успенская1, 2, А. Н. Шуваев1, А. Б. Салмина1, 3

1Красноярский государственный медицинский университет им. проф. Войно-Ясенецкого,
Красноярск, Россия

2Красноярский государственный аграрный университет, Красноярск, Россия
3Научный центр неврологии, Москва, Россия

* E-mail: elenateplyashina@mail.ru

Поступила в редакцию 16.02.2022 г.
После доработки 08.04.2022 г.

Принята к публикации 10.04.2022 г.

Гематоэнцефалический барьер представляет собой совокупность клеток в соста-
ве нейроваскулярной единицы головного мозга, выполняющих собственно ба-
рьерную функцию, а также участвующих в механизмах пластичности. Проницае-
мость гематоэнцефалического барьера определяется эффективностью формиро-
вания контактов между клетками церебрального эндотелия, механизмами
трансцеллюлярной проницаемости, характером взаимодействия клеток эндоте-
лия с периваскулярными клетками, в частности перицитами и астроцитами.
Кроме того, проницаемость барьера является производной от активности всей
нейроваскулярной единицы и влияет на процессы нейропластичности, в частно-
сти нейрогенез, который во взрослом головном мозге осуществляется в специа-
лизированных нейрогенных нишах, где поддержание пула стволовых и прогени-
торных клеток, их обновление, пролиферация, дифференцировка контролиру-
ются локальным микроокружением. Формирование этого микроокружения во
многом определяется проницаемостью гематоэнцефалического барьера в микро-
сосудах, составляющих сосудистую основу нейрогенных ниш. Поэтому функци-
ональное сопряжение процессов нейрогенеза и неоангиогенеза является важным
компонентом механизмов пластичности головного мозга. Процессы неоангиоге-
неза и нейрогенеза связаны между собой посредством эффектов широкого спек-
тра регуляторных молекул: факторов роста, цитокинов, нейро- и глиотрансмит-
теров и метаболитов. Современные технологии дают возможность разрабатывать
новые протоколы управления активностью клеток, формирующих пронейроген-
ное и/или проангиогенное микроокружение. В обзоре обобщены современные
представления о механизмах пластичности с участием клеток церебрального эн-
дотелия и о возможностях управления или за счет адресного (оптогенетического)
воздействия на периваскулярную астроглию.

Ключевые слова: нейрогенная ниша, нейрогенез, ангиогенез, церебральный эндо-
телий, локальное микроокружение

DOI: 10.31857/S0869813922050119

ОБЗОРНЫЕ
И ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ

EDN: JZMBXV



531КЛЕТКИ ЦЕРЕБРАЛЬНОГО ЭНДОТЕЛИЯ

СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ

Aβ Амилоид бета
Angiopoetin (Ang) Ангиопоэтин
AVV Аденовирусный вектор
BDNF Мозговой нейротрофический фактор
CA Регион гиппокампа
CD Кластер дифференцировки (трансмембранный гликопротеин)
ChR2 Фоточувствительный белок каналородопсин 2
CXCL Хемокин
Cx43 Белок щелевых контактов
Delta-like ligand-4 (DLL4) Лиганд Notch
EGF Эпидермальный фактор роста
FOX Фактор транскрипции
FGF2 Основный фактор роста фибробластов
GFAP Глиальный кислый фибриллярный белок
GPR81 Рецептор лактата
GSK-3 Киназа гликогенсинтазы 3
HIF-1 Гипоксия-индуцибельный фактор транскрипции
HMGB1 (амфотерин) Белок из группы ядерных негистоновых белков HMG
IGF Инсулиноподобный фактор роста
JAM Белок адгезионных контактов
LIF Лейкемия-ингибирующий фактор
MCT1 Монокарбоксилатный транспортер
Nestin Маркер стволовых клеток
NeuroD1 Фактор нейрогенной дифференцировки 1
NT3 Нейротрофин
Notch Трансмембранный рецептор
NO Монооксид азота
PCNA Маркер пролиферирующих клеток
PEDF Пигментный эпителиальный фактор
PIGF-2 Плацентарный фактор роста 2
SGZ Субгранулярная зона
SCF Фактор роста стволовых клеток
SVZ Субвентрикулярная зона
Shh Sonic hedgehog
Stalk-cells Пролиферирующие клетки эндотелия
Tip-cells Мигрирующие клетки эндотелия
TGF Трансформирующий фактор роста-β
VEGF Сосудисто-эндотелиальный фактор роста
Wnt Сигнальный белок
ГАМК Гамма-аминомасляная кислота
ГЭБ Гематоэнцефалический барьер
ИЛ1бета (IL1β) Интерлейкин 1 бета
НВЕ Нейроваскулярная единица
НПК Нейрональные прогениторные клетки
НСК Нейральные стволовые клетки
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Развитие и функционирование головного мозга включает в себя значительное
разнообразие клеточных и молекулярных событий, отражающих явление нейро-
пластичности (формирование новых клеток, их миграция и интеграция в межкле-
точные ансамбли, межклеточная сигнализация, метаболические преобразования,
элиминация отдельных клеточных структур, гибель клеток) [1]. В процессе жизне-
деятельности в организме наблюдаются сложные регулируемые изменения стволо-
вых клеток и появление новых клеточных структур головного мозга – нейронов,
астроцитов, олигодендроцитов. Нейрогенез рассматривается как один из наиболее
важных процессов взрослого мозга, реализующий адаптивный и репаративный по-
тенциал, а также включающий несколько этапов развития: трансформацию ней-
ральных стволовых клеток (НСК), пролиферацию нейрональных прогениторных
клеток (НПК), селекцию, миграцию, дифференцировку, вовлечение сформиро-
ванного зрелого нейрона в нейрональную сеть [2]. Ключевая роль в пластичности
клеточных структур мозга отводится стволовым и прогениторным клеткам, даю-
щим начало разным видам клеток – нейрональной, астроглиальной и олигоденд-
роглиальной природы – в зависимости от состояния локального микроокружения
нейрогенных ниш, активности отдельных регионов мозга, “запроса” на увеличе-
ние генерации того или иного вида клеток. При этом стволовым клеткам свой-
ственны самообновление (сохранение когорты стволовых клеток) и мультипотент-
ность (формирование различных типов клеток из прогениторных клеток) [3].

Открытие феномена нейрогенеза взрослого мозга обладает фундаментальной и
универсальной значимостью. Нейрогенез является процессом, объединяющим
клеточную пролиферацию, миграцию и дифференцировку нейронов и астроглии.
В настоящее время в качестве ключевого молекулярного механизма контроля ней-
рогенеза выступает локальное микроокружение [3].

В центральной нервной системе процессы нейрогенеза максимально выражены
в периоде эмбриогенеза, однако и после рождения, в раннем постнатальном пери-
оде развития и на протяжении всей жизни нейрогенез присутствует в специализи-
рованных зонах – нейрогенных нишах, в которых благодаря соответствующему
микроокружению формируются условия для сохранения пула стволовых клеток,
их рекрутинга, пролиферации, дифференцировки и миграции [4, 5]. Данные обла-
сти обеспечивают регуляцию нейрогенеза и его стабилизацию за счет сложных ме-
ханизмов, опосредованных продукцией широкого спектра гуморальных регулято-
ров, взаимодействием клеток друг с другом и с внеклеточным матриксом [6–8].
Известно, что нейрогенные ниши формируются за счет интеграции нескольких ти-
пов клеточных структур нейрональной и глиальной природы, и обязательным их
компонентом является т.н. каффолд, представленный микрососудами [9, 10]. Об-
щепризнанными стимулами к образованию клеток нейрональной природы во
взрослом мозге выступают физическая активность, гипоксия, стрессовые ситуа-
ции, когнитивные нагрузки и обучение [11], а также патологические состояния –
ишемия мозга, травма, нейродегенеративные изменения [12]. При действии этих
стимулов в нейрогенных нишах меняется локальное гуморальное микроокруже-
ние, в том числе за счет изменения проницаемости сосудистой стенки, что имеет
своим результатом активацию программы пролиферации и дифференцировки
НСК и НПК.

В 2016 г. Dennis с соавт. детально изучили возрастные особенности процесса
нейрогенеза в двух нейрогенных нишах головного мозга – субвентрикулярной
(SVZ) и субгранулярной (SGZ) зонах. Было отмечено, что в первые годы жизни в
этих областях наблюдается снижение клеток, обладающих пролиферативной ак-
тивностью [13], но во взрослом мозге именно эти регионы вносят основной вклад в
нейрогенез. Примечательно, что SGZ гиппокампа насыщена нервными окончани-
ями и интенсивность нейрогенеза здесь зависит от активности гиппокампальных
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нейронов и изменения локальной концентрации ключевых нейромедиаторов. SVZ
располагается рядом с пространством желудочка мозга и контактирует с компо-
нентами ликвора, продуцируемого клетками сосудистого сплетения, которые фор-
мируют гематоликворный барьер [14]. Таким образом, SGZ отводится важная роль
в образовании новых клеток, мигрирующих в гранулярный отдел зубчатой извили-
ны гиппокампа для обеспечения механизмов запоминания и/или забывания [11].
Активность SVZ во взрослом мозге в большей степени актуальна в контексте обра-
зования новых нейронов, участвующих в восстановлении поврежденных структур,
а также мигрирующих в состав обонятельных луковиц [12]. Важно отметить, что
эти события, как в SGZ, так и в SVZ, сопровождаются интенсификацией процес-
сов неоангиогенеза, что позволяет считать последний важным компонентом меха-
низмов пластичности головного мозга. Очевидно, что существенную роль в сопря-
жении нейрогенеза и ангиогенеза в центральной нервной системе играют цере-
бральные эндотелиоциты. Несмотря на значительный прогресс, достигнутый в
расшифровке механизмов нейрогенеза и ангиогенеза в последние две декады, по-
прежнему малоизученными остаются вопросы вклада клеток-компонентов гемато-
энцефалического барьера (ГЭБ) в процессы пластичности. Целью настоящего об-
зора является обобщение современных данных о таких механизмах и о возможно-
стях управления ими для восстановления пластичности головного мозга при ней-
родегенерации.

РОЛЬ ЦЕРЕБРАЛЬНОГО ЭНДОТЕЛИЯ В ФОРМИРОВАНИИ
ЛОКАЛЬНОГО МИКРООКРУЖЕНИЯ В НЕЙРОГЕННОЙ НИШЕ

Ключевую роль в формировании микроокружения в нейрогенных нишах играют
следующие факторы: 1) нейротрансмиттеры, пептидные факторы роста и нейро-
пептиды (например, глутамат, ГАМК, BDNF, окситоцин и пр.), продуцируемые
нейронами и нейросекреторными клетками и оказывающими влияние на судьбу и
развитие НСК и НПК, нейробластов (незрелые клетки, образующиеся из
НСК/НПК SVZ, мигрирующие вдоль рострального миграционного пути в обоня-
тельную луковицу или в зону повреждения, а также клетки, образующиеся из
НСК/НПК SGZ, мигрирующие в зубчатую извилину гиппокампа); 2) глиотранс-
миттеры (например, серин, АТФ и пр.), продуцируемые активированными глиаль-
ными клетками, в частности астроцитами нейрогенных ниш, и влияющими на
функциональную активность НСК/НПК; 3) метаболиты, синтезируемые клетками
различной природы (например, лактат, пируват, жирные кислоты и пр.), обладаю-
щие регуляторной активностью не только за счет их утилизации окружающими
клетками, но и за счет влияния на них через соответствующие рецепторы по меха-
низмам паракринной регуляции; 4) активные формы кислорода и азота, газообраз-
ные трансмиттеры, например, монооксид азота, сероводород, которые продуциру-
ется клетками нейрогенных ниш и существенным образом влияют на судьбу
НСК/НПК [14–16].

Эндотелиоциты являются важной структурой нейроваскулярной единицы (НВЕ)
головного мозга и составляют основу ГЭБ. В микрососудах головного мозга клетки
эндотелия находятся под контролем периваскулярной астроглии, обеспечивают
избирательный транспорт веществ, секвестрируют протромбогенные факторы и
контролируют реологические свойства крови, реализуют механизмы контроля
микроциркуляции, участвуют в регуляции нейрогенеза, взаимодействуют с лейко-
цитами и микроглией, тем самым участвуя в локальном иммунном ответе и воспа-
лении, что дополняется их способностью продуцировать цитокины, метаболиты,
факторы роста [17, 18]. Эндотелиоциты, входящие в состав ГЭБ, участвуют в барье-



534 ТЕПЛЯШИНА и др.

рогенезе в раннем периоде развития и в восстановлении барьера после поврежде-
ния [16].

Проницаемость ГЭБ, в том числе в микрососудах нейрогенных ниш, определя-
ется следующими факторами: 1) экспрессия белков межклеточных контактов;
2) экспрессия белков-транспортеров и каналов; 3) метаболизм церебральных эндо-
телиоцитов и других клеток НВЕ; 4) сигнальная трансдукция и межклеточная ком-
муникация; 5) состояние базальной мембраны; 6) степень зрелости ГЭБ [17–19].

Физиология, структура и метаболизм клеток эндотелия церебральных микросо-
судов имеют существенные отличия от клеток эндотелия, локализованных в других
тканях, в частности, для церебрального эндотелия характерны: 1) низкий уровень
фенестрации и сниженный пиноцитоз; 2) высокая экспрессия белков межклеточ-
ных контактов (tight junctions, adherence junctions); 3) относительно высокое содер-
жание митохондрий в клетках; 4) тесное взаимодействие с перицитами и перивас-
кулярной астроглией; 5) экспрессия рецепторов трансферрина, инсулина, большо-
го спектра белков-транспортеров [17, 19]. Все эти свойства обеспечивают высокую
селективность ГЭБ, что важно для химического гомеостаза в ткани центральной
нервной системы: поддержания уровня глюкозы и иных энергетических субстра-
тов, выведения продуктов метаболизма, регуляции концентрации цитокинов, фак-
торов роста и пр. [20]. Синаптическая активность напрямую влияет на процессы,
происходящие с участием клеток церебрального эндотелия: например, функцио-
нальная гиперемия, возникающая в активных регионах мозга, опосредуется влия-
нием активированной астроглии (в составе трехчастных синапсов) на клетки эндо-
телия за счет продукции лактата и метаболитов арахидоновой кислоты [21].

У грызунов развитие ГЭБ начинается к E10–17, контролируемая проницаемость
формируется к E21, но и в постнатальном периоде продолжается развитие плотных
контактов. У человека маркеры ГЭБ появляются на 8-й неделе эмбриогенеза, ин-
тенсивный ангиогенез в ткани головного мозга продолжается до 2–3 нед. постна-
тального развития [22]. Примечательно, что барьерогенез начинается только после
формирования пула НСК/НПК и всегда соответствует синаптогенезу и индукции
синаптической активности в ткани головного мозга [23, 24]. Барьерогенез проис-
ходит и во взрослом мозге, в том числе при реализации феномена изменения пла-
стичности, индуцированного новым опытным исследованием (изменение синап-
тической трансмиссии, нейритогенеза, формирования и элиминации синапсов,
нейрогенеза и гибели клеток при действии стимулов, инициирующих обучение и
запоминание) [25]. Неотъемлемой составной частью этого процесса выступает об-
разование новых микрососудов с активно пролиферирующими и дифференцирую-
щимися эндотелиальными прогениторными клетками, реализация эффектов раз-
нообразных регуляторных молекул и компонентов клеточных сигнальных путей
(Notch, FOX, HIF-1, GSK-3) [26]. В целом ассоциация нейрогенеза и ангиогенеза
достаточно полно охарактеризована, а ее нарушения признаются в качестве веро-
ятной причины подавления нейрогенеза в стареющем головном мозге [27].

Менее изучен вклад контролируемой и селективной проницаемости ГЭБ в под-
держание локального микроокружения в нейрогенных нишах, однако известно,
что в SGZ гиппокампа астроциты достаточно плотно окружают эндотелиальный
слой клеток, поэтому локальное микроокружение формируется преимущественно
за счет локальной секреции нейро- и глиотрансмиттеров, факторов роста, тогда
как в SVZ астроциты неплотно примыкают к слою эндотелия и перицитов, что
обеспечивает поступление в нишу регуляторных молекул из крови [28, 29].

Таким образом, большинство факторов роста, регулирующих нейрогенез, про-
дуцируются неспециализированными клетками и оказывают эндокринное, пара-
кринное и аутокринное действие [30, 31]. Иными словами, именно локальное мик-
роокружение определяет путь, который выберут клетки для развития и дифферен-
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цировки – нейрональный и (или) глиальный – посредством ауто-, эндо- и
паракринной регуляции, координации межклеточных связей и внутриклеточной
сигнализации, а также за счет динамично изменяющейся структуры внеклеточного
матрикса [32]. В настоящее время доказано действие паракринных эффекторных
молекул, продуцируемых клетками ГЭБ, на НСК/НПК. К таким факторам отно-
сятся сосудистый эндотелиальный фактор роста (VEGF) [33], эпидермальный фак-
тор роста (EGF) [34], основной фактор роста фибробластов (FGF2) [35], мозговой
нейротрофический фактор (BDNF) [36], пигментный эпителиальный фактор
(PEDF) [37] (табл. 1).

Помимо клеток эндотелия, периваскулярные астроциты в составе ГЭБ/НВЕ мо-
гут регулировать нейрогенез [55]. Вероятно, образование астроглиальной сети,
связанной посредством коннексиновых каналов, формирует локальное микро-
окружение, благоприятно для пролиферативных процессов в нейрогенных нишах
[56]. Вместе с тем, астроциты влияют и на клетки микрососудов головного мозга,
например, вызывая вазодилятацию и стимулируя ангиогенез за счет кальций-ин-
дуцируемого гликолиза и продукции лактата, либо генерации метаболитов арахи-
доновой кислоты [57–59], а экспрессируемый астроцитами тромбоспондин-1 по-
нижает ангиогенный потенциал эндотелиальных прогениторных клеток.

Сопряжение механизмов нейрогенеза и ангиогенеза подтверждается и другими
экспериментальными данными: эндотелиальные клетки индуцируют дифферен-
цировку астроцитов за счет секреции LIF [38], астроциты секретируют сосудисто-
эндотелиальный фактор роста (VEGF) в ответ на локальное изменение уровня кис-
лорода [32], а дифференцировка астроцитов может, в свою очередь, запускать фор-
мирование ГЭБ и развитие перицитов [21]. В нейрогенных нишах радиальная глия
(собственно НСК) является продуцентом ретиноевой кислоты как одного из наи-
более эффективных регуляторов барьерогенеза [60, 61]. Особое значение в индук-
ции ангиогенеза отводится сосудисто-эндотелиальному фактору роста VEGF [62].
Астроциты продуцируют VEGF в HIF-1-контролируемом режиме, поэтому оче-
видно, что это наиболее выражено в условиях гипоксии или нейровоспаления [62–
64]. Результатом увеличения продукции VEGF является формирование микросо-
судов с повышенной проницаемостью сосудистой стенки вследствие несовершен-
ного барьерогенеза [65]. Однако есть данные и о позитивном эффекте астроцитар-
ного VEGF в отношении структурно-функциональной целостности ГЭБ [66] или
об отсутствии вовлеченности HIF-1-контролируемых механизмов в астроглии в
патогенез повреждения ГЭБ при гипоксии [67]. VEGF выступает ключевым регу-
лятором нейрогенеза, а также пролиферации, миграции эндотелиальных клеток и
взаимодействия этих клеток с НСК [32]. VEGF-опосредованное восстановление
поврежденной ткани во многом определяется его способностью индуцировать
процессы неоангиогенеза и стимулировать образование новых нейронов [62, 68,
69]. Например, Palmer с соавт. установили, что в SGZ взрослых крыс процесс ней-
рогенеза проходит в непосредственной близости от кровеносных сосудов, где отме-
чается высокая концентрация VEGF и регистрируется интенсивный ангиогенез [26].

АБЕРРАНТНЫЙ НЕЙРОГЕНЕЗ И ЦЕРЕБРАЛЬНЫЙ АНГИОГЕНЕЗ
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА

Доказательствами тесного сопряжения механизмов нейрогенеза и церебрального
ангиогенеза являются следующие данные: 1) стимуляция нейрогенеза, как прави-
ло, сопровождается неоангиогенезом, что актуально как для репаративных собы-
тий (например, при повреждении головного мозга или при нейродегенерации), так
и для феномена пластичности головного мозга [70]; 2) образование новых микро-
сосудов при этом носит обратимый характер (в последующем они могут подвер-
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гаться регрессии), но, вероятно, важно для поддержания механизмов структурной и
функциональной пластичности [71]; 3) как правило, вновь образованные микросо-
суды имеют избыточно высокую проницаемость, что может быть фактором, способ-
ствующим формированию новых участков нейрогенеза [72] (как это было ранее по-
казано, например, в перивентрикулярных отделах головного мозга при ишемии [73])
за счет облегченного транспорта регуляторных молекул в нишу, но одновременно
может стать причиной развития нейровоспаления (в частности, на фоне прогрес-
сирующей нейродегенерации) [74]; 4) активация нейрогенеза и ангиогенеза сопро-
вождается существенными метаболическими изменениями в клетках эндотелия, а
также НСК/НПК, сопровождающимися перераспределением вклада в продукцию
энергии механизмов гликолиза и окислительного фосфорилирования [20].

При гибели клеток головного мозга индуцируется репаративный нейрогенез,
преимущественно в SVZ, для последующей миграции нейробластов в зону повре-
ждения [75–77]. Эти же события сопровождаются активацией церебрального ан-
гиогенеза, вероятно, в качестве компенсаторного механизма в ответ на поврежде-
ние ткани и сокращение перфузии, например, после перенесенного ишемического
повреждения головного мозга или при медленно прогрессирующих дегенератив-
ных заболеваниях нервной системы [78]. Проницаемость новых сосудов в таких
ситуациях повышена и это, вероятно, связано не только с нейровоспалением [79],
но и с необходимостью создания новых областей нейрогенеза в поврежденном
мозге, как это было показано при формировании новых нейрогенных зон в пери-
вентрикулярной области после ишемии [80]. Одним из механизмов является кон-
версия сигнального Notch-пути, при которой эндотелий и перициты церебральных
микрососудов способны экспрессировать лиганд Notch-рецептора – Delta-like li-
gand-4 (DLL4) в ответ на высокую локальную продукцию VEGF. Данный механизм
стимулирует пролиферацию НСК и инициирует формирование дополнительных
нейрогенных ниш в стенках желудочков головного мозга [81].

Для хронической нейродегенерации альцгеймеровского типа характерны неэф-
фективный репаративный нейрогенез [82, 83] и усиленный неоангиогенез с форми-
рованием феномена гиперваскуляризации и повышением проницаемости ГЭБ [74].
Однако следует отметить, что клетки эндотелия, экспрессирующие рецепторы ин-
сулина, реагируют на активацию и индукцию ангиогенеза изменением своего ме-
таболизма: инсулин-стимулированный гликолиз необходим для миграции лидиру-
ющих при росте сосуда tip-cells, а сочетание интенсивного гликолиза и митохон-
дриального окислительного фосфорилирования – для пролиферации следующих
далее stalk-cells [84, 85]. Аналогичным образом гликолитическая продукция лактата
в астроцитах, по крайней мере в некоторых регионах головного мозга, контролиру-
ется инсулином [86]. Логично предположить, что состояния, сопровождающиеся
формированием локальной (церебральной) инсулинорезистентности, в частности
болезнь Альцгеймера [87–89], будут сопровождаться аберрантной ангиогенной ак-
тивностью клеток церебрального эндотелия, в результате чего формирующиеся
микрососуды будут фуционально некомпетентны. Действительно, как мы показали,
при экспериментальной болезни Альцгеймера наблюдается формирование абер-
рантных межклеточных контактов в эндотелии церебральных микрососудов, в
частности в CA1 субрегионе гиппокампа [90], ответственном за непространствен-
ную память [91]. Мы установили, что это проявляется стимуляцией ангиогенеза и
присутствием эндотелиальных клеток с низкой экспрессией JAM белков плотных
контактов на фоне увеличения общего количества CD31-иммунопозитивных кле-
ток эндотелия, повышением проницаемости ГЭБ in vivo [92]. Дополнительными
признаками несовершенного ангиогенеза при этом являются увеличение числа со-
судов на фоне снижения ветвления сосудов. Другим регионом гиппокампа, непо-
средственно связанным с формированием аберрантной сосудистой сети, является
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зубчатая извилина, в которой максимально выражены процессы неоангиогенеза и
в наибольшей степени регистрируются признаки повреждения клеток и аккумуля-
ции алармина HMGB1 во внеклеточном пространстве, что является причиной раз-
вития локального воспаления [90]. В целом, неоангиогенез характерен для CA1 зоны
гиппокампа и зубчатой извилины, локальные нарушения микроциркуляции вслед-
ствие сокращения диаметра и разветвленности сосудов – для CA2 и CA3 субрегио-
нов. Повышение проницаемости ГЭБ в гиппокампе животных с эксперименталь-
ной болезнью Альцгеймера наиболее характерно для CA2 субрегиона, что сопро-
вождает развитие нарушений непространственной гиппокамп-зависимой памяти.
Интересно, что экспрессия белка CD147, являющегося регулятором активности
транспортеров лактата, матриксных металлопротеиназ и протеолиза АРР, его ли-
ганда циклофилина А, а также высокая экспрессия алармина HMGB1 и RAGE в
зубчатой извилине гиппокампа маркируют собой нейродегенеративные измене-
ния, интенсивность воспаления [93]. Кроме того, экспрессия данного белка при-
водит к ремоделированию микрососудов, метаболизму амилоида и повреждению
эндотелия, что отражает нарушение когнитивных функций у экспериментальных
животных [90].

Исследования, выполненные с использованием созданной нами многокомпо-
нентной модели нейрогенной ниши in vitro, включающая нейросферы, астроциты
и церебральные эндотелиоциты, показала, что адресная активация астроцитов уси-
ливает нейрогенез и изменяет направление развития НСК/НПК с глиального на
нейрональный путь. При экспрессии в астроцитах фоточувствительного белка –
каналородопсина (ChR2) нам удалось доказать возможность регуляции процессов
нейрогенеза за счет фотоактивации астроцитов [94, 95]. Это сопровождается зна-
чимыми изменениями метаболизма клеток церебрального эндотелия и проницае-
мости ГЭБ (неопубликованные данные), например, вследствие реализации эффек-

Рис. 1. Схема нейрон-глиального сопряжения и взаимодействия астроцитов с другими клетками гема-
тоэнцефалического барьера в обычных условиях (a) и при активации астроцитов (b). Коричневые
стрелки отображают влияние астроцитов на другие виды клеток, черная стрелка показывает влияние
эндотелиоцитов на астроциты.
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тов высвобождаемого астроглией лактата на митохондриальный биогенез в клетках
эндотелия. Действительно, высокая экспрессия MCT1 и GPR81 в клетках нейро-
генной ниши после фотостимуляции ChR2+-астроцитов может быть расценена
как маркер эффективности метаболического сопряжения клеток НВЕ при актива-
ции нейрогенеза [96]. Мы полагаем, что адресная активация астроцитов позволяет
управлять биодоступностью лактата и, вероятно, иных глиотрансмиттеров и фак-
торов роста в клетках ГЭБ/НВЕ (рис. 1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Экспериментальные данные свидетельствуют о том, что существенный вклад в
пластичность головного мозга вносит сопряжение процессов нейрогенеза и цере-
брального ангиогенеза. Это сопряжение важно для формирования локального
микроокружения, оптимального для контроля функциональной активности ство-
ловых и прогениторных клеток нейрогенных ниш. Функциональное состояние
клеток эндотелия микрососудов головного мозга, целостность и избирательная
проницаемость гематоэнцефалического барьера находятся под контролем пери-
васкулярных астроцитов, которые могут являться мишенью для управления про-
цессами нейрогенеза и церебрального ангиогенеза. Разработка новых технологий
адресной (оптогенетической) модуляции активности клеток эндотелия и перивас-
кулярной астроглии перспективна для создания протоколов восстановления ней-
рогенеза при нейродегенерации.
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The blood-brain barrier is a collection of cells in the neurovascular unit of the brain that
perform the actual barrier function, as well as participating in the mechanisms of plas-
ticity. The permeability of the blood-brain barrier is determined by the efficiency of the
formation of contacts between cerebral endothelial cells, the mechanisms of transcellu-
lar permeability, the nature of the interaction of endothelial cells with perivascular cells,
in particular, pericytes and astrocytes. In addition, the permeability of the barrier is a de-
rivative of the activity of the entire neurovascular unit and affects the processes of neuro-
plasticity, in particular, neurogenesis, which in the adult brain occurs in specialized neu-
rogenic niches in which the maintenance of a pool of stem and progenitor cells, their re-
newal, proliferation, and differentiation are controlled local microenvironment. The
formation of this microenvironment is largely determined by the permeability of the
blood-brain barrier in the microvessels that form the vascular basis of neurogenic niches.
Therefore, the functional conjugation of the processes of neurogenesis and neoangio-
genesis is an important component of the mechanisms of brain plasticity. The processes
of neoangiogenesis and neurogenesis are interconnected through the effects of a wide
range of regulatory molecules: growth factors, cytokines, neuro- and gliotransmitters,
and metabolites. Modern technologies make it possible to develop new protocols for
controlling the activity of cells that form a proneurogenic and/or proangiogenic micro-
environment. The review summarizes current ideas about the mechanisms of plasticity
involving cerebral endothelial cells and about the possibilities of controlling or targeting
perivascular astroglia.

Keywords: neurogenic niche, neurogenesis, angiogenesis, cerebral endothelial cells, local
microenvironment
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Белок Mfsd2a (Major Facilitator Superfamily Domain Containing 2a) селективно
экспрессируется в эндотелии капилляров мозга и является мембранным Na+-за-
висимым специфическим транспортером лизофосфатидилхолина (лизоФХ),
этерифицированного полиненасыщенными жирными кислотами омега-3 ряда.
В настоящем обзоре обобщены современные представления о молекулярных ме-
ханизмах функционирования Mfsd2a в клетках эндотелия и роли транспортируе-
мых им липидов в торможении кавеолин-зависимого трансцитоза и поддержа-
нии низкой проницаемости гематоэнцефалического барьера. Рассмотрена роль
Mfsd2a-опосредованного переноса лизоФХ как важнейшего пути поступления в
мозг и сетчатку глаза докозагексаеновой кислоты и других жирных кислот омега-3
ряда, необходимых для нормального развития и функционирования ЦНС и зри-
тельной системы. Обсуждается защитная роль Mfsd2a в различных нейропатоло-
гиях ЦНС, а также анализируются перспективы разработки Mfsd2a-опосредо-
ванных терапевтических стратегий для увеличения биодоступности эссенциаль-
ных полиненасыщенных жирных кислот и доставки в ткани мозга лекарственных
препаратов, не проникающих через гематоэнцефалический барьер.

Ключевые слова: гематоэнцефалический барьер, Mfsd2a, лизофосфатидилхолин,
трансцитоз, докозагексаеновая кислота, эйкозапентаеновая кислота, сетчатка
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Гематоэнцефалический барьер (ГЭБ), изолирующий паренхиму мозга от крово-
тока, является ключевым структурно-функциональным компонентом так называе-
мой нейроваскулярной единицы, которая включает в себя функционально-связан-
ные эндотелиальные клетки капилляров мозга, астроциты, нейроны, перициты и
внеклеточный матрикс [1–3]. Нейроваскулярная единица обеспечивает сложней-
шие процессы регуляции гомеостаза мозга, гемодинамику, нейропластичность,
поступление кислорода и питательных веществ в паренхиму мозга, удаление про-
дуктов метаболизма. Ключевую роль в организации прохождения веществ через
ГЭБ играет эндотелий капилляров, который содержит в плазматической мембране
огромное разнообразие транспортеров, обеспечивающих контролируемое поступ-
ление в мозг жизненно необходимых веществ. В отличие от капилляров перифери-
ческих тканей, эндотелий капилляров мозга обладает низкой проницаемостью,

ОБЗОРНЫЕ 
И ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ

EDN: NQNDFN



548 ПАРНОВА

обеспечивая защиту нервной ткани от патогенов, токсинов, клеток крови и неже-
лательных потенциально опасных макромолекулярных соединений. Еще в конце
60-х годов прошлого века методами электронной микроскопии были установлены
важные структурно-функциональные особенности эндотелия ЦНС, которые обес-
печивают его барьерную функцию. Во-первых, наличие плотных межклеточных
контактов (tight junction) с высоким электрическим сопротивлением, ограничива-
ющих парацеллюлярный транспорт, во-вторых, крайне низкий, в отличие от кле-
ток эндотелия периферических органов, уровень трансцеллюлярного транспорта –
трансцитоза [3–6].

Среди огромного числа транспортеров, обеспечивающих поступление в мозг не-
обходимых веществ и поддержание его химического постоянства, особая роль при-
надлежит натрий-зависимому транспортеру Mfsd2a (Major Facilitator Superfamily
Domain containing 2a), селективно транспортирующего лизофосфатидилхолин (ли-
зоФХ), содержащий докозагексаеновую (С22:6 ω 3, ДГК) жирную кислоту омега-3
ряда, необходимую для нормального развития и функционирования мозга. Лизо-
ФХ – 1(2)-ацил-sn-глицеро-3-фосфохолин – продукт метаболизма фосфатидилхо-
лина (ФХ), содержащий в отличие от большинства других фосфолипидов не две, а
одну жирную кислоту – в первом или во втором положении глицериновой молеку-
лы. ЛизоФХ образуется при действии на ФХ фосфолипазы А2 или лецитин-холе-
стерин-ацилтрансферазы, которая переносит ацильный остаток с ФХ на холесте-
рин. В клетках концентрация лизоФХ крайне низка, поскольку он быстро метабо-
лизируется обратно в ФХ.

Транспортер Mfsd2a относится к суперсемейству белков MFS (Major Facilitator
Superfamily), насчитывающему в настоящее время около 70 подсемейств и включа-
ющего в себя огромное количество транспортеров, переносящих через клеточную
мембрану многочисленные вещества и субстраты – от простых неорганических и
органических ионов до пептидов, углеводов и сложных липидов [7, 8]. Как показали
данные последних лет, транспортер Mfsd2a экспрессируется в клетках эндотелия
сосудов мозга и играет чрезвычайно важную роль как в снабжении мозга полине-
насыщенными жирными кислотами омега-3 ряда, так и в торможении кавеолин-
зависимого трансцитоза и поддержании низкой проницаемости гематоэнцефали-
ческого барьера. Настоящий обзор посвящен анализу этих данных.

СТРУКТУРА И ТРАНСПОРТИРУЮЩИЕ СВОЙСТВА Mfsd2a

Белок Mfsd2a был впервые идентифицирован в 2008 г. как мембранно-связан-
ный белок с неизвестной функцией [9]. По аминокислотной последовательности и
доменной организации он был наиболее схож с бактериальным Na+-зависимым
транспортером дисахарида мелибиозы MelB, что позволило отнести его к транс-
портным белкам суперсемейства MFS. У мыши ген Mfsd2a имеет размер 14.3 кб,
содержит 14 экзонов и 3 интрона и кодирует последовательность в 543 аминокис-
лоты. Аминокислотная последовательность белка демонстрирует высокую степень
гомологии у различных позвоночных от рыб до человека, причем у мыши и челове-
ка белки идентичны на 85% [9]. Как большинство белков семейства MFS, Mfsd2a
имеет 12 трансмембранных доменов, собранных перпендикулярно плоскости бис-
лоя в два пучка, которые связаны внутриклеточной петлей [10].

Максимальный уровень экспрессии мРНК Mfsd2a в тканях мышей был обнару-
жен в мозгу, кишечнике, почках, печени, легких [9]. В тканях бурого и белого жира
уровень его экспрессии был невысок, однако он резко увеличивался при голода-
нии и холодовой адаптации, а также демонстрировал зависимость от циркадиан-
ных ритмов, что позволило предположить участие Mfsd2a в регуляции энергетиче-
ского обмена [9]. В более поздних работах было показано, что уровень его экспрес-



549РОЛЬ ЭНДОТЕЛИАЛЬНОГО ТРАНСПОРТЕРА

сии в печени регулируется голоданием, у нокаутных по данному гену мышей
обнаруживались нарушения энергетического баланса, что позволило отнести его к
нутриционально-регулируемым генам с широким набором функций [11]. Эти ис-
следования продолжаются до сих пор, однако главный фокус интереса был смещен
на роль Mfsd2a в структурах ЦНС.

Исследование экспрессии белка в различных структурах мозга показало, что он
активно экспрессируется в эндотелиальных клетках ГЭБ, но отсутствует в перици-
тах, окружающих сосуд, а также в астроцитах и нейронах [12]. Его экспрессия в
клетках эндотелия ГЭБ выявляется на 15-й день эмбрионального развития мыши
[9, 13]. Функциональная роль этого транспортера в эндотелии ГЭБ была выяснена
в 2014 г. [13]. Липидомный и радиоизотопный анализ у мышей, нокаутных по гену
Mfsd2a, выявил двукратное снижение уровня ДГК в фосфолипидах мозга (при этом
в печени и сердце ее уровень не изменялся) и торможение переноса меченого лизо-
ФХ, эстерифицированного ДГК или другими жирными кислотами, из крови в
мозг. На клетках HEK-293, экспрессирующих Mfsd2a, авторы показали, что дан-
ный белок транспортирует длинноцепочечные жирные кислоты, но не свободные
или связанные с альбумином, а входящие в состав лизоФХ. Наиболее активно
транспортировался лизоФХ, содержащий в своей структуре ДГК. Перенос не осу-
ществлялся, если в составе лизоФХ присутствовали жирные кислоты с длиной це-
пи менее 14 атомов углерода. Критичной для осуществления переноса являлось на-
личие фосфохолиновой биполярной группы в молекуле лизоФХ. В последующих
работах было установлено, что перенос лизофосфолипидов, амфипатических по
своей структуре, осуществляется через полость, образуемую двумя пучками транс-
мембранных доменов, в которой присутствуют гидрофильные и гидрофобные
остатки аминокислот, там же находится Na-связывающий сайт и гидрофобный
карман, связывающий лизоФХ. Связывание натрия с аминокислотными остатками
D88 и D92 приводит к изменению конформации канала, что смещает простран-
ственное расположение R85, который, действуя кооперативно с Е312, координирует
перемещение полярной головки лизоФХ и делает возможным его перенос через
бислой мембраны [10].

Обнаружено несколько летальных (p.Thr159Met, p.Ser166Leu) и нелетальных
(p.Pro402His, p.Ser339Leu) мутаций в гене этого белка у человека, которые вызывают
синдром микроцефалии. Мутированные участки белка располагаются в трансмем-
бранных доменах. Вызываемая мутацией замена серина на лейцин в 339-ом поло-
жении приводит к снижению транспорта ДГК в мозг, значительному когнитивному
дефициту, отсутствию речи и двигательным расстройствам [14]. Эта мутация не
приводит к снижению экспрессии транспортера в эндотелии, однако нарушает его
транспортные функции в отношении переноса ДГК. У больных в плазме крови
значительно повышен уровень лизоФХ, содержащего моно- и полиненасыщенные
жирные кислоты, что свидетельствует о снижении транспорта этих липидов в мозг
[14]. Летальные мутации человека в гене Mfsd2a (p.Thr159Met, p.Ser166Leu) приво-
дят к микроцефалии, судорогам и смерти в течение первых лет жизни [15]. Белки с
данными аминокислотными заменами нормально экспрессируются в эндотелии
ГЭБ, однако, как было показано в экспериментах на трансфицированных Mfsd2а
клетках HEK293 с использованием меченых субстратов, они полностью теряют
способность транспортировать лизоФХ через плазматическую мембрану. Помимо
этого, в клетках, трансфицированных мутантными генами, заторможен обеспечи-
ваемый действием лизоФХ-ацилтрансферазы процесс превращения лизоФХ в
мембранный ФХ [15], что является необходимым условием для включения ДГК в
мембранные липиды.
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Mfsd2a-ОПОСРЕДОВАННЫЙ ТРАНСПОРТ лизоФХ В ЭНДОТЕЛИИ
ГЭБ – ВАЖНЕЙШИЙ ПУТЬ ПОСТУПЛЕНИЯ ПОЛИНЕНАСЫЩЕННЫХ 

ЖИРНЫХ КИСЛОТ В МОЗГ

Хорошо известно, что мозг всех животных чрезвычайно богат липидами. У мле-
копитающих они составляют половину сухого веса ткани, уступая в этом отношении
только жировой ткани. Огромное количество данных свидетельствует о важнейшей
роли ДГК и других омега-3 полиненасыщенных жирных кислот в функционирова-
нии мозга. В процессе пренатального развития млекопитающих происходит дина-
мичное накопление ДГК в структурах мозга, где она активирует процессы нейроге-
неза, разветвление и рост отростков нервных клеток, стимулирует образование
дендритных шипиков, синаптических контактов, обеспечивая процессы нейро-
нальной и синаптической пластичности [16, 17]. Дефицит омега-3 полиненасы-
щенных жирных кислот в рационе животных приводит к снижению нейрогенеза,
ухудшению пространственной памяти и способности к обучению, нарушению зре-
ния, психомоторных функций и поведения, активации воспалительных и нейроде-
генеративных процессов [16, 18]. Поскольку мозг не синтезирует эти жирные кис-
лоты de novo, они должные поступать извне – с пищей или из печени, где ДГК в
ограниченном количестве синтезируется из альфа-линоленовой кислоты. В плазме
крови ДГК в свободном виде или в составе фосфолипидов переносится в комплек-
се с альбуминами или липопротеинами, при этом, как оказалось, более половины
всей ДГК плазмы крови этерифицировано в составе лизоФХ [19].

Связь поступления ДГК в развивающийся мозг с циркулирующим в плазме кро-
ви лизоФХ была установлена еще в начале 90-х годов. Было показано, что преиму-
щественной формой поступления ДГК в мозг является лизоФХ, а в неэтерифици-
рованном виде ее поступление было незначительным [20, 21]. Интересно, что этот
феномен был обнаружен только в мозгу – в печени, сердце и почках оба пути по-
ступления ДГК были равнозначны [21, 22], что еще в 90-е годы позволило предпо-
ложить наличие специфического для сосудов мозга механизмов транспорта ДГК.
На in vitro модели ГЭБ, сконструированной при сокультивировании эндотелиаль-
ных клеток сосудов мозга и астроцитов, было показано, что лизоФХ является ос-
новной формой переноса ДГК через ГЭБ. Интересно, что в отсутствие астроцитов
способность к переносу лизоФХ утрачивалась [19]. В экспериментах на мышах с
30-дневным употреблением корма, содержащего лизоФХ-ДГК, было показано уве-
личение концентрации ДГК в мозгу в 2 раза и улучшение способности к обучению.
Замена лизоФХ-ДГК на свободную ДГК не приводила к подобным эффектам [23].

Нокаутные по гену Mfsd2a мыши были не способны транспортировать в мозг
меченую ДГК в составе лизоФХ, демонстрировали резкое снижение уровня ДГК в
мозгу, микроцефалию, снижение числа клеток Пуркинье в мозжечке, снижение
плотности нейронов в гиппокампе в областях CA1 и CA3, а также повышенную
тревожность и когнитивный дефицит. Транспорт ДГК в составе лизоФХ в печень и
сердце этих мышей был не изменен [13]. Таким образом было установлено, что
(а) Mfsd2a в эндотелии ГЭБ является натрий-зависимым специфическим симпор-
тером лизоФХ-ДГК, и (б) обеспечиваемый этим белком транспорт ДГК является
одним из важнейших путей поступления этой жирной кислоты в мозг. В других ра-
ботах было уточнено, что в количественном отношении Mfsd2a эндотелия мозга пе-
реносит меньше ДГК, чем совокупное действие FATP1 (fatty acid transport protein 1) и
FABP5 (fatty acid-binding protein 5) – классических систем транспорта свободных
жирных кислот в клетку, однако осуществляемый им транспорт более эффективен,
а время полужизни лизоФХ-ДГК, как показали эксперименты с внутривенным
введением липидов, дольше, чем свободной ДГК [24].

Интересно, что этим же механизмом, по всей вероятности, доставляется в мозг
не только ДГК, но и другая полиненасыщенная жирная кислота омега-3 ряда – эй-
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козапентаеновая (ЭПК) – С20:5 ω 3. Несмотря на крайне низкое содержание этой
жирной кислоты в фосфолипидах мозга млекопитающих, она обладает собствен-
ным функциональным потенциалом. Клинические и преклинические испытания
свидетельствуют о том, что ЭПК более эффективна в лечении депрессивных рас-
стройств, чем ДГК [25]. В связи с этим увеличение ее содержания в мозгу – акту-
альная клиническая задача, поскольку повысить ее содержание при использова-
нии ЭПК в свободном виде в качестве пищевой добавки не удается. Оказалось, что
можно достичь 100-кратного увеличения включения ЭПК в ФЛ мозга, если с дие-
той давать не свободную ЭПК, а лизоФХ-ЭПК [26]. При этом в фосфолипидах
мозга увеличивается и уровень ДГК. Только при условии введения в организм ли-
зоФХ-ЭПК, но не свободной ЭПК, наблюдается изменение экспрессии генов-ми-
шеней в мозгу, таких как нейротрофический фактор мозга BDNF, рецептор серо-
тонина 1A и др. Интересно, что такой механизм работает только в отношении мозга
и сетчатки, поскольку добавка свободной ЭПК увеличивает ее уровень в жировой
ткани, печени и сердце. Хотя участие Mfsd2a в транспорте лизоФХ-ЭПК в мозг не
доказано, известно, что данный транспортер переносит лизоФХ с различными
жирными кислотами с длиной цепи 14 и более атомов углерода, но не транспорти-
рует свободные жирные кислоты [13]. В связи с этим авторы работы считают, что
увеличение содержания ЭПК в фосфолипидах мозга обеспечивается функциони-
рованием Mfsd2a, а использование в терапевтических целях лизоФХ-ЭПК в форме
пищевой добавки может быть эффективной стратегией коррекции депрессии, про-
филактике ретинопатии и макулодистрофии [26].

РОЛЬ Mfsd2a ТРАНСПОРТЕРА В СНИЖЕНИИ КАВЕОЛИН-ЗАВИСИМОГО 
ТРАНСЦЕЛЛЮЛЯРНОГО ТРАНСПОРТА
В ЭНДОТЕЛИИ КАПИЛЛЯРОВ МОЗГА

Важной структурной особенностью клеток эндотелия ГЭБ, необходимой для
поддержания его целостности, является низкий кавеолин-зависимый везикуляр-
ный транспорт [3, 6], один из важнейших механизмов обеспечения транспортных
процессов в любых клетках. Оказалось, что в сдерживании активности данных
транспортных процессов в клетках эндотелия капилляров мозга ведущая роль при-
надлежит белку Mfsd2а [12, 27]. У мышей, нокаутных по гену Mfsd2а, сохраняется
целостность плотных контактов, однако обнаруживается высокая проницаемость
ГЭБ, а в цитоплазме клеток эндотелия мозговых сосудов фиксируется интенсив-
ный везикулярный транспорт [12].

Как оказалось, обнаруженный эффект Mfsd2а не связан с прямым действием
белковой молекулы на процесс образования кавеол, а опосредуется способностью
белка транспортировать в клетки эндотелия фосфолипиды, обогащенные ДГК, ре-
гулируя таким образом жирнокислотный состав плазматической мембраны. Была
создана линия мышей, у которых белок Mfsd2а нормально экспрессировался в тка-
ни мозга, но был лишен способности транспортировать липиды за счет замены ас-
парагина в 96-ом положении на аланин [27]. Такие мыши демонстрировали сход-
ство с нокаутными по данному гену: у них наблюдалась микроцефалия, повыше-
ние проницаемости ГЭБ, резкое увеличение числа внутриклеточных везикул в
клетках эндотелия мозга. Полученные данные свидетельствовали о том, что реша-
ющую роль в торможении трансцеллюлярного транспорта в клетках эндотелия
мозга играет Mfsd2а-опосредуемый транспорт лизоФХ.

Сравнение методами липидомики состава жирных кислот эндотелия капилля-
ров с низким (мозг) и высоким (легкие) трансцеллюлярным транспортом показало,
что содержание ДГК в мембранах эндотелия мозга в 2–5 раз выше (в зависимости
от класса фосфолипидов), чем в легких [27]. Уровень экспрессии мРНК Mfsd2а в
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эндотелии мозга почти в 80 раз выше, чем в эндотелии легких [12]. Каким же обра-
зом высокий уровень ДГК, обеспечиваемый Mfsd2а-опосредуемым транспортом
лизоФХ, тормозит кавеолин-зависимый эндоцитоз?

С использованием генетических моделей, электронной микроскопии и методов
липидомики было установлено, что липиды, транспортируемые переносчиком
Mfsd2а, создают уникальную структуру микродоменов липидного бислоя мембран
клеток эндотелия мозга [27]. Кавеолы, участки инвагинации плазматической мем-
браны, представляют из себя разновидность липидных рафтов с характерным для
них составом липидов (высокое содержание холестерина, сфинголипидов и фос-
фолипидов с насыщенными жирными кислотами). В формировании кавеол клю-
чевую роль играют белки кавеолины-1, которые, связываясь с холестерином ли-
пидных рафтов, вызывают инвагинацию плазматической мембраны [28]. Включе-
ние в состав фосфолипидов бислоя гибкого ацильного хвоста ДГК с 6 двойными
связями вызывает значительную модификацию физических свойств мембраны и
изменяет соотношение “неупорядоченных” доменов к “упорядоченным” (липид-
ным рафтам) в пользу первых [29], что приводит к вытеснению кавеолина-1 из ка-
веол и торможению кластеризации ансамбля белков, необходимых для формиро-
вания кавеол (рис. 1). Нарушение структуры липидных рафтов при добавлении
длинноцепочечных омега-3 жирных кислот, которое приводит к торможению
рафт-зависимых сигнальных процессов, показано во многих типах клеток как в

Рис. 1. Регуляция проницаемости ГЭБ Mfsd2a-опосредованным торможением кавеолин-зависимого
трансцитоза в эндотелиальных клетках. ДГК, переносимая Mfsd2a, препятствует образованию кавео-
лин-позитивных везикул. В отсутствие или при ингибировании Mfsd2a повышается их образование и
усиливается трансцитоз через эндотелиальные клетки. Cav-1: кавеолин-1, DHA: докозагексаеновая
кислота, LPC: лизоФХ, TJ: плотные контакты. Из работы [35], воспроизведено с разрешения издателя.
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экспериментах in vitro, так и in vivo [30–34]. Принцип действия этих жирных кислот
на нарушение молекулярной организации липидных рафтов демонстрирует рис. 2.

С помощью молекулярно-генетических методов было выяснено, что одним
из механизмов регуляции экспрессии Mfsd2а в эндотелии капилляров мозга и,
соответственно, контроля проницаемости ГЭБ является сигнальный путь
PTEN/AKT/NEDD4-2. Количество белка Mfsd2а в эндотелиальной клетке нахо-
дится под прямым контролем E3 убиквитинлигазы NEDD4-2, которая инициирует
его протеасомную деградацию. В свою очередь активность E3 убиквитинлигазы
NEDD4-2 регулируется ее фосфорилированием АКТ-киназой, уровень функцио-
нальной активности которой определяется фосфатазой Pten, тормозящей актива-
цию АКТ-киназы. Оверэкспрессия убиквитинлигазы или выключение гена Pten в
эндотелии капилляров мозга приводит к снижению уровня Mfsd2а, увеличению
трансцитоза и росту проницаемости ГЭБ [36].

Рис. 2. Гипотетическая модель действия ДГК (DHA) и ЭПК (EPA) на нарушение молекулярной органи-
зации липидных рафтов. Включение жирных кислот в рафты вызывает вытеснение холестерина, что
приводит к декластеризации рафтов, изменению локализации белков и нарушению рафт-зависимого
сигналинга. Из работы [34], воспроизведено с разрешения издателя.
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РОЛЬ БЕЛКОВОГО КОМПЛЕКСА Mfsd2a–Spns 
В СФИНГОЗИН-1-ФОСФАТ-ЗАВИСИМОМ 

ПОДДЕРЖАНИИ ЦЕЛОСТНОСТИ ГЭБ

Сфингозин-1-фосфат (S1P) является важнейшим липидным медиатором, кото-
рый играет ключевую роль в регуляции выживания клеток, пролиферации, мигра-
ции, адгезии и других клеточных процессах [37]. В основе его действия лежит свя-
зывание S1P со специфическими рецепторами на поверхности клетки. Оказалось,
что S1P сигналинг, опосредованный S1P1 рецепторами, является одним из регуля-
торов проницаемости ГЭБ за счет создания S1P-обогащенного микроокружения
во внеклеточном матриксе эндотелия сосудов мозга [38, 39]. Точная роль S1P в
этом механизме остается невыясненной, однако при введении мышам финголимо-
да (FTY720), блокатора S1P1 рецепторов, или при нокдауне гена этих рецепторов
обнаруживалось увеличение проницаемости ГЭБ за счет частичного нарушения
плотных контактов [39, 40], при этом инъекция в мозг S1P восстанавливала нару-
шение проницаемости ГЭБ у мышей, нокаутных по этому белку.

Оказалось, что транспортер Mfsd2a усиливает доставку S1P в паренхиму мозга –
у мышей нокаутных по Mfsd2a было значительно снижено количество S1P во вне-
клеточном матриксе эндотелия, что приводило к увеличению проницаемости ГЭБ.
Однако Mfsd2a не является транспортером S1P. Транспорт этого липида в мозг
осуществляется другим белком – так называемым Spinster homolog 2 (Spns2), экс-
прессирующимся в эндотелиальных клетках [41]. Mfsd2a является своеобразной
мембранной ловушкой для молекулы S1P, связывая отрицательно заряженную
фосфатную группу, однако из-за отсутствия в молекуле S1P холина не может осу-
ществить непосредственно перенос, передавая эту функцию белку Spns2. Таким
образом, Mfsd2a и Spns2 действуют кооперативно, образуя особый белковый ком-
плекс в эндотелиальных клетках мозга для осуществления транспорта S1P в мозг.
Обеспечиваемое этим механизмом накопление S1P во внеклеточном матриксе эн-
дотелия необходимо для градуального поддержания целостности ГЭБ: высокий
уровень S1P поддерживает целостность ГЭБ, средний (при дефиците Mfsd2a) –
увеличивает трансцеллюлярный транспорт, очень низкий (при дефиците Spns2)
приводит к открытию плотных контактов в эндотелии [39].

РОЛЬ Mfsd2a ТРАНСПОРТЕРА В ФУНКЦИОНИРОВАНИИ
ГЕМАТОРЕТИНАЛЬНОГО БАРЬЕРА И ПОСТУПЛЕНИИ ДГК В СЕТЧАТКУ

Гематоретинальный барьер регулирует проникновение в ткани и клетки глаза
необходимых веществ, в том числе жирных кислот, и удаление метаболитов. Осно-
вой организации внутреннего гематоретинального барьера являются плотные кон-
такты эндотелиальных клеток сосудов, поддерживаемыми астроцитами, перицита-
ми и клетками Мюллера. Внешний гематоретинальный барьер создается плотны-
ми контактами клеток пигментного эпителия сетчатки [42]. Хорошо известно, что
сетчатка млекопитающих чрезвычайно богата ДГК – в наружных сегментах пало-
чек она колокализована с родопсином в мембранах дисков и составляет свыше 60%
всех жирных кислот [43, 44]. В сетчатке идентифицированы молекулярные типы
фосфолипидов, содержащие 2 молекулы ДГК, эстерифицированной в 1-ом и 2-ом
положениях глицеринового скелета фосфолипида, а также фосфолипиды, имею-
щие в своем составе помимо ДГК полиненасыщенные жирные кислоты омега-3
ряда с длиной цепи до 36 атомов углерода [45]. Дефицит ДГК приводит к различ-
ным проявлениям ретинопатии, связанной в том числе с увеличением проницае-
мости гематоретинального барьера. При многих заболеваниях зрительной системы,
таких как пигментный ретинит, диабетическая ретинопатия, возрастная макуло-
дистрофия, количество ДГК в сетчатке значительно снижено [46].
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Как показали недавние исследования, важнейшую роль в поддержании высоко-
го уровня ДГК в зрительной системе играет Mfsd2a-опосредованный транспорт ли-
зоФХ через гематоретинальный барьер [47–49]. Mfsd2a экспрессируется в клетках
пигментного эпителия и сосудах сетчатки [48]. У мышей, нокаутных по гену Mfsd2a,
в постнатальном периоде значительно снижен транспорт лизоФХ-ДГК, уменьше-
на длина наружных сегментов палочек сетчатки, выявляются нарушения в органи-
зации дисков, уменьшено количество родопсина, наблюдается снижение числа
фоторецепторных клеток [48, 49]. Содержание ДГК в ткани глаза нокаутов умень-
шено на 40%, а падение ее уровня скомпенсировано ростом количества арахидоно-
вой кислоты и моноеновых жирных кислот [47, 48]. Предполагается, что в отсут-
ствиe транспорта лизоФХ-ДГК у Mfsd2a−/− мышей фоторецепторы подвергаются
прогрессирующей дегенерации. Интересно, что увеличение уровня ДГК в сетчат-
ке, так же, как в мозге, достигается при использовании в качестве пищевой добав-
ки лизоФХ-ДГК, но не триацилглицеринов, основных компонентов рыбьего жира,
или ДГК в свободном виде, что подчеркивает важнейшую роль Mfsd2а в снабже-
нии сетчатки омега-3 полиненасыщенными жирными кислотами [46].

РОЛЬ Mfsd2a В НЕЙРОПАТОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССАХ

Нарушение проницаемости ГЭБ и снижение экспрессии Mfsd2a в эндотелии ка-
пилляров мозга может являться как причиной, так и следствием острых и хрониче-
ских патологических процессов, протекающих в ЦНС [2, 50]. Многочисленные
примеры демонстрируют защитную функцию Mfsd2a, направленную на сохране-
ние низкой проницаемости эндотелия ГЭБ. Показано, что при геморрагическом
инсульте под действием клеток крови и содержащихся в ней биологически актив-
ных веществ, а также в результате активации микроглии, нарушается целостность
ГЭБ, одной из причин которой является снижение экспрессии Mfsd2а в периге-
матомной области [51]. Рост проницаемости ГЭБ при этой патологии опосредован
не только парацеллюлярным транспортом вследствие нарушения плотных контак-
тов клеток эндотелия [52], но и увеличением трансцеллюлярного переноса [53], ко-
торый регулируется белком Mfsd2а. Нокдаун и нокаут Mfsd2a у мышей с гемморра-
гическим инсультом значительно увеличивает проницаемость ГЭБ и содержание
воды в мозгу. В эндотелиальных клетках значительно возрастает число пиноцитоз-
ных везикул и наблюдается рост экспрессии белков, обеспечивающих внутрикле-
точный трафик везикул (Srgap2, Stx7, and Sec22b). Эти симптомы устраняются при
оверэкспрессии Mfsd2a. Полученные данные свидетельствуют о важной защитной
роли Mfsd2a при повреждении проницаемости ГЭБ механизмом ингибирования
везикулярного транспорта [51].

Субарахноидальное кровоизлияние вызывает повреждение ГЭБ, что приводит к
увеличению его проницаемости, и, как следствие, к усилению развивающейся па-
тологии мозга. Как было показано, в увеличении проницаемости, которая вызыва-
ется активацией кавеолин-зависимого трансцеллюлярного транспорта, решающая
роль принадлежит снижению экспрессии Mfsd2a в эндотелии ГЭБ, что приводит к
снижению содержания ДГК в липидном бислое и изменению его биофизических
свойств [54]. Помимо этого, недостаток ДГК, вызываемый снижением экспрессии
Mfsd2a, может приводить к снижению продукции противовоспалительных медиа-
торов, субстратом синтеза которых она является. Эти данные позволяют рассмат-
ривать Mfsd2a как терапевтическую мишень для защиты целостности ГЭБ и улуч-
шения прогноза течения патологического процесса при субарахноидальном крово-
излиянии.

Нарушение ГЭБ и связанный с этим отек мозга является частым побочным эф-
фектом при хирургических повреждениях мозга. В экспериментах на мышах, у ко-
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торых молекулярно-генетическими методами были осуществлены нокаут гена
Mfsd2a или его оверэкспрессия было показано, что оверэкспрессия транспортера
приводит к ослаблению отека и снижению нейрологических повреждений, вы-
званных операцией, тогда как снижение его экспрессии еще более усиливает повре-
ждение ГЭБ. Как показали полученные данные, положительный эффект оверэкс-
пресии Mfsd2a на функции ГЭБ был связан со снижением экспрессии кавеолина-1,
увеличением диссоциации транскрипционного фактора Nrf-2 со связывающим
его белком Keap-1/Nrf-2 и увеличением в области хирургического вмешательства
Nrf-2-зависимой экспрессии цитопротективных белков, таких как гем-оксигена-
за-1, что приводило к росту экспрессии белков плотных контактов и поддержанию
барьерных функций ГЭБ [55].

Хроническая ишемия головного мозга, как показали эксперименты на крысах,
также приводит к снижению экспрессии Mfsd2a, увеличению проницаемости ГЭБ,
росту трансцитоза в клетках эндотелия и когнитивным нарушениям [56]. Оверэкс-
прессия транспортера устраняет эти патологические проявления, не влияя при
этом на ультраструктуру плотных контактов и экспрессию содержащихся в них
белков. Эти данные позволяют заключить, что Mfsd2a необходим для поддержания
низкой проницаемости ГЭБ при хронической ишемии мозга, и его защитный эф-
фект связан с ингибированием трансцитоза [56].

ПРАКТИЧЕСКИЕ ПЕРСПЕКТИВЫ

Полученные данные о специфических механизмах поступления ДГК в мозг,
обеспечиваемыми эндотелиальным транспортером Mfsd2a, позволяют сделать пе-
реоценку существующих способов применения ДГК в качестве пищевой добавки
для профилактики нейродегенеративных заболеваний. Оказалось, что введение
ДГК в виде триацилглицеринов, основных компонентов рыбьего жира, или сво-
бодной (неэтерифицированной) ДГК приводит к повышению уровня этой жирной
кислоты в жировой ткани и сердце, но не в мозгу. В противоположность этому до-
бавление ДГК в виде лизоФХ или ФХ, содержащего ДГК в обоих положениях, не
влияя на включение этой жирной кислоты в жировую ткань, приводит к 2-кратно-
му повышению содержания ДГК в мозгу и значительной стимуляции продукции
BDNF, что свидетельствует о ее функциональной активности [22]. Подобные ре-
зультаты были получены и на сетчатке [46].

По всей вероятности, этими фактами объясняется низкая биодоступность для
мозга применяемых омега-3 пищевых добавок, содержащих главным образом три-
ацилглицерины, и недостаточная успешность их терапевтических эффектов в кли-
нических испытаниях. Например, положительный эффект применения омега-3
пищевых добавок не был выявлен у пациентов с болезнью Альцгеймера [57], хотя
при этой патологии снижено количество ДГК в мозгу больных, количество цирку-
лирующего лизоФХ и уровень белка Mfsd2a в плазме крови, причем величина сни-
жения коррелирует со степенью тяжести заболевания [58, 59]. В связи с этим эф-
фективная доставка жизненно необходимых ДГК или ЭПК в мозг и сетчатку в виде
лизоФХ может рассматриваться как многообещающий нутрицевтический потен-
циал в профилактике и лечении нейродегенеративных состояний, психических
расстройств и ретинопатий. Недавно французскими учеными был запантенован
препарат AceDoPC®, представляющий из себя лизоФХ-ДГК, в котором ДГК нахо-
дится во втором положении, а в первом – ацетильная группа [60]. Такая структура
лизоФХ препятствует его изомеризации при попадании в организм и позволяет со-
хранить ДГК во втором положении. В экспериментах на мышах in vivo, а также
in vitro на моделях ГЭБ было доказано что применение AceDoPC® является наибо-
лее эффективным способом доставки ДГК в мозг [61].
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Другой важный практический аспект успехов в изучении Mfsd2a связан с потен-
циальной возможностью управления барьерными свойствами ГЭБ. Низкая прони-
цаемость ГЭБ для многих лекарственных препаратов и вследствие этого невозмож-
ность достижения их необходимой терапевтической концентрации в паренхиме
мозга является серьезной проблемой при лечении многих заболеваний ЦНС. Одна
из активно разрабатываемых Mfsd2a-опосредованных стратегий предполагает
транспорт лекарственных препаратов в мозг активацией трансцитоза. Китайскими
исследователями была сконструирована пара вводимых поочередно наночастиц,
первая из которых содержала так называемый transcytosis-targeting-peptide и туни-
камицин, тормозящий активность Mfsd2a, а вторая собственно противоопухоле-
вые препараты, которые могли проникать в паренхиму мозга путем кавеолин-зави-
симого везикулярного транспорта, который повышается при ингибировании
Mfsd2a [62]. Хотя применение данных наночастиц на моделях мышей с метастаза-
ми рака груди в мозг показало возможность эффективной доставки препарата в
ткани мозга и высокую противоопухолевую активность, тщательные исследования
необходимы для оценки потенциальных преимуществ данной терапевтической
стратегии. Даже кратковременное “открытие” ГЭБ чревато серьезными послед-
ствиями для ЦНС и может быть использовано только в тяжелых патологиях, когда
потенциальный риск оправдан.

В основе другой стратегии Mfsd2a-опосредованной доставки лекарственных
препаратов в мозг лежит возможность синтеза соединений, в которых действую-
щий агент химически связан с лизоФХ, что делает возможным его перенос транс-
портером [63]. Такая стратегия сопряжена с меньшим риском побочных эффектов,
однако конъюгированный лекарственный препарат должен быть в определенной
степени липофильным и иметь ограничения по размерам молекулы.

Тем не менее, несмотря на отсутствие на сегодняшний день убедительных успе-
хов в применении Mfsd2a-опосредованных стратегий в лечении заболеваний ЦНС,
эти подходы, учитывая огромную востребованность коррекций разнообразных
нейропатологий, имеют несомненные перспективы как для потенциального уси-
ления поступления в мозг жизненно необходимых жирных кислот, так и для до-
ставки лекарственных препаратов, основанной на модуляции проницаемости ГЭБ.
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Protein Mfsd2a (Major Facilitator Superfamily Domain Containing 2a) is selectively
expressed in the endothelium of brain capillaries and is a specific Na+-dependent carrier
of lysophosphatidylcholine (lysoPC) esterified with polyunsaturated fatty acids. This re-
view summarizes current understanding of the molecular mechanisms of functioning of
the transporter in endothelial cells and the role of transported lipids in inhibition of ca-
veolin-dependent transcytosis and maintaining a low permeability of the blood-brain
barrier. The role of Mfsd2a-mediated transfer of lysoPC is considered as the most im-
portant route of entry into the brain and retina of docosahexaenoic acid and other ome-
ga-3 fatty acids necessary for the normal development and functioning of the CNS and
the visual system. The protective role of Mfsd2a in various CNS neuropathologies is dis-
cussed, as well as the prospects for developing Mfsd2a-mediated therapeutic strategies to
increase the bioavailability of essential polyunsaturated fatty acids and to deliver drugs
that do not penetrate the blood-brain barrier to brain tissue.

Keywords: blood-brain barrier, Mfsd2a, lysophosphatidylcholine, docosahexaenoic acid,
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В настоящем обзоре рассмотрены современные представления об особенностях
морфологии и гистофизиологии эндотелиальных клеток капилляров головного
мозга. Особое внимание уделено ультрамикроскопическому строению эндоте-
лиоцитов, входящих в состав нейроваскулярной единицы. Обсуждена взаимо-
связь их основных характеристик с реализацией барьерной функции. Проанали-
зирована специфика межклеточных контактов в эндотелиоцитах капилляров в
составе гематоэнцефалического барьера, структура их цитоскелета и гликока-
ликса. Рассмотрены особенности строения капилляров в составе нейрогенных
ниш, а также в анатомических образованиях, где гематоэнцефалический барьер
отсутствует или слабо выражен. Отдельный раздел обзора посвящен вопросам
транспорта веществ в эндотелиоцитах головного мозга. Анализ современных ис-
точников информации позволил установить, что несмотря на значительное ко-
личество публикаций, посвященных описанию эндотелиальных клеток цере-
бральных микрососудов, ряд вопросов так и остаются неизученными, и исследо-
вание особенностей строения и функционирования церебрального эндотелия не
утрачивает своей актуальности.

Ключевые слова: церебральные эндотелиоциты, капилляры головного мозга, ней-
роваскулярная единица
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Эндотелий кровеносных сосудов представляет собой активно функционирую-
щую и сложную метаболическую систему. Схожесть строения эндотелиальных
клеток в различных участках сосудистого русла сопровождается значительными
различиями в их генной и биохимической специфичности, типах рецепторов, на-
боре ферментов и т.д. [1]. Гетерогенность популяции клеток эндотелия в организ-
ме человека определяется особенностями функционирования сосудов в разных
тканях, гемодинамическими условиями и клеточным микроокружением.

В эмбриогенезе эндотелиальные клетки формируются из общего предшествен-
ника мезенхимного происхождения и приобретают тканеспецифичные свойства
на различных этапах развития эндотелиальных прогениторных клеток в ходе их
миграции и дифференцировки [2]. Эмбриональные стволовые клетки, коммитиро-
ванные по эндотелиальному пути развития, заселяют области формирующегося
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мозга, содержащие радиальную глию, нейробласты и нейроны [3] и рано начинают
экспрессировать молекулы межклеточных контактов (молекулы клеточной адге-
зии, белки плотных и щелевых контактов) [4]. Уже на 8-й неделе эмбриогенеза им-
мунофенотипирование эндотелиальных прогениторных клеток демонстрирует
экспрессию ими некоторых ключевых антигенов (например, CD34, CD31, CD133,
CD45, VEGFR2, CD144 и др.) [5], идентификация которых на резидентных клетках
сосудистой стенки или прогениторных клетках костномозгового происхождения
позволяет судить о механизмах развития и направленной миграции клеток эндоте-
лия в ткани.

Свойства, присущие эндотелиоцитам кровеносных сосудов головного мозга,
позволяют эффективно регулировать взаимодействие кровотока и структур цен-
тральной нервной системы [6]. Ведущее место в поддержании церебрального го-
меостаза принадлежит сосудам микроциркуляторного русла, прежде всего капил-
лярам, обеспечивающим адекватный обмен веществ.

Эндотелиальная выстилка большинства церебральных капилляров является
частью нейроваскулярной единицы – интегрированной структуры, состоящей из
эндотелиальных клеток микрососудов, функционально связанных с нейронами,
астроцитами и перицитами. Нейроваскулярная единица составляет основу гема-
тоэнцефалического и гематоликворного барьеров, и эндотелий в ее составе ха-
рактеризуется морфофункциональными признаками, которые позволяют реали-
зовать как барьерную функцию, так и регулируемый транспорт [7].

В представленном обзоре на основании данных современной литературы систе-
матизированы некоторые сведения, касающиеся особенностей морфологического
строения и гистофизиологии эндотелия церебральных гемокапилляров.

1. СТРОЕНИЕ ЭНДОТЕЛИЯ КАПИЛЛЯРОВ ГОЛОВНОГО МОЗГА В СОСТАВЕ 
ГЕМАТОЭНЦЕФАЛИЧЕСКОГО БАРЬЕРА (ГЭБ)

1.1. Ультраструктурное строение эндотелиоцитов
Ультраструктурные особенности строения стенки большинства капилляров го-

ловного мозга позволяют отнести их к группе капилляров непрерывного (сомати-
ческого) типа. Их эндотелий не имеет фенестр и окружен непрерывной базальной
мембраной (рис. 1).

Отсутствие фенестральных диафрагм и малая степень капиллярной проницаемо-
сти объясняется низкой экспрессией в плазмолемме эндотелиальных клеток глико-
протеина PVLAP (plasmalemma vesicle-associated protein) [8]. Одним из основных ре-
гуляторов образования этого белка считается фактор роста эндотелия сосудов
(VEGF), продуцируемый самими эндотелиальными клетками и астроцитами [9].
Cостояние гипоксии, индуцирующее синтез VEGF, усиливает экспрессию PVLAP на
клетках эндотелия капилляров, что приводит к появлению фенестр и повышению
уровня трансцитоза. Так, в экспериментах на мышах с очаговой церебральной ише-
мией через 48 ч после начала эксперимента в эндотелии выявлялось незначительное
количество PLVAP, а через 5 дней было зафиксировано заметное повышение экс-
прессии данного белка. Кроме того, было показано, что все PLVAP-положительные
клетки были локализованы вокруг области ишемического повреждения [10].

Эндотелиоциты капилляров головного мозга, как и другие субпопуляции эндо-
телиальных клеток, имеют вытянутую полигональную форму, уплощенное ядро и
характеризуются немногочисленностью органелл. Исключение составляют мито-
хондрии, которые в церебральных эндотелиоцитах представлены в гораздо боль-
шем количестве по сравнению с эндотелиальными клетками других локализаций.
Митохондрии в эндотелии капилляров ГЭБ относительно крупные (0.2–0.6 мкм) с
умеренно плотным гомогенным матриксом и короткими кристами. Присутствие в
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клетках большого количества данных органелл объясняется не только высокими
энергетическими потребностями транспортных систем, но и значительной интен-
сивностью процессов ангиогенеза, которые в головном мозге имеют место при
восстановлении ткани после повреждения, а также в связи с явлением нейропла-
стичности [11]. Особенностью энергетического метаболизма церебральных эндоте-
лиоцитов является высокий базальный уровень гликолиза, а также интенсифика-
ция гликолиза и митохондриального дыхания при индукции васкуло- и ангиогене-
за [12]. Ткани головного мозга характеризуются высоким содержанием лактата,
основными продуцентами которого являются астроциты [13]. Значительное коли-
чество лактата может находиться и в системной циркуляции. В таких условиях
клетки церебрального эндотелия реализуют так называемый обратный эффект
Варбурга [14]: эндотелий утилизируют лактат, который ̆ обеспечивает стимуляцию
цикла трикарбоновых кислот и митохондриальной продукции АТФ, что может
быть необходимым для формирования локального микроокружения, оптимального
для процессов ангиогенеза или высокой активности нейронов и нейропластичности.

Особая роль в осуществлении барьерной функции принадлежит цитоскелету це-
ребральных эндотелиальных клеток, состоящему, как и у клеток других типов, из
координированно функционирующих фибриллярных компонентов: актиновых
филаментов, микротрубочек и промежуточных филаментов. Изменение структуры
цитоскелета вызывает модификацию формы эндотелиоцитов: клетки сокращаются, а

Рис. 1. Ультраструктура стенки капилляра головного мозга человека (препарат Л.Е. Фрумкиной).
1 – ядро эндотелиальной клетки; 2 – цитоплазма эндотелиоцита; 3 – межэндотелиальные соединения;
4 – базальная мембрана; 5 – ядро перицита; 6 – ножки астроцитов; 7 – просвет капилляра. Электроно-
грамма. Ув. 6000.
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между ними возникают промежутки – как следствие, сосудистая проницаемость
повышается [15]. Установлено, что деформация эндотелиоцита затрагивает все три
системы цитоскелета, но в различное время: сначала изменяется система актино-
вых филаментов, затем – система микротрубочек и, в заключение, виментиновая
сеть [16].

Главными компонентами, обеспечивающими сокращение клетки, являются ее
актиновые филаменты, и в целом ряде работ показано, что именно им принадле-
жит важнейшая роль в обеспечении барьерной функции эндотелия [17]. В эндоте-
лиальных клетках процесс полимеризации актина очень динамичен, время обмена
актиновых микрофиламентов составляет несколько секунд, они эффективно регу-
лируют форму клетки. Динамичность обеспечивает быструю перестройку актино-
вых структур и переход от статического фенотипа, для которого типично наличие
массивного кортикального актинового кольца и минимального количества стресс-
фибрилл, к так называемому активированному фенотипу, характеризующемуся
слабовыраженным слоем кортикальных актиновых филаментов (вплоть до их полно-
го отсутствия) и наличием сжимающих клетку многочисленных стресс-фибрилл [18].
В настоящее время особую актуальность приобретают исследования, касающиеся
взаимодействия актиновых филаментов церебральных эндотелиоцитов с адгезион-
ными структурами клетки – фокальными и межклеточными контактами [16, 19].
Кроме того, проводится изучение вклада других фибриллярных структур (микро-
трубочек, промежуточных филаментов) в процесс регуляции сосудистой проница-
емости и осуществление барьерной функции эндотелия, в том числе, в микрососу-
дах головного мозга [20].

Особая роль в выполнении транспортной, барьерной, антитромботической и
других функций церебрального эндотелия принадлежит гликокаликсу – много-
компонентной системе, расположенной на люминальной поверхности эндотели-
альных клеток [21]. Его толщина в эндотелиоцитах капилляров головного мозга со-
ставляет около 0.07 мкм и меняется в зависимости от функционального состояния
сосуда [22]. Толщина гликокаликса в эндотелии микрососудов других органов в
физиологических условиях колеблется от 0.1 до 0.5 мкм [21].

Среди основных опорных молекул гликокаликса – мембранных протеогликанов
(синдиканов и глипиканов) – в эндотелии церебральных капилляров не обнаружи-
вается синдекан-1, экспрессия которого снижена, но все же представлена в глико-
каликсе эндотелиальной выстилки других микрососудов [23, 24].

Как и в других клетках, в гликокаликсе эндотелиоцитов капилляров головного
мозга выявляются шесть разновидностей глипиканов, среди которых особое место
занимает глипикан-1. Он является регулятором активности эндотелиальной NO-
синтазы и образования оксида азота (NO), участвующего в изменении сосудистого
тонуса [24–27]. Этот глипикан играет защитную роль, и его потеря связана с дис-
функцией кровеносных сосудов во время старения [28]. В ответ на повышение на-
пряжения сдвига при изменении скорости кровотока плотность глипикана-1 в об-
ласти межклеточных контактов увеличивается, что обеспечивается его миграцией
в составе липидных рафтов, в то время как в области кавеол остается неизменной.
При этом происходит реорганизация внутриклеточного цитоскелета с изменением
морфологии эндотелиальных клеток и увеличением их продольного размера [27, 29].

Сульфатированные гликозоаминогликаны гликокаликса (хондроитин- и гепа-
рансульфат), ковалентно неспецифично связанные с трансмембранными домена-
ми протеогликанов, принимают участие во многих физиологических процессах,
связывают, активируют или инактивируют биологически активные молекулы,
влияют на иммунные реакции, воспаление, гемостаз, клеточный рост [21, 30, 31].
Кроме того, гликозаминогликаны модулируют пути сигналинга факторов роста, в
том числе сосудистых эндотелиальных факторов роста VEGFs/VEGFRs, а также
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влияют на транскрипцию генов в клетках эндотелия за счет стимуляции образова-
ния ядерного фактора NFkB [32].

Несульфатированный гликозаминогликан – гиалуроновая кислота – основной
компонент гликокаликса, определяющий барьерные свойства эндотелия и регули-
рующий проницаемость кровеносных сосудов головного мозга – имеет спирале-
видную структуру и обладает высокой вязкостью. Она контактирует с молекулами
RHAMM (рецептор опосредованной гиалуронаном подвижности) и CD44 на мем-
бране клеток эндотелия. Последние в свою очередь соединяются с актиновыми фи-
ламентами и участвуют в кавеол-опосредованном эндоцитозе и трансцитозе [24, 33].
Возрастание активности гиалуронидазы при ряде патологических состояний при-
водит к фрагментации гиалуроновой кислоты и нарушению целостности эндоте-
лиального гликокаликса с повышением его проницаемости [34]. Известен ряд фер-
ментов, обеспечивающих отщепление протеогликанов и гликозаминогликанов от
поверхности эндотелиальных клеток при действии различных стимулов. В частно-
сти, расщепление синдеканов и гликозаминогликанов опосредуется матриксными
металлопротеазами и гепараназой [32]. В этой связи матриксные металлопротеазы
эндотелия рассматриваются в качестве основных эффекторов деградации компо-
нентов гликокаликса.

В состав гликопротеинового комплекса гликокаликса входят белки трех се-
мейств – селектины (Р- и Е-селектины), интегрины (αV, α5, α2) и эндотелиальные
иммуноглобулиноподобные белки (ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, PECAM-1) [1].
Они обеспечивают взаимодействие иммунокомпетентных клеток с компонентами
сосудистой стенки, регулируют процесс адгезии и последующей миграции лейко-
цитов. В физиологических условиях толщина гликокаликса эндотелиоцита капил-
ляра превышает размер адгезионных молекул и длину ворсинок лейкоцита при
роллинге. Это ограничивает возможности контакта мембраны лейкоцита с молеку-
лами адгезии на эндотелии, препятствуя их трансэндотелиальной миграции.
Уменьшение толщины гликокаликса за счет слущивания его ключевых компонен-
тов под воздействием провоспалительных агентов улучшает проникновение лейкоци-
тов к стенке сосуда, тем самым облегчая их трансэндотелиальную миграцию [35].

1.2. Межклеточные контакты церебральных эндотелиоцитов
Избирательная проницаемость, характерная в принципе для всех эндотелиаль-

ных клеток, регулируется, в первую очередь, плотными межклеточными контактами,
представляющими собой комплекс структур, сформированных трансмембранны-
ми адгезивными молекулами, сочлененными с сетью внутриклеточных сигналь-
ных молекул и связанных с цитоскелетом белков. В зависимости от фенотипа эн-
дотелия, плотные контакты присутствуют в стенке сосудистого русла в разной сте-
пени комплексности. В образующих ГЭБ эндотелиоцитах мозговых капилляров,
где особенно необходим контроль проницаемости, плотные контакты развиты
значительно лучше, чем в других микрососудах [36]. Кроме того, комплекс меж-
клеточных соединений церебральных эндотелиоцитов отличается динамичностью,
что позволяет эффективно регулировать клеточную адгезию, межклеточный
транспорт, запускать сигнальные каскады.

Ближе всего к базальной мембране располагаются адгезивные контакты (adher-
ens junctions). В их составе представлены эндотелиальный кадгерин и катенины.
Кадгерин эндотелия сосудов (Ve-кадгерин) является основным трансмембранным
белком эндотелиальных адгезивных контактов. Внутри эндотелиоцита кадгерин
связан с катенином, и через него – с актиновыми филаментами цитоскелета. Се-
мейство катенинов в церебральных эндотелиоцитах представлено катенинами α, β
(plakoglobin), γ и катенином p120. Считается, что β- и γ-катенины связывают кадге-
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рин с α-катенином. Роль катенина p120 остается спорной в отличие от вышеупо-
мянутых классических катенинов, но высокое сродство связывания катенина p120
с Ve-кадгерином предполагает, что он может регулировать проницаемость сосудов
[37–39] (рис. 2).

Тромбоцитарная молекула клеточной адгезии (PECAM-1) поддерживает целост-
ность эндотелия кровеносных сосудов и вместе с катенинами участвует во взаимо-
действии лейкоцитов с эндотелием и обеспечивает их трансэндотелиальную ми-
грацию при воспалении [40].

Выше адгезивных контактов располагаются нексусы, образующие каналы между
эндотелиальными клетками посредством белков коннексинов CX30 и CX43, которые
осуществляют в эндотелиальном слое в основном коммуникативную функцию.

Непосредственно у апикальной поверхности клеток располагаются плотные
контакты, изолирующая способность которых в эндотелии капилляров головного
мозга на два порядка выше, чем в капиллярах других органов. В их составе присут-
ствуют трансмембранные и цитоплазматические белки. Трансмебранные белковые
молекулы представлены окклюдином и клаудинами, которые ограничивают пара-
целлюлярный транспорт растворенных веществ и ионов, что создает высокое элек-
трическое сопротивление барьера (более 1000 Ом/см) [41–45]. При исследовании
ткани головного мозга методом Вестерн-блоттинга была показана экспрессия кла-
удинов-1, -3, -5 и -12, обеспечивающих повышение барьерных свойств эндотелия,
а также клаудинов-2 и -17, образующих межклеточные поры для транспорта ионов
и воды [43, 45–47].

К цитоплазматическим белкам плотных контактов относят ZO-протеины (1-, 2-, 3-),
цингулин, Par-3, Par-6, Afidin/AF-6, 7H6, ZONAB, Rab3b, Rab13, PKC, G protein.

Рис. 2. Структурные особенности комплекса адгезивных и плотных контактов церебральных эндоте-
лиоцитов.
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ZO-протеины – ассоциированные с мембраной гуанилкиназа-подобные белки
(англ.: membrane-associated guanilate kinase-like proteins – MAGUK) состоят из до-
менов PDZ1, PDZ2 и PDZ3, SH3-домена и гуанилкиназа-подобного домена
(GUK). Эти домены участвуют в упорядочении структуры белковых молекул и в
поддержании целостности плазматических мембран [48]. ZO-протеины связаны с
мембранными клаудинами и окклюдином с одной стороны и актиновыми и винку-
линовыми филаментами с другой.

Цингулин обеспечивает связь между белками плотного контакта (ZO-2, ZO-3,
AF-6, JAM) и актин-миозиновым цитоскелетом [49]. 7H6 в основном играет роль в
поддержании структуры контакта, тогда как ZONAB (ассоциированный с ZO-1 бе-
лок, связывающий нуклеиновые кислоты) регулирует транскрипцию ErbB и па-
раклеточную проницаемость. Rab белки (Rab13, Rab3b) играют роль в стыковке и
слиянии транспортных пузырьков в комплексе плотных контактов [50]. PKC
участвует в регуляции поляризации, а также в сборке плотного контакта, а G-белки
(G-i0, G-i2, G12, Gs) ускоряют сборку плотных контактов и поддерживают транс-
эндотелиальное электрическое сопротивление [51].

В зоне плотных контактов эспрессируются межклеточная молекула адгезии
ICAM-1 и молекулы контактной адгезии JAM-A, JAM-B и JAM-C, которые отно-
сятся к классу иммуноглобулинов. JAM-B и JAM-C участвуют в миграции сквозь
эндотелий лейкоцитов [52]. ICAM-1 (CD54) – одна из главных молекул адгезии,
которая обусловливает изменение проницаемости сосудов и трансэндотелиальную
миграцию лейкоцитов. ICAM-1 связывается с интегринами CD11/CD18 и LFA-1
лейкоцитов, в основном нейтрофилов, после чего они легко проникают в ткани
[53]. Экспрессия ICAM-1 увеличивается после активации эндотелиоцитов актив-
ными формами кислорода и провоспалительными стимулами, действие которых
опосредуется сигнальными путями с участием Akt/PKB, NF-κB, МАР-киназы p38
и ERK1/2 [54–56]. В норме эндотелиальные клетки церебральных капилляров
имеют низкую экспрессию молекул адгезии лейкоцитов, что делает практически
невозможным проникновение иммунных клеток в центральную нервную систему.
Провоспалительные цитокины (α-ФНО, ИЛ-1β и ИЛ-6), высвобожденные акти-
вированной микроглией, индуцируют перегруппировку и изменение экспрессии
белков плотных контактов (ZO-1 и окклюдин), что приводит к увеличению прони-
цаемости эндотелия, диффузии малых молекул и миграции лейкоцитов через обра-
зующиеся щели [57].

При исследовании особенностей формирования ГЭБ у крыс в физиологических
условиях, а также после перинатальной гипоксии и стресса в молодом возрасте, бы-
ло установлено, что в физиологических условиях количество клеток, экспрессирую-
щих JAM, ZO1 и клаудин 5, несколько увеличивается в период от 7-го до 70-го дня
жизни в коре, гиппокампе и миндалине головного мозга. После перенесенной пе-
ринатальной гипоксии количество клеток, экспрессирующих белки плотных кон-
тактов (JAM, клаудин), значительно увеличивается с 28-го по 70-й дни жизни кры-
сы, в то время как количество ZO1 положительных клеток за тот же период време-
ни снижается. То есть перенесенный в раннем возрасте стресс вызывает дисбаланс
между экспрессией ZO1 и других белков плотных контактов, но эти изменения
противоположны по направлению [58].

1.3. Базальная мембрана
Немаловажная роль в регуляции проницаемости капилляров головного мозга

принадлежит базальной мембране, объединенной с эндотелиоцитами в единую
систему при помощи фокальных контактов [59]. Интегрины – основные белки
этого контакта представляют собой гликопротеиновые комплексы, состоящие из
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α- и β-субъединиц. В цитоплазме эндотелиальной клетки интегрины соединяются
с актиновыми микрофиламентами цитоскелета. Механические силы, действую-
щие на внеклеточный домен интегрина, способны активировать сигнальные бел-
ки, связанные с его цитоплазматическим доменом, и запускать генерализованные
реакции с участием цитоскелета. Прочность прикрепления эндотелиальных клеток
к матриксу базальной мембраны может изменяться при молекулярных перестрой-
ках в области цитоплазматического домена интегрина [59, 60].

Базальная мембрана эндотелиоцитов капилляров ГЭБ является непрерывной,
трехслойной и характеризуется повышенным по сравнению с аналогичной струк-
турой других субпопуляций эндотелиоцитов содержанием коллагена IV типа. Про-
теазы, выделяющиеся при воздействии провоспалительных агентов, увеличивают
порозность мембраны, что приводит к повышению проницаемости ГЭБ [61]. Сре-
ди белков внеклеточного матрикса базальной мембраны следует отметить лами-
нин. Он действует как барьер для заряженных частиц с определенными молекуляр-
но-весовыми характеристиками и регулирует проницаемость и клеточный транс-
порт через ГЭБ. Толщина базальной мембраны в церебральном эндотелии
колеблется от 100 до 200 нм. В капиллярах ГЭБ данная структура объединяет между
собой эндотелий, перициты и перикапиллярную глию, выполняя связующую
функцию. Апикальные микровыросты перицитов и базальные микровыросты эн-
дотелиоцитов связаны между собой при помощи плотных или адгезивных контак-
тов, обеспечивающих тесную функциональную взаимосвязь [62]. Снаружи от ба-
зальной мембраны капилляров располагается сплошной футляр из астроцитов, от-
ростки которых образуют плотные или адгезивные соединения.

2. ОСОБЕННОСТИ СТРОЕНИЯ ЭНДОТЕЛИЯ КАПИЛЛЯРОВ 
В ОТДЕЛЬНЫХ УЧАСТКАХ ГОЛОВНОГО МОЗГА. ИЗМЕНЕНИЯ,

СОПРОВОЖДАЮЩИЕ СТАРЕНИЕ

Для капилляров анатомических образований, в которых ГЭБ отсутствует или
слабо выражен, характерен несколько иной фенотип. К таким структурам относятся
area postrema ромбовидной ямки (дна IV желудочка), эпифиз, нейрогипофиз, при-
крепленная пластинка (lamina affixa), субфорникальный орган, субкомиссураль-
ный орган. Большинство из них является нейроэндокринными структурами,
участвующими в процессах нейрогуморальной регуляции. Наличие ГЭБ препятство-
вало бы исполнению данными анатомическими образованиями своих функций.

При электронно-микроскопическом исследовании строения стенки таких ка-
пилляров установлено присутствие как типичного, так и фенестрированного эндо-
телия. Клетки характеризуются менее выраженной экспрессией белков плотных
контактов, низким электрическим сопротивлением, наличием в цитоплазме боль-
шого количества микровезикул и вакуолей. Это свидетельствует об их участии в
процессах трансэндотелиального транспорта веществ и о меняющейся функцио-
нальной активности клеток [63].

Рядом структурно-функциональных особенностей обладает и эндотелиальный
слой, выстилающий капилляры в области нейрогенных ниш, где благодаря микро-
окружению, формируемому клетками эндотелия и астроглии, фиксируются явле-
ния нейрогенеза в постнатальном периоде. Нейрогенными нишами в головном
мозге являются субвентрикулярная зона боковых желудочков и субгранулярная зо-
на зубчатой извилины в гиппокампе [64, 65]. Так, субвентрикулярная зона боковых
желудочков характеризуется повышенной проницаемостью ГЭБ вследствие мень-
шего покрытия эндотелия и перицитов отростками периваскулярной астроглии.
Это необходимо для секреции в нишу факторов роста и других регуляторных моле-
кул. В субгранулярной зоне зубчатой извилины проницаемость стенки церебраль-
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ных микрососудов существенно ниже, и основная часть гуморальных факторов,
регулирующих нейрогенез, секретируется локально [66, 67].

При физиологическом старении происходят следующие изменения в структуре
церебральных капилляров: увеличивается толщина капиллярной стенки, отмечает-
ся утрата перицитов, снижается количество эндотелиоцитов и митохондрий в них,
уменьшается экспрессия белков плотных контактов, увеличивается толщина ба-
зальной мембраны. В базальной мембране возрастает концентрация коллагена IV и
снижается содержание ламинина [68].

3. ТРАНСПОРТ

Барьерный фенотип, присущий эндотелиоцитам капилляров в составе ГЭБ,
практически исключает возможность парацеллюлярного транспорта и пиноцито-
за. Этим объясняется отсутствие (или минимальное количество) пиноцитозных ве-
зикул в клетках [63, 69]. В физиологических условиях вещества, безопасные для
нейронов, транспортируются трансцеллюлярно пассивной и облегченной диффу-
зией, а также активным транспортом.

Пассивной диффузией эндотелий преодолевают вещества, обладающие высо-
кой липофильностью, молекулярной массой менее 400 г/моль и имеющие в своей
структуре не более 8 водородных связей [70].

Облегченная диффузия также не требует энергетических затрат, но осуществля-
ется при участии энергетически-независимых транспортных белков семейства SLC
(the solute-linked carrier). Примером такого способа транспорта является перенос
молекул глюкозы, лактата, аминокислот, пептидов малого размера, лекарственных
средств и их конъюгатов, стероидов и т.д. [63, 70].

Активный транспорт осуществляется энергетически-зависимыми белками-
транспортерами, в подавляющем большинстве суперсемейства АВС (the adenosine
triphosphate (ATP) – binding cassette). Они состоят из двух трансмембранных доме-
нов: один осуществляет гидролиз АТФ с высвобождением энергии, второй исполь-
зует энергию и переносит субстрат через мембрану [71]. Белки суперсемейства АВС
осуществляют вынос (эффлюкс) из центральной нервной системы метаболитов,
токсинов, избытка нутриентов [63]. Наиболее изученным представителем данного
семейства является P-гликопротеин, отвечающий за мультирезистентность цен-
тральной нервной системы к лекарственным средствам [72, 73], выводя их из эндо-
телиоцитов обратно в кровеносное русло. Ингибирование Р-гликопротеина и дру-
гих белков, ассоциированных с неспецифической лекарственной устойчивостью,
является одной из основных проблем фармакотерапии заболеваний центральной
нервной системы [74].

Одним из эффлюксных механизмов является конвективно-опосредованное вы-
деление, когда вещество минует прохождение через биологические мембраны. На
сегодняшний день многие его аспекты остаются неизученными [63].

Основным видом транспорта, отвечающим за перенос макромолекул, является
везикулярный или канальцевый транспорт. Он подразделяется на рецептор-опо-
средованный и абсорбцио-опосредованный трансцитоз. Рецептор-опосредован-
ный трансцитоз осуществляется за счет связывания макромолекулы с рецепторами
на внешней стороне мембраны. Абсорбцио-опосредованный трансцитоз реализу-
ется за счет разности электрических зарядов мембраны клетки и макромолекулы.
Таким образом происходит сближение между ними и удержание макромолекулы
на поверхности мембраны [75].

Механизмы трансцитоза в церебральных эндотелиоцитах отличаются от тако-
вых в эндотелиальных клетках других тканей [76, 77]. Перенос макромолекул реа-
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лизуется субстрат-специфическими транспортными системами преимущественно
путем рецептор-опосредованного трансцитоза [78].

Эндоцитарные пути в эндотелиальных клетках делятся на две категории: кла-
трин-опосредованный эндоцитоз и клатрин-независимый эндоцитоз [79]. В эндо-
телиоцитах головного мозга преобладает достаточно изученный на данный момент
клатрин-опосредованный эндоцитоз. Однако механизмы, сопровождающие фор-
мирование везикул, до сих пор являются предметом активных исследований. Так,
в работах последних лет уточняется роль в эндоцитозе белков Bin/Amphiphysin/Rvs
(BAR) и гликокаликса [80]. Белок BАR обнаружен в трех изоформах: N-BAR, F-BAR и
I-BAR [58]. N-BAR и F-BAR способствуют образованию инвагинаций плазмоле-
мы, I-BAR участвует в образовании ее выпячиваний. Белок N-BAR существует в
двух изоформах, -1 и -2, причем обе содержат домен SH3, который взаимодейству-
ет с динамином – белком, обеспечивающим отделение клатринового пузырька от
плазмолеммы [81], а также домен CLAP, который обеспечивает связывание кла-
трина и адаптерного белка AP2 [82].

Наибольший интерес в последние годы вызывает внутриклеточный трафик в
эндотелии головного мозга [83, 84]. Трехмерные реконструкции серийных элек-
тронно-микроскопических срезов показали, что внутриклеточные структуры, воз-
никающие в ходе трансцитоза, редко были отдельными пузырьками, а являлись ча-
стью большой многомерной сети канальцев. Эти исследования предполагают, что
транспортировка через канальцы приобретает первостепенную роль в перемеще-
нии молекул через ГЭБ [84].

Как утверждают недавние исследования [60], с возрастом экспрессия генов, ко-
дирующих образование рецепторов, включая Tfrc, снижается. Уменьшается синтез
белков, участвующих в реализации рецептор-опосредованного трансцитоза, вклю-
чая клатрин, PICALM, Rin3 и Epsin1. И осуществляется переход от лиганд-специ-
фичного к неспецифическому кавеолярному трансцитозу. Белок F-BAR PACSIN-2
(или синдапин-2) участвует в биогенезе кавеол и опосредованном кавеолами эндо-
цитозе [85–88]. Интересно, что экспрессия Cav1, который кодирует кавеолин-1,
усиливается с возрастом вместе со снижением Mfsd2a, супрессора образования ка-
веол в церебральных эндотелиоцитах [60]. В реализации механизмов кавеолярного
трансцитоза участвует также и гиалуроновая кислота, входящая в состав гликока-
ликса [24, 33].

Наличие GPI-домена в глипикане-1, с помощью которого он связывается со
специфически устроенными участками на мембране эндотелия – липидными раф-
тами, позволяет предположить участие гликокаликса в процессах рафт-зависимого
GPI-связанного эндоцитоза. Однако существование данного типа транспорта и его
механизмы в церебральном эндотелии изучены недостаточно.

Особый интерес для исследователей вызывает транспорт воды в центральной
нервной системе. Он считается активно регулируемым процессом и осуществляется
интегральными мембранными водными белками – аквапоринами. Открытие экс-
прессии аквапоринов в мозге побудило к изучению возможной связи между дан-
ными белками и неврологическими состояниями, связанными с нарушениями
движения воды, например, отеком мозга [89]. В церебральном эндотелии экспрес-
сируются аквапорины-1 и -7. Они в основном локализуются на апикальной мем-
бране эндотелиальных клеток сосудистого сплетения, что позволяет предположить
их участие в секреции ликвора [90]. Aквапорин-1 играет важную роль в ангиогенезе,
миграции и росте клеток. Предполагается, что он может быть вовлечен в опухоле-
вый процесс, так как был обнаружен на эндотелии сосудов различных опухолей:
глиобластомы, астроцитомы, метастазирующей карциномы, менингиомы, а также
субэпендимальной астроцитомы и опухоли сосудистого сплетения [91].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Эндотелиальные клетки, выстилающие церебральные капилляры, характеризу-
ются неоднородным фенотипом, что определяется особенностями их локализации
и функциональной нагрузкой: эндотелиоциты капилляров сосудистых сплетений
играют исключительную роль в регуляции продукции ликвора, эндотелиальные
клетки капилляров в структурах, где присутствует ГЭБ, обеспечивают избиратель-
ную проницаемость. Уникальные структурно-функциональные характеристики
эндотелиальной выстилки капилляров, входящих в состав ГЭБ (отсутствие фе-
нестр, наличие комплекса плотных межклеточных контактов, обилие митохон-
дрий, низкий уровень пиноцитоза, высокое трансэндотелиальное сопротивление),
достаточно глубоко исследованы и подробно описаны в современной литературе.
Однако ряд вопросов так и остаются не в полной мере изученными. К ним отно-
сятся особенности морфологии и функционирования эндотелия в области нейро-
генных ниш, роль элементов цитоскелета эндотелиоцитов в формировании и ди-
намической перестройке фокальных и межклеточных контактов, особенности
транс- и парацеллюлярного транспорта (в особенности адресной доставки лекар-
ственных препаратов), механизмы поддержания целостности эндотелиального мо-
нослоя и многие другие.
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Morphological and Histophysiological Features of the Brain Capillaries Endothelium
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This review considers modern ideas about the features of the morphology and histophys-
iology of the brain capillaries endotheliocytes. Particular attention is paid to the ultrami-
croscopic structure of endothelial cells, which are part of the neurovascular unit. The re-
lationship between their main characteristics and the realization of the barrier function is
discussed. The specifics of intercellular contacts in capillary endotheliocytes as part of
the blood-brain barrier, the structure of their cytoskeleton and glycocalyx were analyzed.



578 ЕГОРОВА и др.

The features of the capillaries structure in the neurogenic niches, as well as in anatomi-
cal structures where the blood-brain barrier is absent or weakly expressed, are consid-
ered. A separate part of the review is devoted to the transport of substances in brain en-
dotheliocytes. An analysis of modern sources of information made it possible to establish
that, despite a significant number of publications devoted to the description of endothe-
lial cells of cerebral microvessels, a number of questions remain unexplored, and the
study of structural features and functioning of the cerebral endothelium does not lose its
relevance.

Keywords: cerebral endotheliocytes, brain capillaries, neurovascular unit
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В настоящем обзоре приведены данные относительно роли дисфункции гемато-
энцефалического барьера (ГЭБ) при неврологической патологии, описание эпи-
генетических и метаболических регуляторов его функциональной активности и
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перкапнии с оценкой их влияния на функционирование ГЭБ. Кроме того, в обзо-
ре приводятся аргументы в пользу комбинированного использования препаратов,
модулирующих метаболизм и проницаемость ГЭБ, в сочетании с гиперкапниче-
ской гипоксией для достижения большей нейропротекторной эффективности.
Приведенные данные демонстрируют, что существует значительное количество
препаратов, обладающих высоким потенциалом для повышения нейропротек-
торной эффективности при сочетании с гиперкапнической гипоксией. К таким
группам препаратов относятся антиоксиданты, эндотелио- и мембранопротекто-
ры, ингибиторы c-Jun N-терминальных киназ (JNK) и энерготропные препараты.
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Пермиссивная гиперкапния и ее сочетание с перемежающейся гипоксией фор-
мируют эффект увеличения толерантности головного мозга к ишемии [1]. Однако
механизмы и сигнальные пути нейропротекторной эффективности гиперкапнии и
ее сочетания с дефицитом кислорода на сегодняшний день исследованы мало.

Между тем, одним из таких механизмов может выступать сохранение функцио-
нальной активности гематоэнцефалического барьера (ГЭБ), т.к. поддержание це-
лостности ГЭБ является значимым нейропротекторным звеном в структуре фор-
мирования ишемической толерантности головного мозга [2]. При этом нарушение
целостности ГЭБ является ранним признаком ишемического повреждения мозга и
выступает прогностическим фактором неблагоприятного исхода [3].

Функциональная активность ГЭБ, главным образом, зависит от поддержания
его стабильного метаболизма, целостности и избирательной проницаемости [4].
Эти элементы, в свою очередь, регулируются целым рядом гуморальных, нейро-
трофических и эпигенетических сигнальных механизмов [5].

ОБЗОРНЫЕ
И ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ

EDN: TDITXD
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В настоящем обзоре приведены данные относительно роли дисфункции ГЭБ
при неврологической патологии, описание эпигенетических и метаболических ре-
гуляторов его функциональной активности и структурной целостности. Также об-
зор содержит информацию об экспериментальных результатах исследований ней-
ропротекторных эффектов гипоксии и гиперкапнии с оценкой их влияния на
функционирование ГЭБ. Кроме того, в обзоре приводятся аргументы в пользу
комбинированного использования препаратов, модулирующих метаболизм и про-
ницаемость ГЭБ, в сочетании с гиперкапнической гипоксией для достижения
большей нейропротекторной эффективности.

РОЛЬ ДИСФУНКЦИИ ГЕМАТОЭНЦЕФАЛИЧЕСКОГО БАРЬЕРА
В РАЗВИТИИ НЕВРОЛОГИЧЕСКОЙ ПАТОЛОГИИ

ГЭБ – сложная и неоднородная система головного мозга с многоуровневым из-
бирательным транспортом, необходимая для поддержки регуляции и защиты цен-
тральной нервной системы (ЦНС). Структурную основу ГЭБ составляют эндоте-
лиальные клетки, астроциты и перициты. Эндотелиальные клетки церебральных
сосудов связаны между собой плотными контактами. Это имеет важное значение
для реализации главной функции ГЭБ – поддержания гомеостаза мозга и защиты
нервной ткани от циркулирующих в крови токсинов, микроорганизмов, гумораль-
ных и клеточных факторов иммунной системы, воспринимающих ткань мозга как
чужеродную [6, 7].

Исследователи подчеркивают роль дисфункции ГЭБ при развитии различных
неврологических заболеваний. Например, при посттравматическом исследовании
резецированной церебральной ткани и мозга у пациентов с фармакочувствитель-
ной и резистентной эпилепсией [8] выявлено, что имеется четко локализованная
избыточная экспрессия Р-гликопротеина в эпилептогенном гиппокампе у боль-
ных с лекарственно устойчивой эпилепсией. Авторы считают, что на фоне хрони-
ческого течения эпилепсии развивается воспаление в церебральной сосудистой се-
ти, повышается проницаемость ГЭБ и экспрессия Р-гликопротеина.

В современных исследованиях показано, что эпилептические приступы могут
индуцировать повышенную проницаемость ГЭБ для цитокинов, оказывающих
влияние на патогенез и ход эпилепсии [9]. У интерлейкина-1β, интерлейкина-6 и
фактора некроза опухоли α (TNFα) были зарегистрированы проконвульсивные и
противосудорожные эффекты, зависимые от концентрации свободных и доступ-
ных рецепторов. Судороги не только индуцировали экспрессию цитокинов в го-
ловном мозге, но и увеличивали их периферический уровень на фоне генерализо-
ванных тоникоклонических или продолжительных парциальных приступов, воз-
вращаясь к исходному уровню после разных интервалов времени.

Установлена многоуровневая система химической регуляции гомеостаза в ткани
головного мозга, повышающая защиту нейронов от стресса и повреждения, а так-
же роль многочисленных ростовых и нейротрофических факторов в репаративных
процессах, во многом определяющих исходы и прогноз гипоксического поражения
мозга [10, 11].

Отмечается, что повышение проницаемости ГЭБ в условиях хронической ги-
поксии/ишемии мозга в пери- и неонатальном периоде может выступать одним
из факторов прогрессирования нейродегенеративных процессов, возникающих
из-за поступления в периферический кровоток забарьерных антигенов с после-
дующим иммунным ответом и дисфункцией протеолитических и нейромедиа-
торных систем [12, 13].

Нарушение целостности и проницаемости ГЭБ является важным элементом в
патогенезе гипоксического/ишемического и инфекционного поражения головно-
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го мозга [14]. Однако особенности функционирования ГЭБ при нарушениях раз-
вития головного мозга и нейродегенеративных заболеваниях изучены существенно
меньше. При этом исследование молекулярных механизмов этих особенностей вы-
ступает не только важным шагом в понимании патогенеза заболеваний, но и пер-
спективным направлением для повышения эффективности фармакотерапии. Так,
недавно появились убедительные экспериментальные свидетельства о нарушении
структуры тесных контактов и дизрегуляции белков-транспортеров ГЭБ при таких
нарушениях развития головного мозга, как аутизм, шизофрения, эпилепсия, а так-
же нейродегенеративных состояниях (болезни Альцгеймера и Паркинсона) [15].

ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОЕ РЕГУЛИРОВАНИЕ ФУНКЦИИ ЦЕРЕБРАЛЬНОГО 
ЭНДОТЕЛИЯ В ПАТОГЕНЕЗЕ ГИПОКСИЧЕСКИ-ИШЕМИЧЕСКОГО

ПОВРЕЖДЕНИЯ ГОЛОВНОГО МОЗГА

Эпигенетические факторы, обуславливающие метилирование ДНК и ремодели-
рование гистонов, важны для нормального развития мозга в онтогенезе [16]. Они
подвержены регулирующему влиянию гипоксического стимула, который может
вызвать как повреждающий эффект, так и эффект прекондиционирования [17].
Если стимул является избыточным и/или длительным, то это вызывает наступле-
ние гипоксически-ишемическое поражение мозга и определяет будущие невроло-
гические расстройства.

Показано, что блокирование гистондеацетилазы в культуре микроглии оказыва-
ет защитное действие на олигодендроциты после экспериментальной гипоксии-
ишемии [18]. При этом фракция М1 подавляет активность олигодендроцитов, а М2
ее усиливает и позволяет снижать экспрессию провоспалительных факторов и сни-
жать экспрессию противовоспалительных цитокинов. Метилирование и деметили-
рование происходит при участии большого количества ферментов, в т.ч. гистона-
цетилтрансфераз, деацетилатов, гистоновых метилтрансфераз и деметилаз [19, 20].
Эти процессы способствуют модулированию транскрипции в ответ на эндогенные
и экзогенные факторы, такие как гипоксия и воспаление [21]. В моделях in vivo по-
казано, что при экспериментальной гипоксии/ишемии в неонатальном периоде
возрастает экспрессия каспазы-3, снижается экспрессия синапсина и ингибирует-
ся метилирование гистонов H3K4me2/-me3 и H3K27me2/-me3, что вызывает ин-
дукцию нейронального апоптоза в гиппокампе [23].

В настоящее время наиболее существенными факторами эпигенетического вли-
яния являются микроРНК – небольшие некодирующие РНК, обеспечивающие
посттранскрипционную модуляцию экспрессии генов [24]. Эти молекулы играют
важную роль в онтогенетическом развитии мозга и патогенезе неврологических за-
болеваний, в том числе ишемического инсульта [25]. При этом ГЭБ рассматривает-
ся в качестве мишени для патогенетических факторов [26]. При гипоксии-ишемии
нарушение структуры и организации этих белков в наружной мембране эндотелиаль-
ных клеток обуславливает нарушение проницаемости церебрального эндотелия [27].
Повышенная адгезия иммунных клеток к поврежденному эндотелию, в том числе,
обуславливает их инфильтрацию в окружающую ткань [28].

Доказано, что деградация ГЭБ повышает риск раннего инсульта, а ее блокирова-
ние обеспечивает защиту паренхимы головного мозга [29]. Деградация белков
плотных контактов, или белков клеточной адгезии, под действием металлопротеи-
назы (MMP) напрямую регулируется микроРНК. MiR-539 напрямую ингибирует
экспрессию MMP-9 и защищает эндотелиальные клетки от экспериментальной
ишемии, предотвращая повышение проницаемости ГЭБ [30]. MiR-143 активирует-
ся после ишемического инсульта, что было показано в исследованиях на человеке
и животных [31, 32].



582 ТРЕГУБ

Некоторые микроРНК могут защищать целостность ГЭБ за счет снижения адге-
зии иммунных клеток и экспрессии провоспалительных цитокинов. Например,
miR-210 активирует экспрессию ФНО-α, ИЛ-1β, ИЛ-6 и хемокиновые лиганды
CCL1 и CCL2, связанные с провоспалительным ответом в модели ишемического
инсульта у мышей [33], а сверхэкспрессия miR-126-3p и -5p в ишемизированном
мозге мышей подавляет провоспалительные цитокины и молекулы адгезии, сохра-
няя целостность церебрального эндотелия, и снижает негативные последствия по-
сле перенесенного инсульта [34, 35]. Напротив, miR-34a активируется в эндотели-
альных клетках после эпизода острой гипоксии-ишемии, что отрицательно влияет
на функцию митохондрий в эндотелиоцитах, воздействуя на цитохром С. При этом
нокаутирование miR-34a снижает проницаемость ГЭБ, выраженность нарушений
плотных межклеточных контактов и улучшает исходы инсульта [36, 37].

MiR-26b ингибирует аутофагию и выживание эндотелиоцитов при эксперимен-
тальной гипоксии/ишемии in vitro, а длинная некодирующая РНК Malat1, связы-
вая miR-26b, оказывает обратное действие [38]. МикроРНК miR-15a активируется
в церебральном эндотелии мышей после острого кислородно-глюкозного голода-
ния, вызывает гибель клеток и ингибируется через активацию δ-рецептора под
воздействием пролифератора пероксисом PPAR, который выступает потенциаль-
ным нейропротектором при ишемическом инсульте [39]. Главное значение в со-
хранении проницаемости ГЭБ принадлежит эндотелию и, в меньшей степени, пе-
рицитам. Показано, что при гипоксически-ишемическом поражении перициты
отделяются и мигрируют от базальной мембраны, способствуя повышению прони-
цаемости. Данный процесс индуцируется под действием miR-149-5p [40].

MiR-210 признана одним из важнейших регуляторов неонатальной гипоксии-
ишемии [41]. Эта микроРНК активирована при неонатальной гипотрофии, а ост-
рая гипоксия-ишемия приводит к усилению сверхэкспрессии miR-210, что увели-
чивает проницаемость ГЭБ за счет ингибирования экспрессии окклюдина и β-ка-
тенина [42]. Сообщалось, что miR-210 проявляет широкий спектр биологической
активности, включающей митохондриальный обмен и дифференцировку клеток
[43]. В норме сверхэкспрессия miR-210 способствует ангиогенезу и нейрогенезу
[44]. Она обуславливает защитный эффект при ишемическом инсульте и способ-
ствует накоплению нервных клеток-предшественников вокруг периинфарктной
области [45, 46]. Другие микроРНК (miR-21, miR-374a, miR-424, miR-199a и miR-
20b) также могут играть роль в патогенезе гипоксически-ишемического поражения
головного мозга [47–50].

ЦЕЛОСТНОСТЬ ГЭБ КАК ФАКТОР ИШЕМИЧЕСКОЙ ТОЛЕРАНТНОСТИ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА

ГЭБ анатомически определяется тесными соединениями между соседними эн-
дотелиальными клетками, выстилающими просвет микрососудов мозга, но в
структуру ГЭБ также входят астроциты, перициты, нейроны и внеклеточный мат-
рикс [51]. Последний представляет собой базальную мембрану, лежащую в основе
сосудистой сети, и ее нарушения тесно связаны с повышенной проницаемостью
ГЭБ в патологическом состоянии. При этом нарушение целостности ГЭБ с после-
дующим вазогенным отеком является ранним признаком ишемического повре-
ждения мозга и выступает ранним прогностическим фактором неблагоприятного
исхода [52].

Несколько исследований показали, что ишемическая толерантность способ-
ствует сохранности ГЭБ и сокращает образование отека во время контрольной
ишемии. Прекондиционирование, вызванное 15-минутной окклюзией средней
мозговой артерии и проведенное за три дня до тестовой ишемии у крыс, сокращало
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и нарушение целостности ГЭБ и отек в периинфарктной зоне, но не в ядре ише-
мии, что было измерено после 24-часовой окклюзии [53]. Позднее это было под-
тверждено Zhang и соавт. [54] во время эксперимента, когда молодых крыс подвер-
гали 2-часовой гипоксии/ишемии, транссудация IgG как признак нарушения це-
лостности ГЭБ была связана с ранним повреждением нейронов, и оба этих
неблагоприятных эффекта значительно ослаблялись после гипертермического
прекондиционирования [55]. И опять же, сложно определить, приводила ли со-
хранность целостности ГЭБ к уменьшению ишемического повреждения или явля-
лась его последствием. С механистической точки зрения совершенно ясно, что
уменьшение воспалительной реактивности головного мозга, вероятно, способ-
ствует сохранению целостности ГЭБ [5, 9, 33]. Тем не менее, сохранение целостно-
сти ГЭБ может быть главной чертой ишемической толерантности, принимая во
внимание взаимодействие между поврежденной/уязвимой тканью и циркуляцией
воспалительных клеток во время рециркуляции.

Известно, что матриксные металлопротеиназы (ММП), в особенности ММП-9,
разрушают нейроваскулярный матрикс в результате реперфузии, приводя, таким
образом, к разрушению ГЭБ [56, 57]. Было показано, что нарушение целостности
ГЭБ, наряду с экспрессией ММП-9, уменьшалось после экспериментальной ише-
мии у крыс, при этом ишемии предшествовало ишемическое прекондиционирова-
ние [58]; полученные данные связываются авторами с влиянием белка теплового
шока с молекулярной массой 70 килодальтон (HSP70), сверхэкспрессия которого
подавляет ММП-9.

Адгезионные молекулы, выделяемые клетками эндотелия (например, ICAM-1),
опосредуют прочное прилипание лейкоцитов к выстилке сосудов и также запуска-
ют сигнальные каскады, которые способствуют увеличению проницаемости ГЭБ и
лейкоцитарной инфильтрации [59]. Повышенная экспрессия ICAM-1 клетками
церебрального эндотелия наблюдалась во время ишемии/реперфузии в моделях
in vivo и in vitro [60, 61]. Прекондиционирование в культуре эндотелиальных клеток
сокращало их ответную воспалительную реакцию и полностью блокировало повы-
шенные уровни ICAM-1, индуцируемые посредством ФНО-α [62]. Данные, под-
тверждающие эти результаты, были получены с гипоксическим прекондициониро-
ванием, которое также ингибировало адгезию нейтрофилов к эндотелиальным
клеткам, вызванную гипоксией/реоксигенацией [63].

МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ РЕГУЛЯЦИЯ ЦЕРЕБРАЛЬНОГО ЭНДОТЕЛИЯ
В УСЛОВИЯХ ГИПОКСИИ/ГИПЕРКАПНИИ

Регуляция метаболизма в клетках, входящих в структуру ГЭБ, подвержена влия-
нию как гуморальных факторов, присутствующих в периферическом кровотоке,
так и молекулярно-клеточных сигнальных систем, влияющих на церебральный эн-
дотелий [64]. Особенно важным это становится в условиях гипоксии и ишемии
тканей головного мозга.

Важная роль в метаболическом регулировании церебрального эндотелия отведе-
на продукции и межклеточному транспорту лактата [65], а также его утилизации из
окружающей ткани и системного кровотока, что имеет место при развитии ишеми-
ческого повреждения [66]. При этом продукция лактата тесно связана с редокс-со-
стоянием клеток, в частности соотношением НАД+/НАДН в митохондриях [67].
Кроме того, в условиях высокой потребности в энергопродукции, сформирован-
ной кислородно-глюкозной депривацией, активируются процессы митохондри-
ального биогенеза [68]. Этот процесс стимулируется коактиватором 1α-рецептора,
активируемого пролифераторами пероксисом (PGC-1) и АМФ-активируемой про-
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теинкиназой (AMPK) [69], а ингибируется индуцируемым гипоксией фактором 1
(HIF-1) [70].

Многие события при межклеточных взаимодействиях на уровне ГЭБ определя-
ются активностью транскрипционного фактора HIF-1, опосредующего ответ кле-
ток на гипоксию [71]. Известно, что HIF-1-индуцируемые реакции энергетическо-
го обмена находят свое отражение в изменении процессов гликолиза, аккумуляции
лактата и изменении характера нейрон-астроглиального метаболического сопря-
жения [72]. В числе генов, контролируемых HIF-1, входят гены, кодирующие фак-
тор 1 из стромальных клеток (SDF-1), ферменты гликолиза, переносчики глюкозы
и лактата, что необходимо для обеспечения функционирования клеток в условиях
острой или хронической гипоксии [51].

В наших работах показана стимулирующая роль в отношении HIF-1 не только
со стороны гипоксии, но и пермиссивной гиперкапнии и гиперкапнической гипо-
ксии [73, 74]. Эти обстоятельства также могут свидетельствовать в пользу положи-
тельного индуцирующего влияния перемежающей гиперкапнии в сочетании с ги-
поксией на метаболизм клеток церебрального эндотелия.

ВЛИЯНИЕ ГИПЕРКАПНИИ И ГИПОКСИИ НА СОХРАНЕНИЕ
ЦЕЛОСТНОСТИ И ПРОНИЦАЕМОСТИ ГЭБ В УСЛОВИЯХ ИШЕМИИ

Результаты одного из наших исследований свидетельствуют в пользу того, что
снижение проницаемости ГЭБ после сочетанного воздействия перемежающей ги-
перкапнии и гипоксии является вероятным механизмом для формирования ише-
мической толерантности головного мозга [75]. В пользу нейропротекторной эф-
фективности этого механизма также выступают результаты исследования, демон-
стрирующие положительное влияние 3-часовой пермиссивной гиперкапнии (80 и
100 мм Hg), предварительное воздействие которой вызывало сохранение целостно-
сти ГЭБ при травматическом повреждении головного мозга [76]. Вероятными эле-
ментами сигнального пути в механизме снижения проницаемости ГЭБ после пере-
межающего воздействия гиперкапнии и гиперкапнической гипоксии могут высту-
пать усиление пролиферации эндотелиальных клеток [77], супрессия белка
аквапорина-4 и ингибирование апоптоза в клетках церебрального эндотелия [78].

Гипоксическое прекондиционирование вызывает снижение проницаемости
ГЭБ, что, как правило, в дальнейшем оказывает защитный эффект на его целост-
ность в условиях последующего ишемического повреждения [2]. Некоторые авторы
связывают этот механизм с модуляцией белков плотных соединений сфингозин-
киназой-2, окклюдина и ZO-1 [79, 80]. При этом гипоксическое прекондициони-
рование ингибирует адгезию нейтрофилов к эндотелиальным клеткам [63], а повы-
шение уровня HIF-1α после гипоксии стимулирует пролиферацию эндотелиоцитов
ГЭБ [3]. Все эти факторы также должны благоприятно способствовать функциони-
рованию ГЭБ в условиях ишемии.

Учитывая, что изолированное воздействие перемежающей пермиссивной ги-
перкапнии, а также ее сочетание с гипоксией снижают степень проницаемости
ГЭБ, можно предположить, что оба эти компонента оказывают влияние на нейро-
протекторный механизм, активируя разные сигнальные пути [75].

Необходимо также отметить, что существуют данные, которые демонстрируют
отрицательное влияние гипоксического прекондиционирования на целостность
ГЭБ [81]. Показано, что кратковременное гипоксическое воздействие усиливает
проницаемость ГЭБ через сигнальный путь, опосредованный фактором роста эн-
дотелия сосудов (VEGF), что повышает вероятность усугубления отека мозга при
церебральной ишемии. Однако стоит принимать во внимание, что в данной работе
авторы концентрируются на кратковременных вазогенных эффектах гипоксиче-
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ского прекондиционирования и их влияния на проницаемость ГЭБ, отождествляя
их с характеристиками его целостности.

ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ПРЕПАРАТОВ, 
МОДУЛИРУЮЩИХ МЕТАБОЛИЗМ И ПРОНИЦАЕМОСТЬ ГЭБ 

В СОЧЕТАНИИ С ГИПЕРКАПНИЧЕСКОЙ ГИПОКСИЕЙ

Использование воздействий перемежающей гиперкапнической гипоксии, не-
смотря на их высокую нейропротекторную эффективность, имеет существенные
ограничения для использования в клинической практике. Это связано с достиже-
нием значимого протекторного эффекта от респираторного воздействия не ранее,
чем через 7 сеансов 30-минутных тренировок [82]. Перспективным вариантом для
потенцирования защитной эффективности респираторных тренировок представ-
ляется комбинация гиперкапнически-гипоксических воздействий с фармакологи-
ческими активаторами базовых нейропротекторных механизмов [83]. К таким ме-
ханизмам, в контексте данного обзора, можно отнести поддержание метаболизма и
проницаемости ГЭБ.

На основании данных о нейропротекторных механизмах, реализуемых посред-
ством модулирования функционального состояния ГЭБ, можно выделить сигналь-
ные пути, дополнительная стимуляция которых имеет потенциал для усиления за-
щитных эффектов при сочетании с респираторными гиперкапнически-гипоксиче-
скими воздействиями. Очевидно, что высоким потенциалом для потенцирования
эффективности воздействий гиперкапнической гипоксии могут быть препараты,
обладающие антиоксидантной эффективностью и оказывающими эндотелиопро-
ективный эффект [84]. Например, аскорбиновая кислота (витамин С) и α-токофе-
рол (витамин Е) [85], ретинол (витамин А) [86].

Перспективным направлением с точки зрения положительного влияния на ге-
мореологию крови, провоспалительные факторы и нормализацию показателей
NO-продуцирующей системы является использование производных 3-оксипириди-
на [87]. У этих соединений обнаружено свойство восстанавливать NO-продуциру-
ющую функцию эндотелия, улучшать эндотелий-зависимую и эндотелий-незави-
симую вазодилатацию в клинических условиях. Так, на фоне гипотензивного и
кардиопротекторного свойств этилметилгидроксипиридина сукцинат в сочетании
с гиперкапнической гипоксией оказывает выраженное позитивное влияние на
гемореологию [88]. Кроме того, эти препараты оказывают мощное мембранопро-
текторное действие, повышают активность антиоксидантных ферментов, под-
держивают процесс окислительного фосфорилирования в условиях гипоксии и
активируют энергопродукцию в митохондриях в результате увеличения доставки
и потребления клетками сукцината [89, 90].

Высокий потенциал для усиления защитных эффектов гиперкапнической гипо-
ксии имеет игнибирование c-Jun N-терминальных киназ (JNK) при использова-
нии синтетических препаратов (например, IQ-1), которые оказывают выраженный
кардио- и нейропротекторный эффект [91, 92]. Принимая во внимание, что гипер-
капническая гипоксия активирует сигнальные пути нейропротекции, не связан-
ные напрямую с ингибированием пируватдегидрогеназы, можно ожидать, что ком-
бинация респираторного воздействия с препаратами-ингибиторами JNK будет об-
ладать большим нейропротекторным потенциалом, чем их изолированное
применение. Кроме того, на основании данных о том, что JNK репрограммирует
метаболизм митохондрий на гликолитическую продукцию лактата посредством
фосфорилирования пируватдегидрогеназы (PDH) [93], можно предположить, что
нейропротекторные свойства ингибиторов JNK могут быть опосредованы повы-
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шением активности PDH и изменением уровня НАД+ в клетках эндотелия ГЭБ c
модуляцией его проницаемости.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Структура ГЭБ в условиях гипоксического/ишемического повреждения нахо-
дится под регуляторным влиянием целого ряда сигнальных систем: эпигенетиче-
ский механизм молекулярно-клеточного взаимодействия; трофические и мем-
бранные факторы, поддерживающие структурную целостность и ограниченную
проницаемость; нейрон-астроглиальное метаболическое сопряжение. При этом на
все эти системы, в той или иной степени, можно оказывать нейропротекторное
влияние посредством сочетанного воздействия гиперкапнии и гипоксии (рис. 1).

Приведенные данные демонстрируют, что существует значительное количество
препаратов, обладающих высоким потенциалом для повышения нейропротектор-
ной эффективности при сочетании с гиперкапнической гипоксией. К таким груп-
пам препаратов относятся антиоксиданты, эндотелио- и мембранопротекторы,
ингибиторы JNK и энерготропные препараты. Вместе с этим, экспериментальных
и клинических данных недостаточно для подтверждения эндотелиопротективного
действия отдельных фармакологических модуляторов нейропротекторных меха-
низмов, что требует дальнейшего изучения.
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Рис. 1. Воздействие пермиссивной гиперкапнии и нормобарической гипоксии на сигнальные пути, ре-
гулирующие структурную целостность ГЭБ, его ограниченную проницаемость и метаболическую ак-
тивность. Красные линии – ингибирование; зеленые линии – активация/индукция. В квадратных
скобках указаны ссылки на первоисточники.
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This review provides data on the role of blood-brain barrier (BBB) dysfunction in neuro-

logical pathology, a description of epigenetic and metabolic regulators of its functional

activity and structural integrity. Also, the review contains information on experimental

results of studies of neuroprotective effects of hypoxia and hypercapnia with an assess-

ment of their impact on the functioning of the BBB. In addition, the review provides

arguments in favor of the combined use of drugs that modulate the metabolism and per-

meability of the BBB, in combination with hypercapnic hypoxia to achieve greater neu-

roprotective efficacy. These data demonstrate that there are a significant number of

drugs with high potential to increase neuroprotective efficacy in combination with hy-

percapnic hypoxia. Such groups of drugs include antioxidants, endothelium- and mem-

brane protectors, JNK inhibitors and energotropic drugs.
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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 расшиф-
ровка целого ряда механизмов, обеспечивающих нормальную физиологию эндоте-
лия (поддержание эндотелиального фенотипа, поддержание артериальной, венозной
или лимфатической спецификации эндотелия, протективное влияние ламинарно-

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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го потока с высоким напряжением сдвига) или способствующих его патологиче-

ской активации (атерогенное воздействие турбулентного потока, эндотелиально-

мезенхимальный переход, нарушения эндотелиальной механотрансдукции), опре-

деление дисфункции эндотелия с 1990-х годов остается статичным. Как в описа-

тельных, так и в критических обзорах дисфункция эндотелия определяется как

“сниженный синтез, выделение или биодоступность монооксида азота (NO), кото-

рое может приводить к нарушению баланса между процессами вазоконстрикции и

вазодилатации и сопровождаться провоспалительной и протромботической акти-

вацией эндотелия” [1–6]. Более краткие определения дисфункции эндотелия зву-

чат как “нарушение эндотелий-зависимой вазодилатации в ответ на физиологиче-

ское воздействие” [7, 8] или “потеря эндотелием своей противовоспалительной,

антитромботической и вазодилатирующей способности” [9]. Клинически реле-

вантное определение дисфункции эндотелия звучит как “снижение вазодилатиру-

ющего ответа на воздействие эндотелий-зависимого вазодилататора (к примеру,

ацетилхолина или брадикинина) или пульсирующего потока (flow-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 аутофлуоресцентного 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-



614 КУТИХИН и др.

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



615ПАТОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ К ИЗУЧЕНИЮ

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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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 flow-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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В обзоре обсуждается вопрос о механизмах развития токсических эффектов аце-
тата свинца на сосудистую и нервную системы, а также на внутренние органы.
Свинец инициирует развитие окислительного стресса и активацию свободно-ра-
дикальных процессов. Проведенные за последние годы экспериментальные и
клинические исследования показали важную патогенетическую роль окисли-
тельного стресса в нарушении функции сосудистого эндотелия в развитии пато-
логии внутренних органов, особенно почек и печени. Активация свободно-ради-
кальных процессов, нарушение биоэнергетики клеток сопровождаются сниже-
нием уровня продукции оксида азота как основного вазодилататора. Развивается
дисфункция эндотелия, происходит повышение сосудистого тонуса, что приво-
дит к системной вазоконстрикции. С другой стороны, активные формы кислоро-
да и продукты перекисного окисления липидов стимулируют образование про-
воспалительных цитокинов и проапоптических белков, вызывающие воспали-
тельные процессы в клетках внутренних органов, повреждение ДНК, апоптоз
клеток и стойкие нарушения функции почек и печени. В связи с вышеизложен-
ным, исследователями разработаны и использованы различные вещества с анти-
оксидантными, противовоспалительными свойствами, а также способные улуч-
шить биоэнергетику клеток органов. В их числе растительные производные: экс-
тракт Moringa oleifera, куркумин, витамин С, сочетание витамина С с куркумином,
а также аналоги антиоксидантов эндогенного происхождения – L-карнитин и
коэнзим Q10. В клетках внутренних органов содержится значительное количе-
ство убихинона, необходимого для функционирования дыхательной цепи и вы-
полнения антиоксидантной роли.

Ключевые слова: тяжелые металлы, ацетат свинца, перекисное окисление липи-
дов, дисфункция эндотелия, антиоксиданты
DOI: 10.31857/S0869813922050028

Изучение механизмов негативного влияния экотоксикантов на здоровье челове-
ка не перестает быть актуальной проблемой. Особое место среди ксенобиотиков
занимают тяжелые металлы и их соединения, содержание которых в экосистеме по
данным систематического мониторинга Роспотребнадзора в стране зачастую пре-
вышает уровень предельно допустимой концентрации. Особое место среди них за-
нимает свинец как наиболее токсичный, включенный в список приоритетных эко-
логических загрязнителей рядом международных организаций, в том числе ВОЗ.
Анализируя направления международной деятельности в области химической без-

ОБЗОРНЫЕ 
И ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ

EDN: HKRPRI



627АНАЛИЗ МЕХАНИЗМОВ ТОКСИЧНОСТИ СВИНЦА

опасности, следует отметить, что важнейшим критерием приоритетности служит
распространенность химических веществ в окружающей среде [1–4]. Актуальность
изучения особенностей влияния на человека соединений свинца определяется сле-
дующими факторами: уровнем загрязнения экосистемы, стойкостью, способно-
стью к высокой степени кумуляции в биосфере и биологических объектах и соот-
ветственно высоким уровнем риска накопления в организме человека и животных
[5, 6].

Попадая в организм, свинец накапливается в сосудистой системе, включая аорту,
а также в жизненно-важных органах: почках и печени. Обладая переменной ва-
лентностью, свинец индуцирует развитие окислительного стресса, нарушение
NO-продуцирующей функции эндотелия сосудов и снижение продукции оксида
азота (NO) как основного вазодилататора. Развивается патологический процесс,
который называется дисфункция эндотелия, приводящий к повышению тонуса
сосудов, вазоконстрикции и повышению кровяного давления. Помимо этого, в
условиях окислительного стресса активируется продукция провоспалительных ци-
токинов и проапоптических белков. Все эти факторы способствуют повреждению
клеток внутренних органов, снижению уровня функциональных показателей и
развитию необратимых гистопатологических процессов.

Основываясь на данных литературы об участии окислительного стресса в меха-
низмах токсичности ацетата свинца, ряд исследователей предложили использовать
вещества с антиоксидантными и противовоспалительными свойствами для ней-
трализации негативных проявлений. В комплекс таких антиоксидантов вошли ве-
щества растительного происхождения: экстракт Moringa oleifera, куркумин, вита-
мин С, сочетание витамина С с куркумином, а также аналоги антиоксидантов эн-
догенного происхождения – L-карнитин и коэнзим Q10.

Целью данного исследования является анализ данных современной литературы
о молекулярно-клеточных механизмах токсического действия, в том числе ангио-
токсического действия свинца и о разработке на их основе новых методов патоге-
нетической коррекции.

Методологические подходы, используемые в обзоре, основываются на изучении
достаточного количества источников литературы в плане реализации поставлен-
ной цели. В процессе анализа данных литературы использован критический под-
ход к изучаемым работам, их соответствие адекватности статистическим методам и
разная научная платформа подходов к анализу обсуждаемой проблемы. Особое
внимание уделено рассмотрению причинно-следственных связей метаболических
нарушений, включая перекисное окисление липидов (ПОЛ), нарушение антиок-
сидантной системы (АОС), возможности образования оксида азота, провоспали-
тельных цитокинов и проапоптических белков, вызывающих не только функцио-
нальные, но и гистопатологические изменения во внутренних органах. Рассматри-
ваются также возможные пути коррекции негативных проявлений свинца,
которые происходят даже при воздействии относительно низких концентраций.
Токсичность свинца вызывает серьезную озабоченность в области общественного
здравоохранения, поскольку страдает здоровье миллионов людей в мире, причем,
это касается как молодой, так и стареющей части населения [7–10]. Особенно чув-
ствительны к воздействию свинца дети, у которых могут наблюдаться нейрокогни-
тивные расстройства и сердечно-сосудистые заболевания [11, 12].

При контакте человека со свинцом происходит ингибирование синтеза гема ге-
моглобина в кроветворных органах, развивается нормохромная анемия с последу-
ющей гипоксией [1, 9]. Нарушение транспорта кислорода и переменная валент-
ность свинца способствуют образованию свободных радикалов кислорода (пере-
киси водорода Н2О2, супероксид-анион радикала , радикала гидроксила ) и
развитию оксидативного стресса [8, 13]. Перекисное окисление липидов является

−
2O −iOH
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достаточно распространенным явлением, играет весьма важную роль в нормаль-
ной жизнедеятельности клеток, регулируя структурную перестройку фосфолипи-
дов клеточных мембран и изменения метаболизма. Вместе с тем интенсификация
свободно-радикальных процессов является патогенетическим звеном ряда нега-
тивных проявлений, включая свинцовую интоксикацию. Достаточно многочис-
ленные данные литературы свидетельствуют о способности свинца активировать
свободно-радикальное окисление в крови, в клетках мозга, печени, миокарда [8,
13, 14]. Как политропный яд, свинец поражает нервную, сердечно-сосудистую си-
стемы и практически все внутренние органы [14–18]. Будучи основным экскретор-
ным органом, почки удаляют из организма токсины, включая, в частности, эле-
менты, имеющие плотность более 5 г/см3. Клетки проксимальных канальцев почек
особенно уязвимы для действия свинца. Свинцовые белковые комплексы могут
быть обнаружены в качестве основных ядер включения при микроскопии почеч-
ной ткани. В механизмах элиминации нефротоксинов почками участвуют процессы
мембранного транспорта, канальцевой секреции, связывания с белками, пиноци-
тоз и метаболическая инактивация. Поэтому в механизме развития свинцовой
нефропатии участвуют эндотелиальные и мезангиальные клетки, канальцевый
эпителий, базальные мембраны как гломерул, так и канальцев. Эти воздействия
могут вызывать функциональные и морфологические изменения, приводящие к
нефропатии. В зависимости от длительности контакта со свинцом и количества ку-
мулированного вещества развиваются функциональные нарушения почек, кото-
рые могут закончиться хронической необратимой нефропатией [18]. Эксперимен-
тально на крысах показано, что хроническое воздействие свинца привело к его на-
коплению в почках, нарушению их структуры и функции. Помимо окислительного
стресса, токсическое влияние свинца проявляется развитием процесса воспаления
и апоптоза клеток органов, в частности почек. В этом механизме авторы отмечают
участие провоспалительных цитокинов: фактора некроза опухоли-альфа (TNF-α)
интерлейкина 1β (iL-1β), интерлейкинов-2, -4, -6, -8 и проапоптических фермен-
тов – циклооксигеназы, каспазы-3, ВАХ, а также снижение уровня противовоспа-
лительных цитокинов – интерлейкина-10 (iL-10) в почках. Влияния такого плана
происходят на фоне истощения антиоксидантного статуса: активности антиокси-
дантных ферментов и содержания восстановленного глутатиона [15, 19].

Анализируя изменения функционального состояния почек под влиянием ацета-
та свинца выявляется диуретическое и натрийуретическое его действие вследствие
снижения канальцевой реабсорбции воды ( ) и натрия RNa (%) [20]. Важная
роль при токсическом поражении почек отводится активности Na,K-ATФ-aзы, яв-
ляющейся составной частью натриевого насоса и играющей основную роль в реаб-
сорбции натрия в почечных канальцах. Этот фермент является непосредственным
участником процесса расщепления макроэргических фосфатных связей АТФ,
обеспечивая энергией активный транспорт натрия и калия. Na,K-ATФ-aза стиму-
лируется одновременным повышением концентрации натрия и АТФ внутри клетки
и калия снаружи. При этом фермент при гидролизе одной молекулы АТФ выбра-
сывает 3 иона натрия наружу, а 2 иона калия внутрь клетки [21].

Снижение активности Na,K-ATФ-aзы в эритроцитах отмечают авторы на ран-
них этапах воздействия свинца и кадмия [22, 23]. Уменьшению активности данного
энзима могут способствовать нарушение конформации молекулы вследствие пере-
кисного окисления липидов, а также изменения калиевых и кальций-калиевых ка-
налов. Развивающийся окислительный стресс способствует понижению биодо-
ступности оксида азота (NO). Зная о том, что NO вызывает дилатацию через акти-
вацию калиевых каналов и Na,K-ATФ-aзу, следует отметить, что его недостаток

2H OR
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может приводить к нарушению ион-селективных калиевых каналов и соответ-
ственно активности Na,K-ATФ-aзы [24].

Анализ данных литературы показал, что показателями повреждения почек явля-
ются функциональные изменения в нефроне, повышение в сыворотке крови со-
держания мочевины, креатинина и нитратов/нитритов, а также уровня проапопти-
ческих маркеров: ВАХ, каспазы-3 при понижении антиапоптических маркеров
BCI-2 [20, 25]. Снижение функционального резерва может играть очень важную
роль в чувствительности почки к повреждающему фактору. Каскад дегенератив-
ных процессов может либо стабилизироваться, либо привести к хронической по-
чечной недостаточности. У 73% людей, подверженных действию свинца, наблюда-
ется хроническая болезнь почек, сочетающаяся с сердечно-сосудистыми заболева-
ниями [26].

В соответствии с данными литературы, на фоне свинцовой интоксикации проис-
ходит и повреждение печени, повышение в ней содержания малонового диальдегида
как маркера окислительного стресса [27, 28]. Увеличивается экспрессия провоспали-
тельных факторов и одновременно происходит нарушение обмена холестерина.
Причинно-следственные связи свидетельствуют о повышении проницаемости ци-
топлазматической мембраны гепатоцита, способствующее выходу из клетки фер-
ментов: АлАТ, АсАТ, кислой и щелочной фосфатаз и повышению их активности
во внеклеточной среде. Одновременно выявляется увеличение содержания холе-
стерина и триглицеридов, билирубина, креатинина, мочевины в сыворотке крови.

Низкие дозы свинца могут оказывать влияние на сосудистый тонус, изменяя со-
держание NO как основного регулятора. В литературе приведены данные о том,
что на фоне адреномиметика – фенилэфрина свинец снижает вазоконстриктор-
ную реакцию и увеличивает биодоступность NO. Одновременно происходит акти-
вация рецепторов ангиотензина-1 (АТ1) и ангиотензина-2 (АТ2) и метаболическо-
го пути фосфатидил-инозитол-3-киназы (PI3K-протеинкиназы) как проявление
защитной реакции [29]. Повышенная биодоступность NO в этом исследовании
была обусловлена возросшим уровнем экспрессии индуцибельной NO-синтазы
(iNOS), что подтверждают данные литературы [30]. Рассматривая в таком аспекте
этот вопрос, следует отметить, что при повышенной биодоступности NO его взаи-
модействие с супероксиданион-радикалом образует пероксинитрит, играющий
роль активного окислителя и оказывающий прямое влияние на активность железо-
содержащих ферментов и цикла лимонной кислоты. Следовательно, продуцируе-
мый iNOS NO является ключевым фактором окислительного стресса в поврежде-
нии ДНК, подавлении активности ферментов, необходимых для репликации ДНК,
регуляции генетических и эпигенетических процессов [3]. В свою очередь, генетиче-
ские изменения под влиянием активных радикалов могут быть одной из причин апо-
птоза, повышения уровня экспрессии апоптогенных белков: ВАХ, FAS, p53AIP1.
Вместе с тем выявляется сниженный базальный уровень NO, продуцируемый кон-
ститутивным ферментом – эндотелиальной NO-синтазой (eNOS) [31].

Итак, отравление свинцом представляет серьезную опасность для здоровья че-
ловека. Его токсичность влияет на различные метаболические пути. Исследовани-
ями установлено, что на фоне окислительного стресса развиваются признаки вос-
паления: лейкоцитоз, лимфоцитоз, снижение содержания общего белка, альбуми-
нов, глобулинов [27]. Даже малые дозы свинца, вводимые внутрибрюшинно в
течение 6 недель, вызывают повреждение образования гема, повышение синтеза
цитохрома Р450 в печени и при этом оказывают генотоксическое действие [7]. По-
скольку все ксенобиотики окисляются в микросомальной фракции гепатоцита, то
они могут оказывать на клетку повреждающее действие, но вместе с тем, ряд ве-
ществ теряют свои токсические свойства. Одним из механизмов ангиотоксическо-
го действия свинца является активация сигнальных путей митоген-активируемой
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протеинкиназы, которая запускает каскад реакций синтеза провоспалительных
белков, приводящий к увеличению сосудистого сопротивления и артериального
давления [6, 32]. Помимо этого, тяжелые металлы увеличивают активность
НАДФН-оксидазы, которая снижает биодоступность NO и приводит к системной
вазоконстрикции (рис. 1).

Исходя из анализа данных литературы о метаболических нарушениях свинцовой
интоксикации, ряд авторов использовали различные вещества с антиоксидантны-
ми свойствами для ингибирования окислительного стресса и восстановления
функции органов. Известны данные сочетанного применения свинца с куркуми-
ном, витамином С, а также комбинации витамина С с куркумином [16, 27]. Данные
показали, что антиоксиданты частично улучшили негативные изменения биохи-
мических показателей, а также оказали противовоспалительное действие на пе-
чень, ингибируя образование провоспалительных факторов. Очевидно, раститель-
ные полифенолы вступают в реакцию хелатирования со свинцом, препятствуют его
всасыванию, снижают токсичность и оказывают антиоксидантное действие [17].
Эффективным оказывается и экстракт Moringa oleifera в подавлении нефротоксич-
ности [15]. Исследования о влиянии L-карнитина на токсические проявления
свинца были проведены на крысах при добавлении его в пищу. Результаты показа-
ли, что L-карнитин препятствует развитию нежелательных эффектов свинца, ока-
зывая ингибирующее влияние на уровень окислительного стресса, о котором суди-
ли по содержанию малонового диальдегида, и ферментативную составляющую: су-
пероксиддисмутазу и каталазу [33].

Показано, что свинцовая интоксикация, вызванная добавлением ацетата свин-
ца в дозе 1 г/100 мл Н2О в течение 28 дней у крыс, привела к снижению уровня экс-
прессии гена металлотионеина-3 (МТ3) в печени и почках, мРНК цитохрома С, а
также нарушению липидного спектра крови – повышению общего холестерина
(ОХС), ХС ЛПНП и ослаблению защитной роли коэнзима Q10 (КоQ10) [34]. На
этом фоне 28-дневное лечение коэнзимом Q10 (10мг/кг массы тела) показало повы-
шение уровня экспрессии гена МТ3 в клетках печени и почек, мРНК цитохрома С,
содержания антиоксидантного белка МТ3 в печени и почках. КоQ10 оказался весь-

Рис. 1. Схема механизмов патогенеза при свинцовой интоксикации.
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ма эффективным, позитивно действующим фактором на вышеуказанные показате-
ли, о чем свидетельствует отсутствие существенных различий от уровня контроля.
Одновременно КоQ10 препятствовал повышению уровня ОХС, ХС ЛПНП. В своем
исследовании автор использовал ПЦР-диагностику, иммуносорбентный анализ и
биохимические методы определения липопротеиновых фракций. Полученные ре-
зультаты являются доказательными фактами эффективности действия КоQ10 при
свинцовой интоксикации [34].

Позитивные эффекты КоQ10 были установлены и в исследованиях других авто-
ров, которые вводили крысам ацетат свинца внутрибрюшинно в дозе 5 мг/кг в тече-
ние 6 недель. Определяли соотношения окисленной и восстановленной форм КоQ10
в сыворотке крови, мозговой, почечной и печеночной тканях. Данные показали пре-
обладание окисленной формы КоQ10 из-за сниженной активности NADPH-CoQ-ре-
дуктазы, что и благоприятствовало развитию окислительного стресса в клетках
мозга, почек и печени [35].

Исследования показали, что повышенные концентрации свинца в окружающей
среде приводят у детей к снижению уровня когнитивной функции и нарушению
поведенческих реакций. Токсические воздействия свинца на организм беремен-
ной женщины в период раннего внутриутробного развития плода свидетельствова-
ли об изменениях психометрических функций в постнатальном периоде развития
ребенка, а также биохимических показателей окислительного стресса [36]. В до-
полнение к этому проведена серия нейрохимических исследований у крыс с моде-
лью свинцовой интоксикации. Данные свидетельствуют о многочисленном и
сложном многообразии нейротоксического действия свинца, включая нарушение
поведенческих реакций. КоQ10 позитивно модулировал функцию корковых нейро-
нов и их энергетический метаболизм [37, 38].

Такие позитивные изменения могут быть связаны с убихинон-ассоциированной
частью дыхательной цепи. КоQ10 как составляющая часть III комплекса цепи пере-
носа электронов принимает электроны и протоны от I и II комплексов и транспор-
тирует электроны к цитохромам. В определенных точках сопряжения протоны вы-
брасываются на внешнюю сторону внутренней мембраны митохондрий, обращен-
ной в межмембранное пространство, создавая электро-химический градиент,
необходимый для окислительного фосфорилирования и синтеза АТФ. Кроме этого,
КоQ10 является единственным саморегенерирующим антиоксидантом липидной
природы, который препятствует окислительной модификации белков и липидов
цитоплазматических мембран, поддерживая нормальную структуру фосфолипи-
дов. Антиоксидантные свойства КоQ10 участвуют в поддержании восстановленно-
го α-токоферола в составе хиломикронов, ЛПНП в сыворотке крови, препятствуя
их окислительной модификации. Поскольку КоQ10 синтезируется из мевалоната
как и холестерин, он может играть роль конкурентного ингибитора синтеза холе-
стерина, оказывая влияние на его уровень в сыворотке крови [39, 40].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ данных литературы свидетельствует о высокой токсичности свинца и его
способности накапливаться как в объектах биосферы, так и в организме человека и
животных.

Рассматривая повреждение метаболических путей под влиянием свинцовой ин-
токсикации, следует отметить, что основным патогенетическим звеном является
нарушение в системе ПОЛ–АОС, приводящее к окислительному стрессу и разви-
тию дисфункции эндотелия. Даже низкие дозы свинца влияют на сосудистый то-
нус, экспрессию eNOS и содержание NO как основного вазодилататора. Однако
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следует отметить наличие сведений литературы о повышении экспрессии iNOS и
содержания нитратов/нитритов, играющих роль в механизме токсичности. Эти
факторы индуцируют повреждение ДНК и подавляют активность ферментов для
репликации ДНК, соответственно, оказывают генотоксическое действие.

Другим механизмом ангиотоксического влияния свинца является активация
сигнальных путей митоген-активируемой протеинкиназы, которая запускает кас-
кад реакций синтеза провоспалительных белков, приводящий к увеличению сосуди-
стого тонуса и артериального давления. Как показано в обзоре литературы, свинец
поражает нервную, сердечно-сосудистую системы и внутренние органы, особенно
почки и печень. В развитии свинцовой нефропатии участвуют эндотелиальные и
мезангиальные клетки, канальцевый эпителий, базальные мембраны гломерул и
канальцев. Эти изменения в нефроне приводят к значительному сокращению
функционального резерва почек, процессу воспаления и апоптозу клеток. В меха-
низме этих изменений играют роль повышенная экспрессия провоспалительных и
проапоптических ферментов и цитокинов на фоне сниженного уровня противо-
воспалительных цитокинов и белков. Маркерами повреждения печени являются
уровни экспрессии провоспалительных факторов и активности ферментов: АлАТ,
АсАТ, кислой и щелочной фосфатаз, а также холестерина и билирубина в сыворот-
ке крови.

Коррекция и профилактика негативных проявлений свинцовой интоксикации
достигается применением веществ, обладающих антиоксидантными, противовос-
палительными и энергообразующими свойствами как растительного происхожде-
ния: экстракт Moringa oleifera, куркумина и его комбинации с витамином С, так и
аналогами эндогенного происхождения: L-карнитином и коэнзимом Q10. L-кар-
нитин обеспечивает транспорт высших жирных кислот в митохондрии с последую-
щим их окислением и энергообразованием. Высокая эффективность коэнзима Q10
обусловлена одновременно антиоксидантным, противовоспалительным действием,
стимулированием работы электрон-транспортной цепи в митохондриях и синтеза
АТФ. Анализ данных литературы предполагает дальнейшее изучение превентив-
ных мероприятий для регуляции метаболических нарушений при интоксикацион-
ном синдроме.
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The review discusses the question of the mechanisms of development of the toxic effects
of lead acetate on the vascular and nervous systems, as well as internal organs. Experi-
mental and clinical studies conducted in recent years have shown an important pathoge-
netic role of oxidative stress in the dysfunction of the vascular endothelium in the devel-
opment of pathology of internal organs, especially the kidneys and liver. Activation of
free-radical processes, violation of cell bioenergetics are accompanied by a decrease in
the level of production of nitric oxide – as the main vasodilator. Endothelial dysfunction
develops, an increase in vascular tone occurs, which leads to systemic vasoconstriction.
On the other hand, reactive oxygen species and lipid peroxidation products stimulate the
formation of pro-inflammatory cytokines and pro-apoptotic proteins, which cause in-
flammation in the cells of internal organs, DNA damage, cell apoptosis, and persistent im-
pairment of kidney and liver function. In connection with the above, researchers have de-
veloped and used various substances with antioxidant, anti-inflammatory properties, as
well as those capable of improving the bioenergetics of organ cells. Among them are plant
derivatives: Moringa oleifera extract, curcumin, vitamin C, a combination of vitamin C
with curcumin, as well as analogues of endogenous antioxidants – L-carnitine and coen-
zyme Q10. All tissues contain a significant amount of ubiquinone, which is essential for
cellular functions, including the transport of electrons and protons in the respiratory chain,
and an antioxidant role.

Keywords: heavy metals, lead acetate, lipid peroxidation, endothelial dysfunction, antiox-
idant
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В основе нарушения мозгового кровотока после ишемии/реперфузии (И/Р) мо-
жет лежать эндотелиальная дисфункция, связанная с нарушением функциональ-
ной активности кальций-чувствительных калиевых каналов промежуточной
проводимости (IКCa). Однако данные об изменениях функциональной активно-
сти IКCa-каналов в сосудах головного мозга после И/Р немногочисленны и про-
тиворечивы. Старение сопровождается изменением вклада IKCa-каналов в эндо-
телий-зависимую дилатацию мозговых сосудов, что может нарушать перфузию и
ухудшать процессы восстановления мозгового кровотока после перенесенной
ишемии. В работе исследовали изменение вклада IКCa-каналов в поддержание
тонуса и опосредованную ацетилхолином дилатацию пиальных артерий крыс
Спрег–Доули в возрасте 18 месяцев после перенесенной однократной И/Р (пе-
режатие обеих сонных артерий с одновременным снижением и строгим поддер-
жанием среднего АД на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. на 12 мин). Исследование сосу-
дов проводили через 7, 14 и 21 день после И/Р. С использованием метода при-
жизненной микрофотосъемки оценивали реакции артерий у крыс, перенесших
ишемию, и ложнооперированных животных. Об изменении вклада IКCa-кана-
лов в поддержание тонуса судили по изменению числа сосудов, сузившихся в от-
вет на воздействие блокатора IКCa-каналов (клотримазола, 10–7 М, 5 мин). Изме-
нение вклада каналов в дилатацию сосудов оценивали путем сравнения числа и
степени дилатации артерий в ответ на действие ацетилхолин хлорида (АХ, 10–7 М,
8 мин) до и после применения клотримазола. Установлено, что И/Р коры голов-
ного мозга у крыс в возрасте 18 месяцев приводит к уменьшению числа дилата-
ций пиальных артерий на воздействие АХ, которое сохраняется на протяжении
первых 14 дней после ишемии. В этот отрезок постишемического периода вклад
IKCa-каналов в поддержание тонуса пиальных артерий и АХ-опосредованную
дилатацию также снижается. Снижение вклада IKCa-каналов в осуществление ди-
лататорного ответа наблюдается уже через 7 дней после И/Р, а через 14 дней эти
каналы практически не участвуют в АХ-опосредованной дилатации пиальных ар-
терий. К 21-му дню после И/Р все исследованные процессы восстанавливаются.

Ключевые слова: IKCa-калиевые каналы, ишемия головного мозга, пиальные арте-
рии, эндотелиальная дисфункция
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Ишемическое поражение головного мозга – одно из наиболее распространен-
ных патологических состояний, значительным фактором риска развития которого
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является возраст. Временное прекращение кровоснабжения мозга вызывает дисба-
ланс метаболических процессов, приводящий к тканевой гипоксии. Последующая
реперфузия не всегда сопровождается восстановлением нормального кровотока
и часто приводит к дополнительным повреждениям. Вопросы взаимосвязи меж-
ду первичным ишемическим поражением и последующими процессами, проис-
ходящими в церебральной сосудистой сети, к настоящему времени изучены не-
достаточно.

В изменениях мозгового кровотока после ишемии/реперфузии (И/Р) большая
роль принадлежит развитию эндотелиальной дисфункции в стенке мозговых сосу-
дов, обусловленной нарушениями NO-опосредованных механизмов сосудистой
регуляции [1–3]. В качестве параллельного компенсаторного сосудорасширяющего
пути в этих условиях может выступать эндотелиальная гиперполяризация (EDH)
[1, 4, 5]. Механизм развития EDH в настоящее время до конца не выяснен. Счита-
ется, что возникновение EDH связано с действием некоторых веществ, продуци-
руемых эндотелием (так называемых факторов EDH), которые активируют распо-
ложенные в эндотелии сосудов кальций-чувствительные калиевые каналы. Усиле-
ние выхода ионов калия из клеток эндотелия через эти каналы приводит к
гиперполяризации мембраны гладкомышечных клеток, их расслаблению и вазоди-
латации [3, 6]. Значительная роль в возникновении EDH отводится кальций-чув-
ствительным калиевым каналам промежуточной проводимости (IKСa) [1, 4, 5]. В то
же время многие исследователи утверждают, что источником EDH могут быть про-
цессы, связанные с возникновением электрической связи между эндотелием и мы-
шечной тканью через электрические щелевые каналы без участия генерации хими-
ческих медиаторов [7]. Старение – это сложный процесс, в частности связанный с
клеточными, метаболическими и структурными изменениями в сосудах головного
мозга [8, 9], приводящими к развитию дисфункции сосудистых эндотелиальных
клеток. Согласно данным, полученным нами в предыдущих экспериментах [10], а
также результатам других авторов [6, 11], старение сопровождается изменением
вклада IKCa-каналов в эндотелий-зависимую дилатацию сосудов головного мозга,
что может приводить к нарушению перфузии мозга и способствовать ухудшению
процессов восстановления мозгового кровотока после перенесенной И/Р.

После окклюзии крупных сосудов участок мозга, подвергшийся ишемии, оста-
ется жизнеспособным за счет коллатерального кровотока [12]. Церебральные кол-
латерали являются вспомогательными сосудистыми путями, которые могут ча-
стично поддерживать приток крови к ткани, подвергшейся ишемии, при блокиро-
вании первичных сосудистых путей [12, 13]. Пиальные коллатерали представляют
собой анастамотические соединения на кортикальной поверхности, соединяющие
дистальные ветви передней и задней мозговой артерии с дистальными ветвями
средней мозговой артерии [12]. Кровоток через пиальные коллатерали определяет
степень ишемического поражения коры головного мозга и влияет на процессы
восстановления.

Таким образом, нарушение процессов регуляции тонуса пиальных артерий и
старение являются критическими факторами в определении исхода и последствий
острой ишемии головного мозга. Поэтому целью данной работы было изучение
вклада IKCa-каналов в регуляцию тонуса пиальных артерий после перенесенной
ишемии/реперфузии у стареющих животных. В задачи исследования входило изу-
чение изменения вклада IKCa-каналов в поддержание тонуса и осуществление опо-
средованной ацетилхолином (АХ) дилатации пиальных артерий у крыс в возрасте
18 месяцев на разных сроках постишемического периода (через 7, 14 и 21 день по-
сле перенесенной ишемии коры головного мозга).
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на 18-месячных самцах крыс Спрег–Доули (n = 41)
массой 450–670 г из центра коллективного пользования “Биоколлекция ИФ РАН”.
Работа выполнена в соответствии с “Правилами проведения работ с использованием
экспериментальных животных”, принятыми Европейской конвенцией 19.07.2014,
и требованиями Комиссии по контролю над содержанием и использованием лабо-
раторных животных при Институте физиологии им. И.П. Павлова РАН. Животных
содержали в стандартных условиях вивария при свободном доступе к воде и пище
по 6 особей в клетках Т4 на стандартной лабораторной диете в условиях искус-
ственного освещения (цикл: 12 ч свет/12 ч темнота).

Ишемия коры головного мозга воспроизводилась с использованием техники ок-
клюзии двух сосудов с управляемой гипотензией, известной в англоязычной лите-
ратуре как “2-vessel occlusion + hypotention model”, с авторскими модификациями
[14]. У наркотизированных хлоралгидратом (внутрибрюшинно, 43 мг/100 г массы
тела) крыс проводилась 12-минутная окклюзия обеих сонных артерий с одновре-
менной управляемой гипотензией (снижение и строгое поддержание артериального
давления (АД) на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. путем забора/реинфузии крови (0.8–
1.2 мл/100 г массы тела) в гепаринизированный шприц). Измерение АД осу-
ществлялось прямым способом через катетер в бедренной артерии, соединен-
ным с датчиком DTXPlusTM (Argon Critical Care Systems, Сингапур, https://www.
argonmedical.com), подключенным к АЦП, входящему в состав микроконтроллера
фирмы STMicroelectronics (США, https://www.st.com), выход которого был под-
ключен к компьютеру через порт USB. Для работы устройства с компьютером в на-
шей лаборатории была разработана оригинальная программа визуализации значе-
ний АД. Расчет среднего АД в реальном времени производился программой по
классической формуле:

где Pср – среднее артериальное давление (мм рт. ст.), Pс – систолическое давление
(мм рт. ст.), Pд – диастолическое давление (мм рт. ст.).

По окончании периода ишемии производилась полная реинфузия забранной
крови и ушивание операционных ран. До выхода из наркоза крысы содержались на
электрогрелках (S315, EcoSapiens, Россия) при температуре 38°С. После выхода из
наркоза животные возвращались в клетки своего обычного содержания.

Постишемические изменения исследовались в отдельных группах крыс: на 7-,
14- и 21-й день после ишемии. Контролем служили ложнооперированные живот-
ные (ЛО). Эти крысы подвергались аналогичному оперативному вмешательству,
но без проведения ишемии. Исследования на ЛО крысах проводились в отдельных
группах через 7, 14 и 21 день после операции.

Для проведения прижизненного исследования реакций пиальных артерий крыс
наркотизировали золетилом (внутрибрюшинно, 20 мг/кг, Virbac, Франция). В те-
менной области черепа животного высверливали отверстие (S ≈ 1 см2), твердую
мозговую оболочку в пределах которого удаляли, тем самым открывая поле для
дальнейшего исследования. Поверхность мозга непрерывно орошали раствором
Кребса (в мМ: NaCl 120.4; KCl 5.9; NaHCО3 15.5; MgCl2 1.2; CaCl2 2.5; NaH2PO4 1.2;
глюкоза 11.5; pH 7.4), аэрированного карбогеном. Раствор для орошения, как и все
другие применяемые растворы, в течение всего эксперимента содержали в меди-
цинском водяном термостате (TW-2, SIA “ELMI”, Латвия) при температуре 37°C.
На протяжении всего эксперимента контролировали среднее АД, показатели кото-
рого оставались примерно на одном уровне и составляли 127 ± 4 мм рт. ст. Темпе-
ратуру тела животного поддерживали на уровне 38°C. Визуализацию пиальных ар-

= + −ср д с д ( )1 3 ,P P P P
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терий проводили с помощью оригинальной установки, включающей в себя стерео-
скопический микроскоп MC-2ZOOM (Микромед, Россия), цветную камеру-
видеоокуляр для микроскопа Basler acA 4600–10uc (Германия) и персональный
компьютер.

При проведении эксперимента крыс разделяли на 6 отдельных групп: крысы че-
рез 7 (n = 7), 14 (n = 7) и 21 (n = 8) день после перенесенной ишемии и ЛО крысы
через 7 (n = 6), 14 (n = 7) и 21 (n = 6) день после оперативного вмешательства. Ис-
следовали реакции сосудов на орошение поверхности головного мозга раствором
ацетилхолин хлорида (Acetylcholine chloride, Sigma-Aldrich, 10–7 М, 8 мин) в отсут-
ствие и на фоне блокады IKCa – каналов раствором клотримазола (Акрихин, Польша)
в концентрации 10–5 М (предварительное орошение поверхности головного мозга
в течение 5 мин с последующим добавлением АХ в раствор блокатора). Фоновую
реакцию на воздействие АХ в каждой группе анализировали по всему массиву со-
судов и принимали за 100%. Проверка по критерию Краскела–Уоллеса показала
отсутствие значимых различий между отдельными животными в фоновых реакци-
ях на воздействие АХ внутри каждой из исследованных групп. Общая продолжи-
тельность эксперимента составляла 60–90 мин, после чего животных усыпляли пе-
редозировкой раствора золетила (60 мг/кг).

Диаметр сосудов измеряли на статических изображениях (рис. 1) с помощью
компьютерной программы для цитофотометрии “Photo M 1.21” (авторская разра-
ботка А. Черниговского, http://www.t_lambda.chat.ru). В программе предусмотрен
режим увеличения изображения и калибровки для пересчета всех координат в мет-
рические единицы. С использованием программы вручную измеряли ширину по-
тока эритроцитов, соответствующую внутреннему диаметру сосуда. Об изменении
вклада IKCa-каналов в поддержание тонуса сосудов судили по изменению числа со-
судов, сузившихся в ответ на воздействие блокатора IKCa-каналов клотримазола.
Изменение вклада каналов в дилатации сосудов оценивали путем сравнения числа
дилатированных сосудов и степени их дилатации в ответ на воздействие АХ до и
после применения блокатора.

Рис. 1. Микрофотографии пиальных сосудов: a – исходное состояние; b – реакция на орошение поверх-

ности головного мозга раствором АХ (10–7 М, 8 мин). Стрелками указаны артериальные участки пиаль-
ной сосудистой сети.

40 �m40 �m40 �m
a

40 �m40 �m40 �m
b
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Изменение количества расширившихся и сузившихся сосудов на воздействие
выражали в процентах относительно общего числа исследованных сосудов в груп-
пе. Степень дилатации ΔД %: рассчитывали по формуле:

где Д1 – диаметр сосуда до воздействия АХ, Д2 – после воздействия.
Изменения диаметра в покое не превышали 5.0 ± 0.5%, поэтому при таких зна-

чениях считали, что реакция на воздействие отсутствует.
У каждой крысы было измерено от 40 до 70 участков сосудов. В литературе име-

ются сведения о том, что вклад EDH в эндотелий-зависимые релаксации неодно-
роден и варьируется в зависимости от размера сосудов [15–17]. Поэтому для после-
дующего анализа измеренные сосуды были разделены на группы в соответствии с
их диаметрами: мелкие сосуды (диаметром от 9 до 20 мкм), сосуды среднего диа-
метра (от 20 до 40 мкм) и крупные сосуды (более 40 мкм). Данные по отдельной
группе сосудов усредняли для каждого животного и использовали для статистиче-
ских сравнений.

Статистический анализ данных проводили с использованием пакета статистиче-
ских программ Microsoft Excel 2019 и программы InStat 3.02 (“GraphPad Software Inc.”,
США). Данные представлены в виде среднего арифметического значения и его
ошибки. При сравнении 2 групп использовали U-критерий Манна–Уитни. Срав-
нение средних данных независимых выборок при сравнении более 2 групп при
нормальном характере распределения вариант в совокупности данных (выборке) про-
водили при помощи дисперсионного анализа с последующим попарным сравне-
нием групп согласно критерию Тьюки. При распределении вариант в выборке, от-
личном от нормального, при сравнении групп применяли критерий Краскела–Уо-
ллиса с последующим попарным сравнением групп согласно критерию Данна.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

И/Р изменяла выраженность АХ-опосредованной дилатации пиальных арте-
риальных сосудов только в первые 14 дней после перенесенного воздействия. Че-
рез 7 дней у крыс, перенесших ишемию, по сравнению с ЛО животными, в группе
артерий диаметром более 40 мкм отмечалось снижение числа дилататорных реак-
ций на воздействие АХ (на 33.9 ± 2.4%; p = 0.02, U = 54, критерий Манна–Уитни),
без изменения амплитуды дилатации. В остальных группах исследованных артерий
число АХ-опосредованных дилатаций и амплитуда дилатации не отличались от
аналогичных показателей в соответствующих группах сосудов ЛО животных (рис. 2).
На 14-й день число и амплитуда дилататорных реакций на воздействие АХ сосудов
крупных диаметров у крыс, перенесших ишемию, и ЛО животных достоверно не
отличались. Число дилатаций мелких и средних артерий было достоверно ниже (в
среднем на 25%; рис. 2). Через 21 день число и амплитуда вызванных АХ дилатаций
у животных, перенесших ишемию, и ЛО крыс во всех группах исследованных сосу-
дов достоверно не отличались.

Аппликация клотримазола у ЛО крыс через 7 дней после оперативного вмеша-
тельства вызывала констрикцию сосудов всех исследованных диаметров (рис. 3a).
Наибольшее число констрикций отмечено в группе артерий диаметром менее 20 мкм
(65.1 ± 2%). С увеличением диаметра сосудов число констрикций на воздействие
клотримазола достоверно снижалось (р < 0.0001, критерий Краскела–Уоллиса).
Блокада IKCa-каналов уменьшала число АХ-опосредованных дилатаций пиальных
артерий всех диаметров в среднем на 80–85% (рис. 4a). Амплитуда дилатации во
всех группах исследованных сосудов также достоверно уменьшалась (рис. 4b).
У крыс, перенесших ишемию, через 7 дней после И/Р, по сравнению с ЛО живот-

( )Δ = − ×Д Д2 Д1 Д1 100,
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ными, аппликация клотримазола вызывала достоверно меньшее число констрик-
ций. Во всех исследованных группах артерий в ответ на воздействие клотримазола
сужалось в среднем от 30 до 45% сосудов (рис. 3a). Число АХ-опосредованных ди-
латаций на фоне введения клотримазола во всех группах сосудов снижалось в сред-
нем на 60–70%. В группе артерий мелких диаметров также уменьшалась амплитуда
дилатаций (рис. 4).

Аппликация клотримазола у ЛО крыс через 14 дней после операции вызывала
констрикцию 71.3 ± 4.4% мелких сосудов и около 50% артерий средних и крупных
диаметров (рис. 3b). На фоне введения клотримазола во всех группах исследованных
сосудов уменьшалось число дилатаций на воздействие АХ (в среднем на 70–80%).
Также снижалась и амплитуда АХ-опосредованной дилататорной реакции (рис. 4).
У крыс, перенесших ишемию, через 14 дней после И/Р орошение поверхности го-
ловного мозга раствором клотримазола приводило к констрикции около 60% сосу-
дов всех исследованных групп (рис. 3b). Число дилатаций на воздействие АХ на

Рис. 2. Дилататорная реакция пиальных артерий различных диаметров на воздействие АХ. Косая штри-
ховка – ЛО крысы; темная заливка – крысы после И/Р (а – 7 дней; b – 14 дней; с – 21 день). * – разли-
чия статистически значимы при p < 0.05 (U-критерий Манна–Уитни).
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фоне применения клотримазола в группах сосудов мелких сосудов уменьшалось на
58.3 ± 2.1% (p = 0.01, U = 11, критерий Манна–Уитни). В этой группе также умень-
шалась и амплитуда дилататорной реакции (рис. 4). В группах артерий крупных и
средних диаметров число и амплитуда АХ-опосредованных дилатаций на фоне
применения клотримазола соответствовали значениям, полученным без примене-
ния блокатора (рис. 4).

Через 21 день применение клотримазола у ЛО крыс приводило к констрикции
55–60% сосудов всех исследованных диаметров (рис. 3c). Число дилататорных ре-
акций на воздействие АХ на фоне применения клотримазола у сосудов мелких и
средних диаметров уменьшалось в среднем на 65%. В этих группах сосудов также
уменьшалась и амплитуда дилатации (рис. 4). Число АХ-опосредованных дилата-
ций в группе крупных сосудов на фоне блокады IKCa-каналов уменьшалось на
42.2 ± 3.2% (p = 0.004, U = 9, критерий Манна–Уитни). У животных, перенесших
ишемию, во всех группах артерий в ответ на воздействие клотримазола сужалось в

Рис. 3. Констрикторная реакция пиальных артерий различных диаметров на воздействие блокатора
IKCa-каналов (клотримазола). Косая штриховка — ЛО крысы; темная заливка – крысы после И/Р (а – 7 дней;

b – 14 дней; с – 21 день). *– различия статистически значимы при p < 0.05 (U-критерий Манна–Уитни).
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среднем около 55% сосудов, что достоверно не отличалось от соответствующих ре-
акций сосудов ЛО крыс (рис. 3c). Число и амплитуда АХ-опосредованных дилата-
торных реакций артерий всех исследованных диаметров на фоне предварительного
введения клотримазола у крыс, перенесших ишемию, снижались, но эти измене-
ния у животных после И/Р и у ЛО крыс были выражены в равной степени (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе исследования было установлено, что И/Р коры головного мозга крыс,
вызванная окклюзией обеих сонных артерий с управляемой гипотензией, у крыс в
возрасте 18 месяцев приводит к угнетению АХ-опосредованной дилатации пиаль-
ных артериальных сосудов, которое сохраняется на протяжении первых 14 дней по-
сле восстановления кровотока. Нами [18], а также другими исследователями [1–3],
ранее было показано, что развитие сосудистой дисфункции после ишемии и по-
следующей реперфузии может быть связано с возникновением эндотелиальной
дисфункции, в основе которой лежит нарушение NO-опосредованных механизмов
сосудистой регуляции, развивающееся вследствие снижения биодоступности и

Рис. 4. Изменение дилататорной реакции пиальных артериальных сосудов различных диаметров на воз-
действие АХ на фоне блокады IKCa-каналов: a – число дилатаций (% от общего числа исследованных
сосудов); b – диаметр артерий после воздействия АХ (% относительно их диаметра до воздействия АХ).
Линия – дилататорная реакция сосудов в группе на введение АХ без применения блокатора, принятая за
100%. Косая штриховка – ЛО крысы; черная заливка – крысы через 7 дней после И/Р; серая заливка –
крысы через 14 дней после И/Р; белая заливка – крысы через 21 день после И/Р. Различия статистиче-
ски значимы: *p < 0.05; ** p < 0.01 (U-критерий Манна–Уитни).
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синтеза NO. Уменьшение секреции и/или продукции NO может усиливать роль
фактора эндотелиальной гиперполяризации (EDHF) в регуляции сосудистого то-
нуса [1, 3]. Структура EDHF к настоящему времени не установлена. Но известно,
что важным начальным шагом в развитии эндотелий–зависимой гиперполяриза-
ции является активация расположенных в эндотелии сосудов IKСa-каналов (1, 4, 5). Во
многих сигнальных событиях, развивающихся после И/Р, центральное место играет
увеличение уровня внутриклеточного кальция в эндотелиальных клетках [19–22]. Вы-
сокие уровни кальция могут нарушать функцию эндотелия и изменять активность
процессов, участвующих в регуляции сосудистого тонуса, в частности, влиять на
активность IKCa-каналов [5, 20, 22].

В наших экспериментах у ЛО животных через 7 дней после операции клотрима-
зол, являющийся ингибитором IKCa-каналов [23], вызывал сужение в среднем 45–
65% пиальных артерий. Эти данные свидетельствуют о том, что у крыс в возрасте
18 мес. в физиологических условиях IKCa-каналы участвуют в поддержании тонуса
пиальных артерий. У крыс, перенесших ишемию, через 7 дней после И/Р во всех
группах исследованных сосудов отмечалось уменьшение числа констрикторных
реакций на аппликацию клотримазола, по сравнению с реакциями сосудов в соот-
ветствующих группах у ЛО животных. Следовательно, можно утверждать, что И/Р
вызывает снижение вклада IKCa-каналов в поддержание тонуса пиальных артерий.
Но эти данные противоречат результатам, полученным другими исследователями и
свидетельствующим об отсутствии [22, 24] изменения или усилении [21] роли IKCa-
каналов в поддержании тонуса мозговых сосудов после перенесенной И/Р. Разли-
чия в результатах могут быть обусловлены региональной и видовой изменчивостью
в экспрессии IKCa-каналов [3]. Также причина появления противоречивых выво-
дов может быть связана с методологическими подходами, приводящими к дости-
жению различной степени ишемии и времени реперфузии [24, 25]. Немаловажным
фактором, влияющим на результаты исследования, могут быть и отличия в строе-
нии исследованных сосудов. В сосудах, имеющих менее выраженный слой гладко-
мышечных клеток, в базальных условиях эндотелий может оказывать большее вли-
яние на гладкую мускулатуру, так как такое структурное расположение допускает
более полный перенос гиперполяризации, что невозможно в сосудах с более выра-
женным гладкомышечным слоем [16].

На протяжении последующего постишемического периода в наших экспери-
ментах различия в реакциях артерий на воздействие клотримазола у крыс, перенес-
ших И/Р, и ЛО животных уменьшались. Через 14 дней достоверные отличия на-
блюдались только в группе мелких сосудов. К 21-му дню реакции артерий всех ис-
следованных диаметров на аппликацию клотримазола у животных, перенесших
И/Р, не отличались от реакций артерий у ЛО крыс, что указывает на восстановле-
ние вклада IKCa-каналов в поддержании тонуса пиальных артерий в этот отрезок
постишемического периода.

Число и амплитуда дилататорных реакций на воздействие АХ у артерий всех ис-
следованных диаметров, предварительно подвергнутых воздействию клотримазола, у
ЛО крыс во все временные отрезки послеоперацинного периода достоверно умень-
шались. Это свидетельствует о том, что у ЛО животных IKCa-каналы играют значи-
тельную роль в осуществлении АХ-опосредованных дилататорных реакций пиаль-
ных артериальных сосудов. Согласно современным представлениям в основе меха-
низма АХ-опосредованной активации IKCa-каналов лежит увеличение уровня
внутриклеточного кальция посредством активации ваниллоидных каналов (TRPV4)
в плазматической мембране и рецепторов инозитолтрисфосфата (IP3Rs) в эндо-
плазматическом ретикулуме [26]. У крыс, перенесших ишемию, характер АХ-
опосредованных дилататорных реакций пиальных артерий на фоне предваритель-
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ной блокады IKCa-каналов также менялся. Через 7 дней после И/Р на фоне введе-
ния клотримазола число дилатаций пиальных артерий всех диаметров достоверно
снижалось. Но это снижение было выражено в меньшей степени, чем у ЛО крыс.
Наши данные отличаются от результатов, полученных другими исследователями,
свидетельствующих об усилении EDHF-опосредованных ответов после перене-
сенной ишемии [1, 3, 21, 22, 24]. Мы полагаем, что различия могут быть обуслов-
лены возрастными особенностями экспериментальных животных. В большин-
стве исследований, описанных в литературе, использовались молодые животные
в возрасте 3–4 месяцев. В наших же экспериментах возраст крыс составлял 18 ме-
сяцев. Основной механизм, приводящий к изменениям EDHF-опосредованных
вазодилататорных ответов, связывают с увеличением внутриклеточного кальция в
эндотелиальных клетках, что может повышать активность IKCa-каналов, вызывая
отток К+ и гиперполяризацию мембраны [22, 27, 28]. В литературе имеются сведе-
ния о том, что в условиях покоя у старых животных по сравнению с молодыми особя-
ми открыто больше IKCa-каналов [29], что способствует гиперполяризации эндоте-
лия. Связанное с перенесенной И/Р увеличение внутриклеточного кальция в эндо-
телиальных клетках может способствовать дополнительной активации IKCa-каналов.
Известно, что гиперактивация IKCa-каналов уменьшает сопротивление клеточных
мембран и снижает способность эндотелия артерий проводить электрические сиг-
налы [15]. Вероятно, именно эти процессы и являются одной из причин снижения
вклада IKCa-опосредованных дилататорных ответов пиальных артерий на воздей-
ствие АХ у стареющих крыс после перенесенной И/Р.

Через 14 дней после И/Р снижение вклада IKCa-каналов промежуточной прово-
димости в АХ-опосредованную дилатацию отмечалось только на сосудах диамет-
ром менее 20 мкм. В остальных группах артерий клотримазол не изменял характер
дилататорных ответов на АХ. Следовательно, в этот отрезок постишемического пе-
риода IKCa-каналы практически не участвовали в АХ-опосредованной дилатации
пиальных артерий средних и крупных диаметров. Через 21 день после И/Р сниже-
ние числа и амплитуды дилататорных реакций на воздействие АХ на фоне блокады
IKCa-каналов у ЛО крыс и крыс, перенесших ишемию, достоверно не отличались.

Таким образом, нами было установлено, что И/Р коры головного мозга у крыс в
возрасте 18 месяцев приводит к снижению вклада IKCa-каналов в поддержание то-
нуса пиальных артериальных сосудов, которое сохраняется на протяжении первых
14 дней после ишемического воздействия. Также снижается вклад IKCa-каналов в
осуществление АХ-опосредованных дилататорных реакций. Это явление наблюда-
ется уже через 7 дней после И/Р, а через 14 дней IKCa-каналы практически не
участвуют в дилататорном ответе пиальных артерий на АХ. Обнаруженные нами
постишемические изменения IKCa-сигнализации у стареющих животных могут яв-
ляться причиной нарушения эндотелий-зависимой вазодилатации и возникнове-
ния вазоспастических реакций, а также фактором риска развития повторных ише-
мических повреждений головного мозга.
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Changes in the Сontribution of IKCa-Channels to the Maintenanse of Tone and Dilation 
of the Pial Arteries in Aging Rats after Ischemia/Reperfusion

O. P. Gorshkovaa, *, and I. B. Sokolovaa

aPavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
*e-mail: o_gorshkova@inbox.ru

The changes in the contribution of calcium – sensitive potassium channels of intermedi-
ate conductivity (IКCa) in basal tone and acetylcholine (ACh) mediated dilation of pial
arteries after global cerebral ischemia (2VO + hypo model) was studied in Sprague-Dawley
18-month-old rats. Vascular examination was performed 7, 14 and 21 days after ischemia.
Sham-operated rats served as a control. The change in the contribution of IКCa – chan-
nels in basal tone was assessed using intravital microphotography. The number of vessels
that constricted in response to the effect of the IКCa – channels blocker (clotrimazole,
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10–5 M, 5 min) was assessed. The change in the contribution of channels in vascular dil-
atation was assessed by comparing the number and degree of arterial dilatation in re-
sponse to ACh (10–7 M, 8 min) before and after the use of a IКCa – channels blocker. It
was found that ischemia/reperfusion (I/R) in 18-month-old rats leads to a decrease in
the number of the pial arteries dilatations to the effect of ACh, which persists for the first
14 days after ischemic exposure. During this post-ischemic period the contribution of
IKCa – channels to the pial arteries tone and ACh–mediated dilatory response is also re-
duced. This phenomenon is observed already 7 days after I/R, and after 14 days, the IKCa-
channels practically do not participate in the dilatory response of the pial arteries to ACh.
By 21 days after I/R, all the studied processes are restored.

Keywords: IKCa potassium channels, aging, ACh–dependent vasodilatation, pial arteries,
endothelial dysfunction
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Повышение неоваскуляризации атеросклеротической бляшки способствует де-
стабилизации ее структуры, прогрессированию атеросклероза и повышению
риска осложнений, включая инфаркт миокарда и ишемический инсульт. Целью
исследования стала комплексная оценка экспрессии разнонаправленных регуля-
торных факторов ангиогенеза в атеросклеротической бляшке каротидного синуса.
В исследование включено 33 пациента с атеросклеротическим стенозом каро-
тидного синуса ≥ 60%, которым была выполнена каротидная эндартерэктомия с
последующим патоморфологическим исследованием удаленных атеросклероти-
ческих бляшек на всем их протяжении. Оценена структура бляшки, плотность
расположения микрососудов в 1 см2 бляшки, а также экспрессия сосудистых эн-
дотелиальных факторов роста (VEGFA, VEGFB, VEGFC и VEGFD) и их рецеп-
торов (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3), FGF2, PDGF-B и TSP-1 с последующим
корреляционным анализом полученных результатов. По результатам гистологи-
ческого исследования 13 бляшек отнесены к атероматозным (тип Va), 12 – к
осложненным (с изъязвлением покрышки и/или массивным кровоизлиянием в
бляшку, тип VI), 6 – к кальцинозным (тип Vb) и 2 – к фиброзным (тип Vc). Но-
вообразованные сосуды выявлены во всех бляшках (267.5 сосудов/1 см2 [Q1 –
140.9; Q3 – 534.8]). Большинство новообразованных сосудов имели высокопро-
ницаемый фенотип – нарушенная целостность эндотелия; отсутствие слоя пери-
цитов; периваскулярные кровоизлияния. Обнаружена гиперэкспрессия VEGFD,
значимо преобладавшая над прочими оцененными факторами (р < 0.001), и вы-
раженная экспрессия VEGFA, VEGFR2, VEGFR3, FGF2 и PDGF-B. Иммуноре-
активность к VEGFB, VEGFC и TSP-1 была выражена в наименьшей степени,
VEGFR1 выявлялся в следовых количествах. Количество микрососудов в бляшке
значимо коррелировало с экспрессией VEGFA, VEGFD, FGF2, PDGF-B и VEGFR2
(p < 0.01). Связь прочих структурных компонентов бляшки с содержанием в ней
ангиогенных факторов отсутствовала. Таким образом, в атеросклеротических
бляшках каротидного синуса на поздних стадиях развития атеросклероза проде-
монстрирован резко выраженный проангиогенный профиль экспрессии различ-
ных регуляторных факторов ангиогенеза с несостоятельностью механизма ста-
билизации новообразованной сосудистой сети.

Ключевые слова: атеросклеротическая бляшка каротидного синуса, регуляция ан-
гиогенеза, VEGF, VEGFR, FGF2, PDGF-B, TSP-1

DOI: 10.31857/S0869813922050041

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: ONJSTA



650 ЕВДОКИМЕНКО и др.

Атеросклероз – хроническое, медленно прогрессирующее заболевание, ассоци-
ированное с дисфункцией эндотелия; адгезией, активацией и миграцией моноци-
тов/макрофагов; окислительным стрессом; накоплением липидов в интиме; син-
тезом внеклеточного матрикса; миграцией и пролиферацией гладкомышечных
клеток (ГМК) с формированием их секреторного фенотипа и пр. [1]. В процессе
атерогенеза в бляшке создаются локальные условия (гипоксия, воспаление, окис-
лительный стресс и др.), которые активируют ангиогенные факторы, запускающие
образование сосудов преимущественно из предсуществующих vasa vasorum адвен-
тиции [2]. Впервые новообразованные сосуды в атеросклеротической бляшке были
обнаружены в 1936 г. [3], и в настоящее время повышение неоваскуляризации ас-
социируется с ускорением прогрессирования атеросклероза, дестабилизацией
структуры бляшки и повышением риска кардиальных и цереброваскулярных
осложнений, включая инфаркт миокарда и ишемический инсульт [4–6].

Ангиогенез в бляшке исходно развивается как компенсаторная реакция, на-
правленная на восстановление оксигенации и регенерацию интимы [3] и наблюда-
ется уже на самых ранних его стадиях (стадия жировых пятен и полосок и ранее),
что было продемонстрировано в ряде морфологических исследований [7]. Тем не
менее, различные стимулы, в том числе гипоксия, воспаление, липопротеины низ-
кой плотности и окислительный стресс, могут поддерживать длительный ангио-
генный ответ, который приобретает патологический характер в связи с отсутствием
фазы разрешения и стабилизации новообразованных сосудов и приводит к разрас-
танию “незрелой”, высокопроницаемой сосудистой сети [1].

Высокопроницаемый фенотип новообразованных сосудов в бляшках связан с
многочисленными очагами нарушения целостности эндотелия, неполноценными
плотными контактами между эндотелиальными клетками и отсутствием слоя пе-
рицитов [4]. В недавно проведенных морфологических исследованиях продемонстри-
ровано, что тонкостенные сосуды являются не только причиной кровоизлияний в
бляшку, дополнительным источником поступления в бляшку липопротеидов, бел-
ков плазмы и воспалительных клеток, но также и источником эндотелиальных
клеток-предшественников, принимающих активное участие в увеличении площа-
ди новообразованной “незрелой” сосудистой сети [8].

Ангиогенез – это динамический процесс, регулируемый неустойчивым равно-
весием между ангиогенными и ангиостатическими факторами, который в конеч-
ном итоге приводит к увеличению площади, стабилизации или регрессу сосуди-
стой сети [1]. В многочисленных исследованиях определен широкий спектр регу-
ляторов ангиогенеза, включая его стимуляторы, ингибиторы и стабилизаторы
сосудистой сети [3], среди которых наиболее изученными являются сосудистый
эндотелиальный фактор роста А (VEGFA), основной фактор роста фибробластов
(FGF2), фактор роста тромбоцитов бета (PDGF-B) и тромбоспондин-1 (TSP-1).
Большинство работ по изучению ангиогенеза посвящено ключевому, по общепри-
нятому мнению, регуляторному пути VEGFA/VEGFR2, тогда как прочим членам
семейства сосудистых эндотелиальных факторов роста (в частности, VEGFВ,
VEGFС и VEGFD) и их рецепторам (VEGFR1 и VEGFR3) до недавнего времени
отводилась незначительная роль в регуляции ангиогенеза. Тем не менее, в послед-
ние годы стало появляться все больше работ, свидетельствующих об их активном
участии в ангиогенезе, а также о сложной, во многом слабо изученной системе вза-
имодействий как между сосудистыми эндотелиальными факторами роста и их ре-
цепторами, так и между ними и прочими регуляторами ангиогенеза, а именно
FGF2, PDGF-B и TSP-1 [6, 9–11]. Кроме того, описан ряд компенсаторных меха-
низмов, направленных на восстановление ангиогенеза в случае блокады одного из
регуляторных путей [12], вследствие чего многие авторы указывают на необходи-
мость комплексного изучения разнонаправленных регуляторных путей.
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Несмотря на то, что пусковые факторы и механизмы регуляции ангиогенеза в
целом являются универсальными вне зависимости от запустившего его патологи-
ческого процесса, значительная роль в координации разнонаправленных путей
принадлежит комплексу локальных, специфичных для каждого заболевания/со-
стояния, факторов [1]. Большинство проведенных исследований касалось роли и
регуляции ангиогенеза при онкологических заболеваниях и включало оценку од-
ного, значительно реже двух из наиболее широко изученных регуляторных факто-
ров. В то же время проблеме регуляции ангиогенеза в атеросклеротической бляшке
посвящено значительно меньше работ. Исследования проводились преимуществен-
но на клеточных и животных моделях атеросклероза, не способных в полной мере
воспроизвести сложный и многокомпонентный процесс. В особенности это касает-
ся поздних стадий развития атеросклероза, а также изъязвления покрышки и неовас-
куляризации бляшки, которые до недавнего времени были слабо воспроизводимы. У
животных неоваскуляризация бляшки оценивалась преимущественно косвенно, в
адвентиции, в связи с редкой встречаемостью сосудов в самой бляшке в большин-
стве классических животных моделей атеросклероза (ApoE–/– и LDLR–/–) [13]. Кро-
ме того, комплексные исследования с одновременной оценкой разнонаправленных
звеньев регуляции ангиогенеза в атеросклеротической бляшке человека отсутствуют,
что в совокупности и определило цель данного исследования.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследование включено 33 пациента (22 мужчины и 11 женщин; средний воз-
раст 65 ± 8.6 лет) с атеростенозом каротидного синуса (КС) ≥ 60% (84% ± 9%) по
данным дооперационного дуплексного сканирования ветвей дуги аорты, которым
была выполнена операция каротидной эндартерэктомии с последующим патомор-
фологическим исследованием удаленных атеросклеротических бляшек на всем их
протяжении. Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием людей, со-
ответствовали этическим стандартам Национального комитета по исследователь-
ской этике и Хельсинкской декларации 1964 г. и ее последующим изменениям или
сопоставимым нормам этики. От каждого из включенных в исследование участни-
ков было получено информированное добровольное согласие.

Бляшки в зависимости от длины разрезали на 4–9 поперечных блоков толщи-
ной 0.3 см, которые фиксировали в 10%-ном забуференном растворе формалина
по стандартной гистологической методике и заливали в парафин. С каждого пара-
финового блока делали серийные срезы толщиной 5 мкм, которые окрашивали ге-
матоксилином и эозином, по методам ван Гизона и Вейгерта для оценки структуры
бляшки и выявления коллагеновых и эластических волокон соответственно, а так-
же иммуногистохимически с использованием антител к CD34 (выявление крове-
носных сосудов), CD68 (оценка общей макрофагальной реакции), сосудистым эн-
дотелиальным факторам роста (VEGFA, VEGFB, VEGFC и VEGFD) и их рецепто-
рам (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3), FGF2, PDGF-B и TSP-1.

Для визуализации иммунопероксидазной реакции использовали систему детек-
ции Ultravision Quanto Detection System HRP DAB (Thermo Fisher Scientific, США)
в соответствии с инструкцией следующим образом. Срезы депарафинировали, де-
гидратировали в ряду спиртов нисходящей концентрации, промывали в дистилли-
рованной воде, обрабатывали раствором UltraVision Peroxide Block (Thermo Fisher
Scientific, США) для инактивации тканевых пероксидаз, после чего демаскировали
антиген в цитратном буфере с рН 6 (Abcam, США) на водяной бане при температуре
80°С в течение 20 мин. После остывания раствора (около 30 мин) препараты вы-
держивали в трис-буферном солевом растворе (TBS) c добавлением 0.1%-ного рас-
твора Triton x100 (Sigma-Aldrich, США) в течение 20 мин, блокировали неспецифи-
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ческое связывание раствором UltraVision Protein Block (Thermo Fisher Scientific, США)
и инкубировали срезы с раствором антител во влажной камере. Разведения анти-
тел, время и условия инкубации представлены в табл. 1.

После инкубации с антителами препараты промывали раствором TBST (трис-
буфер с NaCl и Твин 20), помещали в раствор усилителя первичных антител Primary
Antibody Amplifier Quanto (Thermo Fisher Scientific, США) на 10 мин, повторно
промывали TBST, выдерживали 10 мин в конъюгированной с полимером перокси-
дазе хрена HRP polymer Quanto (Thermo Fisher Scientific, США), промывали в ди-
стиллированной воде, окрашивали в течение 5 мин 3-3-диаминобензидином
(DAB) в составе приготовленной согласно инструкции смеси DAB Quanto Substrate
и DAB Quanto Chromogen (Thermo Fisher Scientific, США), после чего докрашивали
гематоксилином. В качестве отрицательного контроля проводилась иммуногисто-
химическая реакция без первичных антител.

Окрашенные срезы переводили в цифровую форму с помощью сканера гисто-
логических препаратов Pannoramic MIDI II (3DHISTECH Ltd., Венгрия) при
400-кратном увеличении изображения и анализировали в программе CaseViewer
(3DHISTECH Ltd., Венгрия). Оценивали объемную долю атероматоза (%), объ-
емную долю кальцификатов (%), степень выраженности в бляшке пылевидного
обызвествления (включая мелкие кальцификаты), свежих и организованных
кровоизлияний, а также макрофагальной реакции.

Степень выраженности пылевидного обызвествления и кровоизлияний оцени-
вали полуколичественно по 5-бальной шкале: 0 – компонент отсутствует, 1 – ком-
понент присутствует в следовых количествах, 2 – компонент занимает до 25% пло-
щади среза, 3 – от 25 до 50% площади среза, 4 – более 50% площади среза.

Макрофагальную реакцию, а также экспрессию ангиогенных факторов и их ре-
цепторов в бляшке также оценивали полуколичественно по 5-бальной шкале: 0 –
отсутствие экспрессии или отдельные иммунореактивные клетки; 1 – единичные
небольшие скопления иммунореактивных клеток; 2 – скопления иммунореактив-

Таблица 1. Подробная информация об использованных первичных антителах и условиях им-
муногистохимической реакции

Антиген

Первичное антитело

Клон Вид-хозяин Производитель/
каталожный номер Разведение Время и условия

инкубации

VEGF-A VG-1 Мышь Abcam, США/ab1316 1 : 200 4°С, в течение ночи

VEGF-B J14-I Мышь Santa Cruz Biotechnology,
США/sc-80442

1 : 50 4°С, в течение ночи

VEGF-C MM0006-2 E65 Мышь Santa Cruz Biotechnology,
США/sc-101583

1 : 50 4°С, в течение ночи

VEGF-D EPR8457 Кролик Abcam, США/ab 155288 1 : 300 25°С, 20 мин

VEGFR1 D-2 Мышь Santa Cruz Biotechnology,
США/sc-271789

1 : 200 4°С, в течение ночи

VEGFR2 A-3 Мышь Santa Cruz Biotechnology,
США/sc-6251

1 : 50 4°С, в течение ночи

VEGFR3 D-6 Мышь Santa Cruz Biotechnology,
США/sc-28297

1 : 200 4°С, в течение ночи

FGF2 3D9 Мышь GeneTex, США/GTX84502 1 : 50 25°С, на шейкере, 60 мин

TSP-1 3F357 Мышь Santa Cruz Biotechnology,
США/sc-73158

1 : 100 4°С, в течение ночи

PDGF-B – Кролик GeneTex, США/GTX54575 1 : 200 25°С, на шейкере, 60 мин

CD34 QBEnd/10 Мышь ThermoScientific,
США/MS-363-P

1 : 200 4°С, в течение ночи

CD68 Kp-1 Мышь CellMarque, США/188M-96 1 : 200 25°С, 30 мин
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ных клеток занимают в совокупности до 15% площади среза; 3 – скопления имму-
нореактивных клеток занимают в совокупности от 15 до 30% площади среза; 4 –
скопления иммунореактивных клеток занимают в совокупности более 30% площади
среза. Интенсивность экспрессии маркеров оценивали полуколичественно: + сла-
бая экспрессия; ++ умеренная экспрессия; +++ выраженная экспрессия.

С учетом крайне неравномерного расположения сосудов в бляшке, количество
новообразованных сосудов (CD34+) анализировали во всех поперечных срезах бляшки
и рассчитывали усредненную величину “количество сосудов в 1 см2 бляшки” (сумма
всех сосудов во всех срезах, разделенная на сумму площадей всех срезов в см2).

Статистическую обработку проводили в программе Statistica (StatSoft Inc.,
США) версии 13.3. Для выявления различий между независимыми группами при-
меняли непараметрический критерий Манна–Уитни, анализа парных измерений –
критерий Вилкоксона, зависимости – коэффициент корреляции Спирмена. Ре-
зультаты статистического анализа считали значимыми при уровне р < 0.05. Резуль-
таты представлены в виде медианы [квартиль 1; квартиль 3] (Ме [Q1; Q3]).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проанализирована структура 33 атеросклеротических бляшек. Результаты ги-
стологического исследования бляшек представлены в табл. 2. В соответствии с
международной классификацией [14], 13 бляшек отнесено к типу V (атероматозные
бляшки), 12 – к типу VI (осложненные атеросклеротические поражения с изъязв-
лением покрышки и/или массивным кровоизлиянием в бляшку), 6 – к типу Vb или
VII (кальцинозные бляшки) и 2 – к типу Vc или VIII (фиброзные бляшки).

Новообразованные сосуды обнаружены во всех бляшках. Количество сосудов
варьировало в широких пределах, составив от 15 до 1320 в 1см2. Большинство из
них имели незрелую структуру – тонкую стенку, представленную только слоем эн-
дотелиальных клеток (ЭК), при этом слой перицитов, как правило, отсутствовал;
целостность эндотелиального слоя во многих случаях была нарушена, между эндо-
телиоцитами наблюдались щели; отмечались признаки нарушения проницаемости – в
73% бляшек выявлены периваскулярные скопления эритроцитов, сидерофагов
и/или глыбок гемосидерина (рис. 1).

Оценена экспрессия 4-х классических стимуляторов ангиогенеза – сосудистых
эндотелиальных факторов роста (VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD) и рецепто-
ров к ним (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3), альтернативного активатора ангиоге-

Таблица 2. Характеристика структурных компонентов атеросклеротических бляшек каро-
тидного синуса (n = 33)

НП – не применимо.

№ Наименование
компонента

n бляшек, в которых
компонент выявлен

% бляшек, в которых
компонент выявлен Ме [Q1; Q3]

1 Атероматоз, % площади бляшки 31 94 27.6 [8.3; 38.5]

2 Очаги пылевидного обызвествления 30 91 НП

3 Кальцификаты различного размера,
% площади бляшки

28 85 5.6 [2.5; 13.1]

4 Свежее/организующееся кровоизлияние 17 52 НП

5 Организованные кровоизлияния
(скопления гемосидерина, сидерофагов)

19 58 НП

6 Изъязвление покрышки 7 21 НП

7 Неоваскуляризация, количество CD34+

сосудов в 1 см2 бляшки
33 100 267.5 [140.9; 534.8]
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неза (FGF2), ингибитора ангиогенеза (TSP-1) и стабилизатора новообразованной
сосудистой сети (PDGF-B). Сводные данные по интенсивности и распространен-
ности экспрессии ангиогенных факторов представлены в табл. 3 и 4.

Анализ экспрессии ангиогенных факторов продемонстрировал отчетливое преоб-
ладание экспрессии VEGFD над прочими оцененными факторами роста (р < 0.001).
Выраженная иммунореактивность к VEGFD наблюдалась во всех типах клеток,
включая макрофаги и гигантские многоядерные клетки, ГМК/миофибробласты
бляшки и ГМК средней оболочки, ЭК каротидного синуса и новообразованных
сосудов бляшки (табл. 3). Следует также подчеркнуть распространенный характер
иммунореактивности – в подавляющем большинстве бляшек наблюдалась субто-
тальная экспрессия маркера клеточными популяциями бляшки (табл. 4, рис. 2d).

В меньшей по сравнению с VEGFD, но также в значительной степени была вы-
ражена экспрессия VEGFA, FGF2 и PDGF-B (рис. 2a, 2e и 2f соответственно). Рас-
пространенность и интенсивность экспрессии данных факторов роста значимо
между собой не различались (р < 0.05). Положительная цитоплазматическая имму-
нореактивность, как и в случае VEGFD, наблюдалась в макрофагах и гигантских

Рис. 1. Новообразованные сосуды (V) бляшки каротидного синуса человека с участками нарушения це-
лостности эндотелиального слоя (указаны стрелками) и периваскулярными кровоизлияниями (скопле-
ния эритроцитов (E) и сидерофагов (S)). a – иммуногистохимическая реакция с антителами к CD34;
b‒d – окраска гематоксилином и эозином. Масштабный отрезок соответствует 25 мкм.
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многоядерных клетках, ГМК/миофибробластах бляшки и средней оболочки, ЭК но-
вообразованных сосудов бляшки и каротидного синуса. При этом экспрессия марке-
ров наиболее стабильно выявлялась в макрофагах, тогда как в ГМК и ЭК значитель-
но варьировала в разных бляшках – от отдельных иммунореактивных клеток и не-
больших их очаговых скоплений до субтотальной экспрессии клеточными
популяциями бляшки. Наиболее выраженная экспрессия VEGFA, FGF2 и PDGF-B
в ГМК и ЭК отмечалась в бляшках с многочисленными крупными скоплениями
макрофагов, также экспрессирующих данные маркеры. Кроме того, при иммуноги-
стохимической реакции наблюдалось окрашивание волокнистого компонента
бляшки – преимущественно слабое очаговое в случае VEGFA, выраженное и рас-
пространенное в случае FGF2, а также выраженное и распространенное, но ассоци-
ированное в наибольшей степени с эластическими волокнами, в случае PDGF-B.

Таблица 3. Экспрессия регуляторов ангиогенеза и их рецепторов в различных структурных
компонентах атеросклеротической бляшки каротидного синуса человека

+ слабая экспрессия; ++ умеренная экспрессия; +++ выраженная экспрессия.

Фактор роста/
рецептор Эндотелиоциты

Миофибробласты/ 
гладкомышечные 

клетки
Макрофаги Внеклеточный мат-

рикс

VEGFA (n = 32) ++ ++ +++ +
VEGFB (n = 32) + + ++ –
VEGFC (n = 27) ++ ++ ++ –
VEGFD (n = 33) +++ +++ +++ –
VEGFR1 (n = 5) – – + –
VEGFR2 (n = 32) ++ +++ ++ ++
VEGFR3 (n = 33) + + +++ –
FGF2 (n = 32) ++ ++ +++ +++
TSP-1 (n = 17) + + ++ ++
PDGF-B (n = 33) ++ ++ +++ +++

Таблица 4. Распространенность экспрессии регуляторов ангиогенеза и их рецепторов в клет-
ках атеросклеротических бляшек каротидного синуса человека

0 – отсутствие экспрессии или отдельные иммунореактивные клетки; 1 – единичные небольшие скоп-
ления иммунореактивных клеток; 2 – иммунореактивные клетки занимают в совокупности до 15% пло-
щади среза; 3 – иммунореактивные клетки занимают в совокупности от 15 до 30% площади среза; 4 – им-
мунореактивные клетки занимают в совокупности более 30% площади среза.

Фактор роста/рецептор
Степень выраженности экспрессии*

0 1 2 3 4

VEGFA (n = 32) 0 1 (3%) 14 (44%) 13 (41%) 4 (12%)
VEGFB (n = 32) 6 (18%) 13 (41%) 13 (41%) 0 0
VEGFC (n = 27) 1 (4%) 11 (40%) 14 (52%) 1 (4%) 0
VEGFD (n = 33) 0 0 3 (9%) 12 (36%) 18 (55%)
VEGFR2 (n = 32) 0 6 (19%) 17 (53%) 8 (25%) 1 (3%)
VEGFR3 (n = 33) 1 (3%) 5 (15%) 12 (36%) 13 (40%) 2 (6%)
FGF2 (n = 33) 0 4 (12%) 15 (46%) 13 (39%) 1 (3%)
TSP-1 (n = 17) 3 (18%) 7 (41%) 7 (41%) 0 0
PDGF-B (n = 33) 0 0 18 (55%) 11 (33%) 4 (12%)
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Содержание в бляшке VEGFA, VEGFD и FGF2 прямо коррелировало между со-
бой (р < 0.05), в особенности VEGFA с двумя другими факторами (p < 0.01). Кроме
того, экспрессия PDGF-B слабо коррелировала с экспрессией FGF2 (p < 0.05), при
этом в бляшках с многочисленными скоплениями PDGF-B+ клеток было значимо
больше FGF2 иммунопозитивных клеток (р < 0.05). Результаты корреляционного
анализа представлены в табл. 5.

В наименьшей степени среди активаторов ангиогенеза в бляшке экспрессирова-
лись VEGFB и VEGFC (p < 0.001). Слабая или умеренная иммунореактивность к
VEGFB (рис. 2b) отмечалась главным образом в макрофагах и отдельных ЭК или
ГМК. Среди иммунореактивных к VEGFC клеток также преобладали макрофаги,

Рис. 2. Экспрессия ангиогенных факторов и их рецепторов в кальцинозной атеросклеротической бляш-
ке каротидного синуса (тип VII). Масштабный отрезок соответствует 20 мкм.
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однако экспрессия в ЭК и ГМК встречалась чаще и имела более выраженную ин-
тенсивность (табл. 3, рис. 2c), а доля иммунореактивных клеток больше, хотя раз-
личие в выраженности экспрессии данных факторов не достигало статистической
значимости.

Экспрессия TSP-1 оценена только в 17 бляшках. Среди иммунореактивных кле-
ток преобладали макрофаги, как правило формирующие немногочисленные не-
большие скопления (табл. 4). Слабая экспрессия также наблюдалась в единичных
ГМК и ЭК (табл. 3). Количество TSP-1 в бляшках было значимо ниже, чем прочих
проанализированных регуляторов ангиогенеза (p < 0.001 в случае VEGFA, VEGFD,
FGF2 и PDGF-B; р < 0.05 в случае VEGFC), за исключением VEGFB (p = 0.5), и
коррелировала с уровнем VEGFC (p < 0.001) и PDGF-B (p < 0.05) (табл. 5).

Помимо ангиогенных факторов была оценена экспрессия рецепторов к сосуди-
стым эндотелиальным факторам роста. VEGFR1 выявлялся в бляшке в следовых ко-
личествах в макрофагах, поэтому было исследовано только 5 бляшек. В бляшках пре-
обладала экспрессия VEGFR2 и VEGFR3, коррелировавшая между собой (p < 0.001,
табл. 5). Иммунореактивность к обоим рецепторам наблюдалась в макрофагах,
ГМК бляшки и средней оболочки, а также ЭК (рис. 1g, 1h), однако характер и ин-
тенсивность экспрессии различались (табл. 3). В то время как VEGFR2 активно
экспрессировался во всех типах клеток, причем наиболее выражена экспрессия
была в ГМК/миофибробластах, иммунореактивность к VEGFR3 главным образом
отмечалась в макрофагах, значительно реже в ГМК и в отдельных бляшках в ЭК,
причем экспрессия наблюдалась в отдельных клетках эндотелиальной выстилки
новообразованного сосуда. С экспрессией обоих рецепторов в бляшках прямо кор-
релировало содержание в ней FGF2 (p < 0.001), причем с VEGFR2 в большей сте-
пени, чем с VEGFR3 (табл. 5). Также отмечена прямая зависимость между экспрес-
сией VEGFA и VEGFR3 (p < 0.001, табл. 5).

Содержание проанализированных факторов роста и их рецепторов значимо не
различалось в бляшках разного типа, в зависимости от объема атероматоза, каль-
цификатов, степени выраженности воспаления (размера скоплений CD68+ макро-
фагов). В то же время отмечена прямая зависимость между плотностью расположе-
ния новообразованных сосудов в бляшке (количеством сосудов в 1 см2 бляшки) и со-

Таблица 5. Корреляционная матрица степени выраженности неоваскуляризации и экспрес-
сии регуляторов ангиогенеза и их рецепторов в атеросклеротической бляшке каротидного
синуса человека

* p < 0.05, **p < 0.01.

Коэффициент корреляции, R

VEGFA VEGFB VEGFC VEGFD FGF2 TSP-1 PDGF-В VEGFR2 VEGFR3
Количество 

CD34+ сосудов
в 1 см2 бляшки

VEGFA 1.00 0.26 0.18 0.62** 0.51** 0.43 0.29 0.39* 0.56** 0.48**

VEGFB 0.26 1.00 0.42* 0.17 0.35* 0.46 –0.07 0.32 0.41* 0.34

VEGFC 0.18 0.42* 1.00 0.20 0.21 0.79** 0.34 0.13 0.13 0.24

VEGFD 0.62** 0.17 0.20 1.00 0.42* 0.31 0.37* 0.33 0.42* 0.51**

FGF2 0.51** 0.35* 0.21 0.42* 1.00 0.20 0.37* 0.72** 0.58** 0.51**

TSP-1 0.43 0.46 0.79** 0.31 0.20 1.00 0.56* 0.00 0.45 0.19

PDGF-В 0.29 –0.07 0.34 0.37* 0.37* 0.56* 1.00 0.32 0.24 0.45**

VEGFR2 0.39* 0.32 0.13 0.33 0.72** 0.00 0.32 1.00 0.60** 0.59**

VEGFR3 0.56** 0.41* 0.13 0.42* 0.58** 0.45 0.24 0.60** 1.00 0.38*

Количество CD34+ 
сосудов в 1 см2 
бляшки

0.48** 0.34 0.24 0.51** 0.51** 0.19 0.45** 0.59** 0.38* 1.00
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держанием в ней VEGFA, VEGFD, FGF2, PDGF-B, VEGFR2 (р < 0.01) и VEGFR3
(p < 0.05, табл. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ангиогенез представляет собой сложный процесс, регулируемый про- и антиан-
гиогенными факторами, которые включают динамическое взаимодействие между
многочисленными клетками, факторами роста и внеклеточным матриксом [15].
Ключевым фактором запуска ангиогенеза считается VEGFA, который при взаимо-
действии с VEGFR2 вызывает пролиферацию, миграцию и инвазию ЭК в окружа-
ющие ткани, способствует привлечению воспалительных клеток, а также стимули-
рует синтез матриксных металлопротеиназ, необходимых для деградации базаль-
ной мембраны и внеклеточного матрикса, обязательного этапа ангиогенеза [16].
VEGFA является наиболее изученным ангиогенным фактором в семействе сосуди-
стых эндотелиальных факторов роста [3]. Связывание VEGFA с VEGFR2 также
приводит к выраженному повышению проницаемости эндотелия [16], вследствие
чего он также известен как фактор сосудистой проницаемости.

VEGFA в норме экспрессируется преимущественно в ЭК и перицитах, однако в
условиях гипоксии и воспаления также отмечена его продукция моноцитами/мак-
рофагами и ГМК [17]. Согласно ранее проведенным исследованиям, VEGFA в
большом количестве представлен в бляшках сонных артерий на поздних стадиях
развития атеросклероза, где он выявлялся в ЭК, ГМК и макрофагах [18]. Мы также
отметили выраженную экспрессию VEGFA в бляшках каротидного синуса, при
этом иммунореактивность наиболее стабильно наблюдалась в макрофагах, тогда
как в ГМК и ЭК варьировала в широких пределах, но увеличивалась с повышени-
ем количества иммунореактивных макрофагов.

Прямая зависимость между уровнем VEGFA и выраженностью неоваскуляриза-
ции продемонстрирована в многочисленных работах при широком спектре различ-
ных заболеваний, включая атеросклероз [17]. Кроме того, применение моноклональ-
ных антител к VEGFA приводило к уменьшению неоваскуляризации и размера
бляшки [13], подчеркивая значимость фактора в ангиогенезе при атеросклерозе.
Полученные нами данные подтверждают описанную закономерность – выражен-
ность экспрессии VEGFA коррелировала с количеством микрососудов в бляшке.
Активация VEGFA в бляшках приводит к формированию высокопроницаемых,
структурно неполноценных микрососудов, которые способствуют усилению вос-
паления, окислительного стресса и, в целом, прогрессированию атеросклероза
[16]. В этой связи неудивительно, что VEGFA рассматривался как многообещаю-
щая мишень терапевтического воздействия для блокады ангиогенеза в бляшке.
Тем не менее, спектр побочных эффектов, выявленных в клинических исследова-
ниях при онкологических и офтальмологических заболеваниях [17], исключает ис-
пользование блокаторов VEGFA/VEGFR2 для длительного лечения атеросклероза.

Экспрессия VEGFR2 в проанализированных бляшках также была выражена в
значительной степени, наблюдалась в ЭК, макрофагах и особенно ГМК, а также
коррелировала с количеством микрососудов. По данным литературы, VEGFR2
преимущественно выявляется в ЭК, но не в макрофагах или ГМК, опосредуя пере-
дачу сигнала VEGFA [16]. Тем не менее, экспрессия VEGFR2 в ГМК была отмече-
на в немногочисленных исследованиях. В частности, в одном исследовании на
культуре ГМК продемонстрировано резкое повышение экспрессии VEGFR2 под
действием гипоксии, что в сочетании с повышенным уровнем VEGFA приводило к
активации пролиферации ГМК [19]. Кроме того, экспрессия рецептора была за-
фиксирована в ГМК аорты кроликов WHHL (генетически гиперлипемичные кро-
лики Ватанаба) [20]. Таким образом, персистирующая резко выраженная гипоксия
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в бляшке каротидного синуса на поздних стадиях развития атеросклероза может
стимулировать экспрессию VEGFR2 в ГМК с последующей их пролиферацией,
что, возможно, объясняет выявленную нами экспрессию рецептора в ГМК и тре-
бует дополнительного подтверждения.

В моноцитах/макрофагах и ГМК наряду с ЭК чаще описывается экспрессия дру-
гого рецептора VEGFA – VEGFR1 [16]. VEGFR1 имеет в 10 раз более высокое срод-
ство к VEGFA, чем VEGFR2, однако результирующий сигнал является слабым [17].
Растворимая форма рецептора связывает VEGFA, предотвращая его связывание с
полноразмерной формой VEGFR1 и VEGFR2 [21]. Кроме того, гетеродимеры
VEGFR1/VEGFR2 блокируют передачу сигнала VEGFA, предотвращая VEGFR2
гомодимерную активность [12]. В этой связи VEGFR1 известен своей негативной
регуляторной ролью в ангиогенезе. В проведенном исследовании VEGFR1 выяв-
лялся в бляшках в следовых количествах, что могло дополнительно стимулировать
ангиогенез и ускорить прогрессирование атеросклероза вследствие усиления сиг-
нала VEGFA/VEGFR2. Имеются данные о деградации рецептора при связывании с
липопротеинами низкой плотности [15], широко представленными в бляшках, что
может отчасти объяснить отмеченный в нашем исследовании столь низкий уро-
вень VEGFR1.

Мы также проанализировали содержание в бляшках других членов семейства
VEGF, а именно VEGFB, VEGFC и VEGFD, с неожиданным результатом – из всех
проанализированных сосудистых эндотелиальных факторов роста, включая VEGFA,
отмечено ранее не описанное отчетливое преобладание VEGFD с субтотальной
выраженной экспрессией маркера всеми типами клеточных популяций в боль-
шинстве исследованных бляшек.

VEGFD очень близок по структуре и рецепторной специфичности к VEGFC, и
основным его биологическим эффектом при взаимодействии с VEGFR3 ранее счи-
тался лимфангиогенез [17]. Тем не менее, было продемонстрировано, что VEGFD
является эффективным ангиогенным фактором, реализующим свое действие через
посредство VEGFR2 или гетеродимеров VEGFR2/VEGFR3 либо опосредованно,
повышая экспрессию других факторов роста, включая VEGFA [16]. Полученные
нами данные о наличии корреляции между уровнями VEGFD и VEGFA в бляшке
могут косвенно подтверждать ранее отмеченную другими авторами взаимосвязь
двух факторов. Прямая зависимость степени выраженности неоваскуляризации в
бляшке и экспрессии в ней VEGFD также может указывать на активное участие
VEGFD в регуляции ангиогенеза при атеросклерозе.

Большинство опубликованных результатов исследований по механизму дей-
ствия VEGFD посвящено его роли в канцерогенезе, в том числе в аспекте патоло-
гического ангио- и лимфангиогенеза, а также в патогенезе других заболеваний,
включая сердечно-сосудистые [16, 22]. Данные о роли VEGFD в атерогенезе и про-
грессировании атеросклероза, в том числе в неоваскуляризации бляшки, единичны.
В частности, на кроличьей модели сахарного диабета в атеросклеротических бляш-
ках каротидного синуса продемонстрировано, что экспрессия VEGFD в атероскле-
ротических бляшках была повышена и наблюдалась в ЭК, ГМК и макрофагах [20,
23], это согласуется с полученными нами данными по характеру экспрессии марке-
ра. Проатерогенное действие VEGFD также показано на модели каротидной ги-
перплазии у кроликов, у которых введение в адвентицию аденовируса, кодирую-
щего VEGFD, приводило к утолщению интимы [1]. Помимо ангио- и лимфангио-
генного действия, сигнальный путь VEGFD/VEGFR3 вовлечен в стимуляцию
миграции и пролиферации миофибробластов, а также стимуляцию синтеза колла-
гена 1-го типа в культуре миофибробластов сердца, способствуя фиброзу [24].
VEGFD также обладает антиоксидантной активностью и регулирует липидный об-
мен [16].
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В целом, имеющиеся в литературе данные свидетельствует о потенциально значи-
тельной роли VEGFD в атерогенезе и неоваскуляризации, что требует дополнитель-
ного изучения и делает его привлекательной мишенью терапевтического воздей-
ствия при атеросклерозе, в особенности с учетом широкого спектра уже разработан-
ных препаратов, направленных на активацию или подавление VEGFD/VEGFR3
сигнального пути. Препараты данного типа успешно прошли доклинические иссле-
дования и применяются в клинических исследованиях I/IIa фазы при онкологиче-
ских, офтальмологических (влажная возрастная макулярная дегенерация) и сер-
дечно-сосудистых заболеваниях (рефрактерная стенокардия) [22].

По нашим данным, содержание VEGFC в бляшках было значимо ниже, чем
VEGFD и VEGFA. VEGFC считается ключевым фактором лимфангиогенеза, реа-
лизующим свое действие через взаимодействие с VEGFR3 [16]. Тем не менее,
VEGFC может связываться с VEGFR2, хотя и с более низкой афинностью, чем с
VEGFR3, и запускать ангиогенез [16]. Отмечена обратная связь между ангиогене-
зом и лимфангиогенезом, а именно значимое снижение ангиогенеза при активном
развитии лимфатической сети и наоборот. Поэтому ангиогенез, опосредуемый
VEGFC, преимущественно происходил вдали от очагов лимфангиогенеза [16].
Кроме того, получены данные о возможности запуска ангиогенеза при связывании
VEGFC с VEGFR3 за счет стимуляции экспрессии PDGF-B, вовлеченного в актива-
цию ЭК [25], или под действием атерогенной микроРНК MiR-27b, которая уси-
ливала экспрессию VEGFC с последующей стимуляцией пролиферации и мигра-
ции клеток и ангиогенеза в культуре HMEC-1 [26]. В дополнение к регуляции ан-
гио-/лимфангиогенеза и воспаления, VEGFC, как и VEGFD, обладает фиброгенной
активностью – непосредственно способствует пролиферации, миграции и синтезу
коллагена фибробластами [16].

Обнаруженное нами высокое содержание в бляшках каротидного синуса VEGFR3 –
основного рецептора VEGFC и VEGFD, сопоставимое с уровнем VEGFR2, указы-
вало на его потенциально значимую роль в ангиогенезе и атерогенезе. VEGFR3
преимущественно экспрессируется в лимфатических ЭК, стимулируя их диффе-
ренцировку, пролиферацию, миграцию и выживаемость при связывании с VEGFC
и VEGFD, тем самым стимулируя лимфангиогенез [16]. Маркер также отмечен в
макрофагах [16]. Мы получили сходные данные по экспрессии рецептора – в ате-
росклеротической бляшке VEGFR3 главным образом выявлялся в макрофагах,
значительно реже в ГМК и лишь в единичных ЭК, которые также экспрессировали
CD34 (сосудистые ЭК). При этом экспрессия VEGFR3, согласно полученным на-
ми результатам, коррелировала с содержанием в бляшке VEGFR2 и VEGFA. О на-
личии модулирующей роли VEGFR3 в передаче сигнала VEGFA/VEGFR2, а также
тесной связи VEGFR2 и VEGFR3 свидетельствовали результаты ряда ранее прове-
денных исследований [27, 28]. В частности, отмечено взаимодействие VEGFR2 и
VEGFR3 по системе обратной связи – VEGFR2 стимулировал экспрессию VEGFR3,
который затем подавлял экспрессию VEGFR2 [27]. VEGFA, VEGFC и VEGFD сти-
мулировали образование гетеродимеров VEGFR2/VEGFR3, которые активируют
пролиферацию ЭК, способствуя новообразованию сосудов [28]. При этом гетеро-
димеры могут активировать ангиогенез даже при блокаде VEGFR2, вероятно,
вследствие усиления тирозинкиназной активности VEGFR3 при связывании с
VEGFR2 [27].

В наименьшей степени среди сосудистых эндотелиальных факторов роста в
бляшках был представлен VEGFB, который выявлялся главным образом в макро-
фагах и единичных ГМК и ЭК. Тем не менее, экспрессия VEGFB значимо не отли-
чалась от экспрессии VEGFC. VEGFB является гомологом VEGFA и реализует
свое действие только через взаимодействие с VEGFR1 [16]. Он широко экспресси-
руется в различных типах клеток, включая ГМК сосудов и ЭК, и обладает слабой
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ангиогенной активностью [16]. Проангиогенный эффект VEGFB может быть свя-
зан с подавлением апоптоза/стимуляцией выживаемости клеток или с вытеснением
VEGFA из комплекса с VEGFR1, что может усилить передачу сигнала VEGFA/VEGFR2
[29]. Наиболее значимая роль VEGFB в атерогенезе и неоваскуляризации бляшки
может быть связана с недавно выявленными его антиатерогенными эффектами –
сильным антиоксидантным действием и регуляцией метаболизма клеток [29]. Тем
не менее, VEGFR1, необходимый для реализации эффекта VEGFB, выявлялся в
бляшках в следовых количествах.

Помимо классических (семейство VEGF) был оценен уровень альтернативного
ангиогенного фактора – FGF2, который является сильным активатором ангиоге-
неза [11]. Ранее проведенные исследования продемонстрировали, что FGF2 явля-
ется сильным митогеном для различных клеток, включая ЭК [10]; стимулирует
пролиферацию и структурную организацию ЭК в тубулярные структуры, а также
рост, дифференцировку и выживание ассоциированных с кровеносными сосудами
клеток [30]; оказывает антифиброзное действие [31]. При этом FGF2 регулирует
ангиогенез опосредованно, в том числе за счет активации высвобождения других
ангиогенных факторов, и относится к “непрямым” ангиогенным факторам [6, 10, 32].

Нами выявлена выраженная экспрессия FGF2 в исследованных бляшках каро-
тидного синуса, которая по степени и характеру значимо не отличалась от экспрессии
VEGFA и коррелировала с ней, а также с экспрессией VEGFR2 и VEGFR3. Получен-
ные данные согласуются с результатами опубликованных работ, в которых указан си-
нергетический эффект FGF2 и VEGFA, обусловливающий стимуляцию миграции ЭК,
перицитов и ГМК [32], а также корреляция экспрессии VEGFA/VEGFR2 и
FGF2/FGFR1 [6]. В ряде исследований также продемонстрирована сложная и тес-
ная взаимосвязь между сигнальными путями FGF2 и VEGFA в ходе ангиогенеза. В
частности, для поддержания экспрессии VEGFR2 необходима стимуляция ЭК
FGF2 [10]; FGF2 регулирует сплайсинг VEGFR1 с активацией образования раство-
римых форм рецептора, которые поддерживают градиент VEGFA для навигации
образующихся сосудов [10]; FGF2 стимулирует синтез VEGFA [32].

Исследования членов семейства FGF при атеросклерозе немногочисленны, а
полученные результаты зачастую противоречивы, хотя исследователи сходятся во
мнении относительно повышенного содержания и критической роли членов FGF
в атеросклеротических бляшках [33]. К примеру, имеются данные о ключевой роли
FGF2 в неоваскуляризации бляшки [3, 6] и об отсутствии экспрессии FGF2 в
бляшках [3].

PDGF-B – наиболее хорошо охарактеризованный фактор роста для привлече-
ния периваскулярных клеток и стабилизации новообразованной сосудистой сети
[11, 30]. ЭК в составе развивающегося сосуда секретируют PDGF-B, который свя-
зывается с гепарансульфат-протеогликанами внеклеточного матрикса и поверхно-
сти клеток, тем самым создавая градиент, необходимый для навигации перицитов
в направлении развивающегося сосуда [34], нарушение которого приводило к об-
разованию высокопроницаемых сосудов. Также показано, что VEGFA стимулиру-
ет экспрессию рецептора PDGF, тем самым регулируя миграцию и пролиферацию
фибробластов и ГМК, а также образование внеклеточного матрикса [35].

Описанное в литературе связывание PDGF-B, FGF2 и VEGFA с внеклеточным
матриксом создает депо данных факторов роста в межклеточном веществе [34, 36], что
может объяснить иммунореактивность волокнистого компонента бляшки к вышеука-
занным факторам, обнаруженное в проведенном нами исследовании, и подчеркивает
возможность резкого повышения ангиогенного сигнала при их высвобождении из де-
по под действием протеаз. Экспрессия PDGF-B описана в многочисленных клетках,
включая ЭК, ГМК и макрофаги [37], что также было отмечено и нами. Дисфункция
сигнального пути PDGF-B выявляется при широком спектре заболеваний, включая
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атеросклероз, при котором отмечено повышение экспрессии фактора [38]. Ряд авто-
ров также указывает на сходный характер экспрессии PDGF-B и VEGFA [18], что так-
же подтверждали результаты нашего исследования.

PDGF-B, как и FGF2, считается “непрямым” ангиогенным фактором [6]. Пока-
зано, что он может стимулировать экспрессию VEGFA и FGF2 [35], при этом на
кроличьей модели атеросклероза недавно был продемонстрирован синергетиче-
ский эффект PDGF-B и FGF2 в части привлечения перицитов, стабилизации но-
вообразованной сосудистой сети и уменьшении площади сосудистой сети [11]. Не-
смотря на то, что FGF2 и PDGF-B считаются важными регуляторами ангиогенеза
в бляшке, их точная роль в регуляции и координации этого сложного процесса
остается во многом слабо изученной [1, 6]. В последние годы получены данные о
том, что в бляшках на поздних стадиях развития атеросклероза была снижена экс-
прессия рецептора PDGF-B, несмотря на относительно высокий уровень экспрес-
сии самого фактора [6]. Кроме того, описана возможность образования нефункцио-
нальных гетеродимеров VEGFR2/PDGFR-бета в перицитах под действием VEGFA
[39]. Окисленные липопротеины низкой плотности при краткосрочной инкубации
с ГМК индуцировали активацию PDGFR-бета, тогда как длительная инкубация
приводила к подавлению фосфорилирования рецептора [6].

Мы оценивали экспрессию рецепторов только сосудистых эндотелиальных фак-
торов роста, что ограничивает возможности интерпретации результатов активации
сигнальных путей других факторов. При высоком уровне PDGF-В и FGF2 (с уче-
том их синергетического эффекта) мы зачастую наблюдали в бляшках многочис-
ленные тонкостенные сосуды с нарушенной целостностью эндотелиальной вы-
стилки без слоя перицитов и периваскулярными кровоизлияниями разной давно-
сти. В совокупности это свидетельствует о незрелой структуре новообразованных
сосудов с повышением проницаемости их стенки, что может быть связано с нару-
шением передачи сигнала PDGF-B вследствие снижения экспрессии, стимуляции
деградации его рецептора или подавления фосфорилирования рецептора под дей-
ствием VEGFA/VEGFR2, липопротеинов низкой плотности и других возможных
факторов на поздних стадиях развития атеросклероза.

TSP-1 считается сильным ингибитором ангиогенеза, действие которого может
быть реализовано различными путями при атеросклерозе: подавление экспрессии
VEGFA, снижение уровня липопротеинов низкой плотности, клиренс матриксных
металлопротеиназ, индукция апоптоза ЭК, подавление их миграции и пролифера-
ции [40]. Экспрессия TSP-1 выявляется в клетках различных типов, включая ЭК,
макрофаги и ГМК [9], что подтверждалось в проведенном исследовании. TSP-1
модулирует клеточный ответ на факторы внешней среды, конкурентно связываясь
с клеточными рецепторами, компонентами внеклеточного матрикса, протеолити-
ческими ферментами и растворимыми факторами [36]. Данные по экспрессии и
значимости TSP-1 при атеросклерозе и неоваскуляризации бляшки немногочис-
ленны. Ряд авторов указывает на повышение экспрессии маркера в атеросклероти-
ческой бляшке [41], что может быть связано с его активацией в ответ на действие
факторов роста (PDGF-B, FGF2) и гипоксии [9]. Тем не менее, содержание в
бляшках TSP-1 по нашим данным было низким, а интенсивность экспрессии сла-
бой. Значимость TSP-1 в ангиогенезе в бляшке неоднозначна, поскольку помимо
антиангиогенного действия фактор также позиционируется как проатерогенный,
стимулирующий миграцию и пролиферацию ГМК с формированием секреторного
фенотипа, в особенности под влиянием глюкозы [41]. Неоднозначная роль TSP-1 в
атерогенезе и неоваскуляризации бляшки, а также его тесная связь с ключевыми
регуляторными сигнальными путями ангиогенеза при атеросклерозе свидетель-
ствует о необходимости дополнительного изучения механизмов его действия в
комплексе с другими ангиогенными факторами.
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Нами также была оценена взаимосвязь различных ангиогенных факторов со
структурными компонентами бляшки, однако выявить какую-либо зависимость
(за исключением неоваскуляризации), в том числе с выраженностью воспалитель-
ной реакции (содержание CD68+ макрофагов) нам не удалось. Возможной причи-
ной такого результата может быть небольшой объем выборки, в особенности малое
количество стабильных бляшек. Кроме того, мы не выделяли различные подтипы
макрофагов и не оценивали содержание в бляшке провоспалительных цитокинов,
которые играют значимую роль в ангиогенезе.

Таким образом, в проведенном исследовании продемонстрирован резко выра-
женный проангиогенный профиль экспрессии различных регуляторных факторов
ангиогенеза в атеросклеротических бляшках каротидного синуса на поздних стади-
ях развития атеросклероза со значимым преобладанием VEGFD иммунореактивно-
сти на фоне резкого дефицита антиангиогенного фактора TSP-1. Высокое содержа-
ние в бляшках VEGFA, VEGFR2/3, FGF2 и PDGF-B, а также относительно низкий
уровень VEGFC/VEGFB и следовые количества VEGFR1 на фоне высокопроница-
емой новообразованной сосудистой сети свидетельствует о резком смещении рав-
новесия в сторону стимуляторов ангиогенеза и неполноценности механизма ста-
билизации новообразованной сосудистой сети.

С учетом сложной системы взаимодействия между различными ангиогенными
факторами и их рецепторами, а также наличием многочисленных локальных моду-
ляторов процесса при атеросклерозе, необходимо дальнейшее изучение регуляции
неоваскуляризации атеросклеротических бляшек с обязательным комплексным
анализом разнонаправленных звеньев регуляции ангиогенеза, в том числе на кле-
точных и животных моделях атеросклероза. В этой связи стоит обратить особое
внимание на механизм действия VEGFD, гиперэкспрессия которого была впервые
нами продемонстрирована в бляшках каротидного синуса наряду с выраженной
экспрессией его рецепторов (VEGFR2/VEGFR3). Широкий спектр эффектов
VEGFD, отмеченный при различных патологиях, указывает на его возможно зна-
чимую роль как в ангиогенезе, так и атерогенезе, что делает его многообещающей
мишенью терапевтического воздействия при атеросклерозе.
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Defining Characteristics of Angiogenesis Regulation in Advanced Human Carotid Plaques
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Increased neovascularization of atherosclerotic plaque contributes to plaque vulnerabili-
ty, atherosclerosis progression and enhance complications risk including myocardial in-
farction and ischaemic stroke. However, studies of angiogenesis dynamics in atheroscle-
rosis are scarce, and the data obtained require clarification. The aim of our study was a
comprehensive assessment of the expression of multidirectional regulatory factors of an-
giogenesis in carotid atherosclerotic plaque. The study included 33 patients with carotid
atherosclerotic stenosis exceeding 60%, who were subjected to carotid endarterectomy
followed by pathomorphological examination of removed atherosclerotic plaques
throughout their length. The structure of plaques, the number of microvessels per 1 cm2

of the plaque, as well as the expression of vascular endothelial growth factors (VEGFA,
VEGFB, VEGFC, and VEGFD) and their receptors (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3),
FGF2, PDGF-B, and TSP-1 were assessed. Correlation analysis of the obtained data
was performed. Histological examination demonstrated that there were 13 atheromatous
plaques (type Va), 12 complicated plaques with either fibrous cap ulceration or massive
intraplaque haemorrhage (type VI), 6 calcified plaques (type Vb), and 2 fibrous plaques
(type Vc). Neovessels were found in all plaques (267.5 сосудов/1 см2 [140.9; 534.8]).
Most of the neovessels possessed a highly permeable phenotype with such features as
loss of integrity of endothelium; lack of pericyte layer and perivascular hemorrhage.
VEGFD was overexpressed and prevailed over the other assessed factors (p < 0.001).
Pronounced expression of VEGFA, VEGFR2, VEGFR3, FGF2 and PDGF-B was also
found in plaques. Immunoreactivity to VEGFB, VEGFC and TSP-1 was the weakest,
VEGFR1 was detected in trace amounts. The number of microvessels in the plaque sig-
nificantly correlated with the expression of VEGFA, VEGFD, FGF2, PDGF-B and
VEGFR2 (p < 0.01). Other structural components of plaques were not related to the lev-
el of angiogenic factors in plaques. Conclusion. We demonstrated a pronounced proan-
giogenic expression profile of various angiogenic factors in association with failure of the
neovessel stabilization mechanism in advanced human carotid atherosclerotic plaques.

Keywords: carotid plaque, regulation of angiogenesis, VEGF, VEGFR, FGF2, PDGF-B,
TSP-1
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С развитием науки и техники, с учетом накопленных знаний в области геномики,
протеомики, метаболомики возникает новый интерес к изучению малых моле-
кул и наступает период, посвященный изучению функциональной активности,
роли метаболитов, а также выяснению путей биологических процессов, каскад-
ных реакций в норме и патологии. Мы обратили наше внимание на лактат, кото-
рый больше не рассматривается как “тупик” анаэробного метаболизма, образу-
ющийся в тканях с ускоренным гликолизом. В последние годы доминирует точ-
ка зрения о том, что лактат – метаболит, играющий важную роль в регуляции
функции многих клеток (адипоциты, клетки эндотелия, нейроны), участвующий
в процессах ремоделирования тканей, ангиогенеза, пролиферации и дифферен-
цировки. Изучение влияния лактата на изолированные каталитические белки
способно выявить важные и еще не изученные роли малых молекул в межмоле-
кулярных процессах. В качестве белка – потенциальной “мишени” его действия
наш выбор остановился на ферменте глицерол-3-фосфатдегидрогеназе, осу-
ществляющем переключение углеводно-липидного и липидно-углеводного об-
менов. Цель исследования: оценить аффинитет лактата к глицерол-3-фосфатде-
гидрогеназе с целью выяснения функциональной способности интермедиата.
Методами компьютерного моделирования был раскрыт спектр биологической
активности для лактата, а также охарактеризованы белки-партнеры по взаимо-
действию. Методами дифференциальной сканирующей флуориметрии и микро-
капиллярного термофореза нами был установлен факт взаимодействия глице-
рол-3-фосфатдегидрогеназы с лактатом и показаны изменения конформацион-
ной стабильности фермента.

Ключевые слова: лактат, глицерол-3-фосфатдегидрогеназа, компьютерное моде-
лирование, дифференциальная сканирующая флуориметрия, микрокапилляр-
ный термофорез
DOI: 10.31857/S0869813922050053

Малые молекулы – промежуточные продукты метаболизма, точки пересечения
путей обмена углеводов, белков, липидов – выполняют координационную роль в
функционировании и модуляции медиаторного, гормонального, рецепторного от-
ветов, иммунологических, воспалительных, защитных реакций. Взаимодействия
“белок–малая молекула” могут регулировать и контролировать различные клеточ-
ные процессы, играя главную роль в поддержании клеточного гомеостаза [1]. На-
ши знания о метаболит-белковых взаимодействиях пока недостаточны, однако на-
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капливается все больше данных о влиянии метаболитов на многие клеточные со-
бытия, причем реализовывать свои эффекты эти метаболиты могут за счет
связывания со специфическими рецепторами или в результате трансфера между
клетками. Изменение механизмов продукции и утилизации метаболитов клеток
влияет на метаболизм в целом, на содержание промежуточных соединений, на
окислительно-восстановительные процессы. Было изучено несколько платформ с
высокой пропускной способностью, позволяющие выявить многие “неожидан-
ные” взаимодействия белка с метаболитами, которые могут оказать влияние на на-
ше понимание передачи сигналов клетками. В последние годы были построены об-
ширные сети, которые описывают связь ДНК, РНК с белками [2, 3]. Использова-
ние компьютерного моделирования и методов in silico может в десятки раз
сократить объем необходимого экспериментального тестирования по сравнению
со слепым поиском [4].

Мы обратили наше внимание на лактат, который больше не рассматривается
как “тупик” анаэробного метаболизма, образующийся в тканях с ускоренным гли-
колизом, а как на молекулярный инструмент, который оказывает влияние на
функциональную активность клеток различных тканей (эндотелий, клетки жиро-
вой ткани, нейроны), действуя через лактатные рецепторы HCAR1/GPR81 или бу-
дучи транспортируемым монокарбоксилатными транспортерами MCT через мем-
брану клеток, что имеет своим результатом изменения пролиферации, дифферен-
цировки, метаболизма [5]. В частности, интересны эффекты лактата как
проангиогенного фактора, действующего за счет увеличения экспрессии сосуди-
стого эндотелиального фактора роста (VEGF). В некоторых тканях лактат погло-
щается и окисляется макрофагами, а лактат-опосредованная поляризация макро-
фагов способствует реваскуляризации и регенерации мышц. Была установлена
способность лактата модулировать морфогенез и перфузию сосудов опухоли, тем
самым выявлена сигнальная роль в эндотелиальных клетках и определена связь
между метаболизмом в опухолевых тканях и ангиогенезом [5]. Обсуждается приме-
нение лактата в клинических исследованиях при лечении ишемии и нейродегене-
ративных заболеваний [6], что имеет в своей основе стимулирующее действие лак-
тата на процессы пластичности мозга. В частности, интересна роль лактата в каче-
стве нейропротекторного фактора при болезни Альцгеймера, что определяется его
способностью обеспечивать метаболическое сопряжение между астроцитами и
нейронами в активных регионах мозга и участвовать в регуляции церебрального
ангиогенеза [7]. Кроме того, лактилирование гистонов является эпигенетической
модификацией, которая стимулирует транскрипцию генов и может определять
тесную функциональную взаимосвязь метаболического статуса и экспрессионного
профиля клеток [8].

Помимо транспортеров и рецепторов лактата, определяющих многие из эффек-
тов этого метаболита, вполне вероятно присутствие в клетках иных белков, высту-
пающих в качестве “мишеней” действия лактата при повышении концентрации
этого метаболита в цитозоле или в органеллах. Возможным кандидатом является
фермент глицерол-3-фосфатдегидрогеназа (EC 1.1.1.8, ГФД), осуществляющий пе-
реключение углеводно-липидного и липидно-углеводного обменов. Было показа-
но, что митохондриальная глицерол-3-фосфатдегидрогеназа ускоряет окисление
глюкозы, стимулируя выработку ацетил-кофермента A, ацетилирование гистонов
и индукцию генов, кодирующих медиаторы воспаления в макрофагах, способству-
ет онкогенезу в клетках глиомы [9, 10]. С учетом высокого содержания митохон-
дрий в клетках церебрального эндотелия, вклад модуляции активности этого фер-
мента в реализацию эффектов лактата в клетках сосудов головного мозга может
быть весьма существенным.
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Коль скоро особый интерес при изучении взаимодействий “метаболит–белок”
представляют фермент-субстратные взаимоотношения и случаи индуцированного
метаболитами ремоделирования белковых комплексов [11, 12], анализ влияния
лактата на изолированные каталитические белки способно выявить важные и еще не
изученные роли малых молекул в регуляции функциональной активности клеток.
Поэтому целью работы стала оценка аффинитета лактата к глицерол-3-фосфатде-
гидрогеназе с определением возможных физиологически значимых эффектов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Моделирование прогнозируемой биологической активности in silico лактата
проводили с использованием программы Prediction of Activity Spectra for Substances
(PASS). Определение потенциальных белковых партнеров взаимодействия для ма-
лых молекул выполняли в системе Search Tool for Interacting Chemicals (STITCH)
версии 5.0. Результат прогноза биологической активности в программе PASS пред-
ставляется в виде вероятностей Pa “быть активным” (“to be active”) и Pi “быть не-
активным” (“to be inactive”) имеющие значения от 0 до 1, мы приняли Pa более 0.5
за оптимальное значение вероятности наличия активности. В STITCH результат
отображается в виде построения сети взаимодействия исследуемого соединения с
партнерами и рассчитывается параметр р – вероятность взаимодействия малой мо-
лекулы и белка. Мы использовали в своей работе настройку по аффинитету связи и
средний порог достоверности р > 0.4.

Эксперименты проводили в лаборатории молекулярной и радиационной био-
физики ФГБУ НИЦ “Курчатовского института”. В работе использовали реактивы
фирмы Sigma-Aldrich, США: глицерол-3-фосфатдегидрогеназа, лактат, буфер
Трис-HCl 50 мM, pH 7.5. Контроль значения рН проводили до и после внесения
раствора лактата в пробы с помощью рН-метра Mettler Toledo (США). Изменение
рН среды имело колебания в пределах 0.01–0.02. Применение микрокапиллярного
термофореза позволяет определить наличие комплексов белок–малая молекула и
силу взаимодействия между ними благодаря изменению их подвижности в темпе-
ратурном градиенте. Для оценки использовали стехиометрический параметр –
константу диссоциации (Kd), численно равный концентрации лиганда, при кото-
рой содержание свободной и связанной молекулы-партнера равны. Эксперименты
проводились на приборе Monolith NT.115 (NanoTemper Technologies, Германия).
Мечение каталитических белков глицерол-3-фосфатдегидрогеназы проводили с ис-
пользованием коммерческого набора Monolith NT Protein Labeling Kit RED-NHS
(NanoTemper Technologies, Германия). С целью определения константы диссоциа-
ции методом микротермофореза делали серию постановок с лактатом в конечной
концентрации от 0.0012 до 40 мкМ (16 разведений), а конечная концентрация ме-
ченого белка глицерол-3-фосфатдегидрогеназы была постоянной, подбиралась
эмпирически и составила 0.8 мкМ. Определение изменения конформационной
структуры глицерол-3-фосфатдегидрогеназы под влиянием лактата проводили с
использованием дифференциальной сканирующей флуориметрии, основанной на
оценке собственной флуоресценции триптофана и тирозина белков при длине волны
330 и 350 нм на приборе Prometheus NT.48 (NanoTemper Technologies, Германия).
Конформационную стабильность белка описывали его средней температурой де-
натурации Tm (°C), которая является точкой, где разворачивается половина белка.
Готовили шесть разведений, в которых конечная концентрация глицерол-3-фос-
фатдегидрогеназы была неизмененной – 1 мкМ, а конечная концентрация раство-
ра лактата изменялась в диапазоне от 0.5 до 16 мкМ, сканировали капилляры при
интенсивности лазера 30%, диапазон нагрева от 20 до 95°С, шаг 1°С/мин. Матема-
тическое моделирование кривых соотношения флуоресценций в зависимости от
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температуры и концентрации лактата, статистический анализ полученных пара-
метров регрессионных уравнений выполняли в среде пакета SPSS 25.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В более ранних работах в компьютерном обеспечении PASS нами была смодели-
рована и оценена биологическая активность, молекулярные механизмы и оказыва-
емые фармакологические эффекты лактата [13, 14]. Изучен прогнозируемый
спектр биологической активности лактата в отношении ряда каталитических бел-
ков (табл. 1).

Далее мы обратились к поисковому инструменту – программе STITCH, в кото-
рой можно произвести моделирование потенциальных белковых партнеров для
лактата. При использовании среднего порога достоверности р > 0.4 количество вза-
имодействий для лактата составило 384.

Интересными являются данные о взаимосвязи лактата со многими рецепторами,
в числе которых рецепторы гидроксикарбоновой кислоты HCAR1 (р 0.986),
HCAR2 (р 0.908), HCAR3 (р 0.900), альфа-2 адренергическими рецепторами
ADRA2A (р 0.922), ADRA2B (р 0.914), ADRA2C (р 0.914), опиоидными (р 0.917), до-
фаминовыми (р 0.907), мускариновыми холинэргическими (р 0.900), брадикини-
новыми (р 0.900), глутаматными (р 0.900), рецепторами лизофосфатидной кислоты
(р 0.900), G-белок-связанным рецептором (р 0.900), что говорит об участии лактата
в передаче нервного импульса и выполнении неметаболических функций в цен-
тральной нервной системе, связанных с семейством гетеромерных G-белков, роли
трансмиттера и медиатора разнообразных клеточных процессов [15].

Было установлено взаимодействие лактата с нейропротективным белком MT-RNR2L2
(р 0.900). Предполагается, что, связываясь с белком, метаболит уменьшает образо-
вание бета-амилоидного пептида, тем самым снижая активность нейродегенера-
тивных процессов [7]. Стоит отметить спрогнозированную функцию лактата вы-

Таблица 1. Вероятные молекулярные механизмы действия лактата

Pa – вероятность наличия; Pi – вероятность отсутствия.

Молекулярный механизм действия Шифр
фермента Pa лактата Pi лактата

Ингибирование D-лактатдегидрогеназы EC 1.1.2.4 0.783 0.002

Ингибирование глицерол-3-фосфатдегидрогеназы EC 1.1.1.8 0.698 0.003

Ингибирование глицерол-3-фосфатоксидазы EC 1.1.3.21 0.616 0.004

Ингибирование малатдегидрогеназы ЕС 1.1.1.37 0.705 0.004

Ингибирование лактат-малат трансгидрогеназы EC 1.1.99.7 0.808 0.001

Ингибирование малатоксидазы EC 1.1.3.3 0.522 0.016

Ингибирование оксалоацетат таутомеразы EC 5.3.2.2 0.881 0.001

Ингибирование оксалоацетат декарбоксилазы ЕС 4.1.1.3. 0.742 0.003

Ингибирование пируватдекарбоксилазы EC 4.1.1.1 0.938 0.001

Ингибирование пируватдегидрогеназы ЕС 1.2.4.1. 0.856 0.002

Ингибирование акцептора малатдегидрогеназы EC 1.1.1.37 0.594 0.018

Ингибирование фенилпируватдекарбоксилазы EC 4.1.1.43 0.614 0.004

Ингибирование глутамин-фенилпируваттрансаминазы EC 2.6.1.64 0.807 0.005

Ингибирование аспартат-фенилпируваттрансаминазы EC 2.6.1.70 0.816 0.004
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ступать лигандом для таких нейромедиаторов как глутамат (р 0.985), дофамин
(р 0.954), ацетилхолин (р 0.948), гистамин (р 0.946), простагландин Е2 (р 0.944).

Нами была отмечена высокая вероятность взаимодействия лактата с такими
гормонами, как адреналин (р 0.985), соматостатин (р 0.936), мелатонин (р 0.929),
полипептид поджелудочной железы (р 0.927), промеланин-концентрирующий гор-
мон (р 0.915), который может действовать как нейротрансмиттер в широком спек-
тре нейрональных функций.

Обращает на себя внимание высокая способность лактата воздействовать на им-
мунологические и воспалительные процессы: связываться с интерлейкином-8
(р 0.924), интерлейкином-6 (р 0.865) – мощным индуктором острой фазы, участву-
ющим в окончательной дифференцировке В-клеток, лимфоцитов и моноцитов;
интерлейкином-10 (р 0.851), ингибирующим синтез цитокинов (гамма-интерфе-
рон, IL-2, IL-3, TNF и GM-CSF); интерлейкином-1 альфа (р 0.748), участвующим
в воспалительном ответе и стимулирующим высвобождение простагландина и кол-
лагеназы из синовиальных клеток.

Отмечена вероятность лактата являться партнером взаимодействия для различ-
ных групп хемокинов. Так, хемокин CCL5 (р 0.911) является хемоатрактантом для
моноцитов крови, Т-хелперов памяти и эозинофилов, вызывает выброс гистамина
из базофилов и активирует эозинофилы. Хемокин CXCL1 (р 0.908) обладает хемо-
таксической активностью для нейтрофилов и может играть роль в воспалении,
оказывая свое влияние на эндотелиальные клетки аутокринным способом.

Полученные в программе STITCH данные согласуются с предсказанными си-
стемой PASS различными молекулярными механизмами действия и фармакологи-
ческими эффектами лактата. Проведенный анализ большого массива данных ком-
пьютерного моделирования с использованием таких платформ как PASS и STITCH
позволило сформировать общее представление о разнообразных и разнонаправ-
ленных эффектах, межмолекулярных и регуляторных механизмах действия изучае-
мой малой молекулы.

Установление факта взаимодействия лактата с белком стало более доступно с
применением методов флуоресценции (эндогенной, и с использованием флуоро-
форов), сканирующей флуориметрии, микротермофореза [16]. С использованием
метода капиллярного термофореза была вычислена константа диссоциации для
глицерол-3-фосфатдегидрогеназы с лактатом, которая составила 1.0 мкМ, что сви-
детельствуют о достаточно сильном сродстве интермедиата к молекуле белка.

Далее проведен эксперимент по оценке процесса формирования простран-
ственной структуры ГФД под влиянием лактата с использованием метода диффе-
ренциальной сканирующей флуориметрии. Предварительный визуальный анализ
кривых плавления ГФД без лиганда и в присутствии лактата (рис. 1) позволяет вы-
делить несколько различающихся по структуре участков. Так, в физиологическом
диапазоне температур (до 45–50°С) отмечается линейный рост отношения флуо-
ресценций, при температуре порядка 50–55°С – плавление, и при более высоких
температурах – последующий рост отношения флуоресценций.

Нами был выделен температурный диапазон, соответствующий физиологиче-
ской норме от 20 до 40°С (рис. 2), далее сопоставили средние значения соотноше-
ния флуоресценций в присутствии разных концентраций лактата и скорости их ро-
ста. Для этого мы использовали парный линейный регрессионный анализ, кото-
рый определяет углы наклона линейного роста соотношения флуоресценций, и
ковариационный анализ (ANCOVA), который позволяет сравнить эти углы накло-
на у разных лигандов и сравнить средние значения соотношения флуоресценций.

Сводка параметров построенных уравнений парной линейной регрессии, пара-
метры качества моделей: коэффициенты детерминации и стандартные ошибки ре-
грессий приведены в табл. 2. Все построенные модели статистически значимы и
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имеют приемлемое качество: коэффициенты детерминации в диапазоне от 0.70 до
0.77. Стандартные ошибки регрессий не превышают 4.06 × 10–3.

Несмотря на то, что при визуальном анализе скаттерограмм линии регрессии ка-
жутся параллельными, при статистическом анализе выявлены отличия в углах наклона

Рис. 1. Соотношение флуоресценций при разных концентрациях лактата в процессе нагревания ГФД в
диапазоне температур 20–95°С.
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Рис. 2. Соотношение флуоресценций при разных концентрациях лактата в процессе нагревания ГФД в
диапазоне температур 20–40°С.
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по сравнению с контролем (рис. 3). Так, при концентрациях лактата 0.5 и 1 мкМ ско-
рости нарастания соотношения флуоресценций (параметр регрессии b1) меньше,
чем в контроле (0.76 ± 0.021 × 10–3 и 0.84 ± 0.022 × 10–3 по сравнению с 0.95 ± 0.025 × 10–3

(р < = 0.001), а при концентрации лактата 16 мкМ – наоборот, выше (b1 = 1.08 ± 0.030 × 10–

3 (р < 0.001).

Проведенный эксперимент демонстрирует, что изменялась общая амплитуда
сигнала флуоресценции в процессе нагревания фермента. Влияние лактата на со-
отношение флуоресценций различается в области низких (0.5 и 1 мкМ) и высоких
(16 мкМ) концентраций. В физиологическом диапазоне температур при нагрева-
нии от 20 до 40°С происходит линейное повышение соотношения флуоресценций
в среднем на 0.95 ± 0.024 × 10–3 на каждый градус нагрева (p < 0.001). Концентра-
ции лактата 0.5 и 1 мкМ вызывают уменьшение соотношения флуоресценций и

Рис. 3. Углы наклона регрессионных уравнений роста соотношений флуоресценций при нагревании
ГФД в диапазоне температуры от 20 до 40°С при добавлении лактата в разных концентрациях. Приведе-
ны регрессионные коэффициенты b1 и их 95% ДИ.
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Таблица 2. Сводная характеристика линейных моделей зависимости соотношения флуорес-
ценций ГФД от температуры в диапазоне от 20 до 40°С при добавлении лактата в разных кон-
центрациях

b0 – константа, SEb0 – стандартная ошибка константы, b1 – коэффициент регрессии, SEb1 – стандарт-
ная ошибка коэффициента регрессии, R2 – коэффициент детерминации, SEregr – стандартная ошибка
регрессии.

Концентрация 
лактата

Константа, × 10–3 Коэффициент регрессии,
× 10–3

Оценка качества
моделей

b0 SEb0 b1 SEb1 R2 SEregr × 0.001

Контроль 789.1 0.77 0.95 0.025 0.72 3.43
0.5 мкМ 744.7 0.65 0.76 0.021 0.70 2.88
1 мкМ 739.7 0.66 0.84 0.022 0.73 2.93
2 мкМ 749.9 0.69 0.89 0.022 0.74 3.04
4 мкМ 739.3 0.67 0.94 0.022 0.77 2.95
8 мкМ 767.2 0.75 1.01 0.025 0.76 3.32
16 мкМ 815.8 0.92 1.08 0.030 0.70 4.06
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скорости его роста по сравнению с контролем, проявляя протекторное действие и
формируя наиболее выгодное каталитически активное – свернутое состояние белка.
Лактат (16 мкМ) вызывает увеличение соотношения флуоресценций и скорости
его роста, что свидетельствует о развернутой конформации молекулы фермента и
снижении термостабильности ГФД.

Методами компьютерного моделирования был раскрыт спектр биологической
активности для лактата, а также охарактеризованы белки-партнеры по взаимо-
действию. Показано, что естественные интермедиаты являются промежуточны-
ми соединениями метаболизма, точками пересечения многих метаболических
путей обмена углеводов, белков, липидов, выполняют вместе с тем координаци-
онную роль в функционировании и модуляции медиаторного, гормонального,
рецепторного ответов, иммунологических, воспалительных, антибактериаль-
ных, противовирусных реакций. Методами дифференциальной сканирующей
флуориметрии и микрокапиллярного термофореза нами был установлен факт
взаимодействия ГФД с лактатом и показано наличие изменения конформацион-
ной стабильности фермента.

Мы считаем, что документирование и интерпретация взаимодействий между
метаболитами и белками в биологическом контексте будут важны для оценки но-
вых механизмов влияния лактата и иных метаболитов, образующихся в нейровас-
кулярной единице головного мозга, в норме и при патологии.
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Predicted and Experimentally Confirmed Lactate Characteristics: 
New Possibilities for the Management of Endothelial Cell Metabolism

F. N. Gilmiyarovaa, N. A. Kolotyevaa, *, and O. A. Gusyakovaa
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A new interest in the study of small molecules arises with the development of science and
technology, given the accumulated knowledge in genomics, proteomics and metabolom-
ics. Since a modern period has come, dedicated to the study of functional activity, the
role of metabolites, as well as the elucidation of biological processes, signal cascade reac-
tions in norm and pathology. We turned our attention to lactate, which is not considered
anymore as a “dead end” of anaerobic metabolism, formed in tissues with accelerated
glycolysis. In recent years, the dominant view has been that lactate is a metabolite that
plays an important role in regulating the function of many cells (adipocytes, endothelial
cells, neurons), participating in the processes of tissue remodeling, angiogenesis, prolif-
eration and differentiation. Studying the effect of lactate on isolated catalytic proteins
can reveal important and yet unexplored roles of small molecules in intermolecular pro-
cesses. As an individual protein, we chose the enzyme glycerol-3-phosphate dehydroge-



676 ГИЛЬМИЯРОВА и др.

nase that switches carbohydrate-lipid and lipid-carbohydrate metabolism. Studying the
effect of lactate on isolated catalytic proteins may reveal important and unexplored roles
of small molecules in intermolecular processes. The aim of the study was to evaluate the
affinity of lactate to glycerol-3-phosphate dehydrogenase in order to clarify the func-
tional ability of the intermediate. The spectrum of biological activity of lactate was re-
vealed by computer modelling and the interaction partner proteins were characterized.
By differential scanning f luorimetry and microcapillary thermophoresis we established
the interaction of glycerol-3-phosphate dehydrogenase with lactate and showed the
presence of changes in conformational stability of the enzyme.

Keywords: lactate, glycerol-3-phosphate dehydrogenase, computer modeling, differential
scanning fluorimetry, microcapillary thermophoresis
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Гематоэнцефалический барьер обеспечивает оптимальные условия для функци-
онирования нейронов головного мозга. Барьерные свойства эндотелия крове-
носных сосудов мозга определяются белками семейства клаудина и окклюди-
ном, которые являются ключевыми молекулярными детерминантами избира-
тельного межклеточного транспорта. В формировании структуры плотных
контактов важная роль принадлежит липидам плазматической мембраны, объ-
единенные в липидный рафт вместе с белками плотных контактов. Развитие
нейродегенеративных заболеваний и психиатрических расстройств коррелирует
с изменением клаудинов в эндотелии сосудов головного мозга. Исследовали вли-
яние метил-бета-циклодекстрина (МбЦД), который вызывает дестабилизацию
липид-упорядоченной фазы плазматической мембраны, на уровень клаудина-1,
-5 и окклюдина в ткани мозга крысы. Самцам крыс внутривенно вводился
МбЦД в дозе 5 мг/кг массы тела животного, через 30 мин ткань мозга бралась для
проведения Вестерн-блота и иммуногистохимии. МбЦД вызывал значительное
снижение уровня клаудина-5 в ткани лобных долей мозга крысы. Уровень кла-
удина-1 и окклюдина оставался без изменений. Иммуногистохимия и анализ
изображений на конфокальном лазерном микроскопе подтверждают, что изме-
нение уровня клаудина-5 локализовано в эндотелии кровеносных сосудов. Кла-
удин-5 вносит основной вклад в непроницаемость эндотелия кровеносных сосу-
дов, поэтому можно предположить, что изменение упорядоченности липидной
фазы рафтов может привести к увеличению межклеточной проницаемости. По-
лученные результаты свидетельствуют о том, что липидное окружение является
важным молекулярным компонентом плотных контактов эндотелия кровенос-
ных сосудов головного мозга крысы и может принимать участие в поддержании
и регуляции барьерных свойств гематоэнцефалического барьера.

Ключевые слова: эндотелий, кровеносные сосуды, мозг, гематоэнцефалический
барьер, метил-бета-циклодекстрин, клаудины, липидные рафты
DOI: 10.31857/S0869813922050089

Эндотелий кровеносных сосудов головного мозга является одной из ключевых
структур гематоэнцефалического барьера (ГЭБ), который обеспечивает регулируе-
мый транспорт ионов, воды и различных веществ между плазмой крови и паренхи-
мой головного мозга [1, 2]. Функционирование эндотелия сосудов приводит к ста-
билизации и поддержанию функций нейронов [3, 4], а нарушение целостности
ГЭБ вовлечено в патогенез различных нейродегенеративных заболеваний [5, 6].
Плотные контакты представляют собой апикальный комплекс белков, располо-
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женных в плазматических мембранах соседних эндотелиоцитов и взаимодействую-
щих между собой в межклеточном пространстве. Разнообразие белков, составляю-
щих этот комплекс, в первую очередь белков семейства клаудина, обеспечивает се-
лективную парацеллюлярную проницаемость [7, 8]. Молекулярная архитектоника
плотных контактов представляется в виде кластеров взаимосвязанных белков [9],
образующих с помощью адаптерных белков и протеинкиназ сигнальную платфор-
му [10]. В кластеризации белков плотных контактов плазматической мембраны
клеток важную роль играют липиды, объединенные в липидный рафт вместе с кла-
удинами [11]. Изучение роли липидного окружения в регуляции функций класте-
ров белков плазматической мембраны проводят с помощью производных цикли-
ческого олигосахарида – циклодекстрина. Эти соединения вызывают дестабилиза-
цию липид-упорядоченной фазы плазматической мембраны, что приводит к
увеличению текучести и проницаемости этих мембран клеток в модельных услови-
ях [12, 13]. В исследованиях in vivo на животных моделях нейродегенеративных забо-
леваний преимущественно используют 2-гидроксипропил-бета-циклодекстрин [14].
Для анализа роли липидного окружения в плотных контактах используют метил-
бета-циклодекстрин (МбЦД) [15, 16].

Данные о роли липидного окружения в формировании эндотелиального барьера
кровеносных сосудов мозга на животных ограничены. Известно, что основной вклад
в непроницаемость эндотелия сосудов головного мозга вносит клаудин-5 [17]. Раз-
витие психиатрических расстройств коррелирует с изменением клаудина-5 в эндо-
телии сосудов головного мозга [18, 19]. Данные о влиянии МбЦД на эндотелий сосу-
дов головного мозга ограничиваются единичной статьей, в которой иммуногистохи-
мическим методом показано уменьшение сигнала клаудина-5 в эндотелиоцитах при
действии этого соединения [15]. Эти данные требуют подтверждения с помощью
других методов, оценивающих уровень белка в эндотелиоцитах. Стоит отметить,
что в плотных контактах эндотелия кровеносных сосудов головного мозга пред-
ставлены различные клаудины. В первичных культурах эндотелиоцитов сосудов
мозга мышей и крыс продемонстрировано наличие клаудина-1 [20, 21]. Удаление
холестерина с помощью МбЦД из липидных рафтов в линии клеток Сасо-2 свиде-
тельствует о том, что этот белок, в отличие от других клаудинов, не реагирует на де-
стабилизацию липидного окружения [16]. Этот факт позволяет предположить диф-
ференцированную реакцию белков плотных контактов в эндотелии сосудов голов-
ного мозга на МбЦД, что может быть принципиально важно при прогнозировании
изменения проницаемости эндотелиального барьера кровеносных сосудов. В то вре-
мя как клаудины влияют на проницаемость эпителия для ионов, окклюдин востре-
бован для ограничения парацеллюлярного транспорта органических молекул [22].
Окклюдин представлен в плотных контактах эндотелиальных клеток сосудов мозга
человека и включен в регуляцию проницаемости этих клеток при действии различ-
ных факторов [23, 24]. Цель данного исследования состояла в изучении уровня
клаудина-1, -5 и окклюдина в эндотелии сосудов головного мозга крыс при внут-
ривенном введении метил-бета-циклодекстрина.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные и схема эксперимента. В экспериментах исполь-
зовали самцов крыс Вистар (масса тела 180–200 г, n = 5). Животных содержали в
клетках по пять особей при стабилизированной температуре и фиксированном
стандартном освещении (12 ч свет/12 ч темнота). Животных содержали на стан-
дартном рационе питания при свободном доступе к пище и воде. Все процедуры,
выполненные в исследованиях с участием животных, соответствовали этическим
стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Базельской декла-
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рации и рекомендациям Этического комитета по работе с животными Санкт-Пе-
тербургского государственного университета.

Для исследования влияния действия МбЦД крысам его вводили внутривенно в
дозе 5 мг/кг массы тела животного. Ранее было установлено, что эта доза при внут-
ривенном введении оказывает влияние на структуру плотных контактов кровенос-
ных сосудов мозга [15]. Через 30 мин проводили декапитацию животных на гильо-
тине (OpenScience, Россия). Животным из группы контроля внутривенно вводили
такой же объем физиологического раствора. Ткань лобных долей головного мозга
замораживали при –80°С для последующего проведения Вестерн-блот анализа, а
также фиксировали в 10%-ном забуференном формалине для иммуногистохимии.
Пробы для Вестерн-блота и иммуногистохимии брали у всех животных из одной и
той же области мозга. Иссекали участок головного мозга перед центральной изви-
линой, который соответствует моторной зоне коры крысы.

Вестерн-блот. Для проведения Вестерн-блот анализа ткань мозга была гомоге-
низирована при помощи механического гомогенизатора Retsch MM 400 (Retsch,
Германия) с добавлением лизирующего буфера RIPA (25 мМ HEPES (pH 7.6); 2 мМ
EDTA; 25 мМ NaF; 1% SDS), содержавшего ингибиторы протеаз cOmplete mini EDTA
tablets (Roche, Германия). Вестерн-блот проводили, как описано нами ранее [25].
Применяли первичные антитела против: клаудина-1 (1 : 1000, Invitrogen, США), кла-
удина-5 (1 : 500, Invitrogen, США), окклюдина (1 : 1000, Invitrogen, США), вторич-
ные антитела goat-anti-rabbit и goat-anti-mouse (1 : 1000, Abcam, США). Содержа-
ние клаудинов было нормализовано на общий белок того же образца. Уровень бел-
ков в контрольных группах был принят за 100%.

Иммуногистохимия. После предварительной фиксации в 10%-ном забуференном
формалине перед нарезкой ткань мозга помещали в 15%-ный раствор сахарозы на
24 ч. Затем ткань отмывали в растворе PBS и погружали в криопротектор (Frozen
Section Compound, Leica Biosystems, США) на 30 мин. Получение серийных срезов
замороженной ткани мозга (15 мкм) осуществляли на криостат-микротоме
CM1850UV (Leica Microsystems, Австрия). Срезы в течение 45 мин подвергали теп-
ловой демаскировке в цитратном буфере (T 80°C, 0.01 М, pH 6.0). После серии про-
мывок в PBS срезы инкубировали в блокирующем растворе (0.2%-ный Triton,
10%-ный BSA, PBS pH 7.4) в течение 2 ч при 37°C, а затем с первичными крысиными
поликлональными антителами к клаудину-1 и окклюдину (1 : 100, Thermo Fisher Sci-
entific, США, # 71-7800, 71-1500), а также с первичными мышиными моноклональ-
ными антителами к клаудину-5 (1 : 100, Thermo Fisher Scientific, США, # 32-2500) в
течение суток при 4°C. После промывания в растворе PBS использовали соответ-
ствующие вторичные антитела, конъюгированные с Alexa Fluor-488 (1 : 800, Invitro-
gen, США), в течение 120 мин при 37°C. Протокол завершали промыванием срезов
в PBS и нанесением заливочной среды с ядерным красителем 4',6-диамидино-2-
фенилиндола (DAPI, 0.1 мкг/мл). Визуализация полученных срезов проводилась с
использованием микроскопа Leica TCS SP5 (Leica Microsystems GmbH, Германия).
Для дополнительного подтверждения локализации белков плотных контактов
именно в кровеносных сосудах мозга использовали метод двойного иммуномече-
ния с применением первичных мышиных моноклональных антител к PECAM-1
(M-20, 1 : 200, SantaCruz, США) и клаудину-5 (1 : 200, Thermo Fisher Scientific, США),
а также вторичных антител, конъюгированных с Alexa Fluor-488 (1 : 800, Invitrogen,
США) и CF-633 (1 : 800, Sigma Aldrich, США). Для исключения неспецифического
свечения вторичных антител был проведен негативный контроль, который показал
отсутствие фоновой флуоресценции.

Состав растворов и концентрации физиологически активных веществ. Использо-
вали МбЦД и реактивы для приготовления растворов фирмы Sigma Aldrich (США).
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Статистическая обработка результатов исследований. Статистическая обработ-
ка результатов проводилась общепринятыми методами с использованием компью-
терной статистической программы GraphPad Prism 8 (GraphPad; San Diego, CA,
США). Для обработки данных использовали тест OneWay ANOVA с поправкой
Даннета. Нормальность распределения проверяли с помощью критерия Шапиро–
Уилка. Уровень достоверности р < 0.05 был принят как статистически значимый.
Данные представлены в виде средней арифметической ± стандартная ошибка
среднего (М ± m).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Воздействие МбЦД в течение 30 мин в дозе 5 мг/кг массы тела (в/в введение)
привело к изменению уровня клаудинов и окклюдина в ткани лобных долей голов-
ного мозга крысы. Установлено достоверное снижение уровня клаудина-5 на 75%
по сравнению с контрольной группой. Уровень клаудина-1 и окклюдина остался
без изменений (рис. 1a).

Молекула PECAM-1 является одним из основных белков межклеточных контак-
тов эндотелиальных клеток, поэтому данный белок относят к маркерам этих кле-

Рис. 1. Содержание и локализация белков плотных контактов в ткани лобных долей головного мозга
крысы в контроле и после внутривенного введения метил-бета-циклодекстрина (MbCD) в дозе 5 мг/кг
на 30 мин. a – примеры иммуноблотов (верхняя панель) и денситометрия (нижняя панель) блотов бел-
ков плотных контактов (n = 4 в обеих группах), **p < 0.01 по сравнению с контролем, односторонний
дисперсионный анализ с поправкой Даннета. b – локализация белков плотных контактов в области
кровеносных сосудов лобных долей головного мозга крысы. Распределение клаудинов (зеленый канал)
и овальная форма ядер эндотелиальных клеток (DAPI, синий канал) совпадает с характерным располо-
жением кровеносных сосудов в ткани мозга (шкала – 50 мкм).
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ток с самых ранних исследований [26]. Другим маркером эндотелия кровеносных
сосудов различных областей головного мозга является клаудин-5 [27]. Использова-
ние метода двойной иммуногистохимической метки на контрольных образцах
продемонстрировало идентичный характер распределения сигналов в ткани мозга
от PECAM-1 и клаудина-5, что указывает на их локализацию в кровеносном сосуде
(рис. 2). Кроме этого, протяженный характер распределения сигнала и овальная
форма ядер свидетельствуют, что иммуноокрашивание дает свечение в области эн-
дотелиальных клеток кровеносных сосудов. Сигналы от клаудина-1, -5 и окклюдина
были выявлены на всех образцах. Анализ изображений показывает, что воздей-
ствие МбЦД не привело к распределению этих молекул в ткани мозга. Уменьшение и
увеличение их уровня было специфичным для эндотелия, так как локализовано в
пределах кровеносных сосудов (рис. 1b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты проведенного исследования показывают, что дестабилизация ли-
пидного состава плазматической мембраны эндотелия кровеносных сосудов лоб-
ных долей головного мозга крысы оказывает влияние на структуру плотных кон-
тактов этих клеток. Внутривенное введение МбЦД в дозе 5 мг/кг через 30 мин при-
водит к изменению уровня белков плотных контактов. МбЦД снижает экспрессию
основного белка плотных контактов эндотелия кровеносных сосудов клаудина-5
оставляя без изменения уровень клаудина-1 и окклюдина. Поскольку известно,
что клаудин-5 является основным барьерообразующим белком плотных контактов
в эндотелиоцитах головного мозга [17], можно предположить, что изменение упо-
рядоченности липидной фазы рафтов может привести к увеличению проницаемо-
сти ГЭБ.

МбЦД является для организма млекопитающих ксенобиотиком. Однако в плазме
крови существуют метаболиты, которые также могут влиять на липиды мембран.
Снижение барьерных свойств эпителия при действии капрата натрия (жирная кис-
лота, С10) может происходить за счет разрушения липидного рафта [28], что свиде-
тельствует о возможном изменении состояния ГЭБ при метаболических изменениях
биохимического профиля плазмы крови.

Иммуногистохимическим методом ранее было показано снижение клаудина-5
при действии МбЦД в эндотелии сосудов мозга [15]. В наших опытах методом Ве-

Рис. 2. Локализация маркеров эндотелия кровеносных сосудов мозга клаудина-5 и PECAM-1 в ткани
головного мозга крысы. a – синий канал сигнал от ядер (DAPI); красный канал – клаудин-5; b – зеле-
ный канал – PECAM-1, красный канал – клаудин-5. Масштабная линейка – 10 мкм.
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стерн-блота было подтверждено снижение клаудина-5 при применении той же дозы
МбЦД и отсутствие изменений в уровне клаудина-1 и окклюдина. Стоит отметить
согласование результатов экспериментов на животных с опытами по распределе-
нию клаудинов в липидных рафтах при инкубации клеток линии MDCK с капра-
том натрия. Применение капрата натрия приводит к вытеснению клаудина-5 из
липидных рафтов, но не влияет на распределение клаудина-1 [28]. Возможно, это
связано с тем, что рафты имеют различный липидный состав [5]. Циклодекстрины
обладают селективной избирательной активностью относительно экстракции ли-
пидов. МбЦД удаляет из плазматической мембраны клеток преимущественно фос-
фолипиды и холестерин [29]. Эти наблюдения могут свидетельствовать об избира-
тельности взаимодействия отдельных клаудинов, которые имеют различный ами-
нокислотный состав, с липидами рафтов и об их гетерогенном распределении в
структуре плотных контактов.

Отсутствие изменения содержания окклюдина, который важен для стабилиза-
ции плотных контактов в эпителиальных тканях [30], также подтверждает разнооб-
разие эффектов МбЦД на структуру плотных контактов эндотелия сосудов.

Изменение уровня различных белков плотных контактов при действии МбЦД
может происходить при активации различных сигнальных систем клетки. Инте-
гральные белки плазматической мембраны, к которым относятся клаудины и ок-
клюдин, взаимодействуют через адаптерные белки с апикальным актомиозиновым
комплексом и различными сигнальными белками [10]. Воздействие МбЦД приво-
дит к дестабилизации холестерина в плазматической мембране, изменению ее ме-
ханических свойств и, как следствие, происходит перестройка цитоскелета и поли-
меризация актина, что вызывает запуск внутриклеточного сигналинга [31]. Ремо-
делирование апикального актомиозинового кольца приводит к молекулярной
реорганизации состава и структуры плотных контактов, изменению проницаемо-
сти эпителия, в том числе для ионов натрия [32]. В опытах на клеточных линиях
было показано, что уменьшение холестерина в плазматической мембране ведет к
уменьшению экспрессии альфа-1 субъединицы Na,K-АТФазы при включении
Src-зависимого сигнального пути [33]. Использование специфического лиганда
Na,K-АТФазы уабаина подтверждает функциональное взаимодействие через Src-
сигналинг между Na,K-АТФазой и модуляцией экспрессии клаудинов в плотных
контактах [25]. Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что
липидное окружение является важным молекулярным компонентом плотных кон-
тактов эндотелия кровеносных сосудов головного мозга крысы и может принимать
участие в поддержании и регуляции барьерных свойств ГЭБ.
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Methyl-Beta-Cyclodextrin Changes the Level of Tight Junction Protein in the Endothelium 
of the Cerebral Vessels

A. G. Markova, *, A. E. Bikmurzinaa, A. A. Fedorovaa, and I. I. Krivoia
aSt. Petersburg State University, St. Petersburg, Russia

*e-mail: a.markov@spbu.ru

The blood-brain barrier provides optimal conditions for the functioning of brain neu-
rons. The barrier properties of the endothelium of brain blood vessels are determined by
proteins of the claudin and occludin families, which are major molecular determinants
of selective intercellular transport. Lipids of the plasma membrane play an important
role in forming the structure of tight junction, which are combined into a lipid raft to-
gether with tight junction proteins. The development of neurodegenerative diseases and
psychiatric disorders correlates changes in claudins in the cerebral vascular endothelium.
We studied the effect of methyl-beta-cyclodextrin (MbCD), which causes destabiliza-
tion of the lipid phase of the plasma membrane, on claudin-1, -5, and occludin levels in
rat brain tissue. Male rats were injected intravenously with MbCD at a dose of 5 mg/kg
of animal body weight, and 30 min later brain tissue was taken for Western blot and im-
munocytochemistry. MbCD caused a significant decrease in the level of claudin-5 in the
tissue of the frontal lobes of the rat brain. The level of claudin-1 and occludin remains
unchanged. Immunohistochemistry and confocal laser microscope image analysis con-
firm that the change in claudin-5 is localized in the endothelium of blood vessels. Clau-
din-5 is a major contributor to the impermeability of the endothelium of blood vessels,
so we can assume that a change in the orderliness of the lipid phase of the rafts may lead
to an increase in intercellular permeability. The results suggest that the lipid environment
is an important molecular component of the tight junction blood vessel endothelium in
the rat brain and may participate in the maintenance and regulation of the barrier prop-
erties of the blood-brain barrier.

Keywords: endothelium, blood vessels, brain, blood-brain barrier, methyl-beta-cyclodex-
trin, claudins, lipid rafts
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Существует тесная связь капилляров мозга с функциональной нагрузкой нейро-
нов и глиальных клеток, что позволяет рассматривать их как единый структурно-
функциональный комплекс – нейроваскулярную единицу. Изучено влияние ли-
пополисахарида (ЛПС, 5–30 мкг/мл, 24 ч) на продукцию оксида азота и действие
менадиона (5–50 мкМ, 24 ч) на жизнеспособность клеток в культурах зернистых
нейронов, клеток эндотелия коры головного мозга и астроцитов, оценен мито-
хондрион в разных типах клеток. Найдено, что применение 5 мкг/мл ЛПС вызы-
вало интенсивную продукцию оксида азота в клеточных культурах. Наибольший
эффект был показан для астроцитов, в которых ЛПС вызывал достоверное уве-
личение продукции оксида азота более, чем в 8 раз. В культурах зернистых ней-
ронов данное воздействие вызывало увеличение продукции оксида азота почти в
5 раз. Самый слабый ответ на стимуляцию продукции оксида азота был показан
для клеток эндотелия – в 1.7 раза. Для индукции окислительного повреждения в
среду культивирования вносили менадион. 10 мкМ менадиона было достаточно
для полной гибели зернистых нейронов. Повреждение клеток эндотелия и астро-
цитов наблюдалось только при повышении концентрации менадиона до 50 мкМ.
Так как окислительный стресс при действии менадиона опосредован митохон-
дриями, была выполнена оценка митохондриона в интактных клетках. Показа-
но, что в астроцитах и эндотелии митохондрии многочисленны и представляют
собой длинные изогнутые тяжи, тогда как в зернистых нейронах эти органеллы
гораздо мельче по размеру, округлой формы. Таким образом, в нейроваскуляр-
ной единице головного мозга при развитии нейровоспаления главными проду-
центами оксида азота являются астроциты, а наиболее чувствительными к окис-
лительному стрессу, несмотря на относительно слабое развитие митохондриона,
являются нейроны, при этом клетки церебрального эндотелия демонстрируют
минимальный вклад в продукцию оксида азота.

Ключевые слова: эндотелиоцит, астроцит, зернистый нейрон, липополисахарид,
менадион, митохондрии
DOI: 10.31857/S0869813922050107

Головной мозг обладает высокой интенсивностью потребления кислорода и
глюкозы по сравнению с другими органами, и его функционирование очень зави-
симо от притока глюкозы из крови. Это связано прежде всего с тем, что собствен-
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ные запасы данного углевода в ткани мозга незначительны. Следовательно, нор-
мальная деятельность головного мозга невозможна без эффективной работы си-
стем, обеспечивающих этот орган кислородом и глюкозой, что выполняется
капиллярным звеном сосудистой системы, находящейся в тесном взаимодействии
с различными клетками нервной системы. То есть существует тесная связь капил-
ляров мозга с функциональной нагрузкой нейронов и глиальных клеток, что поз-
воляет рассматривать их как единый структурно-функциональный комплекс –
нейроваскулярную единицу [1]. Современные фактические данные подтверждают
концепцию “сосудисто-нервного комплекса”, состоящего из сегментарно разно-
образных функциональных модулей, которые реализуют скоординированные со-
судистые реакции в ответ на центральные и периферические сигналы для поддер-
жания гомеостаза мозга [2]. Сложная связь между нервными и сосудистыми струк-
турами необходима для быстрого и точного соответствия кровотока метаболизму
нейронов в центральной нервной системе.

Поддержание сохранности нейроваскулярной единицы и корректное взаимодей-
ствие ее составляющих является основой функционирования головного мозга. Ис-
ключительность нейроваскулярной единицы в поддержании метаболизма всех цере-
бральных процессов обосновывает облигатность ее участия в патофизиологии об-
ширной группы неврологических заболеваний и патологических состояний
головного мозга. В настоящее время показано сходство структурных изменений в
нейроваскулярной единице на ранних стадиях старения и гипертензивной цере-
бральной микроангиопатии, что позволяет предполагать единство патогенетических
механизмов повреждения нейроваскулярной единицы при разных типах патологиче-
ских процессов [3]. Поэтому изучение структуры, клеточных и молекулярных меха-
низмов физиологического и патофизиологического функционирования нейроваску-
лярной единицы является крайне важным и необходимым для понимания возмож-
ностей здорового, стареющего и измененного при заболеваниях головного мозга.

Нарушение сосудисто-нервной координации наблюдается при различных забо-
леваниях головного мозга, связанных с воспалением и окислительным стрессом,
таких как инфекционные заболевания, инсульт, сосудистая деменция и рассеян-
ный склероз. Воспалительные реакции, возникающие в результате инфекций или
повреждений головного мозга, а также при нейродегенерации, активируют эндоте-
лий и глиальные клетки в различной степени в зависимости от типа, титра или силы
и продолжительности воздействия агентов [4]. В физиологических и патологиче-
ских условиях один из газовых трансмиттеров – оксид азота – выступает в качестве
медиатора межклеточных взаимодействий в нейроваскулярной единице головного
мозга. Известно, что различные клетки, входящие в состав нейроваскулярной еди-
ницы, способны продуцировать оксид азота, что показано для нейронов [5], астро-
цитов [6], клеток церебрального эндотелия [7]. Продукция оксида азота суще-
ственно меняется при нейродегенерации и нейровоспалении, что определяет не
только изменения микроциркуляции, но и вносит вклад в развитие нитрозативного и
окислительного стресса и образование нитрозилированных по тирозину белков, за-
пускающих механизмы аберрантной сигнальной трансдукции и мисфолдинга [8, 9].
Однако остается неясным, какой вклад клетки нейроваскулярной единицы вносят
в такие эффекты, что не позволяет идентифицировать потенциальные клетки-ми-
шени для фармакологической коррекции. Для исследования этого вопроса были
использованы первичные культуры, так как исследование NO-сигналинга в нейро-
васкулярной единице на отдельных культурах изолированных клеток является не-
обходимым этапом изучения этого процесса в нейроваскулярной единице.

Задачей настоящей работы было исследование уровня продукции оксида азота
основными клеточными компонентами нейроваскулярной единицы при модели-
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ровании воспаления с помощью липополисахарида in vitro, а также определение и
сравнение их чувствительности к окислительному стрессу.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответ-
ствовали этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принци-
пам Базельской декларации и рекомендациям локального этического комитета
ФГБНУ НЦН (протокол № 12-16/19 от 25.12.2019 г.).

В работе использованы монослойные диссоциированные культуры эндотелия,
астроцитов и зернистых нейронов головного мозга крыс линии Wistar.

Эндотелиальные культуры получали по описанному ранее методу [10]. У анесте-
зированных и стерилизованных 14-дневных крыс извлекали головной мозг и пере-
катывали по стерильной фильтровальной бумаге для удаления оболочек. После уда-
ления крупных кровеносных сосудов и белого вещества кору больших полушарий
промывали несколько раз холодным раствором Хенкса (HBSS, Gibco Life Technolo-
gies, Великобритания), измельчали и центрифугировали 5 мин при 1000 об./мин.
К осадку доливали 25%-ный бычий сывороточный альбумин (BSA, Sigma, США) в
объеме, в 2 раза превышающим объем осадка, и пипетировали 25–30 раз движени-
ями вверх и вниз с помощью пастеровской пипетки. Гомогенат центрифугировали
10 мин при 2000 об./мин. Надосадок пипетировали повторно 25–30 раз и центри-
фугировали. К осадку добавляли 0.1%-ный раствор коллагеназы (Sigma-Aldrich,
США) на фосфатном буфере (Gibco Life Technologies, США) на 40 мин при 37°С.
Ферментированные микрососуды центрифугировали 5 мин при 1000 об./мин. Оса-
док ресуспендировали в среде культивирования, содержащей 80% модифициро-
ванной среды Игла (DMEM-F12, GIBCO Invitrogen Corporation, США), 20% эм-
бриональной телячьей сыворотки (HyClone, Австрия), 2 мМ глутамина (glutaMAX,
Gibco, Великобритания), 16.6 мМ глюкозы, и высаживали на пластиковую чашку
Петри диаметром 40 мм (Медполимер, Россия). Дважды в неделю производили
смену среды культивирования. В методе применяется длительное пипетирование и
центрифугирование, что приводит к гибели большей части клеток глии, поэтому
нет необходимости в химическом подавлении роста астроцитов.

Диссоциированную культуру астроцитов получали из 1-дневных, а нейронов
мозжечка – из 7-дневных крыс, методом ферментно-механической диссоциации
по ранее описанной методике [11, 12]. Выделенные структуры промывали фосфат-
ным буфером (Gibco Life Technologies, США), лишенным ионов кальция и магния,
измельчали скальпелем и инкубировали 15 мин при 37°C в 0.05%-ном растворе
трипсина и 0.02%-ном растворе ЭДТА (Gibco Life Technologies, США), промывали в
двух сменах фосфатного буфера и один раз средой и диссоциировали механически сту-
пенчатым пипетированием в среде культивирования. Суспензию клеток центрифу-
гировали 3 мин при 1000 об./мин, осадок ресуспендировали в питательной среде и
высаживали на культуральный пластик, покрытый полилизином (Sigma, США).
Питательная среда содержала 90% минимальной среды Игла на солях Эрла (МЕМ
Gibco, Великобритания), 10% эмбриональной телячьей сыворотки (Hy Clone, Вели-
кобритания), 2 мМ глутамакса (Gibco, Великобритания), 10 мМ буфера НЕРЕS (Sig-
ma, США). После образования монослоя эндотелиальные и астроцитарные культу-
ры пересаживали в 96-луночные пластиковые планшеты (Eppendorf, Германия) и ра-
ботали на 1 пассаже после образования монослоя. Культивированные нейроны
мозжечка высаживали сразу в 96-луночные пластиковые планшеты (Eppendorf,
Германия): в каждую лунку добавляли по 0.1 мл суспензии клеток, создавая конеч-
ную плотность 3–5 × 103 клеток на мм2. На 2-е сутки in vitro концентрацию KCl в
среде доводили до 25 мМ, что является трофическим фактором для данного вида
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культур [13]. Для предотвращения пролиферации клеток глии в среду добавляли
0.001 мМ цитозин-арабинозида.

Временной паттерн экспериментов в работе обусловлен временем развития куль-
тур – достижения монослоя астроцитами или эндотелиальными клетками, созрева-
ния рецепторов нейронов. Эксперименты на культивированных нейронах проводи-
ли на 7-й день. Культуры развивались в СО2-инкубаторе (“Nuaire”, 5% СО2, 95% воз-
духа), при температуре 35.5°С и относительной влажности 98%.

Культуры подвергали окислительному стрессу, который индуцировали добавле-
нием в питательную среду менадиона (витамин К3, 2.5–50 мкМ, 24 ч, Sigma, США), а
воспаление вызывали липополисахаридом (5–30 мкМ, 24 ч, ЛПС, Sigma, США).
Прижизненные наблюдения за состоянием культур проводили с помощью фазово-
контрастной микроскопии, используя инвертированный микроскоп “Olympus
CKX41” (Япония) или систему визуализации изображения “EVOS M7000” (Termo
Fisher Scientific, США). Уровень оксида азота определяли методом Грисса (Sigma-
Aldrich, США), основанном на получении диазосоединений, которые в результате
реакции с альфа-нафтиламином окрашивают раствор в красный цвет. Фотомет-
рию выполняли с помощью микропланшетного сканера (SpectraMax M2, Molecular
Devices, США) при 540 нм. Выявление морфологии митохондрий проводили при
окраске эфиром тетраметилродамина (ТМРЭ, 250 нМ, 15 мин, Sigma, США) с по-
мощью конфокального микроскопа Olympus IX71 (Япония) со встроенными спин-
нинг-диском, объективом ×100 и лазером OBIS (США), управляемого программой
Coherent Connection 3. Флуоресцентные изображения клеток были сделаны с излу-
чением при 590 нм и возбуждением при 560 нм. Для этих экспериментов клетки
культивировались на чашках Петри со стеклянным дном диаметром 35 × 10 мм
(Eppendorf, Германия).

Для статистической обработки данных использовали программу Statistiсa 13.3
(StatSoft, Inc), однофакторный дисперсионный анализ ANOVA с посттестом Dun-
nett при сравнении с контролем или Bonferroni при попарном сравнении. Отличия
между группами считали статистически значимыми при p < 0.05. Результаты выра-
жали как среднее с ошибкой среднего (M ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для моделирования процесса воспаления в среду культивирования астроцитов,
клеток эндотелия и зернистых нейронов мозжечка на 24 ч вносили ЛПС. Результа-
ты экспериментов показали, что по сравнению с контролем во всех культурах дан-
ное воздействие вызывало достоверное повышение продукции оксида азота при
всех использованных концентрациях (рис. 1). Наибольший эффект был показан
для культивированных астроцитов, в которых ЛПС в концентрации 5 мкг/мл вы-
зывал увеличение продукции оксида азота более чем в 8 раз (рис. 1). В культурах
зернистых нейронов данное воздействие вызывало увеличение продукции оксида
азота почти в 5 раз (рис. 1) при такой же концентрации ЛПС. Самый слабый ответ
на стимуляцию продукции клетками оксида азота был показан для клеток эндоте-
лия. Продукция оксида азота в этом случае возрастала только в 1.7 раза (рис. 1).
Следовательно, для стимуляции выраженного роста оксида азота во всех типах
культур достаточно использовать ЛПС в концентрации 5 мкг/мл.

Известно, что воспалительный процесс сопровождается повышением уровня
лактата. В последующих экспериментах вместе с ЛПС (5 мкг/мл, 24 ч) в среду куль-
тивирования астроцитов, нейронов и эндотелиальных клеток вносили 5 мМ лакта-
та натрия. Однако достоверного влияния лактата на продукцию оксида азота во
всех типах культур не было обнаружено, как в контроле, так и во время действия
ЛПС (рис. 2).
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Для индукции окислительного повреждения в среду культивирования вносили
менадион (VK3) на 24 ч. Результаты экспериментов показали, что 10 мкМ менади-
она было уже достаточно для полной гибели всех зернистых нейронов в культурах
(рис. 3). В норме (Control) зернистые нейроны легко идентифицировать прижиз-
ненно как небольшие, 7–10 мкм в диаметре, округлые или овальные клетки, боль-
шую часть тел которых занимает ядро, окруженное тонким ободком цитоплазмы.
При токсическом воздействии первоначально происходит отек цитоплазмы, в
дальнейшем – конденсация хроматина ядра и лизис клетки, которая погибает с об-
разованием пикнотического ядра (3–4 мкм). Пикнотические ядра погибших ней-
ронов видны при фазовом контрасте на правой части рис. 3 как яркие точки.

Клетки эндотелия и астроциты оказались значительно более устойчивы к окис-
лительному стрессу. Это довольно крупные распластанные по субстрату клетки,
образующие монослой. Повреждение клеток в этих культурах наблюдалось только
при повышении концентрации менадиона до 50 мкМ. В таких условиях снижается
распластанность клеток, и они сжимаются, некоторые клетки ошариваются и, в
конечном итоге, их ядра становятся пикнотическими (правые микрофотографии
на рис. 3).

Рис. 1. Интенсивность выработки оксида азота в культивированных эндотелиальных клетках (Endothe-
lial cells), астроцитах (Astrocytes) и зернистых нейронах (Granule neurons) при стимуляции воспаления
липополисахаридом (LPS). По оси абсцисс отложена концентрация липополисахарида в мкг в мл среды
культивирования. По оси ординат – продукция оксида азота (Production NO) в процентах относительно
контроля. * p < 0.01 по сравнению с контролем (0).
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Рис. 2. Интенсивность выработки оксида азота в культивированных эндотелиальных клетках (Endothe-
lial cells), астроцитах (Astrocytes) и зернистых нейронах (Granule neurons). По оси ординат отложена
продукция оксида азота (Production NO) в процентах относительно исходного уровня. На оси абсцисс
отмечено наличие добавок в среде культивирования: отсутствие (–), при добавлении лактата (5 мМ,
Lactate, +) или липополисахарида (LPS, 5 мкг/мл, +).
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Оценка митохондриона в интактных клетках контрольных культур показала, что
в астроцитах и эндотелии митохондрии многочисленны и представляют собой
длинные изогнутые тяжи, тогда как в зернистых нейронах эти органеллы гораздо
мельче по размеру, вблизи ядра округлые, палочковидные в отростках, и не облада-
ют нитевидной морфологией, как в астроцитах и эндотелии (рис. 4).

Рис. 3. Влияние менадиона (VK3, 24 ч) на жизнеспособность культивированных эндотелиальных клеток
(Endothelial cells), астроцитов (Astrocytes) и зернистых нейронов (Granule neurons). Фазовый контраст.
Живые культуры. Масштабный отрезок 70 мкм.
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Рис. 4. Морфология митохондрий в культивированных эндотелиальных клетках (Endothelial cells), аст-
роцитах (Astrocytes) и зернистых нейронах (Granule neurons). Флуоресцентная микроскопия живых
культур, окрашенных ТМРЭ. Масштабный отрезок 15 мкм.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В головном мозге существует тесная функциональная связь капилляров с функ-
циональной нагрузкой нейронов и глиальных клеток, что позволяет рассматривать
их как единый структурно-функциональный комплекс – нейроваскулярную еди-
ницу [1]. Даже незначительные нарушения в нейроваскулярной единице могут в
некоторых случаях необратимо повлиять на гомеостаз головного мозга. В настоя-
щее время показано, что астроциты являются ключевыми посредниками в системе
модуляции сосудистого тонуса головного мозга. Одним из механизмов этого сиг-
налинга при стимуляции нейронов является высвобождение астроцитами АТФ и
ее метаболитов, способствующих выработке эндотелиального оксида азота и рас-
ширению сосудов [14]. Кинетика и эффективность этих сигналов, в свою очередь,
определяются метаболическим состоянием ткани, уровнем тонуса базальных арте-
риол и/или величиной и типом вызванного стимула [15]. Возможно и самостоя-
тельное участие нейронов в гиперемии. Например, внутри нейрона, активирован-
ного глутаматом, усиливаются синтез и выделение во внеклеточную среду оксида
азота, а также АТФ и аденозина, которые могут прямо воздействовать на гладко-
мышечные клетки [16]. Таким образом, в нейроваскулярной единице при стимуля-
ции нейронов главными продуцентами оксида азота являются клетки эндотелия и
нейроны, но не астроциты. Однако известно, что астроциты и клетки эндотелия
при стимуляции ЛПС могут продуцировать оксид азота [17–19]. Полисахаридная
модель является наиболее характеризованной моделью воспаления in vitro, в кото-
рой в ряде первичных культур медиатором воспаления является оксид азота. В на-
шей работе мы показали, что при стимуляции ЛПС именно астроциты гораздо более
интенсивно продуцируют оксид азота по сравнению с клетками эндотелия и нейро-
нами. Полученные нами результаты подтверждаются данными Wong с соавт. [17],
которые демонстрируют, что первичные культуры клеток эндотелия мозга при сти-
муляции ЛПС продуцируют низкий уровень оксид азота.

Таким образом, наше исследование указывает, что при патологических воспа-
лительных процессах в нейроваскулярной единице одним из главных продуцентов
оксида азота являются астроциты, но не клетки эндотелия и нейроны. Это заклю-
чение подтверждается тем, что астроциты считаются одними из ключевых фигур в
инициировании воспалительной реакции в головном мозге. Эти клетки ЦНС мо-
гут повлиять на локальную микросреду и, таким образом, определить степень по-
вреждения и последующего восстановления [20].

Кроме того, известно, что воспалительный процесс сопровождается повышени-
ем уровня лактата [21]. Лактат, будучи продуктом гликолиза, выполняет свои
функции не только в качестве энергетического субстрата для нейронов, но может
осуществлять и некоторые другие функции. Так, лактат, посредством взаимодей-
ствия с рецептором HCAR1 на клетках церебрального эндотелия, способен вызы-
вать ингибирование процессов воспаления [22]. Снижение экспрессии рецепторов
и транспорта лактата на церебральных эндотелиоцитах и сопутствующее повышение
концентрации внеклеточного лактата регистрируются в первичной культуре клеток
эндотелия микрососудов головного мозга под воздействием ЛПС и PolyI:C [23]. Од-
нако в нашей модельной системе мы не обнаружили влияния лактата на продукцию
оксида азота клеточными культурами астроцитов, эндотелия и нейронов.

Еще одним патогенетически значимым фактором, способным нарушать функ-
ционирование нейроваскулярной единицы, является окислительный стресс. По-
этому в ряде экспериментов мы оценивали устойчивость к этому повреждению
элементов нейроваскулярной единицы. Одним из главных источников свободных
радикалов в клетке являются митохондрии. Комплексы I и III дыхательной цепи
митохондрий продуцируют радикалы в виде супероксид-аниона и перекиси водо-
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рода, которые играют роль сигнальных молекул, необходимых для дифференци-
ровки клеток, пролиферации, их выживания и адаптивных иммунных реакций.
Почти все образующиеся анионы супероксида эффективно нейтрализуются су-
пероксиддисмутазой с образованием перекиси водорода, которая служит важным
предшественником для других свободных радикалов и действует как вторичный
посредник со способностью диффундировать через митохондриальную мембрану,
взаимодействуя со специализированным белком из семейства аквапоринов [24].
Однако в поврежденных митохондриях продукция свободных радикалов может
многократно возрастать, вызывая повреждение клетки. Моделировать этот про-
цесс можно с помощью менадиона. Внутри клетки менадион вызывает окисли-
тельный стресс за счет способности принимать электроны от DT-диафоразы, ми-
нуя комплекс I, что перенаправляет поток электронов от NADH непосредственно
в Q-цикл [25], тем самым повышая утечку электронов с цепи переноса, и как след-
ствие, наблюдается возрастание продукции супероксид-аниона. По данным Bayol-
Denizot с соавт. [26], нейроны продуцируют достоверно меньше супероксида при
действии менадиона по сравнению с эндотелиальными клетками, тогда как астро-
циты и эндотелий продуцируют приблизительно одинаковое количество суперок-
сида. Так как продукция супероксида при метаболизме менадиона осуществляется
митохондриями, уровень генерации этих активных молекул коррелируют с вели-
чиной митохондриона в клетках и уровнем мембранного потенциала митохондрий.
По приведенным нами в этой работе данным митохондрион имеет наименьшую
величину в нейронах и гораздо большие размеры в астроцитах и эндотелиальных
клетках (рис. 4). По сравнению с периферическими сосудами для клеток эндотелия
головного мозга характерно большое количество и высокая активность митохон-
дрий. Видимо, это необходимо, чтобы функционировали многочисленные систе-
мы активного транспорта, такие как GLUT1, P-гликопротеин и т.д. [27]. Однако
наиболее чувствительными к окислительному стрессу, вызванному менадионом,
оказались нейроны. Результаты экспериментов показали, что 10 мкМ менадиона
было уже достаточно для гибели всех зернистых нейронов в культурах, тогда как
повреждение клеток эндотелия и астроцитов наблюдалось при повышении кон-
центрации менадиона до 50 мкМ.

Повышенная чувствительность к окислительному стрессу, вызванному менади-
оном, зернистых нейронов объясняется тем, что они являются глутаматергическими и
глутаматчувствительными нейронами (имеют рецепторы к этому нейромедиатору).
Окислительный стресс, в свою очередь, приводит к высвобождению эндогенного
глутамата, чрезмерной стимуляции рецепторов глутамата и гибели нейронов [28].
Более того, окислительный стресс, вызванный паракватом, является сильным фак-
тором, модулирующим повреждение незрелых нейронов глутаматом [29].

В целом, в нейроваскулярной единице головного мозга при развитии нейровос-
паления главными продуцентами оксида азота являются астроциты, а наиболее
чувствительными к окислительному стрессу, несмотря на относительно слабое
развитие митохондриона, являются нейроны, при этом клетки церебрального эн-
дотелия демонстрируют минимальный вклад в продукцию оксида азота.
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Effect of the Neuroinflammation Inducer on the Components
of the Neurovascular Unit of the Brain in vitro
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There is a close connection of the brain capillaries with the functional load of neurons
and glial cells, which allows us to consider them as a single structural and functional
complex – a neurovascular unit. The effect of lipopolysaccharide (LPS, 5–30 μg/mL,
24h) on the production of nitric oxide and the effect of menadion (5–50 μgM, 24 h) on
cell viability in cultures of granule neurons, endothelial cells of the cerebral cortex and
astrocytes was studied, mitochondrion in different cell types was evaluated. It was found
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that already 5 μg/mL of LPS caused intensive production of nitric oxide in cell cultures.
The greatest effect was shown for astrocytes, in which LPS caused an increase in nitric
oxide production by more than 8 times. In cultures of granular neurons, this effect
caused an increase in nitric oxide production by almost 5 times. The weakest response to
stimulation of nitric oxide production by cells was shown for endothelial cells. In this
case, the production of nitric oxide increased only 1.7 times. To induce oxidative dam-
age, menadion was introduced into the culture medium. In neuronal cultures, 10 μM of
menadion was already enough for the complete death of granular neurons. Damage to
endothelial cells and astrocytes was observed only when the concentration of menadion
increased to 50 μM. Since oxidative stress under the action of menadion is mediated by
mitochondria, an assessment of the mitochondrion in intact cells was performed. It has
been shown that in astrocytes and endothelium, mitochondria are numerous and repre-
sent long curved strands, whereas in granular neurons these organelles are much smaller
in size, rounded in shape. Thus, our results indicate that in neuroinflammation, astro-
cytes are the main producers of nitric oxide, and neurons are the most sensitive to oxida-
tive stress, despite the relatively weak development of the mitochondrion, whereas brain
microvessel endothelial cells do not contribute significantly to the production of nitric
oxide within the neurovascular unit.

Keywords: endotheliocyte, astrocyte, granule neuron, lipopolysaccharide, menadion, mi-
tochondria
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