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Растущий интерес к ангиогенезу как ключевому ком-
поненту морфогенеза и развития различных заболеваний 
обуславливает необходимость поиска экспериментальных 
моделей для воспроизведения неоваскуляризации в ла-
бораторных условиях. Особенно актуальным этот вопрос 
становится в связи с разработкой новых способов лечения 
на основе регуляции ангиогенеза. В этом ключе стано-
вятся необходимы тест-системы для оценки ангиогенной 
активности предполагаемых терапевтических препаратов  
в рамках доклинических исследований. Сегодня в этих це-
лях используются множество моделей in vitro и in vivo, каж-
дая из которых обладает рядом недостатков, затрудняющих 
интерпретацию результатов. Так, с помощью моделей in 
vitro оценивают отдельные характеристики эндотелиоцитов 
в культуре, которые отличаются от таковых в естественном 
микроокружении. Использование моделей in vivo связано 
со сложностью доставки тестируемого агента и проведения 
количественной оценки его ангиогенной активности. В силу 
наличия проблем при работе с существующими моделями, 
для выполнения исследований в данной области применя-
ют несколько тест-систем. Цель данного обзора – критич-
ное освещение преимуществ и недостатков современных 
методов изучения ангиогенеза, используемых как для фун-
даментальных исследований, так и для доклинических ис-
пытаний предполагаемых терапевтических агентов. 

Ключевые слова: ангиогенез, исследования in vitro, 
исследования in vivo, опухолевые модели.

Growing interest in angiogenesis, a key component in 
the development of different diseases, requires the use of 
a suitable experimental model to simulate neovasculariza-
tion in a laboratory. In recent years, with the development 
of novel therapeutic strategies, based on angiogenesis 
regulation, this problem has become especially important. 
Current in vitro and in vivo models are characterized with a 
variety of disadvantages, which impede results interpreta-
tion. Thus, in vitro assays provide estimation of discrete 
endothelial cells characteristics, which alter from the 
same ones in the native microenvironment. The use of in 
vivo assays is accompanied with difficulties in testing agent 
delivery and quantitative analysis of its angiogenic activity. 
In view of these complications, the use of a combination 
of assays is recommended while planning the experiment 
in this area. The aim of this review is to critically analyze 
angiogenesis assays, currently used to perform fundamen-
tal investigation as well as preclinical tests of developing 
therapeutic agents. 

Keywords: angiogenesis, in vitro assays, in vivo assays, 
tumor models.

введение

Ангиогенез представляет собой механизм неова-
скуляризации посредством формирования сосудов 
из уже существующих. В ходе эмбрионального раз-
вития за счет ангиогенеза первичное капиллярное 
сплетение преобразуется в сосудистую сеть. Пост-
натальный ангиогенез сопровождает циклические 
изменения состояния некоторых органов (формиро-
вание желтого тела, регенерация тканей, заживле-
ние ран и др.). Неоваскуляризация также сопутству-
ет развитию различных патологических состояний, 
таких как ретинопатия, ревматоидный артрит, про-
грессия опухолей и пр. [1]. Последовательная смена 
процессов, опосредующих формирование нового со-
суда в ходе ангиогенеза, жестко регулируется в здо-
ровом организме, в то время как при патологии эта 
регуляция нарушается [2]. В частности, опухолевый 
ангиогенез приводит к формированию полиморфных 

атипичных высокопроницаемых сосудов, которые 
не сокращаются под влиянием сосудосуживающих 
средств [3]. Течение ангиогенеза и морфофункци-
ональный статус образующихся сосудов в большой 
мере зависят от тканевого микроокружения и усло-
вий, в которых находится эндотелий, что позволило 
создать большое количество экспериментальных 
моделей для воспроизведения ангиогенеза, в кото-
рых могут быть оценены различные аспекты и этапы 
данного процесса.

Интерес к исследованию неоваскуляризации воз-
рос во второй половине прошлого века, когда были 
разработаны концепции терапевтических стратегий 
для лечения многих заболеваний, сопровождающих-
ся ангиогенезом. Поскольку развитие этих заболе-
ваний опосредуется нарушением регуляции форми-
рования сосудов, сегодня основные исследования 
в этой области связаны с выяснением механизмов 
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неоваскуляриазции на молекулярном и клеточном 
уровнях, а также с поиском мишеней для приложе-
ния терапевтических агентов, осуществляющих регу-
ляцию ангиогенеза. 

Для решения различных исследовательских за-
дач при изучении ангиогенеза используется большое 
число тест-систем in vitro и in vivo. Однако в связи 
со сложным характером взаимодействий клеточных 
компонентов, опосредующих формирование сосуда, 
комплексная оценка всех механизмов ангиогенеза  
в рамках одного эксперимента не представляется 
возможной. Несмотря на интенсивную разработку но-
вых экспериментальных моделей, большинство уче-
ных считают, что надежнее использовать несколь-
ко тест-систем [4, 5]. Так, методы исследования  
in vitro позволяют оценить отдельные характеристи-
ки культивируемых эндотелиоцитов (пролиферация, 
миграция, формирование трубчатых структур) и их 
изменение при воздействии ангиогенного или анги-
остатического стимулов. Однако такие тест-системы 
даже при условии совместного культивирования эн-
дотелиоцитов с другими типами клеток не позволяют 
оценить ангиогенную активность тестируемого веще-
ства в естественном микроокружении. Постановка 
эксперимента in vivo удовлетворяет этому требова-
нию, тем не менее доставка тестируемого агента и 
количественная оценка неоваскуляризации в этом 
случае требуют больших временных и финансовых 
затрат. 

Удобные модели ангиогенеза требуются как для 
проведения преклинических тестов терапевтических 
агентов, так и для фундаментальных исследований 
механизмов неоваскуляризации. 

1. исследования in vitro 

Тест-системы in vitro используются преимуще-
ственно для оценки миграции, пролиферации и фор-
мирования тубулярных структур в культуре эндотели-
оцитов в ответ на действие ангиоиндуцирующего или 
ангиостатического агента. В таком случае исследу-
ются монокультивируемые эндотелиоциты, либо осу-
ществляется их сочетанное культивирование вместе 
со стромальными клетками (фибробластами, глад-
комышечными клетками, перицитами). В последнем 
случае появляется возможность оценивать характер 
взаимодействий между сокультивируемыми клетка-
ми, а также их изменение в ответ на действие экзо-
генного стимула.

1.1. Монокультивирование эндотелиоцитов

В различных участках сосудистой системы эн-
дотелиальные клетки находятся в неодинаковых 
гемодинамических и метаболических условиях, 
вследствие чего они отличаются по форме, разме-
рам, ориентации относительно оси сосуда, характе-
ристикам ядра и цитоплазмы [6]. По этой причине 
используемые в лабораториях первичные культуры 
и клеточные линии эндотелиоцитов характеризуются 
большим фенотипическим разнообразием. Так, из-
вестно более 19 типов эндотелиальных клеток чело-
века, выделенных в первичную культуру, в том числе 
полученных из капилляров легких, мочевого пузыря, 
сердца, матки, кожи, а также лимфатических капил-
ляров [7]. Одним из наиболее часто используемых 
типов первичных культур клеток являются эндоте-
лиоциты вены пупочного канатика HUVEC (human 

umbilical vein endothelial cells), которые изолируют  
с помощью перфузии вены пупочного канатика трип-
сином или коллагеназой. Впервые этот метод был 
применен E. Jaffe с соавт. (1973) [8] и до сих пор 
используется во многих исследованиях [9–10]. 

Основными фенотипическими и функциональны-
ми характеристиками эндотелиоцитов считают: 

• наличие телец Вейбеля-Паладе (WP-тельца), 
запасающих фактор фон Виллебранда;

• экспрессия фактора фон Виллебранда как в 
присутствии, так и в отсутствии WP-телец;

• экспрессия ICAM (intercellular adhesion molecule 
1, CD54), VCAM (vascular cell adhesion molecule 1, 
CD106) и Е-селектина (СD62E); 

• наличие клеточных контактов, устанавливае-
мых с помощью VE-кадгерина;

• активность ангиотензин-конвертирующего фер-
мента (ACE) и др. 

Первичные культуры клеток характеризуются не-
стабильным кариотипом и теряют некоторые свои 
фенотипические характеристики на поздних пас-
сажах [11]. Необходимость стабильных и воспро-
изводимых экспериментальных условий привела к 
созданию иммортализованных клеточных линий, 
способных к постоянному существованию в культу-
ре, а также к устойчивому поддержанию определен-
ных фенотипических паттернов. Клеточная линия 
должна быть максимально приближена по своим 
морфофункциональным особенностям к первичным 
клеткам, но обладать при этом не изменяющимся 
кариотипом и фенотипом и не проявлять тумороген-
ность (табл.).

В целом, выделяют два типа клеточных линий:  
1) линии, способные к ограниченному числу пасса-
жей; 2) «иммортализованные» линии, обладающие 
стабильными фенотипом и уровнем экспрессии 
характерных молекулярных паттернов в течение 
неограниченного числа пассажей. Первая группа 
клеточных линий применяется, в основном, при ис-
следовании возрастных изменений эндотелия, по-
скольку в этом случае в качестве эксперименталь-
ной модели необходимы неиммортализованные 
клетки. Для исследования ангиогенеза, особенно 
при постановке длительных экспериментов, необхо-
димы иммортализованные клеточные линии. Одна 
из наиболее часто используемых – линия EA.hy926, 
полученная с помощью слияния HUVEC и клеток ли-
нии аденокарциномы легкого человека A549 [12, 
13]. Также клеточными линиями, полученными от 
HUVEC, являются HEC-SKV, HEK-MSV, IVEC, SE-1, 
hTERT-HUVEC и др. [11]. Все они представляют со-
бой эндотелий крупных сосудов. Вместе с тем, для 
моделирования ангиогенеза наиболее подходящими 
являются клеточные линии эндотелия микроцирку-
ляторного русла, поскольку местом развертывания 
неоваскуляризации является именно капиллярная 
часть сосудистой сети. Мелкососудистые эндотели-
альные клетки были изолированы из плаценты чело-
века, неонатальной крайней плоти, дермы взрослого 
человека, жировой ткани и других областей и пред-
ставлены линиями HMEC-1, hTERT-HDMEC, SV-HCEC 
и др [11]. 

Помимо перечисленных выше критериев, при вы-
боре клеточной линии учитывают эксперименталь-
ные условия и цели исследования. Так, при оценке 
продукции белка выбирают клеточную линию, спо-
собную к росту в условиях сывороточного и белко-
вого голодания, а при исследовании механизмов 
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Линии с ограниченным числом пассажей

К
р

уп
н

ы
е

 с
о

су
д

ы

HUVEC SVHEC-A,B,F анеуплоидный - + Н/И - Н/И - +/- Н/И [16]

SV-HUVEC 45 + + Н/И Н/И +/- + Н/И Н/И [17]

SV-2 Диплоидный Н/И - Н/И Н/И Н/И + Н/И Н/И [18]

SGHEC-7 42, 
нестабильный

+ + Н/И Н/И Н/И + Н/И TNF, 
Il1

[19]

Н/И 85 + + Н/И + Н/И + Н/И Н/И [20]

HUVEC+143B EC*143B 102 Н/И + Н/И Н/И Н/И + Н/И Н/И [21]

HUVEC EC-pSV1 Н/И - + Н/И - Н/И - + ICAM [22]

ESVSF108 >50% 
диплоидны

Н/И + Н/И Н/И Н/И + Н/И Н/И [23]

ESV233 >50% 
триплоидны

Н/И + Н/И Н/И Н/И Н/И Н/И Н/И [23]

ESV2010ECGS Н/И Н/И + Н/И Н/И Н/И Н/И Н/И Н/И [23]

ESV2010INS/
EGF

Н/И Н/И + Н/И Н/И Н/И Н/И Н/И Н/И [23]

ESV2010-GF Н/И Н/И + Н/И Н/И Н/И Н/И Н/И Н/И [23]

М
е

лк
и

е
 

со
су

д
ы HPEC HPEC-A1 Н/И + Н/И Н/И Н/И Н/И + Н/И Н/И [24]
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ы
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ли
н

и
и

Саркома 
Капоши

AIDS-KSI-6 46XY Н/И Н/И Н/И - - - - Н/И [14]

SV-KSC Н/И - + Н/И Н/И - Н/И Н/И Н/И [25]

KS1, 
KS2,KS3,KS4

Н/И +/- + - Н/И Н/И + Н/И Н/И [26]

Таблица. Характеристика клеточных линий эндотелиоцитов

старения эндотелия используют клеточные линии  
с ограниченным сроком жизни и со стабильным ка-
риотипом. Для исследования механизмов ангиогене-
за и тестирования ангиогенных агентов используют-
ся линии адгезивных клеток, образующих монослой 
в культуре и способных к формированию трубчатых 
структур in vitro. Кроме того, существует большое 

число клеточных линий, полученных от пациентов  
с различными патологическими состояниями. Так, 
для моделирования саркомы Капоши in vitro исполь-
зуют линию AIDS-KSI (AIDS-derived Kaposi’s Sarcoma 
Cells) [14], а для исследования гематоэнцефаличе-
ского барьера была создана линия SV-HCEC (Human 
Cerebral Endothelial Cells) [15]. 
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Иммортализованные линии

К
р

уп
н

ы
е

 с
о

су
д

ы

HUVEC+A549 EA.hy926 80 + + Н/И Н/И Н/И + Н/И TNF [27]

HUVEC HEC-KSV диоплоидные +/- -/+ Н/И + - + Н/И Н/И [28]

HUVEC HEC-MSV диоплоидные +- -/+ Н/И - - + Н/И Н/И [28]

HUVEC IVEC 48 + + Н/И + Н/И + + Il1-b [29]

HUVEC SE-1 Н/И + + Н/И - - +/- - Н/И [30]

HUVEC SV-3T анеуплоидные Н/И - Н/И Н/И Н/И - Н/И Н/И [18]

HUVEC CllSTH диплоидный 
+трисомия 8,11

+/- - + , - + , TNF [31]

HUVEC EC-RF24 диплоид + - Н/И + Н/И + Н/И + [32]

HUVEC CEHI Н/И + Н/И Н/И + - + + Н/И [33]

HUVEC+A549 Alg, C26a, 
C49b, C50b, 
C50c, C50d, 

D98f

Н/И Н/И Н/И Н/И Н/И Н/И - Н/И + [34]

HUVEC+A549 CJE-hy3 Н/И Н/И Н/И Н/И Н/И Н/И - Н/И + [35]

HUVEC EVLC2 нестабильный + + Н/И Н/И Н/И - Н/И Н/И [35]

hTERT-HUVEC анеуплоидный + Н/И + Н/И Н/И + Н/И + [36]

HAEC hTERT-HAEC анеуплоидный + Н/И + Н/И Н/И + Н/И + [36]

HCC hTERT-HCEC анеуплоидный + Н/И + Н/И Н/И + Н/И + [36]

HSVEC hTERT-HSVEC анеуплоидный + Н/И + Н/И Н/И + Н/И + [36]

М
е

лк
и

е
 с

о
су

д
ы

HMEC HMEC-1 диплоидный + + + Н/И Н/И + Н/И + [37]

HCEC SV-HCEC гипер-
диплоидный

+ - + Н/И Н/И + Н/И Н/И [15]

Фетальные 
SEC

iSEC Н/И + Н/И Н/И - Н/И + Н/И Н/И [38]

HMEC hTERT-HDMEC диплоидный + Н/И + Н/И Н/И + Н/И + [39]

К
К

М

BMEC BMEC-1 Н/И + +/- + Н/И Н/И + Н/И + [39]

TrHBMEC 50 + + + + Н/И + Н/И TNF [40]

HBME-1 диплоидный  
и гипертри-
плоидный

+ - + + , + , + [41]

П
ац

и
е

н
т-

сп
е

ц
и

ф
и

чн
ы

е Ангио-
саркома

SK-HEP 62 +/- + + + + + Н/И E-sel [42]

HAEND Н/И - + Н/И Н/И + + Н/И ICAM [43]

«+» – признак выражен у данной клеточной линии; «-» – признак не выражен у данной клеточной линии; «Н/И» – нет 
информации.
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1.1.1. Оценка пролиферации эндотелиоцитов in vitro 

Эндотелиоциты формирующегося сосуда активно 
пролиферируют, поэтому на основе анализа изме-
нения пролиферативной активности клеток в куль-
туре при добавлении того или иного молекулярного 
агента делают вывод о его ангиогенной активности. 
В этой связи тест-системы, позволяющие оце-
нить пролиферативную активность эндотелиоцитов  
in vitro, стали обязательным компонентом доклини-
ческих исследований предполагаемых терапевтиче-
ских агентов.

Прямой подсчет изменения числа клеток  
в культуре. Для наиболее простой оценки пролифе-
рации эндотелиоцитов с помощью счетной камеры 
анализируют изменение числа клеток в культуре до 
и после воздействия молекулярного агента [44]. 
Для учета клеточной гибели в культуре нередко ис-
пользуют подсчет апоптотических телец в камере 
Горяева с добавлением небольшого количества рас-
творов витальных красителей – нейтрального крас-
ного или трипанового синего. Однако такой анализ 
не позволяет провести комплексную оценку проли-
феративной активности, складывающуюся из таких 
показателей, как соотношение живых и мертвых 
клеток, динамика роста популяции клеток, скорость 
формирования монослоя.

МТТ-тест. Другой часто используемый метод 
для оценки пролиферации эндотелиальных клеток –  
МТТ-тест. Неокрашенные формы солей тетразолия 
(МТТ-реагента) восстанавливаются дегидрогена-
зами митохондрий живых клеток до голубого кри-
сталлического формазана. Клетки культивируют 
с добавлением МТТ-реагента и затем инкубируют 
в течение 2–24 ч. Во время инкубации (обычно в 
течение 2–5 ч.) среда приобретает голубой цвет, 
интенсивность которого может быть измерена 
спектрофотометрически [45]. Положительная кор-
реляция между количеством образующегося фор-
мазана и пролиферативной активностью клеток 
была доказана для лимфоцитов при оценке их ми-
тогенной активности в ответ на действие различных 
цитокинов [46]. Строго говоря, концентрация кра-
сителя пропорциональна количеству клеток, харак-
теризующихся интенсивной метаболической, а не 
пролиферативной активностью. Результаты МТТ-
теста, иллюстрирующие в большей степени актив-
ность митохондрий, нежели активность клеточных 
делений, зависят от энергетического статуса кле-
ток. Разные клеточные линии могут демонстри-
ровать различную активность митохондриальных 
дегидрогеназ, а тестируемые ангиогенные агенты 
могут непредсказуемым образом влиять на работу 
митохондрий, искажая результат. 

Методы оценки интенсивности синтеза ДНК. 
Интенсивность репликации ДНК, предшествующей 
каждому клеточному делению, напрямую отражает 
пролиферативную активность клеток. Широко при-
меняются следующие методы, характеризующие 
синтез ДНК:

1) Aнализ включения Н3-тимидина в синтезирую-
щиеся дочерние цепи ДНК. Использование тимидина 
обусловлено тем, что это единственный нуклеотид 
в составе ДНК, который не входит в РНК. Для под-
счета числа включенного в состав ДНК Н3-тимидина 
оценивают число испускаемых радиоактивной мет-
кой β-частиц. Основными недостатками являются 
небезопасность и трудоемкость данного метода. 

2) Анализ включения высокоактивного бром-
дезоксиуридина (BrdU) [47], вступающего в кон-
куренцию с тимидином за встраивание в синтези-
рующуюся ДНК. Интенсивность встраивания BrdU 
впоследствии оценивают иммуногистохимически. 
Основным недостатком, также как и в случае 
использования метода анализа включения Н3-
тимидина, является встраивание метки в состав 
ДНК не только в ходе репликации, но и в ходе репа-
рации, которая с разной интенсивностью осущест-
вляется в клетках, что может существенно исказить 
результаты эксперимента.

3) Использование флуоресцирующих клеточных 
красителей, таких как производные флуоресцеина, 
(CFSE, Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl 
Ester) с последующей флуориметрической оцен-
кой. CFSE связывается с белками цитоплазмы и 
в ходе митоза равномерно распределяется между 
дочерними клетками. При последующем цитофлу-
ориметрическом анализе клеток, меченных CFSE, 
клетки с разными значениями флуоресценции (а 
значит, претерпевшие разное число митотических 
делений) выявляются в виде дискретных пиков. 
Недостатком данного метода является затруднение 
интерпретации результатов при наложении пиков 
клеток [48, 49].

4) Оценка экспрессии PCNA (Proliferating Cell 
Nuclear Antigen), Ki-67 и других маркеров различ-
ных фаз клеточного цикла. Анализ экспрессии этих 
маркеров позволяет выделить клетки, находящиеся 
в активной фазе клеточного цикла, на всём его про-
тяжении (G1-, S-, G2- и M-фазы). Так, экспрессия 
PCNA усиливается в G1-фазе, достигает пика в 
S-фазу и снижается в G2-фазе. Экспрессия ядер-
ного антигена Ki-67 также меняется в ходе про-
хождения клеткой клеточного цикла. Это позволяет 
использовать экспрессию PCNA и Ki-67 не только 
для идентификации пролиферативной активности, 
но и для точного определения фазы жизненно-
го цикла, на которой находится клетка в культуре 
[50]. Недостатком этого метода является искаже-
ние результатов в связи с участием PCNA в про-
цессах репарации, которая имеет место на разных 
стадиях клеточного цикла. Клеточная роль Ki-67  
до конца не выяснена, имеются данные о его уча-
стии в транскрипции рибосомальной РНК, что  
также необходимо учитывать при интерпретации 
результатов [51].

Проточная цитофлуориметрия. Наиболее пол-
ную информацию о пролиферативном статусе каж-
дой клетки в культуре можно получить, сочетая ме-
тоды проточной цитофлуориметрии и использование 
ДНК-связывающих молекул. Содержание ДНК на 
разных стадиях меняется от диплоидного к тетра-
плоидному. Эти изменения в проточной цитофлу-
ориметрии удается проанализировать с помощью 
флуорохромов, связывающихся с ДНК. Одним из 
них является йодистый пропидий, флуоресцирующий 
в оранжевой части спектра. При сочетании воздей-
ствия на клетки йодистым пропидием и бромдезок-
сиуридином в ходе флуоресцентно-активированного 
сортинга клеток (FACs) получают информацию о кле-
точном цикле каждой клетки [52]. Преимуществом 
данного метода, помимо быстроты и точности опре-
деления пролиферативного статуса клеток, является 
возможность дополнительной характеристики кле-
ток по экспрессии мембранных маркеров и внутри-
клеточных молекул. 



гены & клетки  Том X, № 1, 2015

Методы исследований6

1.1.2. Оценка миграции эндотелиоцитов in vitro

По мере разворачивания ангиогенного ответа 
следующего после воздействия проангиогенного 
стимула эндотелиоциты растущего сосуда мигри-
руют по направлению изменения градиента кон-
центрации ростовых факторов, цитокинов и других 
индукторов ангиогенеза. В этой связи разработано 
большое количество тест-систем, использующихся 
для оценки миграции эндотелиоцитов в ответ на 
воздействие молекулярного агента [53]. Миграция 
эндотелиоцитов также опосредует неоваскуляриза-
цию, сопровождающую заживление ран, что стало 
основой для разработки методов оценки миграции 
эндотелиоцитов в моделях регенерационного анги-
огенеза.

Камеры Бойдена. Одними из давно известных 
тест-систем для оценки миграции клеток являются 
камеры Бойдена, представляющие собой конструк-
цию из двух камер, разделенных фильтром, проница-
емым для клеток [54, 55]. Клетки вносят в верхнюю 
камеру, под которой находится фильтр с порами диа-
метром 8 мкм (такой диаметр «пропускает» только 
активно мигрирующие клетки). В нижней камере 
находится хемоаттрактант. Клетки мигрируют через 
поры фильтра по градиенту хемоаттрактанта, после 
чего производят подсчет клеток, оказавшихся в ниж-
ней камере. Недостатки такого метода заключались 
в невозможности следить за динамикой миграции 
клеток, трудоемкости в поддержании постоянного 
градиента хемоаттрактанта и отсутствии нативного 
микроокружения для эндотелиоцитов [56]. Для лик-
видации этих недостатков тест-система неоднократ-
но модифицировалась; сегодня она представлена в 
2D- и 3D-моделях и предполагает наблюдение за 
миграцией клеток с помощью видеомикроскопиро-
вания. В качестве фильтров апробированы разноо-
бразные материалы, включая целлюлозонитраты, 
целлюлозные эфиры и поликарбонаты, а также ком-
плексные матриксы, такие как «Матригель™» [57], 
для воспроизведения пространственного и биохими-
ческого микроокружения. 

Разновидностью камеры Бойдена является при-
бор xCELLigence (Roche Applied Science, Щвейцария) 
с чипами CIM-Plate (cellular invasion/migration), 
предназначенный для определения миграции и 
инвазии клеток в режиме реального времени. На 
нижней стороне микропористой мембраны из по-
лиэтилентерефталата (ПЭТ) устройства CIM-Plate 
интегрированы микроэлектронные датчики. Клетки 
мигрируют из верхней камеры CIM-Plate через ми-
кропористую мембрану в нижнюю камеру в ответ на 
хемоаттрактант, при этом в ходе их прохода через 
электроды возникает электрический сигнал, кото-
рый фиксируется электронными датчиками на ниж-
ней стороне мембраны. Увеличение сопротивления 
коррелирует с увеличением числа прошедших че-
рез мембрану клеток. Значение клеточного индек-
са (cell index) отражает изменение сопротивления 
и непрерывно записывается прибором xCELLigence 
RTCA DP. Таким образом, активность миграции кле-
ток можно оценивать с помощью профиля клеточ-
ного индекса.

Модель заживления раны (scratch wound 
healing assay). Альтернативный способ анализа ми-
грации основан на подсчете клеток, мигрирующих в 
зону, свободную от монослоя. Для этого после того, 
как внесенные клетки сформировали монослой, не-

большую его часть, обычно полосу определенной 
ширины, удаляют [58]. Клетки мигрируют в образо-
вавшуюся свободную зону. Преимуществом этой мо-
дели является возможность наблюдения за динами-
кой их миграции во времени [59]. Такая тест-система 
была предложена для воспроизведения заживления 
ран, поскольку монослою наносится «поврежде-
ние», которое затем ликвидируется за счет мигра-
ции клеток [60]. Однако, регенерация тканей – это 
многоступенчатый процесс, включающий, наряду с 
миграцией, пролиферацию и дифференцировку кле-
ток разного происхождения. В рамках данной тест-
системы такая комплексная оценка заживления ран 
невозможна. К другим недостаткам такого экспери-
мента относится сложность обеспечения достовер-
ности контролей, а также необходимость учета зави-
симости скорости миграции от размера «свободной 
зоны» [61, 62].

1.1.3. Оценка дифференцировки эндотелиоцитов  
in vitro

Для оценки воздействия ангиогенного или анги-
остатического агента на дифференцировку эндоте-
лиоцитов in vitro исследуют их способность фор-
мировать тубулярные структуры (tube formation 
assay). В 1980 г. впервые удалось воспроизвести 
ангиогенез в монокультуре клеток: эндотелиоциты 
капилляров кожи человека формировали трубча-
тые структуры в среде с добавлением опухолевых 
клеток [63]. В действительности, эндотелиальные 
клетки любого происхождения способны in vitro 
формировать тубулярные структуры спонтанно 
[64].

Для воспроизведения трехмерных условий в экс-
перименте используют пористые матриксы (колла-
геновые, фибриновые, Матригель™), имитирующие 
естественное микроокружение клеток. Тубулярные 
структуры начинают образовываться в течение пер-
вых 4-24 ч после посева, а образование капилляр-
ного просвета и плотных контактов между эндоте-
лиоцитами можно подтвердить с помощью методов 
электронной микроскопии [65, 66].

Соотношение пролиферации и дифференци-
ровки эндотелиоцитов зависит от состава матрик-
са. Так, культивирование эндотелиоцитов на суб-
стратах, содержащих коллаген I и III типов (белки 
внеклеточного матрикса), стимулирует пролифе-
ративную активность клеток при сниженной диф-
ференцировке. При использовании коллагенов IV и 
V типов (белки базальной мембраны) наблюдается, 
напротив, интенсивное образование тубулярных 
структур с малой степенью пролиферации эндоте-
лиальных клеток [67]. 

Матригель™ является продуктом секреции ли-
нии опухолевых клеток, полученных от мышиной 
модели саркомы Энгельбрета – Хольм – Сварма, 
и нередко используется в качестве субстрата для 
воспроизведения опухолевого ангиогенеза. Ма-
тригель™ содержит в своем составе комплекс 
факторов роста, а также смесь белков матрикса и 
базальной мембраны, которые способствуют фор-
мированию капилляроподобных трубок уже в тече-
ние первых 12 ч. после внесения клеток [65]. Для 
моделирования физиологических условий ангиоге-
неза используют Матригель™ с редуцированным 
количеством ростовых факторов и цитокинов. 
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1.2. Совместное культивирование 
эндотелиоцитов и стромальных клеток 
(гладкомышечных и перицитов)

На заключительной стадии ангиогенеза осущест-
вляется стабилизация образовавшейся тубулярной 
структуры, сопровождающаяся привлечением глад-
комышечных клеток и перицитов и установлением 
клеточных контактов между ними и эндотелиоцита-
ми. Для анализа воздействия тестируемого агента 
на установление межклеточных контактов эндотели-
оцитов с другими компонентами стабилизирующе-
гося сосуда две клеточные популяции культивируют 
совместно.

Простейший вариант сокультивирования подраз-
умевает одновременное либо последовательное 
внесение обоих типов клеток в один культуральный 
флакон [68]. В этом случае, чтобы отличать популя-
ции клеток между собой, хотя бы одна из них долж-
на нести флуоресцентную метку [69]. Недостатком 
данного метода является невозможность оценить ха-
рактер паракринных межклеточных взаимодействий, 
а также направленной клеточной миграции.

Альтернативный бесконтактный вариант сокульти-
вирования – это «подагарозный посев», где в посуде, 
заполненной агарозой, в субстрате проделывают два 
отверстия, в которые засевают клетки разных типов. 
Через некоторое время клетки начинают мигриро-
вать по направлению друг к другу под агарозой [70]. 
Достоинство такого метода в том, что клетки, остав-
ленные на 5–7 дней, начинают взаимодействовать 
друг с другом, и возможно наблюдение за измене-
ниями фенотипов клеток, следующими после этих 
взаимодействий.

Среди трехмерных систем совместного культи-
вирования одними из первых были разработаны 
клеточные сферы. Эндотелиоциты и гладкомышеч-
ные клетки высевали на дно культуральной посуды  
с антиадгезионным покрытием. Через 1–4 дня 
клетки формировали сферы на дне [71]. При этом 
гладкомышечные клетки оказывались в середине, а 
эндотелиоциты по периферии сферы и не образо-
вывали тубулярные структуры. Сегодня используют 
«сэндвич» модель, где клетки разных типов зажа-
ты между слоями Матригеля™, и эндотелиоциты 
формируют трубки, углубляющиеся в субстрат [72]. 
Такая модель наиболее точно воспроизводит фи-
нальную стадию ангиогенного ответа, поскольку in 
vivo гладкомышечные клетки и перициты мигрируют 
к точке роста новой капиллярной ветви после фор-
мирования тубулярной структуры из эндотелиальных 
клеток.

2. исследования сосудистых и тканевых 
эксплантатов ex vivo

Исследование ангиогенеза требует комплекс-
ной оценки неоваскуляризации как многостадийно-
го формирования сосудистой стенки. В этой связи 
культивируемые ткани и органы ex vivo являются до-
ступной и достоверной моделью для исследования 
всех этапов ангиогенеза. Исследуемый эксплантат 
подвергают воздействию тестируемых молекуляр-
ных агентов для анализа их ангиогенной активности. 
Оценку последней проводят, подсчитывая число и 
длину вновь образованных капилляров [73]. Наи-
более распространенная ex vivo модель – кольцо 
аорты крысы. Преимуществом изучения органов ex 

vivo является стабильный кариотип и отсутствие про-
лиферации входящих в состав сосудистой стенки эн-
дотелиоцитов. При работе с культурой клеток in vitro 
требуется нескольких пассажей для ликвидации 
спонтанной пролиферации клеток. Нужно отметить, 
что ангиогенез – это процесс, реализуемый, прежде 
всего, эндотелием микроциркуляторного русла, что 
следует учитывать при трактовке результатов, полу-
ченных при исследовании такого крупного сосуда, 
как аорта. 

Помимо аорты крысы, распространенным объек-
том ex vivo является аорта куриного эмбриона. Те-
стирование про- или противоангиогенного вещества 
на такой модели быстро в исполнении (1–3 дня),  
может быть проведено в бессывороточной среде 
[74] и многократно воспроизведено в связи с до-
ступностью модельного объекта. Оба метода могут 
быть дополнены использованием флуоресцеин- 
меченых лектинов (BSL-I, BSL-B4) или меченых ан-
тител к CD-31 для визуализации новообразованных 
капилляров.

3. исследования in vivo

Несмотря на разнообразие разработанных тест-
систем in vitro, ни одна из них не подходит для ком-
плексной оценки ангиогенеза в силу отсутствия пол-
ного набора клеточных и молекулярных компонентов, 
а также невозможности полностью воссоздать тка-
невое микроокружение. Тесты in vivo на различных 
животных объектах не только широко используются 
для фундаментальных исследований ангиогенеза, но 
и являются неотъемлемой частью доклинических ис-
пытаний терапевтических агентов. 

3.1. Васкуляризация хориоаллантоисной 
мембраны

Изучение ангиогенеза на модели васкуляризации 
хориоаллантоисной мембраны было впервые про-
изведено более 100 лет назад и широко известно 
ввиду своей простоты, доступности и высокой вос-
производимости [75]. Хориоаллантоисная мембра-
на имеет собственные (внезародышевые) сосуды, 
располагается под скорлупой яйца и оказывается 
доступной при ее разрушении в области воздушной 
камеры. На эту мембрану в стерильных условиях по-
мещаются агенты, обладающие ангиогенной актив-
ностью. Таким образом была продемонстрирована 
способность опухолевых клеток стимулировать рост 
сосудов на мембране [76]. Оценка активности те-
стируемого агента является полуколичественной, по 
шкале от 0 до 4, при этом анализируется форми-
рование новых сосудов в мембране со всех сторон 
вокруг места аппликации [77]. 

Для наблюдения васкуляризации целой хориал-
лантоисной мембраны, а не только ее фрагмента 
под воздушной камерой, эмбрион вместе с заро-
дышевыми оболочками переносят в культуральную 
посуду [78]. Через 3–6 дней инкубации вносят 
тестируемые агенты по всей площади мембраны.  
В этом случае исследование фактически проводит-
ся in vitro, однако объектом является «целый» ор-
ганизм, а новые сосуды формируются в нативном 
микроокружении. Эта техника ex ovo позволяет ис-
пользовать большую площадь мембраны (возможна 
постановка нескольких тестов на одной модели),  
а также визуализировать васкуляризацию. 
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Преимуществами хориоаллантоисной мембраны 
куриного эмбриона как тест-системы являются бы-
строта исполнения, доступность и дешевизна мо-
дельного объекта. Однако необходимо учитывать, 
что априорное наличие сосудов в хориоаллантоис-
ной мембране затрудняет оценку ангиогенеза и ин-
терпретацию результатов. Кроме того, само по себе 
разрушение скорлупы стимулирует реактивный анги-
огенез, что также необходимо учитывать при поста-
новке эксперимента [7].

3.2. Васкуляризация роговицы

Роговица впервые была использована для изуче-
ния ангиогенеза в 1872 г. [79] и до сих пор остается 
распространенной экспериментальной моделью, по-
скольку не содержит собственных кровеносных сосу-
дов. В первых экспериментах использовалась рого-
вица кролика, впоследствии метод был адаптирован 
для крыс и мышей. Любое воздействие на роговицу 
стимулирует прорастание новых сосудов со стороны 
лимба, которые хорошо различимы в световой ми-
кроскоп. В этой связи было разработано множество 
методик индукции ангиогенеза: химическое раздра-
жение роговицы, внутристромальные инъекции, ме-
ханическое повреждение лимбального эпителия, а 
также наиболее часто использующееся прививание 
пористых имплантатов, медленно высвобождающих 
раствор с проангиогенным веществом [80]. Из рого-
вицы впоследствии изготавливают гистологические 
препараты для микроскопической оценки площади 
васкуляризованной области, длины и диаметра об-
разованных сосудов [81].

Использование данной модели позволяет дли-
тельное наблюдение за динамикой ангиогенеза [82], 
а также количественную оценку неоваскуляризации, 
поскольку изначально роговица аваскуляризована. 
Однако сама по себе данная область нетипична для 
ангиогенеза в силу априорного отсутствия кровенос-
ных сосудов. Кроме того, неоваскуляризация может 
являться следствием реактивного ангиогенеза ро-
говицы вследствие нарушения ее целостности, а не 
воздействия ангиогенного агента, что необходимо 
учитывать при трактовке результатов. 

3.3. Эмбрион Danio rerio как модель 
исследования ангиогенеза

Аквариумная рыба Danio rerio (zebrafish) являет-
ся распространенным модельным объектом для ис-
следований в области генетики и биологии развития, 
имея ряд преимуществ по сравнению с другими по-
звоночными животными. Danio rerio дает многочис-
ленное потомство, эмбрионы развиваются быстро и 
характеризуются прозрачностью, облегчающей ис-
следования ангиогенеза. Danio rerio имеет, помимо 
всего прочего, сходные с млекопитающими механиз-
мы регуляции ангиогенеза, что делает этот организм 
особенно удобной экспериментальной моделью для 
исследования развития и функционирования сосуди-
стой системы [83]. Так, известны и достаточно из-
учены стадии формирования межсегментных сосу-
дов и подкишечных вен в ходе раннего эмбриогенеза 
[84], вследствие чего эта часть сосудистой системы 
Danio rerio стала объектом изучения влияния инги-
биторов ангиогенеза [85]. Кроме того, для выясне-
ния функции тех или иных факторов в регуляции ан-
гиогенеза, осуществляют нокдаун генов с помощью 

морфолино-модифицированных олигонуклеотидов, 
специфично ингибирующих трансляцию желаемых 
мРНК [86].

Чтобы визуализировать развивающуюся сосуди-
стую сеть, предложено большое количество мето-
дик, в том числе инъекция красителя, специфиче-
ски связывающегося с маркерами эндотелиоцитов, 
например, эндогенной щелочной фосфатазой [87], 
преимущественно экспрессирующейся эндотели-
оцитами в ходе раннего эмбрионального развития. 
Однако этот метод используют только до 3 дня раз-
вития зародыша, и, кроме того, он требует фиксации 
ткани. Для визуализации сосудистой сети живого 
объекта применяют методы конфокальной микроско-
пии [88]. При этом флуоресцирующие микросферы 
(0,02 мкм в диаметре) инъецируют внутрь сосудов 
эмбриона, после чего вся сосудистая сеть визуали-
зируется при помощи конфокального микроскопа 
[89]. К сожалению, ранние этапы васкулогенеза и 
ангиогенеза, когда просвет растущего сосуда еще не 
установлен, наблюдать в этом случае невозможно. 

Были созданы трансгенные Danio rerio, экспрес-
сирующие GFP под контролем промотора гена моле-
кулярного фактора, маркирующего эндотелиоциты: 
Fli-eGFP (GFP ассоциирован с транскрипционным 
фактором Fli-1) [85], mTie2-GFP (GFP ассоциирован 
с мембранным рецептором ангиотензина-1 Tie-2) 
[90], Flk-GFP (GFP ассоциирован с Flk-1, рецептором 
фактора роста эндотелия сосудов VEGF) [91]. Кро-
ме того, трансгенная Danio rerio со специфически 
мечеными эритроцитами с помощью красного флу-
оресцентного маркера dsRED (GATA1-dsRED) была 
скрещена с линией Fli-eGFP для создания дважды 
трангенного организма, где кровеносные сосуды 
окрашиваются зеленым, а эритроциты красным цве-
том, что позволяет создать модель движения крови 
по сосудам [92].

Опухолевый ангиогенез также можно наблюдать 
с помощью трансгенных Danio rerio Fli-eGFP с помо-
щью инъекции флуоресцентно меченых опухолевых 
клеток рядом с развивающимся сосудом: в желточ-
ный мешок, желудочек мозга или внутрь крупного 
сосуда [93, 94]. Во всех случаях наблюдается раз-
витие опухоли и индукция ангиогенеза, что можно 
визуализировать с помощью конфокального микро-
скопа. Однако сомнительным остается достовер-
ность результатов и целесообразность наблюдения 
за ангиогенезом, стимулируемым ксенотрансплан-
татами опухоли человека внутрь организма рыбы.

3.4. Имплантация полимерных материалов

Имплантация животным различных материалов 
с целью индукции реактивного ангиогенеза широко 
использовалась в исследовательской практике с 
начала второй половины прошлого века [95–97]. 
Модельными объектами чаще всего являются соба-
ки, крысы, кролики. Имплантат представляет собой 
ячеистый или губчатый материал, который содержит 
ангиогенный агент, индуцирующий рост сосудов со 
стороны тканей организма внутрь имплантата. В ка-
честве субстратов в разное время использовались 
ячеистые стальные камеры [98], синтетические 
губчатые матриксы (полиэстер, полиуритан) [99], 
а также Матригель™ [100]. Субстрат, содержащий 
тестируемое вещество или клетки, имплантируется 
подкожно, обеспечивая медленное высвобождение 
агента, и может находиться в организме животного 
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от нескольких дней до нескольких недель [101]. 
Имплантация Матригеля™ in vivo. Матри-

гель™ наиболее достоверно имитирует естественное 
тканевое микроокружение в силу своего природного 
происхождения. Он состоит из компонентов базаль-
ной мембраны, полученной из опухоли Энгельбрет-
Хольм-Сворма, имеет жидкое состояние при тем-
пературе 4°С и полимеризуюется при 37°С [102]. 
При подкожной инъекции Матригеля™, смешанного 
с ангиогенными факторами, он полимеризуется с 
образованием плотной пористой структуры, внутрь 
которой мигрируют эндотелиоциты, формирующие 
сосуды. Интенсивность ангиогенеза оценивают по-
сле удаления Матригеля и его гистологического 
окрашивания. Недостатком использования Матри-
геля™ в качестве тест-системы является наличие в 
его составе ростовых факторов и цитокинов, способ-
ных индуцировать ангиогенез и, таким образом, ис-
кажать результат эксперимента. Для минимизации 
этого эффекта был создан Матригель™ со снижен-
ным содержанием ростовых факторов.

Имплантация губчатых полимерных материа-
лов различной природы. Со времени первых экс-
периментов по имплантации различных материалов 
подкожно модельным животным эта методика при-
менялась для изучения неоваскуляризации сосуди-
сто-волокнистой ткани и механизма заживления ран 
[103], метаболизма коллагена [104], динамики кле-
точной пролиферации [105], развития грануляцион-
ной ткани [106], проникновения нейтрофилов и ма-
крофагов в область имплантата [107, 108], а также 
тестирования противовоспалительных агентов [109]. 
Метод также используется для воспроизведения опу-
холевого ангиогенеза путем введения материала, со-
держащего опухолевые клетки [110, 111], с после-
дующим анализом влияния различных тестируемых 
агентов на прорастание сосудов внутрь имплантата. 

В лабораториях используются десятки различных 
материалов, такие как поливинилалкоголь (ПВА), 
ацетат целлюлозы, полиэстер, полиэфир, полиуре-
тан и др., а также их различные комбинации. Для 
оценки неоваскуляризации анализируют изменения 
потока крови с помощью инъекции Xe133 в область 
имплантата и высчитывания скорости его клиренса 
[112]. Во избежание работы с радиоактивными ма-
териалами для этих целей используют красители на 
основе флуоресцеина [113]. Впоследствии имплан-
тат удаляют и анализируют иммуногистохимически 
на экспрессию CD31, ICAM-2 и других маркеров эн-
дотелиоцитов [114, 115]. Также можно оценить ко-
личество гемоглобина в имплантате, которое, впро-
чем, сильно зависит от размера вновь образованных 
сосудов и от их проницаемости [113]. 

Недостаток данного метода связан с невозмож-
ностью постоянного наблюдения за динамикой не-
оваскуляризации. Кроме того, подкожное внедрение 
материала само по себе активирует реактивный ан-
гиогенез, ввиду чего прорастание сосудов в область 
имплантата стимулируется как действием содержа-
щегося проангиогенного агента, так и хирургическим 
вмешательством.

3.5. Модели опухолевого ангиогенеза in vivo 

Впервые концепция ангиогенеза как важнейшего 
компонента роста опухоли и метастазирования была 
сформулирована в работах J. Folkman (1971) [116]. 
В рамках этой концепции ангиогенез исследуется на 

молекулярном и клеточном уровнях для определения 
молекулярных мишеней и выработки избирательных 
подходов к ингибированию различных звеньев анги-
огенеза. Таким образом, модели опухолевого ангио-
генеза должны позволять тестировать ангиостатиче-
ские, а не ангиостимуляторные агенты для создания 
новых терапевтических стратегий лечения злокаче-
ственных новообразований. 

Подкожная имплантация опухолевых клеток. 
Широко распространенным способом исследования 
опухолевого роста и ангиогенеза является подкож-
ное введение опухолевых клеток [117–119]. Они 
формируют опухоль, которая по мере увеличения 
в размерах, стимулирует прорастание кровеносных 
сосудов. В данном случае опухоль локализуется 
не в свойственной ей области, поэтому положи-
тельный результат, полученный при работе с такой 
тест-системой, впоследствии проверяют на модели, 
в которой опухолевые клетки имплантируются орто-
топически. Динамику роста сосудов в этом случае 
невозможно визуализировать и наблюдать во вре-
мени. Однако, в случае если группа исследуемых 
животных большая, ее делят на несколько подгрупп, 
удаляя опухоли для гистологического исследования 
у разных подгрупп через равные промежутки време-
ни [120]. 

Ортотопическая имплантация опухолевых 
клеток. Опухоли различной природы неодинаково 
реагируют на воздействие антиангиогенных агентов 
[121]. Таким образом, появилось большое количе-
ство ортотопических опухолевых моделей in vivo для 
большинства видов опухолей человека. В отличие от 
подкожного введения, ортотопическое является тех-
нически более сложным, мониторинг роста опухоли 
часто затруднен. Для ликвидации этих недостатков 
используют трансфицированные опухолевые клетки, 
экспрессирующие зеленый флуоресцентный белок 
GFP. Это позволяет осуществлять мониторинг роста 
опухоли и метастазирования с помощью конфокаль-
ной микроскопии [122]. Таким способом оценивают 
влияние ангиостатических веществ на динамику опу-
холевого ангиогенеза во времени.

Также имеются линии трансгенных мышей, экс-
прессирующих GFP под контролем эндотелиальной 
NO-синтазы либо рецептора Tie-2, маркеров эндоте-
лиальных клеток [123, 124]. Таким образом, все со-
суды животного экспрессируют GFP, что позволяет 
визуализировать опухолевый ангиогенез в рамках 
ортотопической модели. Однако экспрессия обоих 
маркеров регулируются внешними факторами, таки-
ми как кровяное давление или рост опухоли, от чего 
их содержание на поверхности эндотелиоцитов мо-
жет варьировать [125, 126]. Кроме того, в 1997 г.  
научной группой M. Okabe (1997) была создана 
линия трансгенных мышей, все клетки которой экс-
прессируют GFP («зеленая» мышь) [127]. Такие 
мыши были скрещены с nude-мышами для получе-
ния иммунодефицитной линии с зеленой флуорес-
ценцией всех тканей и органов [128]. Имплантация 
опухолевых клеток, меченных красным флуорес-
центным белком RFP, в организм таких мышей по-
зволяет получать двуцветные иллюстрации всех 
стадий канцерогенеза и опухолевого ангиогенеза,  
а также выявлять паттерны взаимодействия опухоли 
с организмом реципиента [129]. 

Трансгенные модели животных. Описанные 
выше модели не позволяют исследовать самые ран-
ние стадии канцерогенеза в связи с использованием 
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опухолевых клеток человека, которые уже характе-
ризуются атипичностью на момент имплантации в 
организм животного. В течение последних 20 лет 
были созданы линии трансгенных животных, оверэк-
спрессирующих определенные онкогены, что ведет 
к спонтанному появлению первичных опухолей. Так, 
мыши RIP-Tag, с оверэкспрессией SV40-Tag онкоге-
на под контролем регуляторного элемента инсулина, 
являются моделью опухоли b-клеточных островков 
поджелудочной железы. В течение жизни мыши опу-
холь проходит все стадии канцерогенеза от немного-
численных областей гиперплазии до агрессивного 
метастазирования. [130, 131]. Достоинство таких 
моделей заключается в возможности анализа актив-
ности тестируемого антиангиогенного вещества на 
разных стадиях ангиогенеза и канцерогенеза, начи-
ная с самой ранней. В рамках данных тест-систем 
оценивают: степень некроза и морфологию опухоли 
(окраска гематоксини-эозином) [132], формирова-
ние тромбозов (MSB окраска на фибрин) [132], ко-
личество вновь образованных капилляров (окраска 
CD31/CD34) [133], активность пролиферирующих 
клеток (анализ экспрессии PCNA) [134], степень 
апоптоза (TUNEL-тест) [134]. Все эти исследования 
требуют временных и финансовых затрат, однако 
именно такие модельные системы позволяют оце-
нить патологическую неоваскуляризацию в микро-
окружении, характерном для данного вида опухоли.

заключение

Интенсивная разработка новых эксперименталь-
ных тест-систем для исследования ангиогенеза 
является следствием растущего интереса к неова-
скуляризации как компоненту патогенеза различных 
заболеваний. Это обуславливает необходимость по-
иска подходящей модели как для фундаментальных 
исследований механизмов ангиогенеза, так и для до-
клинической оценки ангиогенной активности разра-
батываемых терапевтических агентов. Однако мно-
гие из этих агентов после успешных доклинических 
тестов in vitro и in vivo не демонстрируют таких же 
обнадеживающих результатов при проведении кли-

нических исследований [5]. Такое несоответствие 
результатов доклинического и клинического этапов 
выявляет несовершенство in vitro и in vivo тестов, а 
также необходимость их возможной модификации и 
дальнейшей разработки. Так, in vitro методы являют-
ся быстрыми и высоко воспроизводимыми и часто 
используются с целью нахождения клеточных мише-
ней для разработки терапевтической стратегии. Од-
нако кариотип, фенотип, а также характер реакции 
эндотелиоцитов в культуре на воздействие стимула 
значительно отличаются от таковых у эндотелиоци-
тов, находящихся в естественном микроокружении, 
что необходимо учитывать при интерпретации ре-
зультатов. Культивирование фрагментов крупных со-
судов ex vivo (аорты крысы и др.), служащее «связу-
ющим звеном» между in vitro и in vivo, строго говоря, 
не считается подходящей моделью для изучения ан-
гиогенеза, поскольку последний разворачивается в 
рамках микроциркуляторного звена сосудистой сети. 
Наконец, результаты различных тестов in vivo отли-
чаются между собой в зависимости от вида модель-
ного объекта (Danio rerio, мышь, эмбрион курицы и 
т.д.), особенностей микроокружения исследуемых 
областей (роговица и хориоаллантоисная мембрана) 
и индивидуальной реакции организма на вводимый 
агент. Таким образом, идеальная экспериментальная 
модель для ангиогенеза все еще не разработана, по-
этому постановка нескольких in vitro и in vivo тестов 
является обязательной для получения достоверных 
результатов при оценке ангиогенной активности 
агента либо выполнении фундаментального иссле-
дования. 
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