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РЕЗЮМЕ  

Атопическая бронхиальной астма – наиболее частое и тяжелое аллергическое 

заболевание, патогенез которого характеризуется нарушением гомеостаза T-

лимфоцитов [5] (Смольникова М.В.). При атопической бронхиальной астме 

нарушение апоптоза T-клеток приводит к нарушению регуляции и поддерживанию 

гомеостаза переферических лимфоцитов [3] (Скибо Ю.В., 2019). В норме T-клетки 

должны подвергаться апоптозу, а его продукты  утилизироваться соседними 

клетками или профессиональными фагоцитами: моноцитами, макрофагами или 

дендритными клетками [2] (Ибрагимов Б.Р. 2023). Нарушение иммунитета, такие 

как аутоиммунитет возникают из-за неправильной регуляции апоптоза 

лимфоцитов и в том, числе недостаточного клиренса апоптотических телец, или его 

отсутствия [4], [6] (Скибо Ю.В., 2020), (Ярилин А.А, 2000).  

В последние годы большое внимание обращено к такой форме фагоцитоза, как 

эффероцитоз, в процессе которого аппоптические клетки удаляются 

фагоцитарными клетками путем LC3-ассоциированного фагоцитоза (LAP). [53]  

В работе представлен анализ содержания некоторых ключевых белков LAP-

пути в моноцитах периферической крови больных бронхиальной астмой тяжелого 

течения.  

Повышенная экспрессия белка Rubicon, установленная в настоящей работе, 

позволяет заключить, что в моноцитах здоровых доноров активируется LAP-путь, 



по которому происходит фагоцитоз погибающих T - клеток. В моноцитах больных 

тяжелой формы атопической астмы активируются компоненты характерные как 

для аутофагии, так и для LC3 ассоциированного фагоцитоза, тем не менее, 

достоверно установлено снижение экспрессии белка Rubicon, предполагаемого 

маркера LC3-ассоциированного фагоцитоза. 

ВВЕДЕНИЕ 

Бронхиальная астма по этиологии возникновения подразделяется на 

неаллергическую БА (аспириновая БА) и аллергичекую (атопическая – IgE-

обусловленная БА, неатопическая –HelgE-обусловленная БА).  

Предполагается, что в патогенезе атопической бронхиальной астмы 

существенную роль играет нарушение клиренса погибших T-клеток. С 

ослаблением апоптоза T- лимфоцитов, и запуском аутофагии в этих клетках, 

связывают развитие ряда аутоиммунных процессов [3], [47] (Skibo Yu. V., 2019), 

(Lambrecht B.N., 2017). Заключительным этапом апоптоза является поглощение 

апоптотических телец фагоцитирующими клетками. Данный процесс принято 

называть эфферецитозом, осуществляющийся путем LC3-ассоциированного 

фагоцитоза [53] (Magné J. 2022), [10] (Boada-Romero E. 2020), [16] (Cunha L.D.  

2018), [32] (Heckmann B.L. 2017). Накопление апоптотических телец в организме 

приводит к увеличению аутоантигенов, а затем и к аутоимунному ответу. 

 



Рис 1. Клеточный гомеостаз иммунных клеток[57] (Martinez J. 2016). 
Fig. 1. Cellular homeostasis of immune cells[57] (Martinez J. 2016). 

LAP функционирует при поглощении умирающих клеток [55] (Martinez et al., 

2011) [24] (Florey et al., 2011), а нарушение его активности способствуют 

волчаночноподобному состоянию [57] (Martinez et al., 2016). 

LAP был описан еще в 2007 году [74] (Sanjuan M.A. 2007). Это форма 

фагоцитоза, при котором рецепторами плазматической мембраны фагоцита 

происходит распознавание, захват и поглощение апоптотических телец, 

бактериальных и некротических клеток. Затем в фагоците при участии 

определенных белков аутофагии (Becklin1, VPS34, UVRAG, ATG5, ATG12, ATG7, 

ATG4, ATG4, LC3) формируется одномембранная фагосома. Фагосома 

обогащается молекулами LC3 белка и сливается с лизосомой, в которой 

впоследствии происходит лизис захваченного «груза» [53] (Magné J. 2022).  

Несмотря на совместное использование некоторых молекулярных 

механизмов, существуют различия, которые дифференцируют LAP от 

канонической аутофагии.  

На биохимическом уровне отличие аутофагии от LAP заключаетcя в первую 

очередь преинициирующими белками. При аутофагии это белки ULK 1 и ATG14, 

а при LAP - Rubicon и NOX2. В зависимости от преинциаторных белков на 

последней стадии синтезируется аутофаголизосома (двухмембранная органелла) 

или лапосома (одномембранная органелла). Тем не менее, процессы канонической 

аутофагии и не канонической аутофагии протекает по схожему механизму, при 

участии белков: Beclin1, VPS34, UVRAG, ATG5, ATG12, ATG16L, ATG7, ATG3, 

ATG4 и семейство LC3 – белков. 

LC3-ассоциированный фагоцитоз включает конъюгацию белка LC3 с 

одиночными органеллами (лапосомы) . В то время как в канонической аутофагии 

происходит конъюгация LC3 белка с двойными мембранными структурами. 

Начальным этапом аутофагии является окружение белков или органелл, 

требующих утилизации, единой изолирующей мембраной. Слияние краев 

мембранного мешка друг с другом образует замкнутую двухмембранную 

структуру, так называемую аутофагосому или незрелую аутофагическую вакуоль. 



Наконец, аутофагосома сливается с лизосомой, становясь аутолизосомой или 

деградирующей аутофагической вакуолью. LC3-ассоциированный фагоцитоз 

протекает по схожему механизму: захват «груза», слияние с лизосомой. Тем не 

менее, при LAP органелла с поглотившим грузом имеет однумембранную 

структуру [34], [39] (Herb M., 2020), (Inomata M., 2020). Это структурное различие 

четко определяет протекание процесса либо канонической аутофагии, либо 

неканонической формы аутофагии (LAP).  

В последнее десятилетие фагоцитоз мертвых или умирающих клеток 

подробно изучался на уровне осуществляющих этот процесс белков [42], [66] 

(Kelley SM,2021), (Morioka S 2019). Белков Rubicon первоначально был 

идентифицирован как компонент комплекса PI3K III класса и негативного 

регулятора канонической аутофагии (ингибитор белка Becklin 1) [61], [98] 

(Matsunaga K. 2009), (Zhong Y. 2009), а позже было показано, что Rubicon участвует 

в созревании эндосом [83], [84] (Sun Q. 2010), (Tabata K 2010). Также известно, что 

Rubicon привлекает НАДФН-оксидазы для участия в защите от бактерий [50], [90] 

(Li T, 2021), (Yang CS, 2012). Далее выяснилось, что Rubicon участвует в 

специфическом типе клеточного поглощения внеклеточного содержимого, 

называемом LC3-ассоциированным фагоцитозом (LAP) [52], [33], [16], [40] (Lim J. 

, 2019), (Heckmann BL. 2019), (Cunha LD. 2018), (Ishii KJ. 2008). Этот процесс 

считается критически важным для удаления некротического и апоптотического 

мусора и может иметь решающее значение для регенерации тканей после острого 

повреждения, избегая при этом аутоиммунитета [62] (Mehta P, 2014). 

Целью данного исследования был анализ экспрессии ключевых белков LС3 

- ассоциированного фагоцитоза в моноцитах больных бронхиальной астмой 

тяжелого течения. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ    

В качестве объекта исследования были использованы моноциты 

периферической крови здоровых доноров и больных атопической бронхиальной 

астмой. В группу тяжелой бронхиальной астмы вошли 15 больных.  



Контрольную группу составили 15 здоровых человек в возрасте от 20 до 34 

лет (средний возраст 27 ± 7 лет), не имевших отягощенного аллергологического 

анамнеза. 

Моноциты выделяли центрифугированием в градиенте плотности фиколл 

(ρ=1,077) (ПанЭко), с последующим центрифугированием в 46% осмотическом 

градиенте плотности Перколла (Percoll plus 1l, GE Healthcare). Подсчет клеток 

проводили в камере Нойбауэра (Counting Chamber with Bright Line Double Net 

Ruling, Marienfeld Superior). 

Наблюдение за ультраструктурой моноцитов в каждой группе проводили 

методом трансмиссионной электронной микроскопии. Клетки фиксировали в 2,5% 

глутаровом альдегиде, приготовленного на фосфатном буфере (0,1 М, pH 7.4). 

Образцы промывали фосфатным буфером 3 раза по 15 минут. Постфиксацию 

проводили 1% четырехокисью осмия. Затем обезвоживали в этаноле в восходящем 

ряду (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 96 и 100%) и выдерживали в ацетоне три раза по 20 

минут. Далее образцы инкубировали 2 раза по 30 минут в окиси пропилена и 

проводили пропитывание смесью эпоксидных смол ЭПОН с окисью пропилена по 

24 часа в следующих соотношениях: 1) 1:2; 2) 1:1; 3) 2:1. Затем материал помещали 

в чистую смолу. Полимеризацию проводили при температурах 37 °С, 45 °С и 62 °С 

в течение 24 часов. Ультратонкие срезы (50 нм – 60 нм) получали на микротоме 

Leica (Германия) и окрашивали 20 минут насыщенным водным раствором 2 % 

уранилацетата и 5 минут 0,4 % цитратом свинца [72] (Reynolds, 1963). 

Ультраструктуру органелл, участвующих в аутофагии и LC3-ассоциированном 

фагоцитозе, наблюдали и фотографировали в HR-TEM режиме на просвечивающем 

электронном микроскопе (ПЭМ) Hitachi HT 7700 Excellence при ускоряющем 

напряжении 100 кэВ с разрешением 0,144 нм [28], [64], [96], [7], [8], [14] 

(Gomzikova M. O., 2017), (Minnullina L., 2022) (Zhang,2023), (Mackensen A, 1995), 

(Aguirre L, 2020), (Arteaga-Blanco L,2020), (Costa G. M. J., 2023). Микроскопию 

проводили в Междисциплинарном центре «Аналитическая микроскопия» 

(Казанский федеральный университет, г. Казань, Республика Татарстан, Россия).  



Анализ ключевых белков регуляторов аутофагии и LC3-ассоциированного 

фагоцитоза проводили методом Вестерн Блотт - анализа. Определение 

концентрации белка в образцах проводили с использованием набора BCA Protein 

Assay (Thermo Fisher Scientific). Белки инкубировали последовательно с 

первичными и вторичными антителами и визуализировали с применением ECL-

набора на основе хемилюминесцентного субстрата (Bio-Rad). Были использованы 

такие первичные антитела, как антитела мыши к Bcl-2 (Invitrogen), антитела 

кролика к Vps34, антитела мыши к Becklin 1(Invitrogen), антитела к Rubicon 

(Invitrogen), Uvrag (Invitrogen), LC3 (Cell Signaling Technology), антитела к GABDH 

(Invitrogen). В качестве вторичных антител использовались мышиные и кроличьи 

антитела конъюгированные с пероксидазой хрена (Thermo Fisher Scientific). В 

качестве белкового маркера применяли MagikMark XP (Invitrogen, Molecular 

Probes) и Page Ruler (Thermo Fisher Scientific).  

Для статистической обработки данных использовали программную среду 

вычислений GraphPad Prism - 8 (GraphPad Software, Inc.). Серединные значения 

набора чисел (медиана выборки) не совпадали со средними значениями выборки. 

Нормальность распределения проверяли с помощью теста Шапиро-Уилка. Для 

сравнения двух групп использовали R-функцию теста Уилкоксона (критерий 

Манна — Уитни — Уилкоксона). Критический уровень значимости, при проверке 

статистических гипотез о существовании различий показателей между группами, 

p принят равным 0,05 (p-value ≤ 0,05). Корряляционный анализ был выполнен 

методом Спирмана. 

РЕЗУЛЬТАТЫ  

Первичный анализ популяций лейкоцитов проводили с помощью диаграммы 

прямого – бокового светорассеяния (SS – FS). Результаты цитометрических 

исследований (рис. 2), а также микрофотографии флюоресцентной микроскопии 

(рис. 3) подтвердили наличие белка CD14 в клетках, выделенных из 

перифирической крови, после очистки на градиенте плотности Фиколла с 

последующей очисткой в градиенте Перколла. Это свидетельствует о том, что 



данная субпопуляция клеток, содержит моноциты. Чистота и извлечение 

моноцитов составила около 70% (рис. 2). 

 
Рис 2. Этапы выделения моноцитов:  А - состав мононуклеарных клеток 

периферической крови, выделенных на градиенте плотности Фиколла ( моноцитов 20,9 %), Б - 
состав мононуклеарных клеток периферической крови, после очистки на градиенте плотности 
перколла (70,0 %). 

Fig. 2. Stages of monocyte isolation: A - composition of peripheral blood mononuclear cells 
isolated on the Ficoll density gradient (monocytes 20.9%), B - composition of peripheral blood 
mononuclear cells after purification on the Percoll density gradient (70.0%). 

 
 

 
Рис. 3. Микрофотография флюоресцентной микроскопии. (увеличение X20). 

Субпопуляция моноцитов периферической крови после очистки на градиенте плотности 
перколла, окрашенная моноклональными антителами к CD14, конъюгированные FITS,  
Репрезентативный результат. 

Fig. 3.  Fluorescence micrograph. (magnification X20). A subpopulation of peripheral blood 
monocytes after purification on a Percoll density gradient, stained with anti-CD14 monoclonal 
antibodies conjugated with FITS, . representative result. 



 
Рис. 4. Структурное сравнение лапосом - LC3-ассоциированный фагоцитоз (А - черная 

стрелка) - моноцитов от здоровых доноров и аутофаголизосом - аутофагии (В - белая стрелка) 
моноцитов от больных тяжелой атопической бронхиальной астмой. 

Figure 4. Structural comparison of laposomes - LC3-associated phagocytosis (A - black arrow) 
- monocytes from healthy donors, and autophagolysosomes - Autophagy (B - white arrow) of monocytes 
from patients with severe atopic bronchial asthma. 

 
В образцах здоровых доноров методом трансмиссионной электронной 

микроскопии были обнаружены одномембранные структуры характерные для 

процесса LC3-ассоциированный фагоцитоза (лапосомы). Размеры лапосом в 

клетках здоровых доноров достигали 13 мкм в диаметре, а размеры аутофагосом в 

клетках больных варьировались в диапозоне 6- 6,5 мкм (рис. 4). 

 



Рис. 5. Анализ апоптотических (Cas-3 и Bcl-2), аутофагических (Becklin 1, LC3) и белков LAP-
ассоциированного фагоцитоза (Rubicon, LC3) в моноцитах здоровых доноров (1) и больных 
тяжелой формой астмы (2) 
Figure 5. Analysis of apoptotic (Cas-3 and Bcl-2), autophagic (Becklin 1, LC3) and LAP-associated 
phagocytosis proteins (Rubicon, LC3) in monocytes of healthy donors (1) and patients with severe 
asthma (2) 

Сравнительный анализ ключевых белков апоптоза методом Вестерн Блотт – 

анализа выявил сниженную экспрессию апоптотического белка Caspase-3 (Cas-3) в 

моноцитах больных тяжелой формы атопической бронхиальной астмы на фоне 

здоровых пациентов. Bcl-2 белок, который ингибирует протекание апоптоза, что 

приводит к дальнейшему функционированию клетки. 

Активацию канонической и неканонической аутофагии оценивали по 

экспрессии ключевых белков аутофагии. Результаты из рисунка 5 показали, что в 

моноцитах здоровых доноров маркерный белок аутофагии присутствует в форме 

LC3-I, которая находится в цитоплазме. LC3-I является цитозольным, тогда как 

LC3-II связан с мембраной. LC3-II, стандартный маркер аутофагосом, образуется 

путем конъюгации цитозольного LC3-I с фосфатидилэтаноламином (PE) на 

поверхности зарождающихся аутофагосом. В связи с этим, соотношение LC3-

I/LC3-II говорит о завершенности или о незавершенности аутофагии. В группе с 

тяжелой формой АБА мы наблюдали более высокую экспрессию LC3-II в клетках.  

У здоровых доноров наблюдается повышение белка Rubicon – негативного 

регулятора аутофагии. Rubicon является ключевым белком LC3-ассоциированного 

фагоцитоза, и используется в качества маркера протекания процесса.  

Анализ белков Rubicon и Uvrag, выявил в образцах больных тяжелой формой 

АБА низкую экспрессию. В то время как в образцах здоровых доноров экспрессия 

белков LC3- ассоциированного фагоцитоза были выше, чем у больных. Это говорит 

о том, что механизм LC3 – ассоциированного фагоцитоза в моноцитах больных 

АБА тяжелой формы запускается реже, или нарушен. 

Ген Becklin1 (ATG 6) играет ключевую роль в канонической аутофагии, 

выполняющий роль одного из инициаторов механизма. В образцах моноцитов АБА 

было обнаружено не значительное повышение белка Becklin 1. 

 



ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

Считается, что среди различных форм клеточной гибели каспазо-зависимый 

апоптоз отвечает за большую часть гомеостатического клеточного отбора [ Nafata, 

2010]. Апоптоз характеризуется округлением и сморщиванием клеток, 

конденсацией хроматина и образованием пузырьков плазматической мембраны 

или апоптотических телец [1] (Деев, Р.В.). Апоптотическая гибель клеток помогает 

устранить клетки, которые являются старыми или больше не нужны, не вызывая 

повреждения окружающих тканей и инициируя иммунный ответ. В случае, когда 

происходит нарушение утилизации иммунных клеток, нарушается именно 

иммунный гомеостаз, приводящий к различным иммунным и аутоиммунным 

патологиям. В случаях повышенной гибели клеток из-за инфекции, или при встрече 

с каким либо аллергеном (апоптоз эпителиальных клеток при легочных 

заболеваниях) клиренс апоптотических клеток опосредуется как резидентными 

фагоцитами, так и фагоцитами, привлеченными из кровотока. Нарушение клиренса 

апоптотических клеток на ранних стадиях гибели и прогрессирование до 

вторичного некротического состояния может вызвать воспаление ткани из-за 

высвобождения клеточного содержимого или воздействия иным образом 

секвестрированных внутриклеточных фрагментов. Помимо резидентных 

фагоцитов, циркулирующие моноциты также могут рекрутироваться во время 

острой необходимости. Рекрутированные фагоциты могут действовать совместно 

или конкурировать с резидентными фагоцитами и тем самым влиять на иммунный 

ответ.  

Способность макрофагов утилизировать апоптотический груз при 

атопической бронхиальной астме была продемонстрирована Chung-Hsiang [49] 

(Chung-Hsiang, 2022). Было выявлено, что у макрофагов больных АБА имеются 

дефекты, включающие снижение фагоцитоза, снижение эфероцитоза и усиление 

апоптоза самих макрофагов, что в конечном итоге приводило к уязвимости 

дыхательных путей [49] (Chung-Hsiang, 2022). 

У нас вызывает большой интерес ответ на вопрос, как эти механизмы 

протекают в циркулирующих моноцитах. Появляются ли эти дефекты в ходе 



поляризации в провоспалительные и противовоспалительные макрофаги, или 

моноциты уже имеют схожие повреждения [32] (Heckmann B.L.,2017). Так же стоит 

вопрос о протекании канонической аутофагии в этих клеток, и его влияние на 

гомеостаз иммунных клеток. 

В работе представлен анализ содержания некоторых ключевых белков LAP-

пути в моноцитах периферической крови больных бронхиальной астмой тяжелого 

течения. Ранее было установлено, что для этой группы больных характерна 

устойчивость клеток к апоптозу. В связи с этим в клетках активируется аутофагия, 

альтернативный путь клеточной гибели. Установленная нами, повышенная 

экспрессия белков Rubicon, указывает на то, что в моноцитах здоровых доноров 

активируется LAP-путь, по которому происходит фагоцитоз погибающих T - 

клеток. 

Процесс слияния лизосом с аутофагосомами позитивно регулируется 

комплексом UVRAG-Vps34-Beclin 1, а также негативно регулируется комплексом 

Rubicon-UVRAG-Vps34-Beclin 1, т. е. белок Rubicon является ключевым 

регуляторами между канонической и неканонической аутофагии [98] (Zhong Y. 

2009). В случае если преобладает комплекс белков Rubicon-UVRAG-Vps34-Beclin 

1 в фагоцитирующих клетках запускается LC3- ассоциированный фагоцитоз, и в 

этом случае клетка перерабатывает не собственные органеллы, как в случае 

канонической аутофагии, а внешнеклеточные патогены, в том числе и 

апоптотические тельца других клеток [60] (Masud S.2019). 

Нами показано, что в моноцитах больных астмой содержание белка Rubicon, 

отвечающего за протекание LAP и формирование одномембранной структуры, 

необходимой для деградации апоптотических клеток, было ниже чем в моноцитах 

здоровых доноров (рис. 5).  

Анализы трансмионной электронной микроскопии (рис. 4), показывающее 

низкое содержание одномембранных структур (лапосом) на фоне высокого 

содержания двухмембранных структур относящихся к аутофагии, также 

доказывают низкое протекание LAP при тяжелой форме атопической 

бронхиальной астме.  



Работа выполнена в рамках Программы стратегического академического 

лидерства Казанского федерального университета (ПРИОРИТЕТ-2030). 
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