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НОВЫЕ ЛЮМИНЕСЦЕНТНЫЕ 
МЕТОДЫ ОЦЕНКИ 

ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА 
У БОЛЬНЫХ 

С СИСТЕМНЫМИ ВАСКУЛИТАМИ

Е.В. Проскурнина, А.Е. Шеримова, А.М. Полимова,
М.М. Созарукова, Г.А. Владимирова, Т.Н. Краснова

 ̂ Проведена оценка окислительного стресса у пациентов с АНЦА- 
ассоциированными системными васкулитами (ГПА, ЭГПА и МПА) при 
помощи трех новых методик: хемилюминесцентный анализ радикал- 
продуцирующей активности нейтрофилов как источника активных форм 
кислорода (АФК), флуоресцентный анализ окисленного альбумина как 
мишени действия АФК и хемилюминесцентный анализ антиоксидантной 
активности плазмы.
Ключевые слова: окислительный стресс, системные васкулиты, ней- 
трофилы, окисленный альбумин, хемилюминесценция.

 ̂ Oxidative stress of the patients with ANCA-associated systemic vasculitis 
(GPA, EGPA and MPA) were evaluated using three new methods: chemilumi- 
nescent analysis of radical-producing activity of neutrophils as a source of 
reactive oxygen species, the fluorescent analysis of oxidized albumin as a 
target of action of reactive oxygen species, and chemiluminescence analysis 
of antioxidant activity of blood plasma.
Keywords: oxidative stress, ANCA-associated vasculitis, neutrophils, oxidized 
albumin, chemiluminescence.

Системные васкулиты, ассоциированные с антинейтрофиль- 
ными цитоплазматическими антителами (АНЦА-СВ), включают 
в себя: гранулематоз с полиангиитом (Вегенера; ГПА), микро
скопический полиангиит (МПА), эозинофильный гранулематоз 
с полиангиитом (ЭГПА). Это группа аутоиммунных заболева
ний, при которых развивается воспалительное поражение со
судов малого калибра. Наиболее угрожающим осложнением 
при АНЦА-ассоциированных васкулитах считается вовлечение 
почек и легких [1, 2].

В патогенезе АНЦА-СВ участвуют различные типы клеток, 
в первую очередь нейтрофилы [3, 4], моноциты [5, б], Т-клетки 
и В-клетки [7 -9 ],  особенности межклеточных взаимодействий 
которых во многом не расшифрованы. Центральное значение в 
повреждении сосудистой стенки играет индуцированная АНЦА 
активация нейтрофилов с их дегрануляцией, высвобождением 
протеолитических ферментов и активных форм кислорода 
(АФК) [10].

Несмотря на внедрение современных клинико-лаборатор
ных и инструментальных диагностических методов, разрабо-
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танных расчетных критериев для диагно
стики и степени повреждения органов, 
оценка активности АНЦА-СВ представляет 
трудности, особенно при контроле эффек
тивности терапии.

Учитывая ключевую роль нейтрофилов в 
развитии окислительного стресса при АНЦА- 
СВ, представляется целесообразной оценка 
их функционального статуса и вклада в оп
ределение активности болезни. Для оценки 
глубины окислительного стресса также необ
ходимо определить антиоксидантную актив
ность плазмы крови и степень окислительной 
модификации альбумина -  основной мишени 
свободных радикалов в крови.

Ц е л ь  р а б о т ы  -  оценка уровня 
окислительного стресса у пациентов с сис
темным васкулитом, ассоциированным с ан- 
тинейтрофильными цитоплазматическими 
антителами (АНЦА-СВ).

Для решения этой задачи были разрабо
таны новые люминесцентные методы [11,12].

Материалы и методы

В проспективное исследование были включе
ны 40 больных с АНЦА-ассоциированным 
системным васкулитом, которые наблюдались 
в Клинике нефрологии, внутренних и профес
сиональных заболеваний им. Е.М. Тареева 
Первого МГМУ им. И.М. Сеченова с 2012 по 
2015 гг. Диагноз устанавливался соответст
венно критериям Американской коллегии 
ревматологов. Абсолютными критериями ис
ключения являлись: острый процесс или обо
стрение хронических воспалительных заболе
ваний (инфекционный процесс), онкологиче
ские заболевания, алкогольная болезнь.

Группой контроля служили доноры из 
Гематологического научного центра М3 РФ 
|для определения антиоксидантной активно
сти плазмы и доли окисленного альбумина, 
п = 40) и отделения трансфузиологии НИИ 
Скорой помощи им. Н.В.Склифосовского (для 
определения функциональной активности 
нейтрофилов, п = 87). Средний возраст груп
пы доноров составлял 32,4 ± 11,0 лет.

Среди 40 больных (10 мужчин и 30 жен
щин в возрасте 18-80 лет) с АНЦА-ас- 
социированными системными васкулитами у 
31 человека был диагностирован ГПА, у пяти -  
МПА, у четырех -  ЭГПА. При анализе течения 
болезни выделяли локальный (поражение 
верхних дыхательных путей, органа зрения и 
слуха) и генерализованный (поражение верх

них дыхательных путей, органа 
зрения и слуха в сочетании с пора
жением легких и/или почек, а так
же желудочно-кишечного тракта, 
нервной системы, кожи) варианты.

Обследование больных проводилось по 
стандартам для больных васкулитами и 
включало в себя изучение анамнеза, физиче
ское обследование, лабораторные и инстру
ментальные анализы.

Инструментальное обследование включало 
электрокардиографию, рентгенографию и 
компьютерную томографию органов грудной 
клетки, ультразвуковое исследование органов 
брюшной полости, риноскопию, рентгенологи
ческое исследование и компьютерную томо
графию придаточных пазух носа, эзофагога- 
стродуоденоскопию, колоноскопию, компью
терную томографию черепа, гортани и трахеи.

Всем пациентам проводили общий ана
лиз крови, общий анализ мочи, определение 
суточной протеинурии, биохимический ана
лиз крови (с определением уровней глюкозы 
натощак, креатинина, мочевой кислоты, об
щего холестерина, липопротеинов высокой 
(ЛВП), низкой (ЛНП) и очень низкой плотно
сти (ЛОНП), триглицеридов (ТГ)), определение 
С-реактивного белка (СРВ).

Иммуноферментным методом определя
ли концентрацию двух подтипов АНЦА — к 
протеиназе-3 (сАНЦА) и миелопероксидазе 
(рАНЦА).

Активность васкулита оценивали с ис
пользованием индекса активности BVAS 
(Birmingham Vasculitis Activity Score, версия 
3.0). Тяжесть необратимого поражения орга
нов оценивали с помощью индекса VDI (Vas
culitis Damage Index). Прогноз у больных сис
темными некротизирующими васкулитами 
оценивали по индексу FFS (Five-Factor Score).

Оценка окислительного стресса. Ис
следование окислительного статуса крови 
проводилось с применением следующих ме
тодик:

Определение антиоксидантной актив
ности плазмы крови методом кинетиче
ской люминол-актнвированной хемилю- 
минесценции [12]. Для оценки антиокси
дантной активности (АОА) плазмы крови ис
пользовали методику, основанную на подавле
нии хемилюминесценции (ХА). В качестве ис
точника свободных радикалов в системе ис
пользовали 2’-азо~бис(2-амидинопропан) дигид
рохлорид (АБАП; Fluka). В качестве хемилюми-
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несцентного зонда использовали лю- 
минол (5-амино-1,2,3,4-тетрагидро-
1,4-фталазиндион, гидразид 3-амино- 
фталевой кислоты, Sigma-Aldrich). 

Хемилюминесцентный анализ плазмы проводи
ли на однокюветном хемилюминометре Smart- 
Lum 100 (ДИСофт, Россия). В микропробирку 
объемом 1,5 мл помещали 50,0 мкл 50 мМ рас
твора АБАП и 20,0 мкл 0,1 мМ люминола. 
Смесь перемешивали в течение 2 мин на 
встряхивателе «Vortex yellow line tts2» при час
тоте 1400 об/мин и инкубировали 20 мин в 
темноте при комнатной температуре. Образо
вание свободных радикалов в системе ини
циировали добавлением в кювету 930 мкл на
гретого (37 °С) фосфатного буферного раствора 
(100 мМ КН2Р04, pH 7,4; Sigma, США). Регист
рировали свечение до достижения стационар
ного уровня (/о) при 37 °С, затем добавляли 
10 мкл плазмы крови, предварительно разбав
ленной в 10 раз. После добавления плазмы 
крови свечение прекращалось благодаря ней
трализации радикалов антиоксидантами 
плазмы крови, прежде всего, мочевой кисло
той. После расходования антиоксидантов све
чение вновь нарастало и достигало нового ста
ционарного уровня I  (рис. 1). В качестве ана
литического сигнала использовали S(AOA) -  
площадь над кривой, «вырезаемая» антиокси
дантами.

Рис. 1. Типичная кривая развития ХЛ при иссле
довании антиоксидантных свойств плазмы крови

Оценка функциональной активности 
фагоцитов крови методом люминол-акти- 
вированной хемилюминесценцин [11]*
Методический подход для оценки функцио
нальной активности нейтрофилов и моноци
тов в цельной крови основан на регистрации 
развития во времени свечения клеток, сти
мулированных последовательно двумя веще

ствами с разным механизмом действия. На 
первом этапе клетки стимулировали форбол- 
12-миристат 13-ацетатом (ФМА) с внутрикле
точным механизмом действия, на втором 
этапе проводили основную стимуляцию фор- 
мил-метиониллейцил-фенилаланином (фМЛФ) 
с внеклеточным механизмом действия. Двой
ная стимуляция приводит к максимально 
полному ответу фагоцитирующих клеток, 
следовательно, к улучшению чувствительно
сти и точности получаемых результатов.

В кювету, содержащую раствор Хенкса, 
стабилизированный HEPES (Sigma-Aldrich), и 
люминол в конечной концентрации 45 мкМ, 
помещали цельную кровь, отобранную в ва- 
кутейнеры с гепарином, в конечной концен
трации 4,5 % (45 мкл на 1,000 мл) и регист
рировали спонтанную ХЛ в течение 12 мин, 
затем вносили стимул ФМА (конечная кон
центрация в кювете -  50 нг/мл). После 
20 мин инкубации проводили стимуляцию 
фМЛФ (конечная концентрация -  10 мкМ) и 
регистрировали индуцированный ХА ответ в 
течение не менее 60 мин (рис. 2).

Рис. 2. Типичная кривая развития ХЛ при двой
ной стимуляции нейтрофилов: 1 -  спонтанная ХА; 
2 -  пред стимуляция ФМА; 3 -  основная стимуля
ция фМЛФ. Стрелками обозначены моменты до
бавления стимулов

Строго говоря, методика дает возмож
ность оценить радикал-продуцируюшую ак
тивность всех фагоцитирующих клеток кро
ви, включая моноциты. В дальнейшем, для 
простоты изложения, в тексте будут упоми
наться только нейтрофильные гранулоциты, 
поскольку их вклад в продукцию свободных 
радикалов является превалирующим.

Изучали аналитические показатели:
1) удельную пиковую активность нейтро- 

фила Ai* (амплитуда фМЛФ-индуцированной 
ХЛ Ai, деленная на число нейтрофилов);
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2) удельную интегральную активность 
нейтрофила S* (светосумма вспышки фМЛФ- 
индуцированной ХА за 30 мин после добавле
ния фМЛФ, деленная на число нейтрофилов);

3) суммарную радикал-продуцирующую 
активность клеток крови S (светосумма 
вспышки фМЛФ-индуцированной ХА за 
30 мин после добавления фМЛФ);

4) коэффициент затухания респиратор
ного взрыва Kd = (А2 /А1) (где А\ -  амплитуда 
фМЛФ-индуцированной ХА, А2 -  интенсив
ность фМЛФ-индуцированной ХА на 23-й мин 
после добавления фМЛФ);

5) удельный уровень спонтанной ХА Асп* 
(базальная радикал-продуцирующая актив
ность нейтрофила).

Определение доли окисленного аль
бумина (ДОА) методом флуоресденднн. 
Спектры флуоресценции регистрировали на 
спектрофлуориметре RF-5301PC (SHIMADZU, 
Япония) в кварцевых кюветах с длиной оп
тического пути 1,00 см.

Предварительно из плазмы крови отде
ляли глобулины. Для этого к 100 мкл плазмы 
добавляли равное количество насыщенного 
раствора сульфата аммония ((NH^SCU, Sig
ma-Aldrich). При этом глобулиновая фракция 
осаждалась, а альбуминовая оставалась в 
растворе. Полученную смесь перемешивали 
на встряхивателе, образовавшийся осадок 
отделяли центрифугированием в течение 
10 мин при 450 д. Использование сульфата 
аммония в качестве высаливателя не оказы
вало мешающего влияния на результаты 
спектрофлуориметрических исследований.

Полученную безглобулиновую плазму пред
варительно разбавляли в 500 раз в 100 мМ 
фосфатном буферном растворе (pH 7,4) и одно
временно регистрировали спектр флуорес
ценции и спектр поглощения. Для расчета до
ли окисленного альбумина использовали фор
мулу [13]:

дол = (/° ~~ ^ , 
h

где I  -  флуоресценция альбумина в иссле
дуемой плазме (Аех = 260 нм, АШах = 335 нм); 
/о -  флуоресценция чистого альбумина в 
концентрации, равной концентрации аль
бумина в плазме, определенной биохимиче
ским методом.

Статистическая обработка данных. 
Статистическую обработку данных проводили, 
используя программный пакет STATISTICA.

Результаты представлены в виде 
медианы и интерквартильного раз- W' 
маха. Для проверки гипотезы о *
нормальности распределения дан
ных использовали критерий Шапиро-Уилка 
(р > 0,05). Для изучения связи между данны
ми использовали коэффициент ранговой 
корреляции Спирмена. Коэффициент корре
ляции признавался достоверным при 
р  < 0,05. Достоверность различия между 
группами определяли с помощью непарамет
рического критерия Манна-Уитни или пара
метрического критерия Стьюдента. Различия 
признавали статистически достоверными 
при уровне значимости р  < 0,05.

Результаты

На момент исследования окислительного ста
туса у большинства больных системными вас
кулитами отмечались признаки активности 
разной степени выраженности: с высокой ак
тивностью -  9 больных (индекс BVAS 11-21), с 
умеренной активностью -  18 (индекс BVAS 3- 
10) и больные в ремиссии -  13 (индекс BVAS 0-
2). Пациенты с генерализованной формой бо
лезни -  31 чел., с локализованной -  9 чел. 
Больные (35 чел.) получали иммуносупрессив- 
ную индукционную или поддерживающую ре
миссию терапию; 5 больных не получали ме
дикаментозную терапию (впервые поступив
шие в стационар). При этом с активной стади
ей болезни повышенный титр АНЦА был опре
делен у 10 больных (рАНЦА -  у 4, сАНЦА -  у 7), 
у 19 больных антитела в пределах нормальных 
значений и у остальных больных антитела не 
определяли.

Определение антиоксндантной ак
тивности плазмы. Проверка нормальности 
распределения по критерию Шапиро-Уилка: 
группа контроля -  W = 0,92, р  = 0,200, п = 35; 
группа пациентов -  1^=0,790, р =  0,00001, 
п = 40. Таким образом, распределение в ис
следуемой группе не является нормальным, и 
последующий анализ проводили по непара
метрическому критерию Манна-Уитни.

Сравнение мужчин и женщин в группе 
контроля: р = 0,35, в группе пациентов р  = 0,26. 
Таким образом, различия в группах являются 
незначимыми, и в дальнейшем рассматривали 
объединенные по полу выборки.

У больных АНЦА-СВ антиоксидантная 
активность была выше по отношению к 
группе контроля (р = 0,009).
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I Внутри группы пациентов с 
АНЦА-СВ проводили сопоставление 
показателей по группам: а) с лока
лизованной и генерализованной 

формами; б) с активным (BVAS > 2) и неак
тивным (BVAS от 0 до 2) течением болезни; в) 
с АНЦА-позитивной и АНЦА-негативной 
формами; г) ГПА, ЭГПА, МПА. При всех ва
риантах сравнения, значимых отличий по 
АО А найдено не было.

Референтный интервал для АОА я 
(интервал, в который попадают 95 % 
значений для группы доноров) составляет 
(171 -  328)* 103 имп. В пределы референтно
го интервала из группы АНЦА-СВ попали 
17 чел., превышение до 2N -  15 чел., выше 
2N -  5 чел.

Оценка радикаА-продуцирующей ак
тивности нейтрофилов. Анализировали сле
дующие параметры кривой развития ХА в от
вет на двойную стимуляцию нейтрофилов: 
1) удельную пиковую активность нейтрофила 
в ответ на стимул фМАФ, АС; 2) удельную ин
тегральную активность нейтрофила в ответ 
на стимул фМАФ, S*; 3) коэффициент затуха
ния респираторного взрыва, Ка; 4) удельный 
уровень спонтанной ХА Аси* (базальная ради- 
кал-продуцирующая активность нейтрофила).

Данные для контрольной группы были 
проверены на нормальность распределения 
по критерию Шапиро-Уилка. Распределение 
статистически значимо отличалось от нор
мального: р  = 0,0004, п = 87. В группе не вы
явлено статистически значимых различий в 
зависимости от возраста и пола. Мы предпо
ложили, что это справедливо также для 
группы больных АНЦА-СВ, и рассматривали 
объединенную по полу выборку.

По удельной пиковой активности ней
трофила выявлено статистически значимое 
различие между группой контроля и АНЦА- 
СВ (р = 0,001). Параметр А\* ниже в группе 
контроля. Удельная интегральная активность 
нейтрофила S* также значимо более выра
жена у больных АНЦА-васкулитами по срав
нению с группами контроля (р = 0,02). Ко
эффициент затухания респираторного взры
ва нейтрофилов оказался статистически зна
чимо выше у больных с АНЦА-васкулитом по 
сравнению с группой контроля (р = 0,006). 
Удельный уровень спонтанной ХА в группе

АНЦА-СВ значимо выше, чем в группе кон
троля (р = 0,005).

Внутри группы пациентов с АНЦА-СВ 
проводили сопоставление всех показателей 
радикал-продуцирующей активности ней
трофилов по группам: а) с локализованной и 
генерализованной формами; б) с активным 
(BVAS > 2) и неактивным (BVAS от 0 до 2) те
чением болезни; в) с АНЦА-позитивной и 
АНЦА-негативной формами; г) ГПА, ЭГПА, 
МПА. При всех вариантах сравнения, значи
мых отличий по активности нейтрофилов 
найдено не было.

Определение доли окисленного аль
бумина. Проверка нормальности распреде
ления по критерию Шапиро-Уилка: группа 
контроля -  1У = 0,968, р  = 0,646, п = 35, груп
па пациентов -  W= 0,980, р = 0,89, п = 35. 
Таким образом, распределение является 
нормальным, и последующий анализ прово
дили по t-критерию.

При сравнении мужчин и женщин в 
группе контроля: р  = 0,46, а в группе паци
ентов р  = 0,71. Таким образом, различия в 
группах являются незначимыми и в даль
нейшем рассматривали объединенные по по
лу выборки.

Показатель ДОА значимо выше в группе 
АНЦА-СВ (среднее ДОА -  0,48, &.= 0,28), чем 
в группе здоровых доноров (среднее ДОА -  
0,24, Sr= 0,16), р  < 0,001. Также значимо 
ДОА отличается в группе пациентов с гене
рализованным течением болезни (среднее 
ДОА -  0,56, Sr = 0,22) по сравнению с груп
пой с локализованным течением болезни 
(среднее ДОА -  0,47, Sr=0,20) р  = 0,04.
Сравнение групп с различными вариантами 
системных васкулитов не показало значимой 
разницы, также как и сравнение между 
группами АНЦА-позитивных и АНЦА-нега- 
тивных васкулитов, с активной и неактив
ной формами.

Итоговая оценка окислительного статуса 
у группы пациентов АНЦА-СВ представлена 
в таблице.

В объединенной выборке больных 
{п = 35) корреляция была выявлена (р < 0,05) 
между следующими показателями: S* и
S(AOA), г =-0,40; S(AOA) и сАНЦА, г =0,41; 
S(AOA) и стаж болезни/лечения, г = 0,41.
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Таблица. Окислительный статус пациентов с АНЦА-СВ 
и практически здоровых доноров

Показатель Группа контроля Группа АНЦА-СВ Вывод
Антиоксидантная 
активность плазмы, *103имп.

Медиана 227 
*ИКР 84

Медиана 357 
ИКР 146

АОА значимо выше в группе 
АНЦА-СВ, р = 0,009

Удельная пиковая активность 
нейтрофила, *10~2 имп./(с*кл.)

Медиана 4,13 
ИКР 3,64

Медиана 4,55 
ИКР 5,27

Ai* значимо выше в группе 
АНЦА-СВ, р = 0,001

Удельная интегральная 
активность нейтрофила, ипм./кл.

Медиана 23,7 
ИКР 20,3

Медиана 41,3 
ИКР 34,4

Si* значимо выше в группе 
АНЦА-СВ, р  = 0,02

Коэффициент затухания 
респираторного взрыва

Медиана 0,43 
ИКР 0,29

Медиана 0,30 
ИКР 0,28

Kd значимо ниже в группе 
АНЦА-СВ, р = 0,005

Базальная
радикал-продуцирующая 
активность, *10 2 имп./(с*кл.)

Медиана 0,27 
ИКР 0,17

Медиана 0,42 
ИКР 0,22

Асп значимо выше в группе 
АНЦА-СВ, р  = 0,006

Доля окисленного альбумина
L

Среднее 0,24 
&= 0,16

Среднее 0,48 
Sr = 0,28

ДОА значимо выше в группе 
АНЦА-СВ, р =  0,001

Примечание: * -  ИКР -  интерквартильный размах.

Корреляции. Для группы больных с вы
сокоактивным течением процесса (п = 16) 
корреляция была выявлена (р < 0,05) между 
следующими показателями: S* и S(AOA), 
г = -  0,52; S* и СРБ, г = 0,5; S(AOA) и сАНЦА, 
г =0,60; S(AOA) и стаж болезни/лечения, 
г = 0,40; S (АОА) и VDI, г = 0,54.

Для группы больных в ремиссии (п = 19) 
корреляция была выявлена (р < 0,05) между 
следующими показателями: S* и S(AOA), 
г = 0,37; S* и BVAS, г = 0,5; S(AOA) и рАНЦА, 
г =0,40; S(AOA) и стаж болезни/лечения, 
г =0,40.

Обсуждение результатов

Непосредственными участниками патогене
тического процесса при АНЦА-СВ являются: 
1) нейтрофилы и моноциты, 2) В- и Т-лим- 
фоциты, 3) аутоантитела АНЦА, 4) система 
комплемента, 5) инфекционный агент (Sta
phylococcus aureus) [14,15].

Нейтрофилы, с одной стороны, являются 
эффекторными клетками, вызывающими 
повреждение эндотелия, с другой -  мишенью 
аутоиммунного ответа. Они синтезируют ог
ромное количество цитокинов и хемокинов, 
служащих модуляторами воспалительного и 
аутоиммунного процессов. Нейтрофилы так
же продуцируют стимул лимфоцитов В1у, ци- 
токин, играющий важнейшую роль в физио
логии В-клеток, включая дифференцировку, 
пролиферацию, продукцию иммуноглобули
нов. Нейтрофилы больных АНЦА-СВ отлича
ются повышенной экспрессией субъединиц

интегринов, реэкспрессией генов, кодирую
щих синтез ферментов гранул, а также по
вышенной базальной секрецией супероксид- 
ного анион-радикала [3]. Считается, что 
циркулирующие в кровотоке больных ней
трофилы являются активированными.

При ГПА также активируются моноци
ты, что было доказано повышенным уровнем 
неоптерина, ИЛ-6 и экспрессии на поверхно
сти моноцитов кластеров дифференцировки 
CD-64, C D -lib , причем уровень этих марке
ров коррелировал с активностью болезни по 
BVAS [5].

В-лимфоциты являются предшествен
никами плазматических клеток, продуци
рующих АНЦА. Их число, равно как и уро
вень стимулирующих В-лимфоциты факто
ров, повышено у больных АНЦА-СВ. Т-лим- 
фоциты найдены в гранулемах при АНЦА- 
СВ, и показан повышенный уровень как са
мих лимфоцитов, так и маркеров их актив
ности (рецептор ИЛ-2, неоптерин, раствори
мый CD-30) [14].

Антинейтрофильные цитоплазматиче
ские антитела при АНЦА-СВ продуцируются 
к протеиназе-3 (цитоплазматические, сАНЦА) 
и к миелопероксидазе (перинуклеарные, 
рАНЦА) — компонентам, присутствующим 
как в первичных гранулах нейтрофилов, так 
и лизосомах моноцитов. Роль АНЦА много
значна. Они могут служить стимулами прай- 
мированных нейтрофилов и моноцитов, ко
торые, активируясь, повреждают эндотелий 
сосудов в результате выброса протеолитиче-
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ских ферментов и АФК [16]. Прай- 
мирование может возникать в ре
зультате инфекции, при этом АН- 
ЦА-антигены перемещаются из ци

топлазматических гранул к поверхности 
мембраны нейтрофила.

Антинейтрофильные цитоплазматические 
антитела играют роль в апоптозе нейтрофи
лов. Апоптоз нейтрофилов -  это ключевой ме
ханизм контроля длительности раннего вос
палительного ответа, ограничивающий по
вреждение тканей. Одна из теорий предпола
гает, что аутоиммунный ответ связан с нару
шением клиренса нейтрофилов, вступивших 
в апоптоз. Протеиназа-3, в отличие от миело- 
пероксидазы, экстернализуется из цитоплаз
мы на самых ранних стадиях апоптоза. Та
ким образом, реализуется механизм, по кото
рому АНЦА индуцируют активацию нейтро
филов и апоптоз, что, в свою очередь, вызы
вает выброс антигенов для АНЦА и усиление 
апоптоза. Более того, наличие протеиназы-3 
на мембране существенно снижает актив
ность фагоцитоза макрофагами по типу сиг
нала «not-eat-me», что замедляет клиренс 
апоптотических нейтрофилов. В итоге, усили
вается как воспаление, так и аутоиммунный 
ответ [3].

Антинейтрофильные цитоплазматиче
ские антитела напрямую связываются с 
клетками эндотелия. Повреждение сосуди
стой стенки может наступать вследствие ак
тивации комплемента или антитело-зави- 
симой клеточной цитотоксичности.

Еще одно патологическое действие 
АНЦА заключается в их мешающем действии 
по отношению к естественному ингибирова
нию активных ферментов нейтрофилов, в 
результате чего происходит длительное пер- 
систирование в кровотоке антигенов и ком
плексов антиген-антитело [16].

Система комплемента участвует в пато
генезе АНЦА-СВ через альтернативный путь 
активации. Экспериментальные данные по
казывают, что праймированные нейтрофи- 
лы, активированные АНЦА, генерируют С5а, 
активирующие, в свою очередь, рецепторы 
на мембране нейтрофилов, что дополнитель
но праймирует нейтрофилы, замыкая пороч
ный круг. Показано повышение уровня СЗа, 
С5а, растворимого С5Ь-9 и ВЬ в плазме кро
ви у пациентов с активными васкулитами по 
сравнению с ремиссией [17].

Суммируя вышесказанное, патогенез 
АНЦА-СВ кратко можно свести к следующим 
стадиям [7]: суперантигены и пептидоглика- 
ны Staphylococcus aureus стимулируют анти- 
ген-презентирующие клетки в респиратор
ном тракте, которые продуцируют ИЛ-23, 
тот, в свою очередь, стимулирует образова
ние Thl7 и продукцию ИЛ-17. ИЛ-17 способ
ствует высвобождению провоспалительного 
цитокина ИЛ-1(3 и ФНО-а из макрофагов, ко
торые праймируют нейтрофилы (мембранная 
экспрессия протеиназы-3) и вызывают по
вышенную экспрессию молекул адгезии на 
поверхности как нейтрофилов, так и эндоте
лия. ИЛ-17 также индуцирует продукцию 
хемокинов в бронхиальных эпителиальных 
клетках. Протеиназа-3 нейтрофилов презен- 
тируется антиген-презентирующими клетка
ми (В-лимфоциты) Т-лимфоцитам. Т-регуля- 
торные клетки не справляются с ингибиро
ванием аутоиммунного ответа, и В-лим
фоциты дифференцируются в АНЦА-проду- 
цирующие плазматические клетки. АНЦА 
индуцируют высвобождение BAFF из акти
вированных нейтрофилов. BAFF и ИЛ-21 
стимулируют дифференцировку аутореак
тивных плазматических клеток. Дефицит 
или дисфункция регуляторных В-клеток 
приводит в итоге к нарушенному ингибиро
ванию продукции аутореактивных В- и Т-кле- 
ток. АНЦА активируют нейтрофилы, которые 
прикрепляются к эндотелиальным клеткам и 
продуцируют АФК и протеолитические фер
менты, повреждающие сосудистую стенку.

Подводя итог, можно сказать, что есть 
много данных, устанавливающих роль клеток 
иммунной системы и продуцируемых ими ци- 
токинов, хемокинов, медиаторов в патогенезе 
АНЦА-СВ. Утверждается и патологическая 
роль избыточной продукции свободных ради
калов (окислительный стресс), однако нет 
прямых данных оценки окислительного ста
туса пациентов при АНЦА-СВ. В приведенной 
выше схеме АФК упоминаются лишь как по
вреждающий фактор, в то время как извест
но, что роль свободных радикалов не ограни
чивается лишь прямым повреждением моле
кул. активные формы кислорода играют не
посредственную роль в регуляции через 
АФК-сигнальные пути, в том числе в жизне
деятельности Т-клеток [18, 19]. Знание окис
лительного статуса пациентов может предос
тавить новые мишени для терапевтического 
воздействия, с одной стороны, и дать новые

32 Технологии живых систем, 2016 г., т. 13, № 8



показатели для оценки тяжести состояния и 
эффективности терапии -  с другой.

Для оценки окислительного статуса были 
использованы три показателя -  уровень ан
тиоксидантной защиты, уровень продукции 
свободных радикалов естественными источ
никами в цельной крови, уровень окисленно
го альбумина как мишени действия свобод
ных радикалов и показатель глубины сис
темного окислительного стресса.

Сывороточный альбумин, основной бе
лок крови, представляет собой антиокси
дант, претерпевающий различные окисли
тельные модификации под действием АФК 
(супероксиданион-радикала, пероксида во
дорода, гипохлорита), которые можно оце
нить по изменению его флуоресценции при 
353 нм (флуоресценция триптофана). Зна
чимое повышение доли окисленно-модифи- 
цированного альбумина у пациентов с 
АНЦА-СВ свидетельствует о системном окис
лительном стрессе, причем при генерализо
ванной форме болезни этот показатель зна
чимо выше, чем при локализованной, т. е. 
уровень системного окислительного стресса 
связан с генерализацией процесса. Однако 
активность процесса, наличие и уровень ау
тоантител, разные варианты васкулитов не 
влияют на этот показатель.

В объединенной выборке больных удель
ная интегральная активность нейтрофилов и 
антиоксидантная активность характеризу
ются обратной корреляционной зависимо
стью средней силы. Чем выше радикал- 
продуцирующая активность нейтрофилов, 
тем меньше антиоксидантная активность 
плазмы. Такая же зависимость имеется для 
больных как в активной стадии процесса, 
так и в ремиссии. Кроме того, для больных в 
активной стадии удельная интегральная ак
тивность нейтрофилов связана положитель
ной корреляционной связью средней силы с 
уровнем СРВ, а для больных в ремиссии — с 
уровнем BVAS.

Согласно литературным данным, ней- 
трофилы при АНЦА-СВ праймированы. Дан
ные по спонтанной ХА подтверждают это по
ложение. Уровень базальной свободно
радикальной активности нейтрофилов зна
чимо выше у больных по сравнению с груп
пой контроля. Более того, радикал-продуци- 
рующая активность нейтрофилов как пико
вая, так и интегральная, оказалась выше в 
группе АНЦА-СВ, что говорит о более актив

ном ответе на стимул. Однако ко
эффициент затухания оказался 
ниже в группе АНЦА-СВ, что сви
детельствует о более быстром ис
тощении стимулированных нейтрофилов на 
фоне иммуносупрессивной терапии. Эти вы
воды справедливы вне зависимости от ак
тивности процесса, его генерализации и ва
рианта васкулита. Следует заметить, что 
сравнение между группами внутри пациен
тов АНЦА-СВ не может считаться надежным 
из-за малочисленности выборок.

Антиоксидантная активность плазмы 
крови больных оказалась значимо больше, 
чем у практически здоровых доноров, и этот 
факт нельзя объяснить повышенным содер
жанием мочевой кислоты. Видимо, в плазме 
крови больных присутствуют компоненты, 
обладающие антиоксидантным действием. В 
свете полученных данных, терапия антиок
сидантами вряд ли является необходимой. 
Антиоксидантная активность связана поло
жительной корреляцией средней силы с 
уровнем сАНЦА и стажем болезни/лечения, 
для больных в активной стадии — с индек
сом VDI.

•  Окислительный стресс у 40 пациентов с 
АНЦА-ассоциированными системными 
васкулитами (ГПА, ЭГПА и МПА) был оце
нен при помощи трех новых методик: хе- 
милюминесцентный анализ радикал- 
продуцирующей активности нейтрофилов 
как источника АФК, флуоресцентный 
анализ окисленного альбумина как мише
ни действия АФК и хемилюминесцентный 
анализ антиоксидантной активности 
плазмы. Повышение доли окисленного 
альбумина до 0,48 по сравнению с груп
пой контроля (0,24) свидетельствует о сис
темном окислительном стрессе, глубина 
которого зависит от генерализации про
цесса. Нейтрофилы находятся в прайми- 
рованном состоянии, о чем свидетельст
вует повышенный уровень базальной про
дукции АФК и повышенный ответ на сти
мулы. Однако затухание респираторного 
взрыва происходит быстрее у нейтрофи
лов больных АНЦА-СВ, что связано, види
мо, с иммуносупрессивной терапией. Ан
тиоксидантная активность плазмы боль
ных превышает антиоксидантную актив
ность в группе контроля, что делает со-
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Р мнительной необходимость терапии 
антиоксидантами.

В дальнейшем представляет инте
рес расширить круг используемых 

методов и группы больных, чтобы про
вести более надежные сопоставления 
уровня окислительного стресса при раз
ной активности патологического процес

са, наличии/отсутствии осложнений, ге
нерализации заболевания, варианта сис
темного васкулита с целью выработки 
диагностических и прогностических кри
териев.

Работа выполнена прн поддержке средств 
гранта РНФ № 14-15-00375.
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