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Резюме. Миелопероксидаза является ключевым фактором, отвечающим за развитие окислитель-
ного/галогенирующего стресса при воспалении. Ранее в плазме пациентов с воспалительными забо-
леваниями различной этиологии, в том числе при атеросклерозе, нами были обнаружены комплексы, 
образованные миелопероксидазой и ее физиологическим ингибитором, церулоплазмином. Анализ 
регуляции активности миелопероксидазы церулоплазмином показал, что при воспалении могут 
возникать условия, при которых церулоплазмин будет модифицирован хлорноватистой кислотой, 
HOCl – специфическим продуктом катализа миелопероксидазы. Целью данного исследования был 
анализ связи между активностью миелопероксидазы и концентрацией церулоплазмина, модифици-
рованного HOCl (хлорированного церулоплазмина), в образцах плазмы крови пациентов с сердечно-
сосудистыми заболеваниями. 

Были получены специфические антитела против миелопероксидазы, церулоплазмина, в том числе 
модифицированного HOCl, отработаны условия твердофазного иммуноферментного анализа. С по-
мощью комбинации сорбции антигенов на твердой фазе и последующего выявления их собственной 
активности либо пероксидазной активности меченых антител были разработаны высокочувстви-
тельные методы определения миелопероксидазы (концентрация, пероксидазная и галогенирующая 
активность), концентрации церулоплазмина, в том числе модифицированного HOCl. Обнаружена 
положительная корреляция между концентрацией миелопероксидазы, ее активностью и концентра-
цией церулоплазмина, модифицированного HOCl. Выводы: впервые в плазме крови пациентов с сер-

Адрес для переписки:
Соколов Алексей Викторович
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины»
197376, Россия, Санкт-Петербург, ул. Академика 
Павлова, 12.
Тел.: 8 (812) 234-56-06, 234-94-89.
E-mail: biochemsokolov@gmail.com

Address for correspondence:
Sokolov Alexey V.
Institute of Experimental Medicine
197376, Russian Federation, St. Petersburg,  
Acad. Pavlov str., 12.
Phone: 7 (812) 234-56-06, 234-94-89.
E-mail: biochemsokolov@gmail.com

Образец цитирования: 

А.В. Соколов, В.А. Костевич, Н.П. Горбунов,  
Д.В. Григорьева, И.В. Горудко, В.Б. Васильев,  
О.М. Панасенко «Связь между активной 
миелопероксидазой и хлорированным церулоплазмином 
в плазме крови пациентов с сердечно-сосудистыми 
заболеваниями» // Медицинская иммунология, 2018. Т. 20, 
№ 5. С. 699-710.  
doi: 10.15789/1563-0625-2018-5-699-710

© Соколов А.В. и соавт., 2018

For citation: 

A.V. Sokolov, V.A. Kostevich, N.P. Gorbunov, D.V. Grigorieva,  
I.V. Gorudko, V.B Vasilyev., O.M Panasenko. “A link between 
active myeloperoxidase and chlorinated ceruloplasmin in blood 
plasma of patients with cardiovascular diseases ”, Medical 
Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2018,  
Vol. 20, no. 5, pp. 699-710.  
doi: 10.15789/1563-0625-2018-5-699-710 

DOI: 10.15789/1563-0625-2018-5-699-710



700

Sokolov A.V. et al.
Соколов А.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

дечно-сосудистыми заболеваниями обнаружен церулоплазмин, модифицированный HOCl. Получена 
достоверная положительная корреляционная зависимость между концентрацией хлорированного це-
рулоплазмина и активностью миелопероксидазы. Предполагается, что физиологический ингибитор 
миелопероксидазы, церулоплазмин, претендует на роль мишени для продукта ее катализа – HOCl.

Ключевые слова: миелопероксидаза, галогенирующий стресс, церулоплазмин, пероксидазная активность, сердечно-
сосудистые заболевания, биомаркер

A LINK BETWEEN ACTIVE MYELOPEROXIDASE AND 
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Abstract. Myeloperoxidase is a key factor promoting development of halogenative/oxidative stress under 
inflammatory conditions. Previously, we have discovered complexes including myeloperoxidase and its 
physiological inhibitor, ceruloplasmin in blood plasma of patients with inflammatory diseases of different 
etiology, e.g., atherosclerosis. Studies on regulation of myeloperoxidase activity by ceruloplasmin have shown 
that hypochlorous acid, a specific product of myeloperoxidase action, is likely to modify ceruloplasmin during 
inflammation. The present study was aimed for analysis of relationships between the myeloperoxidase activity, 
native, and HOCl-modified ceruloplasmin levels in blood plasma samples of the patients with cardiovascular 
diseases. 

Specific antibodies against myeloperoxidase, ceruloplasmin, and HOCl-modified ceruloplasmin were 
obtained and specific enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) were developed. A combination of highly 
sensitive methods of myeloperoxidase assay i.e., solid-phase adsorption of antigens with subsequent testing 
of either their activity, or peroxidase-labeled antibody activity allowed elaborating the highly sensitive assays 
for ceruloplasmin and its HOCl-modified molecules, and for myeloperoxidase (concentration, peroxidase 
and halogenating activity). Positive correlation was proven between the myeloperoxidase concentration and 
activities. HOCl-modified ceruloplasmin content also correlated with myeloperoxidase activity.

The HOCl-modified ceruloplasmin was first discovered in blood plasma samples from patients with 
cardiovascular diseases. In view of correlation between myeloperoxidase activity and HOCl-modified 
ceruloplasmin content in plasma, we suggest that HOCl production is aimed for suppression of myeloperoxidase-
inhibitory function of ceruloplasmin.

Keywords: myeloperoxidase, halogenative stress, ceruloplasmin, peroxidase activity, cardiovascular diseases, biomarker

Исследование поддержано грантом РНФ 
17-75-30064 (выделение и очистка CP и MPO, 
получение антител против белков), грантами 
РФФИ 15-04-03620 (получение антител про-
тив CP- HOCl, измерение концентрации CP, 
CP- HOCl), 17-04-00530, БРФФИ (Б16Р-015) (из-
мерение концентрации и активности MPO).

Сокращения: CP – церулоплазмин, CP- HOCl – 
модифицированный HOCl церулоплазмин, HA – 

галогенирующая активность, MPO – миело-
пероксидаза, PA – пероксидазная активность,  
Σ (PA) – общая пероксидазная активность.

Введение
Развитие сердечно-сосудистых заболеваний 

ассоциировано с хроническим воспалением и ак-
тивацией лейкоцитов. Активированные нейтро-
филы секретируют миелопероксидазу (MPO, 
К.Ф. 1.7.1.11, донор:H2O2-оксидоредуктаза), по-
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вышенная концентрация которой в плазме па-
циентов является предиктором инфаркта мио-
карда [2,15]. MPO содержится главным образом 
в азурофильных гранулах нейтрофилов и в моно-
цитах, составляя около 5 и 0,9% от общего бел-
ка этих клеток соответственно [25]. При взаимо-
действии с H2O2 происходит превращение MPO 
в высокореакционное Соединение I, которое, 
наряду с классическим одноэлектронным окис-
лением пероксидазных субстратов (например, 
о-дианизидина, тирозина [3, 35]), обладает уни-
кальной способностью катализировать двухэлек-
тронное окисление хлорид-иона с образованием 
хлорноватистой кислоты (HOCl). Образование 
HOCl в описанном выше галогенирующем ци-
кле функционирования MPO считается важным 
фактором врожденного иммунитета. Однако при 
хроническом воспалении HOCl, продуцируемая 
MPO, может модифицировать молекулы орга-
низма-хозяина и приводить к развитию окисли-
тельного/галогенирующего стресса, сопровожда-
ющего многие заболевания [6, 7].

MPO формирует в плазме крови комплексы 
с церулоплазмином (CP), в составе которых мо-
гут оказываться липопротеины низкой плотно-
сти [27, 31]. CP претендует на роль эндогенно-
го ингибитора хлорирующей активности MPO 
и окислительной модификации липопротеинов 
низкой плотности [9, 24, 28]. Однако в наших 
опытах было показано, что CP эффективно ин-
гибирует только хлорирующую, но не бромиру-
ющую активность MPO, что, вероятно, связа-
но с большим сродством бромида к активному 
центру MPO [32]. Кроме того, ингибирование 
активности MPO возможно только в случае ин-
тактности полипептидной цепи CP, которая мо-
жет расщепляться провоспалительными протеи-
назами, например, тромбином [26, 30]. Недавно 
нами было показано, что альбумин сыворотки 
крови и липопротеины низкой плотности, мо-
дифицированные HOCl, активируют респира-
торный взрыв нейтрофилов и секрецию ими 
MPO [6, 8, 21, 31].

Маркеры галогенирующего стресса – моле-
кулы, модифицированные HOCl, были обна-
ружены в атеросклеротических бляшках [7, 17]. 
Известно о наличии аутоантител против моди-
фицированных HOCl липопротеинов низкой 
плотности у пациентов с сердечно-сосудистыми 
заболеваниями [1]. Учитывая, что MPO в плазме 
крови взаимодействует с CP и при определен-
ных условиях может проявлять ферментативную 
активность, актуальным явилось определение 
концентрации CP, модифицированного HOCl 
(CP- HOCl), а также оценка корреляционных 

связей CP-HOCl с активностью и концентрацией 
MPO в плазме крови пациентов с сердечно-сосу-
дистыми заболеваниями.

Материалы и методы
Реактивы
В работе были использованы следующие ре-

активы: конъюгат антител против IgG кролика 
с пероксидазой из корней хрена, UNOsphere Q, 
агароза Bio-Gel A-1.5m fine (Bio-Rad, США); Br2, 
KCN, NaCl, NaBr, триэтиламин, цитрат натрия, 
этилендиаминтетраацетат натрия (ЭДТА) (Merck, 
Германия); NaN3, глицерин, Кумасси R-250, мер-
каптоэтанол, персульфат аммония, Tris (Serva, 
Германия); NaOCl (1,79 M), 6-аминокапроновая 
кислота, 10-ацетил-3,7-дигидроксифеноксазин, 
гепарин, глицин, конъюгат антител против IgG 
крыс с пероксидазой из корней хрена, неомици-
на трисульфат, o-дианизидин, p-фенилендиамин, 
3,3’,5,5’-тетраметилбензидин, фенил-агароза, 
SDS, Sephacryl S-200 HR, Sephadex G-75 Superfine, 
триэтаноламин, фенилметилсульфонилфторид 
(Sigma, США); акриламид, N,N'-метилен-бис-
акриламид, N,N,N'N'-тетраметилэтилендиамин 
(«Медиген», Россия). Растворы для хромато-
графии были приготовлены с использованием 
апирогенной деионизованной воды с удельным 
сопротивлением 18,2 MОм × см. BrCN синтези-
рован при бромировании KCN в двухфазной си-
стеме: вода-дихлорэтан. Лиганды для аффинной 
хроматографии (гепарин, неомицин, CP) им-
мобилизовали на BrCN-активированной агаро-
зе [13].

Общая характеристика пациентов, включенных 
в исследование

Проведенное исследование одобрено ко-
митетом по этике Республиканского научно-
практического центра «Кардиология» Мини-
стерства здравоохранения Республики Беларусь 
(г. Минск, Беларусь) (протокол заседания № 2, 
п. 6 от 13.02.2009 г., заключение этической экс-
пертизы № 15/02/09 от 18.02.2009 г., приказ 
№ 66 от 13.02.2008 г.). Перед проведением всех 
процедур бралось письменное информирован-
ное согласие пациентов. Всего в исследование 
включено 69 пациентов: 19 – с хронической ише-
мической болезнью сердца (стабильная стено-
кардия) и 50 – с острым коронарным синдромом 
(нестабильная стенокардия и острый инфаркт 
миокарда). В исследовании приняли участие 
51 мужчина и 18 женщин (средний возраст всех 
пациентов составил 55,7±1,3 лет). Все лица, 
включенные в исследование, прошли тщатель-
ное клинико-инструментальное и лабораторное 
обследование, включающее эхокардиографию, 



702

Sokolov A.V. et al.
Соколов А.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ультразвуковое исследование брахиоцефальных 
артерий, суточное мониторирование ЭКГ и ар-
териального давления, при наличии показаний – 
коронароангиографию.

Пробоподготовка образцов плазмы и сыворотки 
крови

Анализ данных литературы и собственные 
предварительные эксперименты [2, 3, 4, 20] сви-
детельствовали о том, что для адекватного изме-
рения активности и концентрации MPO в плазме 
кровь должна быть стабилизирована ЭДТА либо 
цитратом натрия. Использование гепарина в ка-
честве антикоагулянта либо образцов сыворот-
ки крови приводит к результатам, искаженным 
секрецией MPO из нейтрофилов. Для измере-
ния концентрации CP, напротив, адекватные 
результаты были получены только при анализе 
сыворотки крови, что обусловлено ингибирую-
щим действием хелаторов ионов кальция на ок-
сидазную активность CP. В данном исследовании 
образцы венозной крови, стабилизированной 
цитратом натрия, получали у пациентов в Респу-
бликанском научно-практическом центре «Кар-
диология» и в течение 2 часов с момента взятия 
крови ее центрифугировали при 600 g в течение 
15 минут. Отобранную плазму повторно цен-
трифугировали в таком же режиме для удаления 
следов тромбоцитов. Параллельно для анализа 
концентрации CP забирали вторую пробу веноз-
ной крови без антикоагулянтов, которую через 
30 минут после свертывания центрифугировали 
при 600 g в течение 15 минут и отбирали сыворот-
ку. Образцы плазмы и сыворотки делили на 5-6 
аликвот по 0,2 мл и хранили при -70 °С до выпол-
нения измерений.

Получение белков
MPO была очищена из экстракта лейкоцитов 

здоровых доноров с помощью хроматографий 
на гепарин-агарозе, фенил-агарозе и Sephacryl 
S-200 HR. Препарат характеризовался A430/A280 
(RZ) около 0,85, что соответствует гомоген-
ному ферменту [29]. Для получения препарата 
мономерного CP, содержащего более 95% не-
фрагментированных 132 кДа-молекул с A610/
A280 > 0,049, плазму крови с добавлением 1 мМ 
ЭДТА и 0,1 мМ фенилметилсульфонилфтори-
да подвергали хроматографии на UNOsphere Q 
и неомицин-агарозе [13].

Спектрофотометрическое определение концен-
трации веществ

Спектры поглощения препаратов были изме-
рены с помощью спектрофотометра СФ-2000-02 
(«ОКБ-Спектр», Россия). Концентрацию реаген-
тов определяли, используя коэффициенты экс-
тинкции: димер MPO - ε430 = 178 000 M-1 × см-1 [14], 

CP - ε610 = 10 000 M-1 × см-1 [23], H2O2 - ε240 = 43,6 
M-1 × см-1 [16], ClO- - ε292 = 350 M-1 × см-1 [22].

Получение антител против CP и CP-HOCl, 
а также выявление CP-HOCl

Антитела против CP от крыс получали после 
3-х иммунизаций крыс препаратом интактного 
CP, из сыворотки животных выделяли фракцию 
IgG и проводили их аффинную очистку на агаро-
зе с иммобилизованным CP. 

С помощью иммунизации кроликов CP-HOCl 
были получены специфические поликлональные 
антитела кроликов против CP-HOCl, исполь-
зованные для сорбции модифицированного CP 
на твердой фазе и его последующей детекции с по-
мощью антител крысы против CP. Для получения 
антигена CP инкубировали с HOCl при мольном 
соотношении окислитель:CP = 20:1 в течение 30 
минут при 37 °С. Модифицированный CP отде-
ляли от неокисленного белка с помощью диск-
электрофореза в ПААГ [18], вырезали из геля 
зону окисленного CP. Далее CP-HOCl подвер-
гали препаративному электрофорезу с SDS [19], 
вырезали белок из геля и использовали для имму-
низации кроликов. После 4-х иммунизаций с ин-
тервалом в 2 недели была получена антисыво-
ротка против CP-HOCl. Из сыворотки выделяли 
фракцию IgG с помощью осаждения сульфатом 
аммония. Для очистки антител от фракции, реа-
гирующей с интактным CP-проводили негатив-
ную аффинную хроматографию на агарозе с им-
мобилизованным CP.

Измерение концентрации CP-HOCl в плазме 
крови осуществляли по следующему протоколу: 
антитела кроликов против CP-HOCl (5 мкг/мл), 
растворенные в 40 мМ Na2CO3, 80 мМ NaHCO3, 
pH 9,4, адсорбировали в 96-луночных полисти-
рольных планшетах в течение ночи при 4 °С. 
После 3-х отмывок фосфатно-солевым буфером 
(PBS: 8,7 мМ Na2HPO4, 1,5 мМ KH2PO4, 137 мМ 
NaCl и 2,7 мМ KCl; рН 7,4), содержащим 0,05%-
ый Tween 20, в лунки помещали препараты CP, 
модифицированного 20-молярным избытком 
HOCl, в концентрациях 0; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 
20; 40 нг/мл и образцы плазмы, разбавленные 
от 10 до 80 раз PBS, содержащим 0,05%-ый Tween 
20. После 60 минут инкубации в термошейкере 
при 37 °С и 270 об/мин лунки планшета отмыва-
ли 3 раза PBS, содержащим 0,05%-ый Tween 20. 
В лунки помещали аффинные антитела крыс 
против CP (50 мкг/мл), через 60 минут планшет 
отмывали 3 раза PBS, содержащим 0,05%-ый 
Tween 20. В лунки помещали конъюгат анти-
тел против IgG крыс с пероксидазой из корней 
хрена (1:5000), через 60 минут планшет отмы-
вали 3 раза PBS, содержащим 0,05%-ый Tween 
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20. В планшет помещали раствор, содержащий 
2 мг 3,3’,5,5’-тетраметилбензидина, 1 мМ H2O2 
в 12 мл 50 мМ Na-ацетатного буфера, pH 5,5. Че-
рез 5 минут инкубации реакцию останавливали 
2 M серной кислотой и измеряли поглощение 
при 405 нм с помощью планшетного монохрома-
торного флуориметр-люминометр-спектрофото-
метра (CLARIOstar, BMG LABTECH, Германия). 
Калибровочный график зависимости A405 от  
[CP-HOCl] обрабатывали в программе MS Excel 
2002 как линейную функцию (коэффициент де-
терминированности R2, нормированный от 0 
до 1, составлял не менее 0,98). Концентрацию 
CP-HOCl в образце плазмы крови выражали 
в нг/ мл после сравнения поглощения образца 
плазмы (с учетом его разбавления) с калибровоч-
ной прямой для модифицированного CP.

Определение концентрации CP
Для количественного определения кон-

центрации CP в плазме крови сравнивали 
p-фенилендиамин-оксидазную активность об-
разца сыворотки крови с активностью серии ка-
либровочных растворов CP в модифицирован-
ном для микроформата варианте [35]. В лунки 
96-луночного планшета вносили по 10 мкл проб 
сыворотки крови либо калибровочных раство-
ров, содержащих 100-1300 мкг/мл очищенного 
CP [13], во все лунки добавляли по 200 мкл 0,2% 
p-фенилендиамина в 0,4 М Na-ацетатном буфе-
ре, рН 5,5. Через 60 минут реакцию останавлива-
ли, внося в лунки по 40 мкл 0,5% NaN3 (ингиби-
тор активности CP). Измеряли поглощение проб 
при 530 нм с помощью планшетного монохрома-
торного флуориметр-люминометр-спектрофото-
метра (CLARIOstar, BMG LABTECH, Германия). 
В программном обеспечении прибора (Mars) 
строили калибровочную прямую, по которой 
прибор автоматически рассчитывает содержание 
CP в образцах – в мкг/мл.

Определение пероксидазной активности MPO 
и общей пероксидазной активности в плазме крови

Для спектрофотометрического определения 
общей пероксидазной активности плазмы крови 
(Σ (PA)) в буферный раствор, содержащий 0,2 М 
Na2HPO4/0,1 М лимонной кислоты (рН 4,5), 
добавляли субстрат о-дианизидин (380 мкМ) 
и 1/13,3 объема плазмы крови (например, 60 мкл 
плазмы до объема образца 800 мкл). Реакцию за-
пускали добавлением 100 мкМ Н2О2 и в кинети-
ческом режиме в течение 6-8 минут определяли 
скорость окисления о-дианизидина – А460/ мин [4, 
5]. Измерения проводили при 20 °С на спек-
трофотометре СОЛАР PB 2201 (г. Минск, Бела-
русь). А460/мин рассчитывали как тангенс угла 
наклона начального линейного участка кине-

тической кривой, содержащей минимум шесть 
экспериментальных точек, по линейной экс-
траполяции с использованием статистической 
программы графического редактора Origin 7.0.  
Σ (PA) рассчитывали с учетом разбавления образ-
ца плазмы крови: 

Σ (PA) = ∆А/мин × 13,3.

Пероксидазную активность МРО в плазме 
крови (МРО (РA)) оценивали разностным мето-
дом. Для этого готовили дополнительную пробу, 
содержащую, помимо всех вышеперечисленных 
компонент, специфический ингибитор фермен-
тативной активности МРО – гидразид 4-амино-
бензойной кислоты (50 мкМ). МРО (РA) вычис-
ляли согласно соотношению:

МРО (PA) = (∆А/мин – ∆Аинг/мин) × 13,3.

где ∆А/мин и ∆Аинг/мин – скорость окисления 
o-дианизидина в отсутствие и в присутствии ин-
гибитора соответственно.

Определение концентрации MPO и ее галогени-
рующей активности

Измерение концентрации MPO в плазме кро-
ви осуществляли с помощью разработанного ра-
нее [3] оригинального метода иммунофермент-
ного анализа с использованием антител против 
MPO, полученных иммунизацией крыс и кроли-
ков. 

Галогенирующую активность MPO (HA) 
в плазме крови оценивали по флуоресценции ре-
зоруфина, который образовывался при окислении 
10-ацетил-3,7-дигидроксифеноксазина в при-
сутствии HOBr, продуцируемой активной MPO, 
которая связывалась при инкубации образцов 
в планшетах с адсорбированными на поверхно-
сти лунок аффинными антителами против MPO, 
полученными от крыс [3]. Антитела (5 мкг/мл), 
растворенные в 40 мМ Na2CO3, 80 мМ NaHCO3, 
pH 9,4, адсорбировали в 96-луночных полисти-
рольных планшетах в течение ночи при 4 °С. 
После 3-х отмывок PBS, содержащим 0,05%-ый 
Tween 20, в лунки помещали очищенную MPO 
в концентрациях 0; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 
40 нг/мл и образцы плазмы, разбавленные от 10 
до 80 раз PBS, содержащим 0,05%-ый Tween 20. 
После 60 минут инкубации в термошейкере 
при 37 °С и 270 об/мин лунки планшета отмы-
вали 3 раза PBS, содержащим 0,05%-ый Tween 
20. В лунки помещали раствор, содержащий 
1 мкМ 10-ацетил-3,7-дигидроксифеноксазина, 
10 мкМ H2O2, 20 мМ NaBr, 200 мM (NH4)2SO4, 
24 мМ Na- цитратный буфер, pH 6,0. Через 30 
минут инкубации в термошейкере при 37 °С и 
270 об/ мин измеряли флуоресценцию резору-
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фина при 580- 620 нм (возбуждение 535-555 нм) 
с помощью планшетного монохроматорного 
флуориметр-люминометр-спектрофотометра 
(CLARIOstar, BMG LABTECH, Германия). Ка-
либровочный график зависимости интенсив-
ности флуоресценции I от [MPO] обрабатывали 
в программе MS Excel 2002 как биномиальную 
функцию I = a[MPO]2+b[MPO]+c (коэффициент 
детерминированности R2, нормированный от 0 
до 1, составлял не менее 0,97). Вычисляли актив-
ность MPO в плазме с учетом разбавления образ-
ца и выражали ее как нг/мл очищенной MPO.

Статистическая обработка результатов
Эксперименты повторяли три раза (n = 3), 

среднее значение рассчитывали по формуле:

X n Xm i= ( )/ ,1 Σ

где Хi – значение для каждого измерения. 
Стандартную ошибку выражали как S*/n, где 

S =
 (X X )

(n1)
.* i m

2Σ

Для определения параметров корреляции ис-
пользовали коэффициент корреляции Пирсо-
на (r).

Результаты
Были исследованы: содержание CP и CP- HOCl, 

MPO (PA) и МРО (НА), концентрация MPO и 
Σ (PA) в 69 образцах плазмы крови доноров с раз-
личной степенью тяжести сердечно-сосудистых 
заболеваний (табл. 1).

Был проведен анализ корреляционных свя-
зей измеренных показателей (табл. 2). Кон-
центрация MPO была связана положительной 
корреляционной связью с MPO (НА) (r = 0,87, 
p < 0,0001, рис. 1А) и MPO (PA) (r = 0,51, 
p < 0,0001). Концентрация CP-HOCl была свя-
зана положительной корреляционной связью 
с концентрацией MPO (r = 0,76, p < 0,0001, 
рис. 1Б) и с MPO (НА) (r = 0,80, p < 0,0001, 
рис. 1В). В качестве показателя удельной актив-
ности MPO было использовано отношение кон-
центрации MPO к Σ (PA), оцененной по окис-
лению о-дианизидина. Продемонстрирована 
положительная корреляционная связь данного 
показателя с концентрацией CP-HOCl (r = 0,86, 
p < 0,0001, рис. 1Г). Интересно, что концентра-
ция CP и Σ (PA) не коррелировала ни с одним 
из перечисленных показателей.

ТАБЛИЦА 1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ, ИЗМЕРЕННЫХ В ОБРАЗЦАХ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ

TABLE 1. GENERAL CHARACTERISTICS OF THE MARKERS MEASURED IN BLOOD SAMPLES OF PATIENTS

Показатель – обозначение, единицы измерения
Marker: abbreviations, units

Среднее ± стандартная 
ошибка

Mean ± standard error

Медиана 
(минимальное – 

максимальное значение)
Median (minimum – 

maximum value)

Концентрация MPO – MPO, нг/мл
MPO concentration: MPO, ng/ml 137,3±56,9 116,4 (37,1-680,4)

Галогенирующая активность MPO – MPO (HA), нг/мл
Halogenating activity of MPO: MPO (HA), ng/ml 71,2±62,7 44,3 (3,2-662,1)

Пероксидазная активность MPO – MPO (PA), 1/мин
Peroxidase activity of MPO: MPO (PA), 1/min 0,0776±0,0575 0,0559 (0-0,364)

Общая пероксидазная активность – Σ (PA), 1/мин
Total Peroxidase activity: Σ (PA), 1/min 0,715±0,181 0,713 (0,178-1,215)

Концентрация CP – CP, мкг/мл
CP concentration: CP, µg/ml 312±93 305 (65-613)

Концентрация CP, модифицированного  
HOCl – CP-HOCl, нг/мл
Concentration of HOCl-modified CP: CP-HOCl, ng/ml

65±63 23 (1-344)

Отношение концентрации MPO к общей пероксидаз-
ной активности – MPO/Σ (PA), нг × мин/мл
Ratio of MPO concentration and total peroxidase activity: 
MPO/Σ (PA), ng × min/mL

212±103 171 (59-857)
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Рисунок 1. Графики зависимости галогенирующей активности MPO от концентрации MPO (А); CP, 
модифицированного HOCl, от концентрации MPO (Б); CP, модифицированного HOCl, от галогенирующей 
активности MPO (В); CP, модифицированного HOCl, от отношения концентрации MPO к общей пероксидазной 
активности плазмы крови (Г)
Figure 1. Dependence plots between halogenating activity of MPO and its concentration (A); concentration of HOCl-modified CP 
and concentration of MPO (B); concentration of HOCl-modified CP and halogenating MPO activity (C); concentration of HOCl-
modified CP, and a ratio between MPO concentration and total peroxidase activity (D)

ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИОННАЯ МАТРИЦА ИЗМЕРЕННЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 

TABLE 2. CORRELATION MATRIX OF THE MEASURED MARKERS 

MPO MPO (HA) MPO (PA) Σ (PA) CP CP-HOCl

MPO (HA) r = 0,87;
p < 0,0001 –

MPO (PA) r = 0,51;
p < 0,001

r = 0,47;
p < 0,0001 –

Σ (PA) r = 0,00;
p = 0,61

r = -0,19;
p = 0,11

r = 0,32;
p = 0,05 –

CP r = 0,42;
p = 0,01

r = 0,20;
p = 0,09

r = 0,04;
p = 0,83

r = 0,07;
p = 0,69 –

CP-HOCl r = 0,76;
p < 0,0001

r = 0,80;
p < 0,0001

r = 0,26;
p = 0,1119

r = -0,26;
p = 0,11

r = 0,31;
p = 0,05 –

MPO/Σ (PA) r = 0,89;
p < 0,0001

r = 0,84;
p < 0,0001

r = 0,29;
p = 0,07

r = -0,31;
p = 0,06

r = 0,40;
p = 0,01

r = 0,86;
p < 0,0001

Примечание. Обозначения столбцов и строк см. в таблице 1, в ячейках представлены значения коэффициента 
корреляции Пирсона.

Note. For abbreviated names of columns and rows, see Table 1. The cells represent values of Pearson correlation quotient.
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Обсуждение
Ранее нами было показано, что концентрация 

MPO повышена у пациентов с острым коронар-
ным синдромом по сравнению со здоровыми до-
норами, а прогрессивное снижение MPO (PA) 
в процессе тромболитической терапии коррели-
рует с благоприятным исходом заболевания [4]. 
Нами были разработаны оригинальные мето-
ды оценки MPO (PA) и МРО (НА), а также со-
держания MPO, иммуноферментный анализ 
для оценки концентрации CP-HOCl. Наличие 
специфической МРО (НА) позволило разра-
ботать упрощенный вариант иммунофермент-
ного анализа, в котором после сорбции MPO 
на твердой фазе возможно выявление активности 
MPO [8]. Этот подход существенно сокращает 
время анализа. В прототипе метода с помощью 
10-ацетил-3,7-дигидроксифеноксазина выяв-
лялась MPO (PA), адсорбированной на антите-
лах [20], однако, как показали наши эксперимен-
ты, бромирующая активность MPO практически 
не подавляется CP [32] и, следовательно, окис-
ление ацетил-3,7-дигидроксифеноксазина под 
действием HOBr, продуцируемой MPO, более 
адекватно отражает концентрацию MPO. Это 
подтверждается достоверной корреляционной 
связью между концентрацией MPO и МРО (НА) 
(рис. 1А). Обнаружение комплексов, включаю-
щих CP и MPO, в плазме пациентов с атероскле-
розом [27] предполагало возможность образова-
ния при сердечно-сосудистых заболеваниях CP, 
модифицированного HOCl – основным про-
дуктом катализа MPO, однако только в данном 
исследовании впервые удалось обнаружить хло-
рированный CP в плазме крови больных с сер-
дечно-сосудистой недостаточностью.

При сопоставлении измеренных показате-
лей на репрезентативном количестве образцов 
плазмы крови (n = 69) от пациентов с различной 
степенью тяжести сердечно-сосудистых забо-
леваний нам удалось проследить ряд корреля-
ционных связей, хорошо согласующихся с дан-
ными, полученными на экспериментальных 
моделях исследования ферментативных свойств 
MPO. Во-первых, MPO (PA) в плазме крови по-
ложительно коррелирует с концентрацией MPO 
и MPO (HA). Во-вторых, получена положитель-
ная корреляционная зависимость между концен-
трацией МРО и показателем галогенирующего 
стресса (концентрация CP, модифицированно-
го HOCl) и отношением концентрации MPO к 
Σ (PA). Ранее нами было показано, что по мере 
иммунопреципитации CP из плазмы крови сни-
жается эффективность ингибирования плазмой 
MPO (PA) [33]. Обращает на себя внимание факт, 
что концентрации MPO и CP-HOCl довольно 
близки, такой результат можно объяснить тем, 

что комплекс между MPO и CP в плазме крови 
относительно стабилен [27], и, вероятнее всего, 
при окислительном/галогенирующем стрессе 
у пациентов с сердечно-сосудистыми заболева-
ниями модификации подвергается CP, находя-
щийся в непосредственном контакте с MPO. 

Важно отметить, что концентрация CP, изме-
ренная по степени окисления его синтетическо-
го субстрата p-фенилендиамина, не коррелирует 
ни с одним из перечисленных показателей. Дан-
ный факт подтверждает важность определения 
целостности полипептидной цепи CP, а не его 
концентрации, поскольку именно интактность 
CP определяет эффективное ингибирование ак-
тивности MPO [9, 28, 32]. Например, степень 
протеолиза CP в синовиальной жидкости кор-
релирует с тяжестью симптомов ревматоидно-
го артрита [26]. Нами было показано, что CP 
взаимодействует с протеиназами нейтрофилов 
и матриксными металлопротеиназами 2 и 12, 
что также способствует расщеплению его поли-
пептидной цепи [10, 11, 12]. Разработка методов 
количественной оценки непротеолизованного 
CP представляется перспективной и может быть 
реализована при получении моноклональных 
антител против участков CP, подвергающихся 
протеолитической деградации при воспалении. 
Учитывая, что при физиологических условиях 
MPO также способна катализировать образова-
ние бромноватистой кислоты (HOBr) [34], пред-
ставляется перспективным получение антител 
против CP, модифицированного HOBr, с целью 
анализа модификации белка этим оксидантом.

На роль регуляторов активности MPO, кроме 
CP, претендуют низкомолекулярные соединения 
(тиоцианат, тирозин, глутатион и урат) [36], в бу-
дущем определение их концентрации в плазме 
крови больных сердечно-сосудистыми заболева-
ниями может дополнить картину регуляции раз-
вития галогенирующего стресса, опосредованно-
го активностью MPO и других гемсодержащих 
пероксидаз человека. 
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