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Основные положения
• Доксорубицин – антибиотик антрациклинового ряда, используемый для лечения некоторых 

форм онкологических заболеваний, применение которого сопряжено с развитием ряда осложне-
ний со стороны сердечно-сосудистой системы.

• Проведенные in vitro и in vivo эксперименты с применением первичных эндотелиальных 
клеток коронарной и внутренней грудной артерий и нормолипидемических крыс линии Wistar 
показали, что воздействие доксорубицина приводит к изменению профиля генной экспрессии 
эндотелиальных клеток, свидетельствующему о незначительном нарушении ключевых звеньев 
патогенеза эндотелиальной дисфункции. 

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ОТВЕТ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК 
НА ВОЗДЕЙСТВИЕ ДОКСОРУБИЦИНА: РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТОВ IN 

VITRO И IN VIVO

Цель
Оценка профиля экспрессии генов-маркеров эндотелиальной дисфункции в 
эндотелиальных клетках при воздействии доксорубицина в экспериментах 
in vitro и in vivo.

Материалы 
и методы

Использованы коммерческие культуры первичных эндотелиальных клеток 
коронарной и внутренней грудной артерий, которые подвергались воздей-
ствию доксорубицина в концентрации 2 мкг/мл в течение суток, а также нор-
молипидемические крысы линии Wistar, которым в хвостовую вену в тече-
ние четырех недель вводили доксорубицин в концентрации 2 мкг/кг веса. 
Оценка эндотелиальной дисфункции проведена путем измерения экспрессии 
генов VCAM1, ICAM1, SELE, SELP, IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF, VWF, 
SERPINE1, PLAU, PLAT, KLF2, KLF4, NFE2L2, NOS3, SNAI1, SNAI2, TWIST1, 
ZEB1, CDH5 и CDH2 в лизате эндотелиальных клеток, а также в смыве эн-
дотелиального монослоя с нисходящей аорты крыс методом количественной 
полимеразной цепной реакции. 

Результаты

Добавление доксорубицина в концентрации 2 мкг/мл приводило к увеличе-
нию экспрессии генов, IL6, CXCL8 и CCL2 как в клетках HCAEC, так и в 
клетках HITAEC, а также к снижению уровня генов PECAM и MIF и NOS3 в 
культурах HCAEC. Уровень мРНК генов транскрипционного фактора ZEB1 
и VE-кадгерина (CDH5), а также CXCL1 был снижен по сравнению с контро-
лем в обеих клеточных линиях. Измерение экспрессии генов в эндотелиаль-
ном лизате аорты крыс линии Wistar из экспериментальной группы относи-
тельно контроля показало выраженное повышение уровня мРНК генов Ccl2 
и снижение экспрессии генов Klf2, Plau, Nos3, Cdh2, Serpine, Vwf. 

Заключение

Проведенные in vitro и in vivo эксперименты с применением первичных эн-
дотелиальных клеток коронарной и внутренней грудной артерий и нормоли-
пидемических крыс линии Wistar показали, что воздействие доксорубицина 
приводит к изменению профиля генной экспрессии эндотелиальных клеток, 
свидетельствующему о незначительном нарушении ключевых звеньев пато-
генеза эндотелиальной дисфункции. 
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Введение
Эндотелий сосудов – полупроницаемый ба-

рьер, регулирующий обмен жидкостями и пита-
тельными веществами между кровью и окружа-
ющими тканями, нормальное функционирование 
которого необходимо для поддержания гомеоста-
за. Наличие хронических заболеваний (сахарный 
диабет, ожирение, дислипидемия и др.) приводит 
к нарушению физиологических функций и изме-
нению молекулярно-генетического ландшафта 
эндотелия, следствием чего является развитие 
эндотелиальной дисфункции [1]. Эндотелиальная 

дисфункция может развиваться при нарушении 
баланса вазодилататоров и вазоконстрикторов, 
что служит пусковым фактором вазоспастической 
дисфункции. В недавних исследованиях проде-
монстрировано, что эндотелиальная дисфункция 
может сопровождается эндотелиально-мезенхи-
мальным переходом, возникающим в результате 
повышения экспрессии провоспалительных цито-
кинов и молекул клеточной адгезии [2]. Вместе с 
тем показано, что нарушение функций эндотелия 
может происходить под действием окислительно-
го и нитрозивного стресса при лечении онкологи-

Aim To assess the expression profile of endothelial dysfunction marker genes in 
endothelial cells exposed to doxorubicin in in vitro and in vivo experiments. 

Methods

The study included commercial cultures of primary human coronary and internal 
thoracic artery endothelial cells exposed to 2 μg/mL doxorubicin for 24 hours, 
and normolipidemic Wistar rats, which were injected with 2 μg/kg of body weight 
doxorubicin into the tail vein for four weeks. Endothelial dysfunction was assessed 
by measuring the expression of VCAM1, ICAM1, SELE, SELP, IL6, CXCL8, CCL2, 
CXCL1, MIF, VWF, SERPINE1, PLAU, PLAT, KLF2, KLF4, NFE2L2, NOS3, 
SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1, CDH5 and CDH2 genes in endothelial cell lysate 
and in endothelial monolayer washed from rat descending aorta using quantitative 
polymerase chain reaction.

Results

2 μg/mL doxorubicin exposure is associated with upregulation of IL6, CXCL8 
and CCL2 genes in both HCAEC and HITAEC, and downregulation of PECAM, 
MIF and NOS3 genes in HCAEC. The mRNA level of transcription factors ZEB1, 
VE-cadherin (CDH5) and CXCL1 was lower compared to the control in both 
cell lines. The assessment of gene expression in the endothelial lysate of aorta 
explanted from Wistar rats showed increased expression of the Ccl2 gene and the 
decreased expression of the Klf2, Plau, Nos3, Cdh2, Serpine and Vwf genes in the 
experimental group compared to the control.

Conclusion

In vitro and in vivo experiments using primary coronary and internal mammary 
artery endothelial cells and normolipidemic Wistar rats showed that doxorubicin 
exposure leads to some changes in the gene expression profile of endothelial 
cells, indicating minor disruption of key links in the pathogenesis of endothelial 
dysfunction.

Keywords Endothelial cells • Gene expression • Endothelial dysfunction • mRNA • 
Doxorubicin

Received: 24.09.2024; received in revised form: 05.10.2024; accepted: 14.11.2024

Highlights
• Doxorubicin is an anthracycline–type antibiotic used to treat certain forms of cancer, the use of 

which is associated with the development of a number of complications in the cardiovascular system.
• In vitro and in vivo experiments using primary endothelial cells of the coronary and internal thoracic 

arteries and normolipidemic Wistar rats have shown that exposure to doxorubicin leads to a change in the 
gene expression profile of endothelial cells, indicating a minor disruption of key links in the pathogenesis 
of endothelial dysfunction.
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ческих заболеваний антрациклиновыми антибио-
тиками [3]. 

К антибиотикам антрациклинового ряда отно-
сятся блеомицин, дактиномицин, митомицин, а 
также доксорубицин, являющийся на сегодняшний 
день одним из основных препаратов, используемых 
в химиотерапии [4]. Известно, что доксорубицин 
вызывает избыточную продукцию активных форм 
кислорода, влияя на NO-сигналинг, что в конечном 
итоге приводит к нарушению эндотелий-зависимой 
вазодилатации [5, 6]. В культурах эндотелиальных 
клеток доксорубицин вызывает митохондриальную 
дисфункцию, подавляя антиоксидантные фермен-
ты и увеличивая биоактивность активных форм 
кислорода [7]. Эксперименты на моделях крупных 
животных показали, что введение доксорубицина 
приводит к изменению в различных видах артерий, 
а также незначительному снижению плотности ка-
пилляров [8]. 

Несмотря на то что негативные эффекты доксо-
рубицина на эндотелий сосудов известны, лежащие 
в их основе молекулярные механизмы изучены не-
достаточно. Более того, особый интерес представ-
ляет поиск специфических маркеров, позволяющих 
на ранних стадиях антрациклиновой терапии обна-
ружить патологические изменения эндотелия. В 
качестве таких маркеров может быть использована 
панель генов, разработанная А.Г. Кутихиным и кол-
легами для скрининга эндотелиальной дисфункции 
и включающая в себя маркеры провоспалительной 
и протромбической активации эндотелия, наруше-
ния эндотелиальной механотрансдукции, эндоте-
лиально-мезенхимального перехода и синтеза мо-
нооксида азота [9.]. 

Цель настоящего исследования – оценка про-
филя экспрессии генов-маркеров эндотелиальной 
дисфункции в эндотелиальных клетках при воз-
действии доксорубицина в экспериментах in vitro 
и in vivo.

Материалы и методы
Для проведения экспериментальной части работ 

на модели in vitro использованы коммерческие куль-
туры клеток первичных эндотелиальных клеток 
коронарной (HCAEC, 300K-05a, Cell Applications, 
США) и внутренней грудной (HITAEC, 308K-05a, 
Cell Applications, США) артерий человека. Клет-
ки размораживали и культивировали во флаконах 
Т-75 в среде для роста клеток Human MesoEndo 
Growth Medium (212-500, Cell Applications, США). 
Пересев клеток проводили при достижении 80% 
конфлюэнтности. Далее в культуральные флако-
ны добавляли доксорубицина гидрохлорид (Sigma 
Aldrich, США) в концентрации 2 мкг/мл и инкуби-
ровали исследуемые клеточные линии в течение 
24 ч, в контрольные культуры добавляли деиони-
зированную воду в объеме, равном объему доксо-

рубицина. Все культуральные работы проводили в 
стерильных условиях при 37 °С, 5% CO2 и высокой 
влажности (Sanyo, Япония). По истечении инкуба-
ции клетки отмывали холодным фосфатно-солевым 
буфером (10010023, Thermo Fisher Scientific, США) 
с дальнейшим лизированием тризолом (15596018, 
Thermo Fisher Scientific, США) для выделения сум-
марной РНК. 

Для экспериментов на модели in vivo исполь-
зовали самцов нормолипидемических крыс линии 
Wistar (n = 20) массой тела 250 г в возрасте 10 нед., 
которых содержали в виварии отдела эксперимен-
тальной медицины ФГБНУ «Научно-исследова-
тельский институт комплексных проблем сердеч-
но-сосудистых заболеваний» (Кемерово, Россия). 
Распределение животных по группам и клеткам 
проводили без рандомизации и критериев включе-
ния и исключения. Условия содержания и манипу-
ляции над животными соответствовали положени-
ям Европейской конвенции о защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментов или в 
иных научных целях (Страсбург, 1986). Всем жи-
вотным проводили инъекции доксорубицина ги-
дрохлорида (2 мг/кг веса, кумулятивная доза док-
сорубицина составила 2,4 мг на одно животное) 
либо 0,9% раствора NaCl (контрольная группа) в 
хвостовую вену на протяжении четырех недель, 
без хирургического вмешательства. Через неделю 
после последней инъекции выводили животных 
из эксперимента путем внутрибрюшинного введе-
ния пентобарбитала натрия (100 мг/кг массы тела) 
с дальнейшей эксплантацией нисходящей части 
аорты. Полученный участок аорты промывали от 
остатков крови 0,9% раствором NaCl, затем про-
водили смыв внутреннего эндотелиального мо-
нослоя лизирующим раствором TRIzol (15596018, 
Thermo Fisher Scientific, США) для последующего 
выделения РНК.

РНК выделяли с помощью стандартного про-
токола гуанидин тиоцианат-фенол-хлороформной 
экстракции. Качество и количество выделенной 
РНК проверяли на спектрофотометре NanoDrop 
2000 (ND 2000C, Thermo Fisher Scientific, США) 
и спектрофлуориметре Qubit 4 (Q33238, Thermo 
Fisher Scientific, США). Реакцию обратной транс-
крипции проводили на основе выделенной РНК 
с использованием набора High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (4368814, Thermo Fisher 
Scientific, США). Количественную ПЦР выполня-
ли с использованием праймеров, синтезированных 
компанией ЗАО «Евроген» (Россия), и мастер-мик-
са «БиоМастер» UDG HS-qPCR SYBR Blue (2×) 
(MHC031-2040, ООО «Биолабмикс», Россия) на 
приборе CFX96 Touch (1855195, BioRad, США). 
Исследуемые гены и их последовательность пред-
ставлены в табл. 1. Нормирование результатов ПЦР 
проводили на референсные гены: для лизата эндо-



100 Response of endothelial cells to doxorubicin exposure

Table 1. Последовательности праймеров исследуемых генов
Table 1. Primer sequences of the studied genes

Ген / Gene Прямой праймер / Forward primer Обратный праймер / Reverse primer
Последовательность праймеров для измерения экспрессии генов человека (Homo sapiens) / Human (Homo sapiens) 

genes
ACTB 5′-CATCGAGCACGGCATCGTCA-3′ 5′-TAGCACAGCCTGGACAGCAAC-3′
GAPDH 5′-AGCCACATCGCTCAGACAC-3′ 5′-GCCCAATACGACCAAATCC-3′
B2M 5′-TCCATCCGACATTGAAGTTG-3′ 5′-CGGCAGGCATACTCATCTT-3′
VCAM1 5’-CGTCTTGGTCAGCCCTTCCT-3’ 5’-ACATTCATATACTCCCGCATCCTTC-3’
ICAM1 5’-TTGGGCATAGAGACCCCGTT-3’ 5’-GCACATTGCTCAGTTCATACACC-3’
PECAM1 5’-TGGCGCATGCCTGTAGTA-3’ 5’-TCCGTTTCCTGGGTTCAA-3’
SELE 5’-GCACAGCCTTGTCCAACC-3’ 5’-ACCTCACCAAACCCTTCG-3’
SELP 5′-ATGGGTGGGAACCAAAAAGG-3′ 5′-GGCTGACGGACTCTTGATGTAT-3′
IL6 5′-GGCACTGGCAGAAAACAACC-3′ 5′-GCAAGTCTCCTCATTGAATCC-3′
CXCL8 5′-CAGAGACAGCAGAGCACAC-3′ 5′-AGTTCTTTAGCACTCCTTGGC-3′
CCL2 5′-TTCTGTGCCTGCTGCTCATAG-3′ 5′-AGGTGACTGGGGCATTGATTG-3′
CXCL1 5′-GCTTGCCTCAATCCTGCATCC-3′ 5′-ACAATCCAGGTGGCCTCTGC-3′
MIF 5′-GGTGTCCGAGAAGTCAGGCA-3′ 5′-GGGGCACGTTGGTGTTTACG-3′
VWF 5’-CCTTGACCTCGGACCCTTATG-3’ 5’-GATGCCCGTTCACACCACT-3’
SERPINE1 5’-CGCCGCCTCTTCCACAAATC-3’ 5’-AGGGCAGTTCCAGGATGTCG-3’
PLAU 5’-CCTGGGTCGCTCAAGGCTTA-3’ 5’-CACACCTGCCCTCCTTGGAA-3’
PLAT 5’-TGGAGCAGTCTTCGTTTCGC-3’ 5’-CCATGACTGATGTTGCTGGTA-3’
NOS3 5′-GTGATGGCGAAGCGAGTGAAG-3′ 5′-CCGAGCCCGAACACACAGAAC-3′
SNAI1 5’-CAGACCCACTCAGATGTCAAGAA-3’ 5’-GGGCAGGTATGGAGAGGAAGA-3’
SNAI2 5’-ACTCCGAAGCCAAATGACAA-3’ 5’-CTCTCTCTGTGGGTGTGTGT-3’
TWIST1 5’-GTCCGCAGTCTTACGAGGAG-3’ 5’-GCTTGAGGGTCTGAATCTTGCT-3’
ZEB1 5’-GATGATGAATGCGAGTCAGATGC-3’ 5’-ACAGCAGTGTCTTGTTGTTGT-3’
CDH5 5’-AAGCGTGAGTCGCAAGAATG-3’ 5’-TCTCCAGGTTTTCGCCAGTG-3’
CDH2 5’-GCTTCTGGTGAAATCGCATTA-3’ 5’-AGTCTCTCTTCTGCCTTTGTAG-3’

Последовательность праймеров для измерения экспрессии генов лабораторной крысы (Rattus norvegicus) / Rat 
(Rattus norvegicus) genes

Actb 5’-ACAACCTTCTTGCAGCTCCTC-3’ 5’-CCATACCCACCATCACACCCT-3’
B2m 5’-GGTGACCGTGATCTTTCTGGTG-3’ 5’-TGAGGAAGTTGGGCTTCCCATT-3’
Tbp 5’-TGCCAAGTGTGAGCCTCTCC-3’ 5’-TGGGTTATCGCACGCACCAT-3’
Vcam1 5’-GGAAATGCCACCCTCACCTTA-3’ 5’-TCCAGGGGAGATGTCAACACAGT-3’
Icam1 5’-CGACATTGGGGAAGACAGCAG-3’ 5’-TCCACTCGCTCTGGGAACG-3’
Sele 5’-TGTGGTCCAAGAGGGGAGTG-3’ 5’-GCCCACTGCAACTCATGTTCA-3’
Selp 5’-GCCCTCCAATGTGTGAAGCC-3’ 5’-CAGGTGGAGCCGACACTGAA-3’
Il6 5’-AGCCCACCAGGAACGAAAGTC-3’ 5’-AGGGAAGGCAGTGGCTGTCA-3’
Ccl2 5’-ACGCTTCTGGGCCTGTTGTT-3’ 5’-TCCAGCCGACTCATTGGGAT-3’
Cxcl1 5’-CACTGCACCCAAACCGAAGT-3’ 5’-TGGGGACACCCTTTAGCATCT-3’
Mif 5’-GTCACGTAGCTCAGGTCCCA-3’ 5’-CTCGGAGAGAAACCCCTCTG-3’
Vwf 5’-AACCCACGCTTGACCAGGTT-3’ 5’-CTGTCAGCGCAGGAGCAAAC-3’
Serpine1 5’-CTCAACCCAGGCCGACTTCA-3’ 5’-CACTGTGCCGCTCTCGTTCA-3’
Plau 5’-GTGGTGGGAGCCTCATCAGT-3’ 5’-CGCTTCGACTGACCCAGGTA-3’
Plat 5’-GGGACCAACTGAGGACTGCT-3’ 5’-GCCCTCCACGCTGTGTAAGT-3’
Klf2 5’-CACCAACTGCGGCAAGACCT-3’ 5’-GTAGTGGCGGGTAAGCTCGTCA-3’
Klf4 5’-GACTATGCAGGCTGTGGCAAA-3’ 5’-CGGTAGTGCCTGGTCAGTTCA-3’
Nfe2l2 5’-CAGTGGATCTGTCAGCTACTCC-3’ 5’-CTCTCAACGTGGCTGGGAAT-3’
Nos3 5’-GGTGACCAGCACATTTGGCA-3’ 5’-GCCGCCAAGAGGATACCAGT-3’
Snai1 : 5’-TGGGCCAACTTCCCAAGCA-3’ 5’-GTGGGAGCAGGAGAAAGGCT-3’
Snai2 5’-GCCCAACTACAGCGAACTGGA-3’ 5’-TGGAATGGAACTGCTGATGTCC-3’
Twist1 5’-ATGTCCGCGTCCCACTAGCA-3’ 5’-CCCCACGCCCTGATTCTTGT-3’
Zeb1 5’-CCAGTGAAGGTGATCCAGCCA-3’ 5’-CTTTTTGGGTGGCGTGCAGT-3’
Cdh5 5’-ACAAGGACGTGGTGCCAGTA-3’ 5’-GGGCATCCCATTGTCGGAGA-3’
Cdh2 5’-ACCCAGGAAAAGTGGCAGGT-3’ 5’-GCTGTGCTTGGCGAGTTGTC-3’
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телиальных клеток человека ACTB, GAPDH и B2M, 
для эндотелиального лизата крыс Actb, Tbp и B2m. 

Статистический анализ данных осуществляли 
в программе GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, 
США). Экспрессию генов рассчитывали методом 
2–ΔΔCt и выражали в виде кратности ее изменения в 
экспериментальной группе относительно контро-
ля. Данные представлены в виде среднего ариф-
метического (m) и стандартного отклонения (SD). 
Значения считали статистически значимыми при 
p < 0,05.

Результаты
Показано, что добавление доксорубицина в 

концентрации 2 мкг/мл приводит к выраженному 
увеличению экспрессии генов, кодирующих про-
воспалительные цитокины (IL6, CXCL8) и хемоки-
ны (CCL2), как в клетках HCAEC, так и HITAEC. 
Вместе с тем отмечено значимое снижение уровня 
мРНК генов PECAM и MIF, а также NOS3 в куль-
турах HCAEC. При этом в обеих изученных кле-
точных линиях гены-маркеры эндотелиально-ме-
зенхимального перехода SNAI1, SNAI2 и TWIST1 
не экспрессировались, а уровень мРНК генов 
транскрипционного фактора ZEB1 и VE-кадгерина 
(CDH5), а также CXCL1 был снижен по сравнению 
с контролем. Помимо этого, наблюдались различия 
в профиле генной экспрессии молекул протромбо-
тической активации эндотелия между двумя кле-
точными линиями. Так, в клетках HITAEC опреде-
лено снижение экспрессии генов vWF (фактор фон 
Виллебранда) и SERPINE1 (ингибитор активатора 
плазминогена), увеличение экспрессии гена PLAT, 
а в клетках HCAEC наблюдалась гипоэкспрессия 
генов PLAU и PLAT (табл. 2).

Измерение экспрессии генов в эндотелиальном 
лизате аорты крыс линии Wistar из эксперимен-
тальной группы относительно контроля показало 
выраженное повышение уровня мРНК генов мо-
ноцитарного хемоаттрактантного белка (Ccl2) и 
снижение экспрессии генов Klf2, Plau, Nos3, Cdh2, 
Serpine, Vwf. Экспрессия остальных генов суще-
ственно не различалась (табл. 3).

Обсуждение
В проведенном исследовании продемонстриро-

ваны различия в профиле генной экспрессии эндо-
телиальных клеток при воздействии доксорубици-
на в экспериментах in vitro и in vivo. Доксорубицин 
– антибиотик антрациклинового ряда, широко при-
меняемый для лечения некоторых форм онколо-
гических заболеваний. Наряду с положительной 
динамикой при лечении пациентов данным анти-
биотиком наблюдается развитие осложнений со 
стороны сердечно-сосудистой системы (дисфунк-
ция левого желудочка, сердечная недостаточность, 
кардиомиопатии), которые могут проявляться как 

на момент лечения, так и через несколько лет по-
сле его завершения [10]. В качестве основных ме-
ханизмов развития кардиотоксичности, вызванной 
доксорубицином, на сегодняшний день принято 
рассматривать окислительный стресс, митохондри-
альную дисфункцию, стресс эндоплазматического 
ретикулума, нарушение регуляции ионов кальция и 
железа, а также аэрофагию [11–13]. 

Наряду с изучением кардиотоксических эффек-
тов при терапии доксорубицином в последние пять 
лет особое внимание уделяется сосудистой ток-
сичности [14]. Антиагрегантная, антикоагулянт-
ная и противовоспалительная функции эндотелия 
обеспечиваются только в случае его нормального 
функционирования. Нарушение целостности эндо-
телия любым из триггеров физической или хими-
ческой природы может являться пусковым факто-
ром развития эндотелиальной дисфункции, а также 
серьезных заболеваний сердечно-сосудистого кон-
тинуума (ишемическая болезнь сердца, ишемиче-
ский инсульт, венозная тромбоэмболия) [15]. Клю-
чевыми признаками эндотелиальной дисфункции 
служат повышенная адгезия лейкоцитов к эндоте-
лиальному монослою (провоспалительная актива-
ция эндотелия), нарушение биосинтеза монооксида 
азота, нарушение эндотелиальной механотрансдук-
ции, эндотелиально-мезенхимальный переход и 
протромбическая активация эндотелия [16–18]. 

Провоспалительная активация эндотелия вклю-
чает два важных этапа. Во-первых, это связывание 
рецепторов лейкоцитов соответствующими рецеп-
торами на поверхности эндотелиальных клеток, 
во-вторых, увеличение секреции провоспалитель-
ных цитокинов эндотелиальными клетками [19]. 
Полученные нами результаты в экспериментах in 
vitro продемонстрировали повышенный уровень 
экспрессии генов, кодирующих провоспалитель-
ные цитокины (IL6, CXCL8 и CCL2) в ответ на экс-
позицию клеток доксорубицином, в то время как 
экспрессия генов, кодирующих молекулы клеточ-
ной адгезии (VCAM, ICAM и SELE), значимо не раз-
личалась в экспериментальных культурах относи-
тельно контроля. Вместе с тем в смывах эндотели-
ального монослоя нисходящей аорты (эксперимент 
in vivo) обнаружена гиперэкспрессия гена Ccl2, для 
остальных генов значимых изменений не опреде-
лено. Таким образом, можно сделать вывод о том, 
что экспозиция первичных эндотелиальных клеток 
как коронарной, так и внутренней грудной артерии 
доксорубицином в экспериментах in vitro приводит 
к их выраженной провоспалительной активации, 
однако в эндотелии аорты лабораторных животных 
данного феномена не зарегистрировано. 

На сегодняшний день опубликован ряд работ, 
посвященных описанию развития эндотелиаль-
но-мезенхимального перехода на фоне лечения 
доксорубицином. Эндотелиально-мезенхимальный 
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Таблица 2. Изменение экспрессии генов в эндотелиальном лизате клеток, экспонированных доксорубицином
Table 2. Gene expression profile of endothelial cells exposed to doxorubicin

Ген / Gene

Первичные эндотелиальные клетки коронарной 
артерии / Human coronary artery endothelial cells

Первичные эндотелиальные клетки внутренней 
грудной артерии / Human internal thoracic artery 

endothelial cells

Контроль / 
Control

Доксорубицин, 2 
мкг/мл / 2 μg/mL 

doxorubicin

Кратность 
изменения 

экспрессии / 
Fold-change

Контроль / 
Control

Доксорубицин, 
2 мкг/мл / 2 μg/
mL doxorubicin

Кратность 
изменения 

экспрессии/ 
Fold-change

Провоспалительная активация эндотелия / Proinflammatory endothelial activation

VCAM
ΔCt, m ± SD 0,0008133 ± 

0,0001306
0,0009718 ± 
0,0005155 1,19 0,004498 0,01730 ± 

0,01040 2,09

p 0,8073 0,3504

ICAM
ΔCt, m ± SD 0,09610 ± 

0,02070 0,09119 ± 0,02779 0,94 0,08484 ± 
0,007434

0,02330 ± 
0,005957 0,27

p 0,4499 0,0238

PECAM
ΔCt, m ± SD 1,510 ± 0,1178 0,2989 ± 0,01266 0,19 0,6243 ± 0,009222 0,4510 ± 0,04143 0,72
p 0,0006 0,0260

SELE
ΔCt, m ± SD 0,003465 ± 

0,0009092
0,002304 ± 
0,0007048 0,66 NA NA NA

p 0,0672 NA NA

SELP
ΔCt, m ± SD 0,003835 ± 

0,0009092
0,001304 ± 
0,0007048 0,34 0,009203 ± 0,000 0,01862 ± 0,000 2,02

p 0,0582 0,05

IL6
ΔCt, m ± SD 0,003342992 ± 

0,0001656
0,007628698 ± 

0,0005912 2,28 0,00365436 ± 
0,000

0,011307283 ± 
0,004463 3,09

p 0,0023 0,2914

CXCL8
ΔCt, ΔCt, m 
± SD

0,06555 ± 
0,004207 0,4279 ± 0,05450 6,52 0,013554218 ± 

0,002012
0,043319441 ± 

0,00198 3,19

p 0,0002 0,7750

CCL2
ΔCt, ΔCt, m 
± SD

0,47132 ± 
0,005642 1,989 ± 0,2416 4,22 0,1208 ± 0,09103 0,4832 ± 0,01731 4,00

p 0,0013 0,0736

CXCL1
ΔCt, ΔCt, m 
± SD

0,7710 ± 
0,03545 0,3785 ± 0,06639 0,49 0,2071 ± 0,03143 0,03202 ± 

0,01223 0,15

p 0,0308 0,0109

MIF
ΔCt, m ± SD 1,698 ± 0,3241 0,7373 ± 0,08511 0,43 0,4966 ± 0,05062 0,8950 ± 0,1431 1,80
p 0,0039 0,031

Протромбическая активация эндотелия / Protrombic endothelial activation

vWF
ΔCt, m ± SD 2,942 ± 1,384 1,521 ± 0,2232 0,51 1,501 ± 0,1620 0,2396 ± 0,1404 0,15
p 0,2957 0,0370

SERPINE1
ΔCt, m ± SD 13,90 ± 0,7235 20,34 ± 1,486 1,46 6,635 ± 1,997 3,007 ± 0,5964 0,45
p 0,0334 0,0313

PLAU
ΔCt, m ± SD 0,2042 ± 0,01476 0,06863 ± 0,002833 0,33 0,3075 ± 0,05591 0,08710 ± 0,02689 0,28
p 0,0036 0,1148

PLAT
ΔCt, m ± SD 0,4854 ± 0,03809 0,1927 ± 0,009172 0,39 0,07897 ± 0,02357 0,3846 ± 0,4903 4,87
p 0,0028 0,0368

Синтез монооксида азота (NO) / Nitric oxide synthesis

NOS3
ΔCt, m ± SD 0,1015 ± 0,01134 0,03708 ± 0,004934 0,36 0,02296 ± 0,02006 0,02694 ± 0,000 1,17
p 0,0002 0,5098

Эндотелиально-мезенхимальный переход / Endothelial-to-mesenchymal transition
SNAI1 ΔCt, m ± SD NA NA NA NA NA NA
SNAI2 ΔCt, m ± SD NA NA NA NA NA NA
TWIST1 ΔCt, m ± SD NA NA NA NA NA NA

ZEB1
ΔCt, m ± SD 0,2031 ± 0,04681 0,05826 ± 0,007088 0,28 0,03535 ± 0,009214 0,008620 ± 0,000 0,24
p 0,0056 0,0140

CDH5
ΔCt, m ± SD 6,743 ± 1,042 2,716 ± 0,2713 0,40 1,4285 ± 0,3655 0,1190 ± 0,02959 0,17
p 0,0013 0,0043

CDH2
ΔCt, m ± SD 0,007708 ± 

0,0003960 0,006749 ± 0,002968 0,87 0,04723 ± 
0,003205

0,01599 ± 
0,006327 0,33

p 0,5499 0,1641
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переход подразумевает потерю эн-
дотелиальными клетками своих 
свойств и приобретение ими ха-
рактеристики интерстициальных 
клеток, таких как фибробласты и 
гладкомышечные клетки [4]. На 
молекулярном уровне эндотели-
ально-мезенхимальный переход 
связан со снижением экспрессии 
классических эндотелиальных мар-
керов, таких как PECAM, VE-кад-
герин, KDR, и гиперэкспрессией 
N-кадгерина, виментина, кальпони-
на и др. [9]. Кроме того, регуляция 
эндотелиально-мезенхимального 
перехода осуществляется транс-
крипционными факторами Snail, 
Slug, Twist1, Gata4 и Zeb1 [20]. 
Стоит отметить, что в нашем ис-
следовании гены SNAI1, SNAI2 и 
TWIST1, кодирующие соответству-
ющие белки, не экспрессировались 
в культурах первичных эндотели-
альных клеток, в то время как в эн-
дотелиальном лизате нисходящей 
аорты крыс линии Wistar отмечена 
тенденция к снижению уровней 
мРНК генов, ответственных за 
эндотелиально-мезенхимальный 
переход. Отсутствие экспрессии 
ключевых транскрипционных фак-
торов может быть связано с тем, 
что данный процесс характерен 
для более позднего этапа эндоте-
лиальной дисфункции и крайне 
сложно его детектировать на ран-
них этапах [19]. 

Эндотелиальная дисфункция 
также характеризуется снижением 
способности синтезировать мо-
нооксид азота (NO) эндотелиаль-
ными клетками. В представлен-
ном нами исследовании оценена 
экспрессия гена эндотелиальной 
NO-синтазы (NOS3), в результа-
те чего показано, что добавление 
доксорубицина в концентрации 2 
мкг/мл в культуры HCAEC при-
водило к снижению уровня мРНК 
гена NOS3, в то время как в клет-
ках HITAEC экспрессия данного 
гена не менялась. У нормолипиде-
мических крыс линии Wistar так-
же выявлена гипоэкспрессия гена 
Nos3 при введении доксорубицина 
на протяжении четырех недель в 
концентрации 2 мг/кг веса. Таким 

Таблица 3. Изменение уровня мРНК в эндотелиальном лизате аорты крыс 
линии Wistar
Table 3. Gene expression profile of endothelial monolayer of aorta explanted from 
Wistar rats exposed to doxorubicin

Ген / Gene

Эндотелиальный лизат аорты крыс линии Wistar / 
Endothelial monolayer of aorta explanted from Wistar rats

Контроль / Control Доксорубицин / 
Doxorubicin

Кратность 
изменения 

экспрессии / 
Fold-change

Провоспалительная активация эндотелия / Proinflammatory endothelial activation

Vcam1
ΔCt, m ± SD 0,1322 ± 0,1749 0,08733 ± 0,02345

0,66
p 0,4155

Icam1
ΔCt, m ± SD 0,03337 ± 0,03212 0,02390 ± 0,007610

0,71
p 0,7968

Pecam
ΔCt, m ± SD 0,4146 ± 0,4840 0,2576 ± 0,07031

0,62
p 0,5800

Sele
ΔCt, m ± SD 0,01200 ± 0,01050 0,006632 ± 0,003748

0,55
p 0,1484

Selp
ΔCt, m ± SD 0,01333 ± 0,02126 0,02614 ± 0,1014

1,96
p 0,2372

Il6
ΔCt, m ± SD 0,04419 ± 0,03445 0,04503 ± 0,02849

1,01
p 0,4895

Ccl2
ΔCt, m ± SD 0,0007996 ± 0,0005530 0,001613 ± 0,001143

2,01
p 0,0114

Cxcl1
ΔCt, m ± SD 0,0005962 ± 0,0006348 0,0006749 ± 0,0009328

1,13
p 0,4225

Mif
ΔCt, m ± SD 0,01956 ± 0,01641 0,01972 ± 0,01896

1,01
p 0,4773

Протромбическая активация эндотелия / Protrombic endothelial activation

Vwf
ΔCt, m ± SD 0,8831 ± 1,510 0,8660 ± 2,853

0,98
p 0,0228

Serpine1
ΔCt, m ± SD 0,007969 ± 0,007901 0,004860 ± 0,003716

0,60
p 0,0326

Plau
ΔCt, m ± SD 0,02715 ± 0,04411 0,008736 ± 0,01106

0,32
p 0,047

Plat
ΔCt, m ± SD 0,02257 ± 0,02653 0,01987 ± 0,02746

0,88
p 0,4121

Нарушение эндотелиальной механотрансдукции / Impairment of endothelial 
mechanotransduction

Klf2
ΔCt, m ± SD 0,3107 ± 0,3455 0,1363 ± 0,1145

0,43
p 0,0005

Klf4
ΔCt, m ± SD 0,1613 ± 0,1646 0,1397 ± 0,05619

0,86
p 0,7004

Nfe2l2
ΔCt, m ± SD 1,7155 ± 1,350 4,306 ± 8,196

2,51
p 0,1109

Синтез монооксида азота (NO) / Nitric oxide synthesis

Nos3
ΔCt, m ± SD 0,2008 ± 0,2953 0,02683 ± 0,02691

0,13
p 0,0001

Эндотелиально-мезенхимальный переход / Endothelial-to-mesenchymal transition

Snai1
ΔCt, m ± SD 4,183 ± 7,145 3,674 ± 6,806

0,87
p 0,1315

Snai2
ΔCt, m ± SD 0,2756 ± 0,5744 0,4084 ± 0,7780

1,48
p 0,4676

Twist1
ΔCt, m ± SD 0,1084 ± 0,4460 0,06265 ± 0,2106

0,57
p 0,7809

Zeb1
ΔCt, m ± SD 7,247 ± 11,98 7,138 ± 15,28

0,98
p 0,4133

Cdh5
ΔCt, m ± SD 0,01428 ± 0,01041 0,01543 ± 0,007911

1,80
p 0,4005

Cdh2
ΔCt, m ± SD 0,05060 ± 0,06380 0,06882 ± 0,03538

1,36
p 0,0110
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образом, доксорубицин способен вызвать наруше-
ние функционирования NO-синтазы в различных 
экспериментальных моделях. 

Нарушение эндотелиальной механотрансдук-
ции – еще один немаловажный аспект развития 
эндотелиальной дисфункции, обусловливающий 
восприимчивость сосудов с турбулентным или 
ламинарным током крови к атеросклерозу. Основ-
ными транскрипционными факторами, обеспечи-
вающие передачу сигналов от механосенсоров в 
клетке, являются KLF2, KLF4 и NRF2 [21], кодиру-
емые генами KLF2, KLF4 и NFE2L2. Исследование 
in vivo на модели крыс линии Wistar с регулярным 
введением доксорубицина в хвостовую вену проде-
монстрировало снижение уровня экспрессии гена 
Klf2 в эндотелии нисходящей аорты, что может 
свидетельствовать о незначительном нарушении 
механотрансдукции при введении доксорубицина 
в кровоток. 

Протромботическая активация эндотелия – от-
носительно новый критерий эндотелиальной дис-
функции, изучение которого стало наиболее актив-
ным в период пандемии COVID-19. Характеризует-
ся повышенной секрецией фактора фон Виллебран-
да (vWF) и ингибитора активации плазминогена 
(PAI-1) с одновременным снижением активаторов 
плазминогена uPA и tPA. В нашем эксперименте 
как in vitro, так и in vivo выявлена гипоэкспрессия 
генов SERPINE1/Serpine1, VWF/Vwf, PLAU/Plau. 

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о наличии изменений в профиле 
генной экспрессии при культивировании с док-
сорубицином в концентрации 2 мкг/мл либо при 
его регулярном введении в хвостовую вену лабо-
раторным животным. Однако, несмотря на выяв-
ленные различия, ответ на вопрос, способен ли 
доксорубицин вызывать развитие эндотелиальной 

дисфункции, остается открытым и требует даль-
нейшего изучения.

Заключение
Проведенные in vitro и in vivo эксперименты с 

использованием первичных эндотелиальных кле-
ток коронарной и внутренней грудной артерий и 
нормолипидемических крыс линии Wistar пока-
зали, что воздействие доксорубицина приводит к 
изменению профиля генной экспрессии эндотели-
альных клеток, свидетельствующему о незначи-
тельном нарушении ключевых звеньев патогенеза 
эндотелиальной дисфункции. 
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