
Державна установа «Інститут ендокринології та обміну речовин 
ім. В.П. Комісаренка НАМН України»

State Institution «V.P. Komissarenko Institute of Endocrinology and Metabolism  
of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine»

© ДУ «Інститут ендокринології та обміну речовин ім. В.П. Комісаренка НАМН України», 2017
© Видавничий дім Медкнига, 2017

Науково-практичний медичний журнал
Scientific medical journal

Заснований у квітні 1996 р.
Founded in April 1996

Виходить 4 рази на рік

Київ
Kyiv

ENDOKRYNOLOGIA

2017

ТОМ 22, № 4
VOLUME 22, No. 4

Загальнодержавна реферативна база даних «Україніка наукова» 	 УРЖ «Джерело»



ENDOKRYNOLOGIА

2017

Том 22, № 4
Volume 22, No. 4

Засновник: Державна установа «Інститут ендокринології та обміну речовин ім. В.П. Комісаренка НАМН України»
State Institution «V.P. Komissarenko Institute of Endocrinology and Metabolism of the National Academy 
of Medical Sciences of Ukraine»
Свідоцтво про державну реєстрацію КВ № 14099-3070 ПР від 17.06.2008
Наказом МОН України від 07.10.2015 р. № 1021 журнал внесено до 
Переліку наукових фахових видань України (медичні та біологічні науки)

РЕДАКЦІЙНА КОЛЕГІЯ:

ТРОНЬКО М.Д. 	 [ головний редактор ]
КВАЧЕНЮК А.М., СОКОЛОВА Л.К.	 [ заступники головного редактора з клінічної ендокринології ] 
МИКОША О.С. 	 [ заступник головного редактора з експериментальної ендокринології ]
ГИРЯВЕНКО О.Я. 	 [ відповідальний секретар ]
Богданова Т.І., Боднар П.М. , Большова О.В., Гульчій М.В., Зубкова С.Т., Караченцев Ю.І., 
Коваленко А.Є., Ковзун О.І., Корпачев В.В., Кравченко В.І., Лучицький Є.В., Маньковський Б.М., 
Науменко В.Г., Орленко В.Л., Полторак В.В., Пушкарьов В.М., Резніков О.Г.

РЕДАКЦІЙНА РАДА:
Боцюрко В.І. (Івано-Франківськ), Вендзилович Ю.М. (Львів), Власенко М.В. (Вінниця), Войнілович В.О. (Чернігів), 
Кирилюк М.Л. (Київ), Ларін О.С. (Київ), Мельниченко Г.О. (Російська Федерація), Спринчук Н.А. (Київ), Ткач С.М. (Київ),  
Томас Дж. (Велика Британія), Хатч М. (США), Шестакова М.В. (Російська Федерація), Ямашіта С. (Японія)

АДРЕСА РЕДАКЦІЇ:

ДУ «Інститут ендокринології та обміну речовин ім. В.П. Комісаренка НАМН України»,
вул. Вишгородська, 69, м. Київ, 04114, Україна
тел.: (044) 430-36-94, факс: (044) 428-19-96
Е-mail: iem_admi@bigmir.net

Повнотекстову версію журналу представлено на сайті http://www.endokrynologia.kiev.ua
Електронні копії опублікованих статей передаються до Національної бібліотеки
ім. В.В. Вернадського для вільного доступу в режимі on-line

Затверджено вченою радою ДУ «Інститут ендокринології та обміну речовин  
ім. В.П. Комісаренка НАМН України» от 19.09.2017 (протокол № 11)

Редакція не завжди поділяє думки авторів статей. Відповідальність за достовірність, добір та викладення фактів у статтях несуть автори.  
Правову відповідальність за розміщення, зміст, достовірність та графічне відтворення рекламно-інформаційних матеріалів про лікарські засоби чи пристрої 
несе виробник, дистриб’ютор або інша структура, яка надала відповідні матеріали. 
Передрук та інше відтворення в будь-якій формі в цілому або частково статей, ілюстрацій та інших матеріалів дозволено тільки згідно з попередньою 
письмовою згодою редакції та з обов’язковим посиланням на джерело. Усі права захищено.

Видавець: Видавничий дім Медкнига, www.medkniga.kiev.ua
Свідоцтво про внесення суб’єкта видавничої справи в державний реєстр видавців видавничої продукції ДК №3066 від 20.12.2007

Керівник проекту — О.П. Влас, тел. (066) 785-11-56
Відділ маркетингу — Т.Г. Овчаренко (066) 753-81-78, (067)-847-85-05
Адреса: вул. Вишгородська, 12, м. Київ, 04074, Україна
Тел./факс: (044) 485-15-86

Підписано до друку 24.11.2017. Наклад 4000 прим.

Обсяг до 12 ум. др. арк., 24 обл.-вид. арк.

© ДУ «Інститут ендокринології та обміну речовин ім. В.П. Комісаренка НАМН України», 2017
© Видавничий дім Медкнига, 2017

ISSN 1680-1466’  ЕНДОКРИНОЛОГІЯ’ 2017, ТОМ 22, № 4

302



* Адреса для листування (Correspondence): Буковинський державний медичний 
університет, Театральна площа, 2, м. Чернівці, 58002, Україна.  
Е-mail: zdovado@ukr.net

© М.І. Шеремет, Л.П. Сидорчук, В.О. Шідловський, А.Д. Беденюк, Г.С. Курочкін, 
А.В. Левицький

Асоціація поліморфізму генів 
BCL-2 (rs17759659), CTLA-4 
(rs231775), APO-1/Fas 
(rs2234767) з активністю 
проліферації й апоптозу 
в тиреоїдній тканині хворих 
із вузловими формами зоба
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Резюме. Мета — порівняльний аналіз процесів апоптозу та проліферативної активності у вузловій і псевдо-
вузловій тканині щитоподібної залози (ЩЗ) у хворих на вузловий зоб на тлі автоімунного тиреоїдиту (ВЗАІТ) 
та аденому щитоподібної залози (АЩЗ) та в морфологічно незміненій тканині шляхом дослідження експресії/
щільності маркерів Fas/FasL, Bcl‑2, p53 і Ki‑67 на тиреоцитах і підрахунку кількості імунореактивних клітин, які 
експресують зазначені маркери, що регулюють апоптоз і  проліферацію за ВЗАІТ та АЩЗ, із використанням 
імуногістохімічного методу, з урахуванням поліморфізму генів BCL‑2 (rs17759659), CTLA‑4 (rs231775) і APO‑1/
Fas (rs2234767).
Встановлено, що у хворих на ВЗАІТ та АЩЗ активуються декілька ланок механізму апоптозу тиреоцитів із пере-
вагою Fas-індукованої, що асоціюється з геном BCL‑2 (rs17759659) і майже в 6 разів слабше з промотором гена 
CTLA‑4 (rs231775), через виражену експресію Fas і FasL на поверхні клітин вузлової та псевдовузлової тканини 
ЩЗ (частіше в носіїв GG-генотипу гена BCL‑2 — на 18,54% і 36,18% відповідно), що свідчить про ініціацію зо-
внішнього шляху апоптозу через каспазний механізм (ефекторну каспазу 8).
Ключові слова: вузловий зоб, автоімунний тиреоїдит, аденома щитоподібної залози, поліморфізм APO‑1/Fas, 
CTLA‑4 і BCL‑2 генів.
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Вступ
Захворюваність на автоімунний тиреоїдит 

(АІТ) із кожним роком зростає, наступни-
ми роками очікується збереження цієї тенден-
ції [1-5]. Дедалі частіше після операцій на ЩЗ 
із приводу вузлів діагностується ВЗАІТ [6-9]. 
Водночас зростає число не цілком обґрунтова-
них операцій на залозі, причиною яких є псев-
довузли або підозра на злоякісну трансформа-
цію тканини. Все це пов’язано з  труднощами 
діагностики самого АІТ і вузлів на його тлі на 
передопераційному етапі. Супутній АІТ зна-
чно ускладнює діагностику вузлового зоба.

Одним із механізмів пухлинної трансформа-
ції та прогресії є порушення регуляції клітинно-
го циклу з пригніченням апоптозу та активацією 
проліферації. Перспективним внутрішньоклі-
тинним маркером проліферації є білок Кі‑67, 
антитіла до якого розпізнають ДНК-зв’язаний 
ядерний протеїн, наявний в  ядрах клітин на 
стадіях клітинного циклу, за винятком G0 і по-
чаткової стадії G1. Після виходу клітин із міто-
тичного циклу антиген не виявляється [3, 7-9]. 
Діагностично значущим онкомаркером є білок 
р53, що експресується в  усіх клітинах організ-
му, активується після ушкоджень генетичного 
апарату, а також унаслідок стимулів, які можуть 
призвести до подібних пошкоджень, або є сиг-
налом несприятливого стану клітини (стресу). 
Результатом його активації є зупинка клітин-
ного циклу та реплікації ДНК, а  за надмірного 
стресового сигналу — запуск апоптозу. Функція 
антиапоптичного білка р53 полягає у  видален-
ні з  пулу потенційно онкогенних клітин. Май-
же в  50% випадків злоякісних пухлин людини, 
в тому числі й ЩЗ, діагностують втрату функції 
білка р53 [10, 11-13, 17].

Загибель клітин опосередковується також 
взаємодією поверхневих клітинних рецепторів 
Fas/FasL або CD95L (трансмембранний проте-
їн ІІ типу, що належить до сімейства чинників 
некрозу пухлин (TNF), який експресується на 
цитотоксичних Т-лімфоцитах) й активується 
через каспазний механізм запуску апоптозу. 
Це є важлива ланка патологічного процесу для 
підтримки гомеостазу клітин імунної системи 
та захисних сил організму. Апоптоз через сис-
тему Fas/FasL є також важливим шляхом зни-
щення цитотоксичних Т-клітин [14-17].

Окрім того, дослідженнями останніх років 
доведено, що мутації, надто регуляторних ге-
нів, спричиняють розвиток тиреопатій, у тому 
числі АІТ  [18, 19]. Важливу роль у  розвитку 
АІТ відіграє поліморфізм генів інгібіторів 
активації Т-лімфоцитів СТLA‑4 (сytotoxic 
T-lymphocyte-associated-protein 4) і  PTPN22 
(рrotein tyrosine phosphatase, non-receptor 
type  22). Ген CTLA4 розглядається як один із 
найбільш імовірних генів-кандидатів, асоційо-
ваних з автоімунними захворюваннями ЩЗ [9, 
16, 22, 23]. CTLA‑4, також відомий як CD152, — 
член суперсімейства імуноглобулінів, експре-
сується на активованих Т-лімфоцитах і  є ко-
стимулюючою молекулою. CTLA4, подібно 
CD28, зв’язується з CD80 і CD86 на антиген-
презентуючих клітинах і діє як негативний ре-
гулятор T-клітинної активації. За даними низ-
ки авторів, поліморфні варіанти генів CTLA‑4 
і РТPN‑22 є маркерами генетичної схильності 
до АІТ [20-24].

Описано поліморфізм інших генів, які впли-
вають на функцію ЩЗ: ген регулятора апоп-
тозу BCL‑2 (B-cell lymphoma 2) (rs17759659), 
APO‑1/Fas (apoptosis antigen 1  / cluster of 
differentiation 95 (CD95) (rs2234767)), локу-
си, асоційовані з  АІТ, наявні на хромосомах 
2 (2q33), 6 (6p21), 8 (8q24), 12 (12q22) і  13 
(13q32), тощо [25-29].

Натомість оцінка маркерів, які регулюють 
апоптоз (білок р53, Bcl‑2, Fas-система), мар-
керів проліферації (білок Ki‑67), а  також їх 
зв’язок із поліморфізмом генів, що асоціюють-
ся з апоптозом, роль у цьому процесі автоімун-
них реакцій є недостатньо вивченими та вима-
гають подальших досліджень.

Мета дослідження — вивчення показників 
апоптозу та проліферації (експресія/щіль-
ність) маркерів Fas/FasL, Bcl‑2, p53 і Ki‑67 на 
клітинах у  ділянках лімфоїдної інфільтрації 
та деструкції тиреоцитів, а  також у  морфо-
логічно незмінених ділянках тканини ЩЗ 
(контроль), і  підрахунок кількості імуноре-
активних клітин, які експресують зазначені 
маркери, що регулюють апоптоз і  проліфе-
рацію за АІТ та АЩЗ, із використанням іму-
ногістохімічного методу, з урахуванням полі-
морфізму генів BCL‑2 (rs17759659), CTLA‑4 
(rs231775) і APO‑1/Fas (rs2234767).
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Матеріали та методи

Упродовж 2013-2016  рр. на базі Черні-
вецької обласної клінічної лікарні обстеже-
но 125  жінок із хірургічною патологією ЩЗ, 
в  95  з  яких дігностовано ВЗАІТ. Вік пацієн-
тів коливався від 23 до 72 років. Діагноз було 
встановлено клінічно, лабораторно (АТПО  — 
60-250 ОД/мл; АТТГ — 60-500 ОД/мл; ТТГ — 
4-10 мОД/л) за допомогою імуноферментного 
аналізу; за допомогою УЗД ЩЗ (форма, роз-
міри, ехощільність, наявність об’ємних утво-
рень) і  підтверджено морфологічно після хі-
рургічного лікування.

Серед пацієнтів виділено групу з 30 жінок, 
у яких за даними УЗД, тонкоголкової аспіра-
ційної пункційної біопсії (ТАПБ) і  гістоло-
гічного дослідження після операції було діа-
гностовано аденому ЩЗ. Цю групу виділено 
через значне поширення цієї патології серед 
вузлових форм зоба. У даній групі проводили 
дослідження паренхіми, неураженої вузлом, 
морфологічно незміненої, контрлатеральної 
частки ЩЗ. Ці показники були контролем.

Усім хворим виконано оперативне втру-
чання за загальноприйнятими показаннями. 
Обсяг операції  — від гемітиреоїдектомії до 
тиреоїдектомії. Після проведеного втручання 
тканину ЩЗ забирали для імуногістохіміч-
ного дослідження не пізніше ніж за 30 хв по 
операції. У хворих на АЩЗ окремо брали для 
дослідження незмінену тканину протилежної 
частки ЩЗ та аденоматозну тканину. У  хво-
рих на ВЗАІТ забирали уражену вузлову тка-
нину. Шматочки тканини масою 100-300  мг 
доправляли на льоду в  лабораторію й одразу 
розрізали на 4-6 частин масою в середньому по 
50-70 мг кожен, закривали в спеціальний плас-
тиковий контейнер і зберігали за температури 
–70 °C до виконання основних досліджень.

Заморожені фрагменти тканини переміща-
ли на предметне скло, роздрібнювали скаль-
пелем на маленькі шматочки у  фосфатно-со-
льовому буфері (ФСБ), збирали в  пластико-
ву пробірку об’ємом 5-10  мл, додаючи 1-2  мл 
ФСБ, що містив 0,25% розчин трипсину та 
ЕДТА 1 ммоль. Інкубували 2 години за темпе-
ратури 37  °C у  режимі постійного перемішу-
вання. Струшували на гомогенізаторі фірми 
Vortex і переливали рідину в конічну пробірку 
через нейлонові фільтри Filcons діаметром 35-

50 мкм фірми Partec (Німеччина). Відмивали 
суспензію 2  рази у  ФСБ і  за допомогою цен-
трифугування ресуспендували осад, додаючи 
або видаляючи необхідну кількість ФСБ до 
кінцевої концентрації 1-2×106 клітин у  літрі. 
Кінцеву концентрацію визначали на апара-
ті MICROS60-ot фірми АВХ DIAGNOSTICS 
(Франція), який дозволяє розрахувати загаль-
ну кількість клітин за їх розмірами. З отрима-
ної гетерогенної суспензії готували цитоло-
гічний препарат, який досліджували з  метою 
підтвердження виданих раніше гістологічних 
висновків про належність препарату певним 
нозологіям.

В імуногістохімічних реакціях викорис-
товували моноклональні антитіла до та-
ких антигенів: Mouse Human Ki‑67 FITC 
Clone MIB‑1; Anti-p53 Protein Monoclonal 
Antibody, FITC Conjugated, Clone DO‑7; 
Mouse Anti-Human Apoptosis Regulator Bcl‑2 
(BCL2) Monoclonal, Unconjugated, Clone 
124 antibody; Mouse Anti-Human CD95 
Monoclonal Antibody, Unconjugated, Clone 
FAS18; Mouse Anti-Human CD95L Monoclonal 
Antibody, Unconjugated, Clone NOK‑1 фірми 
Dako Denmark A/S (Данія).

Щільність експресії мембранних/внутріш-
ньоклітинних рецепторів оцінювали в  умов-
них одиницях (у.о.) за середньою інтенсив-
ністю флуоресценції (MFI), пропорційною 
номеру каналу, виміряного в логарифмічному 
режимі.

Для підрахунку клітин оцінювали показни-
ки проліферації та апоптозу в ділянках дослі-
дження, використовуючи гейтування (рис.), 
коли визначається вікно, куди потрапляють 
клітини розміром до 25 мкн.

Рис. Гістограма зони дослідження гетерогенної суспензії 
тканини ЩЗ з обмеженою зоною гейтування (А).
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Визначали кількість клітин та їх щільність 
із маркерами, розподіленими на поверхні клі-
тин, Fas, FasL і  внутрішньоклітинних марке-
рів проліферації Кi‑67 та апоптозу Bcl‑2, p53. 
Фенотипування проводили на проточному 
цитофлуориметрі FACS Calibur фірми BD 
Biosciences (США) з підрахунком 100 000 клі-
тин у зразку і розрахунком відносної кількості 
клітин, а також показника щільності експресії 
рецепторів на клітинах або групі клітин. Циф-
рові дані (гістограми) у вигляді файлів (LMD) 
аналізували спеціальною аналітичною програ-
мою CXP ver.2.2.

Генетичні дослідження виконували в лабо-
раторії генетики на базі Державного універси-
тету медицини та фармації ім. М. Тестеміцану 
(Республіка Молдова).

Для проведення генетичних досліджень 
в  усіх пацієнтів і  донорів (n=25) забирали 
по 1  мл цільної венозної крові, дотримуючи 
всіх правил біоетики. Венозну кров зберігали 
в пробірках із К2-EDTA.

Виділення ДНК проводили набором реак
тивів Thermo Scientific GeneJET Genomic 
DNA Purification kit (#K0721, Thermo Fisher 
Scientific) згідно з  інструкцією, з  інкубацією 
з  протеїназою К  упродовж ночі для цілкови-
того лізису клітин. Очищену ДНК розбавляли 
в  Elution Buffer і  проводили на спектрофото-
метрі Nanodrop2000C. Лише проби з  концен-
трацією не нижче від 15  нг/мкл і  співвідно-
шенням A(260/280) між 1,7 і 2,0 використову-
вали для генотипування. Отримані екстракти 
розділяли на аліквоти, одну з  яких поміщали 
в холодильник (4 oC) до моменту використан-
ня, а  інші заморожували за –20 oC. Усі проби 
доводили до концентрації ДНК 2 нг/мкл.

Для генотипування вибраних точкових по-
ліморфізмів застосовували техніку TaqMan. Ви-
вчали поліморфізми, позначені референтним но-
мером SNP ID згідно з базою даних dbSNP. Для 
тестування кожного з  поліморфізмів викорис-
товували TaqMan® SN Genotyping Assays (40X) 
(4351379, Thermo Fisher Scientific) (табл. 1). 

Об’єм реакційної суміші становив 5  мкл: 
2,5  мкл реактиву TaqMan Genotyping 
MasterMix (20X) (4371355, Thermo Fisher 
Scientific), 0,25 мкл розчину зондів і 2,25 мкл 
розчину ДНК. Генотипування проводили на ін-
струменті Quant Studio 6 (Applied Biosystems, 
Thermo Fisher Scientific), 384-лунковий блок.

Ампліфікацію проводили за таких умов:
Активація 10 хв 95 oC
Денатурація 15 с 92 oC 40*/60**

циклівВідпал/елонгація 1 хв 60 oC

Примітка: * — для ампліфікації поліморфізмів, асоційованих 
із генами CTLA‑4 і Fas; ** — для ампліфікації поліморфізмів, 
асоційованих із генами Bcl‑2.

Для аналізу використовували програму 
QuantStudio™ Real-Time PCR (v.1.3).

Основну частину статистичного аналізу 
проведено з використанням програми Statistica 
7.0 (SPSS). Номінальні дані наведено у вигля-
ді кількісних і  відносних значень. Відповід-
ність розподілу генотипів рівновазі Харді  — 
Вайнберга перевіряли за допомогою Online 
Encyclopedia for Genetic Epidemiology Studies 
(http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.
shtml). Для порівняння розподілу генотипів 
у дослідній і контрольній групах застосовували 
χ2-критерій Пірсона. Вірогідність відмінностей 
середніх величин у  групах із різними геноти-
пами визначали за допомогою методики одно-
факторного дисперсійного аналізу (ANOVA). 
Вплив чинників на розвиток патології ЩЗ 
оцінювали за допомогою моделі бінарної логіс-
тичної регресії за величиною відносного ризи-
ку (RelR), відношенням ризиків (RR) і  відно-
шенням шансів (OR) із 95% довірчим інтерва-
лом [95% CI] з урахуванням критерію χ2 (df=1). 
Різницю вважали вірогідною за р<0,05.

Результати та їх обговорення

Кількість клітин і  щільність рецепторів із 
маркерами, розподіленими на поверхні клітин 
(Fas, FasL), і  внутрішньоклітинних маркерів 
проліферації (Кi‑67) та апоптозу (Bcl‑2, p53) 
з  урахуванням поліморфних варіантів гена 
Bcl‑2 (rs17759659) наведено в  табл.  2. Кіль-
кість імунореактивних клітин, які експресують 

Таблиця 1.  Нуклеотидна послідовність регіону, що включає 
аналізований поліморфізм

Референт-
ний номер 
SNP ID

Номер 
тесту
(Assay ID*)

Фрагмент регіону, що включає 
аналізований поліморфізм

rs231775
(CTLA4)

C__2415786 
_20

GCACAAGGCTCAGCTGAACCTGGCT[A/G]
CCAGGACCTGGCCCTGCACTCTCCT

rs17759659
(BCL2)

C__33628167 
_10

TCTTCTTACCAAAGATTCACAATAC[A/G]
GTGTTGATGGGAACGTGACCTAGTT

rs2234767
(FAS)

C__12123966 
_10

CAGAGTGTGTGCACAAGGCTGGCAC[A/G]
CCCAGGGTCTTCCTCATGGCACTAA

Примітка: згідно з даними сайту www.thermofisher.com [30-32].
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на поверхні трансмембранний білок Fas, була 
вірогідно більшою в  гомозиготних носіїв мі-
норної G-алелі гена BCL‑2, ніж у  носіїв осно-
вної А-алелі (АА- і  АG-генотипи) на 18,54% 
(рАА=0,043) і  36,18% (рАG=0,018). За рештою 
показників (кількість клітин із рецепторами до 
FasL і внутрішньоклітинних маркерів апоптозу 
p53, Bcl‑2 і  проліферації Кi‑67, а  також щіль-
ність цих маркерів як на поверхні, так і  все-
редині клітини) з  урахуванням поліморфізму 
гена BCL‑2 (rs17759659) не встановлено ві-
рогідної різниці з  контролем. За результатами 
порівняння з референтними значеннями конт
рольної групи загалом встановили у хворих на 
патологію ЩЗ вірогідно вищі показники кіль-
кості клітин із рецепторами до Fas, FasL, Bcl‑2 
і  Кi‑67 (р<0,055-0,001). Натомість щільність 
рецепторів Fas і  FasL на поверхні тиреоцитів, 
навпаки, була вірогідно нижчою, ніж у  контр-
олі (р<0,05), що не мало залежності від полі-
морфних варіантів гена BCL‑2. Показники про-
ліферації Кi‑67  та апоптозу через білки Bcl‑2 
і р53 у хворих на ВЗАІТ та АЩЗ із щільністю 
відповідних білків всередині клітини вірогідно 
перевищували такі в групі контролю (р<0,05).

Однофакторний дисперсійний аналіз під-
твердив асоціацію промотора гена BCL‑2 
(rs17759659) із кількістю клітин, що експре-
сують Bcl‑2 (F=7,25, p<0,001), р53 (F=10,58, 
p<0,001), Fas (F=25,33, p<0,001), FasL (F=7,18, 
p=0,001), Кi‑67 (F=3,60, p=0,03), щільністю 
рецепторів FasL (F=9,74, p<0,001) і  маркера 
проліферації білка Кi‑67 (F=13,20, p<0,001).

Щільність рецепторів і кількість імунореак
тивних клітин-маркерів апоптозу та проліфе-
рації в тканині ЩЗ з урахуванням поліморф-
них варіантів гена CTLA‑4 (rs231775) наведено 
в таблиці 2.

Щільність внутрішньоклітинного білка, 
що регулює процес проліферації, Кi‑67 ві-
рогідно переважала в  носіїв мінорної алелі G 
(AG-, GG-генотипи) гена CTLA‑4 над такою 
в носіїв АА-генотипу на 10% (р=0,033) і 11,5% 
(р=0,046) відповідно. За рештою маркерів ві-
рогідних відмінностей залежно від полімор-
фізму гена CTLA‑4 (rs231775) не встановлено. 
Кількість клітин із рецепторами до Fas, FasL 
і  Кi‑67, а  також щільність внутрішньоклітин-
них антиапоптичних білків (p53 і Bcl‑2) і про-
ліферації (Кi‑67) вірогідно переважали зна-
чення контрольної групи (р≤0,048-0,001).

Однофакторний дисперсійний аналіз під-
твердив асоціацію промотора гена CTLA‑4 
(rs231775) із кількістю клітин, що експресують 
р53 (F=8,35, p<0,001), Fas (F=4,23, p=0,017), 
FasL (F=5,61, p=0,005), Кi‑67 (F=3,72, 
p=0,027), і щільністю рецепторів Fas (F=17,17, 
p=0,001), антиапоптичних Bcl‑2 (F=3,09, 
p=0,049) і  р53 (F=18,18, p<0,001) і  маркера 
проліферації білка Кi‑67 (F=56,26, p<0,001)  
(табл. 3).

Таблиця 2.  Щільність рецепторів і кількість клітин-маркерів 
апоптозу та проліферації в тканині щитоподібної залози 
з урахуванням поліморфних варіантів гена BCL‑2 (rs17759659), 
M±m

Показник Контроль 
(морфо‑
логічно 
незмінена 
тканина 
ЩЗ), n=25

Генотипи за геном BCL‑2
АА
(n=10)

AG
(n=110)

GG
(n=5)

Кількість 
клітин Fas, 
%

0,79±0,04 23,28±2,30 
p<0,001

18,24±3,89 
p<0,001

28,58±0,55
p<0,001
рAA=0,043 
рAG=0,018

Щільність 
рецепторів 
Fas, у.о.

13,82±0,40 6,75±1,25 
p<0,001

7,38±1,12 
p<0,001

6,45±0,95 
p<0,001

Кількість 
клітин FasL, 
%

3,85±0,16 11,93±1,71 
p=0,003

10,57±1,34 
р=0,002

12,14±1,45 
p=0,002

Щільність 
рецепторів 
FasL, у.о.

11,13±0,85 7,57±0,96 
p=0,009

8,29±0,64 
p=0,009

7,34±0,39 
p=0,005

Загальна 
кількість 
клітин р53, 
%

64,14±1,89 67,79±1,27 59,47±7,0 68,02±1,52

Щільність 
білка р53, 
(загальна), 
у.о.

1,41±0,05 3,46±0,93 
p=0,035

3,86±0,58 
р=0,004

3,60±0,94 
p=0,028

Кількість 
клітин 
Кi‑67, %

1,16±0,05 4,26±0,53 
p=0,001

3,73±0,81 
p=0,001

4,46±1,40 
p=0,026

Щільність 
білка Кі‑67, 
у.о.

1,20±0,07 1,77±0,18 
p=0,006

2,11±0,22 
р=0,005

1,88±0,24 
p=0,012

Кількість 
клітин  
Вс1-2, %

73,05±1,35 80,66±2,99 
p=0,027

78,22±2,44 
p=0,055

81,23±3,47 
p=0,037

Щільність 
білка Вс1-2, 
у.о.

3,86±0,16 7,18±1,57 
p=0,043

6,62±1,07 
p=0,013

7,40±1,49 
p=0,026

Примітка: р — вірогідність різниці з контрольним показником; 
рАА — вірогідність різниці з показником носіїв АА-генотипу;  
рAG — вірогідність різниці з показником носіїв AG-генотипу.
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Показники щільності рецепторів і кількість 
клітин-маркерів апоптозу та проліферації в тка-
нині ЩЗ не мали прямої залежності від полі-
морфних варіантів гена APO‑1/Fas (rs2234767) 
(табл.  4). Кількість клітин із рецепторами до 
Fas, FasL і Кi‑67, а також щільність внутрішньо-
клітинних антиапоптичних білків (p53 і Bcl‑2) 
і проліферації (Кi‑67) вірогідно перевищували 
показники групи контролю (р≤0,019-0,001).

Однофакторний дисперсійний аналіз під-
твердив асоціацію промотора гена APO‑1/Fas 
(rs2234767) із кількістю клітин, що експресу-
ють FasL (F=8,37, p=0,005), і щільністю рецеп-
торів Fas (F=115,28, p<0,001) і внутрішньоклі-
тинного протеїну р53 (F=10,62, p=0,001).

За частотою збільшення (помірна, висока) 
або зменшення кількості клітин і  щільності 
рецепторів, що експресують маркери апоптозу 
та проліферації, з урахуванням поліморфізму 
гена APO‑1/Fas (rs2234767) встановлено тен-
денції, аналогічні наведеним у  табл.  3, з різ-
ницею в частоті 3,08 і 3,60 раза (р<0,001), без 
вірогідних відмінностей за поліморфними ва-
ріантами гена Fas (rs2234767).

Аналіз маркерів апоптозу та проліфера-
ції як чинників ризику виникнення дослі-
джуваної патології ЩЗ засвідчив, що високе 
компенсаторне підвищення кількості клітин 
у  тканині, що експресують Fas, FasL і  Кi‑67, 
і  помірне  — клітин із Bcl‑2 на тлі значного 
зменшення щільності рецепторів на поверхні 
клітин із Fas і  FasL і  підвищення щільності 
всередині клітини антиапоптичного протеї-

Таблиця 3.  Щільність рецепторів та кількість клітин-маркерів 
апоптозу і проліферації в тканині щитоподібної залози 
з урахуванням поліморфних варіантів гена CTLA‑4 (rs231775), 
M±m

Показник Контроль 
(морфо‑
логічно 
незмінена 
тканина 
ЩЗ), n=25

Генотипи за геном CTLA‑4

АА
(n=59)

AG
(n=62)

GG
(n=4)

Кількість 
клітин Fas, %

0,79±0,04 18,62±4,20 
p<0,001

18,90±4,02 
p<0,05

12,81±1,25
p<0,001

Щільність 
рецепторів 
Fas, у.о.

13,82±0,40 7,48±1,32 
p=0,003

7,10±1,80 
p=0,007

10,12±1,05 
p=0,01

Кількість клі-
тин FasL, %

3,85±0,16 10,64±1,40 
p=0,003

10,81±1,26 
р=0,002

8,52±1,18 
p=0,006

Щільність 
рецепторів 
FasL, у.о.

11,13±0,85 8,20±0,61 
p=0,009

8,15±0,57 
p=0,004

8,19±0,47 
p=0,005

Загальна 
кількість клі-
тин р53, %

64,14±1,89 61,46±4,39 58,39±5,26 65,03±2,90

Щільність 
білка р53, 
(загальна), 
у.о.

1,41±0,05 3,71±0,41 
p=0,002

4,01±0,35 
р<0,05

3,03±0,56 
p=0,008

Кількість клі-
тин Кi‑67, %

1,16±0,05 3,71±0,62 
p=0,005

3,89±0,63 
p=0,004

3,09±0,77 
p=0,019

Щільність 
білка Кі‑67, 
у.о.

1,20±0,07 2,0±0,08 
p<0,001

2,20±0,11
р<0,05 
рAA=0,033

2,23±0,08 
р<0,001 
рAA=0,046

Кількість клі-
тин Вс1-2, %

73,05±1,35 78,49±3,24 78,40±2,36 77,21±4,82

Щільність 
білка Вс1-2, 
у.о.

3,86±0,16 6,61±0,60 
p=0,004

6,79±0,64 
p=0,003

6,08±1,0 
p=0,037

Примітка: р — вірогідність різниці з контрольним показником; 
рАА — вірогідність різниці з показником носіїв АА-генотипу;  
рAG — вірогідність різниці з показником носіїв AG-генотипу.

Таблиця 4.  Щільність рецепторів і кількість клітин-маркерів 
апоптозу і проліферації в тканині щитоподібної залози 
з урахуванням поліморфних варіантів гена APO‑1/Fas (rs2234767), 
M±m

Показник Контроль 
(морфологічно 
незмінена 
тканина ЩЗ), 
n=25

Генотипи за геном 
APO‑1/Fas
AG
(n=23)

GG
(n=102)

Кількість клітин 
Fas, %

0,79±0,04 17,70±4,35 
p<0,001

18,75±4,25
p<0,001

Щільність 
рецепторів Fas, 
у.о.

13,82±0,40 7,10±1,80 
р=0,007

10,12±1,05 
р=0,009

Кількість клітин 
FasL, %

3,85±0,16 7,95±1,17 
р=0,008

7,25±1,02 
p=0,009

Щільність 
рецепторів FasL, 
у.о.

11,13±0,85 10,30±1,42 10,73±1,33

Загальна 
кількість клітин 
р53, %

64,14±1,89 60,83±4,59 60,09±4,83

Щільність білка 
р53, (загальна), 
у.о.

1,41±0,05 3,58±0,41 
р=0,002

3,87±0,38 
p=0,001

Кількість клітин 
Кi‑67, %

1,16±0,05 3,72±0,66 
p=0,006

3,79±0,63 
p=0,004

Щільність білка 
Кі‑67, у.о.

1,20±0,07 2,02±0,20
р=0,006

2,09±0,21 
p=0,005

Кількість клітин 
Вс1-2, %

73,05±1,35 78,34±2,63 78,42±1,81 
p=0,02

Щільність білка 
Вс1-2, у.о.

3,86±0,16 6,49±0,63 
p=0,005

6,70±0,58 
p=0,003

Примітка: р — вірогідність різниці з контрольним показником; 
рАА — вірогідність різниці з показником носіїв АА-генотипу;  
рAG — вірогідність різниці з показником носіїв AG-генотипу.
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ну Bcl‑2 підвищує ризик патології ЩЗ (АІТ 
та АЩЗ) у 2,79 і 9 разів у носіїв AG- і, надто, 
AA-генотипів гена BCL‑2 (rs17759659) відпо-
відно (OR=7,80 і OR=81,0; р<0,001; табл. 5). 
Натомість значне підвищення щільнос-
ті білка проліферації Ki‑67 на тлі сильного 
(>50  процентиль) і  помірного (≤50  процен-
тиль) зменшення кількості клітин, що містять 
протеїн онкосупресії p53 і Bcl‑2 білок, є чин-
ником протекції та робить ризик появи АІТ 
та АЩЗ найнижчим в  обстеженій популяції 
мешканців Північної Буковини незалежно 
від генотипів гена BCL‑2 (OR=0,01; 95% CI 
OR: 0,001-0,23 для АА-генотипу і  OR=0,13; 
95% CI OR: 0,07-0,23  — для AG-генотипу; 
р<0,001).

Методами клінічної епідеміології встано-
вили, що аналізовані маркери апоптозу та про-
ліферації в тканині ЩЗ (високий вміст у тка-
нині клітин, що експресують Fas, FasL, Кi‑67, 
Bcl‑2, значне зменшення щільності рецепторів 
на поверхні клітин із Fas і FasL і значне зрос-
тання щільності протеїну Bcl‑2) підвищують 
ризик патології ЩЗ (АІТ та АЩЗ) у 3,92 раза 
в носіїв АА-генотипу гена CTLA‑4 (OR=15,34; 
95% CI OR: 6,26-37,60; р<0,001), у 2,44 раза — 
в осіб із AG-генотипом гена CTLA‑4 (OR=5,98; 
95% CI OR: 2,75-12,98; р<0,001) (табл.  6), в 
3,08  раза — в  гомозиготних носіїв основної 
G-алелі гена APO‑1/Fas (rs2234767) (табл. 7) 
й у  3,60 раза  — в  гетерозиготних носіїв  
AG-генотипу цього гена (OR=9,49; 95% CI OR: 

Таблиця 6.  Поліморфні варіанти гена CTLA‑4 (rs231775) 
у тканині щитоподібної залози пацієнтів із патологією ЩЗ 
(n=125)

Показник Генотипи 
за геном 
CTLA‑4

RelR OR 95% СІ 
RR

95% СІ 
OR

Кількість клітин 
Fas, FasL і Кi‑67, 
% (значне 
підвищення)

АА 3,92 15,34 2,33-6,60 6,26-
37,60

AG 2,44 5,98 1,61-3,72 2,75-
12,98

Щільність 
рецепторів 
Fas і FasL, 
у.о. (значне 
зменшення)

АА 3,92 15,34 2,33-6,60 6,26-
37,60

AG 2,44 5,98 1,61-3,72 2,75-
12,98

Щільність 
білка Кі‑67, 
у.о. (значне 
підвищення)

АА 0,25 0,07 0,15-0,43 0,03-0,16
AG 0,41 0,17 0,27-0,62 0,08-0,36

Загальна 
кількість клітин 
р53, % (значне 
зменшення)

АА 0,25 0,07 0,15-0,43 0,03-0,16
AG 0,41 0,17 0,27-0,62 0,08-0,36

Кількість 
клітин Вс1-2, 
% (помірне 
зменшення)

АА 0,25 0,07 0,15-0,43 0,03-0,16
AG 0,41 0,17 0,27-0,62 0,08-0,36

Кількість 
клітин Вс1-2, 
% (помірне 
збільшення)

АА 3,92 15,34 2,33-6,60 6,26-
37,60

AG 2,44 5,98 1,61-3,72 2,75-
12,98

Щільність 
білка Вс1-2, 
у.о. (значне 
підвищення)

АА 3,92 15,34 2,33-6,60 6,26-
37,60

AG 2,44 5,98 1,61-3,72 2,75-
12,98

Примітка: RelR (relative risk) — відносний ризик; OR (Odds Ratio) — 
відношення шансів; 95% CІ RR, OR (confidence interval) — довірчий 
інтервал відношення ризиків (RR), шансів (OR), р<0,001 для усіх 
показників.

Таблиця 5.  Поліморфні варіанти гена BCL‑2 (rs17759659) 
як чинники ризику апоптозу та проліферації в тканині 
щитоподібної залози пацієнтів із патологією ЩЗ (n=125)

Показник Генотип 
за геном 
BCL‑2

RelR OR 95% СІ 
RR

95% СІ 
OR

Кількість клітин 
Fas, FasL і Кi‑67, 
% (значне 
підвищення)

АА 9,0 81,0 1,38-
58,44

4,36-
1504,5

AG 2,79 7,80 2,0-3,89 4,28-
14,21

Щільність 
рецепторів 
Fas і FasL, 
у.о. (значне 
зменшення)

АА 9,0 81,0 1,38-
58,44

4,36-
1504,5

AG 2,79 7,80 2,0-3,89 4,28-
14,21

Щільність 
білка Кі‑67, 
у.о. (значне 
підвищення)

АА 0,11 0,01 0,02-0,72 0,001-
0,23

AG 0,36 0,13 0,26-0,50 0,07-0,23

Загальна 
кількість клітин 
р53, % (значне 
зменшення)

АА 0,11 0,01 0,02-0,72 0,001-
0,23

AG 0,36 0,13 0,26-0,50 0,07-0,23

Кількість 
клітин Вс1-2, 
% (помірне 
зменшення)

АА 0,11 0,01 0,02-0,72 0,001-
0,23

AG 0,36 0,13 0,26-0,50 0,07-0,23

Кількість 
клітин Вс1-2, 
% (помірне 
збільшення)

АА 9,0 81,0 1,38-
58,44

4,36-
1504,5

AG 2,79 7,80 2,0-3,89 4,28-
14,21

Щільність 
білка Вс1-2, 
у.о. (значне 
підвищення)

АА 9,0 81,0 1,38-
58,44

4,36-
1504,5

AG 2,79 7,80 2,0-3,89 4,28-
14,21

Примітка: RelR (relative risk) — відносний ризик; OR (Odds Ratio) — 
відношення шансів; 95% CІ RR, OR (confidence interval) — довірчий 
інтервал відношення ризиків (RR), шансів (OR), р<0,001 для усіх 
показників. V E R T E
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5,01-17,96 і OR=12,96; 95% CI OR: 3,19-52,62; 
р<0,001 відповідно).

Чинниками, які зменшують імовірність 
появи АІТ та АЩЗ в обстежених незалежно від 
генотипів генів CTLA‑4 (rs231775) та APO‑1/
Fas (rs2234767), є (табл. 6, 7): високе компен-
саторне підвищення щільності білка пролі-
ферації Ki‑67 і  редукція кількості клітин, що 
містять протеїни p53 або Bcl‑2 (OR=0,07-0,17; 
95% CI OR: 0,03-0,36; р<0,001 і OR=0,08-0,11; 
95% CI OR: 0,02-0,31; р<0,001 відповідно).

Отже, у  хворих на АІТ та АЩЗ активу-
ються декілька ланок програмованого кілінгу 
тиреоцитів із перевагою апоптозу, який най-
сильніше асоціює з  промотором гена BCL‑2 
(rs17759659) (F=25,33; p<0,001) і  майже 
в 6 разів слабше — з промотором гена CTLA‑4 

(rs231775) (F=4,23, p=0,017) через виражену 
експресію Fas і  FasL на поверхні клітин у  ді-
лянках лімфоїдної інфільтрації та деструкцію 
тиреоцитів (сильніше в  носіїв GG-генотипу 
гена BCL‑2  — на 18,54% (рАА=0,043) і  36,18% 
(рАG=0,018) відповідно), що свідчить про іні-
ціацію зовнішнього шляху апоптозу через кас-
пазний механізм (ефекторну каспазу 8).

Висновки

1.	 Підвищена експресія Bcl‑2 у  лімфоцитах 
ЩЗ хворих на ВЗАІТ і АЩЗ асоціює з про-
моторним регіоном гена BCL‑2 (rs17759659) 
за результатами однофакторного диспер-
сійного аналізу з невірогідними змінами 
експресії білка p53.

2.	 У хворих на ВЗАІТ та АЩЗ збільшується 
кількість імунореактивних клітин, які екс-
пресують Ki‑67, і  щільність даного протеї-
ну, яка найсильніше асоціює з  поліморф-
ним сайтом гена CTLA‑4 і  майже в  4 рази 
слабше — з промотором гена BCL‑2.

3.	 Високий вміст у тканині ЩЗ пацієнтів з  її 
хірургічною патологією клітин, що експре-
сують Fas, FasL, Кi‑67, Bcl‑2, на тлі змен-
шення щільності рецепторів Fas і  FasL на 
поверхні клітин та значного зростання 
щільності протеїну Bcl‑2 підвищують ризик 
патології ЩЗ (АІТ та АЩЗ): у  2,79 і 9  ра-
зів — у носіїв AG- і, надто, AA-генотипів гена 
BCL‑2 (rs17759659) відповідно; у  2,44  та 
3,92 раза — в носіїв AG- і АА-генотипів гена 
CTLA‑4; в  3,08  та 3,60  раза — в  гомозигот-
них носіїв основної G-алелі та AG-генотипу 
гена APO‑1/Fas відповідно.

4.	 Чинниками протекції, які зменшують імо-
вірність виникнення ВЗАІТ та АЩЗ в  об-
стеженій популяції мешканців Північної 
Буковини незалежно від генотипів аналізо-
ваних генів є: підвищення щільності білка 
проліферації Ki‑67 і редукція кількості клі-
тин, що містять протеїни p53 або Bcl‑2.
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Ассоциация полиморфизма генов BCL-2  
(rs17759659), CTLA-4 (rs231775), APO-1/Fas 
(rs2234767) с активностью пролиферации 
и апоптоза в тиреоидной ткани больных 
с узловыми формами зоба на фоне 
аутоиммунного тиреоидита и аденомы 
щитовидной железы
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Резюме. Цель  — сравнительный анализ процессов апоптоза 
и  пролиферции в  ткани щитовидной железы (ЩЖ) у  больных 
узловым зобом на фоне аутоиммунного тиреоидита (УЗАИТ) 
и  аденомой щитовидной железы (АЩЖ) по сравнению с  мор-
фологически неизмененной тканью путем исследования экс-
прессии/плотности маркеров Fas/FasL, Bcl‑2, p53 и  Ki‑67 на 
тиреоцитах в участках лимфоидной инфильтрации и их деструк-
ции, а  также в  морфологически неизмененных участках тирео-
идной ткани, и  подсчет количества иммунореактивных клеток, 
которые экспрессируют указанные маркеры, с  использовани-
ем иммуногистохимического метода, с  учетом полиморфизма 
генов BCL‑2, CTLA‑4 и  APO‑1/Fas. Результаты. Установлено, 
что у  больных УЗАИТ и  АЩЖ активируются несколько звеньев 
программируемого килинга тиреоцитов с  преимуществом  
Fas-индуцированного апоптоза, который ассоциирует с  промо-
тором гена BCL‑2 и  почти в  6 раз слабее с  промоторного гена 
CTLA‑4 (rs231775), из-за выраженной экспрессии Fas и  FasL на 
поверхности клеток в участках лимфоидной инфильтрации и де-
струкции тиреоцитов (сильнее у  носителей GG-генотипа гена 
BCL‑2 — на 18,54% и 36,18% соответственно), что свидетельству-
ет об инициации внешнего пути апоптоза через каспазный меха-
низм (эффекторную каспазу 8).

Ключевые слова: узловой зоб, аутоиммунный тиреоидит, аде-
нома щитовидной железы, полиморфизмы APO‑1/Fas, CTLA‑4 
и BCL‑2 генов.

Association of BCL-2 (rs17759659), CTLA-
4 (rs231775), APO-1/Fas (rs2234767) gene 
polymorphisms with activity of proliferation 
and apoptosis in thyroid tissue of patients 
with nodular forms of goiter 
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Abstract. The purpose was a comparative analysis of apopto-
sis processes and proliferative activity in the thyroid nodular and 
pseudonodular tissues of patients with nodular goiter against a back-
ground of autoimmune thyroiditis (NGAIT) and thyroid adenoma 
(TA) and in the morphologically unaltered tissue by studing the ex-
pression / density of markers Fas/ FasL, Bcl‑2, p53 and Ki‑67 on the 
thyrocytes and with counting the number of immunoreactive cells 
expressing said markers that regulate apoptosis and proliferation for 
NGAIT and TA, using the immunohistochemical method, taking into 
account the polymorphism of the genes BCL‑2 (rs17759659), CTLA‑4 
(rs231775) and APO‑1/Fas (rs2234767).
It has been established that in patients with NGAIT and TA, sev-
eral links of thyrocytes apoptosis mechanism with the advantage 
of Fas-induced, associated with the genome of BCL‑2 (rs17759659) 
and almost 6 times weaker with the promoter of the CTLA‑4 gene 
(rs231775), are activated due to the expression of Fas and FasL on the 
surface of the cells of the nodular and pseudonodular tissues of the 
thyroid gland (more often in the carriers of the GG genotype of the 
BCL‑2 gene — 18.54% and 36.18% respectively), which indicates the 
initiation of the external pathway of apoptosis through the caspase 
mechanism (effector caspase 8).
Keywords: nodular goiter, autoimmune thyroiditis, thyroid adeno-
ma, polymorphisms APO‑1/Fas, CTLA‑4 and BCL‑2 genes.
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