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Аннотация 

Статья посвящена изучению содержания основных белков апоптоза (каспазы-3, 

Bcl-2) и аутофагии (LC3-II, Rubicon, UVRAG) в Т-клетках больных легкой и тяжелой 

формами атопической бронхиальной астмы. Анализ проводился на свежевыделенных и 

культивированных клетках в течение 3 и 6 сут. Результаты исследования содержания 

апоптотических белков показали, что культивирование клеток сопровождается снижени-

ем содержания активной формы каспазы-3 и повышением белка Bcl-2 в группах больных 

астмой, причем выявленные изменения возрастают с увеличением тяжести заболевания. 

Анализ белков аутофагии показал наличие II формы LC3-белка в группе с тяжелой фор-

мой заболевания и повышение содержания Rubicon и UVRAG по сравнению с кон-

трольной группой. Полученные результаты позволяют сделать вывод, что для обеих ис-

следованных групп больных астмой характерно торможение апоптоза Т-лимфоцитов. 

Наиболее выраженная устойчивость установлена в группе с тяжелой формой заболевания. 

Снижение апоптотической активности сопровождается повышением аутофагического 

процесса, который, по-видимому, служит альтернативным путем гибели клеток. 

Ключевые слова: бронхиальная астма, Т-лимфоциты, апоптоз, аутофагия, каспаза-3, 

Bcl-2, LC3B, Rubicon, UVRAG 

 

Введение 

Бронхиальная астма, характеризуемая воспалением дыхательных путей, как 

правило, сопровождается инфильтрацией Т-лимфоцитов и эозинофилов, повы-

шенной секрецией провоспалительных цитокинов и обратимой обструкцией брон-

хов [1]. Известно, что персистенция воспаления дыхательных путей зависит от 

снижения апоптоза активированных эозинофилов и Т-лимфоцитов [2, 3]. Суще-

ствуют три различных механизма реализации апоптоза: первый активируется сиг-

налами, поступающими в клетку из вне; второй опосредован активаторами гибели 

клеток, которые взаимодействуют с рецепторами на поверхности этих клеток 

(FasL, TNF), и третий может быть опосредован реактивными формами кислорода.  

Члены семейства белков Bcl-2 также могут быть вовлечены в этот процесс. 

Белок Bcl-2 подавляет апоптоз, предотвращая активацию каспаз, которые осу-

ществляют процесс. Каспазы являются ключевыми медиаторами запрограммиро-

ванной гибели клеток. Среди них каспаза-3 занимает центральное место, являясь 
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эффекторным белком, поскольку активируетапоптотические эндонуклеазы, свя-

зывая ингибитор этих нуклеаз,что приводит к цитоморфологическим и биохи-

мическим изменениям в клетке, характерным для апоптоза [4, 5]. 

Апоптоз является наиболее изученной формой гибели клеток. Однако в по-

следние годы больший интерес вызывает другая форма программированной 

клеточной гибели (ПКГ) – аутофагия. Последняя способствует удалению цито-

плазматических компонентов и активируется в ответ на изменение внешних и 

внутренних условий, например на истощение питательных веществ, и таким 

образом поддерживает жизнедеятельность клетки в стрессовых условиях [6–8]. 

С другой стороны, аутофагия может быть механизмом гибели (ПКГ II типа), 

при котором, в отличие от апоптоза, сначала происходит деградация органелл, 

а уже на поздних стадиях коллапс элементов цитоскелета [9]. Наиболее изучен-

ным белком аутофагии является LC3-белок, его преобразование из цитоплазма-

тической LC3-I-формы в LC3-II-форму, непосредственно связанную с двойной 

мембраной аутофагосомы, используется для мониторинга процесса. Относитель-

ное количество мембраносвязанных LC3-II отражает количество аутофагосом, 

так что индукцию и ингибирование аутофагии можно контролировать путем из-

мерения количества цитоплазматического (LC3-I) и мембраносвязанного (LC3-II) 

белка с помощью иммунологического анализа [10–14]. 

Для завершения процесса аутофагии необходимо слияние аутофагосом с ли-

зосомами, поскольку сами аутофагические вакуоли не содержат гидролаз. Одни-

ми из регуляторов этого процесса являются белки UVRAG и Rubicon в составе 

комплексов: Vps34-Vps15-Beclin 1-UVRAG и Vps34-Vps15-Beclin 1-UVRAG-

Rubicon [15–18]. При этом UVRAG и Rubicon являются антагонистами, выпол-

няя противоположные функции: UVRAG в комплексе с Beclin 1 индуцирует био-

синтез аутофагосомы, ее созревание, регулирует эндоцитоз, и  в составе с VPS-

комплексом класса C отвечает за связывание везикул (этап, предшествующий 

этапу слияния аутофагосомы с лизосомой). Белок Rubicon является негативным 

регулятором аутофагии. Было показано, что его повышенная экспрессия сопро-

вождалась избыточным числом незрелых аутофагосом [16, 17].  

На основании всех этих данных была поставлена цель – провести анализ 

экспрессии ключевых белков апоптоза (каспаза-3, Bcl-2) и аутофагии (LC3, 

UVRAG, Rubicon) в Т-лимфоцитах, выделенных из периферической крови боль-

ных атопической бронхиальной астмой (АБА) с разной степенью тяжести. Полу-

ченные результаты позволят судить о степени вовлеченности каждого из этих 

процессов в патогенез заболевания. 

1. Материалы и методы 

1.1. Объект исследования. В качестве объекта исследования были исполь-

зованы Т-лимфоциты периферической крови здоровых доноров и больных АБА 

(легкой и тяжелой степени). Образцы периферической крови больных АБА были 

получены у пациентов, состоящих на учете в специализированной консульта-

тивно-диагностической поликлинике инфекционно-аллергических заболеваний 

ФБУН Казанского научно-исследовательского института эпидемиологии и мик-

робиологии Роспотребнадзора, г. Казань (договор о научно-исследовательской 

работе № 5299091012). От пациентов получено информированное согласие 
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на использование образцов в исследовании. У 15 пациентов установлен диа-

гноз АБА легкого персистирующего течения, у 20 пациентов – АБА персисти-

рующего течения тяжелой степени. Диагноз и степень тяжести АБА верифици-

ровали согласно критериям «Глобальной стратегии диагностики, профилактики 

и лечения астмы» (GINA, 2018) и Федеральным клиническим рекомендациям 

по диагностике и лечению бронхиальной астмы (Российское респираторное 

общество, 2016 г.). Группу контроля составили 15 практически здоровых доб-

ровольцев в возрасте от 20 до 34 лет (средний возраст 27 ± 7 лет), которые не 

имели отягощенного аллергологического анамнеза, с отрицательными резуль-

татами кожных аллергопроб, уровнем IgE менее 100 МЕ/мл, стандартными по-

казателями функции внешнего дыхания. 
 

1.2. Выделение Т-лимфоцитов Лимфоциты выделяли по стандартной мето-

дике на градиенте плотности фиколл-урографин (ρ = 1.077). Для получения попу-

ляции Т-лимфоцитов использовали метод иммуномагнитной сепарации (Dyna-

beads Untouched Human T cells, Dynal, Invitrogen). Подсчет клеток проводили 

в камере Горяев. Клетки были окрашены 0.1%-ным раствором трипанового 

синего.  
 

1.3. Культивирование Т-лимфоцитов. К полученному осадку Т-лимфо-

цитов добавляли среду RPMI-1640, содержащую эмбриональную телячью сы-

воротку (10%), пенициллин/ стрептомицин (5000 ед./мл / 5000 мкг/мл) и L-глу-

тамин (1%) из расчета, что на 1 лунку необходим 1 мл клеточной суспензии 

с концентрацией 2·106 мл. Клетки культивировали в инкубаторе при 37 С, со-

держащей 5% СО2 в течение 3 и 6 сут. 
 

1.4. Вестерн-блот-анализ белков. К клеточному осадку добавляли 50 мкл 

RIPA буфер с добавлением ингибиторов протеаз и фосфатаз (Thermo Scientific). 

Полученные клеточные лизаты замораживались, хранились при –20 °С и раз-

мораживались непосредственно перед электрофорезом. Определение концентра-

ции белка в образцах проводили с использованием набора BCA Protein Assay 

(Thermo Scientific). Перед нанесением на гель в образцы добавляли 0.5 мкл  

1%-ного бромфенолового синего. Электрофорез лизатов, содержащих ~20 мкг 

белка, проводили через SDS-PAGE в 10–20%-ном градиентном геле. После окон-

чания электрофореза гель помещали в трансфер-буфер (25 мМ Трис, 192 мМ гли-

цин, 20%-ный метанол, рН 8.3) и переносили белки на PVDF мембрану (Merck 

Millipore) в течение 1 ч при напряжении 350 В. После трансфера мембрану ин-

кубировали последовательно с первичными и вторичными антителами и визуа-

лизировали с применением ECL-набора на основе хемилюминисцентного суб-

страта (Bio-Rad). Были использованы первичные антитела мыши к Bcl-2 (Cell 

Signaling Technology), антитела кролика к LC3 (Cell Signaling Technology), анти-

тела кролика к каспазе-3 (Invitrogen), антитела к UVRAG (Invitrogen), антитела 

Rubicon (Invitrogen), антитела кролика к актину (Cell Signaling Technology) и 

антитела к GAPDH (Invitrogen). В качестве вторичных были использованы ан-

титела, коньюгированные с пероксидазой (Life Technologies). Мы также приме-

няли белковый маркер MagicMark XP (Invitrogen, Molecular Probes). 
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1.5. Статистический анализ данных. Обработку результатов проводили 

в статистической среде R. Для представления данных использовали боксплоты. 

Для сравнения трех групп применяли критерий Крускала – Уоллиса с после-

дующими парными сравнениями с поправкой Бонферрони и Бенжамини – Хокг-

берга. Две группы сравнивали с использованием критерия Манна – Уитни. 

Статистически значимыми считали различия при p ˂ 0.05. 

2. Результаты 

2.1. Анализ содержания каспазы-3 в Т-лимфоцитах. Биохимическим мар-

кером активации апоптоза в клетках служит протеолитическое расщепление про-

каспазы-3 с образованием эффекторной каспазы-3. В апоптотических клетках ак-

тивная каспаза-3 расщепляет ингибитор ICAD, что высвобождает эндонуклеазу 

CAD. Активность фермента приводит к деградации хромосомной ДНК, вызывая 

конденсацию хроматина. Таким образом, повышение содержания каспазы-3 и, 

соответственно, снижение ее неактивной формы (прокаспазы-3) является показа-

телем интенсивности апоптоза в клетках [19]. Анализ соотношения каспаза-3/ 

прокаспаза-3 (условно обозначенного как коэффициент к) проводился во всех 

исследуемых группах после 3 и 6 сут культивирования Т-лимфоцитов (рис. 1).  
 

 

Рис. 1. Оценка содержания прокаспазы-3 и ее активной формы каспазы-3 в лизатах Т-

лимфоцитов после 3 и 6 сут культивирования методом вестерн-блоттинга. На иммуно-

граммах представлены контрольные лизаты клеток и образцы лизатов, полученные из 

клеток больных легкой и тяжелой формами АБА. В качестве «загрузочного» контроля 

использован β-актин. Содержание каспазы-3 и прокаспазы-3 в разных клеточных лизатах 

нормализовано по уровню β-актина 

Сравнительный анализ между группами показал, что имеется достоверное 

снижение (p = 1.795·10–10) коэффициента к в группе с тяжелой формой астмы 

(рис. 2, а). Сравнительный анализ значения коэффициента к в динамике внутри 

каждой группы показал, что в группе со здоровыми донорами нет значимых раз-

личий (p  = 0.056), но есть тенденция к снижению на 3-е и 6-е сутки (p = 0.067) 

(рис. 2, б). Не оказалось статистически значимых различий в группе с легкой фор-

мой АБА (p = 0.102) (рис. 2, в). Только в группе с тяжелой АБА показано значимое 

снижение коэффициента к на 6-е сутки по сравнению с 3-ми (p = 0.022) (рис. 2, г).  

Суммируя полученные результаты можно сказать, что культивирование Т-

лимфоцитов в течение 3 сут оказывает различное влияние на клетки в зависи-

мости от тяжести заболевания. В группе контроля показатель к снизился и до-

стиг значения меньше 1, то есть количество активной формы каспазы-3 стало 

меньше, чем на начальной стадии культивирования. В группе с легкой формой 

астмы этот показатель не изменился. Только в группе с тяжелой формой астмы 

значение к выросло по отношению к начальному значению. Однако оно осталось 

наименьшим, если сравнивать с соответствующими значениями в других группах. 



АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ КЛЮЧЕВЫХ БЕЛКОВ-РЕГУЛЯТОРОВ… 

 

509 

 

Рис. 2. Результаты статистического анализа данных экспрессии каспазы-3 и ее неактивной 

формы в Т-лимфоцитах, полученных от здоровых доноров и больных легкой и тяжелой 

формами астмы. Анализ проводился в свежевыделенных клетках культивированных 

клетках в течение 3 и 6 сут: а) межгрупповой анализ коэффициента к в трех группах 

с применением критерия Крускала – Уоллиса с последующими парными сравнениями 

с поправкой Бонферрони и Бенжамини – Хокгберга; б) анализ коэффициента к в группе 

контроля в динамике (0, 3 и 6 сут); в) анализ коэффициента к в группе с легкой формой 

АБА в динамике (0, 3 и 6 сут); г) анализ коэффициента к в группе с тяжелой формой 

АБА в динамике (0, 3 и 6 сут) 

Более длительное культивирование клеток (6 сут) сопровождается сниже-

нием питательных веществ в среде и, как следствие, голоданием клеток, кото-

рое должно приводить к индукции апоптоза. Действительно, повышение значе-

ния к было установлено в группе контроля и группе с легкой формой астмы, при-

чем в группе с астмой оно было выше 1, в контрольной равнялось 1. Таким обра-

зом, в обеих группах отмечается рост активированной каспазы-3, особенно в клет-

ках больных легкой астмой, что говорит об активации апоптоза. Только в группе 

с тяжелой формой заболевания значение коэффициента k снизилось по отноше-

нию к значению k на 3-е сутки, то есть клетки больных тяжелой формой астмы 

проявляли устойчивость к апоптозу. 
 

2.2. Анализ содержания Bcl-2-белка в Т-лимфоцитах Определение со-

держания Bcl-2-белка в клетках во всех исследуемых группах было также про-

ведено на 3-е и 6-е сутки культивирования (рис. 3). В контрольной группе уста-

новлена слабая экспрессия в свежевыделенных клетках, которая незначительно 

повысилась к 3-м суткам. На 6-е сутки содержание Bcl-2 в клетках также оста-

валось незначительным.  

В группе с легкой формой астмы наиболее высокое содержание белка уста-

новлено на 3-е сутки культивирования, к 6-м суткам содержание Bcl-2 снизилось. 

Однако его содержание было несколько выше, чем в группе контроля. Наиболее 

высокая экспрессия Bcl-2-белка установлена в группе с тяжелой формой  астмы  

а) 

б) 

в) 

г) 
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Рис. 3. Анализ содержания Bcl-2-белка в лизатах Т-лимфоцитов после 3 и 6 сут культи-

вирования методом вестерн-блоттинга. На иммунограммах представлены контрольные 

лизаты клеток и образцы лизатов, полученные из клеток больных легкой и тяжелой 

формами АБА. В качестве «загрузочного» контроля использован GAPDH 

 
Рис. 4. Анализ содержания LC3-I- и LC3-II-белка в лизатах Т-лимфоцитов после 3 и 6 сут 

культивирования методом вестерн-блоттинга. На иммунограммах представлены контроль-

ные лизаты клеток и образцы лизатов, полученные из клеток больных легкой и тяжелой 

формами АБА. В качестве «загрузочного» контроля использован β-актин. Содержание кас-

пазы-3 и прокаспазы-3 в разных клеточных лизатах нормализовано по уровню β-актина 

(рис. 3). Так же, как и в клетках больных легкой астмой и в контроле, его экспрес-

сия была наиболее высокой на 3-е сутки, но, в отличие от них, на 6-е сутки сни-

жение его количества было незначительным. 
 

2.3. Анализ содержания LC3-II-белка в Т-лимфоцитах. LC3-белок (мик-

ротубилин-связанный белок легкой цепи 3) присутствует в цитозоле большин-

ства типов клеток и существует в трех изоформах (А, В и С). При запуске ауто-

фагии под воздействием цистеиновой протеазы Atg4 LC3 протеолитически раз-

рушается, образуя цитоплазматическую LC3-I-форму [10]. LC3-I-белок затем 

активируется с помощью E1-подобного фермента Atg7 и переносится к Atg3-

белку для его коньюгации с фосфатидилэтаноламином и образования LC3-II-

формы. Таким образом, LC3-II-белок вовлекается в процесс синтеза и роста фаго-

фора и локализуется на внутренней и внешней мембранах аутофагосомы. Транс-

формация цитоплазматического белка LC3-I (18 кДа) в мембранный белок ауто-

фагосом – LC3-II (16 кДа) – значительно усиливается при культивировании кле-

ток в условиях голодания (без аминокислот и сыворотки), что свидетельствует 

об активизации процесса аутофагии. Поэтому количество LC3-II хорошо корре-

лирует с числом аутофагосом. Эта характеристика преобразования LC3 может 

быть использована для мониторинга аутофагии [12, 14]. 

Результаты иммуноблоттинга показали, что у здоровых доноров маркерный 

белок аутофагии присутствует в LC3-I-форме, которая находится в цитоплазме и 

не связана с формированием аутофагосом (рис. 4), но свидетельствует об инициа-

ции процесса аутофагии. Аналогичные результаты были получены в группе боль-

ных легкой формой астмы. Культивирование Т-лимфоцитов в течение 3 и 6 сут 

не влияло на индукцию образования LC3-II-формы. Эта форма белка была обна-
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ружена только в лизатах клеток больных тяжелой формой астмы, причем как 

в свежевыделенных клетках, так и на 3-е и 6-е сутки культивирования. 
 

2.4. Анализ содержания белков Rubicon и Uvrag в Т-лимфоцитах. После 

формирования аутофагосомы наступает следующий этап – ее слияние с лизо-

сомой с образованием аутофаголизосомы. Именно лизосомы содержат гидро-

лазы, необходимые для переваривания клеточных компонентов. Процесс слия-

ния лизосом с аутофагосомами может позитивно регулироваться комплексом 

UVRAG-Vps34-beclin 1 PI3K, а также подвергаться негативной регуляции ком-

плексом Rubicon-UVRAG-Vps34-beclin 1 PI3K [15, 17], то есть ключевыми ре-

гуляторами являются белки UVRAG и Rubicon.  
 

 

Рис. 5. Результаты статистического анализа данных экспрессии белков Rubicon (а) 

и UVRAG (б) в Т-лимфоцитах, полученных от здоровых доноров и больных тяжелой 

формой астмы. Анализ проводился в свежевыделенных клетках. Для представления 

данных использовали боксплоты. Для сравнения применялся критерий Уилкоксона 

 

Рис. 6. Сравнительный анализ содержания белков Rubicon и UVRAG в Т-лимфоцитах 

больных тяжелой формой астмы. Анализ проводился в свежевыделенных клетках. Для 

представления данных использовали боксплоты. Для сравнения применялся критерий 

Уилкоксона 

Мы проанализировали экспрессию данных белков в Т-лимфоцитах пациентов 

с тяжелой формой астмы, так как экспрессия LC3-II-белка была обнаружена в 

клетках только в данной исследуемой группе. Мы установили, что имеется досто-

верно высокое содержание UVRAG в группе с тяжелой формой астмы по сравне-

нию с контрольной (p = 0.031) (рис. 5, а). Количество белка Rubicon также оказа-

лось выше в группе больных  астмой, чем у здоровых доноров (p = 0.017). Сравни-

тельный анализ содержания этих двух белков показал, что экспрессия инициирую-

щего белка UVRAG по сравнению с Rubicon достоверно выше (p = 0.0097) (рис. 6).  

а) б) 
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Полученные результаты подтверждают, что в Т-лимфоцитах больных тя-

желой формой астмы развивается процесс аутофагии. 

3. Обсуждение  

Дисрегуляция аутофагии была выявлена при ряде заболеваний, включая 

иммунные расстройства. Тем не менее вопрос о том, как именно влияет ауто-

фагия на активность иммунных клеток, остается противоречивым отчасти из-за 

сложного функционального и молекулярного пересечения аутофагии и апоптоза. 

Первая заслуживающая внимания связь аутофагии с патогенезом заболеваний 

появилась, когда лаборатория Бет Левайн (Beth Levine) идентифицировала 

Beclin 1 как человеческий гомолог Atg6 дрожжей на основании его способности 

взаимодействовать с антиапоптотическим белком Bcl-2 [20]. В результате голо-

дания киназа JNK1 фосфорилирует Bcl-2 и способствует его высвобождению, 

в результате чего Beclin1 способствует активации аутофагии, а белок Bcl-2 

предотвращает активацию апоптоза. Несмотря на сравнительно длительный пе-

риод исследований в области апоптоза лимфоцитов крови больных бронхиаль-

ной астмой, данные разных групп ученых в настоящее время расходятся.  

Одними учеными признается повышение апоптотической активности лим-

фоцитов больных астмой [21, 22]. Другие исследователи отмечают ингибиро-

вание апоптоза данной популяции клеток в условиях in vitro [23, 24].  

Анализируя экспрессию двух ключевых апоптотических белков-антагонистов 

(каспазы-3 и Bcl-2), мы показали, что происходит снижение каспазной активности 

(а именно коэффициента к) и увеличение содержания Bcl-2-белка с увеличением 

тяжести заболевания (рис. 1).  

Как отмечалось выше, протеолитическое расщепление прокаспазы-3 с обра-

зованием эффекторной каспазы-3 (активной формы) служит биохимическим 

маркером активации апоптоза в клетках. В настоящей работе при исследовании 

активной и неактивной (прокаспазы) форм каспазы-3 в клетках больных тяжелой 

и легкой формах астмы значение к было ниже 1. Это означает, что количество 

прокаспазы 3 выше, чем ее активной формы, однако внутри этих двух групп 

также были различия. Так, в группе с легкой формой заболевания количество 

активной каспазы-3 в свежевыделенных клетках ниже по сравнению с неактив-

ной. Но в процессе культивирования клеток значение показателя к увеличива-

ется, что указывает на активацию спонтанного апоптоза в ответ на стресс 

(снижение питательных веществ в культуральной среде). Наименьшим значе-

ние коэффициента к было в группе с тяжелой формой заболевания, и за все 

время культивирования это значение практически не изменялось (отмечено лишь 

незначительное его увеличение на 3-е сутки культивирования). 

Таким образом, в Т-клетках данной категории больных отмечается устой-

чивость клеток к апоптозу при стрессе.  

Содержание Bcl-2-белка в лимфоцитах больных астмой является спорным 

вопросом. А. Хамзоуи с соавторами показали [23], что лимфоциты, выделенные 

из мокроты больных астмой, содержат повышенное количество белка. С другой 

стороны, С. Янг с коллегами [24] сообщили о сниженной экспрессии Bcl-2 

в лимфоцитах, выделенных из бронхоальвеолярного лаважа больных астмой 

по сравнению со здоровыми донорами. В своем исследовании Ф.С. Абдуламир 
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с соавторами [25] пытался объяснить данное разногласие, указав, что экспрес-

сия Bcl-2 в лимфоцитах зависит от тяжести заболевания. В целом повышение 

экспрессии Bcl-2 в лимфоцитах больных астмой по сравнению со здоровыми 

донорами происходит независимо от тяжести заболевания.  

Проведенное нами исследование согласуется с результатами работ [26, 27], 

подтверждая теорию, что экспрессия анти-апоптотического белка повышается 

с увеличением тяжести заболевания. Однако мы можем добавить, что экспрес-

сия Bcl-2 также повышается и с увеличением времени культивирования, в про-

цессе которого создаются стрессовые условия, стимулирующие в норме запуск 

апоптоза. А повышающаяся экспрессия белка говорит об устойчивости Т-лим-

фоцитов к гибели.  

Различными исследователями было показано, что снижение апоптоза мо-

жет сопровождаться активацией аутофагии [28, 29]. Сообщается о вовлеченно-

сти аутофагии в различные биологические процессы, в том числе воспалитель-

ные реакции и воспалительные заболевания.  

В настоящее время имеется всего несколько сообщений об активации ауто-

фагии при развитии бронхиальной астмы [1, 29–31]. С помощью электронной 

микроскопии на биопсийных образцах бронхов было показано повышенное чис-

ло двойных мембран аутофагосом в фибробластах и эпителиальных клетках [32]. 

В работе [29] установлен высокий уровень аутофагии в группе с тяжелой формой 

астмы в гранулоцитах из мокроты, а также в клетках периферической крови.  

Оценку активации аутофагии мы проводили по наличию экспрессии LC3-II-

белка, являющегося специфическим маркером процесса. Результаты иммуно-

блоттинга показали, что в лимфоцитах здоровых доноров маркерный белок 

аутофагии присутствует в LC3-I-форме, которая находится в цитоплазме, и его 

наличие говорит об инициации процесса аутофагии (рис. 4). Культивирование Т-

лимфоцитов в течение 6 сут также не повлияло на образование II формы белка. 

Аналогичные результаты были получены и в группе больных легкой формой 

АБА. Только в лизатах клеток больных тяжелой формой астмы обнаружена II 

мембраносвязанная форма LC3-белка (рис. 4). Тенденция к увеличению уровня 

LС3-II и снижению показателя LС3I/ LС3-II у больных тяжелой формой астмы 

может свидетельствовать о нарушении слияния аутофагосом и лизосом и, сле-

довательно, о незавершенной аутофагии, приводящей к накоплению большого 

числа аутофагосом внутри клеток и, как следствие, к нарушению клиренса апоп-

тотического материала [33]. 

Таким образом, полученные данные согласуются с результатами работы [34] 

с той лишь разницей, что наш эксперимент был проведен на Т-лимфоцитах и яв-

ляется дополнительным подтверждением активации аутофагии в группе с тяже-

лой формой бронхиальной астмы.  

На заключительном этапе исследования был проведен анализ содержания 

белков UVRAG и Rubicon в Т-лимфоцитах периферической крови в группе с тя-

желой формой астмы. В свежевыделенных клетках экспрессия белков была невы-

сокой. Однако мы установили, что имеется достоверное повышение содержания 

белка UVRAG по сравнению с Rubicon. Оба этих белка являются компонентами 

комплекса PI3K и участвуют в эндоцитозе, формировании аутофагосом и/или сли-

янии лизосом с аутофагосомой через Rab7 [16, 21], но имеют противоположный 
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эффект. UVRAG способствует слиянию аутофагосомы с лизосомой, тогда как 

Rubicon ингибирует этот процесс. UVRAG, который локализуется на эндоплазма-

тическом ретикулуме и эндосомах, связывается с Vps16 и HOPS [33], стимулируя 

в Rab7 ГТФ-азную активность и слияние аутофагосомы с лизосомой, а Rubicon, 

связываясь с UVRAG, отрицательно регулирует Vps34 активность [34].  

Суммируя полученные данные, а также результаты по апоптотическим бел-

кам, можно сделать вывод, что для Т-лимфоцитов, выделенных из перифериче-

ской крови больных легкой формой астмы, характерно торможение апоптоза (по 

сравнению со здоровыми донорами). Однако стрессовые условия (такие, как сни-

жение питательных веществ в культуральной среде) стимулируют запуск 

апоптоза, что проявляется в увеличении содержания каспазы-3 и снижении экс-

прессии Bcl-2 на 6-е сутки. Для клеток, полученных от лиц с тяжелой формой 

заболевания, также установлено торможение апоптоза. Но, в отличие от группы 

больных легкой формой астмы, культивирование клеток не вызывает увеличе-

ние апоптотической активности, а происходит активация аутофагии.  

Мы предполагаем, что для данной группы больных аутофагия является ком-

пенсаторным механизмом сохранения жизни клеток, который приводит к нару-

шению клиренса апоптотического материала, однако эта теория требует прове-

дения дальнейшего исследования.  
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Abstract 

Bronchial asthma is a disease characterized by T-lymphocyte resistance to apoptosis. Recent studies 

have shown that there is an alternative form of cell death – autophagy. Since apoptosis in T-cells of 

patients with asthma is reduced, we suggested that autophagy could be initiated. The aim of the study is 

to perform a comparative analysis of the expression of apoptosis and autophagy key proteins in T-

lymphocytes of patients with mild and severe bronchial asthma.  

To achieve this aim, the Western blot method was applied. The results were processed with 

the help of R statistics. Boxsplots were used to present the data. 
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We showed that in the group with mild asthma the amount of caspase-3 increases during cultivation 

(spontaneous apoptosis is activated). In the group with the severe form, its content did not change. 

Autophagy activation was assessed by the presence of LC3-II protein. The results showed that 

form II of LC3-protein is present only in the group with the severe form. Therefore, the analysis of 

the content of key proteins of autophagy – Rubicon and UVRAG – in the cells of this category of patients 

was carried out and a significantly increased expression of these proteins was detected. In addition, 

we found a significant increase of UVRAG compared with Rubicon.  

Thus, inhibition of apoptosis is characteristic of T-lymphocytes of patients with bronchial asthma. 

However, in the mild group, a decrease of nutrients in the culture medium stimulated the launch of 

apoptosis, which was manifested in an increase in the content of caspase-3 and a decrease in Bcl-2. 

In the severe group, cell cultivation did not cause an increase in apoptotic activity, autophagy was activated 

instead, and we assume that for this group of patients it is an alternative way of cell death. 

Keywords: bronchial asthma, T-lymphocytes, apoptosis, autophagy, caspase-3, Bcl-2, LC3B,   

Rubicon, UVRAG 
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Figure Captions 

Fig. 1. Assessment of the content of procaspase-3 and of caspase-3, its active form, in T-lymphocytes 

lysates following three and six days of culturing. The immunograms show control lysates of the cells 

and lysate samples obtained from the cells of patients with the mild and severe forms of atopic asthma. 

β-actin was used as “loading” control. The content of caspase-3 and procaspase-3 in different cell 

lysates was normalized with regard to the β-actin level. 

Fig. 2. Statistical analysis of the data on capase-3 and its inactive form expression in T-lymphocytes 

from healthy donors and patients with the mild and severe forms of asthma. The analysis was per-

formed in freshly isolated cells, as well as in cells cultured for three and six days: a) intergroup 

analysis of the coefficient k in three groups using the Kruskal–Wallis test followed by paired com-

parisons with the Bonferroni and Benjamini–Hockberg correction; b) analysis of the coefficient k 

in the control group in dynamics (0, 3, and 6 days); c) analysis of the coefficient k in the group with 

the mild form of atopic asthma in dynamics (0, 3, and 6 days); d) analysis of the coefficient k 

in the group with severe atopic asthma in dynamics (0, 3, and 6 days). 

Fig. 3. Analysis of the Bcl-2 content in T-lymphocytes lysates following three and six days of culturing 

by the method of Western blotting. The immunograms show control lysates of the cells and lysate 

samples obtained from the cells of patients with mild and severe forms of atopic asthma. GAPDH 

was used as “loading” control. 

Fig. 4. Analysis of the content of LC3-I and -II proteins in T-lymphocytes lysates following three and 

six days of culturing by the method of Western blotting. The immunograms show control lysates 

of the cells and lysate samples obtained from the cells of patients with the mild and severe forms 

of atopic asthma. β-actin was used as “loading” control. The content of caspase-3 and procaspase-3 

in different cell lysates was normalized to the β-actin level. 

Fig. 5. Statistical analysis of the data on Rubicon (a) and UVRAG (b) in T-lymphocytes from healthy 

donors and patients with the severe form of asthma. The analysis was performed in freshly isolated 

cells. Boxplots were used to present the data. The comparison was carried out with the help 

of the Wilcoxon test. 

Fig. 6. Comparative analysis of the content of Rubicon and UVRAG proteins in T-lymphocytes of patients 

with the severe form of asthma. The analysis was performed in freshly isolated cells. Boxplots were 

used to present the data. The comparison was carried out with the help of the Wilcoxon test. 
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