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РЕФЕРАТ 

Отчет изложен на 93 страницах, содержит 14 рисунков, 7 таблиц, 111 

источников литературы.  

 

Ключевые слова: атеросклероз, доклинические испытания, 

экспериментальная терапия, ультраструктурная патология, трансляционная 

медицина, искусственный интеллект, большие данные, цифровая патология, 

машинное обучение, нейронные сети. 

 

Объекты исследования 

- биологические ткани (брюшная аорта ApoE-нокаутных мышей, большая 

подкожная вена человека, полученная в процессе коронарного шунтирования); 

- лабораторные животные (ApoE-нокаутные мыши); 

- первичные коммерческие культуры эндотелиальных клеток коронарной артерии, 

внутренней грудной артерии и большой подкожной вены человека. 

 

Цель исследования: разработать новые фармакологические подходы к 

экспериментальной терапии атеросклероза и линейку комплексных цифровых 

решений на основе искусственного интеллекта для автоматизированной 

диагностики патологий системы кровообращения и персонифицированного 

определения риска летального исхода. 

 

Задачи исследования 

1. Провести доклинические испытания и апробацию новых подходов к 

экспериментальной терапии атеросклероза посредством коррекции нарушений 

минерального гомеостаза. 

2. Используя технологии искусственных нейронных сетей, 

сконструировать инструменты автоматизированного прогнозирования риска 

летального исхода у пациентов с тяжелым течением COVID-19. 
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Методы исследования 

1. Рандомизация и экспериментальная терапия ApoE-нокаутных мышей 

(добавление тестируемых препаратов в их воду). 

2. Выведение ApoE-нокаутных мышей из эксперимента с иссечением 

аорты на всем ее протяжении (включая дугу и бифуркацию аорты) и забором 

сыворотки их крови для биохимического анализа параметров минерального 

гомеостаза (измерение молярной концентрации общего и ионизированного 

кальция, молярной концентрации магния, молярной концентрации 

неорганического фосфора, концентрации общего белка, концентрации альбумина) 

и иных параметров системного гомеостаза.  

3. Получение сегментов большой подкожной вены человека при 

выполнении коронарного шунтирования. 

4. Моментальная криоконсервация брюшных аорт ApoE-нокаутных 

мышей и большой подкожной вены человека в металлических формах при 

внешнем воздействии жидкого азота. 

5. Серийная криотомная резка брюшных аорт ApoE-нокаутных мышей и 

большой подкожной вены человека. 

6. Окрашивание срезов брюшной аорты липофильным красителем Oil 

Red O и кальциотропным красителем ализариновым красным (Alizarin Red S). 

7. Продольное рассечение извлеченных аорт ApoE-нокаутных мышей и 

окрашивание цельных рассеченных аорт липофильным красителем Oil Red O по 

принципу en face (интимой вверх). 

8. Иммуногистохимическое и иммунофлюоресцентное окрашивание 

срезов большой подкожной вены человека. 

9. Световая, эпифлюоресцентная и конфокальная микроскопия. 

10. Культивирование первичных коммерческих культур эндотелиальных 

клеток коронарной артерии человека, внутренней грудной артерии человека и 

большой подкожной вены человека. 

11. Выделение РНК. 

12. Выделение белка. 
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13. Спектрофотометрия. 

14. Обратная транскрипция. 

15. Измерение генной экспрессии методом количественной полимеразной 

цепной реакции. 

16. Измерение белковой экспрессии и оценка посттрансляционных 

модификаций белков методом иммуноблоттинга. 

17. Классические методы статистического анализа. 

18. Анализ историй болезни, составление регистровых массивов 

табличных данных. 

19. Машинное обучение инструментов искусственного интеллекта 

(деревья решений, случайные леса, сверхслучайные деревья, нейронные сети, 

метод k-ближайших соседей, алгоритмы градиентного бустинга: XGBoost, 

LightGBM, CatBoost). 

20. Многофакторная логистическая регрессия. 

21. Автоматическая генерация нейронных сетей при помощи 

соответствующего модуля программы STATISTICA, мануальный скрининг 

эффективности нейронных сетей. 

 

Использованная аппаратура: 
- операционный микрохирургический микроскоп (OPMI pico, Carl Zeiss) 

- полуавтоматические криотомы (Microm HM 525 и NX50, Thermo Scientific) 

- прямой эпифлюоресцентный микроскоп (AxioImager.A1, Carl Zeiss) 

- автоматизированный сканирующий микроскоп для лабораторных исследований 

(слайд-сканер) (Vision Slide Assist, West Medica) 

- система двойной дистилляции (A4000, Antylia Scientific) 

- CO2-инкубаторы с кислородным редуктором для культивирования клеток (MCO-

18AIC, PHCbi) 

- бокс микробиологической безопасности (БМБ-II-"Ламинар-С"-1,8 NEOTERIC, II 

класс защиты, тип А2, Ламинарные системы) 

- инвертированный эпифлюоресцентный микроскоп AxioObserver.Z1 (Carl Zeiss) 
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- конфокальный лазерный сканирующий микроскоп (LSM700, Carl Zeiss) 

- центрифуга c охлаждением (Microfuge 20R, Beckman Coulter) 

- микропланшетный спектрофотометр (Multiskan Sky, Thermo Scientific) 

- спектрофотометр для измерения концентраций веществ в микрообъемах 

(NanoDrop 2000 UV-Vis, Thermo Scientific) 

- ПЦР-боксы (UVC/T-M-AR, BioSan) 

- амплификаторы для проведения ПЦР с флюоресцентной схемой детекции 

результата в режиме реального времени (CFX96 Touch, Bio-Rad; ViiA7, Applied 

Biosystems) 

- камеры для проведения вертикального электрофореза (XCell SureLock Mini-Cell, 

Invitrogen) 

- источник питания (PowerEase 90W Power Supply, Invitrogen) 

- система для сухого переноса белка при блоттинге (iBlot 2, Invitrogen) 

- система для гибридизации блотов (iBind Flex, Invitrogen) 

- цифровой сканер хемилюминесцентных блотов (C-DiGit, LI-COR Biosciences) 

- цифровой сканер хемилюминесцентных и флюоресцентных блотов (Odyssey XF, 

LI-COR Biosciences) 

 

Полученные результаты и научная новизна 

Проведена первая очередь доклинических испытаний препаратов для 

коррекции нарушений минерального гомеостаза. Показано, что пероральный 

прием цитрата магния (комбинированного хелатного соединения и донора ионов 

магния) на протяжении 6 месяцев снижает уровень общего и ионизированного 

кальция в пределах физиологической нормы, а также незначительно уменьшает 

индекс атерогенности липидов у ApoE-нокаутных мышей, с рождения склонных к 

развитию атеросклероза. В настоящее время проводится вторая очередь 

доклинических испытаний, направленная на оценку потенциала двух препаратов 

для профилактики атеросклероза. 

Выполнено первое в России трехцентровое исследование факторов риска 

смерти при COVID-19 вне зависимости от пола и возраста, поставившее задачу 
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разработать инструменты искусственного интеллекта для прогнозирования риска 

летального исхода в отделении реанимации и интенсивной терапии у пациентов с 

тяжелым течением COVID-19. Определено четыре независимых от пола и возраста 

параметра, определяющих риск смерти (наличие в анамнезе ишемической болезни 

сердца или хронической сердечной недостаточности, хронической болезни почек, 

концентрация С-реактивного белка, уровень мочевины в сыворотке крови). 

Разработаны нейронные сети с точностью прогнозирования 87%. В настоящее 

время проводится ретроспективный набор сплошной выборки пациентов с COVID-

19 с целью независимой внешней апробации разработанного ансамбля нейронных 

сетей и внедрения данной системы поддержки принятия решений в клиническую 

практику. 

Показано, что в сравнении с маркерами эндотелиальных клеток (CD31 и VE-

кадгерином) маркеры сосудистых гладкомышечных клеток (SM-MHC и α-SMA) 

позволяли осуществлять объективную визуализацию и оценку сосудистой 

геометрии и обеспечивали максимальное соотношение «сигнал-шум» независимо 

от вида маркера, типа сосуда или антитела. Аутофлюоресценция и специфичный 

гистологический паттерн эластических мембран в ходе пентахромного 

окрашивания по Мовату позволяли дифференцировать артериолы от остальных 

сосудов микроциркуляторного русла. Несмотря на то, что иммуноокрашивание 

аорт крыс показало специфичные маркеры венозного (KLF2 и PROX1) и 

капиллярного (HEY1) эндотелия, данные находки не нашли подтверждения при 

иммуноокрашивании большой подкожной вены человека. Таким образом, 

специфичных маркеров венул и капилляров в тканях взрослого человека 

идентифицировано не было, несмотря на анализ широкой палитры классических 

маркеров различных эндотелиальных дифферонов. Отсутствие специфичных 

маркеров дифференцировки микрососудов (в частности, vasa vasorum) позволяет 

предположить пентахромное окрашивание по Мовату, дифференцирующее 

артериолы от венул и капилляров за счет контрастирования внутренней 

эластической мембраны, в качестве оптимальной опции для машинного обучения 

нейронных сетей с целью анализа сосудов микроциркуляторного русла. 
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Продемонстрировано, что спонтанный эндотелиально-мезенхимальный 

переход первичных эндотелиальных клеток пупочной вены человека 

характеризуется многократным повышением уровня экспрессии генов 

транскрипционных факторов SNAI2 и TWIST1, полной потерей экспрессии 

маркеров и транскрипционных факторов эндотелиальной дифференцировки 

(CD31/PECAM1, VE-кадгерина, транскрипционного фактора ERG), ярко 

выраженной экспрессией генов маркеров мезенхимальной дифференцировки 

(фибробласт-специфичного белка и альфа-актина гладких мышц) и выраженным 

синтезом основного компонента внеклеточного матрикса коллагена I типа. 

Оптимальным алгоритмом определения эндотелиально-мезенхимального перехода 

в экспериментах in vitro и in situ (в том числе при анализе функционального 

состояния эндотелия тканеинженерных медицинских изделий) является 

определение транскрипции генов эндотелиальной дифференцировки (PECAM1, 

CDH5, VWF, ERG), генов транскрипционных факторов SNAI2 и TWIST1, генов 

мезенхимальной дифференцировки (FAP, S100A4, ACTA2) и генов маркеров 

активности синтеза компонентов внеклеточного матрикса (COL1A1, COL1A2) с 

последующей верификацией отрицательной экспрессии маркеров эндотелиального 

фенотипа и положительной экспрессии коллагена I типа внутри клеток 

посредством иммунофлюоресцентного окрашивания. 

 

Степень внедрения 

Разработанные протоколы окрашивания сосудов микроциркуляторного 

русла и оценки эндотелиально-мезенхимального перехода in vitro (в экспериментах 

на клеточных культурах) и in situ (в тканеинженерных медицинских изделиях) 

внедрены в научно-исследовательскую практику отдела экспериментальной 

медицины Федерального государственного бюджетного научного учреждения 

«Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых 

заболеваний. 
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Область применения: гистология, патологическая анатомия, 

патологическая физиология, сосудистая биология, тканевая инженерия, 

кардиология, инфекционные болезни. 

 

Экономическая эффективность 

Проведение доклинических испытаний эффективности экспериментальной 

терапии по коррекции нарушений минерального гомеостаза в отношении 

профилактики атеросклероза позволит предложить исследуемые терапевтические 

режимы для первой фазы клинических испытаний. Первая очередь доклинических 

испытаний, проведенная в течение этого года, показала принципиальную 

эффективность такой терапии в отношении снижения уровня общего и 

ионизированного кальция в пределах физиологической нормы (то есть успешность 

таргетирования собственно факторов риска развития атеросклероза). В случае 

успешного проведения второй очереди доклинических испытаний (уменьшения 

липидного и кальциевого поражения аорты) справедливо будет говорить о 

потенциальном вкладе данных терапевтических режимов в профилактику 

атеросклероза, что будет иметь прямую экономическую эффективность в 

отношении продолжительности и качества жизни населения. 

Использование разработанных инструментов искусственного интеллекта для 

прогнозирования риска летального исхода у пациентов с тяжелым течением 

COVID-19 при их поступлении или переводе в отделения реанимации и 

интенсивной терапии позволит моментально выделять группы высокого риска 

смерти и соответствующим образом модифицировать лечение таких пациентов, 

что, следуя принципам персонифицированной медицины, позволит сделать 

терапию высокоточной и уменьшить смертность пациентов с одновременной 

экономией медицинских ресурсов. 

Внедрение разработанных протоколов окрашивания сосудов 

микроциркуляторного русла с использованием маркеров сосудистых 

гладкомышечных клеток позволит осуществлять объективную визуализацию и 

оценку сосудистой геометрии, а также машинное обучение нейронных сетей для 
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автоматизированного анализа состояния микроциркуляторного русла в 

экспериментальной патологии (животные модели) и прототипах тканеинженерных 

медицинских изделий нового поколения. Это позволит сократить временные и 

финансовые затраты на их разработку, поскольку состояние микроциркуляторного 

русла является важным критерием активности воспалительного процесса после 

имплантации тканеинженерных медицинских изделий в организм лабораторных 

животных на стадии доклинических испытаний. 

Применение оригинального алгоритма анализа эндотелиально-

мезенхимального перехода в первую очередь позволит оценить релевантность 

данного патофизиологического феномена для тканеинженерных медицинских 

изделий после их имплантации в организм лабораторных животных 

(доклинические испытания) или человека (клинические испытания), а также 

своевременно анализировать пригодность культур первичных эндотелиальных 

клеток человека для заселения ими тканеинженерных медицинских изделий нового 

поколения (к примеру, биодеградируемых сосудистых протезов малого диаметра). 

Это предоставит возможность более точной оценки результатов имплантации 

медицинских изделий, а также контроля качества изготавливаемых 

персонифицированных сосудистых протезов малого диаметра. Таким образом, 

разработанный алгоритм оценки функционального состояния эндотелиальных 

клеток позволит усовершенствовать прототипы разрабатываемых 

тканеинженерных медицинских изделий нового поколения (с учетом 

необходимости поддержания гомеостатического состояния эндотелиального 

монослоя) и повысить эффективность доклинических и клинических испытаний 

персонифицированных сосудистых протезов малого диаметра, заселяемых 

культурами эндотелиальных клеток в биореакторе in vitro. 
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ 

 

ApoE – аполипопротеин E 

α-SMA – альфа-актин гладких мышц 

AUROC – площадь под ROC-кривой 

bFGF – основной фактор роста фибробластов 

COVID-19 – новая коронавирусная инфекция 

CD – кластер дифференцировки 

HIF-1α – индуцируемый гипоксией транскрипционный фактор 

HCAEC – первичные эндотелиальные клетки коронарной артерии человека 

HITAEC – первичные эндотелиальные клетки внутренней грудной артерии 

человека 

HUVEC – первичные эндотелиальные клетки пупочной вены человека 

LYVE1 – рецептор лимфатического эндотелия к гиалуроновой кислоте 

PECAM1 – тромбоцитарно-эндотелиальная молекула клеточной адгезии 

SM-MHC – тяжелые цепи миозина гладких мышц 

VE-кадгерин – сосудистый эндотелиальный кадгерин 

VEGF – фактор роста сосудистого эндотелия 

VEGFR – рецептор к фактору роста сосудистого эндотелия 

VV – vasa vasorum 

vWF – фактор фон Виллебранда 

БПВ – большая подкожная вена 

ИИ – искусственный интеллект 

МКИ – межквартильный интервал 

МО – машинное обучение 

ОТ-кПЦР – количественная полимеразная цепная реакция после обратной 

транскрипции 

СГМК – сосудистые гладкомышечные клетки 

ЭК – эндотелиальные клетки 

ЭндоМТ – эндотелиально-мезенхимальный переход 
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НОРМАТИВНАЯ ДОКУМЕНТАЦИЯ: 
1. МУ 1.3.1888-04 «Эпидемиология. Организация работы при исследованиях 

методом ПЦР материала, инфицированного патогенными биологическими 

агентами III-IV групп патогенности. 

2. МУ 11-16/03-06 «Методические указания по применению бактерицидных ламп 

для обеззараживания воздуха и поверхностей в помещениях» 

3. Р 3.5.1904-04 «Дезинфектология. Использование ультрафиолетового 

бактерицидного излучения для обеззараживания воздуха в помещениях» 

4. МУ 3.5.5. 1034-01 «Дезинфекционные средства и технологии. Обеззараживание 

исследуемого материала, инфицированного бактериями I-IV групп при работе 

методом ПЦР» 

5. Приказ №267 МЗ РФ от 19.06.2003 г. «Правила проведения работ с 

использованием экспериментальных животных». 

6. Все связанные с лабораторными животными процедуры, включая их 

содержание, выведение из эксперимента и забор образцов биоматериала, были 

одобрены Локальным этическим комитетом НИИ КПССЗ (протоколы № 06217-

АФ и 2022/19/01, утверждены на заседании от 19.01.2022) и были выполнены в 

соответствии с Европейской конвенцией о защите позвоночных животных, 

используемых в экспериментальных и других научных целях (Страсбург, 1986). 

7. Все связанные с пациентами исследования, включая забор образцов 

биоматериала, были выполнены в соответствии со стандартами надлежащей 

клинической практики (Good Clinical Practice) и принципами Хельсинкской 

Декларации. Протокол исследования был одобрен локальным этическим 

комитетом НИИ КПССЗ (протокол № 2020/07/1, утвержден на заседании от 

09.07.2020). До включения в исследование от всех пациентов было получено 

письменное информированное согласие. 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Несмотря на все предпринимаемые усилия по профилактике сердечно-

сосудистых заболеваний, абсолютные показатели заболеваемости и смертности от 

них по-прежнему стабильно увеличиваются [1]. По данным глобального 

эпидемиологического исследования Global Burden of Disease (GBD 2019), в 2019 

году в мире было зарегистрировано 523 миллиона пациентов с болезнями системы 

кровообращения и 18,6 миллиона сердечно-сосудистых смертей [1]. При этом доля 

смертей, связанных с атеросклерозом (от ишемической болезни сердца, 

ишемического инсульта и заболеваний периферических артерий), составила около 

66% от общего числа сердечно-сосудистых смертей [2]. Растущая смертность от 

сердечно-сосудистых заболеваний в значительной степени обусловлена 

увеличением доли пациентов с сопутствующими патологиями (так называемый 

феномен коморбидности), то есть с сочетанием заболеваний нескольких органов 

или их систем [3–6]. Высокая распространенность коморбидности, в свою очередь, 

связана с увеличением как общей продолжительности жизни, так и 

непосредственно продолжительности жизни пациентов с болезнями системы 

кровообращения вследствие успехов современной кардиологии и сердечно-

сосудистой хирургии [3–6]. 

Одной из распространенных, но вместе с тем зачастую незаслуженно 

упускаемых сопутствующих патологий у пациентов с сердечно-сосудистыми 

заболеваниями являются нарушения минерального гомеостаза. В частности, 

повышение уровней ионизированного кальция и фосфора до «высоких 

нормальных» значений и тем более превышение их физиологической нормы 

прочно ассоциированы с высоким риском острых сердечно-сосудистых событий, 

хронической сердечной недостаточности и смерти от болезней системы 

кровообращения [7–15]. При этом «низкий нормальный» уровень ионов магния, 

являющегося физиологическим антагонистом кальция, также ассоциирован с 

повышенным риском неблагоприятных сердечно-сосудистых исходов и смерти от 

сердечно-сосудистых заболеваний [16–26]. Кроме того, последние крупные 
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эпидемиологические исследования и мета-анализы продемонстрировали, что, по 

аналогии с «высоким нормальным» уровнем кальция и фосфора, «низкий 

нормальный» уровень кальций-связывающих белков крови фетуина-А и альбумина 

ассоциирован с повышенным риском развития инфаркта миокарда, ишемического 

инсульта и сердечно-сосудистой смерти [27–32]. Кроме того, ранее нашей группой 

было показано, что пациенты с цереброваскулярной болезнью и ишемической 

болезнью сердца характеризуются сниженной концентрацией общего белка, 

кальций-связывающего белка альбумина и скевенджеров избыточных ионов 

кальция (кальципротеиновых частиц), что отражается повышением уровня 

ионизированного кальция в крови и ее повышенной склонностью к преципитации 

кальципротеиновых частиц в условиях минерального стресса [33]. С учетом 

проведенных ранее исследований нашей группы было принято решение о 

проведении доклинических испытаний лекарственных препаратов, способных 

корректировать нарушения минерального гомеостаза (в частности, снижать 

уровень общего и ионизированного кальция), на ApoE-нокаутных мышах, которые 

с рождения склонны к развитию атеросклероза. 

Пандемия COVID-19 стала одним из наиболее серьезных вызовов для 

здравоохранения за последние годы, вызвав более 636 миллионов заболевания 

новой коронавирусной инфекцией и более 6,6 миллионов смертей во всем мире 

[34]. В то же время данная ситуация привела к беспрецедентному накоплению 

массивов клинических «больших данных», которые были обработаны и 

транслированы в инструменты искусственного интеллекта (ИИ) для 

прогнозирования COVID-19 [35–37]. Большинство (≈ 75%) исследований по 

машинному обучению (МО) было посвящено автоматизированному анализу 

рентгеновских и компьютерно-томографических снимков [38–40], в итоге 

продемонстрировав для задач диагностики и прогнозирования площадь под ROC-

кривой (AUROC) ≥ 0,9. В то же время автоматизированный анализ параметров 

общего анализа крови и рутинных биохимических маркеров в исследованиях по 

МО был представлен существенно менее, хотя такие подходы также позволяли 

достичь аналогичных значений AUROC в сочетании с клиническими факторами 



 16 

риска, к примеру, коморбидными патологиями [41–45]. Определенное сочетание 

лабораторных маркеров было предложено в том числе и для диагностики COVID-

19 [46–49], однако эффективность такого подхода ограничена собственно временем 

пандемии, поскольку он сопряжен с недопустимо высоким риском 

ложноположительных результатов, связанных с другими инфекционными 

заболеваниями [50]. В то же время быстрое прогнозирование течения и исхода 

COVID-19 с использованием рутинных маркеров (таких, как параметры общего 

анализа крови или уровень C-реактивного белка) может быть достаточно 

эффективным и относительно дешевым решением в случае пандемии, которую 

может вызвать другой мутант SARS-CoV-2. Такая стратегия подразумевает 

существенное ускорение медицинской сортировки для отбора пациентов из группы 

риска для немедленного перехода на схемы соответствующего лечения и 

оптимизации работы соответствующих медицинских подразделений [51]. Точность 

прогнозирования при таком основанном на МО подходе составляет от 81 до 96%, а 

наиболее чувствительными и специфичными предикторами смерти от COVID-19 

являются возраст, сниженное насыщение крови кислородом, повышенный уровень 

лактатдегидрогеназы и С-реактивного белка в сыворотке крови, а также 

нарушенная функция почек (к примеру, в результате хронической болезни почек) 

[52–60]. В то же время данные факторы и их относительный вклад в смертность 

существенно варьируют между различными странами и клиниками, вероятно, 

вследствие различных протоколов лечения [52–60].  

Другим важным аспектом, зачастую упускаемым в различных 

эпидемиологических исследованиях COVID-19 (в том числе связанных с МО) 

является тесная корреляция многих предикторов с полом и возрастом, двух 

неотъемлемых характеристиках каждого пациента. Исследования, в которых 

пациенты были спарены по полу и возрасту и при этом использовались подходы 

МО, в настоящее время ограничены профилированием циркулирующих белков 

(включая цитокины), липидов, метаболитов и микроРНК, собранных до или во 

время госпитализации с целью прогнозирования инфицирования пациента SARS-

CoV-2 [61–64] или тяжести заболевания [63–68], небольшими одноцентровыми 
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исследованиями маркеров коагуляции и фибринолиза в прогнозировании 

летального исхода [69], а также исследованиями снимков компьютерной 

томографии легких [70] или электрокардиограмм [71] для диагностики [70] или 

исключения [71] COVID-19. Спаривание когорт пациентов в этих исследованиях по 

полу и возрасту позволило прояснить истинные патофизиологические связи между 

коморбидными состояниями, повреждением органов и сывороточными 

биомаркерами.  

Тем не менее, до настоящего времени не было проведено исследований по 

разработке инструментов ИИ для прогнозирования связанного с COVID-19 

летального исхода со следующим сочетанием признаков: 1) многоцентровой 

характер, спаривание пациентов по полу и возрасту, использование подходов МО 

исследования; 2) использование неспецифичных предикторов (то есть 

коморбидных состояний и параметров общего или рутинного биохимического 

анализа крови). Кроме того, эволюция штаммов SARS-CoV-2 и увеличение доли 

вакцинированного населения также может влиять на диагностическую или 

предиктивную ценность данных факторов с течением времени [51]. Поэтому одной 

из задач этого года стало проведение трехцентрового кросс-валидационного 

исследования, в которое были включены спаренные по полу и возрасту пациенты с 

тяжелым течением COVID-19, поступившие в отделение реанимации и 

интенсивной терапии, и которое использовало целый ряд подходов МО в сочетании 

с набором большого массива табличных клинических и лабораторных данных с 

целью разработки инструментов ИИ. 

Микроциркуляция сосудистой стенки представлена в виде vasa vasorum (VV) 

и может иметь как нормальную, так и патологическую природу [72]. В 

физиологических условиях сосуды микроциркуляторного русла встречаются в 

первую очередь в сосудах, диаметр которых превышает 0,5 мм [73, 74], однако в 

результате гипоксии или воспаления их можно встретить даже в сосудах, толщина 

стенки которых меньше диффузионного предела [72]. У человека VV присутствуют 

в стенках крупных артериальных и венозных сосудов, включая коронарные 

артерии, аорту и ее ветви, в том числе межреберные артерии, отходящие от грудной 
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аорты [73]. Различают артериальные, венозные и капиллярные VV [75], при этом 

артериальные, в свою очередь, подразделяются на vasa vasorum interna, которые 

берут свое начало из просвета сосуда [75] и vasa vasorum externa, которые 

располагаются в адвентиции и околососудистой жировой ткани [74–76]. Также VV 

ветвятся на несколько порядков, где VV первого порядка располагаются вдоль 

сосуда, а второго – по его окружности [74, 75]. Рост VV стимулируется 

ангиогенными факторами – например, индуцируемым гипоксией 

транскрипционным фактором (HIF-1α), а также основным фактором роста 

фибробластов (bFGF) и фактором роста сосудистого эндотелия (VEGF), 

экспрессируемыми сосудистыми гладкомышечными клетками медии и 

фибробластами и макрофагами адвентиции [77]. При ингибировании ангиогенеза в 

первую очередь подвергаются инволюции VV второго порядка [78]. 

При повреждении или дисфункции эндотелия патофизиологический ответ 

сосудистой стенки возникает в первую очередь в адвентиции: в частности, 

увеличивается количество и диаметр просвета VV [77], что приводит к миграции 

макрофагов в интиму [79, 80], накоплению в сосуде воспалительных клеток [81–

83], ацидификации (закислению) микроокружения и расширению сети VV по 

принципу положительной обратной связи [84, 85]. Таким образом, VV являются 

ключевыми анатомическими путями формирования и гипертрофии (нео)интимы 

при сосудистом воспалении, рестенозе и атеросклерозе [73–77]. Можно 

предположить, что разные типы VV, представленные артериолами, венулами и 

капиллярами, могут вносить различный вклад в патогенез заболеваний сосудистой 

стенки. 

В патоморфологической диагностике с целью дифференцировки 

лимфатических и кровеносных сосудов используют различные сосудистые 

маркеры [86]. В качестве маркеров эндотелия лимфатических сосудов, как правило, 

рассматривают PROX1 (Prospero homeobox protein 1), LYVE1 (рецептор 

лимфатического эндотелия к гиалуроновой кислоте) [87–90], VEGFR3 (рецептор 3 

к фактору роста сосудистого эндотелия) и подопланин (один из гликозилированных 

мембранных гликопротеинов) [91–94]. Маркерами кровеносных сосудов являются 
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пан-эндотелиальный рецептор CD31 (PECAM1, тромбоцитарно-эндотелиальная 

молекула клеточной адгезии), CD34 (трансмембранный фосфогликозилированный 

рецептор, обильно экспрессируемый в эндотелиальных клетках-

предшественниках) и фактор фон Виллебранда (vWF), также экспрессируемый в 

эндотелиальных клетках и обеспечивающий агрегацию тромбоцитов и их адгезию 

к клеточной стенке поврежденных сосудов с целью формирования тромба [95, 96]. 

Несмотря на теоретическую обоснованность и широкое распространение в 

патоморфологии, вышеуказанные подходы к определению кровеносных сосудов 

обладают рядом недостатков. Так, при микротомной или криотомной резке 

гистологических препаратов (в особенности препаратов элементов системы 

кровообращения) и при вазоспазме просвет кровеносных сосудов часто спадается 

или вовсе исчезает, что не позволяет адекватно оценить их геометрию. Данная 

проблема имеет особую актуальность при подготовке серийных срезов, требующих 

максимально близкого совпадения гистологической картины для сравнительного 

анализа, в особенности иммуногистохимического или иммунофлюоресцентного. 

Кроме того, размеры эндотелиальных клеток (ЭК) ограничивают работу с 

некоторыми антителами, не позволяя получать качественное соотношение 

сигнал/шум в случае недостаточной специфичности антител.  

Отдельной проблемой патоморфологического анализа является 

несоответствие описываемых в литературе маркеров сосудов артериального и 

венозного русла (зачастую идентифицированных на моделях для изучения 

биологии развития) реалиям окрашивания клинических образцов. По этой причине 

не будет преувеличением говорить об отсутствии специфических маркеров, 

способных дифференцировать артериолы и венулы в элементах системы 

кровообращения человека (к примеру, с целью уточнения вклада различных типов 

сосудов внутри микрососудистой сети в развитие сосудистого воспаления). По этой 

причине одной из задач этого года была разработка оптимальных способов 

детекции кровеносных сосудов и оценка подходов к дифференциальному 

окрашиванию артериальных, венозных и капиллярных сосудов 
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микроциркуляторного русла (на примере сети VV большой подкожной вены (БПВ) 

человека и аорты крысы). 

Эндотелиально-мезенхимальный переход (ЭндоМТ) является одним из 

наиболее изучаемых феноменов эндотелиальной биологии, с одной стороны, играя 

незаменимую физиологическую роль в биологии индивидуального развития, а с 

другой – обладая несомненной патофизиологической значимостью в развитии 

атеросклероза, рестеноза и фиброза миокарда [97–101]. Сущность данного 

процесса заключается в поэтапной трансдифференцировке эндотелиальных клеток 

(ЭК) в мезенхимальные, что сопровождается постепенной утратой экспрессии 

маркеров эндотелиальной дифференцировки (CD31/PECAM1, VE-кадгерина, 

фактора фон Виллебранда (VWF), транскрипционного фактора ERG) и 

приобретением экспрессии маркеров мезенхимальной дифференцировки 

(фибробласт-ассоциированного белка, фибробласт-специфичного белка, альфа-

актина гладких мышц), а также повышенной способностью к синтезу компонентов 

внеклеточного матрикса (в частности, коллагена I типа) [97–101]. Данная смена 

транскрипционных программ осуществляется под управлением ряда 

специфических транскрипционных факторов, к которым традиционно относят 

Snail, Slug, TWIST1, ZEB1 и GATA4 [97–101].  

С целью детекции ЭндоМТ используют ряд методов молекулярной и 

клеточной биологии, включая количественную полимеразную цепную реакцию 

после обратной транскрипции (ОТ-кПЦР), иммуноблоттинг и 

иммунофлюоресцентное окрашивание, которые в совокупности позволяют оценить 

реализацию эндотелиальной и мезенхимальной транскрипционных и 

трансляционной программ, а также визуализировать данные изменения [97–101]. 

Патоморфологическим последствием ЭндоМТ является смена продолговатой 

(вытянутой, удлиненной) формы, характерной для ЭК в статических условиях и при 

воздействии ламинарного потока, на типичную для клеток мезенхимального ряда 

полиморфную [97–101]. In vitro изменение клеточной геометрии целесообразно 

детектировать при помощи фазово-контрастной микроскопии или 

иммунофлюоресцентного окрашивания (к примеру, сочетая окрашивание 
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вышеуказанных эндотелиальных или мезенхимальных маркеров с окрашиванием 

на F-актин) [102, 103], in vivo – посредством сканирующей электронной 

микроскопии в обратно-рассеянных электронах после заливки цельных тканей в 

эпоксидную смолу [104]. 

Несмотря на сотни публикаций, посвященных проблеме ЭндоМТ, в 

русскоязычной литературе практически отсутствуют ясные практические 

рекомендации по методологии его детекции, следствием чего является 

несовершенный дизайн исследований в этом направлении в ряде открытых 

(научные статьи и доклады) и закрытых (проектно-сметная и отчетная 

документация научных коллективов) источников. Поэтому коллективом была 

поставлена задача по разработке алгоритма и анализу применимости конкретных 

инструментов для детекции ЭндоМТ in vitro. 
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ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ  

 

1. ПЕРОРАЛЬНЫЙ ПРИЕМ ЦИТРАТА МАГНИЯ ПОЗВОЛЯЕТ СНИЗИТЬ 
УРОВЕНЬ ОБЩЕГО И ИОНИЗИРОВАННОГО КАЛЬЦИЯ У APOE-

НОКАУТНЫХ МЫШЕЙ 

 

 В рамках проведения первого этапа доклинических испытаний 

экспериментальной терапии для коррекции нарушений минерального гомеостаза 

(которые, как указано во вводной части, ассоциированы с повышенным риском 

развития гемодинамически значимого атеросклероза, острых сердечно-сосудистых 

событий и сердечно-сосудистой смерти) было проведено исследование на ApoE-

нокаутных мышах. Всего в исследование было включено 50 мышей (по 25 мышей 

в контрольной и экспериментальной группах, из них по 15 самок и по 10 самцов) в 

возрасте ≈ 1 года, которые на протяжении 6 месяцев (26 недель) получали 

растворенный в питьевой воде цитрат магния в дозе 1,845 мг/сут (рассчитанная 

animal equivalent dose). 

Расчет дозы цитрата магния был основан на расчете дозы магния (как 

критичного для передозировки действующего вещества). Принцип расчета дозы 

магния (animal equivalent dose) был основан на рекомендациях FDA [105]): 

450 мг / 237 мл / сут = 1,9 мг/мл/сут – терапевтическая доза для человека 

1. Конвертация дозы для человека (human dose) в мг/кг в дозу для животного 

(animal equivalent dose) в мг/кг:  

450 мг / 60 кг = 7,5 мг/кг 

7,5 мг/кг * 12,3 (фактор FDA) = 92,25 мг/кг 

92,25 мг/кг * 0,02 кг = 1,845 мг (суточная доза магния для мыши) 

2. 1 мышь ≈ 10 мл в день (из флакона 100 мл на неделю) 

3. 1,845 мг / 10 мл / сут = 0,1845 мг/мл/сут – терапевтическая доза для мыши 

4. 18,45 мг / 100 мл / нед – в один флакон для одной мыши 
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5. В 3000 мг цитрата магния содержится 450 мг магния, соответственно, 

необходимо умножить дозу на 6,666 (18,45 мг * 6,666 ≈ 123 мг цитрата магния 

/ 100 мл / нед – в один флакон для одной мыши) 

По завершении исследования (в возрасте ≈ 1,5 года) мыши были выведены из 

эксперимента с последующим забором сыворотки крови и биохимическим 

анализом параметров минерального гомеостаза (измерение молярной 

концентрации общего и ионизированного кальция, молярной концентрации 

магния, молярной концентрации неорганического фосфора, концентрации общего 

белка, концентрации альбумина), а также параметров липидного состава (молярная 

концентрация общего холестерина, липопротеинов высокой плотности, 

липопротеинов низкой плотности, расчет индекса атерогенности, молярная 

концентрация триглицеридов), молярной концентрации глюкозы, параметров 

гомеостаза печени (уровень аспартатаминотрансферазы, 

аланинаминотрансферазы, гамма-глутамилтрансферазы, общего и прямого 

билирубина), молярной концентрации мочевой кислоты, параметров гомеостаза 

почек (молярная концентрация креатинина, мочевины), концентрации С-

реактивного белка и концентрации железа. Результаты исследования представлены 

в табл. 1 и на рис. 1.  

 

Таблица 1. Анализ биохимических параметров сыворотки крови у 1,5-летних 

ApoE-нокаутных мышей, получавших или не получавших растворенный в 

питьевой воде цитрат магния в дозе 1,845 мг/сут. 

Параметр биохимического 
анализа крови 

Мыши, не 
получавшие 

цитрат магния 

Мыши, 

получавшие 
цитрат магния 

P 

Молярная концентрация общего 

кальция в сыворотке крови, ммоль/л, 

медиана [МКИ] 

2,50 [2,37-2,70] 2,30 [2,20-2,40] 0,005 
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Молярная концентрация 

ионизированного кальция в 

сыворотке крови, ммоль/л, медиана 

[МКИ] 

1,08 [1,03-1,15] 1,05 [1,01-1,07] 0,025 

Молярная концентрация фосфора в 

сыворотке крови, ммоль/л, медиана 

[МКИ] 

2,26 [2,08-2,41] 2,11 [1,94-2,48] 0,41 

Молярная концентрация магния в 

сыворотке крови, ммоль/л, медиана 

[МКИ] 

1,26 [1,17-1,34] 1,29 [1,08-1,40] 0,72 

Концентрация общего белка в 

сыворотке крови, г/л, медиана 

[МКИ] 

49,0 [46,0-51,0] 50,0 [43,5-55,5] 0,50 

Концентрация альбумина в 

сыворотке крови, г/л, медиана 

[МКИ] 

25,0 [23,0-27,0] 25,0 [22,5-27,0] 0,99 

Уровень щелочной фосфатазы в 

сыворотке крови, ЕД/л, медиана 

[МКИ] 

66,0 [55,5-93,0] 78,5 [66,5-111,5] 0,09 

Молярная концентрация общего 

холестерина в сыворотке крови, 

ммоль/л, медиана [МКИ] 

5,6 [3,0-9,1] 6,0 [2,2-8,9] 0,90 

Молярная концентрация 

липопротеинов высокой плотности в 

сыворотке крови, ммоль/л, медиана 

[МКИ] 

2,10 [1,61-4,06] 2,48 [1,65-5,90] 0,39 

Молярная концентрация 

липопротеинов низкой плотности в 
2,74 [1,39-5,98] 3,75 [0,31-6,18] 0,93 
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сыворотке крови, ммоль/л, медиана 

[МКИ] 

Индекс атерогенности (Отношение 

липопротеинов низкой плотности к 

липопротеинам высокой плотности) 

1,35 [0,88-1,70] 0,84 [0,41-1,57] 0,14 

Молярная концентрация 

триглицеридов в сыворотке крови, 

ммоль/л, медиана [МКИ] 

1,00 [0,80-1,47] 0,90 [0,63-1,40] 0,26 

Молярная концентрация глюкозы в 

сыворотке крови, ммоль/л, медиана 

[МКИ] 

11,3 [9,6-15,1] 13,5 [10,4-15,1] 0,31 

Уровень аспартатаминотрансферазы 

в сыворотке крови, ЕД/л, медиана 

[МКИ] 

68,0 [26,5-91,0] 70,0 [52,5-90,0] 0,65 

Уровень аланинаминотрансферазы в 

сыворотке крови, ЕД/л, медиана 

[МКИ] 

50,0 [35,5-76,0] 34,0 [29,0-45,0] 0,015 

Уровень гамма-

глутамилтрансферазы в сыворотке 

крови, ЕД/л, медиана [МКИ] 

4,0 [1,5-7,0] 2,0 [2,0-4,8] 0,30 

Молярная концентрация общего 

билирубина в сыворотке крови, 

мкмоль/л, медиана [МКИ] 

5,90 [4,45-6,65] 5,90 [3,85-6,75] 0,91 

Молярная концентрация прямого 

билирубина в сыворотке крови, 

мкмоль/л, медиана [МКИ] 

2,30 [1,35-2,60] 1,70 [0,75-3,10] 0,61 

Молярная концентрация мочевой 

кислоты в сыворотке крови, 

мкмоль/л, медиана [МКИ] 

118,0 [80,0-

152,5] 

105,0 [81,5-

160,0] 
0,82 
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Молярная концентрация креатинина 

в сыворотке крови, мкмоль/л, 

медиана [МКИ] 

17,0 [9,0-22,0] 15,0 [9,5-29,0] 0,90 

Молярная концентрация мочевины в 

сыворотке крови, ммоль/л, медиана 

[МКИ] 

11,5 [9,9-13,3] 10,7 [8,6-12,3] 0,18 

Концентрация С-реактивного белка 

в сыворотке крови, г/л, медиана 

[МКИ] 

1,0 [0,0-3,0] 2,0 [1,0-2,0] 0,74 

Молярная концентрация железа в 

сыворотке крови, мкмоль/л, медиана 

[МКИ] 

28,7 [22,3-32,4] 27,9 [21,9-31,9] 0,87 
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Рисунок 1. Анализ биохимических параметров минерального гомеостаза у 1,5-

летних ApoE-нокаутных мышей, получавших или не получавших растворенный в 

питьевой воде цитрат магния в дозе 1,845 мг/сут. U-критерий Манна-Уитни, каждая 

точка на графике обозначает соответствующее измерение от одной мыши, значения 

вероятности отвергнуть верную нулевую гипотезу P представлены над графиками. 
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Красные точки – мыши, не получавшие цитрат магния, синие точки – мыши, 

получавшие цитрат магния. 

 Результаты анализа показали снижение молярной концентрации общего и 

ионизированного кальция в группе мышей, получавших цитрат магния, в то время 

как значения остальных параметров системного гомеостаза существенно не 

различались (за исключением снижения уровня аланинаминотрансферазы у 

получавших цитрат магния мышей, что не имело существенной значимости). 

Также следует отметить снижение индекса атерогенности, которое, однако, не 

достигло статистической значимости. 

 Полученные результаты свидетельствуют о возможности успешного 

фармакологического таргетирования общего и ионизированного кальция в 

пределах физиологической нормы путем перорального приема комбинированного 

препарата – цитрата магния, который одновременно является и хелатирующим 

соединением, и донором ионов магния. Вместе с тем следует отметить отсутствие 

уменьшения уровня железа в сыворотке крови мышей, получавших цитрат магния, 

что с большой вероятностью указывает на то, что основным эффектом данного 

препарата является донорство ионов магния, являющегося природным 

антагонистом кальция. При этом повышения молярной концентрации магния в 

сыворотке крови получавших цитрат магния мышей также выявлено не было, что 

свидетельствует об отсутствии влияния данного препарата в используемой дозе на 

магниевый гомеостаз. Отсутствие патологического повышения молярной 

концентрации магния и патологического снижения молярной концентрации железа 

в сочетании с физиологическим (а не патологическим) снижением молярной 

концентрации общего и ионизированного кальция обусловливает безопасность 

данного терапевтического режима, что в совокупности с пероральной формой 

приема позволяет надеяться на определенные перспективы. Ответ на вопрос о 

способности корректирующих нарушения минерального гомеостаза препаратов 

(цитрата магния и протеиногенных аминокислот с разветвлённым строением 

алифатической боковой цепи) замедлять развитие атеросклероза будет получен во 
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время второй очереди доклинических испытаний на молодых ApoE-нокаутных 

мышах. 

 

2. РАЗРАБОТКА ИНСТРУМЕНТОВ ИСКУССТВЕННОГО ИНТЕЛЛЕКТА 
ДЛЯ ОЦЕНКИ РИСКА ЛЕТАЛЬНОГО ИСХОДА ПРИ ТЯЖЕЛОМ 

ТЕЧЕНИИ COVID-19 

 

Генеральная выборка из спаренных по полу и возрасту пациентов для МО и 

последующей кросс-валидации была набрана в ходе трехцентрового исследования, 

включившего в себя 350 пациентов с тяжелым течением COVID-19, 

госпитализированных в отделение реанимации и интенсивной терапии центра №1 

(НИИ комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний, 100 пациентов), 

центра №2 (Кузбасская клиническая инфекционная больница, 106 пациентов) и 

центра №3 (Кузбасская областная клиническая больница, 144 пациента). 

Критериями включения в исследование были: 1) инфицирование SARS-CoV-2, 

подтвержденное положительным ПЦР-тестом; 2) поступление или перевод в 

отделение реанимации и интенсивной терапии вследствие тяжелого течения новой 

коронавирусной инфекции COVID-19, диагностированной по клиническим, 

лабораторным и инструментальным критериям согласно временным методическим 

рекомендациям «Профилактика, диагностика и лечение новой коронавирусной 

инфекции (COVID-19)» девятого пересмотра (26.10.2020) и верифицированной при 

помощи полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР в режиме реального времени). 

При поступлении пациента в стационар забирались мазки из носоглотки (из двух 

носовых ходов) и ротоглотки. Мазки со слизистой оболочки носоглотки и 

ротоглотки собирались в одну пробирку для большей концентрации вируса. 

Выделение РНК производилось при помощи соответствующего набора компании 

Вектор-Бест «РеалБест Сорбитус» (каталожный номер С-8848) на автоматической 

роботизированной станции пробоподготовки (Freedom EVO, Tecan), обратная 

транскрипция и детекция продуктов реакции также проводилась при помощи 



 30 

соответствующего набора (D-5580, «РеалБест РНК SARS-CoV-2», Вектор-Бест) на 

амплификаторе CFX96 Touch (Bio-Rad). При поступлении или переводе в 

отделение реанимации и интенсивной терапии производился сбор: 1) клинических 

данных (пол, возраст, анамнез в отношении артериальной гипертензии, сахарного 

диабета, ишемической болезни сердца, хронической сердечной недостаточности, 

хронической обструктивной болезни легких, астме, хронической болезни почек  3–

5 стадий; 2) показателей общего анализа крови (концентрация тромбоцитов, 

лейкоцитов, нейтрофилов, лимфоцитов, нейтрофильно-лимфоцитарное 

соотношение); 3) параметров биохимического анализа крови (молярная 

концентрация мочевины, креатинина, скорость клубочковой фильтрации, уровень 

аспартатаминотрансферазы и аланинаминотрансферазы, молярная концентрация 

глюкозы натощак, концентрация C-реактивного белка и D-димера). Описательная 

статистика представлена в табл. 2. 

 

Таблица 2. Описательная статистика по трем центрам, включенным в 

исследование. 

Признак 

Центр №1 

(НИИ 
комплексны

х проблем 
сердечно-

сосудистых 
заболеваний

)  

(n = 100) 

Центр №2 

(Кузбасская 
клиническая 

инфекционна
я больница)  

(n = 106) 

Центр №3 

(Кузбасская 
областная 

клиническа
я больница) 

(n = 144) 

FDR-

correcte

d P 

Средне
е 

(n = 

350) 

Клинические данные 

Пол, мужской/женский, n 

(%) 

50/50 

(50,00% / 

50,00%) 

53/53 (50,00% 

/ 50,00%) 

72/72 

(50,00% / 

50,00%) 

1,00 

175/175 

(50,00% 

/ 

50,00%) 
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Возраст, лет, медиана 

[МКИ] 

73,00 [67,00 

– 80,75] 

68,50 [62,75 – 

79,00] 

64,00 [56,25 

– 69,00] 
0,0001 

68,00 

[61,00 – 

75,00] 

Артериальная 

гипертензия,  

n (%) 

98/100 

(98,00%) 

90/106 

(84,90%) 

115/144 

(79,86%) 
0,0001 

297/350 

(84,86%

) 

Сахарный диабет, n (%) 
35/100 

(35,00%) 

36/106 

(33,96%) 

63/144 

(43,75%) 
0,21 

131/350 

(37,43%

) 

Ишемическая болезнь 

сердца или хроническая 

сердечная 

недостаточность, n (%) 

86/100 

(86,00%) 

55/106 

(51,89%) 

91/144 

(63,19%) 
0,0001 

232/350 

(66,29%

) 

Хроническая 

обструктивная болезнь 

легких или астма,  

n (%) 

12/100 

(12,00%) 

7/106  

(6,60%) 

17/144 

(11,80%) 
0,33 

36/350 

(10,29%

) 

Хроническая болезнь 

почек 3–5 стадии, n (%) 

34/100 

(34,00%) 

10/106 

(9,43%) 

38/144 

(26,39%) 
0,0001 

82/350 

(23,43%

) 

Параметры общего анализа крови 

Концентрация 

лейкоцитов, × 109/л, 

медиана [МКИ] 

7,30 [5,25 – 

11,68] 

8,55 [5,50 – 

13,45] 

10,75 [7,82 – 

14,20] 
0,0001 

9,10 

[6,00 – 

12,90] 

Концентрация 

нейтрофилов, × 109/л, 

медиана [МКИ] 

5,40 [3,25 – 

9,10] 

7,55 [4,30 – 

11,50] 

9,20 [6,60 – 

12,40] 
0,0001 

7,80 

[4,50 – 

11,30] 

Концентрация 

лимфоцитов, × 109/л, 

медиана [МКИ] 

1,20 [0,60 – 

1,90] 

0,90 [0,40 – 

1,20] 

0,80 [0,50 – 

1,20] 
0,0003 

0,90 

[0,50 – 

1,30] 

Нейтрофильно-

лимфоцитарное 

соотношение, медиана 

[МКИ] 

4,75 [2,20 – 

12,40] 

9,40 [5,30 – 

17,55] 

11,60 [6,87 – 

17,60] 
0,0001 

9,10 

[4,70 – 

16,33] 
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Концентрация 

тромбоцитов, × 109/л, 

медиана [МКИ] 

193,5 [154,8 

– 266,8] 

188,5 [156,0 – 

253,5] 

239,5 [178,3 

– 297,5] 
0,0003 

216,0 

[160,0 – 

277,0] 

Параметры биохимического анализа крови 

Молярная концентрация 

мочевины в сыворотке 

крови, ммоль/л, медиана 

[МКИ] 

6,95 [5,97 – 

9,32] 

7,80 [5,60 – 

13,83] 

8,45 [6,00 – 

12,05] 
0,09 

7,80 

[5,90 – 

11,75] 

Молярная концентрация 

креатинина в сыворотке 

крови, мкмоль/л, медиана 

[МКИ] 

87,00 [74,00 

– 107,00] 

97,00 [76,75 – 

126,80] 

78,50 [65,25 

– 106,50] 
0,0001 

85,00 

[69,75 – 

112,30] 

Скорость клубочковой 

фильтрации (уравнение 

CKD-EPI), мл/мин/1,73 

м2, медиана [МКИ] 

69,00 [51,00 

– 85,00] 

60,00 [44,75 – 

79,50] 

86,50 [57,25 

– 98,75] 
0,0001 

73,00 

[50,75 – 

93,00] 

Уровень 

аспартатаминотрансфераз

ы, ЕД/л, медиана [МКИ] 

22,50 [18,25 

– 35,00] 

39,00 [30,75 – 

58,00] 

42,00 [27,00 

– 66,75] 
0,0001 

36,00 

[25,00 – 

55,25] 

Уровень 

аланинаминотрансферазы

, ЕД/л, медиана [МКИ] 

21,50 [16,00 

– 30,00] 

31,00 [25,75 – 

47,00] 

38,50 [22,25 

– 60,75] 
0,0001 

30,00 

[20,00 – 

48,25] 

Молярная концентрация 

глюкозы крови натощак, 

ммоль/л, медиана [МКИ] 

6,20 [5,30 – 

7,37] 

7,10 [5,57 – 

11,63] 

7,20 [5,60 – 

9,45] 
0,0017 

6,70 

[5,50 – 

8,92] 

Концентрация С-

реактивного белка, мг/л, 

медиана [МКИ] 

52,00 [17,25 

– 165,00] 

41,50 [13,00 – 

109,30] 

101,00 

[47,75 – 

164,80] 

0,0001 

68,50 

[22,75 – 

140,00] 

Концентрация D-димера, 

нг/мл, медиана [МКИ] 

2,685 [856 – 

6,701] 

1,011 [325 – 

1,379] 

2,974 [1406 

– 5,528] 
0,0001 

1,802 

[840 – 

4,320] 

Исход 
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Летальный исход / 

выписка из стационара, n 

(%) 

50/50 

(50,00% / 

50,00%) 

53/53 (50,00% 

/ 50,00%) 

72/72 

(50,00% / 

50,00%) 

1,00 

175/175 

(50,00% 

/ 

50,00%) 

 

Для скрининга факторов риска летального исхода от COVID-19 при 

поступлении пациентов в отделение реанимации и интенсивной терапии, в первую 

очередь был проведен классический однофакторный анализ согласно критериям 

непараметрической статистики (U-критерий Манна-Уитни). Статистически 

значимыми факторами летального исхода были кардиологическая коморбидность 

(ишемическая болезнь сердца, хроническая сердечная недостаточность), связанные 

с иммунитетом параметры общего анализа крови (повышенная концентрация 

лейкоцитов и нейтрофилов, сниженная концентрация лимфоцитов и увеличенное 

нейтрофильно-лимфоцитарное соотношение), маркеры почечной дисфункции 

(повышенная молярная концентрация мочевины и креатинина в сыворотке крови, 

сниженная скорость клубочковой фильтрации), а также повышенный уровень C-

реактивного белка и D-димера (табл. 3). 

 

Таблица 3. Описательная статистика и однофакторный анализ факторов риска 

летального исхода у пациентов с тяжелым течением COVID-19 при 

неблагоприятном (летальном) исходе и благоприятном исходе (выписка из 

стационара). 

Признак 
Летальный исход  

(n = 175) 

Выписка из 
стационара 

(n = 175) 

P 

Клинические данные 

Пол, мужской/женский, n 

(%) 

79/96  

(45,14% / 54,86%) 

79/96  

(45,14% / 54,86%) 
1,00 

Возраст, лет, медиана [МКИ] 
68,00 [61,00 – 

75,00] 

68,00 [61,00 – 

75,00] 
1,00 
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Артериальная гипертензия,  

n (%) 
161/175 (92,00%) 142/175 (81,14%) 0,003 

Сахарный диабет, n (%) 70/175 (40,00%) 64/175 (36,57%) 0,51 

Ишемическая болезнь сердца 

или хроническая сердечная 

недостаточность, n (%) 

153/175 (87,43%) 79/175 (45,14%) 0,0001 

Хроническая обструктивная 

болезнь легких или астма,  

n (%) 

16/175 (9,14%) 20/175 (11,43%) 0,48 

Хроническая болезнь почек 

3–5 стадии, n (%) 
45/175 (25,71%) 37/175 (21,14%) 0,31 

Параметры общего анализа крови 

Концентрация лейкоцитов, × 

109/л, медиана [МКИ] 
10,00 [6,70 – 14,30] 8,70 [5,60 – 11,70] 0,004 

Концентрация нейтрофилов, 

× 109/л, медиана [МКИ] 
8,70 [5,50 – 12,80] 6,80 [3,80 – 9,90] 0,0001 

Концентрация лимфоцитов, 

× 109/л, медиана [МКИ] 
0,70 [0,50 – 1,20] 1,00 [0,70 – 1,50] 0,0004 

Нейтрофильно-

лимфоцитарное 

соотношение, медиана 

[МКИ] 

11,40 [6,80 – 20,60] 6,90 [3,10 – 13,60] 0,0001 

Концентрация тромбоцитов, 

× 109/л, медиана [МКИ] 

208,0 [156,0 – 

269,0] 

219,0 [167,0 – 

284,0] 
0,09 

Параметры биохимического анализа крови 

Молярная концентрация 

мочевины в сыворотке 

крови, ммоль/л, медиана 

[МКИ] 

8,30 [6,50 – 13,10] 7,40 [5,60 – 10,60] 0,007 
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Молярная концентрация 

креатинина в сыворотке 

крови, мкмоль/л, медиана 

[МКИ] 

89,0 [72,0 – 120,0] 83,0 [68,0 – 107,0] 0,014 

Скорость клубочковой 

фильтрации (уравнение 

CKD-EPI), мл/мин/1,73 м2, 

медиана [МКИ] 

69,00 [48,00 – 

90,00] 

75,00 [54,00 – 

94,00] 
0,05 

Уровень 

аспартатаминотрансферазы, 

ЕД/л, медиана [МКИ] 

37,00 [25,00 – 

61,00] 

35,00 [23,00 – 

50,00] 
0,07 

Уровень 

аланинаминотрансферазы, 

ЕД/л, медиана [МКИ] 

28,00 [20,00 – 

46,00] 

30,00 [20,00 – 

50,00] 
0,54 

Молярная концентрация 

глюкозы крови натощак, 

ммоль/л, медиана [МКИ] 

7,10 [5,50 – 9,90] 6,40 [5,50 – 8,30] 0,13 

Концентрация С-реактивного 

белка, мг/л, медиана [МКИ] 
101,0 [50,0 – 164,0] 37,0 [10,0 – 109,0] 0,0001 

Концентрация D-димера, 

нг/мл, медиана [МКИ] 

2,770 [1,194 – 

5,001] 
1,263 [565 – 3,463] 0,0001 

 

Далее был проведен анализ ранговой корреляции по Спирмену, в результате 

которого были выявлены статистически значимые корреляционные связи средней 

силы между возрастом и скоростью клубочковой фильтрации (r = −0,44), молярной 

концентрацией мочевины в сыворотке крови и концентрацией лейкоцитов (r = 

0,31), молярной концентрацией мочевины в сыворотке крови и концентрацией 

нейтрофилов (r = 0,32, рис. 2). Выраженные корреляционные связи между 

концентрациями лейкоцитов и нейтрофилов (r = 0,92), молярной концентрацией 

креатинина и скоростью клубочковой фильтрации (r = −0,89), нейтрофильно-
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лимфоцитарным соотношением и концентрацией нейтрофилов (r = 0,67), 

нейтрофильно-лимфоцитарным соотношением и концентрацией лимфоцитов (r = 

−0,72), молярной концентрацией креатинина и мочевины в сыворотке крови (r = 

0,62), а также аспартатаминотрансферазой и аланинаминотрансферазой (r = 0,66) 

подтвердили техническую валидность корреляционного анализа (рис. 2). 

 

Рисунок 2. Корреляционный анализ (коэффициент ранговой корреляции 

Спирмена) количественных предикторов. Тепловая карта, различные оттенки 

синего (от светло-синего до темно-синего) отражают коэффициенты корреляции от 

−0,01 до −1,0 соответственно; различные оттенки красного (от розового до алого) 

отражают коэффициенты корреляции от 0,01 до 1,0 соответственно. 

Сравнение AUROC продемонстрировало статистически значимые различия 

в эффективности между различными алгоритмами машинного обучения (рис. 3, 

табл. 4). Наиболее высокую эффективность показали алгоритм градиентного 

бустинга CatBoost (AUROC = 0,879), случайные леса (AUROC = 0,863) и 

нейронные сети (AUROC = 0,860), в то время как деревья решений (AUROC = 
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0,724) и метод k-ближайших соседей обладали наименьшей предиктивной 

ценностью (AUROC = 0,784, рис. 3, табл. 4). Была выявлена существенная 

вариабельность AUROC между различными центрами, при этом наименьший 

разброс был выявлен при использовании многофакторной логистической 

регрессии (0,014), метода k-ближайших соседей (0.044), а также алгоритмов 

градиентного бустинга XGBoost (0.058) и CatBoost (0.059) (табл. 4). 

 

Рисунок 3. ROC-кривые и значения AUROC для наилучших моделей, 

разработанных при помощи различных алгоритмов МО. 
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Таблица 4. Сравнение значений AUROC для наилучших моделей, разработанных 

при помощи различных алгоритмов МО. 

Алгоритм МО 

AUROC 

Центр №1 
(НИИ 

КПССЗ)  
(n = 100) 

Центр №2 
(ГАУЗ 

ККИБ) 

(n = 106) 

Центр №3 
(ГАУЗ 
КОКБ)  

(n = 144) 

Среднее Разброс 

Деревья 

решений 
0,824 0,740 0,607 0,724 0,217 

Случайные леса 0,908 0,821 0,861 0,863 0,087 

Сверхслучайные 

деревья 
0,817 0,806 0,882 0,835 0,076 

Нейронные сети 0,898 0,849 0,834 0,860 0,064 

k-ближайшие 

соседи 
0,807 0,763 0,782 0,784 0,044 

XGBoost 0,827 0,787 0,845 0,820 0,058 

LightGBM 0,919 0,812 0,822 0,851 0,107 

CatBoost 0,887 0,846 0,905 0,879 0,059 

Многофакторная 

логистическая 

регрессия 

(референсный 

метод) 

0,805 0,813 0,799 0,806 0,014 

 

Большинство моделей с наивысшим AUROC были обучены на выборках 

центра №2 (Кузбасская клиническая инфекционная больница) и центра №3 

(Кузбасская областная клиническая больница) (n = 250) и кросс-валидированы на 

выборке, набранной в центре №1 (НИИ комплексных проблем сердечно-

сосудистых заболеваний) (n = 100), что подчеркивает существенную 

гетерогенность между включенными в исследование центрами (рис. 4). 
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Рисунок 4. Тепловая карта, демонстрирующая вариабельность AUROC при 

различных сочетаниях обучения и кросс-валидации. Варьирующий от зеленого до 

красного цвет отражает увеличение AUROC (наименьший и наибольший AUROC 

окрашены зеленым и красным соответственно). Левая колонка: выборки для 

обучения – центр №2 (Кузбасская клиническая инфекционная больница) и центр 

№3 (Кузбасская областная клиническая больница) (n = 250), выборка для кросс-

валидации – центр №1 (НИИ комплексных проблем сердечно-сосудистых 

заболеваний) (n = 100). Центральная колонка: выборки для обучения – центр №1 

(НИИ комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний) и центр № 3 

(Кузбасская областная клиническая больница) (n = 244), выборка для кросс-

валидации – центр №2 (Кузбасская клиническая инфекционная больница) (n = 106). 



 40 

Правая колонка: выборки для обучения – центр №1 (НИИ комплексных проблем 

сердечно-сосудистых заболеваний) и центр №2 (Кузбасская клиническая 

инфекционная больница) (n = 206), выборка для кросс-валидации – центр № 3 

(Кузбасская областная клиническая больница) (n = 144). 

Помимо AUROC, клинически релевантные модели также должны 

демонстрировать одинаковую или очень близкую чувствительность и 

специфичность. Как чувствительность, так и специфичность были статистически 

значимо выше при обучении предиктивных моделей на выборках из центра №1 

(НИИ комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний) и центра №2 

(Кузбасская клиническая инфекционная больница) (n = 206) и их кросс-валидации 

на выборке из центра № 3 (Кузбасская областная клиническая больница) (n = 144), 

что подтверждает гетерогенность между выборками из различных центров (рис. 5). 

Среди всех алгоритмов машинного обучения нейронные сети характеризовались 

наиболее высокой чувствительностью и третьей по величине специфичностью, 

обладая существенно большей предиктивной ценностью в сравнении с другими 

алгоритмами (рис. 5, табл. 5). Также следует обратить внимание на тот факт, что 

нейронные сети показали наиболее высокую устойчивость к гетерогенности 

выборок между различными центрами (наименьший разброс между 

чувствительностью и специфичностью, полученными в различных центрах, табл. 

5). 
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Рисунок 5. Чувствительность (сверху) и специфичность (снизу) примененных 

алгоритмов машинного обучения. Черный цвет: среднее значение между тремя 
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центрами, красный цвет: центр №1 (НИИ комплексных проблем сердечно-

сосудистых заболеваний) (n = 100); зеленый цвет: центр №2 (Кузбасская 

клиническая инфекционная больница) (n = 106); синий цвет: центр №3 (Кузбасская 

областная клиническая больница) (n = 144). 

 

Таблица 5. Ранжирование алгоритмов МО в соответствии с их чувствительностью 

и специфичностью. Наименьший ранг обозначает наибольшую чувствительность 

или специфичность. 

Алгоритм МО 

Средня

я 
чувств. 

Средня

я 
специф. 

Разброс 

(чувств.
) 

Разброс 

(специф.
) 

Ранг  

(средня

я 
чувств.) 

Ранг 

(средня

я 
специф.) 

Сумма 

ранго
в 

Деревья 

решений 
0,72 0,74 0,14 0,36 6 4 10 

Случайные леса 0,72 0,74 0,13 0,31 6 4 10 

Сверхслучайные 

деревья 
0,75 0,80 0,19 0,31 3 1 4 

Нейронные сети 0,77 0,75 0,01 0,02 1 3 4 

k-ближайшие 

соседи 
0,73 0,73 0,07 0,15 5 5 10 

XGBoost 0,73 0,77 0,21 0,44 5 2 7 

LightGBM 0,74 0,77 0,26 0,35 4 2 6 

CatBoost 0,76 0,75 0,28 0,43 2 3 5 

Многофакторна

я логистическая 

регрессия 

(референсный 

метод) 

0,74 0,75 0,18 0,34 4 3 7 

 

Далее с целью поиска сочетания наиболее чувствительных и специфичных 

предикторов и разработки эффективного инструмента для прогнозирования 

летального исхода у пациентов с тяжелым течением COVID-19 был проведен 
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скрининг ансамблей нейронных сетей с использованием соответствующего модуля 

программы STATISTICA (Automated Neural Networks, SANN). Мануальный 

скрининг выявил, что наиболее эффективным сочетанием предикторов являются 

кардиологическая коморбидность (ишемическая болезнь сердца, хроническая 

сердечная недостаточность), почечная коморбидность (хроническая болезнь почек 

3–5 стадии), молярная концентрация мочевины в сыворотке крови и уровень С-

реактивного белка. Из отобранных таким образом 15 нейронных сетей с долей 

верно предсказанных исходов > 80% и AUROC > 0,8, четверо продемонстрировали 

AUROC ≥ 0,85 (0,850, 0,853, 0,861 и 0,866), две показали чувствительность > 90% 

и одна показала чувствительность и специфичность > 80% при первичной кросс-

валидации (30% от общей выборки). Дополнительная кросс-валидация этих 

ансамблей нейронных сетей с использованием бутстрэппинга (4 виртуальных 

кросс-валидационных выборки) доказала их высокую предиктивную значимость, 

поскольку нейронная сеть с AUROC = 0,866 при первичной кросс-валидации имела 

AUROC = 0,849 и в среднем около 80% верно предсказанных исходов при 

бутстрэппинге. Другие нейронные сети, разработанные при помощи мануального 

скрининга предикторов, также имели AUROC ≥ 0,8, a 10 из 15 разработанных 

нейросетей показали > 80% верно предсказанных исходов при кросс-валидации 

посредством бутстрэппинга. 

Далее было проведено ранжирование всех предикторов с использованием 

инструмента Predictor Screening программы STATISTICA. Среди всех 

исследованных предикторов наибольший вклад в вероятность летального исхода 

вносили ишемическая болезнь сердца в сочетании с хронической сердечной 

недостаточностью, концентрация С-реактивного белка, концентрация лимфоцитов 

и нейтрофильно-лимфоцитарное соотношение (information value > 0,3 и Cramer’s V 

> 0,25, табл. 6). В то же время лишь 1 из 10 нейронных сетей, разработанных путем 

автоматического скрининга предикторов (#2, AUROC = 0,824) достигла 

наименьшего AUROC нейронных сетей, разработанных путем мануального 

скрининга предикторов (#6, 0,823) при первичной кросс-валидации, и ни одна из 
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них не достигла AUROC > 0,8 или 80% верно предсказанных исходов при кросс-

валидации путем бутстрэппинга. 

 

Таблица 6. Ранжирование предикторов в соответствии с инструментом Predictor 

Screening программы STATISTICA. 

Предиктор Gini 
Information 

value 
Cramer's V 

Ишемическая болезнь 

сердца или хроническая 

сердечная недостаточность 

0,40 0,90 0,45 

Концентрация С-

реактивного белка 
0,41 0,84 0,41 

Концентрация лимфоцитов 0,45 0,39 0,30 

Нейтрофильно-

лимфоцитарное 

соотношение 

0,46 0,36 0,29 

Концентрация D-димера 0,47 0,26 0,25 

Молярная концентрация 

глюкозы крови натощак 
0,47 0,20 0,22 

Концентрация 

нейтрофилов 
0,48 0,18 0,21 

Концентрация 

тромбоцитов 
0,48 0,16 0,18 

Концентрация лейкоцитов 0,48 0,13 0,18 

Молярная концентрация 

мочевины в сыворотке 

крови 

0,49 0,11 0,16 

Артериальная гипертензия 0,49 0,11 0,16 
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Скорость клубочковой 

фильтрации 
0,49 0,11 0,16 

Молярная концентрация 

креатинина в сыворотке 

крови 

0,49 0,10 0,15 

Уровень 

аспартатаминотрансферазы 
0,49 0,08 0,14 

Уровень 

аланинаминотрансферазы 
0,50 0,04 0,10 

Хроническая болезнь 

почек 3–5 стадии 
0,50 0,01 0,05 

Хроническая 

обструктивная болезнь 

легких или астма 

0,50 0,01 0,04 

Сахарный диабет 0,50 0,00 0,04 

 

Сочетание предикторов, отобранных путем мануального и автоматического 

скрининга (ишемическая болезнь сердца и хроническая сердечная 

недостаточность, хроническая болезнь почек 3–5 стадии, молярная  концентрация 

мочевины в сыворотке крови, концентрация C-реактивного белка, концентрация 

лимфоцитов и нейтрофильно-лимфоцитарное соотношение) не привело к 

увеличению чувствительности и специфичности сгенерированных нейронных 

сетей, поскольку ни одна из них не смогла достичь AUROC в 0.85 при первичной 

кросс-валидации.  

Таким образом, нейронные сети оказались наиболее эффективным (в 

особенности наиболее чувствительным) алгоритмом МО для прогнозирования 

летального исхода у спаренных по полу и возрасту пациентов с тяжелым течением 

COVID-19 при их поступлении в отделение реанимации и интенсивной терапии. 

Еще одним преимуществом нейронных сетей была их устойчивость к 

гетерогенности между выборками, набранными в различных центрах. AUROC 
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некоторых нейронных сетей превышал 0,85 при первичной кросс-валидации и 

достигал практически таких же значений на виртуальных выборках, 

сгенерированных на основе валидационной выборки посредством бутстрэппинга. 

Наиболее ценными предикторами летального исхода на момент поступления или 

перевода пациентов с COVID-19 в отделение реанимации и интенсивной терапии 

были кардиологическая коморбидность (ишемическая болезнь сердца и/или 

хроническая сердечная недостаточность), хроническая болезнь почек 3–5 стадии, 

молярная концентрация мочевины и концентрация С-реактивного белка в 

сыворотке крови. Поскольку все обозначенные параметры могут быть измерены и 

проанализированы достаточно быстро, а измерение молярной концентрации 

мочевины и концентрации С-реактивного белка не сопряжено с большими 

финансовыми издержками, данное сочетание предикторов может быть достаточно 

эффективным в медицинской сортировке пациентов с тяжелым течением COVID-

19 при их поступлении или переводе в отделение реанимации и интенсивной 

терапии при применении в составе инструментов искусственного интеллекта (в 

частности, нейронных сетей). 
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3. СОКРАТИТЕЛЬНЫЕ БЕЛКИ СОСУДИСТЫХ ГЛАДКОМЫШЕЧНЫХ 

КЛЕТОК ЯВЛЯЮТСЯ УНИВЕРСАЛЬНЫМИ МАРКЕРАМИ СОСУДОВ 
МИКРОЦИРКУЛЯТОРНОГО РУСЛА 

 

В научно-исследовательской практике детекция кровеносных сосудов, в том 

числе сосудов микроциркуляторного русла и конкретно VV, осуществляется при 

помощи иммуногистохимического или иммунофлюоресцентного окрашивания на 

ряд специфичных маркеров, к которым относят CD31, VE-кадгерин, VEGFR2, 

фактор фон Виллебранда (vWF), CD34 и ряд других. Дискуссии в отношении 

оптимального маркера ЭК не утихают и по сей день, однако, как правило, остаются 

на стадии неформальных обсуждений в рамках научных мероприятий или 

переписки с рецензентами в процессе подготовки к принятию статьи в печать. С 

теоретической стороны критике можно подвергнуть любой из этих маркеров. К 

примеру, CD34 является маркером эндотелиальных прогениторных клеток [106], 

причем данный рецептор также экспрессируется и на других клетках-

предшественниках [107]. Фактор фон Виллебранда действительно обильно 

детектируется в цитозоле ЭК в виде телец Вайбеля-Паладе, однако также является 

и белком субэндотелиального внеклеточного матрикса, что особенно заметно при 

окрашивании тканеинженерных сосудистых протезов малого диаметра [106]; 

кроме того, вследствие его роли в обеспечении гемостаза он также может 

детектироваться в тромбах различной величины безотносительно ЭК [108]. VE-

кадгерин по своей сути является маркером межклеточных контактов и, хотя и 

является специфичным для ЭК, может не окрашивать отдельные ЭК, потерявшие 

контакты с соседними ЭК в случае прерывистости эндотелиального монослоя; 

кроме того, данный маркер зачастую не окрашивает апикальную и базальные 

поверхности ЭК. CD31 (PECAM1) по своей природе экспрессируется не только в 

ЭК, но также и в тромбоцитах (что ясно из названия данной молекулы – platelet 

endothelial cell adhesion molecule) и поэтому может также быть 

высокоэкспрессированным в тромбах. В этом отношении привлекательной 

является высокая специфичность VEGFR2, однако степень экспрессии данного 
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маркера на порядок ниже, чем CD31 или VE-кадгерина, что зачастую делает 

затруднительным высококачественное окрашивание ЭК с его помощью. Данная 

проблема является особенно актуальной при окрашивании биоискусственных 

тканей (к примеру, вышеуказанных тканеинженерных сосудистых протезов) и 

ксеногенных (гетерологических) имплантатов (к примеру, биопротезов клапанов 

сердца или сосудистых заплат для каротидной эндартерэктомии). На практике 

высокая специфичность VEGFR2 не перекрывает его относительно низкой 

чувствительности в сравнении с CD31 и VE-кадгерином, окрашивание на которые 

даже на больших разведениях позволяет гарантировать высококачественную 

иммунодетекцию, несмотря на их указанные в данном абзаце недостатки. По этой 

причине в данной работе в качестве маркеров ЭК были использованы именно CD31 

и VE-кадгерин, позволяющие получить наиболее представительную 

иммунофлюоресцентную картину в нативных тканях (к которым относятся и аорта 

крысы, и БПВ человека). 

Проблемой использования антител к специфичным белкам ЭК (в том числе 

CD31 и VE-кадгерина) в качестве маркеров сосудов микроциркуляторного русла 

является то, что их относительно тонкая стенка часто не обеспечивает достаточного 

запаса упругости для сохранения сосудистой геометрии при подготовке 

гистологических срезов или при вазоспазме, что приводит к их спадаемости и даже 

закрытию просвета сосуда. В этой ситуации (как будет показано на одном из 

рисунков в данной работе) сосуд при окрашивании на маркеры ЭК детектируется 

как скопление клеток, которое не дает объективной информации об изначальной 

геометрии сосуда и, строго говоря, даже не может быть использовано как 

доказательство присутствия сосуда в ткани, что имеет особую значимость для 

безошибочного машинного обучения и последующей автоматизированной 

детекции. 

В сравнении с монослоем ЭК слои сосудистых гладкомышечных клеток 

(СГМК) занимают кратно (в ряде случаев – на порядки) большую площадь сосуда, 

что позволяет обеспечить значительно более сильный иммуногистохимический 

или имммунофлюоресцентный сигнал. Кроме того, поскольку именно СГМК 
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составляют ≥ 80% площади сосудов микроциркуляторного русла, 

иммуноокрашивание на их специфичные белки позволяет осуществить достаточно 

адекватную оценку сосудистой геометрии даже при спадании просвета сосуда, а 

также обеспечить надежность машинного обучения и дальнейшей детекции VV 

при помощи искусственного интеллекта. К маркерам СГМК относятся тяжелые 

цепи миозина гладких мышц (SM-MHC), альфа-актин гладких мышц (α-SMA), 

кальпонин, SM22α и смузелин, из которых наиболее часто выделяют SM-MHC и α-

SMA. Целью данной работы была разработка оптимальных способов детекции 

кровеносных сосудов и оценка подходов к дифференциальному окрашиванию 

артериальных, венозных и капиллярных сосудов микроциркуляторного русла (на 

примере сети VV БПВ человека и аорты крысы). 

Окрашивание гематоксилином и эозином позволило выявить развитую 

микрососудистую сеть в адвентиции венозной стенки, включающую в себя разные 

типы VV: артериолы (рис. 6А), венулы (рис. 6Б) и капилляры (рис. 6В). В отличие 

от окрашивания гематоксилином и эозином (рис. 6А-6В), пентахромное 

окрашивание по Расселлу-Мовату позволило отчетливо визуализировать 

внутреннюю эластическую мембрану, являющуюся характерным признаком 

артериол (рис. 6Г-Е).  

 

Рисунок 6. Адвентиция большой подкожной вены человека, сосуды 

микроциркуляторного русла. А, Г – артериола; Б, Д – венула; В, Е – капилляр. А-В: 
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окрашивание гематоксилином и эозином, ув. х400. Г-Е: пентахромное 

окрашивание по Расселлу-Мовату, ув. x400.  

  

Отличительной чертой внутренней эластической мембраны также была ее 

выраженная аутофлюоресценция в зеленом или синем каналах, позволяющая 

дифференцировать артериолы от других сосудов даже без специфического 

окрашивания флюоресцентно меченным антителом к эластину (рис. 7А-7Г). 

Окрашивание эндотелиальными и гладкомышечными маркерами выявило 

непрерывный монослой ЭК, окруженных несколькими концентрически 

ориентированными слоями СГМК, при этом окрашивание на CD31/PECAM1 

(тромбоцитарно-эндотелиальную молекулу клеточной адгезии) позволяло 

идентифицировать значительно более выраженный, но менее детализированный 

сигнал, чем окрашивание на белок межэндотелиальных контактов VE-кадгерин, 

независимо от видового происхождения первичного антитела (кролик или мышь) 

или флюоресцентной метки (Alexa Fluor 555 или Alexa Fluor 488) (рис. 7А-7М). 

Иными словами, флюоресцентно меченные антитела к CD31 позволяют более ярко 

окрасить эндотелий, а аналогичные антитела к VE-кадгерину – более тонко 

детализировать межклеточные контакты (рис. 7А-7М). Следует отметить, что 

антитела к CD31, как правило, окрашивают как латеральные поверхности, так и 

базальную поверхность ЭК, в то время как антитела к VE-кадгерину окрашивают 

исключительно латеральные поверхности (рис. 7А-7М). Окрашивание СГМК 

флюоресцентно меченными антителами к тяжелым цепям миозина гладких мышц 

(SM-MHC) и альфа-актину гладких мышц (α-SMA) характеризовалось высокой 

интенсивностью вне зависимости от выбранного маркера, видового 

происхождения первичного антитела (кролик или мышь) или флюоресцентной 

метки (Alexa Fluor 555 или Alexa Fluor 488) (рис. 7А-7М). Несмотря на активные 

дискуссии в профильном научном сообществе сосудистых биологов (личное 

общение), полученные в данном исследовании результаты показывают, что любой 

из этих двух классических маркеров окрашивает как непосредственно СГМК, так 

и внеклеточный матрикс мышечной оболочки сосудов (медии) (рис. 7А-7М). 
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Следует отметить, что антителами к ЭК и СГМК окрашивались как 

артериолы (рис. 7А-7Г) и венулы (рис. 7Д-7З), так и капилляры (рис. 7И-7М), 

однако при этом окрашивание на маркеры СГМК независимо от выбранного 

маркера (SM-MHC или α-SMA), видового происхождения первичного антитела 

(кролик или мышь) или флюоресцентной метки (Alexa Fluor 555 или Alexa Fluor 

488) в силу больших размеров СГМК и многослойности их расположения 

позволяло получить кратно более высокое соотношение сигнал/шум в сравнении с 

окрашиванием антителами к ЭК, ясно сигнализируя о наличии кровеносного 

сосуда внутри определенной области (рис. 7А-7М).  

 

Рисунок 7. Сравнение эндотелиальных и гладкомышечных маркеров при 

окрашивании различных видов сосудов микроциркуляторного русла (vasa vasorum) 

большой подкожной вены человека. А – артериола, окрашивание антителами к 

CD31 и SM-MHC; Б – артериола, окрашивание антителами к SM-MHC и CD31; В – 
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артериола, окрашивание антителами к VE-кадгерину и α-SMA; Г – артериола, 

окрашивание антителами к α-SMA и VE-кадгерину; Д – венула, окрашивание 

антителами к CD31 и SM-MHC; Е – венула, окрашивание антителами к SM-MHC и 

CD31; Ж – венула, окрашивание антителами к VE-кадгерину и α-SMA; З – венула, 

окрашивание антителами к α-SMA и VE-кадгерину; И – капилляр, окрашивание 

антителами к CD31 и SM-MHC; К – капилляр, окрашивание антителами к SM-MHC 

и CD31; Л – капилляр, окрашивание антителами к VE-кадгерину и α-SMA; М – 

капилляр, окрашивание антителами к α-SMA и VE-кадгерину. 

Иммунофлюоресцентное окрашивание, конфокальная микроскопия, ув. x400. 

 

Кроме того, окрашивание антителами к СГМК позволяло значительно более 

отчетливо визуализировать геометрию капилляров в сравнении с классическим 

окрашиванием антителами к ЭК, поскольку именно капиллярный эндотелий 

наиболее часто спадается при подготовке гистологических срезов, закрывая 

просвет сосуда и не позволяя провести полуколичественный анализ его площади, а 

также толщины сосудистой стенки (рис. 8А-8З). Таким образом, окрашивание 

антителами к СГМК может быть предложено в качестве альтернативного и более 

эффективного способа детекции сосудов микроциркуляторного русла в сравнении 

с окрашиванием антителами к ЭК независимо от экспериментальных условий. 

Наиболее правильным с позиции теоретического обоснования маркером при этом 

является SM-MHC, поскольку он отражает исключительно функциональную 

специализацию клеток, не являясь при этом также и белком внеклеточного 

матрикса (в отличие от α-SMA). Тем не менее, как показало в том числе и 

описываемое исследование, на практике паттерн окрашивания СГМК не зависит от 

выбранного маркера. Поэтому, с позиции авторов, при окрашивании кровеносных 

сосудов допустимо использование в качестве их маркера как SM-MHC, так и α-

SMA и, вероятно, также и других маркеров СГМК. 
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Рисунок 8. Эффективность окрашивания спавшихся капилляров (без сосудистого 

просвета) и неспавшихся капилляров (с сохраненным сосудистым просветом). А – 

спавшийся капилляр без сосудистого просвета, окрашивание антителами к CD31 и 

SM-MHC; Б – спавшийся капилляр без сосудистого просвета, окрашивание 

антителами к SM-MHC и CD31; В – спавшийся капилляр без сосудистого просвета, 

окрашивание антителами к VE-кадгерину и α-SMA; Г – спавшийся капилляр без 

сосудистого просвета, окрашивание антителами к α-SMA и VE-кадгерину; Д – 

неспавшийся капилляр с сосудистым просветом, окрашивание антителами к CD31 

и SM-MHC; Е – неспавшийся капилляр с сосудистым просветом, окрашивание 

антителами к SM-MHC и CD31; Ж – неспавшийся капилляр с сосудистым 

просветом, окрашивание антителами к VE-кадгерину и α-SMA; З – неспавшийся 

капилляр с сосудистым просветом, окрашивание антителами к α-SMA и VE-

кадгерину. Иммунофлюоресцентное окрашивание, конфокальная микроскопия, ув. 

x400. 

 

Следующим этапом исследования стала попытка идентификации 

специфичных маркеров венозного и капиллярного эндотелия (дифференцировку 

данных сосудов от артериол целесообразно осуществлять по характерной 

исключительно для сосудов артериального русла эластической мембране). 

Предварительный анализ адвентиции и околососудистой жировой ткани аорт крыс 

Wistar продемонстрировал высокую специфичность механочувствительного 
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транскрипционного фактора KLF2 и транскрипционного фактора венозно-

лимфатической дифференцировки PROX1 как маркеров венозного эндотелия (рис. 

9А-9Е) и транскрипционного фактора артериальной дифференцировки HEY1 как 

маркера клеток стенки капилляров (рис. 9Ж-9И), в то время как транскрипционный 

фактор артериальной дифференцировки ERG детектировался во всех видах ЭК 

(рис. 9К-9М), механочувствительный транскрипционный фактор KLF4 – во всех 

видах СГМК и перицитах (рис. 9Н-9П), а транскрипционный фактор артериальной 

дифференцировки HES1 – во всех видах сосудистых клеток (рис. 9Р-9Т).  

 

Рисунок 9. Аорта крысы, сосуды микроциркуляторного русла. А – артериола, 

окрашивание антителами к KLF2; Б – венула, окрашивание антителами к KLF2; В 

– капилляр, окрашивание антителами к KLF2; Г – артериола, окрашивание 

антителами к KLF2 и PROX1; Д – венула, окрашивание антителами к KLF2 и 

PROX1; Е – капилляр, окрашивание антителами к KLF2 и PROX1; Ж – артериола, 
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окрашивание антителами к KLF2 и HEY1; З – венула, окрашивание антителами к 

KLF2 и HEY1; И – капилляр, окрашивание антителами к KLF2 и HEY1; К – 

артериола, окрашивание антителами к KLF2 и ERG; Л – венула, окрашивание 

антителами к KLF2 и ERG; М – капилляр, окрашивание антителами к KLF2 и ERG; 

Н – артериола, окрашивание антителами к KLF2 и KLF4; О – венула, окрашивание 

антителами к KLF2 и KLF4; П – капилляр, окрашивание антителами к KLF2 и 

KLF4; Р – артериола, окрашивание антителами к HES1; С – венула, окрашивание 

антителами к HES1; Т – капилляр, окрашивание антителами к HES1. 

Иммунофлюоресцентное окрашивание, конфокальная микроскопия, ув. x400. 

 

Тем не менее, при окрашивании тканей БПВ человека механочувствительный 

транскрипционный фактор KLF2 идентифицировался в сосудистой стенке 

артериол и капилляров и не был специфичен для эндотелия (рис. 10А-10Б), 

экспрессия транскрипционного фактора HEY1 в стенке капилляров была в лучшем 

случае умеренной (рис. 10В), а транскрипционный фактор венозно-лимфатической 

дифференцировки PROX1 не был детектирован ни в одном из видов кровеносных 

сосудов (рис. 10Г-10Е). Другие маркеры венозно-лимфатической 

дифференцировки LYVE1 (рис. 10Ж-10И), VEGFR3 (10К-10М) и NRP2 (10Н-10П) 

не были специфичны для эндотелия и с разной степенью выраженности 

детектировались во всех видах кровеносных сосудов, при этом экспрессия LYVE1 

была значительно выше (рис. 10Ж-10М). Аналогичное утверждение было 

справедливо и для механочувствительного транскрипционного фактора KLF4 (рис. 

10Р-10Т), в то время как транскрипционный фактор артериальной 

дифференцировки HES1 практически не экспрессировался в сосудистой стенке VV 

БПВ (рис. 10У-10Х). Как и в аортах крыс, транскрипционный фактор артериальной 

дифференцировки ERG был специфичен для ЭК и выраженно экспрессировался в 

них независимо от их дифферона (рис. 10Ц-10Ш), что позволяет рассматривать его 

как возможный пан-эндотелиальный маркер в дополнение к CD31 и VE-кадгерину. 

Единственным специфичным маркером, позволяющим при 

иммунофлюоресцентном окрашивании более или менее дифференцировать венулы 
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от артериол и капилляров, был транскрипционный фактор венозной 

дифференцировки NR2F2, который был детектирован внутри стенки некоторых 

венул (однако не экспрессируясь в венозных ЭК) и не был экспрессирован в какой-

либо из клеточных популяций стенки артериол или капилляров, однако его 

экспрессия в венозной стенке также существенно различалась между венулами 

(рис. 10У-10Ш). 

 

Рисунок 10. Большая подкожная вена человека, сосуды микроциркуляторного 

русла. А – артериола, окрашивание антителами к KLF2; Б – венула, окрашивание 

антителами к KLF2; В – капилляр, окрашивание антителами к KLF2 и HEY1; Г – 

артериола, окрашивание антителами к PROX1; Д – венула, окрашивание 
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антителами к PROX1; Е – капилляр, окрашивание антителами к PROX1; Ж – 

артериола, окрашивание антителами к CD31 и LYVE1; З – венула, окрашивание 

антителами к CD31 и LYVE1; И – капилляр, окрашивание антителами к CD31 и 

LYVE1; К – артериола, окрашивание антителами к CD31 и VEGFR3; Л – венула, 

окрашивание антителами к CD31 и VEGFR3; М – капилляр, окрашивание 

антителами к CD31 и VEGFR3; Н – артериола, окрашивание антителами к CD31 и 

NRP2; О 0 – венула, окрашивание антителами к CD31 и NRP2; П – капилляр, 

окрашивание антителами к CD31 и NRP2; Р – артериола, окрашивание антителами 

к KLF4; С – венула, окрашивание антителами к KLF4; Т – капилляр, окрашивание 

антителами к KLF4. У – артериола, окрашивание антителами к NR2F2 и HES1; Ф – 

венула, окрашивание антителами к NR2F2 и HES1; Х – капилляр, окрашивание 

антителами к NR2F2 и HES1; Ц – артериола, окрашивание антителами к NR2F2 и 

ERG; Ч – венула, окрашивание антителами к NR2F2 и ERG; Ш – капилляр, 

окрашивание антителами к NR2F2 и ERG. Иммунофлюоресцентное окрашивание, 

конфокальная микроскопия, ув. x400. 

 

Иммуногистохимическое окрашивание стенки БПВ, однако, не выявило 

специфичности NR2F2 для венул, поскольку данный транскрипционный фактор 

также экспрессировался во всей венозной стенке при малом разведении 

соответствующего антитела (1:100, рис. 11А), хотя при больших разведениях – 

1:200 (рис. 11Б) и особенно 1:500 (рис. 11В) процент положительно окрашенных 

венозных клеток снижался. Тем не менее, даже при окрашивании 1:500 

наблюдалось положительное окрашивание на NR2F2 клеток всех сосудов 

микроциркуляторного русла (рис. 11Г). 
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Рисунок 11. Иммуногистохимическое окрашивание большой подкожной вены 

человека на транскрипционный фактор NR2F2. A – стенка большой подкожной 

вены, разведение 1:100, ув. х200, Б – стенка большой подкожной вены, разведение 

1:200, ув. х200, В – стенка большой подкожной вены, разведение 1:500, ув. х200, Г 

– vasa vasorum в адвентиции большой подкожной вены, разведение 1:500, ув. х400. 

 

Таким образом, справедливо говорить о неспецифичности описанных в 

литературе маркеров артериальной, венозной, капиллярной и лимфатической 

дифференцировки. Часть из них (KLF2, KLF4, LYVE1, VEGFR3, NRP2, NR2F2 и 

ERG) детектировалась во всех сосудах микроциркуляторного русла (VV) БПВ 

(KLF2 и NR2F2 – во всей сосудистой стенке, ERG – в ЭК, KLF4, LYVE1, VEGFR3 

и NRP2 – в СГМК), еще часть (PROX1, HEY1, HES1) не детектировались вообще 

либо были экспрессированы чрезвычайно слабо (при этом антитела к данным 

транскрипционным факторам позволяли детектировать соответствующий и 

специфичный сигнал в тканях крыс, что свидетельствует о технической валидности 

эксперимента). Кроме того, транскрипционные факторы артериальной 

дифференцировки HES1 и ERG также не продемонстрировали приверженности к 

какому-либо эндотелиальному дифферону даже в тканях аорт крыс: первый из них 

был экспрессирован во всех сосудистых клеточных популяциях, второй – во всех 

видах эндотелиальных клеток. 
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Проведенное исследование показало, что оба выбранных маркера (SM-MHC 

и α-SMA) характеризуются близким паттерном окрашивания и являются 

высокоспецифичными для СГМК. Сравнительное иммуноокрашивание на маркеры 

ЭК и СГМК в контексте детекции сосудов микроциркуляторного русла в 

соответствии с выдвинутой гипотезой действительно продемонстрировало 

возможность объективной оценки сосудистой геометрии при окрашивании на SM-

MHC или α-SMA вне зависимости от среза, выбранного антитела или типа сосуда 

(артериола, венула или капилляр), что в сочетании с высокой интенсивностью 

флюоресцентного сигнала позволяет обосновать использование маркеров СГМК 

для иммунодетекции VV. Стоит отметить тот факт, что перициты стенки 

капилляров также окрашивались на SM-MHC или α-SMA по аналогии с СГМК 

артериол и венул, что делает данные маркеры универсальными для всех видов 

сосудов микроциркуляторного русла. 

Несмотря на использование достаточно широкой палитры молекулярных 

маркеров (механочувствительные транскрипционные факторы KLF2 и KLF4, 

транскрипционные факторы артериальной дифференцировки HES1, HEY1 и ERG, 

транскрипционный фактор венозно-лимфатической дифференцировки PROX1, 

маркеры венозно-лимфатической дифференцировки LYVE1, VEGFR3 и NRP2, 

транскрипционный фактор венозной дифференцировки NR2F2) и определенные 

успехи при анализе их специфичности в адвентиции и околососудистой жировой 

ткани аорт крыс (в частности, специфичность механочувствительного 

транскрипционного фактора KLF2 и транскрипционного фактора венозно-

лимфатической дифференцировки PROX1 для венул, а также определенная 

специфичность транскрипционного фактора артериальной дифференцировки 

HEY1 для капилляров), анализ адвентиции БПВ человека не выявил 

специфичности какого-либо из вышеуказанных маркеров для артериол, венул или 

капилляров. При этом транскрипционные факторы PROX1, HEY1 и HES1 

экспрессировались в VV БПВ чрезвычайно слабо или не экспрессировались 

вообще, а транскрипционные факторы KLF2, KLF4 и NR2F2 и белки LYVE1, 

VEGFR3 и NRP2 экспрессировались в сосудистой стенке вне зависимости от типа 
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сосуда. Интересным и не сочетающимся с классическими представлениями 

является тот факт, что экспрессия KLF4, LYVE1, VEGFR3 и NRP2 была ограничена 

СГМК – как правило, LYVE1 и VEGFR3 рассматривают как маркеры 

лимфатического эндотелия [109, 110], а NRP2 – как маркер венозного эндотелия 

[111]. Кроме того, также стоит отметить высокую специфичность 

транскрипционного фактора артериальной дифференцировки ERG для ЭК и его 

экспрессию независимо от их дифферона (то есть в артериолах, венулах и 

капиллярах), при этом такой паттерн наблюдался в адвентиции как аорт крыс, так 

и БПВ человека. Это позволяет предложить транскрипционный фактор ERG в 

качестве дополнительного маркера эндотелиальной дифференцировки в 

дополнение к CD31 и VE-кадгерину. 

Таким образом, на текущем уровне научно-технического развития 

единственным надежным и ясно детектируемым маркером, позволяющим 

отличить артериолы от венул и капилляров в тканях взрослого человека (по 

крайней мере, в его кровеносных сосудах и прилежащей к ним жировой ткани), 

являются эластические мембраны, которые в силу высокой плотности эластина 

обладают выраженной аутофлюоресценцией в зеленом или синем канале и могут 

быть специфично окрашены сочетанием хлорида железа и раствора Люголя в 

сочетании с гематоксилином при пентахромном окрашивании по Расселлу-Мовату 

(а также, при желании – антителами к эластину). Что касается венул и капилляров, 

то, вероятно, их различение возможно исключительно на уровне сосудистой 

геометрии (диаметр просвета сосуда, толщина и форма сосудистой стенки), а 

также, с некоторой долей вероятности – на уровне ультраструктурных 

особенностей СГМК венул и капиллярных перицитов. Оба способа не лишены 

недостатков, поскольку дифференцирование венул и капилляров исключительно 

на основании геометрии может приводить к недостаточной специфичности для 

эффективного машинного обучения, а анализ ультраструктуры требует получения 

электронно-микроскопических изображений, что резко ограничивает широту 

применения данного метода. К сожалению, ответ на вопрос о специфичности 
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отдельных белков-маркеров артериальной, венозной и капиллярной 

дифференцировки в тканях взрослого человека остается туманным. 

Наибольшую актуальность проведенное исследование, вероятно, имеет с 

точки зрения анализа возможной эффективности обучения инструментов 

искусственного интеллекта (нейронных сетей) для определения и 

дифференцировки сосудов микроциркуляторного русла. С этой целью для 

автоматизированной детекции таких сосудов (к примеру, VV) рекомендуется 

применять пентахромное окрашивание по Расселлу-Мовату, поскольку оно 

позволяет дифференцировать артериолы от венул и капилляров, различение 

которых далее, видимо, придется проводить на основе характерных паттернов их 

геометрии. Поскольку данный вид окрашивания является достаточно редким и, как 

правило, применяется лишь в профильных лабораториях, дальнейшее обучение 

нейронных сетей для анализа состояния микроциркуляторного русла 

представляется целесообразным на основе окрашивания гематоксилином и 

эозином с обязательным сопоставлением паттерна такого окрашивания с таковым 

при пентахромном окрашивании по Расселлу-Мовату. Идеальным вариантом 

такого анализа видится двойное виртуальное окрашивание криосрезов – 

гематоксилином и эозином и пентахромное по Расселлу-Мовату – при помощи 

нейронной сети, заранее обученной на определенной выборке. 
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4. АНАЛИЗ СПОНТАННОГО ЭНДОТЕЛИАЛЬНО-МЕЗЕНХИМАЛЬНОГО 

ПЕРЕХОДА В КУЛЬТУРЕ ПЕРВИЧНЫХ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК 
ПУПОЧНОЙ ВЕНЫ ЧЕЛОВЕКА 

 

Всего было проведено две серии экспериментов: с первичными ЭК пупочной 

вены человека (HUVEC) эндотелиального и мезенхимального морфотипа. HUVEC 

эндотелиального морфотипа имели характерную для ЭК вытянутую, 

продолговатую форму (так называемая картина «булыжной мостовой») и 

относительно небольшую размерность (рис. 12А), сохраняя данные признаки на 

протяжении пассажирования и не обладая существенными отличиями в этом 

отношении от артериальных ЭК (рис. 12Б). При анализе HUVEC мезенхимального 

морфотипа при фазово-микроскопическом контроле была обнаружена спонтанная 

смена вышеуказанного эндотелиального морфотипа на мезенхимальный, 

характеризующаяся выраженным удлинением формы до веретеновидной (рис. 

12В), при этом одновременно культивируемые артериальные ЭК сохраняли 

вышеописанный эндотелиальный морфотип (рис. 12Г). 

 
Рисунок 12. Фазово-контрастная микроскопия HUVEC и HCAEC в различных 

сериях экспериментов. A. HUVEC эндотелиального фенотипа. Б. HCAEC 
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эндотелиального фенотипа (культура №1). В. HUVEC мезенхимального фенотипа. 

Г. HCAEC эндотелиального фенотипа (культура №2). 

 

Было решено провести комплексный анализ данного феномена, используя 

методы полуколичественной оценки генной и белковой экспрессии, а также 

иммунофенотипирование с конфокальной микроскопией. Измерение генной 

экспрессии методом ОТ-кПЦР (табл. 7) показало, что HUVEC из первой серии 

экспериментов (с эндотелиальным морфотипом) имели классический профиль 

экспрессии генов эндотелиальных маркеров (PECAM1, CDH5, VWF, ERG) и 

общесосудистых маркеров (HES1, HEY1, NRP1), сопоставимый с первичными ЭК 

коронарной и внутренней грудной артерии. Следует отметить распространенное в 

литературе мнение о том, что ассоциированные с сигнальным путем Notch 

транскрипционные факторы HES1 и HEY1 считаются специфичными маркерами 

артериальной дифференцировки, что не является верным для ЭК человека во 

взрослом возрасте. Кроме того, экспрессия генов транскрипционных факторов 

(NR2F2, PROX1) и маркеров (LYVE1, FLT4) венозно-лимфатической 

дифференцировки также существенно не отличалась между различными линиями 

ЭК (при этом высокие значения экспрессии демонстрировал лишь ген ключевого 

транскрипционного фактора венозной дифференцировки NR2F2). Функциональное 

состояние венозных ЭК не демонстрировало существенных отличий от 

артериальных, хотя венозные ЭК и характеризовались сниженной экспрессией 

нескольких провоспалительных генов (VCAM1, SELP, CXCL8, CXCL1), не имея при 

этом однозначно гиперэкспрессированных генов провоспалительных молекул. 

Экспрессия транскрипционных факторов ЭндоМТ, маркеров клеток 

мезенхимального ряда, маркеров сосудистой гладкомышечной дифференцировки 

и компонентов внеклеточного матрикса в венозных ЭК находилась на чрезвычайно 

низком уровне (за исключением гена виментина и, возможно, гена 

транскрипционного фактора ZEB1) и также значимо не отличалась от 

артериальных ЭК. Полученные результаты свидетельствовали в пользу 

классического эндотелиального фенотипа HUVEC и их незначительных 
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функциональных отличий от первичных артериальных ЭК, без какого-либо 

специфичного маркера. 

Оценка генной экспрессии HUVEC из второй серии экспериментов (с 

мезенхимальным морфотипом) показала существенное отличие профиля их 

транскриптов как от параллельно культивируемых HCAEC и HITAEC, так и от 

HUVEC из первой серии экспериментов (с эндотелиальным морфотипом). В 

частности, HUVEC с мезенхимальным морфотипом характеризовались 

практически полной потерей экспрессии генов маркеров эндотелиального 

фенотипа PECAM1, CDH5 и VWF, а также гена эндотелиального 

транскрипционного фактора ERG на фоне многократного повышения экспрессии 

генов транскрипционных факторов ЭндоМТ SNAI2 и TWIST1 в сравнении с 

артериальными ЭК и с HUVEC эндотелиального морфотипа. В соответствии с этим 

в HUVEC мезенхимального морфотипа также наблюдалось выраженное 

повышение экспрессии генов мезенхимальных маркеров FAP и S100A4, а также 

гена сосудистого гладкомышечного маркера ACTA2 (кодирующего альфа-актин 

гладких мышц). Помимо этого, в данных клетках также наблюдалось повышение 

экспрессии гена VIM, кодирующего цитоскелетный белок клеток мезенхимального 

ряда виментин, однако стоит отметить достаточно высокую базовую экспрессию 

этого гена в ЭК и обоснованные сомнения в отношении его специфичности как 

специфичного мезенхимального маркера. Следует отметить отсутствие повышения 

экспрессии в HUVEC мезенхимального морфотипа гена CDH2, кодирующего N-

кадгерин, который зачастую упоминается в литературе как специфичный 

мезенхимальный белок и маркер ЭндоМТ, а также отсутствие повышения 

экспрессии генов иных маркеров сосудистого гладкомышечного фенотипа – SMTN 

и MYH11. Функциональная значимость ЭндоМТ в HUVEC была подтверждена 

повышением экспрессии генов COL1A1 и COL1A2, кодирующих различные 

субъединицы основного белка внеклеточного матрикса коллагена I типа, при этом 

экспрессии генов COL4A1 и COL4A2, кодирующих субъединицы основного белка 

базальной мембраны коллагена IV типа, не наблюдалось. 
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По аналогии с первой серией экспериментов, экспрессия генов 

транскрипционных факторов и маркеров венозно-лимфатической 

дифференцировки также не различалась между различными линиями ЭК (а 

относительно высоким уровнем экспрессии все так же характеризовался лишь ген 

транскрипционного фактора венозной дифференцировки NR2F2). В то же время 

было обнаружено существенное снижение активности транскрипции генов 

общесосудистой дифференцировки HES1 и HEY1 (при этом транскрипция гена 

рецепторного убиквитарного белка сосудистых клеток NRP1 не снижалась). Не 

было выявлено существенных различий касательно экспрессии гена 

эндотелиальной NO-синтазы (NOS3) и генов, ответственных за провоспалительную 

активацию эндотелия, хотя в отношении экспрессии последних в HUVEC 

мезенхимального морфотипа наблюдался некоторый сдвиг, характеризовавшийся 

резким снижением экспрессии гена моноцитарного хемоаттрактантного белка 

CCL2 и выраженным повышением экспрессии гена фактора ингибирования 

миграции макрофагов MIF. Кроме того, в HUVEC мезенхимального морфотипа 

наблюдалось многократное повышение экспрессии гена тканевого активатора 

плазминогена PLAT (эндотелиальное звено гемостаза) и генов атеропротективных 

транскрипционных факторов эндотелиальной механотрансдукции KLF4 и NFE2L2 

как в сравнении с артериальными ЭК, так и по сравнению с первой серией 

экспериментов. 
 

Таблица 7. Измерение генной экспрессии в первичных эндотелиальных клетках 

пупочной вены человека (HUVEC) в различном функциональном состоянии по 

сравнению с положительным контролем (первичные эндотелиальные клетки 

коронарной артерии человека (HCAEC) и внутренней грудной артерии человека 

(HITAEC)) методом ОТ-кПЦР. Значения ΔСt (после нормализации на экспрессию 

генов «домашнего хозяйства» ACTB, GAPDH, B2M). 

Класс молекул / 

Molecules 
Ген / 

Gene 

HCAEC HITAEC 
HUVEC 

(Эндо) 
(Endo) 

HCAEC HITAEC 
HUVEC 

(ЭндоМТ) 
(EndoMT) 

HUVEC эндотелиального 
морфотипа 

HUVEC в состоянии эндотелиально-

мезенхимального перехода 

PECAM1 0,1220 0,1965 0,1292 1,2842 0,7204 0,0053 
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Маркеры и 
транскрипционные 

факторы 
эндотелиальной 

дифференцировки 

CDH5 0,4247 0,5115 0,3053 0,5351 0,6237 0,0020 

VWF 0,1397 0,4895 0,1756 0,1884 0,6831 0,0035 

ERG 0,3770 0,1966 0,2447 0,1811 0,3351 0,002 

Маркеры и 
транскрипционные 

факторы 
общесосудистой 

дифференцировки 

 

HES1 0,0301 0,0295 0,0243 0,0112 0,0171 0,0005 

HEY1 0,0021 0,0050 0,0016 0,0005 0,0356 - 

HEY2 0,0053 0,0003 0,0001 0,0014 - - 

NRP1 0,4580 0,4196 0,3691 0,3390 0,0848 0,6487 

Маркеры и 
транскрипционные 
факторы венозно-

лимфатической 
дифференцировки 

 

NR2F2 0,2462 0,1627 0,2752 0,0617 0,0328 0,0654 

PROX1 0,0007 0,0130 0,0036 0,0002 0,0031 0,0004 

LYVE1 0,0016 0,0231 0,0166 0,0005 0,0527 0,0004 

FLT4 0,0025 0,0304 0,0099 0,0015 0,0342 0,0204 

NRP2 0,0036 0,0086 0,0036 0,0014 0,0099 0,0085 

Синтез монооксида 
азота (NO) 

NOS3 0,0066 0,0020 0,0015 0,0003 0,0082 0,0009 

Рецепторы адгезии 
лейкоцитов к 

эндотелию 

VCAM1 0,0015 0,0098 0,0002 0,0007 0,0004 0,0003 

ICAM1 0,0050 0,0407 0,0115 0,0117 0,4316 0,0106 

SELE 0,0011 0,0481 0,0038 0,0017 0,1006 0,0002 

SELP 0,0025 0,0044 0,0001 0,0047 0,0003 0,0002 

Эндотелиальные 
провоспалительные 

цитокины 

IL6 0,0029 0,0007 0,0031 0,0033 0,0016 0,0011 

CXCL8 0,0701 0,0557 0,0219 0,0499 0,3480 0,0541 

CCL2 0,0279 0,2563 0,1098 0,1543 2,8119 0,0031 

CXCL1 0,0763 0,0651 0,0292 0,0925 0,1213 0,1106 

MIF 0,2152 0,0812 0,2155 0,0980 0,1547 1,1136 

Эндотелиальное 
звено гемостаза 

SERPINE1 3,6637 2,1609 3,6921 1,5035 4,4012 4,1249 

PLAU 0,0028 0,0010 0,0015 0,0047 0,0040 0,0005 

PLAT 0,0120 0,0032 0,0041 0,0018 0,0025 0,1317 

Транскрипционные 
факторы 

эндотелиальной 
механотрансдукции 

KLF2 0,0018 0,0004 0,0032 0,0007 0,0012 0,0011 

KLF4 0,0010 0,0005 0,0008 0,0014 0,0005 0,0167 

NFE2L2 0,0866 0,0523 0,0860 0,0188 0,0193 0,1436 

Транскрипционные 
факторы 

эндотелиально-

мезенхимального 
перехода 

SNAI1 0,0071 0,0121 0,0110 0,0190 0,0203 0,0055 

SNAI2 0,0002 0,0001 0,0022 0,0225 0,0013 0,5898 

TWIST1 0,0004 0,00001 0,0001 0,0001 0,0002 0,0883 

ZEB1 0,0350 0,0343 0,0503 0,0224 0,0213 0,0420 

Маркеры клеток 

мезенхимального 

ряда 

CDH2 0,0108 0,0028 0,0289 0,0721 0,0010 0,0151 

VIM 11,3684 2,9464 2,4013 2,8573 5,3552 15,1165 

FAP 0,00018 0,000019 0,000022 0,0008 - 0,0260 
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S100A4 0,0005 0,00054 0,0006 0,00067 0,0027 0,0671 

Маркеры 

гладкомышечной 

дифференцировки 

ACTA2 0,0078 0,0016 0,0030 0,0028 0,0020 0,1090 

SMTN 0,0035 0,0016 0,0015 0,00088 0,0032 0,0080 

MYH11 0,00025 0,00013 0,000033 - - 0,000012 

Компоненты 
внеклеточного 

матрикса 

COL1A1 0,0008 0,000041 0,00152 0,0001 0,0001 0,9703 

COL1A2 0,0018 0,00034 0,00228 0,000082 0,0024 2,6371 

Компоненты 

базальной 

мембраны 

COL4A1 0,1201 0,1460 0,0188 0,0243 0,3731 0,1190 

COL4A2 0,0007 0,0072 0,0008 0,0001 0,0130 - 

 

Результаты скрининга генной экспрессии (табл. 7) подтвердились при 

анализе экспрессии соответствующих белков методом иммуноблоттинга (рис. 13). 

В частности, в лизате HUVEC мезенхимального морфотипа не наблюдалось 

экспрессии эндотелиальных маркеров CD31/PECAM1 и VE-кадгерина, а также 

транскрипционного фактора эндотелиальной дифференцировки ERG. Вместе с тем 

в данных клетках наблюдалась сохранная экспрессия убиквитарного сосудистого 

транскрипционного фактора HES1 и убиквитарного сосудистого белка NRP1, 

являющегося ко-рецептором к фактору роста сосудистого эндотелия (VEGF). В 

соответствии с результатами анализа генной экспрессии, экспрессия рецептора ЭК 

для лейкоцитов ICAM1 была значительно выше в HITAEC, что в совокупности с 

равной загрузкой (отсутствие различий в экспрессии убиквитарного ядерного 

белка YY1) подтверждает техническую валидность полученных результатов. 

 
Рисунок 13. Определение экспрессии эндотелиальных маркеров (CD31 и VE-

кадгерин), транскрипционного фактора эндотелиальной дифференцировки ERG, 

транскрипционного фактора (HES1) и убиквитарного рецепторного белка (NRP1) 
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общесосудистой дифференцировки, рецепторов адгезии эндотелиальных клеток 

для лейкоцитов (VCAM1 и ICAM1) и ядерного белка «домашнего хозяйства» (YY1, 

контроль загрузки). Иммуноблоттинг. 

 

С целью наглядной визуализации различий между артериальными 

эндотелиальными клетками (среди культур которых не было отмечено случаев 

ЭндоМТ за несколько лет активной работы), HUVEC эндотелиального фенотипа и 

HUVEC мезенхимального морфотипа было проведено иммунофлюоресцентное 

окрашивание на ряд специфичных маркеров и транскрипционных факторов 

эндотелиального фенотипа, мезенхимального фенотипа и ЭндоМТ. Сочетанное 

окрашивание на эндотелиальный маркер CD31/PECAM1 и маркер сосудистых 

гладкомышечных клеток (также относящихся к клеткам мезенхимального ряда) 

альфа-актин гладких мышц (α-SMA) выявило потерю экспрессии CD31/PECAM1 в 

HUVEC мезенхимального морфотипа, однако экспрессии α-SMA также не 

отмечалось (рис. 14А). Последующие окрашивания на эндотелиальный белок 

межклеточных контактов VE-кадгерин (кодируемый геном CDH5) и 

транскрипционный фактор эндотелиальной дифференцировки ERG в сочетании со 

специфичными маркерами сосудистой гладкомышечной дифференцировки 

тяжелой цепью миозина гладких мышц (SM-MHC) и смузелина (smoothelin) не 

обнаружили данных молекул в HUVEC мезенхимального морфотипа (рис. 14Б и 

14В), что подтверждает окончательную потерю ими эндотелиального фенотипа, 

при этом не свидетельствуя в пользу сосудистой гладкомышечной 

дифференцировки. Положительное окрашивание на коллаген I типа 

продемонстрировало мезенхимальный фенотип спонтанно трансформированных 

HUVEC и приобретение ими способности к синтезу компонентов внеклеточного 

матрикса (рис. 14Г). Окрашивание вторичными антителами в отсутствие каких-

либо первичных антител подтвердило высокую специфичность 

иммунофлюоресцентного сигнала (рис. 14Д).  



 69 

 

Рисунок 14. Иммунофлюоресцентное окрашивание HCAEC и HUVEC на маркеры 

эндотелиального и мезенхимального фенотипов: А. CD31 и альфа-актин гладких 

мышц (α-SMA). Б. VE-кадгерин и тяжелые цепи миозина гладких мышц (SM-

MHC). В. Транскрипционный фактор ERG и смузелин (smoothelin). Г. Фактор фон 

Виллебранда (vWF) и основной компонент межклеточного матрикса коллаген I 

типа (COL1). Д. Отрицательный контроль.  

 

Таким образом, результаты анализа белковой экспрессии различными 

методами подтвердили результаты анализа генной экспрессии, в совокупности 

свидетельствуя о: 1) потере эндотелиального фенотипа на уровне как 

транскрипционных факторов, так и рецепторных маркеров; 2) приобретении 

основного функционального признака мезенхимального фенотипа – высокой 

активности синтеза компонентов внеклеточного матрикса. Вероятнее всего, 

трансдифференцировка HUVEC в процессе ЭндоМТ постепенно шла в 

направлении миофибробластного фенотипа (что подтверждается отсутствием 

экспрессии генов двух специфичных сократительных маркеров – SM-MHC и 

смузелина в сочетании с одновременной высокой экспрессией генов, кодирующих 

α-SMA и фибробласт-специфичный белок (S100A4), а также активным синтезом 
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коллагена I типа). В дополнение к этому, сохранность экспрессии убиквитарных 

сосудистых маркеров HES1 и NRP1 также позволяет говорить о схожести 

подвергшихся ЭндоМТ HUVEC с миофибробластами или сосудистыми 

гладкомышечными клетками синтетического фенотипа внутри неоинтимы. 

Результаты анализа генной экспрессии позволили прийти к нескольким 

интересным с практической точки зрения выводам. Первым из них стало явное 

очерчивание набора эндотелиальных маркеров (CD31/PECAM1, CDH5, VWF, 

ERG), включающих в себя два рецептора (CD31/PECAM1 и VE-кадгерин/CDH5), 

запасаемый в тельцах Вайбеля-Паладе цитозольный белок (фактор фон 

Виллебранда, VWF) и транскрипционный фактор эндотелиальной 

дифференцировки (ERG). При этом стоит подчеркнуть принципиальную важность 

дифференцировки специфичных эндотелиальных маркеров (CD31/PECAM1, 

CDH5, VWF, ERG) от общесосудистых маркеров, к которым на основании данного 

исследования целесообразно отнести NRP1 (как убиквитарный рецепторный 

белок), а также HES1 и HEY1 (транскрипционные факторы сигнального пути 

Notch). 

Вторым значимым выводом стало подтверждение отсутствия специфичности 

маркеров артериальной и венозно-лимфатической дифференцировки во взрослом 

возрасте. Согласно данным литературы, к маркерам артериальной 

дифференцировки относят транскрипционные факторы сигнального пути Notch 

(HES1, HEY1, HEY2), транскрипционный фактор ERG (также регулирующий 

программу сигнального пути Notch) и NRP1, являющийся ко-рецептором к VEGF, 

а к маркерам венозно-лимфатической дифференцировки – транскрипционный 

фактор COUP-TFII (кодируемый геном NR2F2 и часто рассматриваемый как 

специфичный транскрипционный фактор венозной дифференцировки), ко-

рецептор к фактору роста сосудистого эндотелия NRP2 (также считаемый более 

специфичным для вен), транскрипционный фактор PROX1 (рассматриваемый как 

специфичный транскрипционный фактор лимфатической дифференцировки), 

рецепторный белок VEGFR3 и мембранный белок LYVE1 (также считаемые более 

специфичными для лимфатических сосудов). Анализ генной экспрессии показал, 
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что практически все гены, кодирующие указанные молекулы (HES1, HEY1, ERG, 

NRP1, NRP2, NR2F2, PROX1, FLT4 и LYVE1), экспрессируются во всех линиях 

артериальных клеток без существенных различий в величине экспрессии. 

Третьим выводом стало отсутствие явно выраженной провоспалительной 

активации при ЭндоМТ, которое часто описывается в литературе. Анализ 

рецепторов ЭК для лейкоцитов (в первую очередь VCAM1 и ICAM1) не выявил 

повышения их экспрессии как на генном, так и на белковом уровне при ЭндоМТ в 

HUVEC. Аналогичные результаты были получены при сравнении экспрессии генов 

основных эндотелиальных провоспалительных цитокинов (IL6, CXCL8, CCL2, 

CXCL1, MIF); хотя HUVEC в состоянии ЭндоМТ характеризовались сниженным 

уровнем экспрессии гена CCL2 и повышенным уровнем экспрессии гена MIF в 

сравнении как с HUVEC вне ЭндоМТ, так и в сравнении с параллельно 

культивируемыми артериальными эндотелиальными клетками, такой сдвиг сложно 

однозначно назвать провоспалительным. Безусловно, ЭндоМТ имеет значимые 

функциональные последствия (о которых пойдет речь ниже), однако данный 

эксперимент не позволяет отнести к ним провоспалительную активацию 

подвергшихся ЭндоМТ клеток. Результаты в отношении эндотелиального звена 

гемостаза и транскрипционных факторов механотрансдукции не вполне 

однозначны (скорее они говорят в пользу анти-тромботического и анти-

атерогенного фенотипа подвергшихся ЭндоМТ клеток), однако основаны 

исключительно на данных анализа генной экспрессии и поэтому не обладают 

достаточной доказательностью. 

Более важной является идентификация конкретных транскрипционных 

факторов, ответственных за ЭндоМТ в эндотелиальных клетках. Всего в 

литературе выделяют пять основных транскрипционных факторов, ответственных 

за ЭндоМТ: Snail (кодируемый геном SNAI1), Slug (кодируемый геном SNAI2), а 

также Twist1, Zeb1 и Gata4 (кодируемые одноименными генами) [1-5, 20-24]. 

Ранние исследования нашей группы показали, что транскрипционный фактор 

Gata4 не экспрессируется ЭК (данные не показаны), поэтому в молекулярную 

панель для профилирования генной экспрессии были включены лишь первые 
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четыре транскрипционных фактора, из которых гиперэкспрессированы при 

ЭндоМТ в HUVEC были два – Slug (SNAI2) и Twist1 (TWIST1). Анализ белкового 

лизата ЭК методом иммуноблоттинга не показал присутствия Snail, Slug и Twist1 

независимо от линии ЭК, однако кратность различий при измерении генной 

экспрессии позволяет с уверенностью говорить об идентификации Slug и Twist1 

как ключевых транскрипционных факторов ЭндоМТ. 

Оптимальными маркерами клеток мезенхимального ряда и конкретно 

ЭндоМТ следует считать фибробласт-ассоциированный белок (FAP) и фибробласт-

специфичный белок (FSP-1), гены которых (FAP и S100A4) были 

гиперэкспрессированы при ЭндоМТ в HUVEC и также являются наиболее 

специфичными маркерами клеток мезенхимального ряда по данным литературы. 

Большой интерес представляют различия в экспрессии маркеров сосудистого 

гладкомышечного дифферона – α-SMA, ген которого (ACTA2) характеризовался 

выраженной гиперэкспрессией при ЭндоМТ в HUVEC, и смузелина c тяжелой 

цепью миозина гладких мышц (SM-MHC), гены которых (SMTN и MYH11) не 

экспрессировались при ЭндоМТ и являются специфическими маркерами 

сосудистых гладкомышечных клеток сократительного фенотипа по данным 

литературы. В сочетании с на порядки большей экспрессией генов компонентов 

внеклеточного матрикса (COL1A1 и COL1A2) и сохранностью экспрессии генов 

общесосудистых маркеров (HES1 и NRP1) при ЭндоМТ в HUVEC это указывает на 

принципиальную схожесть подвергшихся ЭндоМТ HUVEC с миофибробластами 

неоинтимы, которые также характеризуются сочетанной экспрессией α-SMA (ген 

ACTA2), FAP/FSP-1 (гены FAP и S100A4), коллагена I типа (гены субъединиц 

COL1A1 и COL1A2) и общесосудистых маркеров (HES1 и NRP1) в сочетании с 

отсутствием экспрессии специфических сократительных белков смузелина (ген 

SMTN) и SM-MHC (ген MYH11), а также эндотелиальных маркеров 

(CD31/PECAM1, VE-кадгерина/CDH5, VWF и ERG). 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Показана принципиальная возможность снижать молярную концентрацию 

общего и ионизированного кальция в пределах физиологической нормы у ApoE-

нокаутных мышей путем перорального приема комбинированного препарата – 

цитрата магния, одновременно обладающего хелатирующим действием и 

являющегося донором ионов магния. Таким образом, правомерно говорить об 

успешной коррекции фактора риска развития атеросклероза – уровня кальция, при 

этом его снижение происходит от верхнего до среднего квартиля физиологической 

нормы (в пределах 0,05 ммоль/л), что также свидетельствует в пользу безопасности 

данного экспериментально-терапевтического режима. Успешно проведенная 

первая очередь доклинических испытаний экспериментальной терапии по 

коррекции нарушений минерального гомеостаза у ApoE-нокаутных мышей 

открывает возможности для проведения расширенной второй очереди, которая, 

помимо цитрата магния, также будет включать пероральный прием 

протеиногенных аминокислот с разветвлённым строением алифатической боковой 

цепи (лейцин, изолейцин и валин) как биоматериала для синтеза альбумина. Кроме 

того, в первую очередь доклинических испытаний вошли пожилые ApoE-

нокаутные мыши, в то время как вторая очередь должна в первую очередь 

включить молодых мышей, профилактика развития атеросклероза у которых будет 

успешной с большей вероятностью. 

Определены факторы риска летального исхода при тяжелом течении COVID-

19 – кардиологическая коморбидность (ишемическая болезнь сердца, хроническая 

сердечная недостаточность) и почечная коморбидность (хроническая болезнь 

почек 3-5 стадии) в анамнезе, молярная концентрация мочевины в сыворотке 

крови, уровень С-реактивного белка в сыворотке крови. Проведенный скрининг 

различных инструментов искусственного интеллекта позволил выделить 

нейронные сети как инструмент с наибольшей чувствительностью, 

специфичностью и надежностью (устойчивостью к гетерогенности выборок между 

различными центрами), а также сгенерировать нейронные сети с точностью 
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прогнозирования 87% без учета возраста (который сам по себе является 

независимым фактором риска). Следующим шагом, который уже реализуется, 

является ретроспективный набор историй болезни с целью формирования 

сплошной выборки пациентов, на которой будет возможна независимая валидация 

разработанных нейронных сетей, дополненных возрастом и, вероятно, индексом 

массы тела либо иным показателем избыточного веса, отраженным в литературе 

как существенный фактор риска летального исхода при COVID-19.  

Разработанный способ детекции сосудов микроциркуляторного русла путем 

их окрашивания на маркеры сосудистых гладкомышечных клеток (к примеру, α-

SMA или SM-MHC) предоставляет возможность адекватной оценки сосудистой 

геометрии (в частности, площади сосудов, являющейся важной характеристикой 

при анализе сосудистого воспаления и воспалительного ремоделирования 

тканеинженерных сосудистых протезов малого диаметра) даже в условиях 

вазоспазма, которому часто подвергаются капилляры. Указанный способ 

окрашивания отличается стабильностью (в частности, не зависит от вида сосуда 

микроциркуляторного русла, происхождения антитела или выбранной 

флюоресцентной или иммуногистохимической метки) и высоким соотношением 

«сигнал-шум» в сравнении с классически используемыми для окрашивания 

сосудов микроциркуляторного русла маркерами эндотелиальных клеток. 

Представленный алгоритм детекции эндотелиально-мезенхимального 

перехода, а также разработанная в целом генная панель для определения 

дисфункции эндотелия in vitro и in situ, определяют список молекул для скрининга 

дисфункции эндотелия. Помимо патофизиологических изысканий, данная 

разработка имеет непосредственную ценность для анализа актуальности широко 

обсуждаемого на данный момент феномена эндотелиально-мезенхимального 

перехода при длительном функционировании искусственных элементов системы 

кровообращения, а также для анализа культур аутологичных эндотелиальных 

клеток с точки зрения заселения ими тканеинженерных сосудистых протезов 

малого диаметра в условиях проточного биореактора. 
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