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НА ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ КЛЕТОК ЭНДОТЕЛИЯ EA.hy926
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Эндотелий кровеносных сосудов играет существенную роль в регуляции нормальных и патологических
процессов, происходящих в тканях. Моноклональные антитела (МКАТ) к эндоглину (CD105), маркеру
эндотелиальных клеток, рассматривают в качестве потенциальных агентов для воздействия на функцио-
нальные характеристики эндотелиальных клеток. Цель настоящего исследования – изучение in vitro спо-
собности МКАТ, направленных к различным эпитопам эндоглина, изменять функциональные характе-
ристики эндотелиальных клеток человека линии EA.hy926. Было показано, что разные МКАТ могут за-
медлять пролиферацию или миграцию клеток, усиливать адгезию моноцитоподобных клеток или снижать
интенсивность накопления растворимой формы эндоглина в ростовой среде. Два из восьми исследован-
ных МКАТ были способны оказывать влияние на несколько функциональных характеристик клеток эн-
дотелия.
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Функциональное состояние сосудистого эндоте-
лия определяет течение многих нормальных и пато-
логических процессов, происходящих в тканях и
внутри кровеносных сосудов. Развитие атеросклеро-
за и гипертонии связано с дисфункцией эндотелия.
Прогрессия ряда онкологических заболеваний со-
лидной природы зависит от интенсивности опухоле-
вого ангиогенеза (Carmeliet, Jain, 2011). Неоваскуля-
ризация сетчатки глаза служит причиной некоторых
офтальмологических заболеваний (Usui et al., 2015).
В настоящее время ведется поиск средств направ-
ленного воздействия на функциональное состояние
клеток эндотелия. Одним из таких агентов могут
быть моноклональные антитела (МКАТ) к эндогли-
ну – мембранному маркеру эндотелиальных клеток
(CD105).

Эндоглин – трансмембранный гликопротеин, со-
стоящий из двух доменов: орфанного и ZP (zona pel-
lucida). Помимо эндотелия этот антиген обнаружен
на мембранах клеток трофобласта (St-Jacques et al.,
1994), мезенхимных стволовых клеток (Barry et al.,
1999) и опухолевых клеток различного гистогенеза
(Postiglione et al., 2005; Самойлович и др., 2018).

Эндоглин играет заметную роль в регуляции
функций микрососудистого русла. Во-первых, этот
гликопротеин является компонентом рецепторных
комплексов, обеспечивающих трансдукцию сигнала
от молекул TGF-β1, TGF-β3, BMP-2, -7, -9, -10 и ак-
тивина А (Barbara et al., 1999). Во-вторых, благодаря
взаимодействию с молекулами интегринов α5β1 эн-
доглин вовлечен в процессы адгезии и миграции кле-
ток, экспрессирующих его (Guerrero-Esteo et al., 1999;
Henry et al., 2010; Lakshman et al., 2010; Rossi et al., 2012).
Показано, что эндоглин входит в состав фокальных
контактов клеток и посредством адаптерных белков
взаимодействует с актиновым цитоскелетом (Conley
et al., 2004; Sanz-Rodriguez et al., 2004). Эндоглин
также принимает участие в процессе трансмиграции

Принятые сокращения: ИФА – иммуноферментный анализ, 
МКАТ – моноклональные антитела, ФСР – фосфатно-соле-
вой раствор, ЭТС – эмбриональная телячья сыворотка, CFSE –
carboxyfluorescein succinimidyl ester (сукцинимидный эфир
карбоксифлуоресцеина), sEng – растворимый эндоглин, TMB –
3,3',5,5'-tetramethylbenzidine, ZP – zona pellucida (блестящая
оболочка).
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лейкоцитарных клеток в ткани через эндотелий со-
судов на этапе плотной адгезии (Rossi et al., 2012). В-
третьих, получены данные о взаимосвязи уровней
экспрессии этого гликопротеина и пролиферации
эндотелиальных клеток (Pal et al., 2014; Dolinsek et
al., 2015). В-четвертых, растворимая форма эндогли-
на (sEng), образующаяся в результате протеолиза
(Hawinkels et al., 2010), способна изменять проница-
емость сосудистой стенки капилляров (Rossi et al.,
2015).

Рядом исследователей получены сведения о том,
что МКАТ к эндоглину способны изменять функци-
ональные свойства эндотелиальных клеток. Добав-
ление антител в ростовую среду вызывает ингибиро-
вание сигнальных путей, активируемых TGF-β1 или
BMP-9 (Kumar et al., 2013; Nolan-Stevaux et al., 2013),
снижение скорости деления клеток (She et al., 2003), из-
менение их миграционной способности (Kumar et al.,
2013; Liu et al., 2014) и адгезионных свойств (Gougos
et al., 1992), а также приводит к изменению интен-
сивности образования растворимой формы антиге-
на (Kumar et al., 2013). Показано, что действие
МКАТ на характеристики клеток зависят не только
от их аффинитета, но и от функциональной значи-
мости распознаваемых ими детерминант (Takahashi
et al., 2001).

В настоящее время МКАТ к эндоглину исследуют
в качестве средства для направленного подавления
опухолевого ангиогенеза. В экспериментах на мы-
шах было показано, что введение антител препят-
ствовало увеличению опухолевой массы первичных
узлов и ограничивало метастазирование клеток за
счет снижения интенсивности опухолевого ангиоге-
неза (Takahashi et al., 2001). На основе МКАТ SN6j,
обладающего выраженными анти-ангиогенными
свойствами, были созданы химерные антитела
TRC105 (TRACON Pharmaceuticals Inc., США),
предназначенные для терапии онкологических забо-
леваний (Shiozaki et al., 2005). На фазе I клинических
испытаний положительный клинический эффект от
введения препарата наблюдали примерно у 50% па-
циентов, страдавших онкологическими заболевани-
ями солидной природы различного гистогенеза
(Rosen et al., 2012; Karzai et al., 2014). Однако после-
дующие испытания (фаза II) не смогли подтвердить
его эффективность (Duffy et al., 2015; Apolo et al.,
2016). Вопрос об ограниченной эффективности
TRC105 в настоящее время не имеет ответа.

В лаборатории гибридомной технологии
РНЦРХТ им. акад. А.М. Гранова МЗ РФ (Санкт-Пе-
тербург) создана панель из восьми МКАТ к эндоглину
человека (1B4, 2C8, 4C9, 4E4, 5B6, 5F1, 5G7 и 5H7),
способных связывать антиген, экспрессированный
на мембране клеток (Смирнов и др., 2015).

Цель настоящего исследования заключалась в
определении in vitro способности этих восьми анти-
тел оказывать влияние на функциональные характе-
ристики эндотелиальных клеток. В качестве модель-

ного объекта использовали клетки линии EA.hy926,
обладающие основными характеристиками эндоте-
лия. Изучали влияние МКАТ на пролиферацию, ми-
грацию, адгезию клеток к твердому субстрату и экс-
прессию ими основных адгезионных молекул, кроме
того, исследовали действие МКАТ на прикрепление
моноцитарных клеток к монослою эндотелия, а так-
же на скорость накопления sEng в ростовой среде
эндотелиальных клеток.

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что присутствие в ростовой среде МКАТ, направ-
ленных к разным детерминантам эндоглина, вызы-
вает различные функциональные изменения в клет-
ках эндотелия EA.hy926. Выявлено два антитела,
способных оказывать влияние на ряд функциональ-
ных характеристик клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. Линия EA.hy926 эндотелия человека

предоставлена И.С. Фрейдлин с любезного разреше-
ния автора (Edgell et al., 1983); клеточные линии
THP-1 и HEK293 были получены из Российской кол-
лекции клеточных культур позвоночных (Институт
цитологии РАН, Санкт-Петербург); клетки U937 – из
Российской коллекции клеточных культур (НИИ
гриппа МЗ РФ, Санкт-Петербург). Клетки EA.hy926
культивировали в среде DMEM/F12, содержавшей
5% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС),
0.5 мкМ аминоптерина, 16 мкМ тимидина и 100 мкМ
гипоксантина. Моноцитоподобные клетки THP-1 и
U-937 культивировали в среде RPMI-1640, содержа-
щей 5% ЭТС. Клетки линии HEK293 культивирова-
ли в среде DMEM/F12 в присутствии 5% ЭТС.

МКАТ. Создание и основные свойства использо-
ванных в работе МКАТ (1B4, 2C8, 4C9, 4E4, 5B6,
5F1, 5G7, 5H7) к эндоглину человека описаны ранее
(Смирнов и др., 2015; Smirnov et al., 2016). В качестве
изотипического контрольного реагента были ис-
пользованы МКАТ 3A7, специфичные к белку CagA
Helicobacter pylori (Klimovich et al., 2010) и не распо-
знающие эпитопы эндоглина.

Рекомбинантные белки. Рекомбинантные фраг-
менты эндоглина получали в клетках HEK293
(Smirnov et al., 2018) или E.coli (Смирнов и др., 2015).
Клетки HEK293 трансфецировали методом каль-
ций-фосфатной преципитации (Jordan et al., 1996). В
работе был использован коммерческий препарат ре-
комбинантного TGF-β1.

Иммуноферментный анализ (ИФА). Основные ва-
рианты ИФА, использованные в работе, были опи-
саны ранее (Смирнов и др., 2015; Smirnov et al., 2016,
2018). Для оценки содержания sEng в ростовой среде
клеток, культивированных в присутствии МКАТ к
эндоглину, были разработаны оригинальные вари-
анты двухцентрового ИФА, которые ввиду их значи-
мости для восприятия результатов исследования,
описаны в разделе “Результаты”.
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ПЦР в реальном времени. Уровень экспрессии
мРНК L- и S-эндоглина оценивали с помощью ПЦР
в реальном времени как изложено ранее (Самойло-
вич и др., 2018).

Проточная цитофлуориметрия. Связывание МКАТ с
эндоглином, экспрессированным на мембране клеток,
оценивали с помощью метода проточной цитофлуори-
метрии. Клетки инкубировали в блокирующем раство-
ре (ФСР, 3% ЭТС, 1 мг/мл NaN3), содержавшем
МКАТ к эндоглину в различных концентрациях.
Связанные с мембраной клеток антитела детектиро-
вали с помощью поликлональных козьих антител
против иммуноглобулинов мыши, конъюгированных
с изотиоцианатом флуоресцеина. Интенсивность
флуоресценции клеток оценивали с помощью про-
точного цитофлуориметра FACSAria III (BD, США).

Оценка пролиферации клеток. Клетки эндотелия
EA.hy926 засевали в лунки 96-луночных планшетов в
концентрации 2.5 × 104 кл./мл (2.5 × 103 на лунку).
Спустя 24 ч заменяли среду и вносили МКАТ к эндо-
глину в рабочей концентрации и/или TGF-β1
(1 нг/мл). Клетки культивировали в течение 3 сут,
затем окрашивали 0.2%-ным раствором кристалли-
ческого фиолетового, высушивали и лизировали
50%-ным раствором ледяной уксусной кислоты. Оп-
тическую плотность полученных лизатов измеряли
при 540 и 630 нм. Средние величины этих показате-
лей использовали для оценки количества клеток в
конце эксперимента. Все эксперименты в качестве
позитивного контроля включали стимуляцию проли-
ферации клеток с помощью четырехкратного повы-
шения концентрации ЭТС (от 2.5 до 10%), что приво-
дило к увеличению показателя оптической плотности
в 1.5–2 раза.

Оценка миграционной способности клеток. Скорость
миграции клеток эндотелия EA.hy926 оценивали в те-
сте закрытия “раны” клеточного монослоя. Клетки,
посеянные в дозе 3.0 × 105 кл./мл (3.0 × 104 на лунку) в
покрытые желатиной лунки 96-луночного планше-
та, в течение 1 сут формировали монослой с кон-
флюентом 95–98%. Наконечником механического
дозатора нарушали целостность монослоя нанесе-
нием “раны”. Открепившиеся клетки удаляли путем
двукратного промывания ростовой средой с 1%
ЭТС. Затем вносили полную ростовую среду (с 5%
ЭТС), содержащую исследуемые антитела. Клетки
культивировали в присутствии МКАТ в течение 24 ч,
фиксировали 4%-ным раствором формальдегида и
окрашивали 0.2%-ным раствором кристаллического
фиолетового. Рану в монослое клеток фотографиро-
вали с помощью инвертированного микроскопа
Axio Zeiss (об. 5×, камера AxioCam MRm, Германия)
сразу после ее нанесения и по окончании экспери-
мента.

Фотографии ран в монослое обрабатывали с по-
мощью созданного в лаборатории скрипта на языке
R с применением алгоритмов анализа изображений,
реализованных в пакете EBImage (Pau et al., 2010).

Фотографии, полученные непосредственно после
нанесения раны, предварительно обрабатывали в
графическом редакторе GIMP (версия 2.10.6) с це-
лью повышения их контрастности. Фотографии
окрашенных кристаллическим фиолетовым клеток
использовали без предварительной обработки. На
рис. 1а представлена оригинальная черно-белая фо-
тография клеток эндотелия, окрашенных кристал-
лическим фиолетовым. Загруженные в память ком-
пьютера изображения представляли собой матрицы,
содержавшие десятичные дроби от 0 (черный) до 1
(белый). На первом этапе происходила бинаризация
изображений, т.е. всем пикселям выше порогового
уровня присваивали значение 1, а ниже его – значе-
ние 0 (рис. 1б). Выбор порога отсечения был основан
на методе анализа бимодальных распределений Оцу
(Otsu). При необходимости пользователь мог само-
стоятельно корректировать выбранный порог. Далее
с помощью алгоритма морфологического открытия
с изображения происходило удаление мелких белых
пятен и снижение степени детализации крупных пя-
тен (рис. 1в). На завершающем этапе анализа скрипт
производил сегментацию изображения путем выяв-
ления белых, не соприкасающихся друг с другом
объектов. Объекты ранжировали по площади (в пик-
селях) от большего к меньшему. Таким образом,
первым в этом ряду оказывался объект, соответство-
вавший начерченной ране (рис. 1г). Для каждой фо-
тографии вычисляли долю площади (в %), занимае-
мой раной. Раны в каждой ячейке фотографировали
в 3-х местах. Для анализа использовали усредненные
значения площади ран.

В качестве зависимой величины при анализе из-
менения площади раны в ходе эксперимента высту-
пал коэффициент закрытия раны, вычисляемый по
формуле: C = (S1 – S2)/S1 × 100%, где C – степень за-
крытия раны, S1 – средняя площадь раны в день на-
несения (в %), S2 – средняя площадь раны спустя
1 сут (в %). Число клеток, мигрировавших в область
раны, считали на полученных изображениях визу-
ально.

Оценка способности клеток эндотелия к адгезии на
твердом субстрате. Клетки эндотелия EA.hy926 сни-
мали с поверхности культурального флакона с помо-
щью 0.02%-ного раствора Версена. Далее клетки сус-
пендировали в среде DMEM/F12, содержащей 1%
ЭТС и МКАТ в рабочей концентрации (5 мкг/мл) и за-
севали в лунки 96-луночных планшетов в концен-
трации 3 × 105 кл./мл (по 3 × 104 в лунку). Спустя 3 ч
культивирования неприкрепившиеся к твердой фазе
клетки отмывали ФСР. Клетки, оставшиеся на дне,
окрашивали раствором CFSE (0.5 мкМ) и фотогра-
фировали. Для исследования действия МКАТ на ад-
гезию моноцитоподобных клеток к эндотелию клет-
ки EA.hy926 выращивали в 96-луночных планшетах
до достижения 95–98%-ного конфлюента. Далее
ячейки заполняли средой с МКАТ в рабочей кон-
центрации и инкубировали 30 мин. Несвязавшиеся
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антитела удаляли, после чего вносили меченные
CFSE (сarboxyfluorescein succinimidyl ester) клетки
THP-1 или U937 в концентрации 3 × 105 кл./мл (по
3 × 104 в лунку). Совместную инкубацию эндотелия
и моноцитоподобных клеток вели в течение 1 ч (без
добавления цитокинов) или в течение 1 сут (в при-
сутствии TGF-β1). Не прикрепившиеся клетки уда-
ляли, а оставшиеся на дне лунок меченные CFSE
клетки фотографировали.

Анализ изображений с целью подсчета количе-
ства прикрепившихся клеток во многом совпадал с
анализом, проводимым с целью определения площа-
ди раны монослоя (рис. 1д–1ж). Однако сегмента-
цию изображений осуществляли с помощью алгорит-
ма whatershed (рис. 1з), который позволял корректно
подсчитывать клетки, образовавшие дуплеты, три-
плеты и т.д. Объекты, имевшие площадь (в пикселях)
меньше порогового значения, не использовали при
подсчете числа клеток. Как правило, они представ-
ляли собой фрагменты клеточного дебриса, окра-
шенные CFSE.

Иммунопреципитация, электрофорез и вестерн-
блот-анализ. Для получения препаративных коли-
честв sEng, иммунопреципитацию антигена из об-
разцов плазмы крови и ростовой среды клеток
EA.hy926 проводили с помощью иммуноаффинной
колонки с иммобилизованными МКАТ 4Е4, как бы-
ло описано ранее (Smirnov et al., 2016).

Для исследования влияния МКАТ на накопление
sEng в ростовой среде клетки эндотелия высевали в
пару флаконов с площадью поверхности 75 см2 и вы-

ращивали до достижения 95–98%-ного конфлюен-
та. Далее среду полностью удаляли, монослой клеток
промывали ФСР, после чего вносили по 12 мл росто-
вой среды, не содержащей (контроль) или содержащей
МКАТ к эндоглину в рабочей концентрации (экспери-
мент). Через 4 сут культивирования собирали надосад-
ки. Среду из контрольного флакона делили на 2 части
по 5 мл. К одной из них добавляли исследуемые МКАТ
в рабочей концентрации (5 мкг/мл) и инкубировали в
течение 1 ч при 37°С, вторую часть оставляли ин-
тактной. В каждый из трех образцов (два контроль-
ных и один экспериментальный) добавляли по
15 мкл BrCN-сефарозы с иммобилизованными
МКАТ 4С9 и по 5 мкг NaN3. Пробирки с образцами
инкубировали в течение ночи при комнатной темпе-
ратуре на шейкере. Далее микросферы сефарозы
осаждали центрифугированием и трижды промыва-
ли трис-солевым раствором, содержащем 0.5%
Tween 20. Затем к осажденной сефарозе добавляли
погрузочный буфер для электрофореза, содержав-
ший 2% β-меркаптоэтанола, и инкубировали при
80°С в течение 10 мин. На дорожки полиакриламид-
ных гелей наносили только жидкую фракцию.

Электрофорез белков вели по методу Лэммли
(Laemmli, 1970), в восстанавливающих условиях в
7.5%-ном геле. Перенос на нитроцеллюлозные мем-
браны проводили полусухим методом в буфере Тов-
бина (Towbin), содержащем 20% этанола. Мембраны
блокировали трис-солевым раствором, содержащим
2.5 мг/мл казеина. Антиген выявляли прямым или
непрямым методом с использованием МКАТ 2Е1,

Рис. 1. Этапы обработки фотографических изображений разработанными в лаборатории скриптами на языке R с целью опре-
деления относительной площади раны в монослое клеток EA.hy926 (а–г) или подсчета прикрепившихся моноцитоподобных
клеток, меченных CFSE (д–з). а – Оригинальное изображение раны монослоя; б – бинаризованное изображение; в – изоб-
ражение после применения морфологического открытия; г – сегментированное изображение раны монослоя; д – оригиналь-
ное изображение прикрепившихся к эндотелию клеток THP-1, окрашенных CFSE; е – увеличенный фрагмент предыдущего
изображения (д); ж – бинаризованное изображение окрашенных клеток; з – результат морфологической сегментации изоб-
ражения: отдельные клетки окрашены в различные цвета.

а б в г

д е ж з
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распознающего линейный эпитоп эндоглина (Смир-
нов и др., 2015). Детекцию пероксидазной активно-
сти на мембранах осуществляли с помощью ТМВ
(tetramethylbenzidine).

Статистический анализ и представление данных.
Статистический анализ данных проводили с помо-
щью средств языка программирования R. Для оцен-
ки действия МКАТ на пролиферацию, миграцию и
адгезию к твердому субстрату клеток эндотелия ис-
пользовали регрессионные модели со смешанными
эффектами. Базовый анализ моделей был выполнен
средствами пакета lme4 (Bates et al., 2015). Ввиду то-
го, что точное вычисление p-уровней значимости
для коэффициентов смешанных моделей невозмож-
но, примерные значения этого параметра были опре-
делены с помощью метода Саттерсвайта. Соответ-
ствующее расширение стандартных lmerMod-объек-
тов предоставлял пакет lmerTest (Kuznetsova et al.,
2017). Коррекцию p-уровней значимости при прове-
дении множественных сравнений внутри моделей
осуществляли методом Бонферрони.

Для визуализации данных применяли средства
пакета ggplot2. Подготовку конечных рисунков про-
водили средствами пакета cowplot.

Использовали следующие реактивы и среды: куль-
туральные среды DMEM/F12 и RMPI-1640 (Биолот,
Россия); эмбриональную телячью сыворотку (Био-
лот, Россия или Hyclone, США); рекомбинантные
молекулы TGF-β1 и эндоглина (R&D Systems,
США); TMB для иммуноферментного анализа (Хе-
ма, Россия) и для вестерн-блот-анализа (Sigma,
США); BrCN-сефарозуTMB (GE Healthcare, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Ранее было установлено, что все изучаемые
МКАТ (1B4, 2C8, 4C9, 4E4, 5B6, 5F1, 5G7 и 5H7) на-
правлены к конформационным эпитопам эндоглина
(Смирнов и др., 2015). Взаимное расположение рас-
познаваемых ими детерминант определено методом
конкурентного ИФА и схематически представлено
на рис. 2 (Smirnov et al., 2016). Для локализации эпи-
топов, распознаваемых МКАТ, относительно ами-
нокислотной последовательности эндоглина были
использованы три рекомбинантных фрагмента эн-
доглина: Eng26-586 включал всю последователь-
ность экстраклеточного участка эндоглина, Eng26-
359 содержал только орфанный домен белка, а
Eng239-359 воспроизводил центральный участок
молекулы антигена (Смирнов и др., 2015; Smirnov et
al., 2016). С помощью ИФА установлено, что все рас-
сматриваемые МКАТ взаимодействуют с Eng26-586
и Eng26-359, но не связывают Eng239-359. Таким об-
разом, сделан вывод о том, что детерминанты, свя-
зываемые этими антителами, локализованы в участ-
ке орфанного домена, в последовательности Glu26-
Val238.

Проведению функциональных тестов предше-
ствовало определение концентрации МКАТ, при
которой происходило насыщение связывания моле-
кул эндоглина на мембране клеток EA.hy926. Для
этого в культуральную среду клеток эндотелия
EA.hy926 вносили МКАТ в концентрации от 0.2 до
20 мкг/мл. Взаимодействие МКАТ с антигеном на
мембране детектировали методом проточной цито-
флуориметрии. Максимальная интенсивность флу-
оресценции клеток достигалась при использовании
МКАТ в концентрации 1–5 мкг/мл (рис. 3). Таким
образом, при проведении последующих экспери-
ментов все МКАТ были использованы в концентра-
ции 5 мкг/мл.

С помощью метода ПЦР в реальном времени и
проточной цитофлуориметрии исследовали влия-
ния МКАТ на экспрессию клетками EA.hy926 эндо-
глина при культивировании в течение 4 сут в среде,
содержащей антитела. Ни одно из исследуемых
МКАТ не оказывало значимого влияния ни на тран-
скрипцию мРНК эндоглина, ни на плотность его
молекул на цитоплазматической мембране клеток
(данные не показаны).

Среди исследуемых МКАТ выявлено одно (2С8),
способное замедлять пролиферацию клеток EA.hy926
(рис. 4а). При добавлении в ростовую среду клеток
рекомбинантного TGF-β1 (1 нг/мл) отмечено сни-
жение интенсивности пролиферации клеток в при-
сутствии не только МКАТ против эндоглина, но так-
же и изотипических контрольных антител. Таким
образом, специфичного для антител к эндоглину эф-

Рис. 2. Взаиморасположение детерминант, распознавае-
мых МКАТ, на молекуле эндоглина. Частично перекры-
вающиеся детерминанты соединены линиями. Публику-
ется по Smirnov et al., 2016 с изменениями.
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фекта в отношении скорости роста эндотелиальных
клеток в присутствии цитокина не установлено
(рис. 4б). Здесь и далее для облегчения восприятия
информации на рисунках приведены данные для тех
МКАТ, которые оказывали влияние на функцио-
нальные характеристики клеток, и данные для одно-

го или нескольких реагентов, эффекты которых не
выявили.

Исследование миграционной способности эндо-
телиальных клеток проводили с помощью метода
нанесения “раны” на монослой. Результаты оцени-
вали по двум параметрам: степени закрытия раны
монослоем клеток (в %) и числу клеток, мигрировав-
ших внутрь раны. Для оценки площади ран на фото-
графических изображениях, полученных с помощью
инвертированного микроскопа, был разработан
компьютерный скрипт, который позволял автома-
тически вычислять долю пикселей, приходящихся
на изображение ран (рис. 1а–1г). При культивиро-
вании клеток эндотелия EA.hy926 в присутствии
МКАТ к эндоглину не выявили изменения степени
закрытия раны монослоя (рис. 5а). Добавление лю-
бых антител (в том числе изотипических) приводило
к уменьшению числа клеток, мигрировавших в об-
ласть раны (рис. 5б). Это может свидетельствовать о
большем распластывании клеток в присутствии мы-
шиных иммуноглобулинов, т.к. меньшее их количе-
ство занимало ту же площадь, что и в контрольном
эксперименте. Тем не менее эффекта, специфично-
го для МКАТ к эндоглину, выявлено не было ни в
отношении закрытия раны, ни в отношении числа
мигрировавших в них клеток.

Аналогичные эксперименты, проведенные с до-
бавлением в ростовую среду TGF-β1 (1 нг/мл), поз-
волили зарегистрировать снижение степени закры-
тия раны в присутствии МКАТ к эндоглину. Наибо-
лее выраженным эффектом обладали антитела 4Е4 и

Рис. 3. Кривые насыщения связывания МКАТ с эндогли-
ном на мембране клеток EA.hy926. IgG1 – изотипиче-
ский контроль; 2С8, 4С9 и 4Е4 – МКАТ к эндоглину.
ИФ – интенсивность флуоресценции. МКАТ детектиро-
вали с помощью поликлональных козьих антител против
иммуноглобулинов мыши, конъюгированных с
изотиоцианатом флуоресцеина.
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Рис. 4. Влияние МКАТ против эндоглина на пролиферацию клеток EA.hy926, культивируемых в стандартной среде в отсут-
ствие (а) или в присутствии TGF-β1 (б). Здесь и на рис. 5–7 показаны средние значения и 95%-ные доверительные интервалы
(вертикальные отрезки). Различия достоверны при: *P < 0.05, ** Р < 0.01, ***P < 0.001; n = 3. К – контроль (без добавления
МКАТ), IgG1 – изотипический контроль. Пролиферацию оценивали по оптической плотности лизатов клеток, окрашенных
0.2%-ным раствором кристаллического фиолетового.
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5H7 (рис. 5в). Внесение этих антител снижало пло-
щадь закрытия раны до 84.6% (от уровня изотипиче-
ского контроля). При добавлении антител 4Е4 или
5Н7 число клеток, мигрировавших в область раны,
уменьшалось до 70.4% от числа в изотипическом
контроле (рис. 5г). На рис. 5д представлены фотогра-
фии ран монослоя, зарастание которых происходи-

ло в присутствии TGF-β1 и 4Е4, 5H7 или изотипиче-
ских контрольных антител.

Участие эндоглина в механизмах клеточной адге-
зии и трансмиграции лейкоцитов послужило пово-
дом для проведения экспериментов, направленных
на выявление МКАТ, способных оказывать влияние
на прикрепление эндотелиальных клеток к твердому

Рис. 5. Влияние МКАТ против эндоглина на миграцию клеток эндотелия EA.hy926 (закрытие раны), культивируемых в стан-
дартной среде в отсутствие (а, б) или в присутствии TGF-β1 (в, г). а, в – Степень закрытия ран в монослое; б, г – число клеток,
мигрировавших внутрь раны; д – типичные фотографические изображения ран в монослое, которые получены в экспери-
ментах при культивировании клеток в присутствии TGF-β1. n = 3.
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субстрату и на адгезию моноцитоподобных клеток к
монослою эндотелия. В экспериментах использова-
ли клетки эндотелия EA.hy926, меченные CFSE, и
клетки моноцитоподобных линий THP-1 и U937.
Количество прикрепившихся меченых клеток на
фотографиях оценивали автоматически с помощью
разработанного скрипта (рис. 1д–1з). Проведенные
эксперименты не обнаружили влияния ни одного из
МКАТ против эндоглина на процесс прикрепления
клеток эндотелия к покрытому желатиной твердому
субстрату (рис. 6). Внесение в ростовую среду любо-
го из МКАТ против эндоглина также не вызывало
изменений количества прикрепившихся к эндоте-
лию клеток THP-1 (рис. 7а). Напротив, все МКАТ
против эндоглина, а также изотипические антитела
влияли на адгезию к эндотелию клеток линии U937.
Снижение числа прикрепившихся к эндотелию мо-
ноцитоподобных клеток U937 до 73.0% от их числа в
контрольном эксперименте наблюдали в присут-
ствии МКАТ 2С8 или изотипического антитела. Од-
нако в присутствии антител 4С9, 4E4 или 5H7 отме-
чен значимый рост числа прикрепившихся клеток
U937 до 185.6% от значения в изотипическом кон-
троле (рис. 7б). Аналогичные эксперименты были
проведены на клетках эндотелия, культивируемых в
присутствии рекомбинантного TGF-β1. Добавление
в среду цитокина приводило к увеличению количе-
ства прикрепившихся клеток THP-1 до 173.7%. Од-
нако статистически значимых изменений выявлено
не было (рис. 7в). Напротив, присутствие TGF-β1
само по себе не оказывало влияния на адгезию кле-
ток U937 к монослою эндотелия. Эффекты от внесе-
ния МКАТ к эндоглину имели тот же характер, что и
в экспериментах без добавления цитокина (рис. 7г).

Влияние МКАТ к эндоглину на адгезию моноци-
тарных клеток может быть связано непосредственно
с функцией эндоглина, а может быть вызвано изме-
нениями уровня экспрессии других адгезионных
молекул. Для проверки этого предположения с по-
мощью метода проточной цитофлуориметрии изу-
чили экспрессию основных адгезионных молекул
эндотелия CD29 (интегрин β1), CD44 (HCAM),
CD49E (интегрин α5), CD54 (ICAM-1), CD144 (VE-
кадгерин), CD146 (MCAM) и CD166 (ALCAM) ин-
тактными клетками и клетками, культивируемыми в
присутствии МКАТ в течение 24 ч. Добавление в
среду МКАТ к эндоглину не приводило к значимым
изменениям уровней экспрессии указанных моле-
кул. На рис. 8 приведены результаты экспериментов
с внесением 2С8 и 4Е4, обладавших отличающимся
друг от друга действием на адгезию клеток U937. Как
было отмечено выше, первое антитело не оказывало
влияния на этот процесс, тогда как в присутствии
второго МКАТ отмечен рост количества прикрепив-
шихся клеток (рис. 7б, 7г).

Для исследования действия МКАТ на интенсив-
ность накопления sEng в ростовой среде клеток бы-
ли использованы системы двухцентрового ИФА,
разработанные Смирновым с коллегами (Smirnov et
al., 2016). Определение концентрации антигена с по-
мощью ИФА в присутствии специфичных к нему
МКАТ является нетривиальной задачей ввиду ин-
терференционных взаимодействий антител: стери-
ческих и аллостерических. Первый вариант взаимо-
действия предполагает, что МКАТ, находящиеся в
аналите и используемые для детекции антигена, на-
правлены к идентичным или пространственно пере-
крывающимся эпитопам. Для минимизации этого
типа конкуренции реагентов определение концен-
трации sEng вели с помощью трех систем ИФА.
Принцип подбора пар МКАТ для этих систем состо-
ял в том, что эпитопы, распознаваемые этими анти-
телами, не должны перекрываться с МКАТ, находя-
щимися в ростовой среде (рис. 2). Культуральные
жидкости, содержавшие антитела 2С8, 5В6, 5G7 или
5H7, были тестированы с помощью системы ИФА на
основе пары МКАТ 4Е4-4С9. Образцы, содержав-
шие 4Е4 и 1В4, исследовали посредством системы
ИФА на основе пары МКАТ 5F1-4С9. Среды с до-
бавлением 4С9 исследовали в системе ИФА 5F1-
2C8.

Аллостерические взаимодействия характерны
для МКАТ, направленных к пространственно уда-
ленным эпитопам, однако связывание одного
антитела вызывает конформационные изменения в
молекуле антигена, приводящие к изменению аф-
финитета взаимодействия с ним других МКАТ. Для
компенсации аллостерических эффектов антител, ре-
комбинантный калибратор предварительно инкуби-
ровали в среде, содержавшей исследуемые МКАТ в
рабочей концентрации (5 мкг/мл) в течение 1 ч при
37°С. Таким образом, и в калибраторе, и в образцах

Рис. 6. МКАТ к эндоглину не влияют на адгезию клеток
эндотелия EA.hy926 к твердому субстрату, покрытому
желатиной, n = 4.
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присутствовали иммунные комплексы антигена с
одноименными антителами.

В культурах клеток эндотелия, не содержавших
МКАТ против эндоглина, происходило линейное
увеличение концентрации sEng в среде в течение
4 сут культивирования. При культивировании кле-
ток эндотелия в среде, содержащей 1В4, 2С8, 4Е4
или 5В6 отмечено торможение накопления антигена
в среде. Добавление других антител не имело значи-
мого влияния на этот процесс (рис. 9а).

Для подтверждения ингибиторного действия
МКАТ 1В4, 2С8, 4Е4 и 5В6 на процесс образования
sEng был использован метод иммунопреципитации
с последующими электрофорезом и вестерн-блот-
анализом. В каждом эксперименте клетки засевали в
два идентичных флакона, в один из которых добав-
ляли МКАТ к эндоглину, а второй служил контро-
лем. Спустя 4 сут из всех флаконов собирали культу-
ральные среды. Контрольный образец делили на две
равные части. К одной из них добавляли исследуемые

МКАТ в рабочей концентрации, а вторую оставляли
интактной. Захват молекул sEng из раствора осу-
ществляли посредством микрочастиц BrCN-сефаро-
зы с иммобилизованными на них 4С9 (это антитело
не конкурирует ни с одним из тестируемых МКАТ).
Иммунопреципитацию sEng проводили из идентич-
ных по объему образцов, антиген выявляли посред-
ством меченного пероксидазой антитела 2Е1, кото-
рое распознает отдельный, не перекрывающийся с
остальными, эпитоп эндоглина.

Присутствие в образцах антител не позволяло ис-
пользовать более чувствительный непрямой метод
детекции, в котором в качестве вторичного реагента
выступали бы поликлональные антитела к иммуно-
глобулинам мыши. В отличие от рекомбинантного
антигена, используемого в ИФА в качестве калибра-
тора, молекулы sEng из плазмы крови и культураль-
ной жидкости клеток эндотелия EA.hy926 являются
гетерогенными (Smirnov et al., 2016, 2018) и при элек-
трофорезе в восстанавливающих условиях формиру-
ют три фракции: А, B и C (рис. 9б). Менее чувстви-

Рис. 7. Влияние МКАТ к эндоглину на адгезию моноцитоподобных клеток THP-1 (а, в) и U937 (б, г) к монослою эндотели-
альных клеток EA.hy926, культивируемых в стандартной среде в отсутствие (а, б) или в присутствии TGF-β1 (в, г). n = 3.
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тельный прямой метод детекции антигена, исполь-
зованный в настоящем исследовании, позволил
выявить только две основных фракции (А и В). С по-
мощью изложенных выше процедур удалось под-
твердить ингибирование накопления sEng в среде с
помощью трех МКАТ: 2С8, 4Е4 и 5В6. Выявленный
в ИФА ингибирующий эффект МКАТ 1В4 не был
подтвержден. На рис. 9в, 9г представлены результа-
ты эксперимента с двумя МКАТ, направленными к
частично перекрывающимся эпитопам. В отличие от
эксперимента с антителом 4Е4, добавление к кон-
трольному образцу 1В4 приводило к снижению вза-
имодействия sEng с 4С9, используемым для преци-
питации. Вероятно, занижение количества антиге-
на, определяемого ИФА в присутствии антитела 1В4,
связано с гетерогенной природой sEng: связывание
этого антитела вызывало более выраженные измене-
ния конформации естественных молекул антигена по
сравнению с рекомбинантным калибратором.

ОБСУЖДЕНИЕ

Настоящее исследование направлено на опреде-
ление в экспериментах in vitro возможности измене-
ния функциональных свойств клеток эндотелия по-
средством созданных в лаборатории МКАТ к эндо-
глину. В работе использовали методы, позволяющие
провести скрининговую оценку влияния антител на
различные функции эндотелиальных клеток. Клет-
ки линии EA.hy926, выбранные в качестве модель-
ного объекта, имеют как преимущества, так и недо-
статки. Недостаток этих клеток состоит в том, что в
отличие от первичных эндотелиальных клеточных

культур они менее чувствительны к внешним воз-
действиям вследствие их гибридомной природы
(клеточная линия получена путем слияния эндоте-
лиальных клеток HUVEC и клеток карциномы лег-
кого человека А549 (Edgell at al., 1983)). Тем не ме-
нее, показано, что эти клетки сохраняют морфоло-
гические, биохимические и фенотипические
характеристики эндотелиальных клеток (Thornhill
et al., 1993; Ahn et al., 1995; Bouis et al., 2002). Пре-
имущество использования постоянной клеточной
линии состоит в возможности проведения неогра-
ниченного количества экспериментов на генетиче-
ски идентичных клетках.

Установлено, что антигенные детерминанты,
распознаваемые исследованными МКАТ, локализо-
ваны на участке орфанного домена Glu26-Val238.
Аминокислотные остатки, участвующие в связыва-
нии BMP-9/10, RGD-мотив, обеспечивающий взаи-
модействие с белками внеклеточного матрикса, и
участки ассоциации с рецепторами TGF-β1 I и II ти-
пов располагаются за пределами указанной последо-
вательности (рис. 10). Эндоглин не имеет специфич-
ного сайта связывания TGF-β1, а контактирует с
ним лишь при сборке рецепторного комплекса (Bar-
bara et al., 1999). В настоящее время неизвестна лока-
лизация последовательностей эндоглина, участвую-
щих в рецепции BMP-2, -7, активина А и его взаимо-
действии с интегринами α5β1. Описано лишь одно
МКАТ (SN6j/TRC105), способное изменять функ-
циональные свойства эндотелиальных клеток по-
средством ингибирования связывания молекул
BMP-9/10 (Nolan-Stevaux et al., 2013). МКАТ SN6a и
RMAC8 могут распознавать эпитопы, которые во-

Рис. 8. МКАТ к эндоглину не оказывают влияния на экспрессию адгезионных молекул клетками эндотелия EA.hy926. Клетки
культивировали в присутствии МКАТ 2С8 или 4Е4. Серые гистограммы – изотипический контроль. Данные проточной
цитофлуориметрии.
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влечены во взаимодействие эндоглина и рецепторов
TGF I и II типов при сборке рецепторных комплек-
сов. Однако прямого подтверждения того, что эти
антитела ингибируют ассоциацию рецепторов пока
не получено.

Тем не менее, описан широкий спектр специфич-
ных к эндоглину антител, способных вызывать те
или иные функциональные изменения в клетках,
которые распознают детерминанты за пределами
указанных функционально-значимых участков эн-

доглина (рис. 10). Например, наряду с МКАТ SN6j
подавление опухолевого ангиогенеза у мышей также
возможно и при введении других антител серии SN6.
Более того, сочетанное введение мышам антител
SN6f и SN6k приводило к аддитивному эффекту за-
медления роста опухолей (Takahashi et al., 2001).

Среди исследователей нет единого мнения о том,
какой должна быть оптимальная рабочая концен-
трация МКАТ к эндоглину для проведения функци-

Рис. 9. Влияние МКАТ к эндоглину на накопление растворимого эндоглина (sEng) в ростовой среде клеток эндотелия. а –
Динамика накопления sEng в ростовой среде, определенная с помощью ИФА (n = 4); б – Вестерн-блот (непрямой метод), де-
монстрирующий гетерогенную природу молекул sEng, выделенных из плазмы крови (ПК) и ростовой среды клеток EA.hy926
(ЕА); Р-Eng – рекомбинантный эндоглин; в – Вестерн-блот (прямой метод), показывающий количество sEng, иммунопре-
цепитированного из культуральных сред клеток через 4 сут их роста в присутствии МКАТ 1В4 или 4Е4; г – денситометриче-
ская оценка количества антигена (в). К(4E4) и К(1В4) – контроль, поставленный для эксперимента с указанными антитела-
ми; К+4E4 и К+1В4 – к контрольному образцу были добавлены указанные антитела; 4Е4 или 1В4 – антиген, выделенный из
надосадочной жидкости клеток, культивированных в присутствии МКАТ.
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ональных тестов. Так, для демонстрации ингибиро-
вания роста клеток HUVEC использовали антитела
серии SN6 в концентрации от 10 до 100 мкг/мл (She
et al., 2003). Показано, что химерные МКАТ к эндо-
глину SN6j ингибируют сигнальный каскад BMP-9
(Smad1/5/8) и вызывают функциональные измене-
ния в клетках HUVEC уже в концентрации 10 мкг/мл
(Nolan-Stevaux et al., 2013). Есть данные о значимом
уменьшении количества фосфорилированного сиг-
нального интермедиата Smad1 в клетках HUVEC и
HMEC-1 при внесении TRC105 в концентрации
0.2–2 мкг/мл (Kumar et al., 2013). Другие авторы, на-
против, в экспериментах на клетках HUVEC исполь-
зовали TRC105 в концентрации 100 мкг/мл, так как
меньшие дозы препарата не вызывали значимых изме-
нений функциональных свойств клеток (Liu et al.,
2014).

В настоящей работе рабочая концентрация
МКАТ составила 5 мкг/мл. Эта доза была выбрана на
основании насыщения молекул эндоглина на цито-
плазматической мембране клеток EA.hy926. Кроме
того, она не вызывала значимых изменений в уровне
экспрессии антигена. Мы считаем, что применение
более высоких доз антител может оказывать токсич-
ный эффект на клетки вне зависимости от функцио-
нальной значимости распознаваемых ими детерми-
нант, что противоречит целям исследования.

Влияние МКАТ к эндоглину на скорость проли-
ферации клеток вызывает разногласия среди иссле-
дователей. Получены сведения о том, что МКАТ
MAEND3 способны ингибировать рост экспресси-

рующих эндоглин опухолевых клеток in vitro (Posti-
glione et al., 2005). Первые испытания антител серии
SN6 (SN6, SN6a, SN6h, SN6j) показали снижение
скорости пролиферации клеток HUVEC (She et al.,
2003). Авторы этого исследования отмечают также
наличие синергичного подавления роста клеток при
внесении в ростовую среду TGF-β1 (1–100 пкг/мл) и
МКАТ к эндоглину (10–100 мкг/мл). Более поздние
исследования химерного МКАТ SN6j (TRC105) не
подтвердили его эффект в отношении пролифера-
ции клеток эндотелия первичных и перевиваемых
культур (Kumar et al., 2013; Nolan-Stevaux et al., 2013).

Полученные в настоящей работе данные и вы-
бранная модель статистического анализа свидетель-
ствуют о том, что лишь одно МКАТ (2C8) способно
снижать скорость роста клеток EA.hy926 (рис. 4а).
Внесение TGF-β1 (1 нг/мл) вызывало снижение ско-
рости пролиферации клеток, однако синергичного эф-
фекта при добавлении МКАТ не выявлено (рис. 4б).
Эти результаты могут быть объяснены, с одной сто-
роны, меньшей чувствительностью гибридомных
клеток EA.hy926 к сигналам, тормозящим их деле-
ние, по сравнению с первичными культурами эндо-
телиальных клеток. С другой стороны, отсутствие
влияния на пролиферацию клеток может быть свя-
зано с неизменным уровнем экспрессии эндоглина
при культивировании в присутствии МКАТ, так как
некоторые опубликованным данные свидетельству-
ют о наличии взаимосвязи между этими параметра-
ми (Lebrin et al., 2004; Jerkic et al., 2006).

Рис. 10. Схема локализации детерминат, распознаваемых МКАТ, и участков аминокислотной последовательности эндогли-
на, вовлеченных во взаимодействие с лигандами и рецепторами TGF-β I и II. ЛП – лидерный пептид; ТМ – трансмембран-
ный участок; ЦП – цитоплазматический домен; RI и RII – рецепторы к TGF-β I и II типов соответственно. Данные получены
в настоящей работе или взяты из литературных источников (Pichuantes et al., 1997; Takahashi et al., 2001). Сведения о локали-
зации функционально-значимых аминокислот в последовательности эндоглина взяты из литературы (Gougos, Letarte, 1990;
Guerrero-Esteo et al., 2002; Saito et al., 2017).
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Исследование действия химерного МКАТ
TRC105 на миграционную способность клеток эндо-
телия также не позволило исследователям прийти к
единому мнению. Так, в системе “transwell” наблю-
дали увеличение скорости миграции клеток HUVEC
и HMEC-1 в присутствии TRC105 (Kumar et al.,
2013). Авторы объяснили этот эффект снижением
способности клеток к формированию межклеточ-
ных контактов. Другие авторы, напротив, наблюда-
ли снижение миграционной активности клеток
HUVEC в тесте заживления раны монослоя (Liu
et al., 2014). В настоящей работе не выявлено непо-
средственного влияния МКАТ к эндоглину на спо-
собность клеток EA.hy926 к миграции (рис. 5а, 5б).
Однако при внесении в ростовую среду TGF-β1 бы-
ло отмечено замедление процесса закрытия раны в
присутствии двух МКАТ (4Е4 и 5Н7). Интересно,
что другими исследователями также показано сни-
жение миграционной способности клеток эндоте-
лия при ингибировании экспрессии эндоглина ан-
ти-смысловой РНК только в присутствии TGF-β1
(Li et al., 2000; Warrington et al., 2005). В настоящей
работе показано, что добавление любых МКАТ к эн-
доглину снижало количество клеток, мигрировав-
ших в рану. Этот результат может свидетельствовать
об усилении межклеточных контактов в присут-
ствии антител, вследствие чего клетки в области ра-
ны занимали большую площадь (рис. 5в, 5г).

Действие МКАТ к эндоглину на адгезионные
свойства клеток описан в литературе в меньшей сте-
пени. Нами показано, что внесение в среду боль-
шинства исследуемых антител не оказывало влия-
ния на процесс прикрепления эндотелиальных кле-
ток к твердому субстрату, покрытому желатиной
(рис. 6). Другие авторы продемонстрировали, что
МКАТ к эндоглину RMAC8, 44G4, 8E11, HEC-19 и
1G2 способы усиливать адгезию моноцитоподобных
клеток U937 к монослою HUVEC (Gougos et al.,
1992). Нами также установлено, что полученные в
лаборатории МКАТ к эндоглину способны увеличи-
вать количество прикрепившихся к эндотелию кле-
ток U937. Лишь одно антитело (2С8) не оказывало
эффекта на данный процесс. Интересно, что те же
самые МКАТ не влияли на прикрепление клеток
THP-1 (рис. 7). Аналогичное по времени культиви-
рование клеток эндотелия в присутствии МКАТ к
эндоглину не вызывало изменений экспрессии ос-
новных адгезионных молекул клетками эндотелия
(рис. 8). Эти результаты свидетельствует в пользу то-
го, что наблюдаемые эффекты обусловлены адгези-
онными свойствами эндоглина. Ввиду того, что мо-
ноциты и дифференцирующиеся из них тканевые
макрофаги вносят существенный вклад в процессы
воспаления, ангио- и канцерогенеза (Kim, Bae,

2016), полученные результаты представляют науч-
ный интерес.

МКАТ к эндоглину могут влиять на интенсив-
ность образования растворимой формы антигена
клетками эндотелия. Показано, что добавление
TRC105 к культурам клеток HUVEC и HMEC-1 при-
водило к увеличению количества sEng в среде за счет
повышения вероятности взаимодействия антигена и
MMP-14, обеспечивающей отщепление его экстрак-
леточного домена (Kumar et al., 2013). В настоящей
работе впервые показано, что внесение МКАТ к эн-
доглину 2С8, 4Е4 или 5В6, напротив, снижало ин-
тенсивность образования растворимой формы анти-
гена клетками эндотелия EA.hy926 (рис. 9а, 9в, 9г).
Возможно, что антитела, направленные против дру-
гих детерминант (рис. 10), препятствовали взаимо-
действию эндоглина и MMP-14.

Проделанная работа демонстрирует возможность
изменения функциональных свойств клеток эндоте-
лия посредством МКАТ к эндоглину, созданных в
лаборатории. Также она показывает, что антитела,
направленные к разным эпитопам эндоглина, обла-
дают различными эффектами в отношении функци-
ональных характеристик клеток эндотелия. Среди
исследованных МКАТ особый интерес вызывают
два антитела (2С8 и 4Е4), которые способны оказы-
вать влияние на несколько функций эндотелия. Оба
МКАТ вызывали торможение миграции клеток в
присутствии TGF-β1 и снижали интенсивность на-
копления sEng в ростовой среде эндотелия. Антите-
ло 2С8 замедляло скорость роста клеток EA.hy926, а
4Е4 усиливалo адгезию моноцитоподобных клеток
U937 к монослою эндотелия.
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The endothelium of blood vessels plays a significant role in the regulation of normal and pathological processes oc-
curring in the tissues. Monoclonal antibodies (MAbs) against endoglin (CD105), a marker of endothelial cells, are
considered as potential agents to affect the functional characteristics of endothelial cells. The purpose of the study
was to assess the in vitro ability of MAbs against different endoglin epitopes to modify the functional characteristics
of human endothelial cells of EA.hy926 line. We found that different MAbs can slow down cell proliferation or mi-
gration, increase the adhesion of monocyte-like cells, or diminish the rate of soluble endoglin accumulation in a
growth medium. Two of the eight studied MAbs were able to affect several functional properties of endothelial cells.

Keywords: endothelium, EA.hy926, endoglin, CD105, monoclonal antibody, cell migration, soluble endoglin, ad-
hesion



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


