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Резюме. Сахарный диабет 1 типа (СД-1) характеризуется прогрессирующей деструкцией β-клеток 
поджелудочной железы. Ведущими звеньями в патогенезе диабета являются дисрегуляция иммуни-
тета и программированная гибель клеток. В данной статье изучены особенности экспрессии генов 
IL-2, белка Bcl-1 и аннексина 11 у больных СД-1. Исследование проведено на 70 здоровых людях и 30 
больных СД-1. Обратную транскрипцию проводили ПЦР с помощью Transcriptor first strand cDNK 
synthesis Kit. 

Изучение уровня экспрессии гена IL-2 и белка Bcl-1 в лейкоцитах периферической крови пока-
зало, что медианные уровни экспрессии гена IL-2 и белка Bcl-1 повышены у больных СД-1 по срав-
нению с контрольной группой. Изучение апоптоза с помощью аннексинового теста обнаружило по-
вышенный уровень экспрессии аннексина 11 у больных СД-1. Полученные данные могут служить 
дополнительным источником для понимания механизмов патогенеза СД-1. 
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Abstract. Type 1 diabetic mellitus (T1DM) is known to be associated with progressive destruction of β-cells 
of the pancreas. Dysregulated immunity and programmed cell death are an important link in pathogenesis of 
diabetes. In this study, we examined expression levels of interleukin-2, Bcl-1, ANXA-11 genes in patients with 
T1DM. The study was done with blood leukocures of T1DM patients (30) and healthy controls (70).
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Введение
Сахарный диабет (СД) представляет собой 

заболевание, проявляющееся яркими наруше-
ниями углеводного и энергетического обмена, 
сопровождающееся дисбалансом всех функцио-
нальных систем организма в результате хрониче-
ской гипергликемии. 

Считается, что сахарный диабет 1 типа (СД-1) 
является органоспецифическим аутоиммунным 
заболеванием, которое развивается в результате 
селективного разрушения β-клеток поджелудоч-
ной железы цитотоксическими лимфоцитами, 
Т-хелперами 1 типа и аутоантителами [1]. В ре-
зультате постепенной деструкции β-клеток насту-
пает инсулиновая недостаточность, приводящая 
к расстройству гомеостаза глюкозы и возникнове-
нию СД-1. Считается, что одним из механизмов 
развития СД-1 является дефект Т-регуляторной 
системы, в частности дисбаланс между CD4+ эф-
фекторами и CD8+Т-лимфоцитами [6].

Ведущими звеньями в патогенезе аутоиммун-
ного поражения β-клетoк поджелудочной желе-
зы являются процессы инициации и реализации 
апоптоза. 

Несмотря на активное изучение иммунопато-
генеза СД-1, многие ключевые моменты в раз-
витии и прогрессировании данного заболевания 
остаются неясными. 

Целью настоящего исследования явилось изу-
чение особенностей экспрессии генов интерлей-
кина-2 ( IL-2), белка Bcl-1(bcl-1) и аннексина 11 
(ANXA -11) у больных СД 1 типа. 

Материалы и методы
Исследование проведено на 70 здоровых лю-

дях и 30 больных сахарным диабетом 1 типа. Все 
обследованные были этническими армянами, 
проживающими на территории Армении. Все они 
были проинформированы врачами о предстоя-
щем исследовании и дали согласие на взятие кро-
ви. Исследование одобрено Комитетом по этике 
Института молекулярной биологии НАН РА.

Забор крови проводили натощак. Кровь бра-
ли в вакуумные пробирки, содержащие в каче-
стве антикоагулянта ЭДТА. Для выделения лей-
коцитов к 5 мл цельной крови добавляли 10 мл 
лизирующего раствора, включающего в свой 
состав (155 мM NH4Cl, 10 мM KHCO3 и 0,1 мM 
Na2EДТА, pH = 7).

Полученный осадок лимфоцитов дважды 
промывали PBS (фосфатно-солевого буфера, 
рН = 7,4), а затем хранили при -20 °С в растворе, 
состоящем из 100 мкл RNAlater и 50 мкл PBS.

Выделение РНК из лимфоцитов, проводили 
при использовании комерческого набора реа-
гентов (“High рure mRNA Isolation Kit”; Roche 
Applied Science, Германия). Выделенную РНК 

Reverse-transcription PCR was done with Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit from Roche Life 
Science. The study of IL-2 and Bcl-1 gene expression level in peripheral blood leukocytes indicated that the 
median gene expression levels of IL-2 and Bcl-1 are increased in patients with T1DM patients compared with 
control group of healthy persons.

The study of apoptosis by annexin test has revealed an increased level of ANXA 11 expression in T1DM 
patients. The obtained data can serve as an additional source for understanding the pathogenesis of T1DM 
mechanisms.

Keywords: diabetes, leukocytes, interleukin-2, annexin, proliferation, apoptosis

TAБЛИЦА 1. ЗОНДЫ И ПРАЙМЕРЫ, ИСПОЛЬЗОВАННЫЕ ПРИ КОЛИЧЕСТВЕННОМ АНАЛИЗЕ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ 
ГЕНОВ
TABLE 1. PROBES AND PRIMERS USED IN QUANTITATIVE ANALYSIS OF GENE EXPRESSION LEVEL

Ген 
Gene

Правый праймер
Right primer

Левый праймер
Left primer

Номер зонда 
Probe No.

Изготовитель
Manufacturer

IL2 5’-aagtgaaagtttttgctttgagc 5’-aggccacagaactgaaacatc #65 Roche

ANXA11 5’-tcttccccagacacacacc 5’-ggccttcttgctgcttcata #29 Roche

Bcl-2 5’-ttatttcatgaggcacgttattattag 5’acagaggatcatgctgtacttaaaaa #6 IDT

RPL32 5’-gcgatctcggcacagtaag 5’-gaagttcctggtccacaacg #17 IDT
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хранили при -80 °C до обратной транскрипции 
ПЦР.

Обратную транскрипцию проводили ПЦР 
с помощью Transcriptor first strand cDNА synthesis 
Kit согласно инструкции протокола. Полученные 
кДНК хранили при -30 °С [11].

RPL32 использовали в качестве контрольного 
гена для ПЦР в реальном времени. Информация 
о праймерах – в таблице 1.

ПЦР в реальном времени и предварительный 
анализ полученных результатов были сделаны 
на системе RotorGene 3000 (Corbett Research, 
Sydney, Australia).

Для статистической обработки данных ис-
пользовали программу GraphPad Prizm 5 Demo 
(http://www.graphpad. com). Результаты представ-
лены в виде среднего арифметического ± стан-
дартной ошибки (M±m). При установлении 
достоверности различий данных использовали 
t-критерий Стьюдента и U-критерий Манна–
Уитни. 

Значение р < 0,05 рассматривалось как стати-
стически достоверное. 

Результаты и обсуждение
Сравнительное изучение уровня экспрессии 

гена IL-2 в лейкоцитах периферической кро-
ви показало, что медианные уровни экспрессии 
гена IL-2 повышены у больных СД-1 по сравне-
нию со здоровыми (рис. 1). 

IL-2 обладает выраженной способностью ин-
дуцировать активность практически всех кло-
нов цитотоксических клеток. Он был первым 
интерлейкином, у которого была выявлена эта 
способность. IL-2 повышает цитолитическую 
функцию Т-киллеров и NK-клеток, увеличивает 

продукцию перфоринов и IFNγ этими клетками, 
активирует моноциты и макрофаги, которые по-
вышают синтез и секрецию TNFα, IL-1β, IL-6, 
IL-8. Основными продуцентами IL-2 являются 
активированные Т-хелперы 1-го класса. Главное 
действие, оказываемое им на Т-лимфоциты, – 
индукция пролиферации в результате преодоле-
ния точки рестрикции между фазами цикла G1a 
и G1b [7].

Интерес вызывает участие этого цитокина 
в процессе апоптоза. Обнаружено, что для реа-
лизации апоптозиндуцирующего эффекта IL-2 
на лимфоциты крови в условиях in vitro необхо-
дим определенный порог концентрации цитоки-
на. Наличие подобного «барьера» действия IL-2 
может быть объяснено строением его рецептора 
и работой внутриклеточных сигнальных путей. 
Согласно некоторым исследователями, указан-
ный цитокин вызывает повышение чувствитель-
ности Т-лимфоцитов к апоптозу, что зависит 
от уровня антигенного и костимулирующего воз-
действия; IL-2 человека оказывает также дозо-
зависимые эффекты на реализацию апоптоза 
иммунокомпетентных клеток: количество апоп-
тотических клеток в культуре лимфоцитов изме-
няется однонаправленно с концентрацией цито-
кина в диапазоне 0,1-1,0 нг/мл [4]. Существует 
множество причин отмены апоптоза данным 
цитокином. Одна из них – способность данно-
го цитокина запускать пролиферативный каскад 
по MAPK-сигнальным путям, сходящимся на ре-
гуляции экспрессии гена bcl-2, результатом по-
вышения которой является клеточное выжива-
ние и пролиферация. Дозозависимый характер 
этого явления может быть объяснен увеличением 
количества активированных IL-2R с повышени-
ем дозы цитокина и усилением интенсивности 
антиапоптотических сигнальных путей в клет-
ке [4].

В литературе имеются противоречивые све-
дения о повышении или снижении продукции 
уровня IL-2 при СД-1. У больных с недавно диа-
гностированным СД-1 отмечается более высокий 
уровень циркулирующего IL-2 в перифериче-
ской крови по сравнению с длительно текущим 
СД 1 типа и здоровыми. 

В то же время имеются работы, в которых со-
общается о снижении продукции уровня IL-2 
в крови и его продукции активированными мо-
нонуклеарами у больных СД-1 [10]. 

Одним из важных регуляторов апоптоза явля-
ются белки семейства bcl-2. 

Bcl-2 является внутриклеточным белком, ло-
кализующимся на митохондриях, поэтому появ-

Рисунок 1. Уровень экспрессии IL-2 у здоровых 
и больных СД-1, выраженной в медианах
Figure 1. Expression level of IL-2 in healthy and type 1 diabetes 
patients, expressed median shown

2,5

1,5

1,0

0,5

p = 0,0105

IL-2

контроль диабет
(healthy) (diabetes)

0,0

Эк
сп

ре
сс

ия
Ex

pr
es

sio
n



638

Hovsepyan L.M. et al.
Овсепян Л.М. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ление его растворимой формы в крови связано 
с повреждением клеточной мембраны в результа-
те процесса апоптоза. 

Как показали результаты наших исследова-
ний (рис. 2), при СД-1 наблюдается повышение 
в крови экспрессии белка bcl-2. Повышенная 
экспрессия bcl-2 повышает выживаемость кле-
ток, индуцированных к апоптозу. Bcl-2 взаимо-
действует с Apaf-1 и каспазой-9 и блокирует даль-
нейшую передачу апоптотического сигнала [13]. 

Механизмы, с помощью которых модулирует-
ся апоптотический процесс, неизвестны, и пред-
лагается несколько противоречивых теорий 
о способах действия белков семейства bcl-2. Одна 
из теорий основана на блокаде апоптоза bcl-2 пу-
тем изменения митохондриальных функций.

Митохондриальный сигнальный путь апоп-
тоза реализуется в результате выхода апоптоген-
ных белков из межмембранного пространства 
митохондрий в цитоплазму клетки, который 
может осуществляться за счет повышения про-
ницаемости митохондриальной мембраны, при-
водящей к открытию высокопроницаемых кана-
лов на внешней мембране митохондрий. Разрыв 
внешней мембраны митохондрий объясняется 
увеличением объема митохондриального матрик-
са. Данный процесс связывают с раскрытием пор 
митохондриальной мембраны, приводящим 
к снижению мембранного потенциала и высоко-
амплитудному набуханию митохондрий [2].

Апоптоз, наряду с пролиферацией, является 
формой ответа зрелых лимфоцитов на патоло-
гию, эти реакции альтернативны, их параллель-
ная оценка может дать более полные сведения 
о состоянии изучаемых клеток [5].

В этой связи нами был изучен уровень аннек-
сина 11 в лимфоцитах больных СД-1. Как по-
казали результаты исследования (рис. 3), нами 
обнаружен повышенный уровень экспрессии 
аннексина 11 по сравнению с контрольной груп-
пой. 

Аннексин-11 не выделяется из нормальных 
клеток, источником внеклеточного аннексина 
являются апоптотические и разрушенные клет-
ки [12]. В механизме действия аннексина большое 
значение имеет их свойство связываться с отрица-
тельно заряженными фосфолипидами – фосфати-
дилсерином (ФС) и кардиолипином (КЛ), экспо-
зиция которых на клеточной мембране является 
одним из ранних признаков апоптоза [8]. 

Результаты наших прежних исследований, по-
священных исследованию перекисей липидов 
и содержания фосфолипидов, показали умень-
шение ФС и КЛ при аллоксановом диабете и ак-
тивирование процессов свободнорадикального 
окисления липидов [3]. 

Наиболее легко подвергаются свободно-
радикальному окислению кислые фосфолипиды. 
Образование гидроперекисей ФС и КЛ нарушает 
его взаимодействие с белками цитоскелета ан-
нексинами и облегчает миграцию окисленного 
ФС с внутренней стороны мембранного бислоя 
на наружную. По этой причине ФС, который 
в нормальной клетке практически полностью 
локализован с внутренней стороны бислоя, при 
индукции апоптоза начинает проявляться и с 
внешней стороны мембраны [2]. Экспрессия 
фосфатидилсерина на наружной поверхности 
мембраны наблюдается, начиная с ранней стадии 
апоптоза до полной деградации клетки.

Рисунок 2. Уровень экспрессии Bcl-2 у здоровых 
и больных СД-1, выраженной в медианах
Figure 2. The level of Bcl-2 expression in healthy and type 1 
diabetes patients, expressed median shown

Рисунок 3. Уровень экспрессии АNХА-11 у здоровых 
и больных СД-1, выраженной в медианах
Figure 3. Expression level for ANHA-11 in healthy and type 1 
diabetes patients, expressed median
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КЛ в основном содержится на внутренней сто-
роне мембраны митохондрий и играет специфи-
ческую роль в функционировании митохондрий 
за счет взаимодействия с рядом митохондриаль-
ных белков, а также в регуляции активностей 
ферментных систем дыхательной цепи. Известно, 
что АТФ-АДФ-синтетаза находится в окружении 
КЛ, отщепление КЛ сопровождается торможе-
нием активности цитохромоксидазы, активности 
сукцинатдегидрогеназы, расстройством струк-
турной организации НАДН-дегидрогеназы.

В нормальных условиях КЛ удерживают ци-
тохром С. При активации свободнорадикального 
окисления в митохондриях кардиолипины окис-
ляются и освобождают цитохром С. После выхода 
в цитоплазму он образует комплекс с фактором 
активации апоптоза (АpaF-1), активирующей 
нижестоящие каспазы, которые осуществляют 
апоптоз клеток [9].

Таким образом, полученные нами результаты 
позволяют считать, что у больных СД-1 отмеча-
ется повышение экспрессии генов IL-2, Вcl-2 

и Anxa-11. Нам представляется, что дисбаланс 
между пролиферацией и программированной 
гибелью клетки приводит к нарушению регуля-
торной функции цитокинов, что является пато-
логичным звеном в патогенезе СД-1, что, скорее 
всего, связано с компенсаторной реакцией орга-
низма на активацию иммунной системы и апоп-
тоза.

Обобщая результаты проведенного иссле-
дования, можно заключить, что изучение экс-
прессии отмеченных генов важно с точки зрения 
раскрытия иммунопатогенеза СД-1 и определе-
ния их прогностической значимости в процессе 
проведении лечения. Нами было выявлено, что 
у больных с СД-1, наряду с изменением процесса 
пролиферации, отмечались разной степени вы-
раженности изменения апоптотической гибели 
лимфоцитов крови. Обнаруженные закономер-
ности реализации апоптотической гибели им-
мунных клеток могут являться результатом моду-
лирующего влияния IL-2 и Вс1-1 и определяются 
дозой цитокинов.
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