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В статье представлены эпидемиологические и патофизиологические аспекты формулировки задачи распознавания 
увеитов (Ув), ассоциированных с ювенильным идиопатическим артритом (ЮИА), в терминах анализа протеомного про-
филя слезы, а также результаты попытки решения этой задачи с использованием тандемной масс-спектрометрии (ТМС). 
Актуальность раннего распознавания ЮИА-Ув определяется тем, что в лечении этой патологии в последние годы 
произошли революционные изменения в связи с успешным использованием генно-инженерных препаратов. Анализ 
данных литературы позволяет считать, что: 1) в Северо-Западном федеральном округе частота вновь выявленных 
случаев ЮИА-Ув составляет 0,5–0,7 случая на 100 000 детского населения  при в 10 раз большей его пораженно-
сти; 2) без использования метотрексата в течение 4–7 лет после выявления ЮИА-Ув у 35–40 % детей формируется 
катаракта, у 5 % — глаукома; 3) даже при использовании метотрексата у 28–40 % детей неизбежно возникают ос-
ложнения, а у 10–36 % детей ухудшается зрение; 4) своевременная диагностика ЮИА-Ув и назначение адекватного 
лечения снижают риск осложнений до 4 % в год; 5) при существующей системе диагностики у трети детей ЮИА-Ув 
выявляют уже при наличии его осложнений. Выявление в слезе белковых информационных молекул-триггеров, за-
пускающих мобилизацию/торможение клеток, определяющих течение Ув, противоречит традиционным представле-
ниям о наличии естественных анатомических и физиологических барьеров, ограничивающих внутриглазную среду, 
но представляется возможным, поскольку ЮИА относится к системным заболеваниям, а Ув сопровождается нару-
шением гематоретинальных барьеров. С целью поиска белковых маркеров ЮИА-Ув исследована слеза 31 ребенка 
в возрасте 2–17 лет (17 — хронический ЮИА-Ув, 4 — ЮИА без Ув, 4 — идиопатический Ув, 3 — системный васкулит, 
3 — здоровые дети). Обследуемых группировали с учетом стандартных клинических протоколов, использована ТМС 
с иерархической кластеризацией: наноколонка С18, хроматограф Shimadzu nano + масс-спектрометр LTQ Orbitrap XL, 
четырехступенчатое сканирование с применением Фурье-преобразования (FT-MS) в качестве первой ступени с по-
следующей тандемной FT-MS/MS для трех наиболее значимых пептидов. Белки идентифицировали с использовани-
ем пакета Proteome Discoverer 1.2,  международного протеинового индекса (International Protein Index (IPI)) и базы 
данных Human Protein Database. Количественный анализ проводили с использованием программы SIEVE 2.0 после 
нормализации по альбумину, полагая доказанной пропорциональность его концентрации разведению слезы при сти-
мулированном слезоотделении. Характеристики протеинов экспортировали из SIEVE в пакет IPA (Ingenuity Pathway 
Analysis). По генетико-белковым идентификационным номерам искали связи выявленных белковых кластеров с из-
вестными биологическими феноменами. В результате ТМС в слезе было обнаружено более 3000 белков, из которых 
в результате последующего анализа были выбраны около 300 кандидатов на роль маркеров ЮИА-Ув. Концентрация 
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двух наиболее вероятных биомаркеров Ув — лактотрансферрина и липокалина — у детей с ЮИА-Ув была выше более 
чем в 10 раз. Анализ связей выявил ассоциацию этих белков с интерлейкином-1, фактором некроза опухолей — альфа 
и белками, участвующими в формировании эндотелиальной дисфункции, воспаления и ретинопатии. Было подтверж-
дено участие в формировании Ув интерлейкина-23. В целом наше пилотное исследование, представляющее собой но-
вый, не использованный ранее подход к идентификации ранних биомаркеров ЮИА-Ув, доказало его перспективность 
и выявило несколько белков-кандидатов.

Ключевые слова: ювенильный идиопатический артрит; увеит; диагностика; тандемная масс-спектрометрия; протеом; 
биомаркеры.
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The paper presents epidemiologic and pathophysiological aspects of the problem statement for early recognition of Uvei-
tis (Uv) associated with Juvenile Idiopathic Arthritis (JIA) in terms of the proteomic profile of tears as well as the results of 
an attempt to solve this problem by means of the Tandem Mass-Spectrometry (TMS). The solution of this problem is of the 
highest relevance due to revolutionary changes in treatment strategies after introducing highly effective biologics. Content 
analysis of literature reviews reveals the following: 1. the incidence of JIA-Uv in the Northwest Federal District of Russian 
Federation averages 0.5-0.7 per 100 000 of children with the prevalence being ten-fold higher than incidence, 2. without 
Methotrexate treatment 4-7 years after the diagnosis of JIA-Uv cataract is revealed in 35-40% of children and in 5% – glau-
coma as well, 3. even with Methotrexate in 28-40% of children the complications of JIA-Uv inevitably will be revealed with 
blurred vision in 10-36% of children, 4. timely diagnosis of JIA-Uv and adequate treatment reduce the risk of complications by 
4% per year, 5. current medical care system reveals in one third of children already the complications of JIA-Uv. Revelation in 
tears of the motif mode for protein interaction network, triggering mobilization/inhibition of cells which moderate Uv would 
contradict the traditional point of view on existing natural anatomic and physiologic barriers, isolating the intraocular space, 
but however seems to be possible since JIA is a systemic disease and Uv leads to damage of the blood-retinal barriers. To re-
veal protein biomarkers of JIA-Uv tears of 31 children aged 2-17 years were studied: 17 – chronic JIA-Uv, 4 – JIA without Uv, 
4 – idiopathic Uv, 3 – systemic vasculitis, 3 – healthy children. We used the current clinical guidelines and standards to diag-
nose the pathology and TMS with hierarchical clustering methodology for protein identification: nano C18 column attached 
to Shimadzu nano LC coupled in-line to LTQ Orbitrap XL tandem mass spectrometer, data-dependent 4-event scan method, a 
survey FT-MS parent scan followed by sequential data dependent FT-MS/MS scans on the three most abundant peptide ions. 
Proteins were identified from the mass spectra results with Proteome Discoverer 1.2 software for protein database search 
using the International Protein Index (IPI) and Human Protein Database. Quantification was conducted using SIEVE 2.0 after 
normalization to albumin keeping in mind the validity of proportional change of its concentration after stimulation of lacri-
mation. Data from SIEVE were exported to IPA (Ingenuity Pathway Analysis) for filtering. The extracellular proteins selected 
in Ingenuity were further analyzed for disease relation and networks formation. TMS revealed more than 3000 proteins in 
tears and 300 of them have been considered to be the first row candidates to be biomarkers of JIA-Uv. The top two proteins, 
lactoferrin and lipocalin were upregulated over ten-fold in children with Uv. Pathway analysis placed these proteins into the 
inflammation-related IL-1 and TNF-α related networks which also included proteins involved in the development of endo-
thelial dysfunction, inflammation and retinopathy. In addition, IL-23, which was previously linked to Uveitis, was found to be 
upregulated. Taken together, our proof-of-principle study presents a novel and yet untested approach for detection of early 
biomarkers of Uveitis and identified several candidate proteins.

Keywords: Juvenile idiopathic arthritis; uveitis; diagnosis; tandem mass-spectrometry; proteome; biomarkers.
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ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Как известно, увеит, т. е. воспаление увеаль-
ных (сосудистых) компонентов глаза —  радуж-
ки, сосудистой оболочки и сетчатки, распростра-
нен в детской популяции не очень широко. В год 
в среднем выявляется 4,3–6,9 новых случая уве-
ита на 100 000 населения при общей распростра-
ненности около 30 случаев на 100 000 [23, 54, 70]. 
До 6 % всех увеитов у взрослых начинаются в дет-
стве [67]. Диагностика и лечение увеита у детей, 
составляющих всего 5 % от всей численности стра-
дающих увеитом в популяции [70], представляют 
большую проблему, поскольку течение заболевания 
часто маломанифестно [9], дети, как правило, не жа-
луются на ухудшение зрения и настроены негативно 
по отношению к активному офтальмологическому 
осмотру. В результате до 30–40 % детей, страдаю-
щих увеитом, в значительной степени теряют зре-
ние [4, 107]. Слепота, по крайней мере односторон-
няя, наступает у 17–35 % детей, а ухудшение зрения 
ниже 20/40 —  у 17–41 % детей [23, 79].

Причины увеита у детей, как и у взрослых, 
чрезвычайно разнообразны, причем неинфекци-
онные увеиты являются наиболее частой формой, 
а в 60 % случаев причина заболевания вообще оста-
ется нераспознанной [9, 23, 54, 70, 79, 94].

Увеит классифицируют в соответствии со стан-
дартами, определенными номенклатурой SUN 
(Standardization of Uveitis Nomenclature) [22, 42], 
предполагающей учет времени протекания патоло-
гического процесса и вовлеченных в него структур 
глаза (рис. 1) [40].

В табл. 1 представлены критерии увеита соглас-
но протоколу SUN [42].

Увеит может быть острым, подострым, хро-
ническим и рецидивирующим. В патологи-
ческий процесс вовлекаются все отделы гла-
за (см. рис. 1), но с разной частотой: передний 
увеит —  в 30–90 % случаев [54, 94], средний —  
в 25–42 % случаев [42, 54, 94], задний встречается 

Рис. 1. Схематическое изображение глаза с указанием структур, поражаемых при переднем, среднем и заднем увеите. 
В скобках приведены симптомы поражения

Протокол SUN: степени увеита по количеству клеток в 
передней камере (для поля зрения щелевой лампы 1 мм2)
Степень Количество клеток в поле зрения

0 < 1
0,5+ 1–5
1+ 6–15
2+ 16–25
3+ 26–50
4+ 50+

Протокол SUN: критерии обострения увеита по визуально 
наблюдаемому накоплению плазменных белков

Степень Описание
0 Нет обострения

1+ Легкое
2+ Умеренное (радужка/хрусталик чисты)
3+ Выраженное (радужка/хрусталик замутнены)

4+ Сильное (коагуляция фибрино/серозно-пласти-
ческая)

Таблица 1

Классификация степеней увеита и критерии обострения со-
гласно протоколу SUN
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редко и, как и у взрослых, в большинстве случаев 
обусловлен инфицированием токсоплазмой [23, 70]. 
Еще реже заболевание поражает все оболочки глаза 
(панувеит).

Из-за задержек с диагностикой ребенок часто 
поступает на первый осмотр окулиста уже со сни-
жением зрения вследствие наличия осложнений 
увеита, в числе которых наиболее частыми явля-
ются катаракта (35–52 %), отек зрительного нерва 
(17–29 %), рубцы макулы (27 %), вторичная глауко-
ма (15–33 %), неврит зрительного нерва (8 %), от-
слойка сетчатки (8 %) [4, 9, 39, 54, 79, 107], причем 
общеизвестно, что увеит, ассоциированный с юве-
нильным идиопатическим артритом, является наи-
более частой причиной этих осложнений [54], ве-
роятность возникновения которых при этой форме 
заболевания составляет до 34 % в течение после-
дующих за постановкой диагноза 5–6 лет наблюде-
ния [11].

Увеит —  одно из наиболее частых экстраартику-
лярных проявлений ювенильного идиопатического 
(ревматоидного) артрита (ЮИА), представляющего 
собой достаточно гетерогенную группу хрониче-
ских артритов детского возраста [34], из которых 
в части, имеющей отношение к увеиту, особое зна-
чение приобретает олигоартикулярная форма (пора-
жение четырех или менее суставов в течение пер-
вых 6 месяцев заболевания).

Частота выявления новых случаев ЮИА в США 
и Канаде составляет 0,041–0,061 на 1000 детей при 
доле олигоартикулярной формы в группе детей 
с ЮИА в США, как и в Европе, 30–60 % [59]. В не-
которых этнических группах (индейцы, коренные 
жители Азии и Австралии) эти значения могут быть 
на порядок больше [61, 63].

Данные о распространенности увеита, ассоции-
рованного с ЮИА, весьма вариабельны: от 11,6 [5] 
до 30 % [66] всех детей с ЮИА, или у 30 % всех детей 
с ЮИА, имеющих антинуклеарные антитела [75].

Исследование большой группы детей с ЮИА, 
проведенное в Германии, выявило наличие увеита 
у 12 % больных в целом и у 16–25 % детей с олиго-
артикулярной формой артрита [34].

Широта диапазона вариации распространенно-
сти отчасти обусловлена наличием четырех извест-
ных управляющих групп факторов, часть из кото-
рых ассоциирована с генетическими особенностями 
популяций [64].

Большинство специалистов считают, что, кроме 
олигоартикулярной формы артрита, еще как мини-
мум три фактора определяют большую вероятность 
возникновения увеита: женский пол, возраст дебю-
та артрита младше 6 лет, а также наличие антину-
клеарных антител в крови [14, 35, 74].

В частности, в возрастной группе 1–2 года увеит 
был выявлен у 37 % девочек и только у 7 % маль-
чиков [82]. Такое же соотношение частоты увеита 
было обнаружено для той же возрастной группы 
у больных ЮИА с наличием антинуклеарных анти-
тел (47 против 10 % соответственно). Вместе с тем 
при манифестации артрита в возрасте позже 7 лет 
вероятность выявления увеита у девочек была мень-
ше 10 %, а мужской пол более тесно ассоциировал-
ся с катарактой, макулярным отеком и папилли-
том, возникающими в течение последующих 5 лет 
наблюдения [48], мужской пол определял более 
чем шестикратное увеличение вероятности слепо-
ты [49].

Таким образом, пол, возраст дебюта артрита, на-
личие антинуклеарных антител не могут считаться 
общепринятыми неблагоприятными маркерами, 
особенно в том, что касается оценки независимости 
влияния каждого из этих факторов [13, 76, 82, 86].

Наиболее частой формой увеита, ассоциирован-
ного с ЮИА, является хронический передний уве-
ит, который может быть уни- или билатеральным 
(доля последнего —  70 %). Доля переднего увеита 
достигает 83 %, средний, задний увеиты и панувеит 
встречаются значительно реже (9, 1, 7 % соответ-
ственно) [34].

В 68 % всех случаев течение увеита —  хрониче-
ское, в 16 % случаев —  острое и в 12 % случаев —  
рецидивирующее [81].
Острый передний увеит у больных ЮИА встре-

чается обычно при энтезит- или HLA B27-ас-
социированном артрите.

Среднее время от появления суставного синдро-
ма до регистрации первых признаков возникновения 
увеита составляет 1,8 года, причем чем короче этот 
интервал, тем более тяжелым по течению является 
увеит и тем больше вероятность осложнений [104]. 
Иногда увеит возникает еще до клинических при-
знаков поражения суставов, и длительность этого 
лага может достигать нескольких лет [38, 94]. Ко-
личество таких случаев доходит до 3–7 % детей 
с ЮИА, а сам факт появления увеита до артрита 
является признаком неблагоприятного течения уве-
ита [34, 35].

Результаты ретроспективных исследований те-
чения увеита, ассоциированного с ЮИА (см. об-
зор Sen E.S. et al., 2015), показывают, что в целом 
у 28–67 % детей возникают осложнения [6, 84, 102], 
а у 9,2–36 % детей высока вероятность существенно-
го ухудшения зрения (< 20/40 оба глаза) [6, 14, 102] 
из-за формирования катаракты (20,5 %), глаукомы 
(18,9 %) и лентовидной кератопатии (15,7 %).

Длительное мониторирование в семидесятые —  
восьмидесятые годы прошлого века (эпоха до введе-
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ния метотрексата в лечение ЮИА) состояния детей 
с увеитом, ассоциированным с ЮИА [52, 87], по-
зволило установить: через 7 лет у 42 % детей сфор-
мировалась катаракта, у 5 % —  глаукома. К взрос-
лому возрасту у половины пациентов формируется 
катаракта, у 22 % —  глаукома и около 50 % имеют 
признаки активного увеита или получают местно 
кортикостероиды для купирования его обострения.

Надо признать, что в последние годы в свя-
зи с широким внедрением новых программ диа-
гностики и иммуносупрессивной терапии часто-
та осложнений постепенно уменьшается [53, 91]. 
Так, сравнение течения заболевания у 239 детей 
с ЮИА-ассоциированным увеитом, леченных 
в 1990–1993 гг., с таковым у 240 детей, леченных 
в 2000–2003 гг., приводит к выводу о существенном 
снижении частоты осложнений —  с 35 до 21 % со-
ответственно. До 91 % глаз удается сохранить, хотя 
и с падением остроты зрения. Около 6 % глаз полно-
стью теряют способность видеть [11]. Вместе с тем 
частота обнаружения тяжелого увеита в момент 
постановки диагноза с 1993 г., когда были впервые 
предложены стандарты офтальмологического скри-
нинга для детей, страдающих ЮИА, не уменьши-
лась [16].

Увеит, начавшийся у детей в раннем возрасте, 
может иметь двухфазное течение: снижение актив-
ности в возрасте около 9 лет с последующей актива-
цией патологического процесса в пубертатном воз-
расте [37].

Среди факторов риска тяжелого течения увеита 
и развития осложнений, кроме раннего дебюта и ко-
роткого лага между появлением артрита и увеита, 
можно отметить мужской пол и наличие синехий 
при первом офтальмологическом осмотре [5, 16, 
23, 46].

Ретроспективный анализ течения увеита, ас-
социированного с ЮИА, у 327 пациентов по-
зволил выявить общую частоту потери зрения 
до 20/50 или меньше, равную 0,18 случая/гла-
за × год, общую частоту развития новых ослож-
нений —  0,15 случая/глаза × год. Для случа-
ев, когда диагноз увеита был поставлен еще 
до появления осложнений, частота развития но-
вых осложнений была существенно меньше —  
0,04 случая/глаза × год. При этом наличие двусто-
роннего поражения, длительное течение увеита, 
наличие задних синехий, низкое (< 5 мм рт. ст.) или 
высокое (> 21 мм рт. ст.) внутриглазное давление, 
активный увеит (степень ≥ 1 по количеству кле-
ток в передней камере или ≥ 0,5 по мутности сте-
кловидного тела), офтальмологические операции 
в анамнезе являются факторами неблагоприятного 
прогноза [31].

Риск формирования катаракты у детей с хрони-
ческим передним увеитом в течение четырех лет, 
рассчитанный Thorne [103], соответствует формуле 
0,04/глаз × год. При этом существенными неблаго-
приятными факторами являлись задние синехии, 
активный увеит и использование локально корти-
костероидов. Вероятность катаракты была равна 0 
при использовании двух или менее капель кортико-
стероидов, но возрастала до 0,16/глаз × год при ис-
пользовании трех и более капель в сутки.

ПАТОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Общепринятым является мнение о том, что ЮИА 
является заболеванием, сопряженным с нарушени-
ем Т-клеточного звена иммунитета. Дисрегуляция 
цитокинов, в первую очередь фактора некроза опу-
холей —  альфа (TNF-α), лежит в основе как олиго-, 
так и полиартикулярного артрита и увеита при ге-
нетическом детерминировании [45, 101] и предпо-
ложительном (но недоказанном) участии внешних 
факторов [59].

Традиционно предполагается, что неинфекцион-
ные увеиты по своей природе являются аутоиммун-
ными заболеваниями, возникающими вследствие 
потери иммунной толерантности к аутоантиге-
нам и последующей активации аутореактивных 
T-лимфоцитов [15, 55, 57, 68, 96]. Эта точка зрения 
сформировалась в результате анализа исследова-
ний, проведенных на экспериментальных моделях 
аутоиммунного увеита, ассоциированного с энце-
фалитом, а также вызванного введением эндотокси-
на, меланина [64].

Механизмы формирования увеита, ассоцииро-
ванного с ювенильным идиопатическим артри-
том, не вполне ясны. Современные представле-
ния о его патогенезе схематически представлены 
на рис. 2 [15]. Неинфекционный увеит считается 
обусловленным вовлечением в патологический про-
цесс Т-клеточного звена иммунитета с участием 
CD4+ T-хелперных клеток типов 1 и 17, продуциру-
ющих соответственно интерферон-гамма и интер-
лейкин-17 [15, 57, 68].

Активность этих провоспалительных T-клеток 
управляется CD4+, CD25+, FoxP3+, T-регуляторными 
клетками, в том числе и индуцируемыми. Патогенети-
ческая роль как Т-хелперных клеток 1-го и 17-го ти-
пов, так и регуляторных Т-клеток при неинфекци-
онном увеите установлена в ходе экспериметальных 
и клинических исследований, однако детальные ме-
ханизмы участия каждого из этих звеньев в формиро-
вании заболевания неизвестны [2, 47, 71, 80].

Неполная элиминация в тимусе эффекторных 
прекурсоров Т-клеток, ответственных за распоз-
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навание ретинальных антигенов, приводит к су-
ществованию циркулирующих нетолеризованных 
Т-клеток. Эти клетки активируются антигенами или 
кроссреактивными антигенами сетчатки при нали-
чии эндо- или экзогенных воспалительных стиму-
лов и дифференцируются в аутоагрессивные TH1- 
или TH17-клетки.

Хотя естественные Treg-клетки, происходящие 
из тимуса, тормозят активацию и клональную экс-
пансию прекурсоров, некоторые активированные 
эффекторные Т-клетки все же достигают внутренней 
среды глаза. Идентификация антигенов глаза при-
водит к возникновению воспалительного каскада, 
результатом которого являются прорыв гематорети-
нального барьера, миграция лейкоцитов и формиро-
вание увеита. Одновременно антигены сетчатки, вы-
свобожденные из поврежденных тканей, запускают 
генерацию антигенспецифических Treg-клеток в селе-
зенке, стремящихся остановить воспаление и ограни-
чить патологический процесс в глазу.

ПОСТАНОВКА ЗАДАЧИ
Анализ данных литературы позволяет с извест-

ными допущениями сформулировать следующие 
выводы в части актуальности исследования.

1. Для популяции европеоидов Северо-Западного 
федерального округа России предположительная 
частота вновь выявленных случаев увеита, ассо-
циированного с ЮИА, составляет 0,5–0,7 случая 
на 100 000 детского населения при его в 10 раз 
большей пораженности, а для детских популя-
ций коренных жителей Крайнего Севера эти ча-
стоты могут быть в разы больше.

2. Без использования метотрексата в тера-
пии ЮИА-ассоциированного увеита в течение 
4–7 лет после его выявления приблизитель-
но у 35–40 % детей сформируется катаракта, 
у 5 % —  глаукома, а к взрослому возрасту ката-
ракта будет зарегистрирована у половины паци-
ентов, глаукома —  у каждого пятого, а половина 
пациентов будет продолжать получать местно 
кортикостероиды для купирования обострений 
увеита, причем если для купирования обостре-
ния будет требоваться 3 и более капель в сутки, 
то расчетная вероятность осложнений составит 
16 % в год на 1 глаз.

3. При более широком использовании метотрек-
сата у 28–40 % детей неизбежно возникнут ос-
ложнения, а у 10–36 % детей ухудшится зрение 
(20/40 и меньше) и 6 % глаз полностью потеряют 

Рис. 2. Клеточные механизмы увеита: APC — антигенпрезентирующая клетка, DC — дендритная клетка, LPS — липополиса-
харид, PMNL — полиморфноядерный лимфоцит, Tн  — Т-хелпер, Treg-клетка — Т-регуляторная клетка, CpG-DNA — ци-
тозин-фосфат-гуанин динуклеотид
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способность видеть из-за формирования катарак-
ты (каждый пятый), глаукомы (каждый пятый) 
и лентовидной кератопатии (каждый шестой).

4. Постановка диагноза ЮИА-ассоциированного 
увеита до появления осложнений и назначение 
адекватного лечения снижает расчетный риск 
осложнений его течения до 4 % в год на 1 глаз.

5. Существующая в настоящее время система 
диагностики увеита не обеспечивает его ранне-
го распознавания, в связи с чем у трети детей 
с ЮИА-ассоциированным увеитом диагноз ста-
вят уже при наличии его осложнений.
Одним из ключевых элементов дифференциаль-

ной диагностики неинфекционных увеитов явля-
ется необходимость наиболее раннего распознава-
ния увеита, ассоциированного с ЮИА, поскольку 
в лечении этой формы патологии в последние годы 
произошли революционные изменения в связи 
с успешным использованием генно-инженерных 
(биологических) препаратов. В связи с высокой 
стоимостью этих препаратов их назначению пред-
шествует декретированная процедура установки 
диагноза. Эта процедура неукоснительно соблюда-
ется при наличии суставного синдрома, когда диа-
гноз ЮИА-ассоциированного увеита не вызывает 
сомнений, но в случаях, когда поражение суставов 
запаздывает, а увеит уже регистрируют, биологиче-
скую терапию не назначают, поскольку идентифи-
цировать форму увеита не представляется возмож-
ным, и его квалифицируют как идиопатический, что 
не является показанием для назначения этого вида 
терапии.

Решением проблемы было бы выявление мар-
керов ЮИА-ассоциированного увеита при обще-
известном отсутствии надежных маркеров самого 
ЮИА в случае отсутствия суставного синдрома. 
Естественным предложением является исследование 
внутриглазной жидкости с целью обнаружения эле-
ментов, являющихся маркерными. Но, во-первых, 
тонкие патофизиологические механизмы увеита, 
ассоциированного с ЮИА, неизвестны, во-вторых, 
забор внутриглазной жидкости у ребенка практи-
куется редко и только по очень ограниченным по-
казаниям. Получение положительных результатов 
оценки внутриглазной жидкости по составу, напри-
мер, слезы или крови с использованием достаточно 
трудоемких и дорогостоящих методов исследования 
маловероятно, поскольку:
1) противоречит традиционным представлениям 

о наличии естественных анатомических и физи-
ологических барьеров;

2) состав слезы и крови определяется слишком ши-
роким спектром факторов, среди которых найти 
ключевые представляется очень сложной задачей.

Вместе с тем в пользу наличия ассоциации со-
става внутриглазной жидкости и слезы/крови сви-
детельствует:
1) известная системность патологического процес-

са при ЮИА, предположительно изменяющая 
и состав слезы/крови;

2) наличие дефектов гематоретинального барьера, 
возникающих вследствие воспаления и являю-
щихся, по современным представлениям, одним 
из важных звеньев патогенеза увеита.
В связи с вышеизложенным наиболее вероятны-

ми маркерами увеита, ассоциированного с ЮИА, 
должны быть высокомолекулярные соединения, 
являющиеся, по сути, информационными молеку-
лами —  триггерами появления циркулирующих не-
толеризованных к элементам внутренней структу-
ры глаза Т-клеток, и/или запускающими активацию 
и клональную экспансию Т-клеток и/или мобилиза-
цию лимфоцитов, макрофагов и полиморфноядер-
ных клеток из кровяного русла, и/или тормозящи-
ми генерацию антигенспецифических Treg-клеток 
в селезенке, стремящихся остановить воспаление 
и ограничить патологический процесс (см. рис. 2).

Инструментом такого поиска может быть пре-
цизионная масс-спектрометрия, а средой, в которой 
надо искать информационные молекулы, по край-
ней мере на первом этапе, —  слеза, поскольку очень 
большое количество разных по молекулярной массе 
соединений, содержащихся в крови, чрезвычайно 
затруднит как предварительную подготовку к про-
ведению анализа, так и сам анализ.

АНАТОМО-ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ 
ОБРАЗОВАНИЯ СЛЕЗЫ И ЕЕ СОСТАВ

Как известно, слой слезы, покрывающей рого-
вицу и конъюнктиву, имеет сложную структуру 
(рис. 3) [29], а в ее формировании участвует не-
сколько типов желез (рис. 4) [44].

Железы Krause (около 40 на верхнем веке, 
6–8 —  на нижнем веке) и Wolfring/Ciaccio (около 
2–5 на верхнем веке) по структуре и функции по-
добны основной слезной железе. Крипты Henle, 
железы Manz и бокаловидные клетки секретируют 
муцин. Мейбомиевы железы (около 50 на верхних 
веках и около 25 —  на нижних) секретируют слож-
ный субстрат с высоким содержанием липидов. Же-
лезы Zeis и Moll секретируют липиды. Жидкость, 
продуцируемая основной и дополнительными слез-
ными железами, содержит также электролиты.

Количество и качество слезы регулируется 
по парасимпатическим (медиаторы: ацетилхолин 
и вазоактивный интестинальный пептид) и сим-
патическим (медиатор: норадреналин) каналам. 
Сенсорные сигналы передаются при участии суб-
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станции P и кальцитонин-генерируемого пептида. 
Основная слезная железа, иннервируемая в основ-
ном парасимпатическими волокнами, функциони-
рует рефлекторно в ответ на стимуляцию, а допол-
нительные железы обеспечивают нерефлекторную 
базальную секрецию слезы [1].

Слеза изотонична, электролиты представлены 
в основном ионами Na+, K+, Cl–, HCO3

– и в значи-

тельно меньшей степени —  Mg2+ и Ca2+. Слеза со-
держит в незначительных количествах мелкие мо-
лекулы (глюкоза, лактат, мочевина и др.).

Муцин MUC5AC формирует конъюнктиваль-
ный гель, еще как минимум два типа молекул 
этого гликопротеина —  MUC1 и MUC4 —  связы-
ваются с поверхностью роговицы и образуют гли-
кокаликс.

Рис. 3. Структура слезной пленки

Рис. 4. Железы, принимающие участие в формировании слезы
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Особый интерес представляют белки, содержа-
щиеся в слезе. Классические представления о про-
теоме слезы определяют четыре белка, находящихся 
в ней в большом количестве: лизоцим, лактоферрин, 
липокалин и sIGA [25]. Эти белки секретируются 
слезными железами и клетками эпителия их про-
токов, а также плазматическими клетками, причем 
концентрация белковых компонентов в слезе очень 
зависит от того, каков ее объем: стимулированная 
слеза содержит меньшие концентрации белков (3–7 
и 20 мг/л соответственно) при изменении их соот-
ношения (табл. 2) [1].

C возрастом количество белка в слезе уменьшает-
ся пропорционально уменьшению объема слезы, что 
приводит к сохранению или даже увеличению концен-
трации в слезе, например, альбумина и церулоплазми-
на [33, 62, 83], а во время сна секреция жидкости и ос-
новных белков, кроме sIgA, прекращается [90].

Эта вариабельность концентрации компонентов 
слезы является одним из факторов, требующих стан-
дартизации отбора слезы для ее исследования [92].

В последние годы исследование протеома сле-
зы вызывает все больший интерес [58, 69, 97, 98]. 
Все больше научных данных указывают на то, что 
анализ белкового состава слезы является перспек-
тивным направлением исследований его примени-
мости для раннего распознавания офтальмологиче-
ской патологии.

Количество белков, выявляемых в слезе, опре-
деляется методом, который при этом использует-
ся. Первые исследования белкового состава слезы 
проводили с использованием электрофореза в по-
лиакриламидном геле [3, 18, 65], в дальнейшем 
все более широкое распространение стали полу-

чать различные подходы с использованием метода 
масс-спектрометрии [29, 58, 89]. В настоящее время 
наиболее широко построение протеомного профиля 
слезы используют для поиска биомаркеров синдро-
ма сухого глаза [32, 43, 93, 97, 106]. С использова-
нием все более совершенных методов исследования 
количество идентифицируемых в слезе белков уве-
личилось от 17 до 491 [89].

В настоящее время все белковые компоненты мо-
гут быть разделены на две группы [1].
Группа А. Белки, сходные с белками плазмы, их 

количество составляет <15 % всех белков слезы, не-
которые из этих белков всегда присутствуют в сле-
зе (альбумин, IgG, α-L-антитрипсин, трансферрин, 
α-L-антихимотрипсин, B-2-микроглобулин), дру-
гие —  обнаруживаются транзиторно (церулоплаз-
мин, гаптоглобин, цинк-α-2-гликопротеин).
Группа В. Специфические белки, синтезируемые 

только слезной железой, например белок RMP (rapid 
migration protein), и поступающие из прочих мест 
(лизоцим, лактоферрин, IgA).
Цель исследования: поиск белковых маркеров 

ЮИА-ассоциированного увеита в слезе с использо-
ванием прецизионной масс-спектрометрии и иерар-
хической методики кластеризации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проведение исследования одобрено этическим 

комитетом Санкт-Петербургского государственного 
педиатрического медицинского университета.

В исследование включен 31 ребенок. Распреде-
ление детей по диагнозам представлено в табл. 3.

Диагностику и терапию проводили с использова-
нием стандартных клинических протоколов [10, 78].

Фракции В нестимулированной слезе, % В стимулированной слезе, %
Альбумин 58,2 20,2
Глобулин 23,9 56,9
Лизоцим 17,9 22,9

Таблица 2
Относительное содержание белковых фракций в слезе

Диагноз Количество 
обследованных

Количество 
девочек

Средний возраст, 
лет (диапазон)

Длительность заболе-
вания, месяцев

ЮИА, хронический передний 
увеит 2+–3+ 17 8 13 (2–16) 6–120

ЮИА без увеита 4 0 14–17 18–33
Системный васкулит 3 1 10–17 3–36
Идиопатический увеит 4 2 5–9 0–1

Здоровые дети 3 0 9–11

Таблица 3
Распределение обследованных по диагнозам
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Перед забором слезы пациенты наклоняли голо-
ву набок на 2–3 минуты для стекания слезы во вну-
тренний угол глаза, после чего угол глаза промокали 
фильтровальной бумагой, не касаясь конъюнктивы 
для исключения активации рефлекторного слезоот-
деления. Высушенная при комнатной температуре 
слеза хранилась до 2–3 месяцев в стерильном гер-
метично закрытом пакете в холодильнике при тем-
пературе 4,0–6,0 градуса Цельсия.

Последовательность анализа проб слезы пред-
ставлена на рис. 5.

Непосредственно перед исследованием про-
бы были in situ алкилированы и обработаны трип-
сином. Полученные пептиды концентрировались 
и загружались в наноколонку С18, соединенную 
с жидкостным хроматографом Shimadzu nano, работа-
ющим in line с масс-спектрометром LTQ Orbitrap XL 
(Thermo Fischer Scientific, GA, USA). Масс-спектры 
белков определяли методом четырехступенчатого 
последовательного сканирования с использовани-
ем масс-спектрометрии с Фурье-преобразованием 
(FT-MS) в качестве первой ступени с последующей 
по результатам предшествующей ступени тандемной 
FT-MS/MS для трех наиболее значимых пептидов.

Белки идентифицировали с использованием па-
кета Proteome Discoverer 1.2, международного про-
теинового индекса (International Protein Index (IPI)) 
и базы данных Human Protein Database. С целью 
минимизации вариабельности состава слезы из-за 
активации лакримального рефлекса при ее отборе 

все количественные оценки проводили после нор-
мализации по альбумину. Альбумин был выбран для 
этой роли на основании того, что его концентрация 
в слезе пропорциональна ее разведению при стиму-
лированном слезоотделении (см. табл. 2). С целью 
количественного анализа использовали программу 
SIEVE2.0 (Thermo Scientific, San Jose, CA).

Характеристики протеинов экспортировали 
из SIEVE в пакет IPA (Ingenuity Pathway Analysis). 
IPA фильтровал и сортировал эти данные с учетом 
внеклеточного и внутриклеточного происхождения 
выделенных протеинов. Внеклеточные белки отби-
рались и сортировались по уровню значения дове-
рительной вероятности (p). Затем по генетико-бел-
ковым идентификационным номерам производили 
поиск связей выявленных белковых кластеров с уже 
известными биологическими феноменами.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В результате масс-спектрометрии в слезе было 

обнаружено около 3000 протеинов, из которых в ре-
зультате последующего анализа были выбраны око-
ло 300 наиболее вероятных кандидатов на роль мар-
керов ЮИА-ассоциированного увеита.

При сравнении протеома слезы здоровых и боль-
ных ЮИА-ассоциированным увеитом детей были 
выделены белки, концентрация которых существен-
но различалась (порог 2,5 раза, p < 0,05): концентра-
ция 45 белков в опытной группе была выше, а кон-
центрация 1 белка —  ниже (табл. 4).

Рис. 5. Последовательность анализа проб слезы. NSI — наноспрей-ионизация, HPLC — высокопроизводительный жидкост-
ный хроматограф, MS — масс-спектрометрия 
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Entrez Gene Name Fold Change p-Value Symbol Location Type(s)

laminin, alpha 2 54,516 4,57E-02 LAMA2 Extracellular Space other
coagulation factor IX 32,964 8,33E-04 F9 Extracellular Space peptidase

primase and polymerase (DNA-directed) 30,827 1,63E-02 PRIMPOL Extracellular Space enzyme
laminin, alpha 4 30,236 5,48E-05 LAMA4 Extracellular Space enzyme

mediator complex subunit 12-like 27,043 2,71E-02 MED12L Extracellular Space other
cystatin SA 26,125 3,57E-02 CST2 Extracellular Space other

prolactin-induced protein 24,952 1,19E-06 PIP Extracellular Space peptidase
cystatin SN 23,691 3,39E-03 CST1 Extracellular Space other

versican 19,297 2,26E-03 VCAN Extracellular Space other
fucosidase, alpha-L-2, plasma 19,185 3,15E-02 FUCA2 Extracellular Space enzyme

hemicentin 2 18,659 1,08E-02 HMCN2 Extracellular Space other
EF-hand calcium binding domain 7 17,314 4,63E-02 EFCAB7 Extracellular Space other

carboxyl ester lipase 16,106 2,89E-02 CEL Extracellular Space enzyme
ubiquitin protein ligase E3B 15,049 4,83E-02 UBE3B Extracellular Space enzyme

lipocalin 1 14,899 2,80E-11 LCN1 Extracellular Space transporter
C1q and tumor necrosis factor related protein 1 14,484 3,91E-02 C1QTNF1 Extracellular Space other

SPARC related modular calcium binding 2 13,987 1,96E-02 SMOC2 Extracellular Space other
lactotransferrin 13,493 6,71E-07 LTF Extracellular Space peptidase

WAP four-disulfi de core domain 1 13,262 5,19E-03 WFDC1 Extracellular Space other
cystatin S 11,353 4,05E-04 CST4 Extracellular Space other

neurotrophin 3 11,047 1,02E-02 NTF3 Extracellular Space growth factor

laminin, alpha 3 10,152 1,85E-02 LAMA3 Extracellular Space other

laminin, alpha 5 10,152 1,85E-02 LAMA5 Extracellular Space other
arylsulfatase family, member K 9,697 6,76E-03 ARSK Extracellular Space enzyme

contactin associated protein-like 3 9,407 2,38E-02 CNTNAP3 Extracellular Space other
collagen, type XXI, alpha 1 9,35 2,34E-02 COL21A1 Extracellular Space other

dynein, axonemal, heavy chain 3 8,95 9,82E-05 DNAH3 Extracellular Space enzyme
fi broblast growth factor 3 8,567 1,65E-03 FGF3 Extracellular Space growth factor

slit homolog 3 (Drosophila) 8,567 1,65E-03 SLIT3 Extracellular Space other
BMP binding endothelial regulator 7,951 2,74E-03 BMPER Extracellular Space other

cilia and fl agella associated protein 58 7,628 2,05E-02 CFAP58 Extracellular Space other

zinc fi nger, C3H1-type containing 6,58 3,82E-02 ZFC3H1 Extracellular Space other
lysozyme 5,845 3,40E-03 LYZ Extracellular Space enzyme

thyroglobulin 5,467 4,73E-02 TG Extracellular Space other
ADAM-like, decysin 1 5,072 1,74E-02 ADAMDEC1 Extracellular Space peptidase

chemokine (C–X3-C motif) ligand 1 5,008 2,74E-02 CX3CL1 Extracellular Space cytokine
secretoglobin, family 1D, member 1 3,933 4,24E-02 SCGB1D1 Extracellular Space other

relaxin 2 3,839 3,50E-02 RLN2 Extracellular Space other
secretoglobin, family 2A, member 1 3,814 5,39E-03 SCGB2A1 Extracellular Space other

transferrin 3,775 2,57E-02 TF Extracellular Space transporter
von Willebrand factor 3,479 4,52E-02 VWF Extracellular Space other

proline rich 4 (lacrimal) 3,272 2,20E-02 PRR4 Extracellular Space other
single-pass membrane protein with aspartate-

rich tail 1 3,182 1,84E-02 SMDT1 Extracellular Space other

Таблица 4
Список белков — кандидатов на маркер ЮИА-ассоциированного увеита
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Entrez Gene Name Fold Change p-Value Symbol Location Type(s)
growth differentiation factor 9 2,899 2,41E-02 GDF9 Extracellular Space growth factor

immunoglobulin heavy constant gamma 1 
(G1m marker) 2,616 1,71E-03 IGHG1 Extracellular Space other

albumin 1 1,17E-02 ALB Extracellular Space transporter
fi broblast growth factor 8 (androgen-induced) –4,679 2,87E-02 FGF8 Extracellular Space growth factor

Таблица 4 (Окончание)

Entrez Gene Name Fold Change p-Value Symbol Location Type(s)

lipocalin 1 14.899 2.80E-11 LCN1 Extracellular Space transporter
lactotransferin 13.493 6.71E-07 LTF Extracellular Space peptidase

prolactin-induced 
protain 24.952 1.19E-06 PIP Extracellular Space peptidase

laminin, alpha 4 30.236 5.48E-05 LAMA4 Extracellular Space enzyme
dynein, axonemal, 

heavy chain 3 8.950 9.82E-05 DNAH3 Extracellular Space enzyme

cystatyn S 11.353 4.05E-04 CST4 Extracellular Space other
coagulation factor IX 32.964 8.33E-04 F9 Extracellular Space peptidase
fi broblast growth 

factor 3 8.567 1.65E-03 FGF3 Extracellular Space growth factor

slit homolog 3 
(Drosophila) 8.567 1.65E-03 SLIT3 Extracellular Space other

immunoglobulin 
heavy constant 
gamma 1 (G1m 

maker)

2.616 1.71E-03 IGHG1 Extracellular Space other

versican 19.297 2.26E-03 VCAN Extracellular Space other
BMP binding 

endothelial regulator 7.951 2.74E-03 BMPER Extracellular Space other

cystatin SN 23.691 3.39E-03 CST1 Extracellular Space other
lysozyme 5.845 3.40E-03 LYZ Extracellular Space enzyme

WAP four-disulfide 
core damain 1 13.262 5.19E-03 WFDC1 Extracellular Space other

secretoglobin, family 
2A, member 1 3.814 5.39E-03 SCGB2A1 Extracellular Space other

arylsulfatase family, 
member K 9.697 6.76E-03 ARSK Extracellular Space enzyme

neurotrophin 3 11.047 1.02E-02 NTF3 Extracellular Space growth factor
hemicentin 2 18.659 1.08E-02 HMCN2 Extracellular Space other

albumin 1.000 1.17E-02 ALB Extracellular Space transporter

Таблица 5
Белки — маркеры увеита, ассоциированного с ювенильным идиопатическим (ревматоидным) артритом

С учетом кратности различия и уровня довери-
тельной вероятности в группу маркеров вошли ли-
покалин 1(LCN1), лактотрансферрин (LTF), пролак-
тин-индуцированный протеин (PIP) и ламинин-α-4 
(LAMA4) (табл. 5).

IPA-анализ позволил сформировать группу вос-
палительных кластеров, состоящих из протеинов 

с наилучшим Z-критерием, и описать этот кластер 
в терминах известных биологических феноме-
нов (рис. 7). Один из таких кластеров представлен 
на рис. 6, выявленные связи с биологическими фе-
номенами —  на рис. 7.

Как видно, в кластеры включены ранее не ассо-
циированные с увеитом белки, в частности IL-23A. 
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Выявленные из слезы больных ЮИА-ассоцииро-
ванным увеитом белковые кластеры в наибольшей 
степени могут быть описаны в терминах «развитие 
ткани», «межклеточная передача сигнала», «сердеч-
но-сосудистая система», «миграция клеток», «гема-
тология», «воспалительный ответ», «трансформа-

ция иммунных клеток», что в целом соответствует 
современным представлениям о патогенезе ЮИА-
ассоциированного увеита.

Один из сформированных программой IPA кла-
стеров белков, включающих в себя, в частности, 
лактотрансферрин группировался вокруг цитокина 

Рис. 6. Кластер белков, сформированный программой Ingenuity Pathway Analysis (IPA). Серый цвет кодирует большее со-
держание белка в слезе больных ЮИА-ассоциированным увеитом, чем у здоровых. Оттенок серого кодирует уро-
вень экспрессии. Белый цвет кодирует белки, содержание которых в слезе больных ЮИА-ассоциированным увеитом 
меньше, чем у здоровых

Рис. 7. Программа IPA: фрагмент результатов поиска известных биологических феноменов, описываемых совокупностью 
белковых кластеров, выявленных в слезе больных ЮИА-ассоциированным увеитом. Площадь элемента пропорцио-
нальна доверительной вероятности p, серый цвет отражает вариабельность Z-критерия: белый цвет — не определе-
но, neg — область отрицательных значений Z-критерия в диапазоне от 0 до –2,437, интенсивность оттенка серого 
отражает динамику положительного значения Z-критерия от 0 до +2,618
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IL-1 (рис. 8), что дало основания для более деталь-
ного исследования связи ЮИА-ассоциированного 
увеита с системным васкулитом.

Как видно на рис. 6, воспалительный ответ 
обес печивается активацией продукции LTF и еще 
13 белков.

В отличие от увеита увеличения экспрессии лак-
тотрансферрина при системном васкулите не заре-
гистрировано, а экспрессия липокалина даже сни-
зилась.

Как видно на рис. 9, выявленные в слезе боль-
ных системным васкулитом белковые кластеры 

Рис. 8. Белковый кластер, сформированный вокруг интерлейкина-1 (IL-1), альбумина (ALB), человеческого гомолога вирус-
ного онкогена (Akt), липопротеинов низкой плотности (LDL) и гормона роста (Growth hormone) при участии лакто-
трансферрина (LTF)

Рис. 9. Программа IPA: фрагмент результатов поиска известных биологических феноменов, описываемых совокупностью 
белковых кластеров, выявленных в слезе детей, больных системным васкулитом. Площадь элемента пропорцио-
нальна доверительной вероятности p, серый цвет отражает вариабельность Z-критерия: белый цвет — не определе-
но, оттенки серого до черного — динамика значений Z-критерия в области отрицательных значений от 0 до –1,660, 
количество крестиков — динамика положительного значения Z-критерия от 0 до +2,219
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также могут быть описаны премущественно в тер-
минах «эволюция ткани», «межклеточная передача 
сигнала», «миграция клеток», «гематология», «вос-
палительный ответ», «трансформация иммунных 
клеток», что в целом соответствует современным 
представлениям о патогенезе системного васку-
лита. Однако при системном васкулите в отличие 
от ЮИА-ассоциированного увеита существенно 
большее значение имеет низкая экспрессия многих 
белков, входящих в кластер. Это фактически и явля-
ется основой различий патогенетических механиз-
мов этих состояний.

На рис. 10 представлены фрагменты бо-
лее детального описания карт, представленных 
на рис. 7 и 9. Как видно, по количеству включенных 
в соответствующий кластер белковых молекул при 
ЮИА-ассоциированном увеите лидируют феноме-
ны «миграция клеток» (41 молекула), «количество 
клеток» (34), «активация клеток» (28), «миграция 
лейкоцитов» (22), «количество клеток крови» (20), 
«воспалительный ответ» (16), в то время как при си-
стемном васкулите —  «эволюция сердечно-сосуди-
стой системы» (30), «артрит» (23), «васкулогенез» 
(19).

ОБСУЖДЕНИЕ
На наш взгляд, одним из наиболее важных ре-

зультатов проведенного исследования является сам 
факт обнаружения и описания характерного для ин-
траокулярного воспалительного процесса протеом-
ного профиля в слезе, т. е. экстраокулярно. Причем 
достаточно убедительно показано, что повышен-
ная экспрессия целого ансамбля белков обусловле-
на именно наличием увеита, поскольку патология, 
близкая по иммуновоспалительным свойствам и со-
провождающаяся значительно более обширным 

системным воспалением без вовлечения интраоку-
лярных структур, характеризовалась совершенно 
другим профилем экспрессии протеинов. По сути, 
это подтверждает факт нарушения гематоретиналь-
ного барьера при ЮИА-ассоциированном увеите.

Достаточно неожиданно ключевым протеином 
в выявленном белковом ансамбле явился лакто-
трансферрин.

Как известно, лактотрансферрин (лактоферрин) 
входит в семейство трансферринов. Он обладает 
наибольшей железосвязывающей способностью 
из всех членов семейства, относится к гликопро-
теинам с молекулярным весом 78 кДа и состоит 
из остатков 690 аминокислот [7]. У человека он яв-
ляется одним из основных белков в составе секре-
тов экзокринных желез, включая грудное молоко, 
слюну, слезу, семенную и вагинальную жидкость, 
жидкости желудочно-кишечного тракта, слизистую 
носовых ходов и бронхов [17, 28, 77, 95]. Будучи 
важным звеном в механизмах врожденного имму-
нитета [99], он обладает антибактериальными, ан-
тигрибковыми, антивирусными, антипаразитарны-
ми, противовоспалительными и антиаллергенными 
свойствами, а также антиоксидантным и даже, как 
считают многие исследователи, —  антиканцероген-
ным действием [41, 51, 72, 105], в целом являясь 
противовоспалительным агентом.

Трудно предположить, что повышенная секреция 
лактоферрина со слезой имеет целью борьбу с не-
инфекционным воспалительным процессом, про-
исходящим интраокулярно. Наиболее вероятным 
представляется еще одно свойство лактоферрина —  
его участие в межклеточных сетях обмена инфор-
мацией.

Кроме постоянной секреции экзокринными же-
лезами, лактоферрин синтезируется нейтрофилами 

а

б
Рис. 10. Программа IPA: белковые кластеры слезы детей с ЮИА-ассоциированным увеитом (а) и системным васкулитом (б) 

в терминах известных  биологических феноменов
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в стадии их грануляции, в том числе и при ревмато-
идном артрите [12].

Известно, что лактоферрин является сигнальной 
молекулой в нескольких межклеточных информаци-
онных сетях, управляющих циклом развития клетки 
и запускающих торможение развития клетки, ис-
тинный митохондриальный апоптоз и разрушение 
клеточной мембраны. Все эти эффекты реализу-
ются через торможение активности Akt (протеин-
киназы В), активацию p21, p27, p38 и JNK (c-Jun 
N-terminal kinase), вызывающих выброс каспаз-8, -3 
и цитохрома С, что, собственно, и обусловливает 
апоптоз [50, 105].

Показано, что, используя информационные цепи, 
реализующие эффекты через нуклеарный фак-
тор каппа-В (NF-κB) и MAP-киназу, лактоферрин 
на клеточном уровне модулирует дифференциацию, 
созревание, активацию, миграцию, пролиферацию 
иммунных клеток [26].

В экспериментах in vitro лактоферрин активиро-
вал иммунный ответ локально, мобилизуя нейтро-
филы, обеспечивающие межклеточное взаимодей-
ствие, и активируя фагоцитоз полиморфноядерными 
лейкоцитами (PMNs) и макрофагами. В результа-
те концентрация провоспалительных цитокинов 
уменьшалась, а активность естественных клеток-
киллеров увеличивалась [20, 21].

Концентрация лактоферрина в месте воспаления 
многократно увеличивается с 0,4–2,0 до 200 мкг/мл, 
что обеспечивает работу механизмов обратной свя-
зи воспалительного ответа [24].

Лактоферрин, регулируя соответствующие 
звенья воспаления, управляет как клеточными, 
так и гуморальными реакциями, ответственными 
за его формирование [8, 56, 73, 85, 108], включая 
и продукцию интерлейкинов, в частности IL-1, 
IL-6, TNF-α [19, 60, 88]. Интересно, что в кластеры 
воспалительного ответа ЮИА-ассоциированного 
увеита закономерно включались IL-1, IL-6, TNF-α, 
значение которых в формировании воспалитель-
ного процесса общеизвестно. Спектр интерлейки-
нов, принимающих участие в формировании не-
инфекционного увеита, достаточно широк [49, 64], 
но большинство исследователей не включают 
в этот спектр IL-23, вошедший в кластер воспали-
тельного ответа в нашем исследовании (см. рис. 6). 
Этому интерлейкину, описанному как один из фак-
торов формирования аутоиммунного увеита [15], 
отводят роль инициатора синтеза IL-22 дифферен-
цированными клетками Th17 [100] в условиях вза-
имного антагонизма между клетками Th17 и Th1, 
возникающего вследствие индукции реципрокных 
путей развития Т-клеток интерлейкинами Th-23 
и Th-27 [100].

Вероятнее всего, роль лактотрансферрина сво-
дится к мобилизации лимфоцитов, макрофагов и по-
лиморфноядерных лимфоцитов из кровяного русла, 
блокировке иммунных стимулов и/или торможе-
нию активации и клональной экспансии Т-хелперов 
1 и 17 регулированием формирования индуцирован-
ных Treg-клеток посредством модуляции функции 
антигенпрезентирующих клеток (см. рис. 2).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование показало возмож-

ность идентификации увеита, ассоциированно-
го с ЮИА, по протеомному профилю слезы. Од-
ним из ключевых протеинов, обеспечивающих 
эту идентификацию, является лактотрансферрин. 
Результаты исследования протеомных кластеров 
и поиска их связей с различными биологически-
ми феноменами позволяют предположить, что 
лактотрансферрин, являясь сигнальной белковой 
молекулой, играет роль иммуномодулятора, обес-
печивающего формирование иммунного ответа 
во время воспалительного процесса, что позволя-
ет считать его потенциально наиболее вероятным 
биомаркером, позволяющим распознать увеит еще 
до появления клинических симптомов поражения 
суставов.

В ходе настоящей работы разработан протокол 
исследования слезы, включающий в себя техноло-
гию забора проб слезы, их транспортировку и пре-
цизионный анализ с помощью тандемной масс-
спектрометрии. Ключевым элементом протокола 
является нормализация по альбумину, результаты 
использования которой мы считаем вполне удовлет-
ворительными.

Дальнейшие исследования должны быть направ-
лены на более детальное изучение роли липокали-
на-1, ламинина-α-4, пролактининдуцированного 
протеина и механизмов обмена железа, нарушение 
которых, наиболее вероятно, лежит в основе патоге-
неза увеита, ассоциированного с ЮИА.
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