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Резюме
Целью настоящего исследования стало определение взаимосвязи между кон-центрацией половых гормонов эстрадио- 
ла и тестостерона в сыворотке крови, уровнем апоптоза и интенсивностью кислородзависимого метаболизма нейтро
филов. В исследование включены 50 больных, страдающих системной красной волчанкой (СКВ) и 28 больных систем
ной склеродермией (ССД). Функциональное состояние нейтрофилов исследовали хемилюминесцентным методом. Для 
определения экспрессии проапоптозного гомолога семейства Bcl-2 bak на поверхности мембран нейтрофилов исполь
зовали иммуноцитохимический стрептавидин-биотиновый метод. Количественное определение содержания эстрадио- 
ла и тестостерона в сыворотке крови проводили с применением метода твердофазного иммуноферментного анализа. 
Обнаружено снижение уровня апоптоза нейтрофилов при СКВ и ССД в сравнении с группой контроля. У больных СКВ и 
ССД, по сравнению с группой контроля, регистрировалось более низкое содержание зстрадиола в сыворотке крови. Об
наружено наличие об-ратной взаимосвязи между уровнем зстрадиола и интенсивностью продукции супероксид-аниона 
нейтрофилами в группе больных системной красной вол-чанкой (г=-0,51; р=0,006). Наблюдается прямая зависимость 
между резервным потенциалом нейтрофилов и уровнем тестостерона при системной склеродермии (г=0,47; р=0,011). 
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Resume
The aim of the study was to investigate the relation between concentration of estradiol and testosterone in serum and level of 
redox regulation and apoptosis of neutrophils in 50 patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and 28 patients with 
systemic sclerosis (SS). The functional activity of peripheral blood neutrophils was analyzed by chemiluminescent method. 
We used streptavidin-biotin method to determine the expression of proapoptotic molecule bak by neutrophils. Immunoenzyme 
analysis was used to determine the concentration of estradiol and testosterone in serum. We discovered the decrease of the 
rate of neutrophil apoptosis in both groups of patients versus control. A decreased estradiol level was registered in patients with 
SLE and SS. We found negative correlation between estradiol level and superoxide generation by neutrophils in SLE patients 
(r=-0.51; p=0.006). A positive correlation between neutrophil reserve potential and testosterone level was observed in patients 
with SS (r=0.47; p=0.011).
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Введение
Нейтрофильныс гранулоциты, ф ункциональ

ная активность которых представляет собой одно из 
основных звеньев, связывающих нсспецифичсскис 
за-щитные реакции и иммунный ответ, играют важ
ную роль в обеспечении иммунологического гомсо-
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стаза. Результаты проведенных исследований свиде
тельствую т об усилении кислородзависимого м етабо
лизма и апоптоза нейтрофилов у больных системной 
красной волчанкой (СКВ), сопровождаю щ егося нару
шением распознавания и удаления апоптозирующ их 
клеток [1,2]. Однако, имеются также данные об инги
бировании апоптоза нейтрофилов на фоне повреж де
ния механизмов экспрессии белков семейства Вс1-2, 
способствующ его увеличению  количества циркулиру
ющих клеток [3].

В экспериментах на лабораторных животных 
показано, что псрсистснция фиброза при системной 
склеродермии (ССД) не зависит от текущего нейтро-
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ф ильною  воспаления [4]. Обнаружено сущ ествен
ное повышение спонтанной и стимулированной про
дукции кислой фосфатазы и катионных белков, а так
же увеличен коэффициент стимуляции нейтрофилов 
п циркулирующих фагоцитах у больных ССД [5]. В 
то же время некоторыми исследователями было выяв
лено нсспсцнфическос снижение активности окисли
тельного стресса в нейтрофилах при ССД [6].

М етаболическая активность и апоптоз нейтро
филов эффективно регулируются половыми гормо
нами [7, 8]. Показано, что эстрадиол обладает анти- 
оксидантнымн свойствами, окисляясь в присутствии 
перекиси водорода, продуцируемой нейтрофилами в 
результате окислительного стресса [9], а тестостерон 
способствует снижению уровня апоптоза нейтрофи
лов [10]. В то же время механизмы влияния половых 
гормонов на кислородзависнмый метаболизм и апоп- 
тоз нейтрофилов до конца не изучены.

Ц елы о наст оящ его исследования  стало изуче
ние взаимосвязи между концентрацией половых гор
монов в сыворотке крови, уровнем апоптоза и интен
сивностью  кнслородзависимого метаболизма нейтро
филов.

Материалы и методы
Обследованы 50 женщин, больных системной 

красной волчанкой, в возрасте от 18 до 73 лет (в сред
нем 39,9± 11,3 года), и 28 женщин в возрасте от 18 
до 72 лет (в среднем 45,5±16,2 лет), страдающих си
стемной склеродермией. Диагноз СКВ устанавлива
ли на основании клинических проявлений заболева
ния, данных лабораторных и инструментальных ме
тодов исследования и классификационных критериев 
Американской ассоциации ревматологов. Определяли 
индексы активности SLAM и SLEDAI. Для верифика
ции диагноза системной склеродермии использовали 
критерии Американской ревматологической ассоциа
ции. Контрольную группу составили 11 относительно 
здоровых доноров, сопоставимых по полу и возрасту 
с группами наблюдения.

Выделение нейтрофилов периферической крови 
проводили на двойном градиенте плотности фнколла- 
урографина. Ф ункциональное состояние нейтрофи
лов исследовали хсмилюминссцснтным методом. Для 
усиления хемилюмн-несценцни использовали люмн- 
нол, потенцирующий хсмилюмннссценцню переки
си водорода, суперокснд-аниона, гидроксил-аннона, 
аниона гнпохлорной кислоты к ннтрокенл-радикала, 
и лю цигеннн, который является селективным инди
катором супероксидного анион-радикала. Ф ункци
ональный резерв клеток оценивали по коэффициен
там активации хемилюминссцснции (КА ХЛлл и КА 
ХЛлн), которые рассчитывали как отношение активи
рованного показателя (аХЛлл и аХЛлн) к спонтанно
му (сХЛлл и сХЛлн). В качестве индуктора кислород- 
завиенмого метаболизма нейтрофилов использовали 
взвесь убитых нагреванием клеток S. aureus штамма 
р-209.

Для определения экспрессии проапоптозного 
гомолога семейства Bcl-2 bak на поверхности мем
бран нейтрофилов использовали иммуноцитохими- 
чсский стрсптавплин-бнотиновый метод (реаген
ты «DAKOCytomation», Дания). Исследование про
водили в соответствии со стандартным протоколом, 
определяя экспрессию антигена bak на поверхности 
мембран клеток (bak-положительные нейтрофилы). 
В качестве положительного контроля использовали 
моноклональные мышиные антитела к гранулоцит- 
ассоциированному антигену CD 15, отрицательный 
контроль -  разводящая жидкость для антител.

Количественное определение содержания эстра- 
диола и тестостерона в сы-воротке крови проводили 
с применением метода твердофазного иммунофер- 
ментного анализа в соответствии с инструкцией про
изводителя реактивов (ЗАО «НВО Иммунотех», Рос
сия) на 6-7 день менструального цикла.

Статистическая обработка данных проводилась 
при помощи пакета прикладных программ Statistica 
6.0 (StatSoft Inc., СШ А). Осуществлялась проверка 
нормальности распределения количественных при
знаков. Для количественных признаков, имеющих 
распределение отличное от нормального, производи
лось вычисление медиан и интерквартильных интер
валов (Мс (25%; 75%)). Для сравнения двух незави
симых групп по одному признаку применяли крите
рий Манна-Уитни. Для изучения взаимосвязи двух 
признаков использовался корреляционный анализ по 
Спирмену. Критическое значение уровня статистиче
ской значимости принималось равным 5%.

Результаты
Исследование показателей кнслородзависимого 

метаболизма, апоптоза нейтрофилов и концентрации 
половых гормонов в сыворотке крови больных СКВ 
и ССД продемонстрировало следующие различия (та
блица 1).

Приведенные в таблице 1 данные свидетельству
ют о снижении уровня апоптоза нейтрофилов при си
стемной красной волчанке. Нейтрофилы, экспрес
сирующие маркер апоптоза bak на поверхности кле
точных мембран, реже встречались в образцах крови 
больных СКВ, по сравнению с показателями кон
трольной группы (13,4 (11,4; 16,3)<18,0 (17,4; 18,8); 
р<0,05). Снижение показателей апоптоза сопровожда
лось увеличением общей биоцидной активности ней
трофилов, по данным сХЛлл (2,35 (1,0; 6,5)>1,1 (0,5; 
1,8); р>0,05), и стати-стически значимым ростом про
дукции супсроксид-аннона, по результатам сХЛлн 
(1,2 (0,5; 2,0)>0,55 (0,2; 1,1); р<0,05).

Оценивая результаты сравнительного анализа по
казателей метаболической активности, апоптоза ней
трофилов у больных ССД и в группе контроля, следу
ет отмстить статистически значимое уменьшение ко
личества клеток, экспрессирующих факторы апоптоза 
(12,4 (9,4; 18,8)< 18,0 (17,4; 18,8); р<0,05). По срав
нению с больными СКВ, в группе больных, страдаю-



Таблица 1. Характеристика показателей кислородзависимого метаболизма, 
апоптоза нейтрофилов и концентрации половых гормонов у больных 

системной красной волчанкой и системной склеродермией

Показатель Контроль

(11=11)

С К В
(11=50)

СС Д
(.1=28) Р

еХЛл.т. 10', нмп/мин 1.1 (0,5; 1,8) 2.35(1,0 ; 6,5) 1,4 (0.5; 5,2) 0.18
аХЛлл. 104, имп/мин 1,1 (0,2; 3,0) 1.0 (0,8; 4.1) 3,2 (0.6; 9.0) 0,52
сХЛлн, Ю4, имп/мин 0,55 (0,2; 1,1) 1,2 (0,5; 2 .0 )* 1,0 (0.3; 2.2) 0.56

аХЛлн, I04, имп/мин 0,3 (0,1; 0,9) 0,9 (0,1; 1.0) 0,4 (0,1; 1.1) 0.94
КА ХЛлл, Ед 1,69 (0,92; 3.3) 1,0(0,2; 1,5) 2,0(0 ,38 ; 7,3) 0.07

КА ХЛлн. Ед 0,75 (0,25; 1,5) 0.5 (0,25; 0,9) 0,33(0 ,1 ; 1.1) 0,73
bak-положит, пейтр., % 18.0(17,4; 18,8) 13,4(11.4; 16,3)* 12,4 (9,4; 18.8)* 0.84
Эстрнднол.пмоль/л 115,0(30,0; 200,0) 57,6(9,4 ; 134,0) 29 ,0(5,1 ; 111,0) 0.043

Тестостерон, пг/м л 0,36 (0.1; 0,65) 0,23 (0,11; 0,45) 0,3 (0,15; 0.6) 0,62

Примечание. * - р < 0,05 по сравнению с контролем.

ших ССД, наблюдалась тенденция к увеличению  ре
зерва продукции нейтрофилами гидроксил-аниона, 
перекиси водорода, аниона гипохлорной кислоты и 
нитроксильного радикала, по данным КА ХЛлл (2,0 
(0,38; 7,3)> 1,0 (0,2; 1,5); р=0,07).

У больных СКВ и ССД, по сравнению с группой 
контроля, регистрировалось более низкое содержание 
зстрадиола в сыворотке крови, выходившее за преде
лы референсных значений, и тестостерона, показате
ли которого находились в пределах нормы. При этом 
концентрация зстрадиола при ССД была ниже, чем 
при СКВ (29,0 (5,1; 111,0)< 57,6 (9,4; 134,0); р=0,043).

Корреляционный анализ выявил наличие обрат
ной взаимосвязи между уровнем зстрадиола и интен
сивностью продукции супсроксид-аниона нейтрофн- 
лами, по данным сХЛлн (г=-0,51; р=0,006), в группе 
больных СКВ. Наблюдалась прямая зависимость меж
ду резервным потенциалом нейтрофилов (аХЛлл) и 
уровнем тестостерона при ССД (г=0.47; р= 0 ,011).

Обсуждение
Известно, что женские половые гормоны в физи

ологических концентрациях способствуют задержке 
апоптоза нейтрофилов и увеличению внутриклеточ
ной продукции активных форм кислорода [11]. При 
этом повышение содержания эстрадиола сопровож да
ется значительным снижением числа ж изнеспособ
ных нейтрофилов [12]. Снижение количества клеток, 
склонных к программированной гибели, происходя
щее на фоне уменьшения концентрации эстрадиола в 
сыворотке крови больных СКВ и ССД, вероятно, свя
зано с интенсивностью образования гранулоцитарно- 
макрофагального колонисстимулируюшего факто
ра, играющего ключевую роль в регуляции функци

ональной активности и ж изнеспособности нейтрофн- 
лов [13].

Гранулоцитарно-макрофагальный колониссти- 
мулирующий фактор увеличивает респираторный 
взрыв в нейтрофилах, усиливает генерацию супсрок- 
сидного анион-радикала и антитслозависимую  кле
точную цитотоксичность [14], а также задерживает 
апоптоз нейтрофилов путем ингибирования синтеза 
проапоптозных белков семейства Вс1-2 [15]. Сниж е
ние его концентрации на фоне уменьшения содержа
ния эстрогенов способствует увеличению  хемотакси- 
ческой подвижности нейтрофилов и приводит к их на
коплению в очаге воспаления [16], стимулирует син
тез интерлейкина-6 и интерлейкина-8 и увеличивает 
продукцию Ф Н О -а, который значительно усиливает 
системные воспалительные проявления [17].

Локальные эффекты половых гормонов при ау
тоиммунных заболеваниях заключаются, преимуще
ственно, в модуляции пролиферации клеток и продук
ции цитокинов, которые, в свою очередь, оказывают 
влияние на конверсию андрогенов в эстрогены, вызы
вая нарушение периферического синтеза эстрогенов 
при системной красной волчанке [18]. Дефицит эстро
генов при системной склеродермии сопровождается 
снижением миграции и пролиферации фибробластов, 
а также увеличением образования тканевого фактора 
роста-[31 [19]. Взаимосвязь концентрации эстрадиола 
и интенсивности образования супсроксид-анион объ
ясняется, по-видимому, влиянием эстрогенов на актив
ность p47phox НАДФ-оксидазы нейтрофилов, проду
цирующей супероксидный анион-радикал [20]. Тесто
стерон, в свою очередь, ингибирует экспрессию фак
торов окислительного стресса [21 ], способствуя увели
чению резервного потенциала нейтрофилов при ССД.



Таким образом, взаимосвязь между показателя
ми кислородзависимого метаболизма, апоптоза иеи- 
трофплов и концентрацией половых гормонов выра
жается в повышении продукции суиерокснд-аниона 
неитрофилами при снижении концентрации эстради-
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