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Основные положения
• Дисфункциональные эндотелиальные клетки характеризуются сниженной экспрессией генов 

маркеров эндотелиального фенотипа, компонентов эндотелиальной базальной мембраны и субэн-
дотелиального внеклеточного матрикса.

• Эндотелиальные клетки коронарной и внутренней грудной артерии характеризуются различ-
ным профилем экспрессии маркеров эндотелиального фенотипа, компонентов базальной мембра-
ны и белков сигнальных путей ангиогенеза.

• Молекулярный профиль эндотелиальных клеток внутренней грудной артерии более схож с 
таковым у интактных эндотелиальных клеток по качественному и количественному составу ком-
понентов базальной мембраны и субэндотелиального внеклеточного матрикса.

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ МОЛЕКУЛЯРНЫХ МАРКЕРОВ 
ДИСФУНКЦИИ ПЕРВИЧНЫХ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК КОРОНАРНОЙ 

И ВНУТРЕННЕЙ ГРУДНОЙ АРТЕРИИ ЧЕЛОВЕКА

Цель
Провести сравнительный анализ профиля генной и белковой экспрессии в 
первичных эндотелиальных клетках атерочувствительной коронарной арте-
рии (ЭК-КА) и атерорезистентной внутренней грудной артерии (ЭК-ВГА), в 
том числе при их дисфункции.

Материалы 
и методы

В работе были применены полнотранскриптомное секвенирование и ультра-
высокоэффективная жидкостная хроматография с тандемной масс-спектро-
метрией. При биоинформатическом анализе данных полнотранскриптомно-
го секвенирования оценивали кратность изменения экспрессии и количество 
транскриптов генов интереса на миллион прочтений. Анализ данных хрома-
то-масс-спектрометрического анализа проводили при помощи ранжирования 
2 986 детектированных молекул по уровню их экспрессии (определяемой по 
площадям хроматографических пиков) относительно друг друга.

Результаты

Дисфункциональные ЭК отличались выраженным снижением экспрессии 
ряда генов маркеров эндотелиального фенотипа, компонентов базальной 
мембраны и субэндотелиального внеклеточного матрикса, а также преиму-
щественным снижением экспрессии генов сигнальных путей ангиогенеза. 
Дисфункция ЭК также приводила к повышению экспрессии генов сигналь-
ных путей окислительного и эндоплазматического стресса. В сравнении с 
ЭК-ВГА ЭК-КА характеризовались повышенной экспрессией белков сиг-
нальных путей ангиогенеза, в том числе эфриновых рецепторов (EPHB2 и 
EPHB4), а также обеих субъединиц эндотелиального интегрина αvβ3 (ITGAV 
и ITGB3). ЭК-ВГА отличались повышенной экспрессией транскрипционных 
факторов эндотелиальной дифференцировки (ERG и FLI1), ангиопоэтинов 
(ANGPT2 и ANGPTL2), их рецепторов (PTPRB и TEK) и ко-рецепторов к 
VEGF (NRP1 и NRP2), а также более высокой экспрессией компонентов 
базальной мембраны и внеклеточного матрикса, гиперэкспрессированных 
в интактных ЭК (ламинина, коллагена IV типа, фактора фон Виллебранда, 
ангиопоэтиноподобного белка, бигликана, мультимерина-1 и катепсина С).
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Заключение

Дисфункциональные ЭК характеризуются сниженной активностью синтеза 
компонентов базальной мембраны и внеклеточного матрикса. ЭК-КА и ЭК-
ВГА имеют выраженные различия в экспрессии маркеров эндотелиального 
фенотипа, белков базальной мембраны, внеклеточного матрикса и сигналь-
ных путей ангиогенеза.
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• Дисфункция эндотелия • Маркеры эндотелиального фенотипа • Базальная 
мембрана • Внеклеточный матрикс
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Aim
To compare the gene and protein expression profile in primary human coronary 
artery endothelial cells (HCAEC) and human internal thoracic artery endothelial 
cells (HITAEC) in physiological and dysfunctional states.

Methods

To perform an unbiased and high-throughput analysis, we applied RNA 
sequencing and ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry. Fold change and transcripts per million were used as metrics to 
evaluate RNA sequencing results. Mass spectrometry data were assessed by 
ranking the expression of 2,986 detected molecules after measuring areas of 
respective chromatographic peaks.

Results

Dysfunctional ECs showed decreased expression of the genes encoding endothelial 
phenotype markers, basement membrane components, extracellular matrix 
proteins, and angiogenic molecules, concurrently having higher expression of the 
genes encoding oxidative and endoplasmic reticulum stress proteins. In comparison 
to HITAEC, HCAEC had higher expression of angiogenic proteins (including 
B-type ephrin receptors EPHB2 and EPHB4) and both subunits of endothelial 
integrin αvβ3 (ITGAV and ITGB3). In turn, HITAEC had higher expression of 
endothelial transcription factors ERG and FLI1, angiopoietins (ANGPT2 and 
ANGPTL2) and their receptors (PTPRB and TEK), VEGF co-receptors (NRP1 
и NRP2), and also higher expression of basement membrane and extracellular 
matrix components which have been overexpressed in the intact ECs (such as 
laminin, type IV collagen, von Willebrand factor, angiopoietin-related protein 2, 
biglycan, nultimerin 1, cathepsin С, and ADAMTS4).

Highlights
• Endothelial cell dysfunction is accompanied by reduced expression of genes encoding endothelial 

phenotype markers, basement membrane proteins, and extracellular matrix components.
• Primary human coronary artery and internal thoracic artery endothelial cells have distinct molecular 

profile of endothelial phenotype markers, basement membrane components, and angiogenic proteins.
• In comparison with primary human coronary artery endothelial cells, profile of basement membrane 

and extracellular matrix components of human internal thoracic artery endothelial cells is more similar 
to intact endothelial cells.
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Введение
Поддержание структурной целостности эндоте-

лиального монослоя и гомеостаза эндотелиальных 
клеток (ЭК) является одним из обязательных усло-
вий для поддержания гомеостаза системы крово-
обращения [1]. Патологическое повышение эндо-
телиальной проницаемости, обусловленное нару-
шением формирования межклеточных контактов, 
истончением и разрывами базальной мембраны, 
способствует отложению положительно заряжен-
ных атерогенных липопротеинов в интиме артерий 
вследствие отрицательного заряда протеогликанов 
субэндотелиального внеклеточного матрикса [2]. 
Провоспалительная активация эндотелия, вызыва-
емая системными метаболическими нарушениями 
и наблюдаемая у мультиморбидных пациентов, со-
провождается повышением выделения провоспа-
лительных хемокинов и увеличением экспрессии 
индуцибельных рецепторов клеточной адгезии, что 
способствует направленной трансэндотелиальной 
миграции лейкоцитов в сосудистую стенку [3]. По-
мимо провоспалительных эффектов, связывание 
коронавируса SARS-CoV-2 с эндотелиальным ре-
цептором ACE2 также индуцирует выделение не-
расщепленных высокомолекулярных мультимеров 
фактора фон Виллебранда [4], провоцирующих раз-
витие тромбоза сосудов микроциркуляторного [5–
7], венозного [8, 9] и артериального [10] русла. Дис-
функция эндотелия, как правило, сопровождается 
нарушениями эндотелий-зависимой вазодилатации 
вследствие снижения выделения вазодилататоров (в 
частности, монооксида азота) и повышения синтеза 
вазоконстрикторов (к примеру, эндотелина-1) [11]. В 
зависимости от пускового фактора и коморбидного 
фона развитие дисфункции эндотелия может харак-
теризоваться различной выраженностью провоспа-
лительных, протромботических или вазоспастиче-
ских/вазодилатационных нарушений с преоблада-
нием того или иного патогенетического звена [12].

Молекулярные особенности поддержания эн-
дотелиального гомеостаза и развития дисфункции 
эндотелия в артериях, артериолах, венах, венулах 
и капиллярах существенно варьируют [13–15], что 

может иметь патофизиологическое и клиническое 
значение. Примером значимости гетерогенности 
ЭК в кардиологии и сердечно-сосудистой хирур-
гии является распространенность атеросклероза 
коронарных артерий (КА), являющегося причиной 
ишемической болезни сердца, и устойчивость к 
атеросклерозу внутренних грудных артерий (ВГА), 
применяемых в качестве кондуитов для коронар-
ного шунтирования с целью хирургического лече-
ния вышеуказанной патологии [16]. Считается, что 
атерорезистентность ВГА обусловлена комплек-
сом факторов, включающих ламинарное течение 
кровотока, повышенный синтез монооксида азота 
ЭК-ВГА, устойчивость сосудистых гладкомышеч-
ных клеток к провоспалительной активации, отно-
сительно низкое исходное содержание коллагена в 
сосудистой стенке и низкую активность коллагено-
генеза [17]. Идентичность молярной концентрации 
атерогенных липопротеинов в циркулирующей в 
артериях крови в сочетании с атерочувствительно-
стью КА и атерорезистентностью ВГА позволяет 
предположить, что именно низкая проницаемость 
эндотелиального монослоя может играть централь-
ную роль в объяснении феномена устойчивости 
ВГА к атерогенезу. Кроме того, определенную роль 
в этом может играть качественный и количествен-
ный состав внеклеточного матрикса и субэндо-
телиального внеклеточного матрикса, поскольку 
различные его компоненты имеют различную спо-
собность к связыванию атерогенных липопроте-
инов (в том числе за счет различного содержания 
отрицательно заряженных аминокислот). Учиты-
вая этиологическую значимость патологического 
повышения проницаемости эндотелия для разви-
тия атеросклероза, представляется важным даль-
нейшее изучение молекулярного профиля ЭК-КА и 
ЭК-ВГА в норме и при патологии.

Клиническое применение знаний об этиологии 
и патогенезе дисфункции эндотелия подразумева-
ет расшифровку биохимических изменений моле-
кулярного профиля ЭК с последующей идентифи-
кацией чувствительных и специфичных маркеров 
внутри отдельных классов молекул. Для достиже-

Conclusion
Dysfunctional ECs have lower expression of basement membrane and extracellular 
matrix components. HCAEC and HITAEC have significant differences in the 
molecular profile of endothelial phenotype markers, basement membrane proteins, 
extracellular matrix components, and angiogenic proteins.

Keywords Endothelial cells • Coronary artery • Internal thoracic artery • Endothelial dysfunction 
• Endothelial phenotype markers • Basement membrane • Extracellular matrix
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коронарная артерия

ЭК – эндотелиальные клетки
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кальция на 1 мл) либо контрольного фосфатно-со-
левого буфера по Дульбекко в течение 24 часов (n 
= 4 лунки на экспериментальную группу, n = 12 для 
ЭК-КА и для ЭК-ВГА, всего n = 24). Синтез кальци-
протеиновых частиц осуществляли в соответствии с 
ранее опубликованным протоколом [18, 23].

Полнотранскриптомное секвенирование (RNA-seq)
После инкубации с кальципротеиновыми ча-

стицами ЭК-КА лизировали тризолом (15596018, 
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) с последующим 
выделением РНК при помощи набора Purelink RNA 
Micro Scale Kit (12183016, Invitrogen) с сопутству-
ющей обработкой ДНКазой (DNASE70, Sigma-
Aldrich). Контроль качества РНК осуществляли с 
помощью набора RNA 6000 Pico Kit (5067–1513, 
Agilent) на приборе Bioanalyzer 2100 (Agilent) по 
индексу целостности РНК (RNA integrity number, 
RIN). Оценку количества выделенной РНК прово-
дили на спектрофотометре NanoDrop 2000 (Thermo 
Scientific) и флюориметре Qubit 4 (Invitrogen). Для 
1 мкг выделенной РНК проводили деплецию рРНК 
посредством набора RiboCop rRNA Depletion Kit 
V1.2 (037.96, Lexogen) с дальнейшим конструиро-
ванием ДНК-библиотек при помощи набора SENSE 
Total RNA-Seq Library Prep Kit (042.96, Lexogen). 
Для каждого образца РНК использовали опреде-
ленный баркод. Качество полученных ДНК-би-
блиотек анализировали с помощью набора High 
Sensitivity DNA Kit (5067-4626, Agilent) на приборе 
Bioanalyzer 2100 (Agilent). Концентрацию ДНК-би-
блиотек определяли с помощью количественной 
полимеразной цепной реакции с детекцией резуль-
тата в реальном времени на амплификаторе CFX96 
Touch (Bio-Rad). Далее ДНК-библиотеки смешива-
ли эквимолярно и секвенировались на платформе 
HiSeq 2000 (Illumina) с длиной парно-концевых 
прочтений 2 × 125 нуклеотидов. Полученные про-
чтения фильтровали по качеству (QV > 20), длине 
(> 20) и удаляли адаптерные последовательности с 
помощью программы TrimGalore v.0.4.4 (Babraham 
Bioinformatics). После фильтрации среднее количе-
ство прочтений превышало 10 млн. Картирование 
прочтений на геном человека (hg38) с аннотацией 
Ensembl (v.38.93) проводилось с использованием 
программы CLC GW 11.0 (Qiagen) со следующи-
ми параметрами: Similarity fraction = 0,8, Length 
fraction = 0,8, Mismatch cost = 2, Insertion cost = 3, 
Deletion cost = 3. 

Статистический анализ и визуализацию транс-
криптомных данных проводили в программной 
среде R (версия 4.3.2). Логарифмирование по ос-
нованию 2 и анализ дифференциальной экспрессии 
генов выполняли при помощи пакета “limma” (вер-
сия 3.60.6). Биоинформатический анализ прово-
дили с использованием кратности изменения экс-
прессии (fold change) и количества транскриптов 

ния данной цели необходимо использовать высо-
копроизводительные методы исследования, к кото-
рым в том числе относятся полнотранскриптомное 
секвенирование и ультравысокоэффективная жид-
костная хроматография с тандемной масс-спектро-
метрией, позволяющие независимо анализировать 
качественный и количественный состав транс-
криптов и белков соответственно. С целью выяв-
ления изменений экспрессии патофизиологически 
важных для дисфункции эндотелия молекул (мар-
керов эндотелиального фенотипа, компонентов эн-
дотелиальной базальной мембраны и субэндотели-
ального внеклеточного матрикса, ангиогенных мо-
лекул, белков сигнальных путей активации и агре-
гации тромбоцитов и свертывания крови, белков 
окислительного и эндоплазматического стресса) 
и сравнительного анализа их экспрессии в ЭК-КА 
и ЭК-ВГА в данной работе было проведено транс-
криптомное и протеомное профилирование после 
in vitro моделирования дисфункции эндотелия и 
лизиса указанных клеточных культур.

Материалы и методы
Культивирование ЭК-КА и ЭК-ВГА
Первичные культуры ЭК-КА (300K-05a, Cell 

Applications) и ЭК-ВГА (308K-05a, Cell Applications) 
культивировались во флаконах T-75 (708003, Wuxi 
NEST Biotechnology Co., Ltd.) в соответствии с ин-
струкциями производителя в среде EndoBoost (EB1, 
AppScience Products) до достижения конфлюэнт-
ности. После этого ЭК-КА и ЭК-ВГА были рассе-
яны в 6-луночные планшеты (703001, Wuxi NEST 
Biotechnology Co., Ltd.) с использованием 0,25% 
раствора трипсина-ЭДТА (П043п, ПанЭко) и 10% 
фетальной бычьей сыворотки (1.1.6.1, Биолот) для 
ингибирования трипсина. Культивирование ЭК-
КА и ЭК-ВГА в 6-луночных планшетах также осу-
ществлялось в среде EndoBoost (EB1, AppScience 
Products) до достижения конфлюэнтности (≈ 0,5 × 
106 клеток на лунку). Непосредственно перед про-
ведением экспериментов ЭК дважды промывали 
теплым (≈ 37 °C) раствором фосфатно-солевого 
буфера по Дульбекко без кальция и магния с pH 
= 7,4 (ФСБД, 1.2.4.7, Биолот) среду EndoBoost за-
меняли на бессывороточную среду EndoLife (EL1, 
AppScience Products). Культивирование ЭК-КА и 
ЭК-ВГА осуществляли в параллели.

Моделирование дисфункции эндотелия
Для моделирования дисфункции эндотелия с 

целью последующего анализа генной или белко-
вой экспрессии конфлюэнтные (≈ 0,5 × 106 клеток 
на лунку 6-луночного планшета) культуры ЭК-КА 
и ЭК-ВГА в бессывороточной питательной среде 
EndoLife (EL1, AppScience Products) инкубировали 
со 100 мкл первичных или вторичных кальципроте-
иновых частиц в дозе 0,6 × 105 частиц на 1 мл (25 мкг 
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и муравьиную кислоту в концентрации 0,1% (33015, 
Sigma-Aldrich). Обессоленные пептиды высушива-
ли при помощи вакуумного центрифужного кон-
центратора (HyperVAC-LITE, Gyrozen Co., Ltd.) в 
течение 3 часов и растворяли в 20 мкл муравьиной 
кислоты в концентрации 0,1% (1000291000, Sigma-
Aldrich) для последующего протеомного анализа. 
Растворенные пептиды далее анализировали при 
помощи безметочного (label-free) протеомного про-
филирования, выполняемого посредством ультра-
высокоэффективной жидкостной хроматографии, 
совмещенной с тандемной масс-спектрометрией с 
ионной подвижностью (≈ 500 нг пептидов на каж-
дый образец). 

Хроматографическое разделение проводили на 
нанопоточном хроматографе nanoElute (Bruker) с 
трэп-колонкой Trap Cartrige 5 мм (Thermo Fisher 
Scientific) и хроматографической колонкой Bruker 
Fifteen (C18 ReproSil AQ, 150 × 0,75 мм, 1,9 мкм, 
120A; Bruker) в градиенте вода/ацетонитрил в 
присутствии 0,1% муравьиной кислоты при тем-
пературе 50 ℃ со скоростью потока 500 нл/мин 
(фаза A – вода с 0,1% муравьиной кислотой, фаза 
В – ацетонитрил с 0,1% муравьиной кислотой. В 
качестве хроматографического детектора исполь-
зовали электроспрейный орбитрап-времяпролет-
ный масс-спектрометр высокого разрешения с 
ячейкой измерения ионной подвижности timsTOF 
Pro (Bruker Daltonics). Масс-спектрометр использо-
вали в PASEF-режиме положительной полярности 
(parallel accumulation serial fragmentation) дата-за-
висимой тандемной масс-спектрометрии (data-
dependent acquisition) со временем PASEF-цикла 
0,5 секунды. Молекулы с ионной подвижностью 
от 0,85 до 1,30 1/K0 аккумулировали в ячейке из-
мерения ионной подвижности (trapped ion mobility 
spectrometry, tims), после чего поочередно пере-
давали в квадруполь-времяпролетный масс-спек-
трометр, синхронизованный с ячейкой измерения 
ионной подвижности, где проходила фрагментация 
наиболее обильных ионов в режиме автоматиче-
ской тандемной масс-спектрометрии (MS/MS). Для 
фрагментации использовали ионы не менее чем с 
двумя зарядами в диапазоне m/z от 100 до 1 700.

Масс-спектрометрические данные обрабаты-
вали с использованием программного обеспече-
ния PEAKS Studio Xpro (Bioinformatics Solutions). 
Идентификацию и количественный анализ белков 
проводили по базе данных SwissProt (Uniprot), от-
фильтрованной по белкам человека. Для идентифи-
кации использовали спектры с качеством сборки de 
novo (de novo score) не менее 50%. Достоверными 
считали идентификации белков и пептидов с FDR 
< 1%, расчёт FDR проводили при помощи поиска 
по обратной базе данных (decoy). Затем из анализа 
были исключены белки, имеющие менее 2 уникаль-
ных пептидов. После получения информации о ко-

генов интереса на миллион прочтений (transcripts 
per million, TPM). Общее количество идентифици-
рованных генов составило 18310. Анализ биоин-
форматических категорий был проведен с исполь-
зованием баз данных Gene Ontology и Reactome, 
а также поискового инструмента DAVID (https://
david.ncifcrf.gov/tools.jsp).

Ультравысокоэффективная жидкостная хро-
матография, совмещенная с тандемной масс-спек-
трометрией (УФЭЖХ-МС/МС)

После 24-часовой инкубации с кальципротеи-
новыми частицами ЭК-КА и ЭК-ВГА лизировали 
RIPA-буфером (89901, Thermo Fisher Scientific) с 
коктейлем ингибиторов протеаз и фосфатаз (78444, 
Thermo Fisher Scientific) в соответствии с протоко-
лом производителя. Для очистки от компонентов 
RIPA-буфера проводили осаждение белка. Пробы 
инкубировали в течение часа при –20 °С в 4 объ-
ёмах ацетона (650501, Sigma-Aldrich), после чего 
центрифугировали при 13 000 × g в течение 15 
минут при 4 °C (Microfuge 20R, Beckman Coulter). 
Осадок ресуспендировали в 250 мкл ледяного аце-
тона и инкубировали в течение 15 минут при –20 
°С. Далее проводили повторное центрифугиро-
вание (13 000 × g в течение 15 минут при 4 °C) с 
последующим удалением надосадка. Для полного 
удаления ацетона пробирки сушили на воздухе в 
течение 5–10 минут. Осажденный белок ресуспен-
дировали в мочевине (8 моль/л, U5128, Sigma-
Aldrich), разведенной в бикарбонате аммония (50 
ммоль/л, 09830, Sigma-Aldrich), и инкубировали в 
течение 20 минут на льду, после чего образцы под-
вергали ультразвуковой обработке в ледяной ванне 
в течение 15 минут и инкубировали еще 10 минут 
на льду при периодическом перемешивании.

Для исследований образцы выравнивали по 
общему количеству белка. Измерение концен-
трации белка проводили набором QuDye Protein 
Quantification Kit (25102, Lumiprobe) на флюори-
метре Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific) соглас-
но протоколу производителя. Образцы белка (15 
мкг) инкубировали с дитиотреитолом (5 ммоль/л, 
D0632, Sigma-Aldrich) в течение 1 часа при 37 °C 
с последующей инкубацией в 2-йодацетамиде (15 
ммоль/л) в течение 30 минут при комнатной тем-
пературе без доступа света (I1149, Sigma-Aldrich). 
Далее образцы разводили в 7 объемах бикарбоната 
аммония (50 ммоль/л), добавляли 300 нг трипси-
на (соотношение трипсина к белку 1:50, VA9000, 
Promega) и инкубировали в течение 16 часов при 
37 °C. Затем пептиды замораживали при −80 °C 
на 1 час и обессоливали при помощи хроматогра-
фических наконечников (Tips-RPS-M.T2.200.96, 
Affinisep) в соответствии с инструкцией произво-
дителя, используя метанол (1880092500, Sigma-
Aldrich), ацетонитрил (1000291000, Sigma-Aldrich) 
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личестве спектров, по которым была осуществлена 
идентификация обнаруженных белков в разных об-
разцах (spectral count), проводили анализ получен-
ных данных. Статистический анализ и визуализа-
цию масс-спектрометрических данных проводили 
в программной среде R. В качестве метрики для 
анализа содержания белков в R была использована 
площади хроматографических пиков, по которым 
была осуществлена идентификация обнаруженных 
белков в различных образцах. Для обеспечения 
надлежащего качества данных были использованы 
исключительно белки, определенные не менее чем 
в 70% образцов. Отсутствующие данные (missing 
data) заполняли с использованием метода k-бли-
жайших соседей при помощи пакета “impute” (вер-
сия 1.78.0). После анализа совокупности белковых 
молекул, представленных в лизате контрольных и 
дисфункциональных ЭК, а также в лизате ЭК-КА 
и ЭК-ВГА, для анализа было выбрано 2 986 белков, 
экспрессированных не менее чем в 90% образцов. 
Анализ биоинформатических категорий был прове-
ден с использованием баз данных Gene Ontology и 
Reactome, а также поискового инструмента DAVID 
(https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp).

Результаты
Для определения характерного для провоспали-

тельной активации эндотелия молекулярного про-
филя в контрольных и дисфункциональных ЭК в 
первую очередь была установлена метрика уровня 
экспрессии при полнотранскриптомном секвениро-
вании – среднее значение количества транскриптов 
на миллион прочтений в контрольной группе 
(transcripts per million, TPM), а также порог услов-
ной значимости изменений генной экспрессии (в ≥ 
1,5 раза, то есть с кратностью изменения экспрес-
сии ≥ 1,5 или ≤ 0,67). В первую очередь нами был 
проведен анализ экспрессии генов 45 описанных 
в литературе маркеров эндотелиального феноти-
па. Все классические маркеры эндотелиального 
фенотипа (VWF, PECAM1, CDH5, MCAM, ENG) 
обладали высоким уровнем экспрессии (TPMCtrl > 
1 000); более того, почти все гены маркеров эндо-
телиального фенотипа имели достаточно высокий 
уровень экспрессии (TPMCtrl > 100), за исключе-
нием нескольких (EPHB2, ITGA3, TEK, ITGA2, 
ITGB5, NRP2, ANGPTL2, F11R, ANGPT2, табл. 1). 
Примечательно, что высокий уровень экспрессии 
(TPMCtrl > 150) имели даже транскрипционные 
факторы эндотелиальной дифференцировки (ERG 
и FLI1, табл. 1). Контрольные ЭК характеризова-
лись высокой (TPMCtrl ≥ 1000) экспрессией генов 
VWF (кодирующего фактор фон Виллебранда), 
PECAM1 (кодирующего CD31), ITGA5 (кодирую-
щего альфа-субъединицу 5 интегринов), CDH5 (ко-
дирующего VE-кадгерин), MCAM (кодирующего 
CD146) и ENG (кодирующего эндоглин, CD105). 

Таблица 1. Ранжирование экспрессии генов маркеров 
эндотелиального фенотипа (отражаемой средним значением 
количества транскриптов на миллион прочтений) в 
контрольных и дисфункциональных ЭК относительно 
друг друга при анализе данных полнотранскриптомного 
секвенирования
Table 1. Expression of the genes encoding the endothelial 
phenotype markers (measured as mean transcripts per million at 
RNA sequencing) in control and dysfunctional ECs. Transcripts 
per million ranking

Ген / Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в контрольной 
группе / Mean TPM 

in the intact ECs

Ген / 
Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в группе дисфункции 
эндотелия / Mean TPM 

in dysfunctional ECs
VWF 3 825,92 PECAM1 1 643,26

PECAM1 2 621,60 VWF 1 516,57
ITGA5 2 089,70 MCAM 1 401,50
CDH5 1 912,78 CAVIN1 1 156,86
MCAM 1 407,90 CDH5 1 137,63
ENG 1 258,98 ESM1 935,31

CAVIN1 874,44 ITGA5 645,41
ICAM2 763,28 ECE1 623,34
PROCR 577,98 ITGB1 500,75
ECE1 547,47 KDR 482,19

CAVIN2 540,88 PODXL 477,31
CAVIN3 524,32 EDF1 470,91
ESM1 495,80 GJA1 416,43
BSG 494,82 CLEC14A 400,85

ESAM 494,05 ITGAV 344,05
TIE1 475,24 BSG 328,62

PODXL 431,59 ICAM2 327,15
KDR 405,26 TIE1 319,75

CLEC14A 397,60 ENG 314,89
ITGB1 299,02 ICAM1 294,84
GJA1 267,57 PROCR 285,68
BMX 225,34 CAVIN2 248,47
ERG 212,18 ESAM 243,70
EDF1 185,37 CLDN5 190,01
FLI1 149,74 BMX 188,05

EPHB4 148,12 F11R 179,62
ITGAV 147,16 ITGA2 144,85
ICAM1 136,15 ERG 127,26
STAB1 135,63 CAVIN3 121,96
CLDN5 132,32 STAB1 109,56
ITGB3 123,39 EPHB4 90,51

NOTCH1 123,08 PTPRB 87,51
NOS3 114,90 TEK 86,09
TJP1 112,28 ANGPT2 79,66

PTPRB 111,96 NRP1 76,92
NRP1 108,38 TJP1 75,98

ANGPT2 97,83 ITGB3 72,18
F11R 91,23 FLI1 65,37

ANGPTL2 77,85 ITGA3 65,35
NRP2 75,24 ITGB5 65,23
ITGB5 74,12 NOTCH1 47,19
ITGA2 68,36 NRP2 46,89
TEK 61,99 ANGPTL2 36,74

ITGA3 60,56 NOS3 28,62

EPHB2 57,85 EPHB2 17,47

Примечание: Здесь и далее в табл. 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11, 12, 14, 
16, 17, 18: ЭК – эндотелиальные клетки. 
Note: Here and further in the table. 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11, 12, 14, 16, 
17, 18: ECs – endothelial cells.



86 Молекулярные маркеры дисфункции эндотелия

Таблица 2. Ранжирование генов маркеров эндотелиального 
фенотипа по кратности изменения их экспрессии 
(отражаемой средним значением количества транскриптов 
на миллион прочтений) в дисфункциональных ЭК в 
сравнении с контрольными ЭК при анализе данных 
полнотранскриптомного секвенирования
Table 2. Expression of the genes encoding the endothelial 
phenotype markers (measured as mean transcripts per million at 
RNA sequencing) in control and dysfunctional ECs. Fold change 
ranking

Ген / 
Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в контрольной 
группе / Mean TPM 

in the intact ECs

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в группе дисфункции 
эндотелия / Mean 

TPM in dysfunctional 
ECs

Кратность 
изменения 
экспрессии 

/ Fold 
change

EDF1 185,37 470,91 2,54
ITGAV 147,16 344,05 2,34

ICAM1 136,15 294,84 2,17

ITGA2 68,36 144,85 2,12

F11R 91,23 179,62 1,97

ESM1 495,80 935,31 1,89

ITGB1 299,02 500,75 1,67

GJA1 267,57 416,43 1,56

CLDN5 132,32 190,01 1,44

TEK 61,99 86,09 1,39

CAVIN1 874,44 1 156,86 1,32

KDR 405,26 482,19 1,19

ECE1 547,47 623,34 1,14

PODXL 431,59 477,31 1,11

ITGA3 60,56 65,35 1,08

CLEC14A 397,60 400,85 1,01

MCAM 1 407,90 1 401,50 1,00

ITGB5 74,12 65,23 0,88

BMX 225,34 188,05 0,83

ANGPT2 97,83 79,66 0,81

STAB1 135,63 109,56 0,81

PTPRB 111,96 87,51 0,78

NRP1 108,38 76,92 0,71

TJP1 112,28 75,98 0,68

TIE1 475,24 319,75 0,67

BSG 494,82 328,62 0,66

PECAM1 2 621,60 1 643,26 0,63

NRP2 75,24 46,89 0,62

EPHB4 148,12 90,51 0,61

ERG 212,18 127,26 0,60

CDH5 1 912,78 1 137,63 0,59

ITGB3 123,39 72,18 0,58

PROCR 577,98 285,68 0,49

ESAM 494,05 243,70 0,49

ANGPTL2 77,85 36,74 0,47

CAVIN2 540,88 248,47 0,46

FLI1 149,74 65,37 0,44

ICAM2 763,28 327,15 0,43

VWF 3 825,92 1 516,57 0,40

NOTCH1 123,08 47,19 0,38

ITGA5 2 089,70 645,41 0,31

EPHB2 57,85 17,47 0,30

ENG 1 258,98 314,89 0,25

NOS3 114,90 28,62 0,25

CAVIN3 524,32 121,96 0,23

В дисфункциональных ЭК аналогичные значения 
экспрессии наблюдались в генах PECAM1, VWF, 
MCAM, CAVIN1 (кодирующего белок кавеол ка-
вин-1) и CDH5 (табл. 1). Таким образом, провос-
палительная активация эндотелия сопровождалась 
изменением экспрессии маркеров эндотелиального 
фенотипа друг относительно друга, при этом осо-
бенно сильно снижались значения экспрессии ге-
нов, кодирующих белки межклеточных контактов 
– ITGA5 и CDH5 (табл. 1).

Расчет кратности изменения экспрессии при 
сравнительном анализе экспрессии генов марке-
ров эндотелиального фенотипа показал более чем 
2-кратное повышение экспрессии 8 из 45 генов, 
включая ген EDF1 (кодирующего одноименный 
эндотелий-специфичный коактиватор транскрип-
ции), ITGAV (кодирующего альфа-субъединицу V 
интегринов), ICAM1 (кодирующего одноименный 
рецептор ЭК для лейкоцитов), ITGA2 (кодирующе-
го альфа-субъединицу 2 интегринов) и более чем 
1,5-кратное повышение экспрессии генов F11R (ко-
дирующего одноименный белок плотных межкле-
точных контактов), ESM1 (кодирующего секретиру-
емый протеогликан эндокан), ITGB1 (кодирующего 
бета-субъединицу 1 интегринов) и GJA1 (кодирую-
щего одноименный белок щелевых межклеточных 
контактов) в дисфункциональных ЭК в сравнении 
с контрольными (табл. 2). Однако экспрессия генов 
большинства (21 из 45) маркеров эндотелиально-
го фенотипа снижалась (для генов CAVIN3, NOS3, 
ENG, EPHB2, ITGA5, NOTCH1, VWF, ICAM2, FLI1, 
CAVIN2, ANGPTL2, ESAM, PROCR – в 2 раза, для 
генов ITGB3, CDH5, ERG, EPHB4, NRP2, PECAM1, 
BSG и TIE1 – в 1,5 раза). Большинство из данных 
генов кодировали либо про-ангиогенные факторы 
(ANGPTL2) или их рецепторы (EPHB2, EPHB4, 
NRP2, NRP1, TIE1), либо молекулы клеточной ад-
гезии (ICAM2, ESAM, PECAM1) или белки меж-
клеточных контактов (ITGA5, ITGB3, CDH5), либо 
транскрипционные факторы (FLI1, ERG, табл. 2). 
Таким образом, провоспалительная активация эндо-
телия сопровождалась нарушениями классических 
функций эндотелия – ангиогенной (способностью 
формировать новые кровеносные сосуды) и барьер-
ной (способности формировать полупроницаемый 
барьер за счет плотных, адгезивных и щелевых 
контактов). Из иных характерных для дисфункцио-
нальных ЭК изменений следует отметить снижение 
экспрессии гена NOS3, кодирующего эндотелиаль-
ную синтазу монооксида азота (NO) (табл. 2).

Далее был проведен анализ экспрессии иных 
генов семейств, к которым относились маркеры эн-
дотелиального фенотипа (интегринов, клаудинов, 
молекул семейств JAM и ZO, кадгеринов, коннек-
синов, эфринов и их рецепторов, рецепторов се-
мейства Notch, ангиопоэтинов и ангиопоэтин-по-
добных белков). В значительной степени это были 
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белки межклеточных контактов и контактов ЭК с 
эндотелиальной базальной мембраной (интегрины) 
и субэндотелиальным внеклеточным матриксом 
(белки плотных контактов окклюдин, клаудины и 
молекулы семейств JAM и ZO, белки адгезивных 
контактов кадгерины) и белков щелевых контактов 
(коннексины), а также белки ангиогенных моле-
кул (эфрины и их рецепторы, рецепторы семейства 
Notch, ангиопоэтины, ангиопоэтин-подобные бел-
ки). Наибольшую кратность изменения экспрессии 
в дисфункциональных ЭК в сравнении с контроль-
ными имели гены CLDN23 (23,42), ITGA9 (19,10) и 
EFNA2 (9,71), однако в большей степени это было 
связано с чрезвычайно низкими значениями их ба-
зальной экспрессии (TPMCtrl < 0,1, табл. 3). Приме-
чательно, что гиперэкспрессией (кратностью изме-
нения экспрессии ≥ 1,50) в дисфункциональных ЭК 
характеризовались исключительно гены, кодиру-
ющие субъединицы интегринов (белков контактов 
клеток с матриксом – ITGA9, ITGB8, ITGAE, ITGA6, 
ITGAX, ITGA4), белки плотных контактов (CLDN23, 
CLDN1, CLDN7, CLDN12) и эфрины (EFNA2, 
EFNB1), в то время гипоэкспрессия (кратностью 
изменения экспрессии ≤ 0,67) в дисфункциональ-
ных ЭК наблюдалась в отношении широкого спек-
тра генов, включая гены окклюдина, кадгеринов, 
коннексинов, молекул семейства NOTCH, эфринов 
и их рецепторов (CDH2, EFNA5, EFNA4, EPHA2, 
CLDN15, EFNA1, EFNA3, CDH24, NOTCH3, GJA4, 
OCLN, ITGA11, CDH4, ANGPTL4, EPHB1, CLDN11, 
GJA5, табл. 3).

При синхронизации данных полнотранс-
криптомного секвенирования и хромато-масс-спек-
трометрического анализа было определено 2 986 
молекул, определяемых в 90% (21/24) исследован-
ных образцов. Поскольку основными сигнальны-
ми молекулами являются белки, для увеличения 
патофизиологической релевантности исследова-
ния (а также для сопоставимости результатов, по-
лученных указанными высокопроизводительными 
методами) в дальнейший биоинформатический 
анализ был включен именно данный перечень 
молекул. После определения молекулярных изме-
нений эндотелиального фенотипа, характерного 
для дисфункциональных ЭК, был проведен ана-
лиз разности рангов экспрессии различных белков 
между ЭК-КА и ЭК-ВГА. Подобный вид анализа 
позволяет устранить проблему несоответствия аб-
солютных значений площади хроматографических 
пиков при различных масс-спектрометрических за-
пусках, используя тот же принцип, что и критерии 
непараметрической статистики: наиболее экспрес-
сируемому белку присваивается наивысший ранг 
(1), а наименее экспрессируемому – наименьший 
(последний в списке определенных молекул, в дан-
ном случае 2 986 – по числу молекул, определен-
ных во всех исследованных образцах). Используя 

Таблица 3. Ранжирование белков, родственных 
эндотелиальным маркерам (с TPM > 1), по кратности 
изменения их экспрессии (отражаемой средним значением 
количества транскриптов на миллион прочтений) в 
дисфункциональных ЭК в сравнении с контрольными ЭК при 
анализе данных полнотранскриптомного секвенирования
Table 3. Expression of the genes encoding the endothelial 
phenotype-related markers (measured as mean transcripts per 
million at RNA sequencing) in control and dysfunctional ECs. 
Fold change ranking. Only the genes with mean transcripts per 
million value > 1 have been selected

Ген / 
Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в контрольной 
группе / Mean TPM 

in the intact ECs

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в группе дисфункции 
эндотелия / Mean 

TPM in dysfunctional 
ECs

Кратность 
изменения 
экспрессии 

/ Fold 
change

CLDN23 0,07 1,64 23,42
ITGA9 0,08 1,50 19,10

EFNA2 0,17 1,68 9,71

CLDN1 3,30 9,36 2,84

ITGB8 1,20 2,93 2,44

ITGAE 2,79 5,73 2,06

EFNB1 108,65 194,71 1,79

CLDN7 6,11 10,37 1,70

ITGA6 194,45 316,11 1,63

ITGAX 1,09 1,74 1,59

CLDN12 3,73 5,82 1,56

ITGA4 1,02 1,55 1,52

ITGB4 4,48 6,64 1,48

EFNB3 5,21 7,58 1,46

CDH11 15,40 20,72 1,35

JAM3 91,37 122,87 1,34

ITGA10 64,51 84,85 1,32

GJC1 5,46 6,94 1,27

CLDN14 3,89 4,85 1,24

CAVIN4 1,68 1,94 1,15

CDH13 57,46 49,73 0,87

NOTCH4 103,00 86,42 0,84

EPHA4 19,19 15,72 0,82

TJP2 83,78 64,75 0,77

ITGA1 1,78 1,28 0,72

EFNB2 135,01 95,95 0,71

NOTCH2 21,45 14,54 0,68

CDH2 58,65 37,68 0,64

EFNA5 11,93 7,64 0,64

EFNA4 52,28 32,08 0,61

EPHA2 352,80 198,73 0,56

CLDN15 11,98 5,65 0,47

EFNA1 275,97 128,69 0,47

EFNA3 6,99 3,21 0,46

CDH24 28,05 12,81 0,46

NOTCH3 2,20 0,73 0,33

GJA4 209,33 69,59 0,33

OCLN 4,54 1,34 0,29

ITGA11 2,58 0,50 0,19

CDH4 8,98 1,41 0,16

ANGPTL4 226,67 23,66 0,10

EPHB1 16,08 1,24 0,08

CLDN11 55,86 4,05 0,07

GJA5 541,39 31,57 0,06
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данную метрику (разность рангов экспрессии меж-
ду ЭК-КА и ЭК-ВГА), было выявлено, что в ЭК-
ВГА более экспрессированы транскрипционные 
факторы эндотелиального фенотипа (FLI1, ERG), а 
также ангиопоэтины (ANGPT2, ANGPTL2), их ре-
цепторы (PTPRB и TEK/TIE2) и рецепторы к VEGF 
(NRP1 и NRP2, табл. 4). В то же время ЭК-КА име-
ли повышенную экспрессию другого ангиогенного 
звена (эфриновых рецепторов EPHB2 и EPHB4), 
обеих субъединиц эндотелиального интегрина 
αvβ3 (ITGB3 и ITGAV), а также эндотелиальной 
NO-синтазы (NOS3, табл. 4). Следует отметить, 
что в ЭК-ВГА был гиперэкспрессирован ряд тех же 
маркеров эндотелиального фенотипа, что и в кон-
трольных ЭК (FLI1, ERG, ANGPTL2, NRP1, NRP2, 
PROCR, VWF, CAVIN2, табл. 3, табл. 4). Анало-
гичное наблюдение было справедливо и для ЭК-
КА (NOTCH1, TIE1, BSG, ESAM, ITGB3, EPHB2, 
EPHB4, NOS3, CAVIN3, табл. 3, табл. 4).

Далее в дисфункциональных и контрольных 
ЭК была проанализирована экспрессия генов ком-
понентов эндотелиальной базальной мембраны, 
являющейся субстратом для прикрепления ЭК в 
кровеносных сосудах. По аналогии с генами мар-
керов эндотелиального фенотипа, почти все гены 
компонентов эндотелиальной базальной мембраны 
характеризовались достаточно высокой базальной 
экспрессией (TPMCtrl > 100), за исключением ге-
нов NID2, AGRN, TGFBI, LAMA5, COL6A1, DST и 
DLG1. Наибольшей экспрессией и в контрольных, 
и в дисфункциональных ЭК обладали гены, коди-
рующие фибронектин (FN1), остеонектин (SPARC) 
и перлекан (HSPG2), однако в контрольных ЭК 
экспрессия генов FN1 и SPARC была значительно 
выше экспрессии гена HSPG2, в то время как в дис-
функциональных ЭК экспрессия всех трех данных 
генов была почти равной (табл. 5). Это позволило 
предположить изменение соотношения компонен-
тов эндотелиальной базальной мембраны при про-
воспалительной активации эндотелия.

Последующий анализ выявил снижение кратно-
сти изменения экспрессии ≥ 1,50 для целого ряда 
генов компонентов эндотелиальной базальной 
мембраны (NID1, DAG1, LOXL2, TGFBI, COL4A2, 
MMRN2, LAMB2) в дисфункциональных ЭК, в то 
время как аналогичное по уровню повышение экс-
прессии было зафиксировано исключительно для 
гена агрина (AGRN, табл. 6). При этом нидоген (ко-
дируемый геном NID1), перлекан (кодируемый ге-
ном HSPG2), коллаген IV типа (одна из основных 
субъединиц которого кодируется геном COL4A2) и 
ламинины (одна из субъединиц которого кодирует-
ся геном LAMB2) относятся к основным компонен-
там эндотелиальной базальной мембраны.

Отличительной особенностью ЭК-ВГА была 
повышенная экспрессия субъединиц ламинина 
(LAMA4, LAMB2, LAMC1), субъединицы коллаге-

Таблица 4. Ранжирование маркеров эндотелиального фенотипа 
по разности рангов их экспрессии между ЭК-КА и ЭК-ВГА при 
анализе данных высокоэффективной жидкостной хроматографии 
с тандемной масс-спектрометрией. Более высокий ранг 
отражает более высокую экспрессию. Отрицательная разность 
рангов экспрессии отражает повышенную экспрессию белка в 
ЭК-КА, положительная – в ЭК-ВГА
Table 4. Expression of endothelial phenotype markers in 
primary HCAEC and primary HITAEC. Ultra-high performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Higher rank 
indicates higher expression. Negative and positive values indicate 
an increased expression in HCAEC and HITAEC, respectively

Белок / 
Protein

Средний ранг 
среди белков в 
протеоме ЭК-
КА / Average 

rank in HCAEC

Средний ранг 
среди белков в 
протеоме ЭК-
ВГА / Average 

rank in HITAEC

Разность рангов 
экспрессии между 
ЭК-КА и ЭК-ВГА 
/ Expression rank 
difference between 

HCAEC and HITAEC
ITGB3 425 1 474 –1 049
EPHB2 1 832 2 528 –696
PODXL 646 1 097 –451
NOS3 2 027 2 401 –373

NOTCH1 2 307 2 634 –328
ECE1 444 749 –305

ITGAV 307 594 –287
CAVIN3 537 808 –271
EPHB4 1 606 1 823 –216

TIE1 2 195 2 401 –206
BSG 525 730 –205

ESAM 1 134 1 268 –135
KDR 1 822 1 897 –75

ITGA3 496 559 –64
ICAM2 333 375 –43

CLEC14A 1 747 1 772 –26
MCAM 180 185 –5
ITGB1 248 251 –3

PECAM1 162 164 –2
CAVIN1 74 52 21
CDH5 284 246 38
EDF1 1 445 1 400 45
ITGA5 305 246 60
ENG 393 314 79
BMX 1 280 1 191 89
TJP1 1 513 1 424 90

ITGA2 781 661 120
PROCR 522 385 138

F11R 844 705 139
NRP1 1 382 1 233 149
FLI1 2 856 2 688 168

ESM1 2 869 2 692 176
CAVIN2 339 135 204

VWF 439 234 205
TEK 2 442 2 217 225

ICAM1 1 152 920 232
CLDN5 2 189 1919 270
GJA1 1 176 901 275
ERG 1 485 1 182 303

ITGB5 2 534 2 012 522
NRP2 2 257 1 580 677

ANGPTL2 2 976 2 254 722
STAB1 1 958 1 214 744

ANGPT2 2 896 2 143 753
PTPRB 2 023 1 198 825

Примечание: Здесь и далее в табл. 7, 10, 13, 15: ЭК-ВГА 
– эндотелиальные клетки коронарной артерии; ЭК-КА – 
эндотелиальные клетки внутренней грудной артерии. 
Note: Here and further in Tables 7, 10, 13, 15: HCAEC – human 
coronary artery endothelial cells; HITAEC – human internal 
thoracic artery endothelial cells. 
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Таблица 5. Ранжирование экспрессии генов компонентов 
эндотелиальной базальной мембраны (отражаемой средним 
значением количества транскриптов на миллион прочтений) 
в контрольных и дисфункциональных ЭК относительно 
друг друга при анализе данных полнотранскриптомного 
секвенирования
Table 5. Expression of the genes encoding the endothelial 
basement membrane components (measured as mean transcripts 
per million at RNA sequencing) in control and dysfunctional 
ECs. Transcripts per million ranking

Ген / 
Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в контрольной 
группе / Mean TPM 

in the intact ECs

Ген / 
Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в группе дисфункции 
эндотелия / Mean TPM 

in dysfunctional ECs

FN1 5 013,95 SPARC 1 291,26
SPARC 4 883,13 HSPG2 1 269,24
HSPG2 1 748,95 FN1 1 258,94

COL4A1 715,46 COL4A1 648,81
COL4A2 688,10 ANXA2 607,24
ANXA2 651,32 PXDN 513,75
LOXL2 639,50 LAMC1 442,74
NID1 483,41 LAMA4 368,98
PXDN 444,38 COL4A2 348,76

LAMC1 436,95 COL18A1 279,45
LAMA4 332,88 LOXL2 249,02
MMRN2 319,16 LAMB1 247,17
LAMB2 289,59 CD151 228,35

COL18A1 277,26 MMRN2 173,41
CD151 257,49 LAMB2 160,96
LAMB1 222,56 NID1 154,63
DAG1 128,15 NID2 120,51

COL5A1 108,96 AGRN 119,86
NID2 74,45 COL5A1 111,72
AGRN 49,23 DAG1 41,74
TGFBI 38,85 DST 29,67
LAMA5 32,24 COL6A1 28,64
COL6A1 27,48 LAMA5 26,07

DST 20,00 TGFBI 19,14
DLG1 10,84 DLG1 14,98

Таблица 6. Ранжирование генов компонентов 
эндотелиальной базальной мембраны по кратности 
изменения их экспрессии (отражаемой средним значением 
количества транскриптов на миллион прочтений) в 
дисфункциональных ЭК в сравнении с контрольными ЭК при 
анализе данных полнотранскриптомного секвенирования
Table 6. Expression of the genes encoding the endothelial 
basement membrane components (measured as mean transcripts 
per million at RNA sequencing) in control and dysfunctional 
ECs. Fold change ranking

Ген / 
Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в контрольной 
группе / Mean TPM 

in the intact ECs

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в группе дисфункции 
эндотелия / Mean TPM 

in dysfunctional ECs

Кратность 
изменения 
экспрессии 

/ Fold 
change

AGRN 49,23 119,86 2,43

NID2 74,45 120,51 1,62

DST 20,00 29,67 1,48

DLG1 10,84 14,98 1,38

PXDN 444,38 513,75 1,16

LAMB1 222,56 247,17 1,11

LAMA4 332,88 368,98 1,11

COL6A1 27,48 28,64 1,04

COL5A1 108,96 111,72 1,03

LAMC1 436,95 442,74 1,01

COL18A1 277,26 279,45 1,01

ANXA2 651,32 607,24 0,93

COL4A1 715,46 648,81 0,91

CD151 257,49 228,35 0,89

LAMA5 32,24 26,07 0,81

HSPG2 1 748,95 1 269,24 0,73

LAMB2 289,59 160,96 0,56

MMRN2 319,16 173,41 0,54

COL4A2 688,10 348,76 0,51

TGFBI 38,85 19,14 0,49

LOXL2 639,50 249,02 0,39

DAG1 128,15 41,74 0,33

NID1 483,41 154,63 0,32

на IV типа (COL4A2) и агрина (AGRN), в то время 
как ЭК-КА экспрессировали существенно больше 
фибронектина (FN1), нидогена-1 (NID1) и гомолога 
лизилоксидазы (LOXL2, табл. 7). При этом профиль 
белков, гиперэкспрессированных в ЭК-ВГА, частич-
но пересекался с профилем белков, гиперэкспрес-
сированных в контрольных ЭК (табл. 6, табл. 7). К 
таким белкам относились одна из упомянутых субъ-
единиц ламинина (LAMB2), субъединица коллагена 
IV типа (COL4A2) и мультимерин-2 (табл. 6, табл. 7).

Наибольшей базальной экспрессией (TPMCtrl 
> 1 000) из прочих генов субэндотелиального вне-
клеточного матрикса в контрольных ЭК обладали 
гены SERPINE1 (кодирующий ингибитор актива-
тора плазминогена), THBS1 (кодирующий тром-
боспондин), EFEMP1 (кодирующий EGF-содержа-
щий фибулиноподобный белок внеклеточного ма-
трикса), LGALS1 (кодирующий галектин-1), VWF 
(кодирующий фактор фон Виллебранда), IGFBP7 

(кодирующий один из белков, связываюшихся с 
инсулиноподобным фактором роста), CALR (ко-
дирующий плейотропный белок кальретикулин), 
PSAP (кодирующий участвующий в расщеплении 
липидов белок просапозин), S100A6 (кодирующий 
кальций-связывающий белок кальциклин), BGN 
(кодирующий бигликан) и TGM2 (кодирующий 
трансглутаминазу 2). Профиль экспрессии прочих 
генов субэндотелиального внеклеточного матрик-
са в дисфункциональных ЭК отличался высокой 
относительной экспрессией гена S100A6, а также 
низкой относительной экспрессией гена EFEMP1 и 
гена BGN (кодирующего бигликан, табл. 8).

По аналогии с генами эндотелиальной базальной 
мембраны в дисфункциональных ЭК наблюдалось 
скорее снижение (31 ген с кратностью изменения 
≤ 0,67, из них 23 гена с кратностью изменения экс-
прессии ≤ 0,50), чем повышение (15 генов с кратно-
стью изменения ≥ 1,50, из них 3 гена с кратностью 
изменения ≥ 2,00) экспрессии прочих генов субэн-
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Таблица 7. Ранжирование компонентов эндотелиальной 
базальной мембраны по разности рангов их экспрессии 
между ЭК-КА и ЭК-ВГА при анализе данных 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемной 
масс-спектрометрией. Более высокий ранг отражает более 
высокую экспрессию. Отрицательная разность рангов 
экспрессии отражает повышенную экспрессию белка в ЭК-
КА, положительная – в ЭК-ВГА
Table 7. Expression of endothelial basement membrane 
components in primary HCAEC and primary HITAEC. Ultra-high 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. 
Higher rank indicates higher expression. Negative and positive 
values indicate an increased expression in HCAEC and HITAEC, 
respectively

Таблица 8. Ранжирование экспрессии генов прочих 
компонентов субэндотелиального внеклеточного матрикса 
(отражаемой средним значением количества транскриптов на 
миллион прочтений) в контрольных и дисфункциональных 
ЭК относительно друг друга при анализе данных 
полнотранскриптомного секвенирования
Table 8. Expression of the genes encoding the subendothelial 
extracellular matrix components (measured as mean transcripts 
per million at RNA sequencing) in control and dysfunctional ECs. 
Transcripts per million ranking

Ген / 
Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений в 
контрольной группе 

/ Mean TPM in the 
intact ECs

Ген / 
Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в группе дисфункции 
эндотелия / Mean TPM 

in dysfunctional ECs
SERPINE1 27 530,03 SERPINE1 10 393,65

THBS1 6 146,34 LGALS1 3 117,14
EFEMP1 5 306,86 S100A6 3 116,83
LGALS1 4 045,59 THBS1 2 862,75

VWF 3 825,92 PSAP 1 520,08

IGFBP7 2 536,69 VWF 1 516,57
CALR 1 967,45 CALR 1 417,68
PSAP 1 863,40 IGFBP7 1 052,57

S100A6 1 702,76 S100A10 1 006,78
BGN 1 654,80 EFEMP1 961,81

TGM2 1 452,67 ESM1 935,31
MMP2 827,57 ANXA5 591,80
CLU 738,12 MMP2 586,12
SRPX 686,46 CTSB 516,22

S100A10 597,36 HSP90AA1 497,49
MMRN1 594,30 SRPX 451,31

CTSB 590,54 GDF15 412,39
PKM 571,96 CLEC14A 400,85

SPOCK1 570,55 PDGFB 359,44
PLOD1 502,09 LTBP2 343,17
ESM1 495,80 MMRN1 328,41

SERPINH1 436,52 HDGF 304,29
PDGFB 413,62 ICAM1 294,84
LTBP2 411,12 PKM 294,59

CLEC14A 397,60 ANXA1 271,11
GDF15 378,29 SPOCK1 265,15
ANXA5 363,69 TGM2 264,31
HDGF 315,39 PLOD1 259,83

HSP90B1 294,98 HSP90B1 237,47
CTSD 291,14 TIMP2 214,80

TINAGL1 286,58 LOX 196,83
HSP90AA1 264,05 BGN 188,73

HTRA1 244,46 ANXA6 165,19
SRPX2 240,13 HTRA1 163,67
TIMP2 215,84 TGFB1 147,15
LOX 190,90 SERPINH1 138,84

PLOD3 181,41 PLOD2 128,87
MGP 177,05 COL5A2 118,34
CSTB 173,23 CTSD 111,13

ANXA1 161,29 ANXA7 107,25
COL8A1 149,09 CSTB 103,19

P3H1 143,86 POSTN 103,05
ANXA6 137,75 TINAGL1 101,82
ICAM1 136,15 COL8A1 100,80
A2M 125,97 LMAN1 91,40

NOTCH1 123,08 SRPX2 89,97
CTSZ 108,09 CLU 85,88

ANXA11 101,87 ANGPT2 79,66
SERPINB9 98,59 HNRNPM 76,83
ANGPT2 97,83 TGFB1I1 70,73
TGFB1I1 93,92 MGP 64,67
TGFB1 91,48 PLOD3 61,94
ANXA7 90,72 LGALS3 58,90

COL5A2 88,70 P3H1 58,80
ANGPTL2 77,85 SERPINB9 50,01

PLOD2 68,00 CDH13 49,73
CDH13 57,46 NOTCH1 47,19
LMAN1 54,95 CTSZ 43,70
POSTN 53,75 SERPINB1 41,67

HNRNPM 40,46 ANXA11 41,58
LGALS3 39,62 CTSL 37,33

SERPINB8 28,56 ANGPTL2 36,74
CRELD1 27,92 ANXA4 36,02

CTSL 24,83 A2M 31,80
CTSC 24,42 SERPINB8 31,79

ADAMTS4 22,91 PLSCR1 26,55
PLSCR1 19,71 ADAMTS4 12,18

SERPINB1 19,59 CTSC 9,35
ANXA4 14,02 CRELD1 6,48

Белок / 
Protein

Средний ранг 
среди белков 
в протеоме 

ЭК-КА / 
Average rank 

in HCAEC

Средний ранг 
среди белков 
в протеоме 
ЭК-ВГА / 

Average rank 
in HITAEC

Разность рангов 
экспрессии между 
ЭК-КА и ЭК-ВГА 
/ Expression rank 
difference between 

HCAEC and HITAEC
COL5A1 1 685 2 378 –693

FN1 410 814 –405
TGFBI 2 368 2 746 –377
NID1 1 310 1 637 –328

LOXL2 2 160 2 436 –277
DST 856 1 120 –264

LAMA5 2 591 2 765 –174
CD151 1 522 1 664 –142
SPARC 505 572 –67
DLG1 2 801 2 864 –64

HSPG2 435 475 –41
ANXA2 5 5 –1
DAG1 1 897 1 897 1

COL6A1 2 720 2 662 58
LAMB1 970 889 81
COL4A1 1 365 1 284 81
COL4A2 1 381 1 225 156
COL18A1 1 250 1 063 187
MMRN2 1 202 970 232
PXDN 1 236 991 245

LAMA4 1 579 1 168 411
AGRN 2 770 2 300 470

LAMB2 1 416 865 551
LAMC1 1 170 540 631
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При сравнении ЭК-КА и ЭК-ВГА было выяв-
лено, что ЭК-КА характеризовались повышенной 
экспрессией белка периостина (POSTN), ген кото-
рого был гиперэкспрессирован в дисфункциональ-
ных ЭК, в то время как большая часть гиперэкс-
прессированных в ЭК-ВГА белков (кластерин, биг-
ликан, ангиопоэтиноподобный белок ANGPTL2, 
протромботические белки мультимерин-1 и фактор 
фон Виллебранда, матриксный Gla-белок, протеа-
зы катепсин С и ADAMTS4) была гиперэкспресси-
рована в контрольных ЭК (табл. 9, табл. 10). Ана-
логичное утверждение было частично справедли-
во и для ЭК-КА, в которых (как и в контрольных 
ЭК) были гиперэкспрессированы белки COL8A1, 
HTRA1, IGFBP7, NOTCH1, CRELD1, TGFB1l1, 
TINAGL1 и SEPX (табл. 9, табл. 10). В то же вре-
мя важность большинства этих белков (за исклю-

дотелиального внеклеточного матрикса (табл. 9). 
Среди генов с повышенной экспрессией в дисфунк-
циональных ЭК выделялись ген POSTN (кодирую-
щий белок периостин, являющийся лигандом для 
эндотелиального интегрина αv/β3) и те, что кодиро-
вали кальций-связывающие белки (ANXA1, ANXA4, 
ANXA5, S100A6, S100A10), среди генов со снижен-
ной экспрессией — BGN (кодирующий гликозами-
ногликан бигликан), CLU (кодирующий внеклеточ-
ный молекулярный шаперон кластерин), EFEMP1 
и гены различных протеаз (ADAMTS4, CTSZ, CTSC, 
CTSD), а также их ингибиторов (CSTB, SERPINB9, 
SERPINE1, SERPINH1, табл. 9). Интересно, что 
повышение экспрессии гена POSTN в дисфункци-
ональных ЭК (табл. 9) сочеталось с повышением 
экспрессии гена ITGAV и со снижением экспрессии 
гена ITGB3 (табл. 2).

Таблица 9. Ранжирование генов прочих компонентов субэндотелиального внеклеточного матрикса по кратности изменения 
их экспрессии (отражаемой средним значением количества транскриптов на миллион прочтений) в дисфункциональных ЭК в 
сравнении с контрольными ЭК при анализе данных полнотранскриптомного секвенирования
Table 9. Expression of the genes encoding the subendothelial extracellular matrix components (measured as mean transcripts per million 
at RNA sequencing) in control and dysfunctional ECs. Fold change ranking

Ген / Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в контрольной 
группе / Mean TPM 

in the intact ECs

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в группе дисфункции 
эндотелия / Mean TPM 

in dysfunctional ECs

Кратность 
изменения 
экспрессии 

/ Fold 
change

ANXA4 14,02 36,02 2,57
ICAM1 136,15 294,84 2,17

SERPINB1 19,59 41,67 2,13
POSTN 53,75 103,05 1,92

HNRNPM 40,46 76,83 1,90
PLOD2 68,00 128,87 1,90
ESM1 495,80 935,31 1,89

HSP90AA1 264,05 497,49 1,88
S100A6 1 702,76 3 116,83 1,83
S100A10 597,36 1 006,78 1,69
ANXA1 161,29 271,11 1,68
LMAN1 54,95 91,40 1,66
ANXA5 363,69 591,80 1,63
TGFB1 91,48 147,15 1,61
CTSL 24,83 37,33 1,50

LGALS3 39,62 58,90 1,49
PLSCR1 19,71 26,55 1,35
COL5A2 88,70 118,34 1,33
ANXA6 137,75 165,19 1,20
ANXA7 90,72 107,25 1,18

SERPINB8 28,56 31,79 1,11
GDF15 378,29 412,39 1,09

LOX 190,90 196,83 1,03
CLEC14A 397,60 400,85 1,01

TIMP2 215,84 214,80 1,00
HDGF 315,39 304,29 0,96
CTSB 590,54 516,22 0,87

PDGFB 413,62 359,44 0,87
CDH13 57,46 49,73 0,87
LTBP2 411,12 343,17 0,83
PSAP 1 863,40 1 520,08 0,82

ANGPT2 97,83 79,66 0,81

HSP90B1 294,98 237,47 0,81
LGALS1 4 045,59 3 117,14 0,77
TGFB1I1 93,92 70,73 0,75

CALR 1 967,45 1 417,68 0,72
MMP2 827,57 586,12 0,71

COL8A1 149,09 100,80 0,68
HTRA1 244,46 163,67 0,67
SRPX 686,46 451,31 0,66
CSTB 173,23 103,19 0,60

MMRN1 594,30 328,41 0,55
ADAMTS4 22,91 12,18 0,53

PLOD1 502,09 259,83 0,52
PKM 571,96 294,59 0,52

SERPINB9 98,59 50,01 0,51
ANGPTL2 77,85 36,74 0,47

THBS1 6 146,34 2 862,75 0,47
SPOCK1 570,55 265,15 0,46
IGFBP7 2 536,69 1 052,57 0,41

P3H1 143,86 58,80 0,41
ANXA11 101,87 41,58 0,41

CTSZ 108,09 43,70 0,40
VWF 3 825,92 1 516,57 0,40

NOTCH1 123,08 47,19 0,38
CTSC 24,42 9,35 0,38
CTSD 291,14 111,13 0,38

SERPINE1 27 530,03 10 393,65 0,38
SRPX2 240,13 89,97 0,37
MGP 177,05 64,67 0,37

TINAGL1 286,58 101,82 0,36
PLOD3 181,41 61,94 0,34

SERPINH1 436,52 138,84 0,32
A2M 125,97 31,80 0,25

CRELD1 27,92 6,48 0,23
TGM2 1 452,67 264,31 0,18

EFEMP1 5 306,86 961,81 0,18
CLU 738,12 85,88 0,12

BGN 1 654,80 188,73 0,11
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чением NOTCH1) для физиологии эндотелия была 
несколько ниже, чем у вышеупомянутых молекул, 
гиперэкспрессированных в ЭК-ВГА.

Учитывая снижение экспрессии гена NOS3 в 
контрольных ЭК и повышение их экспрессии в 
ЭК-КА, далее был выполнен расширенный анализ 
генов сигнального пути метаболизма монооксида 
азота (NO). Тем не менее, существенного снижения 
экспрессии других генов данного сигнального пути 
обнаружено не было; напротив, для генов NMT2, 
LYPLA1, HSP90AA1, WASL и CAV1 было выявлено 
повышение кратности изменения экспрессии ≥ 1,50 
(табл. 11).

Поскольку одной из основных функций ЭК яв-
ляется формирование новых кровеносных сосудов 
из уже имеющихся (ангиогенез), далее был прове-

ден анализ дифференциальной экспрессии генов 
сигнальных путей данного процесса в контроль-
ных и дисфункциональных ЭК. По аналогии с экс-
прессией генов субэндотелиального внеклеточного 
матрикса, в дисфункциональных ЭК наблюдалось 
преобладание гипоэкспрессии ангиогенных генов 
(27 генов с кратностью изменения экспрессии ≤ 
0,67, из них 13 генов с кратностью изменения экс-
прессии ≤ 0,50) над гиперэкспрессией (16 генов с 
кратностью изменения экспрессии ≥ 1,50, из них 
4 гена с кратностью изменения экспрессии ≥ 2,00, 
табл. 12). Следует отметить, что сам по себе про-
филь генов, кодирующих ангиогенные молекулы, 
значительно пересекался с профилем генов ком-
понентов эндотелиальной базальной мембраны и 
субэндотелиального внеклеточного матрикса.

Таблица 10. Ранжирование прочих компонентов субэндотелиального внеклеточного матрикса по разности рангов их 
экспрессии между ЭК-КА и ЭК-ВГА при анализе данных высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемной 
масс-спектрометрией. Более высокий ранг отражает более высокую экспрессию. Отрицательная разность рангов экспрессии 
отражает повышенную экспрессию белка в ЭК-КА, положительная – в ЭК-ВГА
Table 10. Expression of subendothelial extracellular matrix components in primary HCAEC and primary HITAEC. Ultra-high 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Higher rank indicates higher expression. Negative and positive values 
indicate an increased expression in HCAEC and HITAEC, respectively

Белок / 
Protein

Средний ранг 
среди белков в 

протеоме ЭК-КА 
/ Average rank in 

HCAEC

Средний ранг 
среди белков в 

протеоме ЭК-ВГА 
/ Average rank in 

HITAEC

Разность рангов 
экспрессии между 
ЭК-КА и ЭК-ВГА 
/ Expression rank 
difference between 

HCAEC and HITAEC

POSTN 903 2 305 –1 402
COL8A1 1 203 2 150 –947
MMP2 1 890 2 766 –876

COL5A2 2 030 2 819 –790
HTRA1 889 1 501 –611
IGFBP7 809 1 381 –572
SPOCK1 2 066 2 588 –521

LOX 2 430 2 805 –375
NOTCH1 2 307 2 634 –328
CRELD1 2 370 2 698 –328
TGFB1I1 579 903 –324

LTBP2 674 996 –323
TINAGL1 2 078 2 368 –291

SRPX 1 822 2 108 –285
CTSL 1 347 1 575 –228

TGFB1 2 665 2 802 –137
ANXA6 257 388 –132

P3H1 944 1 057 –113
PSAP 235 342 –107

PLOD2 139 225 –86
ANXA11 578 664 –86
LMAN1 937 996 –58
CTSD 251 308 –57
GDF15 661 713 –52
THBS1 188 225 –38

SERPINH1 97 133 –35
HNRNPM 140 169 –29
EFEMP1 1 040 1 068 –28
CLEC14A 1 747 1 772 –26

CTSZ 995 1 017 –23

HSP90AA1 78 92 –14
S100A6 96 107 –11

SRPX2 2 915 2 922 –8
PKM 37 40 –3
CALR 63 65 –3

ANXA5 37 39 –2
S100A10 48 49 –1
LGALS1 6 5 1

SERPINB8 1 902 1 898 3
ANXA1 38 33 5

HSP90B1 68 62 6
TGM2 86 76 10

SERPINE1 252 218 34
CTSB 147 111 36

LGALS3 563 505 58
PLOD1 831 771 60
ANXA7 832 742 90

SERPINB9 559 460 99
CSTB 948 829 119
HDGF 753 629 124
TIMP2 2 125 1 994 131
A2M 2 189 2 025 164
ESM1 2 869 2 692 176
VWF 439 234 205

ANXA4 836 617 220
ADAMTS4 2 175 1 954 221

ICAM1 1 152 920 232
PLSCR1 2 821 2 576 245

SERPINB1 704 371 333
BGN 2 333 1 937 396

PLOD3 1 621 1 112 509
CTSC 1 714 1 202 512

PDGFB 2 542 2 018 524
CDH13 1 561 941 620
MGP 2 509 1 883 626

MMRN1 1 021 390 631
ANGPTL2 2 976 2 254 722
ANGPT2 2 896 2 143 753

CLU 2 025 1 087 938
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Таблица 12. Ранжирование генов сигнальных путей ангиогенеза по кратности изменения их экспрессии (отражаемой средним 
значением количества транскриптов на миллион прочтений) в дисфункциональных ЭК в сравнении с контрольными ЭК при 
анализе данных полнотранскриптомного секвенирования
Table 12. Expression of the genes encoding the angiogenic proteins (measured as mean transcripts per million at RNA sequencing) in 
control and dysfunctional ECs. Fold change ranking

Ген / Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в контрольной 
группе / Mean TPM 

in the intact ECs

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в группе дисфункции 
эндотелия / Mean TPM 

in dysfunctional ECs

Кратность 
изменения 
экспрессии 

/ Fold 
change

ITGAV 147,16 344,05 2,34
VPS4B 24,94 55,38 2,22

HTATIP2 28,62 63,04 2,20
NAA15 9,99 20,49 2,05

MYDGF 87,84 174,11 1,98
PDCD10 21,92 41,51 1,89

ESM1 495,80 935,31 1,89
CLIC4 493,13 929,90 1,89
AIMP1 8,31 14,89 1,79
CALD1 159,73 269,58 1,69
ITGB1 299,02 500,75 1,67
CAV1 845,47 1 368,38 1,62
NCL 104,99 165,13 1,57

YWHAZ 187,65 290,31 1,55
NRCAM 96,92 147,58 1,52
CEMIP2 28,63 43,51 1,52
ERAP1 50,85 75,92 1,49
PDCD6 11,85 16,91 1,43

TEK 61,99 86,09 1,39
ADGRG1 23,17 32,03 1,38
RNF213 29,49 39,19 1,33
UBP1 31,47 41,56 1,32

CALCRL 83,60 109,61 1,31
KDR 405,26 482,19 1,19

PXDN 444,38 513,75 1,16
HMOX1 400,87 457,99 1,14
WASF2 286,59 315,99 1,10

COL18A1 277,26 279,45 1,01
CD93 700,67 699,60 1,00

MCAM 1 407,90 1 401,50 1,00
MAPK14 25,60 24,58 0,96
RASIP1 81,22 76,95 0,95
ANXA2 651,32 607,24 0,93

FMNL3 77,48 71,61 0,92
PDGFB 413,62 359,44 0,87
PRKD2 51,03 43,49 0,85

ANGPT2 97,83 79,66 0,81
PRKCA 17,90 14,21 0,79
PTPRB 111,96 87,51 0,78

ATP5F1B 712,04 548,40 0,77
HSPG2 1 748,95 1 269,24 0,73
NRP1 108,38 76,92 0,71
MMP2 827,57 586,12 0,71
PTK2 61,71 42,60 0,69

COL8A1 149,09 100,80 0,68
TIE1 475,24 319,75 0,67
BSG 494,82 328,62 0,66

SHC1 441,97 280,82 0,64
PLXND1 517,24 325,03 0,63

NRP2 75,24 46,89 0,62
EPHB4 148,12 90,51 0,61
RHOB 2 101,65 1 277,13 0,61

ADAM15 264,52 160,45 0,61
RHOJ 389,49 235,06 0,60

MMP14 1 310,55 767,52 0,59
POFUT1 61,04 35,58 0,58
EPHA2 352,80 198,73 0,56
MMRN2 319,16 173,41 0,54
COL4A2 688,10 348,76 0,51
TGFBI 38,85 19,14 0,49
MYH9 1 483,90 701,67 0,47
FLNA 1 697,47 798,10 0,47

ACTG1 7 950,97 3 704,07 0,47
ANPEP 354,13 158,81 0,45
IGFBP7 2 536,69 1 052,57 0,41
NOTCH1 123,08 47,19 0,38

SERPINE1 27 530,03 10 393,65 0,38
SRPX2 240,13 89,97 0,37
ITGA5 2 089,70 645,41 0,31
EPHB2 57,85 17,47 0,30

FN1 5 013,95 1 258,94 0,25
NOS3 114,90 28,62 0,25

Таблица 11. Ранжирование генов сигнального пути метаболизма монооксида азота (NO) по кратности изменения их экспрессии 
(отражаемой средним значением количества транскриптов на миллион прочтений) в дисфункциональных ЭК в сравнении с 
контрольными ЭК при анализе данных полнотранскриптомного секвенирования
Table 11. Expression of the genes encoding the nitric oxide metabolism proteins (measured as mean transcripts per million at RNA 
sequencing) in control and dysfunctional ECs. Fold change ranking

Ген / Gene
Среднее значение количества транскриптов на 

миллион прочтений в контрольной группе / Mean 
TPM in the intact ECs

Среднее значение количества транскриптов 
на миллион прочтений в группе дисфункции 
эндотелия / Mean TPM in dysfunctional ECs

Кратность изменения 
экспрессии / Fold 

change
NMT2 19,60 40,29 2,06

LYPLA1 47,48 94,15 1,98
HSP90AA1 264,05 497,49 1,88

WASL 18,19 34,00 1,87
CAV1 845,47 1 368,38 1,62

CALM1 280,61 375,79 1,34
CYB5B 22,96 28,36 1,23
AKT1 50,13 51,45 1,03
NOSIP 34,51 25,31 0,73
DDAH1 119,05 82,02 0,69

SPR 74,55 49,25 0,66
DNM2 45,78 27,57 0,60
NMT1 78,42 43,72 0,56
NOS3 114,90 28,62 0,25
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ложить патологический фенотип ЭК-КА в срав-
нении с ЭК-ВГА.

В отличие от провоспалительной активации 
эндотелия, неизменно сопровождающей его дис-
функцию, молекулярных признаков протромботи-
ческой активации (преобладания гиперэкспрессии 
генов сигнальных путей агрегации тромбоцитов, 
активации тромбоцитов и свертывания крови над 
их гипоэкспрессией) в дисфункциональных ЭК 
в сравнении с контрольными отмечено не было 
(табл. 14). Кратность изменения экспрессии ≥ 1,50 
наблюдалась лишь для 9 генов из данной биоин-
форматической категории (из них кратность изме-
нения экспрессии ≥ 2,00 имели 7 генов), в то время 

10 из 17 генов сигнальных путей ангиогенеза, 
гиперэкспрессированных в ЭК-КА, были гипо-
экспрессированы при дисфункции эндотелия, в 
то время как для ЭК-ВГА такой закономерности 
не наблюдалось (табл. 13). Наиболее важными из 
данных молекул были матриксная металлопро-
теиназа MMP2, мембранная металлопротеиназа 
BSG, рецептор к ангиопоэтину TIE1, рецепторы 
к эфрину EPHB2 и EPHB4, фибронектин (FN1), 
рецептор эндотелиальной дифференцировки 
NOTCH1 и эндотелиальная NO-синтаза (NOS3, 
табл. 13). В сочетании с важностью ангиогене-
за для развития воспаления и склонностью КА к 
развитию атеросклероза это позволило предпо-

Таблица 13. Ранжирование компонентов сигнальных путей ангиогенеза по разности рангов их экспрессии между ЭК-КА и ЭК-
ВГА при анализе данных высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрией. Более высокий 
ранг отражает более высокую экспрессию. Отрицательная разность рангов экспрессии отражает повышенную экспрессию 
белка в ЭК-КА, положительная – в ЭК-ВГА
Table 13. Expression of angiogenic proteins in primary HCAEC and primary HITAEC. Ultra-high performance liquid chromatography-
tandem mass spectrometry. Higher rank indicates higher expression. Negative and positive values indicate an increased expression in 
HCAEC and HITAEC, respectively

Белок / 
Protein

Средний ранг 
среди белков в 

протеоме ЭК-КА 
/ Average rank in 

HCAEC

Средний ранг 
среди белков в 
протеоме ЭК-
ВГА / Average 

rank in HITAEC

Разность рангов 
экспрессии между 
ЭК-КА и ЭК-ВГА 
/ Expression rank 
difference between 

HCAEC and HITAEC

NRCAM 897 2 128 –1 231
COL8A1 1 203 2 150 –947
MMP2 1 890 2 766 –876
EPHB2 1 832 2 528 –696
SHC1 1 967 2 599 –632

IGFBP7 809 1 381 –572
FN1 410 814 –405

TGFBI 2 368 2 746 –377
NOS3 2 027 2 401 –373

NOTCH1 2 307 2 634 –328
ITGAV 307 594 –287

HTATIP2 2 315 2 577 –262
PDCD6 552 777 –225
EPHB4 1 606 1 823 –216

TIE1 2 195 2 401 –206
BSG 525 730 –205

MAPK14 1 606 1 810 –203
CEMIP2 2 691 2 888 –197

CD93 1 915 2 099 –183
ADGRG1 2 780 2 923 –144
MYDGF 479 620 –141

RHOJ 2 077 2 177 –100
EPHA2 783 864 –81
KDR 1 822 1 897 –75

HMOX1 450 521 –71
WASF2 1 878 1 922 –44
HSPG2 435 475 –41

PDCD10 2 321 2 355 –35
CALD1 234 268 –34
PRKCA 2 037 2 067 –30
RNF213 2 396 2 423 –27
CLIC4 179 198 –19

ATP5F1B 37 47 –9

YWHAZ 63 71 –9

SRPX2 2 915 2 922 –8

NCL 261 267 –6
MCAM 180 185 –5

ITGB1 248 251 –3
ANXA2 5 5 –1
ACTG1 1 2 0
ANPEP 217 208 8
FLNA 106 94 12
AIMP1 900 884 16
RASIP1 1 197 1 174 23
MYH9 117 93 24
CAV1 78 54 24

SERPINE1 252 218 34
POFUT1 1 492 1 448 45
PLXND1 1 453 1 404 49
ITGA5 305 246 60

CALCRL 2 090 2 025 65
MMP14 841 771 69

ADAM15 1 980 1 873 106
PTK2 1 881 1 746 135

PRKD2 2 647 2 509 137
NRP1 1 382 1 233 149

COL4A2 1 381 1 225 156
ESM1 2 869 2 692 176

COL18A1 1 250 1 063 187
VPS4B 1 211 1 009 203

TEK 2 442 2 217 225
MMRN2 1 202 970 232
RHOB 1 248 1 012 236
PXDN 1 236 991 245
NAA15 1 065 803 262
FMNL3 2 071 1 623 449
PDGFB 2 542 2 018 524
NRP2 2 257 1 580 677
UBP1 2 808 2 095 712

ANGPT2 2 896 2 143 753
ERAP1 1 826 1 052 774

PTPRB 2 023 1 198 825
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Таблица 14. Ранжирование генов сигнальных путей 
активации и агрегации тромбоцитов и свертывания крови по 
кратности изменения их экспрессии (отражаемой средним 
значением количества транскриптов на миллион прочтений) 
в дисфункциональных ЭК в сравнении с контрольными ЭК 
при анализе данных полнотранскриптомного секвенирования
Table 14. Expression of the genes encoding the platelet 
activation, platelet aggregation, and blood coagulation proteins 
(measured as mean transcripts per million at RNA sequencing) 
in control and dysfunctional ECs. Fold change ranking

Ген / 
Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в контрольной 
группе / Mean TPM 

in the intact ECs

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в группе дисфункции 
эндотелия / Mean TPM 

in dysfunctional ECs

Кратность 
изменения 
экспрессии 

/ Fold 
change

STXBP3 9,84 27,27 2,77
PLAU 83,12 201,61 2,43
RAP2B 21,62 46,76 2,16
ITGA2 68,36 144,85 2,12
PAPSS2 43,71 90,66 2,07
GNA13 48,87 87,59 1,79
ANXA5 363,69 591,80 1,63
PPIA 319,36 494,21 1,55
CD59 263,68 403,10 1,53

METAP1 18,37 27,32 1,49
PLSCR1 19,71 26,55 1,35
PDIA3 119,11 143,84 1,21

FERMT3 104,42 107,45 1,03
CLIC1 645,49 561,85 0,87

ANGPT2 97,83 79,66 0,81
VCL 198,80 157,50 0,79

GNAS 188,53 145,12 0,77
TFPI 97,42 70,72 0,73
ILK 224,78 154,76 0,69
GLA 10,06 6,25 0,62

ITGB3 123,39 72,18 0,58
PABPC4 110,92 64,81 0,58
MMRN1 594,30 328,41 0,55
CSRP1 185,54 101,07 0,54
TLN1 462,74 239,09 0,52

PROCR 577,98 285,68 0,49
STXBP1 32,59 15,63 0,48
MYH9 1 483,90 701,67 0,47
FLNA 1 697,47 798,10 0,47

ACTG1 7 950,97 3 704,07 0,47
VWF 3 825,92 1 516,57 0,40

PLAUR 100,96 31,41 0,31
ACTB 9 994,80 2 892,67 0,29
TFPI2 143,57 35,56 0,25

HSPB1 5 969,56 1 055,79 0,18

Таблица 15. Ранжирование генов сигнальных путей 
агрегации тромбоцитов по кратности изменения их 
экспрессии (отражаемой средним значением количества 
транскриптов на миллион прочтений) в дисфункциональных 
ЭК в сравнении с контрольными ЭК при анализе данных 
полнотранскриптомного секвенирования
Table 15. Expression of platelet activation, platelet aggregation, 
and blood coagulation proteins in primary HCAEC and primary 
HITAEC. Ultra-high performance liquid chromatography-
tandem mass spectrometry. Higher rank indicates higher 
expression. Negative and positive values indicate an increased 
expression in HCAEC and HITAEC, respectively

Белок / 
Protein

Средний ранг 
среди белков в 
протеоме ЭК-
КА / Average 

rank in HCAEC

Средний ранг 
среди белков в 
протеоме ЭК-
ВГА / Average 

rank in HITAEC

Разность рангов 
экспрессии между 
ЭК-КА и ЭК-ВГА 
/ Expression rank 
difference between 

HCAEC and HITAEC

ITGB3 425 1 474 –1 049
PABPC4 499 1 157 –658
PAPSS2 1 261 1 748 –487
PLAUR 2 471 2 565 –94
PLAU 2 586 2 672 –86
VCL 275 329 –54

CSRP1 194 241 –47
METAP1 1 720 1 760 –40
RAP2B 2 012 2 047 –35
TLN1 104 133 –29
GLA 2 750 2 765 –15
CD59 57 69 –12
CLIC1 111 113 –2
PPIA 10 11 –1

PDIA3 63 64 0
ACTG1 1 2 0
FLNA 106 94 12
ACTB 57 41 16
HSPB1 32 11 22
MYH9 117 93 24

FERMT3 1 081 1 001 80
ILK 820 740 80

STXBP3 2 153 2 038 116
ITGA2 781 661 120
GNAS 1 849 1 723 126

PROCR 522 385 138
VWF 439 234 205

PLSCR1 2 821 2 576 245
GNA13 1 603 1 150 454

TFPI 1 717 1 206 511
MMRN1 1 021 390 631
STXBP1 2 526 1 849 677
ANGPT2 2 896 2 143 753

TFPI2 2 644 924 1 720

сированы белки данных сигнальных путей из чис-
ла как более представленных в контрольных ЭК 
(мультимерин-1, рецептор к белку С, фактор фон 
Виллебранда, ингибитор пути тканевого фактора 
TFPI), так и более представленных в дисфункци-
ональных ЭК (альфа-2 субъединица интегринов, 
синтаксин-связывающий белок, а также белок ме-
таболизма гуанина GNA13, табл. 15).

Поскольку изменения экспрессии генов цито-
кинов, молекул клеточной адгезии и прочих генов 

как кратность изменения экспрессии ≤ 0,67 имели 
16 генов (из них кратность изменения экспрессии ≤ 
0,50 – 10 генов, табл. 14).

При сравнении ЭК-КА и ЭК-ВГА было выявле-
но, что белки сигнальных путей агрегации и акти-
вации тромбоцитов, а также свертывания крови в 
большей степени гиперэкспрессированы в ЭК-ВГА 
(12 белков с разностью рангов > 100) в сравнении 
с ЭК-КА (3 белка с аналогичной разностью рангов, 
табл. 15). При этом в ЭК-ВГА были гиперэкспрес-



96 Molecular markers of endothelial dysfunction

ожидаемо более гиперэкспрессированы в дисфунк-
циональных ЭК (14 генов с кратностью изменения 
экспрессии ≥ 1,50 и 7 генов с кратностью измене-
ния экспрессии ≤ 0,67) в сравнении с контрольны-
ми ЭК (табл. 16).

Аналогичное наблюдение было сделано в отно-
шении генов сигнальных путей эндоплазматиче-
ского стресса, гиперэкспрессия которых чаще на-
блюдалась в дисфункциональных ЭК в сравнении 
с контрольными (16 генов с кратностью изменения 
экспрессии ≥ 1,50 и 9 генов с кратностью измене-
ния экспрессии ≤ 0,67, табл. 17). Выраженность 

врожденного иммунного ответа при провоспали-
тельной активации ЭК-КА и ЭК-ВГА были рассмо-
трены нами ранее, в данной работе были проанали-
зированы гены сигнальных путей окислительного 
и эндоплазматического стресса. В отличие от генов, 
кодирующих маркеры эндотелиального фенотипа, 
компоненты эндотелиальной базальной мембраны, 
компоненты субэндотелиального внеклеточного 
матрикса, белки сигнальных путей ангиогенеза, а 
также белки сигнальных путей активации и агре-
гации тромбоцитов и свертывания крови, гены 
сигнальных путей окислительного стресса были 

Таблица 16. Ранжирование генов сигнальных путей 
окислительного стресса по кратности изменения их 
экспрессии (отражаемой средним значением количества 
транскриптов на миллион прочтений) в дисфункциональных 
ЭК в сравнении с контрольными ЭК при анализе данных 
полнотранскриптомного секвенирования
Table 16. Expression of the genes encoding the oxidative stress 
proteins (measured as mean transcripts per million at RNA 
sequencing) in control and dysfunctional ECs. Fold change ranking

Ген / Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в контрольной 
группе / Mean TPM 

in the intact ECs

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в группе дисфункции 
эндотелия / Mean TPM 

in dysfunctional ECs

Кратность 
изменения 
экспрессии 

/ Fold 
change

PARK7 57,23 138,96 2,43
STX4 17,76 41,28 2,32
CUL3 10,02 20,20 2,02
STK24 12,33 24,43 1,98

SLC25A24 18,38 34,55 1,88
PRDX5 295,53 549,00 1,86
PNPT1 11,00 19,96 1,81
PRDX3 40,72 71,45 1,75
EIF2S1 33,73 57,03 1,69
PPIA 319,36 494,21 1,55

NUDT2 27,29 42,13 1,54
RBX1 26,86 41,36 1,54

ARL6IP5 127,29 195,06 1,53
ATP2A2 43,14 64,89 1,50

VKORC1L1 31,49 46,95 1,49
HTRA2 27,60 40,99 1,49

GSR 32,04 45,63 1,42
GPX8 59,49 79,93 1,34

HSPA1A 55,08 73,99 1,34
PRKAA1 39,56 49,04 1,24
PYCR2 33,14 38,30 1,16
LONP1 41,81 45,43 1,09
NAGLU 36,77 38,60 1,05
ERMP1 6,48 6,28 0,97
STAU1 165,40 159,73 0,97

RWDD1 31,96 30,46 0,95
NQO1 404,63 339,55 0,84
G6PD 139,70 110,52 0,79
GPX1 2 042,33 1 482,36 0,73
SNCA 31,23 21,15 0,68

PRDX2 219,79 148,21 0,67
ABCC1 50,07 31,82 0,64
PARP1 25,68 16,22 0,63
HM13 87,21 44,53 0,51
STK25 155,46 78,37 0,50
PRKRA 18,93 8,31 0,44
PYCR1 130,75 45,02 0,34

Таблица 17. Ранжирование генов сигнальных путей 
эндоплазматического стресса по кратности изменения их 
экспрессии (отражаемой средним значением количества 
транскриптов на миллион прочтений) в дисфункциональных 
ЭК в сравнении с контрольными ЭК при анализе данных 
полнотранскриптомного секвенирования
Table 17. Expression of the genes encoding the endoplasmic 
reticulum stress proteins (measured as mean transcripts per 
million at RNA sequencing) in control and dysfunctional ECs. 
Fold change ranking

Ген / Gene

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в контрольной 
группе / Mean TPM 

in the intact ECs

Среднее значение 
количества 

транскриптов на 
миллион прочтений 

в группе дисфункции 
эндотелия / Mean TPM 

in dysfunctional ECs

Кратность 
изменения 
экспрессии 

/ Fold 
change

BCAP31 56,77 145,89 2,57
TMX1 14,23 34,57 2,43
UFM1 24,38 57,82 2,37

TARDBP 29,61 68,18 2,30
CDK5RAP3 14,58 32,75 2,25

PPP2CB 47,89 96,82 2,02
NCK1 16,06 31,55 1,96
PDIA6 152,74 288,14 1,89
UBA5 6,16 11,56 1,88

DDRGK1 30,13 56,05 1,86
ERO1A 35,28 61,69 1,75

MARCKS 243,53 422,77 1,74
EIF2S1 33,73 57,03 1,69

TNFRSF10B 191,97 319,77 1,67
UBQLN1 49,66 74,77 1,51
ATP2A2 43,14 64,89 1,50
TMTC3 15,21 21,96 1,44
UFL1 19,04 27,39 1,44
ERP44 10,87 14,92 1,37
PDIA3 119,11 143,84 1,21
EIF2B5 14,04 16,64 1,19
UFC1 92,84 104,67 1,13

DNAJC10 31,95 34,44 1,08
OS9 282,09 270,39 0,96

GORASP2 77,63 70,31 0,91
FLOT1 85,27 73,16 0,86

HSP90B1 294,98 237,47 0,81
SRPX 686,46 451,31 0,66

TMEM33 26,00 16,23 0,62
SEC16A 68,12 39,01 0,57
HSPA5 639,07 347,14 0,54
P4HB 671,76 331,35 0,49
THBS1 6 146,34 2 862,75 0,47
PDIA4 533,33 220,61 0,41
HYOU1 264,28 106,27 0,40
WFS1 137,99 36,35 0,26
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эндоплазматического стресса. Полученные резуль-
таты подтверждают ранее опубликованные данные 
о снижении выделения ЭК компонентов эндоте-
лиальной базальной мембраны и субэндотелиаль-
ного внеклеточного матрикса ЭК-КА и ЭК-ВГА 
при дисфункции эндотелия [18] и согласуются с 
выявленным ранее снижением жизнеспособности 
ЭК и развивающемся окислительном и эндоплаз-
матическом стрессе при воздействии кальципроте-
иновых частиц [19–22]. Выявленный в настоящем 
исследовании дисфункциональный фенотип ЭК 
совпадает с таковым при патологическом старе-
нии, сопровождающемся нарушением барьерной 
функции ЭК, в том числе снижением экспрессии 
характерных для ЭК белков плотных и адгезив-
ных контактов [23–25], сниженной ангиогенной 
активностью ЭК [26–29] и выраженным окисли-
тельным [26–29] и эндоплазматическим [30, 31]
стрессом. Ассоциированный со старением секре-
торный фенотип также характеризуется повышен-
ным выделением провоспалительных цитокинов и 
хемокинов [32–34], что совпадает с профилем дис-
функциональных ЭК [35, 36]. Работы, посвященные 
сравнению генной и белковой экспрессии ЭК-КА 
и ЭК-ВГА, в литературе практически отсутствуют, 
хотя ранее было показано, что паракринные взаимо-
действия между ЭК-КА и ЭК-ВГА более благотвор-
ны, чем между ЭК-КА и эндотелиальными клетками 
большой подкожной вены человека, и сопровожда-
ются повышенной экспрессией транскрипционного 
фактора эндотелиальной дифференцировки HES1, 
снижением транскрипционных факторов эндотели-
ально-мезенхимального перехода Snail и Slug (ко-
дируемых генами SNAI1 и SNAI2), повышенной экс-
прессией эндотелиальной NO-синтазы, подавлени-
ем провоспалительной активации и увеличением ан-
гиогенного потенциала [37, 38]. Частично это нашло 
подтверждение и в данной работе. ЭК-КА и ЭК-ВГА 
характеризовались дифференциальной экспрессией 
белков различных сигнальных путей ангиогенеза: 
в ЭК-КА были гиперэкспрессированы эфриновые 
рецепторы, а в ЭК-ВГА – ангиопоэтины, их рецеп-
торы и корецепторы к VEGF. Кроме того, профиль 
компонентов базальной мембраны и внеклеточного 
матрикса ЭК-ВГА и интактных ЭК отличался схоже-
стью. Следует отметить, что даже транскриптомное 
и протеомное исследование не смогли выявить от-
дельных белков-маркеров, специфичных конкретно 
для ЭК-КА или ЭК-ВГА. Вероятнее всего, даже ЭК 
атерочувствительных и атерорезистентных артерий 
не имеют уникальных белков, которые могли бы по-
зволить отличить их друг от друга в культуре. Тем 
не менее, это не умаляет различий в экспрессии раз-
личных сигнальных путей между ЭК-КА и ЭК-ВГА.

Полученные результаты разграничивают мо-
лекулярные профили интактных и дисфункцио-
нальных ЭК, а также позволяют провести некото-

окислительного и эндоплазматического стресса в 
дисфункциональных ЭК позволила предположить 
их значимость в контексте выявленной ранее про-
воспалительной активации ЭК.

Биоинформатический анализ молекулярных ка-
тегорий, статистически значимо более представлен-
ных среди 300 (10%) генов, гиперэкспрессирован-
ных в дисфункциональных ЭК, выявил среди них 
группы молекул ответа на повреждения ДНК, реак-
ции клетки на различные виды стресса, аутофагии 
(физиологической утилизации собственных компо-
нентов клетки для получения мономеров и энергии) 
и провоспалительной активации (табл. 18).

Обсуждение
Анализ диагностических инструментов для 

определения дисфункции эндотелия в клинической 
практике требует предварительных поисковых ис-
следований при помощи высокопроизводительных 
подходов для корректной идентификации пато-
логических изменений в биохимических процес-
сах и соответствующих молекулярных маркеров. 
Полнотранскриптомное секвенирование позволяет 
объективно сравнить глобальный профиль генной 
экспрессии в интактных и дисфункциональных 
ЭК и установить патологические изменения, ха-
рактерные для дисфункции эндотелия. При этом 
важно отметить, что многочисленность способов 
посттранскрипционной регуляции (альтернатив-
ный сплайсинг, редактирование нуклеотидов вну-
три мРНК, 5’-кэппинг и 3’-полиаденилирование 
и соответствующие обратные механизмы декэп-
пинга и деаденилирования, механизмы регуляции 
транспорта мРНК из ядра в цитоплазму белка-
ми-шаттлами, деградация мРНК в результате свя-
зывания микроРНК с 3’-нетранслируемыми после-
довательностями) обусловливает существенные 
различия между иерархией экспрессии молекул 
на генном и на белковом уровне и ограничивает 
силу соответствующей корреляционной связи. В 
свою очередь, ультравысокоэффективная жид-
костная хроматография, совмещенная с тандемной 
масс-спектрометрией, позволяет оценить профиль 
наиболее экспрессируемых белков (как правило, от 
3000 до 4000 молекул) и оценить соответствующие 
изменения молекулярного профиля. Именно этот 
метод и был применен в данной работе для сравне-
ния различий между ЭК-КА и ЭК-ВГА, а также для 
сравнения качественного и количественного соста-
ва экспрессируемых ими молекул с таковым у ин-
тактных (контрольных) и дисфункциональных ЭК.

Дисфункциональное состояние ЭК характери-
зовалось снижением экспрессии типичных марке-
ров эндотелиального фенотипа, белков базальной 
мембраны и субэндотелиального внеклеточного 
матрикса, а также ангиогенных белков на фоне 
повышения экспрессии белков окислительного и 
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го фенотипа, компонентов базальной мембраны 
и субэндотелиального внеклеточного матрикса и 
молекул сигнальных путей ангиогенеза, а также к 
повышению экспрессии генов сигнальных путей 
окислительного и эндоплазматического стресса. В 
сравнении с ЭК-ВГА ЭК-КА характеризуются по-
вышенной экспрессией белков сигнальных путей 
ангиогенеза, в том числе эфриновых рецепторов 
(EPHB2 и EPHB4), а также обеих субъединиц эн-
дотелиального интегрина αvβ3 (ITGAV и ITGB3). 
ЭК-ВГА отличаются повышенной экспрессией 
транскрипционных факторов эндотелиальной 
дифференцировки (ERG и FLI1), ангиопоэтинов 
(ANGPT2 и ANGPTL2), их рецепторов (PTPRB и 
TEK) и ко-рецепторов к VEGF (NRP1 и NRP2), а 
также более высокой экспрессией компонентов ба-
зальной мембраны и внеклеточного матрикса, ги-
перэкспрессированных в интактных ЭК (ламини-
на, коллагена IV типа, фактора фон Виллебранда, 
ангиопоэтиноподобного белка, бигликана, мульти-
мерина-1 и катепсина С). Таким образом, ЭК-КА и 
ЭК-ВГА имеют выраженные различия в экспрес-
сии маркеров эндотелиального фенотипа, белков 
базальной мембраны, внеклеточного матрикса и 
сигнальных путей ангиогенеза.
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рые параллели между дисфункциональными (при 
моделировании дисфункции эндотелия in vitro) и 
атерочувствительными (in vivo) и интактными (при 
моделировании на клеточных культурах) и атеро-
резистентными (в организме человека) ЭК. По-
следующие эксперименты могут быть направлены 
на расширенную оценку совокупности молекул, 
выделяемых ЭК-КА и ЭК-ВГА в культуральную 
среду (эндотелиального секретома) посредством 
дот-блоттинга. При помощи таких панелей воз-
можно провести скрининговое измерение маркеров 
эндотелиального фенотипа, белков эндотелиальной 
базальной мембраны и субэндотелиального вне-
клеточного матрикса, а также ангиогенных белков 
в микроокружении ЭК для более подробного сопо-
ставления интактных ЭК, дисфункциональных ЭК, 
ЭК-КА и ЭК-ВГА [39, 40]. Дальнейшие исследова-
ния могут быть направлены на определение бел-
ков, являющихся приоритетными кандидатами на 
включение в эти панели.

К ограничениям данного исследования можно 
отнести разных доноров, от которых были получе-
ны ЭК-КА и ЭК-ВГА, что подразумевает некоторые 
индивидуальные (донор-зависимые) различия меж-
ду культурами клеток. В данном случае, однако, это 
ограничение исследования было неизбежным (в 
отличие от ЭК-ВГА, которые могут быть получены 
прижизненно, ЭК-КА могут быть получены толь-
ко от кадаверного материала, что априори исклю-
чало возможность их выделения). В числе прочих 
ограничений можно назвать определенное количе-
ство пассажей (от трех до пяти), которое ЭК-КА и 
ЭК-ВГА провели в культуре, что также несколько 
нивелирует исходные различия между данными 
клетками in vivo. Данное ограничение, однако, так-
же можно назвать неотъемлемым, поскольку по-
лучение конфлюэнтного монослоя для выделения 
достаточного для полнотранскриптомного секве-
нирования количества РНК и достаточного для 
хромато-масс-спектрометрического анализа коли-
чества белка требует определенного количества 
клеточных делений и не менее двух пассажей (с 
учетом двух-трех пассажей, необходимых для на-
чала эксперимента и для получения конфлюэнтной 
культуры). К преимуществам исследования можно 
отнести его мультиомиксный подход (сочетание 
транскриптомного и протеомного методов), кото-
рый позволяет провести одновременное измерение 
экспрессии значительного количества молекул на 
генном и белковом уровне. Вероятнее всего, анализ 
секретома ЭК-КА и ЭК-ВГА позволит сделать вы-
вод о молекулярных основах их гетерогенности в 
патофизиологическом контексте.

Заключение
Дисфункция ЭК может приводить к снижению 

экспрессии генов ряда маркеров эндотелиально-
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