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Современное представление о подагре включает в себя как традиционную метаболическую теорию нарушения пурино
вого обмена и внеишесредовое воздействие, так и участие иммуновоспалительных, генетических и протеамных фак
торов. Проведенное протеомное исследование больных тофусной подагрой и людей с бессимптомной гиперурикемией 
методам жидкостной хроматографии с  масс-спектрометрией, а также иммунологическое профилирование позволили 
определить специфические протеомные маркеры подагры  — циркулирующий интерпейкин-8 (И-8)/СХСЬ8 и ассоцииро
ванный гетеродимерный комплекс миелоид-связанных белков МКР8/МКР14 (калгранулин А/В). Выявлена положительная 
корреляция со сдвигами метаболи ческих показателей — компонентами липидного спектра и уровня мочевой кислоты как 
у  больных тофусной подагрой, так и (в меньшей степени) у  людей с бессимптомной гиперурикемией. Предлагается рас
сматривать биомаркеры И -8  и МКР8/МЯР14 в качестве независимых предикторов развития метаболических сдвигов и 
кардиоваскулярной патологии у  больных подагрой.
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Введение. Подагра —  полигенное заболевание пурино
вого обмена, сопровождающееся отложением кристаллов 
солей моноурата натрия (МУН) в различных тканях и вос
палительным фоном [I], поражает 1— 6% взрослого населе
ния в развитых странах и представляет собой наиболее часто 
встречающийся у мужчин тип артрита [1,2]. Актуальная до
казательная база свидетельствует о том, что заболеваемость 
подагрой многократно увеличилась за последние десятиле
тия и продолжает неуклонно расти на фоне напряженной 
эпидемиологической обстановки по неинфекционным за
болеваниям, таким как метаболический синдром, гиперто
ническая болезнь (ГБ), ишемическая болезнь сердца (ИБС), 
сахарный диабет 2-го типа и их осложнения [2].

Более 70% больных подагрой имеют более 2 факторов 
риска развития сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ) [3], 
при этом риск развития ИБС или цереброваскулярной бо
лезни (ЦВБ) у людей с гиперурикемией повышен в 3— 5 раз 
по сравнению с пациентами с нормоурикемией [4]. Связь с 
накоплением в тканях кристаллов уратов (тофусами), хрони
ческой почечной недостаточностью, метаболическим син
дромом, неалкогольной жировой болезнью печени (НЖБП) 
и повышенным риском ССЗ [4, 5] позволяет рассматривать 
подагру не только как локализованное поражение суставов 
и околосуставных тканей, но и как мультиорганное заболе
вание.

Геномные исследования (транскриптомика (экспрес
сия мРНК) и эпигенетика (метилирование ДНК, модифи
кация гистонов и микроРНК)) позволили выявить мута
ции определенных генов-транспортеров мочевой кислоты 
(Ш К АП ), АТФ-связывающего кассетного транспортера 0 2  
(АВСС2), 51.С17А1-81.С17АЗ, а также генов, кодирующих 
воспалительные цитокины (ген 251Т/А 11-8, 1188А/С /I -  
12В, г.110889677 И -23Я  и др.) [5, 6], которые в совокупности 
определяют прогрессирование фоновой гиперурикемии в 
манифестирующий подагрический артрит и развитие фоно
вых метаболических заболеваний (гипертоническая болезнь, 
поражение почек, кардиоваскулярная патология и сахарный 
диабет 2-го типа) [4].

Тем не менее, последние тенденции в области «преци
зионной медицины» (ргес18!оп тесПсте) указывают на то, 
что патологические процессы, протекающие в организме на 
клеточном уровне, невозможно полностью отразить, осно
вываясь только на геномных исследованиях [7]. Таргетные 
протеомные и метаболомные исследования позволяют про
водить идентификацию и количественную оценку белков и 
метаболитов с целью поиска диагностических биомаркеров, 
идентификации точек приложения терапевтического воздей
ствия и разработки методов оценки эффективности терапии.

Благодаря ряду иммуногистохимических исследований т 
уИго и протеомных исследований выявлено, что кристаллы 
МУН оказывают прямое провоспалительное действие, инду
цируя продукцию цитокинов, таких как 1Ь-1р. путем вклю
чения семейства толл-подобных рецепторов и ряда инфлам- 
масом в воспалительный каскад [8]. Имеются также данные 
о роли комплекса миелоид-связанных белков МКР8/МЯР14, 
также известного как калгранулин А/В (8100А8/А9), кото
рый является агонистом толл-подобных рецепторов ТЬ.К-4, 
в повышении риска ССЗ и сахарного диабета 2-го типа у 
пациентов с гиперурикемией и развитием у них НЖБП [9, 
10]. Кроме того, кристаллы МУН ответственны за индукцию 
выработки цитозольного белка НА1.РЗ (криопирина), основ
ного компонента одноименных провоспалительных каспаза-

1-активирующих инфламмасом [11]. которые запускают про
дукцию активных цитокинов 1Ь-1|3 и ГЬ-18 [12].

Эти данные позволяют предположить наличие таргетных 
воспалительных биомаркеров у больных подагрой, обуслов
ливающих не только патогенез основного подагрического ар
трита, но и развитие коморбидных состояний.

Цель данной работы —  исследование основных био
маркеров методом масс-селективной спектрометрии (МС) и 
определение их корреляции с основными метаболическими 
показателями у больных тофусной подагрой и бессимптом
ной гиперурикемией.

Материал и методы. Обследованы больные подагрой 
(п = 178, все мужского пола, средний возраст 54,2 ± 6,1 года), 
поступившие в ревматологическое отделение и поликлини
ку специализированного курсового амбулаторного лечения 
1-й клиники Ташкентской медицинской академии в период с 
2012 по 2016 г. с клинически верифицированным диагнозом: 
«подагра» по критериям 8.Ь. \Уа11асе (1977) [13]. На момент 
первого осмотра у 42 больных (23,6%) был диагностирован 
острый подагрический артрит, у 69 больных (38,8%) артрит 
носил затяжной характер с длительностью от 3 нед до 3 мес, 
у 67 пациентов (37,6%) диагностирован хронический артрит 
длительностью более 3 мес. Все пациенты прошли обще
клинические и специальные биохимические исследования, 
включающие определение в сыворотке крови уровней холе
стерина (ХС), липопротеидов высокой плотности (ЛПВП), 
липопротеидов низкой плотности (ЛГТНП), липопротеидов 
очень низкой плотности (ЛПОНП), триглицеридов (ТГ), глю
козы, мочевой кислоты, мочевины, креатинина, общего бел
ка, аланинаминотрансферазы (АЛТ), аспартатаминотрансфе- 
разы (АСТ), С-реактивного белка (СРБ).

Из 178 больных в основную группу для проведения имму
нологического исследования и протеомного анализа методом 
МС было отобрано 20 человек с клинически верифициро
ванным диагнозом «подагра» с тофусами в межприступный 
период подагрического артрита, а также 14 пациентов с бес
симптомной гиперурикемией в качестве группы контроля. 
Все больные были сопоставимы по возрасту (53,8 ± 2,1 года), 
длительности заболевания (5,1 ± 1,2 года), принимаемым ле
карственным препаратам и наличию сопутствующих заболе
ваний. Критериями исключения к проведению исследования 
были наличие хронических очагов инфекции и активные ин
фекционные заболевания. Также исключался прием любых 
антибактериальных, противовирусных, противогрибковых и 
противопротозойных препаратов, пребиотических и пробио
тических средств в течение всего периода исследования.

У 30 отобранных пациентов перед проведением МС- 
анализа методом твердофазного иммуноферментного ана
лиза определяли концентрации интерлейкина-1 р (1Ь-1(3), 
фактора некроза опухолей-а СШР-а), интерлейкина-2 (1Ь-2), 
интерлейкина-4(1Ь-4),интерлейкина-6(1Г-6), интерлейкина-8 
(1Ь-8), интерлейкина-10 (1Ь-10), интерлейкина-20 (1Ь-20) в 
сыворотке крови.

Забор венозной крови проводили утром натощак. После за
бора образцы крови подвергали центрифугированию в течение 
15 мин при угловой скорости вращения 3000 об/мин. Далее сы
воротка пипетировалась и распределялась в 2 стерильные про
бирки с герметично закупоренными крышками (>0,5 мл сыво
ротки). После маркировки пробирки замораживались и храни
лись при температуре - 1 5 ----- 20°С. Образцы сывороток крови
перед анализом размораживали при температуре лаборатории, 
в виалу помещали до 1 мл сыворотки крови, 2 мл метил-трет-
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Т а б л и ц а  1
Фенотипическая и клиническая характеристика исследуемых 
групп

бутилового эфира с 50 мкл 5% раствора метановой кислоты. 
Полученную смесь перемешивали в течение 5 мин на ротаторе. 
Образовавшуюся эмульсию переносили в пробирки и центри
фугировали при 8000 об./мин в течение 10 мин. Верхний эфир
ный слой переносили в посуду и высушивали стерильным воз
духом. Разделение фаз проводили на жидкостном хроматографе 
с масс-спекгрометром А§Иеп1 6420 Тпр1е 0иаёгиро1е ЬС/М8 
(А^НеШ. Германия) в режиме программирования температуры, 
начиная с температуры +50°С (3 мин). Дальнейшая скорость 
нагрева составляла 10°С в мин, конечная температура -290°С, 
время при конечной температуре 10 мин.

Статистическую обработку проводили путем вычисления 
коэффициентов корреляции по Пирсону. Белки-биомаркеры 
по результатам жидкостной хроматографии с тандемной 
масс-спектрометрией (ЬС/М8) были иерархически сгруппи
рованы в программе ТадИет (ЕхРАЗу) для идентификации 
потенциальных белков, соответствующих отношениям вес/ 
заряд, по молекулярным массам (±1%) каждого белка. Ие
рархическую кластеризацию и статистический анализ вы
полняли с использованием программного обеспечения Ер1 
1п(о версии 6.0. Для сравнения корреляции с метаболически
ми показателями применяли /-критерий, скорректированные 
значения р  рассчитывали автоматически по достижении пре
делов доверительного интервала.

Результаты и обсуждение. Фенотипическая характери
стика обследуемых больных и соотношение лекарственных 
препаратов, принимаемых для базисного лечения, приводят
ся в табл. 1. У больных тофусной подагрой чаще, чем в груп
пе с бессимптомной гиперурикемией, отмечаются эпизоды 
кардиоваскулярной патологии (+10,9%), поражения гломеру
лярного аппарата и ухудшение фильтрационной способности 
почек (+17,9%), а также ультразвуковые признаки неалко
гольного жирового поражения печени (+18,6%).

В межприступный период подагрического артрита отме
чается более частый прием урикозурических препаратов (ал- 
лопуринол, фебуксостат) по показаниям, а также глюкокор
тикостероидов преимущественно при артралгии, резистент
ной к нестероидным противовоспалительным препаратам. 
Прием указанных препаратов на период иммунологических

ММИШОЮСУ

и протеомных исследований был приостановлен с целью по
лучения достоверных результатов.

Изученные показатели уровней мочевой кислоты и липид
ного профиля у больных подагрой и обследуемых с бессим
птомной гиперурикемией представлены в табл. 2.

Данные, приведенные в табл. 3, указывают на достовер
ную разницу в показателях гиперурикемии у больных с то
фусной формой подагры (повышение на 14,8%) в сравнении 
с бессимптомными пациентами. У пациентов с подагрой в 
динамике липидного профиля отмечается увеличение содер
жания ХС на 14.7%, ЛПНП —  на 22,5, ЛПОНП —  на 21,4, ТГ 
—  на 20,6 и снижение уровня ЛПВП на 21% (р < 0,05). Ко
эффициент атерогенности выше в группе больных подагрой 
на 38,6% (р = 0,029). Обнаруженная гиперхолестеринемия у 
больных с тофусной формой подагры в сравнении с показа
телями пациентов без подагрического артрита ассоциирова
лась с более выраженной дислипидемией и атерогенной три- 
глицеридемией (р = 0,008).

В отличие от обследуемых с бессимптомной гипер
урикемией, у пациентов в межприступный период подагры 
происходило существенное увеличение продукции ключе
вых провоспалительных цитокинов 1Ь-8, 11.-10. При этом 
не отмечалось ожидаемого и достоверного повышения II.- 
1Р, ТОР-а, а также продуцируемого активированными С0 4  
+ Т-лимфоцитами 1Ё-4 (р = 0,0028). Также отсутствовала 
положительная коррелятивная связь между повышенным 
уровнем циркулирующего П.-8 и острофазных показате
лей воспаления —  СРБ и скоростью оседания эритроцитов 
(р  = 0,012). Результаты по титрам 1Ь-2, ТОТ-а, 1Ь-6, Н.-20 
варьировали в широких пределах и превышали установ
ленный доверительный интервал, по-видимому, вследствие 
малой выборки объектов иммунологического исследования 
и отсутствия прогностически значимой тенденции показа
телей. Поскольку ожидаемое повышение уровня циркули
рующих Н.-8 не коррелирует с уровнем цитокинов 1Ь-1 (3 
и ТЫР-а, протеомное исследование представляет собой 
наиболее эффективный метод определения титра потен
циальных биомаркеров, сопровождающих повышенный 
уровень циркулирующего 11.-8. С целью оптимизации про
токола протеомного исследования, было решено провести 
масс-спектрометрический анализ субпопуляций белков у 
10 больных с наибольшим (>50 пг/мл) и 10 обследуемых с 
наименьшим (<10 пг/мл) титром 11.-8. Профили экспрессии 
белков по результатам масс-спектрометрии содержат чет
ко различимые разделенные субпопуляции потенциальных 
белков, дифференциально экспрессированные между 10 па
циентами с низким (<10 пг/мл) и 10 —  с высоким (>50 пг/ 
мл) уровнем экспрессии Н.-8.

Т а б л и ц а  2
Показатели уровня мочевой кислоты и липидного профиля 
(М ± т)

Показатели Больные 
тофусной пода- 

| грой (и = 20)

Пациенты с бессим
птомной гиперури- 

кемией (и =  14)

Мочевая кислота, ммоль/л 0,69 ±0,015 0,46 ±0,017

Общий холестерин, ммоль/л 6,92 ±0 ,016 5,90 ±0 ,016

Липопротеиды низкой плот
ности, ммоль/л

5,02 ±0 ,016 3,89 ±0 ,018

Липопротеиды высокой 
плотности, ммоль/л

1,06 ±0,002 1,34 ±0 ,004

Липопротеиды очень низкой 
плотности, ммоль/л

0,84 ± 0,002 0,66 ± 0,002

Триглицериды, ммоль/л 1,84 ±0,005 1,46 ±0,003

Индекс атерогенности 5,52 ± 0,029 3,39 ± 0,024

Показатели Больные 
тофусной по

дагрой (и = 20)

Пациенты с бессим
птомной гиперури

кемией (п = 14)
Возраст, годы 52,6 ± 3,2 54,4 ± 1,7
Длительность заболевания, 
годы

5,1 ±  1,2 ---

Артериальная гипертензия, % 8(40) 5 (35,7)
Сердечно-сосудистая патоло
гия, %*

11 (46,6) 5 (35,7)

Хроническая болезнь почек, 
%*♦

5(25) 1 (7,1)

Неалкогольная жировая 
болезнь печени, %

8 (40) 3(21,4)

Аллопуринол, % 13(65) 5 (35,7)

Фебуксостат, % 3(15) 3(21,4)

Колхицин, % 1(5) —

Глюкокортикостероиды. % 2(10) —

Нестероидные противовоспа
лительные средства,%

13(65) 1 (7,1)

П р и м е ч а н и е . *  —  включая транзиторную ишемическую ата
ку, инфаркт миокарда, поражение периферических сосудов, аритмии, 
ишемическую болезнь сердца и/или сердечную недостаточность; ** 
—  при скорости клубочковой фильтрации ниже 60 мл/мин.
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Таблица  3
Цитокиновый профиль исследуемых групп по данным имму 
ноферментиого анализа

Показатели,
пг/мл

Больные тофусной 
подагрой (п = 20)

Пациенты с бессим
птомной гиперурике

мией (л = 14)

Р

И.-10 2,92 ±0,81 2,21 ±0 ,45 0,0154

ПМР-а 3,34 ± 2,84 2,92 ± 1,10 0,0972

П.-2 4,73 ± 1,77 3,45 ± 0.89 0,0861

П.-4 1,38 ±0 ,53 1,36 ± 0 .40 0,0028

11.-6 4.92 ± 2,26 3,75 ± 0,53 0,0142

11.-8 38,08 ± 9,82 17,18 ±5,61 0,0002

11.-10 11,21 ±2 ,18 6,45 ±0,61 0,0078

11.-20 7,50 ±4,61 4.37 ± 0,75 0,087

Среди 486 потенциальных биомаркерных белков, от
ветственных за адгезию и миграцию клеток воспаления и 
участвующих в развитии иммунного ответа, по результа
там автоматизированного сличения белковых молекул с ба
зой Та§Ыеп1, наибольшая экспрессия огмечалась у калгра- 
нулина А  8100А8 —  миелоид-ассоциированного белка-8 
(МКР-8) (10,8 кДа), и калгранулина В 5100А9 —  миелоид- 
ассоциированного белка-14 (МКР-14) (13,2 кДа), образую
щих единый гетеродимер (24,0 кДа), также известный как 
калпротектин (рис. 1).

Помимо гетеродимериого белка МКР8/МКР14, повы
шение 1Ь-8 также коррелировало с хроматографическими 
пиками белков из диапазона 12692-12698 Да —  катепсин 
В, хромогранин А (СМОА), фибронектин тип 3 (РМ)С5), 
калликреин-пептидаза 8 (К1К8), амилоид А4 (5АА4), транс
формирующий фактор роста р (ТОРР), однако величина их 
экспрессии была минимум в 22 раза ниже вышеуказанного 
гетеродимера МКР8/МКР14. Белковый гетеродимерный ком
плекс МКР8/МЯР14 показал четкую положительную связь с 
титром циркулирующего 11.-8 (р = 0,009) (рис. 2), при этом 
длительность заболевания подагрой и наличие тофусов по
ложительно коррелировали с соотношением 11.-8 к МКР8/ 
МНР 14 (р = 0,041). В обеих исследуемых группах уровень 
мочевой кислоты показал слабую корреляционную связь с 
высоким титром МКР8/МКР14 или 11--8 (р = 0,084), что со
относится с различной выраженностью клинических прояв
лений подагры и коморбидной патологии при вариабельном 
уровне мочевой кислоты в сыворотке крови (рис. 3).
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Рис. 1. Соответствие масс-спектрометрических пиков белкам 
МКР8, МК.Р14 и МКР8/14 после профилирования кандидат- 
ных маркеров по системе Та§Иеп1.
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Рис. 2. Повышение уровня МКР8/14 коррелирует с титром 
11.-8 у больных тофусной подагрой (круги) и у обследуемых 
с бессимптомной гиперурикемией (треугольники).

Тем не менее, по приведенным результатам, обследуемые с 
высокими показателями белков МКР8/МКР14 имели больший 
удельный индекс атерогенности (р  =  0,0012) (рис. 4), что отра
жает более выраженные отклонения липидного профиля.

Проведенные исследования путем анализа группы про- 
воспалительных цитокинов и циркулирующего протеома в 
сыворотке крови показали наличие таргетных биомаркеров 
у больных подагрическим артритом. Высокий уровень 11.-8 
(также описанный в литературе как СХСЬ8, хемокин подсе
мейства СХС) [14] —  одного из основных провоспалительных 
хемотаксических цитокинов. продуцируемых макрофагами и 
активированными эндотелиальными клетками. По последним 
данным, 11.-8 накапливается не только в эндотелии атероскле- 
ротически измененных сосудов, но и в самих атеросклеротиче
ских бляшках [15], что делает его независимым предиктором 
кардиоваскулярной патологии и метаболических сдвигов как 
у больных подагрой, так и у людей с бессимптомной гипер- 
урнкемией. Выявленный масс-спектрометрическим методом 
димерный белковый комплекс МКР8/МКР14 является агони
стом толл-подобных рецепторов 4 (ТЬК4), активация которого 
также запускает внутриклеточный сигнальный путь ЫР-кВ и 
продукцию провоспалительных цитокинов [10], и наряду с 
кардиоваскулярными поражениями ассоциируется с разви
тием нарушения толерантности к глюкозе, метаболическим 
синдромом, НЖБП и сахарным диабетом 2-го типа [5, 15]. По
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Рис. 3. Распределение больных тофусной подагрой и об
следуемых с бессимптомной гиперурикемией по терцилям 
содержания мочевой кислоты в сыворотке крови, МКР8/14 
имеет слабую корреляцию с уровнем мочевой кислоты.
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Рис. 4. Распределение больных тофусной подагрой и обследу
емых с бессимптомной гиперурикемией по медиане индекса 
атерогенности, МКР8/14 имеет положительную корреляцию с 
повышенным индексом атерогенности ((ОХС-ЛПВП)/ЛПВП).

данным различных авторов, наряду с 1Ь-8, у пациентов с мета
болическими сдвигами также наблюдается экспрессия таких 
медиаторов, как 11_-32, СХСЬ-7, тромбопоэтин, апелин и др., 
и вместе с тем снижение титра вазопротективных медиаторов, 
таких как онкостатин М, хромогранин А, вазостатин и др. [16] 
Однако более полная расшифровка протеома и расширенный 
поиск кандидатных биомаркеров ограничиваются малой ре
презентативной выборкой, существенной длительностью ис
следования (на анализ одного образца требуется около 1,5 ч и 
в среднем 60 дней на все исследование) и чувствительностью 
газово-жидкостной масс-спектрометрии [7]. В определенной 
степени эти недостатки могут бьггь нивелированы двухэтап
ным протеомным подходом, при котором за профилировани
ем и функциональной категоризацией белков следует мони
торинг множественных реакций (МКМ масс-спектрометрия) 
для ускоренного определения белковых фракций в аналите без 
необходимости проведения иммунологического профилиро
вания [17]. Однако данный метод отличается затратностью и 
в ряде исследований продемонстрировал значительные рас
хождения с иммуносорбентными методиками исследования.

Кроме того, белковый комплекс МРР8/МКР14 (калгра- 
нулин А/В) наряду с сывороточным белком А, виментином, 
коактозин-подобным белком-1 и др. не является высокоспеци
фичным для гиперурикемии и подагрического артрита с тофу
сами. Имеются данные о повышении титра калгранулина А, 
В и С у больных ревматоидным артритом (преимущественно 
эрозивным), системным склерозом (склеродермией) [18].

Заключение. Полученные данные позволили выявить 
специфические протеомные маркеры у больных подагрой —  
циркулирующего интерлейкина-8 (1Ь-8)/СХС'Ь8 и ассоцииро
ванного гетеродимерного белкового комплекса МКР8/МКР14, 
коррелирующих со сдвигами метаболических показателей: 
ХС, ЛПНП, ЛПВП, ЛПОНП, ТГ, мочевой кислоты —  как у 
больных тофусной подагрой, так и у людей с бессимптом
ной гиперурикемией, которые являются независимыми пре
дикторами развития в данной популяции кардиоваскулярной 
патологии, НЖБП и метаболического синдрома. Дальнейшее 
развитие и применение протеомных технологий позволит про
водить системный анализ молекулярных механизмов подагры, 
а также сопутствующих ей коморбидных состояний.
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