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Аннотация
Введение. Лейомиома матки является наиболее распространенной доброкачественной опухолью у женщин, которая сопровождается снижением качества жизни и бесплодием. Несмотря на многочислен-ные исследования, этиология миомы матки по-прежнему неизвестна. Цель работы — изучить эффект поликлональных активаторов на продукцию интерлейкинов и 17-ОН-прогестерона в ткани доминиру-ющего миоматозного узла и перифокального миометрия в условиях применения улипристала ацетата (УА), селективного модулятора прогестероновых рецепторов. Материалы и методы. Операционный материал 35 женщин репродуктивного возраста с множественной миомой матки исследован с помо-щью иммуноферментного (ИФА) анализа (1-я группа — без гормонотерапии, 2-я группа — после при-менения УА). После определения спонтанной и стимулированной поликлональными активаторами фи-тогемагглютинином, конканавалином А и липополисахаридом продукции цитокина вычисляли индекс влияния (ИВПА) с последующим статистическим анализом. Результаты. У пациенток 1-й группы ИВПА продукции Ил-1β, Ил-6 и Ил-10 в миоматозном узле и миометрии не имели статистически значимых различий, при этом ИВПА Ил-18 и 17-ОН-прогестерона были выше в миометрии по сравнению с узлом (р < 0,05). У пациенток 2-й группы, принимавших УА перед миомэктомией, в миометрии по сравнению с доминантным узлом статистически значимо был выше ИВПА продукции Ил-6 (р < 0,001) и Ил-10 (р = 0,002). При сравнении узлов и миометрия между группами установлено, что по сравнению с 1-й груп-пой у пациенток после применения УА в супернатантах миоматозных узлов из 5 изученных маркеров статистически значимо снижен ИВПА провоспалительного цитокина Ил-6 (р = 0,013). В супернатан-тах миометрия при применении УА, по сравнению с 1-й группой, выявлены более высокий ИВПА про-тивовоспалительного Ил-10 (р < 0,001), а также более низкие показатели провоспалительного Ил-18 (р < 0,001). Обсуждение. Результаты ИФА свидетельствуют о противовоспалительном влиянии УА на клеточные элементы доминирующих миоматозных узлов и перифокального миометрия, а также под-тверждают роль воспаления в патогенезе миомы матки. Заключение. Поликлональные активаторы при инкубировании in vitro оказали разнонаправленные эффекты на продукцию ряда интерлейкинов и содержание метаболита прогестерона в ткани доминирующего миоматозного узла и перифокального миометрия.
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Abstract
Introduction. Uterine leiomyoma is the most common benign tumor in women, which is accompanied by the life quality decrease and infertility. Despite numerous studies, the etiology of uterine myoma is still unknown. 
The aim of the study was to determine the effects of a mixture of polyclonal activators on the interleukin production by dominant myomatous and myometrial tissue samples under treating by ulipristal acetate (UA), a selective modulator of progesterone receptors. Materials and methods. Surgical material of 35 reproductive-aged women with multiple uterine myoma (1st group — without hormone therapy, 2nd group — after UA) was studied using enzyme immunoassay analysis. After determining of cytokine production, being spontaneous and stimulated by polyclonal activators phytohemagglutinin, concanavalin A, and lipopolysaccharide, the cytokine production stimulation index (SIPA) was calculated, followed by statistical analysis. Results. In patients of the 1st group the SIPA of IL-1β, IL-6 and IL-10 in the myomatous nodes and myometrium did not differ; at the same time, SIPA of IL-18 and 17-OH-progesterone were statistically higher in the myometrium samples than in the nodes (p < 0.05). In patients of the 2nd group, who have been treated by UA before myomectomy, there was a significantly higher SIPA of the IL-6 (p < 0.001) and IL-10 (p = 0.002) in the myometrium samples, compared with the dominant nodes. When comparing the nodes and myometrium between two groups, it was revealed that, compared with the 1st group, in patients using UA in the supernatants of myomatous nodes, out of 5 studied markers, the SIPA of the pro-inflammatory cytokine Il-6 was down-regulated (p = 0.013). In the myometrial supernatants in the 2nd group, there were a higher SIPA of anti-inflammatory IL-10 (p < 0.001), as well as the lower levels of pro-inflammatory IL-18 (p < 0.001). Discussion. The results of study demonstrate the anti-inflammatory effect of UA on the cellular elements of the dominant myomatous nodes and perifocal myometrium, and also confirm the role of inflammation in the pathogenesis of uterine fibroids. 
Conclusion. Polyclonal activators during in vitro incubation, had multidirectional effects on the production of some interleukins and the content of the progesterone metabolite in the tissue of the dominant myomatous node and perifocal myometrium.
Keywords: uterine myoma, myometrium, selective progesterone receptor modulator, interleukins, enzyme immunoassay.
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ВВЕДЕНИЕЛейомиома (или фибромиома) матки, являю-щаяся самой распространенной доброкачествен-ной опухолью у женщин, возникает в результате клональной пролиферации активированных глад-комышечных клеток миометрия [1, 2]. Относи-тельно медленная скорость пролиферации клеток опухоли редко имеет фатальные последствия для пациентки, однако наличие множественных мио-матозных узлов резко снижает качество жизни и репродуктивное здоровье, сопровождаясь беспло-дием и привычным невынашиванием беремен-ности [3, 4, 5]. Кроме того, в некоторых случаях лейомиомы вызывают множество симптомов, в том числе аномальные маточные кровотечения, тазовую боль, дисфункцию мочевого пузыря и кишечника и в экономически развитых странах являются наиболее частым показанием для ги-стерэктомии. Операция проводится при наличии строгих показаний, лечением первой линии счи-тается медикаментозная терапия [6, 7].Клетки лейомиом чувствительны к стеро-идным гормонам, установлены биохимические, гистологические и клинические доказательства 

решающей роли прогестерона и гестагенов в па-тогенезе миом, что лежит в основе медикаментоз-ного лечения [8]. Относительно новый препарат улипристала ацетат (УА) является селективным модулятором прогестероновых рецепторов в клет-ках миометрия и эндометрия. Из-за молекулярной мимикрии с прогестероном УА при взаимодей-ствии с его рецепторами может индуцировать ре-прессирующие или активирующие эффекты, что зависит от конформационных изменений рецеп-тора, а также от наличия дополнительных факто-ров, в том числе уровня других гормонов и цито-кинов [9]. Изучение эффектов УА, модулирующего патологический процесс, способствует дальней-шему изучению патогенеза лейомиомы [10, 11]. При развитии опухолей межклеточные взаимо-действия осуществляются с помощью сигнальных молекул, продуцируемых и трансформированны-ми клетками, и элементами опухолевого микроо-кружения. Для оценки цитокин-продуцирующего потенциала в пределах тканевого образца наибо-лее показательным является соотношение спон-танной и экзогенно индуцированной продукции цитокинов, в том числе неспецифической, с помо-
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щью поликлональных активаторов, что позволяет нивелировать различия между содержанием кле-ток в изучаемом опухолевом образце.Нами было показано, что применение УА паци-ентками репродуктивного возраста по стандарт-ной схеме перед оперативным лечением вызыва-ет снижение продукции фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) клетками миоматозных узлов, но не влияет на перифокальный миометрий [12]. Не-смотря на многочисленные исследования, этиоло-гия данной опухоли по-прежнему неизвестна [13].
Цель работы — изучить эффект поликлональ-ных активаторов на продукцию интерлейкинов и 17-ОН-прогестерона в ткани доминирующего ми-оматозного узла и перифокального миометрия в условиях применения улипристала ацетата (УА), селективного модулятора прогестероновых ре-цепторов.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫВыполнено комплексное рандомизированное неконтролируемое исследование 35 пациенток репродуктивного возраста с клиническим диагно-зом «множественная миома матки», проопериро-ванных в гинекологическом отделении ГБУЗ НСО «Государственная Новосибирская областная кли-ническая больница». Исследование одобрено Эти-ческим комитетом Государственной Новосибир-ской областной клинической больницы (протокол № 3 от 28.11.2013). Критерии включения в иссле-дование: диагностированные миоматозные узлы в матке с клиническими показаниями к опера-тивному лечению [14], репродуктивный возраст, уровень фолликулостимулирующего гормона ≤ 12 мЕд/мл и информированное согласие пациентки. Критерии невключения: проявления пременопау-зы, возраст старше 45 лет, опухолевые процессы и декомпенсированные соматические заболевания. Критерии исключения: выраженный отек ткани узла, выраженные дегенеративные изменения до частичного некроза макроскопически, а так-же в плановом гистологическом исследовании; узлы аденомиоза; ткань миоматозного узла с под-твержденным гистологически неопластическим процессом (саркома).Обследование пациенток включало в себя общеклинические и инструментальные методы; изучены жалобы, акушерско-гинекологический анамнез и экстрагенитальная патология. Первую группу (контрольную) составили 23 пациентки 40,5±3,4 лет без гормонального лечения, вто-рую группу — случайно выбранные 12 женщин 39,5±3,3 лет (р = 0,62), которым перед операцией для снижения риска кровопотери был рекомендо-ван прием УА (Эсмия®) по стандартной схеме, — ежедневно в течение трех месяцев в дозе 5 мг.В каждом клиническом наблюдении при ла-пароскопической миомэктомии из доминантного узла и внешне интактного перифокального ми-ометрия стерильными инструментами иссека-ли два макроскопически идентичных фрагмента объемом по 4 мм3 и помещали во флаконы с 2 мл питательной среды, нагретой в термостате до 37°С; при этом в один из флаконов были добавле-ны поликлональные активаторы: 4 мкг/мл фито-гемагглютинина, 4 мкг/мл конканавалина А и 2 мкг/мл липополисахарида. Затем образцы узлов и миометрия инкубировали в термостате при 37°С в течение трех суток. После окончания инкубации 

образцы ткани фиксировали в 10%-м забуферен-ном формалине, супернатанты аликвотировали, хранили при -80°С и использовали для исследова-ния цитокинпродуцирующего потенциала клеток с помощью твердофазного иммуноферментного анализа (ИФА). Исследовали спонтанный (базо-вый) и стимулированный поликлональными ак-тиваторами уровень продукции интерлейкинов (Ил-1, Ил-6, Ил-10, Ил-18) и 17-ОН-прогестерона клеточными элементами опухолевых узлов и пе-рифокальной интактной ткани миометрия, со-держащиеся в супернатантах, с помощью наборов «Цитокин-Стимул-Бест» производства ЗАО «Век-тор-Бест» по инструкции производителя.Абсолютное содержание изучаемых моле-кул использовали для расчета индекса влияния поликлональных активаторов (ИВПА), который выражали в условных единицах и высчитывали как соотношение уровней стимулированной и базовой (спонтанной) продукции цитокина [15]. При статистическом анализе использовали метод непараметрической статистики U-критерий Ман-на-Уитни, поскольку для полученных данных не было доказано нормальное распределение. Зна-чения ИВПА представлены на графиках в виде ме-дианы (Mе) и интерквартильного интервала (Q1; Q3). Различия считали статистически значимыми при уровне р < 0,05.
РЕЗУЛЬТАТЫУ пациенток с множественной миомой матки аномальные маточные кровотечения сопрово-ждались тазовой болью и анемией средней степе-ни тяжести, варьируя по степени тяжести. После оперативного лечения пациентки 1-й группы от-метили улучшение самочувствия. Пациентки 2-й группы, применявшие УА в течение трех месяцев перед миомэктомией, после операции характери-зовались более высоким (р = 0,002) содержанием гемоглобина в клиническом анализе крови (116,0 ± 4,2 г/л) по сравнению с показателями 1-й груп-пы (101,3 ± 4,1 г/л), причем такая динамика отме-чена и другими исследователями [16].В миоматозных узлах по сравнению с нор-мальной тканью миометрия изменена активность ряда иммунокомпетентных клеток, влияющих на сигнальные процессы, о чем свидетельствовали различия в продукции цитокинов и метаболиз-ме прогестерона. По данным ИФА супернатантов операционного материала, у пациенток 1-й груп-пы (без применения УА до оперативного лечения) ИВПА на продукцию Ил-18 (рис. 1) и содержание 17-ОН-прогестерона (рис. 2) был выше в миоме-трии по сравнению со средой инкубации доми-нантного миоматозного узла тех же пациенток (р = 0,046 и р = 0,049 соответственно). При этом пока-затели ИВПА на продукцию Ил-1β, Ил-6 и Ил-10 не имели статистически значимых различий между нормальной тканью и опухолью.У пациенток 2-й группы, принимавших УА пе-ред миомэктомией, в миометрии по сравнению с доминантным узлом тех же пациенток статисти-чески значимо был выше ИВПА на продукцию Ил-6 (р < 0,001) и Ил-10 (р = 0,002) (рис. 3 и 4). 

Акушерство и гинекология / Obstetrics and gynecology



 Уральский медицинский журнал / Ural medical journal. Том 20, № 6. 2021 54

Далее проведено попарное сравнение 1-й и 2-й групп по показателям содержания цитокинов в среде инкубации образцов миоматозных узлов и миометрия.После применения УА в супернатантах мио-матозных узлов из 5 изученных параметров был статистически значимо более низким ИВПА про-воспалительного цитокина Ил-6 (р = 0,013) (рис. 5), продуцируемого активированными макрофа-гами и Т-клетками, а также фибробластами и эн-дотелиоцитами. Важно отметить, что в перифо-кальном миометрии при сравнении двух групп показатель Ил-6 во 2-й группе имел тенденцию к превышению показателя 1-й группы. По-видимо-му, Ил-6 необходим в миометрии как миокин для гладкомышечной ткани, регулирующий доставку субстрата в миоциты [17].Наряду со снижением продукции провоспа-лительного цитокина Ил-6 в миоматозных узлах после применения УА, в миометрии пациенток 2-й группы статистически значимо возросла про-дукция противовоспалительного цитокина Ил-10, секретируемого преимущественно моноцитами, Т-хелперами и тучными клетками (рис. 6).Продукция Ил-18 (молекула из семейства ци-токинов Ил-1) в миоматозных узлах двух групп не отличалась, однако для перифокального мио-

метрия выявлены более низкие показатели (р < 0,001) у пациенток 2-й группы (рис. 7).Прием УА оказал влияние на более низкие (р < 0,01) показатели ИВПА для 17-ОН-прогестерона — продукта метаболизма прогестерона в образцах миометрия (рис. 8). Это может свидетельствовать о резистентности системы метаболизма данного стероидного гормона в гладких миоцитах пациен-ток с наличием миоматозных узлов в миометрии. 

Рис. 7. Более низкая (р < 0,001) продукция провоспалительного цитокина Ил-18 в перифокальном миометрии (по ИВПА) у пациенток после применения УА (2-я группа) (U-критерий Манна-Уитни)

Рис. 1. ИВПА на продукцию Ил-18 клетками перифокального миометрия у пациенток 1-й группы без предоперационной терапии статистически значимо (р = 0,046) превышает показатель миоматозного узла (U-критерий Манна-Уитни)

Рис. 2. ИВПА на содержание 17-ОН-прогестерона в перифокальном миометрии у пациенток 1-й группы без предоперационной гормонотерапии статистически значимо (р = 0,049) превышает показатель миоматозного узла (U-критерий Манна-Уитни)

Рис. 3. ИВПА на продукцию Ил-6 в миометрии у пациенток 2-й группы, принимавших УА в качестве предоперационной подготовки, статистически значимо (р < 0,001) превышает показатель миоматозного узла (U-критерий Манна-Уитни)

Рис. 4. ИВПА на продукцию Ил-10 в миометрии у пациенток 2-й группы, принимавших УА в качестве предоперационной подготовки, статистически значимо (р = 0,002) превышает показатель миоматозного узла (U-критерий Манна-Уитни)

Рис. 5. Более низкие (р = 0,013) показатели провоспалительного цитокина Ил-6 (по ИВПА) в супернатантах миоматозных узлов после применения УА (2-я группа) (U-критерий Манна-Уитни)
Рис. 6. Более высокая (р < 0,001) продукция противовоспалительного цитокина Ил-10 в перифокальном миометрии (по ИВПА) после применения УА (2-я группа) (U-критерий Манна-Уитни)
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Рис. 8. Более низкие (р < 0,01) показатели ИВПА для содержания 17-ОН-прогестерона в перифокальном миометрии (по ИВПА) у пациенток после применения УА (2-я группа) (U-критерий Манна-Уитни)
ОБСУЖДЕНИЕВоспалительное микроокружение лейомиомы может играть как провоцирующую, так и поддер-живающую роль в развитии данной доброкаче-ственной опухоли, поскольку воспаление являет-ся одним из патологических процессов, лежащих в основе патогенеза большинства опухолей, в т.ч. злокачественных [18]. При этом хроническое вос-паление сопровождается продукцией множества цитокинов, секретируемых иммунными, мало-дифференцированными и опухолевыми клетками и, по мнению [19], используемых опухолевыми клетками для уклонения от иммунной системы хозяина.По аналогии с большинством гормонозави-симых опухолей, в патогенезе лейомиомы при-нимают участие не только женские стероидные гормоны, но и воспалительное микроокружение с многочисленными иммунокомпетентными клет-ками [20]. В свою очередь, пролиферирующие опухолевые клетки лейомиом управляют своим микроокружением — эндотелиоцитами, фибро-бластами, Т- и В-лимфоцитами, антиген-презен-тирующими и другими клетками, влияя на их функциональную активность и продукцию моле-кулярных медиаторов, в т.ч. цитокинов и факторов роста. Сложное взаимодействие стероидных гор-монов и множества сигнальных молекул местного и дистантного действия может определять широ-кий спектр вариантов клинического течения, как миомы матки, так и ряда патологий в миометрии [21, 22]. Ассоциация между доброкачественными 

опухолями матки и маркерами воспаления про-должает привлекать внимание [23].Сообщалось об участии ряда цитокинов и факторов роста в патогенезе миомы матки, в т.ч. фактора некроза опухоли-альфа (TNF-α), интер-ферона-гамма (IFN-γ), гранулоцитарно-макро-фагального колониестимулирующего фактора (G-CSF), трансформирующего фактора роста-бета (TGF-β1), а также Ил-6 как провоспалительного цитокина [24, 25, 26]; при этом содержание TNF-α снижалось при назначении препаратов прогесте-рона [27]. Определенные надежды на регулиро-вание роста миоматозных узлов были связаны с подавлением экспрессии VEGF [28, 29].Такие молекулы, как моноцитарный хемоат-трактантный белок-1 (МСР-1), G-CSF, (TGF-β1), активин А и ФНО-α, играют важную роль в воспа-лении с участием макрофагов, что способствует патологическому фиброзу, который представляет собой типичную особенность миомы матки [30].С помощью ИФА нами продемонстрирова-ны особенности продукции интерлейкинов и 17-ОН-прогестерона клетками резецированных миоматозных узлов и перифокального миоме-трия, суммированные в виде ИВПА, который высчитывали как отношение уровней стимули-рованной и спонтанной продукции цитокина. По-казатели ИВПА свидетельствуют о противовоспа-лительном влиянии УА на клеточные элементы доминирующих миоматозных узлов и перифо-кального миометрия, а также подтверждают роль воспаления в патогенезе миомы матки у женщин репродуктивного возраста.
ЗАКЛЮЧЕНИЕИз пяти изученных маркеров после примене-ния пациентками УА в супернатантах миоматоз-ных узлов статистически значимо уменьшен ИВПА на продукцию провоспалительного цитокина Ил-6; в супернатантах миометрия статистически зна-чимо повышен ИВПА для противовоспалительно-го Ил-10, снижен ИВПА для провоспалительного Ил-18, и уменьшен ИВПА для 17-ОН-прогестерона. В целом, поликлональные активаторы фитогема-гглютинин, конканавалин А и липополисахарид при инкубировании in vitro оказали разнонаправ-ленные эффекты на продукцию ряда интерлей-кинов и содержание метаболита прогестерона в ткани доминирующего миоматозного узла и пе-рифокального миометрия.
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