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Для оценки обратного транспорта холестерина (ХС) разработан высокочувствительный метод опреде-
ления внутриклеточного ХС. В качестве клеточной модели использована первичная культура клеток, выде-
ленных путем ферментного расщепления субэндотелия интимы аорты человека. Клеточная модель in vitro 
прошла лабораторные испытания и продемонстрировала применимость. В качестве агентов для испыта-
ний был использован широкий ряд фармакологических веществ, включая природные продукты. Результа-
ты показали, что метод in vitro подходит для изучения оттока ХС  из культивируемых клеток, в том числе при 
применении липопротеидов высокой плотности (ЛВП) для терапии сердечно-сосудистых заболеваний. 
Клеточные модели также могут применяться в модели ex vivo, в которой к клеточной культуре добавляют не 
фармакологические агенты, а сыворотку крови пациентов, получавших различные лекарственные и при-
родные препараты. Модель ex vivo имитирует процессы, которые происходят в организме, что, в свою оче-
редь, позволяет легко интерпретировать полученные результаты. Поскольку сыворотка крови содержит 
все факторы, влияющие на отток ХС, данные, полученные в модели ex vivo, могут рассматриваться как на-
дежный индикатор влияния всех возможных эффекторов оттока ХС.
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Введение

В настоящее время  широко  признается  тот факт, что 
разработка лекарственных  средств для  увеличения  уровня 
ЛВП , вероятно , будет полезна в лечении  сердечно-сосу-
дистых заболеваний  [4, 5, 9, 13, 18, 19, 21, 28, 29, 35]. Ар-
сенал  различных  форм  ЛВП -терапии  далеко  не исчерпан . 
В связи  с этим , создание клеточной  модели  для развития  
ЛВП -терапии  является  современной  и  сложной  задачей. 
Ожидаемым  преимуществом  клеточной  модели  для 
ЛВП -терапии  является  то, что полученные результаты  
могут быть легко  интерпретированы  и  такая  модель мо -
жет в короткие сроки  быть реализована для  практических  
целей. В дополнение  к  широко  используемому  радиоизо- 
топному  методу определения  ХС , мы  предлагаем  альтер-
нативный  (биохимический) высокочувствительный  метод 
его определения  для  изучения  оттока.

Материалы и методы

1. Первичная культура субэндотелиалъных клеток аор-
ты человека. Выделение и  культивирование клеток  произ-
водили  из грудного отдела аорт мужчин  и  женщин  в воз-
расте 40—65 лет в течение 1,5—3 ч  после внезапной  смер-
ти. Причиной  смерти  в подавляющем  большинстве случа-
ев была острая сердечно-сосудистая  недостаточность. Су- 
бэндотелиальные клетки  выделяли  из различных  участков 
интимы  аорты , различавшихся по  степени  атеросклероти-
ческого  поражения , путем  обработки  коллагеназой , и  ку-
льтивировали  в соответствии  с методом  Орехова и  соавто-

ров [5, 9, 28, 35]. Обработку аутопсийного  материала про -
водили  в стерильных  условиях. После механического уда-
ления  адвентиции  аорту рассекали  вдоль и  промывали  в 
среде 199, содержащей  по  100 ед /мл  пенициллина  и 
стрептомицина  и  2,5 мкг /мл  фунгизона. Из лоскута аорты  
вырезали  участки , не  пораженные атеросклерозом , а так -
же участки , соответствующие жировой  полосе или  липо -
фиброзной  бляшке, в соответствии  с классификацией  
Stary [4, 13, 18]. Затем  с помощью  пинцетов  интиму  отде-
ляли  от медии , при  этом  разделение слоев происходило  
по  внутренней  пограничной  эластической  мембране [9]. 
Полученный  материал  пинцетами  разделяли  на  волокна. 
К  измельченной  интиме добавляли  0,15% раствор  колла- 
геназы  II типа  (W orthington Diagnostic System, США ) в 
среде 199, содержащей  10% эмбриональной  телячьей  сы -
воротки  (Flow, Великобритания), 2 мМ  L -глутамин, 
100 ед /мл  пенициллина , 100 ед /мл  стрептомицина,
2,5 мкг /мл  фунгизона (все реактивы  G rand Island Biologi-
cal Com pany — G IB CO , США ) из расчета 10 мл раствора 
фермента на  1 г сырой  ткани . Инкубацию  интимы  с кол -
лагеназой  проводили  на  водяной  бане при  37°С с посто-
янным  перемешиванием  со скоростью  50 об ./мин  (Aqua- 
term , New Brunswick Scientific Company, США ) до  практи -
чески  полного  растворения  ткани , что обычно  занимало
2—3 ч. Эффективность  растворения  ткани  оценивали  ви -
зуально. Полученную  суспензию  клеток  фильтровали  че -
рез стерильную  нейлоновую  сетку  и  центрифугировали  
при  4°С в течение 20 мин  при  1800 g на  низкоскоростной  
центрифуге (Beckman TJ-6, Beckman Division, США). 
Осажденные клетки  промывали  в 10 мл ростовой  среды
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199, содержащей  антибиотики  и  10% эмбриональную  те-
лячью  сыворотку , и  повторно  центрифугировали  при  тех 
же условиях. Осадок  ресуспендировали  в 10 мл ростовой  
среды  и  производили  подсчет полученного  количества 
клеток  в счетной  камере. Клетки  рассаживали  в пластико-
вый  стерильный  96-гнездный  микротест для  тканевых  
культур (Nunclon, Дания) из расчета 2—4х104 клеток  на 
1 см2 культуральной поверхности . Клетки  культивирова-
ли  при  37°С в насыщенной  водяными  парами  атмосфере, 
содержащей  95% воздуха и  5% углекислого  газа, в увлаж -
няемом  СО 2 -инкубаторе (Form a Scientific, США). Смену 
среды  проводили  через день. Для  экспериментов  исполь-
зовали  7—10-дневную  первичную  культуру клеток. Такая 
культура представляет собой  смешанную  клеточную  по -
пуляцию , состоящую  преимущественно  из типичных  и 
модифицированных  гладкомышечных  клеток  [9, 20, 21]. 
Клетки , полученные из непораженных  и  атеросклероти-
ческих  участков интимы  аорты  человека , культивировали  
раздельно  и  использовали  в экспериментах  различных  ти -
пов , что позволяло  в дальнейшем  получить две клеточных  
модели , различающихся по  своим  свойствам . Первичную  
культуру клеток , выделенных  из непораженных  атероск-
лерозом  участков интимы  аорты , использовали  для  вос-
произведения  процессов атерогенеза на  клеточном  уров-
не  и  оценки  антиатерогенных  свойств исследуемых ве-
ществ. Антиатерогенным  действием  называли  эффекты , 
препятствующие основным  проявлениям  атерогенеза на 
клеточном  уровне, и , прежде всего, накоплению  внутри-
клеточного  холестерина. Первичную  культуру клеток , вы -
деленных  из пораженных  атеросклерозом  участков инти -
мы  аорты , использовали  для оценки  антиатеросклероти- 
ческих  свойств исследуемых веществ. Антиатеросклеро- 
тическим  действием  называли  эффекты , проявляющиеся  
в уменьшении  содержания внутриклеточного  ХС по  срав-
нению  с исходным  уровнем .

2. Получение сыворотки крови. Кровь  из локтевой  вены  
в количестве 5—7 мл забирали  стерильным  одноразовым  
пластиковым  шприцом  в сухую пластиковую  пробирку  с 
завинчивающейся  крышкой  объемом  15 мл. Пробирку  с 
кровью  выдерживали  при  комнатной  температуре в тече-
ние 1 ч  для  образования  сгустка, затем  в холодильнике 
при  +4°С в течение 1 ч  для  ретракции  сгустка. Сгусток от-
деляли  стеклянной  палочной  от стенок  пробирки . Про -
бирку  центрифугировали  в настольной  центрифуге Beck-
m an TJ-6 при  1800 g в течение 15 мин . Полученную  сыво-
ротку  крови  (без примеси  эритроцитов) разливали  в плас-
тиковые пробирки  типа «Эппендорф» по  1 мл. Образцы  
сыворотки  крови  хранили  в замороженном  состоянии  
(при  -18°С) до  проведения  измерения  атерогенности  и 
других биохимических  параметров.

3. Культивирование клеток с исследуемыми сыворотка-
ми крови человека. В день  эксперимента  культуральную  
среду заменяли  на  бессывороточную  среду 199, содержа-
щую  по  100 ед /мл  пенициллина  и  стрептомицина,
2,5 мкг /мл  фунгизона и  2 мМ  L -глутамина, и  к  ней  добав-
ляли  исследуемую  сыворотку  крови  в конечной  концент-
рации  40% (при  использовании  первичной  культуры  су- 
бэндотелиальных  клеток  непораженной  интимы  аорты  
человека) или  10% (при  использовании  культуры  моноци -
тов-макрофагов  крови  человека). В качестве контроля  ис -
пользовали  клетки , которые продолжали  культивировать 
в среде 199, содержащей  антибиотики  и  10% эмбриональ-
ную  телячью  сыворотку , которая  содержит необходимые

факторы  роста клеток , но  не  влияет  на  содержание внут-
риклеточных  липидов  [25]. Обычно  из 88 гнезд с первич-
ными  культурами  клеток , размещенных  на  одном  96-лу- 
ночном  микротесте для  культур тканей , 16 использовали  в 
качестве контроля , остальные — в качестве опытных  ку-
льтур, причем  на  испытание каждой  сыворотки  (или  об -
разца  ЛНП ) отводили  по  4 культуры. При  использовании  
48-луночных  микротестов в качестве контроля  использо-
вали  8 гнезд. По  окончании  инкубации  культуры  тщ а-
тельно  отмывали  от культуральной  среды  дважды  0,15 М 
изотоническим  фосфатным  буфером  (ФИБ ) (рН  7,35), за -
тем  дважды  ФИБ , содержащим  0,2% бычий  сывороточ-
ный  альбумин  (БСА) (Sigma Chemical Company, США ), и 
еще трижды  ФИБ .

4. Определение содержания внутриклеточного холесте-
рина. По  окончании  инкубации  липиды  из клеток  экстра-
гировали  трижды  смесью  n -гексана  и  изопропанола в 
объемном  отношении  3:2 по  методу H ara и  Radin [11], 
каждая экстракция  продолжалась по  30 мин . Экстракт пе -
реносили  в чистый  96-гнездный  микротест и  выпаривали  
при  комнатной  температуре под током  воздуха. Получен-
ный  сухой осадок  растворяли  в 25 мкл  раствора, содержа-
щего 15 мМ  холат натрия  и  0,05% Тритон  Х-100 (Sigma 
Chemical Company, США ), добавляли  по  25 мкл  изопро -
панола и  по  100 мкл  раствора «Monotest» (Boehringer 
M annheim , Германия) для  определения  общего  ХС. Фер-
ментативный  набор  для  определения  общего  ХС содер-
жал 0,2 ед /мл  холестеринэстеразы , 0,1 ед /мл  холестери- 
ноксидазы , 0,1 ед /мл  пероксидазы  хрена, 1 мМ  4-амино- 
феназона , 3 мМ  фенола  и  2 мМ  3,4-дихлорфенола в 
50 мМ  Трис-буфере, рН  7,7. В качестве стандарта исполь-
зовали  стандартный  раствор  ХС  в изопропаноле , 1 мг/мл  
(Boehringer M annheim , Германия). Смесь инкубировали  
при  37°С в течение 30 мин , после чего измеряли  оптиче-
скую  плотность  проб при  длине волны  492 нм  на  автома-
тическом  8-канальном  спектрофотометре «Multiscan Bic- 
hromatic» (LabSystems, Финляндия) и  рассчитывали  со -
держание общего  ХС в каждой  пробе. При  необходимо-
сти, содержание свободного  внутриклеточного  ХС опре-
деляли  в аликвотах  липидного  экстракта  аналогичным  
образом , используя раствор  «Monotest» (Boehringer M an-
nheim, Германия) для  определения  свободного  ХС , не со -
держащий  холестеринэстеразы . Содержание эстерифици - 
рованного  внутриклеточного  ХС определяли  по  разнице 
уровней  общего и  свободного  ХС.

5. Определение внутриклеточных липидов методом тон-
кослойной хроматографии. Липиды  из клеток  экстрагиро-
вали  трижды  смесью  n -гексана  и  изопропанола  в объем -
ном  отношении  3:2 по  методу H ara и  Radin [11], каждая 
экстракция  продолжалась по  30 мин . Нейтральные липи -
ды  разделяли  методом  тонкослойной  хроматографии  на 
силикагеле Kieselgel 60 (E. M erck, Германия) в двух после-
довательных  системах:

а) бензол  — диэтиловый  эфир  — этанол  — уксусная 
кислота в объемном  соотношении  50:40:2:0,2;

б) n -гексан  — диэтиловый  эфир  — уксусная кислота в 
объемном  соотношении  90:10:1.

В качестве стандартов использовали  холестерилолеат, 
триолеин  и  ХС. Фосфолипиды  хроматографировали  в си -
стеме метилацетат — n -пропанол  — хлороформ  — мета-
нол  — 0,25% KCl в объемном  соотношении  25:25:25:10:9 
(674). Сканирование  хроматограммы  проводили  при  дли -
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не  волны  200 нм  на  сканнере Shimadzu CS-930 (Shimadzu- 
Corporation, Япония).

6. Определение клеточного белка. Фиксированные  на 
пластике клетки  после экстракции  липидов  растворяли  в 
50 мкл  0,2 н. N aO H  при  комнатной  температуре в течение 
12—16 ч, после чего  определяли  содержание клеточного 
белка в каждой  пробе по  методу Lowry с соавторами  [17]. 
К  пробе добавляли  200 мкл  свежеприготовленного  0,2 н. 
раствора N aO H , содержащего  0,01% тартрата калия-на-
трия , 0,005% сульфата меди  и  0,02% карбоната натрия , за -
тем  20 мкл  1 н. реактива Фолина—Кукалту (Sigma Chem i-
cal Company, США ) и  выдерживали  при  комнатной  тем -
пературе в течение 1 ч, после чего измеряли  оптическую  
плотность  проб на  спектрофотометре «M ultiscan Bichro- 
matic» при  длине волны  690 нм  и  рассчитывали  содержа-
ние клеточного  белка в каждой  пробе. В качестве стандар-
та использовали  раствор  БСА  в 0,2 н. N aO H  (1 мг/мл).

7. Оценка оттока холестерина (антиатеросклеротиче- 
ского эффекта) в  модели in vitro. Для  изучения антиатеро- 
склеротического  действия  исследуемых веществ исполь-
зовали  первичную  культуру субэндотелиальных  клеток  из 
пораженных  атеросклерозом  участков интимы  аорты  че-
ловека. Удельное содержание общего  ХС в таких  клетках 
обычно  составляло  50—200 мкг /мг  клеточного  белка. 
В инкубационную  среду добавляли  исследуемое вещество 
в различных  концентрациях . Обычно  использовали  лога-
рифмический  диапазон  концентраций  исследуемого ве-
щества. Инкубацию , экстракцию  липидов  из клеток, 
определение клеточного  белка и  измерение удельного  со -
держания  общего ХС проводили , как  описано  выше. Со -
держание внутриклеточного  ХС  в контрольных  клетках, 
инкубированных  без добавления  исследуемого вещества, 
принимали  за 100%. Эффект на  отток  ХС  (антиатероскле- 
ротический  эффект) исследуемых веществ определяли  
как  их  способность  статистически  достоверно  снижать 
исходно  высокое содержание внутриклеточного  ХС.

8. Оценка оттока холестерина (антиатеросклеротиче- 
ского эффекта) в  модели ex vivo. Исследования  соответст-
вовали  требованиям , предъявляемым  стандартом  качест-
венных  клинических  испытаний  (G ood Clinical Practice, 
G C P) к  исследованиям  фазы  I и  II. У  добровольцев  брали 
кровь  непосредственно  перед приемом  исследуемого ве-
щества, а также через соответствующие интервалы  време-
ни  после его приема  внутрь (обычно  через 2, 4 и  6 ч  при  
скрининговых  исследованиях  и  при  оценке  краткосроч-
ного  действия, а также через 4, 8, 12 и  24 ч  при  оценке 
длительности  эффекта). Инкубацию  клеток  из атероскле-
ротического  поражения  с сыворотками  крови , экстрак -
цию  липидов  из клеток  и  определение клеточного  белка 
проводили , как  описано  выше. Эффект на  отток  холесте-
рина  (антиатеросклеротический  эффект) исследуемых ве-
ществ в модели  ex vivo определяли  как  их  способность  
статистически  достоверно  снижать содержание ХС  в 
культивируемых атеросклеротических  клетках. Сущест-
венной  особенностью  данной  модели  является  возмож -
ность  оценки  антиатеросклеротического  потенциала  раз-
личных  веществ (а также их  активных  метаболитов) после 
усвоения , распределения и  биотрансформации  в организ-
ме человека , т.е. получение специфических  фармакоди- 
намических  характеристик . Определение пролиферативной 
активности. Клетки , выделенные из нормальных  или  по -
раженных  атеросклерозом  участков интимы  аорты  чело-
века, инкубировали  в течение 24 ч  в присутствии

10 мкКи /мл  рЩ -тимидина . По  окончании  инкубации  
липиды  из клеток  экстрагировали , как  описано  выше, а 
фиксированные  на  пластике клетки  растворяли  в 50 мкл
0,2 н. N aO H  при  комнатной  температуре в течение 
12—16 ч. После растворения  радиоактивность  измеряли  
на  сцинтилляционном  счетчике 1215 Rackbeta II (LKB, 
Швеция).

9. Определение пролиферативной активности. Клетки , 
выделенные из нормальной  и  атеросклеротической  инти -
мы  аорты  человека, инкубировали  в течение 24 ч  в при -
сутствии 10 м ^  /  мл [3Н ]-тимидина . После инкубации  
липиды  экстрагировали  из клеток , как  описано  выше, и 
клетки , закрепленные на  пластиковых  чашках , растворя-
ли  в 50 мл 0,2 N  раствора N aO H  при  комнатной  темпера-
туре в течение 12—16 ч. После растворения  измеряли  ра -
диоактивность  с помощью  сцинтилляционного  счетчика 
1215 RackBeta II (LKB, Швеция).

10. Определение синтеза коллагена. Клетки , выделен-
ные из нормальных  или  пораженных  атеросклерозом  уча-
стков интимы  аорты  человека, инкубировали  в течение 
24 ч  в присутствии  5 мкКи /мл  [3Щ -пролина . По  оконча-
нии  инкубации  включение меченого  пролина  в обрабо-
танную  коллагеназой  фракцию  культуральной среды  
определяли  по  методу Peterkofsky и  Diegelmann [26]. Из 
культуры  отбирали  500 мкл  среды  и  переносили  в стек -
лянные  пробирки . Клетки  промывали  2 раза по  250 мкл 
ФИБ  и  смывы  переносили  в те же пробирки . Пробы  на -
гревали  в течение 15 мин  при  80°С для инактивации  про- 
теиназ. После охлаждения до  +4°С  в пробы  добавляли
1 мл 20% ледяной  трихлоруксусной  кислоты  (ТХУ), со -
держащей  2 мМ  пролина. Спустя 10 мин  пробы  центри -
фугировали  (10 мин , 3500 g). Супернатант отбрасывали , а 
осадок  промывали  трижды  1 мл 5% ТХУ, содержащей
1 мМ  пролина. Промытый  осадок  растворяли  в 0,4 мл
0,1 N  N aO H , разделяли  на  аликвоты  по  200 мкл  и  нейтра-
лизовали  равным  объемом  0,08 N  HCl. К  одной  из алик -
вот добавляли  80 мкл  60 m M  H EPES, содержащего  0,2 мМ  
фенилметилсульфонилфторида , 0,25 мМ  CaCl2, 1,25 мМ  
N -этиленамида, и  20 мкл  раствора коллагеназы  (1 мг/мл) 
(W orthington Diagnostic System, США ). К  другой  аликво-
те, служившей  бланком , добавляли  те же вещества за иск -
лючением  коллагеназы . Пробы  инкубировали  4 ч  при  
37°С. Инкубацию  останавливали  добавлением  0,5 мл 10% 
ТХУ, содержащей  0,5% таниновой  кислоты . После цент-
рифугирования  в течение 10 мин  при  1800 g определяли  
радиоактивность  супернатанта на  сцинтилляционном  
счетчике 1215 Rackbeta II (LKB, Швеция). Синтез колла-
гена определяли  по  формуле 2* ([dpm] образца — 
[dpm ]бланка)/(клеточный  белок, мкг).

11. Проведение исследования ex vivo и in vivo. В иссле -
довании  приняли  участие здоровые  добровольцы  без 
признаков  клинических  проявлений  атеросклероза  или  
системных  воспалительных  заболеваний . Образцы  кро -
ви  были  взяты  у добровольцев  непосредственно  перед  
приемом  вещества  (пероральное  введение), а также  че -
рез определенные  промежутки  времени  после  перораль- 
ного  приема . Сыворотка  была  использована  для  опреде-
ления  влияния  лекарственного  средства  (вещества) на 
отток  ХС.

12. Статистическая обработка данных. Статистиче-
скую  оценку  достоверности  различий  проводили  с ис -
пользованием  пакета SPSS версии  12.0 (SPSS Inc., США). 
Графическую  обработку  данных  проводили  с использова-
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нием  пакета SigmaPTot версии  7.0 (SPSS Inc., США ). До -
стоверными  считали  различия  при  95% вероятности  безо-
шибочного  прогноза. Характер распределения признака 
определяли  с помощью  F -теста и  теста Колмогоро-
ва -Смирнова . После оценки  вариабельности  признака  в 
отношении  нормальности  распределения для  межгруппо- 
вых сравнений  использовали  тест Манна—Уитни  или 
групповой  t -тест, для  оценки  изменений  показателей  в 
динамике  использовали  тест Уилкоксона или  парный  
t -тест. Для  сравнения  распределений  номинальных  пока-
зателей  и  категорийных  величин  использовали  показатель 
%2 по  Пирсону  с поправкой  по  Йетсу. Для  оценки  связи  
клинико-биохимических  показателей  и  их изменений  ис -
пользовали  корреляционный  анализ по  Пирсону  с по -
правкой  Бонферрони  и  регрессионный  анализ. В оконча-
тельном  виде данные  для  непрерывных  величин  пред-
ставляли  в виде среднего  арифметического  значения  с 
указанием  стандартной  ошибки .

Результаты

Модель in vitro

В этом  исследовании  мы  разработали  новую  модель, 
которая  включает в себя культивирование клеток , выде-
ленных  из аорты  человека , с целью  проверки  фармаколо-
гического  эффекта  различных  веществ. Модель имитиру-
ет те процессы , которые происходят в организме челове-
ка, когда вводятся биологически  активные вещества. И з -
вестно  [8, 22, 24], что  атеросклеротические изменения  ин -
тимы  аорты  происходят сначала в субэндотелиальном  
слое, поэтому  для модели  клетки  были  выделены  из этого 
слоя интимы . Для  получения липидированных  клеток  
первичную  культуру получали  с использованием  клеток, 
выделенных  из жировых  атеросклеротических  пораже-
ний . Важно подчеркнуть, что  в культуре выделенные 
клетки  содержали  тот же избыток  липидов , как  в крови  
человека in situ [25]. Избыточный  ХС , как  известно , явля-
ется основным  проявлением  атеросклероза на  клеточном  
уровне [39]. Таким  образом , при  таком  подходе не было 
необходимости  искусственно  загружать культивируемые 
клетки  холестерином . Состав и  содержание внутрикле-
точных  липидов  в культивируемых клетках  этой  модели 
были  аналогичны  составу и  содержанию  липидов  в клет-
ках  атеросклеротического  поражения  в организме челове-
ка  [25].

Для  того, чтобы  оценить антиатеросклеротическую  ак -
тивность тестируемых веществ, в дополнение к  оценке  со -
держания внутриклеточного ХС  анализировали  содержа-
ние других классов липидов , пролиферативную  активность 
культивируемых клеток  и  синтез коллагена в культуре кле-
ток. Наряду  с накоплением  внутриклеточного ХС , увели-
чение пролиферативной  активности  и  усиленный  синтез 
компонентов внеклеточного матрикса, в особенности  кол-
лагена, известны  как  наиболее яркие  проявления атероск-
лероза на клеточном  уровне [2, 23, 31—33, 38].

Разработанная  клеточная  модель в варианте in vitro 
была использована для  оценки  влияния  на  отток  холесте-
рина  гиполипидемических  препаратов, используемых  для 
снижения  уровня  ХС в крови , относящихся к  различным  
классам  фармакологических  веществ. Среди  них  был ло- 
вастатин, относящийся  к  классу  статинов [15], а также 
липостабил, содержащий  липиды  натурального  проис-
хождения [10, 30]. Были  также испытаны  ингибиторы  
ацил-КоА -холестерина-ацилтрансферазы  (АХАТ) — фер -
мента, принимающего  участие в накоплении  ХС  в клет-
ках  сосудистой  стенки  [6, 7, 14, 27, 34, 36, 37]. Было  обна-
ружено , что только  липостабил  достоверно  снижал  содер-
жание ХС  в клетках, культивируемых из атеросклеротиче-
ских  поражений  аорты  человека, т.е. вызывал  обратный  
транспорт ХС  (табл. 1). Ни  статин , ни  ингибиторы  АХАТ 
не способствовали  обратному  транспорту  ХС  из атероск-
леротических  клеток  (табл. 1).

Полученные  данные  являются  ярким  примером  то -
го, что  снижение  ХС  в крови  не  обязательно  сопровож -
дается  его  снижением  в сосудистой  стенке . Так , сильное  
гиполипидемическое  лекарственное  средство  ловаста- 
тин , снижающее  уровень  ХС  в крови  путем  подавления  
его  синтеза  [3], не  способствовало  обратному  транспор -
ту  ХС  из атеросклеротических  клеток . С другой  сторо -
ны , липостабил , обладающий  умеренным  гиполипиде- 
мическим  действием , обладал  выраженным  эффектом  
на  отток  ХС. Экстраполируя  этот  эффект  липостабила  
на  ситуацию  в организме , можно  предполагать , что  ли -
постабил  обладает антиатеросклеротическим  действи -
ем , вызывая  регрессию  атеросклеротического  пораж е-
ния  в сосудах.

Неожиданным  оказалось  отсутствие эффекта  у инги -
биторов АХАТ. Эти  соединения  прямо  участвуют во  внут-
риклеточном  метаболизме ХС , препятствуя  этерифика- 
ции  свободного  ХС  [34]. Тем  не  менее, ингибиторы  АХАТ 
не способствовали  снижению  ХС  в атеросклеротических

Таблица 1
Влияние липостабила, ловастатина и ингибиторов ацил-КоА-холестерина-ацилтрансферазы (АХАТ) 

на содержание холестерина в атеросклеротических клетках интимы аорты человека in vitro

Пре па рат Содержание внутриклеточного холестерина, мкг/мг клеточного белка
Контроль 105 ± 11
Липостабил 82 ± 3*
Ловастатин 110 ± 10
CI-976 98 ± 8
CL-277082 107 ± 10
DuP-128 97 ± 6
Примечание. Клетки из пораженных атеросклерозом  участков интимы аорты человека выделяли и культивировали, как опи-
сано в разделе  "Методы”. Влияние веществ на содержание внутриклеточного холестерина изучали в концентрации 10-6 М. 
Данные представляют средние значения, полученные в трех независимых экспериментах; * — достоверное снижение со -
держания внутриклеточного холестерина, p<0,05
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клетках , т.е. не повышали  обратный  транспорт холестери-
на. Можно  предполагать, что эти  соединения  в лучшем  
случае обладают антиатерогенным  эффектом , т.е. препят-
ствуют возникновению  и  развитию  атеросклеротического  
поражения , но  не антиатеросклеротическим  эффектом , 
проявляющемся  в регрессии  уже имеющихся атероскле-
ротических  поражений .

В табл. 2 приведены  данные  комплексной  оценки  вли -
яния  на  атеросклеротические показатели  культивируемых 
клеток  известного  лекарственного  средства верапамил, от-
носящегося  к  классу  антагонистов  кальция . Известно , что 
верапамил  обладает антиатеросклеротическим  действием , 
вызывая  регрессию  атеросклероза у больных  с документи-
рованными  атеросклеротическими  поражениями  сосудов 
[12]. В первичной  культуре интимальных  клеток  аорты  
человека верапамил  дозозависимо  снижал  содержание об -
щего ХС , т.е. способствовал  обратному транспорту  ХС. 
В отсутствие верапамила отток  ХС из клеток  не наблю -
дался. При  этом  свободный  (неэтерифицированный) хо-
лестерин  не изменялся. Это свидетельствует о том , что 
снижение содержания  ХС  в клетках  происходит исключи-
тельно  за  счет эфиров  ХС. Наряду  со снижением  общего 
ХС , наблюдалось уменьшение содержания двух других 
важнейших  классов внутриклеточных  липидов  — фосфо -
липидов  и  триглицеридов. Таким  образом , обратный  
транспорт ХС из атеросклеротических  клеток  сопровож -
дается снижением  внутриклеточного  содержания других 
важнейших  классов липидов , что должно  способствовать 
освобождению  клеток  атеросклеротического  поражения  
от избыточного  жира. Такая  регрессия клеточного  липи- 
доза может объяснять  механизм  антиатеросклеротическо- 
го действия  верапамила.

Верапамил  вызывал  дозозависимое существенное по -
давление пролиферативной  активности  культивируемых 
атеросклеротических  клеток  (табл. 2). Кроме того, вера-
памил  подавлял  синтез коллагена в первичной  культуре 
клеток , выделенных  из атеросклеротического  поражения  
(табл. 2). Таким  образом , верапамил  не  только  способст-
вует оттоку  ХС из атеросклеротических  клеток , но  обла-
дает и  другими  антиатеросклеротическими  эффектами  на 
уровне клеток  сосудистой  стенки , подавляя пролифера-

Антиатеросклеротические эфф

тивную  и  синтетическую  активность, т.е. уменьшает или 
подавляет все основные проявления  атеросклероза на 
клеточном  уровне — липоидоз, пролиферацию  и  фиброз. 
Полученные данные  демонстрируют важное свойство 
разработанной  модели  — ее использование для  оценки  
оттока ХС , антиатеросклеротической  активности  в целом  
и  для  изучения механизма антиатеросклеротических  эф -
фектов различных  агентов.

Верапамил , будучи представителем  класса  антагони -
стов кальция , является  антиангинальным  препаратом . 
Антиангинальные  лекарственные  средства широко  при -
меняются  для  лечения  сердечно-сосудистых  заболева-
ний , морфологической  основой  которых  является  атеро-
склероз. Данные  о прямых  антиатеросклеротических  эф -
фектах  верапамила  на  уровне артериальных  клеток , вы -
явленные  на  модели  in vitro, стали  побудительным  моти -
вом  для  проверки  других  классов  антиангинальных  ле -
карственных  средств на  этой  модели . В дополнение  к  ве- 
рапамилу , были  испытаны  другие антагонисты  кальция , 
в частности : нифедипин , дилтиазем , никардипин , цин - 
наризин , папаверин . Кроме  того , на  разработанной  кле -
точной  модели  in vitro были  испытаны  Р -блокаторы  и  ни -
траты , которые  наряду  с антагонистами  кальция  являю т-
ся наиболее  широко  используемыми  классами  антианги -
нальных  препаратов  [1]. Среди  Р -блокаторов  использо -
вались  пропранолол , альпренолол , метопролол , пиндо- 
лол , тимолол . Нитратами , подвергнутыми  испытаниям  
на  модели  in vitro, были: нитроглицерин , изосорбид , ни - 
тропруссид .

Все исследованные  антагонисты  кальция  способство-
вали  оттоку  ХС  из атеросклеротических  клеток  на  разра -
ботанной  клеточной  модели  in vitvo, вызывая  значимое 
снижение  содержания  внутриклеточного  ХС  в культиви -
руемых  клетках  атеросклеротического  поражения  аорты  
человека  (табл. 3). Помимо  этого , все антагонисты  каль -
ция  подавляли  пролиферативную  активность  атероскле-
ротических  клеток  (табл. 3). Таким  образом , можно  
утверждать о наличии  у антагонистов  кальция  антиате-
росклеротических  эффектов , проявляемых  на  уровне 
клеток  сосудистой  стенки . Напротив , все исследованные 
Р-блокаторы  не  только  не  способствовали  оттоку  ХС  из

Таблица 2
ы верапамила в модели in vitro

Исследуемый параметр Концентрация верапамила, М Эффект верапамила, % от контроля
Общий холестерин 10-7 104 ± 5

10-6 82 ± 8 (p<0,05)
10-5 61 ± 4 (р<0,01)

Свободный холестерин 5 х  10-5 90 ± 8
Фосфолипиды 5 х  10-5 61 ± 8 (р<0,05)
Триглицериды 5 х  10-5 76 ± 2 (р<0,05)
Включение [3И]-тимидина 10-7 86 ± 7

10-6 50 ± 2 (р<0,01)
10-5 34 ± 2 (р<0,001)
10-4 20 ± 2 (р<0,001)

Синтез коллагена 5 х  10-5 74 ± 5 (р<0,05)
Примечание. Контрольные уровни в контроле составили 12,2 ± 0,2 распадов в минуту (с1рт)/мкг клеточного белка для включе-
ния меченого тимидина; 57,4 ± 1,2, 71,4 ± 10,9, 46,8 ± 5,3, 12,1 ± 1,7 30,8 ± 1,6 мкг/105 клеток для общего холестерина, фосфо-
липидов, свободного холестерина, триглицеридов и эфиров холестерина соответственно; 2500 ± 1 0 2  Срт /103 клеток для 
включения меченого пролина. Достоверность отличий от контроля указана в таблице.
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атеросклеротических  клеток  на  разработанной  модели  
in vitro, но  и  повышали  в них  содержание ХС  (табл. 3). 
Параллельно  все Р-блокаторы  стимулировали  пролифе-
ративную  активность  культивируемых  атеросклеротиче-
ских  клеток  (табл. 3). Таким  образом , в противополож -
ность  антиатеросклеротическим  эффектам  антагонистов  
кальция , Р -блокаторы  вызывают  прямые  проатероген- 
ные  эффекты  на  уровне артериальных  клеток . Третий  
класс  антиангинальных  препаратов  — нитраты  — не  спо -
собствовал  оттоку  ХС  на  модели  in vitro. Нитраты  не  ока -
зывали  значимого  влияния  ни  на  содержание ХС , ни  на 
пролиферативную  активность  атеросклеротических  кле-
ток , т.е. они  не обладали  эффектами , имеющими  отно -
шение  к  атеросклерозу  (табл. 3). Данные  проведенных  
исследований  служат яркой  иллюстрацией  использова-
ния  разработанной  клеточной  модели  оттока  ХС  in vitro 
для  выявления  эффективности  различных  фармакологи -
ческих  средств. При  этом  данные  о прямых  антиатероск -
леротических  эффектах  антагонистов  кальция , проате- 
рогенных  эффектах  Р -блокаторов  и  выявленное  отсутст-
вие эффектов , имеющих  отношение  к  атеросклерозу , у

нитратов  имеют важное самостоятельное  значение  для 
объяснения  механизмов  различного  действия  этих  пре -
паратов  на  развитие  атеросклероза  в артериальной  стен -
ке. Наши  данные , полученные  с помощью  клеточной  
модели , получили  поддержку  по  результатам  клиниче-
ского  исследования . Так , A. Loaldi с соавторами  [16] со -
общили , что  долгосрочный  пероральный  прием  пропра- 
нолола  усугубляет атеросклероз коронарных  артерий  у 
больных  со  стенокардией  по  сравнению  с антагонистами  
кальция . Нифедипин  оказывает  наиболее  полезный  эф -
фект  на  коронарный  атеросклероз, подавляя  развитие 
существующих  и  предотвращая  появление  новых  атеро-
склеротических  поражений . Изосорбид  динитрат  был 
менее эффективным  в этом  отношении , а терапия  про- 
пранололом  показала  наихудшие результаты .

В клеточной  модели  in vitro были  исследованы  и  экст-
ракты  натуральных продуктов. Эксперименты  проводи -
лись  с экстрактом  порошка сушеного чеснока (Allium посев-
ной). Результаты  представлены  в табл. 4. Было  обнаруже-
но , что водный  экстракт порошка  чеснока в концентра-
ции  1 мг/мл  значительно  уменьшал  свободный  и  этери-

Таблица 3
Влияние антагонистов кальция, Р-блокаторов и нитратов на содержание холестерина 
и пролиферативную активность клеток, выделенных из атеросклеротической бляшки

Препарат Концентрация, М Содержание внутриклеточного 
холестерина, % от контроля

Включение [3Н]-тимидина, 
% от контроля

Антагонисты кальция
Верапамил 10-6- 1 0 -4 29 ± 7 -  69 ± 6 * 33 ± 4 -  65 ± 13 *
Нифедипин 10-6- 1 0 -4 48 ± 4 -  79 ± 4 * 37 ± 7 -  54 ± 5 *
Дилтиазем 10-5- 1 0 -4 61 ± 7 -  71 ± 8 * 49 ± 7 -  70 ± 6 *
Никардипин 10-5- 1 0 -4 68 ± 4 -  74 ± 5 * 56 ± 4 -  70 ± 5 *
Циннаризин -0-16-0 84 ± 9 -  99 ± 5 47 ± 7 -  70 ± 5 *
Папаверин 10-5- 1 0 -4 64 ± 6 -  66 ± 4 * 51 ± 1 -  55 ± 6 *

Бета-блокаторы
Пропранолол 0- -1 0- 118 ± 7 -  127 ± 8 # 169 ± 9 -  181 ± 20 #
Альпренолол 10-9- 1 0 -4 132 ± 9 -  164 ± 10 # 138 ± 4 -  148 ± 10 #
Метопролол 10-4 135 ± 4 # 129 ± 18
Пиндолол -0-16-0 132 ± 8 -  149 ± 17 # 143 ± 6 -  170 ± 12
Тимолол 0- 9 -1 0- 6 130 ± 11 -  178 ± 9 # 140 ± 10 -  169 ± 18 #

Нитраты
Нитроглицерин 10-9- 1 0 -4 83 ± 7 -  116 ± 7 96 ± 9 -  140 ± 21
Изосорбид 10-9- 1 0 -4 99 ± 15 -  119 ± 9 102 ± 5 -  124 ± 14
Нитропруссид 10-9- 1 0 -4 86 ± 4 -  118 ± 8 69+17 -  106 ± 10
Примечание. Достоверное снижение показателей по сравнению  с контролем, p<0,05; # -  достоверное повышение по 
сравнению  с контролем, p<0,05

Таблица 4
Антиатеросклеротическое действие водного экстракта чеснока в модели in vitro

Свободный холестерин, 
мкг/мг клеточного белка

Этерифицированный холестерин, 
мкг/мг клеточного белка

Включение тимидина, 
dpm/мг клеточного белка

Контроль 20,7 ± 0,9 41,3 ± 1,3 238 ± 8
0,1 мкг/мл 19,1 ± 1,1 39,0 ± 1,1 213 ± 7
1 мкг/мл 19,8 ± 0,9 39,4 ± 1,6 228 ± 5
10 мкг/мл 19,6 ± 1,3 40,3 ± 1,5 213 ± 10
100 мкг/мл 21,7 ± 1,3 36,5 ± 1,3 * 252 ± 2
1000 мкг/мл 17,1 ± 0,4 * 32,8 ± 1,9 * 56 ± 6 *
Примечание.* -  достоверное различие по сравнению  с контролем (p<0,05)
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фицированный  ХС  в культивируемых клетках, в дополне-
ние к  антипролиферативному  действию  (ингибирование 
синтеза ДНК ). При  концентрации  100 мкг /мл  экстракта 
чеснока  значительно  снижался уровень внутриклеточного  
этерифицированного  ХС. Таким  образом , водный  экст-
ракт чеснока  имеет прямое антиатеросклеротическое дей -
ствие на  клеточном  уровне, вызывая отток  ХС  (снижение 
ХС  и  его сложных  эфиров) и  ингибирование  синтеза ДНК  
в клетках.

Помимо  чеснока , был  исследован  антиатеросклеро - 
тический  эффект  свеклы  (Beta обыкновенная). Данные  
представлены  в табл. 5. Видно , что  водный  экстракт  по -
рош ка  сушеной  свеклы  эффективно  снижает  внутри -
клеточный  ХС , т .е. обладает антиатеросклеротическим  
действием .

Мы  исследовали  сочетание чеснока  и  свеклы . Показа-
но , что эта комбинация  не  увеличивает антиатеросклеро-
тическое действие чеснока  (табл. 6).

Модель ex vivo

В качестве основы  для  разработки  метода оценки  от-
тока  ХС  ex vivo была использована технология модели 
in vitro. Существенным  отличием  ex vivo версии  от in vitro 
модели  было  то, что к  культуре клеток  добавлялись  не 
фармакологические агенты , а сыворотка крови  больных, 
взятая  после приема ими  препаратов. Влияние препарата 
на  отток  ХС  оценивали  путем  измерения  содержания 
внутриклеточного  ХС  до  и  после добавления  сыворотки  
крови  пациента к  клеточной  культуре. Эта модель очень 
близка  к  ситуации  в организме, поэтому  легко  интерпре-
тировать  полученные результаты . Так  как  сыворотка со -
держит все компоненты , которые могут повлиять  на  отток

ХС , данные  следует рассматривать как  интегральный  по -
казатель конечного  результата влияния  всех возможных  
эффекторов  на  отток  ХС.

Эффект верапамила на  отток  ХС , выявленный  в in vitro 
модели , был подтвержден  с помощью  ex vivo модели. 
В табл. 6 приведены  данные , полученные при  использова-
нии  ex vivo модели. Добровольцы  получали  верапамил  в 
дозе 40 мг. Образцы  крови  отбирали  до  введения  верапа-
мила (время «0») и  через 1 ч, 2 ч, 4 ч  и  8 ч  после введения. 
Образцы  сыворотки  крови  были  приготовлены  и  добавле-
ны  к  первичной  культуре атеросклеротических  клеток. 
Видно, что  значительное снижение внутриклеточного  ХС 
наблюдалось в том  случае, когда была добавлена сыворот-
ка, полученная  из крови , взятой  через 2 ч  после одинар -
ной  дозы  верапамила (табл. 7). Тот же эффект  был у сыво-
ротки , взятой  через 4, 8 и  12 ч  после введения  верапамила. 
То есть, начиная  с 2 ч  после приема однократной  дозы  ве -
рапамила , сыворотка приобретает антиатеросклеротиче-
ское свойства, проявляющиеся  в развитии  обратного  от-
ток  ХС  из атеросклеротических  клеток. Антиатеросклеро- 
тические свойства сыворотки  сохраняются в течение, по 
крайней  мере, 12 ч  после введения.

В ex vivo модели  изучалось и  антиатеросклеротическое 
действие таблеток  из порошка  чеснока  (150 мг). Уже через
2 ч  после однократного  перорального  приема таблетки  
сыворотка приобретает способность  к  снижению  внутри-
клеточного  холестерина. Эффект сохраняется в течение 
по  меньшей  мере 6 ч  после приема (табл. 8). Длительный  
прием  чесночных  таблеток  в течение 12 мес. приводит к  
сохранению  устойчивого  антиатеросклеротического  эф -
фекта (табл. 9).

Таблица 5
Влияние на обратный транспорт холестерина водного экстракта порошка свеклы в модели in vitro

Внутриклеточный холестерин
мкг/мг клеточного белка % от контроля

Контроль 142,9 ± 7,8 100 ± 5
0,2 мкг/мл 84,1 ± 3,0 59 ± 2 *
0,1 мкг/мл 105,3 ± 6,1 74 ± 4 *
0,01 мкг/мл 113,4 ± 7,3 79 ± 5 *
0,001 мкг/мл 121,6 ± 2,3 85 ± 2 *
Примечание.* -  достоверное различие по сравнению  с контролем (p<0,05)

Таблица 6
Эффект на обратный транспорт холестерина комбинации чеснока и свеклы

Внутриклеточный холестерин
мкг/мг клеточного белка % от контроля

Контроль 89,1 ± 3,6 100,0 ± 4,0
Чеснок, 0,1 мкг/мл 63,9 ± 4,9 71,7 ± 5,5 *
Чеснок, 0,01 мкг/мл 65,5 ± 3,3 73,5 ± 3,7 *
Свекла, 0,1 мкг/мл 78,5 ± 3,3 88,1 ± 3,7 *
Свекла, 0,01 мкг/мл 84,7 ± 6,5 95,1 ± 7,3
Чеснок, 0,1 + свекла, 0,1 мкг/мл 66,8 ± 1,5 75,0 ± 1,7 *
Чеснок, 0,1 + свекла, 0,01 мкг/мл 75,5 ± 3,2 84,7 ± 3,6 *
Чеснок, 0,01 + свекла, 0,1 мкг/мл 76,6 ± 5,7 86,0 ± 6,4 *
Чеснок, 0,01 + свекла, 0,01 мкг/мл 87,7 ± 5,5 98,4 ± 6,2
Примечание. * -  достоверное различие по сравнению  с контролем (p<0,05)
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Антиатеросклеротическое действие верапамила в модели ex vivo
Таблица 7

Время после приема препарата, ч Содержание внутриклеточного холестерина, % от контроля
0 104 ± 3
1 91 ± 11
2 55 ± 10 *
4 44 ± 4 *
8 46 ± 3 *
12 59 ± 6 *

Примечание. Контрольные клетки, выделенные из атеросклеротического поражения, содержали 221 ± 13 мкг холестерина 
на 1 мг клеточного белка; этот уровень принят за  100%; * -  достоверное снижение уровня внутриклеточного холестерина, 
p<0,05

Таблица 8
Оценка антиатеросклеротического действия таблетки чесночного порошка (150 мг) на модели ex vivo

Время после приема препарата, ч Содержание внутриклеточного холестерина, 
мкг/мг клеточного белка

% от контроля

Контроль 110,5 ± 5,2 100 ± 5
0 107,8 ± 4,0 95 ± 4
2 90,5 ± 4,5 82 ± 4 *
4 83,0 ± 2,4 75 ± 2 *
6 83,8 ± 4,6 76 ± 4 *

Примечание. * -  значительное снижение уровня внутриклеточного холестерина, p<0,05

Таблица 9
Антиатеросклеротический эффект длительного приема таблеток чесночного порошка 

(150 мг при однократном приеме) на модели ex vivo

Продолжительность лечения Содержание холестерина в атеросклеротических клетках 
после 24 ч инкубации с исследуемой сывороткой крови, % от контроля

1 мес. до начала лечения 100 ± 1
Начало лечения (0 месяцев) 100 ± 1
0,5 мес. после начала 70 ± 14
1 мес. 71 ± 11
1,5 мес. 70 ± 5 *
2 мес. 68 ± 6 *
3 мес. 67 ± 8 *
4 мес. 74 ± 9 *
5 мес. 74 ± 4 *
6 мес. 72 ± 1 *
7 мес. 74 ± 6 *
8 мес. 68 ± 10 *
12 мес. 75 ± 11
Примечание. * -  значительное антиатеросклеротическое действие, p<0,05

Заключение

В настоящем  исследовании  были  применены  клеточ-
ные  модели , разработанные на  основе первичной  культу-
ры  клеток  интимы  аорты  человека. Первичную  культуру 
клеток , выделенных  из пораженных  атеросклерозом  уча-
стков интимы  аорты , использовали  для  оценки  антиате-
росклеротических  свойств исследуемых веществ. Анти -
атеросклеротический  эффект , проявлялся  в уменьшении  
содержания внутриклеточного  ХС  по  сравнению  с исход-
ным  уровнем . Снижение содержания ХС  в атеросклеро-
тических  клетках  является  интегральным  показателем  его 
оттока. На  основе первичной  культуры  клеток , культиви-

руемых из непораженной  атеросклерозом  интимы  аорты  
человека, была разработана и  применена  модель ex vivo, 
заключающаяся  в оценке  изменений  атерогенных  свойств 
сыворотки  крови  под воздействием  приема различных  ле -
карственных  средств. Существенной  особенностью  дан -
ной  модели  является  возможность  оценки  антиатероген- 
ного  потенциала  различных  веществ (а также их  активных  
метаболитов) после усвоения, распределения  и  биотранс-
формации  в организме человека, т.е. получение специфи -
ческих  фармакодинамических  характеристик.

В нашем  исследовании  были  оценены  антиатероскле- 
ротическые активности  различных  препаратов как  в усло-
виях  in vitro, так  и  на  моделях  ex vivo. Мы  также провели
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скрининг  растений , потенциально  пригодных  для 
ЛВП -терапии . Мы  считаем , что  разработанная  ex vivo мо -
дель точно  имитирует ситуацию  в организме человека при  
приеме биологически  активных  веществ. Кроме того, лег-
ко  интерпретировать  результаты , полученные в этой  мо -
дели , и  экстраполировать  данные  для  клинических  целей. 
Так  как  сыворотка крови , которая используется в модели 
ex vivo, содержит все компоненты , которые влияют на  от-
ток  ХС , полученные данные должны  рассматриваться как  
интегральный  показатель  всех возможных  эффекторов  на 
отток  ХС  в клетках  сосудистой  стенки  человека как  при  
однократном  приеме, так  и  при  приеме в течение дли -
тельного времени.

Есть основания  полагать, что  разработанные модели 
могут быть полезны  не только  для  клинического  испыта-
ния  различных  веществ, но  и  для  изучения  механизмов их 
антиатерогенного  действия.
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Development of novel cell models for the evaluation of cholesterol efflux
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For evaluation of cholesterol efflux we use a sensitive method for determination of intracellular cholesterol. As 
a cellular model, primary culture of subendothelial cells isolated by enzymatic digestion from the intima of the hu-
man aorta is used in our approach. In this study our in vitro cellular model has undergone testing and demon-
strated its applicability. As agents for the testing a wide number of pharmacologic substances, including natural 
products with pharmacologic properties have been used. The results showed that the in vitro method is suitable 
for study of cholesterol efflux from cultured cells and this model can be successfully used for HDL therapy against 
cardiovascular disease. Our cellular model can be also used in ex vivo version when not pharmacological agents 
but the serum of patients treated with different drugs is added to the cell culture. This model mim lcs very closely 
the situation which actually occurs in the body maklng easy to interpret the results obtained. Because the serum 
contains all the components that affect the cholesterol efflux, the data obtained in this ex vivo model can be con-
sidered as a reliable indicator of the influence of all possible effectors on cholesterol efflux.

Key words: high density lipoprotein; cardiovascular diseases; HDL therapy; cell models; in vitro model; ex vivo 
model
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