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СС
ахарный диабет 1 типа (СД1) является одним из
наиболее тяжелых наследственных заболеваний
человека, приводящим к раннему развитию

серьезных осложнений. Нарушения метаболизма глю-
козы при СД1 возникают из-за аутоиммунной деструк-
ции β-клеток поджелудочной железы, в результате
чего они теряют способность к выработке инсулина.
Известно, что СД1 развивается при взаимодействии
нескольких генетических компонентов и факторов
внешней среды. Полигенная природа СД1 доказана
работами по картированию локусов предрасположен-
ности к заболеванию с использованием анализа сцепле-
ния в семьях с сибсами. Обнаружено более 20 локусов
предрасположенности к СД1 [1–4]. Результаты таких
исследований сильно зависят от этнотерриториальной
принадлежности выборок больных. К настоящему вре-
мени связь с СД1 статистически достоверно доказана
только для генов главного комплекса гистосовмести-
мости (MHC), гена инсулина (INS), гена CTLA4 (коди-
рующего один из поверхностных антигенов Т-лимфо-
цитов), и гена PTPN22 (кодирующего тирозиновую
фосфатазу типа 22 лимфоидных клеток) [5–8].

В 2001 г. Morahan и соавт. идентифицировали еще
один локус предрасположенности к СД1, вблизи гена
IL12B, кодирующего субъединицу p40 ИЛ-12, в хромо-
сомной области 5q31.1-q33.1 [9]. Данный локус получил
обозначение IDDM18.

Белок ИЛ-12 состоит из двух субъединиц, р35 и р40
и является ключевым цитокином, обеспечивающим
развитие клеток Th1. Клетки Th1 в свою очередь
являются главными медиаторами клеточного иммуни-
тета. Поскольку ИЛ-12 также стимулирует синтез
ИФН-γ в клетках киллерах, он играет важную роль и в
процессах врожденного, и приобретенного клеточного
иммунитета [10]. 

Для изучения аутоиммунных процессов при СД1,
используется линия мышей NOD (non obese diabetic).
У мышей этой линии спонтанно развивается СД1, а
введение ИЛ-12 ускоряет его развитие. Введение
антагониста ИЛ-12 мышам в возрасте до 3 недель при-

водит к тому, что клетки CD4+ преимущественно диф-
ференцируются в клетки Th2, и это значительно
уменьшает вероятность спонтанного развития СД1.
Введение антагониста мышам в возрасте 9 недель,
когда инсулит уже существует, не влияет на спонтан-
ное развитие СД 1 [10]. 

Исходя из этих результатов, было высказано пред-
положение, что ген IL12B является геном-кандидатом,
определяющим предрасположенность к СД1 и у чело-
века [9]. Авторы исследовали сцепление ряда поли-
морфных маркеров в области 5q33-q34 данного гена в
422 семьях с двумя и более сибсами, больными СД1 из
Австралии и Великобритании. Первоначально полу-
ченные результаты свидетельствовали об очень слабой
ассоциации данной области с СД1. Однако у сибсов,
идентичных по гаплотипам локуса HLA, было выявле-
но положительное сцепление с СД1, с максимальным
значением LOD-балла равным 2,3. Были обнаружены
также полиморфные маркеры в 3'-нетранслируемой
области гена IL12B (в интроне 4 и в промоторе) и
повышенная частота передачи одного из аллелей мар-
кера, расположенного в 3'-нетранслируемой области
(полиморфизм C/A в положении 1159 в 3'-UTR области
гена IL12B). Однако ассоциации полиморфного марке-
ра C1159A с СД1 в семьях из Норвегии, Швеции,
Японии и пяти популяций европейского происхождения
выявить не удалось [11–15].

Еще один полиморфный маркер – микросателлит
(АТТ)n, обозначенный как D5S2941, был обнаружен в
работе Davodi-Semiromi и соавт. [16]. Авторы про -
анализировали ассоциацию маркеров C1159A и
D5S2941 с СД1 в 364 семьях европейского происхож-
дения с более чем двумя больными сибсами СД1.
Один из аллелей обоих маркеров преимущественно
передавался больным сибсам. При изучении ассоциа-
ции гаплотипов, была обнаружена значимая ассоциа-
ция с СД1 (р=0,02). Использование двух больших кол-
лекций из 337 датских семей с одним больным сибсом
и 795 семей европейского и американского проис-
хождения с двумя и более сибсами, больными СД1,
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также не подтвердило ассоциации полиморфного мар-
кера C1159A с СД1 [15]. Ассоциация не была обнару-
жена и для трех прилежащих к гену IL12B полиморф-
ных маркеров, а также для их гаплотипов [15]. 

Таким образом, результаты, полученные при анали-
зе сцепления и ассоциации локуса IDDM18, достаточно
противоречивы. Эти противоречия могут быть связаны
со способностью ИЛ-12 образовывать не только гете-
родимеры, но и гомодимеры, конкурирующие с гетеро-
димерами за связь с рецепторами ИЛ-12, но активирую-
щие рецепторы интерлейкина. Действительно, введе-
ние гомодимера ИЛ-12p40 мышам NOD подавляет
развитие СД1 [3]. 

Мы исследовали возможное влияние локуса IDDM18
на предрасположенность к СД1 в семьях из русской
популяции. Наличие ассоциации может свидетельство-
вать либо о прямой связи между данным локусом и
наследственной патологией, либо о неравновесии по
сцеплению между маркерным локусом и локусом забо-
левания, если эти локусы расположены достаточно
близко друг от друга. 

Материалы и методы исследования

Были исследованы ДНК двух групп семей из город-
ских популяций Москвы и Самары, с конкордантными
(27 семей) и дискордантными (62 семьи) парами сибсов. 

Выделение геномной ДНК из крови больных про-
водили методом экстракции фенолом-хлороформом
после инкубации с протеиназой К в присутствии 0,1%
SDS. Генотипы полиморфных маркеров определяли с
помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР)
(табл. 1). Амплифицированные фрагменты ДНК,
содержащие полиморфные маркеры, разделяли в 10%
полиакриламидном геле с последующей окраской
азотнокислым серебром. Для амплификации исполь-
зовались праймеры из базы данных GDB [17].
Построение генетической карты хромосомы 5q31.1-
q33.1 и поиск полиморфных маркеров осуществлялись
на странице Национального центра биоинформатики
(NCBI) [18] в сети Интернет.

Фрагменты ДНК, содержащие полиморфные мар-
керы, амплифицировали с помощью ПЦР и затем инку-
бировали в течение 2–4 ч с рестриктазой, расщепляю-
щей данный фрагмент в случае наличия в нем аллеля A
(см. табл. 1). Визуализация результатов расщепления
проводилась электрофоретически в 10% полиакрила-
мидном геле с окраской бромистым этидием. 

При исследовании сцепления на семьях с конкордант -
ными сибсами величину LOD рассчитывали исходя из
отклонения от расщепления 0,25:0,5:0,25 [19]. Макси -
мальный LOD-балл по всем аллелям (MLS) предста-
вляет собой десятичный логарифм отношения вероят-
ностей подтверждения и опровержения гипотезы о
сцеплении генетического маркера с заболеванием.

Анализ ассоциации конкордантных и дискордантных
семей проводили с использованием объединенного теста
TDT (Transmission Disequlibrium Test) [20] и S-TDT (Sib
Transmission Disequlibrium Test) [21]. Расчет проводился с
помощью компьютерной программы S-TDT [22].

Результаты и их обсуждение

Предыдущие исследования позволили примерно
определить область максимального сцепления с СД1 в
популяциях Европы, Азии и Северной Америки. Она
находится внутри гена IL12B или в непосредственной
близости от него. 

В настоящем исследовании использовали два поли-
морфных маркера (табл. 2) в локусе IDDM18, располо-
женном в хромосомной области 5q31.1-q33.1. Один из
выбранных полиморфных маркеров расположен в 
3’-нетранслируемой области гена IL12B (C1159A) и
является самым часто упоминаемым полиморфным
маркером, связанным с локусом IDDM18. Второй мар-
кер, D5S2060, является микросателлитом и расположен
в непосредственной близости от маркера C1159A. 

Оценка сцепления полиморфных маркеров в обла-
сти 5q31.1-q33.1 проводилась только на ядерных
семьях с конкордантными парами сибсов. Для каждого
аллеля вычислялся максимальный LOD-балл (MLS),
характеризующий вероятность совместного наследо-
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Таблица 1
Последовательности праймеров, условия амплификации и расщепления рестриктазой полиморфных маркеров

Маркер Праймеры
5’→ 3’ Tемп. отжига, °С Условия ПЦР Рестриктаза Длина продукта, п.н.

D5S2060
F ctttaagcccctagtgggag MgCl2

R aacaagagcgaaattccatc 54 2 мМ – 106–128

С1159А
F tttggaggaaaagtggaaga MgCl2

R aacattccatacatcctggc 54 1 мМ TaqI 323 (185+138)

Таблица 2
Характеристика полиморфных маркеров, локализованных в хромосомной области 5q31.1-q33.1

Маркер Расстояние от q-конца хромосомы 2 в м.п.н. Тип полиморфизма Число аллелей
D5S2060 158,13 Динукл. 11
C1159A 158,67 SNP 2



вания или отсутствия наследования этого аллеля
обоими сибсами одновременно. Эта величина отража-
ет корреляцию между идентичными по происхожде-
нию сибсами. Наличие корреляции свидетельствует о
сцеплении полиморфного маркера с заболеванием. 

Результаты исследования приводятся в табл. 3. Ни
для одного из исследованных полиморфных маркеров
не было показано предположительного сцепления
(MLS>2,20) с СД1 в популяции больных русского
происхождения. 

Для проверки наличия сцепления СД1 с хромо-
сомной областью 5q31.1-q33.1 провели альтернатив-
ное исследование неравновесной передачи аллелей
от родителей к больным сибсам (TDT), дающее
представление об ассоциации с заболеванием. Тест
проводился на всех типах семей для каждого из поли-
морфных маркеров. Статистически значимая ассо-
циация не была показана ни для одного из исследо-
ванных маркеров. Таким образом, тест TDT подтвер-
дил отсутствие связи локуса IDDM18 с СД1 в русской
популяции больных.

Выводы

У больных СД1 русского происхождения не обнару-
жено сцепления и ассоциации локуса IDDM18 с забо-
леванием.
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Таблица 3
Результаты анализа сцепления 

в хромосомной области 5q31.1-q33.1

Маркер MLS Pc

D5S2060 1.58 NS
C1159A 0.31 NS


