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CELLULAR MECHANISMS OF DRUG INTERACTION IN BRONCHIAL ASTHMA THERAPY:
A ROLE OF GENOMIC AND EXTRAGENOMIC SIGNALING SYSTEMS
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Sum  mary

The present review discusses data on cellular mechanisms of interaction of beta-adrenergic agonists and 
glucocorticoids which are a basis of beneficial asthma therapy being inhaled in common. We show that besides 
inhibition of myosin light chains beta-agonists can influence the smooth muscle cells modulating the Ca2+-chan- 
nels’ activity due to cytoskeleton's proteins, and regulate the smooth muscle cell contraction independently on 
proteinkinase A. Moreover, the beta-agonists are able to stimulate gene expression and to control the initia­
tion of programme cell death (apoptosis) like steroid hormones do. In turn the steroids can beinvolved to the 
pathogenesis of bronchial asthma without the expression of genes controlling inflammatory reactions, while 
the beta-agonists effect the inflammation via production of extracellular cyclic AMP and adenosine.

Р е з ю м е

В настоящей работе рассмотрены данные о клеточных механизмах взаимодействия агонистов 
p-адренергических рецепторов и глюкокортикоидов, которые составляют основу успешной терапии 
бронхиальной астмы, отмеченной при совместной ингаляции этих соединений. Мы приводим данные о 
том, что помимо ингибирования киназы легких цепей миозина р-агонисты могут влиять на 
гладкомышечные клетки (ГМК) через модуляцию активности Са2+-каналов, опосредованную белками 
цитоскелета, и регулировать контрактуру ГМК вне зависимости от протеинкиназы А. Более того,



подобно стероидным гормонам р-агонисты способны вызывать экспрессию генов и контролировать 
развитие программируемой смерти клеток (апоптоза). В свою очередь стероидные гормоны могут быть 
вовлечены в патогенез бронхиальной астмы, минуя экспрессию генов, контролирующих протекание 
воспалительной реакции, в то время как р-агонисты оказывают влияние на формирование 
воспалительного процесса через генерацию внеклеточного цАМФ и аденозина.

Агонисты (3-адренергических рецепторов и глюко- 
кортикоидные гормоны остаются наиболее эффек­
тивным средством фармакологической коррекции на­
рушенной функции легких при бронхиальной астме 
[1,3]. Согласно общепринятым представлениям, в ос­
нове бронхорасширяющего действия агонистов (3-ад- 
реноцепторов лежит активация цАМФ-зависимой 
протеинкиназы (РКА), которая путем фосфорилиро- 
вания киназы легких цепей миозина в гладкомышеч­
ных клетках (ГМ К) воздухопроводящих путей вызы­
вает уменьшение чувствительности этого фермента 
к приросту внутриклеточной концентрации кальция 
([Са2чф), вызванной бронхоконстрикторами (рис.1) 
[1,2]. Терапевтический эффект кортикостероидов 
связывается с их взаимодействием с ядерными ре­
цепторами, которые при димеризации активируют 
экспрессию генов, кодирующих 1Ь-10 и другие проти­
вовоспалительные белки, а в состоянии мономера 
ингибируют активность факторов транскрипции 
(ЫГ-кВ, АР-1, ЫР-АТ), контролирующих экспрессию 
цитокининов и других белков, вызывающих воспали­
тельную реакцию [4,6].

Сравнительно недавно были проведены клиничес­
кие испытания ингаляционной лекарственной формы 
комбинации (3-агонистов долгосрочного действия 
(сальметерол, формотерол) и кортикостероидов 
(флутиказон, будесонид), которые показали высокую

Рис.1. Общепринятый механизм расслабления ГМК агонистами (3-ад- 
реноцепторов.

Активация аденилатциклазы (АС), происходящая при взаимодействии р-адрено- 
цепторов ф )  с ПГФ-связывающ ими белками, приводит к активации цАМФ-за- 
висимой протеинкиназы (РКА ) и фосфорилированию киназы легких цепей миози­
на (М1_СК). Фосфорилирование М1.СК снижает сродство этого фермента к (Са2+]|, 
что и является непосредственной причиной уменьшения фосфорилирования лег­
ких цепей миозина (М1_С) и снижения сокращения ГМК.

эффективность у больных с бронхиальной астмой 
[26,34]. На основании результатов этих исследова­
ний было предположено, что в основе успеха соче­
танной терапии лежит нечто большее, чем простая 
комбинация уже описанных механизмов действия 
этих соединений. В самом деле, было продемонстри­
ровано, что кортикостероидные гормоны вызывают 
экспрессию (3-адреноцепторов, что снижает их даун- 
регуляцию при долгосрочном введении (3-агонистов, 
в то время как Р-агонисты вызывают увеличение со­
держания рецепторов стероидных гормонов в ядер- 
ной фракции клеток, что способствует увеличению 
эффективности действия глюкокортикостероидов как 
факторов регуляции транскрипции [5].

Цель настоящего исследования — осветить воз­
можные пути взаимодействия этих классов лекарст­
венных препаратов в более широком аспекте. В этой 
связи мы рассмотрим данные, свидетельствующие о 
том, что Р-агонисты могут влиять на сокращение 
ГМ К вне зависимости от модуляции киназы легких 
цепей миозина и протеинкиназы А (РКА). Более то­
го, подобно стероидным гормонам, Р-агонисты могут 
влиять на экспрессию генов и контролировать разви­
тие программируемой смерти клеток (апоптоза). В 
свою очередь стероидные гормоны способны влиять 
на патогенез бронхиальной астмы минуя экспрессию 
генов, контролирующих протекание воспалительной 
реакции, и напротив, р-агонисты могут быть вовлече­
ны в формирование воспалительного процесса через 
генерацию внеклеточного цАМФ как предшествен­
ника аденозина.

р-Агонисты ингибируют Са2+-каналы ГМК 
через реорганизацию цитоскелета

Развитие контрактуры ГМ К определяется прирос­
том концентрации внутриклеточного кальция ([Са2+],), 
величина которого во многом зависит от активности 
систем, контролирующих скорость поступления это­
го катиона из внеклеточной среды, в том числе че­
рез потенциалзависимые Са2+-каналы (см. рис.1). 
Четверть века назад было установлено, что в кардио- 
миоцитах и клетках нервной ткани активация р-аго­
нистами дигидропиридинчувствительных Са2+ кана­
лов Ь-типа связана с их фосфорилированием РКА 
[24]. Мы предприняли аналогичные исследования и 
установили, что в отличие от указанных выше кле­
ток (3-агонисты и другие активаторы цАМФ ингиби­
руют потенциалзависимый дигидропиридин-чувстви- 
тельный вход Са2+ в ГМ К сосудов [31].

При анализе возможных механизмов этого явле­
ния мы обратили внимание на то, что активация 
цАМФ в ГМ К сопровождается резкой перестройкой

сАТР
I

РКА



цитоскелета подобно той, которую вызывает дезин­
тегратор микрофиламентов цитохалазин В [32,33] 
(рис.2). Более того, в дальнейших исследованиях мы 
обнаружили, что цитохалазин В имитирует ингиби­
рующий эффект цАМФ на активность Са2+-каналов, 
в то время как винбластин, соединение стабилизиру­
ющее микрофиламенты, устраняет действие цАМФ 
как на организацию цитоскелета в ГМ К (см. рис.2), 
так и на активность Са2+-каналов (табл.1). На осно­
вании этих данных мы предположили, что (3-агонисты 
вызывают ингибирование Са2+-каналов ГМ К через 
реорганизацию цитоскелета [31]. Впоследствии этот 
вывод был подкреплен электрофизиологическими 
экспериментами [25].

(3-Агонисты вызывают расслабление ГМК
воздухопроводящ их путей независимо от РКА

Синтез проникающих в клетку высокоселектив­
ных модуляторов РКА позволил приступить к иссле­
дованию роли этого фермента в регуляции сокраще­
ния ГМ К  [40]. Было установлено, что ингибитор 
этого фермента (Rp-8-CPT-cAMPS) полностью устра­
няет расслабляющее действие активатора фосфоди- 
эстеразы (зардаверина) и вазоактивного интести­
нального пептида (V IP ) на ГМК, изолированные из 
трахеи морской свинки и предварительно обработан­
ные ацетилхолином. Напротив, расслабляющий эф­
фект агониста (3-адреноцепторов (изопреналина) не 
зависел от присутствия Rp-8-CPT-cAMPS (табл.2). 
Необходимо отметить, что регуляторная субъедини­
ца РКА является единственным известным к настоя­
щему времени функционально значимым рецептором 
цАМФ в клетках млекопитающих. В этой связи не 
исключена возможность того, что ни только РКА, 
но и прирост внутриклеточного содержания цАМФ, 
как результат активации аденилатциклазы, не во­
влечены в расслабляющее действие агонистов (3-ад- 
реноцепторов на ГМ К  воздухопроводящих путей. 
Эта гипотеза нуждается в дальнейшей эксперимен­
тальной проверке.

(3-Агонисты как модуляторы развития апотоза
Программируемая смерть клеток, или апоптоз, за­

нимает центральное место в развитии воспалитель­
ной реакции, которая протекает в легких при учас­
тии клеток крови (Т-лимфоцитов, нейтрофилов,

Рис.2. Фазово-контрастная микроскопия контрольных ГМК (а ) и ГМК, 
обработанных в течение 20 мин активатором аденилатциклазы (фор- 
сколином) {б), цитохалазином В (в ) и форсколином в присутствии 
винбластина (г).

Т а б л и ц а  1
Активность С а2+-каналов 1_-типа в ГМК сосудов, 
измеренная как прирост скорости входа 45Са, 
вызванного деполяризацией

Добавки в среду инкубации Активность С а2+-каналов L-типа, 
пмоль (мг белка)-1 5 мин-1

Контроль 465±51

Изопротеренол 101±11

Форсколин 68±17

Цитохалазин В 88±22

Винбластин 501±46

Винбластин + изопротеренол 467±33

эозинофилов), тучных клеток и макрофагов и затра­
гивает как клетки эпителия, так и находящиеся под 
их прикрытием ГМ К  воздухопроводящих путей 
[36,43,44]. Роль кортикостероидов как индукторов 
апоптоза в Т-лимфоцитах твердо установлена. Пред­
полагается, что этот механизм запуска программиру­
емой смерти наряду с регуляцией экспрессии про- и 
антивоспалительных пептидов вносит существенную 
роль в подавление воспалительной реакции глюкокор- 
тикоидами [18]. Значимость регуляции апоптоза сте­
роидными гормонами становится особенно важной в 
связи с последними наблюдениями, отмечающими 
сниженную эффективность этого процесса у больных 
бронхиальной астмой в мононуклеарных клетках, 
включая изолированные эозинофилы [7,21]. Для эо­
зинофилов стероидная терапия убыстряет протекание 
апоптоза [21]. Следует, однако, отметить, что в отли­
чие от клеток иммунного ответа стероидная терапия 
способствует развитию апоптоза в клетках эпителия 
воздухопроводящих путей [13]. Роль кортикостерои­
дов как модуляторов апоптоза ГМ К остается мало­
изученной.

Данные о регуляции апоптоза системой цАМФ и 
[3-адреноцепторами, в частности, относительно мало-

Т а б л и ц а  2
Расслабляю щ ее действие (3-агониста (изопреналина) 
на ГМК воздухопроводящ их путей не зависит от 
присутствия ингибитора РКА (Рр -8 -СРТ -сАМ РБ) [40]

Добавки
Генерируемая контрактура, мг

контроль + Rp-8-СРТ-cAMPS

Ацетилхолин 1,200±101 1,056±189

Ацетилхолин + зардаверин 102±41 1088±202

Ацетилхолин + VIР 211±29 999±103

Ацетилхолин + изопреналин 189±30 156±17



численны и свидетельствуют о тканеспецифичном ха­
рактере этого явления. Так, например, активация 
цАМФ-системы не влияла на развитие апоптоза в 
Т-лимфоцитах, обработанных дексаметазоном или 
Aas-лигандом [22,38], но подавляло развитие апоп­
тоза в HL-60 клетках [20], нейтрофилах [35] и эози- 
нофилах [8]. Наш интерес был сосредоточен на ис­
следовании ГМК, полученных из аорты крысы и 
трансфецированных Е1А аденовирусом. В этих клет­
ках полное развитие апоптоза протекает через 6 -1 0  
ч после их перевода в среду, лишенную ростовых 
факторов, что делает эти клетки удобной моделью 
для скрининга про- и антиапоптотических соедине­
ний. Мы установили, что в этих клетках активация 
системы цАМФ различными агентами, включая 
ß-агонисты, резко замедляет протекание апоптоза, 
что коррелирует с кинетикой активации РКА [27]. 
Антиапоптотический эффект активаторов цАМФ про- 
иллюстирован на рис.З, показывающем резкое возра­
стание жизнеспособности ГМК, нетрансфецирован- 
ных E l А аденовирусом и находящихся в течение 
108 ч в отсутствии ростовых факторов, но в присут­
ствии активатора аденилатциклазы форсколина. Дей­
ствие цАМФ на апоптоз в ГМ К воздухопроводящих 
путей человека ограничено одиночным сообщением, 
документирующим ускорение этого процесса в при­
сутствии сальбутамола и проникающего аналога 
цАМФ [23]. При сопоставлении этих данных с ре­
зультатами нашего исследования можно заключить, 
что механизм вовлечения цАМФ в регуляцию апоп­
тоза ГМ К сосудов и воздухопроводящих путей прин­
ципиально различен. Следует, однако, отметить, что 
в отличие от нашей работы действие указанных 
выше соединений на активность РКА не контролиро­
валось.

Ингибирование роста ГМК, отмеченное при долго­
срочной активации системы цАМФ, рассматривается 
как фактор, препятствующий гипертрофии сосудис-

Контроль Форсколин Контроль Форсколин

36 ч 108 ч

Рис.З. Фазово-контрастная микроскопия ГМК сосудов, инкубировав­
шихся 36 и 108 ч в присутствии или в отсутствии 1 0 %  сыворотки. 
После 36 ч инкубации в отсутствии ростовых факторов наблюдается 
незначительное накопление апоптотических клеток, показанных 
стрелками. В клетках, обработанных активатором цАМ Ф  (форсколин), 
происходит структурная реорганизация цитоскелета. Через 108 ч ин­
кубации в отсутствии ростовых факторов и форсколина наблюдается 
полная гибель клеток, в то время как в присутствии форсколина толь­
ко небольшая часть ГМК претерпевает апоптоз.

Контроль Форсколин

•
•

. ;
■

’ • • . -  -
“V  '

108 ч

CaMKI, IV РКА

Рис.4. Механизм запуска экспрессии генов при активации цАМФ-сиг- 
нальной системы и при повышении внутриклеточной концентрации 
кальция.

CaMKI и CaMKIV —  (Са2+ + кальмодулин)-зависимые протеинкиназы типа I и IV. 
Объяснение остальных сокращений приведено в тексте.

той стенки [42]. Наряду с сосудами увеличение соот­
ношения толщины стенки к просвету, отмеченное в 
воздухопроводящих путях больных астмой и получив­
шее название ремоделинга (rem odelling), рассматри­
вается как один из основных факторов долгосрочного 
поддержания их повышенной чувствительности к 
действию бронхоконстрикторов [19]. Роль стероид­
ных гормонов и р-агонистов в ремоделинге воздухо­
проводящих путей — предмет предстоящих исследо­
ваний.

р-Агонисты как модуляторы экспрессии генов
Наряду с быстрыми эффектами активация цАМФ- 

сигнальной системы при действии р-агонистов про­
лонгированного действия может сопровождаться 
запуском экспрессии генов, промотор которых содер­
жит так называемый (Са2++цАМФ)-чувствительный 
элемент (CRE). Этот механизм опосредован фос- 
форилированием РКА соответствующего фактора 
транскрипции CREB (рис.4). В случае повышения 
[Ca2+]j тот же фактор транскрипции фосфорилирует- 
ся (Са2+-кальмодулин)-зависимой протеинкиназой 
(СаМК) [11]. Мы установили, что этот геномный ме­
ханизм не принимает участия в ингибировании апоп­
тоза ГМК, отмеченного при долгосрочной активации 
р-адреноцепторов [41]. Его роль в регуляции функ­
ции других клеток легких, вовлеченных в патогенез 
бронхиальной астмы, остается малоизученной.

Внегеномные механизмы действия 
стероидных гормонов

Многочисленные данные о быстрых эффектах сте­
роидных гормонов, полученные в экспериментах in 
vivo, привели к гипотезе о внегеномном или по 
крайней мере независимом от ядерных рецепторов 
механизме действия этих соединений [10]. В послед­
нее время эта гипотеза получила подтверждение в 
экспериментах с использованием глюкокортикоидов 
(GC), иммобилизованных на молекуле альбумина



(ОС-ВБА) и не проникающих в цитоплазму (рис.5). 
Несмотря на многочисленные усилия, рецепторы 
глюкокортикоидов, локализованные на плазматичес­
кой мембране, до сих пор не идентифицированы. 
Установлено, однако, что быстрая модуляция элект­
рической активности, отмеченная при действии ОС- 
ВБА на клетки нервной ткани и сопровождающаяся 
параллельной активацией (Са2++фосфолипид)-зави- 
симой протеинкиназы С (РКС ) и ингибированием 
РКА, устраняется в случае предварительной обра­
ботки этих клеток коклюшным токсином, инактиви­
рующим G i ГТФ-связывающие белки [9]. Так как 
РКС резко увеличивает активность митогенактиви- 
руемых протеинкиназ (М А РК), фосфорилирующих 
многочисленные факторы транскрипции, можно пред­
положить, что наряду с внегеномными эффектами 
стероидных гормонов они также могут модулировать 
экспрессию генома, минуя взаимодействия с ядерны- 
ми рецепторами (см. рис.5). Роль этих сигнальных 
механизмов в регуляции функции легких, в том чис­
ле при сочетанном действии (3-агонистов нуждается 
в дальнейшей проверке.

Аденозиновые рецепторы как модуляторы  
воспалительной реакции: роль внеклеточного 

АТФ и цАМФ
Множественное действие аденозина на функцию 

клеток связано с тканеспецифичным представитель­
ством 4 различных рецепторов этого соединения (А^ 
А2А, А2В и  А3) [15]. В середине 80-х годов X X  века 
было продемонстрировано, что ингалированный аде-

Рис.5. Схема, иллюстрирующая сигнальные механизмы действия глю­
кокортикоидов (GC), независимые от их взаимодействия с ядерными 
рецепторами.

R — рецептор стероидных гормонов, локализованный на плазматической м ем б­
ране; aai, ß, у  — субъединицы G i-белка: PLC  — фосфолипаза С; АС — аденилат- 
циклаза; TF — факторы транскрипции; prom — промотор гена. + и — активирую­
щие и ингибирующие сигналы соответственно. Другие обозначения приведены в 
тексте.

М и н

Рис.6. Кинетика катабализма АТФ и накопление АДФ, АМ Ф  и адено­
зина (Ado) при перфузии через изолированные аорты свиньи раство­
ра, исходно содержащего 0,8 мМ АТФ.

Перфузия проводилась при 37‘С  [16].

нозин вызывает бронхоконстрикцию у больных аст­
мой [12]. Отсутствие подобного эффекта у здоровых 
пациентов, равно как и крайне слабая констрикция 
при действии аденозина на изолированные полоски 
гладкой мускулатуры- воздухопроводящих путей in 
vitro, определило направление дальнейших исследо-

АТР, н М

Рис.7. Кинетика деградации АТФ экто-АТФазами в альвеоцитах II по­
рядка (1) и в клетках эпителия почек (2) крысы.

В отличие от данных, приведенных на рис.6, инкубация клеток проводилась при 
комнатной (20‘С ) температуре. Содержание А Т Ф  в среде инкубации определя­
лось по описанному ранее методу [39]. Данные получены совместно с Ш анталь 
М ассе и Ивом Бертьем  (Университет Монреаля, Канада).

АМР

МАРК

экспрессия генов prom



ваний. В этих исследованиях было установлено, что 
бронхоконстрикция, вызванная аденозином, опосре­
дована через активацию А2п и, возможно, А! пурино- 
рецепторов тучных клеток [14,17]. Селективные аго­
нисты этих рецепторов, доступные для клинических 
испытаний, отсутствуют. Было установлено, однако, 
что ингаляция антисенсорных олигонуклеотидов, по­
давляющих экспрессию А 1 пуринорецепторов, сни­
жает бронхоконстрикцию как на экспериментальных 
моделях аллергической астмы [27], так и у больных 
с астматическим синдромом [37].

Качественно иной механизм вовлечения аденози- 
новых рецепторов в патогенез бронхиальной астмы 
может быть предположен на основании результатов 
исследования А.О хт а  и М .Ситковского [28], про­
веденного на мышах, лишенных А2А-рецепторов 
(Ас1ога2а~/~т1се) . Как и следовало ожидать, спе­
цифический агонист А 2А-рецепторов (соединение 
ССБ21680) не вызывал прироста содержания цАМФ 
в моноцитах, полученных из Ас1ога2а~/~-животных, 
при их неизмененном ответе на изопротеренол, что 
свидетельствовало об успешности проведенной про­
цедуры "нокаута" А2А-гена. Для данного обзора важ­
ным является то обстоятельство, что воспалительная 
реакция, вызванная инъекцией конканавалина А и 
оцененная по продукции цитокининов и морфологи­
ческой оценки печени, завершалась к 6 ч у контроль­
ных животных, в то время как у мышей, лишенных 
А2А-рецепторов, она протекала вплоть до 48 ч.

Каковы возможные источники аденозина, приводя­
щего к активации упомянутых выше пуринорецепто­
ров? Ими могут быть клетки, целостность плазмати­
ческой мембраны которых нарушена в результате 
воспалительной реакции. Тем не менее данные, име­
ющиеся по этому поводу, свидетельствуют о том, 
что более чувствительной к воспалению и другим 
стрессорным воздействиям, включая механическое 
раздражение, является неидентифицированная сис­
тема, осуществляющая выброс АТФ [28]. Молеку­
лярные механизмы функционирования этой сравни­
тельно недавно обнаруженной системы остаются 
малоизученными. Важно, однако, отметить то обсто­
ятельство, что благодаря высокоактивным внекле­
точным ферментам высвобожденный из клетки АТФ 
быстро деградирует до аденозина (рис.6 ). Важным 
также является и то, что активность этой системы 
крайне высока в легких, что проиллюстрировано на 
примере сравнения кинетики деградации АТФ альве- 
оцитами II порядка и клетками почечного эпителия 
(рис.7). Регуляции выброса АТФ и активности экто­
ферментов стероидными гормонами и (3-агонистами 
не исследовались. Заканчивая эту часть нашего об­
зора, мы хотели бы, однако, отметить, что долгосроч­
ная активация (3-адренорецепторов сама по себе спо­
собна приводить к повышению внутриклеточного 
уровня аденозина ввиду массивного выброса цАМФ 
и его последующей деградации экто-фосфодиэстера- 
зой и 5'-нуклеотидазой. Этот аспект проблемы более 
подробно рассматривался нами ранее [29].

Перспективы дальнейших исследований
Мы акцентировали наш краткий обзор на анализе 

возможных механизмов взаимодействия (3-агонистов 
и стероидных гормонов, комбинированная ингаляция 
которых приносит положительные результаты при 
лечении астмы. Этот же анализ открывает и гори­
зонты исследований, которые должны принести от­
вет на ряд сформулированных ниже вопросов.

Каков механизм бронхорасширяющего действия 
(3-агонистов, который не затрагивает не только РКА, 
но и возможно другие сигнальные системы, опосре­
дованные цАМФ?

Активация цАМФ-сигнальной системы оказывает 
тканеспецифическое влияние на пролиферацию и 
программируемую смерть клеток. В какой мере это 
явление участвует в коррекции ремоделинга возду­
хопроводящих путей при терапии агонистами (3-адре- 
ноцепторов?

Связано ли антивоспалительное действие А 1А-ре- 
цепторов с активацией системы цАМФ? Какова роль 
этих рецепторов в функционировании легких? Како­
во относительное участие экстраклеточного цАМФ, 
генерируемого [3-адреноцепторами, в активации А 1А 
и других пуриноцепторов?

В какой мере задействована внегеномная сигнали­
зация стероидными гормонами в нормализации 
функции легких при астматическом воспалении? 
Влияют ли эти внегеномные пути на сигнал, генери­
руемый (3-адреноцепторами?

Мы надеемся, что ответы, по крайней мере на не­
которые из этих вопросов, будут получены в недале­
ком будущем.
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