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Влияние экспериментального гестационного диабета 
на экспрессию 

иммунной субъединицы протеасомы LMP-2 
и аутоиммунного регулятора AIRE в тимусе
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Исследовались особенности экспрессии  белка AIRE и иммунной субъединицы  протеасомы LMP-2 в ти-
мусе у  потомства крыс с  экспериментальным гестационным диабетом (ЭГД). Для  определения AIRE и 
LMP-2 были применены  методы иммуногистохимии и двойной  иммунофлюоресценции с  использованием  
моноклональных антител к  AIRE, LMP-2, CD4-антигену и цитокератинам крысы. Установлено, что у  потомст-
ва крыс с  ЭГД наблюдаются изменения уровня экспрессии  LMP-2 и AIRE в тимусе, что может оказывать 
влияние на представительство панкреатических антигенов и их процессинг, являясь факторами риска  раз -
вития аутоиммунной патологии у  потомства.
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Введение

В настоящее время сахарный диабет 1 типа рассматри-
вается как многофакторное, полигенное заболевание, 
в патогенезе которого важную роль могут играть наруше-
ния функционирования целого ряда генов. К  ним  относят 
гены, кодирующие молекулы главного комплекса гисто-
совместимости 1 и 2  классов, инсулин, транскрипцион-
ный фактор Foxp3, цитотоксический лейкоцитарный ан -
тиген CTLA-4 и другие гены, и др. [6 ]. Особое место среди 
генов, критичных для развития аутоиммунной патологии, 
занимают гены, регулирующие протеасомную деградацию 
белков и процессинг антигенов [18], и ген аутоиммунного 
регулятора (AIRE) [11, 13].

Протеасомы — это мультисубъединичные и мультика- 
талитические протеиназные комплексы  эукариотических 
клеток. Клетки млекопитающих и человека содержат не-
сколько форм и субтипов протеасом. Наиболее изученны-
ми формами являются 26S- и 208-протеасомы [7]. 
26S-протеасомы состоят из 2 0 S-субчастицы — протеоли- 
тического «ядра» — и фланкирующих ее 193-субчастиц. 
Они гидролизуют убиквитинированные белки в АТФ -за-
висимой реакции. Каждая из этих форм образована четы-
рьмя субтипами, различающимися сочетанием конститу-
тивных и иммунных протеолитических субъединиц. Заме-
на конститутивных субъединиц на иммунные происходит 
во вновь образующихся протеасомах при определенных 
условиях, например, под воздействием IFN. При этом 
конститутивные каталитические субъединицы X (Р5), Y 
(Р1) и Z (Р2) замещаются на иммунные субъединицы 
LMP-7 (P5i), LMP-2 (P1i) и LMP-10 (P2i) [4]. Экспери-
ментальные данные свидетельствуют о важной роли нару-
шений процессинга антигена, осуществляемого иммун-
ными протеасомами в развитии аутоиммунной патологии. 
Во многом, по-видимому, это обусловлено и их локализа-
цией — гены, кодирующие иммунные субъединицы про-
теасом LMP-2, LMP7 и транспортер антигенных пепти-
дов ТАР, расположены  в регионе, кодирующем молекулы 
МНСП  класса и отличающемся выраженным полимор-
физмом [18]. Таким образом, логично предположить, что 
в случае изменения экспрессии иммунных субъединиц

протеасомы в клетках тимуса они могли бы утратить спо-
собность продуцировать собственные антигенные эпито-
пы в достаточном количестве, что в результате может 
привести к  риску развития атоиммунной патологии из-за 
резкого уменьшения презентируемых тимоцитам аутоан-
тигенов.

Ген AIRE был впервые идентифицирован в 1997 г. по-
зиционным  клонированием  независимо двумя междуна-
родными группами исследователей как ген, ответствен-
ный за развитие аутоиммунного полигландулярного син-
дрома (autoimmune po1yendocrine/po1yg1andu1ar syndromes, 
APS, APECED), представляющего собой первичное пора-
жение двух и более периферических эндокринных желез 
с развитием их недостаточности [20]. Открытия послед-
них лет показали, что AIRE является регулятором эктопи-
ческой транскрипции в тимусе целого ряда перифериче-
ских тканеспецифических антигенов (periphera1 tissue-spe-
cific antigens, PTSAs), в том числе таких панкреатических 
антигенов как  инсулин, проинсулин, проглюкагон, про- 
соматостатин и пропанкреатический полипептид [1 1 ]. 
Изменения уровня экспрессии AIRE в тимусе может су-
щественно влиять на представительство Р-клеточных ан-
тигенов и таким  образом нарушать процесс формирова-
ния центральной толерантности к  ним , создавая серьез-
ную угрозу для развития СД [13].

Наряду с этим, актуальной проблемой современной 
диабетологии является гестационный диабет (ГД) — на-
рушение углеводного обмена, впервые выявленное или 
возникшее во время настоящей беременности и приводя-
щее к  гипергликемии различной степени выраженности. 
Внутриутробная гипергликемия, развивающаяся при ГД, 
способна вызвать нарушения морфогенеза тимуса и дис-
функцию  его лимфоидного и эпителиального компарт- 
ментов, что, в свою очередь, может привести к  наруше-
нию  формирования центральной толерантности к  панк-
реатическим антигенам как фактору риска развития са-
харного диабета у потомства. Поэтому целью настоящего 
исследования было изучение особенности экспрессии им -
мунной субъединицы протеасомы LMP-2 и аутоиммунно-
го регулятора AIRE в тимусе у потомства крыс с экспери-
ментальным гестационным диабетом (ЭГД).
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Методы исследования

Экспериментальный гестационный диабет моделиро-
вали по методике, разработанной на кафедре патофизио-
логии ЗГМУ [1]. Исследования проведены на самцах — 
потомках крыс с ЭГД в возрасте 1 мес. (n = 9), 2 мес. 
(n = 9), 3 мес. (n = 9) и 6 -месячных (n = 9). Для выявления 
экспрессии AIRE и LMP-2 в тимусе использовали метод 
двойной иммунофлюоресценции. Для этого гистологиче-
ские срезы тимуса инкубировали в течение 18 часов во 
влажной камере при Т =  4°С одновременно с первичными 
кроличьими моноклональными антителами к  AIRE или 
LMP-2 крысы производства Santa Cruz Biotechnology 
(США), с мышиными моноклональными антителами

к  цитокератинам крысы (monoclonal Anti-Pan Cytokeratin
— MAPC, клон PCK-26) производства Sigma, (США) и 
с мышиными моноклональными антителами к  CD4^ h - 
тигену крысы  производства Beckman Coulter (США), уже 
конъюгированными с флюоресцеина изотиоционатом 
(FITC) в вариантах AIRE-MAPC, AIRE-CD4, 
LMP-2-MAPC, LMP-2-CD4. После отмывки избытка 
первичных антител в 0,1 М фосфатном буфере, срезы ин -
кубировали 60 мин (Т =  37°С) со вторичными антителами 
в разведении 1:64. В качестве вторичных антител исполь-
зовали козьи антитела к  полной молекуле IgG кролика, 
конъюгированные с Texas Red (Santa Cruz Biotechnology, 
США). Изображение, получаемое на микроскопе Axios- 
kop (Zeiss, Германия) в ультрафиолетовом спектре воз-

Таблица 1
Количество (на 1 мм 2 ) ДЖЕ+-клеток и концентрация белка AIRE (ЕИф ) в тимусе у потомства крыс с ЭГД  (М  ± m)

Се рии AIRE-иммунопозитивные клетки
Корковое вещество Моз го вое ве ще ство

Контроль — 1 мес. 166 ± 23 304 ± 25
0,252 ± 0,003 0,264 ± 0,003

Потомство крыс с ЭГД — 1 мес. 123 ± 19 332 ± 23
0,256 ± 0,005 0,254 ± 0,0031

Контроль — 2 мес. 164 ± 19 322 ± 34
0,326 ± 0,006 0,336 ± 0,004

Потомство крыс с ЭГД — 2 мес. 124 ± 18 281 ± 28
0,230 ± 0,0041 0,231 ± 0,0031

Контроль — 3 мес. 197 ± 20 347 ± 25
0,250 ± 0,004 0,249 ± 0,003

Потомство крыс с ЭГД — 3 мес. 195 ± 29 362 ± 25
0,256 ± 0,003 0,253 ± 0,003

Контроль — 6 мес. 155 ± 13 314 ± 27
0,262 ± 0,005 0,278 ± 0,004

Потомство крыс с ЭГД — 6 мес. 142 ± 14 316 ± 21
0,283 ± 0,0071 0,255 ± 0,0031

Примечание. в числителе — плотность популяции Д ^Е +-клеток (на 1 мм2), в знаменателе — концентрация AIRE (ЕИФ); до -
стоверность отличий параметров р<0,05 по отношению  к контролю  (1).

Таблица 2
Количество (на 1 мм2) LMP-2-иммунопозитивных клеток и концентрация LMP-2 (ЕИф) 

в тимусе у потомства крыс с ЭГД  (М  ± m)

Се рии LMP-2-иммунопозитивные клетки

Корковое вещество Моз го вое ве ще ство

Контроль — 1 мес. 709 ± 29 799 ± 31
0,424 ± 0,002 0,402 ± 0,002

Потомство крыс с ЭГД — 1 мес. 367 ± 271 474 ± 191
0,335 ± 0,0031 0,363 ± 0,0031

Контроль — 2 мес. 584 ± 28 680 ± 22
0,395 ± 0,003 0,380 ± 0,002

Потомство крыс с ЭГД — 2 мес. 507 ± 181 809 ± 331
0,409 ± 0,0031 0,431 ± 0,0021

Контроль — 3 мес. 544 ± 25 605 ± 29
0,363 ± 0,002 0,381 ± 0,002

Потомство крыс с ЭГД — 3 мес. 541 ± 29 721 ± 301
0,405 ± 0,0031 0,400 ± 0,0021

Контроль — 6 мес. 771 ± 49 844 ± 26
0,302 ± 0,003 0,391 ± 0,002

Потомство крыс с ЭГД — 6 мес. 333 ± 201 684 ± 241
0,335 ± 0,0031 0,390 ± 0,002

Примечание. В числителе — плотность популяции клеток (на 1 мм2), в знаменателе — концентрация LMP-2 (ЕИФ); достовер-
ность отличий параметров р<0,05 по отношению  к контролю  (1)
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буждения 390 нм  (FITC) или 595 нм  (Texas Red) с помо-
щью высокочувствительной видеокамеры COHU-4922 
(COHU Inc., США), вводилось в компьютерную систему 
цифрового анализа изображения VIDAS-386 (Kontron 
E1ektronik, Германия). Дополнительно для визуализации 
LMP-2+-клеток в тимусе у потомства крыс с ЭГД ставили 
иммуногистохимическую реакцию  с первичными МКАТ 
к  LMP-2 крысы и вторичными антителами rabbit Immu- 
noCruzTM Staining system (Santa Cruz Biotechno1ogy, 
США), конъюгированными с пероксидазой хрена.

Результаты и их обсуждение

В результате проведенных исследований установлено, 
что количество AIRE+-клеток в корковом веществе тиму-
са у контрольных крыс во все изученные сроки постна-

тального онтогенеза было в 1,8—2 раза ниже (р<0,05), чем 
в мозговом, что соответствует данным  литературы о преи-
мущественной экспрессии AIRE в мозговом веществе ти-
муса [13]. При этом среди AIRE+-клеток идентифициро-
вались как эпителиоретикулоциты тимуса 
(AIRE+MAPC+), так и тимоциты (AIRE+CD4+). Изучение 
плотности популяции AIRE+-клеток в тимусе у экспери-
ментальных животных показало, что развитие ЭГД не 
влияло на их количество, сохранявшееся на уровне конт-
рольных значений на протяжении первых 6  месяцев пост- 
натального онтогенеза (табл.1). При этом концентрация 
белка AIRE в AIRE+-клетках коркового вещества тимуса 
у потомства крыс с ЭГД достоверно снижалась на 29% 
(р<0,05) по сравнению  с контролем у 2-месячного потом-
ства и увеличивалась на 8 % (р<0,05) у 3-месячного, тогда

Рис. 1. (A-C). LMP-2+-клетки в тимусе крыс линии Wistar. Реакция двойной иммунофлюоресценции: LMP-2+-Texas Red, CD4+-FITC, MAPC+-FITC: 
A — ЭГД 1 мес., кора; B — ЭГД 2 мес., мозговое вещество; C — ЭГД 6 мес., мозговое вещество.
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как в мозговом вещества тимуса наблюдалось достовер-
ное снижение данного показателя по сравнению с конт-
ролем в 1 -месячном, 2 -месячном и 6 -месячном возрасте, 
наиболее выраженное у 2 -месячного потомства (на 31%, 
р<0,05) (табл. 1).

Количество LMP-2+-клеток в корковом веществе тиму-
са у контрольных 1-месячных животных было 709 ± 29 на
1 мм2, затем несколько снижалось у 2 -месячных и 3-месяч-

ных крыс, тогда как к  6 -месячному возрасту их количество 
снова увеличивалось, превышая значения даже 1 -месячного 
потомства (табл. 2). Полученные данные свидетельствуют 
об относительной стабильности экспрессии LMP-2 в коре 
тимуса, которая обнаруживается не только в раннем перио-
де постнатального онтогенеза, но и сохраняется на высоком 
уровне вплоть до зрелого возраста. При этом количество 
LMP-2 +-клеток в корковом веществе тимуса у контрольных

НИВЗЭВЙНвЯк \
ЭГД 1 мес., мозг, в-во ЭГД 2 мес., мозг, в-во ЭГД 3 мес., мозг, в-во

Рис. 2. (A-I) 1_МР-2+-1клетки в тимусе у потомства крыс с ЭГД. Иммуногистохимическая реакция с первичными МКАТ к LMP-2 крысы и вторичными 
антителами rabbit ImmunoCruz™ Staining system.
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крыс во все изученные сроки постнатального онтогенеза 
было ниже, чем в мозговом. Среди LMP-2+-клеток методом 
двойной иммунофлюоресценции идентифицировались 
эпителиоретикулоциты (LMP-2+MAPC+) и тимоциты 
(LMP-2+CD4+) (рис. 1).

Изучение плотности популяции LMP-2+-клеток 
в корковом  веществе тимуса у экспериментальных живот-
ных показало, что развитие ЭГД сопровождалось сниже-
нием их количества в раннем  периоде постнатального он-
тогенеза (на 48% (р<0,05) у 1-месячного потомства крыс 
с ЭГД и на 13% (р<0,05) у 2-месячного), восстановлением 
до уровня контрольных значений у 3-месячного потомст-
ва, после чего отмечалась вторая волна снижения числа 
LM P-2+-клетоку 6 -месячного потомства (на 57%, р<0,05) 
(табл. 2 , рис. 2 ).

Изучение концентрации белка LMP-2 в LMP-2+-клет- 
ках коркового вещества тимуса показало, что у 1 -месяч-
ного потомства крыс с ЭГД наблюдалось достоверное 
снижение данного показателя на 21% (р<0,05) по сравне-
нию  с контролем, тогда как  в последующие изученные 
сроки постнатального онтогенеза концентрация LMP-2 
достоверно увеличивалась по сравнению с контрольными 
животными соответствующего возраста (табл. 2 ).

Развитие ЭГД сопровождалось разонаправленными 
изменениями количества LM P-2 +-клеток в мозговом ве-
ществе тимуса у потомков. Так, у 1-месячного потомства 
крыс с ЭГД плотность популяции LMP-2+-клеток снижа-
лась на 41 (р<0,05), у 2- и 3-месячного потомства крыс 
с ЭГД их число увеличивалось на 19% (р<0,05), тогда как 
у 6 -месячного потомства, как  и в коре тимуса, отмечалась 
вторая волна снижения количества LM P-2 +-клеток (на 
20%, р<0,05) по сравнению с контрольными животными 
соответствующего возраста (табл. 2, рис. 2). Изучение 
концентрации белка LMP-2 в LMP-2+-клетках мозгового 
вещества тимуса показало, что у 1 -месячного потомства 
крыс с ЭГД наблюдалось достоверное снижение данного 
показателя на 10% (р<0,05) по сравнению с контролем, 
тогда как у 2- и 3-месячного потомства крыс с ЭГД кон -
центрация LMP-2 достоверно возрастала, после чего сни-
жалась до уровня контрольных значений у 6 -месячного 
потомства (табл. 2 ).

Полученные нами данные совпадают с рядом других 
исследований. Так, изучение иммунных протеасом в ти-
мусе крыс методом Western b1otting и ИГХ [14] показало, 
что LMP2 и LMP7 субъединицы обнаруживаются в эпите- 
лиоретикулоцитах как коры, так и мозгового вещества ти-
муса. Кроме того, экспрессия LMP2 и LMP7 была обна-
ружена и в тимоцитах также. Однако, количество имму- 
нопозитивного материала в тимоцитах было ниже, чем 
в эпителиоретикулоцитах. Изучение внутриклеточной ло-
кализации LMP2 и LMP7 субъединиц показало их распо-
ложение в цитоплазме клеток. Иммунные субъединицы 
LMP7 и LMP2 обнаруживаются в достаточном количестве 
и в пулах протеасом селезенки крыс, и других лимфоид-
ных органах [17].

Гидролиз генетически чужеродных и своих белков 
осуществляют как  конститутивные, так и иммунные про-
теасомы. Но при гидролизе этих белков иммунными про- 
теасомами в несколько раз возрастает выход олигопепти-
дов длиной 8 — 1 1  аминокислотных остатков с «правиль-
ным» С-концом , содержащим гидрофобные аминокисло-
ты или аргинин. Олигопептиды такой длины  соответству-
ют размерам антигенных эпитопов. В комплексе с моле-

кулами ГКГ класса I они выносятся на поверхность клет-
ки и более эффективно представляются тимоцитам в ходе 
их селекции [17].

Протеасомы являются важнейшими регуляторами се-
лекции тимоцитов. Причем, если иммунные субъединицы 
LMP-2, MECL-1 и LMP-7 контролируют главным обра-
зом негативную селекцию [16] , то недавно открытая субъ-
единица P5t, выраженная исключительно в корковых 
эпителиоретикулоцитах и названная «тимопротеасомой», 
как  полагают, является ответственной за позитивную се-
лекцию  тимоцитов [15]. Субъединица P5t включается 
в 20S протеасому вместо субъединицы b5i (LMP-7). Ха-
рактерно, что другие две каталитические субъединицы, 
входящие в тимопротеасому — это LMP-2 и MECL1, од-
нако они представлены в корковых эпителиоретикулоци-
тах слабее, чем b5t.

У мышей линии NOD методом иммуноблоттинга было 
обнаружено снижение экспрессии LMP2-субъединицы 
иммунной протеасомы в селезенке [9]. Количество мРНК  
LMP2 и ТАР1 в лимфоцитах у мышей линии NOD было 
также снижено по сравнению с контрольными животными 
[19]. В ряде работ отмечается прямое регулирующее влия-
ние между иммунными субъдиницами протеасом и еще од-
ним  важным регулятором процессинга антигенов — белка-
ми теплового шока: усиление экспрессии Hsp увеличивает 
уровень экспрессии генов LMP2 и LMP7 [5]. Отмечается 
также прямая ассоциация между экспрессией гена SUMO 
(sma11 ubiquitin-1ike modifier), являющегося важным компо-
нентом убиквитин-протеасомной системы, и восприимчи-
востью к  СД 1 типа [12], что автор связывает с изменением 
интенсивности сумоиляции HSF1 (heat shock transcription 
factor) и HSF2 и изменением таким образом уровня эксп-
рессии белков теплового шока [3]. Дискутируется вопрос о 
возможности применения ингибиторов протеасом в тера-
пии аутоиммунных заболеваний [2 ].

Было выдвинуто множество различных гипотез, пытаю-
щихся объяснить роль AIRE в контроле аутоиммунной па-
тологии [11]. Эти гипотезы включают: контроль организа-
ции стромы тимуса; управление процессами селекции ти-
моцитов и формирования центральной толерантности; ре-
гулировка ответов Т- и В-лимфоцитов на антигенные сти-
мулы; стимулирование апоптоза эпителиоретикулоцитов 
тимуса и таким образом усиление кросс-презентации их ан-
тигенов; управление процессами дифференцировки нату-
ральных иммунорегуляторных CD4+CD25+ T-клеток тиму-
са (TReg) [13]. Значительный интерес представляют исследо-
вания молекулярных механизмов, лежащих в основе функ-
ционирования Aire, пытающихся приблизиться к  понима-
нию того, каким образом этот белок регулирует эктопиче-
скую транскрипцию генов, кодирующих PTSAs. Возможно, 
что AIRE функционирует как эпигенетический регулятор 
транскрипции, модифицируя генную экспрессию путем об-
ратимых изменений структуры хроматина и/или  в результа-
те метилирования ДНК  [11].

Поскольку AIRE-регулируемые гены имеют тенден-
цию  локализоваться в определенных группах (кластерах), 
Kaufmann B. et a1. (2007) было выдвинуто предположение, 
что AIRE функционирует как регулятор геномных класте-
ров и активизирует гены в стохастической манере [1 0 ]. 
Стохастическое управление транскрипцией может прояв-
ляться в том, что AIRE, одинаково выраженный в двух 
идентичных клетках, может выступать в роли промотора
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транскрипции в одной клетке и в роли репрессора в дру-
гой, приводя в результате к  неравному количественному 
выражению белка в каждой клетке [11]. Интересным фак-
том оказалось обнаружение того, что дефицит Aire вызы-
вает увеличенную восприимчивость к  стрептозото- 
цин-индуцированному сахарному диабету [8 ]. Кроме то-
го, макрофаги Aire (-/-) мышей продуцировали более вы -
сокие уровни продиабетогенного цитокина T N Fa и более 
низкие уровни супрессорного цитокина IL-10 после ин -
дукции стрептозотоцинового диабета, а Aire (-/-) мыши 
проявляли более высокую частоту обнаружения аутоанти-
тел к  клеткам панкреатических островков [8 ].

Вы воды
1. У потомства крыс с ЭГД наблюдаются изменения 

уровня экспрессии иммунной субъединицы протеасомы 
LMP-2 и аутоиммунного регулятора AIRE в тимусе, что 
может оказывать существенное влияние на представите-
льство панкреатических антигенов и их процессинг, явля-
ясь факторами риска развития аутоиммунной патологии 
у потомства.

2. Обнаруженная экспрессия иммунных протеасом ти- 
моцитами, а также выявленные данные об экспрессии 
AIRE этими же клетками, позволяет нам  предположить, 
что не только эпителиоретикулоциты тимуса, а и тимоци- 
ты принимают активное участие в генерации эндогенных 
пептидов для негативной селекции.
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Influence of experimental gestational diabetes mellitus 
on the expression of immune subunits of the proteasome LMP-2 

and autoimmune regulator AIRE in the thymus
Kamyshny A.M.

Zaporozhye State Medical University, Department of Microbiology, Virology and Immunology; 69095 Ukraine, Zaporozhye, Mayakovskiy str., 26

In experlment expression peculiarllies o f AIRE-protein and immune proteasomes subunit LMP-2 in EGD rat 
thymus were researched and discussed. Immunohistochemistry and double immunofluorescence with using 
monoclonal antibodies to AIRE, LMP-2, CD4-antigen and ra t cytokeratins were applied fo r AIRE and LMP-2 deter-
mination. We have establish that rats offsprings with EGD had changes with thymus expression level LMP-2 and 
AIRE, that can influence on pancreatic antigen representation and its processing, being offsprings risk autoim -
mune pathology development factor.
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