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Благодаря многочисленным противовоспалительным

эффектам действия глюкокортикостероидов (ГКС)

использование их в качестве базисной терапии об-

щепризнанно. Снижение стероидочувствительности,

развитие стероидорезистентности (СР) является од-

ной из важных проблем на пути достижения контро-

ля многих заболеваний: бронхиальная астма (БА), бо-

лезнь Крона, язвенный колит, ревматоидный артрит

и др. Противовоспалительный эффект ГКС реализу-

ется через взаимодействие с глюкокортикоидным ре-

цептором (ГР) и ядерную транслокацию комплекса

ГКС–ГР, что приводит к изменению экспрессии ге-

нов, ассоциированных с воспалением [1].

При анализе широкогеномных исследований по-

казано, что до 20 % генов регулируются ГКС, причем

50 % из них – на позитивный манер, т. е. активиру-

ются противовоспалительные гены [2].

ГР, имющий модульную структуру – член ядерно-

го семейства рецепторов, который при связывании

с родственным лигандом непосредственно или кос-

венно регулирует транскрипцию генов-мишеней.

Ген ГР состоит из 9 экзонов. Основными доменами

являются: лиганд-связывающий, который содержит

концевую карбоксильную группу с последователь-

ностью AF-2, необходимую для связывания с коак-

тиваторами; азотистый, содержащий область AF-1,

необходимую для гормон-независимой активации

транскрипции; центральный ДНК-связывающий,

включающий 2 цинк-фингерные последовательно-

сти. Цинк-фингерные последовательности присо-

единяют ГР к особым последовательностям ДНК ге-

нов-мишеней, известных как гормон-отвечающий

элемент (ГОЭ) [3]. Активность ГР регулируется как

минимум 3 разными промоторами: 1А, 1В, 1С, бла-

годаря чему возможна альтернативная инициация

транскрипции и как результат – специфическая для

разных видов клеток регуляция экспрессии гена [4].

На разновидность изоформ ГР оказывают влияние

факторы, контролирующие процесс альтернативного

сплайсинга (процесс вырезания кодирующей части –

экзонов) прематричной рибонуклеиновой кислоты

(пре-мРНК) ГР. Для создания мРНК ГР необходимо

участие > 60 полипептидов, включая семейство се-

рин-аргинин-богатых белков, известных как белки

SR. Белки SR играют двойную роль в сплайсинге

пре-мРНК ГР, они вовлечены также в конституци-

онный и альтернативный сплайсинг. Клетки экс-

прессируют факторы SRp30a, SRp30b и SRp30c.

Фактор нейтрофилов – SRр30с – необходим для

альтернативного сплайсинга пре-мРНК ГР, чтобы

создать мРНК, кодирующую ГРβ. Белки SR могут

быть привлекательными мишенями для терапевти-

ческого воздействия в будущем. Многочисленные

изоформы ГР обусловлены полиморфными вариан-

тами гена NR3C1, альтернативным сплайсингом

и инициацией альтернативной трансляции [5].

Известно 6 изоформ ГР. В аспекте БА наиболее

значимыми являются изоформы ГРα и ГРβ, которые

образуются в результате альтернативного сплайсин-

га. Изоформа ГРβ, имеющая усеченный карбоксиль-

ный терминал, не способна связывать лиганд и явля-

ется биологическим ингибитором действия ГКС,

определяя таким образом чувствительность тканей-

мишеней к ГКС. В норме соотношение мРНК ГРα
/мРНК ГРβ варьирует в пределах 40– 2 800 : 1 [6, 7].

Максимальная экспрессия ГРα обнаружена в тка-

нях мозга, скелетных мышцах, легких, печени, почках

и мононуклеарах периферической крови. Наимень-

шая экспрессия ГРα выявлена в сердце, слизистой

ободочной кишки. Низким уровнем экспрессии ГРα
в нейтрофилах объясняется их пониженная чувст-

вительность к ГКС; мРНК ГРβ выявлена во всех клет-

ках воспаления: моноцитах, лимфоцитах, эозино-

филах, макрофагах, нейтрофилах, а также в печени,
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скелетной мышце, почках, легких, головном мозге,

слизистой носа, сердце.

Впервые в 2007 г. было показано, что ГРβ облада-

ет самостоятельной транскрипционной актив-

ностью, изменяя работу > 5 тыс. генов [8].

В отсутствие лиганда ГР неактивен и располага-

ется в цитоплазме, образуя комплекс с несколькими

белками: hsp90 (heat shock protein), hsp70, hsp56,

hsp40, иммунофилином р59, фосфопротеинами р23,

р60, FK-связывающим белком (FKBP). Централь-

ную роль в этом комплексе играет hsp90, соединяю-

щийся с лиганд-связывающим доменом, который

может маскировать ядерные сигналы, локализован-

ные в этом локусе, а также обеспечивает нахождение

свободного ГР в цитоплазме клетки. Образующийся

комплекс способствует "свертыванию" молекулы ГР

в конформационную структуру, оптимальную для

связывания с ГКС, а также предупреждает проник-

новение ГР, не связанного с лигандом, в ядро. В ре-

зультате транслокация комплекса ГКС–ГР в ядро

возможна только после связывания ГР с лигандом

и диссоциации hsp90 из комплекса ГКС–ГР под воз-

действием ядерных белков: импортин-α (кариофе-

рин-β) и импортин-13 [9] и FKBP51 [2].

Выделяются 3 основных механизма, с помощью

которых ГКC могут регулировать транскрипцию

гена.

В активированном состоянии комплекс ГКС-ГР

проникает в ядро, где образуются пары ГР-гомоди-

меров, способные взаимодействовать с ГОЭ генов-

мишеней, а также связываться с транскрипционны-

ми коактиваторами [10].

В случае положительного регулирования гомоди-

мер может соединиться с позитивным ГОЭ, распо-

ложенным в промоторной области ГКС-отвечаю-

щего гена, осуществляя позитивную индукцию

транскрипции и запуская синтез противовоспали-

тельных факторов.

При взаимодействии с негативным ГОЭ с по-

мощью ГР осуществляется репрессия транскрипции

гена, тормозя тем самым синтез провоспалительных

факторов и выступает в качестве посредника в раз-

витии побочных эффектов ГКС, таких как ингиби-

рование остеокальцина, который вовлечен в синтез

кости. Оба механизма относятся к т. н. геномному

эффекту действия ГКС [9].

Однако при использовании ГКС может умень-

шаться транскрипция генов, вовлеченных в воспа-

лительный процесс, которые не имеют ГОЭ в про-

моторной области, т. е. имеет место и внегеномный

механизм. Ингибиторный эффект ГКС обусловлен

белок-белковым взаимодействием между активиро-

ванным ГР и транскрипционными факторами акти-

вирующего протеина-1 (АР-1) и ядерным фактором

κB (NF-κB), которые опосредуют экспрессию генов

воспаления и активируются под влиянием медиато-

ров воспаления, вирусов [11]. Итогом трансрепрес-

сии генов является торможение транскрипции вос-

палительных генов, к которым относятся: цитокины:

интерлейкины (IL) 1–6, 9, 11–13, 16–18, фактор

некроза опухоли-α, GM-CSF; хемокины: IL-8,

RANTES, эотаксин, воспалительный белок макро-

фагов, индуцибельная синтетаза оксида азота, оксид

азота, который стимулирует пролиферацию Тh2

и повышает проницаемость сосудистой стенки, ин-

дуцибельная циклооксигеназа, которая участвует

в образовании простагландинов, эндотелин-1, обла-

дающий бронхоконстрикторным эффектом и участ-

вующий в развитии субэпителиального фиброза, мо-

лекулы адгезии лейкоцитов (ICAM-l; E-selectin),

цитоплазматическая фосфолипаза А2, которая ката-

лизирует синтез арахидоновой кислоты, рецептор

субстанции Р (рецепторы Nkl, Nk2).

В регуляции экспрессии и репрессии генов реша-

ющим моментом является изменение структуры

хроматина вследствие ферментативной модифика-

ции основных гистонов. В неактивном состоянии

ДНК плотно обвивает гетерооктомер, исключая за-

крепление полимеразы РНК II, которая активирует

синтез мРНК. Такая конформационная структура

хроматина трактуется как закрытая и связана с су-

прессией генетической экспрессии. Ацетилирова-

ние радикалов лизина гистонов промотора с по-

мощью коактиваторов индуцирует деспирализацию

ДНК, делает хроматин менее плотным и доступным

для РНК-полимеразы II, запуская тем самым тран-

скрипцию гена. ГР блокируют коактиваторы или

присоединяют корепрессоры, обладающие ацетил-

трансферазной активностью. К коактиваторам отно-

сятся: CREB-связывающий белок, коактиватор сте-

роидного рецептора и другие транскрипционные

факторы [10]. Таким образом, трансактивация связа-

на с повышением ацетилирования гистонов, а гипо-

ацетилирование коррелирует с подавлением тран-

скрипции или с генетическим молчанием [11].

Гены, которые активируются под воздействием

ГКС, отвечают за синтез белков, обладающих проти-

вовоспалительным эффектом. К ним относятся: ли-

попротеин-1 (аннексин-1), который тормозит фос-

фолипазу А2 и продукцию арахидоновой кислоты,

нейтральная эндопептидаза, которая разрушает бра-

дикинин и тахикинин, β2-АР, секреторный ингиби-

тор лейкопротеаз (SLPI), фосфатаза-1 МАР-киназы,

ингибитор NF-κB (I-κB), IL-10, который уменьша-

ет транскрипцию провоспалительных цитокинов

и хемокинов, CD 163, антагонист рецептора IL-1,

GILZ – глюкокортикоид-индуцибельный лейцин

zipper, который предотвращает связывание АР-1

с ДНК. Эти эффекты содействуют противовоспали-

тельному действию ГКС [9].

Интересные данные были получены в исследова-

нии по оценке экспрессии ГРα и ГРβ в клетках эпи-

телия и подслизистого слоя дыхательных путей

у больных БА в зависимости от степени тяжести за-

болевания. Повышенный уровень экспрессии ГРα
наблюдался у пациентов с тяжелой БА по сравнению

с больными БА средней степени тяжести (СБА) [12].

В другом исследовании было выявлено, что у паци-

ентов с БА, смерть которых наступила в реанимаци-

онном отделении, несмотря на терапию высокими

дозами ГКС, отмечался повышенный уровень экс-

прессии изоформ ГРβ в иммунореактивных клетках
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бронхов разного диаметра. При этом большинство

клеток с повышенной экспрессией ГРβ были лим-

фоцитами, в меньшей степени – эозинофилами,

макрофагами и нейтрофилами [13].

У больных БА тяжелой степени, получающих

высокие дозы таблетированных ГКС (тГКС), в нейт-

рофилах после экспозиции IL-8 наблюдалось увели-

чение экспрессии изоформ ГРβ, что может обеспе-

чивать механизм, благодаря которому эти клетки

избегают ГКС-индуцированной гибели [14]. Кроме

того, клетки Th17 могут выступать в роли посред-

ника при нейтрофильном воспалении и характери-

зоваться продукцией IL-17, IL-22 и IL-6. In vitro

цитокины Th17 нечувствительны к действию декса-

метазона, несмотря на адекватную ядерную трансло-

кацию ГР [15].

Одной из причин развития СР у больных БА явля-

ется нарушение ядерной транслокации ГР, несмотря

на высокую концентрацию ГКС, что приводит

к уменьшению противовоспалительного действия.

Активация ГР, его связывание с лигандом и продви-

жение в ядро осуществляется за счет обмена белков

FKBP51 на FKBP52 в комплексе с hsp90. Десенсити-

зация ГР может осуществляться через FKBP51, что

приводит к снижению эффективности действия

ГКС. Кроме того, повышение экспрессии FKBP51

способствует увеличению активности NF-κB [2].

Одним из основных механизмов противовоспа-

лительной активности ГКС является гиперэкспрес-

сия гистон-деацетилазы-2 (HDAC2). HDAC2 участ-

вует в деацетилировании основных гистоновых

белков, что усиливает степень конденсации ДНК

провоспалительных генов и блокирует их тран-

скрипцию. Изоформы ГРβ, подавляя активность

HDAC2, могут усиливать транскрипцию провоспа-

лительных генов [16].

Известны данные о способности ГР оказывать

воздействие на многие провоспалительные тран-

скрипционные факторы и молекулы внутриклеточ-

ной сигнализации.

ГР после связывания с ГКС взаимодействует в яд-

ре с транскрипционным фактором NF-κB и наруша-

ет его способность стимулировать транскрипцию

провоспалительных генов [17]. NF-κB, в свою оче-

редь, может блокировать транскрипцию глюкокор-

тикоид-отвечающих генов [18] и изменять соотно-

шение изоформ ГРα/β в клетке [19]. ГКС могут

повышать экспрессию противовоспалительного

фактора I-κB-ингибитора NF-κB [16, 20].

Помимо этого, ГРα может взаимодействовать

с провоспалительным транскрипционным факто-

ром АР-1, что приводит к прерыванию передачи

провоспалительного сигнала [21]. В то же время ГРβ
может связывать сайты ДНК для AP-1, например,

в промоторе генов IL-5, IL-13, что, в свою очередь,

подавляет их активацию и оказывает противовоспа-

лительный эффект.

Транскрипционные факторы GATA3 и Tbet влия-

ют на дифференцировку наивных Т-лимфоцитов по

Th1-, либо по Th2-пути, что в конечном счете опре-

деляет тип воспаления. Изоформы ГРβ могут подав-

лять GATA3 – опосредованную трансактивацию ге-

нов IL-5, IL-13. Интересно, что в этой ситуации ГРβ
выступает в качестве агониста ГРα, обладающего тем

же эффектом [19]. Кроме того, изоформы ГРα при

взаимодействии с активатором транскрипции Tbet

могут приводить к нарушению связывания Tbet

с ДНК генов, ассоциированных с Th1-ответом [22].

Таким образом, изоформы ГР могут влиять на поля-

ризацию Th1/2-ответа и формирование эндотипа БА.

ГР при связывании с ГКС может взаимодей-

ствовать с транскрипционным фактором STAT5,

который инициирует Th-17-ответ, ассоциированный

с нейтрофильным воспалением. Это приводит к ре-

гулированию экспрессии соответствующих провос-

палительных генов. Экспериментально показано,

что изоформы ГРβ, формируя неактивные комплек-

сы с ГРα, могут выступать в качестве ингибитора

JAK-STAT-системы, которая имеет большое значе-

ние в патогенезе многих хронических воспалитель-

ных и аутоиммунных заболеваний, в т. ч. при БА [17].

Таким образом, изоформы ГР играют важную

роль в формировании СР за счет различных меха-

низмов, что, в конечном итоге, определяет ответ на

терапию ГКС.

На кафедре терапии госпитальной им. акад.

М.В.Черноруцкого ГБОУ ВПО ПСПбГМУ им. акад.

И.П.Павлова было выполнено исследование по

оценке экспрессии изоформ ГР у больных БА в зави-

симости от степени тяжести заболевания.

В исследование (дизайн "случай–контроль") бы-

ли включены жители Северо-Западного региона

России, европеоиды, не связанные родством. Диаг-

ноз БА устанавливался в соответствии с классифика-

цией и критериями Международного консенсуса по

вопросам диагностики и лечения БА [23] и Россий-

ского руководства по диагностике, лечению и про-

филактике БА [24].

Был выполнен анализ уровня экспрессии мРНК

ГРα и мРНК ГРβ у больных БА (n = 37): с гормоно-

зависимой БА (ГЗБА; n = 9); БА легкого течения

(ЛБА; n = 14); СБА (n = 7); группу контроля состави-

ли практически здоровые лица (n = 7). У больных

ЛБА (n = 5), которым впервые была назначена тера-

пия ингаляционными (иГКС) и внутривенными

(вГКС) в период обострения, а также у пациентов

с СБА (n = 5), которым к базовой терапии иГКС бы-

ли назначены вГКС, образцы крови брались до на-

чала и через 2 нед. лечения, пациентам с ГЗБА –

однократно на фоне длительной терапии иГКС

и тГКС. У всех пациентов проводилась терапия

β2-агонистами.

Детекция продуктов полимеразной цепной реак-

ции проводилась методом линейных разрушаемых

проб с флуорофором и гасителем флуоресценции

(TaqMan-зонды); в качестве эндогенного внутренне-

го контроля использовался G-белок – продукт гена

GNB2L1 (OMIM 176981). Для повышения точности

результатов все образцы исследовались в 3 повторах

(трипликатах). Результаты исследования обраба-

тывались с помощью компьютерной программы

Statistica 6.0 (StatSoft Inc., США).
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У больных ГЗБА экспрессия ГРα была выше, чем

у больных СБА до лечения вГКС: 34,2 (15,0; 101,3)

и 1,3 (0,3; 14,1) ед. соответственно (р = 0,023). У боль-

ных СБА (n = 7) уровень экспрессии ГРα коррелиро-

вал с длительностью терапии иГКС (r = 0,899;

p = 0,006;) и длительностью лечения системными

ГКС (r = 0,894; p = 0,041; n = 5). В то же время в груп-

пе больных СБА после лечения вГКС экспрессия

ГРβ была ниже, чем в группе контроля: 1,5 (1,3; 3,1)

и 24,6 (6,2; 68,1) ед. соответственно (р = 0,042).

У больных СБА (n = 5) выявленная корреляция между

уровнем экспрессии ГРβ и содержанием нейтрофи-

лов в периферической крови после лечения показа-

ла, что ГКС действуют на экспрессию ГРβ, подавляя

ее, но не оказывают влияния на нейтрофильное вос-

паление (r = –0,9; p = 0,037). У пациентов с СБА дли-

тельная терапия иГКС в сочетании с высокими доза-

ми вГКС способствовала повышению уровня ГРα.

Полученные результаты не согласуются с исследова-

нием, согласно которому, экспрессия изоформ ГР не

коррелирует с симптомами БА и дозой ГКС [25]. Ве-

роятно, повышение экспрессии ГРβ до лечения ГКС

связано с воспалительным процессом и цитокин-

опосредованной их активацией [26].

Заключение

При анализе полученных результатов подтвердилась

гипотеза о том, что аллергическое или инфекцион-

ное воспаление может вызывать дисбаланс в экс-

прессии изоформ ГР в сторону увеличения ГРβ. Все

обследуемые пациенты были стероидочувствитель-

ными, среди них не было пациентов с СР. Было по-

казано, что экспрессия мРНК изоформ ГР различа-

лась у больных БА в зависимости от степени тяжести

заболевания. Кроме того, на соотношение изоформ

ГРα и ГРβ влияли длительность терапии и дозы ГКС.

Возможно, после завершения исследования на боль-

шей выборке пациентов изоформы ГР можно будет

рассматривать в качестве маркера стероидочув-

ствительности и эффективности глюкокортикоид-

ной терапии у больных БА. Кроме того, это открыва-

ет возможности для создания новых мишеней

лекарственного воздействия с помощью экспрессии,

воспроизводимой на уровне РНК, что является

перспективным направлением персонализирован-

ной медицины.
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