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Оригинальные исследования

В современные протоколы лечения хронической

обструктивной болезни легких (ХОБЛ) включена

комплексная курсовая терапия бронхолитическими

препаратами, основанная на сочетании адренерги�

ческих и антихолинергических эффектов [1]. Кли�

ническая эффективность данных препаратов при

ХОБЛ сопоставима, однако β2�агонисты являются

более быстродействующими, тогда как антихоли�

нергические средства характеризуются лучшей пере�

носимостью и меньшим риском побочных эффек�

тов. Такая комбинированная терапия связана с их

взаимодополняющим лечебным действием [2]. Мус�

кариновые рецепторы и β�адренорецепторы являют�

ся физиологическими антагонистами в регуляции

тонуса гладких мышц дыхательных путей [3]. В то же

время при использовании одного из этих препаратов

в качестве базисной терапии изменяется не только

экспрессия целевого рецептора, но и рецептора про�

тивоположной направленности.

Основные фармакологические эффекты β�адре�

нергических препаратов связаны с их влиянием на

β2�адренорецепторы, которые локализуются в мем�

бранах клеток дыхательных путей. Высокое содер�

жание рецепторов ADRB2 отмечается в гладкомы�

шечных структурах воздухоносных путей (30–40 000

на 1 клетку), а также в клетках легочного эпителия,

эндотелия и альвеолоцитов 2�го типа. Кроме того,

они обнаруживаются во многих других клетках и тка�

нях, в т. ч. в лейкоцитах (Т� и В�лимфоцитах, тучных

клетках и т. п.), эндотелии и юкстагломерулярных

клетках почек [4, 5]. Показано, что в популяциях

лимфоцитов человека обнаруживаются адреноре�

цепторы всех 3 основных классов (ADRB1, ADRB2

и ADRB3), причем их связывающая активность

и уровни экспрессии существенно различаются в за�

висимости от состояния макроорганизма [5].

Холинергические мускариновые рецепторы в лег�

ких человека выявляются в основном в гладкомы�
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Summary

This pilot study was aimed at evaluation of ADRB2 and CHRM3 gene expression in COPD. Methods. We evaluated ADRB2 and CHRM3 gene

expression in blood leukocytes from 29 patients with acute exacerbation of COPD (GOLD stage II to III, Group D) before and after 2�week com�

bined therapy including antimicrobials, tiotropium bromide, formoterol and an inhaled steroid. ADRB2� and CHRM3�specific mRNA content was

determined in leukocytes using real�time PCR. Results. Mean gene expression levels did not differ before and after treatment. However, we found

a significant correlation between changes in ADRB2 and CHRM3 gene expression, change in FEV1 and post�treatment C�reactive protein level.

Conclusion. The results confirm a possibility to affect adrenoceptors using beta agonists and inhaled steroids and to inhibit M�cholinoreceptor

expression with M3�cholinolytics and inhaled steroids.
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шечных клетках, эпителии и фибробластах легких.

Кроме того, существуют многочисленные данные

о наличии N� и M�холинорецепторов в Т� и В�лим�

фоцитах [6], т. к. выработка ацетилхолина значи�

тельно возрастает под влиянием неспецифических

и специфических митогенных факторов лимфоци�

тов. Таким образом, холинергическая система лим�

фоцитов может быть важным звеном "иммунного

синапса" в организме человека.

Поскольку лечебные эффекты адрено� и холи�

нергических соединений могут быть связаны с ак�

тивацией / репрессией генов ADRB2 и CHRM3,

которые являются молекулярными мишенями этих

препаратов, целью данной работы явилась оцен�

ка уровней активности генов ADRB2 и CHRM3

в лейкоцитах крови у пациентов с обострением

ХОБЛ и выявление возможных связей с клиничес�

ко�функциональными и лабораторными параметра�

ми пациентов до и после завершения курса терапии

обострения заболевания с использованием бронхо�

литических препаратов.

Материалы и методы

В ходе предварительных экспериментов были обсле�

дованы больные ХОБЛ (n = 29: 80 % – мужчины;

возраст – 59–85 лет; медиана (Me) – 66,5 года), по�

ступившие в Городской пульмонологический центр

(СПб ГУЗ "Введенская городская клиническая боль�

ница") для лечения по поводу обострения заболева�

ния. На момент исследования больные относились

к группе D по классификации GOLD (2014).

В базовую терапию были включены тиотропия

бромид (Спирива) 18 мкг 1 раз в сутки, а также Фор�

мотерол + Будесонид (Форадил Комби) 400 мкг /

12 мг 2 раза в сутки. В период обострения заболе�

вания проводилась комбинированная терапия глю�

кокортикостероидами (ГКС), адрено� и холино�

литическими препаратами по следующей схеме:

Беродуал (через небулайзер) – 1 мл 2 раза в сутки;

тиотропия бромид (Спирива) – 18 мкг 1 раз в сутки;

Формотерол + Будесонид (Форадил Комби) –

400 мкг / 12 мг 2 раза в сутки, а также парентераль�

ная терапия антибактериальными препаратами. При

поступлении и по завершении лечения проводилось

спирометрическое обследование на аппарате "Мас�

тер�Скрин" (E.Jaeger, Германия). Отклонение спи�

рометрических параметров оценивалось по града�

ции [7].

Содержание лейкоцитов, эритроцитов и тромбо�

цитов, а также сывороточные маркеры системного

воспаления (С�реактивный белок – СРБ и т. п.)

определялись по стандартным методикам в лабора�

тории СПб ГУЗ "Введенская городская клиническая

больница".

Проводилась количественная оценка экспрессии

генов ADRB2 и CHRM3 в лейкоцитах крови; мРНК

выделялись из периферической крови методом се�

лективной сорбции с помощью набора GeneJET RNA

Purification Kit (Thermo Scientific, США), затем путем

обратной транскрипции получали суммарные кДНК.

Для синтеза кДНК использовался набор RevertAid

First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientifiс,

США). Ген�специфическая амплификация этих

мРНК осуществлялась в количественном варианте

(полимеразная цепная реакция – ПЦР в реальном

времени) при помощи прибора ICycler IQ5 (Bio�Rad,

США) с применением флюоресцентных Taqman�

зондов (см. таблицу). Для выполнения ПЦР исполь�

зовалась ПЦР�смесь со стандартным набором реа�

гентов "ПЦР�комплект" фирмы "Синтол" (Россия),

в которую добавлялись указанные праймеры и флюо�

ресцентные зонды. ПЦР проводились по стандарт�

ной программе с 2�шаговым циклом (40 повторов),

с денатурацией при 95° в течение 15 с, отжигом прай�

меров и элонгацией при 60° в течение 40 с.

Уровни экспрессии генов оценивались как соот�

ношение значений порогового цикла (Ct) для целе�

вых генов (ADRB2 и CHRM) и референс�гена

GAPDH. Основным показателем при оценке резуль�

татов исследования было соотношение активности

целевых генов (Аг) для ADRB2 и CHRM, определя�

емое по формуле:

Аг = 1 / Ct целевого гена / Ct референс�гена.

152 Пульмонология. 2015; 25 (2): 151–156

Чухловин А.Б. и др. Экспрессия генов ADRB2 и CHRM3 в лейкоцитах крови у больных с обострением ХОБЛ

Таблица
Олигонуклеотиды, использованные в данном исследовании (условия ПЦР указаны в тексте)

Table
Oligonucleotides used in this study (PCR technique is described in the text)

Название генов Последовательность олигонуклеотидов Источник

ADRB2 S.Moniotte, 2001 [8]

Смысловой 5'+CCGAAAGTTCCCGTACGTCA+3'

Антисмысловой 5'+CAGCCCGTGCTCTGAAGAA+3'

Taqman+зонд 5'+FAM+TGCACATAACGGGCAGAACGCACT+BHQ1+3'

CHRM3 Оригинал GenBank: X15266.1

Смысловой 5'+TCTACTCCATCGTGCTCAA+3'

Антисмысловой 5'+TCTCCAAGTCCACCATCC+3'

Taqman+зонд 5'+FAM+CGGGTCACAGCACCATCCTCAACT+BHQ1+3'

GAPDH N.Patel,  2013 [9]

Смысловой 5'+AACCTGCCAAGTATGATGACATC+3'

Антисмысловой 5'+GTAGCCCAGGATGCCCTTGA+3'

Taqman+зонд 5'+FAM+ CTCCGACGCCTGCTTCACCACCTTCT+BHQ1+3'



153http://journal.pulmonology.ru

Оригинальные исследования

Этот показатель использовался для реальной

оценки повышения или понижения уровней специ�

фического гена в индивидуальных образцах мРНК

из лейкоцитов крови. Полученные ряды экспери�

ментальных значений обрабатывались с применени�

ем корреляционного анализа (критерий Спирмена)

и параметрической статистики (критерий Стьюден�

та) с помощью пакета программ Statistica 6.0.

Результаты и обсуждение

Средние значения экспрессионной активности це�

левых генов не различались достоверно в периоде до

и после проведения бронхолитической терапии. По�

казатель (M ± m) для ADRB2 составил 0,77 ± 0,02

и 0,78 ± 0,03; 0,77 ± 0,02 и 0,79 ± 0,03 – для CHRM3.

При сопоставлении результатов оценки количе�

ственной ПЦР исследованных генов обращает на се�

бя внимание высокодостоверная корреляция между

уровнями экспрессии изученных генов, в особен�

ности между активностью генов ADRB2 и CHRM3

(n = 52; r = 0,901; p < 10–20). Это свидетельствует об

однонаправленной регуляции активности этих генов

в лейкоцитах больных ХОБЛ. Аналогичная корреля�

ция (r = 0,89; p = 10–10) показана для соотношений

до / после курса терапии обострения ХОБЛ.

Проводился корреляционный анализ получен�

ных результатов в связи с клиническими и лабора�

торными показателями при значительной вариа�

бельности индивидуальных результатов оценки

генной активности. Так, при сопоставлении клини�

ческих и лабораторных параметров обнаружены вза�

имосвязи между уровнями экспрессии ADRB2 и из�

менениями содержания СРБ в сыворотке крови

(рис. 1).

По предварительным результатам указывается на

зависимость между понижением уровней экспрес�

сии гена М�холинорецептора (CHRM3) и увеличе�

нием концентраций СРБ в процессе терапии обост�

рения ХОБЛ (n = 16; r = –0,60; p = 0,006 по критерию

Спирмена).

При сравнении данных до и после лечения пока�

зана высокодостоверная статистическая связь между

увеличением объема форсированного выдоха за 1�ю

секунду (ОФВ1) и снижением экспрессии мРНК�хо�

линорецептора в лейкоцитах крови после купирова�

ния обострения ХОБЛ (рис. 2). Аналогичная обрат�

ная корреляция обнаружена между изменением

экспрессии гена β�адренорецептора ADRB2 и по�

вышением значений ОФВ1 после проведенного ле�

чения при обострении ХОБЛ (n = 16; r = –0,633;

р = 0,004). Таким образом, адекватный клинико�

функциональный эффект препаратов сопровождает�

ся снижением экспрессии обоих изученных фарма�

когенов.

Об этом же свидетельствует и прямая корреляция

между повышенной экспрессией ADRB2 в лейкоци�

тах и более высокими значениями клинического ин�

декса MRC после завершения терапии, т. е. недоста�

точный клинический ответ сочетается с усилением

экспрессии гена адренорецептора (n = 20; r = 0,477;

p = 0,017).

Полученные данные свидетельствуют о коорди�

нированном ответе ADRB2 и CHRM3 у пациентов

с ХОБЛ на фоне медикаментозной терапии; еще раз

подтверждается и преимущество комбинированной

бронхолитической терапии, способствующей улуч�

шению клинико�функциональных показателей,

уменьшению маркеров системного воспаления (СРБ

и т. п.), коррелирующих со снижением экспрессии

этих генов в лейкоцитах.

Известно, что ингаляционная терапия β2�агонис�

тами адренорецепторов и М�холинолитическими

препаратами сопровождается существенными вне�

легочными эффектами на сердечно�сосудистую

систему и клетки циркулирующей крови [10, 11],

Рис. 1. Зависимость между изменениями уровней СРБ и величи�

нами экспрессии мРНК ADRB2 после курса комплексной тера�

пии адрено� и холинергическими препаратами (n = 16; r = –0,63;

p = 0,006 по критерию Спирмена)

Figure 1. Relations between changes in the C�reactive protein level and

mRNA ADRB2 expression after treatment with adrenergic and cholin�

ergic medications (n = 16; r = –0.63; p = 0.006 according to Spearman's

test)

Рис. 2. Зависимость между изменениями уровней ОФВ1 и величи�

нами экспрессии мРНК CHRM3 после курса комплексной тера�

пии адрено� и холинергическими препаратами (n = 16; r = –0,662;

p = 0,003 по критерию Спирмена)

Figure 2. Relations between changes in FEV1 and mRNA CHRM3

expression after treatment with adrenergic and cholinergic medications

(n = 16; r = –0.662; p = 0.003 according to Spearman's test)
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что может повлиять на уровень экспрессии адрено�

и холинорецепторов в периферических лейкоцитах.

Важным результатом исследования является оп�

тимизация методик оценки экспрессии генов

ADRB2 и CHRM3 для мРНК, выделенных из лейко�

цитов периферической крови. Уровни экспрессии

мРНК для 2 указанных генов не коррелировали с со�

держанием основных лейкоцитарных популяций

в периферической крови пациентов, поэтому при

стандартизации уровней экспрессии целевых генов

по уровням мРНК референс�гена (GAPDH) норма�

лизовались ее индивидуальные значения.

Средние уровни мРНК ADRB2 и CHRM3 не раз�

личались в периоде до и после проведения комбини�

рованной терапии адрено� и холинолитическими

препаратами с добавлением антибактериальной те�

рапии, что может свидетельствовать об активности

целевых фармакогенов у больных ХОБЛ не только

в период обострения, но и на этапе стабильного те�

чения заболевания, также требующего проведения

бронхолитической терапии.

Важная функция препаратов�агонистов адрено�

рецепторов связана с их противовоспалительным

действием, которое реализуется через ингибирование

экспрессии адренорецепторов на иммунных клетках�

нейтрофилах, эозинофилах и лимфоцитах [12]. При

длительном применении адренергических препара�

тов может снизиться число адренорецепторов [13].

Показана корреляция между повышенной

экспрессией мРНК гена ADRB2 и снижением содер�

жания СРБ после терапии, что соответствует проти�

вовоспалительному эффекту от проведенного лече�

ния. Обратные взаимосвязи обнаружены между

экспрессией гена CHRM3 в лейкоцитах и уровнями

СРБ. Существенное влияние на рецепторы лейкоци�

тов оказывают также ГКС, применяемые в данном

лечебном протоколе. Как известно, при ингаляциях

комбинированных бронхолитических препаратов

значительная часть ГКС попадает в кровоток, ока�

зывая таким образом системные эффекты на лейко�

циты [14, 15].

В ряде исследований показано, что при длитель�

ном применении ГКС повышается экспрессия β2�ад�

ренорецепторов путем усиления транскрипции гена

ADRB2. При этом сенсибилизируются β�рецепторы

дыхательных путей, что поддерживает бронходила�

тационный эффект β�агонистов длительного дейст�

вия [16]. Под влиянием ГКС снижается уровень

β�аррестина�2 (фактор, инактивирующий β2�адрено�

рецепторы), что приводит к более выраженной

и длительной релаксации гладкомышечных клеток

дыхательных путей [17]. Таким образом, при совме�

стном применении бронхолитических препаратов

обоих классов на фоне ингаляционной терапии вза�

имно усиливается двойной терапевтический эффект

(как противовоспалительный, так и бронходилата�

ционный), что соответствует современным представ�

лениям об эффективности сочетанного применения

бронхолитических препаратов у больных ХОБЛ.

Что касается локальной экспрессии генов М�хо�

линорецепторов, то в работе [18] показано, что

в слизистой оболочке бронхов у больных ХОБЛ

экспрессия мРНК CHRM3 была существенно ниже

у лиц с ХОБЛ по сравнению с пациентами с бронхи�

альной астмой, а экспрессия генов M3�холиноре�

цепторов была значительно выше у больных ХОБЛ

с гиперреактивностью бронхов, чем в остальных

случаях ХОБЛ. Вероятно, у пациентов с обратимой

обструкцией имеется более высокий уровень

экспрессии генов М3�холинорецепторов, что под�

тверждается в современных работах на тему необхо�

димости применения холинолитических препаратов

у больных с определенными фенотипами бронхи�

альной астмы [19]. При снижении уровней мРНК

CHRM3 в лейкоцитах крови после комбинирован�

ной терапии отражается специфический бронходи�

латационный эффект препарата, о чем свидетель�

ствует увеличение показателей ОФВ1 при снижении

экспрессии CHRM3 под влиянием холинолитичес�

ких препаратов. Это согласуется с представлениями

о механизме действия ипратропия или тиотропия

бромида – блокадой М�холинорецепторов и связан�

ными с этим лечебными эффектами (расширение

бронхов и снижение секреции слизи) ввиду редук�

ции холинергического тонуса. Антимускариновые

препараты оказались эффективными в лечении

бронхообструктивных заболеваний. В случае назна�

чения как ингаляционных ГКС, так и β�агонистов

усиливается аддитивный эффект, проявляющийся

в подавлении экспрессии М�холинорецепторов

в дыхательных путях [20]. Следовательно, препара�

ты в данном сочетании имеют однонаправленный

механизм действия, оптимизируя функции холино�

рецепторов, что способствует достижению более вы�

раженного клинического эффекта у больных с брон�

хиальной обструкцией, в т. ч. ХОБЛ.

Заключение

Таким образом, индивидуальные уровни экспрессии

в лейкоцитах периферической крови генов холино�

и адренорецепторов, актуальных для ответа на брон�

холитическую терапию при лечении обострений

ХОБЛ, связаны с изменениями клинико�функцио�

нальных показателей ОФВ1, степени одышки и био�

маркеров воспаления (СРБ), отражающих тяжесть

обострения патологического процесса, а также эф�

фективность его лечения.

Необходимы дальнейшие исследования, направ�

ленные на выявление механизмов регуляции и акти�

вации фармакогенов при комбинированной терапии

с применением ингаляционных ГКС и оценка кли�

нико�прогностической ценности анализа экспрес�

сии данных генов при ХОБЛ.
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