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Резюме. Атеросклероз представляет собой заболевание сосудов, в основе которого лежит хрониче-
ский воспалительный процесс, включающий в себя сложное взаимодействия компонентов крови, а 
также клеток, формирующих стенку сосуда, и липидного обмена в организме. Ключевую роль в пато-
генезе атеросклероза играют липопротеины низкой плотности (ЛПНП). При нарушении проницае-
мости эндотелиального слоя сосуда, ЛПНП могут проникать в интрамуральное пространство и нака-
пливаться клетками субэндотелиального слоя интимы, приводя к началу воспалительного процесса 
и, в конечном итоге, к образованию пенистых клеток, основному морфологическому компоненту 
атеросклеротической бляшки. Однако только лишь уровень ЛПНП в плазме крови пациента не яв-
ляется ключевым фактором развития атеросклероза. Многочисленные исследования указывают, что 
именно окисленные модификации ЛПНП (окЛПНП) влияют на повышенное локальное накопление 
холестерина клетками сосудистой стенки, однако недавние работы демонстрируют противоречивые 
результаты относительно роли окЛПНП в развитии атеросклероза. Мы предполагаем, что на прогрес-
сирование атеросклероза могут влиять иные компоненты фракции ЛПНП. Общеизвестным является 
тот факт, что пациенты с сахарным диабетом (СД) страдают от сердечно-сосудистых заболеваний, в 
частности от атеросклероза, чаще, чем пациенты без диагностированного СД и других аутоиммунных 
заболеваний, при этом заболевание прогрессирует быстрее. Целью данного исследования являлось 
выявление потенциальных биомаркеров во фракции ЛПНП, свидетельствующих о взаимосвязи им-
мунной системы с развитием атеросклероза у таких пациентов. ЛПНП были выделены из плазмы 
пациентов и здоровых доноров с помощью последовательного ультрацентрифугирования с раство-
рами разной плотности, белковый профиль образцов ЛПНП оценивали с помощью хромато-масс-
спектрометрии. Нами было обнаружено 9 белков, которые имеют статистически значимую разницу 
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между группами (СД и контроль). В группе СД содержание антимикробного пептида кателицидина 
и липополисахарид-связывающего белка выше почти в 2 раза по сравнению с контролем. Эти белки 
могут быть вовлечены в развитие воспаления, приводящего к прогрессированию атеросклероза. В то 
же время снижение иммуноглобулинов и компонентов комплемента (С9 и субкомпонент C1s), свя-
занных с ЛПНП, может влиять на развитие атеросклероза.

Ключевые слова: сахарный диабет, липопротеины низкой плотности, атеросклероз, протеомика, хромато-масс-
спектрометрия, сердечно-сосудистые заболевания
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Abstract. Atherosclerosis is a vascular disease, which is based on a chronic inflammatory process, including 
complex interactions between blood components, as well as the cells that form the vessel wall, and lipid 
metabolism in general. Low-density lipoproteins (LDL) play a key role in pathogenesis of atherosclerosis. When 
the permeability of the endothelial layer of the vessel is impaired, LDL can penetrate into the intramural space 
and lead to excessive cholesterol accumulation by the cells from the intima subendothelial layer, leading to the 
onset of the inflammatory process and to the formation of foam cells, the main morphological component of 
the atherosclerotic plaque. However, the level of LDL in the patient’s blood plasma alone is not a key indicator 
of the development of atherosclerosis. Numerous studies point out the role of oxidized modifications of LDL 
(oxLDL) in the increased local accumulation of cholesterol in vascular wall cells, however, recent works have 
shown conflicting results regarding the role of oxLDL in the development of atherosclerosis. We hypothesize 
that other components of LDL may also influence the progression of atherosclerosis. It is a well-known fact 
that patients with diabetes mellitus (DM) suffer from cardiovascular diseases, in particular atherosclerosis, 
more often than patients without diagnosed DM and other autoimmune diseases, and the disease progresses 
faster. The purpose of this study was to identify risk biomarkers in LDL groups that indicate the relationship of 
the immune system with the development of atherosclerosis in such patients. LDL was isolated from patients 
and healthy donors using continuous ultracentrifugation with solutions of different densities, and LDL protein 
profile samples were measured using gas chromatography-mass spectrometry. We found 9 proteins that had a 
statistically significant difference between the samples (DM and control). In the diabetes group, the content 
of the antimicrobial peptide cathelicidin and lipopolysaccharide-binding protein was almost 2 times higher 
compared to the control. These proteins may be involved in the development of inflammation, leading to the 
progression of atherosclerosis. At the same time, a decrease in immunoglobulins and complement components 
(C9 and Complement C1s subcomponent) associated with LDL may contribute to the development of 
atherosclerosis.

Keywords: diabetes mellitus, low-density lipoproteins, atherosclerosis, proteomics, gas chromatography-mass spectrometry, 
cardiovascular diseases
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Введение
Атеросклероз представляет собой заболевание 

сосудов, в основе которого лежит хронический 
воспалительный процесс, затрагивающий слож-
ное взаимодействие различных типов клеток со-

судистой стенки, компонентов крови, а также 
липидный обмен в организме. Несмотря на мно-
гие десятилетия исследований, так и не удалось 
выявить однозначных причин развития самого 
заболевания. 

Различные теории, объясняющие процесс 
развития начального поражения интимы сосу-
дов и дальнейшего формирования атероскле-
ротической бляшки, выделяют ключевую роль 
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ЛПНП в патогенезе атеросклероза, которые при 
повышенной проницаемости эндотелиально-
го слоя начинают проникать в интрамуральное 
пространство и активно накапливаться в клетках 
субэндотелиального слоя интимы. Этот процесс 
завершается образованием пенистых клеток – 
одного из основных морфологических компо-
нентов атеросклеротических бляшек. 

Первоначально противоречивые данные о 
внутриклеточном накоплении холестерина при 
добавлении ЛПНП in vitro привели к гипотезе, 
что окисленные модификации (окЛПНП), а не 
сами ЛПНП, играют фундаментальную роль в 
прогрессировании атеросклероза [8]. Однако 
фактические значения окЛПНП составляют не-
большой процент от общего количества ЛПНП в 
плазме, со средним значением (стандартным от-
клонением) 1,27 (0,69) мг/дл и медианой (межк-
вартильным размахом) 1,10 (0,83-1,52) мг/дл или 
как процент ЛПНП со средним значением (стан-
дартным отклонением) 1,06 (0,51) % и медианой 
(межквартильный размахом) 0,96 (0,75-1,23) %, 
хотя у некоторых пациентов это окЛПНП в плаз-
ме может достигать и 10% [2]. 

Кроме того, в том же исследовании изучалась 
скорость распространения пульсовой волны в 
аорте (aPWV), маркер наличия атеросклероза и 
ухудшения эластичности сосудистых стенок, и ее 
связь с уровнем окЛПНП. Результаты показали, 
что пациенты из среднего тертиля окЛПНП с оди-
наковой вероятностью имели высокий уровень 
aPWV по сравнению с пациентами из самого низ-
кого тертиля после поправки на различные фак-
торы риска сердечно-сосудистых заболеваний. 
Более того, у пациентов с диабетом 2 типа, кото-
рые, как известно, чаще страдают сердечно-со-
судистыми заболеваниями [1], уровень окЛПНП 
в атеросклеротических бляшках не предсказывал 
осложнение со стороны сердечно-сосудистой си-
стемы [7], подчеркивая, что наличие только лишь 
окЛПНП не может рассматриваться как ключе-
вой фактор в развитии атеросклероза. 

Целью данного исследования является прове-
дение протеомного анализа немодифицирован-
ных (нативных) ЛПНП, выделенных из плазмы 
пациентов с диабетом и наличием сердечно-со-
судистых заболеваний, и сравнение их белкового 
состава с ЛПНП контрольной группы. Мы пред-
полагаем, что у пациентов с диабетом не только 
чаще встречается воспалительный процесс в эн-
дотелиальном слое сосудов, но также белковый 
состав ЛПНП у таких больных имеет факторы, 
индуцирующие воспаление и опосредующие уве-
личение содержания липидов в клетках. 

Материалы и методы 
ЛПНП были получены из крови 15 человек, из 

которых 3 не имели диабета в анамнезе и 12 паци-
ентов с сахарным диабетом (СД). Все пациенты 

предоставили письменное информированное со-
гласие. Исследование было одобрено Локальным 
этическим комитетом РНЦХ им. Б.В. Петров-
ского (№ 5 от 11 декабря 2022 г.). 

Образцы цельной крови (по 30 мл) собирали 
в пробирки с ЭДТА и из каждого образца полу-
чали общий объем сыворотки примерно 10 мл 
центрифугированием в течение 20 мин при 1600 g 
(3200 об/мин на BioSan LMC-4200R, Латвия). 
Выделение ЛПНП осуществляли в тот же день, 
когда собирались образцы цельной крови. 

Необходимые растворы:
Раствор плотностью 1,006 г/см3 в воде Milli-Q: 

NaCl 11,42 г/л, ЭДТА 0,1 г/л. Раствор плотностью 
1,019 г/см3, приготовленный в смеси NaCl/ЭДТА 
1,006 г/см3: KBr 16,5 г/л. 

Раствор плотностью 1,065 г/см3, приготовлен-
ный в смеси NaCl/ЭДТА 1,006 г/см3: KBr 77,1 г/л. 

К собранной плазме добавляли KBr (0,5 г на 
1  мл плазмы) и осторожно вортексировали до 
полного растворения солей (ELMI RM-1L, Лат-
вия). Затем плазму с бромидом калия переносили 
в ультрацентрифужные пробирки в соотноше-
нии 2/3 конечного объема и наслаивали остав-
шуюся 1/3 объема раствором KBr плотностью 
1,019 г/ см3 и центрифугировали в ультрацентри-
фуге (Beckman L8-55M, США) в течение 50 мин 
при 40 000 об/мин и +4 °С. После ультрацентри-
фугирования верхняя фаза должна быть удалена 
на 1-2 мм выше границы фаз. Далее наслаивался 
раствор KBr 1,065 г/см3 в зависимости от количе-
ства верхней фракции, удаленной на предыдущем 
этапе. Пробирки центрифугировали 2 ч 10 мин 
при 40 000 об/мин и +4 °С. После ультрацентри-
фугирования кольцо ЛПНП было тщательно со-
брано. Собранные ЛПНП диализовали против 
1 л PBS при +4 °С в течение не менее 24 ч (день-
ночь-день) с 3-4 сменами буфера. После диализа 
ЛПНП стерилизовали через фильтр с диаметром 
пор 0,45 мкм. Концентрацию белка измеряли с 
помощью BioSpec-nano (Shimadzu, Япония). 

Для подготовки образцов к хромато-масс-
спектрометрии аликвоты растворов белков 
(20 мкг белка) высушили досуха на центрифуж-
ном вакуумном концентраторе SpeedVac (Savant, 
Франция) и растворили в 20 мкл буферного 
раствора, содержащего 100 мМ Трис pH 8,5, 
1% дезоксихолата натрия, 10 мМ TCEP (Tris(2-
carboxyethyl)phosphine) и 20 мМ 2-CAA (2-хлоро-
ацетамид), прогрели в течение 10 мин при 85 °С, 
охладили до комнатной температуры, добавили 
0,4 мкг трипсина в 10 мкл 100 мМ Трис pH 8,5 и 
оставили инкубироваться при 37 °С на ночь. По 
окончании инкубации к реакционной смеси до-
бавляли равный объем 2% ТФУ и пептиды обес-
соливали на микроколонке SDB-RPS StageTip, 
изготовленной из наконечника для автоматиче-
ской пипетки на 200 мкл и 3 кусочков мембраны 
SDB-RPS (3M, США), вырезанных иглой кали-
бром 16 (1). Раствор пептидов наносили на ми-
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кроколонку центрифугированием при 300 g, про-
мывали смесью растворителей 50 мкл 1% ТФУ: 
50 мкл этилацетата (2 раза), 50 мкл 0,2% ТФУ и 
элюировали 60 мкл раствора, содержащего 5% 
гидроксида аммония и 60% ацетонитрила в воде. 
Элюат высушивали досуха и хранили при -80 °С. 
Перед анализом пептиды растворяли в 40 мкл 
раствора, содержащего 0,1% ТФУ и 2% ацетони-
трила в воде. 

Хромато-масс-спектрометрический анализ 
полученных образцов проводили на хромато-
графе Ultimate 3000 Nano LC System (Thermo 
Fisher Scientific, США), соединенным с масс-
спектрометром Orbitrap Tribrid Lumos mass 
spectrometer (Thermo Fisher Scientific, США) по-
средством наноэлектроспрейного источника 
(Thermo Fisher Scientific, США). Раствор А (99,9% 
воды, 0,1% муравьиной кислоты) и Б (19,9% воды, 
0,1% муравьиной кислоты, 80% ацетонитрила). 
Линейное градиентное элюирование, скорость 
потока 500 нл/мин. 

Полученные масс-спектрометрические дан-
ные анализировали с использованием компью-
терных программ MaxQuant 2.4.2.0 [10] и Perseus 
2.0.10.0 [11]. Корреляцию тандемных масс-
спектров с аминокислотными последователь-
ностями белков проводили против базы данных 
белковых последовательностей человека (вклю-
чающей изоформы) Uniprot (версия от 06.2023).

Статистический анализ проводился на про-
граммном языке Python с использованием пакета 
scipy, numpy, pandas. Построение графиков про-
водилось с использованием пакетов matplotlib, 
seaborn. В связи с неравномерным размером вы-
борок двух групп проводился статистический 
анализ с помощью критерия Манна–Уитни. 
Предварительно данные количественного анали-
за без меток (LFQ) были нормализованы по log2.

Результаты и обсуждение 
По итогам анализа были выявлены статисти-

чески значимые отличия (p < 0,05) для 9 бел-
ков: белки, входящие в систему комплемента 
(Complement component C9, C9; Complement 
C1s subcomponent, C1s), антимикробный пептид 
кателицидин (cathelicidin antimicrobial peptide, 
CAMP), цепи иммуноглобулинов (Ig kappa chain 
V-IV region, Ig kappa chain C region, Ig gamma-4 
chain C region, Ig mu chain C region, Ig alpha-2 
chain C region), липополисахарид-связывающий 
белок (Lipopolysaccharide binding protein, LBP). 

На рисунке 1 представлена log2 кратная раз-
ница между контрольными образцами и ЛПНП, 
полученными от пациентов с сахарным диабе-
том, при этом значения для Ig mu chain C region 
более чем в 4 раза выше у пациентов из контроль-
ной выборки. Также в выборке были обнаружены 
два белка (липополисахарид-связывающий бе-
лок, антимикробный пептид кателицидин), для 

которых показатель LFQ почти в 2 раза ниже в 
контроле по сравнению с пациентами с сахарным 
диабетом. 

Среди белков, содержание которых выше в 
контрольной группе, можно выделить белки си-
стемы комплемента (C9; C1s). Ранее сообщалось, 
что системы комплемента C4 и C9 присутству-
ют в ЛПОНП, ЛПНП и липопротеинах высокой 
плотности (ЛПВП), свидетельствуя о том, что 
компоненты системы, помимо иммунной защи-
ты, процессов ремоделирования тканей и удале-
ния иммунных комплексов, активно вовлечены 
в метаболизм липидов [13]. В ряде исследований 
было показано, что компоненты C1q, C3c, C3a, 
C4, C9 активируются в атеросклеротических 
бляшках, а также в интиме. Компоненты C5b-9 
могут накапливаться в макрофагах и апоптоти-
ческих клетках [5]. Однако точная взаимосвязь 
компонентов и развития атеросклероза не ясна, 
и в нашем исследовании было обнаружено, что 
в ЛПНП компонента комплемента С9 и суб-
компонент C1s могут потенциально оказывать 
атеропротекторное действие, и их пониженная 
представленность у пациентов с СД может сви-
детельствовать, что именно иммунный аспект 
характеризует повышенный риск развития сер-
дечно-сосудистых заболеваний у таких больных.

В другом исследовании было показано, что де-
фицит белков классического пути системы компле-
мента тесно связан с развитием системной красной 
волчанки, включая отсутствие C1r и C1s [14].

Другой иммунный компонент ЛПНП отно-
сится к иммуноглобулинам (Ig kappa chain V-IV 
region, Ig kappa chain C region, Ig gamma-4 chain 
C region, Ig mu chain C region, Ig alpha-2 chain C 
region). В ранних работах отмечалось, что при 
аутоиммунной гипер- или дислипидемии в цир-
кулирующей крови обнаруживаются комплексы 
иммуноглобулина-липопротеина, что свидетель-
ствует о том, что иммуноглобулины способны 
связываться с ЛПНП. Однако не все иммуногло-
булины, связанные с ЛПНП, свидетельствуют о 
развитии патологии. Часть из них, наоборот, ока-
зывает атеропротективное воздействие. 

Согласно авторам, наиболее хорошо изучен-
ными модификациями окЛПНП являются: мало-
новый диальдегид (MDA), малоновый диальде-
гид-ацетальдегид (MAA) и 4-гидроксиноненаль 
(4HNE). Эти модификации наблюдаются в бел-
ке ApoB100 и других белках, входящих в состав 
ЛПНП. Также в ЛПНП наблюдалось окисление 
фосфолипидов, в частности липидных аддуктов, 
которые имитируют структуру фосфорилхолина и 
играют важную роль в раннем атерогенезе. Было 
показано, что иммунизация MDA-окЛПНП обе-
спечивает защиту у атеросклеротических мышей 
с высокими титрами IgM против наблюдаемых 
аддуктов [9]. Также в нашей работе о высоком со-
держании IgM может свидетельствовать наличие 
белка Ig mu chain C region. Окисленные фосфо-
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липиды являются основным биологически ак-
тивным компонентом минимально окисленных 
ЛПНП, и было показано, что использование IgM 
против таких ЛПНП оказывало нейтрализую-
щую активность на действие окисленных фосфо-
липидов [3]. 

Среди 9 белков были обнаружены также бел-
ки, содержание которых ниже, чем в группе СД: 
LBP и CAMP.

Еще в ранних исследованиях было показано, 
что связывание LBP с ЛПНП и ЛПС в плазме 
крови является защитным механизмом при ин-
фекции и сепсисе [12]. Однако недавние данные 
указывают на связь уровней циркулирующего 
LBP с ожирением, диабетом и сердечно-сосуди-
стыми заболеваниями, кроме того, уровни LBP в 
сыворотке связаны с жесткостью артерий незави-
симо от ожирения и традиционных сердечно-со-
судистых факторов риска, особенно у мужчин с 
диабетом 2-го типа, подтверждая потенциальную 
роль LPS/LBP-индуцированного врожденного 

иммунитета в развитии и прогрессировании ар-
териальной ригидности при диабете 2-го типа [6].

Недавно было обнаружено, что CAMP экс-
прессируется и секретируется адипоцитами, 
представляя собой новый иммуномодулирую-
щий адипокин и предположительно является но-
вым сердечно-сосудистым биомаркером [4]. 

Заключение
Таким образом, были найдены статистически 

значимые различия для 9 белков между группа-
ми СД и контролем, данные белки потенциально 
связаны с ЛПНП. Белки CAMP и LBP, содержа-
ние которых выше почти в 2 раза в группе с СД, 
могут являться биомаркерами воспаления, а так-
же быть вовлеченными в развитие и прогресси-
рование атеросклероза. В то же время снижение 
иммуноглобулинов и компонентов комплемента 
(С9 и субкомпонент C1s), связанных с ЛПНП, 
может влиять на развитие атеросклероза.

Публикация размещена при участии Балтий-
ского федерального университета им. И. Канта.

Рисунок 1. Log2 кратная разница между LFQ контрольных образцов и ЛПНП, полученных от пациентов с сахарным 
диабетом, по 9 белкам
Figure 1. Log2 fold change between LFQ for 9 proteins of control LDL and LDL isolated from plasma of patients with diabetes
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