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ВЗАИМОСВЯЗЬ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА TNF-A G-308A  
С АКТИВНОСТЬЮ ЦИТОКИНА TNFΑ  

У БОЛЬНЫХ САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 1-ГО ТИПА,  
ПРОЖИВАЮЩИХ В САМАРКАНДСКОЙ ОБЛАСТИ
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Целью настоящего исследования является изучение взаимосвязи полиморфизма гена TNF-A –308G/A 
с уровнем экспрессии цитокина TNFα у больных сахарным диабетом 1-го типа, проживающих в Самарканд-
ской области. Методом полиморфизма длины рестрикционных фрагментов с использованием аллельспеци-
фических праймеров исследован полиморфизм гена TNF-A -308G/A во взаимосвязи с уровнем концентрации 
цитокина TNFα у больных сахарным диабетом 1-го типа и здоровых лиц, не имеющих в анамнезе сахарного 
диабета 1-го типа. При изучении особенностей распределения генотипов GG и GA выявлена достоверная 
разница в частоте встречаемости по сравнению с контрольной группой. Анализ сравнения генотипов по-
лиморфизма TNFα -308G/A в различных возрастных группах показал, что частота заболеваемости сахар-
ным диабетом 1-го типа увеличивается у лиц в возрасте старше 10 лет с генотипами GG GA. Обнаружены 
высокие концентрации цитокина TNFα у больных сахарным диабетом 1-го типа в исследованной группе 
в зависимости от половых различий. Лица женского пола имеют высокие риски развития аутоиммунного 
СД 1-го типа. Концентрация TNFα увеличивается у лиц с гетерозиготным генотипом GA, можно сделать 
предположение об изменении экспрессии с заменой однонуклеотидного полиморфизма в интронной части 
исследованного гена. Таким образом, ген TNFα -308G/A с показателями цитокина TNFα доказывают вовле-
ченность иммунных реакций в патогенез СД 1-го типа. 
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The aim of this study is to investigate the relationship of the TNF-A gene polymorphism -308G / A with 
the level of expression of the cytokine TNFα in patients with type 1 diabetes mellitus living in the Samarkand 
region. Using the restriction fragment length polymorphism method using allele-specific primers, the TNF-A 
gene polymorphism -308G / A was studied in relation to the level of TNFα cytokine concentration in patients with 
type 1 diabetes mellitus and healthy individuals without a history of type 1 diabetes mellitus. In the study of the 
distribution features of the GG and GA genotypes, a reliable difference in the frequency of occurrence compared to 
the control group was revealed. Analysis of the comparison of the genotypes of the TNFα -308G / A polymorphism 
in different age groups showed that the incidence of type 1 diabetes mellitus increases in individuals over 10 years of 
age with the GG GA genotypes. High concentrations of cytokine TNFα were found in patients with type 1 diabetes 
mellitus in the studied group, depending on gender differences. Females have high risks of developing autoimmune 
nature of type 1 diabetes. The concentration of TNFα increases in individuals with heterozygous genotype GA, it 
can be assumed about a change in expression with the replacement of single nucleotide polymorphism in the intron 
part of the studied gene. Thus, the TNFα gene -308G / A with TNFα cytokine indicators prove the involvement of 
immune reactions in the pathogenesis of type 1 diabetes.
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Введение
В аутоиммунной природе сахарного 

диабета 1-го типа (СД1) цитокины игра-
ют важную роль в поддержании иммун-
ных реакций, дисбаланс которых могут 
вызывать нарушения β-клеток островков 
Лангерганса. Известно, что провоспали-
тельные цитокины участвуют в процессах 
восстановления, активации и пролифера-
ции β-клеток, поддерживают жизнеспо-
собность клеток поджелудочной железы. 

Фактор некроза опухоли TNFα (tumor ne-
crosis factor) участвует в воспалительных 
реакциях на системном и локальном уров-
нях, играет ключевую роль в патогенезе 
системных заболеваний [1]. 

Кроме того, TNFα при нормальных ко-
личествах поддерживает такие гомеостати-
ческие функции клеток, как клеточная про-
лиферация и апоптоз, запускает липидные 
медиаторы эпителия сосудов, тем самым 
вызывает инфильтрацию иммунных кле-
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ток с помощью адгезии лейкоцитов. Повы-
шение уровня в плазме TNFα, опосредуя 
клетками иммунной системы, играет фун-
даментальную роль в разрушении клеток 
поджелудочной железы, что может являть-
ся фактором риска в патогенезе сахарного 
диабета, нарушения липидного обмена, 
что может быть причиной ожирения и воз-
никновения воспалительных процессов. 

Актуально исследование связи поли-
морфизма генов, аллелей и генотипов SNV, 
которые могут влиять на их функциональ-
ное состояние, влияющие на экспрессию 
белковых молекул при различных патологи-
ческих состояниях. Исследования полимор-
физма генов сахарного диабета 1 и 2 типа по-
казывают предрасположенность в генотипе 
статистических данных, исследования по-
лиморфизмов TNFα2308 AA и TNFα2308 A 
у египетских пациентов выявили взаимос-
вязи с СД1. Также изучены полиморфизмы 
-308 G/A TNFα в иранских и саудовских по-
пуляциях [2, 3]. 

Проведенные исследования показывают 
высокий уровень циркулирующего TNFα –в 
три-четыре раза выше у пациентов с са-
харным диабетом 1-го типа, также в про-
грессировании диабетической нефропатии 
имел место полиморфизм аллель C TNFα – 
10 31 T/C. У больных диабетической стопой 
с генотипом СС по сравнению с больными 
с генотипом ТТ выявлено повышение уров-
ня TNFα в сыворотке крови [4]. 

Изучение молекулярно-генетических 
особенностей функциональной области по-
следовательностей промотора гена TNF-a 
G-308A в иорданской популяции показало 
влияние функциональной области на уро-
вень сахара в крови у больных с сахарным 
диабетом 2-го типа. У лиц с генотипом 
-308GG с высоким уровнем TNFα, больных 
сахарным диабетом 2-го типа, выявлены из-
менение концентрации сахара в крови и ре-
зистентность к инсулину [5]. 

Целью настоящего исследования яв-
ляется изучение взаимосвязи полиморфиз-
ма гена TNF-A -308G/A с активностью ци-
токина TNFα у больных СД 1-го типа, про-
живающих в Самаркандской области.

Материалы и методы исследования
Настоящее исследование основывается 

на результатах наблюдения за пациентами 
с сахарным диабетом 1-го типа, проведенно-
го в отделении диагностики Самаркандского 
областного центра эндокринологии. Кон-
троль и непосредственную консультативную, 
научную и методическую помощь оказывал 
заведующий отделением А.Э. Кадыров. 

В исследование были включены пациен-
ты, подписавшие добровольное информиро-

ванное согласие на участие в соответствии 
с Хельсинкской декларацией. Были включе-
ны 64 пациента с сахарным диабетом 1-го 
типа, из них 41 женщина – 70 % и 23 муж-
чины – 30 %. В группу исследования были 
включены пациенты, зарегистрированные 
в эндокринологическом центре, в возрас-
те от 7 до 40 лет. Контрольную группу со-
ставили 198 относительно здоровых лиц, 
не имеющих в анамнезе СД 1-го типа. 

Выделение ДНК
Для выделения ДНК был использован 

метод лизиса клеток крови путем двойного 
центрифугирования объема цельной крови 
в буфере RCLB (Redcellslysisbuffer – эри-
троцитарный лизирующий буфер) при ско-
рости 1500 об/мин.
Проведение метода полиморфизма длины 

рестрикционных фрагментов – ПДРФ
Для амплификации полиморфного 

участка гена TNF-A -308G/A исследованной 
популяции использовали метод полимераз-
ной цепной реакции с аллельспецифичны-
ми праймерами TNF-A-308G/A: 
forward 5’-GACAAGCCTGTAGCCCATGT-3’,
reverse 5’- GGAGGTTGACCTTGGTCTGG -3’. 

Концентрацию цитокина определяли ме-
тодом иммуноферментного анализа (ИФА) 
с использованием коммерческих наборов 
ЗАО «Вектор Бест» в диапазоне концентра-
ций для TNF-α пг/мл. 

Полученные данные обрабатывали с  
помощью программного пакета GraphPad-
Prism 10, включая использование встроен-
ных функций статистической обработки.

Результаты исследования  
и их обсуждение

Ген TNFα кодирует многофункциональ-
ный белок, который принимает участие в  
провоспалительных процессах. В основ-
ном секретируется макрофагами, функ-
ционирует через рецепторы TNFRSF1A/
TNFR1 и TNFRSF1B/TNFBR. TNFα уча-
ствует в процессах регуляции, пролифера-
ции и дифференцировки клеток, апоптоза, 
в патологиях, связанных с аутоиммунными 
заболеваниями. Широко изучены несколько 
вариантов гена, в том числе TNFА: -238G/A 
-308G/A, которые способствуют повыше-
нию или снижению продукции цитокина. 

Исследования полиморфизма аллелей 
и генотипов маркеров гена TNFα -308G/A 
в группе больных СД 1-го типа по сравне-
нию с контрольной группой показали вы-
сокие показатели частоты аллеля А в груп-
пе больных с СД 1-го типа по сравнению 
с группой контроля (табл. 1). 
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Рис. 1. Сравнительная характеристика частот аллелей и генотипов гена TNF-A -308G/A  
у больных с СД 1-го типа

 Таблица 1 
 Взаимосвязь аллелей и генотипов гена 

TNF-A -308G/A у больных с СД 1-го типа

Генотип χ2 RR (95 % CI)
G p = 0,0321 0,53 (0,25–0,95)
A p = 0,0242 2,05 (1,54–3,89)

GG p = 0,0211 0,45 (0,28–0,92)
GA p = 0,0212 2,21 (1,86–4,45)

Примечание: χ2– показатель достоверности 
по Пирсону; RR – относительный риск.

Исследования показателя аллеля G сви-
детельствуют о низких показателях по срав-
нению с контрольной группой (рис. 1). 

При изучении особенностей распреде-
ления генотипа GG выявлена достоверная 
разница в исследованной группе с СД  1-го 
типа по сравнению с контролем (табл. 1, 
рис. 1). Анализ гетерозиготного геноти-
па GA также свидетельствует о различиях 
между исследованной группой с СД 1-го 
типа по сравнению с контрольной группой 

(рис. 1), различий при анализе гомозиготно-
го генотипа АА не было выявлено.

Таким образом, анализ распределения 
аллелей и частот распределения гена – 
308(G/A) TNF у лиц с СД 1-го типа, прожи-
вающих в Самаркандской области, свиде-
тельствует о значительном вкладе в  пред-
расположенность к заболеванию, является 
существенным фактором прогноза у боль-
ных с СД 1-го типа, узбекской популяции, 
проживающих в г. Самарканде.

При сравнении анализа генотипов 
полиморфизма TNFα -308G/A с различ-
ными возрастными группами пациентов 
с СД1 (табл. 2) у больных с СД 1-го типа, 
имеющих генотип GG, статистические 
значимые разницы имели лица старше 
10 лет (p ≤ 0,0001). У лиц с генотипом GG 
7–10 и ≥ 15 лет в возрастных подгруппах 
статистически значимых различий не вы-
явлено. Также среди лиц с генотипом GA 
подростки старше 10 лет имели стати-
стически значимую разницу (p ≤ 0,0001) 
по сравнению с другими возрастными 
подгруппами. 

 Таблица 2
 TNFα -308G/A генотипы у детей возрастных групп

Генотипы Частоты (%) RR (95 % CI) P-value*
GG

7–10 лет 6/48 (12,5 %) 0,81 (0,21–2,54) 0,91
10–15 лет 8/48 (16,6 %)
≥ 10 лет 4/48 (8,33 %) 0,22 (0,19–0,28) ≤ 0,0001
≥ 15 лет 28/48 (58,33 %)

GA 
7–10 лет 3/16 (18,75 %) 0,81 (0,38–1,74) 0,81
10–15 лет 4/16 (25 %)
≥ 10 лет 2/16 (12,5 %) 0,24 (0,15–0,38) ≤ 0,0001
≥ 15 лет 9/16 (56,25 %)
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Для изучения особенностей развития 

СД 1-го типа были исследованы показате-
ли TNF-α у лиц СД 1-го типа. Проведенные 
исследования свидетельствуют о высоком 
уровне (TNF-α) у лиц с СД 1-го типа по срав-
нению с контрольной группой (p < 0,05) 
(рис. 2).

Рис. 2. Уровень провоспалительных  
цитокинов TNFα при СД 1-го типа

У больных с СД 1-го типа концентрация 
TNF-α в периферической крови состави-
ла 56,7±4,8 пг/мл, в контрольной группе – 
16,3±1,76 пг/мл.

TNFα участвует в системном воспа-
лении, уровни TNFα в плазме связаны 
с различными факторами риска диабета [6]. 
Он играет фундаментальную роль в разру-
шении бета-клеток, опосредованном им-
мунными клетками, потому достоверно 
(р < 0,05) высокое содержание его у боль-
ных с СД 1-го типа (56,7±4,8 пг/мл) говорит 
о преобладании в патогенезе СД 1-го типа 
иммуноопосредованного деструктивного 
процесса в бета-клетках [7, 8].

Была проведена сравнительная характе-
ристика уровня показателей активности ци-
токинов TNFα у пациентов с СД 1-го типа, 
проживающих в Самаркандской области, 
с генотипами GG, GA гена TNFα -308G/A 
в общей популяции. Данные представлены 
в табл. 3. Отмечается, что уровень показа-
телей активности цитокинов TNFα у паци-
ентов с СД 1-го типа Самаркандской обла-
сти в зависимости от полиморфизма TNFα 
-308G/A, с генотипом GG и GA наблюдается 
увеличение количества TNFα пг/мл (55,3±5,6, 
58,1±4,4, 16,3±1,76, р ≤ 0,001) высокие 
концентрации которых обнаружены у лиц 
с генотипом GA. Таким образом, гетерози-
готный генотип GA вносит значительный 

вклад в развитие аутоиммунного сахарного 
диабета 1-го типа.

По представленным в табл. 3 и на рис. 3  
данным, лица общей популяции с СД 1-го 
типа гена TNFα -308G/A с генотипами GG 
n = 27 имели высокие концентрации TNFα 
пг/мл по сравнению с контрольной группой. 

Анализ половых различий уровня ци-
токинов TNFα в зависимости от геноти-
пов TNFα -308G/A у женщин представ-
лен в табл. 3 и на рис. 3, где отмечается, 
что у женщин с генотипами гена TNFα 
-308G/A GG и GA наблюдалось увеличение 
количества цитокинов (55,1±5,6, 57,1±4,4, 
16,3±1,76, р ≤ 0,001) по сравнению с кон-
трольной группой. 

Рис. 3. Уровень TNFα в зависимости  
от половых различий

Анализ содержания цитокинов TNFα 
у мужчин с СД 1-го типа Самаркандской 
области полиморфизма гена TNFα -308G/
A у лиц мужского пола (табл. 3) показал, 
что у лиц с генотипами GG и GA полимор-
физма гена TNFα -308G/A отмечаются высо-
кие показатели TNFα по сравнению с контро-
лем (56,3±5,6, 59,1±4,4, 16,3±1,76, р ≤ 0,001).

Исследования факторов начала заболе-
вания в зависимости от генотипа GG, GA 
гена TNFα -308G/A показывают возраст на-
чало заболевания от 7 лет, но существенно 
число заболевших СД1 типа увеличивается 
в популяции от 10 лет. Также анализ поло-
вых различий встречаемости заболевания 
СД 1-го типа показал, что в популяции об-
следованных СД 1-го типа зарегистриро-
вано начало болезни у лиц женского пола, 
то есть у девочек 7 лет. 
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Таблица 3

Уровень показателей активности цитокинов TNFα  
у женщин и мужчин СД 1-го типа Самаркандской области

Генотип
TNFα пг/мл 

общая группа
n = 64

TNFα пг/мл
Женщины

n = 41

TNFα пг/мл
Мужчины

n = 23
Контроль
n = 198

GG 55,3±5,6***
n = 48

55,1±5,6***
n = 23

56,3±5,6***
n = 11 16,3±1,76

GA 58,1±4,4***
n = 16

57,1±4,4***
n = 14

59,1±4,4***
n = 10 16,3±1,76

Примечание. Достоверность разницы между исследованной группой и контролем (р ≤ 0,001).

Заключение
Анализ показателей взаимосвязи между 

изученными цитокинами показал увеличе-
ние концентрации цитокина при СД 1-го 
типа. Лица с генотипами GG, GA имели вы-
сокие концентрации TNFα, гетерозиготный 
генотип GA независимо от половых разли-
чий имели высокие концентрации данного 
цитокина. Данная ситуация свидетельствует 
об изменении концентрации в зависимости 
от замены аллеля А. Полная замена на го-
мозиготный АА генотип может свидетель-
ствовать о развитии прогрессирующего ау-
тоиммунного СД 1-го типа. Таким образом, 
ген TNFα -308G/A с показателями цитокина 
TNFα свидетельствует о вовлеченности им-
мунных реакций в патогенез СД 1-го типа. 
Лица женского пола имеют высокие риски 
развития аутоиммунного СД 1-го типа. 
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