
Передовая статья

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2004 

УДК 6 1 6 .2 4 8 -0 9 2 :5 7 5 .1 1 3

А.Э.Сазонов, Л. М.Огородова, О.С.Кобякова, И. И. Иванчук,
Ф. И. Петровский, И. С.Лещева

КЛИНИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА 1Ь-5
ПРИ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЕ

С ибирски й  государственный м едицински й университет, Томск

Бронхиальная астма (БА) является хроническим 
заболеванием, характеризующимся воспалением ды­
хательных путей и бронхиальной гиперреактивнос­
тью. Несмотря на то, что в генерализованном про­
цессе воспаления задействованы многие клетки, 
именно эозинофилы являются ключевыми, участвую­
щими в механизмах развития БА. Накопление эози- 
нофилов в тканях дыхательных путей сопровождает 
воспаление при БА, ассоциировано с гиперреактив­
ностью бронхов; установлена положительная корре­
ляция между содержанием эозинофилов в стенке 
бронхов и степенью тяжести БА [1]. Медиаторы вос­
паления, высвобождаемые эозинофилами после их 
активации в дыхательных путях, могут повреждать 
окружающие ткани, индуцируют констрикцию глад­
ких мышц и супероксид-опосредованную деструкцию 
тканей, что приводит к долговременным структур­
ным изменениям (ремоделинг).

Несмотря на то, что увеличение числа эозинофи­
лов в дыхательных путях давно связывают с воспа­
лением, растворимые медиаторы, которые влияют на 
структуру и функцию эозинофилов, исследуются 
относительно недавно. Один из них — 1Б-5 (как и 
хемокин эотаксин) — является наиболее важным в 
инициации и регуляции эозинофил-зависимых воспа­
лительных процессов. 1Б-5 относится к индуцибель- 
ным гликопротеинам, секретируемым Т-клетками, 
тучными клетками, эозинофилами, базофилами и др. 
1Б-5 обладает широким спектром биологической ак­
тивности, играет ключевую роль в пролиферации, 
дифференцировке (включая терминальную), повыше­
нии жизнеспособности, активации и хемокинезе эо­
зинофилов при целом ряде патологий, в том числе 
при атопическом дерматите, аллергическом рините и 
БА [2, 3], он повышает* генерацию гистамина и лей- 
котриена С4 базофилами человека, обеспечивает 
1Б-2-зависимую пролиферацию и дифференцировку 
цитотоксических Т-лимфоцитов человека и мышей [4]. 
Недавно была установлена ассоциация полиморфиз­
ма С-703Т гена 1Б-5 с атопической БА [5], что свиде­

тельствует о нарушении генетического контроля над 
продукцией 1Б-5 при БА. Однако клиническое значе­
ние активности гена 1Б-5 может быть охарактеризо­
вано только через его продукты, т. е. путем оценки 
вариабельности содержания 1Б-5 у больных с разны­
ми клиническими формами БА.

Таким образом, 1Б-5 является привлекательным 
маркером для оценки воспаления при БА, но исполь­
зование этого показателя в клинических целях сего­
дня ограничивается отсутствием доказательной базы 
для выбора методов его оценки и значительной ва­
риабельностью уровня в 1Б-5 в биологическом мате­
риале ввиду его коммитированности с другими фак­
торами, влияющими на активность воспаления. 
Возможно, изучение экспрессии гена этого цитокина 
было бы более перспективным, с точки зрения пони­
мания патофизиологии и клинической интерпрета­
ции воспаления при БА.

М е т о д ы  и с с л е д о в а н и я

Обследованы 71 пациент с БА (21 человек — с 
легкой формой, 15 человек — со среднетяжелой и 
35 больных тяжелой БА), средний возраст которых 
составил 38,4 ± 4,1 года. Для диагностики астмы и 
оценки степени тяжести использовались критерии 
СШ А  2002 [6 ]. У 62 больных верифицирован экзо­
генный вариант БА, у 9 — эндогенный. Группу кон­
троля составили 12 добровольцев, не страдающих 
БА, другими атопическими заболеваниями, гельмин- 
тозами, с отрицательными результатами кожного ал­
лерготестирования.

Атопический статус оценивали с помощью аллер­
гологического анамнеза, проведения кожных аллер­
гопроб, исследования уровня общего 1̂ Е сыворотки 
крови. Терапию назначали в соответствии со степе­
нью тяжести заболевания: при легкой БА суточная 
доза флютиказона пропионата (Фликсотид, “Ы ахо  
ЗтШгКНпе", ЦК) составила 500 мкг, при среднетя­
желой и тяжелой — использовали препарат комби­



нированной терапии Серетид, GSK, причем суточные 
дозы флютиказона пропионата составили 500 мкг и 
1 ООО мкг соответственно. Контроль лечения прово­
дили по критериям, описанным в GINA 2002.

Объектом исследования служили кровь и индуци­
рованная мокрота, взятые в период обострения и 
после 12 нед. лечения (в период медикаментозной 
ремиссии). Все клинические манипуляции осуществ­
ляли на базе Областного астмацентра. Активность 
гена IL-5 оценивали по его продуктам (уровень IL-5) 
в иммуноферментном анализе (ИФА), а также путем 
исследования степени экспрессии мРНК гена IL-5 с 
использованием РТ-ПЦР в сыворотке крови и в ин­
дуцированной мокроте одновременно в одних и тех 
же группах пациентов.

Индуцированную мокроту получали по методике, 
модифицированной Popov [7]. Образцы мокроты объе­
мом до 2 мл собирали в пластиковые контейнеры, 
обработанными Муколизином (раствор дитиотритио- 
ла, Центральный НИИ эпидемиологии М3 РФ, 
Москва) согласно приложенной инструкции и отби­
рали по 200 мкл суспензии клеток на анализ. Поми­
мо этого, в клеточной суспензии подсчитывали отно­
сительное содержание эозинофилов.

Твердофазный ИФА в сыворотке крови и индуци­
рованной мокроте проводили с использованием стан­
дартных наборов ("Cytelisa", США) в соответствии 
с рекомендациями производителей.

Тотальную РНК из 200 мкл суспензии клеток или 
такого же количества сыворотки крови выделяли, 
применяя наборы "TRIZOL" ( “Gibco B R U ')  соглас­
но приложенной инструкции. Затем, применяя про­
цесс обратной транскрипции тотальной РНК, получа­
ли кДНК.

Для выполнения РТ-ПЦР IL-5 использовали прай­
меры: прямой — 5'-GCT ТСТ GCA ТТТ GAG ТТТ 
GCT AGC Т; обратный — З'-TGG CCG ТСА ATG 
TAT TTC ТТТ ATT AAG производства “R&D System s, 
Inc." в финальной концентрации 7,5 мкМ каждого 
праймера. ПЦР-анализ выполнялся по стандартной 
методике набором АмплиСенс-200-н (Центральный 
НИИ эпидемиологии М3 РФ, Москва). Размер амп- 
ликона составлял 271 Ь.р. В качестве положительно­
го контроля была использована синтетическая дву­
спиральная ДНК ( “R&D S ystem s, In c ." ), размер 
продукта составил 340 Ь.р. Полуколичественную 
оценку экспрессии мРНК проводили в сравнении с 
экспрессией гена глицеральдегид-3-фосфат дегидро­
геназы (G APD H ), относящегося к постоянно экс­
прессирующим генам, для которого были подобраны 
следующие праймеры: прямой — 5'-GGG AAG СТС 
ACT GGC ATG GCC TTC С-3'; обратный — 5'-САТ 
GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC-3', степень экс­
прессии мРНК выражали в процентах.

Форез ПЦР-продуктов проводили на 2%-ном ага­
розном геле и оценивали при помощи адаптирован­
ной компьютерной программы "Biotest D".

Статистическую обработку проводили с использо­
ванием программы "Statistica  5.0". Значимость раз­

личий между сравниваемыми группами устанавлива­
ли с использованием критериев Вилкоксона и Ман­
на-Уитни. Зависимость между отдельными показате­
лями оценивали с помощью коэффициента ранговой 
корреляции Спирмена.

Р е з у л ь т а т ы  и и х  о б с у ж д е н и е

Проведен сравнительный анализ результатов из­
мерения Ш-5 в сыворотке крови и индуцированной 
мокроте методом ИФА и оценки экспрессии мРНК 
Ш-5 методом РТ-ПЦР. Установлено, что клиничес­
кая интерпретация содержания общего количества 
Ш-5 методом ИФА в сыворотке крови значительно 
затруднена. Несмотря на то, что выявлено превы­
шение уровня Ш-5 в сыворотке крови больных БА, 
по сравнению с контрольной группой, при исследо­
вании больных БА в стадии обострения не было ус­
тановлено различий в содержании этого цитокина 
как у пациентов с различной степенью тяжести за­
болевания (легкая астма — 46,6 ± 15,0 пкг /м л , 
среднетяжелая — 68,9 ± 12,4 пкг/м л , тяжелая —
69,9 ±15,1 пкг/мл), так и у больных с различной эти­
ологией БА (экзогенная БА — 109,3 ± 17,4 пкг/мл, 
эндогенная БА — 87,8 ± 12,7 пкг /м л) .  Вероятно, 
это связано с тем, что Ш-5 является относительно 
короткоживущим цитокином (период полураспада в 
плазме составляет менее 30 мин) [8 ], поэтому не 
удается зафиксировать изменения содержания Ш-5 
в сыворотке крови при долговременном исследова­
нии. Возможно также, что проблема заключается в 
самом методе ИФА, поскольку все известные набо­
ры для проведения иммуноферментного анализа 
Ш-5 имеют значительную погрешность. Следует за­
метить, что в более ранних исследованиях мы реги­
стрировали достоверные различия этого показателя 
в группах больных с легкой и тяжелой астмой, но 
число обследованных при этом превышало 300 че­
ловек.

Комментируя результаты исследований Ш-5 мето­
дом ИФА в индуцированной мокроте больных БА, 
можно утверждать, что оценка продукции Ш-5 таким 
методом позволяет расширить возможности исполь­
зования данного маркера для клинических рекомен­
даций. Так, значения Ш-5 в мокроте достоверно раз­
личались в группах больных с разной тяжестью 
заболевания (среднетяжелая и тяжелая астма и лег­
кая), а также в стадиях обострения и ремиссии 
(табл. 1) и адекватно характеризовали эффектив­
ность лечения.

В дополнение к этому оценка Ш-5 в мокроте, на­
ряду с другими клиническими маркерами воспале­
ния, может дать ценную дополнительную информа­
цию в ситуации "сложной астмы", поскольку, как 
было показано в предыдущих публикациях, отсутст­
вие снижения этого показателя в первые 4 нед. адек­
ватного противовоспалительного лечения является 
неблагоприятным прогностическим фактором в пла­
не ответа на противоастматическую терапию [9].



Т а б л и ц а  1

У р о ве н ь  11_-5 в м о к р о те  б о л ьн ы х  БА р а з л и ч н о й  сте п е н и  
тя ж е с ти  д о  и п о с л е  л е ч е н и я  (п г /м л )

Группы пациентов
До лечения После лечения

(обострение) (ремиссия)

Легкая астма п = 21 17,2 ± 6,4 15,8 ± 9,7

Среднетяжелая астма п = 15 54,1 ± 11,6**“ 30,2 ± 7,5*

Тяжелая астма п = 35 98,4 ± 17,3'-** 41,6 ± 1 1 ,9 *

Контроль п = 12 12,8 ± 8,3

П р и м е ч а н и е : * —  при сравнении показателей у больных с
различной степенью тяжести; ** —  при сравнении показателей у 
больных до и после лечения (р < 0,05).

В ряде работ зарубежных авторов [10, 11] в каче­
стве дополнительной характеристики продукции 1Б-5 
используется оценка степени экспрессии мРНК гена 
этого цитокина. Проведенные нами исследования 
уровня экспрессии мРНК 1Б-5 в сыворотке крови 
этих же больных продемонстрировали недостовер­
ные изменения у пациентов с разной тяжестью БА и 
в зависимости от проведенного лечения. При этом ре­
зультаты оценки экспрессии мРНК 1Б-5 в сыворотке 
крови не совпадали с клиническими доказательства­
ми эффективности лечения, такими как повышение 
ПСВ, снижение бронхиальной гиперреактивности 
(табл. 2 ), а также снижение относительного содержа­
ния эозинофилов в образцах мокроты (15,3 ± 1,4 %
5,6 ± 0,7 %; (р < 0,05) соответственно до и после 
лечения — при легкой астме; 18,6 ± 3,4 %
10,3 ± 2,5 %; (р < 0,05) соответственно до и после 
лечения — при среднетяжелой астме; 18,3 ± 2,5 %
14,9 ±  1,8 %; (р < 0,05) соответственно до и после 
лечения — при тяжелой астме).

Возможно, диссоциация клинических и иммуноло­
гических данных в настоящем случае обусловлена 
тем, что ген 1Б-5 экспрессируется различными клет­
ками крови, и общий пул мРНК 1Б-5 мало коррели­
рует с показателями БА.

Сравнительный анализ экспрессии мРНК гена 1Б-5 
в мокроте до и после лечения позволил установить, 
что этот показатель достоверно различался у боль­
ных с легкой и тяжелой формами заболевания и что 
активность экспрессии мРНК этого цитокина значи­
тельно снижалась в период ремиссии, по сравнению 
с обострением, характеризуя эффективность лечения 
(табл. 3).

Как и в случае с оценкой самого цитокина, экспрес­
сия мРНК 1Б-5 у больных БА была достоверно выше, 
чем у здоровых, во всех случаях, за исключением дан­
ных, полученных при ремиссии легкой астмы.

Продемонстрирована еще одна особенность этого 
метода оценки экспрессии 1Б-5: у больных тяжелой и 
среднетяжелой астмой показатели экспрессии мРНК 
гена 1Б-5 в мокроте не достигали контрольных значе­
ний даже в стадии ремиссии после проведенного ле­
чения. Колебания показателей оценки уровня 1Б-5 и 
экспрессии мРНК 1Б-5 в целом совпадали: установле­
на корреляция уровня 1Б-5 и степени экспрессии 
мРНК 1Б-5 в мокроте больных со среднетяжелой и 
тяжелой астмой [12]. Кроме того, при легкой астме в 
стадии обострения показана корреляция степени 
экспрессии мРНК 1Б-5 и РС2о (г = -0 ,53 , р = 0 ,0 02 ). 
Отсутствие корреляций при более тяжелых вариан­
тах БА, возможно, связано с тем, что в этом случае 
на клинические показатели в большей степени влия­
ют органические изменения бронхиальной стенки 
(ремоделинг).

Избыточная продукция мРНК 1Б-5 у больных сред­
нетяжелой и тяжелой БА различными клетками воз­
духоносных путей, даже в случае нормальных значе­
ний самого цитокина, показывает, что у этих больных 
регистрируется постоянная активность гена 1Б-5, и 
это представляет риск обострения БА, поскольку 
процесс трансляции белка на РНК-матрице — веро­
ятностный и сложноконтролируемый, зависящий от 
большого количества факторов, воздействие которых 
может инициировать гиперпродукцию 1Б-5 в любой 
момент. Вероятно, наличие внутриклеточного пула 
мРНК гена 1Б-5 у больных БА может быть причиной 
того, что контроль над болезнью при среднетяжелой 
и тяжелой астме затруднен.

И зм е н е н и е  п о ка з а те л е й  п и ко в о й  с к о р о с т и  в ы д оха  
о т  п е р с о н а л ь н о го  л у ч ш е го  зн а ч е н и я

и ги п е р р е а к т и в н о с т и

Т а б л и ц а  2 

п р и  п р о в е д е н и и  т е р а п и и  в п р о ц е н та х

Показатели эффективности терапии
пев, % Гиперреактивность (РС2о)

до лечения после лечения до лечения после лечения

Легкая астма п = 21 89,3 ± 3,4 95,6 ± 3,6* 2,8 ± 0,7 5,9 ± 1,0*

Среднетяжелая астма п = 15 69,7 ± 5,3 86,5 ± 7,7* 2,3 ± 0,4 6,7 ± 0,9*

Тяжелая астма п = 35 53,1 ± 2,2 84,6 ± 9,3* 0,12 ± 0,03 2,41 ± 0,59*

П р и м е ч а н и е : * —  р < 0,05, по сравнению с соответствующими показателями до лечения; ПСВ —  пиковая скорость выдоха.



Т а б л и ц а  3 

С тепень э к с п р е с с и и  мРНК Ш -5  (в %) в м о кр о те  
б о л ьн ы х  БА р а зл и ч н о й  сте п е н и  тя ж е с ти  д о  и п о сл е  
л ечен и я

Группы пациентов
До лечения После лечения

(обострение) (ремиссия)

Легкая астма п = 21 72,8 ± 4,6** 25,4 ± 6,3*

Среднетяжелая астма п = 15 72,3 ± 7,6** 47,6 ± 7,4

Тяжелая астма п = 35 152,0 ± 8 ,6 *-** 58,0 ± 8,7

Контроль п = 12 22,6 ± 3,2

П р и м е ч а н и е : * —  при сравнении показателей у больных с 
различной степенью тяжести БА; ** —  при сравнении показателей у 
больных до и после лечения (р < 0,05).

З а к л ю ч е н и е

Индуцированная мокрота является более адекват­
ным объектом для исследования продукции IL-5 при 
БА в сравнении с периферической кровью, посколь­
ку (и это подтвердили публикации последних лет) 
основные патофизиологические эффекты IL-5 реали­
зуются в воздухоносных путях. Так, эта концепция 
подтверждена работами по изучению действия анти- 
IL-5 моноклональных антител (меполизумаб) [13]. 
Было показано, что при введении этого препарата 
пациентам с атопической БА происходит значитель­
ное уменьшение количества предшественников эози- 
нофилов в костном мозге, не изменяется содержание 
CD34(+)/IL-5R(+) клеток в плазме крови, но значи­
тельно снижается их количество в мокроте. Количе­
ство зрелых эозинофилов уменьшается как в крови, 
так и в мокроте (в БАЛ). Можно сделать вывод, что 
действие IL-5 в костном мозге и в ткани бронхоле­
гочного дерева направлено на обеспечение терми­
нальной дифференцировки тканевых эозинофилов, 
их активацию, повышение жизнеспособности. Тогда 
как в крови, по-видимому, его функция преимущест­
венно связана с хемокинезом эозинофилов.

Патологические эффекты IL-5 в бронхах связаны 
также с воздействием на гладкие мышцы. Данные 
Hakotiarson Н. et al и R izzo  С. А. [14, 15] об IL-5-опо- 
средованной гиперчувствительности гладких мышц 
бронхов могут частично объяснять развитие бронхи­
альной гиперреактивности при БА. В отсутствие 
эозинофилии клетками, которые продуцируют IL-5, 
могут быть эпителиальные клетки дыхательных пу­
тей, в отношении которых ранее была показана воз­
можность конституитивно экспрессировать этот ци- 
токин [16].

Итак, IL-5 является ключевым цитокином, эффек­
ты которого осуществляются преимущественно в 
дыхательных путях и связаны с основными клиничес­
кими проявлениями БА. Как показали наши исследо­

вания, определение уровня IL-5 в индуцированной 
мокроте больных, являясь неинвазивным методом об­
следования, предоставляет ценную информацию об 
активности воспаления (тяжесть БА, периоды обост­
рения-ремиссии) и эффективности проведенного ле­
чения. Оценка экспрессии гена IL-5 в индуцирован­
ной мокроте путем исследования мРНК IL-5 методом 
РТ-ПЦР позволяет охарактеризовать молекулярные 
механизмы, определяющие развитие особых феноти­
пов болезни (тяжелая БА) и ее неконтролируемое 
течение. Новые знания в области молекулярной гене­
тики воспаления при БА сегодня довольно активно 
используются при разработке новых поколений 
лекарственных препаратов и формировании предик­
торов, характеризующих риск неблагоприятного те­
чения БА. Как показали результаты данного исследо­
вания, степень экспрессии гена IL-5 (мРНК IL-5) 
надежно коррелирует с клиническими показателями 
и является более информативным методом оценки 
БА в отношении конкретного пациента в сравнении с 
иммуноферментным анализом. В целом результаты 
оценки уровня IL-5 и исследования экспрессии мРНК 
этого цитокина взаимно дополняют друг друга, и та­
кое комплексное исследование могло бы быть реко­
мендовано для оценки эффективности проводимой те­
рапии, тяжести астмы, а также для исследования 
молекулярных механизмов неблагоприятных феноти­
пов болезни, включая тяжелые неконтролируемые 
формы БА.
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THE ASSOCIATION OF IL-4 AND IL-4RA GENES POLYMORPHISM WITH PULMONARY 
VENTILATION FUNCTION AND PATHOGENIC SIGNS OF ATOPIC BRONCHIAL ASTHMA

A.V.Dubakov, M .B.Freydin, F.F.Tetenev, L.M .Ogorodova, V.P.Puzyrev

S u m m a r y

An a ttem pt was made to discover pathogenic links between gene polym orphism  o f in terleukin-4 which is 
"the critica l in flam m atory cytokine", a topic  features, resp iratory function and bronchial hyperresponsiveness 
(BHR) in 70 fam ilies o f a top ic asthm a patients.

Spirom etry, m ethacholine challenge test ("M asterLab pro"), serum tota l IgE level, serum  IL-4 level (by the 
ELISA m ethod), skin prick tests ("Im m uno Tek"), IL-4 (-589C /T , G /C З'-u tr) and IL-4RA (lleSOVal, G lu551Arg) 
genes polym orphism  were investigated in 70 probands (11.6 ± 1.2 yrs) and 247 relatives (36.7 ± 1.2 yrs) from  
Tom sk region (Siberia). S ignificant associations of certain variants of po lym orphous IL-4 and IL-4RA genes 
w ith bronchial a irflow  param eters (FEVt), atopic features (increased IgE level), and bronchial asthma severity 
were found. Patients w ith persistent mild, m oderate, and severe asthm a had the ir p rope r variations of po ly­

m orphism . The m ethacholine challenge tes t was an objective m arker of BHR in th is study but any associations 
between BHR and IL-4 and IL-4RA polym orphous variants were not found.

Р е з ю м е

О сущ ествлена попы тка выявления патогенетических связей между полим орф изм ом  генов 
"кр и ти ческо го  цитокина воспал ения" —  интер ле й ки на-4  (IL -4 ), проявлениям и атопии, ф ункцией 
внеш него дыхания и реактивностью  бронхов в 70 семьях больных атопической бронхиальной астмой 
(БА). В результате ком плексны х клинических, аллергологических, им м унологических, генетических 

исследований найдены ассоциации определенных вариантов полиморф ных генов IL-4 и его рецептора 
с показателями проходимости бронхов, атопией и степенью  тяжести БА.


