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Основные положения
• Патофизиологически релевантный кальциевый стресс (5 мкг кальция на 1 мл) независимо 

от источника (свободные ионы кальция, кальципротеиновые мономеры или частицы) приводит к 
повышению выделения эндотелиальными клетками в культуральную среду провоспалительных 
цитокинов, растворимых форм эндотелиальных рецепторов и проангиогенных факторов.

• Воздействие фетуиновых кальципротеиновых мономеров и частиц на моноциты в вышеука-
занной концентрации вызывало повышение экспрессии генов рецепторов связывания с эндотели-
альными клетками, увеличение выделения моноцитами провоспалительных и протромботических 
молекул и адгезию моноцитов к эндотелиальным клеткам в условиях пульсирующего потока.

• Продемонстрировано, что внутривенное введение крысам Wistar фетуиновых кальципротеи-
новых мономеров и кальципротеиновых частиц в вышеуказанной концентрации вызывает более 
выраженный провоспалительный сдвиг, чем свободные ионы Ca2+, и индуцирует повышение вы-
деления растворимых форм эндотелиальных рецепторов, провоспалительных молекул, протром-
ботических молекул, биоактивных матрикинов и маркеров повреждения печени.

ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНАЯ АКТИВАЦИЯ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК 
И МОНОЦИТОВ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ВИДАХ ПАТОФИЗИОЛОГИЧЕСКИ 

РЕЛЕВАНТНОГО КАЛЬЦИЕВОГО СТРЕССА

Цель
Определить патологические эффекты воздействия ионов кальция (Ca2+), 
кальципротеиновых мономеров (КПМ-Ф) и кальципротеиновых частиц 
(КПЧ-Ф) на эндотелиальные клетки и моноциты.

Материалы 
и методы

Первичные эндотелиальные клетки (ЭК) коронарной и внутренней грудной 
артерий, а также моноциты человека были инкубированы с Ca2+ (с исполь-
зованием CaCl2 в качестве донора), КПМ-Ф и КПЧ-Ф для индукции патофи-
зиологически релевантного кальциевого стресса (5 мкг кальция на 1 мл, что 
соответствует 10%-ному повышению уровня Ca2+) с последующим анализом 
уровня генной экспрессии и содержания провоспалительных молекул в куль-
туральной среде посредством дот-блот-профилирования. Анализ адгезии ЭК 
к моноцитам проводили после их сокультивирования в условиях 24-часового 
воздействия пульсирующего потока. Для оценки системного воспалительно-
го ответа выполняли внутривенные инъекции CaCl2, КПМ-Ф и КПЧ-Ф кры-
сам Wistar с дальнейшим измерением содержания провоспалительных моле-
кул в сыворотке методом дот-блоттинга.

Результаты

Кальциевый стресс независимо от источника (Ca2+, КПМ-Ф или КПЧ-Ф) при-
водил к повышению выделения ЭК в культуральную среду: провоспалитель-
ных цитокинов (IL-6, IL-8, MCP-1/CCL2, CCL5/RANTES, GM-CSF, CXCL1/
GROα, MIF); растворимых форм эндотелиальных рецепторов (CD31/PECAM-1, 
CD105/ENG, CD147/BSG, CD106/VCAM-1), свидетельствующих о клеточной 
гибели или патологическом слущивании данных рецепторов; проангиоген-
ных факторов (ангиогенин, ангиопоэтин-2, HGF, PDGF, SDF-1α). Воздействие 
КПЧ-Ф на моноциты вызывало повышение экспрессии генов рецепторов связы-
вания ЭК (ITGB1, ITGA4, SELPG), а воздействие КПМ-Ф и КПЧ-Ф – увеличе-
ние выделения моноцитами провоспалительных (липокалин-2/NGAL, MMP-9, 
миелопероксидаза), проангиогенных (ангиогенин, BDNF) и протромботиче-
ских молекул (uPAR, PAI-1, тромбоспондин-1). Посредством светлопольной 
микроскопии была показана повышенная адгезия моноцитов к ЭК после их 
24-часовой совместной инкубации в системе пульсирующего потока с Ca2+, 
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Aim
To define the pathological effects of free calcium ions (Ca2+), fetuin-centric 
calciprotein monomers (CPM-F), and fetuin-centric calciprotein particles (CPP-F) 
on endothelial cells (ECs) and monocytes.

Methods

Primary human coronary artery endothelial cells (HCAEC) and human internal 
thoracic artery endothelial cells (HITAEC) and human monocytes were incubated 
with Ca2+ (using CaCl2 as a donor), calciprotein monomers, and calciprotein 
particles to induce pathophysiological calcium stress (5 μg per 1 mL, equal to 
≈ 10% increase in Ca2+) with the following analysis of the gene expression and 
measurement of the pro-inflammatory molecules in the cell culture medium by 
dot blot profiling. Adhesion of ECs to monocytes was performed after their co-
culture under the 24 hours of pulsatile flow. Systemic inflammatory response was 
conducted by the intravenous injections of CaCl2, CPM-F, and CPP-F to Wistar 
rats with the subsequent measurement of pro-inflammatory molecules in the serum 
by dot blotting.

Results
Regardless of the calcium stress mode (Ca2+, CPM-F, or CPP-F), it has led to 
the increased release of: 1) pro-inflammatory cytokines (IL-6, IL-8, MCP-1/
CCL2, CCL5/RANTES, GM-CSF, CXCL1/GROα, MIF); 2) soluble endothelial 
receptor forms (CD31/PECAM-1, CD105/ENG, CD147/BSG, CD106/VCAM-1)  

Highlights
• Pathophysiological calcium stress (5 μg calcium per 1 mL) causes the release of pro-inflammatory 

cytokines, soluble membrane receptor forms, and pro-angiogenic factors into the cell culture medium 
by endothelial cells regardless of the stress source (free calcium ions, calciprotein monomers, and 
calciprotein particles).

• Exposure of monocytes to fetuin-centric calciprotein monomers and calciprotein particles (5 μg 
calcium per 1 mL) increased the expression of endothelial cell-ligating receptors, elevated the release 
of pro-inflammatory and pro-thrombotic molecules, and induced adhesion of monocytes to endothelial 
cells under the pulsatile flow.

• Intravenous administration of fetuin-centric calciprotein monomers and calciprotein particles (5 μg 
calcium per 1 mL) to Wistar rats induced higher pro-inflammatory response then free calcium ions, and 
increases the release of soluble endothelial receptor forms, pro-inflammatory molecules, pro-thrombotic 
molecules, bioactive matrikines, and hepatokines.
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КПМ-Ф или КПЧ-Ф. Внутривенное введение крысам КПМ-Ф или КПЧ-Ф вы-
зывало повышение выделения растворимых форм эндотелиальных рецепто-
ров (VCAM-1/CD106, ICAM-1/CD54), провоспалительных молекул (CXCL7, 
CCL11/эотаксин, FLT3LG), протромботических молекул (PAI-1), матрикинов 
(фибулин-3, остеопонтин, эндостатин, CCN3, MMP-3), гепатокинов (гепассо-
цин, фетуин-А, RBP4, IGF-1, IGFBP-2/3/5/6) и белков путей метаболизма (ре-
зистин, RAGE, липокалин-2/NGAL).

Заключение
Полученные результаты свидетельствуют о патофизиологической значимо-
сти провоспалительной активации ЭК и моноцитов под воздействием каль-
циевого стресса в контексте развития дисфункции эндотелия.

Ключевые слова
Эндотелиальные клетки • Моноциты • Ионы кальция • Кальципротеиновые 
мономеры • Кальципротеиновые частицы • Провоспалительные цитокины • 
Дисфункция эндотелия

Поступила в редакцию: 12.09.2025; поступила после доработки: 30.09.2025; принята к печати: 12.10.2025



В.Е. Маркова и др. 215

О
РИ

ГИ
Н
А
Л
ЬН

Ы
Е

И
С
С
Л
Е
Д
О
ВА

Н
И
Я

Введение
Кальципротеиновые мономеры (КПМ) и кальци-

протеиновые частицы (КПЧ) являются неотъемле-
мыми звеньями минерального гомеостаза, представ-
ляя собой две различные формы фосфорсвязанного 
кальция крови. КПМ (диаметром 9–10 мкм) образу-
ются при связывании фетуином-А формируемого в 
крови фосфата кальция и циркулируют в коллоид-
ном состоянии, постепенно агрегируя в первичные 
(аморфные) сферические КПЧ (диаметром 30–100 
мкм), которые далее при нарушениях минераль-
ного гомеостаза трансформируются во вторичные 
(кристаллические) веретеновидные или игольчатые 
КПЧ (диаметром 100–300 нм) в результате аморф-
но-кристаллического перехода [1–3]. В процессе 
циркуляции в крови КПМ интернализируются сину-
соидными эндотелиальными клетками (ЭК) печени 
и ЭК прочих кровеносных сосудов [4, 5], в то время 
как КПЧ поглощаются всеми вышеуказанными ЭК, 
циркулирующими моноцитами, а также резидент-
ными макрофагами печени и селезенки [4–9]. Боль-
шинство КПМ, однако, остаются в циркуляции и вы-
водятся почками, в силу малого диаметра свободно 
проходя через клубочковый фильтрационный барьер 
в отличие от КПЧ [1, 4]. Количественная оценка 
КПЧ в исследованиях in vitro, как правило, прово-
дится посредством расчета массы кальция на 1 мл 
культуральной среды для объективного отражения 
кальциевого стресса [5, 7, 9].

В предыдущих исследованиях нашей группой 
показано, что воздействие КПЧ в супрафизиологи-
ческих дозах (25 мкг кальция на 1 мл) вызывает эн-
дотелиотоксические эффекты [10, 11] и провоспа-
лительную активацию ЭК, которая сопровождается 
повышением экспрессии соответствующих моле-
кул клеточной адгезии (VCAM1 и ICAM1) и увели-
чением выделения провоспалительных цитокинов 
(интерлейкин-6, интерлейкин-8, фактора привлече-
ния моноцитов MCP-1/CCL2, фактора ингибирова-
ния миграции макрофагов (MIF), а также хемоки-
нов CXCL1, CXCL5 и CCL20) [9, 10, 12, 13]. Воз-
действие физиологических доз альбуминовых КПЧ 
(10 мкг кальция на 1 мл, вызывающее повышение 
молярной концентрации ионизированного кальция 
(Ca2+) в культуральной среде на 10% по аналогии 
с межквартильным интервалом молярной концен-
трации Ca2+ в популяции) приводило к аналогич-
ным результатам [5]. Помимо этого, действие КПЧ 
также индуцирует экспрессию генов транскрипци-
онных факторов эндотелиально-мезенхимального 
перехода (SNAI1, SNAI2, TWIST1 и ZEB1), что от-
ражает реакцию ЭК на стресс и свидетельствует о 
развитии их дисфункции [5, 12, 13]. Вместе с тем 
альбуминовые КПМ и свободные ионы кальция 
(Ca2+) не оказывали подобного влияния на ЭК, что 
указывает на то, что из всех циркулирующих депо 
кальция дисфункцию эндотелия вызывают именно 
КПЧ [5].

Список сокращений
БСФ
ВГА
КА
КПМ

–
–
–
–

бычий сывороточный фетуин-А
внутренняя грудная артерия
коронарная артерия 
кальципротеиновые мономеры

КПЧ
ФБС
ФСБД
ЭК

–
–
–
–

кальципротеиновые частицы
это фетальная бычья сыворотка
фосфатно-солевой буфер по Дульбекко 
эндотелиальные клетки

indicating cell death or pathological shedding of these receptors; 3) pro-angiogenic 
factors (angiogenin, angiopoietin-2, HGF, PDGF, SDF-1α) into the cell culture 
medium by ECs. Exposure of monocytes to CPP-F elevated the expression of the 
genes encoding EC-ligating receptors (ITGB1, ITGA4, SELPG), whilst treatment 
with CPM-F and CPP-F increased the release of pro-inflammatory (lipocalin-2/
NGAL, MMP-9, and myeloperoxidase), pro-angiogenic (angiogenic, BDNF), 
and pro-thrombotic (uPAR, PAI-1, thrombospondin-1) molecules by monocytes. 
After 24 hours of co-incubation in the pulsatile flow system, monocytes showed 
an increased adhesion to ECs upon the treatment with Ca2+, CPM-F, or CPP-F. 
Intravenous administration of CPM-F or CPP-F to Wistar rats elevated an increased 
release of soluble endothelial receptor forms (VCAM-1/CD106, ICAM-1/CD54), 
pro-inflammatory molecules (CXCL7, CCL11/eotaxin, FLT3LG), pro-thrombotic  
molecules (PAI-1), matrikines (fibulin-3, osteopontin, endostatin, CCN3, MMP-
3), hepatokines (hepassocin, fetuin-А, RBP4, IGF-1, IGFBP-2/3/5/6), and proteins 
of metabolic pathways (resistin, RAGE, lipocalin-2/NGAL).

Conclusion Our results indicate the pathophysiological relevance of endothelial and monocyte 
activation under calcium stress in context of endothelial dysfunction.

Keywords Endothelial cells • Monocytes • Calcium ions • Calciprotein monomers • 
Calciprotein particles • Pro-inflammatory cytokines • Endothelial dysfunction
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на альбуминовых КПМ и КПЧ позволило предпо-
ложить, что данный метод может быть применен и 
для синтеза КПМ-Ф и КПЧ-Ф с целью анализа вли-
яния различных видов кальциевого стресса на ЭК и 
моноциты, интернализирующие КПЧ в организме 
человека.

Цель данного исследования – сравнительный 
анализ эффектов физиологически релевантного 
кальциевого стресса (5 мкг/мл) при его достижении 
путем добавления Ca2+, КПМ-Ф и КПЧ-Ф к культу-
рам ЭК и моноцитов, а также при их внутривенном 
введении крысам Wistar.

Материалы и методы
Искусственный синтез КПМ-Ф и КПЧ-Ф
С целью приготовления биохимической систе-

мы для параллельного синтеза КПМ-Ф и КПЧ-Ф 
навеску в 8 мг бычьего сывороточного фетуина-А 
(БСФ, CAS 9014-81-7, F3385, Sigma-Aldrich, США) 
ресуспендировали в 4 мл стерильного физиологи-
ческого раствора NaCl (154 ммоль/л, 7647-14-5, 
«Гротекс», ООО «ФармЛайн», Россия) и далее по-
следовательно добавляли 2 мл раствора Na2HPO4 
(24 ммоль/л, CAS 7558-79-4, 94046, Sigma-Aldrich, 
США) и 2 мл раствора CaCl2 (40 ммоль/л, CAS 
10043-52-4, 21115, Sigma-Aldrich, США) с ресу-
спендированием после добавления каждого ре-
актива. Итоговая концентрация БСФ в смеси со-
ставляла 1 мг/мл (что соответствует медианной 
концентрации фетуина-А в популяции), CaCl2 – 10 
ммоль/л, Na2HPO4 – 6 ммоль/л, итоговая масса 
кальция – 3 200 мкг. После этого смесь аликвоти-
ровали по 8 пробиркам (по 1 мл смеси в каждой, 
Ac-ACT-017-L-B-S, Accumax Lab Devices, Индия), 
которые помещали в предварительно нагретый до 
37 °С твердотельный термостат («Термит», ООО 
«ДНК-Технология», Россия) и инкубировали в те-
чение 10 мин. В результате проведенной проце-
дуры в рабочей смеси образовывались КПМ-Ф и 
КПЧ-Ф, а также оставались Ca2+.

Далее рабочую смесь аликвотировали по 4 
стерильным ультрацентрифужным пробиркам 
(по 2 мл на одну пробирку, 8 мл на цикл, 347357, 
Beckman Coulter, США) и производили ультрацен-
трифугирование при 200 000 × g (OPTIMA MAX-
XP, Beckman Coulter, США) в течение часа. После 
выполнения данной процедуры осадок представ-
лял собой сформированные КПЧ-Ф, а надосадок 
– КПМ-Ф и Ca2+. Надосадок переносили в новые 
пробирки, а осадок (КПЧ-Ф) в каждой из 4 уль-
трацентрифужных пробирок ресуспендировали в 
100 мкл воды для инъекций (7732-18-5, «Гротекс», 
ООО «ФармЛайн», Россия) и далее сливали в одну 
пробирку для последующей визуализации (при по-
мощи сканирующей электронной микроскопии) и 
дальнейших экспериментов.

Разделение КПМ-Ф и Ca2+ осуществлялось при 

Тем не менее дозы кальция, использованные в 
ранее опубликованных исследованиях по модели-
рованию кальциевого стресса, могут быть завы-
шенными вследствие высокой минеральной емко-
сти альбумина, связывающего значительную долю 
ионов кальция из-за множества отрицательно заря-
женных аминокислот на своей поверхности и чрез-
вычайно высокой концентрации в сыворотке крови 
(~42 г/л) [14, 15]. Вероятно, наличие альбумина в 
биохимической системе для синтеза КПЧ требу-
ет добавления избыточного количества кальция (в 
виде CaCl2) для достижения искомого повышения 
молярной концентрации Ca2+ на 10%, необходимого 
для моделирования патофизиологически и клини-
чески релевантного кальциевого стресса. Таким об-
разом, даже примененная нами ранее доза кальция 
в 10 мкг/мл может оказаться избыточной с учетом 
того, что расчетная масса ионов кальция, необходи-
мая для повышения молярной концентрации Ca2+ в 
сыворотке крови человека на 10% (~0,12 ммоль/л), 
составляет ~4,8 мкг/мл. С учетом многократно бо-
лее низкой концентрации фетуина-А в сыворотке 
крови человека (~1 г/л) масса кальция, необходи-
мая для повышения его молярной концентрации на 
10%, в фетуинсодержащем растворе может оказать-
ся существенно ниже, чем в альбуминсодержащем 
(10 мкг/мл). Принимая во внимание центральную 
роль фетуина-А в формировании КПМ и КПЧ в ор-
ганизме человека [1, 3], можно предположить, что 
фетуиновые КПМ и КПЧ (КПМ-Ф и КПЧ-Ф) могут 
оказаться более физиологически релевантными, 
чем альбуминовые, для изучения дифференциаль-
ных патологических эффектов различных видов 
кальциевого стресса.

Ранее нашей группой и зарубежными учены-
ми был разработан метод одновременного синтеза 
КПМ и КПЧ в результате перенасыщения солями 
кальция и фосфора белоксодержащего физиоло-
гического раствора [4, 5, 16]. В нашем варианте 
указанный метод подразумевает ультрацентрифу-
гирование для отделения КПЧ от КПМ и Ca2+ и 
последующую ультрафильтрацию для отделения 
КПМ (которые остаются в ретентате) от Ca2+, ко-
торые оказываются в фильтрате [5, 16]. Таким об-
разом, становится возможным получение КПМ и 
КПЧ из одного источника, при этом высокая кон-
центрация белка в ретентате (за счет отсутствия 
его попадания в фильтрат) и отсутствие в нем 
свободных ионов кальция и фосфора препятству-
ют агрегации КПМ и формированию КПЧ [5, 16]. 
Распределение кальция между фракцией свобод-
ных ионов и альбуминовыми КПМ/КПЧ составило 
1:1, что соответствует таковому в крови человека и 
свидетельствует о физиологической релевантности 
данного метода синтеза и фракционирования по-
тенциальных источников кальциевого стресса [16]. 
Успешное получение и проведение экспериментов 
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или ЭК-КА, 300K-05a, Cell Applications, США) 
и первичных ЭК атерорезистентной внутренней 
грудной артерии человека (HITAEC, или ЭК-ВГА, 
308K-05a, Cell Applications, США). Все экспери-
менты проводили параллельно на обеих линиях 
ЭК. Согласно информации поставщика, первичные 
ЭК человека были получены из здоровых артерий 
доноров с криоконсервацией на втором пассаже 
(500 000 клеток на виалу). Для проведения экспе-
риментов ЭК размораживали и культивировали во 
флаконах Т-75 (708003, Wuxi NEST Biotechnology 
Co., Ltd., Китай) в среде для устойчивой проли-
ферации ЭК EndoBoost (EB1, AppScience Products, 
Россия). После двух пассажей ЭК рассевали в 
проточные камеры (80126, Ibidi, Германия) либо 
в 6-луночные планшеты (N-703001, Wuxi NEST 
Biotechnology Co., Ltd, Китай) и культивировали 
до достижения конфлюэнтности. Пассажирова-
ние (пересев) ЭК осуществляли с использованием 
0,25% раствора трипсина и этилендиаминтетра-
уксусной кислоты (трипсин-ЭДТА, П043п, ООО 
НПП «ПанЭко», Россия) и 10% ФБС (FBS-HI-11A, 
Capricorn Scientific) для ингибирования трипсина. 
Непосредственно перед проведением эксперимен-
тов сывороточную среду EndoBoost заменяли на 
бессывороточную для поддержания физиологи-
ческого состояния ЭК EndoLife (EL1, AppScience 
Products, Россия) с промежуточным двукратным 
промыванием ЭК фосфатно-солевым буфером по 
Дульбекко (DPBS, или ФСБД, здесь и далее – без 
кальция и магния, 1.2.4.7, ООО «БиолоТ») для от-
мывки от остаточных компонентов ФБС во избе-
жание неспецифической кросс-реакции с бычьи-
ми антигенами при дот-блоттинге.

Выделение моноцитов
Для экспериментов с моноцитами была ис-

пользована свежая периферическая кровь 8 ус-
ловно здоровых доноров (сотрудников научного 
коллектива), из которой предварительно произво-
дилось выделение мононуклеарных клеток пери-
ферической крови при помощи стандартного раз-
деления в градиенте фиколла (1,077 г/см3, P053E, 
ООО НПП «ПанЭко», Россия). Далее из монону-
клеарных клеток периферической крови прово-
дилось выделение собственно моноцитов путем 
негативной магнитной сепарации с использовани-
ем магнита EasySep Magnet (18000, STEMCELL 
Technologies, Канада) и набора для выделения 
моноцитов EasySep Human Monocyte Isolation Kit 
(19359, STEMCELL Technologies, Канада) в соот-
ветствии с инструкциями производителя. Подсчет 
моноцитов осуществляли с использованием авто-
матического счетчика клеток Countess II (Thermo 
Fisher Scientific, США) и соответствующих од-
норазовых стекол для подсчета клеток (C10312, 
Thermo Fisher Scientific, США).

помощи ультрафильтрации. Надосадок после уль-
трацентрифугирования в стерильных условиях ре-
суспендировали и аликвотировали из расчета 4 мл 
на один центрифужный концентратор с порогом 
отсечения молекулярной массы (MWCO) 30 кДа 
(FTT130150, Guangzhou Jet Bio-Filtration Co., Ltd, 
Китай). Центрифугирование надосадка осущест-
вляли при 1 800 × g в течение 25 мин при комнатной 
температуре. После этого 0,5 мл оставалось внутри 
концентратора (обессоленный ретентат, содержа-
щий КПМ-Ф), а 3,5 мл – в центрифужной пробирке 
(фильтрат, содержащий Ca2+).

Измерение концентрации кальция и фетуина-А 
в КПМ-Ф, КПЧ-Ф и Ca2+

Для измерения концентрации кальция в 
КПЧ-Ф, надосадке (рабочая смесь КПМ-Ф и Ca2+ 
после ультрацентрифугирования), КПМ-Ф (ре-
тентат после ультрафильтрации) и Ca2+ (филь-
трат после ультрафильтрации) аликвоту КПЧ-Ф 
разводили в 15 раз, аликвоту надосадка – в 5 раз, 
аликвоту КПМ-Ф – в 25 раз, аликвоту Ca2+ – в 10 
раз. Колориметрическое определение концентра-
ции кальция в КПЧ-Ф, надосадке, КПМ-Ф и Ca2+ 
проводили при помощи набора CalciScore (C001, 
AppScience Products, Россия), основанного на ре-
акции ортокрезолфталеинкомплексона с ионами 
кальция в щелочной среде, согласно инструкциям 
производителя. Для измерения концентрации БСФ 
в надосадке, КПМ-Ф и Ca2+ аликвоту КПМ-Ф раз-
водили в 25 раз, аликвоты надосадка и Ca2+ допол-
нительно не разводили. После ресуспендирования 
25 мкл из каждого разведения использовали в ка-
честве образца при измерении концентрации фе-
туина-А колориметрическим методом при помо-
щи набора BCA Protein Assay Kit (23227, Thermo 
Fisher Scientific, США) согласно инструкциям 
производителя. Измерения проводили на спектро-
фотометре Multiskan Sky (Thermo Fisher Scientific, 
США) на длине волны 575 нм (кальций) и 562 нм 
(фетуин-А).

Сканирующая электронная микроскопия 
КПЧ-Ф

Для визуализации синтезированных КПЧ-Ф 
при помощи сканирующей электронной микро-
скопии суспензию КПЧ-Ф из каждого синтеза раз-
водили в воде для инъекций в 200 раз и визуализи-
ровали на сканирующем электронном микроскопе 
Hitachi S-3400N (Hitachi, Япония) в режиме вто-
ричных электронов с ускоряющим напряжением 
10 или 30 кВ.

Культивирование ЭК
Для экспериментов с ЭК использовали коммер-

ческие культуры первичных ЭК атерочувстви-
тельной коронарной артерии человека (HCAEC, 
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Accumax Lab Devices, Индия) и замораживали при 
−80 °C для последующей оценки содержания цито-
кинов при помощи дот-блоттинга.

Анализ молекулярного и функционального 
ответа моноцитов на добавление Ca2+, КПМ-Ф и 
КПЧ-Ф

Инкубацию моноцитов человека с равными кон-
центрациями Ca2+, КПМ-Ф и КПЧ-Ф проводили 
в закрытой системе пульсирующего потока (Ibidi 
Pump System Quad, Ibidi, Германия) и набора кон-
некторов для перфузии (Perfusion Set Yellow/Green, 
10964, Ibidi, Германия) в течение 24 ч. Четыре экс-
периментальные группы были распределены по 
четырем модулям системы пульсирующего потока. 
В каждом из модулей к циркулирующим в бессы-
вороточной культуральной среде EndoLife моноци-
там (350 000 моноцитов на модуль системы пульси-
рующего потока) добавляли Ca2+ (с использовани-
ем CaCl2 в качестве донора), КПМ-Ф или КПЧ-Ф в 
дозировке 5 мкг кальция на 1 мл среды EndoLife (75 
мкг кальция на модуль) с последующей инкубаци-
ей в течение 24 ча. В качестве контрольной группы 
использовали клетки, к которым добавляли анало-
гичный объем ФСБД. В каждый из модулей систе-
мы пульсирующего потока также добавлялось со-
ответствующее средней концентрации фетуина-А в 
ретентате количество БСФ (2,47 мг) во избежание 
нивелирования возможных протективных эффек-
тов данного белка. После 24-часовой инкубации с 
избыточной дозой кальция культуральную среду 
отбирали, центрифугировали при 220 × g (5804R, 
Eppendorf, Германия) для осаждения моноцитов и 
далее при 2 000 × g для осаждения клеточного де-
бриса с последующим замораживанием при −80 °C 
для последующей оценки содержания цитокинов 
при помощи дот-блоттинга и иммуноферментного 
анализа. Осадок моноцитов промывали холодным 
раствором ФСБД (4 °С) и лизировали тризолом 
(15596018, Thermo Fisher Scientific, США) для вы-
деления РНК в соответствии с инструкцией про-
изводителя. С учетом донор-зависимого характера 
моноцитарного провоспалительного ответа экспе-
римент повторяли 4 раза с использованием пери-
ферической крови от разных доноров (сотрудников 
научного коллектива).

Для анализа адгезии лейкоцитов к эндотелию 
выделенные моноциты аккуратно ресуспендирова-
ли в 2 мл среды EndoLife с последующим добав-
лением к этой суспензии 10 мкл красителя ядер 
CellTracker Green (25 мкмоль/л, C7025, Thermo 
Fisher Scientific, США) и инкубацией в течение 30 
мин с трехкратным ресуспендированием (один раз 
в 10 мин). После центрифугирования и однократ-
ной отмывки от несвязавшегося красителя при 220 
× g (5804R, Eppendorf, Германия) в течение 5 мин 
осадок меченных CellTracker Green моноцитов рав-

Подбор физиологической дозы кальция для 
добавления к клеточным культурам и введения 
лабораторным животным

Подбор дозы добавляемого к ЭК и моноцитам 
кальция осуществляли путем добавления 1,25, 2,5, 
5, 10 или 12,5 мкг кальция (в составе CaCl2), рас-
творенного в водном растворе БСФ с концентраци-
ей 28 мг/мл (средняя концентрация фетуина-А в ре-
тентате), на 1 мл бессывороточной среды EndoLife, 
или добавления 2,0, 2,5, 3,125, 3,75 или 5 мкг каль-
ция, растворенного в водном растворе БСФ с кон-
центрацией 28 мг/мл, на 1 мл сыворотки крысы 
Wistar с последующим ресуспендированием, инку-
бацией смеси в течение часа и измерением моляр-
ной концентрации Ca2+ (Konelab 70i, Thermo Fisher 
Scientific, США) в сравнении с контрольной средой 
EndoLife или сывороткой крысы без добавления 
CaCl2. Для последующих экспериментов использо-
валась доза в 5 мкг кальция на 1 мл, повышающая 
молярную концентрацию Ca2+ в бессывороточной 
среде EndoLife или в сыворотке крысы на 10% (в 
1,1 раза), поскольку именно такое повышение (на 
0,10–0,14 ммоль/л, либо 4,0–5,6 мкг/мл, в среднем 
0,12 ммоль/л, либо 4,8 мкг/мл) составляет межквар-
тильный интервал (разницу между рисковым верх-
ним и протективным нижним квартилями) по Ca2+ 
у здоровых людей, пациентов с инфарктом миокар-
да и с ишемическим инсультом.

Анализ молекулярного ответа ЭК на добавле-
ние Ca2+, КПМ-Ф И КПЧ-Ф

Для изучения реакции ЭК на инкубацию с рав-
ными концентрациями Ca2+, КПМ-Ф и КПЧ-Ф к 
предварительно высаженным в 6-луночные план-
шеты конфлюэнтным культурам первичных ЭК-
КА и ЭК-ВГА человека добавляли Ca2+ (с исполь-
зованием CaCl2 в качестве донора), КПМ-Ф или 
КПЧ-Ф в дозировке 5 мкг кальция на 1 мл бессыво-
роточной среды EndoLife (10 мкг кальция на лунку 
6-луночного планшета, n = 18 лунок на группу) и 
проводили инкубацию в течение 24 ч. В качестве 
контрольной группы использовали клетки, к кото-
рым добавляли аналогичный объем ФСБД. В ка-
ждую из лунок также добавлялось соответствую-
щее средней концентрации фетуина-А в ретентате 
количество БСФ (0,33 мг) во избежание нивелиро-
вания возможных протективных эффектов данного 
белка. Замену сывороточной среды EndoBoost на 
бессывороточную среду EndoLife осуществляли 
непосредственно перед проведением эксперимен-
та. После 24-часовой инкубации с избыточной до-
зой кальция проводили микрофотосъемку клеток 
при помощи фазово-контрастной микроскопии. 
Далее культуральную среду отбирали, центрифу-
гировали при 2 000 × g для осаждения клеточно-
го дебриса, переносили в новые микропробирки 
с низким связыванием белка (Ac-ACT-017-L-B-S, 
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Hoechst 33342 (краситель ядер с синим свечением) 
окрашивал и ЭК, и моноциты, а CellTracker Green 
(краситель ядер с зеленым свечением) только мо-
ноциты. Далее проточные камеры трижды про-
мывали в среде EndoLife для повторной отмывки 
от несвязавшихся моноцитов и несвязавшегося 
красителя с последующей визуализацией при по-
мощи эпифлюоресцентной микроскопии на ин-
вертированном микроскопе AxioObserver.Z1. При 
микрофотосъемке снимали по 15 полей зрения на 
проточную камеру (60 полей зрения на все экспе-
риментальные группы за каждый запуск системы 
пульсирующего потока).

Анализ генной экспрессии
Обратную транскрипцию выделенной РНК 

выполняли с использованием набора для синтеза 
кДНК M-MuLV–RH First Strand cDNA Synthesis 
Kit (R01-250, ЗАО «Евроген», Россия) и обратной 
транскриптазы M-MuLV–RH (R03-50, ЗАО «Евро-
ген», Россия). Измерение генной экспрессии про-
водили при помощи количественной полимеразной 
цепной реакции после обратной транскрипции с 
использованием самостоятельно разработанных 
праймеров (500 нмоль/л каждый, ЗАО «Евроген», 
Россия; табл. 1), кДНК (20 нг) и мастер-микса 
BioMaster HS-qPCR Lo-ROX SYBR (MHR031-

номерно распределяли по модулям системы пуль-
сирующего потока (350,000 моноцитов на модуль), 
каждый из которых был подключен к проточной 
камере (80126, Ibidi, Германия) с конфлюэнтными 
культурами ЭК-ВГА, пассаж которых осуществля-
ли не позднее чем за 24 ч до начала эксперимента 
для прочной адгезии ЭК к культуральному пла-
стику. Далее в каждый из модулей пульсирующего 
потока к циркулирующим в среде EndoLife моно-
цитам добавляли Ca2+ (с использованием CaCl2 в 
качестве донора), КПМ-Ф или КПЧ-Ф в дозиров-
ке 5 мкг кальция на 1 мл среды EndoLife (75 мкг 
кальция на модуль) с последующей инкубацией в 
течение 24 ч. В качестве контрольной группы ис-
пользовали клетки, к которым добавляли аналогич-
ный объем ФСБД. В каждый из модулей системы 
пульсирующего потока также добавлялось соот-
ветствующее средней концентрации фетуина-А в 
ретентате количество БСФ (2,47 мг) во избежание 
нивелирования возможных протективных эффек-
тов данного белка. После 24 ч сокультивирования 
меченных CellTracker Green моноцитов с ЭК-ВГА 
проточные камеры пятикратно промывали в среде 
EndoLife для отмывки от несвязавшихся моноци-
тов и окрашивали в среде EndoLife с красителем 
ядер Hoechst 33342 (5 мкг/мл, H3570, Thermo Fisher 
Scientific, США) в течение 20 мин. Таким образом, 

Таблица 1. Последовательности праймеров для количественной полимеразной цепной реакции после обратной транскрипции
Table 1. Primer sequences for the reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction

Ген / Gene Прямой праймер / Direct primer Обратный праймер / Reverse primer

Провоспалительные цитокины / Pro-inflammatory cytokines
IL1B 5′-TGGCTTATTACAGTGGCAATG-3′ 5′-GTGGTGGTCGGAGATTCG-3′

CXCL8 5′-CAGAGACAGCAGAGCACAC-3′ 5′-AGTTCTTTAGCACTCCTTGGC-3′
IL18 5′-TCGGGAAGAGGAAAGGAACCTC-3′ 5′-CTACTGGTTCAGCAGCCATCT-3′

CCL2 5′-TTCTGTGCCTGCTGCTCATAG-3′ 5′-AGGTGACTGGGGCATTGATTG-3′
CXCL1 5′-GCTTGCCTCAATCCTGCATCC-3′ 5′-ACAATCCAGGTGGCCTCTGC-3′

MIF 5′-GGTGTCCGAGAAGTCAGGCA-3′ 5′-GGGGCACGTTGGTGTTTACG-3′
TNF 5′-ATGAGCACTGAAAGCATGATCC-3′ 5′-GAGGGCTGATTAGAGAGAGGTC-3′

Рецепторы к провоспалительным цитокинам / Receptors to pro-inflammatory cytokines
IL1R1 5′-GGCTGAAAAGCATAGAGGGAAC-3′ 5′-CTGGGCTCACAATCACAGG-3′
IL1R2 5′-TGGCACCTACGTCTGCACTACT-3′ 5′-TTGCGGGTATGAGATGAACG-3′
IL6R 5′-GCACGCCTTGGACAGAATCC-3′ 5′-ACTGGGAGGCTTGTCGCATT-3′

TNFRSF1B 5′-GTCCACACGATCCCAACAC-3′ 5′-CACACCCACAATCAGTCCAA-3′
CD40 5′-TGTCCATCAGCAGGAGACTG-3′ 5′-ACCCTTCCAGAACCCTTGTT-3′

CD40LG 5′-CCAGGTGCTTCGGTGTTTGT-3′ 5′-ATGGCTCACTTGGCTTGGAT-3′
Молекулы клеточной адгезии (рецепторы эндотелиальных клеток для лейкоцитов) / Cell adhesion molecules 

(leukocyte receptors for endothelial cells)
ITGA4 5′-TCGGAAAGAATCCCGGCCAGA-3′ 5′-CCTGGCTGTCTGGAAAGTGTG-3′
ITGB1 5′-GTGAATGCCAAAGCGAAGGC-3′ 5′-ACCAACACGCCCTTCATTGC-3′
ITGB2 5′-GACAGCAAGTGGACTCCGA-3′ 5′-GCTGCTGACCTTGAACTTCG-3′
ITGAM 5′-TTCTGGCTCCTTCCAGCCAT-3′ 5′-CCCCTTGCGTTCTCTTGGAA-3′
SELPG 5′-ACAGGCTGAGTCCTTGTCGCTA-3′ 5′-AGGAGTTGCAGAAACATGGCA-3′

Гены «домашнего хозяйства» / Housekeeping genes
ACTB 5′-CATCGAGCACGGCATCGTCA-3′ 5′-TAGCACAGCCTGGACAGCAAC-3′

GAPDH 5′-AGCCACATCGCTCAGACAC-3′ 5′-GCCCAATACGACCAAATCC-3′
B2M 5′-TCCATCCGACATTGAAGTTG-3′ 5′-CGGCAGGCATACTCATCTT-3′
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– gels – select first lane – analyze – gels – plot lanes 
– wand – выделение площади пика). Использование 
бессывороточной среды позволяло отмыть оста-
точные компоненты ФБС и избежать неспецифи-
ческой кросс-реакции с бычьими антигенами как 
при дот-блоттинге, так и при иммуноферментном 
анализе.

Анализ системного воспалительного ответа 
крыс Wistar на добавление Ca2+, КПМ-Ф и КПЧ-Ф

В хвостовую вену самцов крыс Wistar (мас-
са 500 г, объем циркулирующей крови ~32,5 мл 
из расчета 6,5% от массы тела крысы) добавляли 
Ca2+ (с использованием CaCl2 в качестве донора), 
КПМ-Ф или КПЧ-Ф в дозировке 5 мкг кальция на 
1 мл циркулирующей крови крысы (162,5 мкг каль-
ция на крысу) и проводили инкубацию в течение 
часа. В качестве контрольной группы использовали 
крыс, в хвостовую вену которых вводили анало-
гичный объем ФСБД. В состав каждой из инъек-
ций также добавлялось соответствующее средней 
концентрации фетуина-А в ретентате количество 
БСФ (7,08 мг) во избежание нивелирования воз-
можных протективных эффектов данного белка. 
После одночасового наблюдения крыс выводили 
из эксперимента под изофлурановым наркозом и 
забирали кровь из почечной вены с ее последую-
щим центрифугированием при 1 700 × g в течение 
15 мин для выделения сыворотки (MiniSpin Plus, 
Eppendorf, Германия). С учетом индивидуальных 
различий в интенсивности системного воспали-
тельного ответа эксперимент повторяли 5 раз (по 
5 крыс на экспериментальную группу, всего 20 
крыс). Анализ содержания цитокинов в сыворотке 
крови крыс выполняли с использованием наборов 
для дот-блот-профилирования Proteome Profiler Rat 
XL Cytokine Array (ARY030, R&D Systems, США) 
в соответствии с инструкциями производителя (1 
мл необогащенной культуральной среды на обра-
зец). Хемилюминесцентную детекцию результатов 
дот-блоттинга проводили при помощи системы 
визуализации Odyssey XF (LI-COR Biosciences, 
США). Денситометрический анализ хемилюми-
несцентной съемки результатов дот-блоттинга вы-
полняли в программе ImageJ (National Institutes of 
Health, США) по вышеуказанному алгоритму.

Результаты
Аналогично ранее проведенным экспериментам 

с альбуминовыми КПМ и КПЧ при моделировании 
минерального стресса была получена система, в ко-
торой ионы кальция были свободно распределены 
по трем состояниям: циркулируя в свободном виде 
(Ca2+) либо находясь в составе КПМ-Ф (коллоидное 
первичное депо) или КПЧ-Ф (корпускулярное вто-
ричное депо). Сканирующая электронная микро-
скопия продемонстрировала сферическую форму 

2040, ООО «Биолабмикс», Россия) в соответствии 
с инструкциями производителя. Для каждой биоло-
гической повторности (n = 18, по числу лунок в экс-
перименте) при измерении уровня генной экспрес-
сии выполняли три технических повторности. Ко-
личественный анализ уровней мРНК генов интере-
са в лизате моноцитов человека (измерение относи-
тельных уровней транскриптов генов IL1B, CXCL8, 
IL18, CCL2, CXCL1, MIF, TNF, IL1R1, IL1R2, IL6R, 
TNFRSF1B, CD40, CD40LG, ITGA, ITGB1, ITGB2, 
ITGAM, SELPG) проводили посредством пересчета 
их экспрессии относительно экспрессии референс-
ных генов (ACTB, GAPDH и B2M) по методу 2−ΔCt. 
Для расчета кратности изменения экспрессии (fold 
change) относительно группы сравнения (инкуби-
рованные с ФСБД клетки) проводили расчет пока-
зателя 2−ΔΔCt. Данные представляли в виде среднего 
арифметического и стандартного отклонения от 
среднего. Статистическую значимость различий 
между группами оценивали при помощи однофак-
торного дисперсионного анализа с последующим 
попарным сравнением различий между экспери-
ментальными группами и контрольной группой по 
критерию Даннета.

Дот-блот-профилирование
Для повышения концентрации цитокинов при 

дот-блот-профилировании производили обогаще-
ние бессывороточной среды EndoLife до равных 
объемов (для среды от ЭК – в 3 раза, с 3 до 1 мл; 
для среды от моноцитов – в 7 раз, от 14 до 2 мл) в 
каждой из экспериментальных групп при помощи 
ее вакуумного центрифужного концентрирования 
(HyperVAC-LITE, Gyrozen Co. Ltd, Южная Корея). 
Скрининговый полуколичественный анализ содер-
жания цитокинов, выделяемых ЭК и моноцитами в 
культуральную среду, выполняли с использовани-
ем наборов для дот-блот-профилирования Proteome 
Profiler Human XL Cytokine Array Kit (ARY022B, 
R&D Systems, США) в соответствии с инструк-
циями производителя (1 мл обогащенной культу-
ральной среды на образец). Хемилюминесцентную 
детекцию результатов дот-блоттинга проводили 
при помощи системы визуализации Odyssey XF 
(LI-COR Biosciences, США). Денситометрический 
анализ хемилюминесцентной съемки результа-
тов дот-блоттинга выполняли в программе ImageJ 
(National Institutes of Health, США) после бинари-
зации изображения с использованием следующей 
последовательности команд: инвертирование цве-
та изображения (edit – invert) – выделение области 
фонового свечения (rectangular selection) – изме-
рение интенсивности фонового свечения – вычи-
тание интенсивности фонового свечения (process 
– math – subtract) – обратное инвертирование цве-
та изображения до исходного (edit – invert) – соб-
ственно денситометрия областей интереса (analyze 
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кальция (Ca2+, с использованием CaCl2 в качестве 
донора); 3) КПМ-Ф; 4) КПЧ-Ф.

Далее проведено полуколичественное профи-
лирование широкого спектра провоспалительных 
молекул в аналогичных условиях. После допол-
нительного обогащения культуральной среды 
методом дот-блот-профилирования удалось выя-
вить еще несколько молекул, выделение которых 
ЭК-КА и ЭК-ВГА также повышалось при воз-
действии КПМ-Ф и КПЧ-Ф (рис. 3, 4; табл. 2). В 
числе данных молекул были растворимые формы 
мембранных рецепторов ЭК CD105 (эндоглин) и 
CD147 (басигин), а также фактор ингибирования 
миграции макрофагов (MIF). В сравнении с ЭК-
КА ЭК-ВГА продемонстрировали существенно 
более выраженный ответ на воздействие КПМ-Ф и 
КПЧ-Ф (см. рис. 4; табл. 2). В частности, ЭК-ВГА 
характеризовались повышением выделения в куль-
туральную среду провоспалительных цитокинов 

КПЧ-Ф и их визуальное сходство с КПЧ, выделен-
ными ранее из атеросклеротических бляшек и сы-
воротки крови, подтверждая ведущую роль фетуи-
на-А в синтезе КПЧ (рис. 1). 

В результате последовательного ультрацентри-
фугирования и ультрафильтрации были получены 
корпускулярные КПЧ-Ф (осадок после ультрацен-
трифугирования), коллоидные КПМ-Ф (ретентат) 
и Ca2+ (фильтрат). По аналогии с экспериментами 
прошлого года для всех последующих эксперимен-
тов с КПМ-Ф и КПЧ-Ф была использована доза 
добавляемого кальция, вызывающая повышение 
молярной концентрации Ca2+ (относительно кон-
трольной среды без добавления кальция) на 10% 
(что соответствует относительной разнице между 
рисковым верхним и протективным нижним квар-
тилем по этому показателю в популяции). In vitro 
моделирование c CaCl2 в качестве донора Ca2+ пока-
зало, что искомое повышение молярной концентра-
ции Ca2+ на 10% в бессывороточной культуральной 
среде для ЭК и моноцитов EndoLife и в сыворотке 
крови крысы при добавлении средней концентра-
ции фетуина-А в ретентате (28 мг/мл) достигалось 
посредством добавления кальция в концентрации 
5 мкг/мл (рис. 2). Именно концентрация в 5 мкг 
кальция на 1 мл культуральной среды или сыво-
ротки крови и была далее выбрана для проведения 
экспериментов по оценке интернализации КПМ-Ф 
и КПЧ-Ф ЭК, а также по анализу патогенных эф-
фектов добавляемого в различных формах (Ca2+, 
КПМ-Ф и КПЧ-Ф) кальция для ЭК, моноцитов и 
крыс. Следует отметить, что физиологическое по-
вышение молярной концентрации Ca2+ в сыворотке 
крови человека на 10% (~0,12 ммоль/л) также со-
ответствует выбранной экспериментальной кон-
центрации кальция (4,8, то есть ~5 мкг/мл). Для 
объективного исследования воздействия различ-
ных видов кальциевого стресса все эксперименты 
включали четыре экспериментальные группы: 1) 
контрольный раствор ФСБД; 2) свободные ионы 

Рисунок 1. Сканирующая электронная микроскопия КПЧ-Ф
Figure 1. Scanning electron microscopy of CPP-F

Рисунок 2. Подбор физиологически релевантной экспери-
ментальной концентрации кальция, добавляемого в бес-
сывороточную культуральную среду (сверху) и сыворотку 
крови крысы (снизу). Повышение молярной концентрации 
Ca2+ на 10% (отражаемое синей пунктирной линией) дости-
галось посредством добавления 5 мкг кальция на 1 мл (кон-
центрация отмечена красным кругом) культуральной среды 
или сыворотки крови крысы
Figure 2. Selection of pathophysiological concentration of 
calcium added to the serum-free cell culture medium (top) and 
rat serum (bottom). 10% increase in molar concentration of Ca2+ 
(blue dotted line) is achieved by the addition of 5 μg calcium 
(marked by red circle) per 1 mL cell culture medium or rat serum
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Рисунок 3. Полуколичественное измерение уровня провос-
палительных цитокинов методом дот-блоттинга в обога-
щенной (в 3 раза) бессывороточной культуральной среде от 
ЭК-КА, инкубированных с контрольным ФСБД без кальция 
и магния, с повышенной концентрацией Ca2+ (+5 мкг кальция 
на 1 мл среды), КПМ-Ф или КПЧ-Ф с аналогичным содержа-
нием кальция (5 мкг/мл) в течение 24 ч 

Figure 3. Semi-quantitative measurement of pro-inflammatory 
cytokines by dot blotting in the 3-fold enriched serum-free cell 
culture supernatant from primary HCAEC incubated with control 
DPBS without calcium and magnesium (or excessive calcium 
(5 μg calcium per 1 mL medium) delivered as Ca2+ (added with 
CaCl2), CPM-F, or CPP-F for 24 hours 

Примечание: здесь далее на рис. 4, 5, 8 – список 
гиперэкспрессированных в культуральной среде 
цитокинов расположен под рисунком; длина стрелок 
отражает результаты денситометрического анализа 
хемилюминесцентной съемки в программе ImageJ. Короткие, 
средние и длинные стрелки эквивалентны бледно-розовому, 
пурпурно-розовому и красному цвету в табл. 2, обозначают 
кратность изменения 1,20–1,34, 1,35–1,49 и ≥ 1,50 
соответственно в сравнении со значениями денситометрии в 
контрольной группе (ФСБД). В случае отсутствия экспрессии 
белка в контрольной группе и наличии его экспрессии в 
экспериментальных группах значения денситометрии до 9 
000 условных единиц обозначены короткими стрелками.

Note: here and further on Figure 4, 5, 8 – overexpressed cytokines 
are noted by the colored arrows and are specified at the bottom. 
Arrow length indicates the results of densitometry analysis in the 
ImageJ software. Short, medium, and long arrows correspond to 
pink, coral, and red colors in the Table 2 and to the fold change 
from 1.20 to 1.34, 1.35 to 1.49, and ≥ 1.50, respectively, as 
compared to densitometry values in DPBS group. If the protein 
was not expressed in the control group and had a densitometry 
value ≤ 9000 arbitrary units, it was denoted by a short arrow. 

Рисунок 4. Полуколичественное измерение уровня провос-
палительных цитокинов методом дот-блоттинга в обогащен-
ной (в 3 раза) бессывороточной культуральной среде от пер-
вичных ЭК-ВГА, инкубированных с контрольным ФСБД без 
кальция и магния, с повышенной концентрацией Ca2+ (+5 мкг 
кальция на 1 мл среды), КПМ-Ф или КПЧ-Ф с аналогичным 
содержанием кальция (5 мкг/мл) в течение 24 ч

Figure 4. Semi-quantitative measurement of pro-inflammatory 
cytokines by dot blotting in the 3-fold enriched serum-free cell 
culture supernatant from primary HITAEC incubated with control 
DPBS without calcium and magnesium or excessive calcium (5 
μg calcium per 1 mL medium) delivered as Ca2+ (added with 
CaCl2), CPM-F, or CPP-F for 24 hours

Примечание: короткие, средние и длинные стрелки 
эквивалентны бледно-розовому, пурпурно-розовому и 
красному цвету в табл. 3, обозначают кратность изменения 
1,20–1,49, 1,50–1,99 и ≥ 2,00 соответственно в сравнении со 
значениями денситометрии в контрольной группе (ФСБД). 
В случае отсутствия экспрессии белка в контрольной 
группе и наличии его экспрессии в экспериментальных 
группах значения денситометрии до 9 000 условных единиц 
обозначены короткими стрелками, 9 001–19 499 условных 
единиц – средними стрелками, 19 500 условных единиц и 
более – длинными стрелками.

Note: Short, medium, and long arrows correspond to pink, coral, 
and red colors in the Table 2 and to the fold change from 1.20 
to 1.49, 1.50 to 1.99, and ≥ 2.00, respectively, as compared to 
densitometry values in DPBS group. If the protein was not 
expressed in the control group and had a densitometry value ≤ 
9000 arbitrary units, from 9001 to 14999 arbitrary units, and ≥ 
19500 arbitrary units, it was denoted by short, medium, and long 
arrows, respectively.

выраженном провоспалительном ответе ЭК-КА и 
ЭК-ВГА на кальциевый стресс и об его паракрин-
ных последствиях: 1) повышенном выделении ин-
дуцибельных провоспалительных цитокинов (ин-
терлейкин-6, интерлейкин-8, MCP-1/CCL2, CCL5/

гранулоцитарно-макрофагального колониестиму-
лирующего фактора (GM-CSF), CXCL1 (GROα), 
CCL5 (RANTES), протромботической растворимой 
формы рецептора урокиназы (uPAR), растворимых 
форм конститутивного эндотелиального маркера 
CD31 (PECAM-1) и индуцибельного эндотелиаль-
ного маркера VCAM-1 (CD106), а также проанги-
огенных факторов ангиогенина, ангиопоэтина-2, 
фактора роста гепатоцитов (HGF), тромбоцитарно-
го фактора роста (PDGF-AB/BB) и стромально-кле-
точного фактора роста (SDF-1α), антиангиогенных 
факторов цистатина С и дипептидилпептидазы 
IV при воздействии КПМ-Ф и КПЧ-Ф (см. рис. 4; 
табл. 2). В совокупности данные иммунофермент-
ного анализа и дот-блоттинга свидетельствуют о 
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нов рецепторов моноцитов для ЭК (ITGB1, ITGA4, 
SELPG).

Для проверки гипотезы о патофизиологической 
значимости параллельной провоспалительной ак-
тивации ЭК и моноцитов под воздействием кальци-
евого стресса проведен анализ адгезии моноцитов 
к ЭК после их 24-часовой совместной инкубации в 
системе пульсирующего потока (15 дин/см2) с Ca2+, 
КПМ-Ф или КПЧ-Ф (5 мкг кальция на 1 мл куль-
туральной среды). Светлопольная микроскопия 
показала повышенное соотношение адгезирован-
ных моноцитов к ЭК в результате воздействия всех 
видов кальциевого стресса, подтверждая релевант-
ность соответствующей провоспалительной акти-
вации ЭК и моноцитов для развития дисфункции 

RANTES, GM-CSF) и опциональном повышении 
выделения конститутивных провоспалительных 
цитокинов (CXCL1/GROα, MIF); 2) повышенном 
выделении растворимых форм эндотелиальных 
рецепторов CD105 (эндоглин), CD147 (басигин), 
CD31 (PECAM-1) и VCAM-1 (CD106), свидетель-
ствующих о клеточной гибели или патологическом 
слущивании данных рецепторов с клеточной мем-
браны в культуральную среду; 3) проангиогенных 
факторов (ангиогенин, ангиопоэтин-2, фактор ро-
ста гепатоцитов, тромбоцитарный фактор роста, 
стромально-клеточный фактор роста).

Изучение патофизиологической значимости вы-
шеуказанных паракринных последствий, а также 
циркуляции КПМ и КПЧ в системном кровотоке 
потребовало параллельной оценки эффектов воз-
действия кальциевого стресса на моноциты. Ана-
лиз генной экспрессии после инкубации моноци-
тов с избыточным количеством Ca2+, КПМ-Ф или 
КПЧ-Ф (5 мкг кальция на 1 мл культуральной сре-
ды) в системе пульсирующего потока (15 дин/см2) 
показал повышение экспрессии генов трансмем-
бранных молекул, косвенно (CD40) или напрямую 
(ITGA4, ITGB1, SELPG) вовлеченных в связывание 
с соответствующими рецепторами на поверхности 
ЭК (VCAM-1, ICAM-1, E-селектин/SELE, P-се-
лектин/SELP), после воздействия КПЧ-Ф, но не 
Ca2+ или КПМ-Ф. Данные гиперэкспрессирован-
ные гены кодируют субъединицу CD49d (ITGA4) и 
субъединицу CD29 (ITGB1) моноцитарного рецеп-
тора VLA-4, связывающегося с VCAM-1, а также 
моноцитарный рецептор PSGL-1/CD162, связыва-
ющийся с P- и E-селектином (SELPG) (табл. 3).

Полученные результаты позволили предполо-
жить провоспалительную активацию моноцитов 
при их инкубации с КПЧ-Ф и обосновали необхо-
димость полуколичественного измерения уровня 
моноцитарных провоспалительных молекул в бес-
сывороточной культуральной среде из этого экспе-
римента. По аналогии с ЭК воздействие кальциево-
го стресса (в большей степени КПМ-Ф и КПЧ-Ф) 
приводило к повышению выделения моноцитами 
провоспалительных (липокалин-2/NGAL, матрикс-
ная металлопротеиназа-9, миелопероксидаза), 
проангиогенных (ангиогенина, нейротрофический 
фактор мозга) и протромботических молекул (рас-
творимая форма рецептора урокиназы uPAR, инги-
битор активатора плазминогена PAI-1, тромбоспон-
дин-1) (рис. 5; табл. 4). В совокупности результаты 
анализа генной экспрессии и дот-блоттинга указы-
вали на потенциальную синергию функциональ-
ных последствий провоспалительной активации 
ЭК и моноцитов в контексте повышенного вы-
деления провоспалительных, проангиогенных и 
протромботических молекул в культуральную сре-
ду, а также повышенной экспрессии генов рецепто-
ров ЭК для моноцитов (VCAM1, SELE, SELP) и ге-

Рисунок 5. Полуколичественное измерение уровня про-
воспалительных цитокинов методом дот-блоттинга в обо-
гащенной (в 7 раз) бессывороточной культуральной среде 
от первичных моноцитов человека, инкубированных с кон-
трольным ФСБД без кальция и магния, c повышенной кон-
центрацией Ca2+ (+5 мкг кальция на 1 мл среды), КПМ-Ф или 
КПЧ-Ф с аналогичным содержанием кальция (5 мкг/мл) в 
течение 24 ч в системе пульсирующего потока (15 дин/см2)

Figure 5. Semi-quantitative densitometry analysis of pro-
inflammatory cytokines by dot blotting in the 7-fold enriched 
serum-free cell culture supernatant from human monocytes, 
incubated with control DPBS without calcium and magnesium or 
excessive calcium (5 μg calcium per 1 mL medium) delivered as 
Ca2+ (added with CaCl2), CPM-F, or CPP-F at pulsatile flow (15 
dyn/cm2) for 24 hours

Примечание: rороткие, средние и длинные стрелки 
эквивалентны бледно-розовому, пурпурно-розовому и 
красному цвету в табл. 4, обозначают кратность изменения 
1,20–1,34, 1,35–1,49 и ≥ 1,50 соответственно в сравнении со 
значениями денситометрии в контрольной группе (ФСБД). 
В случае отсутствия экспрессии белка в контрольной 
группе и наличии его экспрессии в экспериментальных 
группах значения денситометрии до 9000 условных единиц 
обозначены короткими стрелками.

Note: Short, medium, and long arrows correspond to pink, coral, 
and red colors in the Table 4 and to the fold change from 1.20 
to 1.34, 1.35 to 1.49, and ≥ 1.50, respectively, as compared to 
densitometry values in DPBS group. If the protein was not 
expressed in the control group and had a densitometry value ≤ 
9000 arbitrary units, it was denoted by a short arrow.
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Таблица 3. Результаты анализа генной экспрессии при 
воздействии различных видов кальциевого стресса – 
повышенной концентрации Ca2+ (+5 мкг кальция на 1 мл 
среды), КПМ-Ф (5 мкг/мл), КПЧ-Ф (5 мкг/мл) – на первичные 
моноциты человека в системе пульсирующего потока 
(напряжение сдвига 15 дин/см2) в течение 24 ч
Table 3. Analysis of gene expression in the human monocytes 
incubated with control DPBS without calcium and magnesium or 
excessive calcium (5 μg calcium per 1 mL medium) delivered as 
Ca2+ (added with CaCl2), CPM-F, or CPP-F at pulsatile flow (15 
dyn/cm2) for 24 hours 

Ген / 
Gene

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean

ФСБД 
/ DPBS Ca2+

КПМ-Ф 
/ 

CPM-F

КПЧ-Ф 
/ CPP-F

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation

Кратность изменения / Fold change
p

Провоспалительные цитокины / Pro-inflammatory cytokines

IL1B

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,0531 0,0853 0,0814 0,1427

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,0402 0,0841 0,1129 0,0863

Кратность изменения / Fold change 1,00 1,61 1,53 2,69
p 1,00 0,747 0,945 0,338

CXCL8

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 3,6160 2,5740 3,6020 5,4640

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 1,7420 1,5760 1,4480 4,5210

Кратность изменения / Fold change 1,00 0,71 1,00 1,51
p 1,00 0,523 0,948 0,638

IL18

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,0325 0,0326 0,0217 0,0678

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,0270 0,0054 0,0141 0,0859

Кратность изменения / Fold change 1,00 1,00 0,67 2,09
p 1,00 0,562 0,493 0,172

CCL2

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,9865 1,0440 0,7982 2,2880

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,9930 0,8284 0,4228 3,1310

Кратность изменения / Fold change 1,00 1,06 0,81 2,32
p 1,00 0,626 0,847 0,149

CXCL1

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,0303 0,0298 0,0332 0,0614

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,0208 0,0053 0,0105 0,0398

Кратность изменения / Fold change 1,00 0,98 1,09 2,03
p 1,00 0,665 0,676 0,148

MIF

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,1759 0,3139 0,2678 4,5210

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,1020 0,1239 0,3349 7,6040

Кратность изменения / Fold change 1,00 1,78 1,52 25,70
p 1,00 0,089 0,833 0,146

TNF

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,0109 0,0174 0,0096 0,0113

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,0084 0,0110 0,0025 0,0111

Кратность изменения / Fold change 1,00 1,61 0,88 1,04
p 1,00 0,425 0,914 0,639

Рецепторы к провоспалительным цитокинам / Receptors for pro-
inflammatory cytokines

IL1R1

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,0153 0,0220 0,0079 0,0278

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,0129 0,0350 0,0022 0,0296

Кратность изменения / Fold change 1,00 1,43 0,51 1,81
p 1,00 0,747 0,494 0,657

IL1R2

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,7500 0,7705 0,6182 1,6410

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,7621 0,3804 0,3281 1,8570

Кратность изменения / Fold change 1,00 1,03 0,82 2,19
p 1,00 0,435 0,621 0,283

Примечание: в качестве контрольной группы использованы моноциты, к 
которым добавляли контрольный ФСБД без кальция и магния. Количественная 
полимеразная цепная реакция после обратной транскрипции, нормализация 
на гены «домашнего хозяйства» (GAPDH, ACTB, B2M). Представлены 
относительный уровень экспрессии генов, кратность изменения экспрессии и 
статистическая значимость генов, кодирующих провоспалительные молекулы 
клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1, SELE, SELP), провоспалительные цитокины 
(IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF), эндотелиальную синтазу монооксида азота 
(NOS3), транскрипционные факторы эндотелиально-мезенхимального перехода 
(SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1), протромботические молекулы (VWF, SERPINE1) и 
антитромботические молекулы (PLAU, PLAT). Однофакторный дисперсионный 
анализ с последующим попарным сравнением всех экспериментальных групп 
(Ca2+, КПМ-Ф, КПЧ-Ф) с контрольной группой (ФСБД) по критерию Даннета. 
Статистически значимые различия (значения ΔCt, кратности изменения и 
значения p) отмечены розовым цветом и выделены жирным шрифтом.
Note: Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR), 
normalization for housekeeping genes (GAPDH, ACTB, B2M). Relative level of gene 
expression (ΔCt), fold change, and P value are provided for each gene encoding 
pro-inflammatory cell adhesion molecules (VCAM1, ICAM1, SELE, SELP), pro-
inflammatory cytokines (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF), endothelial nitric 
oxide synthase (NOS3), endothelial-to-mesenchymal transition transcription factors 
(SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1), pro-thrombotic molecules (VWF, SERPINE1), and 
anti-thrombotic molecules (PLAU, PLAT). One-way analysis of variance with the 
further pairwise comparison of Ca2+, CPM-F, and CPP-F groups with DPBS group 
with Dunnett’s multiple comparisons test. Statistically significant differences (ΔCt 
values, fold change, and P values) are marked pink and bold. 

IL6R

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,0709 0,1213 0,1917 0,1573

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,0703 0,0864 0,1854 0,1687

Кратность изменения / Fold change 1,00 1,71 2,70 2,22
p 1,00 0,421 0,131 0,334

TNFRSF1B

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,6051 1,1850 0,6858 1,1930

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,3780 0,4578 0,3385 0,6602

Кратность изменения / Fold change 1,00 1,96 1,13 1,97
p 1,00 0,113 0,675 0,109

CD40

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,0566 0,1726 0,3735 0,3790

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,0459 0,1881 0,4215 0,4094

Кратность изменения / Fold change 1,00 3,05 6,60 6,69
p 1,00 0,177 0,118 0,002

CD40LG

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,0080 0,0066 0,0181 0,0705

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,0078 0,0051 0,0173 0,1161

Кратность изменения / Fold change 1,00 0,83 2,26 8,84
p 1,00 0,713 0,834 0,217

Молекулы клеточной адгезии (рецепторы лейкоцитов для эндотелиальных 
клеток) / Cell adhesion molecules (leukocyte receptors for endothelial cells)

ITGA4

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,6152 3,6540 3,8420 2,8440

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,4271 5,7350 5,4370 3,4390

Кратность изменения / Fold change 1,00 5,94 6,25 4,62
p 1,00 0,285 0,201 0,025

ITGB1

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,6257 0,9419 0,5883 0,9306

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,2852 0,304 0,3203 0,4799

Кратность изменения / Fold change 1,00 1,51 0,94 1,49
p 1,00 0,084 0,928 0,271

ITGB2

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,0278 0,1635 0,1326 0,0846

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,0214 0,2633 0,1813 0,1012

Кратность изменения / Fold change 1,00 5,88 4,77 3,04
p 1,00 0,301 0,176 0,037

ITGAM

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,0206 0,0261 0,0264 0,0314

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,0071 0,0072 0,0196 0,0283

Кратность изменения / Fold change 1,00 1,27 1,29 1,53
p 1,00 0,456 0,914 0,817

SELPG

ΔCt, среднее арифметическое / 
ΔCt, arithmetic mean 0,0009 0,0059 0,0052 0,0017

ΔCt, стандартное отклонение / 
ΔCt, standard deviation 0,0008 0,0107 0,0077 0,0012

Кратность изменения / Fold change 1,00 6,85 5,99 1,93

p 1,00 0,454 0,229 0,024



226 Выделение цитокинов эндотелиальными клетками артерий

ЭК и собственно повышением адгезии моноцитов к 
ЭК в условиях пульсирующего потока.

В соответствии с полученными на клеточных 
моделях результатами через час после внутривен-
ного введения крысам Wistar КПМ-Ф или КПЧ-Ф (в 
концентрации 5 мкг на 1 мл циркулирующей крови) 
вызывали более выраженный провоспалительный 
сдвиг, чем свободные ионы Ca2+ (8 гиперэкспрес-
сированных провоспалительных молекул при воз-
действии Ca2+, 13 таких молекул при воздействии 
КПМ-Ф и 15 таких молекул при воздействии КПЧ-Ф; 
рис. 8; табл. 5). В число этих провоспалительных 
факторов входили растворимые формы эндотелиаль-
ных рецепторов (VCAM-1/CD106, ICAM-1/CD54), 
провоспалительные молекулы (CXCL7, CCL11/

эндотелия (рис. 6, 7). Следует отметить выражен-
ное провоспалительное действие КПМ-Ф и КПЧ-Ф 
(7 гиперэкспрессированных провоспалительных 
молекул при воздействии КПМ-Ф и 6 таких моле-
кул при воздействии КПЧ-Ф на модели ЭК-КА, 27 
и 29 на модели ЭК-ВГА и 12 и 14 соответственно на 
модели моноцитов). Таким образом, в отношении 
моделей in vitro (клеточным культурам) правомерно 
указать на наличие провоспалительных эффектов и 
у КПМ-Ф, и у КПЧ-Ф. При этом паракринные про-
воспалительные эффекты (повышение выделения 
провоспалительных, протромботических и проан-
гиогенных молекул и растворимых форм эндотели-
альных рецепторов) сопровождались повышением 
экспрессии генов рецепторов адгезии моноцитов к 

Таблица 4. Денситометрический полуколичественный анализ результатов измерения уровня провоспалительных цитокинов 
(метод дот-блот-профилирования, хемилюминесцентная съемка) в обогащенной (в 7 раза) бессывороточной культуральной 
среде от первичных моноцитов человека, инкубированных в системе пульсирующего потока (напряжение сдвига 15 дин/см2) 
с контрольным ФСБД без кальция и магния, с повышенной концентрацией Ca2+ (+5 мкг кальция на 1 мл среды), КПМ-Ф или 
КПЧ-Ф с аналогичным содержанием кальция (5 мкг/мл) в течение 24 ч
Table 4. Semi-quantitative densitometry analysis of pro-inflammatory cytokines by dot blotting in the 7-fold enriched serum-free 
cell culture supernatant from primary human monocytes incubated with control DPBS without calcium and magnesium or excessive 
calcium (5 μg calcium per 1 mL medium) delivered as Ca2+ (added with CaCl2), CPM-F, or CPP-F for 24 hours

Место на 
мембране 
/ Position 

on the 
membrane

Анализируемая 
молекула / 

Analyte

ID гена / 
Gene ID

Альтернативное 
название 

молекулы / 
Alternative 

molecule name

ФСБД / 
DPBS Ca2+

Кратность 
изменения 

/ Fold 
change

КПМ-Ф 
/ CPM-F

Кратность 
изменения 

/ Fold 
change

КПЧ-Ф 
/ CPP-F

Кратность 
изменения 

/ Fold 
change

A7,8 Angiogenin 283 – 7956,723 12896,52 1,62 17437,84 2,19 20350,03 2,56

A15,16 BDNF 627 – 10066,21 6979,601 0,69 14112,94 1,40 19090,61 1,90

A19,20 CD14 929 – 832,455 0,00 780,627 0,94 5412,188 6,50

B19,20 EGF 1950 – 6701,652 4607,853 0,69 33211,1 4,96 12731,28 1,90

B21,22 EMMPRIN 682 CD147, Basigin 1927,933 1927,93 2595,104 2595,104

C3,4 ENA-78 6374 CXCL5 14814,99 13552,38 0,91 17694,64 1,19 29478,96 1,99

E7,8 IL-8 3576 CXCL8 42132,68 40758,51 0,97 46654,35 1,11 37863,97 0,90

G5,6 Lipocalin-2 3934 NGAL, LCN2, 
Siderocalin 20406,96 24785,25 1,21 31437,91 1,54 25530,66 1,25

G13,14 MIF 4282 – 23244,2 10778,57 0,46 14693,52 0,63 30292,44 1,30

G23,24 MMP-9 4318 CLG4B, 
Gelatinase B 10921,45 15120,94 1,38 24383,37 2,23 29401,2 2,69

H1,2 Myeloperoxidase 4353 MPO, 
Lactoperoxidase 4033,318 13651,52 3,38 13966,89 3,46 13908,59 3,45

H7,8 PDGF-AB/BB 5154/5155 – 25714,15 26627,63 1,04 26711,58 1,04 25602,81 1,00

H11,12 PF4 5196 CXCL4 46854,63 47119,89 1,01 49134,7 1,05 50471,13 1,08

H15,16 RANTES 6352 CCL5 38865,21 41353,09 1,06 40254,56 1,04 40568,16 1,04

I1,2 Serpin E1 5054 PAI-I, PAI-1, 
Nexin 20863,66 33171,24 1,59 37595,43 1,80 40503,56 1,94

I15,16 Thrombospondin-1 7057 THBS1, TSP-1 4114,803 5811,53 1,41 5697,581 1,38 5823,601 1,42

I19,20 uPAR 5329 PLAUR 829,628 5920,945 7,14 1563,598 1,88 7388,602 8,91

I21,22 VEGF 7422 BEGFA 31736,56  

J7,8 CD31 5175 PECAM-1 28318,69 37524,02 1,33 36664,61 1,29 39782,75 1,40

J9,10 TIM-3 84868 HAVCR2 2368,125 3440,146 66992,67  

Примечание: Бледно-розовый, пурпурно-розовый и красный цвет эквивалентен коротким, средним и длинным стрелкам на рис. 
5, обозначает кратность изменения 1,20 –1,34, 1,35–1,49 и ≥ 1,50 соответственно в сравнении со значениями денситометрии 
в контрольной группе (ФСБД). В случае отсутствия экспрессии белка в контрольной группе (условно обозначаемой в таблице 
как 1 условная единица) и наличии его экспрессии в экспериментальных группах значения денситометрии до 9 000 условных 
единиц в таблице выделяли бледно-розовым цветом и обозначали короткими стрелками на рис. 5.
Note: Pink color (equal to short arrows in the Figure 3) indicates fold change from 1,20 to 1,34, coral color (equal to medium arrows 
in the Figure 3) indicates fold change from 1,35 to 1,49, red color (equal to long arrows in the Figure 3) indicates fold change ≥ 1,50 
as compared with densitometry values in DPBS group. If the protein was not expressed in the control group (1 arbitrary unit) and had a 
densitometry value ≤ 9000 arbitrary units, it was marked by a pink color in Table 3 and was denoted by a short arrow in the Figure 5.
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Рисунок 6. Анализ адгезии моноцитов к ЭК-ВГА человека 
после их совместной 24-часовой инкубации в системе пуль-
сирующего потока (15 дин/см2) с параллельным добавлени-
ем контрольного ФСБД без кальция и магния, повышенной 
концентрации Ca2+ (+5 мкг кальция на 1 мл среды), КПМ-Ф 
или КПЧ-Ф с аналогичным содержанием кальция (5 мкг/мл)

Figure 6. Adhesion of monocytes to primary HITAEC after 
their co-incubation with control DPBS without calcium and 
magnesium or excessive calcium (5 μg calcium per 1 mL 
medium) delivered as Ca2 (added with CaCl2), CPM-F, or CPP-F 
at pulsatile flow (15 dyn/cm2) for 24 hours 

Примечание: каждая точка на графиках отражает анализ 
одного поля зрения (n = 19–20 на группу). На графиках 
типа «ящик с усами» «усы» – минимальное и максимальное 
значения, границы «ящика» – межквартильный интервал 
(25-й и 75-й процентили), центральная линия – медиану. 
Критерий Краскела – Уоллиса с последующим попарным 
сравнением всех экспериментальных групп (Ca2+, КПМ-Ф, 
КПЧ-Ф) с контрольной группой (ФСБД) по критерию Данна, 
значения p приведены над графиками.

Note: Each dot on the plot represents one field of view (n = 19-
20 fields of view per group). Box-and-whisker plots, whiskers 
indicate minimum and maximum values, boxes bounds indicate 
the interquartile range (25th and 75th percentiles), and central 
line indicates the median. Kruskal-Wallis test with the further 
pairwise comparison of Ca2+, CPM-F, and CPP-F groups with 
DPBS group with Dunn’s multiple comparisons test. P values are 
provided above the plot.

Рисунок 7. Светлопольная микроскопия первичных ЭК-
ВГА человека после их совместной 24-часовой инкубации в 
системе пульсирующего потока (15 дин/см2) с моноцитами 
человека с параллельным добавлением контрольного ФСБД 
без кальция и магния, повышенной концентрации Ca2+ (+5 
мкг кальция на 1 мл среды), КПМ-Ф или КПЧ-Ф с аналогич-
ным содержанием кальция (5 мкг/мл) 

Figure 7. Brightfield microscopy of primary internal thoracic 
artery endothelial cells (HITAEC) after their co-incubation with 
control Dulbecco’s phosphate-buffered saline without calcium 
and magnesium (DPBS) or excessive calcium (5 μg calcium 
per 1 mL medium) delivered as free calcium ions (Ca2+, added 
with CaCl2), fetuin-centric calciprotein monomers (CPM-F), or 
fetuin-centric calciprotein particles (CPP-F) at pulsatile flow (15 
dyn/cm2) for 24 hours. 

Примечание: красные стрелки указывают на адгезированные 
к ЭК (очерченная геометрия клетки и синее ядро) моноциты 
(зеленый цвет). Моноциты мечены красителем CellTracker 
Green, ядра ЭК контрастированы Hoechst 33342. Увеличение 
× 200. Шкала масштаба: 100 мкм

Note: Red arrows indicate monocytes (green color) adhered to 
endothelial cells (elongated geometry and blue color). Monocytes 
are labeled by CellTracker Green dye, endothelial cell nuclei are 
counterstained with Hoechst 33342. × 200 magnification. Scale 
bar: 100 μm

и фосфора (Na2HPO4) и дальнейшее разделение 
кальциевых фракций путем последовательного от-
деления КПЧ от КПМ и Ca2+ при помощи ультра-
центрифугирования и отделения КПМ от Ca2+ по-
средством ультрафильтрации [5, 16] для получения 
фетуинсодержащего раствора Ca2+ со сниженной 
минеральной емкостью относительно альбумин-
содержащего раствора Ca2+, а также для получения 
КПМ-Ф и КПЧ-Ф. Применение указанного фетуин-
содержащего раствора Ca2+ позволило использовать 
для моделирования кальциевого стресса дозу каль-
ция (5 мкг/мл), соответствующую физиологически 
необходимой для повышения молярной концентра-
ции Ca2+ в циркулирующей крови человека на 10% 
(~0,12 ммоль/л, что соответствует межквартильно-
му интервалу Ca2+ в популяции). Именно такая доза 
(5 мкг/мл) при использовании фетуинсодержащего 
раствора Ca2+ также повышала на 10% молярную 
концентрацию Ca2+ в культуральной среде для ЭК 
и моноцитов и сыворотке крови крыс Wistar. Таким 
образом, сравнение патологических эффектов фе-
туинсодержащего раствора Ca2+, а также КПМ-Ф и 

эотаксин, FLT3LG), протромботические молекулы 
(ингибитор активатора плазминогена PAI-1), матри-
кины (фибулин-3, остеопонтин, эндостатин, CCN3, 
матриксная металлопротеиназа-3), гепатокины (ге-
пассоцин, фетуин-А, RBP4, инсулиноподобный фак-
тор роста IGF-1 и связывающие его белки IGFBP-2, 
IGFBP-3, IGFBP-5 и IGFBP-6), а также белки путей 
метаболизма (резистин, рецептор конечных продук-
тов гликирования, липокалин-2) (см. рис. 8; табл. 
5). Сводный анализ результатов анализа цитокинов, 
гиперэкспрессированных в культуральной среде от 
ЭК и моноцитов и в сыворотке крови крыс при воз-
действии избыточного количества (5 мкг/мл) Ca2+, 
КПМ-Ф и КПЧ-Ф, представлен в табл. 6.

Обсуждение
Полученные в данном исследовании результаты 

подтвердили применимость ранее разработанного 
метода, подразумевающего одновременный син-
тез КПМ и КПЧ при перенасыщении белоксодер-
жащего солевого раствора солями кальция (CaCl2) 
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выявлено повышенное выделение 4 и 3 провоспа-
лительных цитокинов соответственно [5]. Воздей-
ствие фетуинсодержащего раствора Ca2+ на ЭК и 
моноциты приводило к увеличенному выделению 
3 и 8 провоспалительных цитокинов соответствен-
но. Значительно больший контраст наблюдался при 
сравнении эффектов альбуминовых КПМ (КПМ-А) 
и КПМ-Ф. В частности, воздействие КПМ-А на ЭК 
и моноциты вызывало повышение выделения 6 и 3 
провоспалительных цитокинов соответственно [5], 
в то время как воздействие КПМ-Ф на ЭК и моно-
циты сопровождалось увеличением выделения 27 и 
12 провоспалительных цитокинов соответственно. 
Патологическое воздействие КПЧ-А существенно 
превосходило таковое у КПМ-А, приводя к увели-
чению выделения 11 провоспалительных цитоки-
нов при воздействии на ЭК и моноциты [5]. В то 
же время патологическое воздействие КПЧ-Ф и 
КПМ-Ф было близким и сопровождалось выделе-
нием 7 и 6 провоспалительных цитокинов соответ-
ственно при воздействии на ЭК-КА, 27 и 29 – на 
ЭК-ВГА, 12 и 14 – при воздействии на моноциты. 
Таким образом, при моделировании кальциевого 
стресса на клеточных культурах правомерно гово-
рить о зависимости провоспалительных эффектов 
КПМ от их основного белка (невысокая выражен-
ность таких эффектов у КПМ-А и высокая выра-
женность у КПМ-Ф) и о безусловных провоспали-
тельных эффектах КПЧ вне зависимости от белков, 
входящих в их состав. При этом паракринные про-
воспалительные эффекты (повышение выделения 
провоспалительных, протромботических и проан-
гиогенных молекул и растворимых форм эндоте-
лиальных рецепторов) сопровождались: 1) повы-
шением экспрессии генов провоспалительных ци-
токинов; 2) реципрокным повышением экспрессии 
генов рецепторов адгезии ЭК к моноцитам (то есть 
соответствующих эндотелиальных молекул) [5] и 
генов рецепторов адгезии моноцитов к ЭК (то есть 
соответствующих моноцитарных молекул); 3) по-
вышением экспрессии генов транскрипционных 
факторов эндотелиально-мезенхимального пере-
хода, отражающего общий эндотелиальный стресс 
[5]; 4) повышением адгезии моноцитов к ЭК при 
соответствующем функциональном анализе в усло-
виях пульсирующего потока.

Анализируя повышение выделения ЭК и моно-
цитами провоспалительных цитокинов и проанги-
огенных молекул под воздействием кальциевого 
стресса, следует отметить роль данных молекул 
в стимуляции пролиферации и миграции ЭК [17, 
18], что может способствовать развитию патоло-
гического ангиогенеза [19–23]. Это частично пере-
секается с закономерностями пролиферации коло-
ниеформирующих ЭК, деление которых в первые 
дни после выделения из периферической крови в 
значительной степени зависит от моноцитов и лим-

КПЧ-Ф действительно было патофизиологически и 
клинически релевантным.

При оценке результатов действия различных ви-
дов кальциевого стресса с альбуминовыми КПМ и 
КПЧ [5] в сравнении с КПМ-Ф и КПЧ-Ф на клеточ-
ных культурах следует отметить слабые провоспа-
лительные эффекты патофизиологически релевант-
ной избыточной молярной концентрации Ca2+ в экс-
периментах in vitro. При анализе воздействия альбу-
минсодержащего раствора Ca2+ на ЭК и моноциты 

Рисунок 8. Полуколичественное измерение уровня про-
воспалительных цитокинов методом дот-блоттинга в нео-
богащенной сыворотке крови крыс Wistar через час после 
внутривенного введения контрольного ФСБД без кальция 
и магния, с повышенной концентрацией Ca2+ (+5 мкг/мл), 
КПМ-Ф или КПЧ-Ф с аналогичным содержанием кальция (5 
мкг/мл) 

Figure 8. Semi-quantitative densitometry analysis of pro-
inflammatory cytokines by dot blotting in the serum of Wistar 
rats 1 hour after the intravenous injection of control DPBS 
without calcium and magnesium or excessive calcium (5 μg 
calcium per 1 mL medium) delivered as Ca2+ (added with CaCl2), 
CPM-F, or CPP-F 

Примечание: короткие, средние и длинные стрелки 
эквивалентны бледно-розовому, пурпурно-розовому и 
красному цвету в табл. 5, обозначают кратность изменения 
1,20–1,34, 1,35–1,49 и ≥ 1,50 соответственно в сравнении со 
значениями денситометрии в контрольной группе (ФСБД). 
В случае отсутствия экспрессии белка в контрольной 
группе и наличии его экспрессии в экспериментальных 
группах значения денситометрии до 9 000 условных единиц 
обозначены короткими стрелками.

Note: Short, medium, and long arrows correspond to pink, coral, 
and red colors in the Table 5 and to the fold change from 1.20 
to 1.34, 1.35 to 1.49, and ≥ 1.50, respectively, as compared to 
densitometry values in DPBS group. If the protein was not 
expressed in the control group and had a densitometry value ≤ 
9000 arbitrary units, it was denoted by a short arrow.



V.E. Markova et al. 229

O
R

IG
IN

A
L 

ST
U

D
IE

S

Та
бл

иц
а 

5.
 Д

ен
си

то
ме

тр
ич

ес
ки

й 
по

лу
ко

ли
че

ст
ве

нн
ы

й 
ан

ал
из

 р
ез

ул
ьт

ат
ов

 и
зм

ер
ен

ия
 у

ро
вн

я 
пр

ов
ос

па
ли

те
ль

ны
х 

ци
то

ки
но

в 
(м

ет
од

 д
от

-б
ло

т-
пр

оф
ил

ир
ов

ан
ия

, х
ем

ил
ю

ми
не

сц
ен

тн
ая

 с
ъе

мк
а)

 в
 н

ео
бо

га
щ

ен
но

й 
сы

во
ро

тк
е 

кр
ов

и 
кр

ы
сы

 ч
ер

ез
 ч

ас
 

по
сл

е 
вн

ут
ри

ве
нн

ог
о 

вв
ед

ен
ия

 к
он

тр
ол

ьн
ог

о 
Ф

С
БД

 б
ез

 к
ал

ьц
ия

 и
 м

аг
ни

я,
 с

 п
ов

ы
ш

ен
но

й 
ко

нц
ен

тр
ац

ие
й 

C
a2+

 (+
5 

мк
г к

ал
ьц

ия
 н

а 
1 

мл
 с

ы
во

ро
тк

и 
кр

ов
и)

, К
П

М
-Ф

 и
ли

 К
П

Ч-
Ф

 с
 а

на
ло

ги
чн

ы
м 

со
де

рж
ан

ие
м 

ка
ль

ци
я 

(5
 м

кг
/м

л)
 

Ta
bl

e 
5.

 S
em

i-q
ua

nt
ita

tiv
e 

de
ns

ito
m

et
ry

 a
na

ly
si

s o
f p

ro
-in

fla
m

m
at

or
y 

cy
to

ki
ne

s b
y 

do
t b

lo
tti

ng
 in

 th
e 

ra
t s

er
um

 1
 h

ou
r a

fte
r t

he
 in

tra
ve

no
us

 in
je

ct
io

n 
of

 c
on

tro
l D

ul
be

cc
o’

s p
ho

sp
ha

te
-b

uff
er

ed
 sa

lin
e 

w
ith

ou
t c

al
ci

um
 a

nd
 m

ag
ne

si
um

 (D
PB

S)
 o

r e
xc

es
si

ve
 c

al
ci

um
 

(5
 μ

g 
ca

lc
iu

m
 p

er
 1

 m
L 

m
ed

iu
m

) d
el

iv
er

ed
 a

s f
re

e 
ca

lc
iu

m
 io

ns
 (C

a2+
, a

dd
ed

 w
ith

 C
aC

l 2
), 

fe
tu

in
-c

en
tri

c 
ca

lc
ip

ro
te

in
 m

on
om

er
s (

C
PM

-F
), 

or
 fe

tu
in

-c
en

tri
c 

ca
lc

ip
ro

te
in

 p
ar

tic
le

s (
C

PP
-F

)

М
ес

то
 н

а 
м

ем
бр

ан
е 

/ 
Po

si
tio

n 
on

 th
e 

m
em

ba
ne

А
на

ли
зи

ру
ем

ая
 м

ол
ек

ул
а 

/ 
A

na
ly

te
ID

 г
ен

а 
/ 

G
en

e 
ID

А
ль

те
рн

ат
ив

но
е 

на
зв

ан
ие

 м
ол

ек
ул

ы
 / 

A
lte

rn
at

iv
e 

m
ol

ec
ul

e 
na

m
e

Ф
С

БД
 / 

D
PB

S
C

a2+
К

ра
тн

ос
ть

 и
зм

ен
ен

ия
 / 

Fo
ld

 c
ha

ng
e

К
П

М
-Ф

 / 
C

PM
-F

К
ра

тн
ос

ть
 и

зм
ен

ен
ия

 
/ F

ol
d 

ch
an

ge
К

П
Ч

-Ф
 / 

C
PP

-F
К

ра
тн

ос
ть

 и
зм

ен
ен

ия
 

/ F
ol

d 
ch

an
ge

A
3,

4
A

di
po

ne
ct

in
/A

cr
p3

0
24

62
53

A
di

po
Q

48
05

4,
74

7
46

04
9,

06
1

0,
96

49
86

0,
23

3
1,

04
48

50
0,

69
7

1,
01

A
5,

6
C

C
L

2/
JE

/M
C

P-
1

24
77

0
M

C
A

F
73

80
,5

31
77

10
,1

17
1,

04
27

10
,5

89
0,

37
40

13
,1

96
0,

54
A

9,
10

C
C

L
5/

R
A

N
T

E
S

81
78

0
SI

Sd
85

68
,8

94
11

46
,9

41
0,

13
55

23
,8

02
0,

64
89

62
,3

08
1,

05
A

11
,1

2
C

C
L

11
/E

ot
ax

in
29

39
7

C
-C

 m
ot

if 
lig

an
d 

11
30

46
1,

85
7

38
48

0,
43

4
1,

26
27

14
4,

09
9

0,
89

29
49

0,
68

5
0,

97
A

17
,1

8
C

C
L

21
/6

C
ki

ne
29

80
06

C
-C

 m
ot

if 
lig

an
d 

21
25

99
3,

54
3

30
08

2,
32

1
1,

16
16

05
9,

15
8

0,
62

30
59

4,
20

0
1,

18
A

19
,2

0
C

C
L

22
/M

D
C

11
75

51
A

B
C

D
-1

, S
T

C
P-

1
29

73
5,

54
3

28
66

0,
20

0
0,

96
85

06
,0

16
0,

29
19

98
9,

05
7

0,
67

B
9,

10
C

X
C

L
7/

T
hy

m
us

 c
he

m
ok

in
e-

1
24

63
58

–
17

61
,1

04
55

49
,7

52
3,

15
0,

00
84

7,
28

4
0,

48
B

13
,1

4
C

ys
ta

tin
 C

25
30

7
A

R
M

D
11

, C
ST

3
31

13
4,

83
6

27
16

3,
30

0
0,

87
30

56
5,

49
2

0,
98

34
30

5,
97

8
1,

10
B

21
,2

2
E

nd
os

ta
tin

85
25

1
C

ol
18

a1
1,

0
0,

00
19

28
,3

97
19

28
,4

0
11

89
,1

84
11

89
,1

8
C

3,
4

Fe
tu

in
-А

/A
H

SG
25

37
3

–
39

89
,1

46
48

61
,6

31
1,

22
64

91
,2

38
1,

63
51

46
,3

38
1,

29
C

11
,1

2
Fi

bu
lin

-3
30

56
04

D
H

R
D

, E
FE

M
P1

, F
B

L
N

3
1,

0
11

83
,0

12
11

83
,0

1
0,

00
0,

00
C

13
,1

4
Fl

t-
3 

L
ig

an
d

10
03

63
55

6
Fl

t3
Ig

16
02

3,
45

1
16

38
7,

86
5

1,
02

25
75

8,
30

0
1,

61
18

07
1,

10
8

1,
13

C
15

,1
6

G
al

ec
tin

-1
56

64
6

G
A

L
1,

 G
B

P,
 H

B
L

, L
G

A
L

S1
16

69
,1

55
0,

00
0,

00
0,

00
C

17
,1

8
G

al
ec

tin
-3

83
78

1
A

G
E

-R
3,

 L
-3

1,
 G

A
L

3
16

06
2,

86
6

97
21

,8
44

0,
61

63
23

,6
31

0,
39

12
56

0,
86

5
0,

78
C

21
,2

2
G

D
F-

15
29

45
5

M
IC

-1
23

91
5,

25
0

16
70

,6
19

0,
07

10
77

2,
91

5
0,

45
22

12
3,

54
3

0,
93

D
3,

4
H

ep
as

so
ci

n
24

61
86

FG
L

1,
 F

R
E

P1
, H

FR
E

P-
1

54
71

,2
88

59
57

,9
24

1,
09

46
16

,7
73

0,
84

92
12

,3
80

1,
68

D
7,

8
IC

A
M

-1
/C

D
54

25
46

4
–

15
93

1,
69

4
14

85
1,

45
0

0,
93

21
15

0,
35

0
1,

33
20

91
0,

47
1

1,
31

D
11

,1
2

IG
F-

1
24

48
2

IB
P1

, I
G

F-
1A

, I
G

F-
1B

, S
om

at
om

ed
in

 C
86

45
,7

73
10

42
4,

50
1

1,
21

12
80

8,
79

4
1,

48
12

64
9,

38
0

1,
46

D
13

,1
4

IG
FB

P-
2

25
66

2
B

P2
, I

B
P2

, I
G

F-
B

P5
3

14
44

9,
74

3
14

28
4,

50
1

0,
99

23
47

7,
30

0
1,

62
15

95
8,

91
5

1,
10

D
15

,1
6

IG
FB

P-
3

24
48

4
IB

P3
27

08
2,

20
0

30
38

2,
39

2
1,

12
36

82
6,

53
4

1,
36

27
89

7,
44

3
1,

03
D

17
,1

8
IG

FB
P-

5
25

28
5

IB
P5

IB
P-

5
61

43
,2

38
38

33
,7

31
0,

62
38

81
,5

39
0,

63
88

50
,6

52
1,

44
D

19
,2

0
IG

FB
P-

6
25

64
1

IB
P6

18
40

8,
52

2
15

39
5,

86
6

0,
84

20
17

0,
40

1
1,

10
28

60
9,

12
9

1,
55

E
17

,1
8

Ja
gg

ed
 1

29
14

6
A

G
S,

 C
D

33
9

30
84

8,
66

4
29

20
2,

37
1

0,
95

29
24

4,
61

3
0,

95
33

48
6,

51
3

1,
09

E
21

,2
2

L
ip

oc
al

in
-2

/N
G

A
L

17
04

96
Si

de
ro

ca
lin

, 2
4p

3
68

49
,1

17
0,

00
10

60
3,

20
8

1,
55

10
56

2,
20

9
1,

54
E

23
,2

4
L

IX
60

56
5

C
X

C
L

5,
 G

C
P-

2,
 E

N
A

-7
8

31
75

0,
68

5
27

38
3,

42
2

0,
86

37
68

9,
89

8
1,

19
32

56
4,

39
2

1,
03

F5
,6

M
M

P-
3

17
10

45
St

ro
m

el
ys

in
-1

86
84

,2
58

89
93

,3
59

1,
04

14
38

9,
33

0
1,

66
11

63
6,

13
7

1,
34

F1
1,

12
N

O
V

/C
C

N
3

81
52

6
IB

P-
9,

 IG
FB

P-
9

27
27

,0
03

32
90

,4
89

1,
21

27
03

,5
89

0,
99

32
13

,1
25

1,
18

F1
7,

18
O

st
eo

po
nt

in
25

35
3

E
ta

-1
, S

pp
1

10
66

4,
55

1
83

88
,7

73
0,

79
75

16
,4

09
0,

70
14

77
0,

10
8

1,
38

F1
9,

20
O

st
eo

pr
ot

eg
er

in
/T

N
FR

SF
11

B
25

34
1

O
PG

, O
ci

f
57

17
,8

24
53

6,
38

5
0,

09
18

32
,7

41
0,

32
42

36
,3

89
0,

74
F2

1,
22

PD
G

F-
B

B
24

62
8

PD
G

FB
B

86
19

,2
58

52
15

,0
45

0,
61

0,
00

54
2,

79
9

0,
06

G
3,

4
R

A
G

E
81

72
2

A
G

E
R

65
70

,8
23

56
20

,3
38

0,
86

74
61

,6
02

1,
14

94
97

,6
52

1,
45

G
5,

6
R

B
P4

25
70

3
–

11
26

7,
03

6
14

95
9,

32
9

1,
33

19
71

1,
88

5
1,

75
16

66
8,

17
9

1,
48

G
7,

8
R

es
is

tin
24

62
50

A
D

SF
, F

IZ
Z

3
22

82
8,

83
6

22
10

2,
05

7
0,

97
28

76
1,

49
2

1,
26

24
78

5,
95

7
1,

09
G

9,
10

R
G

M
-A

30
87

39
R

G
M

A
77

26
,8

23
10

20
3,

96
6

1,
32

81
89

,0
45

1,
06

96
38

,6
02

1,
25

G
13

,1
4

Se
rp

in
 E

1/
PA

I-
1

24
61

7
N

ex
in

, P
L

A
N

H
1

42
15

,8
03

16
45

,2
05

0,
39

55
24

,4
59

1,
31

53
51

,8
24

1,
27

G
19

,2
0

T
W

E
A

K
/T

N
FS

F1
2

36
05

48
A

PO
3-

lig
an

d
28

05
,5

89
0,

00
47

8,
97

1
0,

17
0,

00
G

21
,2

2
V

C
A

M
-1

/C
D

10
6

25
36

1
L

1C
A

M
, I

N
C

A
M

-1
00

72
9,

87
0

0,
00

43
89

,8
03

6,
01

21
31

,3
97

2,
92

H
5,

6 
W

IS
P-

1/
C

C
N

4
65

15
4

W
IS

P1
c,

 W
IS

P1
i

89
17

,3
09

26
78

,6
60

0,
30

95
38

,0
66

1,
07

84
54

,1
87

0,
95

П
ри

м
еч

ан
ие

: 
бл

ед
но

-р
оз

ов
ы

й,
 п

ур
пу

рн
о-

ро
зо

вы
й 

и 
кр

ас
ны

й 
цв

ет
 э

кв
ив

ал
ен

т
ен

 к
ор

от
ки

м,
 с

ре
дн

им
 и

 д
ли

нн
ы

м 
ст

ре
лк

ам
 н

а 
ри

с.
 8

, о
бо

зн
ач

ае
т

 к
ра

т
но

ст
ь 

из
ме

не
ни

я 
1,

20
–1

,3
4,

 1
,3

5–
1,

49
 и

 ≥
 1

,5
0 

со
от

ве
т

ст
ве

нн
о 

в 
ср

ав
не

ни
и 

со
 з

на
че

ни
ям

и 
де

нс
ит

ом
ет

ри
и 

в к
он

т
ро

ль
но

й 
гр

уп
пе

 (Ф
С

БД
). 

В 
сл

уч
ае

 о
т

су
т

ст
ви

я э
кс

пр
ес

си
и 

бе
лк

а 
в к

он
т

ро
ль

но
й 

гр
уп

пе
 (у

сл
ов

но
 об

оз
на

ча
ем

ой
 в 

т
аб

ли
це

, к
ак

 1
 ус

ло
вн

ая
 ед

ин
иц

а)
 и

 н
ал

ич
ии

 ег
о 

эк
сп

ре
сс

ии
 в 

эк
сп

ер
им

ен
т

ал
ьн

ы
х г

ру
пп

ах
 зн

ач
ен

ия
 д

ен
си

т
ом

ет
ри

и 
до

 9
00

0 
ус

ло
вн

ы
х 

ед
ин

иц
 в

 т
аб

ли
це

 в
ы

де
ля

ли
 б

ле
дн

о-
ро

зо
вы

м 
цв

ет
ом

 и
 о

бо
зн

ач
ал

и 
ко

ро
т

ки
ми

 с
т

ре
лк

ам
и 

на
 р

ис
. 8

N
ot

e:
 P

in
k 

co
lo

r (
eq

ua
l t

o 
sh

or
t a

rr
ow

s i
n 

th
e 

Fi
gu

re
 8

) i
nd

ic
at

es
 fo

ld
 c

ha
ng

e 
fro

m
 1

.2
0 

to
 1

.3
4,

 c
or

al
 c

ol
or

 (e
qu

al
 to

 m
ed

iu
m

 a
rr

ow
s i

n 
th

e 
Fi

gu
re

 8
) i

nd
ic

at
es

 fo
ld

 c
ha

ng
e 

fro
m

 1
.3

5 
to

 1
.4

9,
 re

d 
co

lo
r (

eq
ua

l t
o 

lo
ng

 a
rr

ow
s i

n 
th

e 
Fi

gu
re

 8
) i

nd
ic

at
es

 fo
ld

 c
ha

ng
e 

≥ 
1.

50
 

as
 co

m
pa

re
d 

wi
th

 d
en

sit
om

et
ry

 va
lu

es
 in

 D
PB

S 
gr

ou
p.

 If
 th

e p
ro

te
in

 w
as

 n
ot

 ex
pr

es
se

d 
in

 th
e c

on
tro

l g
ro

up
 (1

 a
rb

itr
ar

y u
ni

t) 
an

d 
ha

d 
a 

de
ns

ito
m

et
ry

 va
lu

e ≤
 9

00
0 

ar
bi

tra
ry

 u
ni

ts,
 it

 w
as

 m
ar

ke
d 

by
 a

 p
in

k c
ol

or
 in

 T
ab

le
 4

 a
nd

 w
as

 d
en

ot
ed

 b
y a

 sh
or

t a
rr

ow
 in

 th
e F

ig
ur

e 8
 



230 Выделение цитокинов эндотелиальными клетками артерий

Таблица 6. Провоспалительные молекулы, дифференциально экспрессированные при дот-блот-профилировании 
бессывороточной культуральной среды от ЭК и моноцитов либо сыворотки крови крыс Wistar после воздействия повышенной 
концентрации Ca2+ (+5 мкг кальция на 1 мл среды), КПМ-Ф или КПЧ-Ф с аналогичным содержанием кальция (5 мкг/мл) 
в течение 24 ч (ЭК и моноциты) или 1 ч (крысы Wistar). Контрольная группа: ФСБД без кальция и магния. Результаты 
денситометрического анализа в программе ImageJ
Table 6. Pro-inflammatory molecules which are differentially expressed at dot blot profiling of serum-free cell culture supernatant from ECs 
and monocytes or serum of Wistar rats after the exposure to DPBS without calcium and magnesium (or excessive calcium (5 μg calcium per 
1 mL medium) delivered as Ca2+ (added with CaCl2), CPM-F, or CPP-F for 24 hours (ECs and monocytes) or 1 hour (Wistar rats)

In vitro (бессывороточная культуральная среда от моноцитов / 
serum-free cell culture supernatant from monocytes) In vivo (сыворотка крыс Wistar / serum of Wistar rats)

CD31/PECAM-1, серпин E1/PAI-1, uPAR, тромбоспондин-1, NGAL/
липокалин-2, MMP-9, ангиогенин, MPO / CD31/PECAM-1, serpin E1/PAI-
1, uPAR, thrombospondin-1, NGAL/lipocalin-2, MMP-9, angiogenin, MPO

CCL11/эотаксин, CCN3/IGFBP-9, CXCL7, IGF-1, фетуин-А, фибулин-3, 
RBP4, RGM-A / CCL11/eotaxin, CCN3/IGFBP-9, CXCL7, IGF-1, fetuin-А, 

fibulin-3, RBP4, RGM-A

CD31/PECAM-1, CD147/басигин, CXCL5, серпин E1/PAI-1, uPAR, 
тромбоспондин-1, EGF, BDNF, NGAL/липокалин-2, MMP-9, 

ангиогенин, MPO / CD31/PECAM-1, CD147/basigin, CXCL5, serpine 
E1/PAI-1, uPAR, thrombospondin-1, EGF, BDNF, NGAL / lipocalin-2, 

MMP-9, angiogenin, MPO

VCAM-1/CD106, ICAM-1/CD54, серпин E1/PAI-1, IGF-1, IGFBP-2, IGFBP-3, 
NGAL/липокалин-2, MMP-3, эндостатин, фетуин-А, резистин, RBP4, Flt3lg / 
VCAM-1/CD106, ICAM-1/CD54, serpine E1/PAI-1, IGF-1, IGFBP-2, IGFBP-3, 

NGAL/lipocalin-2, MMP-3, endostatin, fetuin-A, resistin, RBP4, Flt3lg

CD31/PECAM-1, CD147/басигин, MIF, CXCL5, серпин E1/PAI-1, 
uPAR, тромбоспондин-1, BDNF, EGF, NGAL/липокалин-2, MMP-
9, ангиогенин, MPO, CD14 / CD31/PECAM-1, CD147/basigin, MIF, 

CXCL5, serpin E1/PAI-1, uPAR, thrombospondin-1, BDNF, EGF, NGAL/
lipocalin-2, MMP-9, angiogenin, MPO, CD14

VCAM-1/CD106, ICAM-1/CD54, серпин E1/PAI-1, IGF-1, IGFBP-5, IGFBP-6, 
NGAL/липокалин-2, фетуин-А, гепассоцин/FGL1, MMP-3, RAGE/AGER, 

эндостатин, остеопонтин, RBP4, RGM-A / VCAM-1/CD106, ICAM-1/CD54, 
serpin E1/PAI-1, IGF-1, IGFBP-5, IGFBP-6, NGAL/lipocalin-2, fetuin-А, 

hepassocin/FGL1, MMP-3, RAGE/AGER, endostatin, osteopontin, RBP4, RGM-A

Сравнения по экспериментальным моделям / Comparison between the experimental models
Ca2+: гиперэкспрессия в ЭК и моноцитах / Ca2+: overexpression in ECs 

and monocytes –

Ca2+: гиперэкспрессия в ЭК и крысах / Ca2+: overexpression in ECs and rats –
Ca2+: гиперэкспрессия в моноцитах и крысах / Ca2+: overexpression in 

monocytes and rats –

Ca2+: гиперэкспрессия в ЭК, моноцитах и крысах / Ca2+: overexpression 
in ECs, monocytes, and rats –

КПМ-Ф: гиперэкспрессия в ЭК и моноцитах / CPM-F: overexpression 
in ECs and monocytes

CD31/PECAM-1, CD147/басигин, ангиогенин, uPAR, EGF / CD31/PECAM-1, 
CD147/basigin, angiogenin, uPAR, EGF

КПМ-Ф: гиперэкспрессия в ЭК и крысах / CPM-F: overexpression in 
ECs and rats VCAM-1/CD106

КПМ-Ф: гиперэкспрессия в моноцитах и крысах / CPM-F: 
overexpression in monocytes and rats Серпин E1/PAI-1, NGAL/липокалин-2 / Serpin E1/PAI-1, NGAL/lipocalin-2

КПМ-Ф: гиперэкспрессия в ЭК, моноцитах и крысах / CPM-F: 
overexpression in ECs, monocytes, and rats –

КПЧ-Ф: гиперэкспрессия в ЭК и моноцитах / CPP-F: overexpression in 
ECs and monocytes

CD31/PECAM-1, CD147/басигин, MIF, ангиогенин, uPAR, BDNF / CD31/
PECAM-1, CD147/basigin, MIF, angiogenin, uPAR, BDNF

КПЧ-Ф: гиперэкспрессия в ЭК и крысах / CPP-F: overexpression in ECs 
and rats VCAM-1/CD106

КПЧ-Ф: гиперэкспрессия в моноцитах и крысах / CPP-F: 
overexpression in monocytes and rats Серпин E1/PAI-1, NGAL/липокалин-2 / Serpin E1/PAI-1, NGAL/lipocalin-2

КПЧ-Ф: гиперэкспрессия в ЭК, моноцитах и крысах / CPP-F: 
overexpression in ECs, monocytes, and rats –

Сравнения по экспериментальным группам / Comparisons by experimental groups

Гиперэкспрессия при воздействии Ca2+ и КПМ-Ф / 
Overexpression after the exposure to Ca2+ and CPM-F

CD31/PECAM-1, GM-CSF, серпин E1/PAI-1, uPAR, PDGF-AB/BB, EGF, IGF-
1, NGAL/липокалин-2, ангиогенин, MMP-9, MPO, фетуин-А, RBP4 / CD31/

PECAM-1, GM-CSF, serpin E1/PAI-1, uPAR, PDGF-AB/BB, EGF, IGF-1, 
NGAL/lipocalin-2, angiogenin, MMP-9, MPO, fetuin-А, RBP4

Гиперэкспрессия при воздействии Ca2 и КПЧ-Ф / 
Overexpression after the exposure to Ca2+ and CPP-F

CD31/PECAM-1, GM-CSF, серпин E1/PAI-1, uPAR, тромбоспондин-1, 
PDGF-AB/BB, IGF-1, NGAL/липокалин-2, MPO, ангиогенин, MMP-9, 

фетуин-А, RBP4, RGM-A / CD31/PECAM-1, GM-CSF, serpin E1/PAI-1, uPAR, 
thrombospondin-1, PDGF-AB/BB, IGF-1, NGAL/lipocalin-2, MPO, angiogenin, 

MMP-9, fetuin-А, RBP4, RGM-A

Гиперэкспрессия при воздействии КПМ-Ф и КПЧ-Ф / 
Overexpression after the exposure to CPM-F and CPP-F

CD31/PECAM-1, CD105/эндоглин, CD147/басигин, VCAM-1/CD106, 
ICAM-1/CD54, MIF, CXCL1/GROα, CCL5/RANTES, GM-CSF, CXCL5, 
SDF-1α/CXCL12, IL-17A, IL-18 BPa, пентраксин-3, серпин E1/PAI-1, 

uPAR, тромбоспондин-1, PDGF-AA, PDGF-AB/BB, FGF-19, IGF-1, HGF/
SF, GDF-15, BDNF, NGAL/липокалин-2, MMP-3, MMP-9, MPO, цистатин 

С, ангиогенин, ангиопоэтин-2, эндостатин, ST2, TFF3/ITF, TfR/CD71, 
Dkk-1, DPP4/CD26, фетуин-А, RBP4 / CD31/PECAM-1, CD105/endoglin, 

CD147/basigin, VCAM-1/CD106, ICAM-1/CD54, MIF, CXCL1/GROα, 
CCL5/RANTES, GM-CSF, CXCL5, SDF-1α/CXCL12, IL-17A, IL-18 BPa, 

pentraxin-3, serpin E1/PAI-1, uPAR, thrombospondin-1, PDGF-AA, PDGF-AB/
BB, FGF-19, IGF-1, HGF/SF, GDF-15, BDNF, NGAL/lipocalin-2, MMP-3, 

MMP-9, MPO, cystatin С, angiogenin, angiopoietin-2, endostatin, ST2, TFF3/
ITF, TfR/CD71, Dkk-1, DPP4/CD26, fetuin-А, RBP4

Гиперэкспрессия при воздействии Ca2+, КПМ-Ф и КПЧ-Ф / 
Overexpression after the exposure to Ca2+, CPM-F, and CPP-F

CD31/PECAM-1, GM-CSF, серпин E1/PAI-1, uPAR, PDGF-AB/BB, IGF-1, 
NGAL/липокалин-2, ангиогенин, MrдтMP-9, MPO, фетуин-А, RBP4 / CD31/

PECAM-1, GM-CSF, serpin E1/PAI-1, uPAR, PDGF-AB/BB, IGF-1, NGAL/
lipocalin-2, angiogenin, MMP-9, MPO, fetuin-А, RBP4
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модельного пускового фактора дисфункции эндо-
телия, а также применение специфических панелей 
антител к растворимым формам эндотелиальных 
рецепторов, провоспалительных и проангиогенных 
молекул при анализе молекулярного влияния каль-
циевого стресса на ЭК для определения высокочув-
ствительных маркеров дисфункции эндотелия. 

Заключение
Использование фетуинсодержащего раствора 

CaCl2 для моделирования кальциевого стресса по-
зволило достичь патофизиологически релевантно-
го повышения молярной концентрации кальция (на 
10%, ~0,12 ммоль/л) при добавлении 5 мкг кальция 
на 1 мл культуральной среды или сыворотки крови 
(что практически соответствует соответствующему 
значению в организме человека, составляющему 
~4,8 мкг/мл). Воздействие КПЧ-Ф (но не Ca2+ или 
КПМ-Ф) на моноциты в указанной концентрации 
вызывало повышение экспрессии генов рецепторов 
связывания ЭК (ITGB1, ITGA4, SELPG), кодирую-
щих субъединицы CD49d (ITGA4) и CD29 (ITGB1) 
моноцитарного рецептора VLA-4, связывающегося 
с VCAM-1, а также моноцитарный рецептор PSGL-
1/CD162 (SELPG), связывающийся с P- и E-селек-
тином ЭК. Кроме того, действие КПМ-Ф и КПЧ-Ф 
в указанной концентрации приводило к повыше-
нию выделения провоспалительных, проангиоген-
ных и протромботических молекул моноцитами. В 
совокупности с повышением адгезии моноцитов 
к ЭК после их совместной инкубации в системе 
пульсирующего потока с Ca2+, КПМ-Ф или КПЧ-Ф 
полученные результаты позволили сделать вывод 
о патофизиологической значимости и функцио-
нальной синергии провоспалительной активации 
ЭК и моноцитов в контексте развития дисфункции 
эндотелия. Внутривенное введение крысам Wistar 
КПМ-Ф или КПЧ-Ф в указанной концентрации 
вызывало более выраженный провоспалительный 
сдвиг, чем свободные ионы Ca2+, и индуцировало 
повышение выделения растворимых форм эндо-
телиальных рецепторов, провоспалительных мо-
лекул, протромботических молекул, биоактивных 
матрикинов, гепатокинов (маркеров повреждения 
печени) и белков путей метаболизма. На основании 
этих результатов сделан вывод о системных по-
следствиях кальциевого стресса.

Конфликт интересов
Д.К. Шишкова заявляет об отсутствии конфлик-

та интересов. Ю.О. Юрьева заявляет об отсутствии 
конфликта интересов. М.Ю. Синицкий заявляет об 
отсутствии конфликта интересов. А.В. Синицкая 
заявляет об отсутствии конфликта интересов. В.Е. 
Маркова заявляет об отсутствии конфликта инте-
ресов. А.И. Лазебная заявляет об отсутствии кон-
фликта интересов. А.В. Фролов заявляет об отсут-

фоцитов, выделяемых в градиенте фиколла вместе 
с единичными предшественниками ЭК и секрети-
рующих в микроокружение большое количество 
провоспалительных цитокинов [24, 25]. В прове-
денных в данном исследовании и в предыдущей 
работе экспериментах [5] выявлено, что при куль-
тивировании в условиях пульсирующего потока 
моноциты выделяют: 1) провоспалительные моле-
кулы: фактор ингибирования миграции макрофа-
гов (MIF), хемокины IL-8/CXCL8, RANTES/CCL5, 
PF4/CXCL4, ENA-78/CXCL5, миелопероксидазу 
(MPO); 2) проангиогенные молекулы: ангиогенин, 
тромбоцитарный фактор роста (PDGF-AB/BB), 
мозговой нейротрофический фактор (BDNF), ма-
триксную металлопротеиназу-9 (MMP-9), рецептор 
к урокиназе (uPAR); 3) молекулы с контекст-зави-
симой проангиогенной и антиангиогенной актив-
ностью: ингибитор активатора плазминогена (PAI-
1) и липокалин-2 (NGAL); 4) антиангиогенную мо-
лекулу тромбоспондин-1 (TSP-1); 4) растворимые 
формы тромбоцитарно-эндотелиального рецептора 
PECAM1/CD31 и моноцитарного рецептора CD14. 
Поскольку спектр провоспалительных цитокинов 
и проангиогенных молекул ЭК и моноцитов в зна-
чительной степени совпадает (провоспалительные 
цитокины MIF, IL-8/CXCL8, RANTES/CCL5, ENA-
78/CXCL5; проангиогенные молекулы ангиогенин 
и PDGF-AB/BB), можно предположить синергич-
ное воздействие эндотелиальных и моноцитарных 
провоспалительных цитокинов и проангиогенных 
молекул, выделяемых при кальциевом стрессе, в 
контексте патологического ангиогенеза. 

Сравнивая результаты выполненного in vivo экс-
перимента (8 гиперэкспрессированных провоспа-
лительных молекул при воздействии Ca2+, 13 таких 
молекул при воздействии КПМ-Ф и 15 таких моле-
кул при воздействии КПЧ-Ф) с данными, получен-
ными ранее при внутривенном введении КПМ-А и 
КПЧ-А крысам Wistar (11 гиперэкспрессированных 
провоспалительных молекулы при воздействии 
Ca2+, 20 таких молекул при воздействии КПМ-А и 
17 таких молекул при воздействии КПЧ-А) [5], сле-
дует отметить устойчивую гиперэкспрессию тех 
же самых провоспалительных молекул (CXCL7, 
CCL11/эотаксин), протромботических молекул (ин-
гибитор активатора плазминогена PAI-1), матрики-
нов (фибулин-3, матриксная металлопротеиназа-3), 
гепатокинов (гепассоцин, фетуин-А) и рецептора 
конечных продуктов гликирования (RAGE/AGER). 
Данные результаты свидетельствуют об общих си-
стемных последствиях кальциевого стресса: повы-
шенном выделении провоспалительных хемоки-
нов, биоактивных матрикинов и маркеров повреж-
дения печени независимо от состава КПМ и КПЧ. 
Последующие исследования воздействия кальцие-
вого стресса на ЭК могут включать использование 
физиологической дозы КПЧ (5 мкг/мл) в качестве 
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