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АНТИТЕЛА К ЛИПОПРОТЕИНАМ НИЗКОЙ ПЛОТНОСТИ, 
МОДИФИЦИРОВАННЫМ МАЛОНОВЫМ ДИАЛЬДЕГИДОМ: 
СОДЕРЖАНИЕ В КРОВИ И РОЛЬ В АТЕРОГЕНЕЗЕ
Иванова А.А., Дмитриева А.А., Денисенко А.Д.
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. В настоящей работе было определено содержание антител к липопротеинам низкой плот-
ности, модифицированным малоновым диальдегидом, концентрация холестерина циркулирующих 
иммунных комплексов и количество перекисно-модифицированных липопротеинов низкой плот-
ности в крови здоровых лиц и пациентов с различными проявлениями атеросклероза. Кроме того, 
изучалось влияние антител к липопротеинам низкой плотности, модифицированным малоновым ди-
альдегидом на взаимодействие таких липопротеинов с макрофагами. Всего обследовано 253 человека: 
здоровые лица (59 человек), пациенты с доклиническим атеросклерозом (25 человек) и пациенты с 
ишемической болезнью сердца (169 человек). Установлено, что у пациентов с ишемической болезнью 
сердца по сравнению со здоровыми лицами и пациентами с доклиническим атеросклерозом повыше-
на концентрация холестерина циркулирующих иммунных комплексов в крови, тогда как содержание 
окисленных липопротеинов низкой плотности не различалось между группами обследованных. При 
этом у пациентов с атеросклерозом выявлена положительная корреляция между уровнями в крови 
окисленных липопротеинов низкой плотности и холестерина циркулирующих иммунных комплек-
сов. Содержание в крови антител класса IgG к липопротеинам низкой плотности, модифицирован-
ным малоновым диальдегидом, достоверно снижено у больных с ишемической болезнью сердца по 
сравнению со здоровыми лицами и пациентами с доклиническим атеросклерозом, тогда как кон-
центрация таких антител класса IgM практически не изменялось у пациентов с атеросклерозом, не-
зависимо от его тяжести. Было показано, что специфичные антитела к липопротеинам низкой плот-
ности, модифицированным малоновым диальдегидом, значительно снижали цитотоксичность таких 
ЛПНП, а также их способность вызывать накопление эфиров холестерина в макрофагах, полученных 
из мононуклеаров периферической крови человека. Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют о том, что антилипопротеиновые антитела могут оказывать защитное действие, предупреждая 
гибель клеток и снижая накопление эфиров холестерина в макрофагах при их взаимодействии с мо-
дифицированными липопротеинами низкой плотности, т. е. предупреждать формирование пенистых 
клеток. 

Ключевые слова: воспаление, атеросклероз, циркулирующие иммунные комплексы, модифицированные липопротеины 
низкой плотности, антитела к модифицированным липопротеинам низкой плотности, апоптоз макрофагов
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ANTIBODIES TO LOW-DENSITY LIPOPROTEINS MODIFIED 
BY MALONIС DIALDEHYDE: CONTENTS IN BLOOD AND ROLE 
IN ATHEROGENESIS
Ivanova A.A., Dmitrieva A.A., Denisenko A.D.
Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. In this work, we determined the content of antibodies to low-density lipoproteins modified 
by malondialdehyde, the concentration of circulating immune complexes (CIC) cholesterol and oxidized 
low-density lipoproteins (LDL) in blood of healthy individuals and patients with various manifestations of 
atherosclerosis. Moreover, we studied the effect of antibodies to LDL modified with malondialdehyde upon 
interaction of such lipoproteins with macrophages. 253 persons were examined: healthy individuals (59 people), 
patients with preclinical atherosclerosis (25 people) and patients with coronary artery disease (169 people). It 
was found that the concentration of CIC cholesterol in plasma was increased in patients with coronary artery 
disease compared with healthy individuals and patients with preclinical atherosclerosis, whereas oxidized 
low-density lipoproteins content did not differ between the groups of patients. At the same time, a positive 
correlation between oxidized LDL plasma concentrations and contents of CIC cholesterol was found in 
patients with atherosclerosis. The plasma level of IgG antibodies to malondialdehyde-modified lipoproteins 
was significantly reduced in patients with coronary artery disease compared with healthy people and patients 
with preclinical atherosclerosis, whereas the levels of IgM antibodies to malondialdehyde-modified LDL 
practically did not change in patients with atherosclerosis, independent on the disease severity. It was shown 
that specific antibodies to the malon dialdehyde-modified LDL caused vast reduction of their cytotoxicity 
and ability to induce accumulation of cholesterol esters in macrophages derived from human peripheral blood 
mononuclear cells. Thus, the data obtained suggest that anti-lipoprotein antibodies may have a protective effect 
by preventing cell death and reducing accumulation of cholesterol esters in macrophages when they interact 
with modified low-density lipoproteins, i.e., by preventing formation of the foam cells.

Keywords: inflammation, atherosclerosis, circulating immune complexes, low-density lipoproteins, modified, antibodies, macrophage 
apoptosis
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Введение
Воспаление, развивающееся в ответ на нако-

пление в интиме модифицированных липопро-
теинов низкой плотности (мЛПНП), является 
ведущим патогенетическим фактором атероскле-
роза. Индукция иммунного ответа на мЛПНП, 
вследствие захвата мЛПНП макрофагами или 
дендритными клетками с презентацией антиге-
нов in situ ведет к формированию асептического 
воспалительного очага в интиме артерии с при-
влечением разнообразных иммунокомпетентных 
клеток, т. е. атеросклеротического поражения. 
Модификация липопротеинов низкой плотно-
сти (ЛПНП) может происходить не только в ин-
тиме артерий, но и в других тканях, в том числе 
и в крови. Иммунный ответ на мЛПНП приво-
дит к появлению циркулирующих антител (АТ) 
к ним и формированию циркулирующих иммун-
ных комплексов липопротеин-антитело. Однако 

физиологическая и/или патогенетическая роль 
антилипопротеиновых АТ изучена недостаточно.

В крови человека обнаружен достаточно 
широкий спектр мЛПНП, среди них модифи-
цированные малоновым диальдегидом [14], 
ацетилированные [10], гипохлорированные [5], 
оки сленные [31], малеилированные [3], кар-
бамоилированные [15], десиалированные [26], 
глики рованные [35] и т. д.

В нашей работе мы сфокусировали наше вни-
мание на изучении АТ к ЛПНП, модифицирован-
ных малоновым диальдегидом (МДА-ЛПНП).

Одним из продуктов реакции перекисного 
окисления липидов является малоновый диаль-
дегид, который несет в себе две альдегидные 
группы и может способствовать появлению мо-
лекулярных кросс-сшивок, вступая в реакцию с 
аминогруппами лизина или реже тирозина. Вы-
сокое содержание МДА-ЛПНП в крови явля-
ется маркером тяжести течения и прогрессиро-
вания [37, 38] атеросклероза и его клинических 
проявлений. МДА-ЛПНП также были обнару-
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жены в атеросклеротических поражениях арте-
рий [3]. 

В настоящей работе представлены данные о 
содержании АТ к МДА-ЛПНП и холестерина 
циркулирующих иммунных комплексов (ХС-
ЦИК) в крови пациентов с различной выражен-
ностью атеросклероза, а также о влиянии спец-
ифических АТ на цитотоксичность МДА-ЛПНП 
и их способность вызывать накопление холесте-
рина (ХС) и его эфиров в макрофагах.

Материалы и методы
Пациенты
Всего было обследовано 253 человека в возрас-

те от 27 до 67 лет. Первую группу обследованных 
составили здоровые лица (59 человек). Во вто-
рую группу вошли 25 человек с доклиническим 
атеросклерозом, у которых атеросклеротические 
бляшки в сонной и бедренной артериях были вы-
явлены с помощью ультразвукового исследова-
ния, но отсутствовала клинические проявления 
атеросклероза. Третья группа – 169 пациентов с 

ишемической болезнью сердца (ИБС), верифи-
цированной коронарографией). Клиническая 
характеристика обследованных пациентов пред-
ставлена в таблице 1.

Выделение ЛПНП
ЛПНП выделяли из плазмы крови человека с 

помощью последовательного ультрацентрифуги-
рования (100 000 g) в градиенте плотности NaBr 
(d = 1,025-1,055 г/мл) [17] с последующим диа-
лизом против фосфатно-солевого буфера (ФСБ) 
при 4 °С в течение 48 часов с однократной сменой 
буфера. Содержание белка в ЛПНП определяли 
по методу Лоури–Фолина в модификации Марк-
велла [22].

Модификация ЛПНП и человеческого сыворо-
точного альбумина

Как было показано ранее, при химической 
модификации различных белков (аполипо-
протеины, альбумин и т. д.) формируются оди-
наковые антигенные эпитопы. Это позволяет 
использовать для обнаружения антител к моди-
фицированным ЛПНП модифицированный in 

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ОБСЛЕДОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ: Me (Q0,25-Q0,75); ПОЛ – ЧИСЛО ПАЦИЕНТОВ  
(% ОТ ОБЩЕГО ЧИСЛА)

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF THE EXAMINED PATIENTS: Me (Q0.25-Q0.75); GENDER, NUMBER OF PATIENTS (% OF TOTAL)

Здоровые лица 
Healthy individuals

(n = 59)

Пациенты 
с доклиническим 
атеросклерозом 

Patients with preclinical 
atherosclerosis

(n = 25)

Пациенты с ИБС 
Patients with 

CAD
(n = 169)

Возраст 
Age 41 (38-43)* 44 (41-46)* 60 (55-62)

Пол
Gender М: 59 (100%) М: 25 (100%) М: 108 (64%)

Ж/F: 61 (36%)
Индекс массы тела
Body mass index 27,8 (24,8-30,7) 26,9 (24,0-30,4) 26,22 (24,9-27,9)

Инфаркт миокарда 
в анамнезе
Myocardial infarction

– – 72 (43%)

Общий холестерин, 
ммоль/л
Total Cholesterol, mmol/L

5,2 (4,7-6,1)# 5,4 (4,5-6,0)# 6,25 (5,6-6,6)

ЛПНП, ммоль/л
LDL, mmol/L 3,2 (2,7-3,9)& 3,1 (2,5-3,7)& 4,2 (3,9-4,8)

ЛПВП, ммоль/л
HDL, mmol/L 1,1 (1,0-1,6)^ 1,2 (0,9-1,5) 1,3 (1,1-1,6)

Триглицериды, ммоль/л
Triglycerides, mmol/L 1,33 (1,04-2,20) 1,4 (0,9-2,9) 1,63 (1,3-1,8)

Примечание. ЛПВП – липопротеины высокой плотности. Достоверное отличие от пациентов с ИБС: * – p < 0,0001;  
# – p < 0,001; & – p < 0,0001; ^ – p = 0,02.

Note. CAD, coronary artery disease; LDL, low density lipoprotein; HDL, high density lipoprotein. Significant difference from patients 
with CAD: *, p < 0.0001; #, p < 0.001; &, p < 0.0001; ^, p = 0.02.
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vitro сывороточный альбумин человека [3]. МДА-
модификацию ЛПНП и человеческого сыворо-
точного альбумина (ЧСА, Sigma, США) проводи-
ли свежеприготовленным раствором 0,5 М МДА 
(6,6 мкл на 1 мг белка) [27], полученного в ходе 
кислотного гидролиза 1,1,3,3-тетраметоксипро-
пана. Смесь инкубировали 2 часа при комнатной 
температуре, затем диализовали против ФСБ при 
4 °С в течение 24 часов. Степень модификации 
оценивали по убыли поверхностных аминогрупп, 
определяемых с помощью тринитробензолсуль-
фоновой кислоты [13].

Аффинная хроматография
Приготовление ЧСА-сефарозы: CNBr-

сефарозу 4B (Pharmacia Fine Chemicals, Швеция) 
замачивали на 1 час в 0,001 М HCl. Гель промы-
вали на стеклянном фильтре 0,001 М HCl, а за-
тем дистиллированной водой. После промывки 
гель заливали 0,1 М бикарбонатным буфером 
(pH = 8,0), в котором предварительно растворя-
ли 2 мг ЧСА. Смесь инкубировали 18-20 часов 
при +4 °C, дважды отмывали бикарбонатным бу-
фером. Промытый гель заливали 1 М раствором 
этаноламина, инкубировали 2 часа при комнат-
ной температуре, после чего гель заливали 0,1 М 
ацетатным буфером (рН = 4,0) на ночь. Затем 
гель промывали три раза поочередно 0,1 М аце-
татным и 0,1 М боратным (pH = 8,0) буферами и 
уравновешивали 0,01 М ФСБ (pH = 7,4).

Приготовление МДА-ЧСА-сефарозы: моди-
фикацию ЧСА, связанного с сефарозой, прово-
дили, как было описано выше, для свободных 
белков. Для остановки реакции гель промыва-
ли ФСБ в объемах, многократно превышающих 
объем колонки. 

Выделение антител из сыворотки крови че-
ловека: на колонку с МДА-ЧСА-сефарозой на-
носили пул сывороток крови пациентов с по-
следующей рециркуляцией сыворотки в течение 
6 часов при 4 °C. Колонку промывали раствором 
ФСБ (рН = 7,4). Элюцию АТ, связавшихся с ан-
тигеном, осуществляли с помощью 0,2 М рас-
твора уксусной кислоты (рН = 2,9); рН раствора 
АТ доводили до 7,4. Для восстановления pH ко-
лонки после элюции использовались: 0,1 М аце-
татный буфер (pH = 4,0); 0,1 М боратный буфер 
(pH = 11,0) и ФСБ. Активность АТ проверялась с 
помощью иммуноферментного анализа.

Иммуноферментный анализ
В качестве антигенов использовали ЛПНП 

и ЧСА нативные или модифицированные МДА 
в концентрации 10 мкг/мл по 100 мкл на лунку. 
После внесения белков в лунки планшеты инку-
бировали 18 часов при 4 °С после чего отмывали 
0,05% раствором (V/V) Tween-20 в 0,01 М ФСБ. 
После этого лунки блокировали 0,5% (m/V) рас-

твором казеина в течение 1 часа при 37 °С и за-
тем снова промывали. К сорбированным в лунке 
антигенам добавляли 100 мкл исследуемой плаз-
мы (1:50) или аффинно-выделенных АТ и инку-
бировали 1 час при 37 °С. После промывки в лун-
ки вносили мышиные моноклональные меченые 
пероксидазой хрена АТ против IgG и IgM чело-
века («Полигност», Россия) в разведении 1:200. 
После инкубации в течение 50 минут при 37 °С и 
промывки лунки заполняли раствором тетраме-
тилбензидина («Хема», Россия) и оставляли на 20 
минут при комнатной температуре до развития 
окраски. Реакцию останавливали с помощью 2 М 
серной кислоты. Оптическую плотность опреде-
ляли при 450 нм на автоматическом ридере ELx-
800 (BioTek, США). Уровень АТ оценивали по 
разности оптических плотностей между модифи-
цированными и нативными ЛПНП (ЧСА).

Определение концентрации окисленных ЛПНП
Для определения концентрации окислен-

ных ЛПНП (оксЛПНП) был использован набор 
Oxidized LDL ELISA (Mercodia, Швеция). Метод 
основан на сэндвич-варианте иммунофермент-
ного анализа с применением моноклональных 
АТ к оксЛПНП. 

Определение содержания ХС-ЦИК
Циркулирующие иммунные комплексы осаж-

дали с помощью полиэтиленгликоля-6000. С этой 
целью к сыворотке крови пациентов добавляли 
5%-ный раствор (m/V) полиэтиленгликоля-6000 
(Fluka, Германия) в соотношении 1:1, переме-
шивали и инкубировали в течение 30 мин при 
4 °С. После чего образцы центрифугировали при 
5000 об/мин в течение 20 мин при 4 °С, далее от-
бирали супернатант. Осадок промывали 2-3 раза 
2,5% раствором (m/V) полиэтиленгликоля-6000, 
центрифугируя после каждой промывки. Осадок 
растворяли в физиологическом растворе. Кон-
центрацию ХС в осажденных комплексах опреде-
ляли энзиматическим колориметрическим набо-
ром (Randox laboratories LTD, Великобритания)

Культивирование клеток
Мононуклеарные клетки периферической 

крови (МКПК) выделялись из цельной крови 
здорового донора центрифугированием с исполь-
зованием раствора фиколла плотностью 1,077 г/
мл (ООО «БиолоТ», Россия). Кровь наслаивалась 
поверх раствора фиколла (7:3) и центрифугиро-
валась в течение 30 мин при 400 g 18 °С. Кольцо 
мононуклеаров отбирали в отдельные пробир-
ки и отмывали стерильным раствором Хенкса 
(ООО «БиолоТ», Россия) с последующим цен-
трифугированием при 300 g 7 минут. После уда-
ления супернатанта МКПК ресуспензировали 
в культуральной среде RPMI-1640 (ООО «Био-
лоТ», Россия), содержащей 10% эмбриональной 
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бычьей сыворотки (HyClone, США), L-глутамин 
и гентамицин (ООО «БиолоТ», Россия). Клетки 
высевали на культуральные планшеты и культи-
вировали в CO2-инкубаторе (5% CO2, 37 °С). По-
сле двухчасовой инкубации и адгезии моноцитов 
происходила смена среды с добавлением 10 нг/мл 
макрофагального колониестимулирующего фак-
тора (Gibco, США). На 3-и сутки осуществлялась 
смена питательной среды. 

На 5-е сутки проводилась смена среды на 
среду, содержащую 2% человеческой сыворот-
ки без липопротеинов (Biowest, Франция), с до-
бавлением следующих агентов: нативных ЛПНП 
(50 мкг/ мл), МДА-ЛПНП (50 мкг/мл), комплек-
сов МДА-ЛПНП со специфичными АТ (избыток 
АТ, молярное соотношение – аполипопроте-
ин В:АТ 1:5), смесь МДА-ЛПНП с неспецифи-
ческим IgG (1:5), смесь нативных ЛПНП с АТ 
против МДА-ЛПНП или неспецифическим IgG 
(1:5). Для формирования иммунных комплексов 
к аффинно-выделенным человеческим АТ про-
тив МДА-ЛПНП добавляли различные ЛПНП и 
инкубировали в течение 1 часа при 37 °С. Инку-
бацию клеток с указанными веществами прово-
дили в течение 24 часов.

Проточная цитофлуориметрия
После инкубации клетки промывали ФСБ, об-

рабатывали раствором Accutase® (Sigma, США), 
инкубировали 10-30 минут при 37 °С и перено-
сили в соответствующие пробирки. Пробирки 
центрифугировали 7 минут при 330 g, клеточный 
осадок ресуспензировали в 100 мкл ФСБ, в про-
бы вносили YO-PRO-1® (Invitrogen, США) и йо-
дистый пропидий (Sigma-Aldrich, США), полу-
чая конечную концентрацию красителей 250 нМ 
и 1 мкг/мл соответственно. Окраску проводили 
при комнатной температуре в течение 15 минут в 
защищенном от света месте. По завершении ин-
кубации к образцам добавляли по 200 мкл ФСБ 
и анализировали на проточном цитофлуориметре 
Navios™ (Beckman Coulter, США). Для каждого 
из образцов анализировали не менее 10000 оди-
ночных клеток. Полученные результаты анализи-
ровали с использованием программного обеспе-
чения Kaluza™ (Beckman Coulter, США).

Определение содержания холестерина и его 
эфиров

Клетки промывали охлажденным ФСБ, за-
ливали лизирующим буфером (0,1 М KH2PO4, 
50 мМ NaCl, 5 мМ холевая кислота, 0,1% NP-40) 
и инкубировали 30 минут на качалке при +4 °С. 
Для определения содержания общего ХС готови-
ли смесь, содержащую 40 µМ Amplex Red® (Sigma, 
США), 2 U/мл пероксидазы хрена (Sigma, США), 
0,04 U/мл холестериноксидазы (Sigma, США), 
0,2 U/мл холестеринэстеразы (Sigma, США). Для 

определения содержания свободного ХС гото-
вили аналогичную смесь без добавления холе-
стеринэстеразы. Флуоресценцию оценивали при 
535/587 нм. Содержание эфиров ХС определя-
лось, как разница общего и свободного ХС. Кон-
центрацию белка в клеточных лизатах определя-
ли с помощью бицинхонинового реактива [33]. 

Методы статистической обработки
Математическая обработка данных проводи-

лась с использованием пакета программ стати-
стического анализа данных Statistica. Для срав-
нения данных, имеющих непараметрическое 
распределение, применяли критерии Манна–
Уитни и Краскела–Уоллиса. Для установления 
корреляционной зависимости использовали ран-
говый коэффициент Спирмана. В случае анализа 
нормально распределенных данных применяли 
дисперсионный анализ с апостериорным крите-
рием Тьюки. 

Результаты
Уровень антител к МДА-ЛПНП у здоровых лиц 

и пациентов с атеросклерозом
В первой части нашей работы мы исследовали 

содержание АТ к МДА-ЛПНП в крови здоровых 
лиц (n = 59) и пациентов с атеросклерозом, кото-
рые были разделены на 2 подгруппы: пациенты с 
доклиническим атеросклерозом (n = 25) и паци-
енты с ИБС (n = 169). 

Оказалось, что уровень АТ класса IgG к МДА-
ЛПНП достоверно снижен в крови пациентов с 
клинически выраженным атеросклерозом (диа-
гноз ИБС) по сравнению со здоровыми лицами 
и пациентами с доклиническим атеросклерозом. 
При этом статистически достоверной разницы 
содержания циркулирующих АТ класса IgМ к 
МДА-ЛПНП между обследованными группами 
пациентов не было выявлено (рис. 1).

Среди пациентов с ИБС были выделены лица, 
перенесшие инфаркт миокарда, количество ко-
торых составило 72 человека (43%). В нашем ис-
следовании различий в содержании АТ к МДА-
ЛПНП у лиц с ИБС в зависимости от наличия 
инфаркта миокарда в анамнезе не было выявлено 
(данные не представлены).

Концентрация ХС-ЦИК в крови здоровых лиц и 
пациентов с атеросклерозом

В крови и сосудистой стенке присутствуют не 
только мЛПНП и АТ к ним, но и иммунные ком-
плексы мЛПНП-АТ [1]. В крови содержание та-
ких комплексов можно оценивать по количеству 
ХС в осажденных иммунных комплексах. 

Нами было определено содержание ХС-ЦИК 
в сыворотке крови обследованных пациентов, 
результаты представлены на рисунке 2. Концен-
трация ХС-ЦИК была достоверно повышена у 
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Рисунок 1. Содержание циркулирующих антител (IgG и IgM) к МДА-ЛПНП в плазме здоровых лиц и у пациентов 
с атеросклерозом
Примечание. Данные представлены: медиана и межквартильные интервалы (Me (Q0,25-Q0,75)); * – достоверное отличие 
от здоровых лиц, p = 0,00068 (критерий Краскела–Уоллиса); # – достоверное отличие от группы «доклинический атеросклероз», 
p = 0,0002 (критерий Краскела–Уоллиса).
Figure 1. Content of IgG antibodies and IgM antibodies in plasma of healthy subjects and patients with atherosclerosis
Note. Data expressed as median and interquartile ranges (Me (Q0.25-Q0.75)); *, significant difference from healthy individuals, p = 0.00068 (Kruskal–
Wallis test); #, significant difference from patients with preclinical atherosclerosis, p = 0.0002 (Kruskal–Wallis test).

Рисунок 2. Концентрация ХС-ЦИК в плазме здоровых 
лиц и пациентов с атеросклерозом
Примечание. Данные представлены: медиана и 
межквартильные интервалы (Me (Q0,25-Q0,75));* – достоверное 
отличие от здоровых лиц, p < 0,0001 (критерий Краскела–
Уоллиса); # – достоверное отличие от группы «доклинический 
атеросклероз», p < 0,0001 (критерий Краскела–Уоллиса).
Figure 2. Concentration of circulating immune complexes 
cholesterol in plasma of healthy subjects and patients with 
atherosclerosis
Note. Concentration expressed as median and interquartile ranges 
(Me (Q0.25-Q0.75)); *, significant difference from healthy individuals, 
p < 0.0001 (Kruskal–Wallis test); #, significant difference from patients 
with preclinical atherosclerosis, p < 0.0001 (Kruskal–Wallis test).

пациентов с ИБС по сравнению со здоровыми 
лицами и пациентами с доклиническим атеро-
склерозом, что подтверждает ранее полученные 
результаты [11].

Выявлено также, что содержание ХС-ЦИК в 
крови слабо, но достоверно отрицательно кор-
релирует с уровнем АТ класса IgG к мЛПНП 
(r = -0,16). Следовательно, эти данные позволяют 
предполагать, что снижение содержания в крови 
антилипопротеиновых АТ класса G у пациентов 
с ИБС может быть связано с повышенным фор-
мированием циркулирующих иммунных ком-
плексов липопротеин-антитело.

Хотя в настоящей работе не было выявлено 
существенных корреляций между содержанием 
циркулирующих АТ к МДА-ЛПНП и уровнем 
липидов в крови, интерес представляла связь 
между концентрацией в крови изучаемых АТ 
и антигенов, которыми являются перекисно-
модифицированные ЛПНП (оксЛПНП). При 
перекисном окислении жирных кислот образу-
ется МДА, который способен вступать во взаи-
модействие с белковой частью ЛПНП, поэтому 
мы полагаем, что МДА-ЛПНП являются частью 
измеряемых нами оксЛПНП. Таким образом, 
АТ к МДА-ЛПНП могут распознавать эпитопы 
оксЛПНП. Однако оказалось, что корреляция 
между содержанием оксЛПНП и уровнем АТ к 
МДА-ЛПНП отсутствует, но у пациентов с ате-
росклерозом (как доклиническим, так и с кли-
ническими проявлениями) в отличие от здоро-
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Рисунок 3. Апоптоз макрофагов, инкубированных 
24 часа с различными агентами (проточная 
цитофлуориметрия)
Примечание. Данные представлены: медиана 
и межквартильные интервалы (Me (Q0,25-Q0,75)), n = 10;  
* – p < 0,05; # – p < 0,0001 (критерий Краскела–Уоллиса).
Figure 3. Apoptosis of macrophages incubated for 24 hours with 
various agents (flow cytometry)
Note. Data presented: median and interquartile ranges  
(Me (Q0.25-Q0.75)), n = 10; *, p < 0.05; #, p < 0.0001 (Kruskal–Wallis test).

вых лиц обнаружена выраженная положительная 
корреляция между концентрациями ХС-ЦИК и 
оксЛПНП (табл.  2). При этом следует заметить, 
что концентрация оксЛПНП достоверно не от-
личалась среди различных групп, обследованных 
нами пациентов.

Существует ряд работ, связывающих увеличе-
ние концентрации оксЛПНП с риском развития 
ИБС [4] и предлагающие рассматривать уровень 
оксЛПНП как маркер ИБС [18]. Однако нельзя 
исключить, что формирование иммунных ком-
плексов, содержащих оксЛПНП, может зани-
жать определение уровня таких ЛПНП в крови. 
Кроме того, возможна также конкуренция цир-
кулирующих АТ к мЛПНП с моноклональными 
АТ коммерческих наборов.

Влияние антител к МДА-ЛПНП на цитоток-
сичность МДА-ЛПНП

Перекисно-модифицированные ЛПНП, в том 
числе и МДА-ЛПНП, способны вызывать апоп-
тоз макрофагов [2, 30]. В связи с этим необходи-
мо было выяснить, как специфические антитела 
влияют на цитотоксичность МДА-ЛПНП. 

Исследование цитотоксичности МДА-ЛПНП 
и их комплексов со специфическими АТ прово-
дили с использованием макрофагов человека, 
дифференцированных из мононуклеаров пе-
риферической крови in vitro. После 24-часовой 
инкубации с МДА-ЛПНП (50 мкг белка/мл), 
свободными или в комплексе со специфическим 
антителами человека (молярное соотношение – 
аполипопротеин В:АТ – 1:5), с помощью про-
точной цитофлуориметрии было оценено коли-
чество погибших клеток. Полученные результаты 
представлены на рисунке 3.

Не вызывает сомнений выраженная цито-
токсичность МДА-ЛПНП – менее 50% клеток 
выжили после инкубации с такими ЛПНП. В то 
же время формирование иммунного комплекса 
МДА-ЛПНП-АТ значительно ослабляло способ-
ность МДА-ЛПНП вызывать гибель макрофагов. 
При этом добавление неспецифического IgG не 
оказывало такого эффекта. 

Одним из возможных механизмов цитоток-
сичности модифицированных ЛПНП может 
быть избыточное накопление холестерина и его 
эфиров в макрофагах в результате их нерегулиру-
емого захвата с помощью различных скэвенджер-
рецепторов [36]. Поэтому необходимо было вы-
яснить, как специфические антитела влияют на 
захват МДА-ЛПНП (накопление холестерина и 
его эфиров) макрофагами.

Влияние антител к МДА-ЛПНП на захват 
МДА-ЛПНП

Захват макрофагами ЛПНП, нативных или 
МДА-модифицированных, оценивали по нако-
плению ХС и его эфиров в клетках. Было уста-

Кон
тро

ль

Com
trol

AT к М
ДА-ЛПНП

Abs 
to M

DA-LD
L

МДА-ЛПНП

MDA-LD
L ЛПНП

LD
L

МДА-ЛПНП + A
T

MDA-LD
L +

 Abs

МДА-ЛПНП + I
gG

MDA-LD
L +

 IgG

Несп
еци

фиче
ски

е Ig
G

Non-
spe

cifi
c Ig

G

15

10

5

0

%
 по

зд
не

го
 ап

оп
то

за
%

 la
te 

ap
op

tot
ic

Кон
тро

ль

Com
trol

AT к М
ДА-ЛПНП

Abs 
to M

DA-LD
L

МДА-ЛПНП

MDA-LD
L ЛПНП

LD
L

МДА-ЛПНП + A
T

MDA-LD
L +

 Abs

МДА-ЛПНП + I
gG

MDA-LD
L +

 IgG

Несп
еци

фиче
ски

е Ig
G

Non-
spe

cifi
c Ig

G

150

100

50

0

%
 ж

ив
ых

 кл
ет

ок
%

 liv
e c

ell
s

*

#

Кон
тро

ль

Com
trol

AT к М
ДА-ЛПНП

Abs 
to M

DA-LD
L

МДА-ЛПНП

MDA-LD
L ЛПНП

LD
L

МДА-ЛПНП + A
T

MDA-LD
L +

 Abs

МДА-ЛПНП + I
gG

MDA-LD
L +

 IgG

Несп
еци

фиче
ски

е Ig
G

Non-
spe

cifi
c Ig

G

60

40

20

0

%
 ра

нн
ег

о а
по

пт
оз

а
%

 ea
rly

 ap
op

tot
ic

*

#



138

Ivanova A.A. et al.
Иванова А.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Рисунок 4. Содержание свободного холестерина (A) 
и его эфиров (Б) в макрофагах, инкубированных 24 часа 
с различными агентами
Примечание. Данные представлены: медиана и 
межквартильные интервалы (25% и 75%), n = 10; * – p < 0,05; 
# – p < 0,0001 (дисперсионный анализ с апостериорным 
критерием Тьюки).
Figure 4. Content of free cholesterol (A) and its esters (B) 
in macrophages incubated for 24 hours with various agents
Note. Data presented: median and interquartile ranges (25% and 75%), 
n = 10; *, p < 0.05; #, p < 0.0001 (analysis of variance with Tukey’s 
post hoc test).

ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ ОКИСЛЕННЫХ ЛИПОПРОТЕИНОВ НИЗКОЙ ПЛОТНОСТИ (Me (Q0,25-Q0,75)) В ПЛАЗМЕ 
ОБСЛЕДОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ И КОЭФФИЦИЕНТЫ КОРРЕЛЯЦИИ С КОНЦЕНТРАЦИЕЙ ХС-ЦИК (* p < 0,05)

TABLE 2. CONTENT OF OXIDIZED LOW DENSITY LIPOPROTEINS (Me (Q0.25-Q0.75)) IN THE PLASMA OF THE PATIENTS AND 
CORRELATION COEFFICIENTS WITH THE CONCENTRATION OF CIRCULATING IMMUNE COMPLEXES CHOLESTEROL  
(* p < 0.05)

Здоровые лица 
Healthy individuals

(n = 59)

Пациенты 
с доклиническим 
атеросклерозом 

Patients with preclinical 
atherosclerosis

(n = 25)

Пациенты с ИБС 
Patients with 

CAD
(n = 169)

Содержание оксЛПНП, U/л
Oxidized low density lipoprotein, U/L

49,1 
(41,2-60,6)

58,3 
(34,6-71,3)

60 
(43,0-75,0)

Коэффициент корреляции с ХС-ЦИК
Correlation coefficients with concentration 
of circulating immune complexes 
cholesterol 

0,08 0,45* 0,41*

новлено (рис.  4), что инкубация макрофагов, 
дифференцированных из мононуклеаров пе-
риферической крови человека, с МДА-ЛПНП 
(50 мкг белка/мл) в течение 24 часов приводила 
к значительному внутриклеточному накопле-
нию холестерина – свободного и, в особенности, 
эстерифицированного, что согласуется с лите-
ратурными данными [39]. При этом инкубация 
макрофагов с нативными ЛПНП в той же кон-
центрации вызывала в 1,5-2 раза меньшее уве-
личение содержания холестерина и его эфиров 
в клетках. Добавление специфических антител 
к МДА-ЛПНП (молярное соотношение – апо-
липопротеин В:АТ 1:5) значительно снижало 
способность МДА-ЛПНП индуцировать нако-
пление эфиров холестерина в макрофагах. В то 
же время АТ против МДА-ЛПНП не влияли на 
накопление холестерина и его эфиров при куль-
тивировании макрофагов с нативными ЛПНП, 
а неспецифический IgG не влиял на захват ни 
МДА-ЛПНП, ни нативных ЛПНП.

Обсуждение
Приступая к выполнению данной работы, мы 

предполагали, что уровень АТ к МДА-ЛПНП мо-
жет отражать как наличие подобных модифика-
ций в организме, так и выраженность иммунного 
ответа на модифицированные белки у пациентов 
с атеросклерозом по сравнению с здоровыми 
лицами. Оказалось, что содержание АТ к МДА-
ЛПНП было достоверно снижено у пациентов 
с клиническими проявлениями атеросклероза 
(ИБС) по сравнению со здоровыми лицами и 
пациентами с доклиническим атеросклерозом. 
Вместе с тем концентрация ХС-ЦИК повышена 
у пациентов с ИБС по сравнению с остальными 
группами. При этом достоверных различий в со-
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держании оксЛПНП у обследованных групп па-
циентов не было найдено. Вопрос, на который 
предстоит ответить: почему уровень АТ класса 
IgG к мЛПНП снижается у пациентов с ИБС на-
ряду с повышением концентрации ХС-ЦИК и 
при постоянном уровне мЛПНП. Можно пред-
положить, что у пациентов с ИБС увеличивается 
образование мЛПНП и, следовательно, взаимо-
действие их с АТ с формированием иммунных 
комплексов мЛПНП-АТ. Этим, по-видимому, и 
объясняется наблюдаемое повышение концен-
трации ХС-ЦИК у пациентов с ИБС. В нашей 
работе не было зафиксировано различий в кон-
центрации оксЛПНП между группами пациен-
тов, хотя отмечалась положительная корреля-
ция между содержанием оксЛПНП и ХС-ЦИК. 
Кроме того, существует вероятность того, что 
оксЛПНП, входящие в иммунные комплексы, 
могут не учитываться при измерении их содер-
жания из-за конкуренции между собственными 
АТ и АТ тест-системы. Следует также учитывать 
тот факт, что оксЛПНП быстро элиминируются 
из кровотока клетками системы мононуклеарных 
фагоцитов. 

Таким образом, снижение содержания АТ к 
мЛПНП, найденное в крови у пациентов с ИБС, 
может объясняться истощением пула циркули-
рующих антилипопротеиновых АТ класса IgG в 
связи с увеличением количества антигена, в на-
шем случае МДА-ЛПНП. Другим объяснением 
обнаруженного феномена может быть ослабле-
ние иммунного ответа, при котором основная 
часть АТ будет расходоваться на образование 
комплекса. 

В литературе данные об изменении уровня АТ 
к мЛПНП у пациентов с атеросклерозом проти-
воречивые. В одних исследованиях, как и в на-
шей работе, было обнаружено снижение уровней 
АТ класса IgG к МДА-ЛПНП в плазме пациентов 
с ИБС, в то время как различий в содержании АТ 
класса IgM не наблюдалось [20]. В других работах, 
наоборот, низкие уровни АТ класса IgM к МДА-
ЛПНП были связаны с клиническим проявле-
нием ИБС, а в случае АТ класса IgG такой связи 
обнаружено не было [8, 34]. Есть исследования, в 
которых было показано уменьшение в крови ко-
личества АТ класса IgM к аполипопротеину В, на-
тивному и модифицированному МДА, у пациен-
тов с сердечно-сосудистыми заболеваниями [9], в 
то время как содержание АТ класса IgG снижа-
лись только против нативного аполипопротеина 
В, но не против МДА-модифицированного [6, 
9]. Некоторые авторы описывают положитель-
ную связь концентрации АТ к оксЛПНП в крови 
с развитием атеросклероза [16, 24]. Кроме того, 
имеются данные об отсутствии изменений уров-

ней АТ обоих классов к оксЛПНП у пациентов с 
ИБС [29].

Исходя из вышесказанного, следует, что одно-
временное определение уровня АТ IgG к модифи-
цированным ЛПНП и концентрации ХС-ЦИК 
может помочь в оценке динамики клинических 
проявлений атеросклероза.

Другая часть нашей работы была посвящена 
изучению роли АТ в процессах, протекающих 
непосредственно в очаге атеросклеротического 
поражения. Хорошо известно, что МДА-ЛПНП 
обладают выраженной цитотоксичностью, что и 
было подтверждено в нашем исследовании. При 
этом нами было показано, что добавление в ин-
кубационную среду АТ к МДА-ЛПНП приводило 
к снижению цитотоксичности МДА-ЛПНП по 
отношению к макрофагам, хотя и не отменяло ее 
полностью. Кроме того, АТ к МДА-ЛПНП сни-
жали накопление эфиров ХС в макрофагах, при 
их инкубации с МДА-ЛПНП. Эти результаты со-
гласуются со сведениями о том, что свободные 
мЛПНП, выделенные из атеросклеротических 
поражений человека, захватывались макрофага-
ми значительно активнее, чем иммунные ком-
плексы ЛПНП-АТ [12]. Такие эффекты АТ, ско-
рее всего, объясняются тем, что формирующиеся 
иммунные комплексы изменяют характер вза-
имодействия МДА-ЛПНП с макрофагами. Из-
вестно, что мЛПНП захватываются с помощью 
различных скэвенджер-рецепторов. Однако из-
за наличия АТ к мЛПНП, обеспечивающих фор-
мирование комплексов, захват может осущест-
вляться не столько скэвенджер-рецепторами, 
сколько с участием Fc-рецепторов. Есть данные, 
что иммунные комплексы, взаимодействующие 
с Fc-рецепторами, могут приводить к активации 
AKT-зависимого сигнального пути, регулирую-
щего выживание клеток [19, 25].

Заключение
Тем самым полученные данные свидетель-

ствуют о том, что антилипопротеиновые АТ мо-
гут оказывать защитное действие, предупреждая 
гибель клеток и снижая накопление эфиров ХС 
в макрофагах при их взаимодействии с мЛПНП, 
т. е. предупреждать формирование пенистых 
кле ток. Это согласуется со сведениями о том, 
что [11, 21, 23, 25, 28, 32] иммунизация животных 
оксЛПНП или МДА-ЛПНП приводила к сни-
жению скорости развития и выраженности экс-
периментального атеросклероза, что связывают с 
атеропротективной функцией АТ. 
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Соблюдение этических норм
Все процедуры, выполненные в исследовани-

ях с участием людей, соответствуют этическим 
стандартам национального комитета по иссле-
довательской этике и Хельсинкской декларации 
1964 года и ее последующим изменениям или со-
поставимым нормам этики. От каждого из вклю-
ченных в исследование участников было полу-
чено информированное добровольное согласие.
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