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ОПРЕДЕЛЕНИЯ

В данной диссертации применяются следующие термины с соответствующими определениями:
Антимикросомальные антитела (АМС) Antithyroid microsomal antibody
 - антитела к микросомам, расположенным внутри эпителиальных клеток, окружающих фолликулы щитовидной железы. Они образуют иммунные комплексы на поверхности клеток, активируют комплемент и цитотоксические лимфоциты, что приводит к повреждениям клеток и формированию воспалительного процесса. Со временем развивается фиброз щитовидной железы и снижается ее функция, что приводит к гипотиреозу.
Выборка – часть популяции, полученная путем случайного отбора.
Костимулирующие молекулы - совместная стимуляция - co-stimulation это вторичный сигнал, стимулирующий иммунные клетки для активации иммунного ответа в ответ на присутствие антиген-представляющей клетки. Костимуляция имеет решающее значение для развития эффективного иммунного ответа. 
Полиморфизм – разнообразие генетических и морфологических признаков, формирующих различные группы (две или более) в одной и той же популяции
Популяция – совокупность особей одного вида, обладающая общим генофондом, и существующих на определённой территории.
Паратоп - часть антитела, взаимодействующая со специфическим эпитопом антигена.
Сигнальный путь JAK-STAT - представляет собой цепочку взаимодействий между белками в клетке и участвует в таких процессах, как иммунитет, деление клеток, гибель клеток и образование опухоли. 
Моноклональные антитела -  антитела, вырабатываемые иммунными клетками, принадлежащими к одному клеточному клону, то есть произошедшими из одной плазматической клетки-предшественницы.  
[bookmark: _Hlk102229485]Миелопероксидаза – лизосомальный фермент, присутствующий в гранулоцитарных и моноцитарных клетках. Миелопероксидаза экспрессируется в нейтрофильных и эозинофильных ростках на всех стадиях созревания, но в базофилах чаще выявляется в незрелых формах. Миелопероксидаза имеет гемовый (подобный крови) пигмент, который придает зеленый цвет выделениям, богатым нейтрофилами (иммунными клетками, способными уничтожать патогены), таким как гной и некоторые формы слизи. 
Фактор риска – обстоятельство (внешнее или внутреннее), отрицательно влияющее на здоровье человека и создающее благоприятную среду для возникновения и развития заболеваний
Фолдинг -  процесс спонтанного сворачивания полипептидной цепи. 
Эпитопы -  (англ. epitope), или антигенная детерминанта — часть макромолекулы антигена, которая распознаётся иммунной системой (антителами, B-лимфоцитами, T-лимфоцитами).
Ядерный фактор kB «каппа-би» - англ. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-kB) - универсальный фактор транскрипции, контролирующий экспрессию генов иммунного ответа, апоптоза и клеточного цикла.
Overlap-syndrome - (синдром перекреста) означает, что у одного больного наблюдаются признаки двух различных аутоиммунных заболеваний, имеющих общий патогенез.
        Fragment antigen-binding- участок связывания антигена — участок молекулы иммуноглобулина, который связывает антиген. 




ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
   
АИЗЩЖ - аутоиммунные заболевания щитовидной железы
АИТ - аутоимунный тиреоидит
АТ к ТПО – антитела к тиреопероксидазе      
АT кТГ – антитела к тиреоглобулину
АТ к РТТГ - антитела к рецепторам тиреотропного гормона 
БГ - болезнь Грейвса
ВКО – Восточно-Казахстанская область
ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения 
ГУ – Государственное учреждение
ДИ – Доверительный интервал
ДТЗ - диффузный токсический зоб
ИФА – иммуноферментный анализ
МкАТ - моноклональные антитела
МЕ – международная единица 
ОШ – отношение шансов
ПБ – пункционная биопсия
РК – Республика Казахстан
СИЯП – Семипалатинский испытательный ядерный полигон 
ТТГ - тиреотропный гормон
ТХ - тиреоидит Хашимото
ТПО - тиреопероксидаза 
T4 - гормон щитовидной железы тироксин
T3 – гормон щитовидной железы трийодтиронин 
УЗИ – ультразвуковое исследование
ЩЖ – щитовидная железа
SPSS – Statistical Package for the Social Sciences 
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ВВЕДЕНИЕ
Актуальность работы: Аутоиммунные заболевания щитовидной железы являются наиболее распространенными органоспецифическими заболеваниями. В частности, существует вероятность что у ~1% населения в течение жизни может развиться диффузный токсический зоб, а у ~15% взрослых женщин - диагностирован аутоиммунный тиреоидит (Caturegli P. et al.,2007, Hollowell J.G. et al., 2002). При данных патологиях происходят аутоиммунные перекресты, которые характеризуются комбинацией клинических, биохимических и серологических проявлений, свойственных нескольким заболеваниям этого органа, данный симптомокомплекс называют синдром  перекреста или «overlap-syndrome»           (Генделека Г.Ф., 2014, J.M. Anaya et al., 2016, Edit Biro et al., 2006) 
Термин синдром перекреста означает, что у одного больного наблюдаются признаки двух различных аутоиммунных заболеваний, имеющих, вероятно, общий патогенез. Факторы, определяющие баланс между диффузным токсическим зобом и аутоиммунным тиреоидитом, неизвестны. 
Основными антигенами, имеющими значение в развитии аутоиммунных заболеваний щитовидной железы, являются тиреопероксидаза (ТПО), тиреоглобулин (ТГ), рецептор тиреотропного гормона (рТТГ).
В сыворотке крови больных с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы выявляются антитела к ТГ, ТПО и к рТТГ. С помощью моноклональных антител показано, что антитела к ТПО взаимодействуют с различными участкам тиреопероксидазы (А.В. Зубков и др., 2011, S.M. McLachlan et al., 2017).
Предполагается, что исследование гетерогенности аутоантител к эпитопам ТПО у больных с различными нарушениями щитовидной железы позволит уточнить патофизиологические механизмы развития аутоиммунных  заболеваний щитовидной железы. 
В последние годы наблюдается прогресс в изучении механизма, лежащего в основе аутоиммунных заболеваний щитовидной железы.  Было продемонстрировано в ряде исследований по идентификации Т- и В-клеточных эпитопов, in silico, in vitro, in vivo и в  клинических экспериментах (H. Inaba et al., 2006, H.J. Lee et al., 2015).
В настоящее время исследование  гетерогенности эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы не проводились в группах больных, находящихся в условиях неблагоприятной экологии и йодной недостаточности. На основании проведенных исследовании и проведенного мета анализа, были предложены ключевые идеи патогенеза и лечения диффузного токсического зоба и аутоиммунного тиреоидита. Необходимы дальнейшие исследования для выяснения и уточнения сдвигов в звеньях иммунологической системы, а также проведение дифференциальной диагностики между диффузным токсическим зобом, аутоиммунным тиреоидитом и синдромом перекреста.  Целесообразно разработать алгоритм диагностики и лечения аутоиммунных заболеваний щитовидной железы.
В развитии и прогрессировании аутоиммунных заболеваний щитовидной железы важную роль играют цитокины. Чтобы оценить роль цитокинов в инициации или подавлении аутоиммунных заболеваний щитовидной железы, важно понять иммунологические события, которые запускают аутоиммунный ответ, что в конечном итоге приводит к ассоциированной патологии. Цитокины модулируют реакции воспаления и иммунитета, регулируя рост, подвижность и дифференцировку лимфоидных и нелимфоидных клеток. Особый интерес для изучения этиологии аутоиммунных заболеваний щитовидной железы представляют интерлейкин-10 (ИЛ10) и  фактор некроза опухоли альфа  (ФНО-α)  (Balaji B. Ganesh et al., 2011, Moore et al., 2001).
Разработанный диагностический алгоритм на основе оценки прогностической значимости гетерогенности аутоантител к эпитопам тиреопероксидазы при различных аутоиммунных заболеваниях щитовидной железы позволил оптимизировать диагностические и лечебные вмешательства у пациентов с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы.
Цель исследования
Разработать эффективные критерии диагностики и лечения  аутоиммунных заболеваний щитовидной железы путем изучения гетерогенности эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител у больных с АИЗЩЖ с использованием моноклональных антител к тиреоидной пероксидазе.
Задачи исследования
1. Провести эпидемиологическую оценку аутоиммунных заболеваний щитовидной железы по ВК, СКО, ЮКО, ЗКО. 
2. Оценить гетерогенность эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител у больных с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы с использованием панели моноклональных антител к тиреоидной пероксидазе.  
3. Исследовать роль цитокинов – ИЛ-10, ФНО-α в формировании аутоиммунных заболеваний щитовидной железы.
4. Разработать алгоритм диагностики и лечения аутоиммунных заболеваний щитовидной железы. 
Научная новизна
1. Впервые изучена гетерогенность эпитопов, распознаваемых  антителами к ТПО, в сыворотке крови пациентов с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы  в Казахстане, при синдроме   перекреста (overlap-syndrome). Данное исследование можно   рассматривать как первую попытку получить представление о  специфичности эпитопов при синдроме перекреста (overlap-syndrome).
2. Выраженное ингибирование связывания МКАТ 82 при синдроме перекреста (overlap-syndrome) можно рассматривать как один из потенциальных маркеров благоприятного течения диффузного токсического зоба.
3. Повышенный уровень ФНО-α может рассматриваться в качестве предиктора тяжести клинического течения аутоиммунных заболеваний щитовидной железы. 
4. Не обнаружено статически значимых различий в уровне ИЛ-10 в образцах сыворотки крови пациентов с гипо- и гиперфункцией щитовидной железы.
5. Разработать алгоритм диагностики и лечения аутоиммунных заболеваний щитовидной железы с использованием моноклональных антител. 
Основные положения диссертационного исследования, выносимые на защиту
1. Выявлена тенденция увеличения заболеваемости аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы в различных регионах Казахстана: Восточном Казахстане, Северо-Казахстанской области, Южно-Казахстанской области, Западно-Казахстанской области.
2. Выраженное ингибирование связывания МКАТ 82 при синдроме перекреста  можно рассматривать как один из потенциальных маркеров благоприятного течения диффузно токсического зоба. Ингибирование  связывания МкАТ 63 в сыворотке крови пациентов с аутоиммунным тиреоидитом более значительно, чем в сыворотке крови пациентов с диффузно токсическим зобом. 
3. Повышенный уровень ФНО-α может рассматриваться в качестве предиктора тяжести клинического течения аутоиммунных заболеваний щитовидной железы.
4. Не обнаружено статически значимых различий в уровне ИЛ-10 в образцах сыворотки крови пациентов с гипо- и гиперфункцией щитовидной железы.
5. Разработан алгоритм диагностики и лечения аутоиммунных  заболеваний щитовидной железы с использованием моноклональных антител. 
Практическая значимость 
1.  Диагностика синдрома перекреста (overlap-syndrome)  с применением диагностического биомаркера  МкАТ 82. 
2. Рекомендован алгоритм диагностики и лечения аутоиммунных заболе
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1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Изучение гетерогенности антитиреопероксидазных аутоантител при аутоиммунных заболеваниях щитовидной железы
Наиболее частыми органоспецифическими аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы (АИЗЩЖ) являются диффузный токсический зоб (ДТЗ) и аутоиммунный тиреоидит (АИТ). Они наблюдаются чаще, чем сахарный диабет 1 типа и рассеянный склероз: распространенность диффузного токсического зоба в общей популяции составляет около 1 %, в то время как аутоиммунный тиреоидит встречается примерно у 15 % взрослых женщин, преимущественно в субклинической форме [1-2]. Как диффузный токсический зоб, так и аутоиммунный тиреоидит сопровождаются циркуляцией антитиреоидных аутоантител и инфильтрацией щитовидной железы аутореактивными лимфоцитами. К группе риска относятся преимущественно женщины в возрасте старше 40 лет [3]. 
АИЗЩЖ –  группа заболеваний, опосредованных как B-клетками, так и T-клетками, характеризующиеся потерей иммунной толерантности и аутоиммунной атакой на ткани щитовидной железы. Наряду с высокой распространенностью  в последние годы  отмечается рост АИЗЩЖ [4].  
Клиническими маркерами АИЗЩЖ являются  антитела к рецептору тиреотропного гормона (АТ к рТТГ), антитела к тиреоглобулину (АТ к ТГ) и  антитела к тиреоидной пероксидазе (АТ к ТПО). В настоящее время АТ к ТПО обнаруживаются в сыворотке крови пациентов с аутоиммунным тиреоидитом почти в 100 % случаев и несколько менее распространены у пациентов с диффузно токсическим зобом – в 50 - 90 % случаев. Однако АТ к ТПО часто обнаруживаются в сыворотке крови здоровых лиц, в 5 раз чаще встречаются у женщин по сравнению с мужчинами. Клиническое значение наличия Ат  в образцах сыворотки крови для людей с неповрежденной функцией щитовидной железы остается неясным. Концентрация  АТ к ТПО у пациентов с диффузным токсическим зобом коррелируют с интенсивностью повреждения ткани щитовидной железы [5-6]. АТ к ТПО могут активировать каскад комплемента и опосредовать антителозависимую клеточную цитотоксичность на тироцитах in vitro [7]. Имеются интересные данные, показывающие, что ТПО-специфические В-клетки способны действовать как антигенпрезентирующие клетки.  Важно отметить, что АТ к ТПО у больных с АИЗЩЖ распознают ограниченное количество  эпитопов в иммунодоминантных областях А и В [8,9]. Обычно АТ к ТПО распознают конформационные эпитопы, расположенные на поверхности молекулы, но они также способны распознавать линейные эпитопы тиреопероксидазы.
Ответственные за клинические проявления ДТЗ, антитела к рецептору тиреотропного гормона (АТ к рТТГ), выявляются как у пациентов с ДТЗ так и с АИТ [10-12] и таким образом, являются специфическим биомаркером АИЗЩЖ. И ДТЗ, и АИТ характеризуются лимфоцитарной инфильтрацией в тканях щитовидной железы. Считается, что продукция аутоантител В-клетками является первичной иммунной реакции при АИЗЩЖ. Аберрантные функции субпопуляций Т-клеток также играют важную роль в нарушении иммунного гомеостаза и возникновении аутоиммунитета против тканей щитовидной железы. Главной особенностью Ат к рТТГ, обладающих тиреотропной или тиреоблокирующей активностью, являются высокая аффинность связывания с рТТГ и способность ингибировать связывание ТТГ с рецептором [13].
Тиреоглобулин — основной белок коллоида щитовидной железы, гликопротеин с м.м. более 660 кДа. Синтез антител к ТГ может быть и при обширном разрушении ткани щитовидной железы, но высокие уровни ТГ в крови сами по себе не вызывают выработку антител [14]. Антитела к тиреоглобулину (АТ к ТГ) не фиксируют комплемент.  Кроме того, АТ к ТГ  при ДТЗ принадлежат в основном к классу IgG4, который не связывается с комплементом.  Антитела к другим тиреоидным аутоантигенам рутинно не определяются, поскольку их частота встречаемости намного ниже, а их физиологическая роль до конца не изучена [15].
В последние два десятилетия проводятся генетические исследования по выявлению генов-кандидатов, имеющих значение в развитии АИЗЩЖ Показано, что  решающая роль в установлении периферической толерантности принадлежит:  FOXP3 (скурфин) из  семейства белков FOX (forkhead box proteins), основному регулятору транскрипционных процессов, связанных с реализацией иммуносупрессивных свойств Т-регуляторных клеток;  CD25 -белку из группы дифференцировочных антигенов лейкоцитов; CD40 - мембранному гликопротеину на поверхности активированных Т-клеток; HLA (Human Leukocyte Antigens) — группе антигенов гистосовместимости, главный комплекс гистосовместимости у людей  и др.  Данные гены и белки являются ключевыми для активации Т-лимфоцитов и презентации антигена [16]. Такие иммуномодулирующие факторы, как FOXP3 и CD25, а также CD40, CTLA4 и HLA могут вызывать дисфункцию иммунных клеток и потерю иммунного гомеостаза, что в дальнейшем может привести к развитию АИЗЩЖ. Однако эти генетические факторы не могут полностью объяснить предрасположенность больных к АИЗЩЖ, тем более, что факторы окружающей среды также играют важную роль в развитии АИЗЩЖ [17,18]. Отсутствие полной конкордантности у монозиготных близнецов доказывает важность факторов окружающей среды в развитии  АИЗЩЖ. Доказано, что такие факторы окружающей среды, как высокое потребление йода, дефицит витамина D, неблагоприятный радиационный фон являются риском возникновения АИЗЖЩ. Генетические и экологические факторы могут взаимодействовать друг с другом, вызывать дисфункцию иммунных клеток и приводить к развитию АИЗЩЖ, но механизмы, приводящие к заболеванию, до сих пор до конца не изучены [19-24]. Адаптивный иммунитет опосредован Т- и В-клетками, которые являются иммунными клетками, способными развивать патоген-специфическую память, обеспечивающую иммунологическую защиту. Память и эффекторные функции В- и Т-клеток основаны на распознавании через специализированные рецепторы специфических мишеней (антигенов) в патогенах. Более конкретно, В- и Т-клетки распознают части своих родственных антигенов, известные как эпитопы. Существует большой интерес к идентификации эпитопов в антигенах по ряду практических причин, включая понимание этиологии заболевания, иммунный мониторинг, разработку диагностических тестов и разработку новых способов лечения на основе диагностически значимых эпитопов [25-26]. 
Иммунные клетки распознают эпитопы (антигенные детерминанты), а не целые антигены. Эпитопы представляют собой области антигена, которые связаны с антиген-специфическими мембранными рецепторами на лимфоцитах или с секретируемыми антителами [27-28]. Т-клетки распознают Т-клеточные эпитопы, представляющие собой линейные пептиды, полученные из белковых антигенов и представленные молекулами главного комплекса гистосовместимости. В-клетки и антитела распознают В-клеточные эпитопы, которые могут быть небольшими химическими соединениями или компонентами более крупных макромолекул, таких как нуклеотиды, липиды, гликаны и белки [29-30]. В качестве молекулярной основы иммунного распознавания и иммунного ответа оба типа эпитопов представляют ценную информацию, полезную для профилактики заболеваний, диагностики и лечения [31-32].  С помощью сравнительного анализа гетерогенности моноклональных антител, можно определить тонкую специфическую эпитопную направленность аутоантител при АИЗЩЖ. 
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Рисунок 1 - Эпитоп и паратоп
Эпитоп (англ. Epitope), (рисунок 1) или антигенная детерминанта — представляет собой области белков, которые могут запускать клеточный иммунный ответ, опосредованный Т- или В-клетками. Т- клеточные эпитопы обычно представляют собой белковые пептиды, происходящие от антигена, представленные молекулами ГКГС на антигенпрезентирующих клетках и распознаваемые Т-клеточными рецепторами. Антигенные детерминанты В-клеток представляют собой либо пептиды, либо остатки белка на поверхности, которые связываются с антителом. Часть антитела, распознающая эпитоп, называется паратоп.  
Эпитопы из макромолекул, особенно белков, дополнительно классифицируются еще на две категории. Первые, называемые линейными эпитопами, представляют собой сегменты, состоящие из непрерывной цепочки остатков вдоль полимерной цепи. Вторые, называемые конформационными эпитопами, состоят из нескольких последовательно прерывистых сегментов, которые объединяются в результате сворачивания антигена в его нативную структуру (рисунок 2)   Линейные эпитопы представляют собой короткую непрерывную последовательность аминокислот, расположенных на поверхности антигена. Хотя изолированный линейный эпитоп не имеет конформационной информации, он обычно гибок и может адаптировать свою конформацию для образования слабых взаимодействий с комплементарным антителом. Второй тип эпитопа, конформационный эпитоп, состоит из остатков, которые не являются непрерывными по последовательности, и примыкают на структурной поверхности белка после фолдинга [33-35]. 

    
Рисунок 2 - Линейные и конформационные эпитопы
Эпитопы могут определяться такими методами, как    ELISPOT и ELISА, а также с использованием биочипов. Антитела являются ключевыми агентами гуморального иммунитета, продуцируемыми В-клетками, которые нацелены на эпитопы В-клеток и участвуют в инфекционных, раковых и аутоиммунных заболеваниях. Как было описано выше В-клеточные эпитопы это участки антигенных белков, распознаваемые антителами. Антигенные детерминанты В-клеток являются линейными или конформационными [36-37]. Т-клетки распознают и изучают эпитопы, представленные молекулами главного комплекса гистосовместимости на поверхности ядерных клеток. Чтобы иметь возможность выполнять эту задачу, Т-клетки должны быть способны различать нативные «собственные» пептиды от пептидов, происходящих от патогенов, инфекций или геномных мутаций. Чтобы эффективно установить и инициировать иммунный ответ, Т-клетки должны пройти активацию. Основным требованием для активации Т-клеток является молекулярное распознавание между Т-клеточным рецептором, экспрессируемым на поверхности Т-клетки, и главным комплексом гистосовместимости, присутствующими на поверхности других клеток. Этот точный процесс распознавания имеет первостепенное значение для хорошо функционирующей иммунной системы и определяется механизмом, называемым центральной толерантностью [38-39].  
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Рисунок 3 - Распознавание эпитопов (антигенных детерминант), иммунными клетками

Идентификация эпитопов в антигенах представляет большой интерес по ряду практических причин, включая понимание этиологии заболевания, иммунный мониторинг, разработку диагностических тестов и разработку вакцин на основе эпитопов.  Эпитопы В-клеток могут быть идентифицированы различными методами, включая изучение трехмерной структуры комплексов антиген-антитело, скрининг библиотеки пептидов на связывание антител или выполнение функциональных анализов, в которых антиген мутирует и оценивается взаимодействие антитело-антиген (рисунок 3) [40-42]. 
Взаимодействие эпитопа и паратопа. 
Верхняя часть иммуноглобулина состоит из двух антиген-связывающих участков, в которых антигены распознаются и связываются. Вместо такого длинного термина часто используют английскую аббревиатуру Fab (fragment antigen binding). Вся верхняя антиген-связывающая часть иммуноглобулина, состоящая из обоих Fab , обозначается термином «паратоп» (пара антиген-связывающих участков): легкая цепь, а также верхняя часть тяжелой цепи, входящие в состав каждого Fab, состоят из константного (неизменного) и вариабельного (изменяемого) доменов – на рисунке 4 вариабельные домены схематично изображены в виде лапок щипцов. 


Рисунок 4 - Эпитопа и паратоп. Взаимодействие 

Часть макромолекулы антигена, распознаваемая иммуноцитами и есть эпитоп. Специфичность антитела определяет антигенсвязывающий центр, которая образует поверхность, комплементарную   эпитопу  антигена. Связывание антигена антителом не ковалентно. Интересно, что распознавание паратопом эпитопа происходит в основном благодаря тому, что эпитоп обладает определенной трехмерной молекулярной структурой и определенным распределением электрических зарядов, которые точно соответствуют (в смысле комплементарности) структуре и распределению зарядов паратопа. В результате этого точного соответствия и становится возможным плотный контакт между ними, а затем и захват эпитопа паратопом. Таким образом, поверхность паратопа пространственно и электрически комплементарна поверхности эпитопа антигена в том же самом смысле, в котором комплементарны пары азотистых оснований в структуре двойной спирали молекул ДНК [43]. Чтобы паратоп мог связаться со своим эпитопом, взаимодействующие участки должны быть комплементарными по конформации. 
Доказательство первоначального антигенного состояния при спонтанном аутоиммунном заболеваний щитовидной железы проявляется взаимодействиями аутоантител с иммунодоминантными участками аутоантигенов щитовидной железы, тиреоглобулина, тиреопероксидазы и рецептора тиреотропного гормона [40,с. 4].
Доказано, что антитела, индуцированные экспериментально к тиреоглобулину, взаимодействуют с множественными, широко разнообразными эпитопами на большой (660 кДа) димерной молекуле тиреоглобулина, тогда как аутоантитела к тиреоглобулину в сыворотке крови человека человека взаимодействуют с ограниченным числом эпитопов. Распознавание ограниченных эпитопов на больших гликозилированных аутоантигенах щитовидной железы (A-субъединица рТТГ 60 кДа, TPO 100 кДа и Tg 660 кДа) облегчает изучение положений аминокислот в иммунодоминантных областях. 
Характеристика эпитопов, распознаваемых аутоантителами ТПО и TГ, также была проведена с помощью конкурентного анализа с использованием моноклональных антител [44-45].
Большой интерес в исследовании патогенеза АИЗЩЖ представляют работы Inaba H., [46] где изучена функция и конформация рецептора тиреотропного гормона. Было исследовано его взаимодействие с молекулами главного комплекса гистосовместимости  -класса II и представление Т-клеткам. Соотношение рецептора тиреотропного гормона и главного комплекса гистосовместимости с точки зрения презентации эпитопа рецептора тиреотропного гормона имеет решающее значение в развитии АИЗЩЖ. Многочисленные исследования по идентификации Т- и В-клеточных эпитопов также продемонстрировали, что нарушение центральной и периферической толерантности может способствовать развитию АИЗЩЖ [47]. 
В исследованиях некоторых ученых на экспериментальной модели у мышей продемонстрировано, что у животных, иммунизированных рекомбинантной мышиной тиреоидной пероксидазой, развивался лимфоцитарный тиреоидит и увеличивался уровень антител к ТПО.  Для определения иммунодоминантных эпитопов ТПО проводили анализы пролиферации Т-клеток, в которых клетки лимфатических узлов, примированные рекомбинантной мышиной тиреоидной пероксидазой, реагировали с рекомбинантными фрагментами TПO или короткими перекрывающимися синтетическими пептидами TПO.  Показано, что ТПО является важным антигеном щитовидной железы в инициировании дисфункции щитовидной железы. Тот факт, что активация одного иммунодоминантного Т-клеточного эпитопа способна индуцировать тиреоидит и гипотиреоз, подчеркивает критическую роль патогенных Т-клеток, специфичных к ТПО, в развитии АИЗЩЖ.  Распознавание и дифференцировка Т-клеточных антигенных детерминант тиреопероксидазой, позволит  разработать иммунотерапию для профилактики и лечения хронического гипотиреоза у данных категории больных [48-57]. 
Имеются сообщения, что линейные или конформационные эпитопы, а также молекулярная структура эпитоп-связывающей бороздки в рецепторе клеточной поверхности главного комплекса гистосовместимости класса II связаны с патогенезом АИЗЩЖ. Дисфункция центральной толерантности в тимусе или периферической толерантности, такой как регуляторные Т-клетки, может также привести к развитию АИЗЩЖ. Сообщается, что новые методы лечения с использованием антагонистов рецептора тиреотропного гормона или мутированных пептидов рецептора тиреотропного гормона были эффективновными [58-62].
 Несмотря на успехи в понимании патогенеза АИЗЩЖ и их лечении, необходимы дальнейшие исследования для выяснения точных иммунологических систем при АИЗЩЖ. 
Таким образом, пытаясь выяснить причины такой гетерогенности уровней эпитопов у пациентов с различными АИЗЩЖ, становится возможным прояснить патофизиологию ДТЗ и АИТ. 

1.2 Особенности клинического течения аутоиммунных заболеваний щитовидной железы (Overlap syndrome)
Аутоиммунные заболевания щитовидной железы это  класс сложных полигенных нозологии, возникновение которых осуществляется многими экзогенными и эндогенными факторами, способствующих аутоиммунному повреждению щитовидной железы. Гипотиреоз и гипертиреоз являются распространенными состояниями с потенциально разрушительными последствиями для здоровья населения во всем мире [63-70]. 
        Клиническая картина при АИТ и ДТЗ, гистопатологические особенности сильно различаются [71-76].   Последовательный переход от диффузно токсического зоба к  синдрому перекреста (overlap-syndrome) и далее аутоиммунному тиреоидиту  нередко встречается во всем мире [77-78].    
Различные патогенетические факторы, провоцирующие запуск аутоиммунных реакций при синдроме перекреста (overlap-syndrome) до конца не выяснены. К факторам риска развития overlap-syndrome относят высокий  титр антител к рецептору ТТГ, тяжелый гипертиреоз, большой размер щитовидной железы    (> 50 мл) и  неоднократные курсы лечения радиоактивным йодом [78-82]. Пусковым фактором может быть бактериальная или вирусная инфекция, (yersenia enterocolitica, ретровирусы), нарастающие химическое и радиационное загрязнение окружающей среды, и стрессы у генетически предрасположенных лиц  (рисунок 5) [83-85].
Термин «overlap- syndrome» означает, что у одного и того же  пациента наблюдаются и клинические и лабораторные признаки двух разных аутоиммунных заболеваний имеющих, по всей вероятности, общий патогенез [86-88].
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Рисунок 5 – Средовые, генетические факторы и иммунорегуляторные механизмы аутореактивных Т-клеток при АИЗЩЖ

Изучение синдрома перекреста (overlap-syndrome), необходимо для создания  эффективных методов  диагностики  и лечения больных с синдромом перекреста.
Аутоиммунные заболевания щитовидной железы, а именно ДТЗ и АИТ, проявляются в основном в результате опосредованного Т-клетками аутоиммунного воспаления железы, приводящей к лимфоцитарной инфильтрации паренхимы щитовидной железы [89-93]. Аутоиммунный тиреоидит  – хроническое воспалительное заболевание щитовидной железы  [94-98].  
Диффузный токсический зоб – аутоиммунный процесс, который приводит к гипертиреозу, характеризуется наличием антител к рецептору тиреотропина и клинически – экзофтальмом и претибиальной микседемой [99-102]. Патофизиология, лежащая в основе перехода от диффузно токсического зоба к синдрому перекреста (overlap-syndrome), остается в значительной степени неизвестной. Есть три гипотезы: первая предполагает, что синтез различных аутоантител может вызывать сложное взаимодействие между несколькими типами антител и щитовидной железой, приводящее к конверсии; вторая – что дисфункция щитовидной железы и многократное лечение радиоактивным йодом представлена ​​как гипертиреоз из-за тяжелого повреждения ткани, но затем щитовидная железа постепенно восстанавливается после травмы и становится способной реагировать на тиреостимулирующие антитела, что приводит к постепенному переходу в синдром перекреста (overlap-syndrome) [103-110];  третья – что возрастные изменения в иммуномодулирующем состоянии могут управлять трансформацией между этими аутоиммунными нарушениями [111-115].    Ранее полагали, что в сыворотке крови пациентов с ДТЗ выявляются только антитела к рецептору тиреотропного гормона. Однако было признано, что тиреостимулирующие антитела и блокирующие антитела могут присутствовать у одного и того же пациента [116]. Отмечено, что тиреостимулирующие антитела, проявляющие активность в более низких концентрациях, вначале могут вызывать гипертиреоз. Однако замечено, что прогрессирование заболевания за счет непрерывной экспрессии антител к рецептору тиреоглобулина и антител к тироидной пероксидазе может вызывать лимфоцитарную инфильтрацию щитовидной железы, вызывая, таким образом, разрушение фолликулов. Это приводит к возможному гипотиреозу в клинической картине и развитию синдром перекреста (overlap-syndrome)  [117].
 Стандартизация диагностических критериев синдрома перекреста (overlap-syndrome) до сих пор не достигнута, поскольку эти расстройства встречаются не так часто и до настоящего времени до конца не изученными. Постоянный мониторинг функции щитовидной железы у пациентов с чередующимся гипертиреозом и гипотиреозом сложен и представляет собой клиническую дилемму. Должно быть длительное клиническое наблюдение за синдромом перекреста (overlap-syndrome), который может проявляться спустя годы после начала этапа контролируемого заболевания. Эта пациенты должны находиться под пристальным вниманием, учитывая непредсказуемый характер альтернирующего заболевания щитовидной железы, а также для тщательной корректировки антитиреоидных препаратов путем «блокируй-замещай».  Осведомленность клинициста об этом заболеваний имеет большое значение для диагностики и лечения синдрома перекреста (overlap-syndrome).  
Переход от диффузного токсического зоба к синдрому перекреста (overlap- syndrome) требует эффективного, органосохраняющего лечения пациентов. Согласно клиническим рекомендациям клинически выраженную форму диффузного токсического зоба следует лечить радиоактивным йодом, хирургическим вмешательством и/или метимазолом [118-125]. Поиск диагностических маркеров, полезных для выбора терапии, имеет решающее значение.
Таким образом, изучая случаи перехода диффузного токсического зоба в синдром перекреста (overlap- syndrome) мы надеемся повысить осведомленность клиницистов об этом редком явлении и проиллюстрировать потенциальные механизмы, лежащие в основе таких изменений. Улучшение распознавания и идентификации синдрома перекреста (overlap- syndrome) позволит клиницистам оперативно проводить соответствующее лечение, тем самым повышая качество жизни пациентов. 

1.3 Изучение роли интерлейкина 10 и фактора некроза опухоли-α при аутоиммунных заболеваниях щитовидной железы
Аутоиммунные заболевания характеризуются самореактивными иммунными процессами, опосредованными В- и Т-клетками. Эти расстройства проявляют спектр клинических особенностей, варьирующих от местных или органоспецифичных до системных заболеваний. Иммунная система организована сложной сетью компонентов, связанных между собой клетками с их различными рецепторами, секретируемыми медиаторами, экспрессируемыми молекулами, активированными биохимическими путями и другими компонентами, которые вместе и в разных анатомических местах позволяют организму реагировать на различные антигенные стимулы [126-128].   
Хотя идентифицированы предполагаемые механизмы, вызывающие потерю толерантности и, следовательно, генез аутоиммунитета, по большей части точные механизмы остаются неизвестными. Тем не менее,  общепризнано, что определение аутоантител полезно при диагностике аутоиммунных заболеваний, для уточнения молекулярно-биологических инструментов для изучения клеточных процессов, в которых участвуют целевые антигены.     
Аутоиммунное заболевание щитовидной железы включает в себя большой спектр клинических и иммунологических признаков, варьирующих от преимущественно гуморально-стимулирующих до деструктивных клеточных реакций. Цитокины, продуцируемые интратиреоидными лимфоцитами, участвуют в индукции и поддержании аутоиммунного процесса при заболеваниях щитовидной железы.  Различные факторы могут приводить к секреции цитокинов в сыворотке крови при АИЗЩЖ. Количество секреции цитокинов может варьироваться в зависимости от тяжести воспалительной реакции [129-131].
Большинство цитокинов многофункциональны. Также очевидно, что определенные биологические функции разделяются цитокинами с различными структурными свойствами, и что многие биологические действия in vivo являются результатом синергических или антагонистических действий с участием двух или более цитокинов. Эти молекулы, продуцируемые фолликулярными клетками щитовидной железы, необходимы для роста и дифференцировки Т- и В-клеток [132,133].  
Цитокины представляют собой небольшие молекулы, секретируемые клетками иммунной системы, которые служат для регуляции различных компонентов иммунной системы, и играют решающую роль в развитии аутоиммунного процесса [134,135]. 
Каждый цитокин передает сигналы, связываясь либо с уникальным, либо с общим рецептором, вызывая внутриклеточный сигнальный каскад, который может вызывать повышающую регуляцию или понижающую регуляцию факторов транскрипции, регулирующих экспрессию различных других генов. Это может привести к выработке других биологически активных молекул, включая другие цитокины, изменению числа поверхностных рецепторов или ингибированию обратной связи, которая приводит к саморегуляции. 
Провоспалительный цитокин ФНО-α и ИЛ-10 проявляют иммунологические и метаболические активности, участвующие в индукции и поддержании иммунных ответов. В щитовидной железе цитокины могут выполнять свои функции во взаимодействии с инфильтрирующими иммунокомпетентными клетками. 
Цитокины могут влиять на рост и дифференцировку фолликулярных клеток щитовидной железы, приводя к аномальному синтезу и секреции гормонов щитовидной железы и нарушению функции щитовидной железы [136,137].
В патогенезе АИЗЩЖ  основную роль играют тиреоидстимулирующие антитела. Избыточная продукция тиреоидных гормонов щитовидной железы с формированием дисбаланса в системе цитокиновой регуляции выражается в повышении их продукции и нарушении соотношения про- и противовоспалительных цитокинов в организме. 
Интерлейкин – 10 (ИЛ-10) является димерным белком, каждая субъединица состоит из 178 аминокислот. Относится ко 2-му классу цитокинов. Он представляет собой плейотропный иммунорегуляторный цитокин, который играет важную роль в защите хозяина от инфекционно-ассоциированной иммунопатологии, аутоиммунитета и аллергии. ИЛ-10 первоначально был охарактеризован как Т-хелперный, специфический цитокин, однако дальнейшие исследования показали, что продукция интерлейкина -10 также связана с ответами Т-регуляторных  клеток [138-141]. В настоящее время известно, что почти все клетки, как врожденного, так и адаптивного звеньев иммунной системы, могут экспрессировать ИЛ-10, включая дендритные клетки, макрофаги, тучные клетки, естественные киллеры, эозинофилы, нейтрофилы, В-клетки, CD8 + Т-клетки и TH1 , TH2 и TH17 CD4 + Т-клетки [142]. 
ИЛ-10 продуцируется главным образом моноцитами и, в меньшей степени, лимфоцитами, включая Т-хелперы 2-го типа, тучные клетки, CD4+CD25+Foxp3+ регуляторные Т-клетки и некоторыми субпопуляциями активированных T- и B-лимфоцитов. ИЛ-10 представляет собой противовоспалительный цитокин, также известный как фактор ингибирования синтеза цитокинов человека, оказывающий плейотропное действие при воспалении и иммунорегуляции. ИЛ-10 подавляет уровни экспрессии цитокинов Th1, антигенов класса II комплекса гистосовместимости и костимулирующих молекул на макрофагах.
Кроме того, ИЛ -10 способствует выживанию и пролиферации антител В-клеток и влиянию на функциональность определенных клеточных путей. Например, он ингибирует активность ядерного фактора-κB и изменяет сигнальный путь JAK-STAT [143].
В исследовании B. Kristensen, 2015 г. [144] показано, что дифференцировка В-клеток в клетки, продуцирующие ИЛ-10, не нарушена при диффузном токсическом зобе и аутоиммунном тиреоидите после стимуляции тиреоглобулином, а также ФМА/иономицином. Как было отмечено, ИЛ-10 и В-клетки не разделялись на четко определенные фенотипические подмножества, независимо от исследуемой группы доноров. В ряде исследований аутоиммунных заболеваний, установлено изменение уровня ИЛ-10 в сыворотке, что указывает на прямую связь между уровнями ИЛ-10 и заболеванием. Данные, полученные на мышиных моделях, позволяют предположить, что продукция ИЛ-10 может играть защитную роль при органоспецифических аутоиммунных заболеваниях и изменять баланс между патогенными клетками Th1 и защитными противовоспалительными клетками Th2 [145,146].  
Повышенный уровень ИЛ-10  был обнаружен в синовиальных Т-лимфоцитах больных ревматоидным артритом, в сыворотке больных системным склерозом, болезнью Кавасаки, аутоиммунным лимфопролиферативным синдромом, культивируемых клетках больных полимиозитом и дерматомиозитом;  в пузырчатой ​​жидкости пациентов с вульгарной пузырчаткой и буллезным пемфигоидом, а также в Т-клетках слизистой оболочки при язвенном колите [147-148]. Повышенная экспрессия мРНК ИЛ-10 другими тканями была связана с синдромом Шегрена, диффузным токсическим зобом, миастенией, псориазом и аутоиммунным лимфопролиферативным синдромом. В совокупности эти исследования показывают, что нарушение регуляции экспрессии ИЛ-10 играет важную роль в развитии аутоиммунных заболеваний.  Кроме того,  прогрессирование аутоиммунного заболевания может играть роль в изменении уровня ИЛ-10 и других цитокинов, данные семейных исследований показывают, что в значительной степени наследуемые генетические различия определяют продукцию ИЛ-10 и, таким образом, способствуют фенотипу аутоиммунного заболевания. Связь высоких уровней мРНК и белка ИЛ -10 с ранними стадиями диффузного токсического зоба и аутоиммунного тиреоидита также указывает на роль ИЛ -10 на ранних стадиях некоторых заболеваний [149-153].
ИЛ-10, является мощным стимулятором В-клеток и негативным регулятором макрофагов и Т-клеток, оказывает влияние на продукцию аутоантител при АИЗЩЖ;  вызывает множественные модулирующие эффекты на иммунную систему и уровень экспрессии ИЛ-10 изменяется при многих аутоиммунных заболеваниях [154-155]. 
ИЛ-10 - цитокин, который подавляет клеточный иммунитет и стимулирует гуморальный иммунный ответ. В некоторых моделях аутоиммунитета на животных ИЛ-10 оказывает защитное действие против самоуничтожения [156-158].
Keiko Takeoka и Mikio Watanabe (2004) [159]  определяли концентрацию ИЛ-10 с помощью иммуноферментного анализа у 166 исследуемых с АИЗЩЖ и у 53 здоровых людей из контрольной группы. Концентрация ИЛ-10 в сыворотке крови была значительно выше у больных с ДТЗ, у которых результаты выявили  повышенные антитела к рецептору ТТГ, несмотря на более чем 5-летний курс лечения антитиреоидными препаратами, чем у больных с ДТЗ в стадии ремиссии. Однако концентрация ИЛ-10 в сыворотке не была связана с тяжестью диффузно токсического зоба. Эти результаты показывают, что ИЛ-10, связан с неизлечимостью диффузно токсического зоба [160-170].  
По мнению ряда исследователей, уровень выработки ФНО-α при АИЗЩЖ  определяется выраженностью аутоиммунного процесса. 
Среди различных цитокинов ФНО-α является многофункциональным и провоспалительным цитокином [171-172]. ФНО-α продуцируется активированными макрофагами и моноцитами в очагах воспаления, играет ряд важную роль в механизме защиты от бактерий и вирусов. Он представляет собой плейотропный воспалительный цитокин, продуцируемый и секретируемый в основном моноцитарными клетками, лимфоцитами и другими типами клеток, такими как эпителиальные клетки щитовидной железы и фибробласты в щитовидной железе [173-176]. ФНО -α представляет собой воспалительный цитокин, который продуцируется внутрищитовидными воспалительными клетками и фолликулярными клетками щитовидной железы и играет ключевую роль в регуляции иммунологических реакций и развитии аутоиммунных заболеваний [177].
Цитокин фактор некроза опухоли -α проявляет биологическую активность в щитовидной железе, взаимодействуя с двумя типами своих специфических рецепторов, которые были идентифицированы в фолликулярных клетках щитовидной железы человека и животных: ФНО -R1 и ФНО-R2. Биологическая активность фактор некроза опухоли -α опосредуется главным образом ФНО-R1, в то время как ФНО-R2 используется для передачи сигнала.  Фактор некроза опухоли -α является мощным медиатором иммунологических и воспалительных реакций. Он может действовать самостоятельно или в сочетании с широким спектром других цитокинов,  воздействуя практически на все клетки организма [178-181]. Влияние фактор некроза опухоли -α на иммунную систему делает его ключевым фактором патогенеза многих заболеваний, в том числе аутоиммунных. Данный факт послужил основанием для поиска новых терапевтических возможностей для больных, страдающих такими заболеваниями, как болезнь Бехтерева, псориатический артрит, ревматоидный артрит, псориаз или различные воспалительные заболевания кишечника. ФНО-α участвует в патогенезе дисфункции щитовидной железы,  в том числе АИЗЩЖ. Как отмечают многие авторы , концентрация мРНК ФНО-α и ФНО-α в  ткани щитовидной железы у лиц с аутоиммунным тиреоидитом и другими заболеваниями щитовидной железы достоверно выше по сравнению с здоровыми. Лимфоциты, инфильтрирующие щитовидную железу, являются надежным источником ФНО-α; кроме того, сообщалось о продукции ФНО-α только клетками щитовидной железы. Чжэн и др. [182] доказали, что клетки щитовидной железы способны самостоятельно продуцировать ФНО-α; Грубек-Лебенштейн и др. [183] не показали наличия мРНК ФНО-α в клетках щитовидной железы; и Диез и др. [184] показали повышенную концентрацию ФНО-α в ткани щитовидной железы у больных с АИЗЩЖ, но не указали его источник (тиреоциты или лимфоциты). Клетки щитовидной железы имеют на своей поверхности рецепторы к фактору некроза опухоли -α. Известно, что фактор некроза опухоли-α играет значительную роль в цитотоксических механизмах, которые приводят к разрушению самой ткани щитовидной железы при АИЗЩЖ. Этот цитокин также повышает экспрессию ГКГС класса I на клетках щитовидной железы при ДТЗ и вместе с интерферон- γ за повышает экспрессию ГКГС класса II [185-186]. Доказано, что цитокин ФНО-α повышает продукцию интерлейкина 6 клетками щитовидной железы. ФНО-α влияет на толщину эпителия тиреоцитов, тем самым способствуя потере им барьерной функции и увеличению доступа иммунных клеток к внутрипузырным антигенам. фактор некроза опухоли -α подавляет  синтез тиреоглобулина, снижает индуцированное ТТГ поглощение йода клетками щитовидной железы, снижает активность дейодиназы 2 типа, что приводит к снижению периферической продукции трийодтиронина из тироксина, а также снижает аутокринную выработку трийодтиронина только в щитовидной железе.
По данным ряда авторов повышение содержания в сыворотке крови ФНО-α и ИЛ 10 при АИЗЩЖ, возникает, по-видимому, в результате хронического воздействия тиреоидных гормонов снижение и повышение клинической активности заболевания вследствие дисфункции щитовидной железы,  могли быть инициаторами развития воспалительного каскада, а активность заболевания, характеризующаяся развитием воспаления и нарушением функции, коррелировала с повышением сывороточных цитокинов [187]. 
В исследованиях Miyakoshi et al., (1992) был сделан вывод, что сывороточный ФНО-α был повышен у пациентов с гипотиреозом, и в соответствии с предыдущими исследованиями Reikeras и его коллег (2014); Tripathi и Pandey (2014) указывают на значительное увеличение среднего уровня продукции ФНО-α, в то время как небольшое повышение уровня противовоспалительного цитокина ИЛ-10 может объясняться следствием операции тиреоидэктомии, и показали, что воспалительный профиль цитокинов, выраженный высоким уровнем ФНО-α и ИЛ-10, был связан со стадией заболевания [188]. 
ФНО-α также влияет на функцию оси гипоталамус-гипофиз-щитовидная железа и  ингибирует тиреотропин-рилизинг-гормон, что снижает выработку тиреотропного гормона [186,с. 7].   
Повышенные уровни ФНО-α в сыворотке больных диффузным токсическим зобом могут быть связаны с системным ответом на заболевание или реципрокностью внутритиреоидного антигена и антитела. Повышение уровня цитокинов в щитовидной железе может привести к выработке других цитокинов аутореактивными клетками, таким образом закрепляя аутоиммунную реакцию [187,с. 5].   
Большое количество исследований показывает, что этиология АИЗЩЖ основана на полигенетическом наследовании; различные стрессовые факторы вызывают возникновение аутоиммунного ответа. 
Вырабатываются антитела для связывания с рецептором ТТГ, который является поверхностным рецептором клеток щитовидной железы, стимулирует клетки щитовидной железы к выработке высокого уровня гормона щитовидной железы, вызывает иммунное расстройство, что приводит к инфильтрации большим количеством Т-лимфоцитов, особенно CD4 + T- клетки, вызывая дисбаланс в соотношении хелперных Т-клеток (Th-клетки) и регуляторных Т-клеток (Treg-клетки), а также дисбаланс Th1- и Th2-клеток, что приводит к аномальной экспрессии многих цитокинов [188,с. 9]. 
Профессор Y. Zhang обнаружил, что у исследуемых с АИЗЩЖ значительно уменьшилось количество важных регуляторных Т-клеток, которые играют ключевую роль в регулировании иммунной системы, сместилась поляризация дендритных клеток и значительно увеличилась доля плазмоподобных дендритных клеток его подтипа, что может вызвать увеличение секреции интерферону –α, что приводит к апоптозу регуляторных Т-клеток и иммунному дисбалансу. Будущее лечение аутоиммунных заболеваний щитовидной железы должно быть направлено на восстановление иммунной толерантности у этих пациентов с помощью антиген-специфической терапии. Выявление механизмов и ключевые регуляторные мишени иммунного дисбаланса при АИЗЩЖ, обеспечит важную основу для новых иммунных вмешательств и стратегий лечения [189].

1.4 Заключение по обзору литературы
Изучение роли эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител в патогенезе и лечении АИЗЩЖ является актуальным, так как в настоящее время в мировой литературе доказана их важная диагностическая и прогностическая роль и при других заболеваниях.
Обзор литературы показал, что проблема ранней неинвазивной диагностики и лечения аутоиммунных заболеваний щитовидной железы вызывает растущий интерес со стороны исследователей современной тиреоидологии. В решении данной проблемы большое значение имеет изучение аутоиммунного синдрома перекреста (оverlap syndrome).  Стандартизация диагностических критериев синдрома перекреста (overlap-syndrome) до сих пор не достигнута, поскольку эти расстройства встречаются не так часто и по настоящее время данный синдром является до конца не изученным. 
В процессе обработки отечественной и мировой литературы сделано заключение, что проблема изучения оverlap syndrome встречается сравнительно редко по отношению к общей широкой распространенности аутоиммунных тиреопатии, в связи с этим, мы посчитали ценным описание каждого клинического случая оverlap syndrome, что может позволить привлечь внимание к данному теме, что создаст необходимую теоретическую базу для проведения последующих исследований в этом направлении. Имеет смысл отметить целесообразность совершенствования изучения патогенеза синдрома перекреста (оverlap syndrome) при различных заболеваниях щитовидной железы, и в дальнейшем, возможно, привести к необходимости пересмотреть классификацию АИЗЩЖ.     
Аутоиммунные заболевания характеризуются нарушением регуляции экспрессии цитокинов, играющих роль в поддержании аутореактивных лимфоцитов. Несмотря на колоссальные знания, накопленные при  изучении биологических функций цитокинов итерлейкина-10 и ФНО-α в норме и патологии, данная тема остается одной из наиболее сложных и не до конца изученной в тиреоидологии. Высокие уровни итерлейкина-10 у лиц с  аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы свидетельствует о том, что цитокин играет важную роль в патогенезе заболевания. Однако, в некоторых литературных источниках, ассоциативные исследования дали противоречивые результаты, в основном из-за малого охвата исследуемых групп. 
Провоспалительный цитокин ФНО-α участвует в индукции и поддержании иммунного ответа. Считается, что он играет решающую роль при АИЗЩЖ. В щитовидной железе провоспалительный цитокин может выполнять свои функции в сотрудничестве с инфильтрирующими иммунокомпетентными клетками. В последние годы ученые уделяют больше внимания аномальной экспрессии цитокинов при АИЗЩЖ. Цитокины могут влиять на рост и дифференцировку фолликулярных клеток щитовидной железы, приводя к нарушению синтеза и секреции тиреоидных гормонов и нарушению функции щитовидной железы. ДТЗ и АИТ являются результатом аберрантных иммунных механизмов и потери толерантности к органоспецифическим аутоантигенам.  В дополнение к гуморальным реакциям исследования зарубежных ученых, указывают, на сопутствующую значимость иммунных клеточных механизмов. 
Таким образом, основанием для проведения данного исследования стало отсутствие в Казахстане работ, связанных с изучением итерлейкина-10 и ФНО-α при АИЗЩЖ и синдроме перекреста (overlap syndrome), в мировой литературе информация ограничивается малым охватом пациентов и скудной информацией, что послужило основанием для проведения данного исследования.  
Понимание специфических иммунных механизмов, участвующих в патогенезе АИЗЩЖ, может помочь улучшить эффективность лечения пациентов. В связи с этим новые биологические маркеры, как изучение эпитопов антитиреопероксдазных аутоантител и цитокинов: интерлейкин 10 и ФНО-α, могут способствовать улучшению диагностики, методов лечения и, следовательно, качества жизни пациентов с АИЗЩЖ.  



[bookmark: _TOC_250010]  2  МАТЕРИАЛЫ И  МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Данная исследовательская работа проведена на базе Государственного Мeдицинского Унивeрситeтa г.Сeмeй. Набор материала производился в региональных и городских поликлиниках и медицинских учреждениях, в регионах, прилегающих к бывшему Семипалатинскому испытательному ядерному полигону. От главных врачей отдельных медицинских учреждений, участвовавших в исследовании, были получены разрешения (Акт внедрения). 
Согласно целям и задачам диссертационного исследования была разработана комплексная программа изучения патогенетических механизмов аутоиммунных заболеваний щитовидной железы. Плана исследования включает 7 этапов:
1. Плaнировaниe исследования: рaзработкa методов исследовaния и опрeдeлeние дизайнa;
2. Получeние рaзрeшeния локального этичeского комитета Государственного мeдицинского унивeрситeтa г.Сeмeй;
3. Нaбор мaтериала: aнкетирование, получение информированного соглaсия, инструментальное обследование, забор крови;
4. Лaбораторное исследовaние;
5. Создaние бaзы дaнных;
6. Получение результатов;
7. Стaтистическaя обработкa полученных дaнных; 
8. Нaучная обработкa полученных результaтов. 
Учитывая задачи исследования, применены следующие подходы:
Для исследования статистических показателей АИЗЩЖ по областям использована:
· [bookmark: _TOC_250007]   база данных территориального регистра, которая создана на основании первичных документов эндокринологического отделения и регионального областного эндокринологического отделения с 2016 по 2020 гг.
· показатели заболеваемости и смертности (среднегодовые значения): использованы данные учетно-отчетной документации формы №7 «Отчет о больных и заболеваниях АИЗЩЖ» (МЗ РК приказ от 30 октября 2020 года № ҚР ДСМ-175/2020. В Министерстве юстиции Республики Казахстан зарегистрирован 4 ноября 2020 года № 21579. «Об утверждении форм учетной документации в области здравоохранения, а также инструкций по их заполнению»)
· мaтериалы по зaболеваемости тиреоидной пaтологией в облaстях, в статистических сборниках покaзaтелей эндокринологической службы Казахстана, опубликованные в ККСОН МОН РК (Комитетом по контролю в сфере образования и науки Министерства образования и науки Республики Казахстан)  за 2016-2020 гг.
С целью объективной оценки и анализа клинико-лабораторных данных исследуемых была создана специальная анкета для оценки состояния функции щитовидной железы (Приложение А). У всех исследуемых проводилась пальпация щитовидной железы. С целью выявления органической патологии всем (100 %) было проведено ультразвуковое исследование щитовидной железы. Для оценки функционального состояния щитовидной железы определены гормоны ЩЖ (ТТГ, свТ4, АТ к ТПО, АТ к      рТТГ). 
Диагноз синдром перекреста (overlap-syndrome) ставился, когда у пациента были достаточные клинические и лабораторные данные для диагностики определенного заболевания (например, аутоиммунный тиреоидит), но также проявлялись признаки другого расстройства, такого как диффузный токсический зоб. 
Overlap-syndrome был диагностирован, при наблюдении трансформации одного расстройства в другое в течение всего периода наблюдения (например, диффузный токсический зоб трансформировался в аутоиммунный тиреоидит).
В основной группе у 41 пациента с первоначальным диагнозом диффузный токсический зоб был диагностирован переход в состояние синдром перекреста (overlap-syndrome). Таким образом, в общей группе пациентов, была выявлена группа с развитием синдрома перекреста. 
Для изучения гетерогенности эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител  было проведено исследование образцов сыворотки 398 больных с диагнозом: аутоиммунный тиреоидит, диффузный токсический зоб и синдром перекреста (overlap-syndrome).  
В исследовании использовали 8 MкАТ к тиреопероксидазе, из которых пять реагировали с денатурированной TПO и остальные реагировали с нативной TПO. Предметом исследования являлось изучение  специфичности эпитопов тиреопероксидазы с моноклональными антителами. 
Дополнительно, для определения иммунологического статуса исследовали содержание уровня цитокинов интерлейкина-10 и ФНО-α в сыворотке крови больных с АИЗЩЖ. 
Для оценки уровней интерлейкина-10 и  ФНО-α были сформированы 2 группы пациентов с гиперфункцией и гипофункцией щитовидной железы.  Все переменные были проверены на нормальность распределения. Для сравнения двух групп был выбран критерий Манна-Уитни. Корреляционный анализ проводился с применением ранговой корреляции Кендалла. Для проверки существования связи между двумя качественными переменными использовался критерий согласия χ2 Пирсона. В случае несоответствия предположению об ожидаемых значениях был применен точный критерий Фишера. За статистически значимый уровень было взято p < 0,05. Статистический анализ был проведен в программе SPSS 20.



2.1 [bookmark: _TOC_250009]Объект исследования
Объект исследования –  398 пациентов с диффузным токсическим зобом, аутоиммунным тиреоидитом и синдромом перекреста. Средний возраст исследуемых составил 47,18 ± 14,99 лет. Подавляющее большинство пациентов были женщинами: в подгруппе с аутоиммунным тиреоидитом  (93,3 %), и  в подгруппе с диффузным токсическим зобом  (70,7 %). 
Пациенты были включены в исследование в период с 1 января 2016 года по 31 декабря 2019 года. Форма информированного согласия была подписана каждым пациентом перед началом исследования, в том числе на взятие венозной крови в объеме 5 мл в вакуумные пробирки IMPROVACUTER с активатором свертывания и гелем (Приложение Б). Протокол исследования был рассмотрен Местным Институциональным этическим комитетом, и разрешение было выдано (Протокол 2 от 25 октября 2018 года). Для всех исследуемых проводили комплексное обследование до включения в исследование и при каждом последующем посещении (один раз в 6 месяцев) в течение периода исследования: пальпация щитовидной железы, УЗИ щитовидной железы, исследование гормонов щитовидной железы с помощью иммуноферментного анализа. 
Формирование групп исследования
Участники исследования были выбраны из списка пациентов, наблюдавшихся с диагнозами ДТЗ и АИТ эндокринологами в амбулаторных условиях. 
Прежде чем было принято решение о включении в исследование, каждый пациент был проконсультирован двумя экспертами в области эндокринологии. Эта консультация включала верификацию диагноза, объективное клиническое обследование, анализы функции щитовидной железы и ультразвуковое исследование щитовидной железы. 
Одни и те же исследователи осматривали каждого пациента каждые шесть месяцев, чтобы контролировать его/ее состояние. 
Проведен	отбор исследуемых пациентов, соответствующих критериям включения и исключения. 
Критерии включения:
- Пациенты, находящиеся на диспансерном учете у эндокринолога с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы в поликлиниках;
- Повышенные концентрации антител к тиреопероксидазе от 200 МЕ/мл и выше при аутоиммунном тиреоидите;
- Наличие информированного согласия на участие в исследовании.
Критерии исключения: 
- Воспалительные заболевания верхних дыхательных путей и другие воспалительные заболевания. 
- Злокачественные новообразования щитовидной железы. 
- Отсутствие информированного согласия на участие в исследовании или отказ от участия на любом этапе до завершения анализа;
Группа для анализа содержания в образцах сыворотки цитокинов интерлейкина-10 и ФНО-α формировалась из основной группы исследуемых. Было отобрано 149 человек с гипер и гипофункцией щитовидной железы.  

2.2 Характеристика методов исследования
На каждого исследуемого заполнялась анкета, где указывались паспортные данные, с указанием места рождения и проживания, жалобы, семейный анамнез, генеалогические данные, национальность, данные клинического, инструментального и лабораторного исследования (Приложение А). 
У всех исследуемых проводилась визуально-пальпаторная оценка состояния щитовидной железы, которая включала определение степени увеличения, размер и форма ее увеличения; ЩЖ оценивалась в соответствии с принятой классификацией, рекомендованной Всемирной организацией здравоохранения ВОЗ (2001) (не более 18 мл у женщин и не более 25 мл у мужчин) согласно которой различают следующие степени зоба:
степень 0 — щитовидная железа визуально и пальпаторно не увеличена, зоба нет; каждая доля ЩЖ не достигает величины концевой фаланги большого пальца обследуемого; 
степень I — при осмотре область щитовидной железы не изменена, пальпаторно определяется увеличение;
степень II — зоб виден при нормальном положении шеи, для его выявления не требуется пальпация.
Для выявления органической патологии всем пациентам было проведено ультразвуковое исследование щитовидной железы (тиреоэхография), являющееся, по данным литературы, наиболее информативным и безопасным (не дающим лучевой нагрузки) методом оценки топографо-анатомических особенностей щитовидной железы.

2.2.1 Функциональное исследование функции щитовидной железы
Для исследования статуса щитовидной железы производилось количественное определение тиреотропного гормона (TТГ), свободного тироксина (св.T4), антител к тиреопероксидазе (АТ-ТПО), антител к рецептору тиреотропного гормона (АТрТТГ).
Исследование проводили в In Vitro+, это консультативно-диагностическая поликлиника, имеющая сертификаты соответствия государственным санитарно-эпидемиологическим правилам и нормативам, и государственную лицензию на осуществление медицинской деятельности. Поликлиника с высокотехнологичным оборудованием ведущих мировых производителей, соответствует всем требованиям американской системы внешней оценки качества – EQAS BIO-RAD. Рекомендации для подготовки  образцов к исследованиям такие же как при сдаче других лабораторных анализов. Исследуемый материал: сыворотки крови пациентов. Метод определения: хемилюминесцентный иммуноанализ с использованием электрохемилюминисцентного анализатора Cobas e411  Hitachi (Япония). 
Одним из современных методов лабораторной диагностики является хемилюминесцентный иммуноанализ (CLIA), состоящий из двух стадий: образование продукта в электронном возбужденном состоянии (хемилюминесцентная реакция) и испускание кванта света (люминесценция). 
Пошаговая методика : 
1. Для исследования набирали венозную кровь методом пункции с минимальным временем наложения жгута, утром натощак в специальные вакуумные пробирки  объемом 5 мл с антикоагулянтом этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА) в концентрации 2 мг/мл.
2. По правилам, содержимое пробирки  сразу после забора переворачивая перемешивают 2-3 раза.
Центрифугировать пробирки при комнатной температуре (18-25С), 3000 об/мин в течении 20 минут.
3. С помощью  пипетки из пробирки отбирали верхнюю фракцию крови (отделенную плазму) и переносили в отдельную пробирку 1,5мл.
4. В эту отобранную сыворотку добавляются антитела, которые образуют комплексы с исследуемым компонентом – гормонами щитовидной железы или белком. Эти комплексы конъюгируют с ферментом. Затем к смеси добавляли субстрат, который при взаимодействии с ферментом начинает испускать кванты нетеплового свечения. Уровень хемилюминесценции регистрируется с помощью специального оборудования, на основе полученных показателей рассчитывается концентрация исследуемого соединения. Концентрации рассчитываются по градуированным кривым, в наборы входят калибраторы и контроли. 

2.2.2 Методика исследования гетерогенности эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител в сыворотке крови больных с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы.
Для исследования гетерогенности эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител в сыворотке крови исследуемых с АИЗЩЖ была использована периферическая кровь исследуемых в объеме 5 мл из которой готовили сыворотки.
Метод исследования гетерогенности аутоантител: конкурентный иммуноферментный анализ с использованием иммуносорбента (планшет, сенсибилизированный ТПО), конъюгатов 8 МкАТ, меченных пероксидазой из корня хрена. Использовали 8 моноклональных антител к тиреопероксидазе, из которых 4 реагировали с нативной ТПО, а 4 с денатурированной ТПО. Тиреопероксидазу получали методом аффинной хроматографии с использованием моноклональных антител (МкАТ). Все реагенты для исследования приготовлены в лаборатории иммунологической диагностики эндокринных заболеваний федеральное государственное бюджетное научное учреждение «НИИ вакцин и сывороток им И. И. Мечникова».

Схема ИФА: 
1 вариант методики.
1. В планшет с  сенсибилизированной  тиреопероксидазой в концентрации 1 мг/мл,   вводили аутоантитела из сыворотки крови исследуемых и МкАТ пероксидазы хрена в разведении, соответствующем 50 % связыванию с антигеном. 
2. В качестве контроля использовались лунки планшета, содержащие коньюгаты МкАТ с пероксидазой из корня хрена, в которые не вносили аутоантитела, использовали только ФСБР 0,01 моль/см3.
3. Затем, планшет с исследуемым материалом инкубировали в  термошейкере в течение 1 ч  при 37 °C при 700 об/мин.
4. Планшет отмывали три раза в объёме 350 мкл на лунку раствором фосфатно-солевого буфера.
5. Время инкубации 30 минут, при 25 °С. Реакцию проявляли субстратно-хромогенной смесью. 
6. Эпитопную направленность аутоантител позволяет выявлять ингибирование связывания коньюгатов МкАТ тиреопероксидазой в лунках с внесёнными аутоантителами, в сравнении с контрольными.
7. Подавление связывания  15 % считается значимым.
2 вариант методики
1.  В лунки планшета, предварительно сенсибилизированных тиреопероксидазой человека  в концентрации 1 мг/мл,   вносили аутоантитела из сыворотки крови больных с АИЗЩЖ и моноклональные антитела к ТПО человека в разведении, которая  соответствовала 50 % связыванию антител с антигеном.
2. Лунки, содержащие моноклональные антитела к пероксидазе человека в разведении, соответствующем 50 % связыванию с антигеном, в которые вносили только фосфатно-солевой буферный раствор 0,01 моль/см3, без добавления аутоантител, использовались в исследовании в качестве контроля.
3. Затем, в  термошейкере в течение 1 часа при 37°C, планшет с исследуемым материалом инкубировали при 700 об./мин.
4. После промывки фосфатно-солевым буферным раствором 0,01 моль/см3    трижды в объёме 350 мкл в лунку, вводили конъюгированные с пероксидазой из корня хрена мышиные МкАТ к иммуноглобулину G человека в рабочем разведении. 
5. Далее при температуре  37 °С планшет инкубировали в специальном термошейкере для интенсивного перемешивания образцов в течение 1 часа 700 об./мин.
6. Промывали лунки планшета фосфатно-солевым буфером 0,01 моль/см3 трижды в объёме 350 мкл в лунку.
7. Реакция проявляется субстратно-хромогенной смесью, инкубация 30 мин.  при 25 °С.
8. общую эпитопную направленность аутоантител позволяет выявлять ингибирование связывания аутоантител с тиреопероксидазой в лунках с одновременно внесёнными МкАТ, по сравнению с контрольными.
Измерение оптической плотности выполняли с использованием анализатора Varioscan фирмы ThermoFisher Scientific (USA).
Оптическую плотность образцов без антител принимали за 100 %. Ингибирование связывания на 60 % или более рассматривали как полное, ингибирование на 30 – 59 % рассматривали как частичное, а ингибирование менее чем на 30% оценивали как недостаточное. Степень связывания моноклональных антител к пероксидазе хрена позволила выявить специфичность используемой пары антител. Используемые моноклональные антитела были синтезированы в лаборатории иммунологической диагностики эндокринных заболеваний ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова и являются частью его коллекции.
Антитела к тиреоидной пероксидазе в сыворотке исследуемых тестировали методом иммуноферментного анализа крови. Сенсибилизированные человеческой ТПО пластины, использовались в качестве твердой фазы в разведении 5,0–7,5 мкг/мл. Антитела обнаруживались с помощью конъюгата МкАТ с человеческим иммуноглобулином G, меченной пероксидазой хрена, в рабочем разведении. Калибровочные образцы были подготовлены на основе сывороток крови человека и оценены в соответствии с международным стандартом (AT MTF № 66/387). Определенные концентрации варьировались от 25 до > 1000 МЕ/мл. Чувствительность метода составила 10 МЕ/мл.
Статистический анализ проводили с использованием программы статистического анализа SPSS Statistics («Statistical Package for the Social Sciences» — «статистический пакет для общественных наук»). 

2.2.3 Методика исследования интерлейкина 10 и ФНО-альфа  в сыворотке крови больных с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы
Забор крови из вены проводился  утром с 8:00 до 11:00, натощак в специальные вакуумные пробирки C.D. Rich для взятия крови 5мл с активатором свертывания и гелем Improvacuter. Лабораторные анализы для оценки функции щитовидной железы были выполнены в клинико-диагностическом центре «In Vitro+» г. Семей.      Были собраны сыворотки 149 пациентов с АИЗЩЖ,которые на момент исследования находились на учете у эндокринолога по месту жительства в поликлиниках. Группы пациентов: АИТ (n=97), ДТЗ (n=52). 
Для анализа цитокинов были использованы образцы сыворотки от 79 женщин и 26 мужчин в возрасте от 16 до 75 лет с продолжительностью заболевания от 2 до 18 лет, в которых концентрация  антител к пероксидазе щитовидной железы (АТ к ТПО) составляла не менее 50 МЕ/мл. 
Для исследования использовались наборы реагентов для иммуноферментного определения концентрации интерлейкина -10 в сыворотке крови А-8774 производства АО «Вектор-Бест», и наборы реагентов для иммуноферментного определения концентрации ФНО-α в сыворотке крови А-8756 (альфа-ФНО-ИФА-БЕСТ), Россия, Новосибирская область. 
Перед проведением анализа компоненты набора и исследуемые образцы сыворотки крови  выдерживали при температуре от 18 до 25 ⁰С в течение 30 мин.
1. Во все лунки внесли по 100 мл раствора для разведения образцов сывороток больных.
2. Внесли в соответствующие лунки  в дублях по 100 мкл каждого калибровочного образца и по 100 мкл контрольного образца. 
3. В остальные лунки внесли в дублях по 100 мкл исследуемых образцов
сывороток крови больных с АИЗЩЖ.  
4. Планшет заклеивается специальной пленкой и в течение 120 минут инкубировали при встряхивании на специальном шейкере при 37 С градусах  и 700 оборот в минуту.  
5. По окончании инкубации сняли пленку и удалили сосуд с дез. раствором. 
6. Лунки планшета промыли 5 раз фосфатно-солевым буферным раствором с твином с помощью промывочного устройства.
7. Во все лунки внесли по 100 мкл конъюгата №1.  
8. Планшет заклеили пленкой и в течение 60 минут инкубировали  при
встряхивании на шейкере при температуре 37 градусов и 700 оборот в минуту. 
9. После  завершения повторной инкубации содержимое лунок удалили и 5 раз промыли планшет.  
10. Далее во все лунки внесли по 100 мкл конъюгата №2.  
11. Планшет заклеивается специальной пленкой и в течение 30 минут инкубировали при встряхивании на шейкере при температуре  37 градусов и 700 оборот в минуту.    
12. Планшеты дополнительно промыли 5 раз промывочным раствором и содержимое лунок  удалили по окончании инкубации.  
13. Во все лунки  внесли по 100 мкл субстрат хромогенной смеси и инкубировали в темном месте в течение 25 минут при температуре от 18 до 25 градусов. 
14. Во все лунки внесли с той же скоростью и в той же последовательности, как и раствор тетраметилбензидина плюс, по 100 мкл стоп-реагента; при этом содержимое лунок окрашивался в желтый цвет. 
15.  Величину оптической плотности растворов в лунках планшета измерили на фотометре вертикального сканирования в двухволновом режиме: длине волны сравнения в диапазоне 620 нм и при основной длине волны 450 нм. Между измерением оптической плотности и остановкой реакции время не превышает 10 мин. 
16. Вычисляли для каждой пары лунок содержащих анализируемые образцы,среднее арифметическое значение оптической плотности. 
Результаты анализа исследуемых образцов учитывались если вычисленное по калибровочному графику значение концентрации ФНО-α и ИЛ-10 в контрольном образце соответствует указанному диапазону концентраций на этикетке флакона (рисунок 6, рисунок 7).
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Рисунок 6 -  Зависимость оптической плотности от концентрации ФНО-α  в калибровочных образцах
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Рисунок 7 -  Зависимость оптической плотности от концентрации ИЛ 10 в калибровочных образцах

2.2.4 Статистическая обработка данных
При изучении гетерогенности эпитопов МкАТ, количественные переменные были представлены в виде медианы с 25-м – 75-м процентилем в случаях асимметричного распределения и как среднее ± стандартное отклонение, когда распределение данных было близко к нормальному. Качественные данные были представлены в виде абсолютных цифр и процентов. Для сравнения количественных переменных использовался U-критерий Манна-Уитни, в то время как для сравнения качественных переменных использовался критерий хи-квадрат Пирсона. Уровень достоверности наблюдаемых различий был представлен как p ≤ 0,05. Все статистические тесты проводились с использованием программного обеспечения SPSS 20.
Описательная статистика при изучении цитокинов, интерлейкина 10 и ФНО-α представлена результатами, выраженными в процентах, медианой (Me) и межквартильным размахом (IQR). Все переменные были проверены на нормальность распределения. Для сравнения двух групп был выбран критерий Манна-Уитни. Корреляционный анализ проводился с применением ранговой корреляции Кендалла. Для проверки существования связи между двумя качественными переменными использовался критерий согласия χ2 Пирсона. В случае несоответствия предположению об ожидаемых значениях был применен Точный критерий Фишера. За статистически значимый уровень было взято p < 0,05. 



3 РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ

3.1 Эпидемиологическая оценка аутоиммунных заболеваний щитовидной железы по Восточному Казахстану и Республике Казахстан
Для реализации поставленной задачи диссертационного исследования по изучению эпидемиологических особенностей патологии АИЗЩЖ нами было организовано поперечное эпидемиологическое исследование показателей заболеваемости у населения Восточного Казахстана, Западно-Казахстанской области, Южно-Казахстанской области и Северо-Казахстанской области за период с 2016 по 2020 год.
Считается что одним из самых распространенных причин АИЗЩЖ у взрослых в этих регионах является территориальная особенность, йодная обеспеченность и радиационный фон [190-192].
Ежегодная заболеваемость АИЗЩЖ составляет 7–10 человек на 100 000 населения, а распространенность  данной нозологией в общей популяции достигает 2 – 7 % в зависимости от региона [193]. По отчетам в Республике Казахстан за 2015 г. есть проблемы низкой выявляемости заболеваний щитовидной железы на уровне ПМСП, тем не менее, процент заболеваний щитовидной железы среди всех эндокринологических заболеваний составляет 22,3 % (рисунок 8). 
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Рисунок 8 - Доля патологии щитовидной железы среди 
всех эндокринных заболевании

Процентное соотношение среди заболеваний щитовидной железы по отношению к остальным составляет: гипотиреоз - 8,80 %, аутоиммунный тиреоидит - 9,80 %, узловой зоб, включая рак - 1,20 % и диффузный токсический зоб – 2,50 % (рисунок 9) [192,с. 9].  
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Рисунок 9 – Частота встречаемости нозологических форм заболеваний щитовидной железы

Были использованы статистические данные Республиканского центра развития здравоохранения по Западно-Казахстанской области, Восточному Казахстану, Южно-Казахстанской области и Северо-Казахстанской области за период с 2016 по 2020 год.
За время исследования проведен анализ имеющихся доступных статистических данных по АИЗЩЖ за период 2016–2020 гг.
Данные были взяты из статистических отчетов ПМСП и частных клиник города, из формы №12 «Отчет о числе заболеваний, зарегистрированных у больных, проживающих в районе обслуживания медицинской организации и контингентах больных, состоящих под диспансерным наблюдением», согласно приложению 11 к настоящему приказу Министра здравоохранения Республики Казахстан, от 22 февраля 2017 года  № 128 "Об утверждении форм, предназначенных для сбора административных данных субъектов здравоохранения (рисунок 10). 
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 Рисунок 10  -  Аутоиммунные заболевания щитовидной железы в период с 2016 по 2020 г.

Были рассчитаны за 5-летний период наблюдения показатели АИЗЩЖ, в расчете на 100 тыс. населения. Используя данные сектора статистики Республиканского центра развития здравоохранения по Восточному Казахстану, проведен анализ за период 2016–2020гг. 
На рисунке 8 представлены данные, которые отражают динамику роста заболеваемости диффузным токсическим зобом и аутоиммунным тиреоидитом по Восточному Казахстану. Как видно из данных, представленных на рисунке № 9, количество людей, страдающих АИЗЩЖ ежегодно возрастает. По состоянию на 2020 год в восточном регионе Республики по сравнению с 2016 годом заболеваемость аутоиммунным тиреоидитом увеличилось на 24,8 %, диффузным токсическим зобом – на 22,0 %; суммарный рост составил 46,8 %.  
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Рисунок 11 - Прирост аутоиммунных заболеваний щитовидной железы за период 2016–2020 гг.  по ВК, ЗКО, СКО, ЮКО. Показатель на 100 тыс. населения

Эпидемиологические показатели частоты АИЗЩЖ по Восточному Казахстану и по обобщённым республиканским данным имеют тенденцию к увеличению. Анализ показателей заболеваемости за 2016-2020 годы по данным проведённого скрининга выявил прирост аутоиммунных заболеваний щитовидной железы по Восточному Казахстану на 46,8 %, в Южно-Казахстанской области–  44,1 %,   в Северо-Казахстанской области –  45,5 %, в Западно-Казахстанской области–  43,61%.   
Ранее в работах отечественных ученых было показано, что Казахстан  в зависимости от клинико-географических данных относится к йоддефицитной территории [194]. 
По данным скринигового исследования в Западно-Казахстанской области можно наблюдать значительный прирост АИЗЩЖ: среди взрослого и детского населения, он составил 43,61 %. в Западном регионе Республики Казахстан как известно, сформировалась антропотехногенная провинция, которая имеет высокую загрязнённость почвы и воды бором, хромом и фтором. Воздействие различных выбросов промышленных заводов и ухудшение экологической обстановки отрицательно повлияло на состояние и функцию щитовидной железы среди местного населения [195]. 
Ежегодно все младенцы Алматинской области проходят неонатальный скрининг на врожденный гипотиреоз. Охваченность скринингом в данной области составляет 96 %  [194,с. 42].  
По данным кафедры эндокринологии Института усовершенствования врачей и по данным UNICEF, в 90-е годы частота неонатального гипотиреоза составляла 7,2 %, это достаточно большие цифры. Но после того, как внедрили процедуру обязательной проверки всех новорожденных на гормоны щитовидной железы, этот процент уменьшился. Сразу после рождения у младенцев берут кровь из пяточки, чтобы проверить уровень ТТГ. Так же сыграло свою положительную роль и обязательное йодирование соли. По данным скринигового исследования в Южно-Казахстанской области можно наблюдать общий прирост аутоиммунных заболеваний щитовидной железы: среди взрослого и детского населения –  44,1 %  [196].
По данным медико-демографических исследований за 2016-2020 г,. а также по данным медицинско-информационной системы, обеспечивающей ведение процессов субъектов здравоохранения в электронном формате в Северо-Казахстанской области наблюдается общий прирост аутоиммунных заболеваний щитовидной железы среди взрослого и детского населения  – 45,5 % [197].
Таким образом, проведенный анализ показал, что в Западно-Казахстанской области распространенность АИЗЩЖ ниже, чем в двух других областях. В Северо-Казахстанской области и в Восточном Казахстане показатели сходные.  В Восточном Казахстане самый высокий показатель по аутоиммунным заболеваниям щитовидной железы на 100 000 населения (рисунок 11).Следует отметить, что распространенность аутоиммунных заболеваний щитовидной железы у взрослых женщин почти в четыре раза выше, чем у пациентов мужского пола, а распространенность заболеваний среди взрослых относительно высока по сравнению с детским населением во всех четырех регионах республики Казахстан. 
Синдром перекреста (overlap-syndrome) при аутоиммунных заболеваниях щитовидной железы
Диагноз Синдром перекреста (overlap-syndrome) выставляли, когда у пациента выявляли клинические и лабораторные показатели для диагностики определенного заболевания (например, аутоиммунный тиреоидит), но также проявлялись признаки другого заболевания, такого как диффузный токсический зоб. Синдром перекреста (overlap-syndrome) был диагностирован, при наблюдении трансформации одного расстройства в другое в течение всего периода наблюдения (например, диффузный токсический зоб трансформировался в синдром перекреста).В основной группе у 41 пациента с первоначальным диагнозом диффузный токсический зоб был диагностирован переход в состояние синдрома перекреста (overlap-syndrome) (таблица  1). 
Таблица 1  - Выявление «overlap-syndrome» в группах пациентов (n=398)

	Группы пациентов
	N
	%

	ДТЗ, тиреоидиты, аденомы при ДТЗ
	Нет
	355
	89,0 %

	
	Да
	44
	11,0 %

	Синдром перекреста  (overlap-syndrome) 
	Нет
	358
	89,7 %

	
	Да
	41
	10,3 %


Сосуществование диффузного токсического зоба и аутоиммунного тиреоидита  часто встречается в клинической практике, вероятно, из-за общих патогенетических механизмов, характерных для этих двух состояний. Спрактической точки зрения важно проводить скрининг пациентов на выявление синдрома перекреста (overlap-syndrome), поскольку наличие данного симптомокомплекса может повлиять на правильную оценку клинической картины у пациентов, тактику лечения, прогноз и долгосрочный результат терапии [198-199]. 
Таким образом, можно прийти к выводу что, синдром перекреста (overlap-syndrome) может быть не таким редким, как предполагалось ранее, и может возникнуть в любое время после постановки первичного диагноза аутоиммунный тиреоидит или диффузный токсический зоб. Все подозрительные случаи должны быть проверены на впервые выявленный синдром перекреста и пациенты должны получить адекватную терапию после подтверждения диагноза. Основная этиология синдрома перекреста точно не известна, но, вероятно, включает аутоиммунное переключение внешним стимулом у генетически восприимчивых людей. 
Несмотря на то, что проявления обеих болезней могут наблюдаться одновременно, обычно симптоматика одного заболевания превалирует над симптомами другой болезни. Аутоиммунный синдром перекреста (overlap-syndrome) нередкая, хотя недостаточно изученная патология щитовидной железы, и изучать это направление актуально как для исследователей, так и для практикующих врачей.
Текущие и будущие исследования необходимы для лучшего понимания этих аспектов и, с клинической точки зрения, для определения возможного применения МкАТ 82 в качестве биомаркера синдрома перекреста (overlap-syndrome) при аутоиммунных заболеваниях щитовидной железы.

3.2 Гетерогенность эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител в сыворотке крови больных с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы
В таблице 2 представлена демографическая характеристика участников исследования. Подавляющее большинство пациентов были женщинами как в подгруппе с аутоиммунным тиреоидитом (93,3 %) так и в подгруппе диффузным токсическим зобом  (70,7 %). Средний возраст пациентов с диффузным токсическим зобом составил-   45,75 лет, с аутоиммунным тиреоидитом - 47,77 лет. 
        Большинство пациентов в этом исследовании были казахской национальности, что соответствует текущей демографической ситуации в Республике Казахстан. Пропорции пациентов с городским/сельским проживанием были схожими. Большинство пациентов находились под наблюдением на момент зачисления в исследование: 69,9 % в подгруппе аутоиммунный тиреоидит и 71,8 % в подгруппе диффузный токсический зоб.

Таблица 2 – Общая характеристика участников исследования (n=398)

	Характеристика пациентов в группах
	n
	%

	Пол
	Мужчины
	53
	13,32 %

	
	Женщины
	345
	86,68 %

	Возраст, медиана (25 и 75 процентиль)
	48
	35; 59

	Диагноз
	АИТ
	281
	70,6 %

	
	ДТЗ
	117
	29,4  %

	Национальность
	Казахи
	307
	77,1 %

	
	Русские
	91
	22,8 %

	Регион
	ВК
	381
	95,7 %

	
	ЮКО
	11
	2,7 %

	
	СКО
	6
	1,5 %

	Резиденция
	Город
	171
	42,9 %

	
	Село
	227
	57,04 %

	Анамнез
	Обращение впервые
	118
	29,6 %

	
	Состоит на Д учете
	280
	70,3 %

	Курение
	Не курит
	353
	88,6 %

	
	Курит
	45
	11,3 %

	Занятость
	Не трудоустроен
	93
	23,3 %

	
	Трудоустроен
	305
	76,6 %

	ИМТ
	18,49 и <
	10
	2,5 %

	
	18,5 - 24,99
	237
	59,5 %

	
	30 и >
	151
	37,9 %



Анализ эпитопной специфичности аутоантител в сыворотке крови пациентов с АИТ и ДТЗ представлен в таблице 3. 
Как видно из представленных данных, аутоантитела в сыворотке крови пациентов с аутоиммунным тиреоидитом ингибировали связывание МкАТ 63 значительнее, чем таковые в сыворотке пациентов с диффузным токсическим зобом: 59,62 % (48,99 %; 67,80 %) против 54,02 % (46,32 %; 62,63 %) соответственно. 
Это различие позволяет предположить, что МкАТ 63 является перспективным биомаркером аутоиммунного тиреоидита (таблица 3). 

Таблица 3 -  Распределение МкАТ у пациентов с АИТ и ДТЗ 

	Эпитопы
	Диагноз
	Значе
ние – Р

	
	АИТ
	ДТЗ
	

	
	Медиана
(%)
	25
Процен
тиль (%)
	75 Процентиль
(%)
	Медиана
(%)
	25
Процентиль
(%)
	75  Процен-
тиль (%)
	

	МкАТ 1
	57.05
	35.61
	66.89
	62.65
	41.50
	69.52
	0.051

	МкАТ 3
	62.93
	44.50
	72.65
	60.90
	42.85
	68.79
	0.146

	МкАТ 10
	66.92
	45.83
	75.44
	65.18
	42.30
	73.57
	0.272

	МкАТ 45
	54.99
	38.80
	63.33
	50.49
	37.45
	60.11
	0.113

	МкАТ 63
	59.62
	48.99
	67.80
	54.02
	46.32
	62.63
	0.001

	МкАТ 70
	63.05
	55.20
	68.81
	65.76
	54.52
	72.70
	0.057

	МкАТ 77
	51.13
	31.00
	62.25
	54.36
	36.90
	68.03
	0.047

	МкАТ 82
	57.27
	30.08
	73.31
	56.63
	32.33
	70.33
	0.442



АТ к ТПО в сыворотке крови пациентов с ДТЗ ингибировали связывание МкАТ 77 в 54,36 % случаев (36,90 %; 68,03 %), против 51,13 % (31,00 %; 62,25 %)  с АИТ, соответственно.
Статистически значимая разница в связывании МкАТ в зависимости от концентрации АТ к ТПO наблюдалась в отношении МкАТ 45, связывание которого значительно подавлялось в сыворотке крови пациентов с концентрацией АТ к ТПO более 1000 МЕ/мл (58,36 %) по сравнению с пациентами с концентрацией АТ к ТПO ниже 1000 МЕ/мл (52,37 %). Хотя ингибирование связывания МкАТ 45 было более выражено у пациентов с концентрацией АТ к ТПО более 1000 МЕ/мл, корреляции между этими показателями выявлено не было, и таким образом, весьма маловероятно, что данный биомаркер будет иметь клиническое значение (таблица 4).

Таблица 4 -  Ингибирование связывания МкАТ в зависимости от концентрации АТ к TПO

	Эпитопы
	Концентрация антител к ТПО 
	Значение – Р

	
	<  1000 МЕ/мл
	> 1000 МЕ/мл
	

	
	Медиана
 (%)
	25 Процен-
тиль (%)
	75
Процен-
тиль (%)
	Медиана
 (%)
	25 Процен-
тиль  (%)
	75
Процен-
тиль (%)
	

	МкАТ 1
	58.23
	36.41
	67.57
	58.54
	37.39
	69.14
	0.419

	МкАТ 3
	60.81
	41.59
	70.63
	66.81
	49.06
	74.01
	0.066

	МкАТ 10
	66.08
	44.60
	74.93
	65.86
	44.51
	76.39
	0.954

	МкАТ 45
	52.37
	37.80
	61.80
	58.36
	39.98
	67.05
	0.012

	МкАТ 63
	57.90
	47.23
	65.35
	60.15
	50.22
	68.18
	0.218

	МкАТ 70
	62.95
	54.63
	69.51
	67.10
	58.71 
	72.27
	0.053

	МкАТ 77
	51.27
	31.00
	62.31
	54.69
	39.15
	65.43
	0.091

	МкАТ 82
	57.01
	30.41
	71.88
	59.22
	26.75
	72.59
	0.97



В таблице 5 отражено распределение степени ингибирования связывания с тиреопероксидазой различных МкАТ к TПO в зависимости от наличия синдрома перекреста (Overlap syndrome). Сыворотка крови пациентов с синдромом перекреста (Overlap syndrome) показала менее значительное ингибирование связывания МкАТ 63 (52,47 %), чем у пациентов без синдрома перекреста (58,81 %). Однако АТ к ТПO в сыворотке пациентов с синдромом перекреста ингибировали связывание МкАТ 82 более значительно, чем таковые в сыворотке пациентов без синдрома перекреста: 67,68 % (50,02 %; 76,03 %) против 56,51 % (28,37 %; 71,88 %), соответственно (таблица 5). 

Таблица 5 -  Ингибирование связывания МкАТ аутоантителами сыворотки пациентов с синдромом перекреста  (Overlap syndrome)


	Эпитопы
	Синдром перекреста  (Overlap syndrome) 
	Значение – Р

	
	Нет
	Есть 
	

	
	Медиана
 (%)
	25
Процен
тиль (%)
	75 Процен
тиль (%)
	Медиана
 (%)
	25 Процен
тиль (%)
	75
Процен
тиль (%)
	

	МкАТ 1
	58.54
	36.41
	67.57
	58.21
	47.52
	67.93
	0.672

	МкАТ 3
	62.48
	44.20
	71.95
	57.71
	41.21
	69.22
	0.375

	МкАТ 10
	66.74
	45.83
	75.44
	56.71
	33.45
	73.57
	0.07

	МкАТ 45
	54.95
	39.00
	63.11
	47.29
	27.24
	57.79
	0.078

	МкАТ 63
	58.81
	47.61
	66.16
	52.47
	45.47
	62.00
	0.043

	МкАТ 70
	63.54
	55.06
	69.70
	63.83
	55.32
	70.23
	0.945

	МкАТ 77
	52.21
	32.20
	63.61
	50.98
	36.47
	61.95
	0.925

	МкАТ 82
	56.51
	28.37
	71.88
	67.68
	50.02
	76.03
	0.008



Поскольку тиреопреоксидаза является специфичным для щитовидной железы аутоантигеном, необходимым для ее правильного функционирования, следует продолжить дальнейшие исследования, которые могут пролить свет на специфичность моноклональных антител  при различных аутоиммунных заболеваниях щитовидной железы. 
Выраженное ингибирование связывания МкАТ 82 при синдроме перекреста (overlap-syndrome) можно рассматривать как один из потенциальных маркеров благоприятного течения диффузного токсического зоба, при котором не требуется агрессивная терапия с развитием значительных последствий, таких как тяжелый гипотиреоз, гипопаратиреоз, тетания, парез голосовых связок [200].
TПO представляет собой большой мембраносвязанный гликопротеин, участвующий в синтезе гормонов щитовидной железы, индуцируя йодирование остатков тирозина. Кроме того, TПO индуцирует синтез на молекуле тиреоглобулина моно-йодтирозина и ди-йодтирозина [201]. Молекула TПO состоит из 933 аминокислот, и из них первые 735 гомологичны миелопероксидазе (MПO) человека [202]. Хотя первичная структура молекулы TПO понятна, существует недостаток знаний о ее топографии. До настоящего времени не удаётся получить трехмерную структуру тиреопероксидазы методом рентгеноструктурного анализа. Одним из решений этой проблемы является создание коллекций моноклональных антител к ТПО. За последние десятилетия рядом групп ученых были созданы такие коллекции моноклональных антител, часть из которых были выделены у пациентов с АИТ и диффузным токсическим зобом. 
АТ к TПO связывают TПO на поверхности клеток щитовидной железы и преимущественно взаимодействуют со специфической частью молекулы TПO, называемой “иммунодоминантной областью”, которая в основном состоит из MПO-подобного домена [203].
В определенной степени наше исследование дополняет результаты более ранних исследований. По данным А.В.Зубкова и соавторов 8 эпитопов 1, 2 , 88, 3, 70, 79, 82 и 77  участвуют в конкуренции за центры связывания тиреопероксидазы с аутоантителами из сыворотки крови исследуемых с АИТ и ДТЗ. Для аутоантител максимальное ингибирование связывания выявлено, против МкАТ 3, которое составляет 60,3 % для исследуемых с ДТЗ и 61,8 % для исследуемых с АИТ. Степень ингибирования связывания не зависела от концентрации антител к  ТПО в сыворотке крови исследуемых с ДТЗ. Тем не менее, эта разница не достигала уровня статистической значимости из-за относительно небольшого объема выборки. А.В. Зубков, Н.С. Кузьмина и соавторы отметили, что антитела к ТПО в сыворотке крови исследуемых с АИТ подавляли связывание МкАТ 77 больше, чем в сыворотках крови исследуемых с ДТЗ: 36,3 % и 54,3 % соответственно [204-210]. 
Данное исследование отличается от наших результатов, полученным при исследовании групп пациентов из Казахстана: в сыворотке крови пациентов с диффузным токсическим зобом наблюдалось более выраженное ингибирование МкАТ 77 по сравнению с сывороткой пациентов с аутоиммунным тиреоидитом: 54,36 %  против 51,13 % соответственно. 
Ruf J. и соавторы [211] обнаружили, что в сыворотке крови пациентов с аутоимунным тиреоидитом,  и с диффузным токсическим зобом наблюдается лишь умеренное ингибирование связывания аутоантител, нацеленных против эпитопа МкАТ 1, и Bosovsky A. с соавторами [212] пришли к аналогичному выводу для сыворотки крови пациентов с диффузным токсическим зобом. Однако, это не было подтверждено нашими результатами, поскольку степень ингибирования МкАТ 1 была сильнее и составляла 57,05 % для пациентов с аутоиммунным тиреоидитом и 62,65 % для пациентов с диффузным токсическим зобом.
Согласно данным более ранних исследований, степень ингибирования была выше в сыворотке крови пациентов, содержащих высокие уровни антител к ТПО (>1000 МЕ/мл), и составляла в среднем 70-90 %. Между тем, образцы, содержащие средние (200-500 МЕ/мл) и низкие концентрации аутоантител (100-200 МЕ/мл), характеризовались меньшей степенью ингибирования: 40-60 % и 20-30 % соответственно [213]. 
Это совпало с нашими результатами, но не полностью: хотя сыворотки крови, содержащие высокие (> 1000 МЕ/мл) уровни АТ к ТПО, ингибировали связывание моноклональных антител более интенсивно, степень ингибирования не превышало уровня 67,10 %.
Что касается синдрома перекреста (overlap-syndrome), нам не удалось найти ни одного исследования по изучению гетерогенности эпитопов АТ к ТПО при данной патологии.
Таким образом, наше исследование можно рассматривать, как первую попытку получить представление о специфичности эпитопов при этом аутоиммунном заболеваний щитовидной железы. 


3.3 Частота встречаемости интерлейкина 10 и Фактора некроза опухоли-α в сыворотке крови больных с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы
Для определения иммунного статуса больных с АИЗЩЖ для прогнозирования дальнейшего клинического течения АИЗЩЖ в крови пациентов были определены концентрации цитокинов: ИЛ 10 и  ФНО- α. 
В таблице 6 представлены данные по определению уровня АТ к ТПО, ИЛ 10 и ФНО-α в сыворотке крови пациентов с АИЗЩЖ. 

Таблица 6 -  Результаты определения АТ к ТПО, ИЛ-10 и ФНО-α в сыворотке крови пациентов с АИЗЩЖ 

	Статистика

	
	АТ к ТПО
	ИЛ 10
	ФНО-альфа

	1
	2
	3
	4

	N
	149
	149
	149

	Медиана
	443,1000
	0,8100
	8,20000

	Минимальные показатели 
	0,00
	0,10
	0,230

	1
	2
	3
	4

	Максимальные показатели
	11592,00
	230,73
	437,230

	Процентили
	25
	180,9000
	0,1000
	4,17500

	
	75
	965,9500
	4,1300
	43,34500






Статистические данные по группировке пациентов: по полу, функциональному статусу щитовидной железы, образованию узла, место проживания и статусу по потреблению табачных изделий представлены в таблице 7. Данные показатели приведены с целью сравнения функционального состояния щитовидной железы с различными показателями.

Таблица 7 -  Распределение пациентов по полу и функциональному статусу ЩЖ


	Пол
	Мужчины
	14,77 %

	
	Женщины
	85,23 %

	Функциональный статус щитовидной железы
	Гипофункция
	71,81 %

	
	Гиперфункция
	28,18 %

	Узел
	Есть
	6,71 %

	
	Нет
	93,29 %

	Место проживания
	Село
	63,76 %

	
	Город
	36,24 %

	Курение
	Да
	14,09 %

	
	Нет
	85,91 %



Статистический анализ показал, что концентрация ИЛ10 статистически значимо ниже у группы (Me = 0,1; IQR = 3,29), имеющие гиперфункцию щитовидной железы, в отличие от группы с гипофункцией щитовидной железы (Me = 1,2800; IQR = 4,60) p = 0,049951. 
Также было обнаружено, что пациенты с гипофункцией щитовидной железы имели статистически значимое повышение уровня АТ к ТПО (Me = 520,30; IQR = 906,60) по сравнению с пациентами с гиперфункцией щитовидной железы (Me = 167,20; IQR = 421,52) p = 0,000003. Однако, никаких статически значимых различий в уровне ФНО-α между пациентами с гипо- и гиперфункцией щитовидной железы не наблюдалось p = 0,443789.
Корреляционный анализ показал существование негативной слабой силы связи между функциональным статусом щитовидной железы и концентрацией ИЛ10 (τb= -0.141, p = 0.04995). 
Также было обнаружена негативная средней силы связь между уровнем АТ к ТПО и функциональным статусом щитовидной железы (τb= -0.31, p = 0.000003326). 
Между ФНО-α и функциональным статусом щитовидной железы не была обнаружена корреляционная связь (p = 0.4438).
Критерий согласия Пирсона показал о существовании связи между полом пациентов и функциональным состоянием щитовидной железы (гиперфункция и гипофункция) χ2 = 12,177151,p = 0,000484. 
У Мужчин чаще наблюдалась гиперфункция щитовидной железы (59,1%), тогда как у женщины - гипофункция щитовидной железы (77,2 %) (рисунок 12). 

[image: ]
Рисунок 12 – Распределение гиперфункции и гипофункции щитовидной железы в зависимости от пола
	
Точный критерий Фишера не выявил статистически значимой связи между функцией щитовидной железы и выявлением узлов р = 0,145399, а также после применения критерия согласия Пирсона между функцией щитовидной железы и местом проживания не было обнаружена статистически значимой связи (село, город) χ2 = 0,214081, р = 0,643587. 	
Как показано на рисунке 11 у пациентов с аутоимунным тиреоидитом концентрация ФНО-α  в сыворотке крови выше, чем у больных с диффузным токическим зобом. Из общего количества 149 человек, выбранных из общей группы исследуемых, концентрация ФНО-α была повышена у 73 человек, а у 75 человек были нормальные показатели. Таким образом, статистический анализ показал, что ИЛ10 статистически значимо выше у группы пациентов (Me = 0,1; IQR = 3,29), имеющей диагноз АИТ, в отличие от группы пациентов с диффузным токсическим зобом. Цитокины: интерлейкин 10 и ФНО-α мало изучены в тиреоидологии, в связи с этим мы решили изучить связь между патогенезом диффузного токсического зоба, аутоиммунного тиреоидита и синдрома перекрёста (overlap-syndrome).  
Для 149 пациентов: АИТ (n=97), ДТЗ (n=52) был определен уровень основных цитокинов: интерлейкина 10 и ФНО-α. Уровень интерлейкина 10 в сыворотке крови у пациентов с ДТЗ и АИТ был повышен относительно нормальных значений у 19,5 %, а у 80,5 % пациентов показатели интерлейкина 10 были в пределах нормы. ФНО-α был повышен у 48,9 % пациентов, у 50,3 % пациентов показатели ФНО- α  были нормальными.
Статистически значимых различий и корреляции между уровнем ФНО-α между пациентами с гипо- и гиперфункцией щитовидной железы, функциональным статусом щитовидной железы и местом проживания не было обнаружено при использовании непараметрических методов (критерий согласия Пирсона χ2).   Однако была выявлена группа пациентов (n=23) в которой наблюдался очень высокий уровень интерлейкина 10 (в 3 и более раз выше нормы) и повышенный уровень ФНО-α. И только у 4 пациентов высокий уровень интерлейкина 10 сочетался с нормальным уровнем ФНО-α.

[bookmark: _TOC_250003]3.4 Алгоритм диагностики аутоиммунных заболеваний щитовидной железы с использованием моноклональных антител
Для верификации диагноза диагностический комплекс должен включать обязательное ультразвуковое, лабораторное исследование с определением тиреотропного гормона (ТТГ), свободного Т4, антител к тиреопероксидазе (АТ к ТПО), антител к рецептору тиреотропного гормона (АТ к рТТГ) и антител к тиреоглобулину (АТ к ТГ).
Для своевременной диагностики синдрома перекреста при аутоиммунных заболеваниях щитовидной железы предложен алгоритм диагностики аутоиммунных заболеваний щитовидной железы с использованием моноклональных антител.
Многоэтапная диагностика позволяет в преобладающем большинстве наблюдений установить точный диагноз. 
Нами разработан и внедрен в практику алгоритм, позволяющий выявлять синдром перекреста (overlap-syndrome) при аутоиммунных заболеваниях щитовидной железы  (рисунок 13).
Таким образом, внедрение алгоритма диагностики аутоиммунных заболеваний щитовидной железы с использованием моноклональных антител рекомендует, что при обнаружении выраженного ингибирования МкАТ 82  при диффузном токсическом зобе, не требуется агрессивная терапия, лечение радиоактивным йодом или хирургическое лечение  с  возможным развитием значительных осложнений, таких как: тяжелый гипотиреоз, гипопаратиреоз, тетания, парез голосовых связок. 
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Рисунок 13 - Алгоритм диагностики аутоиммунных заболеваний щитовидной железы с использованием моноклональных антител
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Настоящее исследование посвящено разработке эффективных критериев диагностики и лечения аутоиммунных заболеваний щитовидной железы на основе изучения гетерогенности эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител у больных с АИЗЩЖ с использованием моноклональных антител к тиреоидной пероксидазе. Проблема аутоиммунных заболевании щитовидной железы занимает в современной тиреоидологии особое место по нескольким причинам. Во-первых, отмечается тенденция роста количества заболевших, во-вторых, территория Республики Казахстан является неблагополучной в отношений радиационного фона и йодной обеспеченности. По данным мировой литературы распространенность диффузного токсического зоба в общей популяции составляет около 1 %, в то время как аутоиммунный тиреоидит встречается примерно у 15% взрослых женщин, хотя преимущественно в субклинической форме. В группу риска входят женщины, возраст которых более 40 лет. 
Заболевания щитовидной железы, включая аутоиммунные заболевания щитовидной железы, широко распространены в Казахстане, и их значение нельзя недооценивать из-за бывшего Семипалатинского ядерного испытательного полигона – крупнейшего советского полигона для испытаний ядерного оружия, расположенного в Восточном Казахстане [214]. Кроме того, начиная с 2010 года по настоящее время Казахстан является ведущим мировым производителем урановой руды [215-217].
Поскольку существенных мероприятий по профилактике попадания радиоизотопов в организм человека, по крайней мере, в первые два десятилетия функционирования полигона, не проводилось, значительные контингенты населения подвергались внешнему и внутреннему облучению, и в настоящее время в регионе проживают их потомки 3-4 поколения. Кроме того, Казахстан является регионом с дефицитом йода, что влияет на распространение заболеваний щитовидной железы. В условиях эндемических по йодному дефициту районов щитовидная железа особо чувствительна к действию радиоактивного излучения. Нормальное состояние щитовидной железы зависит от потребления йода. Наличие йодного дефицита приводит к развитию патологических изменений в тиреоидной системе, заключающихся исходно в активации регуляторных влияний, компенсирующих нарушения тиреоидного статуса за счёт гиперфункции железы, далее в развитии гиперплазии её тканей. Ранее проведенные исследования показали, что частота аутоиммунных заболеваний щитовидной железы значительно выше в регионах с дефицитом йода [218-219].
Целью данного исследования являлась разработка эффективных критериев диагностики и лечения аутоиммунных заболеваний щитовидной железы на основе изучения гетерогенности эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител у больных с АИЗЩЖ с использованием моноклональных антител.
Для достижения указанной цели, был выполнен ряд задач, изложенных ниже.
В рамках реализации первой задачи исследования были проанализированы показатели заболеваемости щитовидной железы в период 2016–2020 гг.  по ВК, ЗКО, СКО и ЮКО. Используя результаты медико-демографических исследований за 2016-2020 гг. и данные медицинско- информационной системы, обеспечивающей ведение процессов субъектов здравоохранения из статистического сборника «Здоровье населения Республики Казахстан и деятельность организации здравоохранения», было показано, что наблюдается прирост аутоиммунных заболеваний щитовидной железы по Восточному Казахстану – на  46,8 %, в Южно-Казахстанской области  - 44,1 %, в Северо-Казахстанская области - 45,5 % и в Западно-Казахстанской области - 43,61 %.   
Для реализации второй задачи нами проведено поперечное исследование 398 пациентов с диффузным токсическим зобом, аутоиммунным тиреоидитом и синдромом перекреста (overlap-syndrome). В ходе исследования проанализировали специфичность эпитопов тиреопероксидазы с моноклональными антителами. Мы использовали 8 MкАТ для тиреопероксидазы, из которых четыре реагировали с нативной TПO и остальные реагировали с денатурированной TПO. 
Подавляющее большинство пациентов были женщинами как в группе с аутоиммунным тиреоидитом (93,3 %), так  и в группе с  диффузным токсическим зобом (70,7 %). Средний возраст пациентов составил: 47,77 года для пациентов с аутоиммунным тиреоидитом и 45,75 года для пациентов с диффузным токсическим зобом. Большинство пациентов в этом исследовании были казахской национальности, что соответствует текущей демографической ситуации в Республике Казахстан. Пропорции пациентов с городским/сельским проживанием были одинаковы. Большинство пациентов находились под наблюдением на момент зачисления в исследование: 69,9 % в группе с аутоиммунным тиреоидитом и 71,8 % в группе с диффузным токсическим зобом. 
Распределение восьми различных МкАТ, направленных  к тиреопероксидазе человека, в конкурентном анализе с аутоантителами из сыворотки крови пациентов с аутоиммунным тиреоидитом и диффузным токсическим зобом показало, что, аутоантитела в сыворотке крови пациентов с аутоиммунным тиреоидитом ингибировали связывание МкАТ 63 более значительно, чем в сыворотке пациентов с диффузным токсическим зобом: 59,62 % (48,99 %; 67,80 %) против 54,02 % (46,32 %; 62,63 %), соответственно. 
Эти различия позволяет предположить, что МкАТ 63 является перспективным биомаркером для лабораторного подтверждения аутоиммунного тиреоидита. 
Антитела к ТПО в сыворотке крови пациентов с диффузным токсическим зобом ингибировали связывание МкАТ 77 в 54,36 % случаев (36,90 %; 68,03 %),   против 51,13 % (31,00 %; 62,25 %) в сыворотке крови пациентов с аутоиммунным тиреоидитом, соответственно. 
В конкурентном анализе взаимодействия между МкАТ к ТПО и АТ к ТПО сыворотки в зависимости от концентрации аутоантител статистически значимая разница наблюдалась в отношении МкАТ 45, связывание которого с тиреопероксидазой человека значительно подавлялось в сыворотке крови пациентов с высокой концентрацией АТ к TПO более 1000 МЕ/мл (58,36 %) по сравнению с аутоантителами из сыворотки крови пациентов с концентрацией АТ к TПO ниже 1000 МЕ/мл (52,37 %). 
Хотя ингибирование связывания МкАТ 45 было более выражено с аутоантителами из сыворотки крови пациентов с концентрацией АТ к ТПO более 1000 МЕ/мл, корреляции между этими показателями выявлено не было, и, таким образом, маловероятно, что этот биомаркер будет иметь клиническое значение.  
Сыворотка крови пациентов с синдромом перекреста (Overlap syndrome) показала менее значительное ингибирование связывания МкАТ 63 (52,47 %), чем у пациентов без синдрома перекреста (58,81 %). Однако АТ к ТПO из сыворотки крови пациентов с синдромом перекреста ингибировали связывание МкАТ 82 более значительно, чем аутоантитела из сыворотки крови пациентов без синдрома перекреста: 67,68 % (50,02 %; 76,03 %) против 56,51 % (28,37 %; 71,88 %), соответственно. Выраженное ингибирование связывания МкАТ 82 при синдроме перекреста (overlap-syndrome) можно рассматривать как один из потенциальных маркеров благоприятного течения диффузного токсического зоба. 
Для реализации третьей задачи определяли уровень  ИЛ-10 и ФНО-α у больных с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы.
Из 149 человек, выбранных из общей группы исследуемых, уровень ФНО-α был повышен у 73 человек, у 75 человек показатели соответствовали норме. Статистический анализ показал, что ИЛ10 выше нормы у 19,4% пациентов. Статистические показатели ИЛ10 были выше у пациентов с диагнозом аутоиммунный тиреоидит. 
При использовании критерия согласия χ2 Пирсона статически значимых различий в уровне ФНО-α в сыворотке крови пациентов с гипо- и гиперфункцией щитовидной железы, функциональным статусом щитовидной железы и местом проживания не было обнаружено. Но при этом в общей группе в сыворотке крови значения ФНО-α были повышены у 48,9% пациентов, у 50,3% пациентов были нормальные показатели. 
В рамках реализации четвёртой задачи установлено, что выраженное ингибирование связывания МкАТ 82 при синдроме перекреста (overlap-syndrome) можно рассматривать как один из потенциальных маркеров благоприятного течения диффузного токсического зоба, при котором не требуется агрессивная терапия с развитием таких тяжёлых осложнений терапии, как тяжелый гипотиреоз, гипопаратиреоз, тетания, парез голосовых связок. В конечном итоге, полученные в диссертационной работе результаты, позволили разработать алгоритм диагностики аутоиммунных заболеваний щитовидной железы с использованием моноклональных антител. 
При изучении нами гетерогенности эпитопов АТ к ТПO в  группах пациентов с аутоиммунным тиреоидитом, диффузным токсическим зобом и синдромом перекреста (overlap-syndrome), не удалось найти ни одного подобного исследования в мировой практике. 
В связи с этим наше исследование можно рассматривать, как первую попытку получить представление о специфичности эпитопов при этом аутоиммунном заболеваний щитовидной железы.
Таким образом, методом картирования эпитопов к TПO с помощью МкАТ становится возможным исследовать гетерогенность человеческих аутоантител к TПO у пациентов с различными аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы.
На данный момент актуальным является поиск клинико-диагностических  маркеров синдрома перекреста (overlap-syndrome) при аутоиммунных заболеваниях щитовидной железы для прогноза и  течения заболевания и выбора лечебной тактики. Представляет научный интерес расширение и углубление знаний не только относительно аутоиммунного тиреоидита, диффузного токсического зоба, и синдрома перекреста (overlap-syndrome), которые  имеют важное значение в прогнозе качества жизни пациентов. В связи с этим, актуально всестороннее исследование гетерогенности эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител в сыворотке крови пациентов с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы с использованием моноклональных антител к тиреоидной пероксидазе: определить их место в структуре хирургической патологии щитовидной железы, клиническую роль, основные клинико-морфологических признаки, а также применение МкАТ 82 в качестве современного метода оценки прогноза течения заболеваний щитовидной железы, особенно в случае overlap-syndrome.
Принимая во внимание высокую частоту распространения аутоиммунных заболеваний щитовидной железы, проведение скрининга на предмет носительства маркера МкАТ 82 может стать эффективным методом ранней диагностики синдрома перекреста (overlap-syndrome).  В экологически неблагоприятных условиях, в местах эндемии и последствий радиационного облучения изучение предрасполагающих маркеров, как например, МкАТ 82 необходимо проводить в виде скрининговых исследований групп риска. Данное обстоятельство создает необходимость пересмотра и расширения существующего клинического протокола по тиреопатологии.
Выводы
1. Анализ заболеваемости за период 2016-2020 г.г. выявил общий прирост аутоиммунных заболеваний щитовидной железы по Восточному Казахстану на 46,8 %,     Южно-Казахстанской области –  44,1 %, Северо-Казахстанской области –  45,5 %,  Западно-Казахстанской области–  43,61 %. Аутоиммунные заболевания щитовидной железы чаще встречаются у лиц со средним возрастом 47,18 ± 14,99 лет. Подавляющее большинство пациентов –  женщины,  как в подгруппе АИТ (93,3 %), так  и в подгруппе ДТЗ (70,7 %). 
2.   Выраженное ингибирование связывания МкАТ 82 при синдроме перекреста (overlap-syndrome) можно рассматривать как один из потенциальных маркеров благоприятного течения диффузно токсического зоба. Аутоантитела в сыворотке крови пациентов с аутоиммунным тиреоидитом ингибировали связывание МкАТ 63 более значительно, чем аутоантитела из сыворотки крови пациентов с диффузным токсическим зобом. Это различие позволяет предположить, что МкАТ 63 является перспективным дополнительным биомаркером АИТ. 
3.  Статистический анализ результатов показал, что значения ИЛ-10 выше нормы у 19,4% пациентов, у 80,5 % пациентов показатели нормальные. Статистические показатели ИЛ10 были выше в группе пациентов с диагнозом аутоиммунный тиреоидит. 
После  использования критерия согласия χ2 Пирсона статически значимых различий в уровне ФНО-α между группами пациентов с гипо- и гиперфункцией щитовидной железы, функциональным статусом щитовидной железы и местом проживания не было обнаружено статистически значимой и корреляционной связи. Но при этом в общей группе значения ФНО-α были повышены у 48,9% пациентов, у 50,3% пациентов - показатели нормальные. 
4. Разработан алгоритм диагностики аутоиммунных заболеваний щитовидной железы с использованием моноклональных антител. Предложенный алгоритм позволяет обеспечить своевременную диагностику синдрома перекрёста (overlap-syndrome) на основе патогенетических различии, рекомендовано, что при обнаружении выраженного ингибирования МкАТ 82  при диффузном токсическом зобе не требуется агрессивная терапия с развитием таких возможных осложнений, как гипопаратиреоз, тетания, тяжелый гипотиреоз, парез голосовых связок. Обнаружение выраженного ингибирования МкАТ 82 может иметь полезную диагностическую ценность в качестве дополнительного диагностического инструмента для постановки диагноза синдром перекрёста в самые ранние сроки, что позволит снизить частоту осложнений аутоиммунных заболеваний щитовидной железы.
ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

1. Изучение гетерогенности эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител у больных с аутоиммунными заболеваниями щитовидной железы рекомендуется к применению в практической медицине для диагностики синдрома перекреста (overlap-syndrome) с применением диагностического биомаркера  МкАТ 82. 
2. Разработан алгоритм диагностики аутоиммунных заболеваний щитовидной железы  с использованием коллекции моноклональных антител к тиреопероксидазе человека. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ И

Выражение признательности участникам  исследования

Автор выражает глубокую признательность администрации и медицинским работникам медицинских организации, где проводился набор материала.
Автор выражает особую признательность Федеральному государственному бюджетному научному учреждению  «Научно-исследовательскому институту вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова» (Москва, Россия) за финансирование, методологическую помощь, реактивы и оборудование, предоставленные для исследования. Комплексное участие и сотрудничество сторон стало неотъемлемой частью проведения работы, которое имело решающее значение для успешного его завершения.
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ИНФОРМИРОВАННОЕ   ДОБРОВОЛЬНОЕ   СОГЛАСИЕ   ПАЦИЕНТА   ИССЛЕДОВАНИ Е   В   РАМКАХ   ВЫПОЛНЕНИЯ   НАУЧНОЙ   РАБОТЫ   ПО   ТЕМЕ       «Совершенствование   изучения   гетерогенности   эпитопов   антитиреопероксидазных   аутоантител   у   больных   с   аутоимунными   заболеваниями   щитовидной   железы»   Сроки   выполнения   диссертации:   2018 - 2021   гг.   На  базе Государственного медицинского университета  ГМУ г. Семей      Цель работы:   Изучить гетерогенность эпитопов антитиреопероксидазных  аутоантител у больных с аутоимунными заболеваниями щитовидной железы с  использованием моноклональных антител к тиреоидной пероксидазе.      Задачи:  1.   Провести эпидемиологическую оценку аутоиммунных заболевании  щитовидной железы по Восточно - Казахстанской области и в целом по Казахстану.   2.   Изучить гетерогенность эпитопов антитиреопероксидазных аутоантител у  больных с использованием моноклональных антител к тиреоидной пероксидазе.   3. Изучить роль цитокинов  –   IL - 10, ФНО альфа с помощью твердофазового ИФА   4. Разработать эффективные критерии диагностики и профилактики  аутоиммунных заболеваний щитовидной железы.            Пациент отдает себе отчет и том, что он/она может в любой момент отказаться  от участия в исследовании и что такой отк аз ни в коей мере не повлияет   на его  /ее дальнейшее лечение или медицинскую помощь.        Предпологается , чт о ни в каких сообщениях по данному исследованию не будет  указано имя пациента или сообщено какому - либо третьему лицу.          Подписывая эту форму, я не теряю никаких прав, пренадлежащих мне закону.  Я имел/а во зможность задать вопросы, на которые получила удовлетворившие  ме н я ответы.  Я,__________________________________________ ______________________________                                                                                                                                 (Ф.И.О.   полностью)   даю добровольное согласи е на прове дение следующ ей   манипуляци и :      Проведение биопсии щитовидной железы:     □ ДА        □ НЕТ          Мне в доступной и понятной форме разъяснены правила подготовки к  лабораторным исследованиям и возможные погрешности в результатах при их  несоблюдении, вероя тные риски манипуляций (боль ил и дискомфорт при  введении иглы,   гем атома в области пункции , обморок).         Я  подтверждаю, что согласен ( - а) с  тем ,  что  ре зультаты исс ледования будут  готовы не менее чем через    6 мес   и претензий по обоснованности их выполнения  п редъявлять не буду.        Я утверждаю, что все интересующие меня вопросы мною заданы, все  полученны е ответы и разъяснения  сотрудником  ГМУ г. Семей  мною поняты,  возможный риск предстоящих     манипуляций мною осознан.       Я  получила экзе мпляр « Инфо рмированного сог ласия пациента»     «            » __________________ 20 __   год.   Подпись пациент ___________________       Ф.И.О и подпись  сотрудника  ГМУ г. Семей   Ахметова  В.Т. : _________ _________       Если у Вас   возникнут какие - либо вопросы Вы можете обратиться в Этический  комитет ГМУ г. Семей тел: 8(7222) 569755 (внутрен 1047) г.Семей ул. Абая 103    
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