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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
 

 Актуальность исследования 

 

Согласно Всемирной организации здравоохранения сердечно-сосудистые 

заболевания (ССЗ) являются ведущей причиной смертности во всем мире. 

Достоверно известно, что атеросклероз лежит в основе большинства ССЗ. 

Несмотря на последние достижения в области гиполипидемических 

антиатеросклеротических препаратов, сохраняется интерес к поиску новых 

фармакологических мишеней.  

Для обнаружения новых фармакологических мишеней необходимо уделить 

пристальное внимание изучению начальных стадий возникновения и развития 

атеросклероза. Начальным проявлением атеросклероза на уровне клеток 

артериальной стенки является накопление внутриклеточных липидов, 

вызываемое множественно-модифицированными липопротеидами низкой 

плотности (ЛПНП) (Сухоруков В. Н. и др., 2016). Одной из ключевых 

модификации ЛПНП является десиалирование, которое заключается в потере 

терминальной сиаловой кислоты в биантенных полисахаридных цепях 

аполипопротеина B-100 (АпоB-100) (Сухоруков В. Н. и др., 2016). В результате 

этого ЛПНП приобретают атерогенные свойства, а именно, способность 

вызывать внутриклеточное накопление холестерина. Десиалирование 

представляет собой ферментативный процесс, осуществляемый 

нейраминидазами (сиалидазами) (Orekhov A. N. и др., 1991). Изучение природы 

сиалидазной активности позволит получить новые знания о молекулярных и 

клеточных механизмах атерогенеза и создаст основу для разработки новых 

подходов к диагностике, профилактике и лечению атеросклероза. 

В данной работе была изучена роль десиалирования ЛПНП в атерогенезе. 

Нами была проверена гипотеза о причинно-следственной связи между 

десиалированием ЛПНП, вызванным высоким содержанием нейраминидазы в 

крови, и атеросклерозом у мышей нокаутных по гену аполипопротеина E (ApoE–

/–).  

 

Целью данного исследования было изучение влияния устойчивого 

десиалирования ЛПНП, вызванного инъекциями нейраминидазы в кровь, на 

возникновение и развитие атеросклероза у мышей.  

Задачи исследования: 

1) Приготовить препарат нейраминидазы Vibrio cholerae 

иммобилизованной на мышиных иммуноглобулинах G. 

2) Разработать способ и схему введения иммобилизованной 

нейраминидазы для получения устойчивого десиалирования ЛПНП у мышей 

линии C57Bl/6J. 

3) Оценить эффект снижения содержания сиаловой кислоты ЛПНП и 

установить его длительность после однократной инъекции мышам линии 

C57Bl/6J. 
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4) Изучить влияние устойчивого десиалирования ЛПНП, вследствие 

субхронического введения нейраминидазы, на морфометрические и 

гистологические проявления атеросклероза у мышей линии C57Bl/6J и ApoE–/–  

как на стандартной, так и атерогенной диете. 

5) Изучить влияние устойчивого десиалирования ЛПНП на уровни 

липидов крови у мышей линии C57Bl/6J и ApoE–/– как на стандартной, так и 

атерогенной диете. 

 

Научная новизна исследования 

 

Важно отметить, что использование генетически-модифицированных 

мышей и ряда фармакологических агентов для моделирования патологических 

процессов является общепринятым подходом при изучении заболеваний. Однако 

наблюдается нехватка подходящих моделей атеросклероза, учитывающих такой 

важный аспект данного заболевания как модификация ЛПНП. Субхроническое 

введение иммобилизованной нейраминидазы позволяет смоделировать 

патологическое снижение сиаловой кислоты ЛПНП, ранее обнаруженное у 

пациентов с атеросклерозом, а также воспроизвести его негативные эффекты. 

Использование линии мышей ApoE–/– как модели атеросклероза и инъекций 

нейраминидазы позволило узнать способствует ли устойчивое десиалирование 

ЛПНП развитию атеросклероза. Создание мышей с устойчивым 

десиалированием ЛПНП является успешным примером использования 

комплексных подходов при изучении атеросклероза. Таким образом, уровень 

полученных результатов по техническим параметрам соответствует мировому 

благодаря использованию современных методов и подходов по изучению 

атеросклероза.  

  

Теоретическая значимость 

 

Результаты данного исследования позволят сделать вывод о влиянии 

устойчивого десиалирования ЛПНП на развитие атеросклероза у мышей линии 

ApoE–/–, которые склонны к атеросклерозу.  Кроме того, модель устойчивого 

десиалирования ЛПНП у мышей предоставит необходимую основу для 

дальнейшего исследования влияния десиалирования ЛПНП на биохимические, 

молекулярно-генетические, морфологические и гистологические проявления 

атеросклероза. 

 

Практическая значимость 

 

Результаты проведенного исследования позволят выявить новые 

биомаркеры развития атеросклероза и разработать перспективные 

терапевтические подходы. При помощи модели устойчивого десиалирования 

ЛПНП станет возможным разработать и валидировать диагностические наборы 

для скрининга десиалированных ЛПНП у человека. 
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Методология и методы исследования 

 

Нейраминидазу Vibrio cholerae конъюгировали с иммуноглобулином G 

(IgG) мышей при помощи карбодиимида для увеличения времени полужизни 

нейраминидазы в крови. После иммобилизации нейраминидазы была повторно 

оценена ее ферментативная активность при помощи флуориметрического 

коммерческого набора.   

Первая часть настоящего исследования была проведена с использованием 

генетически немодифицированных мышей линии C57Bl/6J для моделирования 

десиалирования ЛПНП in vivo, аналогичного десиалированию ЛПНП у 

пациентов с атеросклерозом. Контрольная группа мышей линии C57Bl/6J 

получала однократную инъекцию физиологического раствора, а опытной группе 

вводили 20 мЕд иммобилизованной нейраминидазы в 100 мкл физиологического 

раствора. Инъекция осуществлялась в ретро-орбитальный синус под 

ингаляционной анестезией. Мышей умерщвляли в фиксированные периоды 

времени с 1 по 7 день после однократной инъекции иммобилизованной 

нейраминидазы. Производился отбор крови у мышей и в дальнейшем плазма от 

нескольких мышей объединялась для последующего выделения ЛПНП при 

помощи последовательного ультрацентрифугирования по Линдгрену в 

модификации Собенина. Содержание сиаловой кислоты ЛПНП было определено 

в соответствии с методом Уоррена. Определение содержания белка в пробах 

ЛПНП осуществлялось в соответствии с методом Лоури. Данные о содержании 

сиаловой кислоты ЛПНП приводятся в пересчёте на значения содержания белка 

для нормализации результатов.  

В дальнейшем генетически немодифицированные мыши линии C57Bl/6J 

подвергались субхроническому введению иммобилизованной нейраминидазы 

каждые 5 дней в течение 6 недель для поддержания устойчивого десиалирования 

ЛПНП. Мышей умерщвляли в фиксированные периоды времени на 2, 4 и 6 

неделю после начала эксперимента. Выделение ЛПНП из плазмы крови и их 

анализ проводился как описано выше. Определение части липидов крови, таких 

как общий холестерин (ХС), триглицериды (ТГ) и холестерин липопротеидов 

высокой плотности (ХС-ЛПВП) проводили с помощью коммерческих наборов. 

Холестерин липопротеидов очень низкой плотности (ХС-ЛПОНП) и 

липопротеидов низкой плотности (ХС-ЛПНП), в свою очередь, были вычислены 

с помощью уравнения Фридвальда. Кроме того, была проведена количественная 

оценка площади атеросклеротических поражений в аортах мышей после 

субхронического введения иммобилизованной нейраминидазы путем 

окрашивания аорт раствором масляного красного. Также были приготовлены 

микропрепараты поперечных срезов аорт, окрашенных гематоксилин-эозином, 

для оценки начальных атеросклеротических поражений.  

Вторая часть текущего исследования была проведена с использованием 

линии мышей с нокаутом гена аполипопротеина Е. Было продемонстрировано 

влияние десиалирования ЛПНП на развитие атеросклероза. В контрольную 
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группу входили мыши линии ApoE–/–, которым проводили серию инъекций 

физиологического раствора. В опытную группу №1 входили мыши линии ApoE–

/–, которым многократно вводили нейраминидазу. В опытную группу №2 входили 

мыши линии ApoE–/–, которые содержались на атерогенной диете. Животных 

умерщвляли через 6 недель после начала эксперимента при помощи CO2 камеры. 

Определение сиаловой кислоты, белка ЛПНП, уровней липидов плазмы крови и 

площади атеросклеротических поражений проводили как описано выше. 

 

Научные положения, выносимые на защиту 

 

1. Однократная инъекция 20 мЕд иммобилизованной нейраминидазы 

приводит к устойчивому снижению содержания сиаловой кислоты ЛПНП в 

течение 5 дней у мышей линии C57Bl/6J. 

2. Устойчивое десиалирование ЛПНП вследствие субхронического 

введения нейраминидазы способствует увеличению площади 

атеросклеротических поражений у мышей линии ApoE–/– на стандартной 

диете. 

3. Устойчивое десиалирование ЛПНП в плазме крови у мышей линии 

ApoE–/– приводит к увеличению уровней общего холестерина и холестерина 

ЛПНП, схожему таковыми у ApoE–/– мышей на атерогенной диете без 

инъекций нейраминидазы. 

 

Личный вклад автора 

 

Все данные из раздела «Результаты исследования» научно-

квалификационной работы были получены автором лично. Автором был 

проведен как анализ полученных результатов, так и подготовка текста настоящей 

работы. 

 

Степень достоверности результатов 

 

Достоверность полученных результатов подтверждается использованием в 

работе общепринятых подходов по изучению атеросклероза с использованием 

мышей, а также адекватно поставленными задачами. Научные выводы и 

положения обоснованы. Выводы научно-квалификационной работы объективно 

и полноценно отражают результаты проведенных исследований. Результаты 

исследования опубликованы в высокорейтинговых журналах. 

 

Апробация работы 

 

По теме научно-квалификационной работы было опубликовано 12 

печатных работ, в том числе 5 статей в рецензируемых журналах (4 в 

рецензируемых иностранных журналах и 1 статья в рецензируемых журналах из 
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перечня рецензируемых научных изданий ВАК РФ) и 7 тезисов в сборниках 

докладов научных конференций. 

Результаты научно-квалификационной работы были представлены на 

следующих конференциях: 89th European Atherosclerosis Society Congress 2021 

(Хельсинки, Финляндия, 2021), Great Wall International Conference of Cardiology 

2021 (Пекин, Китай, 2021), 19th International Symposium on Atherosclerosis 

(Киото, Япония, 2021), The 11th International Congress on Lipid & Atherosclerosis 

with Asian-Pacific Society of Atherosclerosis and Vascular Disease (Сеул, Южная 

Корея, 2022), Biomarkers of the Future 2022 Virtual Conference (2022), 5th Edition 

Scholars World Heart Congress (Дубай, ОАЭ, 2022), The 8th International Electronic 

Conference on Medicinal Chemistry (2022), Pathogens-econ2022 (2022), Pharma 

Summit 2023 (Франкфурт-на-Майне, Германия),  World Congress on Heart and 

Cardiovascular Diseases (Дубай, ОАЭ, 2023), 91th European Atherosclerosis Society 

Congress 2023 (Мангейм, Германия, 2023). 

 

Структура и объем работы 

  

Научно-квалификационная работа состоит из следующих разделов: 

введение, обзор литературы, материалы и методы, результаты исследования и их 

обсуждение, заключение, выводы, практические рекомендации и список 

цитируемой литературы (256, из которых 8 на русском языке). Работа включает в 

себя 110 страницы, 21 рисунок и 3 таблицы.  
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
 

 

Иммобилизация нейраминидазы: нейраминидаза Vibrio cholerae была 

иммобилизована на мышиных IgG (Sigma-Aldrich, США). Конъюгацию 

проводили с помощью сшивающего агента карбодиимида (EDAC) (Sigma-

Aldrich, США), который активирует карбоксильную группу для связывания 

амида с первичными аминами.  

 

Определение ферментативной активности нейраминидазы после 

иммобилизации: после иммобилизации нейраминидазы была оценена её 

ферментативная активность при помощи коммерческого набора Neuraminidase 

Assay Kit ab138888 (Abcam, Великобритания). Измерение ферментативной 

активности нейраминидазы проводили при помощи планшетного ридера 

VICTOR3™ (PerkinElmer, США) при длине волны возбуждения 320 нм и длине 

волны излучения 450 нм.  

 

Работа с лабораторными животными: в качестве объектов исследования 

были использованы как мыши линии С57BL/6J, так и мыши линии ApoE–/– на 

генетическом фоне C57BL/6J. Мыши линии С57BL/6J были получены из 

филиала Столбовая Федерального государственного бюджетного учреждения 

науки "Научный центр биомедицинских технологий Федерального медико-

биологического агентства" (ФГБУН НЦБМТ ФМБА России). Мыши линии 

ApoE–/– были получены из вивария Белгородского государственного 

национального исследовательского университета (НИУ БелГУ). 

Лабораторные животные содержались в надлежащих условиях «чистой» 

зоны биоклиники ФГБУ «НМИЦ кардиологии им. ак. Е.И. Чазова» Минздрава 

России (12-часовой режим дня и ночи, неограниченный доступ к пище и воде). В 

качестве стандартной диеты использовался комбикорм полнорационный для 

лабораторных животных ГОСТ 34566-2019 (Лабораторкорм, Россия). 

Атерогенная диета TD.88137, содержащая 21% жира и 0,2% холестерина (Harlan, 

Швейцария), использовалась для усиления развития атеросклероза.  

Все эксперименты с животными выполнялись в соответствии с директивой 

Европейского парламента и Совета Европейского Союза 2010/63/EU от 22 

сентября 2010 года о защите животных, использующихся в научных целях, и 

принципами надлежащей лабораторной практики ГОСТ Р 53434-2009. Дизайн 

эксперимента был согласован с локальным этическим комитетом ФГБНУ 

«НИИОПП». 

 

Формирование групп: каждый эксперимент с использованием мышей и 

принцип их формирования в группы основывался на конкретных задачах, 

описанных в разделе «Цели и задачи». 

Введение нейраминидазы и оценка длительности эффекта десиалирования 

ЛПНП у мышей линии C57Bl/6J. Контрольной группе мышей линии C57Bl/6J 
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(n=70) вводили 100 мкл физиологического раствора. Мыши линии C57Bl/6J из 

опытной группы (n=70) подвергались однократной инъекции 100 мкл раствора 

иммобилизованной нейраминидазы Vibrio cholerae, обладающей 

ферментативной активности 200 мЕд/мл. В каждую временную точку (1-7 день 

после однократной инъекции) случайным образом отбирали по 10 мышей как из 

контрольной, так и опытной группы для дальнейшего умерщвления. 

Оценка эффектов субхронического введения нейраминидазы мышам линии 

C57Bl/6J. Контрольной группе мышей линии C57Bl/6J (n=30) вводили 100 мкл 

физиологического раствора в течение 6 недель. Мыши линии C57Bl/6J из 

опытной группы (n=30) подвергались серии инъекции 100 мкл раствора 

иммобилизованной нейраминидазы Vibrio cholerae с ферментативной 

активностью 200 мЕд/мл в течение 6 недель. На 2, 4 и 6 неделю случайным 

образом отбирали по 10 мышей как из контрольной, так и опытной группы для 

дальнейшего умерщвления.  

Оценка эффектов субхронического введения нейраминидазы мышам линии 

ApoE–/–. Контрольной группе мышей линии ApoE–/– (n=6) на стандартной диете 

вводили 100 мкл физиологического раствора в течение 6 недель. Мыши линии 

ApoE–/– из опытной группы №1 (n=6), которые содержались на стандартной 

диете, подвергались серии инъекции 100 мкл раствора иммобилизованной 

нейраминидазы Vibrio cholerae с ферментативной активностью 200 мЕд/мл в 

течение 6 недель. Опытная группа №2 (n=6) состояла из мышей линии ApoE–/–, 

которые содержались на атерогенной диете, подвергались серии инъекций 

физиологического раствора в течение 6 недель. По окончании 6 недель все мыши 

контрольной и опытных групп умерщвлялись. 

 

Протокол введения препарата иммобилизованной нейраминидазы и 

гуманного завершения эксперимента: для надежного введения небольшого 

объема пробы была использована техника ретро-орбитальной инъекции в 

венозный синус мышей (Yardeni T. и др., 2011). Инъекцию проводили с 

ингаляционной анестезией изофлураном (Risling T. E. и др., 2012). После этого 

мышь обратно помещали в клетку для восстановления. Гуманное завершение 

эксперимента происходило с использованием CO2 камеры. Кровь обирали 

кардиальной пункцией и переносили ее в пробирку с ЭДТА. Кровь 

центрифугировали при 800 g в течение 10 мин при 4 °C и собирали плазму. 

Перед изъятием органов проводили перфузию холодным фосфатно-

солевым буфером для отмывки тканей и просвета аорты от крови. Аорты были 

изъяты для дальнейшего анализа на наличие атеросклеротических поражений. 

Ткани сердца и аорты были зафиксированы в 10% растворе нейтрального 

забуференного формалина (Biovitrum, Россия) в течение 24 часов при 4 °C. После 

этого данные ткани были отмыты проточной водой от избытка формалина и 

помещены в 1% раствор нейтрального забуференного формалина для хранения. 

 

Выделение фракции ЛПНП из плазмы мышей: суммарная фракция ЛПНП 

была выделена плазмы крови, объединенной от нескольких мышей при помощи 
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ультрацентрифугирования по Линдгрену в модификации Собенина (Tertov V. V. 

и др., 1992).  

 

Определение общего содержания сиаловой кислоты ЛПНП: содержание 

сиаловой кислоты в образцах ЛПНП мышей было определено методом Уоррена 

в модификации Собенина (Sobenin I. A. и др., 1998). Измеряли оптическую 

плотность на спектрофотометре UV-2600 (Shimadzu, Япония) в кварцевых 

кюветах при 549 нм.  

 

Определение общего содержания белка по Лоури: общее содержание белка 

в пробах ЛПНП мышей было измерено с помощью метода Лоури (Waterborg J. 

H., 2009). Измеряли оптическую плотность при помощи планшетного ридера 

Multiskan MS (Thermo Fisher Scientific, США) при 750 нм.  

 

Морфологическое исследование аорт: морфологическое исследование 

аорты было проведено в соответствии с методикой Андреса-Мансано (Jesús 

Andrés-Manzano M. и др., 2015). Аорты были очищены от мышц, жировой ткани 

и адвентиции под стереомикроскопом Stereo Star Zoom 570 (Reichert, США). 

Изображения аорт были получены с помощью цифровой камеры Nikon D5100 

(Nikon Corporation, Япония). Все изображения были сняты при одинаковом 

освещении, стереомикроскопе и камере. Цифровые изображения окрашенных 

масляным красным аорт оценивали с использованием программного 

обеспечения для анализа изображений ImageJ 2.0.0. Площадь 

атеросклеротических поражений выражали в процентах по отношению к 

площади поверхности всей аорты. 

 

Гистологическое исследование поперечных срезов аорт: гистологическое 

исследование аорт было проведено в соответствии со стандартной методикой 

Андреса-Мансано (Jesús Andrés-Manzano M. и др., 2015). Изображения всех 

слайдов, окрашенных гематоксилин-эозином, были получены с помощью 

сканирующего микроскопа APERIO ScanScope FL (Leica, Германия) и 

проанализированы с использованием программного обеспечения ImageScope 

12.3. 

 

Оценка липидного профил: образцы плазмы собирали натощак (после 8-

часового голодания) от каждой мыши для измерения содержания общего ХС, ХС-

ЛПВП и ТГ с использованием коммерческих наборов TRIGLYCERIDES 

liquicolormono, CHOLESTEROL liquicolor и HDL CHOLESTEROL (Human, 

Германия). Уровни ХС-ЛПНП и ХС-ЛПОНП были вычислены по формуле 

Фридвальда. 

 

Статистическая обработка: анализ данных и графическое представление 

результатов проводили с помощью GraphPad Prism 8.0. При анализе данных 

соотношения сиаловой кислоты/белка ЛПНП с ненормальным распределением 
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был использован непараметрический критерий Манна-Уитни. Данные на 

графиках были выражены как медиана и индивидуальные значения. Для 

сравнения площади атеросклеротических поражений и уровней липидов плазмы 

крови был выбран однофакторный дисперсионный анализ с использованием 

непараметрического критерия Краскела — Уоллиса с поправкой Бенджамини и 

Хохберга. Данные на графиках были выражены как медиана.   
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РЕЗУЛЬТАТЫ 
 

Иммобилизация нейраминидазы и оценка ферментативной активности 

 

Нейраминидаза Vibrio cholerae была иммобилизована на мышиных IgG, а 

также была оценена ее ферментативная активность после иммобилизации. 

Флуориметрический анализ полученной нейраминидазы показал, что после 

иммобилизации фактическая конечная концентрация иммобилизованной 

нейраминидазы составляла 28 мЕд/мл. Сравнение значений фактической и 

теоретической конечной концентрации иммобилизованной нейраминидазы (28 

мЕд/мл и 50 мЕд/мл, соответственно) показало, что ферментативная активность 

нейраминидазы после конъюгирования с мышиными IgG снизилась на 44% 

относительно теоретических значений.  

Кроме того, была построена зависимость флуоресценции фиксированной 

концентрации конъюгата нейраминидазы от концентрации 2,3-дидегидро-2-

дезокси-N-ацетилнейраминовой кислоты (DANA). В образцах с конечной 

концентрацией 1 мМ DANA и 50 мЕд/мл конъюгата нейраминидазы 

флуоресценция была снижена на 86% по сравнению с контрольными значениями 

50 мЕд/мл конъюгата без ингибитора, что указывает на селективное 

ингибирование нейраминидазы Vibrio cholerae (рисунок 1).  

 

 
Рисунок 1. Зависимость флуоресценции конъюгата нейраминидазы от 

концентрации селективного ингибитора нейраминидаз DANA. 

 

Таким образом, была получена фактическая концентрация 

иммобилизованной нейраминидазы, что было необходимо для дальнейшего 

расчета дозы для инъекций. Кроме того, селективное ингибирование 

демострирует пригодность полученного конъюгата для дальнейшего 

использования в эксперименте на мышах. 
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Введение нейраминидазы и оценка длительности эффекта десиалирования 

ЛПНП у мышей линии C57Bl/6J 

 

Для оценки десиалирования ЛПНП было использовано соотношение 

содержания сиаловой кислоты к общему содержанию белка в образцах ЛПНП. 

Значения соотношения сиаловой кислоты к белку образцов ЛПНП от 

контрольных групп принимались за 100%, а значения образцов ЛПНП от 

опытных групп рассчитывались относительно них.  

Нами было обнаружено, что однократной инъекции 20 мЕд 

иммобилизованной нейраминидазы Vibrio cholerae было достаточно для 

стабильного снижения содержания сиаловой кислоты ЛПНП на 26,23% (p<0,001) 

в течение 5 дней у мышей линии C57Bl/6J. Было показано, что с 1 по 5 день после 

однократной инъекций иммобилизованной нейраминидазы происходило 

снижение содержания сиаловой кислоты ЛПНП на 37,1%, 28,4%, 17,1%, 29%, 

16,86%, соответственно, по сравнению с контролем (p<0,05). Кроме того, 

происходило восстановление содержания сиаловой кислоты ЛПНП к исходным 

значениям у мышей опытной группы линии C57Bl/6J на 6-7 день (рисунок 2 и 

таблица 1). На итоговом графике показана динамика десиалирования ЛПНП у 

мышей опытной группы после однократной инъекции иммобилизованной 

нейраминидазы (рисунок 3).  
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Рисунок 2. Значения содержания сиаловой кислоты ЛПНП мышей линии 

C57Bl/6J до и после однократной инъекции иммобилизованной нейраминидазы 

на 1-7 день. (А) Значения содержания сиаловой кислоты ЛПНП контрольной и 

опытной группы мышей линии C57Bl/6J до инъекции.  

(Б-Ж) Значения содержания сиаловой кислоты ЛПНП контрольной и опытной 

группы мышей линии C57Bl/6J на 1-7 день после однократной инъекции. 

Данные выражены как медиана (n=3 для каждой группы). ns – нет значимости; 

* p<0.05 (U-критерий Манна-Уитни). 
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Рисунок 3. Общий график динамики десиалирования ЛПНП у мышей линии 

C57Bl/6J после однократной инъекции иммобилизованной нейраминидазы. 

Данные выражены как медиана (n=3 для каждой группы). ns – нет значимости; 

* p<0,05 (U-критерий Манна-Уитни). 

 

Таблица 1. Снижение содержания сиаловой кислоты ЛПНП у мышей опытной 

группы линии C57Bl/6J после однократной инъекции иммобилизованной 

нейраминидазы по сравнению с контрольной группой. 

 

Количество дней 

до и после 

однократной 

инъекции, дни 

Содержание сиаловой 

кислоты ЛПНП мышей 

после инъекции 

физиологического 

раствора, % 

Содержание сиаловой 

кислоты ЛПНП мышей 

после инъекции 

нейраминидазы, % 

Уровень 

значимости, 

P-значение 

0 100 (101; 99) 102 (104; 100) ns 

1 100 (101; 99) 62,90 (64,76; 75,94) * 

2 100 (105; 95) 71,60 (76,9; 68,30) * 

3 100 (103; 97) 82,91 (84,61; 78,99) * 

4 100 (101; 99) 71,0 (73,77; 70,33) * 

5 100 (102; 98) 83,14 (89,20; 72,80) * 

6 100 (102; 98) 83,0 (125; 75) ns 

7 100 (101; 99) 97,6 (106,8; 93,2) ns 

 

Данные выражены как медиана (максимальное; минимальное). 

Символ «*» использовался для обозначения уровня значимости. ns – нет значимости, *p<0,05. 

Непараметрический U-критерий Манна-Уитни 
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Таким образом, нами было успешно смоделировано устойчивое 

десиалирование ЛПНП у мышей линии C57Bl/6J в течение 5 дней после 

однократной инъекции 20 мЕд нейраминидазы. 

 

Оценка эффектов субхронического введения нейраминидазы мышам 

линии C57Bl/6J 

 

Далее нами было смоделировано десиалирование ЛПНП в течение 6 недель 

при помощи субхронического введения нейраминидазы, иммобилизованной на 

IgG. В результате серии инъекций 100 мкл раствора иммобилизованной 

нейраминидазы Vibrio cholerae с концентрацией 200 мЕд/мл в течение 6 недель 

нами наблюдалось достоверное снижение в содержании сиаловой кислоты 

ЛПНП в опытной группе по сравнению с контрольной (рисунок 4). Сниженный 

уровень сиаловой кислоты ЛПНП был зарегистрирован на 2, 4 и 6 неделю после 

начала серии инъекций иммобилизованной нейраминидазы, что отражалось в 

снижении измеряемого параметра на 14,1%, 39,7% и 25,6%, соответственно, по 

сравнению с контролем (p<0,05). На итоговом графике показана динамика 

десиалирования ЛПНП у самцов опытной группы после субхронического 

введения иммобилизованной нейраминидазы (рисунок 5).  

 

 
Рисунок 4. Значения содержания сиаловой кислоты ЛПНП мышей линии 

C57Bl/6J до и после серии инъекции иммобилизованной нейраминидазы в 

течение 6 недель. (А) Значения содержания сиаловой кислоты ЛПНП 

контрольной и опытной группы мышей линии C57Bl/6J до инъекций. (Б-Г) 

Значения содержания сиаловой кислоты ЛПНП контрольной и опытной группы 

мышей линии C57Bl/6J на 2, 4 и 6 неделю после серии инъекций. Данные 

выражены как медиана (n=3 для каждой группы). ns – нет значимости; * p<0,05 

(U-критерий Манна-Уитни). 
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Рисунок 5. Общий график динамики десиалирования ЛПНП у мышей линии 

C57Bl/6J  после серии инъекций иммобилизованной нейраминидазы. Данные 

выражены как медиана (n=3 для каждой группы). ns – нет значимости; * p<0,05 

(U-критерий Манна-Уитни). 

 

 

Таблица 2. Снижение содержания сиаловой кислоты ЛПНП у мышей опытной 

группы линии C57Bl/6J после серии инъекции иммобилизованной 

нейраминидазы в течение 6 недель по сравнению с контрольной группой. 

 

Недели до и 

после серии 

инъекции, недель 

Содержание сиаловой 

кислоты ЛПНП 

мышей после 

инъекции 

физиологического 

раствора, % 

Содержание сиаловой 

кислоты ЛПНП мышей 

после инъекции 

нейраминидазы, % 

Уровень 

значимости, 

P-значение 

0 100 (101; 99) 102 (104; 100) ns 

2 100 (103; 97) 85,9 (87,1; 84,30) * 

4 101 (103; 100) 60,3 (67,54; 55,94) * 

6 102 (102; 100) 74,4 (82,54; 61,73) * 

 

Данные выражены как медиана (максимальное; минимальное). 

Символ «*» использовался для обозначения уровня значимости. ns – нет значимости, *p<0,05. 

Непараметрический U-критерий Манна-Уитни 

 

Было показано, что мыши, которые подвергались серии инъекций 

нейраминидазы имела в 6 раз более высокий уровень ХС-ЛПНП, чем мыши 

контрольной группы (p<0,01) (рисунок 6, Г). Однако не было обнаружено 
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значимых различий в уровнях общего ХС, ХС-ЛПВП, ТГ и ХС-ЛПОНП у мышей 

опытной группы после серии инъекций 20 Ед иммобилизованной 

нейраминидазы Vibrio cholerae в течение 6 недель по сравнению с контрольной 

группой (рисунок 6 и таблица 2).  

 

 
Рисунок 6. Уровни липидов в плазме крови мышей линии C57Bl/6J после серии 

инъекций нейраминидазы и физиологического раствора опытной и контрольной 

группе, соответственно. (A) Общий ХС плазмы у мышей контрольной группы и 

опытной группы мышей. (Б) ТГ у мышей контрольной группы и опытной 

группы мышей.  (В) ХС-ЛПВП у мышей контрольной группы и опытной 

группы мышей. (Г) ХС-ЛПНП у мышей контрольной группы и опытной группы 

мышей. (Д) ХС-ЛПОНП у мышей контрольной группы и опытной группы 

мышей. Данные выражены как медиана (n=10 для каждой группы). * p<0,01, ns 

– нет значимости (U-критерий Манна-Уитни). 

 

Таким образом, субхроническое введение иммобилизованной 

нейраминидазы способствовало увеличению уровня ХС-ЛПНП в плазме мышей 

линии C57Bl/6J. 

Анализ макропрепаратов аорт, окрашенных масляным красным, показал, 

что серия инъекций 20 мЕд нейраминидазы Vibrio cholerae в течение 6 недель не 

приводила к возникновению видимых атеросклеротических поражений в интиме 

аорты (рисунок 7). На поверхности эндотелия аорты отсутствовали какие-либо 
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атеросклеротические поражения, которые обычно окрашиваются в красный цвет 

благодаря липофильному красителю. 

 

 
Рисунок 7. Изображения макропрепаратов аорт мышей линии C57Bl/6J после 

серии инъекций иммобилизованной нейраминидазы и физиологического 

раствора. (А) Репрезентативное изображение аорты, окрашенной масляным 

красным. Увеличение X18. (Б) Репрезентативное изображение участка аорты, 

окрашенного масляным красным, мышей линии C57Bl/6J после серии инъекций 

физиологического раствора. Увеличение X40. (В) Репрезентативное 

изображение участка аорты, окрашенного масляным красным, мышей линии 

C57Bl/6J после серии инъекций нейраминидазы. Увеличение X40. 

 

Кроме того, не было обнаружено начальных атеросклеротических 

поражений в поперечных срезах аорт, окрашенных гематоксилин-эозином, у 

мышей линии C57Bl/6J после субхронического введения 20 мЕд 

иммобилизованной нейраминидазы Vibrio cholerae в течение 6 недель. 

Поперечные срезы аорт мышей контрольной и опытной группы 

характеризовались неповрежденной поверхностью эндотелия изменения 

(толщины слоя не изменялась, сохранялась нормальная морфология 

эндотелиальных клеток и отсутствовали псевдопросветы). Кроме того, 

эндотелиальные клетки были хорошо упорядочены, а пенистые клетки 

отсутствовали в субэндотелиальном слое (рисунок 8).  
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Рисунок 8. Изображения микропрепаратов поперченных срезов аорт мышей 

линии C57Bl/6J после серии инъекций иммобилизованной нейраминидазы и 

физиологического раствора. (А) Репрезентативное изображение поперечного 

среза аорты, окрашенного гематоксилином-эозином, контрольной группы 

мышйе (n=5). (Б) Репрезентативное изображение поперечного среза аорты, 

окрашенного гематоксилином-эозином, опытной группы мышей (n=5). 

Увеличение X160. 

 

Таким образом, нами было успешно смоделировано устойчивое 

десиалирование ЛПНП in vivo у мышей линии C57Bl/6J в течение 6 недель, 

которое, тем не менее, не сопровождалось изменением поверхности эндотелия 

аорты, но сспособствовало увеличению уровня ЛПНП в крови. 

 

Оценка эффектов субхронического введения нейраминидазы мышам 

линии ApoE–/– 

 

Ранее нами было показано, что серия инъекций нейраминидазы не 

приводила к возникновению атеросклеротических поражений у мышей линии 

C57Bl/6J. В свою очередь, мыши линии ApoE–/– всех групп имели 

атеросклеротические поражения. Атеросклеротические поражения были 

распространены в основном в дуге аорты и областях, окружающих точки 

разветвления крупных артерий (брахиоцефальной, левой сонной и левой 

подключичной артерии). Кроме того, атеросклеротические поражения также 

спонтанно присутствовали по всей аорте (рисунок 9). 
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Рисунок 9. Макроскопические изображения аорт мышей, окрашенных 

масляным красным. (А) Репрезентативное изображение рассечённой дуги аорты 

с атеросклеротическими поражениями от мышей линии ApoE–/–. Увеличение 

X36. (Б) Репрезентативное изображение рассечённой дуги аорты без 

атеросклеротических поражений у мыши линии C57Bl/6J. Увеличение X36. (В) 

Репрезентативное изображение аорты с выделенными программным 

обеспечением атеросклеротическими поражениями у мыши линии ApoE–/–. 

Увеличение X18. 

 

Группа мышей линии C57Bl/6J после серии инъекций нейраминидазы была 

включена в графики результатов измерения площади атеросклеротических 

поражений и уровней липидов мышей для демонстрации значительного вклада 

генетического фона использованных мышей линии ApoE–/– в образование 

атеросклеротических поражений (рисунки 9, 10).  

Нами было смоделировано десиалирование ЛПНП в течение 6 недель при 

помощи субхронического введения иммобилизованной нейраминидазы мышам 

линии ApoE–/–. В результате окрашивания масляным красным аорт мышей линии 

ApoE–/–было обнаружено, что в опытной группе №1 «ApoE–/– + нейраминидаза» 

и опытной группе №2 «ApoE–/– + атерогенная диета» наблюдалось увеличение 

площади атеросклеротических поражений по сравнению с контрольной группой 

№2 «ApoE–/–», которые содержались на стандартной диете и получали серию 

инъекций физиологического раствора (рисунок 10). Отношение общей площади 

атеросклеротических поражений к общей площади всей аорты было увеличенно 

на 32,81% в группе, состоящей их мышей линии ApoE–/– после серии инъекций 

нейраминидазы, по сравнению с контрольной группой мышей на стандартной 

диете (p<0,05) (рисунок 10). Более того, кормление ApoE–/– мышей атерогенной 

диетой приводило к увеличению площади атеросклеротических поражений на 
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49,29% по сравнению с ApoE–/– мышами на стандартном рационе (p<0,001) 

(рисунок 10). Однако различий в площади атеросклеротических поражений 

между опытной группой №1 «ApoE–/– + нейраминидаза» и опытной группой №2 

«ApoE–/– + атерогенная диета». Кроме того, группа мышей линии ApoE–/– после 

субхронического введения нейраминидазы достоверно не отличалась от группы 

мышей линии ApoE–/– содержащихся на атерогенной диете по площади 

атеросклеротических поражений (рисунок 10).  

 

 
Рисунок 10. Результаты измерения и сравнения площади атеросклеротических 

поражений у мышей.  Группа «C57Bl/6J + нейраминидаза» (мыши C57Bl/6J 

мыши на стандартной диете, получавших серию инъекций иммобилизованной 

нейраминидазы). Группа «ApoE–/–» (ApoE–/– мыши на стандартной диете, 

получавших серию инъекций нейраминидазы). Группа «ApoE–/– + 

нейраминидаза» (ApoE–/– мыши на стандартной диете, получавших серию 

инъекций иммобилизованной нейраминидазы). Группа «ApoE–/– + атерогенная 

диета» (ApoE–/– мыши на атерогенной диете, получавших серию инъекций 

физиологического раствора). ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, ns – нет 

значимости (Однофакторный дисперсионный анализ с использованием 

непараметрического критерия Краскела — Уоллиса с поправкой Бенджамини и 

Хохберга). n=6 для каждой группы 
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Таким образом, субхроническое введение иммобилизованной 

нейраминидазы в течение 6 недель приводило к увеличению площади 

атеросклеротических поражений у мышей линии ApoE–/–. 

Уровни липидов плазмы у мышей были оценены в конечной точке 6-

недельного эксперимента. Было показано, что уровни общего ХС и ХС-ЛПНП в 

плазме у мышей линии ApoE–/– после серии инъекций нейраминидазы в течение 

6 недель значительно увеличились на 28,43% (p<0,05)  и 116,07% (p<0,05), 

соответственно, по сравнению с уровнями липидов мышей линии ApoE–/– 

контрольной группы (рисунки 11, 12). Однако не было зарегистрировано 

существенных различий в уровне ТГ, ХС-ЛПВП и ХС-ЛПОНП между группой 

«ApoE–/– + нейраминидаза» и контрольной группой мышей линии ApoE–/– 

(рисунки 11, 12).  

 

  
 

Рисунок 11. Уровни липидов плазмы крови у мышей. (A) Общий ХС плазмы у 

мышей контрольной группы, получавшей серию инъекций физиологического 

раствора, и опытной группы мышей, получавшей серию инъекций 

нейраминидазы. (Б) ТГ плазмы у мышей контрольной группы, получавшей 

серию инъекций физиологического раствора, и опытной группы мышей, 

получавшей серию инъекций нейраминидазы. Данные выражены как среднее ± 

стандартное отклонение (n=6 для каждой группы). ***p<0,001, **p<0,01, 

*p<0,05, ns – нет значимости (Однофакторный дисперсионный анализ с 

использованием непараметрического критерия Краскела — Уоллиса с поправкой 

Бенджамини и Хохберга). 

 

Группа «ApoE–/– + атерогенная диета», которая включала мышей линии 

ApoE–/–, которых содержали на атерогенной диете, демонстрировала 

повышенный уровень общего ХС на 51,75% в плазме по сравнению с 

контрольной группой мышей линии ApoE–/– (рисунок 11, А). Кроме того, у 

данной группы также наблюдалось увеличение ХС-ЛПНП в 3,43 раза больше 
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(p<0,001), чем в контрольной группе, состоящей из мышей линии ApoE–/– 

(рисунок 12, В). Однако у «ApoE–/– + атерогенная диета» существенно снижался 

уровень ХС-ЛПВП, ХС-ЛПОНП и ТГ на 50,77% (p<0,001), 34,58% и 34,85% 

(p<0,01), соответственно, по сравнению со значениями контрольной группой 

мышей линии ApoE–/– (рисунок 11, 12).  

Между двумя опытными группами также наблюдалась разница в 

изменении уровней липидов крови. Опытная группа №2 «ApoE–/– + атерогенная 

диета» имела более высокие уровни общего ХС и ХС-ЛПНП на 18,16 (p<0,05), и 

на 105% (p<0,001) по сравнению с таковыми у опытной группы №1 «ApoE–/– + 

нейраминидаза» (рисунок 11, 12). Кроме того, мыши линии ApoE–/– на 

атерогенной диете демонстрировали сниженные уровни ХС-ЛПВП, ХС-ЛПОНП 

и ТГ на 44,94% (p<0,05), 35,02% и 35,01% (p<0,01), соответственно, по 

сравнению со значениями другой опытной группы мышей линии ApoE–/– после 

серии инъекций нейраминидазы (рисунок 11, 12). 

 

 

 
 

 Рисунок 12. Уровни липидов плазмы крови у мышей. (А) ХС-ЛПВП плазмы у 

мышей контрольной группы, получавшей серию инъекций физиологического 

раствора, и опытной группы мышей, получавшей серию инъекций 

нейраминидазы. (Б) ХС-ЛПНП плазмы у мышей контрольной группы, 

получавшей серию инъекций физиологического раствора, и опытной группы 

мышей, получавшей серию инъекций нейраминидазы. (В) ХС-ЛПОНП плазмы у 

мышей контрольной группы, получавшей серию инъекций физиологического 

раствора, и опытной группы мышей, получавшей серию инъекций 

нейраминидазы. Данные выражены как среднее ± стандартное отклонение (n=6 

для каждой группы). ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, ns – нет значимости 

(Однофакторный дисперсионный анализ с использованием непараметрического 

критерия Краскела — Уоллиса с поправкой Бенджамини и Хохберга). 
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Было показана значительная разница в уровнях липидов плазмы крови 

(общий ХС, ТГ, ХС-ЛПВП, ХС-ЛПНП и ХС-ЛПОНП) у мышей линии C57Bl/6J 

и ApoE–/–. Уровни всех липопротеидов крови были значительно повышены во 

всех группах мышей линии ApoE–/– по сравнению с мышами линии C57Bl/6J 

(рисунки 11, 12 и таблица 3). 

 

Таблица 3. Уровни липидов плазмы крови у мышей линии C57Bl/6J и ApoE–/–.   

 

Группы 
ХС-ЛПВП,   

ммоль/л 

Общий ХС, 

ммоль/л 
ТГ, ммоль/л 

ХС-ЛПНП, 

ммоль/л 

ХС-ЛПОНП, 

ммоль/л 

C57Bl/6J + 

нейраминидаза 

0,856  

(0,77; 1,01)  

***, # 

1,3  

(1,16; 1,42) 

*, ### 

0,64 

(0,63; 0,704)  

**, ### 

0,094  

(0,067; 0,14) 

***, ### 

0,29  

(0,286; 0,32) 

***, ## 

ApoE–/– 

6,79  

(6,74; 7,14) 

###  

15,65  

(15,4; 16) 

### 

10,98  

(8,27; 14) 

## 

3,87  

(2,5; 4,89) 

### 

4,99  

(3,76; 6,36 

##) 

ApoE–/– + 

нейраминидаза 

6,071  

(5,8; 6,7) 

# 

20,1  

(19,1; 20,4)  

*, # 

11,01  

(8,68; 13,86) 

## 

8,36  

(7,4; 9,36)  

*, ### 

5  

(3,94; 6,3) 

## 

ApoE–/– + 

атерогенная 

диета 

3,34  

(3,14; 3,456) 

*** 

23,75  

(23,4; 24,2)  

*** 

7,15  

(6,91; 7,64) 

** 

17,16  

(17,12; 

17,27)  

*** 

3,25  

(3,14; 3,47) 

** 

 
Данные выражены как медиана (25-й процентиль; 75-й процентиль). 

Символ «*» использовался для обозначения уровня значимости при сравнении с группой 

«ApoE–/–». ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05.  

Символ «#» использовался для обозначения уровня значимости при сравнении с группой 

«ApoE–/– + атерогенная диета». ###p<0,001, ##p<0,01, #p<0,05,  Однофакторный 

дисперсионный анализ с использованием непараметрического критерия Краскела — Уоллиса 

с поправкой Бенджамини и Хохберга. 

 

Таким образом, нами было успешно продемонстрировано, что устойчивое 

десиалирование ЛПНП in vivo у мышей линии ApoE–/– приводило к увеличению 

общего ХС и ХС-ЛПНП по сравнению с контрольной группой.   
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
 

В нашем исследовании было обнаружено, что в результате однократного 

введения иммобилизованной нейраминидазы опытной группе мышей линии 

C57Bl/6J снижалось содержание сиаловой кислоты ЛПНП, которое сохранялось 

в течение 5 дней (Bezsonov E. и др., 2021; Bezsonov E. и др., 2023; Kashirskikh D. 

и др., 2023; Kashirskikh D. A. и др., 2022; Kashirskikh D. A. и др., 2023a; Markin A. 

и др., 2021; Markin A. M. и др., 2021; Sousa M. E. и др., 2022). Полученные 

результаты о длительность эффекта десиалирования ЛПНП у мышей линии 

C57Bl/6J после однократной инъекции иммобилизованной нейраминидазы не 

противоречит литературным данным о периоде полужизни нативных ЛПНП в 

кровотоке. В нормальных физиологических условиях частицы нативных ЛПНП 

способны циркулировать в кровотоке в течении нескольких дней (период 

полужизни около 2-4 дней) (Lin J., Lin J., 2020). Согласно литературным данным, 

модификация нативных ЛПНП обычно приводит к увеличению времени жизни 

модифицированных ЛПНП в крови, что способствует их более длительному 

циркулированию в крови (Bucala R. и др., 1994; Hörkkö S. и др., 1994). В нашем 

исследовании было обнаружено, что устойчивое десиалирование ЛПНП в 

течение 6 недель у мышей линии C57Bl/6J также способно увеличенный уровень 

ХС-ЛПНП в крови, что может свидетельствовать об увеличении времени жизни 

ЛПНП в кровотоке. Однако после модификации ЛПНП данные частицы 

поглощаются макрофагами более активно. Эксперименты с культурой клеток 

показали, что десиалированные ЛПНП активнее поглощаются клетками, чем 

нативные ЛПНП, что должно приводить к снижению времени жизни десЛПНП в 

крови (Tertov V. V., Orekhov A. N., 1997). Предполагается, что циркулирующий 

комплекс «IgG-нейраминидаза» может способствовать модификации нативных 

ЛПНП мышей in vivo в течение некоторого времени, поскольку конъюгация 

фермента с иммуноглобулинами была направлена на увеличение стабильности и 

времени жизни комплекса «IgG-нейраминидаза» в крови. Однако точные выводы 

о длительности работы иммобилизованной нейраминидазы можно будет сделать 

только после оценки его фармакокинетики при помощи мечения радиоизотопной 

меткой или флуориметрической оценки ферментативной активности целевого 

белка в крови.  

Отсутствие изменений уровней липидов плазмы у мышей дикого типа 

линии C57Bl/6J после субхронического введения иммобилизованной 

нейраминидазы объясняется значительными различиями в метаболизме 

липопротеинов мышей и людей (Oppi S. и др., 2019). Так, уровень общего ХС в 

плазме у мышей дикого типа, содержащихся на обычном рационе, составляет ~ 2 

ммоль/л, который в основном переносится частицами ЛПВП. У мышей 

присутствуют небольшие количества ЛПНП и других атерогенных 

липопротеинов, таких как остатки ЛПОНП. Важно отметить, что уровни липидов 

крови мышей дикого типа линии C57Bl/6J, которые были получены в данной 

работе, согласовывались с литературными данными (Oppi S. и др., 2019). В свою 

очередь, в липидном профиле человека большая часть холестерина содержится в 
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частицах ЛПНП, что способствует большей восприимчивости человека к 

колебаниям соотношения холестерина ЛПВП/ЛПНП и приводит к высокому 

риску развития атеросклероза и последующим ССЗ. Что касается мышей дикого 

типа, то высокое соотношение ЛПВП/ЛПНП сохраняется даже при кормлении 

мышей пищей с высоким содержанием жиров, указывая на то, что мыши дикого 

типа обладают высокой устойчивостью к развитию атеросклероза (Oppi S. и др., 

2019).  

Нами было показано, что у мышей дикого типа не образуются 

атеросклеротические поражения в результате субхронического введения 

иммобилизованной нейраминидазы. Возможным объяснением отсутствия 

начальных атеросклеротических поражений у мышей дикого типа линии 

C57Bl/6J в результате серии инъекций нейраминидазы, которая способствует 

образованию десЛПНП и нарушению проницаемости эндотелия, можно считать 

устойчивость данной линии мышей к развитию атеросклероза (Oppi S. и др., 

2019). Наиболее подходящими линиями мышей, у которых спонтанно возникают 

атеросклеротические поражения, являются мыши с нокаутом аполипопротеина Е 

(ApoE-/-) и мыши с дефицитом рецепторов липопротеинов низкой плотности 

(ЛПНП) (Ldlr-/-), у которых имеется склонность к развитию 

гиперхолестеринемии (Ishibashi S. и др., 1993; Véniant M. M. и др., 2001). В 

нашем исследовании были использованы ApoE-/- мыши для оценки эффектов 

десиалирования ЛПНП. У данной модели атеросклероза наблюдается 

сниженный клиренс липопротеинов, вследствие чего развивается тяжелая 

гиперхолестеринемия и атеросклеротические поражения даже при содержании 

на стандартной диете (Holt K. von и др., 2009). Кроме того, атеросклеротические 

поражения у ApoE-/-мышей являются сходными атеросклеротическим 

поражениям у человека, в частности по местам предрасположенности и 

прогрессированию до фибропролиферативной стадии (Daugherty A., Rateri D. L., 

2005; Smith J. D., Breslow J. L., 1997).  

В нашем исследовании было показано, что устойчивое десиалирование 

ЛПНП не способно вызвать атеросклеротические поражения у мышей линии 

C57Bl/6J. Одно из наиболее очевидных различий между мышами и людьми 

заключается в метаболизме липопротеинов. Мыши считаются моделями ЛПВП, 

поскольку большая часть холестерина транспортируется в частицах ЛПВП, а не 

в ЛПНП, как у людей. Следовательно, мыши несут большую часть холестерина 

плазмы в частицах ЛПВП и в целом имеют значительно более низкие уровни 

холестерина, что обеспечивает защиту от атеросклероза благодаря улучшенному 

пути обратного транспорта холестерина. Использование линии мышей линии 

ApoE–/– с нокаутом гена аполипопротеина Е, у которых липидный метаболизм 

изменен в сторону холестерина не-ЛПВП позволяет смоделировать атеросклероз. 

Нами было показано, что устойчивое десиалирование ЛПНП способствует 

развитию атеросклероза у мышей линии ApoE–/– (Kashirskikh D. A., 2023). Нами 

было обнаружено увеличение площади атеросклеротических поражений у 

мышей линии ApoE–/– в результате субхронического введения иммобилизованной 

нейраминидазы по сравнению с контрольной группой мышей линии ApoE–/–, 
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которым проводили инъекции физиологического раствора. Усиление развития 

атеросклероза может объясняться тем, что в крови присутствие нейраминидаза, 

которая способна увеличивать проницаемости эндотелия аорты, усиливать 

модификацию ЛПНП и их поглощение клетками (Kashirskikh D. A. и др., 2023b).  

Нейраминидаза отщепляет терминальные сиаловые кислоты, что уменьшает 

глубину эндотелиального гликокаликса и повышает проницаемость сосудов 

(Betteridge K. B. и др., 2017). Кроме того, данный фермент отщепляет 

терминальные сиаловые кислоты с поверхности белковых цепей ЛПНП, что 

способствует увеличению агрегации данных частиц (Jauhiainen M. и др., 1992; 

Tertov V. V. и др., 1989). В свою очередь, десЛПНП быстро поглощаются и 

накапливаются как моноцитами периферической крови, так и клетками, 

выделенными из интимы артерий человека, состоящими преимущественно из 

ГМК, что было показано в экспериментах на культуре клеток (Demina E. P. и др., 

2021; Tertov V. V., Orekhov A. N., 1997). Активное поглощение десЛПНП 

артериальными клетками было продемонстрировано с помощью инъекции 

флуоресцентно-меченых десЛПНП мышами линии ApoE–/– (Demina E. P. и др., 

2021). Более того, повышенное поглощение десЛПНП и низкая скорость 

внутриклеточной деградации приводит к усиленному внутриклеточному 

накоплению липидов (Aksenov D. V. и др., 2008; Tertov V. V., Orekhov A. N., 1997). 

Все это может свидетельствовать о нарушении не только обратного транспорта 

холестерина, но внутриклеточного метаболизма липидов после захвата и 

интернетизации десЛПНП клетками (Poznyak A. V. и др., 2022). Кроме того, 

десЛПНП проявляют высокую восприимчивость к окислению, что в свою 

очередь увеличивает атерогенность модифицированных ЛПНП (Orekhov A. N. и 

др., 2017; Poznyak A. V. и др., 2020). Окисление белковой ЛПНП приводит к 

нарушению распознавания окЛПНП рецептором ЛПНП, увеличивая время 

жизни ЛПНП в кровотоке (Delporte C. и др., 2013). Как известно, аполипротеин 

Е имеет антиоксидантный эффект, а нокаут его гена способствует активным 

окислительным процессам у мышей линии ApoE–/– (Miyata M., Smith J. D., 1996). 

Таким образом, все вышеперечисленные эффекты в конечном итоге проявляются 

в увеличении площади атеросклеротических поражений у мышей линии ApoE–/–

, что было продемонстрировано в нашем исследовании. 

Использование мышей с нокаутом двух генов, ApoE  и целевого гена, 

является общепринятым подходом при изучении роли генов в возникновении и 

развитии атеросклероза (Каширских Д. А. и др., 2020). Полученные нами 

результаты усиления развития атеросклероза при устойчивом десиалировании 

ЛПНП в крови согласуются с данными более ранних исследований с 

использованием генетически модифицированных мышей (Mezentsev A. и др., 

2021). Так, гипоморфная экспрессия гена Neu1 снижала инфильтрацию 

воспалительных клеток в интиму сосудов, уровень ХС-ЛПНП в сыворотке и 

размер атеросклеротических поражений (White E. J. и др., 2018). В другом 

исследовании мыши с дефицитом Neu1 и нокаутом гена Neu4 с генетическим 

фоном ApoE–/– также заметно замедлялось развитие атеросклеротических 

поражений по сравнению с контрольными мышами линии ApoE–/– (Demina E. P. 
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и др., 2021). Применение ингибиторов эндогенных нейраминидаз также 

способствовало уменьшению размеров атеросклеротических поражений у 

мышей (Bocquet O. и др., 2021; Demina E. P. и др., 2021).  

Нами было показано, что мыши линии ApoE–/–, которым проводили серию 

инъекций иммобилизованной нейраминидазы, демонстрировали площадь 

атеросклеротических поражений сходную с таковыми у ApoE–/– мышей, 

получавших атерогенную диету. Известно, что у ApoE–/– мышей развивается 

спонтанный атеросклероз в возрасте 3–4 месяцев при кормлении стандартным 

кормом (Plump A. S. и др., 1992; Zhang S. H. и др., 1992). В свою очередь, развитие 

поражений ускоряется при кормлении животных диетой западного типа (Plump 

A. S. и др., 1992). Результаты нашего исследования также согласуются с 

литературными данными, поскольку кормление экспериментальных животных 

атерогенной диетой в течение 6 недель приводило к увеличению площади 

атеросклеротических поражений у мышей линии ApoE–/– по сравнению с 

таковыми на стандартной диете.  

Нами было обнаружено, что устойчивое десиалирование ЛПНП у мышей 

линии ApoE–/– способствует увеличению уровней общего ХС и ХС-ЛПНП по 

сравнению с контрольной группой мышей той же линии на стандартной диете. 

Мыши линии ApoE–/– способны демонстрировать повышенные уровни общего 

ХС в диапазоне от 7,7 до 13 ммоль/л при кормлении стандартной диетой, при 

этом большая часть холестерина находится в хиломикронах и остатках ЛПОНП 

(Shi W. и др., 2004). У мышей линии ApoE–/–, получавших атерогенную диету, 

содержащую 21% жира и 0,2% холестерина, развивается тяжелая 

гиперхолестеринемия с уровнем общего ХС ~ 25 ммоль/л, по сравнению с 

мышами линии ApoE–/– на стандартной диете (Shi W. и др., 2004). В нашей работе 

было показано, что субхроническое введение иммобилизованной нейраминидазы 

мышам линии ApoE–/– приводило к повышению уровней общего ХС и ХС-ЛПНП, 

но в меньшей степени, чем при кормлении атерогенной диете.  Несмотря на то, 

что имеется общая тенденция по увеличению общего ХС и ХС-ЛПНП между 

группой мышей линии ApoE–/– с устойчивым десиалированием ЛПНП и группой 

мышей линии ApoE–/– на атерогенной диете, их липидные профили по большей 

части различны.  

Таким образом, данные, полученные в результате настоящего 

исследования, позволяют заложить основу для ответа на вопрос, действительно 

ли десиалирование ЛПНП связано с возникновением и развитием атеросклероза. 

Тем не менее, данное исследование требует проведения дальнейших 

экспериментов с целью углубления знаний, касающихся механизмов влияния 

десиалированных ЛПНП на возникновение и течение атеросклероза у мышей. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Разработка моделей ССЗ с использованием животных расширила наше 

понимание о патофизиологии заболеваний и позволила исследователям оценить 

не только этиологические эффекты диеты и факторов окружающей среды, но и 

эффективность потенциальных методов лечения.  

Поскольку обнаруженные у пациентов в ССЗ ЛПНП являются 

множественно-модифицированными, то изучение каждой отдельной 

модификации позволит изучить сложные механизмы, вовлеченные в 

возникновение и развитие атеросклероза. Данная научная работа была 

сфокусирована на моделировании десиалирования ЛПНП и изучении её 

эффектов на развитие атеросклероза. Так было выявлено, что наличие 

устойчивого десиалирования ЛПНП не приводило к возникновению 

атеросклероза, что позволяет предположить, что данная модификация ЛПНП не 

является ключевой в атерогенезе в экспериментах на мышах линии C57Bl/6J. 

Однако эксперименты на данной линии мышей позволили отработать схему 

инъекции иммобилизованной нейраминидазы, а также позволили оценить 

длительность эффекта по снижению содержания сиаловой кислоты ЛПНП после 

однократной инъекции. Также было успешно смоделировано устойчивое 

десиалирование ЛПНП, ранее обнаруженное у пациентов с атеросклерозом, у 

мышей линии C57Bl/6J.  

Дальнейшие эксперименты с мышами линии ApoE–/– позволили 

установить, что устойчивое десиалирование ЛПНП ускоряет развитие 

атеросклероза, проявляющееся в увеличении площади атеросклеротических 

поражений и уровней некоторых липидов плазмы крови (общего ХС и ХС-

ЛПНП). Кроме того, показано, что устойчивое десиалирование ЛПНП в течение 

6 недель у мышей линии C57Bl/6J также способно увеличивать уровень ХС-

ЛПНП в крови. Несмотря на общую тенденцию по увеличению общего ХС и ХС-

ЛПНП у группы мышей линии ApoE–/– после серии инъекций нейраминидазы и 

группы мышей линии ApoE–/– на атерогенной диете, профили липидов крови по 

большей части различались друг от друга по другим липидам плазмы крови. 

Несмотря на вышеперечисленное, необходимы дальнейшие исследования 

механизмов десиалирования ЛПНП и его последствий, влияющих на 

возникновение и развитие атеросклероза. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Конъюгация нейраминидазы Vibrio cholerae с иммуноглобулинами G 

приводит к снижению ее ферментативной. 

2. Однократная инъекция 20 мЕд иммобилизованной нейраминидазы 

приводит к устойчивому снижению содержания сиаловой кислоты ЛПНП 

в течение 5 дней у мышей линии C57Bl/6J. 

3. На 6-7 день происходит постепенное восстановление содержания сиаловой 

кислоты ЛПНП после однократной инъекция 20 мЕд иммобилизованной 

нейраминидазы у мышей линии C57Bl/6J. 

4. Устойчивое десиалирование ЛПНП не способно привести к 

возникновению атеросклеротических поражений у мышей линии C57Bl/6J.  

5. Устойчивое десиалирование ЛПНП вследствие серии инъекций 

иммобилизованной нейраминидазы способствует увеличению площади 

атеросклеротических поражений у мышей линии ApoE–/– на стандартной 

диете.  

6. Устойчивое десиалирование ЛПНП в плазме крови у мышей линии ApoE–

/– приводит к увеличению уровней общего холестерина и холестерина 

ЛПНП, схожему таковыми у ApoE–/– мышей на атерогенной диете без 

инъекций нейраминидазы. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

ApoE – аполипопротеин E 

ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания 

IgG – иммуноглобулин G 

NANA (Neu5Ac) – N-ацетилнейраминовая кислота 

АпоB-100 – аполипопротеин B-100  

БСА – бычий сывороточный альбумин 

ГМК – гладкомышечные клетки 

десЛПНП – десиалированные ЛПНП 

ЛПВП – липопротеиды высокой плотности 

ЛПНП – липопротеиды низкой плотности 

ЛПОНП – липопротеиды очень низкой плотности 

ЛППП – липопротеиды промежуточной плотности 

окЛПНП – окисленные ЛПНП 

ТГ – триглицериды 

ХС – холестерин 


