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Противовоспалительное действие липопротеидов высокой плотности (ЛПВП) на эндотелиальные клет
ки изучено достаточно полно, подобные эффекты на моноцитах изучены в меньшей степени. Моноциты че
ловека выделяли из цельной крови с последующей оценкой активации/экспрессии CD11b и клеточной ад
гезии в условиях сдвига потока. ЛПВП вызывали зависимое от дозы снижение активации CD11b, индуци
рованной активатором протеинкиназы С форбол-12-миристат-13-ацетатом (РМА) или антагонистами, за
висимыми от рецептора. Было обнаружено, что составляющей частью ЛПВП, ответственной за противо
воспалительное действие на активацию CD11b, является аполипопротеин A-I (apoA-I). Циклодекстрин, но 
не комплекс циклодекстрин/холестерин, также подавлял индуцированную РМА активацию CD11b, вовле
кая отток холестерина как основной механизм. В дальнейшем это было подтверждено данными о том, что 
содержание холестерина в липидных рафтах уменьшается после добавления акцепторов холестерина. 
Блокирование АВСА1 антителами кАВС1 устраняло эффект apoA-I. Кроме того, моноциты, полученные от 
больных с болезнью Танжера, четко подтвердили необходимость АВСА1 в ингибировании CD11b, опосре
дованном apoA-I. Противовоспалительные эффекты apoA-I были обнаружены также на функциональных 
моделях, включающих адгезию клеток к монослою эндотелиальных клеток, распластывание моноцитов в 
условиях сдвига потока и трансмиграцию. Таким образом, ЛПВП и apoA-I проявляют противовоспалитель
ный эффект на моноцитах человека, подавляя активацию CD11b. ApoA-I действует через АВСА1, в то время 
как ЛПВП могут действовать через несколько рецепторов.
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Введение

Уровень липопротеидов высокой плотности (ЛПВП) 
в плазме крови обратно коррелирует с сердечно-со
судистой заболеваемостью и смертностью [1, 2]. 

Наиболее полно изученной функцией ЛПВП является об
ратный транспорт холестерина. Другие кардиопротектив- 
ные функции включают антиоксидантные свойства и 
способность повышать биодоступность оксида азота (NO) 
[3,4]. Совсем недавно сообщалось о противовоспалитель
ном действии ЛПВП, в частности, в эндотелии [5, 6].

Критическим событием в формировании атеросклероти
ческих бляшек является привлечение моноцитов в интиму, 
где они дифференцируются в макрофаги и захватывают мо
дифицированные липопротеиды низкой плотности (ЛПНП) 
через скевенджер-рецептор с последующим образованием 
пенистых клеток [7]. Вовлечение моноцитов включает эксп
рессию молекул адгезии как эндотелием, так и моноцитами. 
В многоступенчатом каскаде адгезии имеет место первона
чальное прикрепление моноцита к эндотелию через селекти- 
ны, экспрессируемые на эндотелиальных клетках. Затем 
происходит устойчивая адгезия посредством молекул адгезии 
сосудистых клеток — VCAM-1 и внутриклеточных молекул 
адгезии — ICAM-1, взаимодействующих с молекулами адге
зии моноцитов, такими, как CD11b/CD18 (Mac-1, CR3) 
[8—10]. Сообщалось о подавлении индуцированной факто
ром некроза опухоли (ФНО) экспрессии VCAM-1, ICAM-1 и 
Е-селектина в эндотелиальных клетках, предварительно ин

кубированных с ЛПВП [11, 12]. Кроме того, описано подав
ление продукции активных форм кислорода, инфильтрации 
нейтрофилов и моноцитарного хемоаттрактантного белка — 
MCP-1 [13, 14]. Было показано, что вызванное ЛПВП инги
бирование экспрессии Е-селектина на человеческих эндоте
лиальные клетках опосредовано липополисахаридами [11], 
что предлагает участие скевенджер-рецептора класса В-1 
(SR-B1) и рецептора S1P3, активирующих эндотелиальную 
синтетазу окиси азота (eNOS), производящую NO [3, 15, 16]. 
Однако эффекты in vivo являются сложными и могут быть 
опосредованы восстановленными ЛПВП (вЛПВП) или обез- 
липиженным apoA-I [13, 14]. В противоположность этому, 
результаты исследования, полученные in vitro при использо
вании эндотелиальных клеток, продемонстрировали проти
вовоспалительные эффекты ЛПВП при активации нейтро
филов, с одним важным исключением [17], когда было пока
зано, что за противовоспалительные эффекты отвечает 
апоА-I [18-21].

Примечательно, что ЛПВП также ингибируют взаимо
действие лейкоцитов и эндотелиальных клеток, индуци
рованное окисленными ЛПНП (o x H ^ R ^ , без индукции 
экспрессии эндотелиальных молекул адгезии и без ослаб
ления адгезии лейкоцитов путем блокирования эндотели
альных молекул адгезии [22].

Целью данной работы является дальнейшее уточнение 
механизмов подаления активности моноцитов липопро- 
теидами высокой плотности.

* Работа была поддержана Министерством образования и науки Российской Федерации.
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Материалы и методы

Выделение моноцитов. Покоящиеся моноциты челове
ка были выделены центрифугированием в градиенте 
плотности как описано ранее [23].

Акцепторы холестерина. ЛПВП были выделены из 
плазмы с помощью последовательных процедур ультра
центрифугирования (плотность от 1,085 до 1,21 г/мл), по
сле чего измеряли содержание белка. Восстановленные 
ЛПВП (вЛПВП) [24, 25] и липосомы фосфатидилхолина 
были приготовлены как описано ранее [26]; все добавки 
ЛПВП осуществляли в концентрации 50 мкг/мл, если не 
указано иное. АпоА-I был выделен из плазмы крови чело
века как описано ранее [27] и использовался в концентра
ции 40 мкг/мл. Бета-циклодекстрин и циклодекстрин, на
сыщенный холестерином, были приготовлены как описа
но ранее [28]. Пептид L37pA был синтезирован как описа
но [29].

Блокировка рецепторов. Рецепторы моноцитов были 
заблокированы с помощью специфических блокирующих 
антител в течение 4 ч при 4°C. Антимышиные IgM (Sigma) 
использовали в качестве контроля.

Проточная цитометрия. Моноциты стимулировали и 
инкубировали с антителами к CD 11b, меченными флуо- 
ресцеинизотиоцианатом (FITC) в течение 15 мин при 
37°C, если не указано иное. Клетки фиксировали и эксп
рессию CD 11b измеряли с помощью проточной цитомет
рии. Образцы контролировали с помощью изотипного от
рицательного контроля. Результаты выражали как про
цент нестимулированного контроля (100%) или PMA 
(100%, только для Танжера). Для количественного опре
деления липидных рафтов моноциты инкубировали в те
чение 15 мин при 37°С, центрифугировали и инкубирова
ли с FITC-меченым токсином холеры B (CT-B) в течение
1 ч при комнатной температуре, затем рафты измеряли с 
помощью проточной цитометрии.

Окрашивание липидных рафтов. Рафты были окрашены 
с использованием комплекта для мечения липидных раф
тов Vybrant в соответствии с инструкциями производите
ля. Моноциты помещали в флуоресценентную среду и 
рассматривали на флуоресцентном микроскопе. Интен
сивность окрашивания определяли количественно с ис
пользованием Image Pro программного обеспечения.

Исследование перфузии. Исследование перфузии про
водилось с использованием параллельных проточных ка
мер как описано ранее [30]. Престимулированные моно
циты подвергались перфузии через эндотелиальные клет
ки коронарной артерии человека (HCAECs) при сдвиге 
скорости 150 с-1 (1,1 дин/см2) в течение 5 мин с периодом 
вымывания 5 мин. Адгезия моноцитов анализировалась в 
автономном режиме.

Определение распластывания/адгезии моноцитов. И с
следование перфузии проводили в микрокапиллярной 
стеклянной трубке, покрытой тромбоцитами при темпе
ратуре 37°C [31]. Предактивированные моноциты перфу- 
зировали через тромбоцитарный монослой в течение 5 
мин, затем вымывали в течение 5 мин. Моноцит-тромбо
цит взаимодействие было визуализировано в соответст
вии с «исследованием перфузии».

Определение статической адгезии. Адгезию моноцитов 
к  иммобилизованному фибриногену проводили в течение 
15 мин при 37°С как описано ранее [31].

Определение миграции. Определение миграции прово
дилось с использованием 8,0 ммоль/л Transwells [32]. Об
работанные моноциты сажали в верхнюю камеру и позво
ляли им мигрировать в течение 30 мин при 37°C в ниж
нюю камеру, содержащую 50 нг/мл MCP-1. Мигрировав
шие моноциты были зафиксированы и определены как 
количество мигрировавших клеток.

Содержание филаментов актина. Моноциты окраши
вали на содержание F -актина 488-фаллоидином и опреде
ляли количественно с помощью проточной цитометрии 
или проводили докрашивание DAPI и исследовали с по
мощью конфокальной микроскопии.

Статистический анализ. Значения представлены как 
среднее ± SEM или процент от контроля ± SEM. Все ре
зультаты были проанализированы на статистическую зна
чимость с использованием одновариантного теста 
ANOVA с последующим тестом Бонферрони, за исключе
нием исследования перфузии, которая была проанализи
рована с использованием двухвариантного теста ANOVA 
с последующим тестом Бонферрони. Значимыми были 
приняты изменения при Р<0,05.

Результаты

ЛПВП подавляют PMA-индуцированную активацию 
CD11b. Активация моноцитарного интегрина CD11b, ин
дуцированная PMA, которая была дозозависимой, инги
бировалась ЛПВП (от 2 до 50 мкг/мл; рис. 1А). Хотя кон
центрации ЛПВП, используемые в настоящем исследова
нии, были ниже уровня в плазме крови, они приближают
ся к  насыщающей концентрации, описанной в экспери
ментах по оттоку холестерина, обычно используемой дру
гими [33]. Снижение активированного CD 11b сопровож
далось уменьшением общего количества CD 11b (PMA 
против ЛПВП (50 мкг/мл) + PMA: 19±1,84 по сравнению 
с 9,7± 1,89 U; n=4, P<0,001). Чтобы оценить, насколько 
ответ на ЛПВП зависел от неоднородности моноцитов, 
были выделены CD16+ и CD16- моноциты и сравнивался 
их ответ. Не было обнаружено никакой разницы между 
двумя подфракциями в ответ на ЛПВП.

АпоА- I  снижает активацию CD11b. Восстановленные 
ЛПВП и апоА-I ингибировали CD11b активацию до сопо
ставимой с ЛПВП степени (рис. 1В). В отличие от них, ни 
BSA, ни липосомы из фосфатидилхолина не оказывали 
какого-либо воздействия (рис. 1А и 1В). ЛПВП и апоА-I 
значительно снижали активацию CD 11b, активирован
ную как липополисахаридом (ЛПС), так и fMLP.

ЛПВП предотвращают и изменяют активацию моно
цитов. Предварительная инкубация моноцитов с ЛПВП 
с последующей стимуляцией либо с PMA (рис. 1С) или 
ЛПС (ЛПС против предотвращения; 152±1,8 против 
101 ±4,5, n=5, P<0,01) привела к  значительному сокра
щению экспрессии CD11b (рис. 1C). Кроме того, прести- 
муляция моноцитов PMA с последующей 15-минутной 
инкубацией с ЛПВП также значительно снижала эксп
рессию CD 11b (рис. 1C), то же наблюдалось с ЛПС (ЛПС 
против обратной реакции; 152± 1,8 против 92,8±5,7, n=5, 
P<0,01). Моноциты, прединкубированные с ЛПВП или 
апоА-I, отмытые, а затем стимулированные PMA (или 
FMLP, данные не представлены), также продемонстри
ровали предотвращение активации моноцитов (рис. 1D).
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Регуляция экспрессии CD11b и оттока холестерина. 
Циклодекстрин значительно ослаблял PMA-индуциро- 
ванную активацию CD11b (рис. 2А). Холестерин-насы- 
щенный циклодекстрин (Ch-CD) не влиял на PMA-инду- 
цированную активацию CD 11b (рис. 2А).

Изменения количества липидных рафтов. Обработка 
моноцитов апоА-I, ЛПВП и CD, но не липосомами или 
BSA, значительно снижала количество липидных рафтов 
плазмалеммы (рис. 2B). Инкубация с апоА-I резко изме
няла количество мембранных рафтов (контроль по срав
нению апоА-I; 66,9+11,3 относительных единиц флуо
ресценции [ОЕФ] в сравнении с 37,3+4,6 ОЕФ, n=5, 
P<0,05; представлено визуально на рис. 2C), что свиде
тельствует о быстром оттоке рафтов из плазматической 
мембраны.

Участие SR-B1. Блокировка SR-B1 притупляла эф 
фект ЛПВП на активацию CD 11b, хотя и незначительно 
(P=0,18; рис. 3А). Блокада SR-B1 не влияла на подавле
ние активации CD 11b, индуцированной апоА-I (рис. 3А). 
Контрольные антитела не имели эффекта.

Участие ABCA1. Противовоспалительные эффекты 
апоА-I, но не ЛПВП (рис. 3B) были отменены в присутст
вии ABCA1, блокированного антителами NDF4C2. Конт
рольные антитела не имели эффекта. Роль интернализа
ции ABCA1 была выявлена при использовании антител 
NDF6F1 [34], которые не затрагивают ABCA1-зависимый 
отток холестерина, но предотвращает интернализацию 
ABCA1 и его деградацию. NDF6F1 не влияли на ингиби
рующее действие апоА-I на PMA-индуцированную эксп
рессию CD11b (рис. 3C).

Адгезия моноцитов к эндотелиальным клеткам при 
сдвиге потока. По сравнению с нестимулированными 
моноцитами, PMA значительно повышал адгезию моно
цитов к эндотелиальным клеткам. Инкубация моноци
тов с PMA и ЛПВП или апоА-I приводила к значитель
ному снижению адгезии моноцитов (рис. 4А и 4D). Важ
ность взаимодействия между апоА-I и ABCA1 была так
же изучена при сдвиге потока. В присутствии антител к 
ABCA1 значительное снижение адгезии, индуцирован
ной апоА-I, не проявлялось (рис. 4E). NDF4C2 или кон
трольные антитела не влияли на адгезию (данные не 
представлены).

Рис. 1. Активация CD 11b: Моноциты стимулировали:
A — PMA (1 мкмоль/л) ± ЛПВП (2—50 мкг/мл) или BSA (50 мкг/мл);
B — PMA ± ЛПВП (50 мкг/мл), вЛПВП (40 мкг/мл), апоА-I (40 мкг/мл) 
или липосомами POPC (10—50 мкг/мл);
C — моноциты либо предварительно инкубировали с ЛПВП (50 мкг/мл; 
30 мин) перед добавлением PMA (1 мкмоль/л; 15 мин «предотвраще
ние») или предварительно инкубировали с PMA (15 мин) перед добав
лением ЛПВП (30 мин «регрессия») и сравнивали с контролем (только 
PMA, окончательно 15 мин);
D — моноциты были предварительно инкубированы с ЛПВП (50 мкг/мл) 
или апоА-I (40 мкг/мл) в течение 30 мин до удаления с помощью цент
рифугирования, моноцитов промывали PBS. Моноциты затем стимули
ровали либо PMA (15 мин) и уровень CD11b оценивали с помощью про
точной цитометрии. Результаты выражали в процентах от активации по 
сравнению с контролем (нестимулированные моноциты).
* P<0,05, ** P<0,01, *** Р<0,001

Рис. 2. Отток холестерина:
А — моноциты инкубировали с PMA (1 мкмоль/л) ± циклодекстрин или циклодекстрин, насыщенный холестерином (100—200 мкг/мл) в течение 15 мин 
и определяли активацию CD11 b. * P<0,05, ** P<0,01, *** Р<0,001. CD = циклодекстрин, CD-CH = циклодекстрин, насыщенный холестерином;
B — моноциты инкубировали с апоА-I (40 мкг/мл), ЛПВП (50 мкг/мл), CD (200 мкг/мл), липосомами (50 мкг/мл) и BSA (50 мкг/мл) в течение 15 мин, ли
пидные рафты окрашивали CT-B и клетки анализировали с помощью проточной цитометрии;
C — конфокальная микроскопия моноцитов, окрашенных CT-B без (вверху) и с обработкой апоА-I (40 мкг/мл) в течение 15 мин (бар = 2 мкм).
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Рис. 3. Исследования с блокировкой:
А — моноциты инкубировали с антителами, блокирующими SR-B1 (4 ч), затем были обработаны PMA (1 мкмоль/л) ± апоА-I (40 мкг/мл) или ЛПВП 
(50 мкг/мл) в течение 15 мин. * P<0,05, ** P<0,01 n=4; а н т и ^ ^ 1  = блокирование анти-SR-B^ cAb = контрольные антитела;
B, C — моноциты инкубировали с NDF4C2 анти-ABCA1 антителами. * P<0,05; ** P<0,01 c.f. PMA; # Р<0,05 c.f. apoA-I/PMA
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Рис. 4. Адгезия моноцитов сцепления при сдвиге потока: Моноциты были 
предварительно обработаны PMA (1 мкмоль/л) или PMA + ЛПВП 
(50 мкг/мл) или PMA + апоА-I (40 мкг/мл) в течение 15 мин до перфузии 
поверх эндотелия:
А — число прикрепившихся моноцитов подсчитывали и наносили на гра
фик как среднее число клеток на поле ± SEM. * P<0,05; *** Р<0,001 PMA 
против ЛПВП/PMA, # Р<0,05; ### Р<0,001 PMA против apoA-I/PMA;
B, D — фазово-контрастные фотографии моноцитов, прикрепленных к 
конфлюентному монослою эндотелия после 5 мин в сдвиге потоков;
B — PMA;
C — ЛПВП + PMA и апоА-I + PMA;
D — увеличение X200, Бар=56 мкм;
E — моноциты были предварительно обработаны в течение 4 ч ± ABCA1 
блокировкой антителами NDF4C2. Разблокированные моноциты обраба
тывали PMA (1 мкмоль/л) или PMA + апоА-I (40 мкг/мл), ABCA1 блокиро
ванные моноциты обрабатывали PMA + апоА-I в течение 15 мин при 37°С 
и перфузировали поверх эндотелия. Результаты были проанализированы 
и выражались, как в (А). *** Р<0,001 PMA против apoA-I/PMA

Распластывание и адгезия моноцитов на тромбоцитах 
при сдвиге потока. Чтобы изучить влияние ЛПВП на рас
пластывание моноцитов при сдвиге потока, моноциты, 
стимулированные PMA, перфузировали над тромбоци- 
тарным монослоем в течение 5 мин (t=0 с), с последую
щим 5-минутным периодом отмывания (t=300 с, с ЛПВП 
или без). До отмывания не было разницы между двумя 
группами в распластывании клеток. Промывка стимули
рованных моноцитов ЛПВП-содержащим буфером при
водила к значительному снижению в распластывания по 
сравнению с промывкой одним буфером (рис. 5А). Значи
тельное снижение адгезии моноцитов к  тромбоцитам на
блюдалось и после промывки с ЛПВП по сравнению с од
ним буфером.

Трансмиграция моноцитов. MCP-1 способствовал су
щественному миграционному ответу моноцитов, который 
был заметно снижен, когда моноциты предварительно 
инкубировали с ЛПВП или апоА-I (рис. 5В).

Содержание F-актина в моноцитах. Стимуляция мо
ноцитов PMA приводила к  увеличению уровня F -актина, 
который был значительно снижен при инкубации с 
ЛПВП и PMA (рис. 5С). Это наблюдение было подтверж
дено проточной цитометрией (P<0,01; рис. 5D).

L37pA ингибирует активацию моноцитов подобно 
апоА-I. Миметический пептид L37pA [29] (10 и 20 мкг/мл) 
значительно уменьшал стимулированную PMA экспрес
сию CD 11b на моноцитах, а также стимулированную 
PMA адгезию моноцитов на покрытом фибриногеном по
кровном стекле в статических условиях.

Моноциты больного болезнью Танжера. Для облегчения 
сравнения между членами семьи R1068H больных бо
лезнью Танжера, результаты выражались в процентах от 
экспрессии CD 11b после активации с PMA. Моноциты, 
выделенные из крови здоровых родственников, обрабо
танные PMA и апоА-I или ЛПВП, продемонстрировали 
такое же снижение, как и в предыдущих анализах 
(рис. 6А). Моноциты гетерозигот имели сниженную спо
собность реагировать на апоА-I, однако при этом наблю
далось еще и снижение активации CD 11b. Моноциты, 
взятые у пациента с болезнью Танжера, не реагировали на 
воздействие апоА-I. ЛПВП снижали активацию CD 11b 
как в моноцитах гетерозигот и моноцитах больного бо
лезнью Танжера, хотя не было выявлено ген-дозозависи- 
мый ответа на апоА-I (рис. 6А). Сходные результаты были 
получены при оценке способности как апоА-I, так и 
ЛПВП снижать адгезию моноцитов к фибриногену 
(рис. 6В).
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Обсуждение

Активация моноцитов является ключевым событием в 
воспалении и атеросклерозе, имеющем место в сосуди
стой стенке. В данном исследовании мы показали, что 
ЛПВП и апоА-I могут предотвратить, а также вызвать 
процесс, обратный активации моноцитов человека под 
воздействием апоА-I, оказывающего свое действие через 
ABCA1. Основным результатом данной статьи является 
то, что ЛПВП дозозависимо снижают экспрессию CD 11b 
на первичных моноцитах человека, стимулированных 
PMA. Этот эффект был также обнаружен при использова
нии рецептор-опосредованных активаторов, таких, как 
ЛПС и fMLP [23, 35, 36]. Как ЛПВП, так и обезлипижен- 
ный апоА-I ингибируют PMA-индуцированную актива
цию CD 11b, однако фосфолипидные липосомы или аль
бумин таким эффектом не обладали. Это соответствует 
результатам предыдущих исследований, в которых было 
показано, что апоА-I ингибирует распластывание моно
цитов в ответ на колониестимулирующий фактор M 
(CSF) [21]. Интересно, что механизм, посредством кото
рого ЛПВП и апоА-I подавляют активацию моноцитов, 
как представляется, отличается от противовоспалитель
ного действия этих молекул на эндотелиальные клетки, 
относительно которого предполагается, что оно опосре
довано ЛПВП-стимуляцией продукции NO [11, 16, 37]. 
Отток холестерина, как представляется — это необходи
мое условие для проявления эффектов апоА-I и ЛПВП, 
поскольку циклодекстрин эффективно имитирует ЛПВП 
и апоА-I в ингибировании активации CD 11b на моноци
тах. Хотя циклодекстрин удаляет холестерин неспецифи
чески [38], он удаляет его из того же пула плазматической 
мембраны, что и апоА-I, о чем свидетельствует повыше
ние оттока на циклодекстрин после оверэкспрессии 
ABCA1 [39]. Нагрузка циклодекстрина холестерином, ко
торая преобразует циклодекстрин в донор холестерина, 
делает его неактивным, тем самым подтверждая, что для 
проявления активности необходим отток холестерина. 
Примечательно, что удаление циклодекстрина и холесте
рина, как было показано, препятствует распластыванию 
моноцитов, когда они инкубируются с M-CSF [21] и при
водит к быстрому втягиванию выступов мембраны макро
фагов [40]. Далее мы показали, что короткая инкубация с 
апоА-I, ЛПВП и CD, но не с липосомами или BSA, при
водит к истощению холестерина рафтов. Вполне возмож
но, что последние не влияют на процесс так сильно, как 
первая группа акцепторов холестерина. Несмотря на это, 
вышеупомянутые результаты показывают, что быстрый 
отток липидов клеточных мембран, по-видимому, являет
ся ключевым механизмом, влияющим на воспалительные 
реакции моноцитов/макрофагов.

Чтобы изучить конкретные механизмы, связанные с 
эффектами ЛПВП на активацию моноцитов и отток холе
стерина, мы исследовали участие двух рецепторов ЛПВП
— SR-B1 и ABCA1. SR-B1, наряду с ABCG1, как было по
казано, способствуют оттоку холестерина на ЛПВП, в то 
время как обезлипиженый апоА-I удаляет холестерин 
исключительно через ABCA1-зависимый путь [41]. Бло
кировка SR-B1 приводит к снижению, но не устранению 
противовоспалительного действия ЛПВП, однако это не 
затрагивает апоА-I. Блокировка ABCA1 полностью устра
няет ингибирующее действие апоА-I, но не влияет на 
ЛПВП. Таким образом, apoA-1/ABCA1 взаимодействие,

Рис. 5. Фенотип моноцитов:
A — моноциты были предварительно стимулированы PMA (15 мин) и 
подвергались перфузии поверх монослоя тромбоцитов в течение 5 мин 
(0 с) после 5 мин (300 с) промывания с буфером (белые кружки) или 
ЛПВП (50 мкг/мл) (черные кружки);
B — трансмиграция моноцитов. Моноциты (± обработка) были посажены 
в верхнюю камеру Transwell и мигрировали к MCP-1 (50 нг/мл). Мигри
рующие моноциты определяли количественно с использованием фазо
вой микроскопии (X40). * P<0,05;
C — конфокальная микроскопия нестимулированных или обработанных 
PMA (1 мкмоль/л) ± ЛПВП (50 мкг/мл). F-актин окрашивали Alexa Fluor 
488 фаллоидином (зеленый) и ядерным красителем DAPI (синий). 
Бар=6,8 мкм;
D — содержание F-актина измеряли с использованием фаллоидина. Мо
ноциты обрабатывали PMA (1 мкмоль/л) ± ЛПВП (50 мкг/мл); ** P<0,01

Рис. 6. Моноциты больного болезнью Танжера:
A — моноциты стимулировали PMA ± апоА-I (40 мкг/мл) или ЛПВП 
(50 мкг/мл). Активацию CD 11 b количественно оценивали с помощью 
проточной цитометрии;
B — изолированные моноциты обрабатывали PMA ± апоА-I 
(40 мкг/мл) или ЛПВП (50 мкг/мл) и сажали на покровные стекла, по
крытые фибриногеном. Прикрепленные моноциты подсчитывали на 
пяти случайных полях с помощью фазовой микроскопии (X40). Белый 
столбик — здоровые, серый столбик — гетеро-, черный столбик — 
Танжер
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вероятно, является основным путем, опосредующим эти 
эффекты. Что касается других путей, таких, как SR-B1 и 
ABCG1, то они также вносят вклад в эффекты ЛПВП.

Для изучения функциональных последствий сниже
ния активации моноцитов под воздействием ЛПВП был 
использован анализ адгезии в потоке сдвига. В присутст
вии ЛПВП или апоА-I PMA-стимулированная адгезия 
моноцитов к  эндотелию была значительно ослаблена. 
Кроме того, блокирование моноцитов ABCA1 вызывает 
реверсию apoAI-индуцированного снижения адгезии, в 
соответствии с результатами анализа активации CD 11b, и 
подтверждает участие ABCA1.

Хотя ранее уже было показано, что ЛПВП могут по
давлять распластывание моноцитов [21], наша работа — 
это первое исследование, описывающее этот эффект в 
физиологических условиях сдвига потока. Ингибирова
ние каскада клеточной адгезии под воздействием ЛПВП 
было исследовано путем изучения эффектов ЛПВП и 
апоА-I на миграцию моноцитов к  MCP-1. Как ЛПВП, так 
и апоА-I существенно подавляли миграцию моноцитов к 
MCP-1, и эти результаты согласуются с наблюдениями 
Navab et al. [42]. Поскольку изменения цитоскелета явля
ются необходимым условием, чтобы вызвать распласты
вание и миграцию клеток, которые, как было показано, 
связаны с увеличением содержания F -актина [43], был 
количественно оценен общий F -актин и показано его 
уменьшение в присутствии ЛПВП. Эти данные согласу
ются с уменьшением в распластывания, полученные Die- 
derich et al. [21].

Ингибирующий эффект ЛПВП на моноцитах может 
приводить как к  профилактике, так и к  регрессии. Это, в 
частности, имеет важные последствия для болезненных 
состояний, таких, как острый коронарный синдром, где 
процесс воспаления уже произошел. В своей работе мы 
ясно продемонстрировали, что предстимулированные мо
ноциты могут быть защищены от активации ЛПВП. Это 
может объяснить также результаты предыдущих исследо
ваний, продемонстрировавших, что ЛПВП/апоА-I могут 
уменьшить активацию эндотелия и нейтрофилов, скапли
вающихся в интиме-медии в воспалительной модели in vi
vo до 9 ч после стимуляции воспаления [14]. Наши данные 
также согласуются с исследованиями на животных, в ко
торых в краткосрочное повышение ЛПВП было атероп- 
ротективным [44].

Недавнее прекращение клинических испытаний инги
бирования CETP (белка-переносчика эфиров холестери
на) предполагает, что для повышения уровня ЛПВП нуж
ны различные стратегии [45]. Разработка имитаторов 
апоА-I может обеспечить эффективную альтернативу. Ра
нее было показано, что L37pA эффективно стимулирует 
отток холестерина и стабилизирует ABCA1 через те же ме
ханизмы, что и апоА-I [29, 46, 47]. В наших исследовани
ях L37pA имитировал противовоспалительное действие 
апоА-I на моноцитах, что указывает на потенциал этого 
пептида для терапии при воспалительных заболеваниях.

Наконец, мы исследовали противовоспалительную 
роль ЛПВП и апоА-I при болезни Танжера на гетерози
готном больном и здоровых членах семьи R1068H [48]. 
У больных болезнью Танжера имеются дисфункции 
ABCA1, из-за которых белок не в состоянии обеспечивать 
отток холестерина на апоА-I [49]. Ответ моноцитов здоро
вых членов семьи был похож на ответы практически здо
ровых лиц; моноциты гетерозиготного больного отвечали

на ЛПВП и апоА-I в меньшей степени по сравнению с 
моноцитами здоровых членов семьи. Напротив, апоА-I не 
уменьшал активацию CD 11b моноцитов пациента с бо
лезнью Танжера, хотя ЛПВП продолжали ее ингибиро
вать. Аналогичные эффекты наблюдались при исследова
нии адгезии к  фибриногену моноцитов пациента, больно
го болезнью Танжера. Эти данные согласуются с нашей 
гипотезой о том, что апоА-I действует через ABCA1, что
бы ингибировать активацию моноцитов, тогда как ЛПВП 
дополнительно подключаются через ABCA1-независи
мый путь.

Таким образом, в данном исследовании впервые по
дробно изучен механизм, посредством которого ЛПВП и 
апоА-I регулируют адгезию моноцитов, их распластыва
ние и активацию интегрина. Тот факт, что апоА-I срав
ним по силе эффектов с ЛПВП в подавлении элементов 
воспаления, позволяет лучше представить себе новые 
стратегии в терапии, такие, например, как апоА-Ьимити- 
рующие пептиды в лечении и предотвращении атероскле
роза [50]. Данные о том, что ЛПВП могут влиять на вос
палительные статус моноцитов у пациентов с болезнью 
Танжера, указывают на возможность применения тера
певтических стратегий с использованием ЛПВП. Они мо
гут быть использованы для пациентов, которые подверга
ются риску сердечно-сосудистых заболеваний. Способ
ность ЛПВП предотвращать и вызывать регрессию акти
вации моноцитов может также иметь значительный инте
рес для разработки терапии различных воспалительных 
заболеваний.
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Whereas the anti-inflammatory effects of high-density lipoprotein (HDL) on endothelial cells are well de
scribed, such effects on monocytes are less studied. Human monocytes were isolated from whole blood followed 
by assessment of CD 11b activation/expression and cell adhesion under shear-flow. HDL caused a 
dose-dependent reduction in the activation of CD11b induced by PMA or receptor-dependent agonists. The con
stituent of HDL responsible for the antiinflammatory effects on CD11b activation was found to be apolipoprotein 
A-I (apoA-I). Cyclodextrin, but not cyclodextrin/cholesterol complex, also inhibited PMA-induced CD11b activa
tion implicating cholesterol efflux as the main mechanism. This was further confirmed with the demonstration that 
cho lesterol content of lipid rafts dimin ished after treatment with the cholesterol acceptors. Blocking ABCA1 with 
an anti-ABCA1 antibody abolished the effect of apoA-I. Furthermore, monocytes derived from a Tangier disease 
patient definitively confirmed the requirement of ABCA1 in apoA-I-mediated CD11b inhibition. The 
antiinflammatory effects of apoA-I were also observed in functional models including cell adhesion to an endothe
lial cell monolayer, monocytic spreading under shear flow, and transmigration. HDL and apoA-I exhibit an 
antiinflammatory efiect on human monocytes by inhibiting aciivaiion of CD11b. ApoA-I acts through ABCA1, 
whereas HDL may act through several receptors.
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