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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АК – аллергический конъюнктивит 

АПК – антигенпрезентирующие клетки 

АР – аллергический ринит 

АСИТ – аллерген-специфическая иммунотерапия 

АтД – атопический дерматит 

АФУ – астма физического усилия 

БА – бронхиальная астма 

БАЛ – бронхоальвеолярный лаваж 

ГРБ – гиперреактивность бронхов 

ИФА – иммуноферментный анализ 

кДНК – комплементарная ДНК 

мАт – моноклональные антитела 

миРНК – малые интерферирующие РНК 

МПО – миелопероксидаза 

мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота 

НАФ – неполный адъювант Фрейнда 

ОП – оптическая плотность 

ПАФ – полный адъювант Фрейнда 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

ФБС – фетальная бычья сыворотка 

ФСБ – фосфатно-солевой буфер 

ХОБЛ – хроническая обструктивная болезнь легких 

Arg (arginase) – аргиназа 

CCD (coiled-coil domain) – двойной альфа-спиральный домен 

CCR (C-C chemokine receptor type 1) – C-C-рецептор хемокина 

CD (cluster of differentiation) – кластер дифференцировки 

CNTF (ciliary neurotrophic factor) – цилиарный нейротрофический фактор 

CT (cardiotrophin) – кардиотропин 
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CXCL ((C-X-C motif) ligand) – лиганд с мотивом C-X-C 

CXCR (C-X-C chemokine receptor) – C-X-C хемокиновый рецептор 

DBD (DNA-binding domain) – ДНК-связывающий домен 

EGF (epidermal growth factor) – эпидермальный фактор роста 

FEV1 (forced expiratory flow in 1 second) – объем форсированного выдоха за 1 

секунду 

FoxP3 (forkhead box P3) – вилкоголовый фактор с блоком P3 

G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) – гранулоцитарный 

колониестимулирующий фактор 

Gfp (green fluorescent protein) – зеленый флуоресцентный белок 

Gp130 (glycoprotein 130) – гликопротеин 130 

HDM (house dust mite) – аллерген клеща домашней пыли 

Hprt (hypoxanthine phosphoribosyltransferase) – гипоксантин-

гуанинфосфорибозилтрансфераза 

ICAM (inter-cellular adhesion molecule) – межклеточная молекула адгезии 

IFN (interferon) – интерферон 

Ig (immunoglobulin) – иммуноглобулин 

IL (interleukin) – интерлейкин 

ILC (innate lymphoid cells) – врожденные лимфоидные клетки 

Imp-α3 (importin-α3) – импортин-α3 

JAK (janus kinase) – янус-киназа 

LD (linker domain) – линкерный домен 

LIF (leukemia inhibitory factor) – фактор ингибирования лейкемии 

LPS (lipopolysaccharide) – липополисахарид 

MET (mesenchymal-epithelial transition) – мезенхимально-эпителиальный 

переход 

MMP (matrix metallopeptidase) – матриксная металлопротеиназа 

MRAS (muscle RAS oncogene homolog) – мышечный гомолог онкогена RAS 

mTOR (mammalian target of rapamycin) – мишень рапамицина у 

млекопитающих 
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ND (N-terminal domain) – спиральный N-концевой домен 

NF-κB (nuclear factor κB) – ядерный фактор κB 

NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3) – белок семейства NLR, 

содержащий пириновый домен 3 

NP (neuropoietin) – нейропоэтин 

OSM (oncostatin M) – онкостатин M 

OVA (ovalbumin) – овальбумин 

PDE (phosphodiesterase) – фосфодиэстераза 

PIAS3 (protein inhibitor of activated STAT3) – белковый ингибитор 

активированного STAT3 

RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted) – 

регулятор активности нормальной экспрессии и секреции Т-клеток 

ROR (RAR-related orphan receptor) – RAR-родственный орфанный рецептор 

SAA (serum amyloid A) – сывороточный амилоид A 

SH2 (Src homology 2) – домен Src 2 гомологии 

SOCS (suppressor of cytokine signalling) – супрессор передачи сигналов 

цитокинов 

sRaw (specific airway resistance) – удельное сопротивление дыхательных путей 

STAT (signal transducer and activator of transcription) – преобразователь сигнала 

и активатор транскрипции 

TAD (transcriptional activation domain) – домен трансактивации 

T-bet (T-box expressed in T-cells) – T-box, выраженный в Т-клетках 

Tfh (T follicular helper cells) – фолликулярные Т-хелперы 

TGF (transforming growth factor) – трансформирующий фактор роста 

Th (Т-helper) – Т-хелпер 

TLR (toll-like receptor) – толл-подобный рецептор 

TNF (tumor necrosis factor) – фактор некроза опухоли 

Treg (T regulatory cells) – Т-регуляторные клетки 

TYK (tyrosine kinase) – тирозинкиназа 



8 

VCAM (vascular cell adhesion molecule) – васкулярная молекула клеточной 

адгезии 

VEGFA (vascular endothelial growth factor A) – фактор роста эндотелия сосудов-

А 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования 

Бронхиальная астма (БА) – гетерогенное заболевание, обычно 

характеризующееся хроническим воспалением дыхательных путей. За 

последние десятилетия резко возросло количество больных БА; в отдельных 

странах заболеваемость достигает 15-18%. В России общее число больных БА 

приближается к 10 млн. человек, что составляет около 7% населения страны. 

Рост распространенности БА, в частности, связан с недостаточностью 

существующих способов терапии, которая на сегодняшний день 

предусматривает применение кортикостероидов, ингибиторов лейкотриенов и 

бронходилататоров. Эти препараты снижают выраженность проявлений 

астмы у значительной доли пациентов. Успешно применяют аллерген-

специфическую иммунотерапию (АСИТ) - единственный патогенетически-

значимый вид лечения БА. Однако АСИТ имеет ряд ограничений, основное из 

которых ‒ опасность возникновения нежелательных местных и системных 

реакций (примерно у 3,7% пациентов). К тому же АСИТ не используется в 

лечении пациентов с неаллергической БА. 

С раскрытием молекулярных и клеточных патогенетических 

механизмов БА появляются новые способы терапии, главным образом 

препараты на основе моноклональных антител, направленные против 

ключевых воспалительных факторов, чаще всего цитокинов и их рецепторов. 

Однако клинические исследования большинства из них еще продолжаются, а 

их результаты зачастую противоречивы, что можно объяснить 

гетерогенностью БА. 

Длительное время считалось, что БА развивается исключительно по 

Th2-зависимому механизму, в котором центральную роль играют Th2-клетки, 

продуцирующие про-воспалительные цитокины IL-4, IL-5 и IL-13, активность 

которых приводит к формированию основных проявлений БА (эозинофильное 

воспаление легких, гиперреактивность бронхов, ремоделирование 

дыхательных путей и пр.). Однако недавние успехи в области молекулярной 



10 

иммунологии привели к пересмотру представлений о её патогенезе. К 

настоящему времени БА рассматривается как гетерогенное заболевание, 

включающее в себя несколько фенотипов. Наиболее распространённый 

фенотип – атопическая БА, которая протекает преимущественно по Th2-

зависимому механизму и сопровождается эозинофильным воспалением. 

Пациенты с такой астмой хорошо поддаются традиционному лечению 

кортикостероидами. Однако в некоторых случаях (по различным данным до 

10% от всех случаев тяжелой астмы) течение заболевания сопряжено с 

инфильтрацией легких другими провоспалительными клетками – 

нейтрофилами. Некоторые исследователи выделяют нейтрофильную БА в 

отдельный фенотип. Нейтрофильный фенотип БА ассоциируется с 

агрессивным течением заболевания, выраженной деструкцией тканей и 

характеризуется низким ответом на стандартную терапию 

кортикостероидами. Все это приводит к необходимости в создании новых 

способов терапии заболевания. 

В то же время создание новых способов лечения невозможно без 

раскрытия молекулярных и клеточных патогенетических механизмов 

развития заболевания. Исследование клеточных и молекулярных 

патогенетических механизмов данного фенотипа установили взаимосвязь 

степени тяжести БА и нейтрофильного воспаления, которое коррелировало с 

активацией Th17-иммунного ответа, а также с повышенной продукцией IL-

17A, IL-17F и IL-8 в мокроте. Стоит отметить, что поляризация иммунного 

ответа в сторону Th2-клеток происходит при активации IL-4-STAT6-

сигнального пути, тогда как Th17-клетки формируются при активации IL-6-

STAT3-сигнального пути. В свою очередь Th17-клетки секретируют цитокины 

IL-17A, IL-17F, IL-21 и IL-22, которые приводят к развитию проявлений БА: 

нейтрофильному воспалению, гиперсекреции слизи и ремоделированию 

респираторного тракта. 

Стоит отметить, что в патогенез БА вовлечены не только клетки 

иммунной системы (Т-клетки, В-клетки, эозинофилы, нейтрофилы, и пр.), но 
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также и неиммунные клетки (эпителиальные и эндотелиальные клетки, 

фибробласты), которые, активируясь, продуцируют широкий спектр 

провоспалительных факторов. В процесс активации клеток вовлечено 7 

факторов транскрипции семейства STAT. Об участии STAT6 в запуске Th2-

опосредованного воспаления лёгких при БА опубликовано много работ, тогда 

как о роли STAT3 в патогенезе БА имеется значительно меньше информации. 

Установлено, что STAT3 вовлечён в активацию Т-хелперов (в частности, Th2- 

и Th17-клеток) и макрофагов, а также он способствует усилению 

инфильтрации лёгких нейтрофилами и эозинофилами. 

В подавляющем большинстве опубликованных исследований роль 

STAT3 изучалась путем его инактивации различными ингибиторами, многие 

их которых представляют собой низкомолекулярные соединения с низкой 

специфичностью. Использование высокоспецифичных моноклональных 

антител для изучения биологическая роли STAT3 невозможно ввиду того, что 

этот фактор транскрипции локализуются внутри клетки. 

В то же время появляются новые способы регуляции активности генов, 

например технология интерференции РНК, которая заключается в 

использовании молекул малых интерферирующих РНК (миРНК), способных 

сиквенс-специфично деградировать мРНК целевых генов, что дает 

возможность исследовать биологические свойства внутриклеточных 

мишеней. 

Научная новизна 

В ходе настоящей работы создана модель бронхиальной астмы c 

нейтрофильным типом воспаления у мышей. Данная модель воссоздает 

основные проявления этой патологии (нейтрофильное воспаление, 

гиперреактивность бронхов, ремоделирование респираторного тракта), а 

также имеет профиль иммунного ответа, соответствующий клинической 

картине, что свидетельствует о ее адекватности. 

Также в ходе работы спроектированы, а затем синтезированы молекулы 

миРНК с уникальными нуклеотидными последовательностями, способные 



12 

эффективно и специфично подавлять экспрессию гена Stat3, участвующего в 

патогенезе бронхиальной астмы с нейтрофильным типом воспаления. 

Кроме того, впервые проведены исследования по изучению эффекта, 

вызванного подавлением экспрессии гена Stat3 в ткани легких молекулами 

миРНК, на проявления признаков нейтрофильной бронхиальной астмы у 

мышей. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Теоретическая значимость диссертационной работы заключается в 

выявлении молекулярных и клеточных патогенетических механизмов 

нейтрофильной БА. Полученные результаты вносят вклад в понимание роли 

гена Stat3 в патогенезе нейтрофильной БА. 

Практическая значимость работы заключается в демонстрации 

перспективности применения интерференции РНК в качестве инновационного 

подхода к терапии бронхиальной астмы с нейтрофильным типом воспаления. 

Кроме того создание экспериментальной модели бронхиальной астмы с 

нейтрофильным типом воспаления у мышей может быть в дальнейшем 

использована для изучения биологической активности новых лекарственных 

препаратов в рамках проведения доклинических исследований. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Фенотипы бронхиальной астмы 

Существующий термин «Астма» [Bateman и др., 2018] описывает ряд 

клинических симптомов и характеризует не одиночное заболевание, а целую 

группу заболеваний дыхательных путей. 

С развитием молекулярно-биологических методов исследований была 

установлена роль Т-хелперов 2 (Th2 – Т-helper 2) и врожденных лимфоидных 

клеток 2 типа (ILC2 – type 2 innate lymphoid cells), а также продуцируемых ими 

интерлейкинов (IL – interleukin) (IL-4, -5, -9 и -13) в формировании основных 

проявлений БА (продукция аллерген-специфических иммуноглобулинов 

класса Е (IgE – immunoglobulin E), развитие гиперреактивности бронхов, 

эозинофильное воспаление, ремоделирование бронхов и пр.) [Grayson и др., 

2018]. 

Длительное время считалось, что БА развивается исключительно по 

Th2-зависимому механизму. К настоящему времени БА рассматривается как 

гетерогенное заболевание, включающее в себя несколько подгрупп, которые 

обозначают термином «фенотип». Под фенотипом понимаются наблюдаемые 

свойства организма, которые формируются при взаимодействии генотипа и 

окружающей среды [Wenzel, 2012]. Термин «фенотип» предшествовал 

другому термину – «эндотип». Под эндотипом понимают конкретный 

биологический путь, объясняющий наблюдаемые свойства фенотипа, который 

зависит от эпигенетических факторов [Тимошенко и др., 2021]. 

Разделение БА на фенотипы осуществляют на основе клинических 

характеристик, анамнеза и идентифицируемых биомаркеров. Чаще всего 

выделяют следующие фенотипы БА: атопическая, позднего дебюта, 

физического усилия, ассоциированная с ожирением и нейтрофильная [Wenzel, 

2012; Джумабаева и др., 2021]. 

1.1.1. Атопическая бронхиальная астма 

Данный фенотип характеризуется выраженными аллергическими 

симптомами (АР – аллергический ринит, АК – аллергический конъюнктивит, 
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АтД – атопический дерматит). Несмотря на то, что конкретный возрастной 

предел для атопической астмы не определен, симптомы аллергии чаще всего 

возникают в детском возрасте, а признаки самой БА окончательно 

устанавливаются во взрослом состоянии. Большинство пациентов с БА имеют 

именно этот фенотип; как правило, они хорошо поддаются лечению 

кортикостероидами [Fitzpatrick и др., 2011; Фомина и др., 2022]. Атопическая 

астма преимущественно протекает по Th2-зависимому механизму [Moore и 

др., 2010; Пирогов и др., 2021a]. 

Помимо неспецифической терапии кортикостероидами для лечения 

данного фенотипа БА применяют специфичные препараты на основе 

моноклональных антител, направленные против молекулярных компонентов 

Th2-иммунного пути (IgE, Th2-ассоциированные цитокины и их рецепторы) 

[Шиловский и др., 2017]. В настоящее время для лечения БА в мире и в России, 

в частности, одобрены следующие таргетные препараты на основе 

моноклональных антител: Реслизумаб (анти-IL-5), Меполизумаб (анти-IL-5), 

Бенрализумаб (анти-IL-5), Дупилумаб (анти-IL-4 и анти-IL-13) и Омализумаб 

(анти-IgE). 

1.1.2. Астма позднего дебюта 

Астма позднего дебюта характеризуется наличием значительного 

количества эозинофилов в мокроте и периферической крови [Иванов, Черняк, 

2019]. К этому фенотипу принято относить БА, при которой доля эозинофилов 

в мокроте превышает 2% от всех воспалительных клеток [Jayaram и др., 2006]. 

Несмотря на выраженную эозинофилию, симптомы аллергии у этих пациентов 

как правило возникают не в детстве, а во взрослом возрасте. Эта форма астмы 

часто сопровождается синуситом и полипозом носовой полости [Moore и др., 

2010]. Астма данного фенотипа зачастую протекает тяжело, при этом большое 

количество эозинофилов сохраняется, несмотря на лечение ингаляционными 

и пероральными кортикостероидами [Veen van и др., 2009]. Данный фенотип, 

в отличие от ранней аллергической БА, скорее всего, развивается не только по 

Th2-зависимому пути, а по более сложному IgE-независимому механизму с 
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вовлечением в патогенез ILC2 и цитокина IL-33. Эпителиальные клетки под 

воздействием патогенетических стимулов высвобождают IL-33, который 

активирует ILC2. Последние являются мощными продуцентами IL-5 [Хаитов 

и др., 2018], который отвечает за привлечение и созревание эозинофилов 

[Hassani, Koenderman, 2018]. 

Эозинофилы обычно очень чувствительны к кортикостероидам, т.к. 

последние индуцируют их апоптоз [Druilhe, Létuvé, Pretolani, 2003]. Поэтому 

удивительно, что, несмотря на лечение ингаляционными кортикостероидами, 

эозинофилы сохраняются на повышенном уровне в легких и в периферической 

крови у 50% пациентов с такой астмой. Тем не менее, высокие дозы системных 

кортикостероидов позволяют преодолевать эту резистентность [Brinke и др., 

2004]. Учитывая высокий уровень эозинофилии, для пациентов с этим 

фенотипом БА антилейкотриеновые препараты, анти-IL-5 и анти-IL-13-

терапия оказывают значительный благоприятный эффект [Doran и др., 2017]. 

1.1.3. Астма физического усилия 

Астму физического усилия (АФУ) относят к отдельному фенотипу. 

Симптомы АФУ проявляются в основном после физической нагрузки 

[Грошева, Попова, 2016]. Пациенты с АФУ часто страдают легкой формой БА 

и демонстрируют снижение объема форсированного выдоха за 1 секунду 

(FEV1 – forced expiratory flow in 1 second) на 10–15% в ответ на длительные 

физические нагрузки, при этом снижение FEV1 более выражено в холодных и 

сухих условиях. Хотя патогенез этого фенотипа БА мало изучен, имеются 

доказательства участия в нем Th2-иммунного ответа. В частности, этот 

фенотип заболевания более распространен у атлетов с атопией и связан с 

повышенным количеством эозинофилов в мокроте. АФУ также связана с 

активацией тучных клеток в слизистой оболочке бронхов. Для терапии этого 

фенотипа БА применяют антилейкотриеновые препараты; также пациенты с 

АФУ хорошо отвечают на анти-IL-9-терапию [Parker и др., 2011], что может 

свидетельствовать о Th9- а не Th2-зависмых механизмах развития данного 

фенотипа астмы. 
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1.1.4. Астма, ассоциированная с ожирением 

Вопрос о том, является ли ожирение источником развития астмы или 

сопутствующим заболеванием, остается спорным. Ряд исследований 

подтверждает связь ожирения с воспалением, опосредованным такими 

молекулярными факторами как фактор некроза опухоли-α (TNF-α – tumor 

necrosis factor-alpha), IL-6 и лептины. 

Согласно текущим представлениям, данный фенотип гетерогенен, т.к. у 

части пациентов БА развивается с участием Th2-имунного ответа, в то время 

как у другой – по Th2-независимому механизму [Уксуменко, Антонюк, 2019]. 

При этом потеря веса пациентами с неаллергической БА (не T2-тип) 

приводила к улучшению симптомов БА. Напротив, у лиц с аллергической 

астмой (T2-тип) симптомы заболевания не улучшались после похудения; 

более того происходила усиленная выработка Th2-цитокинов. Таким образом, 

быстрая потеря веса в качестве терапии целесообразна не во всех случаях. 

Неудовлетворительные результаты лечения большинства таких пациентов 

кортикостероидами говорят об отсутствии или слабой связи патогенеза этого 

фенотипа БА с Th2-опосредованным воспалением [Wenzel, 2012]. 

1.1.5. Нейтрофильная астма 

Астму долгое время связывали с эозинофильным воспалением и с IgE-

опосредованной активацией тучных клеток. Однако накапливаются 

экспериментальные свидетельства об участии других воспалительных клеток 

– нейтрофилов в патогенезе БА [Пирогов и др., 2021b; Трушина, Костина, 

2021]. Например, у пациентов, погибших в результате приступа БА, при 

вскрытии в легких обнаруживалось значительное количество нейтрофилов. 

Также количество нейтрофилов в мокроте коррелировало с тяжестью 

заболевания [Moore и др., 2014]. Согласно ряду авторов к нейтрофильной БА 

относят пациентов с уровнем нейтрофилии мокроты либо более 65%, либо 

более 5×106 кл/мл [Ray, Kolls, 2017]. Другие авторы в качестве 

диагностического критерия применяют уровень эозинофилов менее 3% при 

уровне нейтрофилов более 60% [Gao, Wu, 2018]. 
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Дополнительная сложность идентификации пациентов с нейтрофильной 

БА заключается в том, что появление нейтрофилов в мокроте может не 

зависеть от патогенеза БА как такового, а быть результатом воздействия 

факторов окружающей среды или сопутствующих патологий (ожирение и 

инфекции дыхательных путей) [Camp, Jonsson, 2017]. Несмотря на то, что 

первоначальные исследования не выявляли связи между ожирением и 

нейтрофильным воспалением дыхательных путей при астме, дополнительные 

исследования установили эту взаимосвязь, но только для женщин [Scott и др., 

2011]. 

Нейтрофильное воспаление легких и резистентность к 

кортикостероидам чаще всего наблюдаются у людей, имеющих в дыхательных 

путях какие-либо патогены (грибы, вирусы и бактерии). Среди грибов 

Aspergillus fumigatus чаще всего идентифицируется в респираторном тракте 

при БА; наличие этого патогена коррелирует с нейтрофилией [Brown, 2011]. 

Респираторно-синцитиальный вирус и риновирус вызывают осложнения БА, 

сопровождающиеся нейтрофильным воспалением дыхательных путей 

[Openshaw и др., 2017]. Бактериальные инфекции также сопровождаются 

устойчивой нейтрофилией и резистентностью к кортикостероидам [Simpson и 

др., 2016]. Показано, что помимо ожирения и инфекций респираторного 

тракта, курение также ухудшает симптомы заболевания и способствует 

развитию нейтрофильного воспаления при БА [Polosa, Thomson, 2013]. 

Стоит отметить, что нейтрофилия в мокроте часто наблюдается у 

пациентов, получавших кортикостероиды. Известно, что кортикостероиды 

ингибируют апоптоз нейтрофилов и активируют их, поэтому лечение 

кортикостероидами способствует развитию нейтрофилии. Исследование 

профиля экспрессии генов клетками мокроты показало, что нейтрофильное 

воспаление сопровождалось активацией IL-1β и TNF-α [Baines и др., 2011]. 

Нейтрофилия может также сосуществовать с эозинофилией, что подчеркивает 

сложность патофизиологии тяжелой формы БА [Hastie и др., 2010]. 
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Существование самостоятельного фенотипа БА с нейтрофильным типом 

воспаления подтверждают результаты т.н. кластерного исследования, когда с 

помощью определенных алгоритмов проводится компьютеризированный 

анализ большого количества клинических показателей пациентов. В 

результате был выявлен кластер пациентов с тяжелой формой БА, которые 

характеризовались значительными нарушениями функции дыхания и 

наличием эозинофилов в БАЛ в сочетании с высоким количеством 

нейтрофилов [Wu и др., 2014]. 

1.2. Молекулярные и клеточные механизмы БА с нейтрофильным 

типом воспаления 

Молекулярные механизмы развития нейтрофильного воспаления при 

БА изучались как с использованием биоматериала, полученного от пациентов, 

так и с применением моделей заболевания у мышей. Данные исследования 

установили взаимосвязь степени тяжести БА и нейтрофильного воспаления, 

которое коррелировало с активацией Th1- [Raundhal и др., 2015] и Th17-

иммунного ответа, а также с повышенной продукцией интерферона гамма 

(IFN-γ — interferon gamma), IL-17A, IL-17F и IL-8 в мокроте [Liu и др., 2017]. 

1.2.1. Роль IL-8, TNF-α и IL-6 

Концентрация IL-8 в мокроте коррелирует с количеством нейтрофилов 

у пациентов с тяжелой формой БА [Gibson, Simpson, Saltos, 2001]. Данный 

цитокин могут экспрессировать макрофаги и эпителиальные клетки, 

активированные патогенами (бактериальной или вирусной природы) и 

факторами окружающей среды (табачный дым, частицы, содержащиеся в 

выхлопных газах и пр.) [Gibson, Simpson, Saltos, 2001]. Кроме того, Т-клетки 

и сами нейтрофилы, в ответ на активацию IL-17А, продуцируют IL-8 [Pelletier 

и др., 2010]. Помимо IL-8 аттракции нейтрофилов в легкие также способствует 

TNF-α, продуцируемый эпителием [Nguyen и др., 2016; Смольникова и др., 

2019] (рис. 1). 
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Экспрессия другого провоспалительного цитокина (IL-6) также 

повышена в сыворотке крови, мокроте и образцах БАЛ пациентов, 

страдающих БА [Peters и др., 2016]. Данный цитокин продуцируется широким 

спектром клеток (эпителиальные клетки, макрофаги, Т-клетки и пр.) и 

участвует в поляризации Th17-иммунного ответа. Его роль в нейтрофильном 

воспалении была подтверждена в исследованиях на мышах, нокаутных по 

данному гену; инактивация IL-6 снижала степень нейтрофильного (и 

эозинофильного) воспаления ткани легких при моделировании 

экспериментальной БА (рис. 1) [Chu и др., 2015]. 

1.2.2. Роль Th1-клеток 

В образцах БАЛ пациентов с тяжелой БА содержалось значительное 

количество CD4+ (CD – cluster of differentiation; кластер дифференцировки) Т-

клеток, продуцирующих IFN-γ [Raundhal и др., 2015]. Исследования на 

животных показали, что именно IFN-γ, а не IL-17А, играл решающую роль в 

развитии ГРБ при экспериментальной БА [Гайсина и др., 2016]. После 

инактивации гена Ifnγ, мыши не развивали ГРБ в ответ на индукцию тяжелой 

БА, тогда как после нокаута рецептора IL-17RA ГРБ не снижалась, несмотря 

на уменьшение степени воспаления в легких [Raundhal и др., 2015]. Сходное 

наблюдение было и в клинической практике, где количество Th1-клеток в БАЛ 

коррелировало с ухудшением функции легких [Duvall и др., 2017]. 

Дифференциацию Th0-клеток в Th1 осуществляют цитокины IL-12 и 

IFN-γ. После взаимодействия Т-клеточного рецептора с антигеном, а также 

воздействия указанных цитокинов, индуцируется экспрессия факторов STAT1 

и T-bet (T-box expressed in T-cells; T-box, выраженный в Т-клетках), которые 

осуществляют дифференцировку Th1-клеток и запускают продукцию IFN-γ 

(рис. 1) [Куприянов, Синицкий, Долгушин, 2021]. 

1.2.3. Роль Th17-клеток 

Накоплено значительное количество экспериментальных свидетельств 

участия Th17-клеток, продуцирующих т.н. Th17-ассоциированные цитокины 
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(IL-17A и IL-17F), в развитии нейтрофильного воспаления при БА [Нурдина, 

Купаев, 2017]. Увеличенное количество IL-17A и IL-17F и их мРНК 

(матричная рибонуклеиновая кислота) детектируется в мокроте, образцах БАЛ 

и биопсийном материале, полученных от пациентов с БА [Ricciardolo и др., 

2017]. Нейтрофилия дыхательных путей у пациентов с тяжелой БА 

коррелировала с экспрессией IL-17A, при этом терапия кортикостероидными 

препаратами не снижала их количество в дыхательных путях [Bullens и др., 

2006]. Сходные исследования были получены и на животных, когда 

экспрессия Th17-ассоциированных цитокинов коррелировала с 

нечувствительностью к кортикостероидам [Torjusen, Matsui, 2009]. 

Согласно современным представлениям дифференциацию Th0-клеток 

мыши в Th17-клетки запускает комбинация цитокинов TGF-β (transforming 

growth factor beta; трансформирующий фактор роста бета) и IL-6 [Mangan и 

др., 2006] или TGF-β и IL-21. При этом сами Th17-клетки продуцируют 

значительное количество IL-21, тем самым аутокринно усиливая свою 

дифференцировку. Th0-клетки человека поляризуются в Th17 сходными 

комбинациями цитокинов: TGF-β + IL-21 или TGF-β + IL-23 + IL-6. В 

дифференцировке Th17-клеток участвуют транскрипционные факторы 

STAT3, RORα (RAR-related orphan receptor alpha; RAR-родственный 

орфанный рецептор альфа) и RORγt (рис. 1). Th1-ассоциированный цитокин 

(IFN-γ) негативно регулирует дифференциацию Th17-клеток (рис. 1). Также 

регуляторные Т-клетки подавляют поляризацию Th17-иммунного ответа, т.к. 

повышение соотношения экспрессии IL-17A/IL-10 и RORγt/FoxP3 (forkhead 

box P3; вилкоголовый фактор с блоком P3) увеличено у пациентов с высокой 

частотой обострений [Zou и др., 2018]. Кроме того, дифференциации Th0-

клеток в Th17 способствует процесс презентации аллергена дендритными 

клетками 2-го типа [Norimoto и др., 2014]. В то же время презентация, 

осуществляемая дендритными клетками 1-го типа, приводит к развитию 

толерантности на аллерген за счет активации Т-регуляторных клеток (Тreg – T 

regulatory cells) (рис. 1) [Khare и др., 2013]. 
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Цитокины IL-17А, IL-17F и IL-22 стимулируют гены муцинов в 

эпителиальных клетках, приводя к гиперплазии и метаплазии бронхиального 

эпителия, а также способствуют пролиферации клеток гладкой мускулатуры 

бронхов [Chang и др., 2012], что в итоге приводит к ремоделированию 

дыхательных путей [Wang и др., 2010]. Кроме того, Th17-ассоциированные 

цитокины (IL-17А, IL-17F и IL-22) воздействуют на бронхиальный эпителий, 

стимулируя продукцию CXCL1 и IL-8, которые в свою очередь участвуют в 

хемоаттракции нейтрофилов в легкие (рис. 1) [Liu и др., 2020]. 

1.2.4. Роль других молекулярных и клеточных факторов 

Существуют и другие механизмы нейтрофильного воспаления. Один из 

них – активация инфламмасомы NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3; 

белок семейства NLR, содержащий пириновый домен 3) – внутриклеточного 

мультипротеинового комплекса. Активация осуществляется за счет белка 

сывороточного амилоида A (SAA – serum amyloid A), который продуцируется 

респираторным эпителием под действием патогенетических факторов 

(бактерии, поллютанты и пр.). Активированная инфламмасома NLRP3 

способствует каспаза-1-опосредованному процессингу провоспалительных 

цитокинов IL-1β и IL-18 [Kelley и др., 2019]. Повышенная экспрессия NLRP3, 

IL-1β и каспазы-1 обнаруживается в мокроте пациентов с нейтрофильной БА 

[Simpson и др., 2014; Осипенко и др., 1999], что подтверждает участие этих 

факторов в нейтрофильном воспалении дыхательных путей. 

Исследования на мышах показали, что цитокин IL-1β, выделяемый 

макрофагами, стимулирует ILC3 продуцировать IL-17A, что в итоге приводит 

к ГРБ и нейтрофилии легких [Doherty, Broide, 2019]. Косвенные данные, 

подтверждающие участие ILC3 в тяжелой БА с нейтрофильным типом 

воспаления, были получены при анализе транскриптома клеток 

индуцированной мокроты; в мокроте пациентов с тяжелой астмой был 

повышен уровень мРНК-экспрессии генов, которые вовлечены в пути 

активации ILC3 (рис. 1) [Hekking и др., 2018]. 
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Также сообщается об участии IL-33, высвобождаемого клетками 

респираторного эпителия, в усилении не только Th2-иммунного ответа, но и 

Th1- и Th17-ответа [Yagami и др., 2010] (рис. 1). 

 
Рис. 1. Молекулярные и клеточные механизмы развития нейтрофильного 

воспаления при бронхиальной астме. 

После контакта с аллергеном антигенпрезентирующие клетки (АПК) 

презентируют его на своей поверхности и мигрируют в региональные 

лимфоузлы, где активируют наивные Th0-клетки, которые под влиянием 

определенного цитокинового окружения дифференцируются в Th1- или Th17-

клетки, которые, в свою очередь, продуцируют провоспалительные цитокины 

(IFN-γ, IL-17A, IL-17F и IL-21). Данные цитокины обеспечивают 

формирование таких признаков БА как: ГРБ, инфильтрация легких 

нейтрофилами, ремоделирование дыхательных путей. Мощными 

хемоаттрактантами являются IL-8 и TNF-α, которые продуцируются 
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эпителиальным клетками и макрофагами при бактериальной инвазии или 

вирусной инфекции. IL-33, выделяемый из эпителиальных клеток при их 

повреждении, способен усиливать поляризацию Th17-клеток. Врожденные 

лимфоидные клетки 3 типа продуцируют значительные количества IL-17A, 

тем самым усиливая нейтрофильное воспаление. 

Таким образом, эпителиальные клетки, макрофаги, ILC3, Th1- и Th17-

клетки проявляют свою скоординированную активность при помощи 

выделяемых хемокинов и цитокинов, приводя к нейтрофильному воспалению 

ткани легких и развитию признаков БА: гиперсекреции слизи, ГРБ и 

ремоделированию респираторного тракта (гипертрофия гладкой мускулатуры 

бронхов, фиброз ткани легких и гиперплазия эпителия). 

1.3. Подходы к терапии БА с нейтрофильным типом воспаления 

Нейтрофильная астма трудно поддается лечению кортикостероидами. 

Более того, длительное их применение способствует развитию 

нейтрофильного воспаления легких [Cowan и др., 2010], т.к. кортикостероиды 

индуцируют апоптоз эозинофилов [Ивашкин и др., 2012] и при этом 

ингибируют апоптоз нейтрофилов. Demarche с коллегами показали, что 

снижение дозы кортикостероидов у 70% пациентов с БА приводило к 

уменьшению числа нейтрофилов в мокроте [Demarche и др., 2018]. Тем не 

менее требуется разработка новых подходов к лечению нейтрофильного 

воспаления дыхательных путей. 

1.3.1. Бимосиамоза 

Блокада миграции нейтрофилов в легкие представляется логичным 

подходом. Первым этапом их миграции является адгезия клеток при помощи 

CD15s к E-селектину эндотелия кровеносных сосудов. Бимосиамоза является 

пан-селектиновым антагонистом. Ингаляция бимосиамозы пациентам с 

хронической обструктивной болезнью легких (ХОБЛ) приводит к 

значительному снижению количества макрофагов и концентрации IL-8 в 

мокроте. Отмечено уменьшение числа нейтрофилов, это связано со снижением 

концентрации их хемоаттрактанта – IL-8 [Watz и др., 2013]. 
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1.3.2. Анти-CXCR2-терапия 

Наиболее значимыми хемоаттрактантами нейтрофилов считаются 

CXCL8, CXCL1, CXCL5 и IL-17A. Ингибиторы указанных факторов, а также 

антагонисты их рецепторов (CXCR2 (C-X-C chemokine receptor; C-X-C 

хемокиновый рецептор), IL-17RA и др.) могут приводить к уменьшению 

нейтрофилии дыхательных путей. Известны попытки применения 

ингибиторов рецептора CXCR2, играющего роль в миграции нейтрофилов 

(препараты SCH527123 [Nair и др., 2012] и AZD8309 [Leaker, Barnes, 

O’Connor, 2013]). Однако данные об эффективности таких ингибиторов для 

лечения тяжелой формы БА не подтвердились в крупном многоцентровом 

клинической исследовании с участием 640 добровольцев [O’Byrne и др., 2016]. 

1.3.3. Анти-IL-17- и анти-IL-1β-терапия 

Многими исследованиями доказано участие Th17-ассоциированных 

цитокинов в БА с нейтрофильным типом воспаления. Учитывая это, был 

разработан препарат Бродалумаб, содержащий моноклональные антитела 

против рецептора для IL-17A. Проведенные клинические исследования не 

показали значительной клинической эффективности препарата [Busse и др., 

2013]. Препарат Анакинра – антагонист рецептора для IL‐1, при подкожном 

введении существенно снижал количество нейтрофилов в мокроте, а также 

уровни IL‐1β, IL‐6, и IL‐8 у здоровых добровольцев после индукции у них 

воспаления ингаляциями липополисахаридом [Hernandez и др., 2015]. 

1.3.4. Ингибиторы киназ 

Другой подход заключается в регуляции факторов транскрипции 

сигнальных путей, которые приводят к экспрессии вышеуказанных 

хемоаттрактантов нейтрофилов. Он реализован в препарате Иматиниб, 

представляющем собой ингибитор тирозиновой протеинкиназы. Препарат, 

показал клиническую эффективность при лечении тяжелой формы БА, 

резистентной к кортикостероидам. Прием препарата снижал бронхиальную 
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гиперреактивность; при чем это снижение обратно коррелировало с 

количеством нейтрофилов в БАЛ [Cahill и др., 2017]. 

1.3.5. Макролиды 

Антибиотики из группы макролидов, в дополнение к 

антибактериальной, обладают антивоспалительными свойствами. Учитывая 

эти эффекты макролидов, кларитромицин и азитромицин были изучены в 

отношении тяжелой формы БА. Кларитромицин снижал уровень IL-8, 

эластазы, матриксной металлопротеиназы 9 (ММР-9 – matrix metallopeptidase 

9) и количество нейтрофилов в мокроте пациентов с БА [Simpson и др., 2008]. 

Другой антибиотик – азитромицин, уменьшал частоту обострений БА и 

улучшал качество жизни. Механизм действия азитромицина может быть 

обусловлен способностью ингибировать провоспалительные факторы 

транскрипции NF-κB (nuclear factor κB; ядерный фактор κB) и mTOR 

(mammalian target of rapamycin; мишень рапамицина у млекопитающих), 

необходимые для активации и дифференцировки нейтрофилов [Gibson и др., 

2017]. 

1.3.6. Ингибиторы PDE4 

Ингибиторы фосфодиэстеразы-4 (PDE4 – phosphodiesterase 4) 

(например, Рофлумиласт) в исследованиях на животных продемонстрировали 

способность снижать эозинофил- и нейтрофил-опосредованное воспаление, а 

также экспрессию TNF‐α [Bardin и др., 2015]. В клинических исследованиях с 

участием 4873 [Meltzer и др., 2015] и 3802 [Bateman и др., 2015] пациентов, 

страдающих БА, Рофлумиласт улучшал функцию дыхания (FEV1) как в 

качестве монотерапии так и в комбинации с ингаляционными 

кортикостероидами. В отдельном исследовании, с участием пациентов с БА и 

ХОБЛ, показана способность препарата Рофлумиласт не только улучшать 

FEV1, но и снижать нейтрофильное воспаление респираторного тракта [Rabe 

и др., 2017]. 
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1.4. Роль транскрипционного фактора STAT3 в патогенезе 

бронхиальной астмы 

Создание новых способов лечения невозможно без раскрытия 

молекулярных и клеточных патогенетических механизмов развития 

заболевания. Согласно современным представлениям, в патогенез БА 

вовлечены как иммунные (Т-клетки, В-клетки, эозинофилы, нейтрофилы, и 

пр.) [Шиловский и др., 2020], так и неиммунные клетки (эпителиальные и 

эндотелиальные клетки, фибробласты) [Глазова и др., 2015; Хаитов и др., 

2018], которые, активируясь, продуцируют широкий спектр 

провоспалительных факторов. В процесс активации клеток вовлечено 7 

факторов транскрипции семейства STAT. Накапливаются экспериментальные 

доказательства того, что именно STAT3 участвует в развитии тяжёлой БА, 

которая зачастую не поддаётся стандартному лечению кортикостероидами 

[Никольский и др., 2021]. Установлено, что STAT3 вовлечён в активацию Т-

хелперов (Th2- и Th17-клеток) и макрофагов, а также он способствует 

усилению инфильтрации лёгких нейтрофилами и эозинофилами за счёт 

повышения экспрессии молекул адгезии и их представленности на 

поверхности эндотелиальных клеток [Wei и др., 2018]. 

1.4.1. Открытие и структурные особенности STAT3 

STAT3 был открыт более 20 лет назад как фактор, активируемый IL-6, 

который играет решающую роль в стимуляции медиаторов врождённого 

иммунитета в печени. Этот фактор был отнесён к семейству факторов STAT 

на основании структурного родства и схожести биологических функций и 

обозначен как STAT3. Активация STAT3 происходит в ответ на стимуляцию 

клеток различными цитокинами и факторами роста (например, IL-6, 

онкостатин M, IL-11, G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor; 

гранулоцитарный колониестимулирующий фактор), EGF (epidermal growth 

factor; эпидермальный фактор роста)) [Hillmer и др., 2016]. 

У STAT3 были идентифицированы различные изоформы (STAT3α, 

STAT3β, STAT3γ и STAT3δ), которые, как считается, определяют его 
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плейотропные биологические функции [Szelag и др., 2016]. STAT3α 

опосредует провоспалительный ответ цитокина IL-6, тогда как STAT3β 

подавляет синтез провоспалительных цитокинов (IL-6 и TNF-α) и активирует 

экспрессию некоторых противовоспалительных генов [Marino и др., 2014]. 

1.4.2. Молекулярные механизмы активации STAT3 

Обычно белки STAT локализованы в цитоплазме и неактивны, однако 

под действием некоторых стимулов происходит их активация. Согласно 

современным представлениям, после взаимодействия определенных 

цитокинов и факторов роста со своими рецепторами на поверхности клеток, 

происходит фосфорилирование янус-киназ (JAK – janus kinase) [Корытина и 

др., 2020]. JAK – это группа рецептор-ассоциированных цитоплазматических 

тирозинкиназ [Brosius, Tuttle, Kretzler, 2016]. На сегодняшний день 

идентифицированы четыре члена семейства JAK: JAK1, JAK2, JAK3 и TYK2 

(tyrosine kinase 2; тирозинкиназа 2). 

Активированные JAK (в частности JAK2), в свою очередь, 

фосфорилируют STAT3 по остаткам тирозина и серина (Tyr705 и Ser727). Это 

событие вызывает димеризацию двух молекул STAT3 путём взаимодействия 

между доменами SH2 (Src homology 2; домен Src 2 гомологии). Активные 

димеры STAT3 транслоцируются в ядро, где связываются с молекулами ДНК 

в регуляторных областях своих генов-мишеней и тем самым активируют их 

транскрипцию (рис. 2) [Chen и др., 2019]. Показано, что 

нефосфорилированные белки STAT также могут перемещаться в ядро клеток. 

Нефосфорилированный STAT3 обеспечивает внутриклеточную передачу 

сигнала от рецепторов цитокинов с помощью взаимодействия с NF-κB, 

перемещаясь в ядро, он активирует экспрессию генов: RANTES (regulated on 

activation, normal T cell expressed and secreted; регулятор активности 

нормальной экспрессии и секреции Т-клеток), IL6, IL8, MET (mesenchymal-

epithelial transition; мезенхимально-эпителиальный переход) и MRAS (muscle 

RAS oncogene homolog; мышечный гомолог онкогена RAS), которые не 

отвечают на фосфорилированную форму STAT3 [Yang и др., 2007]. Таким 
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образом, STAT3 регулирует экспрессию генов двумя разными механизмами: 

1) путём образования димеров между двумя фосфорилированными формами, 

2) за счёт увеличения концентрации нефосфорилированной формы и её 

взаимодействия с NF-κB. 

Экспериментально установлено, что IL-6, фактор ингибирования 

лейкемии (LIF – leukemia inhibitory factor), онкостатин M (OSM – oncostatin 

M), нейропоэтин (NP – neuropoietin), кардиотропин-1 (CT-1 – cardiotrophin-1) 

и цилиарный нейротрофический фактор (CNTF – ciliary neurotrophic factor) 

являются активаторами сигнального пути JAK2/STAT3 [Brosius, Tuttle, 

Kretzler, 2016]. Провоспалительные цитокины семейства IL-6 связываются со 

своими рецепторами и активируют фосфорилирование JAK2 и STAT3, что 

приводит к димеризации последнего [Gjurich и др., 2014]. Димеры, 

перемещаясь в ядро, запускают экспрессию определенных генов, что в итоге 

приводит к развитию воспаления [Wiejak и др., 2013]. 

Внутриклеточные сигналы от другого цитокина – IL-10 – реализуются 

также с участием JAK и STAT3. IL-10 представляет собой 

иммуномодулирующий цитокин, который обладает противовоспалительной 

активностью. Передача сигналов от IL-10 осуществляется через рецептор, 

который состоит из двух цепей IL-10R1 и IL-10R2. Образование комплекса IL-

10R1-IL-10-IL-10R2 приводит к фосфорилированию JAK1, которая 

фосфорилирует фактор STAT3. Фосфорилированный гомодимер STAT3 

перемещается в ядро и активирует транскрипцию генов: VEGFA (vascular 

endothelial growth factor A; фактор роста эндотелия сосудов-А), фактор роста 

фибробластов-2, плацентарный фактор роста и др. [Nakamura и др., 2015]. В 

отличие от сигнального пути IL-6-JAK2-STAT3, путь IL-10-JAK1-STAT3 

реализует противовоспалительные функции. Вероятно, это связано с разной 

длительностью активации STAT3 в ответ на IL-6 и IL-10. Экспериментально 

показано, что длительная активация STAT3 в дендритных клетках под 

действием IL-10 индуцирует иной профиль экспрессии генов в сравнении с 

кратковременной активацией. При этом кратковременная активация STAT3 
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интерлейкином-10 запускала в клетках провоспалительный сигнал аналогично 

активации IL-6 [Braun, Fribourg, Sealfon, 2013]. 

 
Рис. 2. Молекулярные механизмы активации и ингибирования STAT3. 

STAT3 регулирует экспрессию генов двумя разными механизмами: 1) JAK-

STAT3-путь протекает с образованием его димеров между двумя 

фосфорилированными формами; 2) за счёт увеличения концентрации 

нефосфорилированной формы STAT3 может происходить его взаимодействие 

с фактором NF-κB с последующим проникновением в ядро при участии белка 

транспортера – импортина-α3 (imp-α3 – importin-α3). В ядре сформированный 
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комплекс нефосфорилированного STAT3 и фактора NF-κB также способен 

регулировать активность генов. В серых блоках указаны ингибиторы STAT3, 

нацеленные на разные этапы сигнального пути JAK-STAT3. 

Помимо путей активации STAT3 существуют механизмы его 

негативной регуляции. Негативными регуляторами, предотвращающими 

фосфорилирование STAT3, являются протеин-тирозинфосфатазы (PTP – 

protein tyrosine phosphatase), различные белковые ингибиторы и супрессор 

передачи сигналов цитокинов (SOCS3 – suppressor of cytokine signalling 3) 

[Минеев и др., 2012]. Ферменты PTP напрямую дефосфорилируют 

активированный STAT3 либо JAK2 [Kim, Tremblay, DiGiovanni, 2010]. Фактор 

PIAS3 (protein inhibitor of activated STAT3; белковый ингибитор 

активированного STAT3) ингибирует связывание димера STAT3 с ДНК, в 

конечном итоге блокируя транскрипцию соответствующих генов [Chung и др., 

1997]. Белок SOCS3 считается главными регулятором сигнального пути JAK2-

STAT3. Он связывается с комплексом рецептор-JAK, тем самым нарушая 

способность киназы фосфорилировать STAT3 [Kershaw и др., 2013]. Несмотря 

на то, что провоспалительный цитокин IL-6 и противовоспалительный 

цитокин IL-10 сходным образом активируют сигнальный путь JAK-STAT3, 

SOCS3 ингибирует эффекты IL-6, но не IL-10. Это связано с тем, что SOCS3 

взаимодействует с цепью рецептора IL-6 (gp130 – glycoprotein 130, 

гликопротеин 130), а не цепью рецептора IL-10 (IL-10R) [Babon и др., 2012]. 

Таким образом, существование механизмов дефосфорилирования STAT3 (в 

том числе за счёт SOCS3) обеспечивает нечувствительность клеток к 

цитокинам и, по-видимому, нужно для подавления чрезмерного воспаления. 

1.4.3. Биологическая роль STAT3 

STAT3 вовлечён в широкий спектр биологических процессов. В 

частности, он регулирует дифференцировку гранулоцитов в костном мозге 

[Nguyen-Jackson и др., 2010]. STAT3 активируется в ответ на G-CSF, что 

приводит к формированию нейтрофилов из клеток-предшественников. Нокаут 

гена, кодирующего STAT3 у мышей, нарушает процесс дифференцировки 
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нейтрофилов несмотря на введение им рекомбинантного G-CSF [Nguyen-

Jackson и др., 2010]. 

STAT3 участвует в антибактериальной защите организма. В частности, 

он отвечает за синтез антимикробных факторов, выделяемых нейтрофилами, а 

также за хемоаттракцию этих клеток. Антибактериальные свойства 

нейтрофилов и макрофагов, выделенных из мышей, нокаутных по гену Stat3, 

значительно ослаблены [Matsukawa и др., 2003]. 

Кроме того, STAT3 участвует в канцерогенезе. Многими 

исследованиями была продемонстрирована про-онкогенная роль STAT3; он 

способствует пролиферации опухолевых клеток, поддерживает их 

жизнеспособность, а также провоцирует канцерогенез за счёт активации 

воспаления [Gharibi и др., 2020]. Однако появляются данные о его способности 

супрессировать рост некоторых видов опухолей [Niu и др., 1999; Pencik и др., 

2015]. Такие противоположные биологические функции объясняются либо 

различной ролью STAT3 в разных типах клеток, либо различной функцией 

альтернативных изоформ STAT3 (прежде всего STAT3α и STAT3β). 

Противоречивой роли STAT3 в онкогенезе посвящён ряд современных 

обзоров [Mohrherr и др., 2020; Tolomeo, Cascio, 2021]. 

STAT3 также играет значительную роль в развитии аутоиммунных 

заболеваний таких, как ревматоидный артрит, рассеянный склероз, псориаз и 

пр. [Gharibi и др., 2020; Соболев, Денисова, Корсунская, 2020]. 

Идентифицированы мутации в гене STAT3 человека, которые ассоциированы 

с развитием аутоиммунных патологий [Milner и др., 2015]. Эти мутации 

усиливают функцию STAT3 за счёт повышения его способности связываться 

с участками хромосомной ДНК, что в итоге приводит к увеличенной 

экспрессии провоспалительных факторов и к снижению активности Тreg 

путём подавления FoxP3 [Milner и др., 2015]. 

В мировой научной литературе подробно описана провоспалительная 

роль STAT3. Данный фактор участвует в воспалении, ассоциированном с 

канцерогенезом и развитием аутоиммунных патологий [Lu и др., 2020b; Qi и 
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др., 2020], а также в воспалении лёгких при бронхиальной астме [Gavino и др., 

2016] и воспалении желудочно-кишечного тракта [Serrano и др., 2019]. Однако 

фактору STAT3 присущи также противовоспалительные свойства, которые в 

основном реализуются в фагоцитах и неиммунных клетках. В макрофагах 

STAT3 супрессирует воспалительные сигналы от толл-подобных рецепторов 

(TLR – toll-like receptor). Макрофаги, нейтрофилы и дендритные клетки 

мышей, с инактивированным геном Stat3, продуцируют повышенное 

количество провоспалительных цитокинов (TNF-α, IL-6, IL-12 и IFNγ) в ответ 

на активацию TLR4. Также эти клетки утрачивают способность реагировать 

на антивоспалительный сигнал IL-10 [Melillo и др., 2010; Qin и др., 2012]. 

STAT3 участвует в дифференцировке B-клеток из популяции клеток-

предшественников; нокаут соответствующего гена у мышей приводит к 

уменьшению их количества в различных тканях и органах животных. Также 

этот фактор участвует в формировании плазматических клеток, 

продуцирующих IgG. В этом процессе главную роль играет IL-21, 

продуцируемый Tfh (T follicular helper cells, фолликулярные Т-хелперы), 

который активирует STAT3 в В-клетках и тем самым запускает экспрессию 

факторов созревания последних, что в итоге приводит к продукции IgG [Diehl 

и др., 2012]. STAT3 также играет роль в IL-35-опосредованной индукции B-

регуляторных клеток (Breg), секретирующих IL-10 и IL-35. В свою очередь, 

Breg участвуют в подавлении воспаления при аутоиммунных патологиях 

[Wang и др., 2014]. 

STAT3 участвует в поляризации CD4+ Т-клеток; он активируется в ответ 

на IL-6 и способствует формированию Th17-клеток, продуцирующих IL-17A 

и IL-17F [Кологривова, Кологривова, Суслова, 2011], что подтверждено 

исследованиями на мышах, нокаутных по гену Stat3 [Liu и др., 2008]. 

Таким образом, STAT3 вовлечён в широкий спектр биологических 

процессов: гранулоцитопоэз, дифференцировка Т- и В-клеток, 

антибактериальная защита, канцерогенез и развитие аутоиммунных 

патологий. Несмотря на то, что многие биологические функции STAT3 
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известны давно, регулярно появляются данные о его новых биологических 

свойствах, например, о его антивоспалительных функциях в фагоцитах и 

антипролиферативных свойствах в отдельных видах опухолей. 

1.4.4. Участие STAT3 в поляризации Th-клеток 

Исследования показали ведущую роль Th17-клеток в патогенезе 

нейтрофильного воспаления при БА [Newcomb, Peebles, 2013; Смольникова и 

др., 2021]. В то же время STAT3 необходим для поляризации Th17-клеток, 

которые образуются из наивных CD4+ Т-клеток под влиянием комбинации 

цитокинов (TGF-β, IL-23, IL-6) (рис. 3). Данные цитокины активируют STAT3, 

который запускает экспрессию фактора RORγt, специфичного для Th17-

клеток [Chaudhry и др., 2009; Halwani и др., 2017]. В свою очередь, Th17-

клетки секретируют цитокины IL-17A, IL-17F, IL-21 и IL-22, которые 

приводят к развитию проявлений БА: нейтрофильному воспалению, 

гиперсекреции слизи и ремоделированию респираторного тракта [Шиловский 

и др., 2020]. Примечательно, что секретируемый IL-17A способен 

дополнительно активировать фосфорилирование STAT3 в Th0-клетках, 

приводя к усилению IL-6-STAT3-сигнального пути. Это в конечном итоге 

ведёт к усилению поляризации и пролиферации Th17-клеток, и, как следствие, 

к усугублению воспаления в лёгких по причине увеличенной продукции 

провоспалительных Th17-цитокинов [Ruwanpura и др., 2014]. Кроме того, 

секретируемый IL-17A ингибирует транскрипционный фактор FoxP3 в 

клетках, являющихся предшественниками Тreg, что подавляет 

дифференцировку последних. Учитывая антивоспалительный потенциал Тreg-

клеток, уменьшение их количества также приводит к усилению воспаления 

[Cervilha и др., 2019]. При этом фактор SOCS3 негативно регулирует 

фосфорилирование STAT3 и тем самым супрессирует поляризацию Th17-

клеток, сдвигая иммунный ответ в сторону Th1- и Th2-клеток [Chen и др., 

2018]. Это подтверждается результатами исследований на мышах с 

индуцированной аллергической БА. У таких мышей повышена экспрессия 

Th2-цитокинов в лёгких, при этом экспрессия STAT3 и IL-6 снижены, а SOCS3 
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– увеличена. Подавление активности SOCS3 в лёгких молекулами миРНК 

(малые интерферирующие РНК) увеличивало экспрессию STAT3 и IL-6. Эти 

данные свидетельствуют об отсутствии значимого вклада сигнального пути 

IL-6-STAT3 в развитие Th2-опосредованного аллергического воспаления 

лёгких; по всей видимости, IL-4-STAT6-сигнальный путь в данном случае 

является превалирующим [Paul и др., 2009]. При этом в опубликованной 

работе авторами не указывается к каким физиологическим последствиям 

приводила супрессия SOCS3. Ещё одним коллективом авторов осуществлён 

нокаут гена Socs3 в миелоидных клетках мышей. У таких мышей 

увеличивалась экспрессия STAT3, и развивалось более выраженное 

воспаление лёгких в ответ на введение липополисахарида (LPS – 

lipopolysaccharide) в сравнении с мышами дикого типа [Jiang и др., 2017]. 

Также незначительную роль IL-6-STAT3-пути в развитии Th2-

зависимой БА демонстрирует исследование с использованием мышей, 

нокаутных по гену Il6. Вопреки ожиданиям нокаут этого провоспалительного 

цитокина приводил не к уменьшению, а к усилению воспаления лёгких после 

индукции БА в сравнении с мышами дикого типа. При этом, несмотря на 

полное отсутствие IL-6, у мышей происходила активация STAT3 по TGF-β-

зависимому механизму [Schmit и др., 2020]. 

В то же время IL-6-STAT3-сигнальный путь играет значительную роль 

в Th17-зависимом воспалении лёгких при БА, поскольку IL-6 необходим для 

пролиферации Th17-клеток, а фактор STAT3 индуцирует продукцию этими 

клетками провоспалительных цитокинов: IL-17A, IL-17F, IL-21 и IL-22 

[Chaudhry и др., 2009; Halwani и др., 2017]. Это подтверждается тем, что нокаут 

гена Stat3 у мышей приводит к практически полному отсутствию Th17-клеток 

в лимфоузлах и продукции IL-17A лимфоцитами [Lim и др., 2015]. 

Тем не менее, согласно новым данным, STAT3 вовлечён не только в 

формирование Th17-, но и Th2-иммунного ответа. Известно, что в 

поляризации Th2-клеток ключевую роль играет STAT6. Однако STAT3 

усиливает взаимодействие фактора STAT6 с генными локусами, и тем самым 
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активирует гены, необходимые для дифференцировки Th2-клеток [Stritesky и 

др., 2011]. Была создана линия мышей с нокаутом гена Stat3 в Т-клетках. Такие 

мыши не развивали Th17-иммунный ответ на аллерген, при этом чрезмерно 

активировался Th1-ответ, что выражалось в уменьшении числа Th17-клеток и 

одновременном увеличении Th1-клеток в лимфатических узлах и в лёгких. 

При этом количество Th2-клеток после нокаута Stat3 уменьшалось в 

лимфоузлах, но не в БАЛ. Это можно объяснить тем, что STAT3 необходим 

для начальной стадии дифференциации Th2-клеток, которая происходит в 

лимфоузлах [Lim и др., 2015]. В работе Gavino и соавт. [Gavino и др., 2016] эти 

данные были подтверждены. Мышам вводили селективный ингибитор STAT3 

– C188-9, на фоне развития аллергического воспаления лёгких, что приводило 

к подавлению патологии: уменьшению степени ремоделирования бронхов, 

снижению воспаления и количества провоспалительных цитокинов в лёгких, 

включая IL-4, IL-5, IL-13 и IL-17A. Эти данные показывают, что инактивация 

STAT3 нивелирует как Th17- так и Th2-иммунный ответ в лёгких. Учитывая 

гетерогенность механизмов БА, блокирование двух иммунных ответов 

одновременно является более перспективным подходом к терапии. 

В другом исследовании мышам на фоне развития экспериментальной БА 

интраназально вводили IL-27 – цитокин, который активирует Th1-клекти и 

подавляет активность Th2- и Th17-клеток [Lu и др., 2020a]. Примечательно, 

что, несмотря на активацию STAT3, цитокин IL-27 супрессировал Th17-

иммунный ответ [Lu и др., 2020a]. Данное противоречие объясняется тем, что 

IL-27 подавляет факторы RORγ и RORα по STAT1-зависимому механизму, 

которые необходимы для поляризации Th17-клеток [Diveu и др., 2009]. 

Таким образом, IL-6-STAT3-сигнальный путь играет большое значение 

в Th17-опосредованном нейтрофильном воспалении при БА. В то же время 

этот путь не вносит существенного вклада в формирование Th2-

опосредованной эозинофильной БА. 



36 

 
Рис. 3. Роль факторов STAT в поляризации Th-клеток. 

В зависимости от активности того или иного белка STAT, дифференцировка и 

пролиферация Th0-клеток будет осуществляться в различных направлениях. 

STAT3 индуцирует поляризацию Th17-клеток, что приводит к таким 

патологическим проявлениям в лёгких как бронхоконстрикция, инфильтрация 

лёгких нейтрофилами, гиперсекреция слизи. 
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1.4.5. Роль STAT3 в поляризации макрофагов 

Макрофаги обильно представлены в лёгких и, соответственно, 

вовлечены в различные патологические процессы в респираторном тракте, 

включая БА [Маев и др., 2013]. Согласно современным представлениям, 

макрофаги – это гетерогенная популяция клеток с широким спектром 

биологических функций. Выделяют несколько субтипов этих клеток, наиболее 

изученными из которых являются классически активированные макрофаги 

М1-фенотипа и альтернативно активированные макрофаги М2-фенотипа. В 

отличие от М1-макрофагов, формирующихся под действием IFN-γ, макрофаги 

М2-фенотипа образуются после стимуляции IL-4 и IL-13 [Sharma, Akkoyunlu, 

Rabin, 2018]. 

Показана взаимосвязь количества М2-макрофагов в образцах БАЛ с 

тяжестью астмы [Girodet и др., 2016]. Другие исследователи считают, что эти 

клетки не играют решающей роли в развитии БА, т.к. делеция IL-4Rα (нужного 

для М2-поляризации) в макрофагах не влияет на течение заболевания, а 

повышенное количество M2-клеток у пациентов с астмой является следствием 

активации у них Th2-цитокинов [Nieuwenhuizen и др., 2012]. Тем не менее 

проведённые исследования указывают на способность М2-макрофагов 

усиливать такие проявления астмы как аллергическое воспаление, 

гиперреактивность бронхов и ремоделирование респираторного тракта за счёт 

отложения коллагена [Ford и др., 2012]. Более детально роль М2-макрофагов 

в патогенезе астмы рассмотрена в современных обзорах [Abdelaziz и др., 2020; 

Saradna и др., 2018]. 

Установлено, что STAT3 является важным детерминантом поляризации 

альтернативно активированных макрофагов M2-фенотипа [Nakamura и др., 

2015]. Были созданы мыши с селективным нокаутом гена Stat3 в миелоидных 

клетках (моноциты, гранулоциты и макрофаги). Продемонстрировано, что 

макрофаги с инактивированным Stat3 утрачивают способность отвечать на 

стимуляцию IL-10 и экспрессировать маркёры М2-фенотипа (гены Arg1 

(arginase-1; аргиназа-1) и Cd163) [Nakamura и др., 2015]. 
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Исследования Zhao и соавт. [Zhao и др., 2016] показали, что инактивация 

STAT3 селективным ингибитором LLL12 уменьшает воспаление в лёгких, 

индуцированное липополисахаридом. Наоборот, гиперактивация STAT3 у 

мышей, нокаутных по гену Socs3, приводит к усилению патологии. По мнению 

авторов, одну из главных патогенетических функций при остром 

респираторном дистресс-синдроме и синдроме острого повреждения лёгких 

играют макрофаги. Последующие исследования подтвердили это 

предположение. Было установлено, что активация STAT3 в макрофагах 

приводит к повышению продукции ими MMP2 и MMP9, которые вовлечены в 

повреждение тканей лёгких. В частности, металлопротеазы разрушают белки 

межклеточного контакта в эпителии и эндотелии, белки базальной мембраны 

респираторного эпителия [Solun, Shoenfeld, 2020]. В своей работе Liang и 

соавт. [Liang и др., 2018] выявили взаимосвязь между экспрессией IL-33, 

фосфорилированием STAT3 и экспрессий металлопротеаз MMP2 и MMP9. 

Авторы показали, что культивирование макрофагов с IL-33 запускало 

фосфорилирование STAT3 и продукцию ими металлопротеаз. Наоборот, 

инактивация STAT3 молекулами миРНК приводила к утрате способности 

макрофагов продуцировать MMP2 и MMP9 в ответ на IL-33. 

STAT3 вовлечён в процессы ремоделирования при БА не только через 

активацию М2-макрофагов, но и фибробластов. Активация IL-33-ST2-

сигнального пути (suppression of tumorigenicity 2; подавление онкогенности 2) 

приводит к фосфорилированию STAT3 в фибробластах и повышению 

продукции ими факторов фиброза (например, коллагена-1). Блокирование IL-

33-ST2-сигнального пути с помощью моноклональных антител уменьшает 

степень ремоделирования бронхов [Zhang и др., 2019]. 

Ещё в одном исследовании показано, что фибробласты лёгких, в ответ 

на стимуляцию цитокином TNF-α или IL-1β, индуцировали продукцию 

CXCL10, что было опосредовано фактором STAT3. В свою очередь, CXCL10, 

секретируемый активированными фибробластами, играет решающую роль в 

обеспечении поляризации M1-фенотипа альвеолярных макрофагов. Таким 
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образом, фактор STAT3 задействован ещё и в поляризации альвеолярных 

макрофагов [Tsai, Chen, Yeh, 2019]. 

1.4.6. Роль STAT3 в эндотелиальных и эпителиальных клетках 

Эндотелиальные клетки играют важную роль в миграции 

провоспалительных клеток из системного кровотока в лёгкие при развитии БА 

[Борута, Шахнис, Омельяненко, 2008]. В этом процессе большое значение 

играют молекулы адгезии эндотелия ICAM-1 (inter-cellular adhesion molecule 

1; межклеточная молекула адгезии 1) и VCAM-1 (vascular cell adhesion 

molecule 1; васкулярная молекула клеточной адгезии 1). Нокаут гена, 

кодирующего ICAM-1, или его нейтрализация моноклональными антителами 

уменьшает инфильтрацию лёгких нейтрофилами у мышей на фоне ингаляции 

LPS [Basit и др., 2006]. При нормальных условиях ICAM-1 и VCAM-1 

экспрессируются на поверхности эндотелия в небольшом количестве, однако 

при патологических изменениях (воздействие активных форм кислорода или 

провоспалительных цитокинов) их количество существенно увеличивается. 

Решающее значение в увеличении количества молекул адгезии играет Stat3, 

т.к. его нокдаун в эндотелиальных клетках приводил к утрате их способности 

усиливать экспрессию ICAM-1 и VCAM-1 в ответ на IL-6 [Wei и др., 2018]. 

Эти данные свидетельствуют о том, что STAT3 активируя молекулы адгезии 

ICAM-1 и VCAM-1 на поверхности эндотелиальных клеток, способствуют 

инфильтрации лёгких провоспалительными клетками (преимущественно 

гранулоцитами) при развитии БА. 

Респираторный эпителий является первой линией защиты от 

аэроаллергенов и прочих поллютантов и, соответственно, эпителиальные 

клетки играют значимую роль в индукции и поддержании воспаления 

дыхательных путей. В одном исследовании делеция STAT3 в респираторном 

эпителии приводила к значительному уменьшению признаков воспаления у 

мышей после индукции БА. Также при нокауте Stat3 в клетках респираторного 

тракта, происходило уменьшение числа провоспалительных клеток в лёгких и 

снижение уровня хемокинов в БАЛ. Эти результаты демонстрируют 
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провоспалительную роль STAT3 в эпителиальных клетках дыхательных путей 

[Simeone-Penney и др., 2007]. 

Таким образом, учитывая все известные сведения о свойствах и влияние 

STAT3 на течение бронхиальной астмы, его можно рассматривать как 

потенциальную мишень в таргетной терапии данной патологии. 

Цель 

Изучить роль экспрессии гена Stat3 в нейтрофильном воспалении при 

бронхиальной астме. 

Задачи исследования 

В задачи исследования входило: 

1. Создать экспериментальную модель бронхиальной астмы у мышей, 

сопровождающуюся нейтрофильным воспалением; 

2. Изучить эффекты кортикостероидов на активацию Th17-иммунного 

ответа в экспериментальной модели БА с нейтрофильным типом воспаления у 

мышей; 

3. С использованием методов биоинформатики спроектировать 

библиотеку молекул миРНК, направленных на подавление экспрессии гена 

Stat3 мыши; 

4. Изучить специфическую биологическую активность 

спроектированных молекул миРНК в экспериментах in vitro и выявить 

вариант, способный максимально подавлять экспрессию гена Stat3 мыши; 

5. Сконструировать комплекс состоящий из молекул миРНК, 

подавляющих экспрессию гена Stat3, и пептида-носителя, способного 

транспортировать нуклеиновые кислоты в лимфоциты; 

6. Изучить специфическую биологическую активность комплекса, 

состоящего из молекул миРНК против гена Stat3 мыши и катионного пептида-

носителя LTP в экспериментах in vitro; 

7. С использованием модели бронхиальной астмы с нейтрофильным 

типом воспаления у мышей изучить влияние супрессии экспрессии гена Stat3 

молекулами миРНК на проявления этой патологии.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Животные 

Самок мышей линии BALB/c в возрасте 6–8 недель, массой 20–22 г, 

приобретали в питомнике «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. Корм 

(Delta Feeds, Россия) и вода предоставлялись ad libitum. При поступлении из 

питомника животные были помещены в карантин на 7 дней, в течение которых 

проводили ежедневное наблюдение за состоянием животных. При 

формировании групп, в качестве критерия отбора, использовали показатель 

массы тела так, чтобы индивидуальное значение массы не отклонялось от 

среднего значения более чем на 10%. Все эксперименты на животных 

проводились в соответствии с принципами Директивы Европейского Союза 

2010/63/EС «Законодательство о защите животных, используемых в научных 

целях» и были одобрены Этическим комитетом ФГБУ ГНЦ “Институт 

иммунологии” ФМБА России. 

2.2. Протокол создания экспериментальной модели 

Мышей разделили на четыре группы (по 8 животных в группе). 

Животных первой группы (OVA) трижды (на 1, 14 и 28 сутки) 

иммунизировали подкожно 20 мкг овальбумина (OVA – ovalbumin) (Sigma-

Aldrich, США). Вторую группу (OVA/FA) в 1-й день иммунизировали 

внутрибрюшинно 20 мкг OVA, эмульгированного в 100 мкл полного 

адъюванта Фрейнда (ПАФ) (Sigma-Aldrich, США), на 14 и 28 сутки 

проводились инъекции 20 мкг OVA, эмульгированного в 100 мкл неполного 

адъюванта Фрейнда (НАФ) (Sigma-Aldrich, США). Третью группу (OVA/LPS) 

иммунизировали аналогично группе «OVA/FA». Животных первой и второй 

групп подвергали провокации при помощи аэрозольного введения OVA (10 

мг/мл) по 20 мин в день на 42-44-е сутки. Третьей группе (OVA/LPS) вводили 

смесь 10 мг/мл OVA и 0,4 мг/мл LPS Escherichia coli (Sigma-Aldrich, США). 

Четвертая группа мышей (Normal) не подвергалась никаким манипуляциям 

(рис. 4). 
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Рис. 4. Схема эксперимента по моделированию БА. 

Мышей иммунизировали OVA на 1, 14 и 28 дни подкожными инъекциями. 

Провокацию проводили путем ингаляции OVA на 42, 43 и 44 дни. В группах 

OVA/FA и OVA/LPS мышей иммунизировали ПАФ в 1-й день и НАФ в 14-й и 

28-й дни. 

2.3. Индукция продукции цитокинов спленоцитами 

Селезенки отбирали через 48 часов после последней провокации (на 46-

й день) с последующей гомогенизацией и культивированием спленоцитов в 

полной среде RPMI 1640 (ПанЭко, Россия) с добавлением 25 мМ HEPES 

(ПанЭко, Россия), 10% эмбриональной бычьей сыворотки (Biosera, 

Филиппины), 300 мг/л L-глутамина (ПанЭко, Россия) и 50 мкг/мл гентамицина 

(Gibco, США). Спленоциты стимулировали 100 мкг/мл OVA в течение 3 дней. 

После этого клеточные супернатанты собирали и хранили при -20°С до 

проведения иммуноферментного анализа (ИФА) для количественного 

определения уровней цитокинов. 

2.4. Иммуноферментный анализ 

Через 1 сут после последней аэрозольной провокации, из 

ретроорбитального синуса мышей собирали периферическую кровь. 

Индивидуальные образцы сывороток получали путем центрифугирования при 
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350g в течение 15 мин при комнатной температуре и хранили при -70°С до 

анализа. Уровни IgE, IgG1 и IgG2a в сыворотке определяли методом ИФА с 

использованием коммерческих наборов (Becton Dickinson, США), измеряя 

оптическую плотность (ОП) исследуемых образцов. Количественную оценку 

продукции цитокинов в бронхоальвеолярном лаваже и в супернатантах 

активированных спленоцитов проводили с использованием коммерческих 

антител (eBioscience, США) в соответствии с рекомендациями производителя. 

2.5. Определение гиперреактивности бронхов 

Использовали прибор для неинвазивной плетизмографии – FinePointe 

NAM (Buxco, США). ГРБ определяли при появлении бронхоспазма у 

экспериментальных мышей, вызванного аэрозольным введением метахолина 

(Sigma-Aldrich, США) в возрастающих концентрациях (6,25; 12,5; 25 мг/мл), 

после чего в автоматическом режиме оценивали удельную сопротивляемость 

дыхательных путей (ее выражали в см вод. ст. * с). 

2.6. Отбор образцов бронхоальвеолярного лаважа 

Образцы БАЛ отбирали через 48 часов после последней провокации (на 

46-й день). Мышей умерщвляли, после чего оголяли трахею и дважды 

промывали легкие 0,5 мл RPMI 1640 (ПанЭко, Россия) с добавлением 25 мМ 

HEPES (ПанЭко, Россия), 10% фетальной бычьей сыворотки (Biosera, 

Филиппины), 300 мг/л L-глутамин (ПанЭко, Россия) и гентамицин 50 мкг/мл 

(Gibco, США). Общее количество клеток подсчитывали с использованием 

камеры Горяева. Затем образцы центрифугировали в течение 5 минут при 350 

g и ресуспендировали клеточный осадок в 0,05 мл ФСБ (фосфатно-солевой 

буфер), после чего готовили мазки и окрашивали их азуром и эозином. 

Дифференциальный подсчет клеток проводили с помощью световой 

микроскопии; подсчитывали не менее 300 клеток на предметное стекло при 

увеличении 400х. 
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2.7. Гистологический анализ легких 

Левое легкое удаляли и фиксировали в 4% параформальдегиде, 

обезвоживали путем проводки по спиртам и заливали образцы в парафин. 

Микротомированием парафиновых блоков получали срезы легких толщиной 

2–4 мкм. Полученные препараты окрашивали гематоксилин-эозином (Bio-

Optica, Италия) для оценки перибронхиальной клеточной инфильтрации и 

альциановым синим (Bio-Optica, Италия) для визуализации муцин-

положительных бокаловидных клеток. Для визуализации тучных клеток 

использовали метод окраски по Май-Грюнвальду-Гимзе (реагенты закуплены 

в ГЕМСТАНДАРТ, Россия). Перибронхиальную клеточную инфильтрацию 

подсчитывали как абсолютное количество клеток в инфильтрате; в каждом 

отделе легкого анализировали пять бронхов с последующим подсчетом 

среднего числа клеток. Долю бокаловидных клеток количественно определяли 

как процент от всех эпителиальных клеток в бронхах при 400-кратном 

увеличении; на каждый отдел легкого анализировали пять бронхов. Тучные 

клетки подсчитывали как абсолютное количество клеток в 10 полях зрения. 

Гистологическое исследование проводили с помощью светового микроскопа 

(Olympus, Япония). Толщину бронхиального эпителия измеряли в 

микрометрах с использованием микрофотографий ткани легкого при 

увеличении в 400 раз и программного обеспечения ZEN 3.0 (blue edition) (Carl 

Zeiss, Германия). 

2.8. Полимеразная цепная реакция в реальном времени 

Суммарную РНК выделяли из клеток БАЛ с помощью набора RNeasy 

Mini Kit (Qiagen, Германия) в соответствии с протоколом производителя, а 

затем синтезировали кДНК (комплементарная ДНК) с использованием 

случайных гексамерных праймеров коммерческого набора ОТ-1 (Синтол, 

Россия). Затем кДНК амплифицировали на iCycler IQ5 (Bio-Rad, США) с 

использованием специфических пар праймеров и зондов (табл. 1) для 

определения уровней экспрессии мРНК. Гипоксантин-
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гуанинфосфорибозилтрансфераза (Hprt – hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase) служила геном домашнего хозяйства. 

Табл. 1. Последовательности праймеров и зондов 

2.9. Проектирование и синтез миРНК 

При помощи программного обеспечения OligoWalk 

(http://rna.urmc.rochester.edu/cgi-bin/server_exe/oligowalk/oligowalk_form.cgi) 

были спроектированы последовательности миРНК, направленные к гену Stat3 

мыши. Синтез осуществлен с использованием автоматического синтезатора 

Oligo Pilot 10 (Cytiva, США). 

2.10. Скрининг активности миРНК in vitro 

Для скрининга активности миРНК in vitro в 24-луночный планшет 

засевали 100 тыс. клеток L929 (фибробласты мыши) в полной питательной 

среде DMEM (Gibco, США) [10% фетальной бычьей сыворотки, 2% буферного 

раствора HEPES, 0,1% антибиотика гентамицина, 0,6% L-глутамина] и 

Ген Праймер/зонд Последовательность 

Hprt 

Прямой GCACTGAATAGAAATAGTGATAGATCC 

Зонд (ROX)CAGACTGAAGAGCTACTGTAATGATCAGTCAAC(RTQ2) 

Обратный CAGTTAAAGTTGAGAGATCATCTCC 

Ifnγ 

Прямой AAATCCTGCAGAGCCAGATTAT 

Зонд (ROX)ACGCTTATGTTGTTGCTGATGGCC(RTQ2) 

Обратный GCTGTTGCTGAAGAAGGTAGTA 

Il4 

Прямой AGAGAGTGAGCTCGTCTGTAG 

Зонд (FAM)CTCTGCAGCTCCATGAGAACACTAGAG(BHQ1) 

Обратный GGTGCAGCTTATCGATG 

Il17a 

Прямой GTCTTTAACTCCCTTGGCG 

Зонд (ROX) GTCACCCTGGACTCTCCACCGC (RTQ2) 

Обратный GATCACAGAGGGATATCTATCAG 

Il17f 

Прямой GGATTACAACATCACTCGAGAC 

Зонд (FAM)CAGACACTCAGGCTGCATCAATGC(RTQ1) 

Обратный CAGGATTTCTTGCTGAATG 

Tbet 

Прямой CCCAACTGTCAACTGCTTG 

Зонд (ROX)AGCCGTTTCTACCCCGACCTTCCAG(RTQ2) 

Обратный GCCAGTAAGGCTGTGAGATC 

Gata3 

Прямой CTTATCAAGCCCAAGCG 

Зонд (ROX)CAGCAAGGAGAGCAGGGACATCCT(RTQ2) 

Обратный CATTAGCGTTCCTCCTCC 
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инкубировали 1 сут при 37оС в СО2-инкубаторе до достижения 75% 

конфлюэнтности. Затем заменяли среду на бессывороточную DMEM (Gibco, 

США) [2% буферного раствора HEPES, 0,1% антибиотика гентамицина, 0,6% 

L-глутамина]. Трансфекцию 1 мкг миРНК против гена Stat3 проводили в 

бессывороточной среде OPTIMEM (Gibco, США) при помощи 

трансфекционного агента Lipofectamine 3000 (Invitrogen, США), объем смеси 

составлял 100 мкл. В качестве контроля также трансфецировали миРНК к гену 

Gfp (green fluorescent protein; зеленый флуоресцентный белок). 

Приготовленную смесь выдерживали 15 мин при комнатной температуре и 

вносили в лунки с монослоем клеток. Клетки инкубировали при 37оС в СО2-

инкубаторе. Через 4 ч в каждую лунку добавляли 50 мкл 10% фетальной 

бычьей сыворотки (ФБС). После этого клетки инкубировали при 37оС в СО2-

инкубаторе в течение 24 ч. Затем из лизатов клеток выделяли общую РНК и 

анализировали экспрессию мРНК Stat3. 

2.11. Исследование активности комплекса миРНК/пептид in vitro 

Проведено исследование активности комплекса, состоящего из миРНК 

против гена Stat3 и пептида-носителя LTP (siSTAT3/LTP) в экспериментах in 

vitro. Активность исследовалась на 2 типах клеток: L929 и Th17-клетках 

мыши. Для этого клетки L929 засевали в 24-луночный планшет в количестве 

100 тыс. клеток на лунку в 600 мкл полной питательной среды DMEM. 

Накануне трансфекции клетки инкубировали 1 сут при 37оС в СО2-инкубаторе 

до достижения 75% конфлюэнтности. Перед внесением трансфекционной 

смеси, в лунках с клетками заменяли полную питательную среду DMEM на 

бессывороточную среду DMEM. Смесь трансфекционного агента общим 

объемом 100 мкл, состоящего из миРНК против гена Stat3 или Gfp (в качестве 

контроля) (1, 2 и 4 мкг), а также пептида LTP (12,5; 25 и 50 мкг 

соответственно), готовили в бессывороточной среде OPTIMEM. В качестве 

еще одного контроля использовали коммерческий трансфекционный агент 

Lipofectamine 3000. Приготовленную смесь выдерживали 15 мин при 

комнатной температуре и вносили в лунки с монослоем клеток. Клетки 
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инкубировали при 37оС в СО2-инкубаторе. Через 4 ч в каждую лунку 

добавляли 50 мкл 10% ФБС. После этого клетки инкубировали при 37оС в СО2-

инкубаторе в течение 24 ч и затем из лизатов клеток выделяли общую РНК и 

анализировали экспрессию мРНК Stat3. 

Дополнительно активность комплекса siSTAT3/LTP была изучена на 

Th17-клетках мыши. Для этого предварительно выделяли наивные Т-

лимфоциты из селезенок мышей с помощью клеточной сортировки и 

индуцировали их дифференцировку в Th17-клетки. 

Селезенки отбирали у мышей, умерщвленных методом цервикальной 

дислокации, и помещали в 12-луночный планшет в 1,5 мл натрий-фосфатного 

буфера (ПанЭко, Россия) с 3% ФБС. Ткань селезенки измельчали и переносили 

в 15 мл пробирку с 150 мкл коллагеназы (Collagenase from Clostridium 

histolyticum Type IA – 20 мг/мл) (Sigma, США) и 150 мкл ДНКазы (Dnase I – 

300 ед/мл) (Invitrogen, США). Инкубировали на шейкере 30 мин при 37°C. 

Затем фильтровали через сито с диаметром пор 40 мкм (Corning, США). 

Полученную суспензию клеток дважды отмывали 3 мл натрий-фосфатного 

буфера с 3% ФБС. Для этого центрифугировали при 300g 7 мин при комнатной 

температуре с последующим отбором осадка клеток, который затем 

ресуспендировали в 3 мл натрий-фосфатного буфера с 3% ФБС. Далее 

анализировали на проточном цитометре FACSAria (BD, США), где из общего 

пула клеток отбирали только те, которые несли CD4 и CD62L и на которых 

отсутствовали CD44 и CD25. Эти клетки и представляют собой наивные T-

лимфоциты. Затем клетки помещали в 96-луночный планшет с 

предварительно (за 4 ч) сорбированными анти-CD3-антителами (10 мкг/мл). 

Для поляризации наивных Т-лимфоцитов в Th17 добавляли анти-CD28-

антитела (Invitrogen, США), IL-6 и TGF-β. К контрольным клеткам добавляли 

только анти-CD28-антитела. Через 72 ч собирали супернатанты и лизаты 

клеток. Из последних выделяли общую РНК и анализировали экспрессию 

мРНК Il17a и Stat3. 
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Установлено, что стимулированные Th17-клетки характеризовались 

повышенной экспрессией генов Il17a и Stat3. Кроме того, методом 

иммуноферментного анализа был выявлен значительный уровень продукции 

белка IL-17A в супернатантах Th17-клеток. Контрольные и стимулированные 

клетки имели различный фенотип, наблюдаемый при световой микроскопии. 

Для изучения активности siSTAT3/LTP Th17-клетки высевали в 24-

луночный планшет в количестве 100 тыс. клеток на лунку в 600 мкл полной 

питательной среды RPMI 1640. Накануне трансфекции клетки инкубировали 

1 сут при 37оС в СО2-инкубаторе до достижения 75% конфлюэнтности. Перед 

внесением трансфекционной смеси в лунках с клетками заменяли полную 

питательную среду RPMI 1640 на бессывороточную среду RPMI 1640. Смесь 

трансфекционного агента общим объемом 100 мкл, состоящего из миРНК 

против гена Stat3 или Gfp (в качестве контроля) (1, 2 и 4 мкг), а также пептида 

LTP (12,5; 25 и 50 мкг соответственно), готовили в бессывороточной среде 

OPTIMEM. В качестве еще одного контроля использовали коммерческий 

трансфекционной агент Lipofectamine 3000. Приготовленную смесь 

выдерживали 15 мин при комнатной температуре и вносили в лунки с 

монослоем клеток. Клетки инкубировали при 37оС в СО2-инкубаторе. Через 4 

ч в каждую лунку добавляли 50 мкл 10% ФБС. После этого клетки 

инкубировали при 37оС в СО2-инкубаторе в течение 24 ч и затем из лизатов 

клеток выделяли общую РНК и анализировали экспрессию мРНК Stat3. 

2.12. Дизайн исследования siSTAT3/LTP in vivo 

Было сформировано 4 экспериментальные группы. У первых 3 групп 

индуцировали нейтрофильную БА. Для этого 3-кратно с интервалом в 2 

недели внутрибрюшинно вводили 20 мкг аллергена овальбумина (OVA) 

(Sigma-Aldrich, США) вместе с полным (в 1-й день) и неполным (в 14-й и 28-

й дни) адъювантом Фрейнда (Sigma-Aldrich, США), с последующей 

аэрозольной провокацией. Через 2 недели после последней иммунизации, 

осуществляли аэрозольную провокацию по 1 ингаляции в день в течение 5 

дней смесью 1 мг/мл OVA и 1 мг/мл липополисахарида из E. coli (Sigma-
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Aldrich, США). 4-я группа выступала в качестве контроля и никаким 

манипуляциям не подвергалась. 

На фоне провокаций животным аэрозольно вводили комплекс, 

содержащий молекулы миРНК против Stat3 и пептид-носитель LTP 

(siSTAT3/LTP). В качестве контроля, аналогичным образом вводили 

комплекс, содержащий неспецифические молекулы миРНК против гена Gfp и 

пептид-носитель LTP (siGFP/LTP) (табл. 2). Через 1 сут после последней 

провокации оценивали гиперреактивность бронхов, а через 2 сут собирали 

бронхоальвеолярный лаваж и извлекали легкие для гистологического 

исследования (рис. 5). 

 

Табл. 2. Экспериментальные группы и дозы. 

 

 
Рис. 5. Дизайн исследования по изучению siSTAT3/LTP in vivo 

Подробные методики описаны в пунктах 2.4.-2.8. 

 

№ Группа Иммунизация Провокация Введение препарата 

1 нБА 

20 мкг/мышь OVA 

+ 100 мкл/мышь ПАФ 

или НАФ 

1 мг/мл OVA 

+ 1 мг/мл LPS 
– 

2 siGFP/LTP 

20 мкг/мышь OVA 

+ 100 мкл/мышь ПАФ 

или НАФ 

1 мг/мл OVA 

+ 1 мг/мл LPS 

1,1 мг/мл 

siGFP/LTP за 30 мин 

до введения OVA 

3 siSTAT3/LTP 

20 мкг/мышь OVA 

+ 100 мкл/мышь ПАФ 

или НАФ 

1 мг/мл OVA 

+ 1 мг/мл LPS 

1,1 мг/мл 

siSTAT3/LTP за 30 

мин до введения OVA 

4 Норма ФСБ ФСБ – 
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2.13. Статистический анализ 

Для всех количественных данных рассчитывали среднее значение и 

стандартную ошибку. Для статистического анализа применялся 

непараметрический критерий Краскела–Уоллиса с последующим 

использованием критерия (теста) Дана для попарного сравнения, а для 

нескольких групп данные были проанализированы с помощью U-критерия 

Манна-Уитни в программе Statistica 12.5 (StatSoft Inc., США). Различия 

считались достоверными при p≤0,05. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1. Модель бронхиальной астмы с нейтрофильным типом 

воспаления у мышей 

3.1.1. Изменения уровня аллерген-специфических антител 

На следующий день после последней провокации (на 45-й день) у 

мышей брали кровь для количественного определения уровней аллерген-

специфических антител. Антитела класса IgE и подклассов IgG1 и IgG2a 

наблюдались в сыворотке крови мышей всех трех экспериментальных групп 

иммунизированных аллергеном. Уровни IgE и IgG2a были сопоставимы во 

всех трех группах, где индуцировали экспериментальную БА. В то же время у 

мышей, иммунизированных OVA в сочетании с адъювантом Фрейнда (группы 

OVA/FA и OVA/LPS), наблюдался статистически значимо повышенный 

уровень IgG1 по сравнению с мышами, иммунизированными подкожно той же 

дозой аллергена, но без адъюванта (группа OVA) (рис. 6А). 

3.1.2. Развитие ГРБ после различных протоколов индукции БА 

На следующий день после последней провокации аллергеном (на 45-й 

день) ГРБ оценивали как sRaw (specific airway resistance; удельное 

сопротивление дыхательных путей) в ответ на возрастающие концентрации 

аэрозоля метахолина. Все экспериментальные группы животных показали 

увеличение sRaw по сравнению с мышами группы «Normal». Мыши из групп 

OVA/LPS и OVA продемонстрировали статистически значимое увеличение 

sRaw на 54% и 46% при концентрации метахолина 12,5 мг/мл. В то же время у 

животных, иммунизированных комбинацией OVA и адъюванта Фрейнда с 

последующей провокацией OVA (группа OVA/FA), наблюдалась только 

тенденция (p = 0,11) к увеличению sRaw на 31% при концентрации метахолина 

25 мг/мл (рис. 6Б). 
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Рис. 6. Уровни сывороточных аллерген-специфических антител (А) и 

гиперреактивность дыхательных путей в ответ на увеличение концентрации 

аэрозоля метахолина (Б). 

А. Уровни аллерген-специфических антител классов IgE, IgG1 и IgG2 в 

сыворотке определяли через 24 часа после последней провокации аллергеном. 

Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка. N=8. Б. 

ГРБ в ответ на увеличение концентрации аэрозоля метахолина измеряли как 

sRaw через 24 часа после последней провокации. Данные представлены как 

среднее значение ± стандартная ошибка. N=8. × - статистически значимо 

отличается от мышей группы «Normal»; # - статистически значимо отличается 

от группы «OVA» при использовании непараметрического критерия 

Краскела–Уоллиса с последующим использованием критерия (теста) Дана. 

3.1.3. Клеточный состав БАЛ 

На 2-й день после последней провокации подсчитывали клеточный 

состав БАЛ. Общее количество клеток было значительно увеличено во всех 

трех экспериментальных группах («OVA», «OVA/FA» и «OVA/LPS») по 

сравнению с мышами группы «Normal». Наибольшее количество клеток 

наблюдали у мышей, иммунизированных комбинацией OVA и адъюванта 

Фрейнда с последующим заражением смесью OVA и LPS (группа 
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«OVA/LPS»). Общее количество клеток в этой группе достигло 211 010 ± 25 

776 клеток/мл, что в 2 раза больше, чем у мышей группы «Normal» (рис. 7А). 

Количество макрофагов в образцах БАЛ мышей всех 3 

экспериментальных групп существенно не менялось по сравнению с группой 

«Normal». Однако у мышей, где провокация была смесью OVA и LPS, 

наблюдалась тенденция к увеличению количества этих клеток, достигавшая 86 

400 ± 14 830 клеток/мл, что в 1,5 раза превышало число макрофагов в группе 

«Normal» (рис. 7Б). 

Как и ожидалось, было обнаружено значительное количество 

эозинофилов (43 971 ± 12 182 клеток/мл) в БАЛ мышей, подкожно 

иммунизированных OVA (группа «OVA»). У мышей, иммунизированных 

OVA в сочетании с адъювантом Фрейнда (группа «OVA/FA»), уровень этих 

клеток был ниже (10 800 ± 2 481 кл/мл). Количество эозинофилов было еще 

меньше в образцах БАЛ мышей из группы «OVA/LPS» (8 019 ± 2 794 

клеток/мл) и почти не выявлялось в группе «Normal» (менее 1 500 клеток/мл) 

(рис. 7В). 

Нейтрофилы практически не обнаруживаются в образцах БАЛ мышей, 

иммунизированных подкожно OVA (2 453 ± 1 027 клеток/мл). В то же время у 

мышей, где провокация была смесью OVA и LPS (группа «OVA/LPS»), 

количество нейтрофилов было в 8 раз выше и достигало 19 900 ± 4 421 

клеток/мл (рис. 7Г). Количество лимфоцитов было значительно повышено в 

образцах БАЛ всех трех экспериментальных групп («OVA», «OVA/FA» и 

«OVA/LPS») (рис. 7Д). 
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Рис. 7. Клеточный состав БАЛ. 

Образцы БАЛ отбирали через 48 часов после последней провокации. Общее 

количество клеток подсчитывали в камере Горяева (А). Дифференциальный 

подсчет макрофагов (Б), эозинофилов (В), нейтрофилов (Г) и лимфоцитов (Д) 

проводили методом световой микроскопии после окрашивания. Данные 

представлены как среднее значение ± стандартная ошибка. N=8. × - 

статистически значимо отличается от мышей группы «Normal»; # - 

статистически значимо отличается от группы «OVA» при использовании 

непараметрического критерия Краскела–Уоллиса с последующим 

использованием критерия (теста) Дана. 
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3.1.4. Гистологические изменения легочной ткани 

Гистологический анализ выявил значительное воспаление легких и 

ремоделирование дыхательных путей у мышей всех трех экспериментальных 

групп («OVA», «OVA/FA» и «OVA/LPS») по сравнению с группой «Normal». 

Окраска срезов легких гематоксилин-эозином (рис. 8Г) выявила в 5-6 раз более 

высокую степень перибронхиальной инфильтрации провоспалительными 

клетками по сравнению с мышами группы «Normal» (рис. 8А). Стенки 

дыхательных путей были на 20-25% толще, чем у мышей группы «Normal» 

(рис. 8Б). Окрашивание альциановым синим (рис. 8Д) позволяет оценить 

метаплазию бокаловидных клеток, которая наблюдалась во всех трех 

экспериментальных группах. Однако более высокая доля бокаловидных 

клеток секретирующих слизь в бронхиальном эпителии отмечена у мышей 

группы «OVA/LPS» (рис. 8В). 
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Рис. 8. Гистологический анализ легочной ткани. 

Срезы легких окрашивали гематоксилин-эозином с последующим подсчетом 

клеток в перибронхиальных инфильтратах (А) и измерением толщины стенок 

дыхательных путей (Б) с помощью программы ZEN 3.0 (blue edition); пять 

бронхов были проанализированы для каждого легкого при 400-кратном 

увеличении. Срезы легких окрашивали альциановым синим с последующим 

количественным определением муцин-положительных бокаловидных клеток 

(В). На каждое легкое мыши анализировали пять бронхов; анализ всех бронхов 

проводили при 600-кратном увеличении; данные выражены как процент 

бокаловидных клеток в бронхиальном эпителии. На микрофотографиях видно 

увеличение толщины стенок дыхательных путей и инфильтрацию 

перибронхиальных клеток (Г), а также гиперплазию бокаловидных клеток 

бронхиального эпителия (Д). Данные (А-В) представлены как среднее 
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значение ± стандартная ошибка. N=8. × - статистически значимо отличается от 

мышей группы «Normal»; # - статистически значимо отличается от группы 

«OVA» при использовании непараметрического критерия Краскела–Уоллиса 

с последующим использованием критерия (теста) Дана. 

3.1.5. Экспрессия цитокинов в дыхательных путях 

Экспрессию генов Ifnγ, Il4, Il17a и Il17f в клетках БАЛ оценивали 

методом количественной ПЦР (полимеразная цепная реакция). Поскольку 

максимальная нейтрофилия легких наблюдалась у мышей, получавших смесь 

OVA и LPS, мы оценивали экспрессию генов в группе «OVA/LPS» в сравнении 

с мышами группы «Normal». Экспрессия мРНК гена Il4 увеличивалась в 3 раза 

по сравнению с группой «Normal» (рис. 9А). При этом гены Ifnγ, Il17f и Il17a 

активировались еще сильнее в 7, 10 и 4 раза соответственно (рис. 9Б-Г). Эти 

данные свидетельствуют о том, что развитие нейтрофильного воспаления при 

БА у этих мышей происходит по Th1- и Th17-зависимым механизмам, тогда 

как Th2-компонент менее существенен. 
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Рис. 9. Экспрессия мРНК цитокинов в клетках БАЛ. 

Экспрессию генов Il4 (A), Ifnγ (Б), Il17f (В) и Il17a (Г) оценивали методом 

количественной ПЦР. Данные представлены как среднее значение ± 

стандартная ошибка. N=8. × - статистически значимо отличается от группы 

«Normal» с использованием U-критерия Манна-Уитни. 

3.1.6. Усиление нейтрофильного воспаления легких на модели 

бронхиальной астмы у мышей 

Провокация иммунизированных мышей смесью OVA в концентрации 10 

мг/мл и LPS в концентрации 0,4 мг/мл индуцирует около 10% нейтрофилии в 

БАЛ. Для усиления нейтрофильной инфильтрации дыхательных путей мы 

увеличивали количество ингаляций с 3 до 5, при этом снижая концентрацию 

OVA с 10 до 1 мг/мл и повышая концентрацию LPS с 0,4 до 1 мг/мл (рис. 10А). 

Мыши, получившие 3 или 5 ингаляций, демонстрировали одинаково 
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повышенный уровень ГРБ (рис. 10Б) и сывороточных аллерген-

специфических IgE, IgG1 и IgG2a (рис. 10В-Д). 

Анализ образцов БАЛ выявил одинаковое общее количество клеток 

(рис. 11А), а также количество лимфоцитов, эозинофилов и макрофагов (рис. 

11Б, 11Г-Д). При этом статистически значимо увеличилось количество 

нейтрофилов с 108 804 ± 18 711 до 190 433 ± 20 784 клеток/мл, что составило 

58% от общего количества клеток БАЛ (рис. 11В). 

Важными признаками ремоделирования дыхательных путей являются 

толщина бронхиальной стенки и гиперплазия бокаловидных клеток. 

Окрашивание гематоксилин-эозином, с последующим анализом изображений, 

выявило более выраженное (на 30%) утолщение стенок бронхов после 

ингаляций в течение 5 сут по сравнению с 3-дневной провокацией (рис. 12А-

Б). Гиперплазия бокаловидных клеток оценивалась в срезах легких, 

окрашенных альциановым синим, и показала 1,5-кратное увеличение доли 

бокаловидных клеток, секретирующих слизь, в бронхиальном эпителии 

мышей, получивших 5 ингаляций, по сравнению с 3-дневной провокацией 

смесью OVA и LPS (рис. 13А-Б). 
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Рис. 10. Влияние продолжительности провокации на ГРБ и Ig. 

(А) Экспериментальный протокол. (Б) ГРБ в ответ на увеличение 

концентрации аэрозоля метахолина, измеренная как sRaw. Данные 

представлены как среднее значение ± стандартная ошибка. N=8. Уровни 

сывороточных аллерген-специфических IgE (В), IgG2a (Г) и IgG1 (Д). Данные 

представлены как среднее значение ± стандартная ошибка. N=8. × - 

статистически значимо отличается от группы «Normal»; NS – статистически 

не различаются при использовании непараметрического критерия Краскела–

Уоллиса с последующим использованием критерия (теста) Дана. 
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Рис. 11. Клеточный состав БАЛ. 

Образцы БАЛ отбирали через 48 часов после последней провокации. Общее 

количество клеток подсчитывали в камере Горяева (А). Дифференциальный 

подсчет лимфоцитов (Б), нейтрофилов (В), эозинофилов (Г) и макрофагов (Д) 

проводили методом световой микроскопии после окрашивания. Данные 

представлены как среднее значение ± стандартная ошибка. N=8. NS – 

статистически не отличается при использовании непараметрического 

критерия Краскела–Уоллиса с последующим использованием критерия (теста) 

Дана. 
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Рис. 12. Увеличение толщины стенок дыхательных путей. 

А. Срезы легких окрашивали гематоксилин-эозином с последующим 

измерением толщины стенки дыхательных путей с помощью программы ZEN 

3.0 (blue edition); на одно легкое анализировали пять бронхов; анализ 

проводили при 200-кратном увеличении; данные выражены в мкм ± 

стандартная ошибка. N=8. Б. На микрофотографиях видно увеличение 

толщины стенок дыхательных путей. Статистический анализ проводили с 

использованием непараметрического критерия Краскела–Уоллиса с 

последующим использованием критерия (теста) Дана. 
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Рис. 13. Гиперплазия бокаловидных клеток в бронхиальном эпителии. 

A. Количественная оценка муцин-положительных бокаловидных клеток. 

Срезы легких окрашивали альциановым синим. На одно легкое анализировали 

пять бронхов; анализ проводили при 400-кратном увеличении; данные 

выражены как среднее значение ± стандартная ошибка. N=8. Б. На 

микрофотографиях показана гиперплазия бокаловидных клеток 

бронхиального эпителия. Статистический анализ проводили с использованием 

непараметрического критерия Краскела–Уоллиса с последующим 

использованием критерия (теста) Дана. 
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3.2. Исследование устойчивости нейтрофильного воспаления легких 

к кортикостероидам 

Чтобы установить, устойчиво ли нейтрофильное воспаление к 

кортикостероидам, мы проводили терапию мышей дексаметазоном (2 мг/кг). 

Дексаметазон вводили внутрибрюшинно за 1 ч до аэрозольной провокации 

OVA (при эозинофильном воспалении легких) или смесью OVA и LPS (при 

нейтрофильном воспалении легких) (рис. 14А). Лечение дексаметазоном не 

влияло на уровень аллерген-специфического IgE (рис. 14Б). В то же время 

терапия приводила к повышению уровня IgG2a в 1,5 раза при нейтрофильном 

воспалении (группа «OVA/LPS») (рис. 14В) и снижению уровня IgG1 в 4,2 раза 

при эозинофильном воспалении (группа «OVA» ) (р=0,002) (рис. 14Г). 

Лечение дексаметазоном улучшало ГРБ, измеренную как sRaw, на 20% 

у мышей с эозинофильным воспалением легких (рис. 14Д), но не влияло на 

sRaw при нейтрофильном воспалении дыхательных путей (рис. 14Е). Как и 

ожидалось, дексаметазон существенно подавлял воспаление у мышей с 

преобладанием эозинофильной инфильтрации, что выражалось в 2,7-кратном 

снижении общего числа клеток в образцах БАЛ (рис. 15А). Наиболее сильное 

снижение количества (в 4,1 раза) отмечено у эозинофилов (рис. 15В). В то же 

время при нейтрофильном воспалении дексаметазон не влиял на общее число 

клеток (рис. 15А), а также количество лимфоцитов (рис. 15Д), эозинофилов 

(рис. 15В) и макрофагов (рис. 15Б) в БАЛ, при этом наблюдалась тенденция к 

снижению количества нейтрофилов в 2 раза (р=0,18) (рис. 15Г). 

Кроме того, мы окрашивали срезы легочной ткани, чтобы 

визуализировать тучные клетки и оценить влияние терапии дексаметазоном на 

их накопление. Этот тип клеток очень редко встречается в легких; у мышей с 

эозинофильным воспалением (группа «OVA») выявлено 4 ± 1 тучных клетки 

(на 10 полей зрения), в то время как при лечении дексаметазоном наблюдалась 

тенденция к снижению числа этих клеток (2 ± 1). В то же время у мышей с 

нейтрофильным воспалением легких (группа «OVA/LPS») было выявлено 4 ± 
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1 тучных клетки (на 10 полей зрения); дексаметазон не оказывал влияние на 

количество этих клеток (4 ± 2). 

Количественное определение продукции цитокинов активированными 

аллергеном спленоцитами у мышей с индуцированным эозинофильным 

воспалением легких, где терапия проводилась дексаметазоном, выявило 

подавление Th2-цитокинов (IL-4, IL-5 и IL-13), но не Th1- и Th17-цитокинов 

(IFN-γ и IL-17A) (рис. 16). В то же время у мышей с нейтрофильным 

воспалением легких влияния на все эти цитокины не наблюдалось (рис. 16). 

 
Рис. 14. Влияние терапии кортикостероидами. 

(А) Экспериментальный протокол. Уровни сывороточных аллерген-

специфических IgE (Б), IgG2a (В) и IgG1 (Г). Гиперреактивность дыхательных 

путей в ответ на увеличение концентрации аэрозоля метахолина, измеренная 

как sRaw (Д, Е). Данные представлены как среднее значение ± стандартная 

ошибка. N=8. × - статистически значимо отличается от мышей группы 

«Normal»; NS – статистически значимо не отличается при использовании 

непараметрического критерия Краскела–Уоллиса с последующим 

использованием критерия (теста) Дана. 
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Рис. 15. Клеточный состав БАЛ. 

Образцы БАЛ отбирали через 48 часов после последней провокации. Общее 

количество клеток подсчитывали в камере Горяева (А). Дифференциальный 

подсчет макрофагов (Б), эозинофилов (В), нейтрофилов (Г) и лимфоцитов (Д) 

проводили методом световой микроскопии после окрашивания. Данные 

представлены как среднее значение ± стандартная ошибка. N=8. NS – 

статистически значимо не отличается при использовании непараметрического 

критерия Краскела–Уоллиса с последующим использованием критерия (теста) 

Дана. 
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Рис. 16. Цитокины, продуцируемые активированными спленоцитами. 

Спленоциты активировали аллергеном в течение 3 дней с последующим 

количественным определением продукции цитокинов с помощью ИФА в 

супернатантах клеток. Данные представлены как среднее значение ± 

стандартная ошибка. N=8. NS – статистически незначимое различие при 

использовании непараметрического критерия Краскела–Уоллиса с 

последующим использованием критерия (теста) Дана. 

 

3.3. Подавление экспрессии гена Stat3 в экспериментах in vitro 

С помощью программного обеспечения OligoWalk было спроектировано 

более 200 вариантов миРНК. Данное программное обеспечение рассчитывает 

термодинамические параметры гибридизации РНК-олигонуклеотидов, а 

также предсказывает их свободную энергию связывания с мРНК-мишенью. 

Для синтеза было выбрано 5 вариантов миРНК (табл. 3). Выбор этих вариантов 

обусловлен следующими критериями: 1) предсказанная теоретическая 

эффективность ≥ 90%; 2) сходство с другими генами в геноме мыши ≤ 84 , что 

необходимо для нивелирования off-target-эффектов. 
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Табл. 3. Варианты миРНК, направленных против гена Stat3. 

 

Представленные варианты были синтезированы и очищены, проведен 

скрининг биологической активности в экспериментах in vitro на культуре 

клеток L929, так как эти клетки конститутивно экспрессируют Stat3. Для этого 

100 тыс. клеток трансфецировали 1 мкг миРНК в смеси с коммерческим 

реагентом Lipofectamine 3000, после чего оценивали активность целевого гена 

методом количественной ПЦР. Было показано, что один вариант миРНК 

(siSTAT3-1426) статистически значимо на 75% снижал экспрессию Stat3 в 

клетках по сравнению с неспецифическими миРНК (siGFP) (рис. 17А). При 

этом отмечен дозозависимый эффект от применения siSTAT3-1426 (рис. 17Б). 

Эти данные свидетельствуют о сиквенс-специфическом подавлении 

экспрессии Stat3. 

  

миРНК Последовательность 

Предсказанная 

эффективность, 

% 

Сходство с 

другими генами 

мыши, % 

siSTAT3-465 UUUCUGUUCUAGAUCCUGCtt 96 84 

siSTAT3-930 UAAGUUUCUGAACAGCUCCtt 94 84 

siSTAT3-1426 UAUACCACAGGAUUGAUGCtt 94 79 

siSTAT3-1826 UUGCUGCUCUCGCUGAAGCtt 95 84 

siSTAT3-2492 UUAUCACCCACACUCACUCtt 96 84 



69 

 
Рис. 17. Подавление экспрессии гена Stat3 молекулами миРНК in vitro. 

А – скрининг активности молекул миРНК на культуре клеток L929. 

Статистический анализ проводили с использованием непараметрического 

критерия Краскела–Уоллиса с последующим использованием критерия (теста) 

Дана. Б – супрессия экспрессии гена Stat3 с помощью различных 

концентраций миРНК siSTAT3-1426 в культуре клеток L929. Клетки в 

количестве 100 тыс. трансфецировали смесью 1 мкг миРНК и коммерческого 

реагента Lipofectamine 3000, после чего определяли активность Stat3 методом 

количественной ПЦР. В качестве контроля клетки трансфецировали 

неспецифическими миРНК против гена Gfp (siGFP). Результаты выражали в % 

относительно активности Stat3 в необработанных клетках. Представлены 

средние значения ± стандартная ошибка. N=5. × – статистически значимо 

отличается от siGFP по U-критерию Манна–Уитни. 
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3.4. Исследование способности комплекса миРНК и пептида-

носителя LTP подавлять Stat3 in vitro 

В качестве носителя для созданной молекулы миРНК против гена Stat3 

(siSTAT3-1426) мы использовали созданный ранее катионный дендримерный 

пептид LTP. Этот пептид способен доставлять нуклеиновые кислоты (включая 

миРНК) в различные типы клеток млекопитающих. Для эффективной 

доставки необходим 12,5-кратный избыток LTP в комплексе миРНК/пептид 

[Kozhikhova и др., 2018]. В отдельных экспериментах in vitro была изучена 

способность комплекса siSTAT3/LTP подавлять экспрессию Stat3 в клетках 

L929. Для этого в культуру клеток вносили siSTAT3/LTP в различных 

концентрациях, инкубировали 1 сут и измеряли экспрессию Stat3 методом 

количественной ПЦР. Как оказалось, комплекс siSTAT3/LTP в количестве 4 

мкг (по миРНК) на 100 тыс. клеток статистически значимо супрессирует 

экспрессию Stat3 в 3,7 раза в сравнении с комплексом siGFP/LTP, в состав 

которого включены неспецифические молекулы миРНК (рис. 18А). 

Также изучена способность комплекса siSTAT3/LTP супрессировать 

экспрессию Stat3 в Th17-клетках. Для этого Th0-клетки были выделены из 

селезенок мышей, дифференцированы в Th17-клетки в присутствии анти-

CD28-антител, IL-6, TGF-β в течение 3 сут. В ходе дифференцировки клетки 

были обработаны молекулами миРНК siSTAT3-1426 в комплексе с 

различными трансфекционными агентами (Lipofectamine 3000 и LTP). В 

клетках, обработанных комплексом siSTAT3-1426 с LTP, мы выявили 2-

кратное снижение уровня экспрессии мРНК Stat3 и 15-кратное снижение 

уровня экспрессии мРНК Il17а. При этом внесение в культуру клеток 

комплекса siSTAT3-1426 и Lipofectamine 3000 не приводило к изменению 

экспрессии Stat3, но уменьшало экспрессию Il17а более, чем в 2 раза (рис. 

18Б). Учитывая, что комплекс молекул siSTAT3-1426 и пептида LTP в 

массовом соотношении 1/12,5 способен подавлять экспрессию генов Stat3 и 

Il17а в лимфоцитах, его использовали в последующих исследованиях in vivo 

на модели БА с нейтрофильным типом воспаления у мышей. 
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Рис. 18. Подавление Stat3 миРНК в комплексе с пептидом LTP in vitro. 

А – подавление экспрессии гена Stat3 комплексом siSTAT3/LTP на культуре 

клеток L929. Результаты нормализовали относительно экспрессии гена Hprt и 

выражали в виде RQ (relative quantity; относительное количество). 

Представлены средние значения ± стандартная ошибка. N=4. × – 

статистически значимо отличается от siGFP/LTP по U-критерию Манна–

Уитни. Б – подавление экспрессии гена Stat3 комплексом siSTAT3/LTP в Th17-

клетках. Th0-клетки выделенные из селезенок мышей, были 

дифференцированы в Th17-клетки в течение 3 сут. В ходе дифференцировки 

клетки были обработаны молекулами миРНК siSTAT3-1426 в комплексе с 

различными трансфекционными агентами (Lipofectamine 3000 и LTP). 

Результаты нормализовали относительно экспрессии гена Hprt и выражали в 

виде RQ. Представлены средние значения ± стандартная ошибка. N=4. × – 

статистически значимо отличается от «Без вектора» при использовании 

непараметрического критерия Краскела–Уоллиса с последующим 

использованием критерия (теста) Дана. 
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3.5. Изучение влияния супрессии экспрессии гена Stat3 молекулами 

миРНК на проявления экспериментальной бронхиальной астмы с 

нейтрофильным типом воспаления у мышей 

В экспериментах in vivo мы использовали ранее созданную модель БА с 

нейтрофильным типом воспаления, которая характеризовалась повышенным 

уровнем аллерген-специфических IgE, развитием гиперреактивности бронхов 

и нейтрофильным воспалением. В ходе исследования животным с 

индуцированной БА с нейтрофильным типом воспаления проводили 

ингаляции комплексом молекул siSTAT3-1426 и пептида LTP (siSTAT3/LTP). 

В качестве контроля осуществляли ингаляции аналогичной дозой комплекса, 

содержащего неспецифические молекулы миРНК siGFP. После курса 

ингаляций у мышей оценивали степень выраженности основных проявление 

БА: уровень аллерген-специфических антител, изменение гиперреактивности 

бронхов, определяли клеточный состав БАЛ и выраженность 

гистопатологических изменений в легких. 

Ингаляции комплексом, содержащим siSTAT3 и LTP, приводили к 

подавлению экспрессии гена Stat3 на 50% в клетках БАЛ (р<0,05) по 

сравнению с мышами, получавшими неспецифические молекулы siGFP (рис. 

19А). Изучение ГРБ показало, что у животных, получавших комплекс, 

состоящий из siSTAT3 и пептида-носителя LTP, не происходило изменения 

удельной сопротивляемости бронхов в сравнении с мышами, у которых 

ингаляции были комплексом, содержащим неспецифические миРНК; при этом 

ГРБ была значительно выше, чем в группе интактных животных (рис. 19Б). 

Аллерген-специфические IgE, IgG2a и IgG1 детектировались в обеих 

экспериментальных группах животных, что свидетельствует о развитии 

гуморального иммунного ответа на аллерген у животных. При этом 

ингаляционное введение комплекса, содержащего siSTAT3, не влияло на 

уровень IgE и IgG1 в сравнении с использованием siGFP. Это свидетельствует 

об отсутствии влияния супрессии экспрессии гена Stat3 на формирование Th2-

иммунного ответа. Мы также изучили изменение уровня IgG2a в сыворотке 
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крови, который является маркером Th1-иммунного ответа. Обнаружено 

увеличение уровня IgG2a у животных, получавших ингаляции siSTAT3, в 

сравнении с мышами, получившими siGFP (рис. 19В). 

При индукции у мышей БА с нейтрофильным типом воспаления 

происходило 5-кратное увеличение общего количества клеток в образцах БАЛ 

по сравнению с интактными животными. Такое увеличение происходило за 

счет инфильтрации легких макрофагами, лимфоцитами и нейтрофилами. При 

этом увеличения числа эозинофилов не происходило. Это свидетельствует о 

развитии нейтрофильного воспаления в легких. Ингаляции комплексом 

siSTAT3/LTP приводили к значительному (3-кратному) уменьшению 

количества нейтрофилов в сравнении с мышами, получавшими ингаляции 

неспецифическими молекулами миРНК (siGFP) (рис. 20). 

Гистологический анализ легких не выявил статистически значимого 

уменьшения выраженности инфильтрации после курса ингаляций комплексом 

siSTAT3/LTP в сравнении с комплексом siGFP/LTP. Отмечена лишь тенденция 

к уменьшению числа клеток в перибронхиальных инфильтратах на 20% 

(р=0,18) (рис. 21А-Б). Также не выявлено уменьшения выраженности 

гиперплазии и метаплазии бронхиального эпителия у животных, получавших 

siSTAT3/LTP (рис. 21В). Однако у животных, ингалированных комплексом 

siSTAT3/LTP, снижалась толщина стенок бронхов (р=0,03) (рис. 21Г). 

Изучена экспрессия провоспалительных цитокинов в клетках БАЛ. Было 

показано, что подавление экспрессии гена Stat3 молекулами миРНК приводит 

к снижению экспрессии генов Th17-цитокинов (в 2,1 раза для Il17a, в 4,8 раза 

для Il17f). В то же время не наблюдалось выраженного изменения в экспрессии 

генов Th2-цитокина – Il4 и Th1-цитокина – Ifnγ (рис. 22). 
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Рис. 19. Действие siSTAT3/LTP на ГРБ и уровни антител. 

А – уровни экспрессии гена Stat3 в клетках БАЛ; Б – гиперреактивность 

бронхов, измеренная как удельное сопротивление дыхательных путей, в ответ 

на возрастающие концентрации метахолина; В – уровни аллерген-

специфических IgE, IgG2a и IgG1 в сыворотке крови. Представлены средние 

значение ± стандартная ошибка. N=8. × – статистически значимо отличается 

от siGFP при использовании непараметрического критерия Краскела–Уоллиса 

с последующим использованием критерия (теста) Дана. 
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Рис. 20. Клеточный состав бронхоальвеолярного лаважа. 

Представлены средние значения количества клеток в 1 мл БАЛ ± стандартная 

ошибка. N=8. × – статистически значимо отличается от siGFP при 

использовании непараметрического критерия Краскела–Уоллиса с 

последующим использованием критерия (теста) Дана. 
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Рис. 21. Гистологические изменения в ткани легких. 

А – микрофотографии ткани легких после окраски гематоксилин-эозином при 

увеличении в 400 раз, демонстрирующие выраженность перибронхиальной 

инфильтрации и утолщение бронхиального эпителия; Б – количество клеток в 

перибронхиальном инфильтрате; определяли количество клеток в 5 полях 

зрения; В – для оценки выраженности патологических процессов в 

дыхательных путях использовался полуколичественный метод оценки после 

дифференцированной окраски срезов органа гематоксилин-эозином. 
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Выраженность признаков воспаления оценивали в баллах по следующей 

шкале: 0 – отсутствует; 1 – легкая; 2 – умеренная; 3 – тяжелая. Представлена 

медиана ± интерквартильный размах. N=8. Г – толщина эпителия бронхов; 

измеряли толщину бронхиального эпителия в мкм с использованием 

микрофотографий ткани легкого при увеличении в 200 раз и программного 

обеспечения ZEN 3.0 (blue edition). Анализировали 5 субсегментарных 

бронхов у каждого экспериментального животного. Представлены средние 

значения ± стандартная ошибка. N=8. × – статистически значимо отличается 

от siGFP при использовании непараметрического критерия Краскела–Уоллиса 

с последующим использованием критерия (теста) Дана. 

 

 
Рис. 22. Изменение экспрессии цитокинов в клетках БАЛ. 

Представлены средние значения относительной экспрессии генов цитокинов 

Ifnγ, Il4, Il17a и Il17f ± стандартная ошибка. Уровень экспрессии гена в группе 

«Норма» был принят за 1. N=8. × – статистически значимо отличается от siGFP 

при использовании непараметрического критерия Краскела–Уоллиса с 

последующим использованием критерия (теста) Дана.  
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ 

4.1. Обсуждение моделирования бронхиальной астмы с 

нейтрофильным типом воспаления у мышей 

Большинство пациентов с диагностированной БА хорошо реагируют на 

стандартную терапию кортикостероидами, однако в 10% случаев имеет место 

тяжелая стероид-резистентная астма, ассоциированная с нейтрофильным 

воспалением [Chambers и др., 2015; Moore и др., 2014; Nakagome, Matsushita, 

Nagata, 2012; Wenzel и др., 1999]. Для изучения клеточного и молекулярного 

путей развития нейтрофильной астмы, а также для апробации новых 

терапевтических подходов необходима разработка экспериментальной модели 

астмы с преимущественным нейтрофильным воспалением. 

Большинство опубликованных статей по моделированию БА описывают 

индуцирование признаков эозинофильной астмы (см. обзоры [Aun и др., 2017; 

Mullane, Williams, 2014; Pichavant и др., 2007; Shin, Takeda, Gelfand, 2009]). 

Они обычно развивались у мышей путем иммунизации смесью OVA (или 

других аллергенов) и гидроксида алюминия, который является адъювантом, 

усиливающим Th2-иммунный ответ, с последующей аэрозольной 

провокацией тем же аллергеном. При таком протоколе у мышей развиваются 

проявления БА (ГРБ, продукция аллерген-специфических антител, 

ремоделирование дыхательных путей и др.), сопровождающиеся 

значительной инфильтрацией легких эозинофилами [Shilovskiy и др., 2015; 

Shilovskiy и др., 2019]. 

Публикаций, описывающих индукцию БА с нейтрофильным типом 

воспаления у мышей, немного. Например, Ito и соавт. описали модель БА у 

мышей, в которой развилось смешанное эозинофильное и нейтрофильное 

воспаление. Мышей BALB/c иммунизировали высокой дозой OVA (50 вместо 

20 мкг/мышь), эмульгированного в гидроксиде алюминия, с последующей 

аэрозольной провокацией концентрированным раствором аллергена (25 

вместо 10 мг/мл). Этот протокол позволил вызвать незначительное 

нейтрофильное воспаление; доля этих клеток в образцах БАЛ достигала 8%, а 
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доля эозинофилов в перибронхиальных инфильтратах оставалась на более 

высоком уровне, чем нейтрофилов [Ito и др., 2008]. Bogaert и соавт. создал 

модель БА с более выраженным нейтрофильным воспалением. Они 

иммунизировали мышей смесью OVA и адъюванта Фрейнда (вместо 

гидроксида алюминия) с последующей аэрозольной провокацией. В 

результате авторы индуцировали фенотип БА, ассоциированный со 

смешанным нейтрофильным и эозинофильным воспалением легких; доля этих 

клеток достигала 25% и 12% от общего числа клеток в БАЛ, соответственно 

[Bogaert и др., 2011]. 

Другая статья Dejager и соавт. описывает аналогичный протокол, 

который включает иммунизацию OVA в смеси с адъювантом Фрейнда с 

последующей провокацией OVA. В результате у животных развивались ГРБ и 

нейтрофилез в БАЛ (около 50% от общего числа клеток), а доля эозинофилов 

составляла около 15%. Существенная индукция IFN-γ и IL-17 в легких 

свидетельствует о вкладе Th1- и Th17-иммунных путей в наблюдаемую 

патологию [Dejager и др., 2015]. Аналогичный протокол был использован в 

нашем исследовании (группа «OVA/FA»), в результате которого образовалась 

смешанная инфильтрация легких нейтрофилами и эозинофилами (3% и 6% от 

общего количества клеток БАЛ, соответственно) (рис. 7В, 7Г). Известно, что 

гидроксид алюминия является адъювантом, усиливающим Th2-иммунный 

ответ, в то время как адъювант Фрейнда индуцирует в основном Th1- и Th17-

иммунные ответы [Knudsen и др., 2016]. Это объясняет, почему иммунизация 

аллергеном вместе с адъювантом Фрейнда приводила к активации Th1- и 

Th17-опосредованного нейтрофильного воспаления в нашем исследовании, а 

также в исследованиях Bogaert [Bogaert и др., 2011] и Dejager [Dejager и др., 

2015]. Однако этот протокол вызывает не только нейтрофильную, но и 

эозинофильную инфильтрацию; количество эозинофилов в образцах БАЛ 

было сравнимо с количеством нейтрофилов. 

Опубликованы исследования, в которых использовались клинически 

значимые аллергены, например – аллерген клеща домашней пыли (HDM – 
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house dust mite) для индукции нейтрофильного воспаления в легких [An и др., 

2018; Gavino и др., 2016; Tan и др., 2019; Xu и др., 2018]. Gavino и соавт. 

использовали аэрозоль экстракта HDM в течение 3 недель без 

предшествующей парентеральной иммунизации. У мышей развились 

признаки БА: ГРБ, гиперсекреция слизи и ремоделирование дыхательных 

путей. Эти патологические изменения были вызваны Th2- и Th17-зависимыми 

механизмами, поскольку наблюдалась активация IL-4, а также IL-17 [Gavino и 

др., 2016]. В другом исследовании Tan и соавт. использовали аналогичный 

протокол, в котором мышей четыре раза подвергали провокации высокой 

концентрацией раствора HDM. У мышей развился фенотип БА с 

преимущественным нейтрофильным воспалением (до 15% от общего числа 

клеток БАЛ) [Tan и др., 2019]. Авторы объяснили этот эффект тем, что 

экстракт HDM содержит не только аллерген Der p (Dermatophagoides 

pteronyssinus), вызывающий Th2-ответ, но также протеазы и 

липополисахариды, преимущественно активирующие Th17-опосредованную 

нейтрофилию легких. 

В ряде исследований для индукции нейтрофильного воспаления 

использовали чистые липополисахариды [An и др., 2018; Yu и др., 2018; 

Бабахин и др., 2017]. Xu и соавт. иммунизировали мышей внутрибрюшинно 

смесью OVA, HDM, гидроксида алюминия и LPS с последующей провокацией 

OVA и HDM. LPS усиливал нейтрофильное воспаление; нейтрофилия 

достигала 30% от всех клеток БАЛ [Xu и др., 2018]. Используя аналогичный 

протокол (две внутрибрюшинные инъекции OVA с последующими тремя 

ингаляциями OVA и LPS), An и соавт. индуцировали значительное 

нейтрофильное воспаление легких (20% нейтрофилии в БАЛ) [An и др., 2018]. 

В отличие от исследований Xu [Xu и др., 2018] и An [An и др., 2018], мы 

иммунизировали мышей смесью OVA и адъюванта Фрейнда с последующей 

провокацией OVA и LPS (группа «OVA/LPS»). В результате наблюдалась 10% 

нейтрофилия в БАЛ (рис. 7Г). Увеличение количества ингаляций с 3 до 5 и 

концентрации LPS с 0,4 до 1 мг/мл, а также снижение концентрации OVA с 10 
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до 1 мг/мл позволило вызвать более выраженную (58%) нейтрофилию в БАЛ 

(рис. 11В); при этом эозинофилы, в отличие от исследований Xu [Xu и др., 

2018] и An [An и др., 2018], представляли исключительно меньшую долю 

(менее 10% в нашем исследовании против 20% в опубликованных работах). 

Известно, что липополисахариды способны индуцировать 

нейтрофилию. Поэтому, для того чтобы определить вклад LPS в индукцию 

«астмоподобного» фенотипа у мышей, были проведены дополнительные 

эксперименты, в которых мышам вводили ту же концентрацию LPS (без 

OVA). Ингаляции только LPS вызывало воспаление легких, но не столь 

выраженное, как в группе OVA/LPS. Анализ клеточного состава БАЛ выявил 

существенное (в 3,5 раза) увеличение общего числа клеток у мышей, 

получавших только LPS, по сравнению с интактными, в то время как в группе 

OVA/LPS наблюдалось еще более выраженное увеличение общего числа 

клеток (в 10 раз по сравнению с интактными мышами). Ингаляции только LPS 

вызывали незначительную нейтрофильную инфильтрацию легких (до 2% от 

общего числа клеток в БАЛ), при этом количество лимфоцитов существенно 

увеличивалось (до 50%). В то же время у мышей, получавших ингаляции 

смесью OVA и LPS (группа OVA/LPS), проявлялось более выраженное 

нейтрофильное воспаление легких (до 30-60% от общего количества клеток в 

БАЛ). Более того, гиперактивность дыхательных путей индуцировалась после 

ингаляций смесью OVA и LPS, а не только LPS (данные не представлены). Все 

эти данные указывают на то, что именно использование аллергенов в 

сочетании с LPS (а не LPS) позволяет индуцировать у мышей 

экспериментальную БА с преимущественным нейтрофильным воспалением 

легких. 

Таким образом, у большинства описанных моделей на мышах с 

нейтрофильной БА развивается смешанное воспаление [An и др., 2018; Bogaert 

и др., 2011; Dejager и др., 2015; Ito и др., 2008; Xu и др., 2018], при котором 

количество нейтрофилов и эозинофилов практически одинаково, и доля 

нейтрофилов не превышает 20% от общего числа клеток БАЛ. Однако 
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исследования механизмов нейтрофильного воспаления требуют более 

значительной доли этих клеток. В текущем исследовании мы достигли 

доминирующего нейтрофильного воспаления легких; доля этих клеток 

достигала почти 60%, а количество эозинофилов составляло менее 10% от 

общего числа клеток БАЛ (рис. 11, 15). 

4.2. Обсуждение роли Th17-иммунного ответа в развитии 

нейтрофильного воспаления при бронхиальной астме 

У пациентов с нейтрофильной БА зачастую детектируется большое 

количество нейтрофилов в мокроте. На сегодняшний день известно, что Th17-

иммунный ответ тесно связан с нейтрофильным воспалением [Liu и др., 2017; 

Morishima и др., 2013]. Чтобы исследовать молекулярные механизмы 

формирования нейтрофильного воспаления, изучали различные 

биоматериалы, полученные от пациентов-добровольцев. По результатам 

данных исследований была установлена взаимосвязь между нейтрофильным 

воспалением, протекающим по Th1- [Raundhal и др., 2015] и Th17-иммунному 

ответу, степенью тяжести БА и повышенной продукции цитокинов в мокроте 

(IL-17A, IL-17F, IL-8 и IFN-γ) [Liu и др., 2017]. 

В полученных от пациентов с БА биопсийном материале, мокроте и 

образцах БАЛ было обнаружено большое количество IL-17A и IL-17F, а также 

их мРНК [Ricciardolo и др., 2017]. Тяжесть патологии коррелировала с уровнем 

экспрессии данных цитокинов [Agache и др., 2010]. 

Согласно современным научным представлениям комбинация 

цитокинов TGF-β + IL-21 или TGF-β + IL-23 + IL-6 активирует 

дифференциацию Th0-клеток в Th17-клетки. При этом Th17-клетки способны 

к аутокринной регуляции, усиливая свою дифференцировку во много раз, 

продуцируя IL-21. 

Если более подробно рассмотреть этот механизм, то начать нужно с 

цитокинов (IL-6, IL-21 и IL-23) необходимых для активации в Т-клетках 

транскрипционного фактора STAT3, который в свою очередь индуцирует 

транскрипцию RORα и RORγt, которые необходимы для продукции IL-21, IL-
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22, IL-17А и IL-17F поляризованными Th17-клетками. При этом у пациентов 

с высокой частотой обострений детектируется увеличение соотношения 

экспрессии IL-17A и IL-10 и RORγt и FoxP3, это приводит к тому, что 

регуляторные Т-клетки подавляют поляризацию Th17-иммунного ответа [Zou 

и др., 2018]. Кроме того, процесс презентации аллергена дендритными 

клетками 2-го типа способствует дифференциации Th0-клеток в Th17 

[Norimoto и др., 2014]. 

Th17-клетки продуцируют цитокины IL-17А и IL-17F, которые имеют 

сходство в своей структуре; они оба могут связываться с определенным 

рецептором, состоящим из IL-17RA и IL-17RC цепей. Из-за вот такого 

сходства их функции как в патологии так и в норме сходны. Цитокины IL-17А, 

IL-17F и IL-22 приводят к ремоделированию дыхательных путей [Wang и др., 

2010], при помощи стимуляции в клетках эпителия экспрессии генов муцинов, 

которые принимают участие в пролиферации клеток гладкой мускулатуры 

бронхов, а также приводят к метаплазии и гиперплазии эпителия бронхов 

[Chang и др., 2012]. Помимо этого механизма, Th17-ассоциированные 

цитокины воздействуя на бронхиальный эпителий, также ещё стимулируют 

продукцию IL-8 и CXCL1, которые принимают непосредственное участие в 

хемоаттракции нейтрофилов в легкие [Liu и др., 2020]. 

В нашем исследовании мы подтвердили активацию Th1- и Th17-

иммунных путей, а не Th2, у мышей с нейтрофильным воспалением. Гены Ifnγ, 

Il17f и Il17a были высоко экспрессированы в БАЛ в 7, 10 и 4 раза, 

соответственно, по сравнению с интактными мышами, тогда как Il4 

экспрессировался только в 3 раза сильнее (рис. 9). Кроме того, 

активированные спленоциты, взятые у мышей с нейтрофильным воспалением, 

продуцировали IL-17A в 4 раза сильнее, чем спленоциты мышей с 

эозинофильным воспалением легких (рис. 16). 

Чтобы сравнить продукцию цитокинов в разных группах и определить 

вклад LPS в индукцию «астмоподобного» фенотипа, мы провели 

дополнительные эксперименты, в которых мыши аэрозольно получали LPS 
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(без OVA). Мы проанализировали экспрессию генов цитокинов в клетках БАЛ 

с помощью количественной ПЦР. Как и ожидалось, наиболее мощная 

активация Th2-цитокина (IL-4) наблюдалась в группе «OVA», а Th17-

цитокина (IL-17F) — в группе «OVA/LPS» (рис. 23). Действительно, 

ингаляции только LPS индуцировали воспалительный процесс в легких (как 

обсуждалось выше) и активировали Th1- и Th17-цитокины (IFN-γ, IL-17A и 

IL-17F) по сравнению с интактными мышами, но IL-17F активировался в 

меньшей степени по сравнению с мышами «OVA/LPS» (рис. 23). Эти данные 

подтверждают выраженную активацию Th1- и Th17-иммунного ответа у 

мышей с нейтрофильным воспалением и согласуются с результатами других 

авторов, которые выявили повышенную концентрацию белков (IFN-γ и IL-17) 

в БАЛ, индукцию факторов транскрипции Th1 и Th17 (T-bet и RORγt), а также 

высокое количество Th1- и Th17-клеток в спленоцитах и гомогенатах легких 

[An и др., 2018; Bogaert и др., 2011]. 

Таким образом, при помощи определенного цитокинового 

микроокружения (TGF-β + IL-21, TGF-β + IL-23 + IL-6) происходит 

поляризация Th0-клеток в Th17, провоцируя развитие БА с нейтрофильным 

типом воспаления. Цитокины IL-17А, IL-17F и IL-22, продуцируемые Th17-

клетками, побуждают бронхиальный эпителий к гиперсекреции слизи и 

активируют провоспалительные клетки — нейтрофилы. Помимо этого, 

продуцируемый Th1-клетками IFN-γ при помощи активации экспрессии 

хемокиновых рецепторов CCR1 и CCR3 на поверхности нейтрофилов 

задействован в хемотаксисе этих провоспалительных клеток. В этот же момент 

нейтрофилы осуществляют аттракцию Th1-клеток при помощи продукции 

CXCL10 [Yoneyama и др., 2002]. 
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Рис. 23. Анализ экспрессии генов цитокинов в клетках БАЛ. 

Экспрессию генов цитокинов легких анализировали в клетках БАЛ, 

выделенных от мышей 3 экспериментальных групп: «OVA» - мышей 

иммунизировали подкожно OVA с последующими провокациями аэрозоли 

OVA; «OVA/LPS» - мышей иммунизировали OVA, эмульгированным в 

адъюванте Фрейнда, с последующей провокацией смесью OVA и LPS 

(подробные протоколы см. в разделе «Материалы и методы»); «LPS» - 

неиммунизированные мыши, зараженные одним только LPS; «Normal» – 

интактные мыши, используемые в качестве контроля. Данные представлены 

как среднее значение ± стандартная ошибка. N=10. * - статистически значимо 

отличается от мышей группы «Normal»; NS - статистически не различаются 

при использовании непараметрического критерия Краскела–Уоллиса с 

последующим использованием критерия (теста) Дана. 
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4.3. Обсуждение роли Th17-зависимого нейтрофильного воспаления 

легких в развитии устойчивости бронхиальной астмы к терапии 

кортикостероидами 

Пациенты с нейтрофильным воспалением, ассоциированным с Th1- и 

Th17-иммунным ответом, часто устойчивы к традиционному лечению 

кортикостероидами [Chambers и др., 2015]. 

Стоит отметить, что у пациентов, получавших терапию 

кортикостероидами, наиболее часто встречалась нейтрофилия в мокроте. 

Лечение кортикостероидами способствует нейтрофилии при помощи 

ингибирования апоптоза нейтрофилов и вдобавок активации этих клеток. У 

пациентов с тяжелой формой БА экспрессия IL-17A коррелировала с 

нейтрофилией дыхательных путей, при всём этом количество нейтрофилов в 

дыхательных путях не снижалось во время терапии кортикостероидами 

[Bullens и др., 2006]. 

Поэтому проведено исследование, в котором на модели БА с 

нейтрофильным типом воспаления была продемонстрирована её 

резистентность к терапии дексаметазоном. Кортикостероид за 1 ч до 

аэрозольной провокации смесью OVA и LPS вводили внутрибрюшинно (рис. 

14А). 

Нами показано, что ГРБ (рис. 14Е) не изменялась в ответ на 

внутрибрюшинные инъекции этого кортикостероидного препарата. Также 

терапия дексаметазоном не повлияла на уровень аллерген-специфического IgE 

(рис. 14Б). Однако лечение приводило к повышению уровня IgG2a в 1,5 раза 

(группа «OVA/LPS») (рис. 14В), что лишний раз подчеркивает вклад Th1-

иммунного ответа. 

При изучении нами БАЛ наблюдалась тенденция к 2-х кратному (р=0,18) 

уменьшению количества нейтрофилов (рис. 15Г), однако кортикостероид не 

влиял на количество макрофагов (рис. 15Б), эозинофилов (рис. 15В) и 

лимфоцитов (рис. 15Д), а также на общее количество клеток (рис. 15А). 
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Чтобы оценить влияние лечения дексаметазоном на накопление тучных 

клеток мы, при помощи окраски срезов ткани легких, визуализировали их. 

Анализируя данные, нами было обнаружено, что дексаметазон не оказывал 

влияние на количество этих клеток. 

Также влияния кортикостероида не наблюдалось ни на Th1- и Th17-

цитокины (IFN-γ и IL-17A), ни на Th2-цитокины (IL-4, IL-5 и IL-13) (рис. 16). 

Такие же результаты были получены и в исследованиях других авторов 

[An и др., 2018; Bogaert и др., 2011; Dejager и др., 2015; Ito и др., 2008]. В одном 

из исследований показано, что системное лечение дексаметазоном уменьшало 

эозинофилию у мышей на 80%, в то время как количество нейтрофилов 

увеличивалось на 40% в БАЛ и даже в 2 раза увеличивалось в 

перибронхиальных инфильтратах [Ito и др., 2008]. Это можно объяснить 

способностью кортикостероидов индуцировать апоптоз эозинофилов [Woolley 

и др., 1996] и пролонгировать выживаемость нейтрофилов [Kato и др., 1995]. 

Аналогичный эффект наблюдается и в клинической практике. У пациентов, 

длительно получающих ингаляционную кортикостероидную терапию, 

отмечается накопление нейтрофилов в дыхательных путях [Wenzel, 2012]. 

Однако в исследовании Liu и соавт. [Liu и др., 2018a] снижение нейтрофилеза 

в БАЛ на 30% было достигнуто при лечении 0,5 мг/кг дексаметазона. 

В нашем исследовании (рис. 15Г) и в исследовании An и соавт. [An и др., 

2018] было отмечено почти 50% снижение нейтрофилии в БАЛ, но 

статистически не значимое в ответ на терапию дексаметазоном. В целом это 

соответствует клиническим наблюдениям, в которых высокие дозы 

кортикостероидов уменьшали долю нейтрофилов в мокроте [Jen, Rennard, Sin, 

2012]. Нечувствительность к кортикостероидам у мышей с нейтрофильным 

типом воспаления можно объяснить тем, что лечение дексаметазоном 

подавляет преимущественно Th2-, а не Th17-иммунный ответ (рис. 16). 

Таким образом, можно сделать вывод, что из-за нейтрофильного 

воспаления, участвующего в патогенезе БА, в котором задействован в 

большей мере Th17-иммунный ответ, терапия дексаметазоном 
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малоэффективно справляется со своей задачей, а в некоторых случаях даже 

усугубляет ситуацию. 

4.4. Обсуждение состава комплекса миРНК и пептида-носителя 

Открытие интерференции РНК как механизма пост-транскрипционной 

регуляции генов дало новые возможности для создания противоастматических 

препаратов. Однако использование миРНК имеет ряд недостатков, одним из 

которых является быстрая деградация за счёт рибонуклеаз присутствующих в 

организме. В 2011 году Lee с соавторами опубликовали исследования, в 

котором у мышей индуцировали аллергическое воспаление в легких с 

использованием аллергена OVA, после чего интратрахеально вводили 

лентивирусные частицы, несущие кассеты, которые экспрессируют молекулы 

миРНК против гена Il4. Интратрахеальное введение Lenti-si-IL-4 приводило к 

значительному локальному ингибированию данного гена-мишени в ткани 

легких, снижению уровня аллергического воспаления, в частности 

эозинофилии в легких и гиперреактивности бронхов [Lee, Huang, Chiang, 

2011]. В данной работе авторы решили проблему доставки молекул миРНК в 

клетки-мишени при помощи применения векторов вирусной природы 

(лентивирусные частицы), которые по мнению авторов локально (в ткани 

легких) трансдуцировали (т.е. доставляли генетический материал при помощи 

вирусной инфекции) клетки-продуценты данного цитокина: Th2-лимфоциты, 

эозинофилы, макрофаги и эпителиальные клетки. Однако внедрение данной 

разработки в медицинскую практику маловероятно, поскольку лентивирусные 

векторы имеют ряд существенных недостатков, а именно – встраиваясь в геном 

клетки-хозяина способны индуцировать мутагенез [Kay, Glorioso, Naldini, 

2001; Kootstra, Verma, 2003]. 

В последние годы накапливаются данные об успешном применении т.н. 

«голой» миРНК, т.е. без использования каких-либо вирусных и невирусных 

средств доставки. При этом миРНК в значительных дозах вводится животным 

местным образом, например, интраназально или интратрахеально, что в 

результате приводило к подавлению экспрессии гена-мишени на 25%-75% 
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[Bitko и др., 2005; Fulton и др., 2009; Gutbier и др., 2010; Li и др., 2005; Perl и 

др., 2005; Rosas-Taraco и др., 2009; Senoo и др., 2010; Zhang и др., 2004]. Успех 

указанных исследований возможно объясняется высокими дозами вводимых 

молекул миРНК от 3,5 мг/кг, а также низким содержанием ферментов их 

деградации — рибонуклеаз — в ткани легких [Merkel и др., 2009]. 

С учетом вышесказанного, нами был разработан комплексный препарат, 

состоящий из молекул миРНК, направленных против гена Stat3 мыши, и их 

носителя. 

В ходе разработки первоначально in silico были спроектированы 

молекулы миРНК против гена Stat3 мыши. Для этого применялось 

биоинформационное программное обеспечение, с помощью которого 

теоретически рассчитывалась предполагаемая эффективность сайленсинга 

(выключения) целевого гена по термодинамической эффективности 

связывания миРНК и мРНК. Однако данный подход не учитывает возможность 

стерического препятствования связыванию миРНК с мРНК со стороны 

белковых факторов транскрипции, находящихся в цитоплазме клетки. В связи 

с этим, обязательным этапом работы была верификация спроектированных 

миРНК в экспериментах in vitro на культурах клеток, продуцирующих данный 

транскрипционный фактор. Для исследования in vitro было синтезировано 5 

вариантов миРНК против Stat3 из 200 спроектированных in silico. Выбор 

миРНК для исследований in vitro основывался на: 1) предсказанной 

эффективности миРНК; 2) неспособности миРНК взаимодействовать с 

другими генами-мишенями для избегания т.н. off-target-эффектов. 

В результате было показано, что лишь один вариант миРНК (siSTAT3-

1426) осуществляли заметный сайленсинг гена Stat3 на ~ 75% в культуре 

клеток L929, причем подавление данного гена происходило как на уровне 

мРНК, так и на уровне белка (см. раздел 3.3). 

Следующий этап разработки комплексного препарата был посвящен 

подбору оптимального носителя для спроектированных ранее молекул миРНК. 

Как известно, одной из ключевых проблем в применении метода РНК-
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интерференции является эффективная доставка молекул РНК в клетки 

[Nguyen, Szoka, 2012]. В лабораторной практике зачастую применяются 

вирусные способы доставки, которые весьма эффективны. Однако они 

практически не используются в клинической практике по причине низкой 

безопасности из-за возможности мутагенеза в результате встраивания 

вирусного генома в геном клетки-мишени и активации онкогенов у пациентов 

[Hendrickson и др., 2007; Tiscornia и др., 2003; Worsham и др., 2006]. В качестве 

альтернативных невирусных векторов предложено применять разнообразные 

поликатионные соединения, способные образовывать комплексы с 

отрицательно заряженными нуклеиновыми кислотами и конденсировать их в 

компактные наноструктуры [Geall и др., 2012]. Комплексирование, с одной 

стороны, обеспечивает защиту нуклеиновых кислот от действия нуклеаз, а с 

другой — способствует их транслокации через клеточные мембраны, обычно 

путем эндоцитоза [Ikramy и др., 2006]. В качестве агентов, связывающих 

нуклеиновые кислоты, могут выступать катионные синтетические полимеры 

(например, полиэтиленимины) [Gioia Di, Conese, 2008; Goula и др., 1998], 

хитозаны [Ghosn и др., 2010; Howard и др., 2006], катионные пептиды 

различного состава [Deshayes и др., 2007; Lehto, Kurrikoff, Langel, 2012; 

Veldhoen, Laufer, Restle, 2008] и липосомы [Wu, McMillan, 2009]. В настоящее 

время липосомы, используемые в качестве носителей для трансфекции клеток, 

высокотоксичны и обладают неудовлетворительной стабильностью при 

хранеии, все это делает их мало применимыми в медицине (in vivo) [Wu, 

McMillan, 2009]. Всех этих недостатков лишены положительно заряженные 

пептиды, которые также проявляют высокую транспортную активность, при 

этом они малотоксичны и стабильны при хранении [Deshayes и др., 2007; 

Lehto, Kurrikoff, Langel, 2012; Veldhoen, Laufer, Restle, 2008]. 

В настоящее время не существует определенной концепции и 

алгоритмов по выбору оптимальных конструкций пептидных векторов 

доставки, поскольку доставка нуклеиновых кислот — очень сложный 

многофакторный процесс, многие этапы которого еще плохо изучены, включая 
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механизмы транслокации через клеточную мембрану и различные барьеры 

внутриклеточных компартментов. Поэтому, дизайн векторов базируется на 

опубликованных экспериментальных данных по трансфекции и анализе 

функционирования транспортных белков. 

Проведенный нами анализ данных мировой научной литературы по 

носителям для молекул нуклеиновых кислот [Deshayes и др., 2007; Lehto, 

Kurrikoff, Langel, 2012; Veldhoen, Laufer, Restle, 2008] обусловил выбор 

пептида для синтеза и его последующего изучения. Выбор пептида происходил 

из следующих кандидатов: 

1) линейные; 

2) линейные липопептиды, содержащие привязанные по аминогруппам 

лизина (К) "жирно-кислотные хвосты", где хвост представляет собой остаток 

пальмитиновой кислоты; 

3) дендримерный пептид, т.е. имеющий ветвления по аминогруппам 

лизина. 

Линейные катионные пептиды, ввиду наличия сильного положительного 

заряда по всей цепи и сил взаимного отталкивания, имеют в растворе 

вытянутую конформацию. 

Введение жирного хвоста способствует формированию липосом в 

водной среде и облегчает их транспорт через липидные бислойные мембраны. 

Липопептиды, в отличие от простых пептидов, приобретают в растворе 

компактную сферическую мицеллярную структуру, которая может облегчать 

внутриклеточную транслокацию их комплекса с нуклеиновой кислотой. 

Стоимость синтеза таких пептидов относительно невысокая, но проблема их 

применения заключается в низкой растворимости в водной среде. 

Использование пептидных дендримеров интересно тем, что по мере 

возрастания числа ветвей увеличивается плотность концевых групп на 

поверхности молекулы, которые, в свою очередь, представлены положительно 

заряженными группами (лизина или аргинина), следовательно, возрастает и 

плотность заряда. При высоких степенях ветвления (генераций) стерические 
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ограничения ведут к формированию глобулярных конформаций, т.е. при одной 

и той же массе линейная форма катионного пептида имеет гораздо больший 

размер и вязкость. Известно, что общий принцип, применяемый для 

компактизации РНК-олигонуклеотида перед транслокацией, основан на 

электростатическом взаимодействии между его анионными фосфатными 

группами и положительными зарядами пептидного вектора, что ведет к их 

комплексированию и конденсации в наночастицы. Частицы должны быть 

заряженными, чтобы предотвратить их слипание, поэтому катионный 

носитель должен присутствовать в избытке, помимо того, что положительный 

заряд способствует их связыванию с клеткой, заряженной отрицательно, и 

способствует их поглощению путем эндоцитоза. Таким образом, 

преимущество дендримеров в том, что они монодисперсны, стабильны, 

обладают сравнительно низкой вязкостью при высоком молекулярном весе, 

множеством ионогенных концевых групп и могут эффективно связывать РНК-

олигонуклеотид [Eggimann и др., 2014]. 

В итоге в состав комплекса в качестве носителя для молекул миРНК был 

включен катионный дндримерный пептид LTP синтезированный ранее в ФГБУ 

ГНЦ “Институт иммунологии” ФМБА России. 

Структура LTP такова, что на концах «ветвей» находятся остатки 

аминокислоты – аргинина (8 остатков), которые обеспечивают положительный 

заряд, также в составе пептида присутствуют 7 остатков лизина и цистеин, 

которые также приобретают положительный заряд в водных растворах. В 

итоге суммарных положительный заряд молекулы LTP может достигать +16. 

Процесс образования комплекса молекул миРНК, против гена Stat3, и 

LTP заключается в растворении смеси молекул миРНК и LTP в стерильном 

физиологическом растворе. В водной фазе молекулы миРНК приобретают 

отрицательный заряд за счет остатков фосфорной кислоты сахарофосфатного 

остова, а LTP приобретает положительный заряд. В результате происходит 

образование комплекса за счет электростатических взаимодействий 

отрицательно заряженной миРНК и положительно заряженного LTP. Условия 
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комплексообразования для подобных соединений известны и опубликованы в 

различных публикациях и методических рекомендациях [Bragonzi и др., 1999; 

Sarkar и др., 2014]. Для разрабатываемого комплекса условия 

комплексообразования были выбраны следующие: инкубация при комнатной 

температуре в течение 25 минут. Наиболее важным параметром при 

образовании комплекса является соотношение носителя и нуклеиновой 

кислоты в составе комплекса. Для эффективной доставки необходим 12,5-

кратный избыток LTP в комплексе миРНК/пептид [Kozhikhova и др., 2018]. 

4.5. Обсуждение эффектов от подавления экспрессии гена Stat3 в 

Th17-зависимoм нейтрофильном воспалении 

Известно, что молекулы миРНК самопроизвольно не проникают к месту 

действия – в цитоплазму клеток-мишеней [Juliano, 2016; Колоскова и др., 

2017]. Для этого молекулы миРНК водили аэрозольно в комплексе с 

катионным пептидом–носителем LTP [Kozhikhova и др., 2018]. Ранее нами 

было показано, что данный пептид способен доставлять нуклеиновые кислоты 

в широкий спектр клеток млекопитающих, включая лимфоциты [Kozhikhova 

и др., 2018]. В данном исследовании мы получили популяцию Th17-клеток 

мышей и в эксперименте in vitro обработали ее комплексом молекул миРНК и 

LTP, что привело к подавлению экспрессии генов Stat3 и Il17a (рис. 18). Это 

доказывает способность пептида LTP доставлять молекулы миРНК в Th17-

клетки и негативно регулировать экспрессию провоспалительных цитокинов. 

В данной работе показано, что локальное специфическое подавление 

экспрессии гена Stat3 молекулами миРНК уменьшает воспаление в легких и 

ремоделирование респираторного тракта у мышей с индуцированной БА. 

Путем аэрозольной провокации смесью аллергена и LPS у животных 

воссоздавались следующие патологические изменения: воспаление легких, 

характеризующееся увеличением числа нейтрофилов, макрофагов и 

лимфоцитов в дыхательных путях, гиперреактивность и ремоделирование 

бронхов. Указанные патологические изменения формировались по Th17-

зависимому механизму [Шиловский и др., 2019], о чем свидетельствует 
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увеличение экспрессии генов Stat3 (рис. 19А), Il17a и Il17f (рис. 22) в клетках 

БАЛ. Соответственно, супрессия экспрессии Stat3 молекулами миРНК 

приводила к подавлению Th17-иммунного ответа, о чем свидетельствует 

значительное уменьшение экспрессии Il17a и Il17f в клетках БАЛ. При этом 

экспрессия гена Ifnγ, являющегося маркером Th1-иммунного ответа, и гена Il4, 

который является маркером Th2-иммунного ответа, не изменялись после 

ингаляционного введения миРНК (рис. 22). 

Примечательно, что подавление экспрессии Stat3 приводило к 

уменьшению содержания нейтрофилов в БАЛ в 3 раза, в то время как 

содержание макрофагов и лимфоцитов не изменялось (рис. 20). Это 

объясняется тем, что Th17-клетки и секретируемые ими цитокины (IL-17A и 

IL-17F) участвуют в привлечении нейтрофилов в участок воспаления, в 

данном случае в легкие [Chang и др., 2017; Newcomb, Peebles, 2013]. В то же 

время уменьшение нейтрофильного воспаления легких не приводило к 

снижению сопротивляемости бронхов; этот показатель оставался на 

относительно высоком уровне (рис. 19Б). По всей видимости нейтрофилы не 

вносят значимого вклада в развитие гиперактивности бронхов. 

Дополнительно оценивали гистологические изменения в ткани легких, 

которые показали, что супрессия экспрессии Stat3 и уменьшение 

нейтрофильного воспаления частично нивелируют признаки 

ремоделирования бронхов. В частности, происходило восстановление 

толщины стенок бронхов, но при этом такие признаки ремоделирования, как 

метаплазия и гиперплазия бронхиального эпителия, не уменьшались после 

блокирования гена Stat3. Высокий уровень метаплазии и гиперплазии 

эпителия объясняет повышенную гиперреактивность бронхов у мышей, 

получавших миРНК. 

Были изучены изменения уровней аллерген-специфических IgE, IgG1 и 

IgG2a после подавления экспрессии Stat3 молекулами миРНК. Супрессия 

этого гена не приводила к изменению уровней IgE и IgG1, являющихся 

маркерами Th2-иммунного ответа [Steinke, Borish, 2001]. В то же время 
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происходило увеличение уровня IgG2a, что свидетельствует о переключении 

иммунного ответа в сторону Th1-типа [Steinke, Borish, 2001] (рис. 19В). IgE и 

IgG1 у мышей важны для развития ГРБ [Miyajima и др., 1997][Oettgen и др., 

1994]. Учитывая, что уровни этих антител не уменьшаются после супрессии 

Stat3, это может объяснять отсутствие благоприятного эффекта молекул 

миРНК на сопротивляемость бронхов. 

Полученные нами результаты сходны с ранее проведенными 

исследованиями других авторов. В работе H. Lim и соавт. [Lim и др., 2015] 

осуществлен нокаут гена Stat3 в Т-клетках мышей с последующей индукцией 

у них экспериментальной БА. Методом проточной цитометрии показано 

уменьшение количества Th17-клеток в ткани легких и в лимфатических узлах 

после нокаута гена Stat3, при этом количество Th1- и Th2-клеток 

увеличивалось [Lim и др., 2015]. Мы также наблюдали супрессию Th17-

иммунного ответа в легких после подавление активности гена Stat3 

молекулами миРНК (рис. 22). Важно отметить, что инактивация гена Stat3 в Т-

клетках не приводила к уменьшению уровня инфильтрации легких 

провоспалительными клетками [Lim и др., 2015]. Это согласуется с данными 

полученными в нашем исследовании. Анализ клеточного состава БАЛ (рис. 

20) и гистологический анализ ткани легких (рис. 21Б) показали отсутствие 

уменьшения количества клеток, инфильтрирующих легкие, после подавления 

активности Stat3 молекулами миРНК. При этом мы обнаружили 3-кратное 

уменьшение числа нейтрофилов в образцах БАЛ (рис. 20), в то же время в 

работе H. Lim и соавт. [Lim и др., 2015] не проведена дифференцировка клеток, 

инфильтрирующих ткань легких, что не позволяет судить об изменении 

уровня нейтрофилии после нокаута гена Stat3. Также авторы показали что 

инактивация гена Stat3 в Т-клетках приводила к незначительному 

уменьшению гиперсекреции слизи эпителием бронхов [Lim и др., 2015]. Это 

согласуется с полученными нами результатами, подавление экспрессии гена 

Stat3 молекулами миРНК не влияла на выраженность метаплазии и 

гиперплазии эпителия бронхов (рис. 21В). 
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В еще одном исследовании [Simeone-Penney и др., 2007] авторами был 

осуществлен нокаут гена Stat3 в эпителиальных клетках, после чего у мышей 

моделировалась экспериментальная БА. У животных с инактивированным 

геном наблюдались снижение ГРБ, уменьшение инфильтрации легких 

эозинофилами и Th2-клетками, а также снижался уровень продуцируемых ими 

цитокинов (IL-4, -5, -13). При этом уровень Th1-цитокина интерферона-γ 

оставался неизменным. Уменьшение количества Th2-клеток в легких авторы 

связывают со снижением уровня хемокина TARC (thymus and activation-

regulated chemokine; хемокин, регулируемый тимусом и активацией), 

являющегося аттрактантом этих клеток. Сходные результаты были получены 

при использовании ингибиторов киназ, вовлеченных в STAT3-сигнальный 

путь [Simeone-Penney и др., 2007]. В отличие от исследования [Simeone-Penney 

и др., 2007], мы не выявили влияния супрессии экспрессии гена Stat3 на 

уровень Th2-цитокинов в легких (рис. 22), что, скорее всего, связано с 

различиями в используемых моделях воспаления легких. Авторы 

исследования [Simeone-Penney и др., 2007] индуцировали экспериментальную 

БА путем активации Th2-иммунного ответа, сопряженного с инфильтрацией 

легких эозинофилами, в то же время в нашем исследовании мы индуцируем 

нейтрофильное воспаление легких, которое развивается по Th17-зависимому 

механизму. 

Таким образом, STAT3 можно рассматривать как перспективную 

биомишень для создания новых средств терапии кортикостероид-

резистентной бронхиальной астмы с нейтрофильным типом воспаления. 

4.6. Обсуждение преимуществ специфического подавления 

экспрессии гена Stat3 молекулами миРНК как подхода к терапии 

бронхиальной астмы с нейтрофильным типом воспаления 

Анализ научной литературы свидетельствуют о том, что STAT3 может 

стать новой терапевтической мишенью для разработки противоастматических 

препаратов. Опубликованы исследования, в которых исследовалась 

возможность подавления активности STAT3. Можно выделить две стратегии 



97 

ингибирования STAT3: непрямое ингибирование, когда блокируются 

молекулы необходимые для фосфорилирования STAT3 (например, JAK2), и 

прямое ингибирование функциональных доменов STAT3 (табл. 4). 

В структуре STAT3 выделяют 6 доменов: 1) спиральный N-концевой 

домен (ND – N-terminal domain), который способствует связыванию с ДНК и 

регулирует транслокацию в ядро; 2) двойной альфа-спиральный домен (CCD 

– coiled-coil domain), обеспечивающий взаимодействие с другими 

регуляторными белками; 3) центральный ДНК-связывающий домен (DBD – 

DNA-binding domain), который необходим для связывания с ДНК; 4) 

линкерный домен (LD – linker domain), влияющий на стабильность связывания 

с ДНК; 5) консервативный домен SH2, который необходим для образования 

гомодимеров; 6) С-концевой домен трансактивации (TAD – transcriptional 

activation domain) с консервативным остатком тирозина в положении 705 

(Tyr705) и сайтом фосфорилирования серина в положении 727 (Ser727) [Chen 

и др., 2019]. 

Было разработано несколько низкомолекулярных ингибиторов JAK2, 

включая руксолитиниб, тофацитиниб, AG490, AZD1480 и WP1066. Эти 

ингибиторы подавляют сигнальный путь JAK2-STAT3, ингибируя 

непосредственно JAK2. 

Ингибиторы руксолитиниб и тофацитиниб обеспечивали снижение 

числа нейтрофилов и эозинофилов в лёгких мышей с индуцированной БА, а 

также снижение количества Th17-клеток и концентрации IL-17A в БАЛ [Li, 

Wang, 2018; Younis и др., 2019]. Применение ингибитора AG490 уменьшало 

воспаление дыхательных путей и гиперреактивность бронхов у мышей с 

индуцированной БА [Huang, Qin, Gao, 2021]. Введение мышам AZD1480 – 

ингибитора JAK2, заметно уменьшало степень повреждения лёгких у мышей 

при экспериментальной БА [Liu и др., 2019]. Ингибирование STAT3 с 

помощью WP1066 подавляет клеточное старение и приводит к усилению 

регуляции альфа-актина гладких мышц и коллагена первого типа в эпителии 

дыхательных путей у мышей [Wu и др., 2014]. Показано, что небольшая 
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гетероциклическая молекула нарингенина может индуцировать экспрессию 

гена Socs3 в эндотелиальных клетках сосудов, что приводит к ингибированию 

STAT3 [Wiejak и др., 2013]. Экспериментальная терапия нарингенином 

приводила у мышей к значительному снижению степени воспаления лёгких, 

уменьшению гиперреактивности бронхов и ремоделированию дыхательных 

путей [Shi и др., 2014]. 

Несмотря на благоприятные физиологические эффекты, общим 

недостатком вышеописанных ингибиторов является их низкая селективность, 

т.к. они ингибируют не только JAK2, но и другие киназы. Таким образом, 

стратегия непрямого ингибирования STAT3 с помощью ингибиторов JAK2 

сопряжена с низкой специфичностью. 

При прямом ингибировании STAT3, чаще всего мишенью выступает 

домен SH2 [Morlacchi и др., 2014]. Ингибирование домена SH2 приводит к 

нарушению не только активации и димеризации STAT3, но также к 

последующей ядерной транслокации и индукции экспрессии генов, 

регулируемых STAT3. Низкомолекулярный ингибитор LLL12 

непосредственно контактирует с сайтом фосфорилирования pTyr705 фактора 

STAT3, что нарушает димеризацию STAT3 и последующее связывания с ДНК. 

Экспериментальная терапия LLL12 подавляла LPS-индуцированное 

воспаление лёгких у мышей, что сопровождалось снижением активации 

STAT3 и ингибированием инфильтрации макрофагов и воспалительных 

клеток в БАЛ, а также снижала экспрессию провоспалительных генов в БАЛ 

и сыворотке крови [Zhao и др., 2016]. 

Другая группа ингибиторов, нацеленных на SH2-домен STAT3, 

представляет собой производные природных соединений. Куркумин, 

природное соединение из растений, таких как куркума (Curcuma longa), 

обладает множеством биологических свойств, включая способность 

ингибировать фосфорилирование STAT3 [Alexandrow и др., 2012; Liu и др., 

2018b]. В одном из исследований куркумин оказывал эффект снижающий 

общий приток клеток в БАЛ у мышей с индуцированной БА, а также уменьшал 
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общий уровень воспаления дыхательных путей [Chong и др., 2014]. 

Алантолактон, пиперлонгумин и силибинин также связываются с SH2-

доменом STAT3 и ингибируют его активность [Ahmad и др., 2021; Bharadwaj 

и др., 2015; Bosch-Barrera, Menendez, 2015]. Применение этих агентов 

значительно подавляло рекрутирование провоспалительных клеток в 

дыхательные пути, а также снижало продукцию провоспалительных 

цитокинов в БАЛ [Choi и др., 2012; Lee и др., 2018; Lu и др., 2019]. Однако 

большинство этих ингибиторов не являются STAT3-специфическими, 

поскольку они способны связывать домены SH2 многих белков семейства 

STAT [Szelag и др., 2016]. 

Домен DBD является важной областью связывания между белком 

STAT3 и ДНК. Этот домен индуцирует экспрессию генов-мишеней при 

помощи связывания STAT3 с промоторами. Галиеллалактон – природный 

продукт, который был идентифицирован как ингибитор ДНК-связывающей 

активности STAT3 [Don-Doncow и др., 2014; Weidler и др., 2000]. Он 

значительно подавлял основные проявления экспериментальной астмы у 

мышей, такие как: гиперреактивность дыхательных путей, эозинофилия 

лёгких и гиперпродукция слизи [Hausding и др., 2011]. 

Существуют и многие другие ингибиторы STAT3 (SB1578, трицин, 

флавон, pYLPQTV, ацетил-pYLKTKF, STA-21, OPB-31121, OPB-51602, 

Stattic, S3I-201 и его аналоги, C48, inS3-54 и его аналоги, IS3-295, CPA-1, CPA-

7, хлорид платины (IV), ST3-Hel2A-2 и K116) [Chen и др., 2019], однако 

информация об их роли в воспалении лёгких отсутствует. 

Рассматривая преимущества миРНК как прямых ингибиторов STAT3, 

можно сделать вывод, что главное их достоинство – это их высокая 

селективность. Таргетное воздействие на определенный ген не позволит 

случиться такому нежелательному последствию, как off-target-эффект, а 

значит поможет избежать неспецифического связывания и дальнейшего 

нокдауна иных генов, что предотвратит нежелательные последствия. 
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Учитывая тот факт, что пациенты с нейтрофильной БА плохо поддаются 

традиционному лечению кортикостероидами, к потенциальным 

преимуществам анти-STAT3-терапии следует отнести возможность 

уменьшения нейтрофильного воспаления. Данный тип воспаления 

формируется по Th17-зависимому механизму, в котором фактор STAT3 играет 

значимую роль. 

Табл. 4. Исследования эффектов ингибирования STAT3 на моделях 

воспаления лёгких. 

Ингибитор Мишень 
Механизм 

действия 
Биологические эффекты Ссылка 

Малые молекулы в качестве непрямых ингибиторов STAT3 

Руксолитиниб JAK1,2 

Препятствие 

фосфори-

лированию 

Снижение процентного 

содержания эозинофилов и 

нейтрофилов в БАЛ в 3 раза; 

уменьшение концентрации IL-17A 

в БАЛ в 2 раза; уменьшение доли 

Th17-клеток в ткани лёгких в 1,5 

раза 

[Li, 

Wang, 

2018] 

Тофацитиниб JAK3 
Снижение доли эозинофилов в 

БАЛ на 20% 

[Younis и 

др., 2019] 

AZD1480 JAK1,2 

Снижение уровня общего белка, 

TNF-α, IL-1, IL-6 в БАЛ почти в 2 

раза 

[Liu и 

др., 2019] 

WP1066 

JAK2 

Препятствие 

фосфори-

лированию 

Снижение сопротивляемости 

дыхательных путей в 2 раза 

[Wu и 

др., 2014] 

AG490 

Уменьшение гиперреактивности 

бронхов в 1,8 раза; снижение 

степени перибронхиальной 

инфильтрации 

провоспалительными клетками 

[Huang, 

Qin, Gao, 

2021] 

Нарингенин SOCS3 Неизвестно 

Снижение степени воспаления 

лёгких; уменьшение 

гиперреактивности бронхов и 

ремоделирования дыхательных 

путей; снижение уровня цитокинов 

(IL-4 и IL-13) в БАЛ в 2 раза 

[Shi и 

др., 2014] 

Малые молекулы в качестве прямых ингибиторов STAT3 

LLL12 SH2 

Препятствие 

фосфори-

лированию 

Подавление экспрессии генов 

провоспалительных цитокинов 

(IL1, IL6, TNFα) в БАЛ и сыворотке 

крови 

[Zhao и 

др., 2016] 
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4.7. Обсуждение роли гена Stat3 в нейтрофильном воспалении при 

бронхиальной астме 

В итоге, нивелирование патологических изменений в легких, 

продемонстрированное в данном исследовании, может происходить при 

помощи нескольких механизмов. Во-первых, путем подавления экспрессии 

гена Stat3 в Th-клетках, что приводит к нарушению IL-6-STAT3-сигнального 

пути, необходимого для поляризации Th7-иммунного ответа, и, как следствие, 

к уменьшению выработки цитокинов, необходимых для индукции 

нейтрофильного воспаления в легких. Во-вторых, подавление экспрессии гена 

Stat3 возможно также и в макрофагах. Известно, что STAT3 вовлечён в 

процессы ремоделирования при БА путем активации М2-макрофагов, и 

продукции ими металлопротеаз MMP2 и MMP9 [Liang и др., 2018]. В-третьих, 

Прямые ингибиторы STAT3 на основе природных соединений 

Куркумин 

SH2 

Препятствие 

фосфори-

лированию 

Снижение общего количества 

клеток БАЛ в 1,8 раза; уменьшение 

степени общего воспаления 

дыхательных путей 

[Chong и 

др., 2014] 

Алантолактон 

Неизвестно 

Уменьшение доли эозинофилов в 

БАЛ на 60%; подавление секреции 

муцина в дыхательных путях 

[Lee и 

др., 2018] 

Пиперлонгу-

мин 

Снижение уровня сывороточного 

IgE на 70%; уменьшение 

метаплазии бокаловидных клеток в 

2 раза 

[Lu и др., 

2019] 

Силибинин 

Снижение уровня TNF-α, IL-1 и 

Th2 цитокинов (IL-4, IL-5, IL-13) в 

БАЛ в 1,5 раза; уменьшение доли 

эозинофилов в БАЛ почти в 5 раз 

[Choi и 

др., 2012] 

Галиелла-

лактон 
DBD 

Ингибирование 

ДНК-

связывающей 

активности 

Улучшение гиперреактивности 

дыхательных путей в 1,5 раза; 

снижение доли эозинофилов в БАЛ 

в 2 раза 

[Hausdin

g и др., 

2011] 

Прямые ингибиторы STAT3 на основе РНК-интерференции 

siSTAT3/LTP STAT3 Нокдаун гена 

Снижение уровня экспрессии гена 

Stat3 на 50%, уменьшение 

количества нейтрофилов в 3 раза в 

клетках БАЛ, а также снижение 

экспрессии генов Th17-цитокинов 

[Shilovski

y Igor и 

др., 2022] 
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STAT3 вовлечён в процессы ремоделирования при БА не только через 

активацию М2-макрофагов, но и фибробластов. IL-33 приводит к 

фосфорилированию STAT3 в фибробластах и повышению продукции ими 

факторов фиброза. Соответственно, супрессия экспрессии гена Stat3 в 

макрофагах и фибробластах может уменьшать выраженность признаков 

ремоделирования бронхов, что наблюдалось в проведенном исследовании; 

происходило уменьшение толщины стенки бронхов. В-четвертых, молекулы 

миРНК могут подавлять экспрессию Stat3 в эндотелиальных клетках. Эти 

клетки играют важную роль в миграции провоспалительных клеток из 

системного кровотока в лёгкие, что происходит при участии молекул адгезии 

ICAM-1 и VCAM-1. Увеличение экспрессии STAT3 под действием IL-6 

существенно увеличивает количество ICAM-1 и VCAM-1 на поверхности 

эндотелиальных клеток, что приводит к усиленному рекрутированию 

провоспалительных клеток в легкие. По всей видимости снижение количества 

нейтрофилов в образцах БАЛ, которые наблюдали в проведённом 

исследовании может быть объяснено подавлением активности экспрессии 

гена Stat3 в эндотелиальных клетках (рис. 24). 
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Рис. 24. Роль гена Stat3 в нейтрофильном воспалении при бронхиальной астме 

На рисунке представлены клеточные и молекулярные механизмы подавления 

проявлений БА с нейтрофильным типом воспаления путем ингибирования 

экспрессии Stat3 молекулами миРНК (siSTAT3). Супрессия Stat3 может 

приводить к: 1) ингибированию поляризации Th7-иммунного ответа, и как 

следствие к снижению выработки цитокинов (IL-17A, IL-17F, IL-21 и IL-22), 

необходимых для рекрутирования нейтрофилов в ткань легких; 2) 

уменьшению ремоделирования респираторного тракта путем подавления 

поляризации М2-макрофагов, продуцирующих металлопротеиназы ММР2 и 

ММР9; 3) подавлению продукции коллагена-1 фибробластами, участвующего 

в ремоделировании дыхательных путей; 4) подавлению экспрессии молекул 

адгезии ICAM-1 и VCAM-1 в эндотелиальных клетках, необходимых для 

рекрутирования провоспалительных клеток (включая нейтрофилы) в ткань 

легких.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, была создана экспериментальная модель на мышах, 

имитирующая резистентную к кортикостероидам бронхиальную астму с 

нейтрофильным типом воспаления. Предлагаемый протокол позволяет 

индуцировать у мышей все важные признаки астмы, включая выработку 

аллерген-специфического IgE, гиперреактивность бронхов, ремоделирование 

дыхательных путей и нейтрофильное воспаление, которые развиваются при 

помощи Th1-и Th17-, а не Th2-зависимого пути. 

Также был создан комплекс, состоящий из молекулы малой 

интерферирующей рибонуклеиновой кислоты против гена Stat3 и пептида-

носителя LTP, ингаляции которым приводят к уменьшению Th17-зависимого 

нейтрофильного воспаления. Применение созданного комплекса может быть 

многообещающим подходом к терапии кортикостероид-резистентной 

бронхиальной астмы с нейтрофильным типом воспаления (рис. 24). 

Результаты данной работы могут быть использованы для создания новых 

терапевтических подходов с целью преодоления кортикостероид-

резистентности бронхиальной астмы с нейтрофильным типом воспаления. 
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ВЫВОДЫ 

1. Создана экспериментальная модель на мышах, имитирующая 

резистентную к кортикостероидам БА с нейтрофильным типом воспаления. 

Предлагаемый протокол индуцирует у мышей все важные признаки этой 

патологии, которые развиваются при помощи Th1- и Th17-иммунного ответа. 

2. Продемонстрирована нечувствительность созданной модели 

бронхиальной астмы с нейтрофильным типом воспаления к терапии 

кортикостероидами; при экспериментальной терапии кортикостероидным 

препаратом дексаметазоном, не происходило уменьшения ГРБ и воспаления 

легких. 

3. С использованием методов биоинформатики спроектирована 

библиотека молекул миРНК, направленных на подавление экспрессии гена 

Stat3 мыши. 

4. Проведен скрининг биологической активности наиболее перспективных 

вариантов молекул миРНК in vitro на культуре клеток L929. 

5. Сконструирован комплекс состоящий из молекул миРНК, подавляющих 

экспрессию гена Stat3, и катионного пептида-носителя LTP, способного 

транспортировать нуклеиновые кислоты в различные типы клеток, включая 

лимфоциты. 

6. Проведен скрининг биологической активности комплекса состоящего из 

молекул миРНК, подавляющих экспрессию гена Stat3, и катионного пептида-

носителя LTP in vitro на культуре клеток L929. 

7. Продемонстрирована биологическая активность комплекса молекул 

миРНК и пептида LTP на модели бронхиальной астмы с нейтрофильным 

типом воспаления у мышей. Пятикратное ингаляционное введение комплекса 

приводило к снижению уровня экспрессии гена Stat3, что в свою очередь, 

оказывает влияние на проявления патологии: происходит уменьшение 

количества нейтрофилов в образцах БАЛ; отмечается уменьшение признаков 

ремоделирования бронхов и восстановление толщины стенок бронхов; 

происходит снижение экспрессии генов Th17-цитокинов (Il17a и Il17f). Таким 
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образом, Stat3 можно рассматривать как перспективную биомишень для 

создания новых средств терапии кортикостероид-резистентной бронхиальной 

астмы с нейтрофильным типом воспаления. 
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