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Представлен разработанный и валидированный метод объективной оценки степени тяжести атопиче-

ской бронхиальной астмы (АБА), основанный на молекулярно-генетическом анализе. Целью исследова-
ния являлось создание способа диагностики, использующего количественную ОТ-ПЦР для определения 
уровней экспрессии генов RUBCN (Rubicon) и CYBB (NOX2) – ключевых регуляторов LC3-
ассоциированного фагоцитоза (LAP). Нарушение этого процесса лежит в основе патогенеза АБА, приводя 
к накоплению апоптотических клеток и хроническому воспалению. 

Методологическая база включала биоинформатический дизайн специфичных праймеров с использо-
ванием баз данных Ensembl и программ Primer-BLAST, BioEdit и OligoAnalyzer. Экспериментальная часть 
охватывала выделение моноцитов из периферической крови здоровых доноров и пациентов с различной 
степенью тяжести АБА, экстракцию суммарной РНК, обратную транскрипцию и проведение ПЦР-анализа 
в реальном времени. Валидация метода проводилась путем сопоставления расчетных показателей с кли-
ническими данными, классифицированными согласно рекомендациям GINA. 

В ходе работы были определены оптимальные условия реакции: температура отжига +61°C и концен-
трация DMSO 4%, что обеспечило максимальную чувствительность и специфичность анализа. Статистиче-
ская обработка данных выявила статистически значимое снижение соотношения относительной экспрессии 
RUBCN/CYBB по мере утяжеления течения заболевания. На основании полученных результатов были уста-
новлены референсные диапазоны для каждой клинической группы: здоровые лица: ≥ 0.250 у.е.; легкая фор-
ма АБА: 0.150–0.250 у.е.; среднетяжелая форма АБА: 0.075–0.150 у.е.; тяжелая форма АБА: ≤ 0.075 у.е. 

Разработанный подход продемонстрировал диагностическую чувствительность и специфичность. 
Ключевым преимуществом нового теста является его объективность и независимость от субъективной 
оценки симптомов пациентом или функциональных проб, требующих длительного мониторинга. Анализ 
венозной крови позволяет напрямую оценить дисбаланс в системе контроля аутофагии и окислительного 
стресса, исключая необходимость инвазивных провокационных тестов. 

Внедрение данного метода в рутинную клиническую практику открывает перспективы для оптими-
зации лечебно-диагностических мероприятий. Он позволяет не только точно дифференцировать стадии 
болезни, но и своевременно выбирать таргетную терапию, контролировать ее эффективность и прогнози-
ровать развитие осложнений, что в конечном итоге способствует улучшению качества жизни пациентов и 
долгосрочного прогноза.  

Ключевые слова: LС3–ассоциированный фагоцитоз, Rubicon, NOX2, ПЦР, мРНК, атопическая брон-
хиальная астма. 
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Введение. Эпителиальные клетки, под-
вергшиеся апоптозудолжны утилизироваться 
соседними клетками или профессиональными 
фагоцитами: моноцитами, макрофагами или 
дендритными клетками [1–3]. Установлено, что 
фагоцитарная способность макрофагов при ле-
гочных заболеваниях нарушена: у больных с 
астмой они показывали сниженный фагоцитар-
ный ответ [2, 4]. 

Основным молекулярным механизмом пе-
реработки апоптотических клеток является 
LC3–ассоциированный фагоцитоз (LAP), регу-
лируемый белками Rubicon и NOX2 [1]. 

Rubicon принимает участие в контроле фор-
мирования фагосом и регулирует путь LAP. При 
данном механизме активация Rubicon индуцирует 
ускоренную интеграцию LC3–белков в фагосомы, 
минуя классический каскад аутофагии. Ключевую 
роль в реализации этого процесса играет фермен-
тативный комплекс PI3KC3, включающий белки 
Rubicon и UVRAG, чья стабильность и миграция 
в формирующиеся аутофагосомы определяются 
присутствием VPS34 [1]. 

Rubicon напрямую взаимодействует с 
p22phox NOX2, необходимым для оптимальной 
продукции активных форм кислорода (АФК). 
Rubicon выполняет функцию активации и ста-
билизации комплекса NOX2, поскольку фосфа-
тидилинозитол-3-фосфат, продуцируемый 
Rubicon–содержащим PI3KC3, способствует 
сборке комплекса NOX2, а Rubicon связывает и 
стабилизирует p22phox [1]. 

Важным компонентом данного пути явля-
ется НАДФН-оксидаза второго типа (NOX2), 
ответственная за продукцию АФК и обеспечи-
вающая модификацию мембран фагосом путем 
присоединения LC3-белков. В области новооб-
разующейся фагосомы NOX2 катализирует пе-
ренос электронов от цитоплазматического 
НАДФН на молекулярный кислород, что при-
водит к образованию супероксид-анионов. 
Продукция этих радикалов служит сигналом 
для интеграции LC3-молекул в стенку фагосо-
мы, усиливая доставку лизосомальных фермен-
тов и последующий быстрый лизис внеклеточ-
ных объектов, предотвращая развитие воспали-
тельного процесса [5–8]. 

Таким образом, Rubicon контролирует син-
тез аутофагосом, а NOX2 формирует АФК, не-
обходимые для модификации мембраны фаго-
сомы и привлечения LC3-белков. Совокупность 
взаимодействующих комплексов Rubicon–
VPS34–UVRAG и NOX2 создает тонкую систе-

му контроля аутокатаболизма, обеспечивая 
поддержание тканевого гомеостаза и защитную 
реакцию организма. 

Установлено, что в моноцитах пациентов с 
атопической бронхиальной астмой (АБА) по-
вышена экспрессия гена NOX2, что приводит к 
повышенному производству АФК и увеличе-
нию окислительного стресса [5, 9]. 

В то же время экспрессия белка Rubicon в 
моноцитах у людей с астмой ниже, чем у здоро-
вых людей, что свидетельствует о недостаточ-
ной активации LAP–пути в этих клетках [10]. 

Недостаточность экспрессии белка Rubicon 
и гиперэкспрессия белка NOX2 нарушают фа-
гоцитарную активность макрофагов и усугуб-
ляют течение заболевания. 

Использование RUBCN (Rubicon) и CYBB 
(NOX2) в клинической практике в качестве 
маркеров открывает возможности для объек-
тивной оценки степени тяжести АБА и оптими-
зации лечебно-диагностических мероприятий. 

Современная диагностика атопической 
бронхиальной астмы опирается на комплексный 
подход, включающий оценку клинической кар-
тины, функции внешнего дыхания, аллерголо-
гический статус и лабораторные маркеры вос-
паления. Традиционно степень тяжести заболе-
вания определяется по классификации, осно-
ванной на частоте дневных и ночных симпто-
мов, потребности в бронхолитиках и показате-
лях пиковой скорости выдоха или объема фор-
сированного выдоха. Однако эти методы имеют 
ряд существенных ограничений: функциональ-
ные тесты (пикфлоуметрия, спирометрия) тре-
буют длительного мониторирования (не менее 
месяца базисной терапии) и зависят от сотруд-
ничества пациента, что снижает их объектив-
ность и оперативность; иммунологические ис-
следования, такие как определение уровня об-
щего IgE, являются косвенными показателями и 
не всегда коррелируют со степенью тяжести 
воспалительного процесса в дыхательных пу-
тях; цитохимические и фармакологические тес-
ты (например, определение гликогена в лейко-
цитах после введения адреналина) характери-
зуются низкой чувствительностью и специфич-
ностью, а результат носит полуколичественный 
характер; методы оценки клеточного иммуни-
тета (соотношение теофиллинрезистентных 
лимфоцитов, уровни иммуноглобулинов A, M, 
G) сложны в исполнении, требуют участия спе-
циалистов разного профиля и подвержены 
влиянию человеческого фактора при сборе 
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анамнеза; дифференциальная диагностика меж-
ду АБА и хроническим обструктивным бронхи-
том часто проводится с использованием инга-
ляционных проб с бронхолитиками (например, 
беротеком), что несет риски побочных эффек-
тов у пациентов. 

В отличие от перечисленных подходов, 
разработанный нами метод основан на прямой 
количественной оценке матричной РНК ключе-
вых белков LC3-ассоциированного фагоцитоза 
(RUBCN, CYBB) методом обратной транскрип-
ции и полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР). 
Этот подход обладает рядом преимуществ пе-
ред классическими методами: методика исклю-
чает субъективную оценку клинических при-
знаков и результатов функциональных тестов, 
зависящих от состояния пациента (объектив-
ность); анализ экспрессии генов позволяет на-
прямую оценить дисбаланс в системе контроля 
аутофагии и окислительного стресса, лежащий 
в основе патогенеза тяжелой АБА, а не его от-
даленные последствия, как в случае с ПСВ или 
уровнем IgE (молекулярная специфичность); 
определение уровня мРНК является наиболее 
простым, быстрым и эффективным способом 
анализа экспрессии по сравнению с иммуно-
ферментным анализом белка или сложными 
биохимическими тестами (высокая чувстви-
тельность и скорость); для проведения теста 
требуется лишь стандартный забор венозной 
крови без необходимости провокационных проб 
с лекарственными препаратами (отсутствие ин-
вазивных вмешательств). 

Использование ОТ-ПЦР для оценки экс-
прессии специфических генов является обще-
принятым стандартом в современной медицине 
для дифференциальной диагностики различных 
патологий. Так, в инфектологии золотым стан-
дартом диагностики вирусных инфекций (грип-
па, COVID-19, ВИЧ) служит выявление вирус-
ной РНК/ДНК методом ПЦР, который благода-
ря своей высокой чувствительности и специ-
фичности вытеснил классические вирусологи-
ческие и серологические методы. В онкологии 
диагностика лейкозов немыслима без цитогене-
тического анализа и ПЦР-детекции химерных 
генов (например, BCR-ABL), являющихся пря-
мыми молекулярными маркерами и опреде-
ляющих тактику таргетной терапии. Наконец, в 
медицинской генетике скрининг наследствен-
ных моногенных заболеваний (муковисцидоза, 
фенилкетонурии) основан на выявлении пато-
генных мутаций методом ПЦР. 

Наиболее близким аналогом (прототипом) 
данного подхода является способ определения 
экспрессии гена PTGDR (рецептора простаглан-
дина D2) методом количественной ПЦР, исполь-
зуемый для прогнозирования астмы. Однако этот 
метод имеет существенный недостаток: он оце-
нивает экспрессию гена-косвенного участника 
аллергического каскада, тогда как белки Rubicon 
и NOX2 являются непосредственными регулято-
рами фагоцитарной активности макрофагов и 
генерации активных форм кислорода, опреде-
ляющих тяжесть течения АБА. Таким образом, 
наш маркерный профиль более точно отражает 
ключевые звенья патогенеза заболевания. 

В связи с вышеизложенным целью нашего 
исследования является создание нового подхода 
для диагностирования тяжести заболевания 
АБА на основе ОТ-ПЦР-теста с использованием 
маркеров LAP: RUBCN (Rubicon) и CYBB 
(NOX2). 

 
Материалы и методы. Выбор участка 

ДНК и подбор праймеров проводились на уча-
стках ДНК, соответствующих экзонам целевых 
генов. Экзоны представляют собой сегменты 
ДНК, копии которых сохраняются в зрелых 
РНК и соответствуют отдельным доменам бел-
ка. Процесс подбора праймеров осуществлялся 
с использованием специализированных про-
грамм: Ensembl Genome Browser, Primer-
BLAST, BioEdit, OligoAnalyzer [11–15]. 

Ensembl Genome Browser использовали для 
идентификации местоположения интересую-
щих генов и выбора оптимального региона 
(https://www.ensembl.org/index.html). 

Primer-BLAST применяли для проверки 
специфичности праймеров (https://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 

BioEdit предназначалась для ручного ди-
зайна и коррекции последовательности прайме-
ров. 

OligoAnalyzer 3.0 использовали для рассче-
та характеристики праймеров (GC-состав, тем-
пература плавления и другие показатели) 
(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). 

Праймеры подбирали исходя из следую-
щих критериев: длина праймера 15–30 нуклео-
тидов (праймеры, содержащие менее 15 нуклео-
тидов недостаточно специфичны, а длина свы-
ше 30 нуклеотидов не приводит к улучшению 
качества реакции); содержание GC-нуклеотидов 
в пределах 35–65% (предпочтительно 50%); на-
чало праймера (5'-конец) начинается с одного-
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двух остатков пуринов; конец праймера  
(3'-конец) завершается одним-двумя пуриновы-
ми нуклеотидами; температура плавления 
праймеров (Tm) в интервале от +55 до +65°C 
(высокая температура повышает риск снижения 
эффективности амплификации, низкая – спо-
собствует образованию неспецифических гиб-
ридизаций); температура отжига (Ta) ниже на 
5–10°C, чем температура плавления праймера 
(Tm) (стабильная гибридизация праймеров с 
целевой последовательностью); высокая сте-
пень комплементарности целевой матрице 
(~100%), низкая гомология (<70%) с другими 
участками генома; исключали образование ди-
меров и вторичных структур с температурой 
плавления, равной или превышающей темпера-
туру плавления праймера; длина ампликона не 
превышала 250 пар нуклеотидов. Данная мето-
дика позволила повысить точность и воспроиз-
водимость экспериментов, связанных с отбором 
участков кДНК и выбором оптимальных усло-
вий для ОТ-ПЦР-анализа [12]. 

Для создания пула образцов матричной 
РНК здоровых доноров и пациентов с подтвер-
жденным диагнозом АБА разной степени тяже-
сти проводили выделение РНК из моноцитов. 
Выделение моноцитов проводили в два этапа: на 
первом этапе выделяли общую фракцию лейко-
цитов методом центрифугирования в градиенте 
плотности фиколла (ρ = 1.077 г/мл), («ПанЭко», 
Россия); на втором этапе проводили обогащение 
фракции моноцитов методом адгезии [13]. 

Образцы лейкоцитов были выданы ФБУН 
«Казанский научно-исследовательский институт 
эпидемиологии и микробиологии» Роспотреб-
надзора. 

Пациенты, участвовавшие в исследовании, 
проходили регулярное медицинское наблюде-
ние и на протяжении всего эксперимента не 
применяли фармакотерапию. Контрольная 
группа, состоящая исключительно из здоровых 
респондентов, проживает на территории Татар-
стана. Клиническая картина каждого случая 
болезни отличалась индивидуальными характе-
ристиками, зависящими от степени тяжести па-
тологии. Окончательная постановка диагноза 
атопической бронхиальной астмы и последую-
щая классификация тяжести производились 
специалистом-пульмонологом, исходя из ком-
плекса факторов, таких как клиника, анамнез и 
результаты специализированных анализов кро-
ви, используя рекомендации организации 
Global Initiative for Asthma (GINA) [10]. 

Контрольная выборка, представлявшая со-
бой группу здоровых добровольцев, охватывала 
возрастную категорию от 25 до 32 лет, количе-
ство участников составило 35 человек. 

Пациентам с легкопротекающей атопиче-
ской бронхиальной астмой присущи эпизодиче-
ские проявления одышки примерно раз в месяц, 
преимущественно днем, с легким характером 
проявлений, которые купируются спонтанно 
или посредством одноразового приема ингаля-
ционных или пероральных бронходилататоров. 
Количество испытуемых в группе с таким ти-
пом течения составило также 35 человек, воз-
раст которых варьировался от 29 до 35 лет. 

При среднем течении заболевания отмеча-
ется учащенное возникновение эпизодов одыш-
ки, повторяющихся чаще одного раза в неделю, 
однако не ежедневно. Такие приступы сопро-
вождаются нарушением дыхательных функций 
и нуждаются в одномоментном приеме бронхо-
дилатирующих средств или кратковременном 
введении кортикостероидных препаратов внут-
ривенно. Возраст пациентов группы со средним 
течением колебался от 33 до 40 лет, общее чис-
ло исследуемых достигло 35 человек. 

Наиболее тяжелое течение характеризуется 
постоянством симптомов и частыми рецидива-
ми, включая ночные эпизоды затрудненного 
дыхания. Такие ситуации требуют серьезного 
терапевтического вмешательства, которое 
включает инъекционное применение бронходи-
лататоров вместе с введением гормональных 
препаратов. Пациенты данной категории испы-
тывали значительные ограничения физической 
активности и нарушение сна. Средний возраст 
пациентов составил от 25 до 68 лет, числен-
ность группы достигла 35 человек 

Суммарную РНК выделяли методом фе-
нол-хлороформной экстракции с использовани-
ем реагента ExtractRNA (Евроген, Россия) со-
гласно инструкции производителя. Выделенные 
клетки иммунной системы (моноциты) обраба-
тывали раствором ExtractRNA, подвергались 
гомогенизации, последующему расщеплению и 
фракционированию компонентов с использова-
нием хлороформа, с последующим отделением 
водной фракции, содержащей молекулы РНК. 
Молекулы РНК осаждали добавлением изопро-
пилового спирта и последующей промывкой 
этанолом. Полученные образцы РНК растворя-
ли в воде, свободной от РНКаз. 

Обратную транскрипцию РНК выполняли 
посредством использования набора «Реверта-L» 
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(AmpliSens, Россия). Реакционная смесь состоя-
ла из RT-MIX и ревертазы MMlv. Амплифика-
цию проводили при температуре 37°C в течение 
30 мин. Полученные образцы кДНК разбавляли 
буфером в двукратном объеме и хранили при 
температуре ниже −16°C до дальнейшего ис-
пользования в постановке ПЦР с исследуемыми 
праймерами. 

Анализ уровня экспрессии маркеров АБА 
методом полимеразной цепной реакции прово-
дили с использованием компонентов реакцион-
ной смеси: 10X Taq Turbo буфер, в объеме 
2.5 мкл (PB001, Евроген, Россия); dNTPs 50x 
(10 mM), в объеме 0.5 мкл (PB006S, Евроген, 
Россия); Комплементарная ДНК-матрица (1–
100 нг на реакцию); ПЦР праймер 1 в объеме 
1 мкл (RUBCN); ПЦР праймер 2 в объеме 1 мкл 
(RUBCN); Taq ДНК-полимераза (PK113S, Евро-
ген, Россия) в объеме 0.5 мкл; интеркалирую-
щий краситель SYBR Green I, 50x в объеме 
0.5 мкл (PB025S, Евроген, Россия); диметил-
сульфоксид (DMSO) в объеме от 0 до 1.25 мкл 
(PB025S, Евроген, Россия); доводили H2O 
(PB207S, Евроген, Россия) до объема реакцион-
ной смеси 25 мкл. Затем готовили аналогичные 
реакционные смеси для других мишеней B2M, и 
CYBB. 

Подбор условий амплификации проводили 
на приборе CFX96 (CFX96 Touch Real-Time 
PCR Detection System, Bio-Rad, США). Ампли-
фикацию проводили, выставляя следующие ре-
жимы амплификации: предварительная денату-
рация 1 цикл при температуре t +93°С в течение 
3 мин, денатурация / отжиг / элонгация / до 
40 циклов: денатурация при t = +93 … +95°С в 
течение 15 сек, отжиг праймеров при градиент-
ной t = +59 … +62°С в течение 20 с, элонгация 
(визуализация) при t = +72°С в течение 30 с. 
[14]. 

Расчет степени отягощенности бронхиаль-
ной астмы разработали на основе уровней экс-
прессии генов RUBCN (Rubicon) и CYBB 
(NOX2), используя метод порогового цикла 
(∆CT) с нормализацией относительно рефе-
ренсного гена. В качестве эталонного гена ис-
пользовали ген B2M. Материалы научных ис-
следований демонстрируют, что B2M является 
хорошим эталонным геном для нормализации 
экспрессии при АБА [15]. 

На первом этапе для вычисления относи-
тельной экспрессии нормализовали экспрессию 
RUBCN для каждого образца. 

2(CT(B2M) – CT (RUBCN)) = Экспрессия RUBCN. 

Затем высчитывали экспрессию CYBB 
(NOX2, НАДФН-оксидаза). 

2(CT(B2M) – CT (CYBB)) = Экспрессия CYBB. 
На следующем этапе полученное значение 

экспрессии RUBCN делили на значение экс-
прессии CYBB для определения степени тяже-
сти атопической бронхиальной астмы (АБА) по 
формуле: 

Степень тяжести АБА = Экспрессия RUBCN / 
Экспрессия CYBB. 

Валидация метода осуществлялась путем 
сопоставления степени тяжести атопической 
бронхиальной астмы, рассчитанной на основа-
нии экспрессии генов RUBCN (Rubicon) и CYBB 
(NOX2), с анамнестическими данными обсле-
дованных групп пациентов: 

Контроль – нет симптомов астмы, нор-
мальное дыхание, отсутствие ограничений фи-
зической активности (здоровые доноры). 

Легкая АБА – одышка редко, обычно днем, 
приступы легкие, легко снимаются препарата-
ми, нормальные физические нагрузки, длитель-
ные периоды ремиссии. 

Средняя АБА – приступы чаще раза в не-
делю, нарушение функции дыхания, необходи-
мы препараты быстрого действия и иногда гор-
моны. 

Тяжелая АБА – ежедневные симптомы, 
частые тяжелые приступы, требуются инъекции 
лекарств и гормонов. 

Для статистической обработки данных при 
определении технических параметров использова-
ли программную среду вычислений Statistica 10.0. 

Нормальность распределения полученных 
данных оценивали с использованием критериев 
Колмогорова–Смирнова, Лиллиефорса и Шапи-
ро–Уилка. Данные рассматривались как имею-
щие нормальное распределение, если хотя бы 
два из трех использованных тестов подтвердили 
это предположение. Для сравнения медианных 
значений трех и более групп с ненормальным 
распределением использовали ранговый непа-
раметрический критерий Краскела–Уоллиса с 
последующим post-hoc тестом Данна. Данные 
представляли в виде медианы и интерквартиль-
ного размаха Me [Q1; Q3], с указанием объема 
выборки n. Доверительный уровень значимости 
был установлен на уровне p ≤ 0.05. 

 
Результаты. В браузере геномов Ensembl 

проведен поиск генов RUBCN (Rubicon) и CYBB 
(NOX2), с которых экспрессируются белки  
Rubicon и NOX2, ответственные за механизм LAP.  
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Т а б л и ц а  1 
 

Список синтезированных праймеров к кДНК генов RUBCN (Rubicon) и CYBB (NOX2) 

№ Наименование 
Размер шкалы синтеза  

и последовательность 5'–3' 
Дина 

праймера 

Длина продукта 
амплификации 
пар оснований 

1 

RUBCN-Pp3-One1-F  
(прямой) 

GGCTCTGCTGATGAGGTTGA 20 н. 
96 

RUBCN-Pp3-One1-R  
(обратный) 

GGACTGGGAGGAAACGAAGG 20 н. 

2 

RUBCN-Me2-Pp3-F  
(прямой) 

TGGTGACAAAGAGCCAGAGC 20 н. 
123 

RUBCN- Me2-Pp3-R (об-
ратный) 

CATTGTTGGGCACGGATTGG 20 н. 

3 

RUBCN-Me2-Pp1-F  
(прямой) 

CCAATCCGTGCCCAACAATG 20 н. 
89 

RUBCN-Me2-Pp1-R  
(обратный) 

GCCCTCTGCTTTCTTGAGGT 20 н. 

4 

RUBCN-Me2-Pp10-F  
(прямой) 

CATTCCTGACTCACTGCCCA 20 н. 
90 

RUBCN- Me2-Pp10-R 
(обратный) 

CACTCCAAGTTGCCACGAAC 20 н. 

5 

RUBCN- Me2-Pp5-9-F 
(прямой) 

AACGAGGAAAATTGCCGTGG 20 н. 
93 

RUBCN- Me2-Pp5-9-R 
(обратный) 

CAGTACCGCAGTCGCTTGAT 20 н. 

6 

RUBCN- Me2-Pp3-5-F 
(прямой) 

TGCTGCCATCGAGCTAATGA 20 н. 
142 

RUBCN-Me2-Pp3-5-R  
(обратный) 

GTTCTTGGTGCGGATTTGCT 20 н. 

7 

NOX2-Pp6-1-7-F 
(прямой) 

AAGCCTTGGCTGAAACCCTG 20 н. 
79 

NOX2-Pp6-1-7-R  
(обратный) 

TTGAAAATGAAATGCACTCCCCG 23 н. 

8 

NOX2-Pp2-2-8-F 
(прямой) 

TGTCAAGTGCCCAAAGGTGT 20 н. 
102 

NOX2-Pp2-2-8-R  
(обратный) 

TCCCCAACGATGCGGATATG 20 н. 

9 

NOX2-Pp5-3-9-F  
(прямой) 

GGGGTTGAACGTCTTCCTCTT 20 н. 
273 

NOX2-Pp5-3-9-R  
(обратный) 

AGTGCAATCATCCATGCCAC 20 н. 

10 

NOX2-Pp5-3-1-F  
(прямой) 

GGGCTGTTCAATGCTTGTGG 20 н. 
80 

NOX2-Pp5-3-1-R  
(обратный) 

GGCCCATCAACCGCTATCTT 20 н. 

11 

NOX2-Pp5-3-4-
F(прямой) 

ACGAATTGTACGTGGGCAGA 21 н. 
114 

NOX2-Pp5-3-4-R  
(обратный) 

GCAAACTGAGGGATTGGGCA 20 н. 

12 

NOX2-Pp5-3-6-F  
(прямой) 

AAGTGCCCAAAGGTGTCCAA 20 н. 
96 

NOX2-Pp5-3-6-R  
(обратный) 

CCCAACGATGCGGATATGGA 20 н. 
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По поиску гена RUBCN было обнаружено 
11 транскриптов, по гену CYBB – 6 транскриптов. 
Транскрипт NM_014687.4 гена RUBCN характе-
ризуется наибольшей степенью документального 
подтверждения и обозначен статусом MANE 
Select (ENST00000296343, ENSP00000296343). 
Транскрипт NM_000397.4 гена CYBB классифи-
цирован как MANE Select (соответствует 
ENST00000378588, ENSP00000367851) и выде-
ляется наибольшим объемом верифицирован-
ных данных. 

Дальнейший подбор праймеров проводил-
ся к комплементарной ДНК (кДНК), синтезиро-
ванной на матрице зрелой РНК, содержащей 
только экзоны генов RUBCN и CYBB. кДНК ге-
на RUBCN содержит 2919 нуклеотидов, тогда 
как комплементарная ДНК гена CYBB – 
1712 нуклеотидов. 

В программе «Primer Blast» найден 131 ва-
риант прямого и обратного праймеров к кДНК 
гена RUBCN (Rubicon) и 111 вариантов к кДНК 
гена CYBB (NOX2). 

Дальнейший подбор праймеров к кДНК 
генов RUBCN (Rubicon) и CYBB (NOX2) прово-
дили по следующим критериям: 

 отсутствие образования репликативных 
шпилек: 38 пар праймеров для RUBCN, 30 пар 
праймеров для CYBB; 

 длина праймеров от 18 до 23 нуклеотид-
ных пар: 125 пар праймеров для RUBCN, 
101 пара праймеров для CYBB; 

 размер фрагмента, синтезируемого по-
лимеразой, не превышает 250 нуклеотидных 
пар: 90 пар праймеров для RUBCN, 72 пары 
праймеров для CYBB; 

 содержание GC% не превышает 55%: 
32 пары праймеров для RUBCN, 25 пар прайме-
ров для CYBB; 

 температура плавления праймеров нахо-
дится в диапазоне от +55 … +65°C: 18 пар прай-
меров для RUBCN, 10 пар праймеров для CYBB. 

Таким образом, общее число подобранных 
пар праймеров составило соответственно 18 и 
10 пар для указанных генов. 

В программе Oligoanalyzer был выполнен 
идентичный поиск праймеров.  

Согласно установленным критериям, для 
каждого исследуемого гена – RUBCN (Rubicon) 
и CYBB (NOX2) – было выбрано по шесть пар 
праймеров, характеризующихся оптимальными 
параметрами для проведения ПЦР (табл. 1). 

В ходе проведенных экспериментов были 
синтезированы праймеры к кДНК генов RUBCN 
(Rubicon) и CYBB (NOX2) (Евроген, Россия), 
которые затем использовались в полимеразной 

цепной реакции (ПЦР) с последующей визуали-
зацией продуктов амплификации в 1.5%-м ага-
розном геле. Сравнительный анализ показал, 
что синтезированные праймеры обладают вы-
сокой специфичностью и эффективностью при 
различных температурах отжига. Исключением 
стали некоторые пары, для которых наблюда-
лось появление неспецифичности при опреде-
ленных условиях. Положительные и отрица-
тельные контроли, представленные на гелях, 
также подтверждают корректность проведен-
ных экспериментов (рис. 1). 

На представленных гелях можно наблю-
дать четкие и специфические полосы, соответ-
ствующие ожидаемым размерам продуктов ам-
плификации для обоих генов. Это свидетельст-
вует о том, что праймеры успешно связываются 
с целевыми последовательностями ДНК и обес-
печивают эффективную амплификацию. Одна-
ко у CYBB (NOX2) пары праймеров № 11 и 
№ 12 не наблюдается четких видимых полос на 
гелях, что указывает на низкую эффективность 
ПЦР с использованием этих праймеров. 

У пар праймеров № 1, № 3 и № 4 к кДНК 
гена RUBCN (Rubicon) на гелях были обнару-
жены множественные полосы, что свидетельст-
вует о неспецифичности амплификации с ис-
пользованием перечисленных праймеров. 

Наилучший продукт амплификации для 
RUBCN (Rubicon) при ПЦР с визуализацией в 
агарозном геле был получен с праймерами № 2, 
5 и 6, а для CYBB (NOX2) – праймерами № 7, 8 
и 9. Эти результаты могут быть учтены при вы-
боре оптимального протокола для конкретных 
исследований. 

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о том, что синтезированные прай-
меры к кДНК генов RUBCN и CYBB представ-
ляют собой надежные инструменты для анализа 
экспрессии данных генов в различных биологи-
ческих образцах. Оптимальными для ПЦР с ви-
зуализацией в агарозном геле являются прайме-
ры к кДНК гена RUBCN (Rubicon): № 2, 5 и 6,  
а также праймеры к кДНК гена CYBB (NOX2): 
№ 7, 8 и 9 при температуре отжига +61°C. 

В качестве зонда для ПЦР в режиме реаль-
ного времени использовали интеркалирующий 
краситель SYBR Green I. Интенсивность флуо-
ресценции SYBR Green I увеличивается на не-
сколько порядков при встраивании в двухцепо-
чечную ДНК. В ходе ПЦР при накоплении про-
дукта амплификации сигнал флуоресценции 
возрастает, образуя кривую S-образной формы. 
Результаты градиентного ПЦР представлены на 
рис. 2. 
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Рис. 1. Результаты ПЦР с использованием синтезированных праймеров к кДНК генов RUBCN (Rubicon) и 
CYBB (NOX2), визуализированные в 1.5%-м агарозном геле при разных температурах отжига: a – +59°C, 
20 с; b – +60°C, 20 с; c – +61°C, 20 с; d – +62°C, 20 с. № 1–6 – праймеры кДНК RUBCN (табл. 1); № 7–12 – 
праймеры кДНК CYBB (табл.1); «+» – положительный контроль; «–» – отрицательный контроль 
 

 
 
Рис. 2. Результаты градиентного ПЦР в режиме реального времени при различных температурах отжига (от 59 
до 62°C) с целью подбора оптимальной температуры для максимальной чувствительности и специфичности: 
a – график амплификации RUBCN (Rubicon) относительно референсного гена B2M; b – график амплификации 
CYBB (NOX2) относительно референсного гена B2M. Для оценки различия медианных значений с ненормаль-
ным распределением применялся непараметрический критерий Краскела–Уоллиса:* – уровень статистической 
значимости различий с парой праймеров № 5 RUBCN (при температуре отжига + 61°С), p ≤ 0.05; # – уровень 
статистической значимости различий с парой праймеров № 7 CYBB (при температуре отжига + 61°С), p ≤ 0.05 
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При ПЦР в режиме реального времени 
наилучший сигнал для RUBCN (Rubicon) полу-
чается у пары праймеров № 5 при температуре 
отжига 61°С (p = 0.009), а для CYBB (NOX2) 
пары праймеров № 7 при такой же температуре 
отжига (p = 0.009). Анализ кривых плавления не 
выявил неспецифических продуктов амплифи-
кации, что подтверждает специфичность по-
добранных праймеров. 

Выбор соотношения экспрессии генов 
RUBCN (Rubicon) и CYBB (NOX2) обоснован их 
ключевой ролью в процессе LC3-ассоциирован-
ного фагоцитоза (LAP), важного для эффектив-
ного удаления апоптотических клеток, наруше-

ния которого связаны с развитием хронического 
воспаления при АБА. 

В ходе сравнительного анализа экспрессии 
генов RUBCN (Rubicon) и CYBB (NOX2) в мо-
нонуклеарах периферической крови у пациен-
тов с различными формами атопической брон-
хиальной астмы (АБА) были рассчитаны соот-
ношения их относительной экспрессии. Стати-
стический анализ продемонстрировал прямую 
зависимость соотношения экспрессии указан-
ных генов от степени тяжести АБА. 

Анализ клинических данных больных АБА 
различной степени тяжести и результатов экс-
прессии генов выявил значительную взаимо-
связь, представленную на рис. 3. 

Рис. 3. Соотношения экспрессий RUBCN (Rubicon) и CYBB (NOX2) при АБА различной степени тяжести. Для 
оценки различия медианных значений с ненормальным распределением применялся непараметрический крите-
рий Краскела–Уоллиса: * – p ≤ 0.05 (статистически значимое отличие); ** – p ≤ 0.01 (высокое статистическое 
значение); *** – p ≤ 0.001 (очень высокая статистическая значимость); **** – p ≤ 0.0001 (особо высокий уро-
вень значимости) 

Т а б л и ц а  3 

Соотношения экспрессии RUBCN (Rubicon) и CYBB (NOX2) при АБА различной степени тяжести 

СТЕПЕНЬ АБА 
Медианное значение 

(МЕ), n = 35 
Интерквартильный размах 

[Q1; Q3] 
Уровень значимости p 

Контроль 0.34 0.26; 0.40 
pКонтроль-Легкая АБА = 0.035 

pКонтроль-Средняя АБА = 0.0031 
pКонтроль-Тяжелая АБА = 0.001 

Легкая АБА 0.18 0.16; 0.20 
pКонтроль-Легкая АБА =  0.035 

pЛегкая АБА-Средняя АБА = 0.042 
pЛегкая АБА-Тяжелая = 0.0071 

Средняя АБА 0.12 0.08; 0.14 
pСредняя АБА-Тяжелая = 0.0406 
pКонтроль-Средняя АБА = 0.0031 
pЛегкая АБА-Средняя АБА = 0.042 

Тяжелая АБА 0.03 0.02; 0.05 
pКонтроль-Тяжелая АБА = 0.001 
pЛегкая АБА-Тяжелая = 0.0071 

pСредняя АБА-Тяжелая = 0.0406 

П р и м е ч а н и е:  n – количество доноров в каждой группе. 
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В моноцитах здоровых доноров (контроль) 
соотношения относительных уровеней экспрес-
сии RUBCN (Rubicon) и CYBB (NOX2) состави-
ло 0.34 [0.26; 0.40], в группе с легкой АБА 0.18 
[0.16; 0.20], в группе со средней АБА 0.12 [0.08; 
0.14], в группе с тяжелой астмой 0.03 [0.02; 
0.05]. 

Анализ показал наличие статистических 
различий во всех сравниваемых группах 

Было подтверждено наличие значимых 
межгрупповых отличий относительно среднего 
показателя соотношения экспрессии обоих ге-
нов (RUBCN/CYBB) в каждой клинической под-
группе (легкая, средняя, тяжелая форма АБА и 
здоровые лица-доноры). При этом выявлено 
снижение соотношения относительных уровней 
экспрессии RUBCN (Rubicon) и CYBB (NOX2) с 
увеличением отягощенности заболевания АБА.  

Установлены следующие референсные 
значения экспрессии генов в зависимости от 
тяжести заболевания: 

здоровое состояние: показатель расчетной 
формулы составляет ≥ 0.250 условных единиц. 

АБА легкой формы: значение показателей 
расчетной формулы находятся в диапазоне от 
0.150 до 0.250 условных единиц. 

АБА средней тяжести: значение показате-
лей расчетной формулы находится в интервале 
от 0.075 до 0.150 условных единиц. 

АБА тяжелой формы: показатель расчет-
ной формулы ≤ 0.075 условных единиц. 

Таким образом, выделены референсные 
диапазоны экспрессии генов RUBCN и CYBB, 
соответствующие каждому типу тяжести АБА. 

 
Обсуждение. Полученные в ходе исследо-

вания данные демонстрируют высокую эффек-
тивность разработанного молекулярно-генети-
ческого подхода для объективной оценки сте-
пени тяжести атопической бронхиальной астмы 
(АБА). Ключевым результатом является не про-
сто констатация различий в экспрессии генов, а 
установление прямой корреляции между соот-
ношением RUBCN/CYBB и клинической тяже-
стью заболевания, что позволяет рассматривать 
данный показатель как надежный биомаркер. 

Снижение соотношения экспрессии 
RUBCN (Rubicon) к CYBB (NOX2) по мере утя-
желения течения АБА имеет четкое патогене-
тическое обоснование. Rubicon выступает в ро-
ли негативного регулятора, контролирующего 
формирование фагосомы, в то время как NOX2 
является основным источником активных форм 

кислорода (АФК), необходимых для модифика-
ции мембраны фагосомы и привлечения LC3-
белков. Дисбаланс, выражающийся в относи-
тельном снижении Rubicon на фоне стабильно 
высокой или возрастающей активности NOX2, 
приводит к нарушению эффективного клиренса 
апоптотических клеток. Это, в свою очередь, 
способствует персистенции хронического вос-
паления в дыхательных путях, что клинически 
проявляется учащением приступов и снижени-
ем контроля над заболеванием. Таким образом, 
предложенный метод позволяет количественно 
оценить фундаментальный дефект врожденного 
иммунитета, лежащий в основе патогенеза тя-
желой АБА. 

Современная диагностика АБА опирается 
на комплексный подход, включающий клини-
ческую оценку, функциональные тесты и лабо-
раторные маркеры. Разработанный метод обла-
дает рядом принципиальных преимуществ по 
сравнению с традиционными подходами. 

В сравнении с функциональными тестами 
(спирометрия, пикфлоуметрия), которые оцени-
вают последствия бронхиальной обструкции и 
требуют активного участия пациента, анализ 
экспрессии генов RUBCN и CYBB направлен на 
выявление молекулярного базиса заболевания – 
дисбаланса в системе контроля аутофагии и 
окислительного стресса. 

В отличие от иммунологических маркеров 
(общий IgE, эозинофилы крови), являющихся 
косвенными показателями атопии, и определе-
ния выдыхаемого оксида азота (FeNO), который 
отражает лишь текущий уровень локального 
воспаления, соотношение RUBCN/CYBB служит 
более специфичным индикатором. Этот маркер 
напрямую отражает тяжесть воспалительного 
процесса и степень нарушения клиренса клеток 
в легких, а также может указывать на фунда-
ментальный дефект врожденного иммунитета у 
пациента. Это делает его ценным инструментом 
для прогнозирования течения болезни. 

Оценка экспрессии генов с помощью ОТ-
ПЦР является «золотым стандартом» в совре-
менной медицине благодаря высокой чувстви-
тельности и специфичности метода. Этот подход 
вытеснил классические методики и доказал свою 
незаменимость в различных областях: в онколо-
гии – для ПЦР-детекции химерных генов (на-
пример, BCR-ABL) при диагностике лейкозов;  
в инфектологии – как основной инструмент вы-
явления вирусной РНК/ДНК (грипп, COVID-19); 
в медицинской генетике – для скрининга наслед-
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ственных заболеваний путем идентификации 
патогенных мутаций (муковисцидоз). 

Предложенный метод диагностики АБА 
полностью соответствует этой парадигме, сме-
щая фокус с оценки симптомов на анализ пря-
мых молекулярных участников патологическо-
го процесса. 

К ключевым преимуществам подхода от-
носятся его независимость от субъективной 
оценки пациента или результатов функцио-
нальных проб. Анализ венозной крови позволя-
ет напрямую оценить дисбаланс в системе кон-
троля аутофагии и окислительного стресса, что 
исключает необходимость инвазивных прово-
кационных тестов и длительного мониторинга. 

Вместе с тем, для широкого внедрения ме-
тода в рутинную клиническую практику необ-
ходимо дальнейшее исследование на более об-
ширной и гетерогенной когорте пациентов для 
окончательной валидации референсных значе-
ний. Стандартизация преаналитического этапа 
(выделение моноцитов) может потребовать 
адаптации протоколов для лабораторий с раз-
ным уровнем оснащения. 

 
Заключение. В ходе проведенного иссле-

дования был разработан и предложен для вне-
дрения в клиническую практику новый метод 
объективной оценки степени тяжести атопиче-
ской бронхиальной астмы (АБА), основанный 
на молекулярно-генетическом анализе. 

Доказана прямая корреляция между тяже-
стью течения АБА и соотношением экспрессии 
генов RUBCN (Rubicon) и CYBB (NOX2) в мо-
ноцитах периферической крови. 

Определены и статистически обоснованы 
референсные диапазоны соотношения 
RUBCN/CYBB для каждой клинической группы: 
здоровые лица (≥ 0.250 у. е.), легкая (0.150–
0.250 у. е.), среднетяжелая (0.075–0.150 у. е.) и 
тяжелая (≤ 0.075 у. е.) формы АБА. 

Разработанный метод ОТ-ПЦР-диагно-
стики позволяет преодолеть ключевые ограни-
чения традиционных подходов, такие как субъ-
ективность клинической оценки и зависимость 
функциональных тестов от усилий пациента. 
Анализ венозной крови обеспечивает прямую 
количественную оценку дисбаланса в системе 
контроля аутофагии и окислительного стресса, 
лежащего в основе патогенеза заболевания. 

Внедрение данного подхода в рутинную 
клиническую практику открывает перспективы 
для оптимизации лечебно-диагностических ме-

роприятий: он позволяет не только точно диф-
ференцировать стадии болезни, но и своевре-
менно выбирать таргетную терапию, контроли-
ровать ее эффективность и прогнозировать раз-
витие осложнений. Это, в конечном счете, спо-
собствует улучшению качества жизни пациен-
тов и долгосрочного прогноза. 

 
Работа выполнена за счет средств Про-

граммы стратегического академического ли-
дерства Казанского (Приволжского) федераль-
ного университета. 
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The study presents a developed and validated method for the objective assessment of atopic bronchial  

asthma (ABA) severity based on molecular genetic analysis. The aim of the research was to create a diagnostic 
approach utilizing quantitative RT-PCR to determine the expression levels of the RUBCN (Rubicon) and CYBB 
(NOX2) genes–key regulators of LC3-associated phagocytosis (LAP). Dysregulation of this process underlies the 
pathogenesis of ABA, leading to the accumulation of apoptotic cells and chronic inflammation. 

The methodological framework included the bioinformatic design of specific primers using the Ensembl  
database and software tools such as Primer-BLAST, BioEdit, and OligoAnalyzer. The experimental part encom-
passed the isolation of monocytes from the peripheral blood of healthy donors and patients with varying degrees of 
ABA severity, total RNA extraction, reverse transcription, and real-time PCR analysis. Method validation was  
performed by correlating the calculated indicators with clinical data classified according to GINA recommendations. 

During the work, optimal reaction conditions were determined: an annealing temperature of +61°C and a 
DMSO concentration of 4%, which ensured maximum sensitivity and specificity of the analysis. Statistical data 
processing revealed a statistically significant decrease in the relative expression ratio RUBCN/CYBB as the severi-
ty of the disease increased. Based on the obtained results, reference ranges were established for each clinical 
group: healthy individuals: ≥ 0.250 a.u.; mild ABA: 0.150–0.250 a.u.; moderate ABA: 0.075–0.150 a.u.; severe 
ABA: ≤ 0.075 a.u. 

The developed approach demonstrated high diagnostic sensitivity and specificity. A key advantage of the 
new test is its objectivity and independence from the subjective assessment of symptoms by the patient or func-
tional tests requiring long-term monitoring. Analysis of venous blood allows for a direct evaluation of the imbal-
ance in the autophagy and oxidative stress control system, eliminating the need for invasive provocative tests. 

The implementation of this method into routine clinical practice opens prospects for optimizing therapeutic 
and diagnostic measures. It allows not only for precise differentiation of disease stages but also for the timely se-
lection of targeted therapy, monitoring its effectiveness, and predicting the development of complications, which 
ultimately contributes to improving patients' quality of life and long-term prognosis.  

Keywords: LC3-associated phagocytosis, Rubicon, NOX2, PCR, mRNA, atopic bronchial asthma. 




