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АНАЛИЗ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ Т-КЛЕТОК 
И ОКИСЛИТЕЛЬНЫЕ ПРОЦЕССЫ ПРИ ИНСУЛЬТЕ
Овсепян Л.М., Казарян Г.С., Зангинян А.В., Захарян Г.В.
Институт молекулярной биологии Национальной академии наук Республики Армения, Ереван, Армения

Резюме. Проведено исследование уровня экспрессии генов транскрипционных факторов (GATA- 3, 
ТBХ2, IL-2RG), а также изменения окислительных процессов при ишемическом инсульте.

Обнаружено, что при инсульте наблюдается активирование Тh2-клеток (повышение экспрессии 
транскрипционного фактора GATA-3) и подавление Тh1-клеток (понижение экспрессии IL-2 и его ре-
цепторов, а также гена ТВХ21). Повышение экспрессии транскрипционного фактора GATA-3 у боль-
ных инсультом лежит в основе увеличения продукции у этих больных Th2-цитокинов. Сравнительный 
анализ окисления белков в плазме крови выявил повышение интенсивности окислительной моди-
фикации белков у больных инсультом. Исследование содержания глутатиона, активности ферментов 
глутатионпероксидазы, глутатионредуктазы в эритроцитах при инсульте обнaружило уменьшение со-
держания глутатиона и глутатионредуктазы и увеличение активности глутатионпероксидазы.

Полученные данные могут быть полезными для более полного понимания механизмов инсульта.
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АNALYSIS OF THE EXPRESSION LEVEL OF T CELL GENES  
AND OXIDATIVE PROCESSES IN STROKE
Ovsepyan L.M., Kazaryan G.S., Zanginyan A.V., Zakharyan G.V.
Institute of Molecular Biology, National Academy of Sciences, Yerevan, Armenia

Abstract. The expression levels of the genes encoding transcription factors (GATA-3, TBX21, IL-2PG), 
and changes of oxidative processes in ischemic stroke were studied in T cells. We have was found a potential 
activation of Th2 cells (increased expression of transcription factor GATA-3), and suppression of Th1 cells was 
observed in stroke (a decrease in IL-2 and IL-2 receptors, as well as the TBX21 gene expression,). Increased 
expression of GATA-3 transcription factor in stroke patients underlies an increased production of Th2-
cytokines in these patients. 

A comparative analysis of protein oxidation in blood plasma revealed an increase in the intensity of oxidative 
modification of proteins in stroke patients.

Measurements of glutathione content, activity of erythrocyte glutathione peroxidase and glutathione 
reductase enzymes in the patients with stroke revealed a decreased content of glutathione and glutathione 
reductase, along with increased activity of glutathione peroxidase. These findings may be useful for better 
understanding of pathogenetic mechanisms in brain stroke.
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Введение
Проблема ишемических поражений головно-

го мозга является одной из наиболее актуальных 
в современной неврологии. Среди ишемических 
заболеваний мозга наибольшую значимость пред-
ставляет инсульт, который является следствием 
снижения мозгового кровотока, в большинстве 
случаев вызванного окклюзией мозговых арте-
рий тромбом, в результате которого происходит 
уменьшение доставки к нейронам необходимого 
количества глюкозы и кислорода, которые требу-
ются для нормальной функции [1].

Одним из механизмов повреждения нерв-
ной ткани при инсульте является воспале-
ние, связанное с утратой иммунного ответа 
на Т-клеточные рецепторы, сопровождающееся 
нарушением нейроиммунного гомеостаза мозга 
и центральной регуляции функций иммунной 
системы [8, 9].

Процессы пролиферации, дифференцировки 
и функциональная активность всех иммуноком-
петентных клеток находятся под контролем цито-
кинов, которые в основном продуцируются Th1- 
и Th2-клетками. Эти T-хелперы различаются 
по продуцируемым ими цитокинам и роли в сти-
мулировании развития иммунного ответа по кле-
точному или гуморальному типу. Нарушение ба-
ланса продукции цитокинов Th1/Th2-клетками 
играет важную роль в иммунопатогенезе [7]. Ме-
таболическое состояние клеток иммунной систе-
мы, определяющее уровень продукции активных 
форм кислорода, является одним из регуляторов 
Thl/Th2-баланса в организме.

Целью настоящей работы явилось исследова-
ние уровня экспрессии генов транскрипционных 
факторов (GATA-3, ТBХ21), IL-2 и его рецеп-
тора IL-2RG, изменения окислительной моди-
фикации белка, а также содержания глутатиона 
и активности ферментов (глутатионпероксидазы 
и глутатионредуктазы) при ишемическом ин-
сульте мозга (ИИМ).

Материалы и методы
Cубъектами исследования являлись больные 

ишемическим инсультом (n = 55) и здоровые 

люди (n = 74). Больные ишемическим инсультом 
находились на лечении в Mедицинском центре 
«Святой Григорий Просветитель» и Республи-
канском медицинском центре «Армения». Кон-
трольную группу составили доноры медицинско-
го центра «Эребуни» МЗ РА. Исследования были 
одобрены Комитетом по этике Института моле-
кулярной биологии НАН РА (IRB #00004079). 

Средний возраст больных – 72,07±1,5. 
У больных кровь бралась в течение первых 

двух дней после ишемического инсульта. Кровь 
брали в вакуумные пробирки, содержащие в ка-
честве антикоагулянта ЭДТА. Для выделения 
лейкоцитов к 5 мл цельной крови добавляли 10 мл 
лизирующего раствора, включающего в свой со-
став (155 мM NH4Cl, 10 мM KHCO3 и 0,1 мM 
Na2EДТА, pH = 7).

Полученный осадок лимфоцитов дваж-
ды промывали PBS (фосфатно-солевой буфер, 
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 
с использованием коммерческого набора реа-
гентов (“High рure miRNA Isolation Kit”; Roche 
Applied Science, Германия). Выделенную РНК 
хранили при -80 °C до обратной транскрипции 
PCR.

Обратную транскрипцию проводили ПЦР 
с помощью Transcriptor first strand cDNK synthesis 
Kit согласно инструкции протокола. Полученные 
ДНК хранили при -30 °С [5].

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

ПЦР в реальном времени и предварительный 
анализ полученных результатов были сделаны 
на системе Rotor Gene 3000 (Corbett Research, 
Сидней, Австралия).

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

TAБЛИЦА 1. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ПРАЙМЕРОВ ГЕНОВ PSMB2, IL-2 И IL-2РG, GATA-3
TABLE 1. SEQUENCES OF THE PSMB2, IL-2 AND IL-2PG, GATA-3 GENE PRIMERS

Ген
Gene

Правый праймер
Right primer

Левый праймер
Left primer

Пробы №
Probe N

Длина ампликона
Length of amplicon

PSMB2 5’-aggttggcagattcaggatg 5’-agagggcagtggaactcctt #50 72 нуклеотид
72 nucleotide

IL-2 5’-aagtgaaagtttttgctttgagc 5’-aggccacagaactgaaacatc #65 94 нуклеотид
94 nucleotide

IL-2РG 5’-gctgggattcactcagttt 5’-gacaggccacacagatgcta #50 90 нуклеотид
90 nucleotide

GATA-3 5’-aggttggcagattcaggatg 5’-agagggcagtggaactcctt #71 68 нуклеотид 
68 nucleotide
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Значение р < 0,05 рассматривалось как стати-
стически достоверное 

Для количественного определения продук-
тов окислительной модификации белков был 
применен метод, основанный на реакции вза-
имодействия окисленных аминокислотных 
остатков белков и 2,4-динитрофенилгидразина 
(ДНФГ) с образованием 2,4-динитрофенилги-
дразонов, количество которых определяли спек-
трофотометрически. Оптическую плотность 
образовавшихся карбонильных производных 
динитрофенилгидразонов регистрировали 
при разной длине волн: 356 нм – алифатиче-
ские кетондинитpофенилгидpазоны (КДНФГ) 
нейтpального хаpактеpа; 370 нм – алифатические 
альдегиддинитpофенилгидpазоны (АДНФГ) 
нейтpального хаpактеpа; 430 нм – алифатические 
КДНФГ основного хаpактеpа; 530 нм – алифа-
тические АДНФГ основного характера [11]. Уро-
вень карбонильных групп расчитывали, исполь-
зуя коэффициент молярной экстинции, равный 
21 000 М-1см-1. Белок определяли по Лоури [12]. 

Состояние тиол-дисульфидной системы из-
учали по содержанию глутатиона и активно-
сти ферментов – глутатионпероксидазы(ГП) 
и глутатионредук тазы (ГР) в эритроцитах [6].

Результаты и обсуждение
Одной из главных предпосылок к активному 

изучению роли Т-клеток в формировании защи-
ты является их способность синтезировать цито-
кины. Регуляторами функций лимфоцитов вы-
ступают транскрипционные факторы, способные 
как активировать, так и подавлять деятельность 
клетки. 

Сравнительное изучение уровня экспрессии 
гена IL-2 в лейкоцитах периферической крови 
показало, что уровни экспрессии гена IL-2 пони-

жены у больных инсультом по сравнению со здо-
ровыми (рис. 1), что свидетельствует о супрессии 
его продукции Т-лимфоцитами. 

Первоначальным эффектом IL-2 является 
его взаимодействие с СD4+ лимфоцитами, что 
в дальнейшем приводит к формированию клонов 
Т-хелперов 1 типа. При получении активирую-
щего сигнала в Th1-лимфоцитах начинают экс-
прессироваться гены IL-2, IFN, ТNFα.

IL-2 и его рецептор необходимы для пролифе-
рации Т-клеток, отсутствие одного из них приво-
дит к иммунному дефициту, IL-2 обладает выра-
женной способностью индуцировать активность 
практически всех клонов цитотоксических кле-
ток. 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 повышают синтез и секре-
цию TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8 [8].

Основными эндогенными продуцентами 
IL-2 являются активированные Th1 CD4+ лим-
фоциты, а также цитотоксические СD8+ лим-
фоциты. Главное действие, оказываемое им 
на Т-лимфоциты, – индукция пролиферации 
в результате преодоления точки рестрикции меж-
ду фазами цикла G1a и G1b .

Биологическая активность IL-2 возникает 
(или проявляется) при его связывании со специ-
фическими рецепторами, которые экспресси-
руются активированными клетками-мишенями 
на своей мембране.

Y-рецептор IL-2 является рецептором многих 
цитокинов, учавствующих в индукции и регуля-
ции иммунного ответа (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 ).

Результаты исследования показали нарушение 
генов кодирующих IL-2, IL-2RG при инсульте.

Рисунок 1. Уровень экспрессии IL-2 и IL-2RG у здоровых 
и болных инсультом
Figure 1. Expression levels of IL-2 and IL-2RG genes in healthy 
persons and stroke patients

Рисунок 2. Уровень экспрессии GATA-3, TВX21, IL-23A 
у здоровых и больных инсультом 
Figure 2. Expression levels of CATA-3, TBX-21, IL-23A genes in 
healthy persons and patients with stroke
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Результаты оценки экспрессии генов GATA-3 
в лимфоцитах показали, что у больных инсультом 
увеличивается экспрессия GATA-3 по сравнению 
со здоровыми, усиленная экспрессия GATA-3 
индуцирует образование Th2-клеток (рис. 2).

GATA-3 необходим для развития Th2-
фенотипа и действует посредством активации 
секреции соответствующих цитокинов в Th2-
клетках (IL-4, IL-5 и IL-13) [4].

Исходя из полученных нами данных, повы-
шение экспрессии GATA-3 приводит к усилению 
образования Th2-клеток.

Особый интересс вызывает изменение гена 
ТВХ21 при инсульте.

Продуктом гена ТВХ21 являтся транскрип-
ционный фактор Т-bet. Основная функция Т-bet 
состоит в индукции дифференцировки Тh1-
клетки и подавления развития Тh2-клеток [11]. 
Основным типом клеток, в которых ТВХ21 экс-
прессируется, является разновидность CD4 
T-лимфоцитов – Тh1-клетки. В Тh2-клетках этот 
ген не экспрессируется. 

Изветно, что дисбаланс Тh1/Th2 приводит 
к иммунопатологии. Согласно нашим данным, 
при инсульте наблюдается активирование Тh2-
клеток (повышение экспрессии транскрипцион-
ного фактора GATA-3) и подавление Тh1-клеток 
(понижение экспрессии IL-2 и гена ТВХ21).

Регуляция экспрессии генов происходит глав-
ным образом на уровне транскрипции и опре-
деляется составом и активностью белков-акти-
ваторов, связывающихся с cis-регуляторными 
последовательностями ДНК и определяющими 
скорость инициации транскрипции при взаи-
модействии с транскрипционным комплексом. 
Экспрессия многих генов зависит от окислитель-
но-восстановительного потенциала клетки, что 
обеспечивается нормальным составом белков 
в клетке и осуществляется редокс-активными 
белками [2].

Универсальными индукторами изменений ре-
докс-баланса в ответ на стрессорные воздействия 
выступают активные метаболиты кислорода, 
а также продукты свободнорадикальных процес-
сов липидов и белков [5]. 

Исходя из этого, нами было проведено иссле-
дование по определению окислительной моди-
фикации белков в плазме крови у больных ин-
сультом людей.

Как показали результаты исследования, при 
инсульте статистически значимо увеличивается 
уровень алифатических альдегид- и кетон-дини-
трофенилгидразонов, регистрируемых при длине 
волн 356, 370, 430, 530 нм. Данный факт свиде-
тельствует об увеличении интенсивности процес-
са окислительной деструкции белков свободны-
ми радикалами (табл. 2). 

Фактически все аминокислотные остатки бел-
ков способны к окислению, что приводит к из-
менению их функций. Окислению подвергатся 
сульфо- и аминогидроксильные группы амино-
кислот, которые могут приводить к образованию 
поперечных сшивок между белками или между 
белком и другой молекулой, содержащей NН2 
группу. Наиболее распространенным пусковым 
механизмом окислительного повреждения мем-
бранных белков является реакция сульфиги-
дрильных (SH) групп аминокислот со свободны-
ми радикалами. При этом образуются радикалы 
с локализацией неспаренного электрона около 
атома серы (-S•), которые затем взаимодейству-
ют друг с другом с образованием дисульфидов.

Результатом окисления аминокислот может 
быть нарушение вторичной и третичной структу-
ры белков, облегчающее дальнейшее окисление 
аминокислотных остатков, и денатурация бел-
ковых молекул, в результате чего нарушаются их 
функции, в частности инактивируются ферменты.

Свободные радикалы атакуют белки по всей 
длине полипептидной цепи, нарушая не только 
первичную, но и вторичную, и третичную струк-
туру белков, что приводит к агрегации или фраг-
ментации белковой молекулы. Многие фермен-
ты, содержащие SH-группы, такие как АТФазы 
или дегидрогеназы, легко окисляются в результа-
те свободнорадикальной атаки. В первую очередь 
воздействию кислородных радикалов подвер-
гаются остатки пролина, гистидина и аргини-
на, поскольку именно их окисление приводит 
к снижению содержания восстановленных и по-
вышению уровня окисленных SН-групп. Моди-

ТАБЛИЦА 2. ОКИСЛИТЕЛЬНАЯ МОДИФИКАЦИЯ БЕЛКОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ У ДОНОРОВ И БОЛЬНЫХ ИШЕМИЧЕСКИМ 
ИНСУЛЬТОМ (ед. опт. плот./мг белка) (n = 20)
TABLE 2. OXIDATIVE MODIFICATION OF PROTEINS IN BLOOD PLASMA IN DONORS AND PATIENTS WITH ISCHEMIC 
STROKE (units of optical density/ per mg protein) (n = 20)

Длина волны 
Wave length 

356 370 430 530

Контроль
Control 13,94±08 16,0±0,6 8,34±0,5 3,15±0,5

Инсульт
Stroke

 19,72±0,9
p < 0,001

         22,93±0,7
p < 0,001

          11,25±0,6
p < 0,001 4,45±0,6
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фикация белков делает их более чувствительны-
ми к протеолизу. Удаление модифицированных 
белков осуществляется двумя механизмами – 
с помощью протеасом и протеаз. Увеличение 
карбонильных белков может быть результатом 
снижения активности клеточных протеазных си-
стем. Показано, что снижение функции протеа-
сом сопровождается накоплением поврежден-
ных белков. Накопление поврежденных белков 
указывает на повышение уровня окислительного 
стресса и на повреждение протеосом клеток, что 
приводит не только к накоплению поврежденных 
белков, но и к упадку функциональной активно-
сти T-клеток [14].

Биохимические процессы генной экспрес-
сии – транскрипция на первом этапе (биосинтез 
молекул информационной или матричной РНК 
на матрице ДНК) и трансляция на втором этапе 
(процесс синтеза белка на основе кодовой после-
довательности нуклеотидов в мРНК) – определя-
ются доступностью АТФ и GTP и в целом сохран-
ностью энергетического метаболизма. Oдной 
из причих развития инсульта является ишемия, 
в результате которой нарушается доставка кис-
лорода в мозг, что приводит к ряду регулятор-
ных функционально-метаболических изменений 
в митохондриях, среди которых нарушения со-
стояния митохондриальных ферментных ком-
плексов играют ведущую роль, приводя к акти-
вации свободнорадикальных реакций, к падению 
мембранного потенциала, к нарушению синте-
за АТФ и развитию окислительного стресса [1]. 
Окислительный стресс и/или изменение клеточ-
ного редокс-статуса могут влиять на состояние 
ядерного хроматина и вызывать изменения экс-
прессии генов [3].

Генерация АФК в дыхательной цепи вызывает 
повреждение расположенных в непосредствен-
ной близости SH-групп тиоловых ферментов 
и самих мембранных структур, в которых ком-
партментализована система переноса электро-
нов. В условиях окислительного стресса большое 
значение имеет антиоксидантная система ми-
тохондрий, что обеспечивается находящимися 
внутри митохондрий антиоксидантами. Одним 
из основных антиоксидантов в клетках являет-
ся глутатион. Согласно литературным данным, 
уменьшение содержания глутатиона приводит 
к изменению уровней транскрипции в ядре, что 
может модулировать структурную организацию 
хроматина [4]. Ядерный глутатион связан с син-
тезом ДНК, возможно, являясь «редокс-сенсо-
ром» для начала процесса синтеза ДНК, поддер-
живая при этом необходимую архитектуру в ядре 
за счет оптимального редокс-статуса для репли-
кации ДНК и сохранения ее целостности [10]. 
Основу клеточного окислительно-восстанови-
тельного гомеостаза, с помощью которого мо-
жет поддерживаться редокс-состояние тиольных 
групп белков, составляет отношение восстанов-

ленного (GSH) и окисленного (GSSG) глутатио-
на. Нарушение данного соотношения оказывает 
существенное влияние с точки зрения редокс-ре-
гуляции функционирования белков на процессы 
сигнальной трансдукции, контроля экспрессии 
генов, клеточной пролиферации, дифференци-
ровки, состояние клеточного метаболизма и жиз-
недеятельности клетки в целом.

Как показали результаты исследования, 
у больных инсультом в эритроцитах наблюдается 
понижение содержания глутатиона и глутатион-
редуктазы, при повышении активности глутати-
онпероксидазы. 

Система глутатиона, включающая собственно 
глутатион, глутатионпероксидазу и глутатион-
редуктазу, является одним из важнейших ком-
понентов антиоксидантной, антирадикальной 
защиты клеток. Скорость ее реакции и сродство 
к гидроперекисям настолько велики, что она 
может конкурировать за гидроперекиси нена-
сыщенных жирных кислот, включенные в цепь 
радикального процесса, ведущего к образованию 
перекисей, МДА, и благодаря этому выступать 
в роли своеобразного антиоксиданта. Продукты 
восстановления перекисей липидов – оксикис-
лоты метаболизируют далее, а окисленный глута-
тион восстанавливается в GSH – редуктазной ре-
акции глутатиона. По структуре глутатион – это 
трипептид, состоящий из аминокислот глутами-
на, цистеина и глицина. Cульфгидридная группа 
(SH) является основным инструментом глутати-
она в реализации антиоксидантного и детокси-
кационного действия – используется как донор 
электрона в антиоксидантных реакциях.

Важнейшая роль глутатиона как антиокси-
данта объясняется высоким восстановительным 
потенциалом молекулы и высокой внутрикле-
точной концентрацией, система глутатиона свя-
зывает свободные радикалы, восстанавливает 
перекиси, а также продукты перекисного окис-
ления липидов, фосфолипидов мембран, белков, 
нуклеиновых кислот и выводит их из организ-
ма в виде нетоксичных конъюгатов глутатиона, 
обеспечивая нормальное функционирования 
белков, липидов, нуклеиновых кислот, которые 
регулируют процессы сигнальной трансдукции, 
контроля экспрессии генов и состояние клеточ-
ного метаболизма. 

Заключение
Таким образом, полученные нами данные, 

касающиеся изменения экспрессии транскрип-
ционных факторов, показали, что при инсуль-
те имеет место нарушение экспрессии генов 
в T-клетках, изменение окислительной моди-
фикации белков, а также изменение содержания 
глутатиона и его ферментов. Полученные данные 
могут быть полезны для более полного понима-
ния механизмов инсульта.
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