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Å. Ï. Äåìèíà è äð.
ìÐÍÊ ãåíà ABCA1 è óðîâåíü áåëêà ABCA1 â ìàêðîôàãàõ ó ïàöèåíòîâ ñ àðòåðèàëüíûì ñòåíîçîì

Òðàíñïîðòåð ÀÂÑÀ1 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ôàêòîðîâ, îïðåäåëÿþùèõ óðîâåíü àíòèàòåðîãåí-
íûõ ËÏÂÏ â ïëàçìå êðîâè è ïðèíèìàþùèõ àêòèâíîå ó÷àñòèå â óäàëåíèè õîëåñòåðèíà èç ïåðèôåðè÷å-
ñêèõ òêàíåé. Îäíàêî âëèÿíèå ýêñïðåññèè ãåíà ABCÀ1 è óðîâíÿ áåëêà ABCÀ1 â ìàêðîôàãàõ â ðàçâèòèè
àòåðîñêëåðîçà îñòàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåèçó÷åííûì. Ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè â ðåàëüíîì
âðåìåíè îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ ãåíà ABCA1 â ìàêðîôàãàõ, êóëüòèâèðîâàííûõ â òå÷åíèå 5 ñóò ñ
êîëîíèåñòèìóëèðóþùèì ôàêòîðîì ìàêðîôàãîâ M-CSF. Óðîâåíü ìÐÍÊ ABCA1 ó ïàöèåíòîâ ñ àðòåðèàëü-
íûì ñòåíîçîì áûë ïîâûøåí ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé (P = 0.04). Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì Âåñ-
òåðí-áëîòèíãà, â ìàêðîôàãàõ ó ýòèõ ïàöèåíòîâ ñîäåðæàíèå áåëêà ABCA1 áûëî íèæå, ÷åì â êîíòðîëüíîé
ãðóïïå (P = 0.01). Òàêèì îáðàçîì, íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî óðîâåíü ìÐÍÊ ABCA1 è óðîâåíü
áåëêà ABCA1 â ìàêðîôàãàõ ìîãóò îêàçàòüñÿ çíà÷èìûìè ôàêòîðàìè â ðàçâèòèè àòåðîñêëåðîçà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àòåðîñêëåðîç, àðòåðèàëüíûé ñòåíîç, îáðàòíûé òðàíñïîðò õîëåñòåðèíà, AB-
CA1, ìàêðîôàãè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ABCA1 — ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùèé êàññåòíûé òðàíñïîðòåð A1, ËÏÂÏ —
ëèïîïðîòåèíû âûñîêîé ïëîòíîñòè, ÎÒÕ — îáðàòíûé òðàíñïîðò õîëåñòåðèíà, M-CSF — êîëîíèåñòèìó-
ëèðóþùèé ôàêòîð ìàêðîôàãîâ.

Ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûå çàáîëåâàíèÿ, îáóñëîâëåííûå
àòåðîñêëåðîçîì, ïî äàííûì ýïèäåìèîëîãè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèé, ÿâëÿþòñÿ îñíîâíîé ïðè÷èíîé ñìåðòè âî âñåì
ìèðå, â òîì ÷èñëå è â Ðîññèè (Ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûå çàáî-
ëåâàíèÿ ÂÎÇ, 2011; Roger et al., 2012). Àòåðîñêëåðîç, ñî-
ãëàñíî îïðåäåëåíèþ Âñåìèðíîé Îðãàíèçàöèè Çäðàâîîõ-
ðàíåíèÿ (ÂÎÇ), — ýòî âàðèàáåëüíàÿ êîìáèíàöèÿ èçìåíå-
íèé èíòèìû àðòåðèé, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ íàêîïëåíèå
ëèïèäîâ, ñëîæíûõ óãëåâîäîâ, ôèáðîçíîé òêàíè, êîìïî-
íåíòîâ êðîâè, îòëîæåíèå êàëüöèÿ è ñîïóòñòâóþùèå èçìå-
íåíèÿ ñðåäíåé îáîëî÷êè àðòåðèàëüíîé ñòåíêè. Ïî íåêî-
òîðûì äàííûì, ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè ìíîãîî÷àãîâîãî
àòåðîñêëåðîçà âàðüèðóåò îò 18 äî 54 % (×åðíÿâñêèé è äð.,
2006).

Íà ìîëåêóëÿðíî-êëåòî÷íîì óðîâíå êëþ÷åâûì êîìïî-
íåíòîì â àòåðîãåíåçå ÿâëÿåòñÿ íàêîïëåíèå âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ëèïèäîâ è ñíèæåíèå óðîâíÿ àíòèàòåðîãåííûõ ëèïîï-
ðîòåèíîâ âûñîêîé ïëîòíîñòè (ËÏÂÏ) (Feig et al., 2008).
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îáðàòíûé òðàíñïîðò õîëåñòåðèíà
(ÎÒÕ) èç êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêèõ òêàíåé ê ïå÷åíè, â êîòî-
ðîé ËÏÂÏ èãðàþò âàæíóþ ðîëü, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
îñíîâíûõ ìåõàíèçìîâ, îáóñëîâëèâàþùèõ àíòèàòåðîãåí-
íûå ñâîéñòâà ËÏÂÏ. Íàãðóæåííûå õîëåñòåðèíîì ìàêðî-
ôàãè (òàê íàçûâàåìûå ïåíèñòûå êëåòêè) ÿâëÿþòñÿ êëåòî÷-
íûìè ìàðêåðàìè àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ ïîâðåæäåíèé.
Òðàíñïîðò õîëåñòåðèíà èç ìàêðîôàãîâ èíòèìû ìîæåò çà-

ùèùàòü ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòóþ ñèñòåìó îò äàëüíåéøåãî
ðàçâèòèÿ àòåðîñêëåðîçà. Òàêèì îáðàçîì, àêòèâàöèÿ ÎÒÕ
ìîæåò áûòü ýôôåêòèâíîé òåðàïåâòè÷åñêîé ñòðàòåãèåé
óìåíüøåíèÿ ðèñêà ðàçâèòèÿ àòåðîñêëåðîçà (Rader, 2006).

Îäíèì èç êëþ÷åâûõ áåëêîâ ÎÒÕ ÿâëÿåòñÿ ÀÒÔ-ñâÿ-
çûâàþùèé êàññåòíûé òðàíñïîðòåð A1 (ABCA1), êîòîðûé
îñóùåñòâëÿåò ïåðåíîñ õîëåñòåðèíà íà àïîëèïîïðîòåèí
À1. Â èíòèìå àðòåðèé ïðè àòåðîñêëåðîçå íàáëþäàåòñÿ
âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà ABCA1 (Seo et al.,
2004). Íàðóøåíèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ áåëêà ÀÂÑÀ1 èëè
ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ãåíà ÀÂÑÀ1 ïðèâîäÿò ê óñêîðåííî-
ìó òåìïó àòåðîãåíåçà è ðàííåìó ðàçâèòèþ àòåðîñêëåðîçà
(Oram, Heineckel, 2005). Äåôèöèò ABCA1 â ìàêðîôàãàõ
ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîâûøåííûì óðîâíåì õîëåñòåðèíà â
ìåìáðàíå, óâåëè÷åíèåì åãî îòëîæåíèÿ íà àðòåðèàëüíîé
ñòåíêå è óñèëåíèåì îáðàçîâàíèÿ ëèïèäíûõ ïÿòåí (Fran-
cone et al., 2005; Yvan-Charvet et al., 2008; Choi et al.,
2009). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ABCA1 ìîæåò ïðè-
íèìàòü àêòèâíîå ó÷àñòèå â óäàëåíèè õîëåñòåðèíà èç àòå-
ðîñêëåðîòè÷åñêèõ áëÿøåê, à óðîâåíü ýêñïðåññèè åãî ãåíà
ìîæåò âëèÿòü êàê íà íà÷àëî àòåðîñêëåðîòè÷åñêîãî ïðî-
öåññà, òàê è íà ñòàáèëüíîñòü óæå ñóùåñòâóþùèõ àòåðîìà-
òîçíûõ áëÿøåê. Â èññëåäîâàíèÿõ in vitro è in vivo áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñïîðòåð ÀÂÑÀ1 ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì
ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì óðîâåíü àíòèàòåðîãåííûõ
ËÏÂÏ â ïëàçìå êðîâè (Oram, Heineckel, 2005). Èçâåñòíî,
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÷òî âûñîêèé óðîâåíü õîëåñòåðèíà â ìàêðîôàãàõ èíäóöè-
ðóåò ýêñïðåññèþ ãåíà ABCA1 (Denis et al., 2003). Òàêèì
îáðàçîì, êîððåëÿöèÿ ìåæäó ñîäåðæàíèåì ìÐÍÊ ABCA1 â
ìàêðîôàãàõ è óðîâíåì õîëåñòåðèíà â ñîñòàâå ËÏÂÏ òàê-
æå ìîæåò îòðàæàòü ðàçâèòèå àòåðîñêëåðîçà.

Íà îñíîâå íà ýòèõ äàííûõ áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæå-
íèå, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà ABCÀ1 è óðîâåíü áåëêà
ABCÀ1 â ìàêðîôàãàõ ìîãóò áûòü àññîöèèðîâàíû ñ ðàçâè-
òèåì àòåðîñêëåðîçà. Ýòà ãèïîòåçà ïîñëóæèëà ïðåäïîñûë-
êîé äëÿ ïðîâåäåíèÿ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ. Öåëü ðàáî-
òû çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå óðîâíÿ ìÐÍÊ ãåíà ABCÀ1 è
óðîâíÿ áåëêà ABCÀ1 â ìàêðîôàãàõ, àêòèâèðîâàííûõ
Ì-CSF, ó ïàöèåíòîâ ñ àðòåðèàëüíûì ñòåíîçîì è ó ëèö áåç
ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ïàòîëîãèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ïðîâåäåíèå íàñòîÿùåé ðàáîòû îäîáðåíî ýòè÷åñêèì
êîìèòåòîì Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî ìåäè-
öèíñêîãî óíèâåðñèòåòà èì. àêàä. È. Ï. Ïàâëîâà. Ãðóïïà
ïàöèåíòîâ ñîñòîÿëà èç 11 ÷åëîâåê ñ àòåðîñêëåðîçîì, ïîä-
òâåðæäåííûì àíãèîãðàôè÷åñêèì èññëåäîâàíèåì (ñðåä-
íèé âîçðàñò — 54.2 � 2.1 ãîäà). Àíãèîãðàôè÷åñêóþ äèà-
ãíîñòèêó àðòåðèàëüíîãî ñòåíîçà, îòðàæàþùåãî àòåðî-
ñêëåðîòè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â ñîñóäàõ, ïðîâîäèëè íà
êàôåäðå ãîñïèòàëüíîé õèðóðãèè ¹ 2 ÑÏáÃÌÓ èì.
È. Ï. Ïàâëîâà. Ïîðàæåííûå àòåðîñêëåðîçîì àðòåðèè ðàñ-
ïîëàãàëèñü â êîðîíàðíîì áàññåéíå. Ïàöèåíòû, âîøåäøèå
â âûáîðêó äëÿ èçó÷åíèÿ ýêñïðåññèè ABCA1 â êëåòêàõ
êðîâè, íå ïðèíèìàëè íè ñòàòèíîâ, íè êàêèõ-ëèáî èíûõ
ãèïîëèïèäåìè÷åñêèõ ñðåäñòâ. Êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà ñîñòî-
ÿëà èç 11 ÷åëîâåê áåç ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ çàáîëåâàíèé â
àíàìíåçå è ñîîòâåòñòâîâàëà ãðóïïå ïàöèåíòîâ ïî ïîëó è
âîçðàñòó (ñðåäíèé âîçðàñò — 49.8 � 3.5 ãîäà).

Ó âñåõ ïàöèåíòîâ è ïðåäñòàâèòåëåé êîíòðîëüíîé
ãðóïïû èçìåðÿëè êîíöåíòðàöèþ îáùåãî õîëåñòåðèíà è
õîëåñòåðèíà â ñîñòàâå ËÏÂÏ â ïëàçìå êðîâè ñ ïîìîùüþ
ýíçèìàòè÷åñêîãî ìåòîäà, èñïîëüçóÿ íàáîð ByoSystems
(Èñïàíèÿ).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìàêðîôàãîâ ñâåæåñîáðàííóþ êðîâü
ñìåøèâàëè â ðàâíîì ñîîòíîøåíèè ñ ôîñôàòíî-ñîëåâûì
áóôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS). Ñìåñü íàñëàèâàëè íà ôè-
êîëë-âåðîãðàôèí, öåíòðèôóãèðîâàëè (1500 îá/ìèí,
30 ìèí), ìîíîíóêëåàðû ïðîìûâàëè â PBS, öåíòðèôóãèðî-
âàëè (1500 îá/ìèí, 15 ìèí) Êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â

êóëüòóðàëüíîé ñðåäå àëüôàMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ñû-
âîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâû, 5 ìêã/ìë àíòèáèîòèêîâ
(ïåíèöèëëèí G è ñòðåïòîìèöèí) è 15 íã/ìë ôàêòîðà ìàê-
ðîôàãîâ M-CSF è èíêóáèðîâàëè â ÑÎ2-èíêóáàòîðå â òå÷å-
íèå 2 ÷, ïîñëå ÷åãî ïðîìûâàëè â PBS. Ïðèêðåïèâøèåñÿ ê
÷àøêàì Ïåòðè ìîíîöèòû êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè
15 íã/ìë M-CSF (R&D Systems, ÑØÀ) â òå÷åíèå 5 ñóò ñ
åæåäíåâíîé çàìåíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû. Ìèêðîôîòîãðà-
ôèè ìîíîöèòîâ è ìàêðîôàãîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1. Ïî-
ïóëÿöèÿ ìîíîöèòîâ õàðàêòåðèçîâàëàñü çíà÷èòåëüíûì
÷èñëîì êëåòîê ñôåðè÷åñêîé è îâàëüíîé ôîðì, èìåþùèõ
îêðóãëîå òåìíîå ÿäðî, à ìàêðîôàãè áûëè ïðåäñòàâëåíû
êðóïíûìè êëåòêàìè ñ âûðàæåííîé àäãåçèåé íà ñòåêëå è
çíà÷èòåëüíûì ïðèñóòñòâèåì ïîëèãîíàëüíûõ êëåòîê ñî
ìíîæåñòâîì ïñåâäîïîäèé. Êëåòêè îòìûâàëè â PBS, öåíò-
ðèôóãèðîâàëè è õðàíèëè ïðè –86 °Ñ.

Äëÿ âûäåëåíèÿ òîòàëüíîé ìÐÍÊ è ïðîâåäåíèÿ ðåàê-
öèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè èñïîëüçîâàëè íàáîðû RNea-
sy Minikit (Qiagen, Ãåðìàíèÿ) è cDNA synthesis kit (Fer-
mentas, Ëèòâà). ×èñòîòó ÐÍÊ îöåíèâàëè ïî îòíîøåíèþ
ïîãëîùåíèÿ ïðè äëèíàõ âîëí 260 è 280 íì (êðèòåðèé ÷èñ-
òîòû 1.8). Óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíà ABCA1 îïðåäåëÿëè ìåòî-
äîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè íà ïðèáîðå CFX96 Touch
(BioRad, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå ðåôåðåíñíîãî ãåíà èñïîëüçî-
âàëè ãåí áåòà-àêòèíà (ACTB). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàé-
ìåðîâ è çîíäîâ, èñïîëüçîâàííûå â äàííîé ðàáîòå (Áèãëü,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå. Ïîñëå äåíà-
òóðàöèè ïðè 95 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí ïðîâîäèëè 45 öèêëîâ
àìïëèôèêàöèè â ñëåäóþùåì òåìïåðàòóðíî-âðåìåíí *îì
ðåæèìå: ïëàâëåíèå — 95 °Ñ 30 ñ, îòæèã-ñèíòåç — 60 °Ñ
30 ñ. Èçìåðåíèÿ äëÿ êàæäîé ïðîáû ïðîâåðÿëè òðèæäû.
Êîëè÷åñòâî ìÐÍÊ ABCA1 íîðìèðîâàëè ïî îòíîøåíèþ ê
ìÐÍÊ ACTB. Îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ ABCA1
ðàññ÷èòûâàëè ìåòîäîì ñòàíäàðòíûõ êðèâûõ ñîãëàñíî ìå-
òîäè÷åñêèì óêàçàíèÿì ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ.

Îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü áåëêà ABCA1 â ìàêðîôàãàõ
îïðåäåëÿëè ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòèíãà. Äëÿ âûäåëåíèÿ
ìåìáðàííîé ôðàêöèè ìàêðîôàãè ëèçèðîâàëè â ðàñòâîðå
ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 150 ìÌ NaCl, 1 % Triton X-100,
50 ìÌ Tris, pH 8, êîêòåéëü èç èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç (Ro-
che, ÑØÀ). Êîëè÷åñòâî îáùåãî áåëêà îïðåäåëÿëè ïî ìå-
òîäó Áðåäôîðä íà ñïåêòðîôîòîìåòðå SmartSpecTMPlus
(BioRad, ÑØÀ). Èñïîëüçîâàëè ïåðâûå êðîëè÷üè ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ABCA1 (1 : 1000; ab7360, Abcam,
Âåëèêîáðèòàíèÿ) è ê b-àêòèíó (1 : 10000; ab8227, Abcam,
Âåëèêîáðèòàíèÿ) è âòîðûå àíòèêðîëè÷üè àíòèòåëà, êîíú-
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Ðèñ. 1. Äèôôåðåíöèðîâêà ìîíîöèòîâ, êóëüòèâèðîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè M-CSF, â ìàêðîôàãè.

à — ìîíîöèòû, êóëüòèâèðîâàííûå 2 ÷; á — ìàêðîôàãè ÷åðåç 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè M-CSF. Îá. 20�.



þãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (1 : 3000; ab6721, Ab-
cam, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Ñâÿçàííûå ñ ñîîòâåòñòâóþùèì
áåëêîì íà îáîèõ ôðàãìåíòàõ ìåìáðàíû âòîðûå àíòèòåëà
èäåíòèôèöèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà Amersham
ECL Plus System (Amersham Biosciences, Âåëèêîáðè-
òàíèÿ). Äàííûå âåñòåðí-áëîòèíãà àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ (Âåðñèÿ 1.38a äëÿ Windows,
http:/rsb.info.nih.gov/ij/). Ñîäåðæàíèå ABCA1 íîðìèðîâà-
ëè ê ñîäåðæàíèþ b-àêòèíà.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè ïðè
ïîìîùè ïàêåòà ïðîãðàìì Statistica 6.0. Ïîêàçàòåëè, ïî-
ëó÷åííûå â ðàçëè÷íûõ ãðóïïàõ, ñðàâíèâàëè ñ ïîìîùüþ
íåïàðàìåòðè÷åñêîãî U-òåñòà Ìàííà—Óèòíè (P < 0.05
ïðèíèìàëè çà çíà÷èìûé óðîâåíü äîñòîâåðíîñòè). Äëÿ
àíàëèçà êîððåëÿöèè ìåæäó êîëè÷åñòâåííûìè õàðàêòåðè-
ñòèêàìè èñïîëüçîâàëè ìåòîä êîððåëÿöèè ïî Ñïèðìàíó.

Ðåçóëüòàòû

Íàøè ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî â ìàêðîôàãàõ ïà-
öèåíòîâ ñ àòåðîñêëåðîçîì ïîâûøåíî ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ
ABCA1 ÷åðåç 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ïðè-
ñóòñòâèè M-CSF (ïî ñðàâíåíèþ ñ ìàêðîôàãàìè ëèö êîíò-
ðîëüíîé ãðóïïû, P = 0.04) (ðèñ. 2). Â êîíòðîëüíîé ãðóï-

ïå îáíàðóæèëè êîððåëÿöèþ óðîâíÿ ìÐÍÊ ABCA1 â ìàê-
ðîôàãàõ ñ óðîâíåì õîëåñòåðèíà â ñîñòàâå ËÏÂÏ (êîýôôè-
öèåíò êîððåëÿöèè r = 0.65, P < 0.05) (ðèñ. 3). Òàêîé êîð-
ðåëÿöèè â ãðóïïå ïàöèåíòîâ íå áûëî. Íå îáíàðóæåíî
âûðàæåííûõ êîððåëÿöèé ìåæäó óðîâíåì õîëåñòåðèíà â
ñîñòàâå ËÏÂÏ è óðîâíåì áåëêà ABCA1 â ìàêðîôàãàõ è ó
ëèö êîíòðîëüíîé ãðóïïû, è ó ïàöèåíòîâ. Ñîãëàñíî ðå-
çóëüòàòàì Âåñòåðí-áëîòèíãà (ðèñ. 4), â ìàêðîôàãàõ ïàöè-
åíòîâ ÷åðåç 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîäåðæàíèå áåëêà AB-
CA1 áûëî íèæå, ÷åì â ìàêðîôàãàõ ëèö êîíòðîëüíîé
ãðóïïû (P = 0.01) (ðèñ. 5).

Îáñóæäåíèå

Çàäà÷åé íàøåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî èçó÷åíèå ýêñï-
ðåññèè ãåíà ABCA1 â ìàêðîôàãàõ, àêòèâèðîâàííûõ ôàê-
òîðîì M-CSF. Ì-CSF ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç öèòîêèíîâ,
ñòèìóëèðóþùèõ ïðåâðàùåíèå ìîíîöèòîâ â ìàêðîôàãè.
Ýêñïðåññèÿ M-CSF ïîâûøåíà â àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ
áëÿøêàõ ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ (Clinton et al., 1992). Ðà-
íåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìàêðîôàãè, àêòèâèðîâàííûå
Ì-CSF, õàðàêòåðèçóþòñÿ ïðîàòåðîãåííûì ôåíîòèïîì è
÷òî èìåííî ýòîò ïîäêëàññ ìàêðîôàãîâ ïðåèìóùåñòâåííî
ïðèñóòñòâóåò â àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ áëÿøêàõ (Waldo
et al., 2008; Irvine et al., 2009). Òàêèì îáðàçîì, èíêóáèðî-
âàíèå ìîíîöèòîâ â òå÷åíèå 5 ñóò â ïðèñóòñòâèè M-CSF
ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ìàêðîôàãè è èññëåäîâàòü ýêñïðåñ-
ñèþ ãåíà ABCA1 â óñëîâèÿõ, ïðèáëèæåííûõ ê óñëîâèÿì
in vivo.

Ìèãðàöèÿ ìîíîöèòîâ (ìàêðîôàãîâ) â èíòèìó ñîñóäîâ
ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ìîìåíòîì â ôîðìèðîâàíèè àòåðîñê-
ëåðîòè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ ñîñóäîâ. Ýòîò ïðîöåññ ñòè-
ìóëèðóåòñÿ êàê àòåðîãåííûìè ëèïîïðîòåèíàìè, òàê è
âîñïàëèòåëüíûìè öèòîêèíàìè (Lundberg, Hansson, 2010).
Òàêèì îáðàçîì, èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè ãåíà ABCA1
èìåííî â ìàêðîôàãàõ àêòóàëüíî äëÿ èçó÷åíèÿ ðàçâèòèÿ
àòåðîñêëåðîçà.

Ïîêàçàíî, ÷òî íîêàóò ABCA1 â ìàêðîôàãàõ ìûøåé ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ óñèëåíèåì àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ ïîâðåæäå-
íèé ñîñóäîâ. Ïðè ýòîì òðàíñïëàíòàöèÿ êîñòíîãî ìîçãà îò
ìûøåé ñ íîêàóòîì ãåíà ÀÂÑÀ1 ìûøàì ñ âûêëþ÷åííûì
ãåíîì ðåöåïòîðà ê õîëåñòåðèíó íèçêîé ïëîòíîñòè (ñòàí-
äàðòíîé ìîäåëè àòåðîñêëåðîçà) ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
ñòåïåíè àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ ïîâðåæäåíèé ñîñóäîâ, íå
âëèÿÿ íà óðîâåíü õîëåñòåðèíà ËÏÂÏ â ïëàçìå êðîâè (Eck
et al., 2002). Â òî æå âðåìÿ ìûøè, êîòîðûì áûë òðàíñ-
ïëàíòèðîâàí êîñòíûé ìîçã îò ìûøåé ëèíèè ñ ãèïåðýêñï-
ðåññèåé ãåíà ÀÂÑÀ1, õàðàêòåðèçîâàëèñü óìåíüøåíèåì
ñòåïåíè àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ ïîâðåæäåíèé ñîñóäîâ (Eck
et al., 2006). Êðîìå òîãî, áûëè ïîëó÷åíû ðåçóëüòàòû î
çíà÷èòåëüíîì óìåíüøåíèè in vivo ÎÒÕ â ìàêðîôàãàõ ÀÂ-
ÑÀ1-äåôèöèòíûõ ìûøåé (Wang et al., 2007).

582 Å. Ï. Äåìèíà è äð.

Ïðàéìåðû è çîíäû, èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå

ABCA1

Ïðÿìîé 5R-GGGAGGCTCCCGGAGTT-3R

Îáðàòíûé 5R-GTATAAAAGAAGCCTCCGAGCATC-3R

Çîíä 5R-FAM-AACTTTAACAAATCCATTGTGGCTCGCCTGT-RTQ1-3R

ACTB

Ïðÿìîé 5R-CGTGCTGCTGACCGAGG-3R

Îáðàòíûé 5R-ACAGCCTGGATAGCAACGTACA-3R

Çîíä 5R-R6G-CCAACCGCGAGAAGATGACCCAGAT-BHQ1-3R

Ðèñ. 2. Îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ ãåíà ABCA1 â ìàêðî-
ôàãàõ ïàöèåíòîâ ñ àðòåðèàëüíûì ñòåíîçîì è ëèö êîíòðîëüíîé

ãðóïïû.

Ðåçóëüòàòû íîðìèðîâàíû ïî ñîîòâåòñòâóþùèì ïîêàçàòåëÿì äëÿ ãåíà
b-àêòèíà. Çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè

P = 0.04.



Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî â ëåéêîöèòàõ
ó ïàöèåíòîâ ñ àòåðîñêëåðîçîì ñíèæåí óðîâåíü ìÐÍÊ AB-
CA1 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé, ÷òî óêàçûâà-
þò íà òî, ÷òî ðàçâèòèå àòåðîñêëåðîçà ìîæåò áûòü àññîöè-
èðîâàíî ñ èçìåíåíèåì óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà ABCA1 â
ëåéêîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (Äåìèíà è äð., 2011).
Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìû ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç óðîâíÿ ìÐÍÊ ABCA1 è óðîâíÿ áåëêà ABCA1 â
ìàêðîôàãàõ ó ïàöèåíòîâ ñ àòåðîñêëåðîçîì, ïîäòâåðæäåí-
íûì àíãèîãðàôè÷åñêèì èññëåäîâàíèåì, è ó ëèö áåç ñåð-
äå÷íî-ñîñóäèñòîé ïàòîëîãèè. Ìû ïîêàçàëè ïîâûøåíèå
ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ ABCA1 â ìàêðîôàãàõ ïàöèåíòîâ ñ àòå-
ðîñêëåðîçîì ÷åðåç 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ìàêðîôàãàìè ëèö êîíòðîëüíîé ãðóïïû.

Â äðóãîé ðàáîòå, íàïðîòèâ, áûëî îòìå÷åíî ñíèæåíèå
ýêñïðåññèè ãåíà ABCA1 â öèðêóëèðóþùèõ ìîíîöèòàõ ó
ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ êîðîíàðíîé áîëåçíüþ ñåðäöà è
ïåðåíåñøèõ èíôàðêò ìèîêàðäà â ìîëîäîì âîçðàñòå (äî
40 ëåò) (Sivapalaratnam et al., 2012). Ýòîò ðåçóëüòàò ìîã
áûòü îáóñëîâëåí òåì, ÷òî âñå ïàöèåíòû, ïðèíÿâøèå ó÷àñ-
òèå â ýòîì èññëåäîâàíèè, ïðèíèìàëè ñèìâàñòàòèí, ñíè-
æàþùèé ýêñïðåññèþ ãåíîâ ABCA1 è ABCG1 â ìîíîöèòàõ
ó ÷åëîâåêà (Wong et al., 2008; Gengivir et al., 2010). Âàæíî
îòìåòèòü, ÷òî â íàøåì èññëåäîâàíèè ïàöèåíòû íå ïîëó-
÷àëè ñòàòèíîâ è äðóãèõ ãèïîëèïîäåìè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ
ñ ðåçóëüòàòàìè, â êîòîðûõ ïîêàçàíî ïîâûøåíèå óðîâíÿ
ýêñïðåññèè ãåíà ABCA1 â àòåðîìàòîçíûõ áëÿøêàõ ïî
ñðàâíåíèþ ñî çäîðîâûìè àðòåðèÿìè (Albrecht et al.,
2004). Ñðàâíåíèå ïàöèåíòîâ ñ àíåâðèçìîé ñîííîé àðòå-
ðèè è ïàöèåíòîâ ñ àíåâðèçìîé áðþøíîé àîðòû ñ ëèöàìè
êîíòðîëüíîé ãðóïïû áåç ïðèçíàêîâ àòåðîñêëåðîçà ïîêàçà-
ëî, ÷òî óðîâåíü ABCA1 ïðè àòåðîñêëåðîçå ïîâûøåí (Sou-
mian et al., 2005), ÷òî òàêæå ñîãëàñóåòñÿ ñ ïîëó÷åííûìè
íàìè äàííûìè.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â ìàêðîôàãàõ ëèö êîíòðîëüíîé
ãðóïïû íàáëþäàëàñü êîððåëÿöèÿ ìåæäó óðîâíåì ìÐÍÊ
ABCA1 è óðîâíåì õîëåñòåðèíà â ñîñòàâå ËÏÂÏ (r = 0.65,
P < 0.05). Ýòè ðåçóëüòàòû ìîãóò óêàçûâàòü íà òî, ÷òî âû-
ñîêèé óðîâåíü õîëåñòåðèíà â ñîñòàâå ËÏÂÏ èíäóöèðóåò
â ìàêðîôàãàõ ýêñïðåññèþ ABCA1 (Denis et al., 2003).

Â íàøåì èññëåäîâàíèè â ìàêðîôàãàõ ïàöèåíòîâ ñ àòå-
ðîñêëåðîçîì áûëî âûÿâëåíî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ABCA1 è â òî æå âðåìÿ ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ áåëêà
ïî ñðàâíåíèþ ñ ìàêðîôàãàìè êîíòðîëüíîé ãðóïïû. Íåîá-
õîäèìî îòìåòèòü, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè ABCA1 íå âñå-
ãäà ïðåäñêàçûâàåò óðîâåíü áåëêà (Gygi et al., 1999). Òàê,
ïîêàçàíî, ÷òî ó ìûøåé ñåðäöå è ïî÷êè, èìåÿ íàèâûñøèé
óðîâåíü ìÐÍÊ ABCA1, îäíîâðåìåííî ñîäåðæàò íàèìåíü-
øåå êîëè÷åñòâî áåëêà ABCA1 (Wellington et al., 2002).
Â ëèòåðàòóðå åñòü äàííûå, àíàëîãè÷íûå íàøèì, î òîì,
÷òî â àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ áëÿøêàõ ÷åëîâåêà íà ôîíå
óâåëè÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ ABCA1 ñîäåðæàíèå áåëêà
ABCA1 ñóùåñòâåííî ñíèæàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ íåïî-
âðåæäåííûìè àðòåðèÿìè (Albrecht et al., 2004).

Ñóùåñòâóåò äîêàçàòåëüñòâî òîãî, ÷òî ñîñòàâ è ìèêðî-
îêðóæåíèå àòåðîñêëåðîòè÷åñêîé áëÿøêè òàêæå ìîãóò
âëèÿòü íà äåãðàäàöèþ áåëêà ABCA1(Albrecht et al., 2004).
Â ìàêðîôàãàõ ïîêàçàí áûñòðûé ðàñïàä áåëêà ABCA1 ñî
âðåìåíåì ïîëóæèçíè ìåíåå 1 ÷ (Oram et al., 2000; Araka-
wa, Yokoyama, 2002), Ïðè àòåðîñêëåðîòè÷åñêîì ïîðàæå-
íèè ñîñóäîâ ìàêðîôàãè èìåþò òåíäåíöèþ íàêàïëèâàòü
áîëüøîå êîëè÷åñòâî ñâîáîäíîãî õîëåñòåðèíà (Tabas,
1997). Ïîêàçàíî, ÷òî óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ñâî-
áîäíîãî õîëåñòåðèíà óñêîðÿåò äåãðàäàöèþ ABCA1 â ìàê-
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Ðèñ. 3. Êîððåëÿöèÿ ìåæäó óðîâíÿìè ìÐÍÊ ABCA1 è õîëåñòå-
ðèíà (X) â ñîñòàâå ËÏÂÏ ìàêðîôàãîâ êîíòðîëüíîé ãðóïïû

(r = 0.45; P < 0.05).

Ðèñ. 4. Ðåçóëüòàòû âåñòåðí-áëîòòèíãà áåëêà ABCA1 â ìàêðî-
ôàãàõ, àêòèâèðîâàííûõ M-CSF.

Ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû äëÿ ðàçëè÷íûõ ïðåäñòàâèòåëåé êîíòðîëüíîé ãðóï-
ïû (äîðîæêè 1, 2) è ãðóïïû ïàöèåíòîâ (äîðîæêè 3, 4).

Ðèñ. 5. Óðîâíè áåëêà ABCA1 â ìàêðîôàãàõ ïàöèåíòîâ è ëèö
êîíòðîëüíîé ãðóïïû.

Ðåçóëüòàòû íîðìèðîâàíû ïî ñîîòâåòñòâóþùèì ïîêàçàòåëÿì äëÿ b-àêòè-
íà. Çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè

P = 0.01.



ðîôàãàõ (Feng, Tabas, 2002). Â òî æå âðåìÿ ñâÿçûâàíèå
ABCA1 ñ àïîëèïîïðîòåèíàìè ÀI è ÀII çàìåäëÿåò äåãðà-
äàöèþ ABCA1 â êëåòêàõ THP-1, çàùèùàÿ ABCA1 â ìàê-
ðîôàãàõ îò ðàçðóøåíèÿ òèîëîâîé è êàëïàèíîâîé ïðîòåà-
çàìè, è óâåëè÷èâàåò îòòîê ôîñôîëèïèäîâ è õîëåñòåðèíà
(Arakawa, Yokoyama, 2002; Wang, Chen, 2003). Ýòè äàí-
íûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðåãóëèðîâàíèå AB-
CA1 íà ïîñòòðàíñêðèïöèîííîì óðîâíå ìîæåò áûòü âàæ-
íûì ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì åãî ôóíêöèè.

Òàêèì îáðàçîì, íàøå èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî
óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà ABCA1 â ìàêðîôàãàõ è óðîâåíü
áåëêà ABCA1 ìîãóò îêàçàòüñÿ çíà÷èìûìè ôàêòîðàìè â
ðàçâèòèè àòåðîñêëåðîçà è ìîãóò ïðåäñòàâëÿòü ìèøåíè
äëÿ àíòèàòåðîãåííîé òåðàïèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-01151).
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ABCA1 transporter is one of the key factors defining the level of antiatherogenic HDL in plasma. It is acti-
vely involved in the removal of cholesterol from peripheral tissues by reverse cholesterol transport. However,
the influence of the level of ABCA1 mRNA and the level of ABCA1 protein 1 in macrophages in atherosclerosis
remains unexplored. Using real time PCR we determined ABCA1 mRNA level in macrophages cultured for
5 days with macrophage colony-stimulating factor (M-CSF). ABCA1 mRNA levels in macrophages from pati-
ents with arterial stenosis were increased when compared with the control group, P = 0.04. According to a Wes-
tern blot analysis ABCA1 protein level in macrophages from patients was significantly lower than in the control
group, P = 0.01. Our results suggest that the level of ABCA1 mRNA and level of ABCA1 protein in macropha-
ges may be important factors in the development of atherosclerosis.

K e y w o r d s: ABCA1, artery stenosis, atherosclerosis, macrophages, reverse cholesterol transport.
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