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Аннотация

Аутоиммунный тиреоидит (АИТ) – хроническое заболевание щитовидной железы, 
основную роль в патогенезе которого играют чрезмерно стимулированные CD4+Т‑лим-
фоциты, провоцирующие активацию CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов, что при-
водит к Fas-зависимому апоптозу тиреоцитов и снижению гормональной активности 
щитовидной железы. По данным исследований важным процессом в патогенезе ауто-
иммунных заболеваний является аутофагия – клеточный процесс, в норме поддержи-
вающий клеточный гомеостаз путем деградации поврежденных белков и органелл в 
аутолизосомах. Статья посвящена анализу аутофагии и экспрессии ключевых белков – 
регуляторов аутофагии (Vps34, p62 и LC3) – в мононуклеарах периферической крови 
пациентов с АИТ. Для оценки развития процесса по изменению количества аутофагосом 
в клетках использован метод проточной цитофлуориметрии. Уровень экспрессии бел-
ков-маркеров определен методом вестерн-блоттинга. Установлено достоверное повыше-
ние содержания маркеров аутофагии – Vps34, LC3-II и р62 – в лимфоцитах пациентов с 
АИТ. Высокий уровень аутофагосомного белка LC3‑II коррелирует с высоким уровнем 
убиквитин-связывающего белка p62, что может свидетельствовать о нарушении терми-
нального этапа аутофагии – слияния аутофагосом и лизосом. При невозможности полно-
ценного протекания всех стадий аутофагии активация данного процесса приводит лишь 
к чрезмерному накоплению аутофагосом в цитоплазме клеток, что, в свою очередь, спо-
собствует активации апоптоза или последующей гибели клетки путем некроза. Таким 
образом, понимание механизма нарушения аутофагии в лимфоцитах может оказаться 
перспективным методическим подходом в решении проблемы повреждений, связанных 
с возникновением и развитием АИТ.

Ключевые слова: лимфоциты, аутофагия, аутоиммунный тиреоидит, проточная 
цитофлуориметрия.

Введение

Аутоиммунный тиреоидит (АИТ) – хроническое воспалительное аутоим-
мунное заболевание щитовидной железы, характеризующееся нарушением  
аутотолерантности к тиреоидным антигенам, которое приводит к циркуляции 
аутоантител и лимфоидной инфильтрации. В результате этого на ранних эта-
пах происходит замещение паренхимы и увеличение щитовидной железы [1–3].  
Также установлено, что чрезмерно стимулированные CD4+‑лимфоциты активи-
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руют CD8+-цитотоксические и В-лимфоциты, что приводит к Fas-зависимому 
апоптозу тиреоцитов или высвобождению антител к тиреоглобулину и тиреоид-
ной тиреопероксидазе [4, 5].

В то же время AИТ – многофакторное заболевание, вызванное сложным 
взаимодействием генетических, гормональных и экологических факторов [6, 7].  
Важным процессом в патогенезе аутоиммунных заболеваний является ауто- 
фагия [8, 9]. Аутофагия – это клеточный процесс, поддерживающий гомеостаз 
путем деградации не только поврежденных белков, но и органелл в аутолизосо-
мах [10]. Аутофагия позволяет клеткам выживать во время стрессовых условий, 
например, при голодании или окислительном стрессе, перерабатывая содержи-
мое аутофаголизосом для получения энергии [11]. При длительном воздействии 
повреждающих факторов аутофагия, как и апоптоз, может привести клетку  
к гибели [12].

Хотя связь между аутофагией и АИТ на сегодняшний день остается спор-
ной, роль аутофагии в иммунной регуляции, наблюдаемой при таких аутоим-
мунных заболеваниях, как системная красная волчанка, ревматоидный артрит 
и рассеянный склероз, предполагает ее потенциальное участие в развитии и 
прогрессировании данных заболеваний [13, 14]. Например, исследование на 
мышах показало, что нокаут белка ATG5 – инициатора аутофагии с помощью  
CRISPR/Cas9 приводит к снижению количества Т-клеток в центральной нервной 
системе и предотвращению воспаления. Это свидетельствует о важной роли бел-
ка ATG5 в развитии аутоиммунных заболеваний, при которых Т-клетки атакуют 
миелиновую оболочку нервных волокон через процессы аутофагии [15].

Недавние исследования в области АИТ преимущественно нацелены на мо-
дулирование иммунного ответа для уменьшения степени повреждения щитовид-
ной железы [16, 17]. Следовательно, большой потенциал заключается в расши-
рении набора фармакологических вмешательств, направленных на аутофагию, 
чтобы сбалансировать ее цитопротекторные эффекты против последствий нару-
шения самого процесса.

В связи с этим целью проводимого исследования стал анализ процесса  
аутофагии в мононуклеарных клетках периферической крови пациентов с АИТ  
и экспрессии его ключевых белков-регуляторов.

1. Материалы и методы исследования
В качестве объекта исследования использованы мононуклеарные клетки 

периферической крови здоровых доноров и пациентов с АИТ. Забор образцов 
периферической крови проведен у 15 пациентов в состоянии эутиреоза (1 муж-
чина и 14 женщин в возрасте от 20 до 65 лет). Титры антител к тиреопероксидазе 
составили от 100 до 4500 МЕ. Клинические данные, включая возраст, пол, дли-
тельность заболевания и результаты иммунологического анализа, были получе-
ны при опросе пациентов и изучении медицинской документации. Контрольную 
группу составили 12 условно здоровых доноров (2 мужчин и 10 женщин в воз-
расте от 20 до 69 лет).

Метод выделения мононуклеаров человека основан на отличиях в плаву-
чей плотности различных форменных элементов крови. Фракцию, обогащен-
ную лимфоцитами (В-клетки, Т-цитотоксические и Т-хелперные лимфоциты, 
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NK-клетки и моноциты), получали по стандартной методике на градиенте плот-
ности фиколл-урографин (табл. 1).

Табл. 1

Используемые градиенты плотности при выделении клеток человека [18]

Тип клеток Плотность градиента, г/см3

Т-лимфоциты 1.077
В-лимфоциты 1.077

Моноциты 1.064
Гранулоциты 1.093

NK-лимфоциты 1.060
Эритроциты 1.115
Остеобласты 1.055

Для исследований in vitro клетки высевали в 6-луночный культуральный 
планшет, содержащий обедненную сывороточную среду RPMI-1640 Medium 
(Gibco, США) с добавлением 1%-ной термоинактивированной эмбриональной 
телячьей сыворотки (Gibco, США) и 1× раствора пенициллина-стрептомицина 
(ПанЭко, Россия). Затем клетки инкубировали в течение 72 ч во влажной атмос-
фере, содержащей 5 % CO2, при 37 °C.

Для оценки процесса аутофагии в клетках использован набор Autophagy 
Assay Kit (кат. ab139484, Abcam, Великобритания). Клетки двукратно отмывали 
фосфатно-солевым буферным раствором, ресуспендировали в 250 мкл 1× Assay 
Buffer, затем добавляли 2.5 мкл зеленого красителя и инкубировали 30 мин в 
темноте при 37° C. Затем клетки промывали 1× Assay Buffer и ресуспендировали 
в 500 мкл 1× Assay Buffer. Конечная концентрация клеток в суспензии состав-
ляла 1×106 клеток/мл. Образцы анализировали в зеленом (FL1) канале в течение  
30 мин на проточном цитометре BD  FACSCalibur™ (BD Biosciences, США) с 
применением программного обеспечения CellQuest. На каждый опыт обсчиты-
вали не менее 10000 клеток. Мертвые клетки исключали на основании параме-
тров прямого (FSС) и бокового (SSС) светорассеяния. Клетки, содержащие ау-
тофагосомы, определяли с помощью негативного и положительного контроля.  
В качестве негативного контроля использовали неокрашенные клетки, а в качестве 
положительного – клетки после инкубирования в течение 4 ч в растворе, содержа-
щем 20 мкМ хлорохина, и последующего гейтирования. Для анализа результатов 
использовали программное обеспечение FlowJo (BD Biosciences, США).

Для проведения вестерн-блоттинга осадок клеток лизировали в RIPA-бу-
фере с добавлением ингибиторов протеаз и фосфатаз (Thermo Scientific, США)  
по стандартному протоколу. Определение концентрации белка в полученных ли-
затах проводили с использованием набора BCA Protein Assay (Thermo Scientific, 
США). Образцы загружали в 10%-ный полиакриламидный гель и после электро-
фореза переносили на поливинилиденфторидные мембраны (Invitrogen, США). 
Блокирование мембран проводили в 5%‑ном бычьем сывороточном альбумине в 
течение 1 ч, затем мембраны инкубировали с первичными антителами в течение 
ночи при 4 °С. В работе использовали антитела к LC3 (кат. № 4108, Cell Signaling 
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Technology, США), p62/SQSTM1 (кат. № 5114, Cell Signaling Technology, США),  
Vsp34 (кат. № 38-2100, Invitrogen, США) в разведении 1  :  1000 и β-актин  
(кат. № МА1-140, Invitrogen, США) в разведении 1  : 3000. После промывания 
в течение 30 мин трис-буферным солевым раствором, содержащим Tween® 20, 
мембраны инкубировали со вторичными антителами в блокирующем растворе в 
течение 1 ч при комнатной температуре. Мембраны проявляли с помощью реаген-
та усиления хемилюминесценции Clarity Western ECL Substrate (BioRad, США) и 
визуализировали с помощью системы гель-документирования ChemiDoc XRS+ 
(BioRad, США). Для количественной оценки сигнала относительной интенсив-
ности каждого изображения использовали программное обеспечение Image Lab 
(BioRad, США) и ImageJ (National Institutes of Health, США).

Статистическая обработка данных выполнена с помощью программы 
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, США). Результаты выражены как 
среднее значение величины  ±  стандартное отклонение. Данные обрабатывали 
с использованием однофакторного дисперсионного 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 гомогенность дисперсий у 
нескольких распределений определяли с помощью тестов Шапиро–Уилка и 
Бартлетта соответственно.

2. Результаты и их обсуждение
Аутофагия и воспаление – два фундаментальных биологических процесса. 

Благодаря своей решающей роли в поддержании клеточного гомеостаза, аутофа-
гия участвует в модуляции клеточного метаболизма, выживании клеток и защите. 
Дефектная аутофагия связана с такими патологическими состояниями, как ауто-
иммунные, онкологические и нейродегенеративные заболевания, старение [11].

В условиях «голодания» клетки гомеостаз внутри нее в первое время под-
держивается аутофагией. Поэтому в эксперименте использована обедненная 
питательными веществами среда, что позволило оценить процесс аутофагии в 
мононуклеарах при АИТ и выяснить, какие изменения, связанные с этим процес-
сом, происходят в иммунных клетках пациентов по сравнению с клетками груп-
пы здоровых доноров. Хотя распределение лимфоцитов и моноцитов во фрак-
ции мононуклеарных клеток у разных людей может варьироваться, лимфоциты 
обычно составляют от 70 до 90 % (70–85 % CD3+ Т‑клеток, 5–10 % В-клеток) [19].  
Поэтому дальнейшую очистку фракции лимфоцитов не проводили.

Для определения степени накопления аутофагосом в клетке оценено содер-
жание липидированной формы белка LC3 (LC3-II) [20]. Для мониторинга стадий 
аутофагии и измерения активности аутофагического процесса мононуклеары 
обрабатывали хлорохином, который, благодаря изменению рН лизосом, ингиби- 
рует стадию терминации аутофагии, препятствуя тем самым слиянию аутофагосом 
с лизосомами, предотвращая формирование аутофаголизосом и, как следствие, 
распад их содержимого, что приводит к накоплению аутофагосом в клетках [21].

На основе данных проточной цитометрии установлено, что уровень аутофа-
госом в свежевыделенных мононуклеарах пациентов с АИТ (рис. 1, б3) досто-
верно выше по сравнению с контрольной группой (рис. 1, в). В процессе куль-
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тивирования образцов в обедненной питательной среде в течение 72 ч в группе 
здоровых доноров наблюдался достоверный рост уровня клеток (рис.  1,  в),  
содержащих аутофагосомы (рис. 1, б2). В группе пациентов с АИТ в процессе 
72 ч культивирования (рис. 1, б4) наметились изменения в количестве клеток с 
аутофагосомами, но различие не достигло статистической значимости (рис. 1, в).

Рис. 1. Оценка относительного количества мононуклеаров, содержащих аутофагосомы, 
методом проточной цитометрии в процессе культивирования: а) стратегия гейтирования 
лимфоцитов пациентов с АИТ (а1), отрицательный (а2) и положительный (а3) контроль 
накопления аутофагосом; б) накопление клеток с аутофагосомами у здоровых доноров 
(б2) и пациентов с АИТ (б4) через 72 ч по сравнению со свежевыделенными образцами  
(б1 и б3 соответственно, зеленая флуоресценция); в) доля лимфоцитов с аутофагосо-
мами, культивированных в течение 72 ч в условиях с низким содержанием сыворотки,  
у здоровых доноров (К) и пациентов с АИТ (АИТ) по результатам денситометрии  
(* – p < 0.05, ** – p < 0.01, нд – недостоверное различие)
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Процесс аутофагии делится на несколько стадий: инициацию, элонгацию, 
формирование аутофагосомы и – на выходе – формирование аутолизосомы. В ра-
боте M. D’Arcy [22] представлена общая схема процесса аутофагии и, в частно-
сти, образования аутолизосомы. Активация комплексов ULK1 и PI3K класса III 
стимулирует образование аутофагофора (рис. 2). Комплекс, состоящий из ATG5, 
ATG12 и ATG16L, вместе с LC3-II стимулирует удлинение двумембранного  
фагофора, который необходим для формирования аутофагосомы. Белок р62,  
взаимодействуя с LC3-II и белками, направляемыми на деградацию, поглоща
ется аутофагосомой, которая затем сливается с лизосомой [10, 22].

Рис. 2. Общая схема процесса аутофагии. Цит. по [10]

Как следует из данных рис. 3, инициирующий комплекс аутофагосомной 
мембраны состоит из Beclin-1, белков семейства Bcl-2, везикулярного белка  
Vps 34 (vacuolar protein sorting) и Atg14L [10, 23]. Поэтому сначала проведена 
оценка экспрессии везикулярного белка, который катализирует образование важ-
ного компонента аутофагосомы PI3P на этапе инициации аутофагии.

Рис. 3. Схема превращения инактивированного комплекса Bcl-2–Beclin-1 в активный 
PI3K-комплекс. Цит. по [10]
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Проведенные исследования показали, что уровень киназы Vps34 в свежевыде-
ленных клетках пациентов с АИТ достоверно выше по сравнению с контрольной 
группой (рис. 4, а). Голодание в течение 72 ч приводит к повышению уровня Vps34 
в группе пациентов с АИТ, что указывает на активацию аутофагии (рис. 4, б).

Рис. 4. Уровень белка-инициатора аутофагии Vps34 в мононуклеарных клетках здоро-
вых доноров (К) и пациентов с АИТ (АИТ): а) нормализованная по β-актину интен-
сивность сигнала Vps34; б) оценка экспрессии белка Vps34 методом иммуноблоттинга 
(** – p < 0.005, *** – p < 0.0005)

На этапе элонгации аутофагии методом вестерн-блоттинга с помощью мо-
ноклональных антител и флуорохрома GFP выявляют превращение комплекса  
GFP-LC3-I в комплекс GFP-LC3-II [24]. В дополнение к LC3 при оценке этого про-
цесса рекомендуется использовать в качестве белкового маркера SQSTM1/p62,  
который принимает участие в регуляции аутофагии и формировании аутофаго-
сомы [25], находясь в тесном взаимодействии с митохондриальными белками и 
участвуя в индукции конститутивной митофагии.

Таким образом, для оценки инициации аутофагического процесса в моно-
нуклеарах пациентов с АИТ определен уровень p62 методом иммуноблоттинга. 
Установлено, что в мононуклеарах пациентов с АИТ, культивируемых в течение 
72 ч в обедненной питательной среде, достоверно увеличивается количество это-
го белка по сравнению с образцами свежевыделенных клеток пациентов (рис. 5).

В работе [26] показано, что р62 – это белок, который, обладая убикви-
тин-связывающим доменом, способен связываться с полиубиквитинированными 
белками. Доставляя такие белковые агрегаты в аутофагосомы, он связывается с 
мембранным липидированным белком LC3-II. В норме белок р62 активно диссо-
циирует в процессе аутофагии, и снижение уровня р62 связывают с активацией 
аутофагии [27]. Определение уровня p62 используют для мониторинга аутофа-
гического процесса. В работе Бъерка с соавторами [28] на примере млекопитаю-
щих и дрозофилы установлено, что р62 может накапливаться в клетках при ин-
гибировании макроаутофагии, и это подтверждает, что устойчивые уровни этого 
белка отражают аутофагический статус.
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Рис. 5. Уровень белка-адаптера р62 (SQSTM1) в мононуклеарных клетках здоровых до-
норов (К) и пациентов с АИТ (АИТ): а) нормализованная по β-актину интенсивность 
экспрессии белка; б) репрезентативное изображение вестерн-блоттинга с использова
нием антител против SQSTM1 (**** – p < 0.0001, нд – недостоверное различие)

Таким образом, можно предположить, что повышенный уровень p62 в моно-
нуклеарах пациентов с АИТ по данным вестерн-блоттинга может указывать или 
на ингибирование стадии слияния аутофагосомы и лизосомы, или на нарушение 
стадии деградации и, как следствие, накопление аутофагосом.

Белок LC3, также являющийся убиквитин-подобным белком, кодируется 
геном Map11c3 (LC3) и представляет собой надежный маркер аутофагии, так 
как его содержание в исследуемом биологическом материале положительно 
коррелирует с количеством активных аутофагосом [29]. LC3 синтезируется на 
рибосоме в форме предшественника proLC3, который затем расщепляется под 
действием цистеиновой протеазы Atg4b, формируя цитоплазматическую форму 
LC3-I. Эта форма активируется Atg7, переносится с помощью Atg3 на мембрану 
растущей аутофагосомы, конъюгируется с фосфатидилэтаноламином мембраны 
с образованием липидированной формы LC3-II. Именно накопление LC3-II вну-
три клеток рассматривают как индикатор повышения интенсивности аутофагии 
или нарушения процесса аутофагического потока и деградации, проявляющийся 
в накоплении аутофагических структур.

Таким образом, мониторинг аутофагии основан на наблюдении, что в 
клетках LC3 существует в цитоплазматической и липидированной формах,  
т. е. в виде LC3-I и LC3-II. Их соотношение коррелирует с изменениями в про-
цессе аутофагии и может дать более точную оценку аутофагического потока, чем 
соотношения, основанные на общем уровне липидированного белка LC3-II в со-
ставе аутофагосомы. Валидность этого метода ранее была показана путем срав-
нения аутофагического протеолитического потока в гепатоцитах крысы, клетках 
гепатомы и миобластах [30]. Одним из преимуществ этого подхода является то, 
что он не требует присутствия аутофагических или лизосомальных ингибиторов 
для блокирования деградации LC3-II.

Поэтому на следующем этапе исследований оценен уровень белка LC3 в ци-
топлазматической (LC3-I) и липидированной (LC3-II) формах (рис. 6). Подоб-
но паттерну экспрессии белков (рис. 5, а), уровень LC3-I, нормализованного по 
β-актину, в группе здоровых доноров не изменился даже через 72 ч культивиро-
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вания (рис. 6, а). Уровень LC3-I у пациентов с АИТ (рис. 6, а) как в свежевыде-
ленных клетках, так и в клетках после культивирования в течение 72 ч, досто-
верно выше, чем в группе здоровых доноров, что может свидетельствовать об 
увеличении активности процессов аутофагии при АИТ.

Рис. 6. Аутофагический поток в мононуклеарных клетках здоровых доноров (К) и па-
циентов с АИТ (АИТ) по уровню экспрессии цитоплазматического (LC3-I) и липидиро-
ванного (LC3-II) белков: а) нормализованная по β-актину интенсивность сигнала белка 
LC3-I; б) нормализованная по β-актину интенсивность сигнала белка LC3‑II; в) уровень 
инициации аутофагии по соотношению LC3-I/LC3-II; г) аутофагическая активность по 
соотношению LC3-II/LC3-I; д) репрезентативные изображения вестерн-блоттинга экс-
прессии LC3-I, LC3-II и β-актина в свежевыделенных или культивированных в течение 
72 ч мононуклеарных клетках. * – p < 0.05, ** – p < 0.005, *** – p < 0.0005, **** – p < 0.0001, 
нд – недостоверное различие

Полученное соотношение LC3-I/LC3-II в свежевыделенных мононуклеарах 
здоровых доноров (рис. 6, в) свидетельствует о высоком уровне инициации про-
цесса аутофагии и нормальном протекании дальнейших стадий этого процесса –  
везикулярного транспорта, слияния аутофагосом с лизосомами и протеоли-
тической деградации содержимого аутолизосом. Снижение соотношения  
LC3-I/LC3-II (рис. 6, в) как в свежевыделенных мононуклеарах пациентов с 
АИТ, так и через 72 ч культивирования свидетельствует о снижении инициации 
аутофагии в этих клетках на фоне повышения уровня LC3-II (рис. 6, б).

Общее количество LC3-II (рис. 6, б) напрямую коррелирует с активностью 
аутофагии в клетках [20]. Увеличение соотношения LC3-II/LC3-I предполагает 
активацию аутофагии или накопление аутофагосом из-за нарушений на более 
поздних стадиях аутофагии (например, из-за лизосомальной деградации) [23]. 
Поэтому отношение LC3-II к LC3-I использовано как индикатор аутофагиче-
ской активности (рис. 6, г). Показано, что соотношение LC3‑II/LC3-I повышено 
как в группе здоровых доноров, так и в группе пациентов с АИТ, в том числе в 
клетках, культивированных в течение 72 ч в среде с низким содержанием сы-
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воротки (рис. 6, г). Но если в случае здоровых доноров величина соотношения 
LC3-II/LC3-I через 72 ч культивирования (рис. 6, г) может свидетельствовать об 
активации аутофагии, что подтверждается высоким соотношением LC3-I/LC3-II  
в свежевыделенных мононуклеарных клетках здоровых доноров (рис. 6, в), то 
снижение соотношения LC3-II/LC3-I в группе пациентов с АИТ (рис. 6, г) может 
говорить о нарушении слияния аутофагосом и лизосом и, следовательно, о неза-
вершенной аутофагии, приводящей к накоплению аутофагосом внутри клетки, 
как это было показано на рис. 1, б и в.

В работе Бартлетт с соавторами [30, 31] показано, что, в отличие от белка LC3, 
уровень р62 путем обратной связи также коррелирует с активностью аутофагии. 
При мутациях в генах ATG или при нарушении процесса связывания аутофагосо-
мы и лизосомы происходит накопление р62-положительных агрегатов, что расце-
нивается как признак снижения активности аутофагии [32]. Поэтому активность 
процесса аутофагии можно оценивать и по соотношению LC3-II/p62 [33].

По нашим данным, через 72 ч культивирования в мононуклеарах здоровых 
доноров выраженных изменений в уровне белка p62 не выявлено (рис. 7, а) на 
фоне достоверно повышенного уровня белка LС3-II (рис. 7, а). У пациентов с 
АИТ происходит достоверное накопление белка p62 на фоне высокого уровня 
LC3-II белка (рис. 7, б).

Рис. 7. Активность аутофагического потока в мононуклеарах здоровых доноров (К) и 
пациентов с АИТ (АИТ): а) нормализованная по β-актину интенсивность сигнала белков 
р62 и LC3‑II в клетках здоровых доноров; б) нормализованная по β-актину интенсив-
ность сигнала белков LC3‑II и р62 в клетках пациентов с АИТ; в) активность аутофаги-
ческого потока по соотношению LC3-II/p62 (* – p < 0.05, ** – p < 0.005, **** – p < 0.0001, 
нд – недостоверное различие)

Обычно при усилении аутофагического потока повышается соотношение 
LC3-II/LC3-I, а уровень р62 снижается. При оценке этого параметра в свежевы-
деленных мононуклеарах пациентов с АИТ выявлено достоверно повышенное 
соотношение LC3-II/p62 по сравнению с контрольной группой (рис. 7, в) и низ-
кий уровень р62 (рис. 7, б), что говорит об активации аутофагии. Через 72 ч куль-
тивирования в обедненной среде соотношение LC3-II/p62 снижается (рис. 7, в),  
а уровень р62 остается высоким (рис. 7, б), что свидетельствует о нарушении 
слияния аутофагосом с лизосомами в мононуклеарах пациентов с АИТ [30].
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Заключение

Таким образом, установлено, что мононуклеарные клетки, выделенные из пе-
риферической крови пациентов с АИТ, показывают, в отличие от клеток здоровых 
доноров, значительное накопление аутофагосом как на базальном уровне, так и по-
сле 72-часового культивирования с низким содержанием сыворотки. Мы предпола-
гаем, что эти данные указывают на нарушения аутофагического процесса в моно-
нуклеарах при АИТ. Накопление клеток с аутофагосомами, свидетельствующее об 
усилении активации процесса аутофагии, говорит о попытке клеток справиться со 
стрессом, что особенно заметно в клетках пациентов с АИТ в условиях понижен-
ного содержания сыворотки. Наши наблюдения дополнили знания об аутофагии 
при АИТ: изучение белков-маркеров (Vps34, p62 и LC3) выявило значительные 
изменения их количества в мононуклеарах пациентов с АИТ. Белок Vps34 имеет 
критическое значение для формирования аутофагосом [34], и его повышенная экс-
прессия предполагает увеличение аутофагической активности у пациентов с АИТ, 
что соответствует усилению инициации аутофагии. Высокие уровни белка p62  
в клетках при АИТ на фоне высокого уровня липидированного белка LC3-II, осо-
бенно после 72-часового культивирования, могут свидетельствовать о нарушении 
аутофагического процесса, в частности слиянии аутофагосом с лизосомами, и, как 
следствие, замедлении процессов деградации аутофагосом [35].

При невозможности полноценного протекания всех стадий аутофагии акти-
вация данного процесса приводит лишь к чрезмерному накоплению аутофагосом 
в цитоплазме мононуклеаров, что, в свою очередь, способствует активации апоп-
тоза и последующей гибели клетки.

В будущих исследованиях предстоит выяснить, в какой субпопуляции лимфо-
цитов происходит нарушение аутофагии – в клетках-хелперах с маркером CD4+, 
в цитотоксических CD8+-Т-лимфоцитах или в В-лимфоцитах, участвующих в 
разрушении тироцитов при АИТ. «Правильная» аутофагия в этих клетках имеет 
решающее значение для поддержания иммунной толерантности и предотвраще-
ния чрезмерных иммунных реакций [36]. Другим примером является популяция 
CD4+CD25+ Т-клеток человека, которая гетерогенна по своим функциональным 
свойствам и фенотипическим признакам. Она включает в себя популяции про-
лиферирующих CD4+CD45RA+CD45RO+CD25low Т-клеток и «регуляторных»  
(Treg) CD4+CD45RO+CD25high Т-лимфоцитов. Являясь реальными супрессорами, 
они играют ведущую роль во многих иммунологических процессах, например, 
регулируют Т‑клеточный гомеостаз, предотвращают аутоиммунные заболева-
ния, аллергии, гиперчувствительность [37].

Аутофагия Treg необходима для контроля чрезмерных иммунных реакций и 
предотвращения аутоиммунитета [38]. Понимание того, как нарушение аутофа-
гии в этих подтипах лимфоцитов может влиять на прогрессирование аутоиммун-
ного тиреоидита, представляет большой интерес.

Восстановление нормальных механизмов клеточного клиренса может ока-
заться многообещающим методическим подходом в решении проблемы повреж-
дений, связанных с возникновением и развитием аутоиммунного тиреоидита.

Заключение Комитета по этике. Исследование проведено в соответствии с 
Хельсинкской декларацией Всемирной медицинской ассоциации и одобрено ло-
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Abstract

Autoimmune thyroiditis (AIT) is a chronic thyroid disorder wherein overstimulated CD4+T 
lymphocytes activate CD8+ cytotoxic T lymphocytes, thereby inducing Fas-mediated apoptosis of 
thyrocytes and reducing the hormonal activity of the thyroid gland. Recent studies suggest that autophagy, 
a process vital for maintaining cellular homeostasis through the degradation of damaged proteins and 
organelles in autolysosomes, is involved in the pathogenesis of autoimmune diseases. This article 
examines autophagy in peripheral blood mononuclear cells and the expression of key autophagy proteins 
(Vps34, p62, and LC3) in patients with AIT. The number of autophagosomes in the cells was tracked and 
assessed using flow cytometry. The expression of the protein markers was measured by western blotting. 
It was demonstrated that the levels of Vps34, LC3-II, and p62 increased significantly in the lymphocytes 
of all patients with AIT. The high level of the autophagosome protein LC3-II correlated with that of  
the ubiquitin-binding protein p62, which may indicate a disruption in the late stage of autophagy, i.e., in 
the fusion of autophagosomes with lysosomes. Impaired autophagy promotes excessive accumulation 
of autophagosomes in the cytoplasm, which, in turn, triggers apoptotic or necrotic cell death. Therefore, 
understanding the mechanisms of impaired autophagy in lymphocytes could be a promising avenue for 
slowing and limiting the damage associated with the onset and development of AIT.

Keywords: lymphocytes, autophagy, autoimmune thyroiditis, flow cytometry
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Figure Captions

Fig. 1. Assessment of the relative number of mononuclear cells containing autophagosomes by flow 
cytometry during culturing: a) gating strategy for lymphocytes from patients with AIT (a1), as well as 
negative (a2) and positive controls (a3) for the accumulation of autophagosomes; b) accumulation of 
autophagosomes in cells from healthy donors (b2) and patients with AIT (b4) after 72 h, compared to 
freshly isolated samples (b1 and b3, respectively; green fluorescence); c) percentage of lymphocytes 
with autophagosomes cultured for 72 h in low-serum conditions, from healthy donors (C) and 
patients with AIT (AIT), as shown by densitometry (* – p < 0.05, ** – p < 0.01, ns – not significant).
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Fig. 2. Schematic outline of autophagy, as cited in [10].
Fig.  3. Schematic conversion of the inactive Bcl-2–Beclin-1 complex into the active PI3K complex,  

as cited in [10].
Fig. 4. Levels of the autophagy initiator Vps34 in mononuclear cells from healthy donors (C) and patients 

with AIT (AIT): a) Vps34 signal intensity normalized to β-actin; b) Vps34 expression, as assessed 
by immunoblotting (** – p < 0.005, *** – p < 0.0005).

Fig. 5 Levels of the adaptor protein p62 (SQSTM1) in mononuclear cells from healthy donors (C) and 
patients with AIT (AIT): a) p62 expression intensity normalized to β-actin; b) representative western 
blotting with antibodies against SQSTM1 (**** – p < 0.0001, ns – not significant).

Fig. 6. Autophagic flux in mononuclear cells from healthy donors (C) and patients with AIT (AIT) based 
on the expression of cytoplasmic (LC3-I) and lipidated (LC3-II) proteins: a) LC3-I signal intensity 
normalized to β-actin; b) LC3-II signal intensity normalized to β-actin; c) autophagy initiation 
assessed by the ratio LC3-I/LC3-II; d) autophagic activity assessed by the ratio LC3-II/LC3-I;  
e) representative western blotting of LC3-I, LC3-II, and β-actin expression in mononuclear cells, 
either freshly isolated or cultured for 72 h. * – p < 0.05, ** – p < 0.005, *** – p < 0.0005, **** – p < 0.0001, 
ns – not significant.

Fig.  7. Autophagic flux activity in mononuclear cells from healthy donors (C) and patients with AIT 
(AIT): a) p62 and LC3-II signal intensity normalized to β-actin in the cells of healthy donors;  
b) p62 and LC3-II signal intensity normalized to β-actin in the cells of patients with AIT; c) autophagic 
flux activity assessed by the ratio LC3-II/p62 (* – p < 0.05, ** – p < 0.005, **** – p < 0.0001, ns – not 
significant).
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