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Гипоксия играет важную роль в прогрессии атеросклероза. Локальное снижение концентрации кислорода в
бляшке создает специфическое микроокружение, изменяющее траснкриптом клеток!резидентов, в част!
ности макрофагов. Одним из путей регрессии атеросклероза является обратный транспорт холестерина из
бляшки в печень. Главные участники этого процесса – АТР!связывающий кассетный транспортер А1 (АВСА1),
экспрессирующийся на поверхности всех типов клеток, и аполипопротеин А!1 (АроА!1), синтез которого
происходит главным образом в печени и тонком кишечнике. Недавно была показана экспрессия эндоген!
ного АроА!1 в макрофагах человека. В то время как функции АВСА1 и АроА!1 являются атеропротектор!
ными, роль компонента комплемента С3 спорна. Показана положительная корреляция между уровнем C3
в плазме крови и риском развития сердечно!сосудистых заболеваний у человека. С другой стороны, нокаут
по гену C3 в модели атеросклероза на мышах приводит к развитию более крупных бляшек и повышению
уровня триглицеридов в крови. В настоящей работе впервые показана активация экспрессии генов aроА�1
и С3, а также повышение содержания внутриклеточного и поверхностного белка АроА!1 в макрофагах ТНР!1
при ответе на гипоксию, вызванную СоCl2. Выявлен механизм СoCl2!зависимого повышения уровней
мРНК apoA�I, АВСА�1 и С3 – в активацию генов вовлечены сигнальные каскады MEK1/2–Erk1/2,
MKK4/7–JNK1/2/3 и MKK3/6–p38, а также транскрипционный фактор NF!κB, работающий в кооперации
с HIF!1α!субъединицей регулятора адаптации к гипоксии HIF!1.
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Атеросклероз – хроническое воспалитель!
ное заболевание, характеризующееся образова!
нием бляшек в интиме артериальных сосудов.
Атеросклеротическим изменениям наиболее
подвержены искривленные участки артерий,
испытывающие так называемый гемодинами!
ческий стресс растяжения [1]. Стресс растяже!
ния может быть вызван как ламинарным, так и
турбулентным потоком крови, именно второй
тип приводит к травмированию сосуда с после!
дующей активацией эндотелия и утолщением
tunica media и intima. Эндотелиоциты начинают

экспрессировать на поверхностной мембране
молекулы адгезии, интегрины, селектины и сек!
ретировать интерлейкины, интерфероны и дру!
гие цитокины. Параллельное увеличение про!
ницаемости стенки сосуда приводит к инфильт!
рации субэндотелиального пространства липо!
протеинами низкой плотности (ЛПНП). Эти час!
тицы задерживаются в интиме благодаря связы!
ванию с протеогликанами внеклеточного матрик!
са, где подвергаются различным модификациям
(окислению, протеолитическому расщеплению
и др.). Модифицированные ЛПНП поглощаются
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макрофагами, привлеченными в ходе активации
эндотелия, провоцируя накопление внутрикле!
точного холестерина и, как следствие, транс!
формацию макрофагов в пенистые клетки [2].

Привлечение новых моноцитов и утолщение
интимы за счет пролиферации гладкомышеч!
ных клеток ведет к разрастанию атеросклероти!
ческой бляшки и увеличению расстояния между
капиллярами, питающими среднюю оболочку
артерии. Повышенная потребность в кислороде
запускает васкуляризацию интимы и бляшки,
однако образование новых сосудов сконцентри!
ровано на границах бляшки, в то время как
центральная часть находится в условиях посто!
янной гипоксии [3].

Ключевым медиатором эффектов, опосреду!
емых гипоксией, является транскрипционный
фактор HIF!1. Он функционирует в виде гетеро!
димера, состоящего из конститутивно экспрес!
сируемой субъединицы HIF!1β и индуцибель!
ной субъединицы HIF!1α [4]. В условиях нор!
моксии белки, обладающие пролилгидрокси!
лазным доменом (PHD1, PHD2, PHD3), и аспа!
рагилгидрокcилаза FIH опосредуют протеасом!
ную деградацию HIF!1α через гидроксилирова!
ние. При низких концентрациях кислорода ре!
акция не катализируется, и происходит увеличе!
ние времени жизни белка HIF!1α [5]. HIF!1
способствует пролиферации гладкомышечных
клеток и рекрутированию моноцитов, других
лейкоцитов и Т!лимфоцитов в бляшку [6, 7],
снижает миграционную активность макрофагов
и удерживает их в интиме [3]. Таким образом,
популяция макрофагов и пенистых клеток пос!
тоянно растет.

В настоящее время считается, что централь!
ным путем регрессии атеросклероза является
обратный транспорт холестерина в составе ли!
попротеинов высокой плотности (ЛПВП) из
макрофагов бляшки в печень. Главные участники
этого процесса – аполипопротеин А1 (ApoA!1)
и кассетный транспортер АВСА1. АроА!1 – ос!
новной белковый компонент атеропротектор!
ных ЛПВП, определяющий их концентрацию в
плазме крови. Основные места синтеза ApoA!1 –
печень и тонкий кишечник. АроА!1 способен
усиливать отток холестерина из клеток перифе!
рических тканей через АВСА1. АВСА1 – повсе!
местно экспрессируемый кассетный транспор!
тер, образующий канал в мембране и обеспечи!
вающий «перебрасывание» липидов из клетки
энергозависимым путем. В нашей лаборатории
был показан синтез эндогенного АроА!1 в мак!
рофагах человека [8, 9]. Гомогенная по уровню
ApoA!1 популяция моноцитов периферической
крови человека в ходе дифференцировки разде!
ляется на ApoA!1!бедные и ApoA!1!богатые

макрофаги. Белок обнаруживается в везикуляр!
ных компартментах и на поверхности клеточной
мембраны, причем в мембране АроА!1 либо со!
локализуется с АВСА1, либо самостоятельно
присутствует в липидных рафтах [8]. Методом
проточной цитофлуориметрии было выявлено,
что количество мембранного АВСА1 выше в
АроА!1!богатых макрофагах, а трансфекция
клеток малой интерферирующей РНК (миРНК)
к АроА!1 приводит к снижению уровня белка
ABCA1. Таким образом, синтезируемый макро!
фагами АроА!1 играет важную роль в стабилиза!
ции АВСА1 в плазматической мембране. Кроме
того, оказалось, что АроА!1 влияет на провоспа!
лительный статус макрофага: нокдаун АроА!1 с
помощью миРНК приводит к усиленной экспрес!
сии IL!1β и NOS2 в ответ на липополисахарид [8].

Если АроА!1 и АВСА1 при атеросклерозе об!
ладают протективными свойствами, роль ком!
понента комплемента С3 спорна. Повышенное
содержание С3 в плазме крови является факто!
ром риска развития атеросклероза и инфаркта
миокарда, а уровень анафилатоксина С3а, про!
дукта гидролиза С3, коррелирует с утолщением
интимы и средней оболочки сонной артерии и
развитием острого коронарного синдрома [10, 11].
Компоненты системы комплемента обнаружи!
ваются в атеросклеротической бляшке, попадая
в интиму из кровотока и синтезируясь клетка!
ми!резидентами. Активация каскада в бляшке
осуществляется по нескольким путям; к приме!
ру, классический путь может быть запущен ауто!
антителами к окисленным ЛПНП [12], альтер!
нативный – кристаллами холестерина, что, в ко!
нечном итоге, ведет к сборке NLRP3!инфлам!
масомы и продукции провоспалительных цито!
кинов [13]. Макрофаги бляшки экспрессируют
рецепторы к С3а и С5а, с которыми связываются
анафилатоксины, что приводит к запуску окси!
дативного взрыва и синтезу TNFα и IL!1. Также
С3а и C5а служат хемоаттрактантами для эози!
нофилов, тучных клеток, моноцитов, Т! и В!лим!
фоцитов, увеличивают проницаемость мелких
сосудов и вызывают сокращение гладкомышеч!
ных клеток [10].

В то же время ряд экспериментов говорит об
атеропротекторной роли С3 на системном уров!
не. Атеросклеротические бляшки мышей, нока!
утных по LDL!R и С3, содержат больше пенис!
тых клеток [14], а у таких же мышей с дополни!
тельно нокаутированным АроЕ значительно по!
вышается уровень холестерина и триглицеридов
в плазме крови, а размер бляшки увеличивается
на 84% по сравнению с нокаутными мышами с
интактным С3 [15]. Также показана важная роль
инактивированного С3b (iC3b) в противовоспа!
лительном клиренсе апоптотических клеток.
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Взаимодействие макрофагов и дендритных кле!
ток с iC3b подавляет NF!κB!сигналинг, приво!
дит к уменьшению секреции TGF!β и увеличе!
нию продукции IL!10 [16].

Целью данной работы являлось изучение ме!
ханизмов экспрессии важных для атерогенеза
генов apoA�1, ABCA1 и С3 в макрофагах ТНР!1
человека в условиях гипоксии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клеточные культуры. Клеточная линия ост!
рой моноцитарной лейкемии человека THP1
получена из Коллекции клеточных культур поз!
воночных Института цитологии РАН. Клетки
культивировали в атмосфере 5% СO2 при 37 °С в
среде RPMI («Биолот», Россия) с добавлением
10% телячьей эмбриональной сыворотки (FCS,
«HyClone», США). Дифференцировку моноци!
тов THP!1 в макрофаги индуцировали добавле!
нием в культуральную среду форбол!12!мирис!
тат!13!ацетата (PMA) до концентрации 50 нг/мл
(81 нM) на 24 ч. Затем клетки отмывали от PMA,
меняли среду на свежую RPMI с 10% FCS и про!
должали дифференцировку в течение 48 ч. Та!
ким образом, общее время дифференцировки
макрофагов ТHР!1 составляло трое суток.

Антитела. Моноклональные антитела мыши
против β!актина человека (ab3280) были приоб!
ретены у «Abcam» (Великобритания) и исполь!
зовались для нормализации образцов по коли!
честву белка в экспериментах по вестерн!блот!
тингу. Для детекции внутриклеточного белка
АроА!1 применяли поликлональные антитела козы
против АроА!1 человека, описанные ранее [17],
и вторичные антитела кролика против IgG козы,
конъюгированные с пероксидазой хрена («Sigma»,
США; A5420). Для детекции поверхностного
белка АроА!1 использовали моноклональные
антитела мыши против АроА!1 человека («Bio!
Rad», США; 0650!0050) и вторичные антитела
кролика F(ab')2 против IgG мыши, меченные
флуорофором Alexa 647 («Abcam», Великобрита!
ния; ab169348).

Ингибиторы сигнальных путей. Ингибиторы
MAPK и NF!κB приобретены у «Biomol» (США),
агонист LXR – у «Sigma» (США). В среду за 1 ч
до внесения CoCl2 добавляли одно из соедине!
ний: ингибитор р38 SB203580 (EI!286; 12,5 мкM),
ингибитор JNK1/2/3 SP600125 (EI!305; 10 мкM),
ингибитор MEK1/2 U0126 (EI!282; 10 мкM), ин!
гибитор NF!κB QNZ (EI!352; 10 нM), агонист
LXR TO901317 (2,5 мкM). Поскольку все эти ве!
щества были растворены в DMSO, этот агент (в со!
ответствующих концентрациях) использовали в
качестве контроля.

Выделение РНК. Клетки высевали на 24!лу!
ночные планшеты с плотностью 1 × 104 кл./cм2 и
культивировали в атмосфере 5% СO2 при 37 °С.
После 16! или 24!часовой инкубации с CoCl2

клетки лизировали коммерческим реагентом
RNA Extract («Евроген», Россия) и выделяли то!
тальную РНК в соответствии с рекомендациями
производителя. Целостность (отсутствие дегра!
дации) выделенной РНК проверяли с помощью
электрофореза в 1%!ном агарозном геле по со!
отношению полос, соответствующих 28S и 18S
рРНК. Концентрацию и чистоту РНК определя!
ли спектрофотометрически при помощи спект!
рофотометра Avaspec!2048 («Avantes», Нидер!
ланды). Очищенной от примесей РНК соответ!
ствовали отношения оптической плотности об!
разцов РНК при 260 и 280 нм, превышавшие
значение 2,0, а при 260 и 230 нм – превышавшие
значение 1,7.

Обратная транскрипция и ПЦР в реальном
времени. В данной работе исследовали экспрес!
сию следующих генов: референсных генов ACTB
и GAPDH, кодирующих β!актин и глицеральде!
гидфосфатдегидрогеназу соответственно, и экс!
периментальных генов apoA�1, ABCA1, С3 и IL�8.
Для проведения реакции обратной транскрип!
ции в качестве затравки использовали обратные
праймеры к экспериментальным генам и oligo!
dT18, специфические праймеры добавляли по
причине малого содержания мРНК экспери!
ментальных генов, а также во избежание синте!
за обратной транскриптазой протяженных 3'!не!
транслируемых участков. Реакционная смесь
(25 мкл) включала в себя 2 мкг РНК, по 0,5 мкл
специфических праймеров (2 пмоль/мкл), 0,5 мкл
oligo!dT18 (50 пмоль/мкл), обратную транскрип!
тазу M!MLV (50 ед), раствор нуклеотидов (по 0,5 мМ
dATP, dGTP, dCTP и dTTP), 5 мкл 5× буфера для
обратной транскрипции (250 мM Tris!HCl, pH 8,3
при 25 °C; 500 мM KCl; 15 мM MgCl2; 50 мM DTT).
Реакцию обратной транскрипции проводили по
следующей программе: 42 °С – 1,5 ч, 70°С – 15 мин,
охлаждение до 4 °C. Полученную кДНК хранили
при –20 °С и использовали для ПЦР в реальном
времени.

Для ПЦР в реальном времени использовали
реактивы фирмы «Синтол» (Россия). Праймеры
и гибридизационные пробы для генов ACTB [18],
GAPDH [19], apoA�1 [19], ABCA1 [20] и C3 [18] бы!
ли описаны ранее. Реакционная смесь объемом
25 мкл включала в себя 0,5 мкл праймеров (10 мкM),
0,2 мкл Taq!полимеразы (1,25 ед), 2,5 мкл 10×
ПЦР!буфера (100 мM Tris!HCl, pH 8,3; 500 мM
KCl; 15 мM MgCl2), 1 мкл кДНК (соответствует
продуктам реакции обратной транскрипции,
полученным с 0,08 мкг тотальной РНК), деио!
низированную воду (до объема 25 мкл). В конт!
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рольные лунки добавляли смесь для ПЦР без
кДНК. Реакцию проводили в амплификаторе
CFX!96 («Bio!Rad», США). Программа для Taq!
man: 95 оC – 5 мин; 50 циклов: 95 °С – 25 с,
59,5 °С – 45 с. Программа для SYBR Green: 95 °C –
5 мин; 50 циклов: 95 °С – 30 с, 60 °С – 20 с, 72 °С –
30 с.

Число циклов (значение Ct), необходимое
для достижения порогового уровня флуоресцен!
ции, превышающего 10 стандартных отклоне!
ний от уровня флуктуаций фоновой флуорес!
ценции, определяли при помощи встроенного
программного обеспечения «Bio!Rad» (США).
Относительное количество кДНК (в процентах
от контрольного образца) рассчитывали по фор!
муле: (2Ct контроля – Ct образца) × 100. Рассчитанные
количества кДНК каждого из генов нормирова!
ли по геометрическому среднему уровней
экспрессии двух референсных генов (GAPDH,
ACTB), как описано ранее [21], и представляли
как относительный уровень экспрессии гена,
принимая за 100% уровень экспрессии в конт!
рольных клетках.

Вестерн>блоттинг. Клетки трижды отмывали
фосфатно!солевым буфером (PBS, pH 7,6), за!
тем лизировали в буфере RIPA!50 (50 мМ Tris!
HCl, 150 мМ NaCl, 1% NP!40, 1 мМ EDTA, 0,1%
SDS, 0,01% NaN3, 1 мМ PMSF, pH 7,4). Концент!
рацию белков в пробах измеряли по методу
Лоури. SDS!электрофорез белков проводили в
12%!ном или 20%!ном ПААГ. Перенос белков
на нитроцеллюлозную мембрану осуществляли
в течение 2 ч. В качестве блокирующего буфера
использовали 5%!ный раствор обезжиренного
сухого молока в PBS с 0,02%!ным Tween 20. Ин!
кубацию в блокирующем буфере проводили в
течение 1 ч, инкубацию с первичными антите!
лами – в течение 12 ч при 4 °С, инкубацию со
вторичными антителами, конъюгированными с
пероксидазой хрена, – в течение 1 ч. Визуализа!
цию пероксидазы осуществляли методом уси!
ленной хемилюминесценции (ECL). Детекцию
люминесцентного сигнала производили с по!
мощью системы мультикомплексной визуализа!
ции ChemiDoc MP System («Bio!Rad», США).

Проточная цитофлуориметрия. Для детекции
АроА!1, связанного с поверхностной мембра!
ной макрофагов, THP!1 фиксировали в 4%!ном
формальдегиде на PBS в течение 20 мин при 4 °С,
трижды отмывали PBS. Далее препараты блоки!
ровали в течение 40 мин при 22 °С в блокирую!
щем буфере (1% BSA, 0,02% Tween!20 в PBS).
Клетки обрабатывали моноклональными анти!
телами мыши против ApoА!1 человека в разве!
дении 1 : 250 в буфере (1% BSA, 0,02% Tween!20
в PBS) при 25 °С в течение 2 ч. После двукратной
отмывки блокирующим буфером добавляли

вторичные антитела, конъюгированные с флуо!
рофором Alexa 647, в разведении 1 : 1000 в буфе!
ре (1% BSA, 0,02% Tween!20 в PBS), инкубацию
проводили в течение 1 ч при 25 °C в защищен!
ном от света месте. В качестве изотипического
контроля использовали только вторичные анти!
тела. После отмывки в PBS клетки переносили в
пробирки для проточного цитофлуориметра
Epics Altra («Beckman Coulter», США) и анали!
зировали с помощью системы Beckman Coulter
Navios.

Для выявления цитотоксического действия
CoCl2 THP!1 снимали с планшета раствором
Версена и без фиксации окрашивали ДНК!свя!
зывающими красителями: йодидом пропидия и
YO!PRO!1. Йодид пропидия не проникает через
интактные клеточные мембраны и окрашивает
мертвые клетки, флуоресцируя в красной облас!
ти спектра. YO!PRO!1 проникает через мембра!
ны апоптотических, но не живых, клеток и флу!
оресцирует в зеленой области спектра. Анализ
проводили с помощью системы Beckman Coulter
Navios.

Статистическая обработка. Результаты пред!
ставлены как среднее ± стандартная ошибка сред!
него. Статистический анализ различий между
сравниваемыми группами выполняли с исполь!
зованием критерия Стьюдента (непарный t!тест).
Множественные сравнения проводили с по!
мощью критерия Даннета. Различия считали
статистически значимыми при p < 0,05. Статис!
тическую обработку данных выполняли в прог!
рамме Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

CoCl2 регулирует активность генов aроА�1 и С3,
а также повышает содержание белка АроА>1 в
макрофагах THP>1 в зависимости от концентра>
ции и времени инкубации. Для исследования ре!
гуляции экспрессии генов aроА�1 и С3 в макро!
фагах THP!1 использовали миметик клеточного
ответа на гипоксию CoCl2. CoCl2 стабилизирует
белок HIF!1α путем ингибирования PHD!со!
держащих ферментов, опосредующих протеасом!
ную деградацию HIF!1α при нормоксии [5, 22].
Возможные цитотоксические эффекты CoCl2

выявляли с помощью проточной цитометрии.
После инкубации с CoCl2 клетки окрашивали
ДНК!связывающими красителями йодидом
пропидия и YO!PRO!1, после чего анализирова!
ли спектры флуоресценции. CoCl2 в диапазоне
концентраций 50–300 мкМ провоцирует апоп!
тоз менее чем в 10% клеток по сравнению с
контролем. Инкубация клеток с более высоки!
ми концентрациями ионов кобальта приводит к
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существенному возрастанию гибели клеток
(рис. 1, а). На рис. 1, б приведено распределение
клеток по уровням флуоресценции йодида про!
пидия и YO!PRO!1 после инкубации с 500 мкМ
CoCl2. В результате только 54% клеток сохраня!
ют жизнеспособность, остальные находятся на
тех или иных стадиях апоптоза.

Известно, что гипоксия индуцирует экспрес!
сию генов IL�8 и АВСА1 в макрофагах [6, 23, 24].
В данной работе индукцию гена IL�8 в ответ на
гипоксию использовали в качестве положитель!
ного контроля. Показано, что уровни мРНК IL�8
и АВСА1 максимально возрастают под действи!
ем CoCl2 в концентрации 100 мкМ на сроке ин!
кубации 16 ч (рис. 2). Таким образом, эти усло!
вия оптимальны для индукции ответа на гипо!
ксию в макрофагах THP!1. CoCl2 повышает уро!
вень мРНК aроА�1 во всем диапазоне применяе!
мых концентраций на сроках инкубации 16 и 24 ч
(рис. 3, а). Увеличивается также количество
внутриклеточного (рис. 3, б) и поверхностного
(рис. 4) белка ApoA!1. Уровень мРНК С3 возрас!
тает при действии CoCl2 в концентрации 100 мкМ
на сроке инкубации 16 ч, но не 24 ч. При суточ!
ной инкубации активность гена снижается, на!
чиная с концентрации 200 мкМ (рис. 3, в).

Роль сигнальных каскадов MEK1/2–Erk1/2,
MKK4/7–JNK1/2/3 и MKK3/6–p38, а также
факторов транскрипции NF>κκB и LXR в CoCl2>за>
висимой активации генов АВСА1, С3 и apoA�1 в
макрофагах THP>1. Известно, что транспортер

АВСА1, играющий ключевую роль в оттоке хо!
лестерина из макрофагов, положительно регу!
лируется HIF!1α на уровне мРНК [24], однако
механизм регуляции не изучен. Одним из важ!
нейших участников адаптации макрофагов к ги!
поксии является транскрипционный фактор
NF!κВ [25]. В сигналинг, запускаемый в макро!
фагах при гипоксическом окружении, вовлече!
ны стресс!активируемые MAP!киназы Erk1/2 [26],
p38 [27] и JNK [28]. Активация этих киназ в опо!
средуемых низким содержанием кислорода про!
цессах показана и на других типах клеток [29–32].

Для выявления роли МАР�киназ и фактора
транскрипции NF!κB в CoCl2!зависимой экспрес!
сии генов АВСА1, С3 и apoA�1 в макрофагах THP!1
использовали ингибиторы киназ р38 (SB203580),
JNK1/2/3 (SP600125), MEK1/2 (U0126) и факто!
ра транскрипции NF!κB (QNZ), которые вно!
сили в культуральную среду за 1 ч до добавления
CoCl2. В качестве положительного контроля ис!
пользовали агонист LXR (TO901317), приводя!
щий к значительному повышению уровня мРНК
АВСА1 [24] и аpoA�1 [9] в макрофагах.

Показано, что ингибиторы МЕК1/2 и
JNK1/2/3, но не р38, отменяют СоCl2!зависи!
мую активацию экспрессии АВСА1 (рис. 5, а) и
С3 (рис. 5, б). Ингибитор NF!κB, помимо отме!
ны действия CoCl2, снижает активность обоих
генов в клетках, не обработанных CoCl2. Аго!
нист LXR, как и ожидалось, сильно повышает
уровень мРНК АВСА1 самостоятельно и совмест!

Рис. 1. Выявление цитотоксических эффектов СoCl2. а – Проточная цитофлуориметрия. Каждая точка на графике пред!
ставлена как сумма квадрантов J+– и J++. График построен по данным трех независимых экспериментов. Планка погреш!
ности соответствует стандартной ошибке среднего; б – точечный график распределения макрофагов THP!1 по уровням
флуоресценции YO!PRO!1 и йодида пропидия при обработке 500 мкМ CoCl2. Ось YO!PRO!1 FL1 соответствует уровню
флуоресценции YO!PRO!1, ось PI FL5 INT – уровню флуоресценции йодида пропидия. Квадранты соответствуют процент!
ному содержанию клеток в разных состояниях: живых клеток (J––), клеток в состоянии раннего (J+–) и позднего (J++)
апоптоза, мертвых клеток (обломки клеток; J–+)



ГИПОКСИЯ АКТИВИРУЕТ ГЕНЫ apoA�1, ABCA1 И C3 В МАКРОФАГАХ

7   БИОХИМИЯ  том  84  вып.  5  2019

697

но с CoCl2. Противоположный эффект агониста
наблюдается в отношении гена С3, уровень
мРНК падает относительно контроля в присут!
ствии и в отсутствии CoCl2. Опосредованная ио!
нами Co2+ индукция экспрессии гена apoA�1 за!
висит от всех трех основных MAP!киназных
каскадов (рис. 5, в). При этом блокирование ки!
наз JNK приводит к отмене воздействия гипоксии
на уровень активности гена apoA�1, тогда как
ингибирование киназ p38 и MEK1/2 сопровож!
дается инверсией эффекта ионов Co2+ (рис. 5, в).
Стимулирующее действие ионов Co2+ отменя!
лось также ингибитором NF!κB, но не агонис!
том факторов транскрипции LXR. Хотя 5'!регу!
ляторная область гена apoA�1 не содержит сай!

тов связывания для фактора NF!κB, NF!κB!за!
висимая регуляция гена apoA�1 в макрофагах
была описана ранее [9]. Вероятно, NF!κB регу!
лирует активность гена apoA�1, взаимодействуя
с лиганд!активированным ядерным рецептором
PPARα (негативный регулятор apoA�1 в макро!
фагах), что приводит к инактивации обоих фак!
торов транскрипции.

Таким образом, индукция клеточного ответа
на гипоксию повышает уровень экспрессии ге!
нов aроА�1, АВСА1 и С3, а также уровень внут!
риклеточного и поверхностного белка АроА!1 в
макрофагах ТНР!1. В регуляцию CoCl2!зависи!
мой экспрессии генов АВСА1 и С3 вовлечены
сигнальные каскады NF!кB, MKK4/7–JNK1/2/3
и MEK1/2–Erk1/2, но не MKK3/6–р38. CoCl2!за!
висимая индукция экспрессии гена apoA�1 зави!
сит от всех трех протестированных MAP!киназ!
ных каскадов и фактора транскрипции NF!κB.
Активация ядерного рецептора LXRα приводит
к возрастанию уровня мРНК АВСА1 и apoA�1 в
присутствии и в отсутствии CoCl2, но оказывает
противоположное влияние на экспрессию С3.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Присутствие локальной гипоксии в атероскле!
ротической бляшке описано в литературе [33].
Гипоксическое микроокружение является од!
ним из стимулов дифференцировки моноцитов
в макрофаги, в частности через активацию про!
воспалительных генов [34]. Сигналинг, запуска!
емый в условиях гипоксии, во многом пересека!
ется с воспалительным. Особенно четко это про!
слеживается на многоуровневом взаимодействии
факторов транскрипции NF!κB и HIF!1α, основ!
ного модулятора приспособления клетки к ги!
поксии. NF!κB не только опосредует цитокин!
зависимое увеличение уровня транскрипции ге!
на HIF1А при гипоксии, но и принимает участие
в конститутивной экспрессии фактора [35]. В свою
очередь, HIF!1α повышает уровень мРНК p65!
субъединицы NF!κB и IKKα [36]. Интересно,
что активация NF!κB в условиях гипоксии мо!
жет частично опосредоваться тем же механиз!
мом, что и стабилизация HIF!1α. Киназа IKKβ,
приводящая к диссоциации комплекса NF!κB/
IκBα, содержит консервативный мотив LxxLAP
для гидроксилирования пролина. Такой же мо!
тив в HIF!1α при нормоксии гидроксилируется
PHD!cодержащими ферментами. Ингибирование
PHD1 и PHD2 приводит к увеличению пула IKKβ
в клетке и последующей активации NF!κB [37].

В данной работе мы показали, что ингибиро!
вание NF!κB не только инвертирует CoCl2!за!
висимое повышение экспрессии АВСА1 и С3, но

Рис. 2. CoCl2 регулирует экспрессию генов IL�8 (а) и ABCA1 (б)
в макрофагах THP!1 в зависимости от концентрации и вре!
мени инкубации; приведены результаты ОТ!ПЦР в реаль!
ном времени. Клетки инкубировали с CoCl2 в указанных
концентрациях в течение 16 и 24 ч. Планки погрешности
соответствуют стандартной ошибке среднего. Приведены
данные по трем независимым экспериментам; * p < 0,05
(статистически значимые различия между уровнями мРНК
в контрольных и обработанных CoCl2 клетках, критерий
Стьюдента)
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и приводит к снижению уровня мРНК этих ге!
нов без индукции ответа на гипоксию. На мак!
рофагах мыши выявлено, что уровень мРНК
АВСА1 повышается при обработке клеток TNFα
в NF!κB!зависимой манере [38]. Также показано,
что нокдаун NF!κB в клетках эпителия тонкого
кишечника предотвращает повышение уровня
транскрипции гена С3 в ответ на IL!1β [39]. Оче!
видно, что TNFα! и IL!1β!сигналинг можно со!
отнести с гипоксическим, т.к. в обоих случаях
основным модулятором служит NF!κB.

Еще одним важным звеном сигнальных кас!
кадов, активируемых при гипоксии, являются
киназы семейства МАР. Мы выявили, что кина!
зы MEK1/2 и JNK1/2/3, но не р38, вовлечены в
регуляцию экспрессии генов АВСА1 и С3 в мак!
рофагах ТНР!1 при индукции ответа на гипо!
ксию. Существует множество данных, указыва!
ющих на кооперацию путей MEK1/2–Erk1/2,

HIF!1 и NF!κB. Известно, что активация HIF!1
требует рекрутирования комплекса p300/CBP.
Было показано, что ингибирование MAPK на!
рушает взаимодействие HIF!1α/p300. Cверх!
экспрессия MEK1 приводит к трансактивации
обоих белков [40]. Помимо взаимодействия с
коактиваторами, транскрипционная активность
HIF!1α зависит от ряда посттрансляционных
модификаций. Фосфорилирование HIF!1α по
остаткам Ser!641/643 киназой Erk1/2 предотвра!
щает его выход из ядра с участием экспортина
СRM1, таким образом достигается накопление
активного HIF!1α в ядрах клеток [41]. Кроме то!
го, Erk1/2, но не р38, участвует в трансактива!
ции p65!субъединицы NF!κB. Это взаимодей!
ствие вовлечено в положительную регуляцию
экспрессии гена MIP�2 в макрофагах мыши при
гипоксии [42]. Активация JNK1/2/3 в условиях
низкого содержания кислорода показана как в

Рис. 3. CoCl2 регулирует экспрессию генов aроА�1 (а) и С3 (в) и увеличивает уровень внутриклеточного белка АроА!1 в
макрофагах THP!1 в зависимости от концентрации и времени инкубации (б); а, в – результаты ОТ!ПЦР в реальном вре!
мени. Клетки инкубировали с CoCl2 в указанных концентрациях в течение 16 и 24 ч. Планки погрешности соответствуют
стандартной ошибке среднего. Приведены данные по трем независимым экспериментам. Значения по оси ординат соот!
ветствуют уровню мРНК (%), за 100% принят уровень мРНК в необработанных клетках. * p < 0,05 (статистически значи!
мые различия между уровнями мРНК в сравниваемых группах, критерий Стьюдента); б – вестерн!блоттинг. Клетки ин!
кубировали с CoCl2 в указанных концентрациях в течение 16 ч. На диаграмме представлены данные, полученные в ходе
оцифровки трех иммуноблотов с помощью денситометрии. Значения по оси Y соответствуют относительному уровню
белка ApoA!1 (%), за 100% принят уровень белка ApoA!1 в необработанных клетках. Проведено выравнивание уровня
ApoA!1 по уровню β!актина
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макрофагах [28], так и в других типах клеток
[30]. Индукция экспрессии гена apoA�1 в макро!
фагах в условиях гипоксии зависит также и от
активации провоспалительного MAP!киназно!
го каскада p38 помимо каскадов Erk1/2 и
JNK1/2/3. Известно, что гипоксия повышает
уровень фосфорилированных p38 (активная фор!
ма) в нейронах коры гиппокампа [43]. В макро!
фагах гипоксия усиливает активацию p38 в ответ
на пальмитиновую кислоту (вызывает стресс эн!
доплазматического ретикулума) [44]. Блокиро!
вание каскадов p38 и Erk1/2 приводило к усиле!
нию базовой экспрессии apoA�1 и к инверсии
стимулирующего воздействия ионов кобальта.
В предыдущих работах [45, 46] мы наблюдали
усиление базовой экспрессии apoA�1 при блоки!
ровании сигнального каскада Erk1/2 в клетках
гепатомы человека HepG2. Установлено, что этот
эффект обусловлен фосфорилированием комп!
лекса факторов транскрипции FOXO1/LXRβ,

взаимодействующих с сайтами B и C гепатоци!
тарного энхансера гена apoA�1 [45]. Более того,
разрушение сайтов B или C в гепатоцитарном
энхансере гена apoA�1 приводило к инверсии
воздействия перекиси водорода (оксидативный
стресс) на активность 5'!регуляторной области

Рис. 4. CoCl2 увеличивает уровень поверхностного белка
АроА!1 в макрофагах THP!1: проточная цитофлуоримет!
рия. Графики отражают изменение уровня мембранного
АроА!1 при обработке клеток CoCl2 в указанных концент!
рациях. ApoA!1+ – ApoA!1!богатые макрофаги. На диаг!
рамме представлены медианы распределений клеток по
уровню поверхностного ApoA!1 при различных концент!
рациях CoCl2. * p < 0,01 (статистически значимые отличия
от контроля (нулевая концентрация CoCl2), критерий
Стьюдента). Процент клеток соответствует проценту
ApoA!1!богатых макрофагов при различных концентра!
циях CoCl2 (отмечены соответствующими цветами).
С цветным вариантом рис. 4 можно ознакомиться в элект!
ронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru

Рис. 5. Роль MAP!киназных каскадов MEK1/2–Erk1/2,
MKK4/7–JNK1/2/3 и MKK3/6–p38, а также факторов
транскрипции NF!κB и LXR в CoCl2!зависимой активации
генов АВСА1 (а), С3 (б) и apoA�1 (в) в макрофагах THP!1;
приведены результаты ОТ!ПЦР в реальном времени.
Клетки до внесения в среду 100 мкМ CoCl2 инкубировали в
течение 1 ч с одним из соединений: 12,5 мкM SB203580,
10 мкM SP600125, 10 мкM U0126, 10 нM QNZ, 2,5 мкM
TO901317. Приведены данные по трем независимым экс!
периментам. Значения по оси ординат соответствуют
уровню мРНК (%), за 100% принят уровень мРНК в клет!
ках, обработанных DMSO. Планка погрешности соответ!
ствует стандартной ошибке среднего. ** p < 0,05 (статисти!
чески значимые различия между уровнями мРНК в срав!
ниваемых группах, критерий Даннета); # p < 0,05 (статис!
тически значимые отличия от уровня мРНК в клетках, об!
работанных DMSO; критерий Стьюдента)
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гена apoA�1 в клетках HepG2 [46]. Учитывая вы!
сокое сходство сигнальных путей, активируе!
мых провоспалительными цитокинами, при ги!
поксии и в условиях оксидативного стресса [25,
31–37, 44], а также тот факт, что факторы транс!
крипции FOXO1 и LXRβ взаимодействуют с
сайтами B и С гепатоцитарного энхансера гена
apoA�1 не только в клетках HepG2, но и в макро!
фагах человека [9], можно предположить, что
обнаруженная в данной работе инверсия воз!
действия ионов кобальта на активность гена
apoA�1 при блокировании MAP!киназных кас!
кадов p38 и Erk1/2 обусловлена изменением
уровня фосфорилирования факторов транскрип!
ции LXRβ и FOXO1. Необходимы дальнейшие
исследования для прояснения данного вопроса.

В качестве положительного контроля в на!
шей системе использовался синтетический аго!
нист LXR TO901317, индуцирующий значитель!
ное увеличение уровня экспрессии гена АВСА1.
Как и ожидалось, агонист повысил уровень
мРНК АВСА1 в макрофагах THP!1 как самосто!
ятельно, так и совместно с CoCl2, что предпола!
гает независимое действие LXR и NF!κB/HIF!1,
описанное в данных Gerbod!Giannone et al. [38].
Интересно обратное действие ТО901317 на
экспрессию гена С3. В наших предыдущих ис!

следованиях показано ТО901317!зависимое по!
вышение уровня мРНК С3 в макрофагах ТНР!1
5!дневной дифференцировки [18]. В настоящей
работе срок дифференцировки макрофагов
ТНР!1 составил 3 дня. Такой эффект можно со!
поставить c механизмом регуляции экспрессии
aроА�1 под действием TNFα, выявленным в на!
шей лаборатории ранее. В моноцитах ТНР!1
TNFα приводит более чем к пятикратному по!
вышению уровня мРНК aроА�1, в то время как в
макрофагах THP!1 наблюдается повышение
уровня мРНК aроА�1 лишь в 1,5 раза. Показана
также и зависимая от времени экспрессия aроА�1
в моноцитах ТНР!1. Пятикратная индукция
экспрессии наблюдается при 24!часовой инку!
бации с TNFα, 48!часовая инкубация приводит
к падению уровня мРНК aроА�1 до контрольно!
го значения [9].

Обобщая приведенные выше литературные
и полученные нами данные, можно рассмотреть
механизм положительной регуляции экспрес!
сии генов aроА�1, АВСА1 и С3 в макрофагах при
индукции ответа на гипоксию (рис. 6). Повы!
шенный уровень мРНК и, по!видимому, белка
C3 приводит к увеличению продукции анафила!
токсина C3a. Связываясь со своим рецептором
на поверхности макрофагов, С3а индуцирует
повышение уровня экспрессии С3 и усиленный
захват модифицированных ЛПНП (мЛПНП) [18].
Хотя эндогенный АроА!1 стабилизирует АВСА1
и проявляет противовоспалительные свойства,
его содержание не коррелирует с уровнем обрат!
ного транспорта холестерина [8]. С другой сто!
роны, известно, что перенос гена aроА�1 челове!
ка в макрофаги мышей, нокаутных по apoA�1, с по!
мощью ретровирусных векторов приводит к зна!
чительному уменьшению размера бляшек [47].
Кроме того, показано, что нокаут по транспор!
терам АВСА1 и АВСG1 ведет к ухудшению хе!
мотаксиса макрофагов [48]. Принимая во вни!
мание нарушение миграционной активности
макрофагов при гипоксии, можно предполо!
жить нивелирование этого эффекта эндогенным
АроА!1 через стабилизацию АВСА1. Таким об!
разом, если индукцию экспрессии С3 при ги!
поксии можно рассматривать как атерогенный
фактор, роль повышения уровней мРНК aроА�1
и АВСА1 остается спорной и требует дальнейше!
го изучения.

Финансирование. Работа выполнена при фи!
нансовой поддержке Российского научного
фонда (грант № 17!15!01326; исследования ре!
гуляции экспрессии генов ABCA1 и С3 в услови!
ях гипоксии; рис. 1 и 2; рис. 3, б; рис. 5, а, б) и
Российского фонда фундаментальных исследо!

Рис. 6. Гипотетическая схема регуляции генов ABCA1, C3 и
apoA�1 в макрофагах человека в условиях гипоксии (пояс!
нения см. в разделе «Обсуждение результатов»).
С цветным вариантом рис. 6 можно ознакомиться в элект!
ронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru
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Hypoxia plays a crucial role in atherosclerosis progression. Local decrease of oxygen availability in a plaque creates
specific microenvironment that alters transcriptome in resident cells, in particular, macrophages. Reverse cholesterol
transport from plaque to liver is considered to be one of the ways of atherosclerosis regression. Ubiquitously expressed
ATP!binding cassette transporter A1 (ABCA1) and liver!derived apolipoprotein A!1 (ApoA!1) are two main partici!
pants of this process. Recently we have shown endogenous apoA�1 gene expression in human macrophages. While
ABCA1 and ApoA!1 possess antiatherogenic properties, the role of a complement factor C3 is controversial. Plasma
C3 level positively correlates with the risk of cardiovascular diseases in humans. On the other side, C3 gene knockout
in murine atherosclerosis model results in increase both in plaque size and triglycerides content in blood. In the pre!
sent work we have shown for the first time that hypoxia!mimicking agent, CoCl2, caused the upregulation of apoA�1
and C3 genes along with the increase in ApoA!1 intracellular and membrane content in THP!1 macrophages.
MEK1/2–Erk1/2 and MKK4/7–JNK1/2/3 cascades are involved in ABCA1 and C3 gene upregulation via activation
of NF!κB transcription factor, which synergies with HIF!1α subunit of HIF!1 (hypoxia!inducible factor 1). All three
main MAP!kinase cascades (Erk1/2, JNK1/2/3, and p38) as well as NF!κB transcription factor are involved in the
hypoxia!induced expression of apoA�1 gene in THP!1 macrophages.
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