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Резюме. 

Клетки врожденного иммунитета являются важными участниками 

воспалительных и фиброзных процессов при системной склеродермии (ССД). 

В патогенезе ССД задействованы иммунные клетки, в первую очередь 

макрофаги, в основе нарушений которых лежит митохондриальная 

дисфункция клеток. В качестве суррогатного маркера митохондриальной 

дисфункции клеток используется число копий митохондриальной ДНК 

(мтДНК).  

Цель исследования — оценить количество копий мтДНК в CD14+ 

моноцитах и во всех популяциях клеток, циркулирующих в крови, у больных 

ССД по сравнению со здоровым контролем. 

Материалы и методы: В исследование были включены 25 пациентов с 

ССД (22 женщины и 3 мужчин, медиана возраста 49 [43; 57] лет и 

длительности заболевания  4,6 [1,0; 9,6] лет) и 25 человек без аутоиммунных 

или хронических воспалительных заболеваний, сопоставимых по возрасту и 

полу. Большинство пациентов (80%) имели ограниченную форму ССД. 

Больные ССД не получали противоревматическую терапию. ДНК выделяли из 

CD14+-моноцитов и цельной крови. Абсолютное число копий мтДНК 

измеряли с помощью цифровой ПЦР. Величину числа копий мтДНК на клетку, 

использованную для анализа, рассчитывали как соотношение копий мтДНК и 

яДНК. 

Результаты. Установлено, что у больных ССД количество копий мтДНК 

в CD14+-моноцитах было выше (108 [60 - 162] против 72 [59 - 79], р=0,01), а 

показатель всех популяций клеток, циркулирующих в крови, не различался по 

сравнению с контрольной группой (109 [72-171] и 128 [85 - 227], p=0,17). 

Выявилена негативная связь количества копий мтДНК с длительностью 

заболевания и позитивная - c ЛПС-стимулированной секрецией IL-6 

культивируемыми CD14 + моноцитами.  
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Выводы: Результаты исследования позволяют предположить, что 

увеличение числа копий мтДНК в CD14+ моноцитах является возможным 

механизмом поддержания сниженной функции дефектных митохондрий в 

моноцитах пациентов с ССД, связанной с развитием и прогрессированием 

ССД.  

 

Ключевые слова: ДНК, митохондрии, моноциты, системная 

склеродермия, аутоиммунитет, воспаление. 

 

Abstract 

Innate immune cells are important participants in inflammatory and fibrotic 

processes in systemic scleroderma (SSc). The pathogenesis of SSc involves immune 

cells, primarily macrophages, whose disorders are based on mitochondrial cell 

dysfunction. Mitochondrial DNA (mtDNA) copy number is used as a surrogate 

marker of mitochondrial cell dysfunction. 

The aim of the study was to evaluate the number of mtDNA copies in CD14+ 

monocytes and in all cell populations circulating in the blood in patients with SSc 

compared to healthy controls. 

Materials and methods: The study included 25 patients with SSc (22 women 

and 3 men, median age 49 [43; 57] years and disease duration 4.6 [1.0; 9.6] years) 

and 25 people without autoimmune diseases or chronic inflammatory diseases 

matched by age and gender. The majority of patients (80%) had a limited form of 

SSc. All study participants did not receive antirheumatic therapy. DNA was isolated 

from CD14+ monocytes and whole blood. Absolute mtDNA copy number was 

measured using digital PCR. The number of mtDNA copies per cell used for analysis 

was calculated as the ratio of mtDNA and nDNA copies. 

Results. It was found that in patients with SSc, the number of mtDNA copies 

in CD14+ monocytes was higher (108 [60 - 162] vs. 72 [59 - 79], p = 0.01), and the 

indicator of all cell populations circulating in the blood did not differ in compared 
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with the control group (109 [72-171] and 128 [85 - 227], p=0.17). A negative 

relationship was found between the number of mtDNA copies and the duration of 

the disease, and a positive relationship with LPS-stimulated IL-6 secretion by 

cultured CD14+ monocytes.Conclusions: The study results suggest that increase of 

mtDNA copy number in CD14+ monocytes is a possible mechanism to maintain the 

reduced function of defective mitochondria in monocytes from patients with SSc 

associated with the development and progression of SSc. 

 

Key words: DNA, mitochondrial, monocytes, systemic sclerosis, 

autoimmunity, inflammation. 
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Введение.    1 

Системная склеродермия (ССД), или прогрессирующий системный 2 

склероз, представляет собой системное заболевание соединительной ткани, 3 

характеризующееся генерализованным фиброзом кожи и внутренних органов. 4 

При ССД отмечается триада признаков: иммунная дисфункция, фиброз и 5 

васкулопатия. Из множества иммунных клеток, вовлеченных в патогенез ССД, 6 

ключевую роль играют макрофаги [18]. Дисфункция макрофагов при ССД 7 

характеризуется активацией клеток с последующей выработкой цитокинов и 8 

рекрутированием других иммунных клеток, обуславливающими хронизацию 9 

воспаления [8]. С другой стороны, секреция профибротических молекул 10 

макрофагами и активация фибробластов приводят к развитию фиброза [4]. 11 

Митохондриальная дисфункция может обуславливать нарушения 12 

работы иммунной системы. В частности, происходят нарушение электрон-13 

транспортной цепи и увеличение активных форм кислорода, влияющее на 14 

секрецию провоспалительных цитокинов и приводящее к активации и 15 

миграции иммунных клеток в очаги воспаления [20]. Изменения количества 16 

мтДНК могут приводить к усилению окислительного стресса и способствовать 17 

и развитию воспаления [12]. Ряд исследований показали, что число копий 18 

мтДНК у пациентов с аутоиммунными ревматическими заболеваниями 19 

отличается от здоровых доноров и связано с активностью воспаления  [9, 16]. 20 

Целью данного исследования было изучение копийности мтДНК в 21 

CD14+ моноцитах и всех клеток, циркулирующих в крови больных ССД и 22 

практически здоровых лиц, и оценить связь количества копий мтДНК с 23 

провоспалительным статусом моноцитов. 24 

Материалы и методы: В исследование были включены 25 пациентов с 25 

ССД и 25 практически здоровых человек без аутоиммунных или хронических 26 

воспалительных заболеваний, сопоставимых по возрасту и полу. Критериями 27 

исключения были возраст младше 20 лет и старше 70 лет; наличие сахарного 28 

диабета, онкологических заболеваний, декомпенсированной почечной или 29 
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печеночной недостаточности, хронической сердечно-сосудистой 30 

недостаточности III-IV класса по NYHA. Исследование проведено в 31 

соответствии с Хельсинкской декларацией 1975 г. и ее пересмотренной 32 

версией 2013 г. Протокол исследования одобрен Локальным этическим 33 

комитетом НИИ ревматологии им. Насоновой 10 февраля 2022 г. Все 34 

участники предоставили письменное информированное согласие об участии в 35 

исследовании. 36 

В таблице 1 представлены общая характеристика и клинико-37 

лабораторные проявления ССД. 38 

Таблица 1. Общая характеристика и клинико-лабораторные проявления 39 

у пациентов с ССД. 40 

 41 

 42 

У большинства пациентов (80%) диагностирована ограниченная форма 43 

ССД. Пациенты с ССД не получали терапию противоревматическими 44 

препаратами.  45 

Моноциты CD14+ выделяли из образцов цельной крови стандартным 46 

методом выделения лейкоцитарной фракции в градиенте фиколла с 47 

последующим отбором клеток CD14+ методом магнитной сепарации на 48 

колонках (MilteNY Biotec, США) с использованием парамагнитных 49 

наночастиц (MilteNY Biotec, США). Выделение ДНК из CD14+-моноцитов и 50 

цельной крови проводили с использованием набора ExtractDNA Blood & Cells 51 

(«Евроген», Россия) по протоколу производителя. Концентрацию и чистоту 52 

полученной ДНК определяли с помощью прибора BIOSPEC-NANO 53 

spectrophotometer (Shimadzu, Япония). 54 

Копийность мтДНК и яДНК определяли методом цифровой ПЦР на 55 

приборе QIAcuity Eight (Qiagen, Германия). Для амплификации использовали 56 

праймеры («Синтол», Россия) и реакционную смесь QuantiFast SYBR Green 57 

Master Mix («Qiagen», Германия). ПЦР проводили в течение 42 циклов, с 58 
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предварительной денатурацией в течение 2 минут при 95°С для первого цикла, 59 

следующие 40 циклов включали денатурацию в течение 15 секунд при 95°С, 60 

отжиг в течение 30 секунд при 60°С и элонгацию в течение 30 секунд. при 61 

72°С финальный цикл (продление температуры) длился 5 минут при 40°С. Для 62 

каждого тестируемого образца реакцию ПЦР проводили не менее трех раз. 63 

ПЦР-реакции проводили в общем объеме 12 мкл с использованием 5 мкл 64 

геномной ДНК, 0,4 мкл прямого и обратного праймеров, 4 мкл QuantiFast 65 

SYBR Green Master Mix и 2,2 мкл деионизированной воды. 66 

Для определения количества копий мтДНК и нДНК использовали 67 

праймеры F MT-ND4, R MT-ND4, F NCOA3, R NCOA3. Нуклеотидная 68 

последовательность F MT-ND4: 5'-ccattctcctcctatccctcaac-3', R MT-ND4: 5'-108 69 

cacaatctgatgttttggttaaactatattt-3', F NCOA3: 5'-gagtttcctggacaaatgag-3', R NCOA3: 70 

5'-109 cattgtttcatatctctggcg- 3 '. Праймеры были выбраны на основе 71 

литературных данных [2, 10]. Величину числа копий мтДНК на клетку, 72 

использованную для анализа, рассчитывали как соотношение копий мтДНК и 73 

яДНК [15]. Исследователи не знали о групповом статусе и клинических 74 

характеристиках участников исследования. 75 

Результаты. Абсолютное число копий мтДНК CD14+ моноцитов было 76 

достоверно выше в группе больных ССД (108 [60-162]) по сравнению с 77 

контрольной группой (72 [6059-79], р=0,03) (рисунок 1), тогда как абсолютное 78 

число копий мтДНК всех популяций клеток, циркулирующих в крови, 79 

достоверно не различалось (109 [72-171] и 1287 [7085-225227], p=0,39).  80 

 81 

Место для рисунка 1  82 

 83 

Рисунок 1. Число копий мтДНК в CD14+ моноцитах и цельной крови 84 

пациентов с ССД и здоровых участников исследования. (a) количественное 85 

определение мтДНК моноцитов CD14+; (b) количественная оценка мтДНК 86 

всех популяций клеток, циркулирующих в крови. 87 
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При анализе связи числа копий мтДНК в CD14+ моноцитах с клинико-88 

лабораторными характеристиками пациентов с ССД была обнаружена 89 

обратная корреляция числа копий мтДНК с длительностью заболевания (R=-90 

0,420, p=0,037). Ассоциаций количества копий мтДНК в цельной крови с 91 

клиническими характеристиками пациентов с ССД не было обнаружено. Более 92 

высокое число копий мтДНК в CD14 + моноцитах было связано с повышенной 93 

ЛПС-стимулированной секрецией IL-6 культивируемыми CD14 + моноцитами 94 

участников исследования с ССД (R = 0,569, p = 0,006). 95 

Обсуждение. Показана связь числа копий мтДНК с развитием сердечно-96 

сосудистых, нейродегенеративных и метаболических заболеваний (Ashar et al., 97 

2017; Ding et al., 2023; S. Y. Yang et al., 2021). Известно, что при большинстве 98 

этих заболеваний, ассоциированных с митохондриальной дисфункцией, число 99 

копий мтДНК снижено по сравнению со здоровым контролем [5, 12]. Было 100 

обнаружено, что количество копий мтДНК негативно связано с развитием 101 

метаболического синдрома, сахарного диабета 2 типа [7] и хронической 102 

болезни почек [11]. 103 

Предыдущее исследование количества копий мтДНК в периферической 104 

крови пациентов с ССД показало, что количество копий мтДНК было ниже у 105 

пациентов с ССД по сравнению со здоровыми участниками исследования [13]. 106 

Исследования количества копий мтДНК при других ревматических 107 

заболеваниях показали противоречивые результаты. В частности, при 108 

системной красной волчанке (СКВ) количество копий мтДНК в плазме было 109 

увеличено в 8,8 раза по сравнению с контрольной группой [9]. Рост числа 110 

циркулирующей мтДНК, в отличие от числа копий ядерной ДНК, было 111 

отмечено у больных СКВ даже в случае ремиссии заболевания, и оказалось 112 

более тесно связанным с активностью СКВ, чем признанные маркеры 113 

активности заболевания (уровни комплемента, титры антител к 114 

двухцепочечной ДНК). Исследование пациентов с другим аутоиммунным 115 

заболеванием - синдромом Шегрена, показало уменьшение количества копий 116 
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мтДНК и увеличение экспрессии генов, связанных с митохондриальной 117 

динамикой, в периферической крови по сравнению со здоровыми субъектами 118 

[3]. 119 

Важным результатом исследования стала связь более длительного 120 

течения ССД с меньшим количеством копий мтДНК. Предположительно, это 121 

может происходить за счет элиминации дисфункциональных митохондрий. 122 

Поврежденные митохондрии могут вызвать гибель клеток, после чего 123 

высвобождение мтДНК способствует усилению системного воспаления за 124 

счет активации иммунных клеток [6] 125 

В моноцитах больных с меньшей длительностью ССД увеличение 126 

количества митохондрий может быть следствием компенсаторного 127 

механизма, необходимого для поддержания сниженной функции дефектных 128 

митохондрий, который угасает при длительном течении заболевания [6]. 129 

Выявленная в нашей работе ассоциация повышенной ЛПС-130 

стимулированной секреции IL-6 с более высоким количеством копий мтДНК 131 

в CD14 + моноцитах позволяет предположить важную роль 132 

митохондриальной дисфункции в провоспалительной активации моноцитов 133 

при ССД. Несколько недавних исследований числа копий мтДНК, 134 

митохондриальной гетероплазмии и митофагии при других аутоиммунных 135 

ревматических заболеваниях показывают, что митохондриальная дисфункция 136 

принимает участие в активации врожденной иммунной системы в патогенезе 137 

данных заболеваний [14, 17]. 138 

Выводы: Увеличение числа копий мтДНК в CD14+ моноцитах является 139 

возможным механизмом поддержания сниженной функции дефектных 140 

митохондрий в моноцитах пациентов с ССД, связанной с развитием и 141 

прогрессированием ССД. 142 

 143 

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ, грант N 22-15-144 

00199. 145 
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ТАБЛИЦЫ 

Таблица 1. Общая характеристика и клинико-лабораторные проявления у 

пациентов с ССД. 

Table 1 General characteristics, clinical and laboratory manifestations of SSc 

patients. 

Характеристика / Characteristics Пациенты ССД /  

SSc patients 

(n=25) 

Возраст, года / Age, years 49 [43; 57] 

Пол, жен/муж / Gender, f/m, n (%)  22 (88)/3 (12) 

Длительность заболевания, годы / Disease duration, 

years 

4,6 [1,0; 9,6] 

Форма ССД / types of SSc, n (%): 

  Лимитированная / Limited 

  Диффузная / Diffuse 

 

20 (80) 

5 (20) 

Индекс активности, баллы / Activity index, points 2,1 [0,8; 2,8] 

Проявления ССД / SSc manifestations, n (%)   

Утолщение кожи пальцев / Skin thickening of the fingers: 

Склередема / Scleredema 

Склеродактилия /Sclerodactyly  

 

 

 

20 (80) 

8 (32) 

Дигитальная ишемия / Digital ischemia: 

дигитальные язвочки / digital sores 

дигитальные рубчики / digital scars  

 

9 (36) 

12 (48) 

Телеангиэктазии / Telangiectasia 11 (44) 

Феномен Рейно / Raynaud’s phenomenon 20 (80) 

Капилляроскопические изменения /  Abnormal nailfold 

capillaries 

21 (84) 

Артриты / Arthritis 8 (32) 

Легочная артериальная гипертензия /  Pulmonary arterial 

hypertension 

Интерстициальное поражение легких / Interstitial lung 

disease 

3 (12) 

 

5 (20) 

Поражение сердца / Heart damage 8 (32) 

ССД-аутоантитела / SSc related autoantibodies, n (%): 

Антитела к топоизомеразе 1 / Anti-topoisomerase I 

autoantibodies 

 

 

8 (32) 

Антицентромерные антитела / Anticentromere 

autoantibodies 

12 (48) 
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Антитела к рибонуклеопротеину (РНП) / Anti-

ribonucleoprotein (RNP) antibodies. 

2 (8) 
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РИСУНКИ 

 

 

Рисунок 1. Число копий мтДНК в CD14+ моноцитах и цельной крови 

пациентов с ССД и здоровых участников исследования. 

(а) Количественное определение мтДНК моноцитов CD14+; 

(b) Количественная оценка мтДНК всех популяций клеток, циркулирующих в 

крови. 

Figure 1. mtDNA copy number in CD14+ monocytes and whole blood of SSc 

patients and healthy participants. 

(a) Quantitative determination of mtDNA of CD14+ monocyte; 

(b) Quantitative determination of mtDNA of all cell populations circulating in the 

blood. 
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