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Ïðîëèôåðàòèâíàÿ è ñåêðåòîðíàÿ àêòèâíîñòü ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà

Èçó÷àëè âëèÿíèå íåïðåðûâíîé 3-ñóòî÷íîé ãèïîêñèè ðàçíîé ñòåïåíè íà æèçíåñïîñîáíîñòü, ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ è ñåêðåòîðíóþ àêòèâíîñòü ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà (HUVEC). Èñ-
ïîëüçîâàëè ãàçîâóþ ñìåñü òðåõ ñîñòàâîâ (%): 1) 10 Î2, 5 ÑÎ2, 85 Ar; 2) 5 Î2, 5 ÑÎ2, 90 Ar; 3) 1 Î2, 5 ÑÎ2,
94 Ar. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ñëóæèëè HUVEC, êóëüòèâèðóåìûå â ÑÎ2-èíêóáàòîðå â óñëîâèÿõ àòìîñôåð-
íîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà (21 %). Êîìïëåêñíàÿ îöåíêà ðåçóëüòàòîâ ïîêàçàëà, ÷òî 3-cóòî÷íîå êóëüòè-
âèðîâàíèå HUVEC â ïðèñóòñòâèè 1 % Î2 ïðèâîäèò ê ïàòîëîãè÷åñêîé àêòèâàöèè ýíäîòåëèîöèòîâ — ïî-
âûøåííîìó ñèíòåçó NO, ñî÷åòàþùåìóñÿ ñ âûðàæåííîé ñåêðåöèåé ýíäîòåëèíà-1, IL-6, IL-8 è TNF-a,
sVCAM-1, sE-êàäãåðèíà è sÅ-ñåëåêòèíà, VEGF-A è bFGF, à òàêæå ñ çàìåäëåííîé ïðîëèôåðàöèåé. Ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè HUVEC â óñëîâèÿõ 10 è 5 % Î2 óðîâåíü áàçàëüíîé ñåêðåöèè âûøåïåðå÷èñëåííûõ âå-
ùåñòâ áûë íàèìåíüøèì íà ôîíå ïîâûøåííîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ýí-
äîòåëèàëüíûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ àòìîñôåðíîãî êèñëîðîäà ïðîèñõîäèò èõ àêòèâàöèÿ: ñåêðåöèÿ NO, IL-6,
IL-8 è ôàêòîðà ôîí Âèëëåáðàíäòà ÷åðåç 3 ñóò ïðåâûøàåò ýòè æå ïîêàçàòåëè â ñëó÷àå ñîäåðæàíèÿ Î2 10 è
5 %. Òàêèì îáðàçîì, áîëåå ôèçèîëîãè÷åñêèìè óñëîâèÿìè êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC ÿâëÿåòñÿ ãàçîâàÿ
ñðåäà ñ ïîíèæåííûì äî 5 % ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà, â êîòîðîé ìàêñèìàëüíà ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâ-
íîñòü è ìèíèìàëüíà áàçàëüíàÿ ñåêðåöèÿ. Ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà äî óðîâíÿ àòìîñôåðíîãî
ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ýíäîòåëèîöèòîâ ñ ïðèçíàêàìè ðàçâèâàþùåéñÿ ýíäîòåëèàëüíîé äèñôóíêöèè, à
êðèòè÷åñêîå ñíèæåíèå êèñëîðîäà äî 1 % âûçûâàåò ðàçâèòèå ýíäîòåëèàëüíîé äèñôóíêöèè è ñíèæàåò
ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãèïîêñèÿ, ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè, ïðîëèôåðàöèÿ, äèñôóíêöèÿ, öèòîêèíû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: bFGF — áàçàëüíûé ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ, HUVEC — ýíäîòåëè-
àëüíûå êëåòêè ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà, IL — èíòåðëåéêèí, NO — îêñèä àçîòà, VEGF — ñîñóäèñòûé ýí-
äîòåëèàëüíûé ôàêòîð ðîñòà.

Ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ
ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê äàëà âîçìîæíîñòü ìîäåëèðîâàòü
in vitro ïàòîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû, ïðîèñõîäÿùèå â îðãà-
íèçìå ÷åëîâåêà. Ýêñïåðèìåíòàëüíîå âîçäåéñòâèå íà êëåò-
êè áàêòåðèàëüíûõ àãåíòîâ, ôàêòîðîâ âîñïàëåíèÿ è èçìå-
íåíèÿ îêñèãåíàöèè ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü îòâåòû íà âîïðî-
ñû, ñâÿçàííûå ñ ìåõàíèçìàìè çàïóñêà ïàòîëîãè÷åñêèõ
ñîñòîÿíèé ðàçëè÷íûõ íîçîëîãèé (Ñîëîäîâíèêîâà è äð.,
2006; Åôèìåíêî è äð., 2010; Ñòàðèêîâà è äð., 2012).

Ýíäîòåëèé ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òîíêèé ìîíîñëîé ýïè-
òåëèàëüíûõ êëåòîê ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, îòãðà-
íè÷èâàþùèé êðîâîòîê îò áîëåå ãëóáîêèõ ñëîåâ ñòåíêè
ñîñóäà. Ýíäîòåëèé ÿâëÿåòñÿ êðóïíåéøèì ïàðàêðèííûì
îðãàíîì, èãðàþùèì âàæíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ñîñóäè-
ñòîãî ãîìåîñòàçà, òîíóñà è àíàòîìè÷åñêîé ñòðóêòóðû ñî-
ñóäèñòîé ñòåíêè. Â ïîêîÿùåìñÿ ñîñòîÿíèè êëåòêè èìåþò
íèçêèé áàçîâûé óðîâåíü ñåêðåöèè, êîòîðûé çíà÷èòåëüíî
óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè àêòèâàöèè. Â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëî-
âèÿõ ýíäîòåëèàëüíàÿ êëåòêà ñåêðåòèðóåò ðÿä áèîëîãè÷å-

ñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ïîääåðæàíèÿ
ñîñóäèñòîãî ãîìåîñòàçà (îêñèä àçîòà (NO), ïðîñòàöèêëèí,
ýíäîòåëèí-1, àíãèîòåíçèí II, òðîìáîêñàí, ôàêòîðû ðîñòà
è ïðîëèôåðàöèè ñîñóäîâ). Ïîýòîìó â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ýíäîòåëèé ðàññìàòðèâàþò êàê ñèñòåìó, ñïîñîáíóþ ê ñà-
ìîðåãóëÿöèè â îòâåò íà èçìåíåíèÿ óñëîâèé ñðåäû (Ëó-
ïèíñêàÿ è äð., 2008; Ïîïîâà, Âàèçîâà, 2012).

Ïðè âîçíèêíîâåíèè ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé è âëè-
ÿíèè íà ýíäîòåëèé ïîâðåæäàþùèõ ôàêòîðîâ ôóíêöèè
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê íàðóøàþòñÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê ðàç-
âèòèþ ýíäîòåëèàëüíîé äèñôóíêöèè è êàê ñëåäñòâèå ïî-
âûøåíèþ èìè ñèíòåçà ìîëåêóë êëåòî÷íîé àäãåçèè, ñåëåê-
òèíîâ è ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ (Àíòîíîâà è äð.,
2007; Åëü÷àíèíîâà è äð., 2007; Êðàñèëüíèêîâà è äð.,
2009; Ïîëÿêîâà è äð., 2011). Ïîýòîìó ýêñïåðèìåíòàëüíûå
ìîäåëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ÿâëÿ-
þòñÿ íàèáîëåå èíòåðåñíûìè è ïåðñïåêòèâíûìè â èçó÷å-
íèè ïàòîôèçèîëîãè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ âîçíèêíîâåíèÿ
ðàçëè÷íûõ ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ çàáîëåâàíèé.
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Ðàçâèòèå áîëüøèíñòâà ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ ñîáûòèé
ïðåäóñìàòðèâàåò ïåðèîäû êèñëîðîäíîãî ãîëîäàíèÿ. Ïîý-
òîìó ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìîäåëü ãèïîêñèè àêòèâíî èñïî-
ëüçóåòñÿ èññëåäîâàòåëÿìè äëÿ èçó÷åíèÿ ïàòîãåíåòè÷å-
ñêèõ ìåõàíèçìîâ ðàçâèòèÿ ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ çàáîëå-
âàíèé. Ïðè ýòîì íàðóøåíèå êðîâîñíàáæåíèÿ â ïåðèîä
ãèïîêñèè ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòî-
ÿíèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê. Èçâåñòíî, ÷òî âðåìåííàÿ
ãèïîêñèÿ ñïîñîáíà âûçûâàòü àêòèâàöèþ ýíäîòåëèÿ (Zie-
gelstein åt al., 2003; Àíòîíîâà è äð., 2007), à ðåçêîå ïîâû-
øåíèå ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà (ðåîêñèãåíàöèÿ) ìîæåò
îêàçûâàòü êàê ïîâðåæäàþùåå, òàê è àêòèâèðóþùåå äåé-
ñòâèå íà ýíäîòåëèàëüíûå è ïðî÷èå êëåòêè (Forsythe et al.,
1996; Bresgen åt al., 2003; Ziegelstein åt al., 2003; Áóðàâêî-
âà è äð., 2006; Àíòîíîâà è äð., 2009). Äàííûå èç ëèòåðàòó-
ðû, êàñàþùèåñÿ ñõåì ýêñïåðèìåíòîâ ïðè ìîäåëèðîâàíèè
ãèïîêñèè in vitro è ðàçëè÷èé â ñîîòíîøåíèè ãàçîâ, èñ-
ïîëüçóåìûõ êëåòîê, ïðîäîëæèòåëüíîñòè ýêñïåðèìåíòîâ è
èçó÷àåìûõ ïàðàìåòðîâ, íå ïîçâîëÿþò â ïîëíîé ìåðå îòâå-
òèòü íà âñå âîïðîñû, ñâÿçàííûå ñ âîçíèêíîâåíèåì ýíäîòå-
ëèàëüíîé äèñôóíêöèè â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èçó÷åíèè âëè-
ÿíèÿ ðàçëè÷íîé ñòåïåíè ãèïîêñèè íà ïðîëèôåðàòèâíóþ è
ñåêðåòîðíóþ àêòèâíîñòü ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïóïî÷-
íîé âåíû ÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè èç ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà
(HUVEC) âûäåëÿëè ñîãëàñíî àäàïòèðîâàííîìó ïðîòîêî-
ëó (Jaffe et all., 1973). Ïîñëåäóþùåå êóëüòèâèðîâàíèå
êëåòîê ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðîâ Endothelial
Cell Cultur Medium Kit (BD Bioscience, ÑØÀ). Â ýêñïåðè-
ìåíòå èñïîëüçîâàëè êóëüòóðó HUVEC 2-ãî ïàññàæà,
ïðåäâàðèòåëüíî ïðîòåñòèðîâàííóþ íà ïðèñóòñòâèå áàêòå-
ðèàëüíûõ è âèðóñíûõ ÄÍÊ, ñïîñîáíûõ âëèÿòü íà êëåòî÷-
íóþ ïðîëèôåðàöèþ. Òåñòèðîâàíèå íà ìèêîïëàçìó, óðåà-
ïëàçìó, öèòîìåãàëîâèðóñ, âèðóñ ïàïèëëîìû ÷åëîâåêà âû-
ñîêîãî êàíöåðîãåííîãî ðèñêà (òèï 16, 18), âèðóñ ïðîñòîãî
ãåðïåñà I è II òèïîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì ÏÖÐ íà äåòåêòîðå
ÄÒ 96 (Ðîññèÿ) â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ðåàãåíòîâ ôèðìû «Àìïëèñåíñ» (Ðîññèÿ). Èñïîëü-
çóåìàÿ â ýêñïåðèìåíòå êóëüòóðà HUVEC áûëà ñâîáîäíà
îò áàêòåðèàëüíûõ è âèðóñíûõ ÄÍÊ.

Ðàçëè÷íûå óñëîâèÿ ãèïîêñèè (10 % Î2, 5 % ÑÎ2, 85 %
Ar, èëè 5 % Î2, 5 % ÑÎ2, 90 % Ar, èëè 1 % Î2, 5 % ÑÎ2,
94 % Ar) ñîçäàâàëè ñ ïîìîùüþ ìóëüòèãàçîâîãî áèîðåàê-
òîðíîãî êîìïëåêñà (ÎÎÎ Ñàÿíû, Ðîññèÿ) â íåïðåðûâíîì
3-ñóòî÷íîì ðåæèìå ñ èñïîëüçîâàíèåì àâòîìàòè÷åñêîé
êîððåêöèè ãàçîâîãî ñîñòàâà ÷åðåç êàæäûå 2 ìèí è ïîä-
äåðæàíèåì òåìïåðàòóðû 37 °Ñ â êîëáàõ áèîðåàêòîðà.
Êëåòêè HUVEC äëÿ êàæäîãî ýêñïåðèìåíòà âûñåâàëè â
òðè 6-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòà â êîëè÷åñòâå 2�105 íà 1 ëóíêó.
Ïðåäâàðèòåëüíî ëóíêè ïîêðûâàëè ðàñòâîðîì êîëëàãåíà I
òèïà â êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë è ïîìåùàëè â ïåðâóþ
êîëáó áèîðåàêòîðà. Âî âòîðóþ êîëáó ïîìåùàëè òðè
96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòà, ëóíêè êîòîðûõ ïðåäâàðèòåëüíî
òîæå áûëè ïîêðûòû êîëëàãåíîì I òèïà è çàñåÿíû ýíäîòå-
ëèàëüíûìè êëåòêàìè â êîëè÷åñòâå 0.1�105 íà 1 ëóíêó.
Ïîñëå ãåðìåòèçàöèè êîëá çàïóñêàëè áèîðåàêòîð. Îòñ÷åò
âðåìåíè ãèïîêñè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà÷èíàëè ñ ìîìåí-
òà ñòàáèëèçàöèè çàäàâàåìîãî ãàçîâîãî ñîñòàâà (â ñðåäíåì
÷åðåç 1.5 ÷). ×åðåç êàæäûå ñóòêè èç êîëá áèîðåàêòîðà
èçûìàëè ïî îäíîìó 6-ëóíî÷íîìó è 96-ëóíî÷íîìó ïëàí-

øåòó äëÿ ïîñëåäóþùåãî ïîäñ÷åòà êëåòîê, èõ ôåíîòèïè-
ðîâàíèÿ, îïðåäåëåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè, îöåíêè èõ
ïðîëèôåðàòèâíîé è ñåêðåòîðíîé àêòèâíîñòè ïîñëå ãèïîê-
ñèè. Ñìåíó ñðåäû â îñòàâøèõñÿ 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ
ïðîâîäèëè åæåäíåâíî, â 6-ëóíî÷íûõ — 1 ðàç çà 3 ñóò.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ýíäî-
òåëèàëüíûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè ÷åðåç 1, 2 è 3 ñóò
èç âòîðîé êîëáû áèîðåàêòîðà âûíèìàëè ïî îäíîìó 96-ëó-
íî÷íîìó ïëàíøåòó ñ HUVEC è ïðîâîäèëè ÌÒÒ-òåñò ñ
èñïîëüçîâàíèåì MTT Cell Proliferation Assay Kit (Invi-
trogen, ÑØÀ). Îäèí ñòðèï âûñòóïàë â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ
êóëüòóðàëüíîé ñðåäû è íå ñîäåðæàë HUVEC. Ðåçóëü-
òàòû ÌÒÒ-òåñòà îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ êîýôôèöèåíòà
ïðîëèôåðàöèè (ÊÏ) ïî ôîðìóëå ÊÏ = ÎÏî : ÎÏê, ãäå
ÎÏî — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ýêñòðàêòà êðàñèòåëÿ, ïîãëî-
ùåííîãî ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè â õîäå ÌÒÒ-òåñòà;
ÎÏê — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü êðàñèòåëÿ, ñîäåðæàùåãîñÿ
ïîñëå ÌÒÒ-òåñòà â ëóíêàõ ñ êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé áåç
êëåòîê.

Êîíòðîëåì äëÿ âñåõ ïðîâîäèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ ñëó-
æèëè ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè, êóëüòèâèðîâàííûå 3 ñóò â
ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ è 5 % ÑÎ2 â ïðèñóòñòâèè àòìî-
ñôåðíîãî êèñëîðîäà (21 %). Ïîñåâ â 6- è 96-ëóíî÷íûå
ïëàíøåòû è îöåíêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ïî òîé æå ñõå-
ìå, ÷òî è ïðè ðàçëè÷íîé ãèïîêñèè.

Ïîäñ÷åò ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïîñëå ñíÿòèÿ ñ ïî-
âåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ïëàñòêà 0.5%-íûì ðàñòâîðîì
òðèïñèíà (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) ïðîâîäèëè â êàìåðå Ãî-
ðÿåâà. Ôåíîòèï ñíÿòûõ HUVEC îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïðî-
òî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè íà öèòîôëóîðèìåòðå FACS
Calibur (Becton Dickinson, ÑØÀ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíî-
êëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ CD146 è CD34 (BD Bioscien-
ces, ÑØÀ), ìå÷åííûõ ôëóîðîõðîìàìè. Æèçíåñïîñîá-
íîñòü HUVEC îöåíèâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóî-
ðèìåòðèè, îïðåäåëÿÿ ÷èñëî æèçíåñïîñîáíûõ HUVEC, à
òàêæå ïðåáûâàþùèõ â ñîñòîÿíèè ðàííåãî, ïîçäíåãî àïîï-
òîçà è íåêðîçà. Äëÿ ýòîé öåëè èñïîëüçîâàëè êîìáèíè-
ðîâàííóþ îêðàñêó ñ ïîìîùüþ àííåêñèíà V, ìå÷åííîãî
ôèêîýðèòðèíîì (PE), è ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî êðàñèòåëÿ
7-AAD (BD Biosciences, ÑØÀ). Îêðàøèâàíèå ïðîâîäèëè
ïî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Êëåòêè â ñîñòîÿ-
íèè àïîïòîçà îïðåäåëÿëèñü çà ñ÷åò âûñîêîàôôèííîãî
ñâÿçûâàíèÿ àííåêñèíà ñ ôîñôàòèäèëñåðèíîì, ïîÿâëÿþ-
ùèìñÿ íà âíåøíåì ìîíîñëîå öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíû. Äîïîëíèòåëüíàÿ îêðàñêà 7-AAD ïîçâîëèëà âûäå-
ëèòü ðàííþþ è ïîçäíþþ ñòàäèè êëåòî÷íîãî àïîïòîçà è
èäåíòèôèöèðîâàòü íåêðîç.

Îïðåäåëåíèå óðîâíÿ áàçàëüíîé ñåêðåöèè ýíäîòåëè-
àëüíûõ êëåòîê ïðè ðàçëè÷íîé ñòåïåíè îêñèãåíàöèè îñó-
ùåñòâëÿëè ïî íàëè÷èþ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ âåùåñòâ,
ñèíòåçèðóåìûõ ýíäîòåëèåì. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëå-
íèå îêñèäà àçîòà îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ òâåðäîôàçíî-
ãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà ïî ñóììàðíîìó ñîäåðæà-
íèþ åãî ñòîéêèõ ìåòàáîëèòîâ (èîíîâ NO–2 è NO–3) â ñðåäå
êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC. Â îñíîâå ìåòîäà ëåæèò ôåð-
ìåíòàòèâíàÿ êîíâåðñèÿ íèòðàòîâ è íèòðèòîâ íèòðàòðå-
äóêòàçîé ñ ïîñëåäóþùèì êîëîðèìåòðè÷åñêèì îïðåäåëå-
íèåì ïðîäóêòîâ ðåàêöèè Ãðèññà. Ïðîöåäóðó îïðåäåëåíèÿ
ìåòàáîëèòîâ îêñèäà àçîòà ïðîâîäèëè ñîãëàñíî èíñòðóê-
öèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ òåñò-ñèñòåìû (R&D Systems,
Inc. ÑØÀ). Ýíäîòåëèí-1 (1-21), ôàêòîð ôîí Âèëëåáðàíä-
òà, IL-6, IL-8 è TNF-a, ìîëåêóëû êëåòî÷íîé àäãåçèè
sVCAM-1, sE-êàäãåðèí, sÅ-ñåëåêòèí, VEGF-A è bFGF
îïðåäåëÿëè ìåòîäîì òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðîâ ôèðì Bioscience, R&D
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Systems, Invitrogen, American Diagnostica Inc. (ÑØÀ), Bio-
medica Gruppe (Àâñòðèÿ). Âñëåäñòâèå ðàçëè÷èÿ ñêîðîñòè
ïðîëèôåðàöèè HUVEC ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â óñëîâèÿõ
ðàçëè÷íîé îêñèãåíàöèè ðàñ÷åò êîíöåíòðàöèé îïðåäåëÿå-
ìûõ âåùåñòâ ïðîâîäèëè íà 1 æèçíåñïîñîáíóþ êëåòêó ÷å-
ðåç 1, 2 è 3 ñóò ýêñïåðèìåíòà.

Àíàëèçèðóåìûå ïîêàçàòåëè èìåëè íå íîðìàëüíîå
ðàñïðåäåëåíèå, ïîýòîìó äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îïðåäå-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ íåïàðàìåòðè÷åñêèõ êðèòåðèåâ. Äëÿ
îöåíêè äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé òðåõ è áîëåå ïîêàçàòåëåé
âíóòðè îäíîé ãðóïïû èñïîëüçîâàëè êðèòåðèé Ôðèäìàíà,
ïðè ïðîâåäåíèè ïîïàðíûõ ñðàâíåíèé — êðèòåðèé Âèë-
êîêñîíà ñ ïîïðàâêîé Áîíôåððîíè. Äëÿ îöåíêè äîñòîâåð-
íîñòè êîððåëÿöèîííûõ çàâèñèìîñòåé ìåæäó ïîêàçàòåëÿ-
ìè èñïîëüçîâàëè êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè Ñïèðìàíà.
Äàííûå ïðåäñòàâëÿëè êàê ìåäèàíà è 25 è 75 % êâàðòèëè
(Ìå (25 %; 75 %)). Ïðè âñåõ âèäàõ ñòàòèñòè÷åñêîãî àíà-
ëèçà óðîâåíü çíà÷èìîñòè ñîñòàâëÿë 95 % (Ð < 0.05). Ñòà-
òèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû Statistica 6.0.

Ðåçóëüòàòû

Ïåðåä íà÷àëîì ýêñïåðèìåíòà äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ
êëåòîê HUVEC ñîñòàâëÿëà 93.5 %, ðàííåàïîïòîòè÷å-
ñêèõ — 3.15, ïîçäíåàïîòîòè÷åñêèõ — 2.79 è íåêðîòè÷å-

ñêèõ — 0.56 %. Èç ÷èñëà æèçíåñïîñîáíûõ ÝÊ 97.7 %
èìåëè ôåíîòèï CD146+, CD34–.

Ñïóñòÿ 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC â ïðèñóòñòâèè
àòìîñôåðíîãî êèñëîðîäà, à òàêæå ïðè ñíèæåíèè êèñëîðî-
äà â ãàçîâîé ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ äî 10 èëè 5 % êëå-
òî÷íûé ôåíîòèï è êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê íå
èçìåíÿëèñü. Îäíàêî íàìåòèëàñü òåíäåíöèÿ ïåðåðàñïðåäå-
ëåíèÿ äîëåâîãî ñîîòíîøåíèÿ êëåòîê, ïðåáûâàâøèõ â ñî-
ñòîÿíèè ðàííåãî, ïîçäíåãî àïîïòîçà è íåêðîçà: ïðîèñõî-
äèëî óìåíüøåíèå êëåòîê â ñîñòîÿíèè ðàííåãî àïîïòîçà çà
ñ÷åò áîëåå ÷àñòî âñòðå÷àåìûõ ïîçäíåàïîïòîòè÷åñêèõ è
íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê (ðèñ. 1, à—â). Ìàêñèìóì ïîäîá-
íûõ èçìåíåíèé âûÿâëåí ÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
HUVEC ïðè 1 % Î2 (ðèñ. 1, ã). Äîëÿ êëåòîê, íàõîäèâøèõñÿ
íà ïóòè çàïðîãðàììèðîâàííîé ãèáåëè, ñîñòàâèëà 41.6 %.
Ñðåäè àïîïòîòè÷åñêè èçìåíåííûõ HUVEC ïðåâàëèðîâà-
ëè êëåòêè â ñîñòîÿíèè ïîçäíåãî àïîïòîçà — 36.2 %. Ïðè
ýòîì æèçíåñïîñîáíûìè îñòàâàëèñü ëèøü 55.4 % ÝÊ.

Ä è í à ì è ê à ï ð î ë è ô å ð à ö è è H U V E C ïðè ðàç-
ëè÷íîé îêñèãåíàöèè (ðèñ. 2) ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
îáùåå êîëè÷åñòâî êëåòîê è êîýôôèöèåíòû ïðîëèôåðàöèè
ñïóñòÿ 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè àòìîñôåðíîì êèñëîðî-
äå, à òàêæå ïðè ñîäåðæàíèè åãî â ãàçîâîé ñðåäå 10 è 5 %
íå îòëè÷àëèñü äðóã îò äðóãà. Ïðè ýòîì ñàìàÿ íèçêàÿ ïðî-
ëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê âûÿâëåíà ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè 1 % Î2. Â ýòîì ñëó÷àå îáùåå êî-
ëè÷åñòâî HUVEC ÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ îêàçàëîñü
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Ðèñ. 1. Äâóõìåðíûå ãèñòîãðàììû, îòðàæàþùèå æèçíåñïîñîáíîñòü è èíòåíñèâíîñòü àïîïòîçà è íåêðîçà HUVEC ÷åðåç 3 ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ïðè ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà â ãàçîâîé ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ 21 (à), 10 (á), 5 (â) è 1 (ã) %.

Ïî ãîðèçîíòàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè àííåêñèíà-V, êîíúþãèðîâàííîãî ñ ôèêîýðèòðèíîì (ÐÅ); ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè 7-AAD. Êâàäðàíòû 1—4 — äîëÿ êëåòîê â ñîñòîÿíèè íåêðîçà, ïîçäíåãî àïîïòîçà, ðàííåãî àïîïòîçà è æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî;
çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò îñòàëüíûõ äàííûõ, P < 0.05. Çäåñü è íà âñåõ ðèñóíêàõ ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû êàê ìåäèàíà è 25 è

75 % êâàðòèëè ((Ìå (25 %; 75 %), n = 6).



â 1.9 è 1.5 ðàçà ìåíüøå, ÷åì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ïðè-
ñóòñòâèè 10 è 5 % Î2 ñîîòâåòñòâåííî, è â 1.7 ðàçà ìåíüøå,
÷åì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ÑÎ2-èíêóáàòîðå â ïðèñóòñò-
âèè àòìîñôåðíîãî êèñëîðîäà (Ð < 0.05). ÊÏ áûë â 2.1 ðàçà
íèæå, ÷åì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè 10
èëè 5 % Î2, è â 1.7 ðàçà íèæå, ÷åì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
HUVEC â óñëîâèÿõ àòìîñôåðíîãî êèñëîðîäà. Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî íàðàñòàíèå êëåòî÷íîé ìàññû êîððåëèðîâàëî ñ
óâåëè÷åíèåì ÊÏ òîëüêî â òå÷åíèå 1-õ ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ïðè ñîäåðæàíèè Î2 1 % (r = 0.998). Ñïóñòÿ 3 ñóò êàð-
òèíà êàðäèíàëüíî ìåíÿëàñü è ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâ-
íîñòü HUVEC ÿâíî ñíèæàëàñü íà ôîíå óìåðåííîãî íàðàñ-
òàíèÿ ÊÏ, îòðàæàâøåãî íàïðÿæåííîñòü êëåòî÷íîãî
ìåòàáîëèçìà (r = –0.996). Âñå ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î ÿâ-
íûõ èçìåíåíèÿõ ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè HUVEC ïðè
ñíèæåíèè êèñëîðîäà â ãàçîâîé ñðåäå äî 1 % Î2.

Ñ å ê ð å ö è ÿ H U V E C. Íàèâûñøèå êîíöåíòðàöèè
âñåõ ñèíòåçèðóåìûõ ýíäîòåëèîöèòàìè âåùåñòâ (â ïåðå-
ðàñ÷åòå íà 1 æèçíåñïîñîáíóþ êëåòêó) ïðè ðàçëè÷íîé îê-
ñèãåíàöèè áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû ñïóñòÿ 1 ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ. Ïîäîáíóþ àêòèâàöèþ HUVEC ìû ñâÿçûâàåì ñ
àäàïòàöèåé êëåòîê ê èçìåíåííûì óñëîâèÿì êóëüòèâèðî-
âàíèÿ, à òàêæå ñ îòâåòîì íà ïðåäøåñòâóþùóþ òðèïñèíè-
çàöèþ êëåòîê â ïðîöåññå èõ ïåðåñåèâàíèÿ. Ïîýòîìó ðå-
çóëüòàòû ñåêðåòîðíîé àêòèâíîñòè ýíäîòåëèÿ êàê ìèíè-
ìóì â 1-å ñóò ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà, íà íàø âçãëÿä,
íå îòðàæàþò èñòèííîãî ñîñòîÿíèÿ îáìåíà âåùåñòâ êëåòêè
è íå äîëæíû âêëþ÷àòüñÿ â ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç. Òàêèì
îáðàçîì, ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêå ïîäâåðãíóòû äàííûå,
ïîëó÷åííûå ñïóñòÿ 2 è 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Âñå âåùåñòâà, ñèíòåçèðóåìûå ýíäîòåëèåì, ìîæíî
ðàçäåëèòü íà 5 êëàññîâ: 1) âàçîàêòèâíûå ñîåäèíåíèÿ (âà-
çîäèëàòàòîðû è âàçîêîíñòðèêòîðû); 2) ïðî- è àíòèêîàãó-
ëÿíòû; 3) ìåäèàòîðû âîñïàëåíèÿ; 4) âåùåñòâà, ïðèíèìàþ-
ùèå ó÷àñòèå â èììóíîëîãè÷åñêèõ ðåàêöèÿõ (ìîëåêóëû
ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè); 5) ôàêòîðû ðîñòà. Ïîýòîìó ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ìû ðàçäåëèëè íà 5 ñîîòâåòñòâóþùèõ
ãðóïï ïî ñëåäóþùèì ïàðàìåòðàì: 1) äèíàìèêà íèòðèòîâ
è ñóììàðíîãî ñîäåðæàíèÿ ñòîéêèõ ìåòàáîëèòîâ NO
(èîíîâ NO–2 è NO–3), äèíàìèêà ýíäîòåëèíà-1; 2) äèíàìèêà
ôàêòîðà ôîí Âèëëåáðàíäòà; 3) äèíàìèêà ïðîâîñïàëèòåëü-
íûõ öèòîêèíîâ IL-6, IL-8 è TNF-a; 4) äèíàìèêà
sVCAM-1, sE-êàäãåðèíà è sÅ-ñåëåêòèíà; 5) äèíàìèêà
VEGF-A è bFGF.

Ãðóïïà 1. Îäíèì èç îñíîâíûõ âàçîäèëàòèðóþùèõ âå-
ùåñòâ, âûðàáàòûâàåìûõ ýíäîòåëèåì ñîñóäèñòîé ñòåíêè,
ÿâëÿåòñÿ NO. Èçâåñòíî, ÷òî NO èìååò î÷åíü êîðîòêèé ïå-
ðèîä ïîëóðàñïàäà, ïîýòîìó ìû îðèåíòèðîâàëèñü íà êî-
íå÷íûå ïðîäóêòû åãî âîññòàíîâëåíèÿ — íèòðèòû, â êîòî-
ðûå ïðåâðàùàþòñÿ íèòðàòû ïîä âëèÿíèåì íèòðàòðåäóêòà-
çû (Rassaf et al., 2004). Òàê, íàìè âûÿâëåíî, ÷òî çíà÷åíèÿ
ñîäåðæàíèÿ íèòðèòîâ ñïóñòÿ 2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè
10 è 5 % Î2 (0.56 (0.53; 0.59) ìêìîëü/ë) è 0.43 (0.28;
0.64) ìêìîëü/ë ñîîòâåòñòâåííî) ñòàòèñòè÷åñêè íå ðàçëè-
÷àëèñü è áûëè íàèìåíüøèìè ñðåäè âñåõ ðàññìàòðèâàå-
ìûõ ãðóïï. Êîíöåíòðàöèÿ íèòðèòîâ ÷åðåç 2 ñóò êóëüòèâè-
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Ðèñ. 2. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ è ìåòàáîëè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü HUVEC
÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè ðàçëè÷íîé îêñèãåíàöèè.

Ïî âåðòèêàëè — êîëè÷åñòâî êëåòîê HUVEC (1) è êîýôôèöèåíò ïðîëèôå-
ðàöèè (2), îòí. åä.; çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò îñ-

òàëüíûõ äàííûõ, Ð < 0.05.

Ðèñ. 3. Ñîäåðæàíèå íèòðèòîâ (à) è îñíîâíûõ ñòàáèëüíûõ ìåòàáîëèòîâ NO (á) ÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC ïðè ðàçëè÷-
íîé îêñèãåíàöèè.

Îäíîé çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò ñëó÷àåâ ñ ñîäåðæàíèåì Î2 21, 10 è 5 %; äâóìÿ çâåçäî÷êàìè — îò ñëó÷àåâ ñ ñîäåðæàíèåì Î2 10 è
5 %, Ð < 0.05.



ðîâàíèÿ HUVEC ïðè ñîäåðæàíèè Î2 1 % (1.37 (1.33;
1.47) ìêìîëü/ë) áûëà â 2.5 è 3 ðàçà âûøå, ÷åì ïðè 10 è
5 % Î2 ñîîòâåòñòâåííî, è â 1.3 ðàçà âûøå, ÷åì â êîíòðîëü-
íîé ãðóïïå (1.09 (0.91; 1.32) ìêìîëü/ë). ×åðåç 3 ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 3, à) ñàìûå íèçêèå çíà÷åíèÿ íèòðèòîâ
âíîâü çàðåãèñòðèðîâàíû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóò-
ñòâèè 10 è 5 % Î2 (0.29 (0.28; 0.3) ìêìîëü/ë) è (0.34 (0.34;
0.35) ìêìîëü/ë) ñîîòâåòñòâåííî, ÷òî îêàçàëîñü â 3.8 è
3.2 ðàçà íèæå, ÷åì óðîâåíü íèòðèòîâ ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè â ïðèñóòñòâèè 1 % Î2 (1.1 (1.05; 1.21) ìêìîëü/ë). Ïðè
ýòîì êîíöåíòðàöèÿ íèòðèòîâ â êîíòðîëå ÷åðåç 3 ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ áûëà â 2.3 ðàçà íèæå, ÷åì â êëåòêàõ ïðè 1 %
Î2, ñíèçèâøèñü âäâîå (0.48 (0.47; 0.49) ìêìîëü/ë).

Êîíöåíòðàöèè íèòðàòîâ ÷åðåç 2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê çàêîíîìåðíî ñíèæàëèñü ïî ìåðå ñíèæåíèÿ ñîäåð-
æàíèÿ êèñëîðîäà â ãàçîâîé ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ, îêà-
çàâøèñü íàèìåíüøèìè ïðè ñîäåðæàíèè Î2 1 % (1.81
(1.78; 1.92) ìêìîëü/ë). Â ýòî æå âðåìÿ â êîíòðîëüíîé
ãðóïïå ñîäåðæàíèå íèòðàòîâ áûëî â 2.3 ðàçà âûøå (4.13
(3.76; 4.65) ìêìîëü/ë), ïðè 10 % Î2 — â 1.4 ðàçà âûøå
(2.47 (2.19; 2.75) ìêìîëü/ë), à ïðè 5 % Î2 — â 1.8 ðàçà
âûøå (3.2 (2.99; 3.48) ìêìîëü/ë), ÷åì ïðè 1 % Î2. ×åðåç

3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC ïðè ðàçëè÷íîé îêñèãåíà-
öèè òåíäåíöèÿ ñîõðàíÿëàñü, è ñàìûå íèçêèå çíà÷åíèÿ íè-
òðàòîâ (1.47 (1.34; 1.48) ìêìîëü/ë) çàðåãèñòðèðîâàíû ïðè
ñîäåðæàíèè Î2 1 %, êîòîðûå, îäíàêî, ñòàòèñòè÷åñêè íå
îòëè÷àëèñü îò çíà÷åíèé ïðè ïðî÷èõ óñëîâèÿõ. Ñîîòâåòñò-
âåííî ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå îñíîâíûõ ñòàáèëüíûõ ìå-
òàáîëèòîâ NO (èîíîâ NO–2 è NO–3) ê îêîí÷àíèþ 3-õ ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè ðàçíîé
ñòåïåíè (ðèñ. 3, á) ïðåâàëèðîâàëî ïðè 1 % Î2 (2.57 (2.4;
2.69) ìêìîëü/ë) è áûëî â 1.2 ðàçà âûøå ñîîòâåòñòâóþùå-
ãî çíà÷åíèÿ êîíòðîëüíîé ãðóïïû (2.18 (2.08;
2.22) ìêìîëü/ë) è â ñðåäíåì â 1.5 ðàçà âûøå çíà÷åíèé ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè 10 è 5 % Î2.

Ó ýíäîòåëèíà-1 áûëà ïîõîæàÿ äèíàìèêà. ×åðåç 2 ñóò
íàèâûñøèå êîíöåíòðàöèè ýíäîòåëèíà-1 îáíàðóæåíû ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè HUVEC â óñëîâèÿõ àòìîñôåðíîãî êèñ-
ëîðîäà (4.02 (3.61; 4.35) ôìîëü/ìë), ÷òî îêàçàëîñü âûøå,
÷åì ïðè ñîäåðæàíèè Î2 1 % (3.61 (3.45; 3.95) ôìîëü/ìë).
Íà ýòîì ôîíå ñèíòåç ýíäîòåëèíà-1 â êëåòêàõ â ïðèñóòñò-
âèè 10 è 5 % Î2 (2.83 (2.68; 2.9) è 2.24 (1.92; 2.53)
ôìîëü/ìë ñîîòâåòñòâåííî) áûë â 1.4 è 1.8 ðàçà íèæå, ÷åì
â êîíòðîëüíîé ãðóïïå, è ñîîòâåòñòâåííî â 1.3 è 1.6 ðàçà

Ïðîëèôåðàòèâíàÿ è ñåêðåòîðíàÿ àêòèâíîñòü ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà 71

Ðèñ. 4. Ñîäåðæàíèå ýíäîòåëèíà-1 (à) è ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ IL-6 (á), IL-8 (â) è TNF-a (ã) ÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
HUVEC ïðè ðàçëè÷íîé îêñèãåíàöèè.

Îäíîé çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò ñëó÷àåâ ñ ñîäåðæàíèåì Î2 21, 10 è 5 %; äâóìÿ çâåçäî÷êàìè — îò ñëó÷àåâ ñ ñîäåðæàíèåì Î2 10 è
5 %, Ð < 0.05.



íèæå, ÷åì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè HUVEC â ïðèñóòñòâèè
1 % Î2 (ð < 0.05). Ñïóñòÿ 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñèíòåç
ýíäîòåëèíà-1 â êîíòðîëüíîé ãðóïïå (1.43 (1.32; 1.6)
ôìîëü/ìë) çíà÷èìî ñíèçèëñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðåäûäó-
ùèì ïåðèîäîì, ÷òî ïðèâåëî ê îòñóòñòâèþ çíà÷èìûõ ðàç-
ëè÷èé ñî çíà÷åíèÿìè ýíäîòåëèíà-1 â ñëó÷àå 10 è 5 % Î2

(1.22 (1.16; 1.28) ôìîëü/ìë è 1.57 (1.51; 1.65) ôìîëü/ìë
ñîîòâåòñòâåííî) â ýòî âðåìÿ (ðèñ. 4, à). È òîëüêî â ñëó÷àå
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïðè 1 % Î2 óðîâåíü ýíäîòåëè-
íà-1 (2.3 (2.18; 2.56) ôìîëü/ìë) ïðîäîëæàë îñòàâàòüñÿ
âûøå, ÷åì â äðóãèõ óñëîâèÿõ.

Òàêèì îáðàçîì, íàèáîëåå êîìôîðòíûìè óñëîâèÿìè
êóëüòèâèðîâàíèÿ äëÿ HUVEC ÿâèëàñü ãàçîâàÿ ñðåäà, ñî-
äåðæàùàÿ 10 è 5 % êèñëîðîäà, â êîòîðîé ýíäîòåëèîöèòû
ïðåáûâàëè â ñîñòîÿíèè ìàêñèìàëüíîãî ôóíêöèîíàëüíîãî
ïîêîÿ. Ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà äî 1 % ïðèâî-
äèëî ê ñòèìóëÿöèè îáðàçîâàíèÿ íèòðèòîâ è ýíäîòåëè-
íà-1, ÷òî ìîæåò áûòü îòðàæåíèåì àäàïòàöèîííî-êîìïåí-
ñàòîðíîé ðåàêöèè ýíäîòåëèÿ íà ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ
êèñëîðîäà.

Ãðóïïà 2. Îñíîâíàÿ ôóíêöèÿ ôàêòîðà ôîí Âèëëåá-
ðàíäòà â îðãàíèçìå — ó÷àñòèå â àäãåçèè è àãðåãàöèè
òðîìáîöèòîâ íà ïîâåðõíîñòè ñóáýíäîòåëèÿ è îáðàçîâà-
íèè ôèáðèíîâîãî ñãóñòêà. Â õîäå íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ
ïðè ðàçëè÷íîé ãèïîêñèè ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè íå âûðà-
áàòûâàëè ôàêòîð ôîí Âèëëåáðàíäòà. È òîëüêî â êîíòðî-
ëüíîé ãðóïïå ýòîò ôàêòîð ïðèñóòñòâîâàë íà âñåõ ýòàïàõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÷åðåç 3 ñóò åãî çíà÷åíèå ñîñòàâëÿëî
0.22 (0.17; 0.26) %.

Ãðóïïà 3. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè HUVEC â ÑÎ2-èíêó-
áàòîðå è â ïðèñóòñòâèè 1 % Î2 ñèíòåç ïðîâîñïàëèòåëüíûõ
öèòîêèíîâ (IL-6, IL-8 è TNF-a) áûë íàèáîëåå äèíàìè÷-
íûì. Ñàìûå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè IL-6 (ðèñ. 4, á) âûÿâ-
ëåíû ÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïðè ñîäåðæà-
íèè Î2 1 è 21 % (16.42 (16.3; 18.29) è 15.5 (15.11; 15.85)
ïã/ìë ñîîòâåòñòâåííî). Êîíöåíòðàöèè IL-6 â ïðèñóòñòâèè
10 è 5 % Î2 (10.1 (9.65; 10.3) è 11.2 (9.78; 11.4) ïã/ìë ñîîò-
âåòñòâåííî) â ýòî âðåìÿ íå ðàçëè÷àëèñü ìåæäó ñîáîé, íî
áûëè â 1.5 ðàçà íèæå, ÷åì ïðè 1 % Î2 è â êîíòðîëå.

Äèíàìèêà IL-8 áûëà ñõîæà ñ äèíàìèêîé IL-6: ÷åðåç
3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ìàêñèìàëüíûå çíà÷åíèÿ IL-8 çàðå-
ãèñòðèðîâàíû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè HUVEC â ïðèñóòñò-
âèè 1 è 21 % Î2 (ðèñ. 4, â). Îäíàêî êîíöåíòðàöèÿ IL-8 ïðè
3-ñóòî÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè â óñëîâèÿõ 1%-íîãî Î2

(378.5 (342.4; 391.3) ïã/ìë) îêàçàëàñü â 1.3 ðàçà âûøå, ÷åì
â êîíòðîëå (295.2 (279.8; 310.6) ïã/ìë). Ñèíòåç IL-8 â
óñëîâèÿõ ñîäåðæàíèÿ Î2 10 è 5% áûë ìåíåå âûðàæåííûì.
×åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC ïðè 10 % Î2 óðî-
âåíü IL-8 îêàçàëñÿ â 1.3 ðàçà âûøå (124.3 (102.0; 138.4)
ïã/ìë), ÷åì ïðè 5 % Î2 (98.4 (97.9; 102.0) ïã/ìë). Òåì íå
ìåíåå ýòî çíà÷åíèå â 2.4 ðàçà íèæå, ÷åì â êîíòðîëüíîé
ãðóïïå, è â 3 ðàçà íèæå, ÷åì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ýíäî-
òåëèîöèòîâ â ïðèñóòñòâèè 1 % Î2.

Ñèíòåç ýíäîòåëèîöèòàìè TNF-a â ðàçëè÷íûå âðå-
ìåíí*ûå ïåðèîäû êóëüòèâèðîâàíèÿ âíîâü ïðåâàëèðîâàë â
óñëîâèÿõ 1 è 21 % Î2. Òàê, ÷åðåç 2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
êîíöåíòðàöèÿ TNF-a â êîíòðîëüíîé ãðóïïå (1.48 (1.38;
1.6) ïã/ìë) áûëà â 1.3 ðàçà âûøå, ÷åì â ñëó÷àå 1 % Î2

(1.14 (1.1; 1.3) ïã/ìë). Îäíàêî ñïóñòÿ 3 ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ñîäåðæàíèå TNF-a â êîíòðîëå ñíèçèëîñü äî 0.5 (0.48;
0.5) ïã/ìë è ñòàëî â 1.6 ðàçà ìåíüøå, ÷åì â ñëó÷àå 1 % Î2

(0.79 (0.74; 0.83) ïã/ìë). Íàèìåíüøèé ñèíòåç TNF-a áûë
çàðåãèñòðèðîâàí ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â ïðèñóò-
ñòâèè 5 % Î2. Ñïóñòÿ 2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ óðîâåíü
TNF-a (0.73 (0.62; 0.86) ïã/ìë) áûë â 1.5 ðàçà íèæå, ÷åì â

72 Ë. Â. Àíòîíîâà è äð.

Ðèñ. 5. Óðîâåíü ìîëåêóë êëåòî÷íîé àäãåçèè sE-êàäãåðèíà (à),
sE-ñåëåêòèíà (á) è sVCAM-1 (â) ÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ

HUVEC ïðè ðàçëè÷íîé îêñèãåíàöèè.

Îäíîé çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò ñëó÷àåâ ñ ñîäåð-
æàíèåì Î2 21, 10 è 5 %; äâóìÿ çâåçäî÷êàìè — îò ñëó÷àåâ ñ ñîäåðæàíèåì

Î2 10 è 5 %, Ð < 0.05.



ïðèñóòñòâèè 10 % Î2 â ýòî æå âðåìÿ (1.07 (0.92; 1.09)
ïã/ìë). ×åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC ïðè 10 % Î2

ïðîèçîøëî äâóêðàòíîå ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè ýòîãî öè-
òîêèíà (0.44 (0.41; 0.48) ïã/ìë) ñ íèâåëèðîâàíèåì ðàçíè-
öû ïî ýòîìó ïîêàçàòåëþ, êàê ñ êîíòðîëåì, òàê è ñ âàðèàí-
òîì ñîäåðæàíèÿ Î2 5 % (ðèñ. 4, ã). Ïðè ýòîì çíà÷åíèÿ
TNF-a áûëè â ñðåäíåì â 1.5 ðàçà íèæå, ÷åì ïîñëå 3-ñó-
òî÷íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè 1 % Î2. Òàêèì
îáðàçîì, äèíàìèêà ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ IL-6,
IL-8 è TNF-a ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîâûøåíèè ïðîâîñïàëè-
òåëüíîé àêòèâíîñòè HUVEC êàê ïðè êðèòè÷íîì ñíèæå-
íèè êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà â êóëüòèâèðóåìîé çîíå (äî
1 %), òàê è ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ïî ñòàíäàðòíîìó â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ïðîòîêîëó äëÿ êëåòîê ðàçëè÷íûõ òèïîâ â
ÑÎ2-èíêóáàòîðå â ïðèñóòñòâèè àòìîñôåðíîãî êèñëîðîäà.

Ãðóïïà 4. Óðîâåíü sE-êàäãåðèíà â êëåòêàõ òå÷åíèå
3-ñóòî÷íîé ãèïîêñèè ïîñòåïåííî ñíèæàëñÿ. Òàêàÿ æå äè-
íàìèêà íàáëþäàëàñü è â êîíòðîëå. È òîëüêî ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè HUVEC â óñëîâèÿõ 1%-íîãî ñîäåðæàíèÿ Î2

óðîâåíü sE-êàäãåðèíà îêàçàëñÿ âûøå íà âñåõ ýòàïàõ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Òàê, ÷åðåç 2 ñóò ïðè 1 % Î2 êîíöåíòðàöèÿ
sE-êàäãåðèíà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ (0.11 (0.065; 0.165)
íã/ìë) áûëà â 1.7 ðàçà âûøå, ÷åì â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ (0.056 (0.05; 0.063) íã/ìë). ×åðåç 3 ñóò
(ðèñ. 5, à) ýòà ðàçíèöà óâåëè÷èâàëàñü äî 2.8 ðàçà, Ð < 0.05.
×åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC â ïðèñóòñòâèè 10 è
5 % Î2 óðîâåíü sE-êàäãåðèíà îêàçàëñÿ ñîîòâåòñòâåííî â
2.8 (0.04 (0.037; 0.05) íã/ìë) è 3.9 (0.028 (0.024; 0.03)
íã/ìë) ðàçà íèæå, ÷åì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â óñëîâèÿõ
1%-íîãî ñîäåðæàíèÿ Î2 (0.11 (0.073; 0.147) íã/ìë).

Ñõîæàÿ äèíàìèêà áûëà è ó sÅ-ñåëåêòèíà (ðèñ. 5, á).
×åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê åãî íàèâûñøàÿ êîí-
öåíòðàöèÿ òàêæå çàðåãèñòðèðîâàíà â ñëó÷àå 1 % Î2 (0.34
(0.3; 0.34) íã/ìë), ÷òî â 1.3 ðàçà âûøå, ÷åì â êîíòðîëüíîé
ãðóïïå (0.26 (0.23; 0.29) íã/ìë), â 2 è 1.7 ðàçà âûøå, ÷åì â
ñëó÷àå 10 (0.17 (0.15; 0.18) íã/ìë) è 5 % Î2 (0.2 (0.18; 0.23)
íã/ìë) ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè ýòîì çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèé
sÅ-ñåëåêòèíà ìåæäó ñëó÷àÿìè ñ 10- è 5%-íûì ñîäåðæà-
íèåì Î2 íå ðàçëè÷àëèñü. Îäíàêî ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè sÅ-ñåëåêòèíà â êóëüòèâàöèîííîé
ñðåäå ïðè èñïîëüçîâàíèè 5 % Î2 øëî ãîðàçäî èíòåíñèâ-
íåå, è óæå ñïóñòÿ 2 ñóò óðîâåíü sÅ-ñåëåêòèíà áûë â ýòîì
ñëó÷àå â 2.4 ðàçà íèæå, ÷åì â ñëó÷àå 10 % Î2.

Ìàêñèìàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ sVCAM-1 (ðèñ. 5, â) çà-
ôèêñèðîâàíà ÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC ïðè
1 % Î2 (18.1 (16.6; 19.6) íã/ìë), ÷òî â 2.1 ðàçà âûøå, ÷åì â
êîíòðîëå (8.7 (6.4; 11.0) íã/ìë). Îäíàêî ýòî ðåäêèé ñëó-
÷àé, êîãäà ïîêàçàòåëü â êîíòðîëå íèæå, ÷åì â ñëó÷àÿõ ñ
óñëîâíî êîìôîðòíûì äëÿ HUVEC ñîäåðæàíèåì êèñëîðî-
äà — 10 (10.9 (9.0; 11.0) íã/ìë) è 5 % (10.8 (10.3; 11.7)
íã/ìë), õîòÿ ýòîò ôàêò íå áûë ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûì
(Ð > 0.05).

Òàêèì îáðàçîì, ñòàáèëüíîñòü îáìåíà âåùåñòâ â ýíäî-
òåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â óñëîâèÿõ ñî-
äåðæàíèÿ Î2 10 è 5 % ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè ýí-
äîòåëèàëüíîé äèñôóíêöèè. Äåñòàáèëèçàöèþ ìåòàáîëèç-
ìà êëåòîê ïðè 1 % Î2 âïëîòü äî ðàçâèòèÿ ýíäîòåëèàëüíîé
äèñôóíêöèè ïîäòâåðæäàåò ïîìèìî âûñîêîãî óðîâíÿ ïðî-
âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ è ìîëåêóë êëåòî÷íîé àäãåçèè
íàëè÷èå òîëüêî â ýòîì ñëó÷àå ñèëüíîé êîððåëÿöèè ìåæäó
óðîâíÿìè IL-8 è sE-ñåëåêòèíà (r = 0.866).

Ãðóïïà 5. (ðèñ. 6, à), ×åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
HUVEC ñîäåðæàíèå ðîñòîâîãî ôàêòîðà VEGF-A â ñðåäå
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè 10 è 5 % Î2, à òàêæå â
êîíòðîëå íå ðàçëè÷àëîñü, ñîñòàâëÿÿ ñîîòâåòñòâåííî 0.2

(0.2; 0.3), 0.3 (0.2; 0.3) è 0.3 (0.3; 0.4) ïã/ìë, Ð > 0.05. Ïðè
ýòîì ÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïðè 1 % Î2 óðî-
âåíü VEGF-A áûë â ñðåäíåì â 1.7 ðàçà âûøå (0.5 (0.5;
0.55) ïã/ìë), ÷åì â ïðî÷èõ ãðóïïàõ, Ð < 0.05. Çíà÷åíèÿ ñî-
äåðæàíèÿ äëÿ ôàêòîðà bFGF â ñëó÷àå 10 è 5 % Î2 è êîíò-
ðîëå ÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC (ðèñ. 6, á)
áûëè ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâû: 11.0 (10.9; 11.3), 11.3 (10.9;
11.8) è 12.3 (11.9; 12.6) ïã/ìë ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè ýòîì
îíè îêàçàëèñü â 1.2 ðàçà íèæå, ÷åì â ñëó÷àå 1 % Î2 â ýòî
æå âðåìÿ (13.2 (12.4; 14.0) ïã/ìë).

Îáñóæäåíèå

Èçâåñòíî, ÷òî â ñïîêîéíîì (áàçàëüíîì) ñîñòîÿíèè ýí-
äîòåëèÿ ïðåîáëàäàþò âàçîäèëàòèðóþùèå è àòðîìáîãåí-
íûå ñâîéñòâà. Íàèáîëåå ñèëüíûì ñòèìóëîì äëÿ ïðîäóê-
öèè NO ñëóæèò íàïðÿæåíèå ñäâèãà, ñâÿçàííîå ñ óâåëè÷å-
íèåì ñêîðîñòè êðîâîòîêà è âûçûâàþùåå ðàññëàáëåíèå,
ïðîïîðöèîíàëüíîå âûðàáàòûâàåìîìó êîëè÷åñòâó NO.
Â ðåçóëüòàòå ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ ýíäî-
òåëèé ïåðåõîäèò â àêòèâíîå ñîñòîÿíèå. Îêàçûâàåìîå íà

Ïðîëèôåðàòèâíàÿ è ñåêðåòîðíàÿ àêòèâíîñòü ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà 73

Ðèñ. 6. Ñîäåðæàíèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ VEGF-A (à) è bFGF (á)
÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC ïðè ðàçëè÷íîé îêñèãåíà-

öèè.

Çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò ñëó÷àåâ ñ ñîäåðæàíèåì
Î2 21, 10 è 5 %, Ð < 0.05.



ýíäîòåëèé öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå (ëþáîé ýòèîëîãèè)
ñìåùàåò áàëàíñ âûðàáàòûâàåìûõ ýíäîòåëèåì âåùåñòâ
â ñòîðîíó ñèíòåçà âàçîêîíñòðèêòîðîâ è ïðîêîàãóëÿíòîâ,
óñèëåíèÿ ïðîâîñïàëèòåëüíîé àêòèâíîñòè, ñèíòåçà êëå-
òî÷íûõ ôàêòîðîâ ðîñòà, âûðàáîòêè àäãåçèâíûõ ìîëåêóë è
ñåëåêòèíîâ è â èòîãå ïðèâîäèò ê äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ
(Ëóïèíñêàÿ è äð., 2008; Óðàçîâñêàÿ è äð., 2009). Áîëüøîå
êîëè÷åñòâî èññëåäîâàíèé óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ãèïîê-
ñèÿ — îäèí èç ìîùíûõ ôàêòîðîâ, ñïîñîáíûõ èçìåíèòü
ìåòàáîëèçì ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê âïëîòü äî ðàçâèòèÿ
ýíäîòåëèàëüíîé äèñôóíêöèè (Natarajan et al., 2003; Hic-
key, Simon, 2006; Fong, 2008). Îáùåïðèçíàííûìè öèðêó-
ëèðóþùèìè ìàðêåðàìè ýíäîòåëèàëüíîé äèñôóíêöèè ÿâ-
ëÿþòñÿ ýíäîòåëèí, ôàêòîð ôîí Âèëëåáðàíäòà, ìîëåêóëû
êëåòî÷íîé àäãåçèè è ïðîâîñïàëèòåëüíûå öèòîêèíû. Ïðè
ýòîì ñèíòåç ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ è ìîëåêóë
êëåòî÷íîé àäãåçèè ïîäòâåðæäàåò íàëè÷èå ýíäîòåëèàëü-
íîé äèñôóíêöèè, òàê êàê â óñëîâèÿõ ñòàáèëüíîñòè êëå-
òî÷íîãî îáìåíà è îòñóòñòâèÿ âíåøíèõ ðàçäðàæàþùèõ
ôàêòîðîâ ñèíòåç ýòèõ ìîëåêóë îòñóòñòâóåò (Ïèñàðæåâ-
ñêèé, 2005; Ëóïèíñêàÿ è äð., 2008).

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïî èçìåíåíèþ ñåêðå-
òîðíîé àêòèâíîñòè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê HUVEC ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè íå òîëüêî â óñëîâèÿõ ñíèæåííîãî ñî-
äåðæàíèÿ êèñëîðîäà (1 %), íî è ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâè-
ÿõ (ïðè àòìîñôåðíîì óðîâíå êèñëîðîäà) ïîçâîëÿþò êîí-
ñòàòèðîâàòü àêòèâàöèþ ýíäîòåëèîöèòîâ, êîòîðàÿ ïðåâû-
øàåò áàçàëüíóþ ñåêðåöèþ â êëåòêàõ â ïðèñóòñòâèè 10 è
5 % Î2. Òàê, ïîâûøåíèå ïðîäóêöèè îêñèäà àçîòà, ïðîâîñ-
ïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ IL-6, IL-8, TNF-a è ôàêòîðà ôîí
Âèëëåáðàíäòà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñòàíäàðòíûõ óñëî-
âèÿõ óêàçûâàåò íà ÿâíóþ àêòèâàöèþ êëåòîê, â òî âðåìÿ
êàê èõ óðîâåíü ïðè êóëüòèâèðîâàíèè HUVEC â ïðèñóòñò-
âèè 10 èëè 5 % êèñëîðîäà íàèìåíüøèé. Ïîëó÷åííûå ðå-
çóëüòàòû êîððåëèðóþò ñ ïîâûøåíèåì ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè HUVEC â ïðèñóòñòâèè 10 è 5 % Î2. Âñå ýòî
ñâèäåòåëüñòâóåò î âîçìîæíîì èñêàæåíèè èñòèííîé ôóíê-
öèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â ýêñïå-
ðèìåíòàõ, ïðîâîäèìûõ â óñëîâèÿõ ñòàíäàðòíîãî ïðîòîêî-
ëà êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Îäíàêî êîìïëåêñíàÿ îöåíêà ðåçóëüòàòîâ 3-ñóòî÷íîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ HUVEC â ïðèñóòñòâèè 1 % Î2 ïîçâîëÿ-
åò êîíñòàòèðîâàòü ïàòîëîãè÷åñêóþ àêòèâàöèþ ýíäîòåëè-
îöèòîâ, ïîñêîëüêó óðîâåíü ñåêðåöèè âñåõ èçó÷åííûõ
íàìè âåùåñòâ ìàêñèìàëåí. Ïîâûøåííûé ñèíòåç NO, ñî-
÷åòàþùèéñÿ ñ âûðàæåííîé ñåêðåöèåé ýíäîòåëèíà-1, IL-6,
IL-8 è TNF-a, sVCAM-1, sE-êàäãåðèíà è sÅ-ñåëåêòèíà,
îòðàæàåò êëàññè÷åñêóþ ýíäîòåëèàëüíóþ äèñôóíêöèþ.
Êîððåëÿöèîííàÿ çàâèñèìîñòü ìåæäó óðîâíÿìè IL-8 è ìî-
ëåêóëàìè êëåòî÷íîé àäãåçèè â ñëó÷àå 1 % Î2 ñâèäåòåëüñò-
âóåò îá óñèëåíèè ñèíòåçà sÅ-ñåëåêòèíà â îòâåò íà óâåëè-
÷åíèå ñîäåðæàíèÿ IL-8.

Èçâåñòíî, ÷òî ãèïîêñèÿ ÿâëÿåòñÿ ñèëüíûì ñòèìóëÿòî-
ðîì ñèíòåçà ôàêòîðîâ ðîñòà (Forsythe et al., 1996). Ýòî
îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî ðåàêöèÿ íà ãèïîêñèþ êîìïåíñàòîð-
íàÿ, òàê êàê â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè àäàïòàöèÿ îðãàíîâ âîç-
ìîæíà òîëüêî ïðè óâåëè÷åíèè ñîñóäèñòîé ñåòè äëÿ ñî-
õðàíåíèÿ îáúåìà ïðèòîêà êèñëîðîäà. Ïîëó÷åííûå íàìè
ðåçóëüòàòû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè àêòèâàöèþ ñèíòåçà ôàê-
òîðîâ VEGF-A è bFGF ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â
óñëîâèÿõ 1 % Î2, ÷òî ìîæåò îòðàæàòü ãîòîâíîñòü ýíäîòå-
ëèîöèòîâ ê îáðàçîâàíèþ íîâûõ ñîñóäîâ ïðè ñíèæåíèè
óðîâíÿ êèñëîðîäà äî êðèòè÷åñêîãî çíà÷åíèÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ
95 % ñèíòåçèðóåìîãî ôàêòîðà ôîí Âèëëåáðàíäòà óïàêî-

âàíî â õðàíèëèùà, èìåíóåìûå òåëüöàìè Âåéáåëÿ-Ïàëàäà.
Óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ýòîãî ôàêòîðà in vivo ÿâëÿåòñÿ
îäíèì èç ðàííèõ ñîáûòèé çàïóñêà îáðàçîâàíèÿ òðîìáîöè-
òàðíîé ïðîáêè, ò. å. àêòèâàöèè ïðîöåññîâ òðîìáîîáðàçî-
âàíèÿ (Øóøëÿïèí è äð., 2006). Ïîÿâëåíèå ôàêòîðà ôîí
Âèëëåáðàíäòà â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ â óñëîâèÿõ
àòìîñôåðíîãî êèñëîðîäà è åãî ïîëíîå îòñóòñòâèå ïðè êó-
ëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè ðàçëè÷íîé
ñòåïåíè ìîæeò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî â íàøèõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ in vitro êðèòè÷åñêîå ñíèæåíèå êèñëîðîäà
ñïîñîáñòâóåò ïðåæäå âñåãî çàïóñêó íåîâàñêóëîãåíåçà,
îñóùåñòâëÿåìîãî ÷åðåç àêòèâàöèþ ñèíòåçà ðîñòîâûõ ôàê-
òîðîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî íàèáîëåå ôèçèîëîãè÷åñêèìè óñëîâèÿìè
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê HUVEC ÿâëÿåòñÿ ãàçîâàÿ ñðåäà,
ñîäåðæàùàÿ ïîíèæåííîå äî 5 % ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà.
Êîìôîðòíîñòü äëÿ HUVEC ýòîãî ãàçîâîãî ñîñòàâà ïîä-
òâåðæäàåòñÿ èõ ìàêñèìàëüíîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòüþ ïðè ìèíèìàëüíîé áàçàëüíîé ñåêðåöèè. Ïîâûøå-
íèå óðîâíÿ êèñëîðîäà äî àòìîñôåðíîãî ïðèâîäèò ê àêòè-
âèçàöèè ýíäîòåëèîöèòîâ ñ ïðèçíàêàìè ðàçâèâàþùåéñÿ
ýíäîòåëèàëüíîé äèñôóíêöèè, à êðèòè÷åñêîå ñíèæåíèå
êèñëîðîäà äî 1 % âûçûâàåò ðàçâèòèå ýíäîòåëèàëüíîé
äèñôóíêöèè è ñíèæàåò ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü çà ñîòðóäíè÷åñòâî
êîëëåêòèâó êàôåäðû àêóøåðñòâà è ãèíåêîëîãèè ¹ 2
ÃÎÓ ÂÏÎ Êåìåðîâñêîé ãîñóäàðñòâåííîé ìåäèöèíñêîé
àêàäåìèè Ìèíçäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ âî ãëàâå ñ ïðîô.
Í. Â. Àðòûìóê.
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In this study we examined the impact of 3-day hypoxia of varying degrees on the viability, proliferative
and secretory activity of endothelial cells in human umbilical vein (HUVEC). The gas mixture of the three com-
ponents (%) was used: 1) 10 O2, 5 CO2, 85 Ar; 2) 5 O2, 5 CO2, 90 Ar and 3) 1 O2, 5 CO2, 94 Ar. The HUVEC,
cultivated in CO2-incubator under conditions of atmospheric oxygen (21 % O2) were the controls. Comprehen-
sive assessment of the results after has shown that 3-day HUVEC cultivating in the presence of 1 % O2 led to
pathological activation of endotheliocytes: increased NO synthesis combined with the marked secretion of en-
dothelin-1, IL-6, IL-8 and TNF-alpha, sVCAM-1, sE-cadherin and of sE-selectin, VEGF-A and bFGF, and
slow proliferation. When HUVEC were cultivated at 10 % O2 and 5 % O2, the level of basal secretion of the
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substances listed above was the least against the background of increased proliferative activity. The results sho-
wing the changes in the secretory activity of endothelial cells when cultivated under the conditions of atmo-
spheric oxygen levels have demonstrate HUVEC activation, because the secretion of NO, IL-6, IL-8 and von
Willebrand factor after 3 days of cultivation in 21 % O2 exceeded that in the case of 10 and 5 % O2. Thus, a ga-
seous medium with reduced oxygen content of up to 5 % provides more physiological conditions for HUVEC
cultivation. The maximum proliferative activity of HUVEC with minimal basal secretion proved such a compo-
sition to be comfortable. Increasing the oxygen content to the atmospheric level leads to the activation of endo-
theliocytes with signs of endothelial dysfunction, and the critical reduction in oxygen to 1 % causes the deve-
lopment of endothelial dysfunction and reduces the proliferative potential.

K e y w o r d s: hypoxia, endothelial cells, proliferation, dysfunction, cytokines.
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