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Сахарный диабет второго типа (СД2т) является метаболическим заболеванием, харак-

теризуемым хронической гиперкликемией, недостаточностью секреции или действия эндо-
генного инсулина, а также дисфункцией бета клеток поджелудочной железы. Результаты 
последних исследований показывают, что в основе развития многих осложнений при СД2т 
лежит нарушенная регуляция окислительного стресса. Целью данной работы явилось 
определение влияния растворимого лиганда Fas (solubleFasL) на окислительные процессы в 
клетках врожденного иммунитета у больных СД2т и здоровых доноров. В частности, 
определялись уровни активных форм кислорода (АФК) и экспрессии некоторых геново кис-
лительного стресса (NCF-1, Catalase). Согласно полученным данным, sFasL значительно по-
вышает уровни АФК в клетках цельной крови больных СД2т. Также было показано, что в 
нейтрофилах больных после воздействия sFasL уровни экспрессии каталазы снижаются по 
сравнению с контрольной группой. Кроме того, неиндуцированный и sFasL-индуцированный 
уровень экспрессии гена NADPH оксидазы оказался нижев нейтрофилах больных, чем в здо-
ровыхклетках. Таким образом, полученные результаты свидетельствует о том, что sFasL спо-
собствует повышению уровней окислительного стресса у больных СД2т. Однако, пониженные 
уровни экспрессии NADPH оксидазы как в неиндуцированных так и sFasL-индуцированных 
нейтрофилах больных СД2т указывают на то, что NADPH оксидаза, вероятнее всего, не 
вовлечена в процесс sFasL-индуцированного повышения уровней оксидативного стресса. 
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Сахарный диабет 2-ого типа (СД2т) является метаболическим расстройством, 

характеризующимся гипергликемией и недостаточностью секреции или действия 
эндогенного инсулина, а также дисфункцией бета клеток поджелудочной железы. 
Причиной развития СД2т могут являться комплекс факторов, в том числе гене-
тическая предрасположенность и факторы окружающей среды. СД2т зачастую связан 
с острыми макро- и микро-васкулярными осложнениями, которые приводят к 
повреждению тканей внутренних органов примерно у половины людей с диабетом 
[1]. Механизмы, лежащие в основе развития осложнений при СД2т, полностью не 
изучены. Одной из основных причин развития осложнений при СД2т считается 
нарушение регуляции окислительного стресса, что проявляется в повышении про-
дукции свободных радикалов, а также нарушениях в системе антиоксидантной за-
щиты организма [2]. Известно, что заболевание связано с активацией некоторых 
транскрипционных факторов и протеинкиназы С, а также образованием конечных 
продуктов гликозирования (КПГ). В плазме крови конечные продукты гликозиро-
вания связываются с рецепторами КПГ, находящимися на поверхности макрофагов, 
эндотелиальных и мышечных клетках сосудов.Этот процесс приводит к образованию 
активных форм кислорода, что в свою очередь активирует экспрессию воспалитель-
ных генов [3]. 
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Недавно было показано, что генерация АФК приводит к активации рецетопра 
Fas [4]. Кроме того, у больных СД2т повышенные уровни глюкозы увеличивают 
уровни экспрессии рецептора Fas и его лиганда FasL [5]. Однако, влияние лиганда 
sFasL (soluble FasL) на уровни окислительного стресса при СД2т не было изучено. 
Целью данной работы явилось определение влияния sFasL на окислительные 
процессы в нейтрофилах у больных СД2т и здоровых контролей. Для этой цели были 
изучены уровни АФК в клетках цельной крови после стимуляции sFasL, а также 
уровни мРНК генов NADPH оксидазы (NCF-1) и каталазы (CAT). 

 
Материалы и методы 
Образцы периферической крови были получены от 17 больных СД2т (средний 

возраст 54.5 ± 4.8) и 13 здоровых контролей (средний возраст 35 ± 5.2). Диагноз СД2т 
был поставлен согласно международным критериям (ВОЗ, 2003). Исследование было 
одобрено этическим комитетом института молекулярной биологии НАН РА 
(IRBIORG0003427).  

Invitro модель индуцирования клеток sFasL: Образцы цельной кровибыли 
культивированы в среде RPMI-1640 (Gibco) с добавлением 10% фетальной телячьей 
сыворотки и 2 mML-глютамина. Для исследования экспрессии генов в нейтрофилах, 
клетки были выделены на градиенте Histopaque®-1077, после чего 6˟106 клеток были 
культивированы в той же среде в течение 3 часов при 370С. Для изучения invitro 
воздействия sFasL лиганда (150ng/ml) клетки были культивированы в присутствии 
или отсутствии лиганда. После культивации образцы цельной крови были исполь-
зованы для измерения уровней окислительного стресса, а нейтрофилы были сохра-
нены при -200С в RNAlater до проведения ПЦР в реальном времени. 

Измерение уровней АФК: Уровни окислительного стресса измерялись с по-
мощью дигидрородамина 123 (DHR-123). После культивации клетки цельной крови 
были инкубированы в присутствии 10µМ DHR-123 при 370С. После инкубации клет-
ки были лизированыи анализированы на проточном цитометре (PartecCyFlowSpace). 

Выделение РНК и проведение ПЦР в реальном времени: Для выделения РНК 
был использован RNeasy® MiniKit (QIAGEN) согласно протоколу производителя. 
Синтез к ДНК был осуществлен с помощью набор аiScriptTM Adnvancedc DNA Synthe-
sis Kit (BIORAD). ПЦР в реальном времени был проведен с помощью техники Taq 
Man® Gene Expression Assays. ПЦР в реальном времени был запущен на приборе 
Applied Biosystem Viia 7 Real-Time. В качестве внутреннего контроля был 
использован β2 микроглобулин (β2М). 

Статистический анализ: Статистический анализ был выполнен с помощью 
программного обеспечения GraphPadPrism 5.01 (GraphPadSoftware, USA). Нормаль-
ное распределение было проверено с помощью теста нормальности D'Agostino и 
Pearson. Группы сравнивались между собой при помощи Paired и Unpairedt теста. 
Статистически достоверным принималось различие между группами при значении 
P≤0.05. 

 
Результаты  
Согласно полученным данным спонтанная экспрессия изучаемых генов и 

продукция АФК в образцах цельной крови не была изменена в обеих исследуемых 
группах (Рисунок 2). Уровни окислительного стресса после воздействия sFasL в 
здоровых и больных клетках были повышены, однако только в клетках больных 
СД2т разница оказалась статистически достоверной (p=0.05) (Рисунок 1). В нейтро-
филах больных СД2т после воздействия sFasL уровни экспрессии каталазы снижа-
лись по сравнению с контрольной группой (p<0.05). Уровни экспрессии гена NADPH 
оксидазы в неиндуцированных (p<0.05) и sFasL-индуцированных (p<0.01) нейтро-
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филах больных СД2т были понижены по сравнению с таковыми показателями 
здоровых клеток (Рисунок 2).   

 

 

 

 
Рисунок 1: Уровень АФК в клетках оценивался по значению 

средней интенсивности флуоресценции родамина (MFI). 
Представлены базальные (0), неиндуцированные (Ctl) и sFasL-
индуцированные (FasL) уровни АФК в клетках цельной крови 

здоровых доноров и больных СД2т. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рисунок 2: Уровни спонтанной экспрессии мРНК генов NADPH оксидазы (NCF-1) и каталазы (Catalase) в 
нейтрофилах больных СД2т (T2DM) и здоровых доноров (Healthy). Уровни экспрессии исследуемых генов 

по отношению к эндогенному контролю (β2М) представлены в значении 2(-ΔCT).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рисунок 3:Уровни мРНК генов NADPH оксидазы (NCF-1) и каталазы (Catalase) в неиндуцированных (Ctl) 

и  sFasL-индуцированных (FasL) нейтрофилах больных СД2т (T2DM) и здоровых доноров (Healthy). 
*P<0.05 и **P<0.01достоверность отличий между группами. 

 
Обсуждение 
Окислительный стресс играет ключевую роль в повреждении клеток организама 

при СД2т. Высокие уровни глюкозы приводят к образованию свободных радикалов в 
эндотелиальных клетках, нейтрофилах и макрофагах, что в конечном счете приводит 
к повышению уровней окислительного стресса в организме [6]. Полученные нами 
данные впервые показывают, что sFasL повышает уровни АФК в клетках цельной 
крови больных СД2т. Подтверждением этого явились сниженные уровни экспрессии 
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каталазы после воздействия sFasL. Каталазаявляется одним из основных ферментов 
антиоксидантной защиты организма, которая инактивирует образовавшиеся про-
дукты окислительного стресса [7]. Недавно было показано, что недостаток каталазы 
вызывает увеличение продукции АФК в бета клетках поджелудочной железы, что в 
конечном итоге приводит к разрушению этих клеток [8].  

В нейтрофилах NADPH оксидазa играет основную роль в процессе образовании 
АФК [9]. Однако, несмотря на то, что уровни экспрессии оксидазы у больных были 
существенно ниже, чем у здоровых доноров (как в неидуцированных, так и sFasL-
индуцированных клетках), уровни экспрессии NADPH оксидазы (NCF-1) в нейтро-
филах больных после воздействия sFasL остались неизменными. 

Полученные результаты указывают на то, что усиление sFasL-индуцированных 
окислительных процессов в нейтрофилах больных СД2т возникает NADPH-неза-
висимым путем. Необходимы дальнейшие исследования с целью выявления альтер-
нативных сигнальных путей, вовлеченных в процессы усиленного окислительного 
стресса при СД2т. 
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