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СПОСОБ ОЦЕНКИ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ С3-КОНВЕРТАЗЫ 
КЛАССИЧЕСКОГО ПУТИ АКТИВАЦИИ КОМПЛЕМЕНТА
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Разработан метод определения стабилизации С3-конвертазы классического пути активации системы комплемента в 
сыворотке крови человека. Метод включает в себя два этапа и основан на проведении реакции лизиса сенсибилизиро-
ванных антителами эритроцитов барана 0,8% сывороткой крови человека. Предварительно проводят инкубацию двух 
проб (опытной и контрольной) в течение 10 мин, затем реакцию активации комплемента останавливают добавлением 
буфера, содержащего 10 мМ ЭДТА. В контрольной пробе определяют степень лизиса эритроцитов, а опытную пробу 
дополнительно инкубируют в течение 30 мин при 37°С, затем определяют степень лизиса. Активность С3-конвертазы 
рассчитывают как разность между степенью лизиса в опытной и контрольной пробах. При разнице более 10% рас-
ценивают как патологическое состояние, обусловленное стабилизацией С3-конвертазы классического пути активации 
системы комплемента. Проведены исследования стабилизации С3-конвертазы классического пути активации компле-
мента у 31 пациента с абдоминальным ожирением. Показано, что у 87% больных с абдоминальным ожирением выявлена 
стабилизация С3-конвертазы.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: система комплемента; ЭДТА; стабилизация С3-конвертазы; С3а-desArg; абдоминальное ожи-
рение.
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The technique of detection of stabilization of C3-convertase classical way of activation of system of complement inhuman 
blood serum. The technique comprises two stages and is based on applying a reaction of lysis of erythrocytes of sheep sen-
sitized by antibodies using 0.8% human blood serum. Preliminary an incubation of two samples (experimental and control) 
is applied during 10 min. and then reaction of activation of complement is stopped by adding a buffer containing 10 mM of 
EDTA. In control sample degree of lysis of  erythrocytes is established and experimental sample is additionally incubated 
during 30 min at 37oC  and then degree of lysis is determined. The activity of C3-convertase is calculated as a difference 
between degree of lysis and in experimental and control samples. The difference more than 10% is considered as a pathologi-
cal state conditioned by stabilization of C3-convertase of classical way of activation of system of complement. The studies 
were carried out concerning stabilization of C3-convertase of classical way of activation of compliment in 31 patients with 
abdominal obesity. It is demonstrated that in 87% of patients with abdominal obesity stabilization of C3-convertase was 
established.

K e y w o r d s :  system of compliment; EDTA; stabilization of C3-convertase; C3a-desArg; abdominal obesity.
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Введение. Система комплемента – составная часть врож-
денного иммунитета, которая участвует главным образом 
в антибактериальной защите, индукции и усилении гумо-
рального иммунного ответа, солюбилизации и элиминации 
иммунных комплексов [1]. Активация системы комплемен-
та – один из эффекторных механизмов воспаления, фило-
генетически возникший ранее высокоспециализированного 
антительного ответа на антигены. Функционирование ком-
племента обеспечивается благодаря содружественному взаи-
модействию около 40 белков крови, которые обладают про-
теолитическими свойствами и активируются по каскадному 
принципу. Часть белков находятся в свободном состоянии в 
крови, другая часть оказываются мембраносвязанными [2].

Известны три пути активации системы комплемента: 
классический, альтернативный и лектиновый. Централь-
ный ферментативный комплекс всех путей активации – С3-
конвертаза. Перефразируя известную поговорку времен ран-
него Средневековья «все дороги ведут в Рим», можно ска-
зать, что «все дороги ведут к С3». Ключевой момент любого 
из каскадов активации комплемента – расщепление С3 ком-
понента на С3а и С3b, осуществляемое С3-конвертазой. При-
соединение дополнительных молекул С3b к С3-конвертазам 
приводит к образованию С5-конвертаз, которые расщепляют 
С5 на С5а и С5b и запускают реакцию формирования мем-
браноатакующего комплекса (МАК) – гидрофобного «зон-
да», который, внедряясь в липидный бислой, приводит к раз-
рыву клеточной мембраны и лизису клеток-мишеней [2, 3].

Классический путь является ca2+/mg2+-зависимым каскадом, 
который в норме запускают иммунные комплексы, активирую-
щие С1, первый компонент комплемента, который содержит од-
ну молекулу С1q и по две молекулы c1r и c1s. Активация С1 
в результате связывания С1q-субкомпонента с fc-фрагментом 
иммуноглобулинов иммунного комплекса и образования актив-
ных протеиназ c1r и c1s инициирует ферментативный каскад 
комплемента, приводящий к образованию С3-конвертазы клас-
сического пути (С4bc2a) [4, 5]. Период полураспада С4bc2a 
составляет в норме около 3–5 мин, и образовавшиеся в ходе 
реакции С3а и С3b имеют наряду с последующей каскадной 
активацией и формированием МАК свои провоспалительные, 
иммуномодулирующие и метаболические эффекты.

Ранее установлена роль С3, С4, С3а, С5а белков систе-
мы комплемента как предикторов риска больших сердечно-
сосудистых событий (инфаркта, инсульта) [6]. Компоненты 

комплемента широко изучают в качестве биомаркеров риска 
сердечно-сосудистых катастроф в проспективных клиниче-
ских исследованиях. Так, показано, что высокий уровень С3 
служит предиктором риска больших сердечно-сосудистых со-
бытий (фатальный/нефатальный инфаркт миокарда, инсульт) 
в когорте здоровых мужчин и женщин [7]. Среди пациентов, 
страдающих ишемической болезнью сердца (ИБС) после 
проведения аортокоронарного шунтирования, повышенный 
уровень С3 компонента был ассоциирован с риском смерти 
и ИМ у женщин [8]. В когорте здоровых мужчин уровень 
С4-компонента коррелировал с риском смерти и развитием 
ИМ [9]. Кроме этого, изучали взаимосвязь активированных 
С3-конвертазой компонентов системы комплемента. Так, С3а 
и С5а продемонстрировали свою предикторную ценность 
в выявлении лиц с субклиническим атеросклерозом [10].  
В когорте пациентов с диагностированной ИБС повышение 
уровня С3а и С5а было ассоциировано с риском рестеноза 
стента с лекарственным покрытием [11]. У лиц с верифици-
рованным атеросклерозом периферических артерий нижних 
конечностей С5а служил предиктором больших сердечно-
сосудистых событий [12].

Большие перспективы открываются при изучении инак-
тивированной формы С3а компонента. С3а служит мощным 
анафилатоксином, увеличивающим проницаемость крове-
носных сосудов в очаге и способствующим миграции фаго-
цитирующих клеток и факторов гуморального иммунитета. 
Под действием карбоксипептидаз В и n происходит инакти-
вация С3а с образованием С3а-desarg – белка, стимулирую-
щего ацилирование в реакции синтеза триглицеридов в пече-
ни и жировой ткани [13]. Белки комплемента по отдельности 
широко изучают, однако в этом контексте не было предпри-
нято попыток по определению функциональной активности 
ключевого ферментного комплекса – С3-конвертазы. Для 
изучения функциональной активности С3-конвертазы мы 
спланировали и провели исследование.

Цель исследования – разработка метода определения 
стабилизации С3-конвертазы классического пути актива-
ции комплемента и оценка вклада функциональной актив-
ности С3-конвертазы в процессы развития комплемент-
опосредованного ожирения.

Материал и методы. В работе использовали 5,5-
диэтилбарбитуровую кислоту (веронал) и ее натриевую соль 
(мединал), этилендиаминтетрауксусную кислоту (ЭДТА) 
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фирмы serva (ФРГ), остальные реактивы (квалификация не 
ниже ч. д. а.). Эритроциты барана, консервированные для ре-
акции связывания комплемента, предоставлены ЗАО «ЭКО-
лаб» (Электрогорск, Россия). Приготовление эритроцитов 
барана (ЭБ), эритроцитов барана, сенсибилизированных ан-
тителами кролика (ЭБ-АК), изотонического вероналового бу-
фера (vbs), буфера, содержащего ионы Са2+ и Мg2+ (vbs2+) 
или ЭДТА (vbs-e), описано в работе [14].

Полученные данные были статистически обработаны с 
помощью компьютерной программы microsoft excel 2015 
и надстройки attestat for excel 12.0.5. В зависимости от ти-
па данных и с учетом характера распределения применяли 
критерии Стъюдента, Манна–Уитни. При проведении кор-
реляционного анализа использовали коэффициент ранго-
вой корреляции Спирмена. Данные в тексте представлены 
в виде средней арифметической и ее среднеквадратичного 
отклонения (m±sd) при параметрическом распределении. 
При распределении, отличном от нормального, данные пред-
ставляли в виде медианы и интерквартильного размаха (Ме 
(Q25–Q75)). Для всех видов анализа статистически значимы-
ми считали значения p < 0,05.

Результаты. Определение оптимальной концентрации 
буфера для полного ингибирования активации системы ком-
племента. К 200 мкл суспензии эритроцитов барана (ЭБ) 
(1,5 ∙ 108 кл/мл) добавляли 40 мкл разведенной 1:9 пулиро-
ванной сыворотки крови человека от 10 здоровых доноров и 
20–100 мкл vbs-Е (интервал концентрации 0,4–2,0 ммоль/л 
ЭДТА в системе), доводили объем до 500 мкл буфером vbs2+ 
и инкубировали 30 мин при 37oc. Одновременно проводи-
ли контроль на спонтанный (200 мкл ЭБ + 200 мкл vbs2+) 
и полный лизис ЭБ (200 мкл ЭБ + 200 мкл Н2О). После ин-
кубации останавливали реакцию гемолиза добавлением  
2,5 мл охлажденного 0,15 М раствора nacl, центрифугирова-
ли 10 мин при 2000 об/мин и определяли степень гемолиза по 
величине А405 супернатанта. Степень лизиса эритроцитов (У) 
рассчитывали по формуле:

У(%) = [ (Х-r)/(h-r)] ∙ 100,
где: Н, r и Х – величины оптической плотности А405 су-

пернатанта в гемолитических системах при полном лизисе, 
в контроле спонтанного лизиса ЭБ и в опытной пробе соот-
ветственно.

Степень ингибирования (СИ) определяли как разность 
показателей лизиса в контрольной пробе и в опытных про-
бах, содержащих возрастающие концентрации vbs-ЭДТА, 
по формуле:

СИ(%) = (100 - У),
где: 100 – степень лизиса в контрольной пробе, У – сте-

пень лизиса в опытных пробах. Полученные данные приве-
дены в табл. 1.

Как видно из данных, представленных в табл. 1, лизис 
эритроцитов барана ингибируется дозозависимо при по-
вышении концентрации ЭДТА в гемолитической системе. 
Таким образом, при концентрации ЭДТА в системе выше  
1,4 мМоль/л наблюдают полное ингибирование гемолитиче-
ской активности системы комплемента за счет хелатирова-
ния ионов кальция и магния. 

Методика определения функциональной активности С3-
конвертазы классического пути активации системы компле-

мента. Определение активности С3-конвертазы классического 
пути основано на том, что период полураспада С3-конвертазы 
составляет около 3–5 мин, и при добавлении буфера, содер-
жащего ЭДТА, при связывании ионов Са2+ и mg2+ полностью 
ингибируется активация комплемента по всем трем путям ак-
тивации. Согласно разработанной нами методике 200 мкл эри-
троцитов барана (1,5 ∙ 108 кл/мл) инкубировали в течение 10 
мин с 4 мкл сыворотки крови человека в конечном объеме 500 
мкл, доведенном буфером vbs2+. Реакцию активации компле-
мента останавливали добавлением 100 мкл буфера vbs, содер-
жащего 10 мМ ЭДТА. В контрольную пробу сразу добавляли  
2,5 мл охлажденного раствора 0,15 М nacl, центрифугировали и 
определяли степень лизиса. Опытную пробу инкубировали до-
полнительно в течение 30 мин при 37oc. После инкубации опре-
деляли степень лизиса. Активность С3-конвертазы определяли 
как разность между степенью лизиса в опытной и контрольной 
пробах. Референсным значением для степени стабилизации С3-
конвертазы считали 10%.

Проведены результаты исследования функциональной 
активности С3-конвертазы в сыворотках крови 20 доноров. 
Результаты представлены в табл. 2.

Как видно из данных, представленных в табл. 2, в 5 сы-
воротках активность С3-конвертазы была больше 10% и в 
среднем составила 13,8±2,0%. В оставшихся 15 пробах сред-
нее значение активности С3-конвертазы составило 3,8±1,9%. 
Активность С3-конвертазы на уровне 3,8±1,9% согласуется 
с литературными данными. Повышенная почти в 4 раза ак-
тивность С3-конвертазы в 5 сыворотках свидетельствует о 
стабилизации С3-конвертазы классического пути активации 
системы комплемента. 

Т а б л и ц а  1
Ингибирование лизиса эритроцитов барана 0,8% пулированной 
сывороткой крови человека буфером, содержащим 10 мМ ЭДТА

ЭДТА в гемси-
стеме, мМ

0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,8 2,0 0

СИ, % 3 7 14 17 76 100 100 100 0

Т а б л и ц а  2
Активность С3-конвертазы классического пути активации 
системы комплемента в сыворотках крови доноров

№ сыворотки Опыт, процент 
лизиса

Контроль, про-
цент лизиса

Активность С3-
конвертазы, %

1 72 60 12

2 12 10 2

3 49 36 13

4 89 77 12

5 7 3 4

6 12 10 2

7 11 5 6

8 8 4 4

9 13 10 3

10 15 13 2

11 18 15 3

12 90 84 6

13 12 13 1

14 53 37 16

15 16 14 2

16 16 21 5

17 10 3 7

18 81 77 4

19 57 41 16

20 13 7 6

М±m 6,3±4,8
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Определение стабилизации С3-конвертазы классиче-
ского пути активации комплемента в сыворотках крови 
лиц с абдоминальным ожирением. Обследован 31 пациент 
в возрасте 41±9 лет, 16 (52%) – женщины. Абдоминаль-
ное ожирение устанавливали согласно критериям Между-
народной Федерации Диабета (idf, 2009) по величине 
окружности талии (ОТ): ОТ ≥ 94 см у мужчин и ≥80 см 
у женщин. Наличие и степень ожирения выявляли с по-
мощью критериев ВОЗ (2003) в соответствии с величиной 
индекса массы тела (ИМТ). Ожирение диагностировали 
при ИМТ ≥ 30 кг/м2. 

Всем пациентам определяли содержание в крови глюкозы 
натощак, общего холестерина, холестерина липопротеидов 
высокой плотности (Хс-ЛПВП), холестерина липопротеидов 
низкой плотности (Хс-ЛПНП), триглицеридов с использова-
нием коммерческих наборов (cormay, Польша).

Предлагаемым способом оценки функциональной актив-
ности С3-конвертазы были тестированы сыворотки крови 
31 пациента с абдоминальным ожирением. Общая характе-
ристика пациентов и показатели метаболического профиля 
представлены в табл. 3. 

Среди пациентов с признаками абдоминального ожире-
ния нормальный ИМТ выявлен у 7 (23%), избыточная масса 
тела – у 11 (35%), ожирение – у 13 (42%) человек. Степень 
функциональной активности (стабилизации) С3-конвертазы 
классического пути активации системы комплемента в ис-
следуемых группах представлены в табл. 4.

Мы видим, что только в 4 пробах сыворотки пациен-
тов с АО выявлена нормальная активность С3-конвертазы 
классического пути активации комплемента. В осталь-
ных же пробах обнаружена повышенная активность С3-
конвертазы. Обращала на себя внимание высокая степень 
стабилизации С3-конвертазы в общей выборке. У боль-
шинства пациентов (87%) функциональная активность 
С3-конвертазы превысила пороговые значения в 10%. 
Среднее значение активности С3-конвертазы среди всех 
участников составило 19±7,5%.

При проведении корреляционного анализа не найдено 
взаимосвязи между показателями функциональной активно-
сти С3-конвертазы и параметрами липидного спектра, уров-
нем гликемии, возрастом и полом (р > 0.05).

 Обсуждение. Известно несколько способов определе-
ния активности С3-конвертазы классического пути актива-
ции системы комплемента [15–17]. Однако при использова-
нии существующих методик производят оценку активности 
С3-конвертазы не прямым путем, а опосредованным. Так, 
разработана диагностика стабилизации С3-конвертазы по 
наличию у каждого конкретного больного аутоантител к С3-
конвертазе, сформированной из очищенных компонентов 
комплемента [15, 17]. Методика для рутинных исследований 
не востребована ввиду длительного многоэтапного выполне-
ния и потребности в очищенных компонентах системы ком-
племента. 

Другой подход определения функциональной активно-
сти С3-конвертазы основан на гемолизе сенсибилизирован-
ных эритроцитов барана с использованием двух сывороток 
разных людей в качестве источников компонентов системы 
комплемента [16]. Комплекс С3-конвертазы, С4bС2a, форми-
руется на эритроцитах барана, сенсибилизированных кроли-
чьими антителами, с использованием компонентов С1, С4 и 
С2 из 1-й сыворотки. На следующем этапе проводится вторая 
реакция с участием компонентов С3-С9 из 2-й сыворотки в 
присутствии ЭДТА, приводящей к гемолизу эритроцитов. 
Недостаток этого способа – длительность, трудоемкость, 
недостаточная точность (поскольку используют две разные 
сыворотки).

Разработанный нами метод определения стабилизации 
С3-конвертазы классического пути активации системы ком-
племента в сыворотке крови человека основан на проведении 
реакции лизиса эритроцитов барана 0,8% сывороткой крови 
человека в два этапа. Показано, что только у 4 (13%) пациен-
тов не выявлена стабилизация С3-конвертазы, в то время как 
у остальных 27 человек (87%) наблюдают стабилизацию С3-
конвертазы. Методика может быть в дальнейшем модифици-
рована по двум направлениям: для определения аутоантител 
к С3-конвертазе и для выявления функционального дефици-
та регуляторов С3-конвертазы.

В нашей работе высокая активность С3-конвертазы сви-
детельствует о сниженном контроле функционирования 
ключевого фермента классического пути активации систе-
мы комплемента. Причиной выявленной стабилизации С3-
конвертазы может быть как наличие аутоантител к С4b, так 
и дефицит регуляторов (например, фактор 1). Кроме этого, 
данный эффект стабилизации С3-конвертазы можно наблю-
дать при различных генетических мутациях ингибиторов С3-
конвертазы [17]. 

Обнаруженный факт стабилизации С3-конвертазы, ви-
димо, может служить прогностическим показателем липоге-
неза. Это предположение основывается на метаболических 
эффектах метаболита С3а–c3a-desarg, представляющего 
собой белок, стимулирующий ацилирование (Аsp) и синтез 
триглицеридов клетками печени и адипоцитами [13, 18–20]. 
В последующем неконтролируемая активация и «потребле-
ние» компонента С3 через С3-конвертазу может приводить к 

Т а б л и ц а  3
Антропометрические данные, показатели углеводного и липид-
ного обмена у пациентов (n = 31) 

Показатель М±m

Возраст, годы 43,7±8,8

Индекс массы тела, кг/м2 29,7±5

Окружность талии, см 97,4±9

Общий холестерин, ммоль/л 5,5±0,9

Триглицериды, ммоль/л 2,4±0,5

Хс-ЛПНП, ммоль/л 3,8±0,9

Хс-ЛПВП, ммоль/л 1,0±0,3

Глюкоза, ммоль/л 5,0±1,2

Т а б л и ц а  4
Активность С3-конвертазы классического пути активации 
системы комплемента в сыворотках крови пациентов с абдоми-
нальным ожирением 

№  
пробы

Актив-
ность С3-

конвертазы

№ 
пробы

Активность 
С3-конвертазы

№  
пробы

Актив-
ность С3-

конвертазы
1 15 11 32 21 4
2 8 12 16 22 7
3 15 13 16 23 22
4 35 14 19 24 14
5 24 15 24 25 23
6 24 16 30 26 13
7 26 17 23 27 9
8 22 18 12 28 13
9 18 19 22 29 24
10 18 20 27 30 11

31 22
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нарушению элиминации иммунных комплексов и развитию 
гломерулонефрита (obesity-related glomerulopathy) [21]. Взаи-
мосвязь между адипогенезом и компонентами врожденного 
иммунитета требует дальнейшего изучения. 

Способ определения функциональной активности С3-
конвертазы позволяет выявлять скрытые нарушения регуляции 
иммунного ответа, которые могут быть как причиной ожире-
ния, так и фактором, участвующим в патогенезе коморбидных 
патологий (дислипидемия, атеросклероз, гломерулонефрит). 

Заключение. Таким образом, методика определения 
функциональной активности С3-конвертазы классического 
пути активации системы комплемента, описанная в данной 
работе, может служить альтернативным способом оценки ак-
тивности системы комплемента. Поскольку для выполнения 
методики не нужны дополнительные затраты на очищенные 
компоненты комплемента, данный способ применим в ру-
тинной лабораторно-клинической практике.
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