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Актуальность. Сухой кератоконъюнктивит представляет собой многофакторное заболевание глазной поверхно-
сти с большой распространенностью среди офтальмологических больных. болезнь, ассоциированная с системны-
ми аутоиммунными заболеваниями, характеризуется наиболее тяжелым клиническим течением. чаще всего среди 
таких заболеваний выявляют ревматоидный артрит (рА) и первичный синдром Шегрена (ПСШ). В ходе исследова-
ний отмечена связь ПСШ и рА с генетическими факторами. Однако до настоящего времени информация о генах, 
играющих роль в патогенезе данных заболеваний, остается неполной.
цель. Целью данной работы являлось определение взаимосвязи клинико-морфологических и молекулярно-генети-
ческих изменений сухого кератоконъюнктивита при ревматоидном артрите и синдроме Шегрена.
методы. В исследование было включено 154 пациента с диагнозом рА и ПСШ (79 и 75, соответственно). Группа кон-
троля состояла из 100 здоровых добровольцев без АИз и отягощенной наследственности. Для поиска и анализа 
изменений в исследуемых генах был использован метод анализа кривых плавления. 
Результаты. Нами выявлена ассоциация между степенью эпителиопатии конъюнктивы с носительством аллеля G 
маркера rs4072037 гена MUC1. Также, для полиморфного маркера rs1478604 гена THBS1 показана ассоциация с риском 
развития ПСШ (р  =  0,001). Установлена ассоциация генотипа GG маркера rs1478604 со степенью тяжести сухого 
кератоконъюнктивита (p = 0,02) и изменением хода и структуры нервных волокон роговицы. В то же время, гено-
тип GG маркера rs2228262 взаимосвязан только со степенью тяжести сухого кератоконъюнктивита (p = 0,03). Эти 
данные получены впервые.
заключение. разработка и внедрение в практику методов анализа полиморфных вариантов генов, используемых 
для диагностики сухого кератоконъюнктивита при ревматоидном артрите и первичном синдроме Шегрена, по-
зволит выявить возможность развития сухого кератоконъюнктивита и/или его прогрессирование у пациентов с 
аутоиммунными заболеваниями или у людей, находящихся в группе риска.
ключевые слова: сухой кератоконъюнктивит; первичный синдром Шегрена; ревматоидный артрит; гены THBS1, GTF2I, 
STAT4, PTPN22.
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Background. Dry keratoconjunctivitis is a multifactorial disease of the ocular surface with a high prevalence among ophthalmic 
patients. This disease is associated with systemic autoimmune disorders (SID) and is characterized by the most severe clinical 
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course. Rheumatoid arthritis (RA) and primary Sjogren’s syndrome (PSS) are the most common diagnoses among these diseases. 
Studies have shown a connection between PSS and RA with genetic factors. However presently, information about genes that 
play a role in the pathogenesis of these diseases remains incomplete.
aim. The aim of this study was to determine the relationship of clinical and morphological findings with molecular genetic 
changes associated with dry keratoconjunctivitis in rheumatoid arthritis and Sjogren’s syndrome.
methods. The study included 154 patients with RA and PSS (79 and 75, respectively). The control group consisted of 100 healthy 
volunteers without SID or family history. Changes in the studied genes were searched for and analysed with the melting curve 
analysis.
Results. We have identified an association between the degree of conjunctival epitheliopathy and the carriage of the G allele in the 
MUC1 gene rs4072037 marker. Also, the polymorphic marker rs1478604 of the THBS1 gene was shown to be associated with the risk 
of PSS (p = 0.001). The GG genotype of the rs1478604 marker was associated with severity of dry keratoconjunctivitis (p = 0.02) and 
with changes in the pathway and structure of corneal nerve fibres. At the same time, the GG genotype of the rs2228262 marker was 
associated only with severity of dry keratoconjunctivitis (p = 0.03). These data were obtained for the first time.
Conclusion. Development and implementation of methods for analysis of polymorphic variants of the genes used for diagnos-
ing dry keratoconjunctivitis in rheumatoid arthritis and Sjögren’s primary syndrome will help detecting possible development of 
dry keratoconjunctivitis and/or its progression in patients with autoimmune diseases or people at risk.
Keywords: dry keratoconjunctivitis; primary Sjogren’s syndrome; rheumatoid arthritis; THBS1, GTF2I, STAT4, PTPN22 genes.
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введение

Сухой кератоконъюнктивит (СКК) – многофак-
торное заболевание глазной поверхности, характери-
зующееся изменениями гомеостаза глазной поверх-
ности и сопровождающееся симптомами, этиология 
которых связана с дестабилизацией слезной пленки, 
гиперосмолярностью, воспалением, поражением 
структур глазной поверхности и нейросенсорными 
нарушениями [1]. Распространенность данной пато-
логии достигает 30-40% среди офтальмологических 
больных. СКК, ассоциированный с системными ау-
тоиммунными заболеваниями (АИЗ) характеризуется 
наиболее тяжелым клиническим течением, нередко 
осложняющимся развитием язвы роговицы [2]. Сре-
ди АИЗ по частоте встречаемости ревматоидный ар-
трит (РА) и первичный синдром Шегрена (ПСШ) за-
нимают одно из первых мест. Эпидемиологические 
исследования показали, что на долю РА приходится 
10% от общего числа ревматических болезней [3]. Рас-
пространенность ПСШ по различным регионам мира 
в общей популяции составляет 0,1-1,4%. По данным 
отечественных исследователей – 0,1-0,8% в общей 
популяции и 2,7-4,8% у лиц старше 50 лет [2]. Одним 
из офтальмологических проявлений РА и экспертным 
признаком для ПСШ является СКК, который конста-
тируют у 80-90% пациентов с ПСШ и 25-30% больных 
с РА [4], причем в последнем случае, наличие СКК мо-
жет определять степень активности РА [5]. Особенно-
стью течения СКК при РА является быстрый переход 
от легкой степени к тяжёлой с формированием ослож-
нений, вплоть до развития перфорации роговицы [6]. 

В ходе исследований, основанных на полногеномном 
секвенировании (genome-wide association studies, GWAS) 

была показана роль генетических вариантов генов в раз-
витии ПСШ и РА, в том числе и для генов THBS1, GTF2I, 
STAT4, PTPN22 [7, 8]. Однако их роль в развитии СКК не 
изучена. В связи с этим одним из значимых направлений 
исследований является выявление полиморфных марке-
ров данных генов, которые могут быть ассоциированы с 
развитием СКК на фоне РА и ПСШ. 

Целью настоящего исследования было изучение 
взаимосвязи аллельных вариантов генов THBS1, GT-
F2I, STAT4, PTPN22 с клинико-морфологическими из-
менениями сухого кератоконъюнктивита при ревмато-
идном артрите и синдроме Шегрена.

материалы и методы исследования

Исследование проводили с соблюдением принци-
пов добровольности и конфиденциальности в соот-
ветствии с «Основами законодательства РФ об охране 
здоровья граждан» (Указ Президента РФ от 24.12.93 № 
2288). Исследование было проведено в 2017 − 2020 гг. 
на клинической базе ФГБНУ «Научно-исследователь-
ский институт глазных болезней». 

В исследование было включено 154 пациента  
(1 мужчина, 153 женщины) в возрасте от 35 до 72 лет 
(средний возраст 53,5 лет), которым был подтверждён 
диагноз РА (n = 79) и ПСШ (n = 75). Группа контро-
ля состояла из 100 здоровых добровольцев без АИЗ и 
отягощенной наследственности. Все группы были ста-
тистически сопоставимы по полу и возрасту пациен-
тов. Перед исследованием было получено доброволь-
ное информированное согласие каждого пациента.  
В работе с пациентами соблюдались этические прин-
ципы, предъявляемые Хельсинкской декларацией 
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Всемирной медицинской ассоциации (World Medical 
Association Declaration of Helsinki). 

Всем пациентам было выполнено стандартное оф-
тальмологическое обследование (визометрия, реф-
рактокератометрия, тонометрия, периметрия, биоми-
кроскопия, офтальмоскопия). Дополнительное обсле-
дование включало: тест Ширмера I, II пробу Норна, 
тесты с витальными красителями, лазерную конфо-
кальную томографию роговицы, импрессионно-цито-
логическое исследование конъюнктивы. 

Для более детального изучения морфологическо-
го состояния роговицы и конъюнктивы использовали 
дополнительные методы исследования, включающие 

лазерную сканирующую конфокальную микроскопию 
роговицы (HRT) (рис. 1) и импрессионно-цитологиче-
ское исследование (рис. 2) по результатам которых все 
обследованные пациенты были разделены на 2 основ-
ные группы и 4 подгруппы:

– 1 группа – 75 пациентов с установленным диа-
гнозом ПСШ:

– 1а – 40 пациентов с признаками СКК;
– 1б – 35 пациентов без признаков СКК;

– 2 группа – 79 пациентов с установленным диа-
гнозом РА:

– 2а – 37 пациентов с признаками СКК;
– 2б – 42 пациента без признаков СКК.

Рис. 1. Сканограммы HRT. А – пациента с СКК на фоне ПСШ. Ход и структура нервных волокон роговицы (НВР) нарушены, НВР разнонаправ-
ленно ориентированы, «четкообразные», истончены. На периферии отмечена выраженная извитость, снижение количества. Б – пациента 
с ПСШ без признаков СКК. НВР относительно однонаправлены, вытянуты, четкие, хорошо контрастируют на тёмном фоне. Количество НВР 
не изменено. В – пациента с СКК на фоне РА. НВР извиты, разнонаправлены, «чёткообразной» формы, незначительно истончены. Количе-
ство НВР уменьшено. Г – пациента с РА без признаков СКК. НВР извиты, разнонаправлены, местами «чёткообразные», смыкаются друг с 
другом, образуя замкнутые овальные фигуры. Количество НВР не изменено.
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Рис. 2. Импрессионно-цитологического исследования конъюнктивы (окраска по Романовскому-Гимзе, ув. × 400). А – пациента с СКК на 
фоне ПСШ (клеточный полиморфизм, нечеткие контуры ядра, межклеточные границы, зерна кератогиалина в цитоплазме ряда эпители-
оцитов, микровезикуляция цитоплазмы, «прообраз бокаловидных клеток»); Б – пациента с ПСШ без признаков СКК (расширенные меж-
клеточные пространства, гомогенезированная цитоплазма с микровезикуляцией, лейкоцитарная инфильтрация средней степени). В – па-
циента с СКК на фоне РА. Клеточный поли- и плеоморфизм, бесклеточные участки, нечеткие границы ядер, гомогенезированная отечная 
цитоплазма, повышенная десквамация эпителиоцитов. Практически полное отсутствие бокаловидных клеток. Г – пациента с РА без при-
знаков СКК. Клеточный полиморфизм, расширенные межклеточные границы с нечеткими контурами ядер. Снижение и неравномерное 
распределение бокаловидных клеток, часто в редуцированном состоянии.
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Для поиска и анализа изменений в исследуемых 
генах был использован метод анализа кривых плав-
ления. При работе использовали набор qPCRmix-HS 
SYBR, предназначенный для ПЦР в реальном време-
ни с интеркалирующим красителем SYBR Green I, в 
соответствии с протоколом производителя (Евроген, 
Россия). Последовательности олигонуклеотидных 
праймеров и условия проведения ПЦР приведены в 
табл. 1. 

Амплификацию проводили в системе Bio-Rad CFX96 
Real-Time PCR Detection System (США) согласно про-
токолу амплификации для использованного набора и 
программным настройкам Bio-Rad CFX96 Real-Time 

PCR Detection System. Плавление продуктов амплифи-
кации выполняли в диапазоне 55-95°C с увеличением 
температуры на 0,5°С каждые 10 с (рис. 3) [9]. Обработку 
полученных данных осуществляли в программной среде 
Precision Melt Analysis Software (Bio-Rad). 

Статистическую обработку результатов прово-
дили, применяя закон генетического равновесия 
Харди-Вайнберга для аутосомных признаков. Ком-
плексная оценка связей между контрольной и ис-
следуемыми группами заключалась в использовании 
логистической регрессии, определения отношения 
шансов (OR) с 95% доверительным интервалом (CI) с 
уровнем значимости, равным 0,05. Результаты функ-

Таблица 1
Характеристика праймеров, условий и продуктов ПЦР

Ген SNP Последовательность олигонуклеотидов Тотж, °С Продукт ПЦР, п.н.

THBS1
rs2228262 F: TACGCTGGCAATGGCATCATCT

R: GCACACAAAGGACCTGGCTCTACCT 60,0 125

rs1478604 F: GAGGAATCCCCAGGAATGCGAG
R: CTGTGCGTCCGGAGTAGAGGTTG 60,0 136

STAT4
rs7574865 F: CGTAAATGTCAGCAGTCATCAGAGAAT

R: GGAAAATTACATGAGTGTGTATGCAGT 59,3 343

rs7582694 F: GAGAGAGGAGTCTATAGCTGTAAAGAC
R: TGTACCACTACCCTCCTTTGTAGCCT 58,0 309

PTPN22
rs2476601 F: AACTTTACTGATAATGTTGCTTCAACGG

R: CTGTACTCACCAGCTTCCTCAACCAC 59,3 231

rs33996649 F: TATTACCCCATGTTAGAAGAGCAGATGC
R: GATGGAGCAAGACTCAGACACATGTTC 60,0 240

GTF2I rs117026326 F: AGTTTCCTGTGTCCCCTTGTTATTCATT
R: ATCTACTACTGATACGTGCAACGCTGTG 59,1 217

Рис. 3. Результат анализа мутации полиморфного маркера rs7574865 гена STAT4 с использованием кривых плавления. А – кривые нако-
пления полиморфного маркера rs7574865 гена STAT4 в реальном времени. Б – температурные кривые плавления продукта амплификации 
полиморфного маркера rs7574865 гена STAT4. GG – контроль нижней гомозиготы (норма); GТ – контроль гетерозиготы; ТТ – контроль 
верхней гомозиготы (мутант).

А Б
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циональных проб и данные генотипирования сопо-
ставляли с показателями импрессионно-цитологи-
ческого исследования. Для статистического анализа 
использовали систему Statistica 6.1 RUS, GraphPad 
Prism 5.0 (GraphPad Software, Сан-Диего, Калифор-
ния, США).

Результаты исследования и обсуждение

С помощью метода анализа кривых плавления 
ДНК был проведен анализ частот встречаемости алле-
лей и генотипов полиморфных маркеров генов THBS1, 
STAT4, PTPN22, GTF2I в группе пациентов с ПСШ 
(75 пациентов), РА (79 пациентов) и группе контроля 
(n = 100).

При анализе распределения частот генотипов поли-
морфного маркера rs117026326 гена GTF2I не было вы-
явлено ассоциации предрасполагающего генотипа ТТ с 
риском развития СКК, первичного синдрома Шегрена 
и ревматоидного артрита (p > 0,05). Также при анализе 
распределения частот генотипов полиморфных мар-
керов rs2476601 и rs33996649 гена PTPN22, маркеров 
rs7574865 и rs7582694 гена STAT4 и rs1478604, rs2228262 
гена THBS1 у пациентов с РА и контрольной группы не 
было найдено статистически значимых различий, а так-
же ассоциаций с риском развития РА и СКК (p > 0,05).

В то же время при анализе данных полиморфных 
маркеров в группе пациентов с первичным синдромом 
Шегрена (n = 75) и контрольной группе (n = 100) были 
выявлены статистически значимые ассоциации пред-
располагающих генотипов с риском развития ПСШ 
(табл. 2).

При анализе распределения частот генотипов по-
лиморфного маркера rs2228262 гена THBS1 выявлена 
тенденция к ассоциации предрасполагающего гено-
типа GG с риском развития СКК при ПСШ (χ2 = 5,47; 
OR = 5,81, CI95% = (1.58 – 48.17), p = 0,06). Данный 
результат может быть связан с недостаточной мощно-
стью исследования.

Следует отметить, что, хотя исследованные поли-
морфные маркеры являются достаточно хорошо изу-
ченными при различных аутоиммунных заболеваниях, 
таких как системная красная волчанка [10], ревмато-
идный артрит [11, 12], сахарный диабет 1 типа [13], 
болезнь Крона [14], и рассматриваются как факторы 
повышенного риска развития этих заболеваний, для 
первичного синдрома Шегрена такие данные получе-
ны впервые.

Из литературных источников известно, что при 
сухом кератоконъюнктивите поражаются нервы суб-
базального нервного сплетения роговицы, что выяв-
ляют при проведении лазерной конфокальной микро-

Таблица 2 
Распределение частот исследованных полиморфных маркеров

Генотипы

Частоты

χ2 P

OR

Пациенты  
с ПСШ
n = 75

Контроль
n = 100 знач. 95% CI

rs1478604 гена THBS1

AA 0,320 0,430
13,27 0,001

0,50 0,33 – 0,78
AG 0,360 0,470 0,50 0,42 – 0,87
GG 0,320 0,100 1,99 1,29 – 3,06

rs7582694 гена STAT4

СС 0,373 0,710
21,20 0,00002

0,31 0,19–0,50
СG 0,467 0,250 1,23 0,79–1,91
GG 0,160 0,040 3,28 2,00–5,39

rs2476601 гена PTPN22

GG 0,547 0,690
10,63 0,0049

0,47 0,28–0,80
АG 0,333 0,300 0,85 0,55–1,31
АА 0,120 0,010 2,11 1,26–3,54

rs33996649 гена PTPN22

СС 0,627 0,800
10,69 0,0048

0,37 0,21–0,67
СТ 0,267 0,190 0,96 0,62–1,47
ТТ 0,106 0,010 2,69 1,50–4,84

Примечания: n – объем выборки, χ2 - значение хи-квадрат, p – значение достоверности, OR (odds ratio) – отношение шансов, 95% CI – 95% 
доверительный интервал (Confidence Interval).
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скопии. Имеются сведения о роли гена THBS1 в раз-
витии/восстановлении нервов роговицы [15]. 

Для поиска возможных корреляций между степе-
нью повреждения нервных волокон роговицы, тяже-
стью СКК и исследованными маркерами у пациентов с 
ПСШ (n = 75) проводили анализ распределения частот 
генотипов у пациентов, которым проводили лазерную 
конфокальную микроскопию роговицы с определе-
нием коэффициента анизотропии направленности 
(KΔL) и симметричности направленности (Ksym) нерв-
ных волокон. В табл. 3 представлены результаты про-
ведения корреляционного анализа между состоянием 
НВР и генотипами полиморфных маркеров rs1478604 
и rs2228262 гена THBS1 в группе пациентов с ПСШ. 

Нами установлена достоверная (р < 0,05) взаимос-
вязь между:

– полиморфными маркерами rs1478604, rs2228262 
гена THBS1 и коэффициентами анизотропии направ-
ленности (KΔL варьировал от 2,61 до 3,19) и симметрич-
ности направленности (Ksym 0,86– 0,94);

– предрасполагающим генотипом GG маркера 
rs1478604 и степенью тяжести СКК (p = 0,02), а также 
изменением хода и структуры НВР;

– предрасполагающим генотипом GG маркера 
rs2228262 и степенью тяжести СКК (p = 0,03) и изме-
нением хода и структуры НВР.

Эти данные получены впервые. 

заключение

Комплексная диагностика офтальмологических 
проявлений АИЗ основана на анализе соответствую-
щих жалоб пациента, анамнестических данных, сово-
купности результатов клинико-функционального, ин-
струментального и морфологического обследования. 
Исследования дополняют друг друга и позволяют по-
лучить наиболее полную картину изменений глазной 
поверхности. Важными и информативными методами 
исследования роговицы и конъюнктивы принято счи-
тать лазерную сканирующую конфокальную микро-
скопию и импрессионно-цитологическое исследова-
ние конъюнктивы. Однако выявленные изменения 
глазной поверхности при СКК не специфичны. 

Полиморфные варианты генов не являются не-
посредственной и обязательной причиной развития 
патологического процесса, но могут обуславливать 
больший или меньший риск его возникновения под 
воздействием различных внешних факторов. Выявле-
ние взаимосвязи молекулярно-генетических аспектов 
(полиморфных маркеров генов THBS1, GTF2I, STAT4, 
PTPN22) важно для прогнозирования развития СКК, 
который в свою очередь, является одним из главных 
критериев постановки диагноза первичного синдрома 
Шегрена. 

В данной работе была предпринята попытка выя-
вить молекулярно-генетические особенности разви-
тия СКК при ПСШ и РА, которые могут дополнить 
диагностический алгоритм обследования пациентов, 
особенно в случае отсутствия клинико-функциональ-
ных нарушений. Способ определения полиморфных 
маркеров генов THBS1, STAT4, PTPN22, основанный 
на методе анализа кривых плавления ДНК позволяет 
прогнозировать развитие СКК у больных с ПСШ при 
отсутствии офтальмологических проявлений. 
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