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 Иванчук И.И., Сазонов А.Э., Петровский Ф.И. и др. 

Проведено исследование экспрессии мРНК внутриклеточных регуляторов апоптоза, антагонистов bcl-2 и 
bcl-xL и агонистов клеточной гибели bax, bcl-xS, а также экспрессии мРНК интерлейкина-5 (ИЛ-5). В результате 
исследования потенциальной роли ИЛ-5 в регкляции bcl-2-зависимой программируемой гибели нами установле-
но повышение жизнеспособности и стимуляция экспрессии мРНК bcl-2 эозинофилов периферической крови 
больных бронхиальной астмой (БА). Показано, что свежеизолированные эозинофилы периферической крови во 
всех исследуемых группах экспрессируют мРНК bax и bcl-xL, меньшую активность имеет bcl-xS. В эозинофилах 
периферической крови здоровых доноров не выявлена экспрессия bcl-2, однако в группе больных бронхиальной 
астмой отмечалось повышение экспрессии мРНК ИЛ-5 и, возможно, связанное с этим появление активности bcl-
2. Таким образом, снижение апоптотической активности в эозинофилах периферической крови больных бронхи-
альной астмой может приводить к увеличению доли эозинофилов, гибнущих по некротическому пути. Не исклю-
чено, что этот сдвиг вносит существенный вклад в патогенез бронхиальной астмы. 
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Investigations of the mRNA expression of apoptosis intracellular regulators, bcl-2 and bcl-xL antagonists and bax, 
bcl-xL agonists of cellular destruction as well as mRNA expression of IL-5 were carried out. As a result of investigation 
of potential role of IL-5 in the regulation of programmable bcl-2-dependent destruction we found the increase of vitality 
and mRNA expression stimulation of bcl-2 peripheral blood eosinophils in patients with bronchial asthma (BA). It was 
found that fresh-isolated  
peripheral blood eosinophils in all investigated groups expressed bax and bcl-xL mRNA, bcl-xS had the less activity. In 
peripheric blood eosinophils of healthy donors the bcl-2 expression was not found, however, the increase of mRNA ex-
pression by IL-5 was shown in group of patients with bronchial asthma and, possibly connected with this, the appear-
ance of bcl-2 activity. Thus, the decrease of  apoptotic activity in peripheral blood eosinophils in patients with bronchial 
asthma may lead to the increase of eosinophil portion that is subjected to necrotic destruction and this may significantly 
contribute into bronchial asthma pathogenesis. 

Key words: eosinophils, apoptosis, asthma, bcl-2. 
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Известно, что эозинофилы играют важную роль 
в патогенезе многих заболеваний. Установлена 
ассоциация как тканевых, так и периферических 
эозинофилов с гельминтозами и атопическими за-
болеваниями, включая бронхиальную астму (БА) 
[18]. Внутриклеточные медиаторы, высвобождае-

мые эозинофилами при БА, обладают гистотокси-
ческим эффектом, вызывая повреждение тканей и 
воспаление дыхательных путей [4]. Для ограниче-
ния этого повреждающего действия в нормальных 
условиях эозинофилы элиминируются путем апоп-
тоза. Однако при БА эозинофилы гибнут преиму-
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щественно по некротическому пути. В отличие от 
апоптоза некроз не обеспечивает сохранения 
мембранной целостности клетки и последующего 
фагоцитоза погибших эозинофилов. В результате 
при некротической гибели эозинофилов происхо-
дит массированное высвобождение медиаторов 

воспаления и, прежде всего, провоспалительных 
цитокинов. В связи с этим апоптотическая гибель 
эозинофилов рассматривается как важный меха-
низм  ограничения  воспалительного процесса 
[2].  

Накопление эозинофилов в очагах воспаления 
зависит от ряда факторов, таких как селективная 
адгезия и миграция [17], повышение жизнеспособ-
ности в ответ на факторы роста (ИЛ-3, -5, -6) и ко-
лониестимулирующие факторы (GM-CSF) [13]. Ин-
гибирование антиапоптотического действия ряда 
цитокинов, в том числе ИЛ-5, циклогексимидом и 

актиномицином D, предполагает зависимость этого 
эффекта от синтеза белка de novo [19]. 

В настоящее время известен ряд внеклеточных 

модуляторов апоптоза [5, 8], однако до сих пор оста-
ется открытым вопрос о внутриклеточных механиз-
мах передачи сигналов и регуляции эффекторов 

апоптоза эозинофилов.  
Одним из важнейших внутриклеточных регу-

ляторов апоптоза является протоонкоген bcl-2, 
который был впервые описан при В-клеточной 
лимфоме [15], позднее была установлена его го-
мология с ингибитором апоптоза у Caenorhabditis 
elegans белком ced-9 [6]. Семейство bcl-2 включает 
в себя ряд генов с частичной гомологией и проти-
воположной регуляторной активностью в апопто-
тической гибели клеток в виде антагонистов (bcl-2, 
bcl-xL, bcl-w) и агонистов (bax, bcl-xS, bak) [7]. Аль-
тернативная транскрипция bcl-x гена приводит к 
образованию двух различных типов мРНК. Боль-
шой транскрипт — bcl-xL — кодирует супрессор 
апоптоза, короткий вариант — bcl-xS — обладает 
антагонистическим действием по отношению к bcl-
xL [9]. Из членов bcl-2-семейства по области го-
мологии формируются динамически равновесные 
гомо-, гетеродимеры, которые, в свою очередь, 
взаимодействуют с несвязанными белками, ре-
цепторами факторов роста и киназными каскада-
ми внутриклеточной передачи сигналов [16].  

Известно, что лимфоциты периферической 
крови экспрессируют bcl-2, bcl-x и bax, однако 
нейтрофилы экспрессируют только последний 
гомолог [11]. В настоящее время нет единого мне-
ния об экспрессии и регуляции экспрессии bcl-2-

гомологов в эозинофилах в норме и при различных 
патологических состояниях.  

Так, с использованием метода иммуноблотинга 
было показано отсутствие белковой экспрессии 
bax, bcl-xL и bcl-2 в эозинофилах периферической 
крови здоровых доноров [10]. Напротив, в работе 
K. Yasui [21] методом проточной цитометрии по-
казана стабильная экспрессия bcl-2 и его гомоло-
гов в эозинофилах периферической крови. 

Цель данной работы — исследование уровня 
экспрессии мРНК ИЛ-5, bcl-2 и его гомологов 
(bax,  
bcl-xS, bcl-xL) в эозинофилах периферической 
крови больных БА. 

Материал и методы 
Объектом исследования служили эозинофилы, 

которые выделяли из периферической крови 20 
здоровых доноров (группа контроля) и 20 больных 
бронхиальной астмой легкого и среднетяжелого 
течения. Больные БА в течение 4 нед перед ис-
следованием не получали кортикостероидов (сис-
темных и ингаляционных), антилейкотриеновых 
препаратов, теофиллинов длительного  
действия. Контрольную группу составили доноры, у 
которых не выявлено БА и других аллергических 
заболеваний, гельминтных инвазий, с отрицатель-
ными результатами кожных аллергопроб. Эозино-
филы концентрировали в градиенте плотности. 
Эозинофильный концентрат переносили в раствор 
Хенкса (без ионов Ca2 и Mg2) с добавлением 2%-й 
инактивированной фетальной телячьей сыворотки 

(ФТС) и 0,02 М ЭДТА. Жизнеспособность клеток 

оценивали окрашиванием трипановым синим (до-
пустимой считали жизнеспособность более 95%). 
Изолированные эозинофилы отмывали и культиви-
ровали в концентрации 3 × 106 клеток/мл в пита-
тельной среде RPMI 1640 с L-глутамином (SIGMA, 
UK), содержащим 10% ФТС и антибиотики. 

Жизнеспособность эозинофилов оценивали в 
тесте с трипановым синим (считали не менее 200 
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клеток). Апоптоз оценивали по стандартным 
морфологическим признакам (ядерная и цито-
плазматическая конденсация) при окраске по 
Нохта—Максимову (считали не менее 200 кле-
ток).  

Тотальную РНК выделяли с помощью коммер-
ческого набора TRIZOL™ (GibcoBRL, Life 

Technologies). ПолиA-РНК получали на колонках с 
олиго-dT целлюлозой (ICN, США) и проводили об-
ратную транскрипцию в течение 1 ч при 37 °C. Кон-
трольную ДНК (кДНК) амплифицировали с прай-
мерами, синтезированными на ДНК-синтезаторе 
«ASM 800» специфичными для: 

bcl-2 (5'-GATGTCCAGCCAGCTGCACCTG; 3'-CACAAAGGCATCCCAGCCTCC),  
bax (5'-GGACCCGGTGCCTCAGGA; 3'-CAAAGATGGTCACGGTCTGC), 
bcl-xS/L (5'-TTGGACAATGGACTGGTTGA; 3'-GTAGAGTGGATGG TCAGTG),  
ИЛ-5 (5'-ATGCGCCTTTGCACTAATGGC; 3'-GCAAATTGCACGATCTGAC), 
ГАФД (5'-GAAGCTCACTGGCATGGCCTTCC; 3'-CATGTGGGCCATGAGGTCCA).  

Глицеральдегид 3-фосфат дегидрагеназа 
(ГАФД) использована как положительный кон-
троль экспрессии мРНК. Экспрессия мРНК ГАФД 
в параллельных пробах принималась за 100% 
активности. Праймеры  
к bcl-xS/L расположены в 5' и 3' нетранслируемых 
областях гена, что позволяет проводить одно-
временную амплификацию bcl-xS (0,6 kb) и bcl-xL 
(0,8 kb).  
В 50 мкл ПЦР-смеси содержалось: 5 мкл кДНК, 10 
мМ Трис-HCl, 25 пМ каждого праймера, 1,5 мМ 
MgCl2, 0,2 мМ dNTP и 2,5 ед. BioTaq ДНК-
полимеразы. Амплификацию осуществляли от 30 
до 35 циклов, денатурацию проводили при 94 °C 
в течение 20 с, отжиг — при 60 °C (bcl-2, ГАФД) 
или 58 °C (bax, bcl-xS/L, ИЛ-5) в течение 30 с, син-
тез — при 72 °C в течение 60 с. Детекцию продук-
тов амплификации осуществляли в 1,2%-м агароз-
ном геле, содержащем бромистый этидий. Для 
оценки специфичности продуктов амплификации 
проводили nested-ПЦР. 

Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием t-критерия Стьюдента, 
U-теста Манна—Уитни и корреляционного анализа 
Пирсона. Значения P < 0,05 принимались как дос-
товерные различия. 

Результаты исследования 
В результате визуальной оценки апоптоза эо-

зинофилов периферической крови (ЭПК) больных 
БА установлено значительное снижение количе-
ства клеток с морфологическими признаками 
апоптоза и увеличение жизнеспособности (тест с 
трипановым синим) по сравнению со средними 
значениями в группе здоровых доноров (рис. 1,а). 
Наблюдаемое количество эозинофилов с призна-
ками апоптотической морфологии (через 24 ч 
культивирования) в группе больных БА составило 
20 ± 4,3% по сравнению с 45 ± 5,2% в группе 
здоровых доноров (рис. 1,б).  

Анализ экспрессии мРНК  

В результате оценки матричной активности 
мРНК установлено, что свежеизолированные эо-
зинофилы здоровых доноров не экспрессируют 
мРНК bcl-2 (рис. 2,а) по сравнению с экспрессией 
ГАФД, используемой в качестве контроля экспрес-
сии в РТ-ПЦР. В этой же группе установлена экс-
прессия мРНК bax (495 bp) — 83,4 ± 7,6% и bcl-xL 
(0,8 kb) — 170,8 ± 11,5% (рис. 2,б,в).  
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Рис. 1. Результаты визуальной оценки признаков апоптоза: а — жизнеспособность эозинофилов (в тесте с трипановым синим) в 
течение 24 ч культивирования; б — содержание эозинофилов с морфологическими признаками апоптоза в течение 24 ч культиви-
рования. * — P < 0,01;  
 ** — P < 0,05 по сравнению с показателями в группе здоровых доноров 

 кДНК ЭПК ЭПК ЭПК 

 
 а б в 

Рис. 2. Экспрессия  мРНК bcl-2 (а), bax (б), bcl-xL и bcl-xS (в) свежеизолированных (0 ч) эозинофилов периферической крови (ЭПК) 
здоровых  доноров. ГАФД — внутренний контроль амплификации и экспрессии мРНК. кДНК — контрольная ДНК 

В результате коамплификации bcl-xS (0,6 kb) заре-
гистрирована экспрессия мРНК, которая составила 

16,2 ± 3,3%, что существенно ниже активности его 
сплайс-варианта (рис. 2,в). Во всех исследуемых 
пробах в группе здоровых доноров установлена 
экспрессия мРНК ИЛ-5 на уровне 20,3 ± 3,7%. 

В результате исследования экспрессии мРНК 
изучаемых эффекторов апоптоза у больных БА 
установлено достоверное повышение экспрессии 
ИЛ-5 в 1,7 раза. Кроме этого, в эозинофилах пе-
риферической крови больных БА выявлена экс-
прессия мРНК bcl-2 (250 bp), интенсивность сиг-
нала составила 10,8 ± 2,3%. Установлена поло-
жительная корреляционная зависимость между 
уровнем экспрессии мРНК bcl-2 и мРНК ИЛ-5 
(r = 0,72; P < 0,01). Изменение активности мРНК 
bax, bcl-xL и bcl-xS в эозинофилах перифериче-
ской крови больных БА по сравнению с группой 
здоровых доноров не установлено. 

Обсуждение 

Известно, что ИЛ-5 увеличивает жизнеспо-
собность эозинофилов, ингибируя апоптоз. При 
этом ИЛ-5-зависимое ингибирование апоптоза 
требует синтеза мРНК и белков de novo [17]. Ре-
гуляция экспрессии генов — членов bcl-2-
семейства — является возможным механизмом 
реализации апоптоз-ингибирующего действия ИЛ-
5 [1]. Однако в настоящее время существует ряд 
противоречивых мнений о механизмах реализации 
антиапоптотической активности ИЛ-5. Так, в работе 
K. Ochiai [10] отмечен стимулирующий эффект ИЛ-
5  
(in vitro) на экспрессию мРНК и белков bcl-2-
семейства в эозинофилах периферической крови 
здоровых доноров. Напротив, в исследованиях А. 
Druilhe [3], выполненных на эозинофилах пупо-
винной крови, не установлено влияния различных 
концентраций ИЛ-5 на экспрессию мРНК bcl-2.  

В результате оценки потенциальной роли ИЛ-5 
в регуляции bcl-2-зависимой программируемой 
гибели нами установлено повышение жизнеспо-

   bcl-2       ГАФД       bcl-2    bax                ГАФД    bcl-xS/L               ГАФД  

  320 bp 
  255 bp 

   495 bp 
 

    0,8 kb 
    0,6 kb 
    320 bp 
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собности и стимуляция экспрессии мРНК bcl-2 
эозинофилов периферической крови больных БА. 
В то же время экспрессия мРНК как агонистов 
апоптоза (bax, bcl-xS), так и его антагониста (bcl-
xL) в эозинофилах периферической крови боль-
ных БА не отличалась от значений в контрольной 
группе.  

Известно, что чувствительность клеток к 
апоптотическим сигналам определяется соотно-
шением агонистов и антагонистов клеточной ги-
бели и их последующим взаимодействием через 
гомо- и гетеродимеризацию. Высокая экспрессия 
bax ведет к доминированию bax-гомодимеров и 
стимуляции апоптоза [12], в то же время превали-
рование bcl-2 защищает клетки от гибели [14]. 
Установленный нами невысокий стимулирующий 
эффект ИЛ-5 на экспрессию мРНК bcl-2 наряду с 
относительно высоким уровнем мРНК bax в 
эозинофилах косвенно указывает на то, что 
антиапоптотический эффект ИЛ-5 реализуется не 
только через механизм активации bcl-2. Возможно, 
антиапоптотический эффект ИЛ-5 связан с 
активностью других членов bcl-2-семейства, таких 
как bad, bcl-w, bag-1 или  mcl-1  [20]. 

Таким образом, ИЛ-5-зависимое увеличение 
экспрессии bcl-2 приводит к снижению активности 
апоптотической гибели эозинофилов перифери-
ческой крови больных БА. Снижение апоптотиче-
ской активности может приводить к увеличению 
доли эозинофилов, гибнущих по некротическому 
пути, и усилению воспалительного процесса в 
тканях легкого. 
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