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Исследование цитокинового профиля 
и экспрессии генов FYN, ZAP-70 и LAT 

при стимуляции конканавалином А 
у пациентов с терапевтически резистентной 

бронхиальной астмой
Обоснование. Бронхиальная астма (БА) является одним из самых распространенных хронических бронхолегочных заболеваний. Это 
заболевание характеризуется полифенотипичностью и гетерогенностью течения: существуют фенотипы астмы, связанные с рези-
стентностью к терапии, представляющие серьезную клиническую проблему. В качестве основного механизма развития лекарственной 
резистентности у больных на данный момент предполагается «переключение» иммунного ответа с Th2 на альтернативные варианты, 
однако причины этого недостаточно понятны. Согласно результатам исследований транскриптома, гены ZAP-70, FYN и LAT могут 
играть роль в развитии резистентности к лечению. Цель исследования ― выявление характерных паттернов изменения цитокиновой 
секреции и экспрессии генов (ZAP-70, FYN и LAT) интактных лимфоцитов и при стимуляции конканавалином А при терапевтической 
резистентности у больных БА. Методы. В исследование было включено по 10 пациентов с терапевтически резистентной БА и тяже-
лой БА, а также 10 здоровых человек контрольной группы. Все пациенты на момент забора образцов получали лечение по поводу БА. 
У каждого пациента проводили забор венозной крови и выделение клеток лимфоцитарной фракции, которые культивировали с кон-
канавалином А и без него. После культивирования определяли концентрации цитокинов IL2, IL12, TNFα, IL4, IL5 и IL6 с помощью 
иммуноферментного анализа, а также экспрессию генов LAT, ZAP-70 и FYN методом полимеразной цепной реакции в режиме реаль-
ного времени. Результаты. Установлена ассоциация заболевания и профиля секреции лимфоцитов без стимуляции конканавалином А. 
В клетках пациентов с резистентной БА повышалась концентрация IL2 и IL4 по сравнению с тяжелой БА. Лимфоциты пациентов 
с резистентной БА демонстрировали незначительный цитокиновый ответ на стимуляцию: отмечалось повышение продукции лишь IL5 
и TNFα, тогда как в клетках пациентов с тяжелой БА повышалась продукция всех цитокинов за исключением IL12, в контрольной 
группе ― за исключением IL12 и IL2. Установлено повышение экспрессии FYN в лимфоцитах пациентов с резистентной БА вне зави-
симости от режима стимуляции по сравнению с пациентами с тяжелой БА и группой контроля и снижение экспрессии данного гена 
в контроле по сравнению с тяжелой БА. Также отмечалось повышение экспрессии ZAP-70 в клетках пациентов с резистентной БА по 
сравнению с контролем при стимуляции конканавалином А. Заключение. Лимфоцитарная фракция клеток пациентов с резистентной 
БА характеризуется слабым ответом на стимуляцию конканавалином А, измененным профилем цитокиновой секреции и генетической 
экспрессии, характерным для клеток с низкой чувствительностью к проапоптотическим стимулам. Ген FYN является перспективной 
мишенью для поиска подходов по преодолению резистентности к стероидным препаратам при БА.
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Обоснование

Бронхиальная астма (БА) является одним из самых 

распространенных хронических бронхолегочных заболе-

ваний, которое сопряжено со значительным социальным 

и экономическим ущербом. Более 300 млн человек по 

всему миру страдает бронхиальной астмой [1], что приво-

дит как к высоким прямым, так и косвенным затратам ре-

сурсов здравоохранения [2]. Болезнь характеризуется по-

лифенотипичностью и гетерогенностью течения: наряду 

с классическими формами БА, обусловленными актива-

цией Th2 иммунного ответа и эозинофилией, существуют 

фенотипы астмы, связанные с резистентностью к тера-

пии. К такому типу, в частности, относится глюкокорти-

костероидрезистентная БА, для которой характерны ак-

тивация Th1 звена иммунного ответа и персистирующая 

нейтрофилия [3, 4]. Отсутствие терапевтического ответа 

на лечение глюкокортикостероидами является серьезной 

клинической проблемой. До 24% больных тяжелой БА 

резистентны к стероидным препаратам, более того, до-

статочно сложно клинически определить резистентность 

больного к такой терапии до ее назначения [5]. В качестве 

основного механизма развития лекарственной резистент-

ности у больных БА на данный момент предполагается 

переключение иммунного ответа с Th2 на альтернативные 

варианты ― Th1, Th17 и иные формы иммунного ответа, 

однако причины такого процесса недостаточно понятны 

[6, 7]. Ввиду этого актуален поиск механизмов, опосреду-

ющих развитие резистентности при БА [4].

Ранее нами проведено исследование по анализу диф-

ференциальной экспрессии генов у больных терапевти-

чески резистентной БА. Было показано, что при тера-

певтической резистентности у больных БА по сравнению 

с пациентами с тяжелой контролируемой формой заболе-

вания повышается экспрессия целого ряда генов, относя-

щихся в том числе и к сигнальному пути Т-клеточного 
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Cytokine Profile and Expression of FYN, ZAP-70
and LAT During Concanavalin A Stimulation in Patients 

with Resistant Bronchial Asthma
Background: Bronchial asthma (BA) is one of the most spreading chronic lung pathology in the world. The disease is characterized by high hetero-
geneity of clinical phenotypes including resistant forms which provoke significant clinical problem. Immune shift from Th2 to alternative immuno-
logical response is considered to be a mechanism of drug-resistance in BA treatment but this issue is not considerably studied yet. Aims: Detection 
of distinctive patterns in cytokine secretion and genetic expression (ZAP-70, FYN and LAT) of naïve and concanavalin A stimulated lymphocytes 
in patients with resistant BA. Materials and methods: The study enrolled ten patients in each group: subjects with treatment resistant BA, severe 
BA, and controls (30 in total). During the experiment, all patients with BA received treatment according to the condition. For each participant 
lymphocytes isolation from venous blood was performed. Cells were cultured with concanavalin A and without stimulation. Concentrations of cyto-
kines IL-2, IL-12, TNF-α, IL-4, IL-5, and IL-6 in supernatants were measured with ELISA. Reverse transcription polymerase chain reaction 
was used to detect the mRNA expression of LAT, ZAP-70, and FYN genes. Results: Significant disease contribution to the lymphocyte secretion 
profile was established without concanavalin A stimulation: increased levels of IL-2 and IL-4 was observed in lymphocytes of patients with resistant 
BA if compared to the results of gorup with severe BA. Patients with resistant BA were characterized by weak cytokine response to the stimulation: 
only TNF-α and IL-5 levels were significantly increased whereas in group with severe BA all cytokines concentrations increased except IL-12, 
in controls — except IL-12 and IL-2. Significant FYN upregulation was identified in resistant BA group if compared with other groups, and in 
severe BA patients if compared with controls. The concanavalin A-stimulated cells showed increased expression of ZAP-70 in cells of patients with 
resistant BA compared to control group. Conclusions: Lymphocytes from patients with resistant BA are characterized by lack of cytokine response 
to concanavalin A stimulation, alteration of cytokine secretion, and genetic expression profile similar to cells with low sensitivity to apoptosis. The 
FYN gene is a perspective target for finding approaches to overcome resistance to steroid drugs in bronchial asthma.
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рецептора [8]. Среди них можно отметить несколько 

генов, представляющих особый интерес, ― LAT, FYN 

и ZAP-70.

Одним из возможных белков, участвующих в про-

цессе поляризации иммунного ответа, является LAT (от 

англ. linker for activation of T-cells ― линкер активации 

Т-клеток). LAT представляет собой адаптерный белок 

иммунной системы, переключающий иммунный ответ 

между Th1 и Th2, причем при повышении функциональ-

ной активности этого белка происходит переключение 

на Th1 иммунный ответ, а при недостаточной его актив-

ности наблюдается поляризация Th2 [9−11]. Экспрессию 

линкера активации Т-клеток координирует тирозинкина-

за ZAP-70, рост экспрессии которой связан со снижением 

активности LAT [12]. Другим важнейшим компонентом 

начального участка Т-клеточного сигнального пути явля-

ется тирозинкиназа FYN, регулирующая процессы роста 

и клеточного цикла [13]. Оценка этих факторов позволяет 

определять «поведение» гена LAT.

Предполагается, что изменение экспрессии данных 

генов нарушает проведение сигнала через Т-клеточный 

рецептор. Это может быть одной из причин дисбаланса 

секреции Th1- и Th2-зависимых цитокинов (IL2, IL12, 

TNFα, IL4, IL5 и IL6) и неадекватного ответа клетки 

на терапию, что является отличительной особенностью 

терапевтически резистентной БА. При изучении имму-

нозависимых заболеваний с целью оценки способности 

лимфоцитов адекватно отвечать на стимулы использу-

ется агонист Т-клеточного рецептора митоген конкана-

валин А, представляющий собой лектин, получаемый из 

канавалии мечевидной (Canavalia ensiformis) [14]. Иссле-

дование цитокиновой секреции и генетической экспрес-

сии LAT, FYN и ZAP-70 у пациентов с терапевтической 

резистентностью по сравнению с тяжелой контролиру-

емой БА и контрольной группой на интактных лимфо-

цитах и при стимуляции позволит определить паттерны, 

характерные именно для резистентности и не встречаю-

щиеся у здоровых людей и пациентов с контролируемой 

формой заболевания.

Цель исследования ― выявление характерных пат-

тернов изменения цитокиновой секреции и экспрессии 

генов (ZAP-70, FYN и LAT) интактных лимфоцитов и при 

их стимуляции конканавалином А на фоне терапевтиче-

ски резистентной БА.

Методы

Дизайн исследования
Проведено одномоментное одноцентровое выбороч-

ное обсервационное неконтролируемое сравнительное 

исследование в параллельных группах пациентов с тяже-

лой терапевтически резистентной бронхиальной астмой, 

тяжелой бронхиальной астмой и здоровых добровольцев. 

Всего в исследование вошли 30 человек, по десять в каж-

дой группе. 

Критерии соответствия
В группу пациентов с тяжелой терапевтически рези-

стентной бронхиальной астмой и тяжелой бронхиальной 

астмой включали лиц, для которых ранее проводилось ис-

следование по анализу дифференциальной экспрессии [8]. 
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Критерии включения: 
 • пациенты обоего пола в возрасте от 18 до 80 лет; 

 • наличие подписанного информированного согласия; 

 • диагноз тяжелой БА, установленный в соответствии 

с критериями Глобальной стратегии лечения и про-

филактики бронхиальной астмы (англ. Global Initiative 

for Asthma, GINA); 

 • наличие резистентности к терапии, определенной в со-

ответствии с оценкой эффективности терапии и крите-

риями Американского торакального общества [15] (для 

группы пациентов с резистентной БА), либо отсутствие 

таковой (для группы пациентов с тяжелой БА); 

 • отсутствие иных тяжелых соматических заболеваний 

по данным анамнеза и осмотра.

Все пациенты на момент забора образцов получали 

базисную терапию комбинированными препаратами аго-

нистов бета2-адренорецепторов длительного действия 

и ингаляционных глюкокортикостероидов в высоких до-

зах (более 500 мкг по флутиказону пропионату).

В группу контроля включали здоровых добровольцев 

обоего пола старше 18 лет, подписавших информирован-

ное согласие и не имеющих признаков бронхиальной аст-

мы, атопии, а также тяжелых соматических заболеваний 

по данным анамнеза и осмотра.

Продолжительность исследования
Набор пациентов в исследование и эксперименталь-

ные работы проведены в ноябре 2016 г. Анализ результата 

экспериментальных работ осуществлен в 2017 г.

Описание медицинского вмешательства
и анализ в подгруппах 

Для каждого пациента выполняли физикальный ос-

мотр и забор периферической венозной крови в объеме 

30 мл по стандартной методике. Сравнение концентрации 

цитокинов в кондиционных средах и уровня генетиче-

ской экспрессии в лимфоцитах периферической веноз-

ной крови проводилось между клетками, полученными 

у пациентов с тяжелой терапевтически резистентной 

бронхиальной астмой, тяжелой бронхиальной астмой 

и контрольной группы; внутри групп пациентов сравни-

вали концентрации цитокинов до и после стимуляции 

лимфоцитов конканавалином А.

Исходы исследования
В рамках исследования оценивали показатели секре-

ции интерлейкинов (interleukin, IL) 2, 12, 4, 5, 6 и фак-

тора некроза опухоли альфа (tumor necrosis factor alpha, 

TNFα), а также уровни экспрессии генов LAT, ZAP-70 

и FYN интактными лимфоцитами и при их стимуляции 

конканавалином А.

Методы регистрации исходов
Определяли концентрации шести цитокинов (IL2, 

IL12, TNFα, IL4, IL5 и IL6) до и после стимуляции 

конканавалином А. Для получения лимфоцитарной 

фракции крови использовали метод градиентного цен-

трифугирования с использованием градиентов фикол-

ла (пл. 1,077 г/см3, ПанЭко, Россия) и перколла (пл. 

1,131 г/см3, Sigma, США). Клетки от каждого донора 

рассаживали на 10 лунок в концентрации 1 млн/мл 

в среде RPMI-1640 (ПанЭко, Россия) с добавлением 

эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone, США), 

L-глутамина (ПанЭко, Россия), пирувата натрия (Пан-

Эко, Россия), пенициллина-стрептомицина (ПанЭко, 

Россия), b-меркаптоэтанола (Sigma, США). 

Для стимуляции лимфоцитов использовали стандарт-

ный митоген конканавалин А. В половину лунок с клетка-

ми, полученными от пациентов разных групп, добавляли 

конканавалин А в концентрации 5 мкг/мл, оставшиеся 

5 лунок использовали в качестве контроля. Культиви-

рование проводили в течение 4 сут в СО
2
-инкубаторе во 

влажной атмосфере 5% СО
2
 при 37°С. Направленность 

иммунного ответа в кондиционных средах образцов изу-

чалась путем определения концентрации цитокинов при 

помощи наборов eBioscience для иммуноферментного 

анализа (ИФА), согласно рекомендациям производителя, 

на анализаторе Sunrise (Tecan, Австрия).

Исследовали экспрессию трех генов ― LAT, ZAP-70 

и FYN. Для выделения суммарной РНК из снятой с плаш-

ки культуры лимфоцитов, ресуспендированных в полной 

питательной среде RPMI-1640, клетки осаждались цен-

трифугированием. Выделение суммарной РНК проводи-

ли реагентом TRIzol Reagent по стандартному протоколу 

производителя. Концентрацию полученной суммарной 

РНК определяли на спектрофотометре NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific, США). Для синтеза комплементарной 

ДНК использовали набор реактивов RevertAid First Strand 

cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, США). Подбор 

праймеров для полимеразной цепной реакции (ПЦР) 

в режиме реального времени производили с использова-

нием программы CLC Bio 6 (США). Для проведения ПЦР 

в реальном времени использовали 5X готовую реакцион-

ную смесь с интеркалирующим красителем SYBR Green I 

qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия). Полимеразную 

цепную реакцию проводили на планшетном анализаторе 

для ПЦР в режиме реального времени CFX96 Bio-Rad. 

Уровень экспрессии мРНК генов цитокинов выражали по 

отношению к экспрессии мРНК β-актина.

Этическая экспертиза
Протокол клинического исследования был одобрен 

Локальным этическим комитетом ГБОУ ВПО «СибГМУ» 

Минздрава России (выписка № 4948 от 31.10.2016). 

Статистический анализ
Размер выборки предварительно не рассчитывали. 

Статистическая обработка проводилась с использованием 

языка программирования R [16]. Для оценки вклада со-

стояния пациентов (здоров, тяжелая БА, резистентная БА) 

в совокупный профиль цитокиновой секреции использо-

валось неметрическое многомерное шкалирование. Для 

этого проводился расчет расстояний между пациентами 

в метрике Брея−Кертиса, в качестве «координат» паци-

ента использовали логарифм значений концентрации 

цитокинов. Для подтверждения влияния состояния паци-

ента на цитокиновую секрецию применяли непараметри-

ческий дисперсионный анализ с использованием пакета 

vegan [17]. Корреляция между матрицами расстояний 

до и после стимуляции конканавалином А оценивалась 

с использованием прокрустова анализа и теста Мантела. 

Для попарного корреляционного анализа использовалась 

ранговая корреляция Спирмена, реализованная в паке-

те base языка R [16]. Визуализация выполнена в пакете 

ggplot2 [18].

Для статистического анализа генетической экспрес-

сии использовали показатели кратности различия (Fold 

change), концентрации цитокинов логарифмировали по 

основанию два. Для оценки различий в концентрациях 

цитокинов и генетической экспрессии в трех группах 

в зависимости от заболевания последовательно исполь-

зовались критерии Краскела−Уоллиса и U-тест Манна−
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Уитни−Вилкоксона, при анализе связных выборок (до 

и после стимуляции) использовался критерий Вилкоксо-

на. Коррекция значений p на множественное сравнение 

проводилась при помощи метода Бенджамини−Хохберга, 

различия считались достоверными при значениях p<0,05 

после применения поправки. Значения приведены в виде 

медианы ([Q1; Q3] пг/мл).

Результаты

Объекты (участники) исследования
В исследование были включены 30 человек, из них 

10 пациентов экспериментальной группы (тяжелая те-

рапевтически резистентная бронхиальная астма) и 10 ― 

группы сравнения (тяжелая бронхиальная астма без ре-

зистентности), принимавшие участие в исследовании 

ранее [8], а также 10 добровольцев контрольной группы 

без проявлений бронхиальной астмы и атопии (табл. 1).

Основные результаты исследования
При оценке связи состояния (здоров, тяжелая БА, ре-

зистентная БА) индивида и цитокиновой секреции была 

установлена ассоциация фенотипа болезни и профи-

ля секреции нестимулированных лимфоцитов (R2=0,17 

и p=0,009; рис. 1, А). Однако при анализе группы стиму-

лированных конканавалином лимфоцитов вклад фено-

типа болезни в вариабельность концентрации цитокинов 

отсутствовал (R2=0,12 и p=0,12; рис. 1, Б). При этом была 

установлена корреляция между концентрациями цитоки-

нов в кондиционных средах интактных и стимулирован-

ных клеток (прокрустов анализ: R2=0,42 и p=0,011; тест 

Мантела: R2=0,33 и p=0,004).

При сравнении уровней секреции лимфоцитами от-

дельных цитокинов было установлено, что в лимфоцитах, 

полученных от пациентов с терапевтически резистентной 

бронхиальной астмой, наблюдалась повышенная про-

дукция IL2 (р=0,008; рис. 2, А) и IL4 (р=0,008; рис. 2. Б) 

по сравнению с пациентами с тяжелой бронхиальной аст-

мой. В то же время добавление конканавалина А в куль-

туральную среду лимфоцитов не приводило к увеличению 

секреции этих цитокинов клетками пациентов с рези-

стентной БА.

При сравнении цитокиновой секреции лимфоцитов 

внутри групп в зависимости от стимуляции было заме-

чено, что у клеток пациентов с тяжелой БА наблюдался 

наиболее выраженный ответ на стимуляцию конканава-

лином А. Так, в этой группе отмечалось повышение кон-

центраций 5 из 6 исследованных цитокинов ― IL6, IL4, 

IL2, IL5, а также TNFα (табл. 2). При стимуляции лим-

фоцитов, полученных в контрольной группе, отмечалась 

повышенная продукция 4 из 6 цитокинов ― IL6, IL4, IL5 

и TNFα (см. табл. 2). Лимфоциты пациентов с терапев-

тически резистентной БА в ответ на стимуляцию демон-

стрировали повышение лишь TNFα и IL5 (см. табл. 2).

В ходе оценки генетической экспрессии в лимфоцитах 

пациентов с резистентной БА была установлена повы-

шенная экспрессия гена FYN как в интактных, так и в сти-

мулированных конканавалином А клетках. В лимфоцитах 

пациентов контрольной группы определялся наиболее 

низкий уровень экспрессии этого гена (табл. 3). При 

стимуляции конканавалином А отмечается повышение 

Таблица 1. Участники исследования

Показатель Контроль (n=10) ТБА (n=10) ТРБА (n=10)

Рост, см 169,7±9,3 162,3±7,7 163,2±9,2

Вес, кг 60,6±12 80,6±12,6* 90,0±25,5*

Возраст, лет 24±5,5 57±12,5* 60,8±8,1*

Соотношение полов, м/ж 1/9 1/9 2/8

Примечание. ТБА ― тяжелая бронхиальная астма, ТРБА ― терапевтически резистентная бронхиальная астма, контроль ― контроль-

ная группа. * ― различия по сравнению с контролем р<0,05 (р-значения приведены после применения поправки по Бенджамини−

Хохбергу).

Рис. 1. Графики неметрического многомерного шкалирования пациентов до (А) и после (Б) стимуляции конканавалином А на основе 

информации о концентрациях цитокинов

Примечание. Синим треугольником обозначены лица контрольной группы, красным кругом ― пациенты с резистентной бронхиальной 

астмой, зеленым квадратом ― пациенты с тяжелой бронхиальной астмой.

А Б
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Таблица 3. Экспрессия генов FYN и ZAP-70 в группах

Экспрессия гена Группа сравнения
До стимуляции После стимуляции

Кратность различия р* Кратность различия р*

FYN
ТРБА-контроль 56,4 [37,8; 87,3] 0,006 45,7 [29,2; 88,1] 0,0003

ТРБА-ТБА 10,1 [6,8; 15,6] 0,006 14,8 [9,4; 28,5] 0,009

ТБА-контроль 6,1 [4,2; 11,1] 0,006 3,6 [1,9; 6,5] 0,02

ZAP-70
ТРБА-контроль 6,8 [2,2; 22,2] 0,077 4,9 [2,8; 8,5] 0,012

ТРБА-ТБА 1,1 [0,4; 3,7] 0,888 2,8 [1,6; 4,9] 0,218

ТБА-контроль 5,2 [2,9; 16,8] 0,089 1,5 [1,2; 2,7] 0,517

Примечание. ТБА ― тяжелая бронхиальная астма, ТРБА ― терапевтически резистентная бронхиальная астма, контроль ― контроль-

ная группа. * ― р-значения приведены после применения поправки по Бенджамини−Хохбергу.

Таблица 2. Цитокиновая секреция до и после стимуляции конканавалином А

Цитокин
Заболевание IL2 IL4 IL5 IL6 IL12 TNFα

К
о

н
тр

о
л

ь До стимуляции
16,45

[14,67; 18,23]

2,72

[2,16; 3,29]

0,64

[0,25; 1,02]

3,61

[1,70; 5,69]

0,15

[0,09; 0,58]

0,45

[0,23; 3,38]

После стимуляции
23,96

[19,61; 26,93]

5,1

[3,72; 6,04]

4,29

[2,74; 11,42]

14,31

[7,93; 18,44]

0,34

[0,23; 0,56]

26,71

[14,88; 52,75]

р* 0,058 0,041 0,004 0,004 0,625 0,004

Т
Б

А

До стимуляции
13,68

[9,73; 15,66]

1,85

[0,60; 2,47]

0,64

[0,30; 0,86]

0,77

[0,63; 2,08]

0,32

[0,32; 0,47]

1,10

[0,17; 1,97]

После стимуляции
22,78

[14,67; 30,29]

4,72

[2,16; 7,10]

5,84

[2,74; 11,75]

5,52

[3,16; 13,77]

0,46

[0,32; 0,63]

21,94

[5,66; 28,34]

р* 0,015 0,015 0,006 0,006 0,726 0,015

Т
Р

Б
А

До стимуляции
17,64

[16,85; 18,43]

3,10

[2,85; 3,35]

1,19

[0,86; 1,47]

2,22

[0,59; 28,34]

0,46

[0,36; 1,01]

1,10

[0,34; 6,20]

После стимуляции
20,01

[17,24; 21,99]

3,85

[2,97; 4,47]

7,27

[3,07; 70,22]

13,63

[8,56; 24,14]

0,70

[0,51; 0,94]

22,15

[13,25; 64,58]

р* 0,234 0,234 0,029 0,097 0,146 0,029

Примечание. ТБА ― тяжелая бронхиальная астма, ТРБА ― терапевтически резистентная бронхиальная астма, контроль ― контроль-

ная группа. * ― р-значения приведены после применения поправки по Бенджамини−Хохбергу.

Рис. 2. Концентрации IL2 (А) и IL4 (Б) в клетках пациентов без стимуляции конканавалином А 

Примечание. На графике точками обозначены логарифмированные значения концентрации цитокинов в клетках отдельных пациентов, 

вертикальной черной чертой ― медианы концентраций по группе, фиолетовой точкой ― среднее арифметическое по группе, фиоле-

товым разбросом ― стандартное отклонение; границы графика показывают плотность распределения значений концентрации цитоки-

нов. ТБА ― тяжелая бронхиальная астма, ТРБА ― терапевтически резистентная бронхиальная астма, контроль ― контрольная группа.

А Б
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экспрессии гена ZAP-70 в лимфоцитах пациентов с рези-

стентной БА по сравнению с контролем (см. табл. 3).

При оценке корреляции между уровнями генети-

ческой экспрессии и секрецией цитокинов установ-

лено, что во всех группах отмечается положительная 

корреляция между концентрациями цитокинов IL2 

и IL4 в кондиционных средах как при наличии, так 

и при отсутствии стимуляции (рис. 3). Положительная

Рис. 3. Корреляции между цитокиновой секрецией и генетической экспрессией при стимуляции конканавалином А и без таковой в 

клетках пациентов контрольной группы (А, Б), пациентов с тяжелой бронхиальной астмой (В, Г) и пациентов с терапевтически рези-

стентной бронхиальной астмой (Д, Е) соответственно

Примечание. Точками на графике отмечены статистически достоверные попарные корреляции (p<0,05); цвет точек показывает направ-

ление корреляции (красные оттенки ― отрицательная, синие оттенки ― положительная); насыщенность цвета и размер точек демон-

стрируют силу корреляции (чем больше точка и темнее цвет, тем выше значение).

А

В

Д

Б

Г

Е
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корреляция между IL5 и TNFα наблюдалась в конди-

ционных средах лимфоцитов пациентов всех групп при 

добавлении конканавалина А. В кондиционных средах 

пациентов с терапевтически резистентной БА без сти-

муляции наблюдалась корреляция между IL6 и TNFα, 

что было характерно и для пациентов с тяжелой БА при 

наличии стимуляции. Также при терапевтически ре-

зистентной БА в отсутствии стимуляции наблюдалась 

корреляция между IL12 и LAT, что свойственно лим-

фоцитам группы здорового контроля при стимуляции 

(см. рис. 3).

Обсуждение

Резюме основного результата
исследования

Установлен достоверный вклад  состояния индивида 

(здоров, тяжелая БА, резистентная БА) в профиль секре-

ции лимфоцитов без стимуляции конканавалином А за 

счет увеличения продукции цитокинов IL4 и IL2 клет-

ками пациентов с терапевтической резистентностью 

по сравнению с больными тяжелой БА. В лимфоцитах 

пациентов с резистентной БА отмечался слабый цито-

киновый ответ на стимуляцию конканавалином по срав-

нению с пациентами других групп. Наблюдалось повы-

шение экспрессии гена FYN в ряду «здоровые – тяжелая 

БА – резистентная БА». Также отмечалось повышение 

экспрессии ZAP-70 в клетках от пациентов с резистент-

ной БА по сравнению с контролем при стимуляции 

конканавалином А. 

Обсуждение основного результата
исследования

Таким образом, в эксперименте ex vivo нами под-

тверждено, что лимфоцитарная фракция анализируе-

мых групп при отсутствии дополнительных стимулов 

имеет разный профиль секреции цитокинов. Различия 

в уровне экспрессии цитокинов клетками крови здо-

ровых и больных БА являются установленным фактом 

[19]. В данном исследовании дифференциальная экс-

прессия цитокинов, ассоциированная с резистентно-

стью, обусловлена повышением секреции цитокинов 

IL4 и IL2. Полученные данные согласуются с ранее 

опубликованными материалами: повышение секреции 

IL2 и IL4 Т-лимфоцитами является одним из харак-

терных признаков наличия стероидной резистентности 

у пациентов с БА [19]. Добавление сочетания IL2 и IL4 

к Т-лимфоцитам человека in vitro индуцирует стеро-

идную резистентность на клетках здоровых доноров 

и у пациентов с терапевтически чувствительной астмой 

[19, 20]. 

Характерной особенностью терапевтически рези-

стентной астмы является незначительное изменение 

цитокинового профиля лимфоцитов в ответ на стиму-

лятор конканавалин А. В клетках здоровых доноров 

под действием конканавалина А отмечалось повышение 

продукции 4 из 6 цитокинов ― IL6, IL4, IL5 и TNFα. 

У лимфоцитов пациентов с тяжелой БА при стимуляции 

конканавалином А повышалась секреция 5 из 6 ис-

следованных цитокинов ― IL6, IL4, IL2, IL5, а также 

TNFα. В группе резистентных в ответ на конканавалин 

вовлекались только TNFα и IL5. При этом во всех груп-

пах для концентраций этих двух цитокинов характерна 

положительная корреляция при добавлении конкана-

валина А, что может говорить о повышении концентра-

ции TNFα и IL5 как о результате неспецифического 

воздействия митогена, реализуемого вне зависимости 

от диагноза. Учитывая вышеперечисленное, а также ис-

чезновение различий в цитокиновой секреции под воз-

действием конканавалина А, можно предположить, что 

Т-лимфоциты пациентов с резистентной бронхиальной 

астмой слабо отвечают на стимуляцию, что, возможно, 

и является причиной нечувствительности больных к сте-

роидным препаратам.

Ранее было показано, что повышение экспрессии 

ZAP-70, скоординированное со снижением экспрессии 

LAT, характерно для терапевтически чувствительной 

БА [12]. Нами установлен рост экспрессии данного гена 

у пациентов с резистентной БА в присутствии конкана-

валина А, однако описанного ранее снижения актив-

ности гена LAT не наблюдается, что дополнительно 

свидетельствует о слабовыраженном ответе на стимулы 

при терапевтически резистентной БА. 

Установлено повышение экспрессии гена FYN при 

резистентной БА как на интактных, так и на стимулиро-

ванных конканавалином А клетках по сравнению с па-

циентами с тяжелой БА и группой здоровых. В клетках 

пациентов с терапевтически чувствительной БА также 

отмечается увеличение экспрессии данного гена по 

сравнению с контролем при всех режимах стимуляции. 

Тирозинкиназа FYN выступает одним из регуляторов 

апоптоза в злокачественных опухолях многих тканей 

человека, в частности она опосредует ингибирование 

апоптоза Т-клеток при опухолях крови [21]. Наряду 

с измененной экспрессией гена FYN вклад в угнете-

ние апоптоза оказывает и повышение секреции IL4 

и IL2 [22−24], также отмеченное нами у пациентов 

с терапевтически резистентной БА. Снижение темпов 

апоптоза Т-клеток и эозинофилов свойственно БА и яв-

ляется одним из механизмов нарушения чувствитель-

ности к стероидным препаратам [24, 25]. Ввиду этого 

на данный момент FYN является перспективной мише-

нью для дальнейшего изучения механизмов стероидной 

резистентности при БА. Изменение экспрессии данно-

го гена с помощью молекулярно-биологических либо 

фармакологических подходов потенциально позволит 

модифицировать чувствительность клетки к стероидной 

терапии.

Ограничения исследования
Учитывая небольшой объем выборки, необходимо 

дальнейшее изучение роли тирозинкиназы FYN в разви-

тии терапевтической резистентности при бронхиальной 

астме, в том числе с использованием подходов по изме-

нению экспрессии данного гена у пациентов. 

Заключение

Лимфоцитарная фракция клеток пациентов с тера-

певтически резистентной БА характеризуется слабым 

изменением цитокинового профиля при стимуляции 

митогеном конканавалином А по сравнению с группа-

ми больных БА и здоровыми индивидами. Терапевти-

ческая резистентность при БА характеризуется профи-

лем цитокиновой секреции и генетической экспрессии, 

который характерен для клеток с низкой чувствитель-

ностью к проапоптотическим стимулам. Ген FYN явля-

ется перспективной мишенью для поиска подходов для 

преодоления резистентности к стероидным препаратам 

при БА.
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