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Резюме. Развитие ангиогенеза зависит от функционального состояния эндотелиальных клеток, 
а также от сбалансированной секреции цитокинов, факторов роста и хемокинов эндотелиальными 
клетками и клетками микроокружения. Макрофаги являются важнейшим компонентом микроокру-
жения и принимают участие в формировании сосудов как за счет продукции цитокинов, так и за счет 
контактных взаимодействий с эндотелиальными клетками. Одним из важнейших цитокинов, осу-
ществляющих контроль ангиогенеза на всех его этапах, является VEGF. В настоящее время недоста-
точно изучена роль VEGF в межклеточных взаимодействиях эндотелиальных клеток и макрофагов. 

Целью исследования явилось изучение влияния депривации VEGF при помощи моноклональных 
антител на ангиогенез в условиях совместного культивирования эндотелия и макрофагов.

Для депривации VEGF использовали моноклональные антитела к VEGF-A в монокультуре эн-
дотелиальных клеток и в сокультуре эндотелиальных клеток с макрофагами. В качестве индукторов 
использовали цитокины IL-1β, IL-6 и TNFα. При удалении VEGF-A из среды эндотелиальные клет-
ки проявляют пластичность и формируют более длинные сосуды, изменяют экспрессию рецепторов 
к VEGF. Макрофаги играют роль регулятора активности эндотелиальных клеток за счет секреции 
цитокинов, в том числе VEGF, а также благодаря контактным взаимодействиям с эндотелиальными 
клетками. Клетки линии THP-1 повышают чувствительность эндотелиальных клеток к VEGF за счет 
стимуляции экспрессии VEGFR1 и VEGFR3, данный эффект является VEGF-A-независимым. Ци-
токины IL-1β, IL-6, TNFα самостоятельно стимулируют неразветвляющий ангиогенез, увеличивая 
длину сосудов. Параллельно IL-1β увеличивает экспрессию VEGFR1 на поверхности эндотелиаль-
ных клеток, а IL-6 и TNFα, наоборот, снижают ее, тем самым регулируя чувствительность эндоте-
лиальных клеток к VEGF. При этом эффекты данных цитокинов не зависят от VEGF-A. IL-1β, IL-6, 
TNFα способствуют приобретению клетками линии THP-1 антиангиогенных свойств, что не зави-
сит от VEGF-A, а также от экспрессии его рецепторов эндотелиальными клетками. Таким образом, 
VEGF-A является важным, но не единственным фактором, контролирующим ангиогенез. В условиях 
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недостатка VEGF-A либо сами эндотелиальные клетки, либо клетки микроокружения способны ком-
пенсировать его функциональную нагрузку за счет продукции других ростовых факторов.

Ключевые слова: эндотелиальные клетки, ангиогенез, цитокины, VEGF, макрофаги, моноциты
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Abstract. Development of angiogenesis depends on the functional state of endothelial cells, as well 
as on the balanced secretion of cytokines, growth factors and chemokines by endothelial cells and cells of 
microenvironment. Macrophages represent an essential component of the microenvironment and take part 
in the formation of blood vessels both due to the production of cytokines and due to contact interactions 
with endothelial cells. VEGF is among the most important cytokines that control angiogenesis at all its stages. 
Currently, the role of VEGF in the intercellular interactions of endothelial cells and macrophages is not well 
described. The aim of our study was to investigate the effect of VEGF deprivation using monoclonal antibodies 
on angiogenesis under conditions of co-cultivation of endothelium and macrophages. Materials and methods: 
monoclonal antibodies to VEGF-A were used for VEGF deprivation in monoculture of endothelial cells and in 
co-culture of endothelial cells with macrophages. The IL-1β, IL-6 and TNFα cytokines were used as inducers. 
When VEGF-A was removed from the medium, endothelial cells show plasticity and form longer vessels, 
they modify the expression of VEGF receptors. Macrophages regulate endothelial cell activity through the 
secretion of cytokines, including VEGF, and through contact interactions with endothelial cells. THP-1 cells 
increase the sensitivity of endothelial cells to VEGF by stimulating the VEGFR1 and VEGFR3 expression, this 
effect is VEGF-A-independent. The IL-1β, IL-6, TNFα cytokines independently stimulate non-branching 
angiogenesis, increasing the length of the vessels. At the same time, IL-1β increases the VEGFR1 expression 
on the surface of endothelial cells. In contrast, IL-6 and TNFα decrease it, thereby regulating the sensitivity 
of endothelial cells to VEGF. The effects of these cytokines are not dependent on VEGF-A. The IL-1β, IL- 6, 
TNFα cytokines promote acquisition of anti-angiogenic properties by THP-1 cells that is independent on 
VEGF-A, as well as on expression of its receptors by endothelial cells. Thus, VEGF is an important, but not 
the sole factor controlling angiogenesis. Under conditions of VEGF-A deficiency, either endothelial cells or 
microenvironment cells are able to compensate for its functional load due to the production of other growth 
factors.

Keywords: endothelial cells, angiogenesis, cytokines, VEGF, macrophages, monocytes
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Введение
Ключевым процессом, необходимым для фи-

зиологического формирования и адекватного 
функционирования тканей и органов, является 

ангиогенез. Ангиогенез – многоэтапный процесс 
образования новых кровеносных сосудов из уже 
существующих. Выделяют следующие этапы ан-
гиогенеза: разрушение внеклеточного матрикса, 
миграция эндотелиальных клеток (ЭК), проли-
ферация ЭК, формирование ЭК новой капил-
лярной трубки, восстановление базальной мем-
браны [1, 10, 36]. В физиологических условиях 
ангиогенез встречается во время эмбриогенеза, 
а также в постнатальном периоде – при зажив-
лении ран и при циклических изменениях в ре-
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продуктивной системе женщин. Существенный 
вклад процессы ангиогенеза вносят в развитие 
различных патологических состояний, таких 
как канцерогенез, эндометриоз, атеросклероз, 
заболевания с выраженным хроническим воспа-
лением [36]. Как при физиологическом состоя-
нии, так и в условиях воспалительного процесса 
ключевую роль в ангиогенезе отводят макрофа-
гам (Мф) [31, 38, 40, 49]. Контроль ангиогенеза 
Мф основан на продукции клетками провос-
палительных (IL-1β, IL-8, TNFα, IL-6, IFNγ) 
и противовоспалительных цитокинов (IL-10), 
а также факторов роста (VEGF, TGF-β, G-CSF, 
GМ-CSF), которые влияют на функции ЭК (ми-
грация, пролиферация, дифференцировка) и их 
жизнеспособность, а также на клетки микро-
окружения, опосредованно влияющие на эндо-
телий [49]. Преимущественная секреция про-
вовоспалительных или противовоспалительных 
цитокинов Мф зависит от того, какой функцио-
нальный тип (М1 или М2) приобретет нативный 
Мф в зависимости от стимулов микроокружения. 
Так, липополисахарид в сочетании с IFNγ инду-
цирует макрофаг М1-типа, характеризуется пре-
имущественной продукцией провоспалительных 
цитокинов Th1-типа и отвечает за реализацию 
воспаления. Активация клеток IL-4/IL-13 инду-
цирует альтернативно активированные макро-
фаги М2-типа, секретирующие цитокины Th2-
типа и участвующие в регуляции ангиогенеза, 
репарации и ремоделировании ткани, удалении 
апоптотических телец [28, 54]. Ангиогенный фе-
нотип Мф не до конца охарактеризован, однако 
показано, что ангиогенную активность проявля-
ют только активированные моноциты и Мф [49]. 
Наряду с секрецией цитокинов Мф секретируют 
ряд металлопротеаз, разрушающих внеклеточ-
ный матрикс и высвобождающих фрагменты экс-
трацеллюлярного матрикса и ростовые факторы, 
способные влиять на ангиогенез [49]. Макрофаги 
контролируют ветвление сосудов при ангиогене-
зе за счет взаимодействия с ЭК, выступая в роли 
мостика, связующего соседние ЭК [42]. Таким 
образом, Мф могут влиять на все стадии ангио-
генеза, при этом характер влияния макрофагов 
на процессы ангиогенеза в значительной степени 
определяется действием цитокинов микроокру-
жения. 

Наиболее важным фактором развития сосу-
дистой сети и ее поддержания является VEGF. 
Хотя многие молекулы участвуют в ангиогенезе, 
VEGF занимает особое положение, поскольку 
оказывает прямое митогенное действие на ЭК 
и является ключевым регулятором как физио-
логического, так и патологического ангиоге-
неза [53]. Семейство ростовых факторов VEGF 
включает в себя изоформы VEGF-A, VEGF-B, 

VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E и PLGF. Данные 
изоформы фактора роста эндотелия сосудов яв-
ляются лигандами для соответствующих рецеп-
торов: VEGF-A, VEGF-B и PLGF взаимодей-
ствуют с VEGF-R1, VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, 
VEGF-E – с VEGF-R2, VEGF-C, VEGF-D – 
с VEGF-R3. VEGF играет важнейшую роль в та-
ких процессах, как деградация базальной мембра-
ны ЭК и внеклеточного матрикса, пролиферация 
ЭК, формирование капилляров, синтез новой 
базальной мембраны. Таким образом, VEGF ока-
зывается вовлечен во все этапы ангиогенеза [39, 
46]. Изоформа VEGF-A существует в виде 4 раз-
личных подтипов: VEGF121, VEGF165, VEGF189 
и VEGF206 [51] и считается первым ростовым 
фактором, характерным именно для ЭК, кото-
рый появляется в ходе эмбрионального развития. 
Некоторые авторы выделяют формы VEGF145 
и VEGF183 [1]. Именно VEGF-A является клю-
чевой молекулой, индуцирующей васкулогенез 
и ангиогенез [39]. VEGF-A был открыт как фак-
тор проницаемости сосудов, затем была показана 
его роль в пролиферации, миграции, про растании 
сосудов и формировании трубок сосудов [13, 39]. 
Сильнейшим стимулом, вызывающим секрецию 
VEGF, является гипоксия. В условиях гипоксии 
HIF-1 связывается с промоторным участком 
гена VEGF и усиливает транскрипцию с дан-
ного участка, обеспечивая повышение синтеза 
VEGF [39]. Индукторами продукции VEGF так-
же могут служить некоторые гормоны, факторы 
роста и оксид азота. Кроме ЭК, VEGF экспресси-
руется другими типами клеток, такими как ГМК 
сосудов, нейтрофилы, моноциты и макрофаги, 
кератиноциты, фибробласты и остеобласты, 
а также синтезируется желтым телом, тканями 
плаценты и фетальными тканями [39].

В настоящее время недостаточно изучена 
роль VEGF-A в межклеточных взаимодействиях 
интактных и активированных цитокинами ЭК 
и макрофагов. В связи с этим целью исследования 
явилось изучение влияния депривации VEGF 
при помощи моноклональных антител на ангио-
генез в условиях совместного культивирования 
эндотелия и макрофагов.

Материалы и методы 
Клетки
Использовали эндотелиальные клетки ли-

нии EA.Hy926, любезно предоставленные 
Dr. C.J. Edgel (Университет Северной Каролины, 
CША). Они воспроизводят все основные характе-
ристики ЭК [23]. Клетки культивировали в среде 
DMEM/ F12 с добавлением 10% ЭТС, 100 мкг/ мл 
стрепто мицина, 100 ЕД/мл пенициллина, 8 ммоль/л  
L-глутамина, HAT (Sigma, США). Пересев про-
изводили 1 раз в 3-4 дня, вызывая дезинтеграцию 
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монослоя 5-минутной экспозицией в растворе 
версена (Биолот, Россия). В работе использовали 
клетки линии ТНР-1, полученные из перифери-
ческой крови человека с острой моноцитарной 
лейкемией. Клетки линии ТНР-1 культивирова-
ли в среде RPMI-1640, 10% ЭТС, 50 мкг/мл пе-
нициллина, 2 мМ L-глютамина (Sigma, США). 
Культивирование клеток линии ТНР-1 на раз-
личных компонентах экстрацеллюлярного ма-
трикса (коллаген I и IV типа, фибронектин) 
приводит к изменению их фенотипических 
и функциональных характеристик, ассоцииро-
ванных с дифференцировкой в Мф (продукции 
матриксных металлопротеиназ (ММР), сниже-
нию экспрессии CD14 и повышению экспрессии 
CD71, изменению фагоцитирующей способно-
сти, изменению в активности миелопероксидазы 
(MPO) и β-D-глюкуронидазы) [21, 55]. Наличие 
в трехмерном матриксе «Матригель» коллагена 
IV типа предполагает сходные изменения фе-
нотипических и функциональных характери-
стик клеток линии ТНР-1. Все клеточные линии 
и эксперименты с ними проводили в инкубаторе 
во влажной атмосфере при 37 °С, 5% CO2. Жизне-
способность клеток оценивали при помощи рас-

Рисунок 1. Формирование сосудов ЭК линии EA.Hy926
Примечание. А – сосуды, образованные интактными ЭК 
при монокультивировании в среде, 2,5% ЭТС. Б – при 
монокультивировании в среде, 2,5% ЭТС, в присутствии 
bFGF (20 нг/мл). В – в среде, 2,5% ЭТС, в присутствии клеток 
линии THP-1. Г – при монокультивировании в среде, 2,5% 
ЭТС, в присутствии препарата «Авастин». Увеличение ×100, 
фазовый контраст. 
Figure 1. Formation of Tube-like structures by endothelial cells 
of the ЕА.Hy926 cell line
Note. A, tube-like structures formed by intact EC in the presence of 
2.5% FBS. B, monoculture, in the presence of 2.5% FBS and bFGF 
(20 ng/ml). C, in the presence of 2.5% FBS and THP-1 cells. D, 
monoculture, in the presence of 2.5% FBS and the drug Avastin. Phase 
contrast, ×100.

твора трипанового синего, при этом она состав-
ляла не менее 96%.

Цитокины и препараты
Для активации клеток использовали препа-

раты рекомбинантных человеческих цитоки-
нов: 10 ед/мл TNFα («Рефнолин», 1 ед = 0,06 нг; 
«Фермент», Sanitas, Литва), 10 ед/мл IL-1β (ре-
комбинантный IL-1β, 1 ед = 0,01 нг; производ-
ства ФГУП Гос. НИИОЧБ ФМБА России, 
Санкт-Петербург, Россия), 4 нг/ мл IL-6 (RD, 
США). Приведенные концентрации были выбра-
ны на основании данных, полученных ранее [24, 
26]. В работе использовали препарат «Авастин» 
(«Бевацизумаб», Roche, Швейцария) – гумани-
зированные рекомбинантные гиперхимерные 
моноклональные антитела к VEGF, ингибирую-
щие его связывание с VEGFR1 и VEGFR2 на по-
верхности ЭК. Предварительные эксперименты 
показали, что культивирование ЭК на матриксе 
«Матригель» (BD, США) в присутствии препа-
рата «Авастин» в концентрациях 5 нМ, 500 нМ, 
5000 нМ приводило к увеличению длины ка-
пилляроподобных структур (далее в тексте ста-
тьи – сосудов), образуемых ЭК. Для проведения 
всех дальнейших экспериментов была выбрана 
концентрация препарата «Авастин» 5000 нМ, по-
скольку в монокультуре ЭК в этой концентрации 
были выявлены наибольшие изменения длины 
сосудов по сравнению с монокультурой интакт-
ных ЭК.

Для оценки влияния цитокинов на формиро-
вание сосудов ЭК в присутствии моноцитоподоб-
ных клеток линии THP-1 и препарата «Авастин» 
лунки 24-луночного планшета предварительно 
обрабатывали матриксом Matrigel Gowth Factors 
Reduced («Матригель») (Becton Dickinson, США) 
с пониженным содержанием ростовых факторов. 
Данный матрикс представляет собой смесь бел-
ков внеклеточного матрикса, таких как ламинин 
и коллаген IV типа, а также содержит TGF-β, 
EGF, IGF, bFGF, PA в минорных количествах. 
«Матригель» является продуктом секреции кле-
ток саркомы мыши линии Engelbreth-Holm-
Swarm [20]. В лунки с матриксом вносили ЭК 
линии EA.Hy926 в концентрации 150 000 клеток 
в лунку в 1 мл. В часть лунок добавляли клетки 
линии THP-1 в концентрации 250 000 клеток 
в лунку в 1 мл, цитокины и препарат «Авастин». 
Затем культивировали в полной культуральной 
среде с 2,5% ЭТС без добавления HAT в тече-
ние 24 часов при 37 °С и 5% CO2 в инкубато-
ре. В качестве контроля инкубировали клетки 
в среде с 2,5% ЭТС, в качестве положительно-
го контроля – в среде с 2,5% ЭТС и 20 нг/мл 
bFGF. Установлено, что bFGF увеличивал длину 

А (А) Б (B)

В (C) Г (D)
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(76,06±0,61 мкм) сосудов, образованных ЭК ли-
нии EA.Hy926, по сравнению с интактными ЭК 
при их монокультивировании (63,13±0,34 мкм, 
p < 0,001) (рис. 1). Все эксперименты проводили 
трижды, для каждого индуктора внутри экспери-
мента использовали по три лунки. При помощи 
микроскопа AxioObserver.Z1 (Zeiss, Германия) и 
компьютерной системы анализа изображений 
ImagePro 6.0 измеряли длину сосудов, образован-
ных ЭК (рис. 1), а также подсчитывали их коли-
чество. В каждой лунке производили учет 5 полей 
зрения.

Для оценки экспрессии рецепторов VEGFR1, 
VEGFR2, VEGFR3 на эндотелиальных клет-
ках в условиях их совместного культивирования 
с макрофагами на матриксе «Матригель» в при-
сутствии цитокинов и препарата «Авастин» про-
водили совместное культивирование ЭК и THP-1 
согласно методу, описанному выше. Затем дезин-
тегрировали матрикс «Матригель» при помо-
щи Cell Recovery Solution (Corning, США) в со-
ответствии с рекомендациями производителя. 
Для блокировки Fc-рецепторов использовали Fc-
blocking reagent (Miltenyi Biotec, США) в соответ-
ствии с указаниями производителя. Клетки обра-
батывали антителами против CD45 (PerCP) (BD, 
США), VEGFR1 (PE), VEGFR2 (FITC), VEGFR3 
(APC) (RD, США) в соответствии с рекоменда-
циями производителя. В работе использованы 
соответствующие изотипические контроли. За-
тем измеряли интенсивность флуоресценции 
на проточном цитофлуориметре FacsCantoII 
(BD, США) (рис. 2, см. 2-ю стр. обложки). 

Статистический анализ проводили при помо-
щи программы STATISTICA 10. Для оценки вли-
яния цитокинов на формирование сосудов ЭК 
в присутствии клеток линии THP-1 и препарата 
«Авастин», а также для оценки уровня экспрес-
сии рецепторов VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3 
на ЭК в условиях их совместного культивирова-
ния с Мф на трехмерном матриксе «Матригель» 
использовали t-критерий Стьюдента. Проверку 
нормальности распределения проводили при по-
мощи теста Шапиро–Уилка. Данные выражали 
в виде M±m.

Результаты
При совместном культивировании клеток ли-

нии THP-1 с ЭК линии EA.Hy926 длина сосудов, 
образованных ЭК, была больше, а их количе-
ство – меньше, по сравнению с таковыми в отсут-
ствие клеток линии THP-1 (рис. 3). Установлено, 
что после культивирования на матриксе «Матри-
гель» ЭК экспрессировали VEGFR1 и VEGFR3, 
но не VEGFR2. Установлено, что bFGF не влиял 

на экспрессию VEGFR1 и VEGFR3 на поверхно-
сти ЭК (рис. 4). В сокультуре ЭК и THP-1 экс-
прессия VEGFR1 и VEGFR3 ЭК линии EA.Hy926 
была выше, чем в монокультуре. Длина сосудов, 
образованных в монокультуре ЭК в присутствии 
препарата «Авастин», была больше по сравне-
нию с таковой у интактных ЭК. В сокультуре ЭК 
и THP-1 в присутствии препарата «Авастин» на-
блюдали увеличение длины сосудов по сравне-
нию с монокультурой интактных ЭК. При этом 
препарат «Авастин» уменьшал длину сосудов 
в присутствии THP-1 по сравнению с культи-
вированием в тех же условиях, но в отсутствие 
препарата «Авастин». Количество образованных 
сосудов было меньше в сокультуре ЭК и THP-1 
как в отсутствие, так и в присутствии препарата 
«Авастин» по сравнению с интактной монокуль-
турой ЭК (рис. 3).

В сокультуре ЭК и THP-1 количество 
VEGFR1+ и VEGFR3+ ЭК, а также интенсивность 
экспрессии ими VEGFR1 и VEGFR3 были боль-
ше по сравнению с монокультурой интактных 
ЭК. Эти изменения не зависели от присутствия 
или отсутствия препарата «Авастин» (рис. 5). 
В монокультуре ЭК в присутствии препарата 
«Авастин» наблюдали снижение интенсивности 
экспрессии VEGFR3 по сравнению с таковой 
в монокультуре интактных ЭК. В сокультуре ЭК 
и THP-1 в присутствии препарата «Авастин» от-
носительное количество VEGFR3+ ЭК, а также 
интенсивность экспрессии ими VEGFR3 были 
выше по сравнению с монокультурой интактных 
ЭК и по сравнению с монокультурой ЭК в при-
сутствии препарата «Авастин» (рис. 5).

В монокультуре ЭК в присутствии IL-1β от-
мечено увеличение длины сосудов по сравнению 
с интактными клетками. При одновременном 
добавлении к монокультуре препарата «Ава-
стин» и IL-1β длина сосудов также была больше 
по сравнению со спонтанным уровнем, но мень-
ше по сравнению с длиной сосудов в присут-
ствии только препарата «Авастин» или по срав-
нению с культивированием ЭК в присутствии 
только IL- 1β (рис. 3). Относительное количество 
VEGFR1+ ЭК, а также интенсивность экспрессии 
VEGFR1 в монокультуре ЭК в присутствии IL-1β 
были выше по сравнению с интактными клет-
ками. Относительное количество VEGFR1+ ЭК 
и интенсивность экспрессии VEGFR1 в моно-
культуре ЭК в присутствии препарата «Авастин» 
и IL-1β также были выше по сравнению с тако-
выми в монокультуре интактных ЭК; но при этом 
интенсивность экспрессии VEGFR1 на ЭК была 
выше, чем в присутствии только препарата «Ава-
стин» (рис. 5). 
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Рисунок 3. Влияние IL-1ββ на формирование сосудов 
ЭК линии EA.Hy926 в присутствии клеток линии THP-1 
и препарата «Авастин»
Примечание. А – влияние на длину сосудов. Б – влияние 
на количество сосудов. DMEM F12 – культивирование в среде 
без HAT, 2,5% ЭТС, спонтанный уровень, n = 45; Avastin – 
культивирование в присутствии препарата «Авастин», 
n = 45; IL-1 – культивирование в присутствии IL-1ββ, n = 15; 
Avastin + IL-1 – культивирование в присутствии препарата 
«Авастин» и IL-1ββ, n = 15. Достоверность различий: * – 
p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001 (отличается от уровня 
при монокультивировании интактных ЭК); # – p < 0,05; ## – 
p < 0,01; ### – p < 0,001.
Figure 3. Effect of IL-1β on the formation of tube-like structures 
by endothelial cells of the ЕА.Hy926 cell line in the presence of 
THP-1 cells and the drug Avastin
Note. A, the effect on the length of tube-like structures. B, the effect on 
the number of tube-like structures. DMEM F12, cultivation in a medium 
without HAT, 2.5% FBS (spontaneous level), n = 45; Avastin, cultivation 
in the presence of the drug Avastin, n = 45; IL-1, cultivation in the 
presence of IL-1β, n = 15; Avastin + IL-1, cultivation in the presence 
of the drug Avastin and IL-1β, n = 15. The significance of differences 
between groups: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 (differs from the 
spontaneous level); #, p < 0.05; ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии IL- 1β 
отмечено увеличение длины сосудов по сравне-
нию с таковой в монокультуре интактных ЭК и в 
то же время снижение длины сосудов по срав-
нению с сокультурой ЭК и THP-1 в отсутствие 
индукторов. Длина сосудов в сокультуре ЭК 
и THP- 1 в присутствии IL-1β была ниже по срав-

нению с монокультурой ЭК в присутствии IL-1β. 
В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии препа-
рата «Авастин» и IL-1β наблюдали уменьшение 
длины сосудов по сравнению с таковой в моно-
культуре интактных ЭК, а также по сравнению 
с сокультурой ЭК и THP-1 в присутствии пре-
парата «Авастин» или по сравнению с сокульту-
рой ЭК и THP-1 с добавлением IL-1β. Отмече-
но уменьшение длины сосудов в сокультуре ЭК 
и THP-1 в присутствии препарата «Авастин» 
и IL- 1β, по сравнению с монокультурой ЭК в при-
сутствии тех же индукторов (рис. 3). Количество 
сосудов в сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии 
IL-1β было больше по сравнению с сокультурой 
ЭК и THP-1 в отсутствие индукторов. В сокуль-
туре ЭК и THP-1 в присутствии препарата «Ава-
стин» и IL-1β количество сосудов было меньше 
по сравнению с монокультурой интактных ЭК 
и по сравнению с сокультурой ЭК и THP-1 в при-
сутствии IL-1β (рис. 3).

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии IL-1β 
количество VEGFR1+ ЭК и интенсивность экс-
прессии ими VEGFR1 были выше по сравнению 
с монокультурой интактных или активирован-
ных IL-1β ЭК. При этом в данных условиях коли-
чество VEGFR1+ ЭК было больше по сравнению 
с сокультурой ЭК и THP-1 в отсутствие индукто-
ров. В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии пре-
парата «Авастин» и IL-1β количество VEGFR1+ 
ЭК и интенсивность экспрессии ими VEGFR1 
были выше по сравнению с монокультурой ин-
тактных ЭК, а также по сравнению с монокуль-
турой ЭК в присутствии тех же индукторов, 
по сравнению с сокультурой ЭК и THP-1 в отсут-
ствие индукторов, по сравнению с сокультурой 
ЭК и THP-1 в присутствии препарата «Авастин» 
(рис. 5).

В монокультуре ЭК в присутствии IL-1β коли-
чество VEGFR3+ ЭК и интенсивность экспрес-
сии ими VEGFR3 не изменялись по сравнению 
с интактной монокультурой. Однако количество 
VEGFR3+ ЭК и интенсивность экспрессии ими 
VEGFR3 в монокультуре в присутствии препара-
та «Авастин» и IL-1β оказались больше по срав-
нению с монокультурой ЭК в присутствии только 
препарата «Авастин» (рис. 5). В сокультуре ЭК 
и THP-1 в присутствии IL-1β интенсивность 
экспрессии VEGFR3 на ЭК была выше по срав-
нению с монокультурой интактных ЭК, а также 
по сравнению с монокультурой ЭК в присутствии 
IL-1β. При добавлении препарата «Авастин» 
и IL-1β в сокультуру ЭК и THP-1 интенсивность 
экспрессии VEGFR3 на ЭК была выше по срав-
нению с монокультивированием интактных ЭК, 
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Рисунок 4. Экспрессия рецепторов фактора роста эндотелия сосудов на эндотелиальных клетках линии EA.Hy926
Примечание. А – экспрессия VEGFR1. Б – VEGFR2. В – VEGFR3. EC_unst – неокрашенные ЭК, n = 8; EC – ЭК, меченные 
антителами с флуоресцентной меткой к соответствующему рецептору, n = 8; EC (EC + THP) – ЭК после совместного 
культивирования с клетками линии THP-1, меченные антителами с флуоресцентной меткой к соответствующему рецептору, 
n = 16. Достоверность различий: # – p < 0,05; ### – p < 0,001.
Figure 4. Expression of vascular endothelial growth factor receptors on the surface of endothelial cells of the ЕА.Hy926 cell line
Note. A, the expression of VEGFR1. B, VEGFR2. C, VEGFR3. EC_unst, untreated EC, n = 8; EC, EC treated with antibodies with a fluorescent 
label to the corresponding receptor, n = 8; EC (EC + THP), EC after co-culture with THP-1 cells, treated with antibodies with a fluorescent label to 
the corresponding receptor, n = 16. The significance of differences: #, p < 0.05; ###, p < 0.001.

Рисунок 5. Влияние IL-1ββ на экспрессию VEGFR1 и VEGFR3 эндотелиальными клетками в условиях их совместного 
культивирования с клетками линии THP-1
Примечание. А, Б – экспрессия VEGFR1. В, Г – экспрессия VEGFR3. DMEM F12 – культивирование в среде без HAT, 2,5% ЭТС, 
спонтанный уровень, n = 16; Avastin – культивирование в присутствии препарата «Авастин», n = 24; IL-1 – культивирование 
в присутствии IL-1ββ, n = 6; Avastin + IL-1 – культивирование в присутствии препарата «Авастин» и IL-1ββ, n = 6. Достоверность 
различий: * – p < 0,05; ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 (отличается от уровня при монокультивировании интактных ЭК); # – p < 0,05; 
## – p < 0,01; ### – p < 0,001.
Figure 5. Effect of IL-1β on the expression of VEGFR1 and VEGFR3 by endothelial cells under conditions of their co-cultivation with 
THP-1 cells
Note. A, B, the expression of VEGFR1. C, D, the expression of VEGFR3. DMEM F12, cultivation in a medium without HAT, 2.5% FBS 
(spontaneous level), n = 16; Avastin, cultivation in the presence of the drug Avastin, n = 24; IL-1, cultivation in the presence of IL-1β, n = 6; 
Avastin + IL-1, cultivation in the presence of the drug Avastin and IL-1β, n = 6. The significance of differences between groups: *, p < 0.05; 
**, p < 0.01; ***, p < 0.001 (differs from the spontaneous level); #, p < 0.05; ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.
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а также по сравнению с монокультивированием 
ЭК в присутствии тех же индукторов (рис. 5).

В монокультуре ЭК в присутствии IL-6 было 
отмечено увеличение длины сосудов по сравне-
нию с монокультурой интактных ЭК. Длина со-
судов в монокультуре ЭК в присутствии препара-

Рисунок 6. Влияние IL-6 на формирование сосудов 
ЭК линии EA.Hy926 в присутствии клеток линии THP-1 
и препарата «Авастин»
Примечание. А – влияние на длину сосудов. Б – влияние 
на количество сосудов. DMEM F12 – культивирование в среде 
без HAT, 2,5% ЭТС, спонтанный уровень, n = 45; Avastin – 
культивирование в присутствии препарата «Авастин», n = 30 
(в отсутствие клеток линии THP-1), n = 45 (в присутствии 
клеток линии THP-1); IL-6 – культивирование в присутствии 
IL-6, n = 15; Avastin + IL-6 – культивирование в присутствии 
препарата «Авастин» и IL-6, n = 15. Достоверность различий: 
** – p < 0,01; *** – p < 0,001 (отличается от уровня при 
монокультивировании интактных ЭК); ## – p < 0,01; ### – 
p < 0,001. 
Figure 6. Effect of IL-6 on the formation of tube-like structures 
by endothelial cells of the ЕА.Hy926 cell line in the presence of 
THP-1 cells and the drug Avastin 
Note. A, the effect on the length of tube-like structures. B, the effect 
on the number of tube-like structures. DMEM F12, cultivation in 
a medium without HAT, 2.5% FBS (spontaneous level), n = 45; 
Avastin, cultivation in the presence of the drug Avastin, n = 30 (in the 
absence of THP-1 cells), n = 45 (in the presence of THP-1 cells); IL-6, 
cultivation in the presence of IL-6, n = 15; Avastin + IL-6, cultivation in 
the presence of the drug Avastin and IL-6, n = 15. The significance of 
differences between groups: **, p < 0.01; ***, p < 0.001 (differs from the 
spontaneous level); ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.

та «Авастин» и IL-6 была больше по сравнению 
с таковой в монокультуре интактных ЭК (рис. 6). 
В монокультуре ЭК в присутствии IL-6, а так-
же в присутствии препарата «Авастин» и IL-6 
интенсивность экспрессии VEGFR1 ЭК была 
ниже по сравнению с монокультурой интактных 
ЭК (рис. 7). Количество VEGFR3+ ЭК и интен-
сивность экспрессии ими VEGFR3 в монокуль-
туре ЭК в присутствии IL-6, а также в присут-
ствии препарата «Авастин» и IL-6 были меньше 
по сравнению с таковыми в монокультуре ин-
тактных ЭК (рис. 7). 

Длина сосудов в сокультуре ЭК и THP-1 в при-
сутствии IL-6 была меньше по сравнению с мо-
нокультурой ЭК в присутствии IL-6 и по срав-
нению с сокультурой ЭК и THP-1 в отсутствие 
индукторов. В сокультуре ЭК и THP-1 в при-
сутствии препарата «Авастин» и IL-6 было от-
мечено увеличение длины сосудов по сравнению 
со спонтанным уровнем без индукторов. В этих 
условиях длина сосудов была меньше по сравне-
нию с монокультурой ЭК в присутствии препара-
та «Авастин» и IL-6. Длина сосудов в сокультуре 
ЭК и THP-1 в присутствии препарата «Авастин» 
и IL-6 была больше по сравнению с сокультурой 
в присутствии только IL-6 и меньше по сравне-
нию с сокультурой в присутствии только препа-
рата «Авастин» (рис. 6). Количество сосудов в со-
культуре ЭК и THP-1 в присутствии IL-6 было 
меньше по сравнению с таковым в монокультуре 
интактных ЭК или активированнных IL-6 ЭК. 
Снижение количества сосудов по сравнению 
с таковым в монокультуре интактных ЭК также 
было отмечено в сокультуре ЭК и THP-1 в при-
сутствии препарата «Авастин» и IL-6. В сокуль-
туре ЭК и THP-1 в присутствии препарата «Ава-
стин» и IL-6 количество сосудов было меньше по 
с сравнению монокультурой ЭК в присутствии 
тех же индукторов (рис. 6).

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии IL-6 
количество VEGFR1+ ЭК и интенсивность экс-
прессии ими VEGFR1 были больше по сравне-
нию с монокультурой интактных или активи-
рованных IL-6 ЭК. При добавлении препарата 
«Авастин» и IL-6 в сокультуру ЭК и THP-1 ко-
личество VEGFR1+ ЭК было больше по сравне-
нию с монокультурой интактных ЭК и меньше 
по сравнению с сокультурой ЭК и THP-1 в при-
сутствии только препарата «Авастин». В сокуль-
туре интенсивность экспрессии VEGFR1 на ЭК 
была выше по сравнению с таковой в монокуль-
туре интактных ЭК и по сравнению с монокуль-
турой в присутствии тех же индукторов. В сокуль-
туре интенсивность экспрессии VEGFR1 на ЭК 
была ниже по сравнению с таковой в сокультуре 
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в отсутствие индукторов, в присутствии только 
препарата «Авастин» или в присутствии только 
IL-6 (рис. 7). 

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии IL-6 
количество VEGFR3+ ЭК и интенсивность экс-
прессии ими VEGFR3 были выше по сравнению 
с монокультурой интактных или активированных 
IL-6 ЭК. Также в сокультуре ЭК и THP-1 в при-
сутствии препарата «Авастин» и IL-6 количе-
ство VEGFR3+ ЭК и интенсивность экспрессии 
ими VEGFR3 были выше по сравнению с моно-
культурой интактных или активированных теми 
же индукторами ЭК (рис. 7).

Длина сосудов в монокультуре ЭК в присут-
ствии TNFα была больше по сравнению с ин-
тактной монокультурой ЭК. В монокультуре ЭК 
в присутствии препарата «Авастин» и TNFα от-

мечено увеличение длины сосудов по сравнению 
с монокультурой интактных ЭК (рис. 8). В моно-
культуре ЭК в присутствии TNFα количество 
VEGFR1+ ЭК и интенсивность экспрессии ими 
VEGFR1 были меньше по сравнению с моно-
культурой интактных ЭК. Этот эффект сохранял-
ся в монокультуре ЭК в присутствии препарата 
«Авастин» и TNFα. При этом в монокультуре ЭК 
в присутствии препарата «Авастин» и TNFα коли-
чество VEGFR1+ ЭК было меньше по сравнению 
с монокультурой ЭК в присутствии только препа-
рата «Авастин» (рис. 9). В сокультуре ЭК и THP-1 
интенсивность экспрессии VEGFR3 была ниже 
по сравнению с монокультурой интактных ЭК. 
В монокультуре ЭК в присутствии препара-
та «Авастин» и TNFα количество VEGFR3+ ЭК 
и интенсивность экспрессии ими VEGFR3 были 

Рисунок 7. Влияние IL-6 на экспрессию VEGFR1 и VEGFR3 эндотелиальными клетками в условиях их совместного 
культивирования с клетками линии THP-1
Примечание. А, Б – экспрессия VEGFR1. В, Г – экспрессия VEGFR3. DMEM F12 – культивирование в среде без HAT, 2,5% ЭТС, 
спонтанный уровень, n = 16; Avastin – культивирование в присутствии препарата «Авастин», n = 24; IL-6 – культивирование 
в присутствии IL-6, n = 3; Avastin + IL-6 – культивирование в присутствии препарата «Авастин» и IL-6, n = 3. Достоверность 
различий: * – p < 0,05; ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 (отличается от уровня при монокультивировании интактных ЭК); # – p < 0,05; 
## – p < 0,01; ### – p < 0,001.
Figure 7. Effect of IL-6 on the expression of VEGFR1 and VEGFR3 by endothelial cells under conditions of co-cultivation with 
THP- 1 cells
Note. A, B, the expression of VEGFR1. C, D, the expression of VEGFR3. DMEM F12, cultivation in a medium without HAT, 2.5% FBS 
(spontaneous level), n = 16; Avastin, cultivation in the presence of the drug Avastin, n = 24; IL-6, cultivation in the presence of IL-6, n = 3;  
Avastin + IL-6, cultivation in the presence of the drug Avastin and IL-6, n = 3. The significance of differences between groups: *, p < 0.05; 
**, p < 0.01; ***, p < 0.001 (differs from the spontaneous level); #, p < 0.05; ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.
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ниже по сравнению с монокультурой интактных 
ЭК. При этом количество VEGFR3+ ЭК было 
меньше по сравнению с монокультурой в присут-
ствии препарата «Авастин» (рис. 9). 

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии TNFα 
длина сосудов была больше по сравнению с мо-

Рисунок 8. Влияние TNFαα на формирование сосудов 
ЭК линии EA.Hy926 в присутствии клеток линии THP-1 
и препарата «Авастин»
Примечание. А – влияние на длину сосудов. Б – влияние 
на количество сосудов. DMEM F12 – культивирование в среде 
без HAT, 2,5% ЭТС, спонтанный уровень, n = 45; Avastin – 
культивирование в присутствии препарата «Авастин», 
n = 45; TNFαα – культивирование в присутствии TNFαα, n = 15; 
Avastin + TNFαα – культивирование в присутствии препарата 
«Авастин» и TNFαα, n = 15. Достоверность различий: * – 
p < 0,05; ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 (отличается от уровня 
при монокультивировании интактных ЭК); # – p < 0,05; ## – 
p < 0,01; ### – p < 0,001.
Figure 8. Effect of TNFα on the formation of tube-like structures 
by endothelial cells of the ЕА.Hy926 cell line in the presence of 
THP-1 cells and the drug Avastin
Note. A, the effect on the length of tube-like structures. B, the effect on 
the number of tube-like structures. DMEM F12, cultivation in a medium 
without HAT, 2.5% FBS (spontaneous level), n = 45; Avastin, cultivation 
in the presence of the drug Avastin, n = 45; TNFα, cultivation in the 
presence of TNFα, n = 15; Avastin + TNFα, cultivation in the presence 
of the drug Avastin and TNFα, n = 15. The significance of differences 
between groups: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 (differs from the 
spontaneous level); #, p < 0.05; ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.

нокультурой интактных ЭК, но меньше по срав-
нению с длиной сосудов в интактной сокультуре. 
Длина сосудов в сокультуре ЭК и THP-1 в присут-
ствии препарата «Авастин» и TNFα была больше 
по сравнению с монокультурой интактных ЭК, 
но меньше по сравнению с сокультурой в при-
сутствии препарата «Авастин» (рис. 8). Количе-
ство сосудов в монокультуре в присутствии TNFα 
было меньше по сравнению с интактной моно-
культурой ЭК. В монокультуре ЭК в присутствии 
препарата «Авастин» и TNFα количество сосудов 
по сравнению с монокультурой интактных ЭК 
было меньше, но больше по сравнению с моно-
культурой ЭК в присутствии TNFα (рис. 8). 

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии 
TNFα количество сосудов было меньше по срав-
нению с интактной сокультурой. В сокульту-
ре ЭК и THP-1 в присутствии препарата «Ава-
стин» и TNFα количество сосудов было меньше 
по сравнению с монокультурой интактных ЭК, 
а также по сравнению с монокультурой ЭК в при-
сутствии препарата «Авастин» и TNFα (рис. 8).

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии TNFα 
относительное количество VEGFR1+ ЭК и интен-
сивность экспрессии ими VEGFR1 были больше 
по сравнению с таковыми в монокультуре интакт-
ных или активированных TNFα ЭК. В сокультуре 
ЭК и THP-1 в присутствии препарата «Авастин» 
и TNFα количество VEGFR1+ ЭК было меньше 
по сравнению с монокультурой интактных ЭК, 
а интенсивность экспрессии VEGFR1 ЭК была 
выше по сравнению с интактной или активиро-
ванной теми же индукторами монокультурой ЭК. 
Количество VEGFR1+ ЭК и интенсивность экс-
прессии ими VEGFR1 в сокультуре ЭК и THP-1 
в присутствии препарата «Авастин» и TNFα были 
ниже по сравнению с интактной сокультурой. 
В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии препара-
та «Авастин» и TNFα интенсивность экспрессии 
VEGFR1 ЭК была ниже по сравнению с сокуль-
турой в присутствии только TNFα или в присут-
ствии только препарата «Авастин» (рис. 9).

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии TNFα 
количество VEGFR3+ ЭК и интенсивность экс-
прессии ими VEGFR3 ЭК были выше по срав-
нению с монокультурой интактных или активи-
рованных TNFα ЭК. В сокультуре ЭК и THP-1 
в присутствии препарата «Авастин» и TNFα ин-
тенсивность экспрессии VEGFR3 ЭК была выше 
по сравнению с интактной или активированной 
теми же индукторами монокультурой ЭК (рис. 9). 

Обсуждение
Ангиогенез регулируется множеством факто-

ров, зависит от функционального состояния ЭК 
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и клеток микроокружения. Макрофаги – актив-
ные участники ангиогенеза, они регулируют его 
благодаря секреции цитокинов и контактным 
взаимодействиям с ЭК [12, 22, 42]. Для оценки 
вклада в регуляцию ангиогенеза VEGF, а так-
же изучения изменения экспрессии рецепторов 
для VEGF на ЭК мы культивировали клетки ли-
нии EA.Hy926 на матриксе «Матригель» в при-
сутствии цитокинов и препарата «Авастин». 
Для оценки вклада Мф в регуляцию ангиогене-
за мы сокультивировали ЭК с клетками линии 
THP-1 в присутствии цитокинов и препарата 
«Авастин». Препарат «Авастин», представляю-
щий собой моноклональные антитела, связыва-
ющие VEGF-A, ингибирует его взаимодействие 
с рецепторами на поверхности клеток [33, 58].

Нами установлено, что клетки линии THP-1 
способствовали увеличению длины сосудов, об-
разованных ЭК, но при этом снижали их коли-
чество, то есть стимулировали неразветвляющий 
ангиогенез. Ранее установлено, что некоторые 
компоненты внеклеточного матрикса, такие 
как коллаген I и IV типа, а также фибронектин, 
вызывают изменения фенотипа и функций мо-
ноцитов, выделенных из периферической кро-
ви, ассоциированные с их дифференцировкой 
в Мф [21]. Таким образом, коллаген IV типа, вхо-
дящий в состав матрикса «Матригель», может спо-
собствовать проявлению у клеток линии THP- 1 
свойств Мф. Ранее в нашей лаборатории было 
показано, что клетки линии THP-1 при культи-
вировании на матриксе «Матригель» приобрета-
ют схожий фенотип с Мф [27]. Макрофаги явля-

Рисунок 9. Влияние TNFαα на экспрессию VEGFR1 и VEGFR3 эндотелиальными клетками в условиях их совместного 
культивирования с клетками линии THP-1
Примечание. А, Б – экспрессия VEGFR1. В, Г – экспрессия VEGFR3. DMEM F12 – культивирование в среде без HAT, 2,5% ЭТС, 
спонтанный уровень, n = 16; Avastin – культивирование в присутствии препарата «Авастин», n = 24; TNFαα – культивирование 
в присутствии TNFαα, n = 3; Avastin + TNFαα – культивирование в присутствии препарата «Авастин» и TNFαα, n = 3. Достоверность 
различий: * – p < 0,05; ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 (отличается от уровня при монокультивировании интактных ЭК); # – p < 0,05; 
## – p < 0,01; ### – p < 0,001.
Figure 9. Effect of TNFα on the expression of VEGFR1 and VEGFR3 by endothelial cells under conditions of their co-cultivation 
with THP-1 cells
Note. A, B, the expression of VEGFR1. B, D, the expression of VEGFR3. DMEM F12, cultivation in a medium without HAT, 2.5% FBS 
(spontaneous level), n = 16; Avastin, cultivation in the presence of the drug Avastin, n = 24; TNFα, cultivation in the presence of TNFα, n = 3; 
Avastin + TNFα, cultivation in the presence of the drug Avastin and TNFα, n = 3. The significance of differences between groups: *, p < 0.05; **, 
p < 0.01; ***, p < 0.001 (differs from the spontaneous level); #, p < 0.05; ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.
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ются источниками IFNγ, TNFα, IL-1, IL-6, IL-8, 
IL-12, IL-10, TGF-β, VEGF-A, VEGF-C, bFGF, 
PDGF, MMPs [3, 43]. IL-8, bFGF, VEGF оказыва-
ют митогенное воздействие на ЭК, способствуют 
их выживаемости, стимулируют миграцию ЭК. 
Установлено, что IL-8 стимулирует продукцию 
MMP-2, обеспечивающей деградацию и ремоде-
лирование внеклеточного матрикса [1]. VEGF-A 
контролирует ангиогенез на всех стадиях, вклю-
чая стабилизацию сосудов. Подобным действи-
ем обладает Ang1, секретируемый моноцитами 
в результате их совместного культивирования 
с ЭК [16, 25, 26, 44]. В связи с этим можно пред-
положить, что увеличение длины сосудов может 
быть вызвано продукцией этих цитокинов клет-
ками линии THP-1. С другой стороны, в исследо-
ваниях на мышах показано взаимодействие Мф 
с филоподиями tip-клеток растущего сосуда и их 
участие в образовании анастомозов сосудами, 
причем этот процесс не зависит от VEGF [12]. 
Такой механизм взаимодействия ЭК и Мф может 
обеспечивать формирование более длинных со-
судов; тем не менее молекулярные причины ука-
занного явления остаются не до конца изучен-
ными [18]. Мф участвуют в создании градиента 
гепарин-связанного VEGF в матриксе, обеспе-
чивая тем самым хемотаксис ЭК и направленный 
рост сосудов [12]. В нашей модели клетки линии 
THP-1, дифференцируясь в Мф, могут стимули-
ровать образование более длинных сосудов как за 
счет секреции цитокинов, так и за счет контакт-
ных взаимодействий с ЭК и направлять рост со-
судов, создавая градиент VEGF.

В сокультуре ЭК с клетками линии THP-1 
нами отмечено повышение экспрессии VEGFR1 
и VEGFR3 ЭК. В литературе описана колока-
лизация и повышенная экспрессия VEGF-A 
и VEGFR1, что может служить доказательством 
положительной регуляции VEGFR1, опосредо-
ванной этой изоформой VEGF [6, 47, 57]. В свя-
зи с этим можно предположить, что отмечен-
ный нами эффект может быть вызван VEGF-A, 
секретируемым Мф и являющимся лигандом 
для VEGFR1. Ранее отмечено, что на ЭК увели-
чивается экспрессия VEGFR3 при воздействии 
на них VEGF-A [8], что также согласуется с по-
лученными нами данными. Некоторые авторы 
утверждают, что сигналинг VEGFR1 необходим 
для выживания ЭК, в то время как VEGFR2-
сигналинг обуславливает формирование сосудов 
ЭК [57]. Однако в нашем исследовании не было 
обнаружено экспрессии VEGFR2 на ЭК, в то 
время как сосуды формировались. Вероятно, су-
ществуют иные механизмы регуляции формиро-
вания сосудов либо сигнальные пути этих двух 

рецепторов имеют общие компоненты и пересе-
каются, компенсируя друг друга.

Отмеченное нами увеличение длины сосу-
дов в монокультуре ЭК в присутствии препара-
та «Авастин» можно объяснить компенсаторной 
продукцией ЭК таких проангиогенных факто-
ров, как bFGF [1, 9, 14]. При этом препарат «Ава-
стин», уменьшающий концентрацию свободного 
VEGF-A в культуральной среде, вызывал сниже-
ние экспрессии VEGFR3, что согласуется с дан-
ными о способности VEGF-A повышать экс-
прессию этого рецептора [8]. Несмотря на то, что 
в литературе описана прямая корреляция между 
экспрессией VEGF-A и VEGFR1, в связи с чем 
можно судить о существовании аутокринной 
петли VEGF-A/VEGFR1, поддерживающей экс-
прессию VEGFR1 [47, 57], в настоящем исследо-
вании препарат «Авастин» не оказывал влияния 
на экспрессию VEGFR1, что может говорить 
о наличии других VEGF-A-независимых меха-
низмов его регуляции.

При совместном культивировании ЭК с клет-
ками линии THP-1 препарат «Авастин» отменял 
стимулирующий эффект клеток линии THP-1 
в отношении длины сосудов, что может быть 
вызвано снижением концентрации VEGF-A, 
продуцируемого как ЭК, так и клетками линии 
THP-1 [3]. Тем не менее препарат «Авастин» 
не отменял стимулирующего эффекта клеток ли-
нии THP-1 в отношении экспрессии VEGFR1 
и VEGFR3, что может свидетельствовать о по-
вышенной продукции VEGF-A ЭК и клетками 
линии THP-1 в условиях совместного культиви-
рования и недостаточной концентрации препа-
рата для полного связывания и ингибирования 
продукции VEGF-A либо указывать на наличие 
VEGF-A-независимых механизмов регуляции 
экспрессии VEGFR1 и VEGFR3.

В монокультуре ЭК IL-1β оказывал проангио-
генное действие на ЭК, увеличивая длину сосудов 
и повышая экспрессию ими VEGFR1, что согла-
суется с данными, описанными в литературе [53]. 
Действие IL-1β на ангиогенез во многом опре-
деляется его способностью повышать секрецию 
VEGF-A ЭК и экспрессию рецепторов к нему 
на ЭК [5]. Этот эффект подтверждается данны-
ми, полученными в настоящем исследовании, 
поскольку при добавлении препарата «Авастин» 
в монокультуру ЭК отмечено снижение стимули-
рующего эффекта IL-1β в отношении длины со-
судов. При этом препарат «Авастин» не изменял 
экспрессию VEGFR1 на ЭК в присутствии IL-1β, 
что подтверждает прямое действие IL-1β на экс-
прессию VEGFR1. 
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Однако в условиях сокультуры ЭК с клетками 
линии THP-1 IL-1β снижал стимулирующее вли-
яние THP-1 на длину сосудов и отменял инги-
бирующий эффект THP-1 на их количество. Ак-
тивация Мф IL-1β способствует приобретению 
макрофагами M2b-фенотипа; данная субпопуля-
ция альтернативно активированных Мф характе-
ризуется продукцией IL-10 и TNFα [2, 29, 41, 50]. 
IL-10 является антиангиогенным цитокином, ко-
торый оказывает ингибирующее действие на ан-
гиогенез за счет негативной регуляции синтеза 
проангиогенных цитокинов макрофагами, таких 
как IL-1β, IL-6, а также MMP-9 и оксида азота [7, 
15, 19, 32]. Таким образом, IL-1β в сокультуре мо-
жет снижать длину сосудов за счет стимуляции 
продукции антиангиогенных факторов макрофа-
гами. Продукция IL-1β макрофагами также на-
ходится под влиянием отрицательной обратной 
связи. Этим можно объяснить противоположный 
эффект IL-1β в монокультуре ЭК и в сокультуре 
ЭК с клетками линии THP-1. При этом препа-
рат «Авастин» в сокультуре ЭК с клетками линии 
THP-1 в присутствии IL-1β еще больше снижал 
длину сосудов, образованных ЭК, что можно 
объяснить снижением концентрации VEGF-A 
в культуральной среде. 

При совместном культивировании ЭК с клет-
ками линии THP-1 IL-1β повышал экспрессию 
ЭК VEGFR1, усиливая при этом влияние кле-
ток линии THP-1 на экспрессию этого рецепто-
ра. Вероятно, в данных условиях IL-1β сохраня-
ет способность повышать экспрессию VEGFR1 
на ЭК, обладая однонаправленным эффектом 
с Мф. Данный эффект IL-1β можно также объяс-
нить его способностью повышать продукцию ЭК 
VEGF-A [5]. При этом IL-1β не влиял на экспрес-
сию VEGFR3 на ЭК в сокультуре. Добавление 
препарата «Авастин» в сокультуру ЭК и THP- 1 
не отменяло стимулирующего эффекта IL-1β 
в отношении экспрессии VEGFR1 ЭК, что может 
свидетельствовать о VEGF-A-независимом меха-
низме регуляции экспрессии ЭК этого рецепто-
ра в условиях совместного культивирования ЭК 
и THP-1 в присутствии IL-1β. Таким образом, 
IL-1β оказывает стимулирующий эффект на экс-
прессию VEGFR1. Этот эффект IL-1β не зависит 
от VEGF-A и, по-видимому, обусловлен прямым 
действием данного IL-1β, не опосредованным се-
крецией VEGF-A.

IL-6 увеличивал длину сосудов в монокульту-
ре ЭК, не изменяя при этом их количество. Полу-
ченные результаты согласуются с данными, опи-
санными в литературе, согласно которым IL-6 
является проангиогенным фактором, стимули-
рующим миграцию и пролиферацию ЭК, а также 

регулирует секрецию ЭК bFGF, PDGF, VEGF [11, 
19, 30]. В настоящем исследовании IL-6 снижал 
экспрессию VEGFR1 и VEGFR3 ЭК, в то вре-
мя как данные литературы касательно влияния 
IL-6 на экспрессию VEGFR1 ЭК противоречивы: 
отмечено как увеличение его экспрессии [35], 
так и отсутствие влияния IL-6 на уровень экс-
прессии ЭК VEGFR1 [57]. При этом действие 
IL-6 не было опосредовано VEGF-A, поскольку 
добавление препарата «Авастин» в монокультуру 
ЭК не влияло на эффект, вызванный IL-6, как в 
отношении длины сосудов, так и в отношении 
экспрессии ЭК VEGFR1 и VEGFR3. 

IL-6 полностью ингибировал вызванный 
THP-1 стимулирующий эффект в отношении 
длины сосудов, не влияя при этом на уровень 
экспрессии ЭК VEGFR1 и VEGFR3. Ранее уста-
новлено, что альтернативно активированные 
макрофаги в ответ на стимуляцию IL-6 проду-
цируют IL-10, обладающий антиангиогенным 
эффектом [23]. Таким образом, IL-6 в условиях 
сокультуры ЭК и THP-1 обладает сходным эф-
фектом с IL-1β на ангиогенез, вероятно, за счет 
стимуляции продукции антиангиогенных цито-
кинов макрофагами; одним из таких цитокинов 
может являться IL-10. 

Препарат «Авастин» отменял ингибирую-
щий эффект IL-6 на длину сосудов в сокультуре 
ЭК и THP-1. Возможно, данный эффект связан 
с компенсаторной продукцией проангиогенных 
факторов в условиях сниженной концентрации 
VEGF-A ЭК и клетками линии THP-1. В качестве 
таких факторов могут выступать сам VEGF-A, се-
кретируемый в повышенном количестве, PDGF 
или bFGF, продукция которых поддерживается 
IL-6 [11, 17, 30]. Также при одновременном добав-
лении в систему совместного культивирования 
ЭК и клеток линии THP-1 IL-6 и препарата «Ава-
стин» снижался уровень экспрессии VEGFR1 
на ЭК; данный эффект был отмечен только в со-
культуре ЭК и THP-1. При использовании каж-
дого из этих индукторов по отдельности в сокуль-
туре ЭК и THP-1 такой эффект не был отмечен. 
Таким образом, IL-6 и препарат «Авастин» лишь 
в комплексе способны ингибировать повышение 
экспрессии VEGFR1, вызванное клетками линии 
THP-1.

В монокультуре ЭК в присутствии TNFα дли-
на сосудов увеличивалась, но их количество сни-
жалось; это может быть связано со способностью 
TNFα вызывать продукцию проангиогенных 
факторов – IL-8, PDGF, VEGF, bFGF [1]. Сни-
жение количества сосудов вероятно обусловлено 
продукцией Ang-1, участвующего в стабилизации 
новообразованных сосудов и обеспечивающего 
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неразветвляющий ангиогенез. Ранее установле-
но, что TNFα способен стимулировать продук-
цию Ang-1 через NF-kB-сигнальный путь [45]. 
Параллельно нами установлено, что TNFα сни-
жал экспрессию VEGFR1 на ЭК в монокультуре 
ЭК, что согласуется с данными, описанными 
в литературе [37, 56]. В литературе сходный эф-
фект TNFα отмечен в отношении экспрессии 
VEGFR2 и VEGFR3 [56]. В настоящем исследова-
нии отмечено снижение экспрессии VEGFR3 ЭК 
в присутствии TNFα. Однако в присутствии пре-
парата «Авастин» TNFα ингибировал экспрессию 
VEGFR3. В связи с этим можно предположить, 
что необходимым условием для снижения экс-
прессии VEGFR3 является недостаток свободно-
го VEGF-A. Стоит отметить, что TNFα усиливает 
продукцию VEGF, в связи с чем ЭК, возможно, 
способны продуцировать секреторный вариант 
рецептора – sVEGFR1 – для удаления избытка 
VEGF, что может объяснить снижение уровня 
экспрессии VEGFR1 на поверхности ЭК. 

Препарат «Авастин» не изменял эффект TNFα 
в отношении длины сосудов в монокультуре ЭК. 
Вероятно, увеличение длины сосудов в монокуль-
туре ЭК в присутствии TNFα может быть связано 
со стимуляцией секреции ЭК, кроме VEGF, дру-
гих проангиогенных факторов, таких как IL- 8, 
PDGF, bFGF, Ang-1 [45]. В литературе описа-
но противоположное действие VEGF и Ang-1: 
VEGF увеличивает проницаемость сосудов, уча-
ствуя в разборке межклеточных контактов, и де-
стабилизирует сосуды, в то время как Ang-1 обе-
спечивает их стабильность [34]. Таким образом, 
VEGF способствует формированию высокораз-
ветвленной сети сосудов, а Ang-1 вызывает фор-
мирование более длинных сосудов с невысокой 
степенью ветвления [4]. По-видимому, эффект 
TNFα в монокультуре ЭК связан с Ang-1. При 
этом препарат «Авастин» отменял ингибирующее 
действие TNFα в отношении количества сосудов, 
что может свидетельствовать о роли VEGF, секре-
цию которого также стимулирует TNFα, в обе-
спечении разветвляющего ангиогенеза.

В сокультуре ЭК и THP-1 TNFα снижал 
стимулирующий эффект THP-1 на длину со-
судов. Возможно, в сокультуре TNFα снижа-
ет продукцию VEGF-A, а также стимулирует 
продукцию антиангиогенного TGF-β клетками 
линии THP- 1 [48, 52]. При этом в сокультуре 

ЭК и THP- 1 TNFα не изменял экспрессию ЭК 
VEGFR1 и VEGFR3. Препарат «Авастин» не от-
менял эффект TNFα в сокультуре ЭК и THP-1 
в отношении длины сосудов, что может быть 
также связано со стимуляцией продукции TGF-β 
клетками линии THP-1 и не зависит от VEGF-A. 
При одновременном добавлении в сокультуру 
ЭК и THP-1 TNFα и препарата «Авастин» снижа-
лась экспрессия VEGFR1, чего, однако, не было 
отмечено при культивировании с каждым из ин-
дукторов по отдельности. Таким образом, в ус-
ловиях совместного культивирования ЭК и кле-
ток линии THP-1 IL-6 и TNFα сходным образом 
влияют на экспрессию VEGFR1, снижая ее лишь 
в условиях сниженной концентрации VEGF-A, 
вызванной добавлением препарата «Авастин».

Таким образом, использование препарата 
«Авастин» помогло установить, что при удалении 
VEGF-A из среды ЭК проявляют пластичность 
и изменяют свое поведение, вероятно, за счет 
продукции других цитокинов. Клетки линии 
THP-1 играют роль регулятора активности ЭК 
за счет секреции цитокинов, в том числе VEGF, 
а также благодаря контактным взаимодействиям 
с ЭК. Клетки линии THP-1 способны повышать 
чувствительность ЭК к VEGF за счет стимуля-
ции экспрессии рецепторов для VEGF (VEGFR1 
и VEGFR3), однако данный эффект является 
VEGF-A-независимым. Цитокины IL-1β, IL-6, 
TNFα самостоятельно стимулируют неразвет-
вляющий ангиогенез, увеличивая длину сосу-
дов. Параллельно IL-1β увеличивает экспрессию 
VEGFR1 на поверхности ЭК, а IL-6 и TNFα, нао-
борот, снижают ее, тем самым регулируя чувстви-
тельность ЭК к VEGF. При этом эффекты дан-
ных цитокинов не зависят от VEGF-A. Действие 
клеток линии THP-1 на ангиогенез также может 
быть различным в зависимости от цитокиново-
го окружения. В частности, IL-1β, IL-6, TNFα 
способствуют приобретению клетками линии 
THP-1 антиангиогенных свойств, что, вероятно, 
не зависит от VEGF-A, а также от экспрессии его 
рецепторов эндотелиальными клетками. Таким 
образом, VEGF является важным, но не един-
ственным фактором, контролирующим ангиоге-
нез. В условиях недостатка VEGF либо сами ЭК, 
либо клетки микроокружения способны компен-
сировать его функциональную нагрузку за счет 
продукции других ростовых факторов.
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