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1. Введение
При выполнении чрескожной транслюминальной 

коронарной ангиопластики (ЧТКА) развивается 

повреждение эндокардиального и миокардиального 

слоев коронарной артерии, что приводит к утрате 

антитромбогенных свойств неповрежденных гладких 

миоцитов сосудов. Повреждение коронарных арте-

рий и последующая пролиферация интимы могут 

запустить каскад реакций, включающих активацию 

тромбоцитов, образование тромбина и высвобожде-

ние митогенов, что в конечном итоге приводит к 

гиперплазии неоинтимы [1]. По данным множества 

исследований с использованием экспериментальных 

моделей атеросклероза, а также клинических испыта-

ний, дигидропиридиновые антагонисты кальция 

обладают антиатеросклеротическим действием [2–5]. 

Несмотря на то, что точные механизмы этого антиа-

терогенного действия остаются недостаточно изучен-

ными, они могут включать протекцию эндотелия, 

подавление пролиферации гладких миоцитов и анти-

тромбоцитарные эффекты.

Тромбоцитарный фактор роста (platelet-derived 

growth factor, PDGF), высвобождаемый из тромбоци-

тов после их адгезии к поверхности поврежденного 

сосуда, может быть основным стимулом для процес-

сов миграции и пролиферации гладких миоцитов [6]. 

PDGF стимулирует активацию p42/44 митоген-акти-

вируемой протеинкиназы (mitogen-activated protein 

kinase, MAPK) и регулируемой внеклеточными сиг-

налами киназы 1/2 (extracellular signal-regulated kinase 

1/2, ERK1/2), а также экспрессию фактора тран-

скрипции в культуре гладких миоцитов сосудов 

(ГМЦС). ERK1/2 являются серин/треонин киназа-

ми, активируемыми под действием различных ком-

понентов процессов клеточной пролиферации и диф-

ференциации [4,7]. Имеются сообщения о том, что 

ERK1/2 активируются в стенке артерий после бал-

лонного повреждения у животных, в различных 
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Резюме
Блокатор кальциевых каналов лерканидипин в настоящее время используется для лечения эссенциальной 

гипертензии и стенокардии. Целью данного исследования было уточнение антипролиферативного эффекта 

лерканидипина, а также изучение действия этого препарата на молекулярном уровне. Лабораторные методы 

(in vitro) и модель баллонного повреждения сонной артерии у крыс были использованы для изучения эффекта 

лерканидипина на пролиферацию гладких миоцитов сосудов (ГМЦС). Лерканидипин дозозависимо подавлял 

пролиферацию и миграцию ГМЦС при обработке культуры ГМЦС 10% фетальной сывороткой быка (fetal 

bovine serum, FBS) и сывороткой быка, содержащей тромбоцитарный фактор роста (platelet-derived growth 

factor, PDGF) в концентрации 20 нг/мл. Стимулируемая FBS и PDGF-BB внутриклеточная активация Ras, 

MEK1/2, ERK1/2, ядерного антигена пролиферирующих клеток (proliferative cell nuclear antigen, PCNA) и Akt 

достоверно подавлялась лерканидипином. В то же время лерканидипин не влиял на индуцируемое FBS и PDGF-

BB фосфорилирование STAT3. Лерканидипин также подавлял фосфорилирование β-цепи PDGF-рецептора 

и образование активных форм кислорода (reactive oxygen species, ROS), вызываемое PDGF-BB. Лерканидипин 

блокировал индуцируемый FBS переход от G0/G1 к S-фазе клеточного цикла в синхронизированных клетках. 

In vivo, через 14 дней после баллонного повреждения, терапия лерканидипином в дозе 3 и 10 мг/кг приводила к 

достоверному уменьшению отношения неоинтима/медия. Подавление образования неоинтимы под действием 

лерканидипина было обусловлено влиянием препарата на фосфорилирование ERK1/2. Полученные результаты 

свидетельствуют о том, что лерканидипин способен подавлять пролиферацию ГМЦС за счет ингибирования 

клеточных ROS, Ras-MEK1/2-ERK1/2 и PI3K-Akt. Эти данные могут иметь важное клиническое значение для 

профилактики рестеноза у человека.

Ключевые слова: лерканидипин, гладкие миоциты сосудов, тромбоцитарный фактор роста, MAP-киназа, 

активные формы кислорода.
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экспериментальных моделях [4,7,8]. Эти данные 

позволяют предположить, что MAPK играет роль 

связующего звена между повреждением артерий 

и пролиферацией ГМЦС при атеросклерозе, и, таким 

образом, вызываемая PDGF активация ERK1/2 

может участвовать в патогенезе атеросклероза.

Лерканидипин является дигидропиридиновым 

антагонистом кальциевых каналов L-типа, который, 

согласно данным исследований in vivo и in vitro, бло-

кирует кальциевые каналы L-типа и обладает выра-

женной сосудистой селективностью [9]. Леркани-

дипин характеризуется медленным началом и выра-

женной продолжительностью антигипертензивного 

действия, а также антиоксидантной активностью 

[10,11]. В клинической практике этот блокатор каль-

циевых каналов назначается для лечения эссенциаль-

ной гипертензии и стенокардии [10,12]. Недавно 

выполненные исследования показали, что леркани-

дипин подавляет пролиферацию ГМЦС in vitro [2,3]. 

В то же время, молекулярные механизмы подавления 

пролиферации ГМЦС остаются недостаточно изучен-

ными. Механизм Ras-ERK1/2 может участвовать 

в регуляции клеточной пролиферации и миграции 

[4,7,8]. Таким образом, целью данного исследования 

было уточнить, опосредует ли механизм Ras/MEK/

ERK подавление пролиферации ГМЦС под действи-

ем лерканидипина.

2. Материал и методы
2.1. Материал

Лерканидипин был предоставлен компанией 

Recordati (Милан, Италия). Перечисленные ниже 

материалы были приобретены у соответствующих 

компаний: модифицированная по методу Dulbecco 

среда Eagle (Dulbecco modified Eagle medium, DMEM) 

и фетальная сыворотка быка (fetal bovine serum, 

FBS) – у компании GIBCO BRL Life Technologies 

(Grand Island, Нью-Йорк, США); Fura-2/AM, 

PD98059, PDGF-BB, манумицин A, N-ацетилцистеин 

(N-acetylcysteine, NAC), антитела к β-актину гладких 

миоцитов и пропидиум йодид – у компании Sigma 

Chemical (St. Louis, Миссури, США); 2’,7’-дихлоро-

дигидрофлюоросцеин диацетат (2’,7’-dichlorodihydrof

luorescein diacetate, DCFH-DA) – у компании 

Molecular Probes (Eugene, Орегон); антитела к p42/

p44 MAPK, фосфорилированной p42/p44 MAPK, 

PDGF-Rβ, фосфорилированному PDGF-Rβ и ядер-

ному антигену пролиферирующих клеток (proliferative 

cell nuclear antigen, PCNA) – у компании Upstate 

Biotechnology (Lake Placid, Нью-Йорк, США); анти-
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Рис. 1.  (A) Типичный участок сонной артерии крыс из групп лерканидипина и контроля после баллонного повреждения. (B) На гистог-

рамме показан эффект перорального приема лерканидипина на отношение неоинтима-медия через 2 недели после баллонного 

повреждения. (C) Эффект лерканидипина на фосфорилирование ERK1/2 в сонной артерии крысы, оцененный с помощью 

Вестерн-блота. Результаты представлены в виде средних величин ± стандартных ошибок средних величин (СОС) (n=8 для 

каждой группы). #P<0,01 по сравнению с нормой; 
#
P<0,05, **P<0,01 по сравнению с группой контроля. Стрелки указывают 

на участки формирования неоинтимы. Горизонтальная линия на рисунке (А) соответствует 100 мкм. 
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тела к фосфорилированной Akt и STAT3 – у компа-

нии Cell Signaling (Beverly, Массачусетс, США); мем-

брана PVDF и набор для усиленной хемилюминес-

ценции (enhanced chemiluminescence, ECL) – у ком-

пании PerkinElmer Life Sciences (Boston, Массачусетс, 

США); иммуноглобулины, конъюгированные 

с пероксидазой – у компании Calbiochem (Temecula, 

Калифорния, США); набор для клеточной пролифе-

рации XTT [2,3-бис (2-метокси-4-нитро-

5-сульфофенил)-2H-тетразолиум-5-карбоксанилид, 

2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium-5-carboxanilide] и клеточной пролифера-

ции ELISA, а также бромодеоксиуридин 

(bromodeoxyuridine, BrdU) – у компании Roche 

(Манхейм, Германия).

2.2. Модель баллонного повреждения

Данное исследование было выполнено в соответ-

ствии с Руководством по содержанию и использова-

нию лабораторных животных (National Academic 

Press, Washington, DC, 1996). Ответ артерий на повре-

ждение изучался in vivo, на модели баллонной ангио-

пластики с использованием сонной артерии крысы 

[13]. Крысам-самцам линии Wistar, с массой тела 

350–400 г, была выполнена интраперитонеальная 

анестезия пентобарбиталом (40 мг/кг), с последую-

щим выделением левой сонной артерии. После арте-

риотомии эмболэктомический баллонный катетер 

Fogarty 2F вводился в левую наружную сонную арте-

рию и проводился до уровня дуги аорты. Баллон три-

жды расширялся и извлекался, с вращением при 

постоянном уровне давления. Контралатеральная 

артерия (правая сонная артерия) оставалась интак-

тной и служила в качестве индивидуального контр-

оля. Свежеприготовленная суспензия лерканидипина 

(3 и 10 мг/кг/сут) в 0,5% растворе метилцеллюлозы 

вводилась через оральный зонд, один раз в день. 

Через 14 дней после баллонного повреждения живот-

ные забивались, и образцы тканей правой и левой 

сонной артерии фиксировались 4% параформальде-

гидом для последующего морфометрического анали-

за. Выраженность формирования неоинтимы оцени-

валась с помощью компьютерной планиметрии окра-

шенных гистологических препаратов. Отношение 

интима/медия рассчитывалось на основании средних 

значений этих показателей [13]. Оставшиеся участки 

Рис. 2.  Эффекты лерканидипина на вызываемую 10% FBS и 20 нг/мл PDGF-BB пролиферацию ГМЦС крысы и синтез ДНК. Через 24 

и 48 ч инкубации в присутствии лерканидипина (0,1–100 μМ) либо без него, жизнеспособность клеток оценивалась с помощью 

теста XTT (A и B) и анализа с инкорпорацией BrdU (C и D). Данные представлены в виде средних величин ± СОС, на основа-

нии 9 экспериментов. #P<0,01 по сравнению с группой без добавления сыворотки (serum-free, SF); *P<0,05, **P<0,01 по срав-

нению с клетками, обработанными FBS либо PDGF-BB. 
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сонных артерий промывались физиологическим рас-

твором, осторожно отделялись от окружающих тка-

ней, мгновенно замораживались и сохранялись при 

температуре -70◦С для Вестерн-блот анализа (Western 

blot).

2.3. Клеточная культура

ГМЦС изолировались из грудного отдела аорты 

крыс-самцов линии Wistar, в возрасте 10-12 недель, 

по ранее описанной методике [13,14]. Клетки куль-

тивировались в среде DMEM, с добавлением 10% 

термически инактивированной FBS, 100 Ед/мл 

пенициллина и 100 μг/мл стрептомицина, при тем-

пературе 37◦С и 5% концентрации СО2 в условиях 

инкубатора с влажной атмосферой. Чистота куль-

тур ГМЦС была подтверждена иммуноцитохимиче-

ской локализацией α-актина гладких миоцитов. 

При достижении культурами насыщения они раз-

делялись с использованием 0,5% (w/v) трипсина. 

Среды менялись каждые 5 дней, и в экспериментах 

использовались 3-6-ой пассажи.

2.4. Анализ клеточной пролиферации

Анализ XTT и анализ с 5-бромо-2’-деоксиури-

дином (5-bromo-2’-deoxyuridine, BrdU) были 

выполнены по ранее описанной методике [13]. 

После синхронизации ГМЦС путем депривации 

сыворотки в течение 48 ч, клетки инкубировались 

с 10% FBS или 20 нг/мл PDGF-BB на протяжении 

24 или 48 ч, с добавлением лерканидипина либо без 

него. После периода инкубации в каждую лунку 

добавлялась BrdU-меченая смесь, и культуры инку-

бировались при 37
◦
C в течение 6 ч. Подсчет окон-

чательного числа клеток производился путем 

инкорпорации BrdU, с помощью метода ELISA для 

клеточной пролиферации (Roche Molecular 

Biochemicals, Germany). Тест XTT, измеряющий 

метаболическую активность и являющийся непря-

мым маркером клеточной пролиферации, выпол-

нялся в соответствии с инструкцией фирмы-произ-

водителя (Roche Molecular Biochemicals, Germany). 

Для экспериментального изучения процессов вос-

становления клетки обрабатывались, как указано 

выше, в течение 2 дней, с последующим культиви-

рованием без лерканидипина на протяжении 

дополнительных 2 дней.

2.5. Анализ заживления повреждения

Клетки помещались в 12-луночные планшетки 

для клеточных культур вместе с содержащей FBS 

средой. После достижения клеточной культурой 

периода полунасыщения, производилась замена 

клеточной среды на не содержащую FBS. Кончик 

пластиковой пипетки проводился по центру план-

шетки, с целью моделирования стерильного участ-

ка повреждения, через 24 ч после удаления сыво-

ротки из клеточной среды. Спустя 24 ч после повре-

ждения выполнялось многократное фотографиро-

вание зоны повреждения, в среде без сыворотки 

(контроль) и в присутствии 10% FBS и 20 нг/мл 

PDGF-BB. Эффект лерканидипина анализировал-

ся путем добавления препарата к клеточной среде 

за 1 ч перед добавлением FBS либо PDGF-BB. 

Сравнительный анализ основывался на измерении 

миграционного расстояния между передним краем 

мигрирующих клеток и границей области повре-

ждения.

2.6. Анализ в камере Бойдена

Миграция ГМЦС оценивалась с использовани-

ем транслуночных полиэтилен-терефталатовых 

вкладышей с 8-μм порами, по ранее описанной 

нами методике [13,14]. FBS (10%) и PDGF-BB (20 

нг/мл) растворялись в DMEM и помещались 

Рис. 3.  Эффект лерканидипина на вызываемую FBS и PDGF-BB 

пролиферацию ГМЦС крысы. Неактивные клетки культи-

вировались с добавлением 10% FBS (A) либо DMEM/1% 

FBS и PDGF-BB (B), в присутствии указанных концен-

траций лерканидипина, в течение 48 ч. Затем клетки про-

мывались и культивировались в среде с добавлением 10% 

FBS либо DMEM/1% FBS и PDGF-BB, в присутствии 

лерканидипина либо без него, в течение дополнительных 

48 ч. Жизнеспособность клеток оценивалась на 4-ый день, 

с помощью анализа XTT. Результаты, полученные в трех 

дублирующих экспериментах, были объединены и пред-

ставлены в виде средних величин ± СОС.
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в нижний отдел лунки, в присутствии лерканиди-

пина (10–75 μМ) либо без него. Затем ГМЦС (2×10
4
 

клеток) помещались в верхний отдел лунки и инку-

бировались в течение 24 ч при температуре 37◦C 

и соотношении концентраций СО
2
 и воздуха 5% / 

95%. Клетки на верхней поверхности мембраны 

удалялись, а клетки на нижней ее поверхности 

фиксировались метанолом и окрашивались 

по Гимзе. Определялось число клеток на 6 полей 

высокого разрешения (high-power fields; 200×HPF), 

и средние значения использовались для расчета 

миграционной активности клеток.

2.7. Анализ Вестерн-блот

После 48 ч покоя ГМЦС инкубировались в при-

сутствии лерканидипина либо без него в течение 1 ч, 

затем стимулировались путем добавления 10% FBS 

(10 мин), либо 20 нг/мл PDGF-BB (20 мин). Реакции 

прекращались путем двойного промывания холод-

ным PBS, с последующим забором клеток. Вестерн-

блот использовался для выявления активной GTP-

связывающей формы Ras, с помощью глутатион-S-

трансферазо (glutathione S-transferase, GST) связыва-

ющего протеина, соответствующего Ras-

связывающему домену (Ras-binding domain, RBD) 

Raf-1 на глутатион-агарозной основе, согласно про-

токолу компании-производителя (Upstate 

Biotechnology). Мембраны PVDF инкубировались 

с 1:1000 разведением антител к Ras, MAP киназе 1/2 

(ERK 1/2), фосфор-MAP киназе, фосфор-MEK 1/2, 

фосфор-PDGF-Rβ, PCNA, фосфор-Akt, фосфор-

STAT3 и β-актину. Артериальные ткани гомогенизи-

ровались в ледяном буфере и подвергались ультразву-

ковой обработке, с последующим выполнением элек-

трофореза в 10% SDS-полиакриламидном геле. После 

инкубации вместе с соответствующими вторичными 

антителами, блоты инкубировались с реагентами 

ECL и проявлялись на фотопленке, для определения 

экспрессии протеинов [13,14].

 2.8. Анализ клеточного цикла с помощью поточной 

цитометрии

ГМЦС синхронизировались в G
0
-фазе с помощью 

депривации сыворотки на протяжении 48 ч. После 

добавления свежей DMEM клетки инкубировались 

с различными концентрациями лерканидипина 

(1–100 μМ), после чего, для стимулирования про-

грессирования клеточного цикла, добавлялась 10% 

FBS. Через 48 ч клетки обрабатывались трипсином, 

центрифугировались при 1250 g в течение 5 мин, два-

жды промывались холодным PBS и обрабатывались 

РНазой А (RNase A) (10 μг/мл). ДНК окрашивалась 

Рис. 4.  Подавляющие эффекты лерканидипина на стимулируемую FBS и PDGF-BB подвижность и миграцию ГМЦС: закрытие раны 

и транслуночный анализ. (A) Закрытие раны, вызываемое FBS либо PDGF-BB, через 0 ч и 24 ч после баллонного поврежде-

ния, в присутствии лерканидипина (25 и 50 μМ) либо без него. (B) Клетки предварительно обрабатывались лерканидипином 

в течение 1 ч, после чего к клеточной среде добавлялись 10% FBS или 20 нг/мл PDGF-BB, в течение дополнительных 24 ч. 

Окрашенные по Гимзе клетки подсчитывались под микроскопом (200×). Результаты, полученные в трех парах дублирующих 

экспериментов, были объединены и представлены в виде средних величин ± СОС. #P<0,01 по сравнению с группой без добав-

ления сыворотки (serum-free, SF); *p<0,05, **p<0,01 по сравнению с клетками, обработанными FBS либо PDGF-BB.
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пропидиум йодидом (50 μг/мл) в течение 30 мин при 

37 
o
C, затем 5×10

3
 клеток анализировались методом 

поточной цитометрии [13,14].

2.9. Выявление внутриклеточных активных форм 

кислорода

Активные формы кислорода (reactive oxygen spe-

cies, ROS) определялись по ранее описанной методи-

ке [13]. ГМЦС (1×10
5
 клеток) инкубировались с 20 нг/

мл PDGF-BB в присутствии лерканидипина (1 μM) 

либо без него, в течение 6 ч. Для оценки индуцируе-

мого PDGF-BB образования ROS клетки окрашива-

лись 10 μM DCFHDA в течение 30 мин при 37◦C, 

отделялись с помощью трипсина/ЭДТА (EDTA), 

промывались, вновь суспензировались в PBS и затем 

немедленно анализировались методом поточной 

цитометрии. Поточный цитометр FACScan использо-

вался для оценки определения ROS по интенсивно-

сти флюоресценции (FL-1, 525 нм) 10,000 клеток.

2.10. Статистический анализ

Данные представлены в виде средних величин ± 

стандартных ошибок средних величин (СОС). 

Статистическая достоверность различий оценивалась 

с помощью дисперсионного анализа (ANOVA) либо 

непарных двусторонних t-тестов; при значении 

Р<0,05 различия считались статистически достовер-

ными.

3. Результаты
3.1. Лерканидипин подавлял образование неоинтимы 

и фосфорилирование ERK1/2 in vivo

Участки сонных артерий крыс контрольной группы 

и группы лерканидипина (3 и 10 мг/кг), у которых 

было выполнено баллонное повреждение, представле-

ны на рис.1А. Морфологический анализ показал, что 

образование неоинтимы было менее выраженным 

в группе лерканидипина, по сравнению с группой 

контроля. На основании расчета отношения интима-

медия (И/М), терапия лерканидипином приводила к 

достоверному подавлению образования неоинтимы. 

Отношение И/М снижалось с 2,3±0,2 до 1,3±0,3 

(р<0,05) и 0,9±0,1 (р<0,01) у животных, получавших 3 

и 10 мг/кг лерканидипина, соответственно (рис. 1В).

Для изучения механизмов, лежащих в основе 

антипролиферативного эффекта лерканидипина, 

активация ERK1/2 оценивалась через 14 дней после 

баллонного повреждения. Фосфорилированная 

ERK1/2 обнаруживалась в сонных артериях, подвер-

гшихся баллонному повреждению. У животных, 

получавших лерканидипин (3 и 10 мг/кг перорально), 

фосфорилирование ERK1/2 было достоверно сниже-

но (рис. 1С).

3.2. Лерканидипин подавлял стимулируемую FBS 

и PDGF-BB пролиферацию ГМЦС

Через 24 и 48 ч инкубации рост аортальных ГМЦС 

крысы достоверно увеличивался после обработки 20 нг/
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Рис. 5.  Подавляющие эффекты лерканидипина на активацию Ras (A), MEK1/2 (B), ERK1/2 (C), PCNA (D) и PDGF-Rβ (E) в стимули-

руемых FBS и PDGF-BB ГМЦС. (A–C и E) После депривации сыворотки ГМЦС культивировались в присутствии лерканиди-

пина (1-50 μM), манумицина A (Ману; 1 μM) и PD98059 (40 μM), либо без этих веществ, в течение 1 ч, с последующей стимуля-

цией 10% FBS (10 мин) либо 20 нг/мл PDGF-BB (20 мин). (D) Неактивные клетки обрабатывались лерканидипином в течение 

1 ч, с последующим добавлением 10% FBS либо PDGF-BB и инкубацией в течение 48 ч. Относительная активность измерялась 

путем скан-денситометрии; результаты, полученные в 3-5 независимых экспериментах, представлены в виде средних величин ± 

СОС. SF: ГМЦС помещались в среду без сыворотки (serum-free, SF). #P<0,01 по сравнению с SF; *P<0,05, **P<0,01 по сравне-

нию с PDGF-BB.
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мл PDGF-BB либо 10% FBS, по сравнению с группой 

контроля (без добавления сыворотки). Как показано 

на рис. 2А и 2В, лерканидипин подавлял FBS- и PDGF-

BB-стимулируемое увеличение числа клеток в прямой 

зависимости от концентрации и времени действия. 

Следует отметить, что лерканидипин начинал подавлять 

индуцируемую FBS и PDGF-BB пролиферацию ГМЦС 

при концентрациях 10 μМ и 1 μМ, соответственно. Это 

позволяет предположить, что ингибирующий эффект 

лерканидипина был более селективен по отношению к 

клеткам, обработанным PDGF-BB, по сравнению с FBS. 

Анализ с инкорпорацией BrdU выявил аналогичный 

характер подавления пролиферации ГМЦС крысы 

(рис.2С и 2D).

Для оценки потенциальной обратимости подавляю-

щего эффекта лерканидипина на пролиферацию ГМЦС, 

препарат добавлялся к двум культурам ГМЦС (0,1-75 

μМ), с последующей 48-часовой инкубацией. Затем лер-

канидипин удалялся из одной культуры и сохранялся 

в другой культуре на протяжении дополнительных 48 ч. 

Пролиферация клеток оценивалась на 4-ый день. Как 

показано на рис.3, подавляющий эффект лерканидипи-

на был обратимым, поскольку после удаления препарата 

из культуры пролиферация клеток возобновлялась. 

Полученные результаты также свидетельствуют об отсут-

ствии цитотоксического влияния лерканидипина 

на ГМЦС.

3.3. Лерканидипин подавлял индуцируемую FBS и PDGF-

BB подвижность и миграцию клеток

После нанесения стерильного повреждения нео-

бработанные ГМЦС крысы мигрировали через край 

зоны повреждения, с последующим заполнением 

последней. Обработка 10% FBS и 20 нг/мл PDGF-

BB приводила к временно-зависимой стимуляции 

миграции ГМЦС и ускорению времени заполнения 

области повреждения. При 24-часовом непрерыв-

ном воздействии лерканидипин (25 и 50 μМ) подав-

лял стимулируемую FBS и PDGF подвижность 

ГМЦС (рис. 4А). Анализ в микрохемотаксической 

камере Бойдена продемонстрировал аналогичные 

результаты (рис.4В). Двадцатичетырехчасовая обра-

ботка ГМЦС PDGF-BB и FBS увеличивала число 

мигрирующих клеток. При добавлении лерканиди-

пина (10–75 μМ) в нижний отдел камеры вместе 

с PDGF-BB либо 10% FBS, миграция клеток сущест-

венно уменьшалась, в прямой зависимости от кон-

центрации препарата (рис. 4В).

Рис. 6.  Эффекты лерканидипина на активацию STAT3 (A) и Akt (B) в стимулируемых FBS и PDGF-BB ГМЦС. После депривации 

сыворотки ГМЦС культивировались в присутствии (1-50 μМ) лерканидипина либо без него в течение 1 ч, с последующей стиму-

ляцией 10% FBS или 20 нг/мл PDGF-BB в течение 20 мин. Относительная активность оценивалась с помощью денситометрии. 

Результаты, полученные в 4-5 независимых экспериментах, представлены в виде средних величин ± СОС. SF: ГМЦС помеща-

лись в среду без сыворотки (serum-free, SF). #p<0,01 по сравнению с SF; *p<0,05, **p<0,01 по сравнению с FBS либо PDGF-BB.
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3.4. Антипролиферативный эффект лерканидипина был 

обусловлен подавлением механизмов Ras/MEK/ERK

Для изучения механизмов подавляющего действия 

лерканидипина на FBS- и PDGF-BB-индуцируемую 

клеточную пролиферацию, активность Ras оценивалась 

путем измерения количества Ras, преципитируемой под 

действием Raf-1 (RBD)-GST. Как показано на рис.5А, 

стимуляция FBS и PDGF-BB вызывала быструю актива-

цию Ras. В клетках, обработанных лерканидипином (25 

и 50 μМ) и ингибитором Ras-фарнесилтрасферазы ману-

мицином А (1 μМ), стимулируемая FBS и PDGF-BB 

активация Ras достоверно подавлялась.

Дополнительно были изучены эффекты лерканиди-

пина на фосфорилирование MEK1/2 и “дистальной” 

киназы Ras ERK1/2 в ГМЦС. Лерканидипин (25 и 50 

μМ) снижал уровни фосфорилированной MEK1/2 при 

стимуляции как FBS, так и PDGF-BB (рис.5В). 

Полученные данные свидетельствуют о том, что FBS 

и PDGF-BB достоверно усиливают активацию ERK1/2 

(рис. 5С). Как лерканидипин, так и селективный инги-

битор MEK PD98059 (40 μМ) достоверно подавляли 

FBS- и PDGF-BB-индуцируемое фосфорилирование 

MEK1/2 и ERK1/2. В то же время, протеиновые уровни 

ERK1/2 не менялись при воздействии лерканидипина 

либо PD98059 (рис. 5С).

3.5. Лерканидипин подавлял экспрессию PCNA 

в ГМЦС, стимулируемых FBS и PDGF-BB

Экспрессия PCNA оценивалась с целью изучения 

антипролиферативного эффекта лерканидипина 

на уровне ядерных сигнальных механизмов. Как пока-

зано на рис.5D, индуцируемая FBS и PDGF-BB 

экспрессия PCNA достоверно подавлялась лерканиди-

пином. Предварительная обработка лерканидипином 

статистически значимо уменьшала экспрессию PCNA, 

стимулируемую FBS (-15,2% и – 47,8% при концентра-

ции лерканидипина 25 и 50 μМ, соответственно). 

Индуцируемая PDGF экспрессия PCNA достоверно 

подавлялась лерканидипином в прямой зависимости 

от концентрации препарата (-24,0%, -39,1% и -36,2% 

при концентрациях 10, 25 и 50 μМ, соответственно).

3.6. Лерканидипин подавлял фосфорилирование 

PDGF-Rβ тирозинкиназы в стимулируемых PDGF-BB 

ГМЦС

Лерканидипин оказывал подавляющий эффект 

на “дистальные” компоненты действия PDGF-BB, 

такие как Ras, MEK1/2 и ERK1/2. Фосфо рилирование 

PDGF-Rβ (начальный этап сигнального механизма 

PDGF-BB) оценивалось для того, чтобы определить, 

является ли оно непосредственной мишенью для дей-

ствия лерканидипина и, таким образом, ключевым 

звеном в подавлении пролиферации ГМЦС. Как 

показано на рис.5Е, предварительная обработка лер-

канидипином достоверно и дозозависимо подавляла 

фосфорилирование PDGF-Rβ, вызываемое PDGF-

BB (-6,2%, -33,5% и -59,5% при соответствующих 

концентрациях препарата 10, 25 и 50 μМ). 

Протеиновые уровни PDGF-Rβ достоверно не меня-

лись при относительно коротком воздействии лерка-

нидипина (рис. 5Е).

3.7. Эффект лерканидипина на фосфорилирование 

Akt и STAT3

Поскольку механизмы PI3K-Akt и Jak-STAT 

также участвуют в регуляции индуцируемой PDGF-

BB клеточной миграции и пролиферации ГМЦС, 

эффект лерканидипина на активацию этих механиз-

мов изучался в клетках, стимулируемых FBS 

и PDGF-BB. Как 10% FBS, так и PDGF-BB вызыва-

ли существенное усиление активации Akt и STAT3. 

Лерканидипин не влиял на активацию STAT3 

Рис. 7.  Эффект лерканидипина на прогрессирование клеточного цикла. Лерканидипин дозозависимо подавлял переход ГМЦС в S-фазу 

клеточного цикла. Неактивные клетки обрабатывались лерканидипином (1–100 μM) в течение 1 ч, с последующим добавлением 

10% FBS и инкубацией в течение 24 ч. Результаты, полученные в 3 независимых экспериментах, представлены в виде средних 

величин ± СОС.
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в ГМЦС, стимулируемых FBS и PDGF-BB (рис.6А). 

В то же время, фосфорилирование Akt, стимулируе-

мое FBS и PDGF-BB, достоверно и дозозависимо 

подавлялось лерканидипином (рис.6В). Достоверное 

уменьшение фосфорилирования Akt наблюдалось 

при концентрации лерканидипина 10 μМ.

3.8. Лерканидипин останавливал стимулируемый 

FBS клеточный цикл в фазе G1

Прогрессирование клеточного цикла исходно 

неактивных клеток после стимуляции 10% FBS 

и эффекты лерканидипина (1–100 μМ) показаны 

на рис.7. В данном исследовании 83,2±1,4% клеток 

останавливались в фазе G0/G1 цикла, после инакти-

вации клеток путем депривации сыворотки. Доля 

клеток в S-фазе достоверно возрастала с 7,6±0,2% 

до 44,5±2,2% (р<0,001) через 48 ч после депривации 

сыворотки. У обработанных лерканидипином клеток, 

напротив, отмечалось подавление прогрессирования 

клеточного цикла, в прямой зависимости от концен-

трации препарата. Лерканидипин вызывал увеличе-

ние числа ГМЦС в G0/G1-фазе цикла, с одновремен-

ным уменьшением числа клеток в S-фазе. Под дей-

ствием лерканидипина ГМЦС не вступали в S-фазу 

клеточного цикла (рис. 7).

3.9. Подавляющий эффект лерканидипина на вну-

триклеточное образование ROS

Увеличение интенсивности внутриклеточной флюо-

ресценции в обработанных PDGF-BB ГМЦС подавля-

лось лерканидипином и N-ацетилцистеином (рис.8А). 

Как показано на рис.8В, обработка PDGF-BB досто-

верно усиливала внутриклеточное образование переки-

си водорода; при этом доля ГМЦС с избыточной 

экспрессией ROS (M1) достигала 89,6±0,7%. 

Лерканидипин демонстрировал статистически значи-

мое подавление продукции ROS, индуцируемой PDGF-

BB; величина М1 при концентрации лерканидипина 1 

μМ достигала 66,6±1,6%. N-ацетилцистеин снижал 

индуцируемую PDGF-BB внутриклеточную продук-

цию перекиси водорода до контрольного уровня, что 

использовалось в качестве положительного контроля.

4. Обсуждение
Точные механизмы подавляющего действия лер-

канидипина на ГМЦС, стимулируемые сывороткой 

и фактором роста, остаются недостаточно изученны-

ми. В данном исследовании впервые было показано, 

что лерканидипин уменьшает гиперплазию неоинти-

мы после ангиопластики, подавляя пролиферацию 

и миграцию ГМЦС за счет влияния на сигнальные 

механизмы Ras/MEK/ERK и PI3K/Akt, а также вну-

триклеточное образование ROS.

Ранний рестеноз артерии после ЧТКА является 

основным фактором, ограничивающим терапевтиче-

скую эффективность данного вмешательства. 

Рестеноз преимущественно обусловлен накоплением 

гладких миоцитов в стенке артерии, в области бал-

лонного повреждения. Таким образом, ограничение 

пролиферации ГМЦС имеет важное терапевтическое 

значение [1,5]. В данном исследовании было проде-

монстрировано, что пероральный прием лерканиди-

пина приводит к достоверному уменьшению образо-

вания неоинтимы через 14 дней после повреждения 

артерии. Отношение интима-медия в образцах арте-

рий, взятых у животных, которые получали леркани-

дипин, было достоверно ниже, чем в контрольных 

образцах (рис. 1). Пролиферация и миграция ГМЦС 

играют важную роль в формировании неоинтимы 

после баллонного повреждения. После адгезии к 

поврежденной стенке сосуда тромбоциты выделяют 

PDGF, что может являться основным стимулом для 

миграции и пролиферации гладких миоцитов [6,7]. 

Рис. 8.  Лерканидипин подавлял вызываемую PDGF-BB продукцию ROS. (A) Микроскопическая картина образования DCF после 

генерации ROS (исходное увеличение 200×). ГМЦС обрабатывались лерканидипином (1 μ) либо N-ацетилцистеином (5 мМ) 

в течение 1 ч, с последующим добавлением PDGF-BB (20 нг/мл) в течение дополнительных 6 ч. (B) Внутриклеточный уровень 

перекиси водорода определялся с помощью поточно-цитометрического анализа DCHF-DA. Определялись значения параметра 

М1 (доля клеток в %) для различных режимов инкубации. Результаты, полученные в 4-5 независимых экспериментах, представ-

лены в виде средних величин ± СОС. FL1-H: интенсивность DCF-флюоресценции ГМЦС. #p<0,01 по сравнению с SF; **p<0,01 

по сравнению с PDGF-BB. 
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Нами было показано, что лерканидипин уменьшает 

стимулируемую FBS и PDGF-BB пролиферацию 

и миграцию ГМЦС, и что ингибирующее действие 

лерканидипина на пролиферацию ГМЦС обратимо 

(рис. 2 и 4). Это свидетельствует об отсутствии цито-

токсического эффекта лерканидипина на ГМЦС. 

По данным множества исследований с использова-

нием экспериментальных моделей атеросклероза, 

а также клинических испытаний, дигидропиридино-

вые антагонисты кальция обладают антиатеросклеро-

тическим действием [2–5]. Таким образом, леркани-

дипин может рассматриваться в качестве перспектив-

ного препарата для профилактики сосудистых ослож-

нений, включая рестеноз после ЧТКА.

Хорошо известно, что связывание PDGF-BB 

с PDGF-рецепторами приводит к фосфорилирова-

нию PDGF-Rβ тирозиновых остатков. Связывание 

PDGF с его основным, тирозин-киназным рецепто-

ром стимулирует целый ряд процессов, в том числе 

активацию сигнальных механизмов PI3-киназы/Akt, 

Jak/STAT, Ras-Raf-ERK1/2, а также фосфолипазы Сγ 
[15–17]. Результаты данного исследования показали, 

что лерканидипин действует за счет подавления сти-

мулируемой PDGF-BB активации PDGF-Rβ тиро-

зин-киназы. Митогены, такие как FBS и PDGF-BB, 

усиливают экспрессию фосфорилированных MEK1/2 

и ERK1/2 [15,16], в то время как активация и экспрес-

сия Ras, MEK1/2 и ERK1/2 уменьшается при предва-

рительной обработке ГМЦС лерканидипином (рис. 

5). В сонных артериях, подвергшихся баллонному 

повреждению, увеличивалась сигнальная активность 

MAPK, особенно за счет ERK1/2; репликация клеток 

медии после повреждения уменьшалась под действи-

ем PD98059 [4,16]. Нами также было показано, что 

у крыс пероральное назначение лерканидипина пре-

дотвращает вызываемое баллонным повреждением 

фосфорилирование ERK1/2. Это свидетельствует о 

том, что вызываемое лерканидипином подавление 

пролиферации ГМЦС и клеточной миграции 

обусловлено ингибированием сигнального механиз-

ма Ras-Raf-ERK1/2, за счет блокады PDGF-Rβ тиро-

зиновых остатков. Сигнальные механизмы STAT3 

и Akt также могут влиять на вызываемую PDGF кле-

точную миграцию и пролиферацию [17,18]. В нашем 

исследовании интенсивность фосфорилирования 

STAT3 и Akt киназы увеличивалась под действием 

PDGF-BB. При этом лерканидипин подавлял вызы-

ваемое PDGF-BB фосфорилирование Akt, но не 

STAT3. Таким образом, протеин Akt может являться 

потенциальной мишенью для действия лерканидипи-

на (рис.). Akt (другие названия – PKB, Rac) влияет 

на выживание и рост клеток за счет фосфорилирова-

ния и инактивации про-апоптотических протеинов 

[19]. Следовательно, полученные результаты указы-

вают на то, что механизм ERK1/2-MAPK, совместно 

с другими про-пролиферативными сигнальными 

механизмами (например, PI3K/Akt), участвует в регу-

ляции PDGF-зависимой пролиферации клеток.

Для изучения эффектов лерканидипина на регу-

ляцию активности ГМЦС на ядерном уровне, были 

оценены уровни PCNA. PCNA синтезируется в нача-

ле G1 и S-фаз клеточного цикла и требуется для пере-

хода от G1-фазы к S-фазе. Таким образом, PCNA 

может использоваться в качестве маркера клеточной 

пролиферации как в норме, так и в патологии [4,20]. 

В нашем исследовании было показано, что леркани-

дипин подавлял экспрессию PCNA и останавливал 

клетки в G0/G1-фазе. Это позволяет предположить, 

что лерканидипин ингибирует пролиферацию ГМЦС 

за счет раннего нарушения G0/G1-фазы клеточного 

цикла и блокады вступления клеток в S-фазу.

Предполагается, что ROS являются ключевыми 

сигнальными молекулами в целом ряде биологиче-

ских процессов, таких как клеточная пролиферация. 

Последняя играет важную роль в утолщении интимы 

при атеросклерозе и рестенозе [12,21]. В нашем 

исследовании лерканидипин был сходен по своему 

действию с антиоксидантом N-ацетилцистеином, 

подавляя индуцируемую PDGF-BB продукцию ROS 

(рис.8). Как было продемонстрировано в ранее 

выполненных исследованиях, некоторые антагони-

сты кальция обладают антиоксидантной активностью 

и способны захватывать свободные радикалы и актив-

ные формы кислорода [10,11]. В частности, леркани-

дипин способен уменьшать внутриклеточное образо-

вание ROS. В ряде исследований было показано, что 

стимуляция ГМЦС с помощью PDGF-BB вызывает 

усиление внутриклеточной продукции ROS и активи-

рует ERK1/2 [15,16,21], что, в свою очередь, подавля-

ется N-ацетилцистеином [21]. В совокупности, эти 

данные представляют собой солидную доказательную 

базу, поддерживающую гипотезу о том, что ингибиру-

ющее действие лерканидипина на пролиферацию 

и миграцию ГМЦС обусловлено способностью пре-

парата подавлять активацию ERK1/2, за счет умень-

шения стимулируемой PDGF-BB продукции ROS.

Таким образом, представленные в данной статье 

результаты демонстрируют, что лерканидипин инги-

бирует пролиферацию и миграцию ГМЦС in vitro, 

а также уменьшает образование неоинтимы in vivo, 

при сосудистом повреждении после баллонной анги-

опластики. Было показано, что лерканидипин подав-

ляет пролиферацию ГМЦС за счет ингибирования 

механизмов Ras-MEK1/2-ERK1/2, PI3K/Akt и вну-

триклеточного образования ROS, а также остановки 

клеточного цикла ГМЦС в G0/G1-фазе. 

Лерканидипин обладает важным терапевтическим 

потенциалом, который в будущем, при условии про-

ведения дополнительных исследований, может быть 

использован для профилактики рестеноза после 

коронарной ангиопластики, стентирования и аорто-

коронарного шунтирования.
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Abstract
Lercanidipine, a calcium channel antagonist, is currently employed in the treatment of essential hypertension and angina 

pectoris. The purpose of this study was to elucidate the anti-proliferative effect of lercanidipine and to investigate the molecular 

role of this agent. Both in vitro studies and in a balloon injury rat carotid artery model were employed to study the effect of 

lercanidipine on smooth muscle cell proliferation. Lercanidipine-inhibited rat vascular smooth muscle cell (VSMC) 

proliferation and migration in a dose-dependent manner following stimulation of VSMC cultures with 10% fetal bovine serum 

(FBS) and 20 ng/ml platelet-derived growth factor (PDGF)-BB. FBS- and PDGF-BB-stimulated intracellular Ras, 

MEK1/2, ERK1/2, proliferative cell nuclear antigen (PCNA), and Akt activations were significantly inhibited by 

lercanidipine; however, lercanidipine did not affect FBS- and PDGF-BB-induced STAT3 phosphorylation.

Lercanidipine also inhibited PDGF-receptor b chain phosphorylation and reactive oxygen species (ROS) production 

induced by PDGF-BB. Lercanidipine blocked the FBS-inducible progression through the G0/G1 to the S-phase of the cell 

cycle in synchronized cells. In vivo, 14 days after balloon injury, treatment with 3 and 10 mg/kg lercanidipine resulted in 

significant inhibition of the neointima/media ratio.

Suppression of neointima formation by lercanidipine was dependent on its influence on ERK1/2 phosphorylation. These 

results demonstrate that lercanidipine can suppress the proliferation of VSMCs via inhibiting cellular ROS, Ras-MEK1/2-

ERK1/2, and PI3K-Akt pathways, and suggesting that it may have therapeutic relevance in the prevention of human 

restenosis.

Keywords: Lercanidipine, vascular smooth muscle cells, platelet-derived growth factor, MAP kinase, reactive oxygen 

species.


