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Исследование продуктов альтернативного сплайсинга цитокинов представляет значительный научный интерес. Про-
дукт альтернативного сплайсинга интерлейкина-4 (IL-4) — IL-4δ2 обладает антагонистическим по сравнению с IL-4 дейст-
вием на пролиферативную активность мононуклеарных клеток крови человека и продукцию ими IL-6.  

Сочетание биохимических и компьютерных методов исследования позволило подтвердить и объяснить наличие у IL-4δ2 
свойств антагониста по отношению к своему полноразмерному варианту — IL-4. 

Ключевые слова: IL-4δ2, IL-4, AutoDock, мононуклеарные клетки крови, В-лимфоциты. 

Alternatively spliced interleukins are very actively studied over the last years. Splice form of IL-4 — IL-4δ2 has antagonistic 
effects to its full form on proliferative activity of human mononuclear blood cells and their IL-6 production. 

Antagonistic effects between IL-4 and IL-4δ2 were confirmed and explained in this study due to combination of biochemical 
and computer methods. 
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Введение 

Интерлейкин-4 (IL-4) вовлечен в онтогенез В-
лимфоцитов: вызывает их активацию, пролиферацию 
и дифференцировку [12]. В Т-клетках IL-4 переключа-
ет дифференцировку Т-хелперов типа 0 в сторону Т-
хелперов типа 2, усиливает экспрессию IL-4R. 

Широкий спектр эффектов, оказываемых IL-4 на 
различные клетки, опосредуется двумя вариантами 
рецептора IL-4 (IL-4R), состоящими из трех видов 
субъединиц: IL-4Rα, IL-2Rγ и IL-13Rα. 

Субъединица IL-2Rγ, или белок γс, является об-
щим компонентом для рецепторов IL-2, IL-4, IL-7 и 

некоторых других. Объединяясь, IL-4Rα и γс форми-
руют IL-4R I — высокоаффинный рецептор первого 
типа, который экспрессируется на поверхности широ-
кого спектра иммунокомпетентных и гемопоэтических 
клеток: Т- и В-лимфоцитов, моноцитов, гранулоцитов 
[16]. 

Второй тип рецептора к IL-4 — IL-4R II формиру-
ется субъединицами IL-13Rα и IL-4Rα. IL-4R II явля-
ется низкоаффинным, экспрессируется преимущест-
венно на поверхности клеток нелимфоидного проис-
хождения и может связывать как IL-4, так и IL-13. 
Предполагается, что данное явление обеспечивает 
известное перекрывание эффектов этих цитокинов 
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[10]. В список иммунопатологических состояний, в 
которых IL-4 играет важную роль, включены аллерги-
ческие  (атопическая астма, ринит) [17], аутоиммун-
ные (ревматоидный артрит, системный склероз) бо-
лезни [8], а также некоторые хронические инфекции 
[18].  

В последние несколько лет обозначилось новое на-
правление в исследованиях цитокинов, связанное с изу-
чением изоформ как самих цитокинов, так и их рецеп-
торов, образующихся при альтернативном сплайсинге 
транскриптов. Альтернативный сплайсинг активно уча-
ствует в формировании полиморфизма системы цито-
киновой регуляции, а сплайс-изоформы белков цито-
кинов и их рецепторов значительно расширяют регу-
ляторные функции различных цитокинов, поскольку 
обладают свойствами, отличными (или противопо-
ложными) от полноразмерных белков. Исследования в 
данном направлении могут серьезно дополнить со-
временное представление о регуляции гемо- и имму-
нопоэза новыми сведениями о механизмах контроля 
эффекторных функций цитокинов, а также предоста-
вить клиническим иммунологам специфические био-
логические препараты с новыми свойствами [5]. 

Сказанное выше в полной мере можно отнести к 
сплайс-варианту IL-4 человека с делецией второго 
экзона — IL-4δ2. Образование IL-4δ2 имеет тканеспе-
цифический характер, детектируется в различных ти-
пах иммунокомпетентных клеток [13]. 

Экспрессия мРНК IL-4δ2 обнаружена в мононук-
леарных клетках периферической крови (МНКПК), в 
Т-лимфоцитах [4] и В-лимфоцитах [14], в клетках лег-
ких, кишечника и тимуса [7]. Кроме того, экспрессия 
мРНК обоих форм IL-4 обнаружена в тканях плаценты, 
децидуальной ткани, причем количественное соотно-
шение двух форм мРНК в этих линиях различное [14]. 
Установлено, что нестимулированные МНКПК экс-
прессируют обе формы мРНК IL-4, при этом количест-
во мРНК IL-4 в 3,5 раза больше, чем мРНК IL-4δ2 [3]. 

В экспериментах с В-лимфоцитами было пока-
зано, что IL-4δ2 проявляет себя как антагонист сво-
его полноразмерного варианта. Действие IL-4δ2 
приводит к снижению синтеза иммуноглобулина (Ig) 
E, опосредованного IL-4. На основании этих данных 
было высказано предположение, что IL-4δ2 связыва-
ется с рецептором IL-4R, но не вызывает конформа-
ционных изменений в рецепторе и не обеспечивает 
трансдукцию сигнала в клетку [4]. Однако оконча-

тельно механизм антагонистического действия IL-
4δ2 не установлен. 

Для моделирования взаимодействия биологиче-
ских объектов с 70-х гг. ХХ в. используется вычисли-
тельная техника. В биологии и медицине компьютер-
ное исследование принято обозначать in silico. Взаи-
модействие двух и более молекул между собой может 
быть смоделировано с использованием методов кван-
товой химии или молекулярной механики. 

Молекулярная механика — это совокупность мето-
дов априорного определения геометрического строения 
и энергии молекул на основе модели, в которой (в отли-
чие от методов квантовой химии) электроны системы не 
рассматриваются. Потенциальная энергия, которая в 
квантово-химических моделях подлежит прямому рас-
чету, здесь аппроксимируется набором эмпирических 
функций разной степени сложности, представляющих 
собой, например, суммы парных потенциалов взаимо-
действия атомов. Такая аппроксимация позволяет эко-
номить вычислительные ресурсы и добиваться досто-
верных результатов. Таким образом, является актуаль-
ным использование методов молекулярной механики 
для моделирования взаимодействия IL-4 и IL-4δ2 с ре-
цепторами IL-4R I и IL-4R II.  

В связи с вышеизложенным цель работы — изу-
чить взаимодействие цитокинов IL-4 и IL-4δ2 с рецеп-
торами IL-4R I и IL-4R II на компьютерной модели их 
лиганд-рецепторных взаимодействий, охарактеризо-
вать биологическую активность рекомбинантного бел-
ка IL-4δ2 в культуре мононуклеарных клеток крови по 
влиянию на их пролиферативную активность, продук-
цию ими цитокинов. 

Материал и методы 
Модели IL-4, IL-4R I типа, IL-4 II типа были полу-

чены через сеть Интернет из базы данных RCSB PDB [9], 
где они находятся в свободном доступе. Оригинальная 
модель IL-4δ2, структура которого была создана на 
компьютере исходя из физико-химических законо-
мерностей, предоставлена создателем — 
А. Денесюком (Университет Турку, Финляндия). Рас-
чет лиганд-рецепторных взаимодействий осуществ-
лялся при помощи программы AutoDock 4.0 в составе 
пакета программ MGLTools 1.4.5 [15] на суперкомпь-
ютере Skif Cyberia в Томском государственном уни-
верситете.  
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Источником мононуклеарных клеток (МНК) по-
служила гепаринизированная (50 ЕД гепарина на 1 мл 
крови) венозная кровь доноров. МНК выделяли стан-
дартным методом центрифугирования на градиенте 
плотности фиколл-урографина. Затем МНК культиви-
ровали в среде RPMI-1640. 

В работе использованы рекомбинантные челове-
ческие белки: rhIL-4 (R & D System, Великобритания) и 
изоформа интерлейкина-4 — rhIL-4δ2, любезно пре-
доставленная Л.Р. Птицыным (ГосНИИ «Генетика», 
г. Москва) [1]. 

Пролиферативную активность МНК оценивали по 
включению 3Н-тимидина. Подсчет радиоактивности 
экспериментального материала производили в жидко-
стном сцинтиляционном счетчике SL-30 (Intertechnic, 
Франция). Результаты представляли в виде среднего 
счета (импульсов в минуту) из трех идентичных куль-
тур. Для исследования влияния IL-4 и IL-4δ2 на про-
лиферативную активность МНК клетки культивиро-
вали в присутствии рекомбинантных белков в систе-
мах без митогена и в присутствии субоптимальных 
доз митогена конканавалина А (КонА) (Pharmacia, 
Швеция). 

Уровень цитокинов определяли в культуральной 
среде МНКПК после 48 ч культивирования в 24-
луночных планшетах. Клетки осаждали центрифугиро-
ванием, собирали кондиционную среду и хранили при 
температуре –20 °С до проведения анализа. Количест-
венную оценку уровней цитокинов в кондиционных 
средах проводили на электрохемилюминометре 
ORIGEN Analyzer (IGEN Inc., США), как описано в 
работе С.В. Сенникова и соавт. [19]. 

Полученные данные представлены как среднее 
выборочное значение M и стандартная ошибка сред-
него m. Для статистической обработки результатов 
культуральных исследований использовали диспер-
сионный анализ и критерии множественных сравне-
ний, лиганд-рецепторных взаимодействий, непара-
метрический U-критерий Манна—Уитни (поскольку, 
по данным критерия Колмогорова—Смирнова, закон 
распределения полученных данных не соответствовал 
нормальному), с помощью программы Statistica 6.0 for 
Windows. Расчет показателя RMSD для оценки каче-
ства контрольного докинга выполняли в программе 
AutoDock. 

Результаты и обсуждение 

Для каждой пары лиганд — рецептор был 50 раз 
проведен расчет межмолекулярных взаимодействий. В 
рамках каждого расчета анализировались 2,5 млн раз-
личных конформаций лиганда в лиганд-связывающем 
центре рецептора. Из этих 2,5 млн конформаций отби-
ралась одна наиболее энергетически выгодная кон-
формация, т.е. конформация с наименьшим значением 
изменения свободной энергии Гиббса. Таким образом, 
по завершении расчетов было получено 50 наилучших 
конформаций для каждой пары рецептор — лиганд. 

В результате анализа данных были выявлены зна-
чения средней энергии связывания для каждой пары 
лиганд — рецептор (рис. 1). 

 
Рис. 1. Свободная энергия связывания IL-4 и IL-4δ2 с рецепторами 

IL-4R I и II типов 

На основании отрицательных значений энергии 
связывания (рис. 1) было показано, что IL-4δ2 спосо-
бен связываться с рецепторами обоих типов. Как и 
ожидалось [20], IL-4 связывался с высокоаффинным 
рецептором более прочно, чем с низкоаффинным. Ис-
следование in silico показало, что участки, ответствен-
ные за связывание с IL-4Rα — основным компонен-
том рецепторов обоих типов, формируют практически 
такую же поверхность, как и в полноразмерном вари-
анте IL-4. Критически важные для связывания с IL-
4Rα аминокислоты Glu9 и Lys12 располагаются в IL-
4δ2 практически в том же положении, что и в полно-
размерном IL-4, несмотря на поворот αА-спирали, в 
которой они расположены, на 180°. 

Однако IL-4δ2 связывался с обоими типами ре-
цепторов слабее (р < 0,001), чем полноразмерный ва-
риант IL-4. Этот факт можно объяснить тем, что не-
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достаток в кодирующей IL-4δ2 мРНК второго экзона 
приводит к формированию белка, отличающегося от 
исходной формы (IL-4) отсутствием в IL-4 петли AB 
и β-складки А (располагаются между αA- и αB-спира-
лями в полноразмерном варианте). Это существенно 
меняет поверхность сайта (включает аминокислоты 
Arg121 и Tyr124), ответственного за взаимодействие с 
IL-2Rγc и IL-13Rα — компонентами, входящими в 
состав IL-4R I и II типов соответственно и повышаю-
щими сродство к этим рецепторам многократно. 

Кроме того, IL-4δ2 образует лишь четыре водо-
родные связи с аминокислотами лиганд-
связывающего центра IL-4R I типа. Для сравнения: IL-
4 образует  
11 водородных связей в лиганд-связывающем центре 
IL-4R I типа, в том числе посредством аминокислоты 
Arg121. 

По причине отсутствия взаимодействия ключевых 
аминокислот IL-4δ2 — Arg121 и Tyr124 с добавочны-
ми цепями рецептора IL-4R I типа IL-4δ2, вероятно, не 
способен активировать рецептор IL-4R I типа. 

При этом IL-4δ2, как и IL-4, возможно, способен 
активировать низкоаффинный рецептор IL-4R II типа. 
Это заключение можно сделать на основании того, что 
IL-4δ2, как и IL-4, образует большое число водород-
ных связей в лиганд-связывающем центре IL-4R II 
типа, в том числе по Arg121. 

Таким образом, антагонистический эффект IL-4δ2 
формируется за счет конкурентного связывания с ре-
цептором I типа без его активации. 

Для подтверждения расчетов, выполненных in 
silico, были проведены молекулярно-биологические 
исследования действия рекомбинантных белков IL-4 и 
IL-4δ2 на пролиферативную активность МНКПК че-
ловека и продукцию ими некоторых цитокинов. Ре-
зультаты экспериментов для оценки эффектов реком-
бинантных белков на пролиферативную активность 
МНКПК, проведенных в 14 различных культурах, 
представлены на рис. 2. Введение в культуру IL-4 дос-
товерно повышало уровень пролиферации МНКПК 
человека относительно нестимулированного контроля. 
При совместном применении IL-4 и IL-4δ2 последний 
отменял стимулирующее влияние IL-4 в дозозависи-
мой манере. При этом сам IL-4δ2 не оказывал значи-
мого влияния на пролиферативную активность 
МНКПК.  

Поскольку IL-4 известен как эффективный кости-
мулятор клеточной пролиферации [12], проведено 
исследование эффекта действия IL-4 и IL-4δ2 на про-
лиферативную активность МНКПК, стимулированных 
субоптимальными дозами митогена КонА в культуре 
(рис. 3). В предварительных экспериментах была оп-
ределена субоптимальная доза КонА, которая соста-
вила 5 мкг/мл.  

 
Рис. 2. Влияние rhIL-4 и rhIL-4δ2 на пролиферацию МНКПК человека. 
Клетки культивировали 72 ч в концентрации 1 ⋅ 106 клеток в 1 мл. 
Использованные дозы рекомбинантных белков указаны под гисто-
граммой. Результаты представлены для культур 14 доноров: * — 
статистически значимые отличия от контрольной группы (p < 0,001) 

 
Рис. 3. Влияние rhIL-4δ2 на костимулированную пролиферацию 
МНКПК человека на фоне стимуляции КонA в дозе 5 мкг/мл (n = 9): 
* — статистически значимая стимуляция пролиферации  
 (p < 0,05) 

В представленной серии экспериментов проде-
монстрирован эффект действия IL-4 и IL-4δ2 на про-
лиферацию МНКПК, аналогичный полученному в 
культурах без митогенной стимуляции. IL-4 выступал 
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костимулятором клеточной пролиферации, а IL-4δ2 
отменял его стимулирующий эффект, при этом не де-
монстрируя достоверного влияния на пролиферацию 
МНК. Кроме того, при использовании митогенов в 
культуре МНК эффекты рекомбинантных белков были 
менее выраженными, особенно в случае использова-
ния Т-клеточного митогена — КонА (рис. 3).  

Далее было оценено влияние рекомбинантных 
белков IL-4 и IL-4δ2 на продукцию цитокинов культу-
рой МНКПК. IL-4 является одним из ключевых цито-
кинов Т-хелперов типа 2 и имеет влияние на различ-
ные типы иммунокомпетентных клеток, в том числе и 
опосредованно, через продукцию других цитокинов. 
Влияние IL-4δ2 на продукцию цитокинов ранее не 
изучалось. В связи с этим проведена количественная 
оценка продукции цитокинов в кондиционных средах 
48-часовых культур МНКПК человека, культивиро-
ванных в присутствии IL-4 и (или) IL-4δ2. В прове-
денных исследованиях не обнаружено значимых эф-
фектов IL-4δ2 на продукцию IL-1β, IL-2, IL-10 и ин-
терферона-γ.  

Уровень синтеза IL-6 в культуре МНКПК досто-
верно понижался в присутствии IL-4, а IL-4δ2 дозоза-
висимо отменял ингибиторное влияние IL-4, подтвер-
ждая тем самым гипотезу естественного антагониста 
(рис. 4). Следует отметить, что в противоположность 
результатам, полученным при исследовании пролифе-
ративной активности клеток, в данном случае изо-
форма обладала выраженным стимулирующим дейст-
вием на уровень секреции IL-6. 

 
Рис. 4. Эффект rhIL-4 и rhIL-4δ2 на продукцию IL-6 в культуре 
МНКПК. Представлены результаты измерения уровня IL-6 в конди-
ционных средах для 20 культур МНК, полученных от разных  
 доноров: * — статистически значимые изменения (p < 0,001) 

Позитивная регуляция IL-4δ2 продукции IL-6 об-
наружена впервые и не соответствует принятому в 
настоящий момент мнению о роли IL-4δ2 как антаго-
ниста полноразмерного варианта. Это явление пред-
положительно обусловлено активацией низкоаффин-
ных рецепторов (IL-4R II типа) в мембране МНК. 
Возможность активации IL-4R II типа посредством IL-
4δ2 была показана в представленной работе в ходе 
компьютерного моделирования. 

Заключение 

По данным исследования in silico, IL-4δ2 связыва-
ется с рецепторами IL-4 как I, так и II типов, но менее 
прочно (свободная энергия связывания составила  
–10,46 и –8,74 ккал/моль соответственно), чем полно-
размерный вариант (–27,99 и –24,67 ккал/моль). 

Эффекты действия IL-4 в отношении пролифера-
тивной активности культивированных мононуклеар-
ных клеток периферической крови отменяются при вне-
сении IL-4δ2, что свидетельствует о наличии у этой 
изоформы свойств антагониста IL-4R II типа. Дозоза-
висимая манера IL-4δ2 ингибировать активность IL-4 
объясняется его свойствами конкурентного ингибито-
ра.  

Установлено, что IL-4δ2 не только дозозависимо 
отменяет ингибирующее действие IL-4 на продукцию 
IL-6 мононуклеарными клетками, но и обладает спо-
собностью стимулировать его продукцию. Этот эф-
фект IL-4δ2 может быть опосредован IL-4R II типа. 
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