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АННОТАЦИЯ
Обоснование. При аутоиммунном тиреоидите заместительная гормональная терапия, как правило, не устраняет актив-
ность аутореактивных Т-лимфоцитов, приводящих к разрушению щитовидной железы и образованию антитиреоидных 
антител на ранних стадиях заболевания.
Цель исследования. Поиск подхода, направленного на подавление аутоиммунного процесса при аутоиммунном тирео-
идите.
Методы. Экспериментальный аутоиммунный тиреоидит (ЭАТ) моделировали путём иммунизации мышей линии C57BL/6 
(возраст 15  нед) тиреоглобулином дважды: на 1-е и 14-е сутки с использованием полного и неполного адъюванта 
Фрейнда. Экспериментальным животным при кормлении давали 0,05% раствор NaI. Мышей разделили на три группы: 
1-я — интактные (n=5), 2-я — после индукции заболевания (n=7), 3-я — после индукции заболевания и введения си-
ролимуса (n=7). Методом проточной цитометрии определяли количество CD4+, CD8+, дважды положительных и дважды 
негативных Т-лимфоцитов, а также CD4+CD25+FoxP3+ Т-клеток. Степень разрушения фолликул устанавливали по окра-
шиванию гематоксилином и эозином, уровень апоптоза — по окрашиванию антителами к активной каспазе-3. Уровень 
тиреоидных антител определяли методом иммуноферментного анализа. Статистический анализ выполняли с помощью 
однофакторного дисперсионного анализа и парного t-теста (р <0,05); данные представляли как среднее ±  стандартное 
отклонение (SD). Нормальность распределения проверяли тестами Шапиро–Уилка и Бартлетта.
Результаты. В группе с ЭАТ ингибитор белка mTOR — сиролимус — предотвращал инволюцию тимуса, увеличивал 
количество тимических Т-регуляторных клеток и подавлял секрецию цитокинов IFN-γ и IL-17A. Применение ингибитора 
снижало уровень лимфоидной инфильтрации (D450=0,25) по сравнению с мышами ЭАТ (D450=2,4), а также уровень клеточ-
ного апоптоза (D450=0,005 против 0,0125 в группе ЭАТ). Это, в свою очередь, приводило к снижению аутоантител к тирео-
пероксидазе: D450=3,0 по сравнению с 19 в экспериментальной группе. Таким образом, сиролимус подавляет активацию 
аутоиммунного процесса через запуск Т-регуляторного иммунитета. 
Заключение. Сиролимус способствует снижению уровня аутоиммунной агрессии и улучшению структуры щитовидной 
железы, что приводит к снижению тяжести заболевания.
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ABSTRACT
BACKGROUND: In autoimmune thyroiditis, hormone replacement therapy generally does not inhibit the activity of autoreactive 
T lymphocytes destroying the thyroid gland and promoting the antithyroid antibody response at the early stages of the disease.
AIM: This work aimed to find an approach aimed at suppressing the autoimmune reaction in autoimmune thyroiditis.
METHODS: Experimental autoimmune thyroiditis (EAT) was induced by double (at day 1 and day 14) thyroglobulin immunization 
of 15 weeks old C57BL/6 mice using complete and incomplete Freund’s adjuvant. Experimental animals were given a 0.05% NaI 
solution during feeding. The mice were divided into three groups; group 1 included intact mice (n = 5), group 2 included mice 
with induced EAT (n = 7), and group 3 included mice with induced EAT and subsequently administered sirolimus (n = 7). CD4+, 
CD8+, double-positive and double-negative T lymphocytes, and CD4+CD25+FoxP3+ T cell levels were determined using flow 
cytometry. Follicle destruction was measured by hematoxylin and eosin staining and the apoptosis was measured by staining 
with active caspase-3 antibodies. Thyroid antibodies were determined using enzyme-linked immunosorbent assay. Statistical 
processing was performed using one-way ANOVA and Student’s t-test (p < 0.05); data were presented as mean ± standard 
deviation (SD). Distribution normality was tested using the Shapiro–Wilk and Bartlett tests.
RESULTS: In the EAT group, the mTOR protein inhibitor (sirolimus) prevented thymus involution, increased the number of thy-
mic regulatory T cells, and suppressed the secretion of IFN-γ and IL-17A cytokines. The inhibitor reduced lymphoid infiltration 
(D450 = 0.25) compared to mice with EAT (D450 = 2.4) and cellular apoptosis (D450 = 0.005 vs 0.0125 in the EAT group). This, 
in turn, resulted in lower levels of thyroid peroxidase autoantibodies (D450 = 3.0 compared to 19 in the experimental group). 
Therefore, sirolimus suppresses the autoimmune reaction by activating regulatory T immunity. 
CONCLUSION: Sirolimus helps reduce the autoimmune aggression, improve the thyroid gland structure, and mitigate the se-
verity of the disease.
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ОБОСНОВАНИЕ
Аутоиммунный тиреоидит (АИТ) — наиболее распростра-
нённое заболевание щитовидной железы (ЩЖ), типич-
ным морфологическим признаком которого является лим-
фоидная инфильтрация и высокий уровень аутоантител 
ЩЖ, таких как антитела к тиреоидной пероксидазе (анти-
ТПО) и антитела к тиреоглобулину (анти-ТГ) [1]. Поте-
ря иммунологической толерантности приводит к запуску 
В- и Т-клеточного иммунитета, направленного против ЩЖ, 
и её дальнейшему разрушению и гипотиреозу [2]. Стати-
стика показала, что среднемировая распространённость 
АИТ среди взрослого населения составляет 7,5%, а еже-
годная заболеваемость — 30–150 случаев на 100 тыс. че-
ловек [3].

Республика Татарстан (РТ), как и многие регионы Рос-
сии, относится к территориям с дефицитом йода. Недоста-
ток йода в почве и воде является причиной развития йо-
додефицитных заболеваний у населения. Ещё в работе 
А.М. Хакимова (1987) при характеристике распространён-
ности эндемических заболеваний в Татарии на примере 
трёх природных зон, отличающихся почвенно-климати-
ческими и геохимическими условиями (Предкамье, Пред-
волжье и Закамье), при изучении специфических реакций 
организма у 37 тыс. человек показана высокая распро-
странённость эндемического увеличения ЩЖ в указан-
ных районах. Причём автор установил, что появление 
эндогенной йодной недостаточности и распространённо-
сти в данных районах связано с аномальным геохимиче-
ским фоном среды, сочетающимся с нерациональным пи
танием [4].

В 2022 году вышла статья О.А. Фроловой и соавт., 
в которой было представлено исследование, выполнен-
ное по материалам официальной статистики РТ за 2014–
2019 гг. и отмечена тенденция роста первичной заболе-
ваемости населения РТ болезнями ЩЖ с 177,3 до 273,3 
на 100 тыс. населения [5]. 

По словам главного специалиста — эксперта отде-
ла надзора по гигиене питания Управления Роспотреб-
надзора по РТ Кадрии Шамсутдиновой: «В 2022 году за-
болеваемость йоддефицитными состояниями (синдром 
врождённой йодной недостаточности, эндемический зоб, 
связанный с йодной недостаточностью, субклинический 
гипотиреоз вследствие йодной недостаточности и другие 
формы гипотиреоза) составила 85,2 на 100 тыс. населе-
ния»1. В 2023 году данный показатель вновь вырос и до-
стиг 86,4 на 100 тыс. населения. В целом, по данным за-
местителя начальника отдела надзора по гигиене питания 

Управления Роспотребнадзора по РТ Татьяны Рыбаче-
нок: «Благодаря целенаправленной работе министерств 
и ведомств республики заболеваемость йододефицитны-
ми состояниями среди населения республики за 10 лет 
снизилась. Согласно данным официальной статистики, 
в 2024 году заболеваемость йододефицитными состояни-
ями в РТ составляет 67 на 100 тыс. человек по сравнению 
с 2023 годом»2. Несмотря на положительную тенденцию, 
проблема остаётся актуальной.

Заместительная терапия синтетическим тироксином 
считается общепринятой терапией для пациентов с гипо-
тиреозом [6]. Это связано с тем, что левотироксин является 
синтетическим аналогом тироксина (Т4) — гормона, вы-
рабатываемого ЩЖ, — и его приём восполняет недоста-
ток гормонов ЩЖ при гипотиреозе [7]. Однако, несмотря 
на облегчение симптомов гипотиреоза, гормонозамести-
тельная терапия не устраняет корня проблемы, а именно 
повышенную активность аутореактивных Т-лимфоцитов, 
приводящих к хроническому воспалению и разрушению 
ЩЖ, и не предохраняет от развития ассоциированных ау-
тоиммунных заболеваний [8] и рака ЩЖ [9]. При нормаль-
ной функции ЩЖ пациентам с диагностированным АИТ 
лечение не назначается, поскольку нет специфическо-
го терапевтического подхода, направленного непосред-
ственно на подавление аутоиммунного процесса при АИТ. 
Прогрессирование заболевания в конечном итоге приво-
дит к гипотиреозу и требует пожизненного приёма лево-
тироксина [10]. 

Сиролимус — ингибитор киназы mTOR с IC50 0,1 нМ 
в клетках HEK293. Он связывается с FKBP12 и действует 
как аллостерический ингибитор mTORC1, который игра-
ет важную роль в патогенезе аутоиммунных заболева-
ний [11], поскольку участвует в ремоделировании тканей 
и повреждении органов иммунными клетками. 

С другой стороны, киназа mTOR является одной 
из точек молекулярного взаимодействия путей аутофагии 
и апоптоза, регулирующего выживание и гибель клеток 
в стрессовых условиях. Нарушения процессов цитопротек-
торной аутофагии — механизма, позволяющего клеткам 
избегать апоптотических сигналов, — в норме способ-
ствующие их выживанию, играют важную роль в разви-
тии аутоиммунных заболеваний и могут приводить к кле-
точной гибели как в таргетных органах, так и в клетках 
иммунной системы [12]. Таким образом, нарушения про-
цессов инициации и реализации летальной программы 
клеток часто становятся основополагающими в определе-
нии характера и тяжести течения заболевания. Например, 
показана роль апоптоза в патогенезе заболеваний ЩЖ. 

1 Киселёва Э. «Йода в воде и почве в РТ недостаточно»: Роспотребнадзор о болезнях из-за йододефицита. В: Татар-информ [Internet]. Казань, 
19 июля 2023. Режим доступа: https://www.tatar-inform.ru/news/ioda-v-vode-i-pocve-v-rt-nedostatocno-rospotrebnadzor-o-boleznyax-iz-za-
iododeficita-5911804 Дата обращения: 28.05.2025.
2 Баданов Р. «Дефицит йода — причина выкидышей и задержек в развитии»: почему важно есть фрукты и рыбу. В: Татар-информ [Internet]. 
Казань, 29 апреля 2025. Режим доступа: https://www.tatar-inform.ru/news/deficit-ioda-pricina-vykidysei-i-zaderzek-v-razvitii-pocemu-vazno-est-
frukty-i-rybu-5982456 Дата обращения: 28.05.2025.
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Гормоны ЩЖ также могут влиять на процессы програм-
мированной гибели клеток и индуцировать аутоиммун-
ные процессы [12], поэтому поиск подхода, направленного 
на непосредственное подавление аутоиммунного процес-
са при АИТ, является важной задачей.

Цель исследования — поиск подхода, направленного 
на подавление аутоиммунного процесса при АИТ.

МЕТОДЫ
Объектом исследования служили образцы органов и кровь 
от мышей с экспериментально индуцированным аутоим-
мунным тиреоидитом (ЭАТ). Все эксперименты, в кото-
рых были использованы мыши, проводили в соответствии 
со стандартными протоколами, одобренными Комитетом 
по содержанию и обращению с животными в лаборатор-
ных целях [выписка из протокола № 49 ЛЭК Казанского 
(Приволжского) федерального университета от 27.06.2024]. 
Самок мышей линии C57BL/6 (n=19) в возрасте 7 нед со-
держали в условиях SPF в течение 8 нед и случайным об-
разом разделяли на три группы: 1-я — контрольная груп-
па (n=5); 2-я — группа с индукцией ЭАТ без лечения (n=7); 
3-я — группа с индукцией ЭАТ в присутствии сиролимуса 
(рапамицина; Rapamycin, Servicebio, Китай) (n=7). Для ин-
дукции классического ЭАТ мышей иммунизировали тире-
оглобулином (100 мкг/мышь), а для повышения иммуно-
генности белка при кормлении животным давали 0,05% 
раствор NaI.

После индукции ЭАТ мышам в 3-й группе внутри-
брюшинно вводили сиролимус [13], растворённый в PBS 
(1 мг/кг веса) на 1, 3 и 5-й дни недели в течение 5 нед. 
Вторая группа в качестве контроля получала такое же ко-
личество PBS. 

После окончания эксперимента мышей подвергли эв-
таназии. Щитовидная железа, тимус, селезёнка и перифе-
рическая кровь были отобраны для дальнейшего иссле-
дования. Кроме того, измеряли массу тела мыши и массу 
органов (ЩЖ, селезёнка, тимус), а коэффициент органа 
(вес органа/вес животного) сравнивали между контролем 
и опытом.

Для гистологического исследования органы фиксиро-
вали в 10% растворе нейтрального формалина, затем обе-
звоживали в спиртах возрастающей концентрации с по-
следующим получением парафиновых срезов, толщиной 
5 мкм.

Для анализа степени лимфоидной инфильтрации 
и разрушения фолликулярных клеток гистологические 
срезы окрашивали гематоксилином и эозином по стан-
дартной методике в четыре этапа: 

1) депарафинизация — срезы последовательно вы-
держивали в растворах ксилола, 95 и 70% этанола 
(по 5 мин); 

2) для ядерной окраски использовали гематоксилин 
Майера, который даёт элективное окрашивание; 

3) цитоплазму окрашивали раствором эозина; 

4) дегидратация — срезы последовательно выдержи-
вали по 1–2 мин в растворах 70 и 95% этанола и ксилоле. 

По результатам окрашивания оценивали степень мо-
нонуклеарной клеточной инфильтрации и разрушения 
фолликулов [Rabbit specific HRP/DAB (ABC) Detection IHC 
Kit Abcam, Великобритания], что иллюстрировало выра-
женность воспалительных изменений ЩЖ: 

1) индекс патологии 0 — инфильтрация отсутствует, 
фолликулы ЩЖ не повреждены;

2) индекс патологии 0,5 — поражение от >0 до 10% 
с определёнными периваскулярными очагами инфильтра-
ции;

3) индекс патологии 1,0 — инфильтрация от >10 до 
20% с разрушением фолликулов;

4) индекс патологии 2,0 — разрушение от >20 до 40% 
фолликулов;

5) индекс патологии 3,0 — поражение от >40 до 80%;
6) индекс патологии 4,0 — поражение >80%.
Для оценки уровня апоптоза фолликулярных клеток 

ЩЖ срезы окрашивали антителами к активной каспа-
зе-3 [Cleaved Caspase-3 (Asp175), p17 Antibody, ELISA kit] 
по стандартной методике (Affinity, Китай). 

Уровень антител к тиреоидной пероксидазе в плазме 
мышей определяли методом иммуноферментного анали-
за с использованием набора Mouse TPO-Ab (anti-Thyroid 
Peroxidase) ELISA Kit в соответствии с протоколом произ-
водителя (Elabscience, КНР). Для получения плазмы в про-
бирку с этилендиаминтетрауксусной кислотой забирали 
0,5 мл крови методом пункции сердца. Плазму выделяли 
центрифугированием (2000 g, 5 мин). В 96-луночные план-
шеты вносили по 100 мкл стандартов и разведённых об-
разцов; через 30 мин в каждую лунку добавляли 100 мкл 
биотинилированных антител (инкубация 1  ч), затем по-
следовательно инкубировали с HRP-конъюгированными 
антителами (100 мкл, 30 мин) и в HRP-субстратом (15 мин) 
с последующим добавлением стоп-реагента. Оптическую 
плотность измеряли при длине волны 450 нм. 

Тимус каждой мыши помещали на стерильное клеточ-
ное сито с порами 70 мкм. После медленного перемеши-
вания с 20 мл культуральной среды RPMI-1640, содержа-
щей 10% инактивированной сыворотки фетальной бычьей 
сыворотки (FBS), тимус механически измельчали. Кле-
точную суспензию центрифугировали при 400 g в течение 
10 мин, после чего клеточный осадок ресуспендировали 
в 5 мл буфера для лизиса эритроцитов с целью получения 
суспензии тимоцитов. 

Клетки ресуспендировали в 100 мкл буфера для окра-
шивания, добавляли 0,5 мкл FITC-меченых антител к CD4 
и 1 мкл PE-меченых антител к CD8 (Biolegend, США) и ин-
кубировали 10 мин в соответствии с протоколом произ-
водителя. Анализ производили методом проточной цито-
метрии на детекторах FL1 и FL2 проточного цитометра BD 
FACSCalibur (Becton Dickinson, США) с применением про-
граммного обеспечения CellQuest. Для каждого вариан-
та анализа учитывали не менее 10 тыс. событий. Мёртвые 
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клетки исключали на основании параметров прямого 
(FSС) и бокового (SSС) светорассеяния. Определяли долю 
CD4+, CD8+, дважды положительных (DP) и дважды нега-
тивных (DN) Т-лимфоцитов.

Для определения регуляторных Т-клеток клетки ре-
суспендировали в 100 мкл буфера для окрашивания, до-
бавляли 5 мкл PE-меченых антител к CD4 и FITC-меченых 
антител к CD25 (Elabscience, Китай) и инкубировали 
30 мин. Внутриклеточное окрашивание FoxP3 выполняли 
с помощью набора FOXP3 Fix/Perm Buffer Set (Biolegend, 
США) и APC-меченых антител к FoxP3 (Elabscience, Ки-
тай) согласно протоколу производителя. Осадок ресу-
спендировали в 100 мкл 1×FoxP3 Perm Buffer, добавляли 
5 мкл конъюгированных с флуорохромом антител про-
тив FoxP3 и инкубировали 30 мин при комнатной темпе-
ратуре в темноте. После промывки определяли процент 
CD4+CD25+FoxP3+ Т-клеток.

Для оценки индукции апоптоза в тимоцитах опре-
деляли уровень апоптоза Т-лимфоцитов с использо-
ванием набора Annexin V-AF488/PI (Lumiprobe, США) 
в соответствии с инструкцией производителя. Опреде-
ляли клетки AnnV-FITC+ PI+ (поздний апоптоз/некроз). 
Клетки в концентрации 1×106 клеток/мл ресуспендировали 
в 1×Annexin V-связывающем буфере, инкубировали 10 мин 
с аннексином V-AF488 и 5 мин с пропидием йодидом 
при комнатной температуре в темноте.

Селезёнку каждой мыши помещали на стерильное 
клеточное сито с порами 70 мкм и механически диссоци-
ировали в среде RPMI-1640. Клеточную суспензию цен-
трифугировали (400 g, 10 мин), осадок ресуспендировали 
в 10 мл буфера для лизиса эритроцитов. Количество кле-
ток подсчитывали после окрашивания трипановым синим 
и доводили концентрацию до 2×106 клеток/тест. Клетки 
культивировали в течение 5 ч в 24-луночных планшетах 
(1 мл среды RPMI-1640 на лунку) с добавлением специфи-
ческих индукторов (eBioscience, США). Процедуру анализа 
внутриклеточных про- и противовоспалительных цитоки-
нов клеток, включающую этапы фиксации, пермеабили-
зации и окрашивания специфическими моноклональны-
ми антителами к IFN-γ, IL-4 и IL-17A, проводили согласно 
протоколу производителя. Анализ осуществляли на де-
текторах FL1, FL2 и FL4 проточного цитометра.

Значимость полученных результатов определяли 
с помощью анализа ANOVA. Анализ изображений, вы-
явленных методом конфокальной микроскопии, осу-
ществляли с помощью пакета программ Fiji. Для анали-
за данных цитометрии использовали программу FlowJo. 
Статистическую обработку данных выполняли посред-
ством программы GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, 
США). Результаты выражены как среднее значение ве-
личины ± стандартное отклонение. Данные обрабаты-
вали с использованием однофакторного дисперсион-
ного анализа и последующего попарного сравнения 
с поправкой на множественность Бонферрони (* p <0,05, 
** p <0,005, *** p <0,0005, **** p <0,0001). Нормальность 

распределения количественной переменной и гомоген-
ность дисперсий у нескольких распределений определя-
ли с помощью тестов Шапиро–Уилка и Бартлетта соответ-
ственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Тяжесть заболевания мышей с моделью ЭАТ и мышей, 
получавших сиролимус, оценивали по изменению ти-
тра антител к тиреопероксидазе (анти-ТПО), степени лим-
фоидной инфильтрации ЩЖ и уровню апоптоза фоллику-
лярных клеток ЩЖ.

Окрашивание гематоксилином и эозином (рис. 1, a) вы-
явило наличие повышенной лимфоидной инфильтрации 
ЩЖ и морфологические изменения фолликулов в груп-
пе мышей с ЭАТ. Показатель инфильтрации лимфоцитов 
(D450=2,4) у мышей с ЭАТ был значимо выше (p <0,0001), 
чем у нормальных мышей (D450=0,13) и мышей, получав-
ших сиролимус (D450=0,25) (p <0,0001) (рис. 1, b). Как сле-
дует из данных, представленных на рис. 1, титр анти-ТПО 
(D450=19) в группе мышей с ЭАТ также был значимо повы-
шен (р <0,001) по сравнению с контролем (D450=2,5). До-
бавление сиролимуса приводило к значимому снижению 
(р <0,001) данного показателя до значений, сопоставимых 
с уровнем контроля (D450=3,0) в экспериментальной группе. 

При оценке апоптоза выявили повышенный уровень 
активной каспазы-3 в группе мышей с ЭАТ (D450=0,0125) 
по сравнению с контролем (D450=0,0025). Применение си-
ролимуса приводило к подавлению активности каспазы-3 
(D450=0,005) (p <0,0001) (рис. 1, d, e). 

Влияние сиролимуса на тимическую пролифера-
цию (рис. 1, a) определяли по соотношению DP-клеток, 
DN-клеток и SP-клеток (рис. 2, b). Анализ дифферен-
цировки Т-лимфоцитов тимуса выявил истощение DP-
клеток в группе мышей с ЭАТ по сравнению с кон-
трольной группой (p <0,05). Использование сиролимуса 
приводило к увеличению количества DP-клеток в этой 
группе (p  <0,01; рис. 2, b). При этом количество CD4+SP-
клеток в группе с ЭАТ как по сравнению с контрольной 
группой, так и с группой мышей, получавших сиролимус, 
было повышено (рис. 2, c). В свою очередь оценка апоп-
тоза показала, что количество клеток на стадии апоптоза 
у мышей с ЭАТ по сравнению с контрольной группой пони-
жалось (p <0,05; рис. 3, b).

Для идентификации регуляторных Т-лимфоцитов (Treg) 
тимоциты мышей окрасили антителами к CD25, CD8 и CD4 
перед внутриклеточным окрашиванием Foxp3 (рис. 4) 
и обнаружили, что экспрессия CD25 и Foxp3 была значи-
тельно снижена (p <0,01) в тимусе мышей с ЭАТ по срав-
нению с контрольными мышами. Добавление сироли-
муса приводило к увеличению популяции Treg (p <0,05). 

При оценке уровня секреции цитокинов, выраба-
тываемых Th1, Th2 и Th17, спленоциты предваритель-
но подвергали стимуляции. Клетки стимулировали 
с помощью PMA и иономицина в присутствии брефелдина 
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Рис. 2. Истощение популяции DP-клеток в тимусе мышей с экспериментальным аутоиммунным тиреоидитом: a — репрезентативные графики 
окрашивания анти-CD4/CD8 тимоцитов контрольных мышей с экспериментальным аутоиммунным тиреоидитом и группы, получавшей сироли-
мус; b — оценка стадий тимопоэтического процесса проточной цитометрией у мышей с экспериментальным аутоиммунным тиреоидитом (крас-
ный), группы, получавшей сиролимус (фиолетовый), и контрольной группы (синий). К — контроль; ЭАТ — экспериментальный аутоиммунный ти-
реоидит; Сир — сиролимус. * p <0,05; ** p <0,01.
Fig. 2. Depletion of DP cells in the thymus of mice with experimental autoimmune thyroiditis: a, representative plots of anti-CD4/CD8 staining of thymocytes 
from control mice with experimental autoimmune thyroiditis and the sirolimus-treated group; b, T cell development stages determined by flow cytometry 
in mice with experimental autoimmune thyroiditis (red), the sirolimus-treated group (purple), and the control group (blue). * p < 0.05; ** p < 0.01.
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Рис. 1. Оценка тяжести аутоиммунного тиреоидита у мышей: a — окрашивание гематоксилином и эозином ткани щитовидной железы. Красной 
стрелкой показана лимфоцитарная инфильтрация, жёлтой стрелкой — разрушенные фолликулы щитовидной железы; b — определение уров-
ня лимфоцитарной инфильтрации по средней оптической плотности (D450); c — уровень антител к тиреоидной пероксидазе в плазме; d — имму-
ногистохимический анализ локализации активной каспазы-3 в ткани щитовидной железы; e — средняя оптическая плотность каспазы-3 в фо-
ликулярных клетках щитовидной железы. К — контроль; ЭАТ — экспериментальный аутоиммунный тиреоидит; Сир — сиролимус. **** p <0,0001.
Fig. 1. Severity of autoimmune thyroiditis in mice: a, hematoxylin and eosin staining of thyroid tissue. The red arrow shows lymphocytic infiltration, the yel-
low arrow shows destroyed thyroid follicles; b, lymphocytic infiltration measured by the average absorbance (D450); c, plasma thyroid peroxidase antibo
dies; d, immunohistochemistry assay of active caspase-3 localization in thyroid tissue; e, average absorbance of caspase-3 in follicular cells of the thyroid 
gland. **** p < 0.0001.
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Fig. 3. Analysis of apoptosis in thymocytes by FCM analysis of annexin V/propidium iodide (PI) double staining: a, representative flow cytometry plots; 
b, T lymphocytes with signs of apoptosis (annexin V+) in the total cell population (in %). * p < 0.05; ** p < 0.01.
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Рис. 4. Оценка экспрессии CD25 и FoxP3 на тимоцитах: a — репрезентативные графики проточной цитометрии; b — количество CD25+ FoxP3+ кле-
ток мышей контрольной группы, группы экспериментального аутоиммунного тиреоидита и группы, получавшей сиролимус. К — контроль; ЭАТ — 
экспериментальный аутоиммунный тиреоидит; Сир — сиролимус. * p <0,05; ** p <0,01.
Fig. 4. Evaluation of CD25 and FoxP3 expression in thymocytes: a, representative flow cytometry plots; b, CD25+ FoxP3+ cells in mice from the control group, 
the experimental autoimmune thyroiditis group, and the sirolimus-treated group. * p < 0.05; ** p < 0.01.

перед окрашиванием внутриклеточных цитокинов на экс-
прессию IFN-γ, IL-4 и IL-17A. В результате выявили повы-
шенную секрецию IFN-γ (p <0,05) и IL-17A (p <0,01) в груп-
пе мышей с ЭАТ и пониженный уровень секреции IL-4 
(p <0,01) по сравнению с контрольной группой. Примене-
ние сиролимуса приводило к подавлению секреции IFN-γ 
(p <0,01) и IL-17A (p <0,01) при ЭАТ. Секреция IL-4 не изме-
нилась (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ
Инволюция и атрофия тимуса приводят к менее эффек-
тивному развитию Т-клеток и созданию ограниченно-
го репертуара периферических Т-клеток. В инволютив-
ном тимусе наблюдается неэффективная центральная 
толерантность, которая включает нарушение негативно-
го отбора, что приводит к увеличению продукции ауто-
реактивных Т-клеток, и несбалансированную генерацию 
репертуара Treg, которые не в состоянии в достаточной 
степени подавить аутоиммунные реакции, опосредован-
ные Т-клетками 14]. Более того, полученные в данном ис-
следовании результаты подтверждают нарушение нега-
тивного отбора и неспособность удалять аутоиммунные 
Т-клетки на уровне тимусной селекции и устойчивость 

Т-клеток внутри железы к апоптозу. Мы показали, 
что при ЭАТ не наблюдается истощения атрофированного 
тимуса, что происходит главным образом за счёт увеличе-
ния выработки аутореактивных Т-клеток в тимусе.

Вторым направлением индукции иммунологической 
толерантности является генерация тимусных регулятор-
ных Т-лимфоцитов (Treg). Тreg индуцируют механизмы 
только периферической толерантности. CD4+CD25+Treg-
клетки активно супрессируют активацию потенциально 
патогенных аутореактивных Т-клеток, присутствующих 
в норме в иммунной системе. Молекулярным маркёром 
Treg-клеток является Foxp3. Foxp3 — репрессор транс-
крипции и, связываясь с ДНК, ингибирует продукцию 
провоспалительных цитокинов. Ранее было установлено, 
что для CD4+ CD25+ Treg-клеток характерна высокая экс-
прессия Foxp3. Предполагается, что Treg-клетки компен-
сируют недостатки негативного отбора, которые позво-
ляют некоторым аутореактивным Т-клеткам проникать 
на периферию [15]. Атрофированный тимус теряет способ-
ность устанавливать центральную толерантность, что при-
водит к выходу повышенного количества аутореактивных 
Т-клеток на периферию и участию в процессе воспале-
ния [16]. В связи с этим в тимусе было определено количе-
ство CD4+CD8+ D25+Foxp3+ Т-клеток. Поскольку индукция 
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Рис. 5. Окрашивание CD3+CD4+ Т-клеток методом проточной цитометрии на внутриклеточные цитокины: a — репрезентативное окрашивание 
FACS; b — количество клеток (в %), синтезирующих IFN-γ, IL-4 или IL-17A. К — контроль; ЭАТ — экспериментальный аутоиммунный тиреоидит; 
Сир — сиролимус. * p <0,05; ** p <0,01.
Fig. 5. Flow cytometric staining of CD3+CD4+ T cells for intracellular cytokines: a, representative FACS staining; b, number of cells (in %) synthesizing IFN-γ, 
IL-4, or IL-17A. * p < 0.05; ** p < 0.01.

Foxp3 происходит на стадии DP-клеток, до коммитирова-
ния линий CD4+ или CD8+ [17], мы анализировали именно 
эту популяцию. Полученные данные продемонстрировали, 
что сиролимус индуцирует увеличение частоты Treg в ти-
мусе мышей с ЭАТ.

Цитокины, секретируемые клетками иммунной систе-
мы, регулируют продолжительность и интенсивность им-
мунного ответа. Экспериментально показано, что избы-
точная или недостаточная выработка цитокинов может 
вносить значительный вклад в патофизиологию ряда за-
болеваний [18]. В частности, концепция псориаза как 
строго Th1/Th2-зависимого заболевания получила разви-
тие: показано, что CD4+ Th17-клетки, продуцирующие IL-
17, играют важную роль в патогенезе псориаза [19].

СD4+ клетки в функциональном отношении делят-
ся на два вида хелперных лимфоцитов: Th1 (IFN-γ, IL-
2, TNF-β) и Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13). В основном 
для Th1- и Th2-клеток характерны ключевые цитоки-
ны (IFN-γ и IL-4 соответственно), так как синтез IL-2, IL-6 
и IL-10 не строго ограничен одной субпопуляцией. Наи-
вные CD4 Т-клетки (Th0) могут быть дифференцированы 
в Th17-клетки, cекретирующие профиль мощных провос-
палительных цитокинов, включая IL-17, IL-21, IL-22 и мощ-
ные TNF-α и IL-6 при определённой стимуляции [20, 21]. 

Поэтому была проведена оценка уровня секреции цито-
кинов, вырабатываемых Th1, Th2 и Th17. Комбинация PMA 
и иономицина активирует факторы транскрипции NF-κB 
и NFAT, что приводит к выработке цитокинов, а брефель-
дин  А блокирует везикулярный транспорт, что позволи-
ло измерять количество цитокинов внутри клетки [22]. 
В частности, это дало возможность установить повышен-
ную секрецию IFN-γ в группе мышей с ЭАТ и пониженный 
уровень секреции IL-4 по сравнению с контрольной груп-
пой, а применение сиролимуса приводило к подавлению 
секреции IFN-γ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Исследование было направлено на изучение эффек-
та действия сиролимуса на модель ЭАТ. Нарушение ме-
ханизмов центральной и периферической толерантности 
играет важную роль в развитии АИТ, в связи с чем было 
оценено влияние сиролимуса на запуск периферической 
толерантности, то есть на активацию Т-регуляторного зве-
на иммунитета. При оценке влияния сиролимуса на сте-
пень тяжести тиреоидита на мышиной модели ЭАТ об-
наружено, что ингибитор снижал степень лимфоидной 
инфильтрации ЩЖ, уровень антител к тиреоидной 
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пероксидазе и подавлял апоптоз фолликулярных клеток. 
Дифференцировка тимоцитов сопровождалась понижени-
ем количества DP-клеток и CD4+CD8+CD25+FoxP3+ клеток 
при ЭАТ, что свидетельствует об инволиции тимуса. При-
менение сиролимуса приводило к увеличению DP-клеток 
и CD4+CD8+CD25+FoxP3+ клеток и снижению секреции ос-
новных провоспалительных цитокинов — IFN-γ и IL-17A.

Таким образом, сиролимус снижает уровень воспале-
ния (уровень лимфоцитарной инфильтрации, аутоантител 
к тиреоидной пероксидазе, провоспалительных цитоки-
нов IFN-γ, IL-17A) и апоптоза ЩЖ при ЭАТ, предотвращает 
инволюцию тимуса (увеличивается количество DP-клеток 
тимических Т-регуляторных клеток при ЭАТ), а также по-
давляет активацию аутоиммунного ответа через запуск 
Т-регуляторного иммунитета за счёт увеличения количе-
ства CD4+CD25+FoxP3+ Тreg-клеток при АИТ.
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