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Таким образом, взаимодействие ЦП с комплексом ЛФ и олеиновой 

кислоты может модулировать его цитотоксическую активность.  

Исследование поддержано грантом Президента РФ MK-5074.2016.4. 
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Сердечно-сосудистые заболевания сопровождаются развитием гало-

генирующего/окислительного стресса, опосредованного галогенирую-

щей активностью фермента нейтрофилов, миелопероксидазы (МПО) [1]. 

Продукты катализа МПО, HOCl и HOBr, модифицируют практически все 

типы биомолекул, в том числе белки и липиды в составе липопротеинов 

низкой плотности (ЛНП) крови. Для модификации ЛНП с участием МПО 

важны как связывание фермента с их поверхностью, так и уровень ак-

тивности МПО [2], регулируемый рядом факторов плазмы, в том числе 

ее физиологическим ингибитором, церулоплазмином (ЦП) [3]. Прове-

денные нами исследования показали, что ЛНП, модифицированные про-

дуктами катализа МПО (HOCl и HOBr) и карбонильными соединениями 

(малоновым диальдегидом, МДА и метилглиоксалем, МГ), являются 
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провоспалительными факторами, индуцирующими секрецию МПО акти-

вированными нейтрофилами и моноцитами-макрофагами.  

Целью данной работы было получение специфических антител про-

тив ЛНП и ЦП, модифицированных HOCl и HOBr (далее ЛНП/ЦП-Cl и 

ЛНП/ЦП-Br); разработка методов иммуноферментного анализа (ИФА) 

для измерения концентрации ЛНП-Cl, ЛНП-Br, ЦП-Cl и ЦП-Br; анализ 

корреляционных связей между показателями, измеренными в плазме па-

циентов с различной степенью тяжести сердечно-сосудистых заболева-

ний. 

Нами были разработаны оригинальные методы оценки содержания 

МПО (ИФА) и ее активности (пероксиданая активность c использовани-

ем субстрата о-дианизидина), концентрации ЛНП-Cl, ЛНП-Br, ЦП-Cl и 

ЦП-Br (ИФА), а также методы оценки соотношения прооксидантной и 

антиоксидантной систем плазмы крови (пероксидазная активность плаз-

мы c использованием субстрата о-дианизидина и доля непротеолизован-

ного ЦП, обладающего антимиелопероксидазной активностью).  

Для получения антигенов ЛНП либо ЦП инкубировали с HOCl либо 

HOBr при мольном соотношении окислитель:апоВ-100=50:1, окисли-

тель:ЦП=20:1 в течение 30 мин при 37 °С. Модифицированные ЛНП от-

деляли от нативных с помощью электрофореза в 1 % геле агарозы, выре-

зали из геля зону модифицированных ЛНП. Далее подвергали препара-

тивному электрофорезу с SDS содержащийся в них апоВ-100, вырезали 

его зону из геля и использовали для иммунизации кроликов. Модифици-

рованный ЦП отделяли от не окисленного белка с помощью диск-

электрофореза в ПААГ, вырезали из геля зону модифицированного ЦП. 

Далее ЦП подвергали препаративному электрофорезу с SDS, вырезали 

белок из геля и использовали для иммунизации кроликов. Контролем 

служили препараты ЦП и апоВ-100 из нативных ЛНП, которыми имму-

низировали крыс. После 4 иммунизаций с интервалом в 2 недели были 

получены антисыворотки против апоВ-100 из ЛНП-Cl, ЛНП-Br, а также 

ЦП-Cl и ЦП-Br от кроликов. От крыс получали антисыворотку против 

нативных ЛНП и ЦП. Из сывороток выделили фракцию IgG. Для очистки 

антител от реакции с ЛНП либо ЦП, модифицированными МДА, прово-

дили негативную аффинную хроматографию на агарозе с МДА-ЛНП ли-

бо МДА-ЦП. В качестве стандарта использовали препараты ЛНП и ЦП, 

модифицированные 20-молярным избытком HOCl либо HOBr. Концен-

трацию модифицированных ЛНП и ЦП в образце плазмы крови выража-

ли в нг/мл после сравнения оптической плотности образцов с калибро-

вочными прямыми для модифицированных ЛНП и ЦП. Петля ЦП, со-

единяющая 5 и 6 домены (882-894, RRPYLKVFNPRRKL), содержит 
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связь лизин887-валин888, которая в первую очередь атакуется серино-

выми протеиназами, лишающими ЦП способности ингибировать МПО. 

В качестве антигена использовали пептид ЦП, CRRPYLKVFNPRRKL 

(881-894), конъюгированный по N-концевому остатку цистеина с амино-

группами гемоцианина виноградной улитки за счет малеимидного агента 

(сульфо-SMCC кросслинкер). Кроликов иммунизировали конъюгатом и 

после 4-ой иммунизации собирали антисыворотку, из которой выделяли 

фракцию IgG. Антитела очищали от примесей антител против гемоциана 

улитки с помощью негативной хроматографии на колонке, содержащей 

агарозу с иммобилизованным гемоцианином улитки. Полученные анти-

тела по данным Вестерн-блоттинга реагировали исключительно с 

132 кДа зоной непротеолизованного ЦП и не реагировали ни с одним из 

протеолитических фрагментов ЦП.  

При сопоставлении измеренных показателей на репрезентативном 

количестве образцов плазмы крови (n=69) от пациентов с различной сте-

пенью тяжести сердечно-сосудистых заболеваний нам удалось просле-

дить ряд корреляционных связей, хорошо согласующихся с данными, 

полученными на экспериментальных моделях исследования проатеро-

генных свойств МПО. Во-первых, пероксидазная активность МПО в 

плазме крови положительно коррелировала с концентрацией МПО и от-

рицательно – с долей непротеолизованного ЦП, являющегося эффектив-

ным ингибитором МПО. Во-вторых, концентрация МПО положительно 

коррелировала с показателями галогенирующего стресса (концентрации 

ЛНП-Cl, ЛНП-Br, ЦП-Cl и ЦП-Br) и отношением концентрации МПО к 

общей пероксидазной активности плазмы. В-третьих, показатели галоге-

нирующего стресса демонстрировали высокий уровень корреляционных 

связей между собой (коэффициенты корреляции от 0,89 до 0,96). Нако-

нец, соотношение концентрации МПО к пероксидазной активности МПО 

положительно коррелировало со всеми показателями галогенирующего 

стресса и отрицательным образом зависело от доли непротеолизованного 

ЦП в плазме. Пероксидазная активность гемоглобина, измеренная в об-

разцах плазмы больных, не коррелировала ни с одним из показателей га-

логенирующего стресса и антиоксидантной защиты, что подкрепляет ги-

потезу об участии МПО в проатерогенной модификации ЛНП. Получен-

ные результаты свидетельствуют о важной роли галогенирующего стрес-

са в атерогенной модификации ЛНП. ЦП, выполняя функцию природно-

го ингибитора МПО, препятствует такой модификации, а значит и разви-

тию атеросклероза.  

Работа поддержана РФФИ (14-04-00807, 15-04-03620, 16-54-00038). 
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Введение. Первым ответом на появление чужеродных микроорга-

низмов является стимуляция нейтрофилов, что сопровождается измене-

нием их формы, адгезией, направленным движением в очаг поврежде-

ния, усиленным потреблением кислорода («кислородным взрывом»), де-

грануляцией. Дегрануляция характеризуется слиянием цитоплазматиче-

ских гранул с фагосомой, поступлением содержащихся в гранулах фер-

ментов в фагосому и частичной секрецией этих ферментов во внеклеточ-

ное пространство. Примером патологической активности нейтрофилов 

является отторжение донорских органов при неэффективном удалении 

нейтрофилов из кровеносных сосудов во время перфузии. Логично пред-

положить, что активация нейтрофилов непосредственно в кровяном рус-

ле должна сдерживаться в норме и при воспалении. Белки острой фазы, 

концентрация которых повышается при воспалении, могут выступать ре-

гуляторами функций иммунных клеток. Увеличение молярной концен-

трации церулоплазмина (CP, ферро:O2-оксидоредуктаза) во время острой 

фазы воспаления (с 3 до 10 мкМ) уступает только увеличению концен-

трации таких мажорных белков плазмы, как фибриноген и гаптоглобин. 

Вместе с тем, в литературе нет однозначной точки зрения на функции CP 

This document has been 
edited with Infix PDF Editor 
- free for non-commercial use.

To remove this notice, visit: 
www.iceni.com/unlock.htm

http://www.iceni.com/unlock.htm

