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Пептид KED (Lys-Glu-Asp) обладает выражен-
ными вазопротекторными свойствами и является 
эффективным средством в терапии атеросклероза 
и другой патологии сердечно-сосудистой системы 
у людей пожилого возраста. Одним из возможных 
механизмов действия пептида KED является эпи-
генетическая регуляция экспрессии генов, коди-
рующих белки-маркеры функциональной актив-
ности эндотелия. Целью работы явилось изучение 
влияния пептида KED на экспрессию сигнальных 
молекул в эндотелии сосудов in vitro в норме, при 
атеросклерозе и рестенозе. Установлено, что пеп-
тид KED нормализует повышенную при атероскле-
розе экспрессию эндотелина-1 и восстанавливает 
клеточные взаимодействия эндотелиоцитов, осу-
ществляемые коннексинами. Геропротекторное 
влияние пептида KED на эндотелий реализуется в 
повышении экспрессии сиртуина-1, белка, участву-
ющего в репарации ДНК.

Ключевые слова: пептид KED, эндотелий, старе-
ние, атеросклероз, рестеноз

Одной из важных задач геронтологии и ге-

риатрии является поиск новых, эффективных и 

безопасных способов лечения сердечно-сосудистой 

патологии у лиц старших возрастных групп. Одним 

из перспективных вазопротекторов является пеп-

тид «Везуген» (KED, Lys-Glu-Asp) [9].

Эффективность пептида KED оценивали у 

больных пожилого и старческого возраста, проопе-

рированных по поводу облитерирующего атеро-

склероза нижних конечностей. Везуген при перо-

ральном применении способствовал увеличению 

дистанции безболевой ходьбы на 40 % по сравне-

нию с контрольной группой [1]. Кроме того, у этих 

же пациентов Везуген был эффективен в терапии 

васкулогенной эректильной дисфункции. После 

применения Везугена, по сравнению с контрольной 

группой, систолическая скорость кровотока по aa. 

dorsalis и dorsalis profunda penis возрастала на 61 % 

[2].

В экспериментах было установлено, что пеп-

тид KED нормализует микроциркуляцию у крыс 

с индуцированным пародонтитом. Применение 

этого пептида оказывает нормализующее влияние 

на состояние стенок капилляров, повышая их рези-

стентность и проницаемость, а такжe на состояние 

микроциркуляторного русла слизистой оболочки 

десны и пародонта [7]. В органотипических куль-

турах клеток, полученных от молодых и старых 

животных, и в диссоциированных культурах эндо-

телиоцитов сосудов при их старении пептид KED 

стимулировал синтез пролиферотропного белка 

Ki67, экспрессия которого при старении клеток 

снижалась. Методами молекулярного докинга вы-

явлена возможность связывания пептида KED 

с промоторными участками гена MKI67 (гена 

белка Ki67). Найден сайт связывания CATC для 

пептида, локализованный в корковом промоторе 

5’-agcctcaaccatcaggaaaacaagagt-3’, находящемся в 

диапазоне от 14 до +12 пар нуклеотидов относи-

тельно стартовой точки транскрипции гена MKI67 

(ENSG00000148773) [10]. Пептид KED снижа-

ет синтез Е-селектина — молекулы адгезии, уча-

ствующей в формировании атеросклеротических 

бляшек, при старении эндотелия сосудов in vitro 

[8].

Целью работы явилось изучение влияния пеп-

тида KED на экспрессию сигнальных молекул в 

эндотелии сосудов in vitro в норме, при атероскле-

розе и рестенозе.
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Материалы и методы

Для создания культур клеток материал аор-

ты без патологических изменений был получен 

от эмбриона человека (21-я неделя гестации) в 

НИИ акушерства, гинекологии и репродуктологии 

им. Д. О. Отта. Ткань атеросклеротической аорты 

человека (диаметр 0,2 см, четыре фрагмента) была 

получена при операции аортокоронарного шунти-

рования у пациента пожилого возраста (68 лет). 

Ткань аорты человека при рестенозе (диаметр 

0,2 см, четыре фрагмента) была получена при опе-

рации аортокоронарного шунтирования у пациента 

пожилого возраста (71 год). Операции проводили 

в клинике сердечно-сосудистой хирургии Военно-

медицинской академии им. С. М. Кирова (Санкт-

Петербург).

Культуры эндотелиоцитов выращивали в сре-

де, содержащей 87,5 % M199, 10 % эмбриональ-

ной бычьей сыворотки, 1,5 % НЕРЕS, 1 % PES, 

L-глутамин. Выделение первичной культуры про-

водили на чашках Петри («Sarstedt»), обработан-

ных раствором фибриногена («Gibco»), после-

дующее культивирование проводили во флаконах 

с обработанной поверхностью объемом 50 мл. 

Пассирование производили через 3 дня на 4-й, ког-

да культура достигала состояния монослоя. Клетки 

культивировали до 3-го пассажа. Все культуры 

было разделены на две группы: 1-я — контрольная 

(добавление физраствора в культуральную среду), 

2-я — с добавлением пептида KED в концентра-

ции 20 нг/мл.

Для оценки функциональной активности эн-

дотелия нами были выбраны сигнальные моле-

кулы, наиболее полно отражающие функцио-

нальное состояние эндотелия, — коннексин-37 

(Connexin-37, Cx37 — маркер межклеточных кон-

тактов в эндотелии), эндотелин-1 (Endothelin-1), 

сиртуин-1 (Sirt-1). Коннексины представляют со-

бой мембранные белки, образующие канал, кото-

рый осуществляет молекулярные взаимодействия 

клеток. Ген белка Cx37 выбран среди недавно об-

суждаемых генов-кандидатов, влияющих на раз-

витие сердечно-сосудистых заболеваний [13, 14]. 

Установлено, что у больных с рестенозом коронар-

ных артерий в периферической крови повышается 

концентрация Endothelin-1, поскольку известно, 

что именно это вещество ингибирует высвобожде-

ние NO гладкомышечными клетками сосудов по-

сле их стимуляции [15]. Выявлено, что снижение 

концентрации эндотелина-1, индуцированной ин-

фузией L-аргинина, приводило к возобновлению 

инсулин-индуцированного высвобождения NО 

у больных с сердечно-сосудистыми заболеваниями 

и метаболическим синдромом [5, 17]. Необходимо 

отметить, что сиртуины (Silent Information 

Regulator proteins) представляют собой семейство 

эволюционно консервативных НАД-зависимых 

белков, обладающих деацетилазной или АДФ-

рибозилтрансферазной активностью [11, 16]. 

Сиртуины не только регулируют экспрессию раз-

личных генов, используя эпигенетические механиз-

мы (меняя степень конденсации хроматина), но и 

непосредственно участвуют в устранении повреж-

дений ДНК [12]. Исследование экспрессии ука-

занных молекул проводили методом иммунофлюо-

ресцентной микроскопии.

Для иммунофлюоресцентного окрашивания 

клет ки помещали в 24-луночный планшет («Био-

лот»). В работе использовали первичные монокло-

нальные антитела к Connexin-37 («Dako», 1:200), 

Endothelin-1 («Abcam», 1:300), Sirt-1 («Abcam», 

1:200). Для пермеабилизации использовали 0,1 % 

Triton X-100 («Биолот»), растворённый в PBS. 

Далее культуры клеток инкубировали в 1 % FBS 

(pH=7,5) в течение 30 мин для блокировки не-

специфического связывания. Инкубацию с пер-

выми антителами проводили в течение 60 мин. 

Конфокальную микроскопию клеток проводили 

в инвертированном конфокальном микроскопе 

«Olympus Fluoview CM FV300-IX70» с ис-

пользованием апохроматического объектива «606 

UPlan». Для спецификации флюоресценции ис-

следуемых маркеров использовали волну возбуж-

дения аргонового лазера 488 нм. Ядра клеток до-

крашивали Hoechst 33258 («Sigma»), в результате 

чего они флюоресцировали синим цветом, красная 

флюоресценция показывала экспрессию исследуе-

мых маркеров (инкубация со вторичными антите-

лами, конъюгированными с флюорохромом Alexa 

Fluor 568 (1:1000, «Abcam») в течение 30 мин при 

комнатной температуре, в темноте).

Для оценки результатов иммуноцитохимиче-

ского окрашивания проводили морфометрическое 

исследование с использованием системы компью-

терного анализа микроскопических изображений, 

состоящей из микроскопа «Olympus BX40», 

цифровой камеры «Olympus», персонального ком-

пьютера на базе Intel Pentium 5 и программного 

обеспечения Vidеotest Morphology 5.2. В каждом 

случае анализировали пять полей зрения при ув. 

200. Измеряли площадь экспрессии, ее рассчиты-

вали как отношение площади, занимаемой иммуно-

позитивными клетками, к общей площади клеток в 
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поле зрения и выражали в процентах для маркеров 

с цитоплазматическим окрашиванием, и как отно-

шение площади, занимаемой иммунопозитивными 

ядрами, к общей площади ядер в поле зрения для 

маркеров с ядерной экспрессией.

Статистическая обработка всех экспери-

ментальных данных включала подсчет среднего 

арифметического, стандартного отклонения и до-

верительного интервала для каждой выборки, ее 

проводили в Statistica 7.0. Для анализа вида рас-

пределения использовали критерий Шапиро–

Уилка (W-test). Было установлено, что все вы-

борки соответствуют нормальному распределению. 

Для проверки статистической однородности не-

скольких выборок были использованы непараме-

трические процедуры однофакторного дисперси-

онного анализа (критерий Крускалла–Уоллиса). 

Во всех выборках, кроме «рестеноз, контроль, 

экспрессия Sirt-1» и «рестеноз, пептид, экспрессия 

Sirt-1», разброс значений был невелик. Для двух 

выборок, где разброс был значительным, приме-

няли процедуры множественных сравнений с по-

мощью критерия Манна–Уитни. Для групп с не-

значительным разбросом применяли t-критерий 

Стьюдента. Критический уровень достоверности 

нулевой гипотезы (об отсутствии различий) при-

нимали равным 0,01. 

Результаты и обсуждение

В культуре нормального эндотелия экспрессия 

Connexin-37 под действием пептида KED не из-

менялась. При этом в контрольной культуре эндо-

телия, полученной от пациентов с атеросклерозом, 

площадь экспрессии Connexin-37 была в 3,6 раза 

ниже, чем в нормальном эндотелии. Пептид KED 

способствовал повышению в 1,6 раза экспрессии 

Connexin-37 в культуре, пораженной атероскле-

розом. В контрольной культуре эндотелия, взято-

го у пациента с рестенозом, площадь экспрессии 

Connexin-37 была в 6,2 раза ниже, чем в нормаль-

ном эндотелии. Под действием пептида KED этот 

показатель возрастал в 2,3 раза (рис. 1).

В культуре нормального эндотелия экспрессия 

фактора транскрипции Sirt-1 под действием пепти-

да KED не изменялась. При этом в контрольной 

культуре эндотелия, полученной от пациентов с 

атеросклерозом, площадь экспрессии Sirt-1 была в 

2 раза ниже, чем в нормальном эндотелии. Пептид 

KED способствовал повышению в 1,5 раза экс-

прессии Sirt-1 в культуре, пораженной атероскле-

розом. В контрольной культуре эндотелия, взято-

го у пациентов с рестенозом, площадь экспрессии 

Sirt-1 была в 2 раза ниже, чем в нормальном эндо-

телии. Под действием пептида KED этот показа-

тель возрастал в 1,5 раза (рис. 2).

В культуре эндотелия в норме экспрессия 

Endothelin-1 под действием пептида KED не из-
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Рис. 1. Площадь экспрессии Connexin-37 в культуре 

эндотелия в норме, при атеросклерозе и рестенозе.

Здесь и на рис. 3: * р<0,01 по сравнению с соответствующим 

контролем; ** р<0,01 по сравнению с выборкой «контроль, 

нормальный эндотелий, без добавления пептида» (сравнение 

между группами проведено по t-критерию Стьюдента)

Рис. 2. Площадь экспрессии Sirt-1 в культуре эндотелия 

в норме, при атеросклерозе и рестенозе.

* р<0,01 по сравнению с соответствующим контролем; 

** р<0,01 по сравнению с выборкой «контроль, нормальный 

эндотелий, без добавления пептида» (сравнение между 

группами проведено по критерию Манна–Уитни)
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менялась. В контрольных культурах эндотелия, 

полученных от пациентов с атеросклерозом и ре-

стенозом, площадь экспрессии Endothelin-1 была, 

соответственно, в 2,2 и 2,7 раза выше, чем в нор-

мальном эндотелии. Пептид KED способствовал 

восстановлению экспрессии Endothelin-1 в культу-

рах, пораженных атеросклерозом и рестенозом, до 

уровня нормы (рис. 3).

Заключение

Ранее было выдвинуто предположение, что 

возрастное снижение экспрессии сиртуинов 

Sirt-1 и Sirt-6 может служить маркером старения 

сердечно-сосудистой системы и предиктором раз-

вития атеросклероза [6]. Полученные нами дан-

ные подтверждают эту гипотезу, так как нами вы-

явлено снижение экспрессии Sirt-1 в эндотелии, 

пораженном атеросклерозом. Кроме того, вос-

становление синтеза этого белка, участвующего 

в репарации ДНК, под действием пептида KED, 

подтверждает ранее показанную эффективность 

его применения у пожилых пациентов с патологи-

ей сердечно-сосудистой системы. В другой работе 

было установлено, что атеросклеротическое по-

ражение аорты человека характеризуется наруше-

нием межклеточных контактов, что выражается в 

снижении экспрессии Cx37 [4]. Полученные нами 

результаты полностью согласуются с этими данны-

ми и указывают на роль пептида KED в восстанов-

лении межклеточных контактов эндотелиоцитов.

Однако наибольший эффект пептид KED ока-

зывал на экспрессию Endothelin-1, снижая ее до 

нормы. Вероятно, одним из основных механизмов 

действия пептида KED является регуляция экс-

прессии гена Endothelin-1, что приводит к реализа-

ции каскада реакций, предотвращающих развитие 

атеросклероза и рестеноза. Так, в норме в низких 

концентрациях Endothelin-1 действует на эндо-

телиальные рецепторы, вызывая высвобождение 

факторов релаксации, а в более высоких — ак-

тивирует рецепторы на гладкомышечных клетках, 

стимулируя вазоконстрикцию [3]. Таким образом, 

при помощи одного и того же фактора реализу-

ются две противоположные сосудистые реакции, 

вызываемые различными механизмами. Высокие 

уровни Endothelin-1 в плазме крови наблюдают 

при атероcклерозе, ишемии и гипертензии, следо-

вательно, пептид KED, способствующий сниже-

нию синтеза этой молекулы, будет способствовать 

профилактике развития этой сердечно-сосудистой 

патологии.
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Peptide KED (Lys-Glu-Asp) has vasoprotective effects and is effective substance in treatment of of 
atherosclerosis and other cardio-vascular disorders in elderly people. One of the probable mechanisms 
of biological activity of this peptide is epigenetic genes regulation. These genes can coding proteins, 
which are markers of endothelium functional activity. The goal of investigation was to study the KED 
peptide effect on signal molecules expression in normal, atherosclerotic and restenotic endothelium in 
vitro. It was shown, that KED peptide has normalized endothelin-1 expression, which increased during 
atherosclerosis and restenosis. KED peptide also restorates cells interactions by connexin expression. 
Geroprotective effect of KED peptide is realized by increasing of sirtuin1 expression, which has took part 
in DNA reparation.
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