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Резюме.

Ранее нами установлено, что совместное применение аторвастатина и α-кальцидола в течение 90 дней увеличивает 

содержание холестерола липопротеинов низкой плотности (ХС ЛПНП) и обладает более высокой минерализую-

щей активностью по сравнению с монотерапией аторвастатином. Известно, что одним из механизмов увеличения 

содержания ХС ЛПНП под влиянием статинов является их способность стимулировать продукцию пропротеин 

конвертазы субтилизин/кексин 9 (PCSK9), элиминирующей рецепторы к липопротеинам низкой плотности с по-

верхности клеток. В связи с вышеуказанным целью настоящей работы было установить возможность связи роста 

содержания ХС ЛПНП с увеличением содержания PCSK9, а также потенцирования минерализующей активности 

α-кальцидола возможностью его стерического взаимодействия с активным центром CYP2R1 (25-гидроксилазы). 

Для достижения цели проведено исследование на 120 неимбредных лабораторных крысах-самцах, разделенных 

на 4 группы: интактные, плацебо (внутрижелудочное введение 1% крахмала), внутрижелудочное введение атор-

вастатина (10 мг/кг) на 1% крахмале и совместное введение аторвастатина и α-кальцидола (0,1 мкг/кг). В крови 

иммуноферментным методом определяли содержание PCSK9 и 1,25ОНD
3
. Особенности стерических взаимодей-

ствий α-кальцидола и активного центра CYP2R1 изучали в программах AutoDock VINA и LigandScout. 

Установлено, что рост содержания холестерола липопротеинов низкой плотности обусловлен увеличением содер-

жания PCSK9, а α-кальцидол способен выступать в качестве стерического ингибитора CYP2R1. Сделано предпо-

ложение о невозможности связи потенцирующей кальцификацию костной ткани активности α-кальцидола с его 

преобразованием в 1,25(ОН)
2
D

3
. Возможно, минерализующая активность связана со способностью α-кальцидола 

преобразовываться в 1,20(ОН)
2
D

3
, обладающий аналогичной 1,25(ОН)

2
D

3
 активностью.

Ключевые слова: витамин Д, белок PСSK9, аторвастатин.

Abstract.

Previously, we have found that the combined use of atorvastatin and α-calcidol  during 90 days increases the cholesterol 

content of low density lipoproteins (LDL-C) and has a higher mineralizing activity compared to atorvastatin monotherapy. 

It is known that one of the mechanisms for increasing LDL cholesterol under the influence of statins is their ability 

to stimulate the production of proprotein convertase subtilisin / kexin 9 (PCSK9), which eliminates low-density 

lipoprotein receptors from the cell surface. In connection with the above the goal of the present work was to establish the 

possibility of a connection between the increase in LDL cholesterol and the increase in PCSK9 as well as the potentiation 

of the mineralizing activity of α-calcidol by the possibility of its steric interaction with the active center of CYP2R1 
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(25-hydroxylase).

To achieve this goal, a study was conducted on 120 non-inbred laboratory male rats, divided into 4 groups: intact, 

placebo (intragastric administration of 1% starch), intragastric administration of atorvastatin (10 mg/kg) on 1% starch, 

and the combined administration of atorvastatin and α-calcidol (0.1 mcg/kg). In their blood, the content of PCSK9 and 

1.25(OH)
2
D

3
 was determined by enzyme immunoassay. The peculiarities of steric interactions of α-calcidol and the active 

center of CYP2R1 (25-hydroxylase) were studied in AutoDock VINA and LigandScout programs.

It has been found that the increase in the low-density lipoprotein cholesterol is due to an increase in PCSK9, and α-calcidol 

is able to act as a steric inhibitor of CYP2R1. The assumption has been made about the impossibility of linking the activity 

of α-calcidol potentiating bone tissue calcification with its conversion to 1.25(OH)
2
D

3
. Perhaps the mineralizing activity 

is associated with the ability of α-calcidol to convert to 1.20(OH)
2
D

3
, which has the activity similar to 1.25(OH)

2
D

3
.

Key words: rats, vitamin D, PCSK9 protein, atorvastatin, α-calcidol.

Проблема остеопороза является одной из 

наиболее важных в современной медицине, по-

скольку по распространенности он занимает 4 ме-

сто после сердечно-сосудистых, онкологических 

заболеваний и сахарного диабета. Согласно ста-

тистическим данным 85% остеопорозов прихо-

дится на постменапаузальный период [1]. Имен-

но этот возраст является и возрастом проявления 

проатерогенных изменений клинико-лаборатор-

ных показателей, которые являются критериями 

для назначения гиполипидемической терапии 

ингибиторами ключевого фермента синтеза холе-

стерола – ОМГ-редуктазы (статинами) и в част-

ности одним из наиболее широко используемых 

в клинической практике – аторвастатином (ATV). 

Вместе с тем, поскольку статины способны ока-

зывать влияние на содержание гормонов [2], уча-

ствующих в регуляции образования активной 

формы витамина D (1,25 дигидроксихолекаль-

циферола), нами ранее были проведены иссле-

дования совместного применения аторвастатина 

и 1-гидроксихолекальциферрола (α-кальцидола) 

на минерализацию костной ткани [3]. В ходе про-

веденных исследований также было показано [4], 

что совместное применение аторвастатина (ATV) 

и α-кальцидола (1α-холекальциферола) увели-

чивает содержание холестерола нативных (по-

лученных методом ультрацентрифугирования) 

липопротеинов низкой плотности (ХС ЛПНП) 

и потенцирует минерализующую активность 

ATV [3]. Однако такой же рост содержания ХС 

ЛПНП был отмечен и в контрольных группах 

плацебо и животных, которым вводился только 

ATV. Вместе с тем, механизмы выявленного эф-

фекта могут значительно различаться. Поскольку 

при стрессе активируется сывороточная липо-

протеинлипаза (ЛПЛ) [5], рост содержания ХС 

ЛПНП в группе плацебо вероятнее всего был об-

условлен стрессиндуцированным увеличением 

её активности [4]. В группах с введением ATV 

и его совместным введением с α-кальцидолом 

возможны либо стрессиндуцированный рост со-

держания ХС ЛПНП, либо увеличение содержа-

ния пропротеин конвертазы субтилизин/кексин 

9 (PCSK9), элиминирующей рецепторы к ЛПНП 

с поверхности клеток [6]. В литературе описана 

способность статинов увеличивать количество 

промежуточной формы витамина D – 25-гидрок-

сихолекальциферола (25(ОН)D
3
) [7], количество 

которого при мультицентровых исследованиях 

обратно коррелировало с активностью гена, ко-

дирующего PCSK9 [8], а также стимулировать 

продукцию тестостерона [9], ответственного за 

активность 1α-гидроксилазы [10], преобразую-

щей 25(ОН)D
3
 в активную форму витамина D – 

1,25-дигидроксихолекальциферола (1,25(ОН)
2
D

3
) 

[11]. Вместе с тем, ранее нами были получены ре-

зультаты, свидетельствующие о способности ста-

тинов снижать содержание тестостерона в экс-

перименте [2].  По этой причине рост активности 

минерализации костной ткани под влиянием ATV 

может быть не связан с увеличением продукции 

1,25(ОН)
2
D

3
. Более того, стерические взаимодей-

ствия α-кальцидола с активным центром 25-ги-

дроксилазы могут не позволить ей преобразо-

вать α-кальцидол (1-гидроксихолекальциферол) 

в 1,25(ОН)
2
D

3
.Таким образом, целью настоящей 

работы было определение количества PCSK9 и 

1,25(ОН)
2
D

3
, а также трехмерное моделирование 

стерических взаимоотношений α-кальцидола и 

активного центра 25-гидроксилазы.

Материал и методы

Эксперимент проводился в течение 3-х ме-

сяцев на 120 неимбредных лабораторных крысах-

самцах, разделенных на 4 группы: 1 группа – ин-

тактные животные; 2 группа – животные placebo 
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(внутрижелудочное ведение 1% крахмала); 3 груп-
па – внутрижелудочное введение ATV в дозе 10 
мг/кг массы тела; 4 группа – введение ATV в дозе 
10 мг/кг массы тела совместно с α-кальцидолом 
в дозе 0,1 мкг/кг. Животные содержались в ус-
ловиях вивария Витебского медицинского уни-
верситета на сбалансированном зерновом корме. 
Выведение животных из эксперимента осущест-
влялось декапитацией под эфирным наркозом 
в утренние часы, через сутки после последнего 
введения лекарственных средств. Кровь собира-
ли из шейных сосудов в сухие стеклянные про-
бирки и до образования сгустка выдерживали в 
холодильнике при температуре +4° С. Сыворотку 
получали центрифугированием в рефрижератор-
ной центрифуге РС-6 при 3000 оборотах в мину-
ту, расфасовывали в пластиковые пробирки и до 
обработки хранили в морозильной камере Forma 
705 (США) при -60°C. 

Определение количества PCSK9 прово-
дилось c использованием иммуноферментных 
наборов Wuhan Fine Biotech Co., Ltd, China, 
Catalogue No:ER0134 и Elabscience Biotechnology 
Inc, Catalog. No. E-EL-0016 на фотометре Ф300 
ТП Витязь (РБ) при λ=450нм. Для выяснения 
возможности стерических взаимодействий 
25-гидроксилазы CYP2R1 (EC 1.14.99.38) и 
1α-гидроксихолекальциферола (α-кальцидола 
1(ОН)D

3
) использована программная консольная 

утилита AutoDock VINA [12], а также программа 
для построения фармакофоров LigandScout [13]. 
Для анализа в банке данных белков была выбра-
на модель 3CZH как обладающая наибольшим 
разрешением (2.3 Å) и наибольшим количеством 
аминокислотных остатков (962) [14].

Так как 25-гидроксилаза представляет со-
бой гомодимер, для исследования была использо-

вана А-цепь с 38 по 502 аминокислотных остатка 
(В-цепь была удалена).

В качестве лигандов были использованы 
следующие молекулы: холестерол, витамин D

3
, 

витамин D
2
, витамин 1α-OH D

2
, витамин 1α-OH 

D
3
, стеран (в качестве внутреннего стандарта).

Статистическую обработку проводили с ис-
пользованием пакета статистических программ 
STATISTICA 10RUS, лиц. № sta999К34156W, 
принадлежит УО «ВГМУ» и R 3.5.2 [15]. П олу-
ченные данные проверялись на нормальность 
распределения с помощью критериев Колмого-
рова-Смирнова и Хи-квадрат Пирсона. В связи с 
неправильным распределением и неравенством 
дисперсий исследуемых показателей был при-
менен непараметрический критерий Мана-Уитни 
для независимых выборок [16]. 

Результаты и обсуждение

Как видно из результатов, представленных в 
таблице 1, совместное введение ATV и α-кальцидола 
статистически значимо увеличило содержание 
PCSK9 (p=0,018), что позволяет сделать вывод о 
том, что выявленное нами ранее увеличение со-
держания ХС ЛПНП [2] при совместном введении 
ATV и α-кальцидола обусловлено увеличением ко-
личества PCSK9. Вероятно, совместное использо-
вание ATV и α-кальцидола нецелесообразно в виду 
их совместного проатерогенного действия. Однако 
для уточнения данного предположения необходи-
мо продолжить исследования с целью определения 
количества окисленных ЛПНП, являющихся непо-
средственными участниками формирования атеро-
склеротической бляшки.

Выявленный же ранее рост содержания ХС 
ЛПНП под влиянием ATV, вероятнее всего, об-

Таблица 1 – Влияние ATV и α-кальцидола на исследуемые показатели

1,25ОНD
3 
пг/мл PCSK9 пг/мл

Me Q
1
;Q

3

Контроль
57,42 

39,18;87,53
110,29 

82,6; 120,24

Плацебо
59,46

39,38; 70,80
109,81

100,06; 145,81

Аторвастатин
72,07

49,21;96,77
126,03

101,99; 152,26

Аторвастатин+α-кальцидол
71,11

49,92; 88,68
159,3

112,69; 177,76 P
к
=0,018
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условлен стрессорным ростом активности ЛПЛ 

[3] как ответ на длительное (90 дней) внутриже-

лудочное введение зонда.

Обращает на себя внимание факт отсут-

ствия статистически значимых изменений содер-

жания 1,25(ОН)
2
D

3
, который в группе с введени-

ем ATV может обуславливаться его способностью 

снижать содержание тестостерона в крови [2] как 

активатора 1 α-гидроксилазы, вне зависимости от 

описанной в литературе способности 25(ОН)D
3
  

стимулировать его продукцию [9]. Таким обра-

зом, описанная в литературе способность стати-

нов стимулировать минерализацию костной тка-

ни [7], а также описанная нами ранее способность 

ATV увеличивать рентгенологическую плотность 

зубов [3] не связаны с ростом продукции актив-

ной формы витамина D – 1,25(ОН)
2
D

3
. Потенци-

рующее действие α-кальцидола на ранее описан-

ную минерализующую активность ATV также не 

связана с ростом содержания 1,25(ОН)
2
D

3
. Веро-

ятно, отсутствие роста содержания 1,25(ОН)
2
D

3
 

обусловлено стерическими особенностями взаи-

модействия α-кальцидола с 25-гидроксилазой, а 

минерализующая активность связана с описан-

ной в литературе способностью α-кальцидола 

преобразовываться в 1,20 (ОН)
2
D

3
, обладающий 

аналогичной 1,25(ОН)
2
D

3
 активностью [17]. 

В ходе проведения молекулярного докинга 

были получены нижеследующие энергии связы-

вания исследуемых субстратов с активным цен-

тром 25-гидроксилазы (рис. 1).

Как видно на рисунке 1 и таблице 2, наи-

меньшей энергией связывания с активным цен-

тром 25-гидроксилазы имеет 1α(ОН)D
2
, которая 

статистически значимо ниже энергии связывания 

эргокальциферола (vit D2) (p<0,001). При этом 

энергия связывания 1α-(ОН)D
3
 (α-кальцидола) не 

отличается от витамина D
2
 (p=0,43) и выше, чем 

у 1α(ОН)D
2
 (p<0,001). Сравнение 1α-(ОН)D

3
 и ос-

новного субстрата 25-гидроксилазы (витамин D) 

показало, что преимуществом при связывании с 

активным центром фермента будет пользоваться 

1α-(ОН)D
3
 как имеющий статистически значимо 

более низкую энергию связывания с активным 

центром фермента (p=0,0112).

Таким образом, исходя из вышеизложенно-

го можно заключить, что α-кальцидол способен вы-

теснять витамин D из активного центра фермента 

и является его конкурентом при синтезе 25(ОН)D
3
.

Построение фармакофоров показало (рис. 

2), что участок гидроксилирования 1α-(ОН)D
3
, 

ориентируется относительно активного центра 

фермента неоптимальным образом, поскольку 

вторичный атом углерода оказывается экраниро-

ван от гема метильными группами и, таким об-

разом, может выступать в качестве ингибитора 

25-гидроксилазы.

Исходя из вышеизложенного можно за-

ключить, что 1α-(ОН)D
3
 (α-кальцидол) способен 

выступать в качестве ингибитора 25-гидроксила-

зы, снижая, таким образом, активность синтеза 

25(ОН)D
3
, и приводить к нарушению взаимодей-

Рисунок 1 – Энергия связывания субстратов с CYP2R1.
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ствия последнего с геном PCSK9. Следствием 

таких событий может быть увеличение продук-

ции PCSK9 и рост содержания ХС ЛПНП, что 

согласуется с полученными нами фактическими 

данными. Полученные результаты могут быть 

противопоказанием к совместному использова-

нию аторвастатина и α-кальцидола.

Вместе с тем, данные выводы требуют 

дальнейшего изучения.

Заключение

1. Совместное введение α-кальцидола и 

ATV в течение 3-х месяцев увеличивает количе-

ство PCSK9.

2. Минерализующая активность ATV и 

α-кальцидола не связана с ростом активной фор-

мы витамина D.

3. Трехмерное моделирование взаимодей-

ствия α-кальцидола и активного центра 25-ги-

дроксилазы свидетельствует о способности 

α-кальцидола выступать в качестве ингибитора 

данного фермента.
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ной программы научных исследований «Фунда-
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