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С ахарный диабет (СД) типа 1 характеризуется 
прогрессирующим разрушением р-клеток 
поджелудочной железы. СД типа 1 относится 

к полигенным заболеваниям. В отличие от моноген
ных синдромов, сочетающихся с различными нару
шениями углеводного обмена, при аутоиммунном 
СД 1 причина заболевания лежит не в мутациях от
дельных генов. Генетическая предрасположенность 
к СД типа 1 связана с наследованием определенных 
аллелей обычных «здоровых» генов. Иногда эти ал
лели, которые определяют предрасположенность к 
СД типа 1 и сцеплены с заболеванием, называют 
этиологическими мутациями, или вариантами. 

Большинство этиологических вариантов широко 
распространены в популяциях, но наличие у инди
вида какой-либо этиологической мутации само по 
себе не приводит к развитию СД 1. Только наличие 
определенной комбинации этиологических вариан
тов в генах, предрасполагающих к заболеванию, по
тенциально может приводить к нарушениям, нахо
дящим свое выражение в развитии СД 1. Однако да
же такая наследственная отягощенность сама по 
себе недостаточна для развития СД 1. У генетичес
ки предрасположенных индивидов СД 1 развивает
ся только вследствие взаимодействия между не изу
ченными генетическими факторами и факторами 
внешней среды. 

В настоящее время для выявления локусов, со
держащих гены, предрасполагающие к СД 1, ис
пользуется подход, основанный на анализе наследо
вания аллелей полиморфных маркеров в ядерных 
семьях с двумя сибсами, больными СД 1 (семьи с 
конкордантными сибсами). Несмотря на трудности 
при подборе семей, несколько групп исследователей 
провели изучение сцепления большого числа поли
морфных локусов генома человека с СД 1. Дополня
ющий подход основан на использовании полных се
мей с дискордантными сибсами. 

В первой работе по полному геномному поиску, 
направленной на выявление локусов, предраспола
гающих к развитию СД типа 1, использовалась кол

лекция из 96 ядерных семей (Великобритания) и па
нель из 290 высокополиморфных микросателлитных 
маркеров, более или менее равномерно расположен
ных на всех хромосомах человека. Это исследование 
позволило обнаружить в геноме человека 18 локусов 
возможной предрасположенности к СД типа 1 на 
разных хромосомах [5]. Параллельно был проведен 
еще один геномный поиск, при котором удалось 
найти область сцепления с СД типа 1 на хромосоме 
11 [6]. Несколько позже с использованием больше
го числа семей было проведено 2 полных геномных 
поиска «второго поколения» [4,9] и один частичный 
поиск [7], что позволило уточнить положение ряда 
ранее обнаруженных локусов и выявить дополни
тельные локусы сцепления с СД типа 1. Данные обо 
всех потенциальных локусах предрасположенности 
к СД 1 типа суммированы в табл. 1. Часть из потен
циальных локусов сцепления с СД типа 1 была об
наружена только с использованием подхода «ген-
кандидат»; к ним относятся локус IDDM18 (ген 
IL12B) и гены CD4 и NOS2. 

Целью настоящего исследования было изучение 
сцепления с СД типа 1 ряда полиморфных марке
ров, расположенных в локусах IDDM8, IDDM9, 
IDDM10 и IDDM12, с использованием семей с кон
кордантными и дискордантными парами сибсов из 
русской популяции. Эти локусы были избраны по
тому, что именно для них было показано сильное 
сцепление с СД типа 1 в семьях из популяций Ве
ликобритании и США [4,5,9]. Нами также проведе
но изучение сцепления области хромосомы 11р13 
рядом с геном каталазы (CAT) с СД типа 1, для ко
торой ранее была показана ассоциация с СД типа 1 
с использованием подхода, основанного на сравне
нии частот аллелей в группах здоровых индивидов и 
пациентов с СД типа 1 [2]. 

М а т е р и а л ы и м е т о д ы 
Обследованы 2 группы ядерных семей среди русских Москвы 

и Самары с конкордантными (33 семьи) и дискордантными (65 
семей) парами сибсов. 
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Геномную ДНК выделяли из крови экстракцией фенолом 
и хлороформом после инкубации образцов крови с протеина-
зой К в 0,1% растворе SDS [8]. Термостабильная ДНК-поли-
мераза получена от фирмы "Ферментас" (Вильнюс, Литва), 
протеиназа К — от фирмы "Merck" (Германия). Синтез ис
пользованных в работе олигонуклеотидных праймеров выпол
нен ЗАО "Синтол" (Москва). 

Последовательности праймеров рассчитывали с использова
нием программы "Олиго" на основании нуклеотидных последо
вательностей. ДНК амплифицировали методом ПЦР на термо-
циклерах PHC-2 ("Techne", Великобритания) и "Терцик" (Рос
сия) в 50 мкл реакционной смеси, содержащей буфер 1, 0.2 мМ 
каждого dNTP, по 10 пикомолей каждого из праймеров, 100-200 
нг геномной ДНК и 1.0 ед. ДНК-полимеразы Taq. 

На начальной стадии ПЦР денатурировали ДНК при 94°С в 
течение 3 мин, на конечной — проводили синтез второй цепи 
при 72°С в течение 7 мин. В промежутке между данными стади
ями осуществляли 25-35 циклов ПЦР в зависимости от маркера 
и количества исходной ДНК по трехступенчатой программе, 
включающей денатурацию ДНК (94°С/1 мин), отжиг праймеров 
в течение 1 мин и синтез второй цепи (72°С/1 мин). 

Анализ наследования аллелей полиморфных маркеров в кон
кордатных и дискордантных семьях проводили с использовани
ем объединенного теста TDT (Transmission Dise-qulibrium Test) 
[12] и S-TDT (Sib Transmission Dis-equlibrium Test) [11]. 

Таблица I 
Значения и MLS, полученные на европейских семьях из 

Великобритании, для локусов, определяющих генетическую 
предрасположенность к СД типа 1 [5,9] 

Локус Ген-кандидат Хромосомная 
локализация 

MLS 

IDDM1 МНС 6q21.3 2.60 34 
IDDM2 INS 11 р 1 5.5 1.29 2.8 
IDDM3 - 15q26 - 2.5* 
IDDM4 LRP5 1 lq l3 1.07 2.5 
IDDM5 - 6q25 1.15 4.5* 
IDDM6 DCC 18q 1.10 3.2 
IDDM7 - 2q31 1.13 1.5 
IDDM8 - 6q27 1.17 3.4* 
IDDM9 - 3q21-25 1.26 2.4 
IDDM10 - lOpl 1.2 1.56 4.7 
IDDM1 1 - 14q24-q31 - 4.0* 
IDDM12 CTLA4 2q33 1.61 3.4* 
IDDM13 - 2q33 1.60 3.3* 
IDDM15 TNDM 6q21 1.34 4.2* 
IDDM17 AIRE1 21q22.3 - -
IDDM18 IL12B 5q31-q33 - -
DXS1068 - Xpl 1.4-p21.1 - -
GCK GCK 7p - -
NOS2 NOS2 17ql 1.2 - -
CD4 CD4 12pl 2-pter - -

* - значения MLS получены другими исследователями [4, 6-7]; 
A.s - уровень семейной ассоциации с СД типа 1 ; для европей
ских популяций суммарное значение Xs для всех локусов, опре
деляющих предрасположенность к СД типа 1, равно 15. 

Р е з у л ь т а т ы и и х о б с у ж д е н и е 

Для картирования областей сцепления с СД типа 
1 использовали 2 группы семей среди русских Моск
вы и Самары, с конкордантными (33 семьи) и дис
кордантными (65 семей) парами сибсов. Анализ 
сцепления с СД типа 1 в русской популяции был 
проведен на пяти районах хромосом — 2, 3, 6, 10 и 11. 

При анализе сцепления области 2q33 с СД типа 1 
использовали 2 полиморфных маркера. Один из них 
представляет микросателлит (АТ)п, который распо
ложен в З'-нетранслируемой области гена CTLA4 
[10]. Другой полиморфный маркер расположен вну
три кодирующей области гена CTLA4 и представля
ет собой мононуклеотидный полиморфизм в поло
жении 49 экзона 1 (A49G), которому соответствует 
аминокислотный полиморфизм Thrl7Ala, располо
женный в лидерном пептиде антигена CTLA-4 [10]. 
В настоящее время ген CTLA4, кодирующий один 
из поверхностных антигенов цитотоксических 
Т-лимфоцитов, является одним из наиболее вероят
ных генов-кандидатов, определяющих предрасполо
женность к СД 1 типа. 

Использование как конкордантных, так и дискор
дантных семей позволило установить, что оба поли
морфных маркера гена CTLA4 сцеплены с СД 1 ти
па в русской популяции (табл. 2). Величины MLS, 
рассчитанные с использованием конкордантных се
мей, достигают значений 4.11 в случае маркера 
ThrllAla и 3.84 — в случае определения полиморф
ного микросателлита. Величины Z', рассчитанные с 
использованием дискордантных семей, равны 4.07 и 
3.98, соответственно, что позволяет сделать вывод, 
что данная область хромосомы 2, содержащая локус 
IDDM12 и ген CTLA4, определяет предрасположен
ность к СД 1 типа и в русской популяции. 

При анализе сцепления локуса IDDM9 с СД типа 
1 использовали 2 полиморфных микросателлита 
D3S1769 и D3S4015. Данный локус расположен на 
хромосоме 3 (3q21-q25) и величины MLS и Z', рас
считанные с использованием обеих групп семей, 
приведены в табл. 3. Эти значения находятся в ин
тервале 1.73 — 2.19, что позволяет сделать вывод о 
том, что оба маркера сцеплены с СД типа 1 в рус
ской популяции. 

Таблица 2 
Значения MLS и Z', полученные с использованием конкордант

ных и дискордантных семей и двух полиморфных маркеров гена 
CTLA4, расположенного в локусе IDDM1 2 на хромосоме 2q33 

Поли Тип Число Конкор- Дискордантные 
морфный поли аллелей дантные семьи 
маркер морфизма семьи 

MLS t Т Р 
Alal7Thr SNP 2 4.1 1 15.68 4.07 <0.0001 
(АТ)п STR 17 3.84 15.70 3.96 <0.0001 
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Таблица 3 
Значения MLS и Z', полученные с использованием конкордант

ных и дискордантных семей и двух полиморфных маркеров, 
расположенных в локусе IDDM9 на хромосоме 3q21 -25 

Поли Тип Число Конкор- Дискордантные 
морфный поли аллелей дантные семьи 
маркер морфизма семьи 

MLS Т Р 
D3S1769 STR 7 1.73 4.36 2.06 0.02 
D3S4015 STR 6 1.91 4.91 2.19 0.01 

При анализе сцепления с СД типа 1 локуса 
IDDM8, расположеного на хромосоме 6 (6q25-q27), 
использовали 2 полиморфных маркера: микросател
лит D6S503 и мононуклеотидный полиморфизм 
С1183Тъ гене SOD2, который кодирует супероксид-
дисмутазу митохондрий, зависимую от ионов Мп + + . 
Полиморфизму С/183Т соответствует аминокислот
ный полиморфизм: остатки аланина или валина в 
положении —9 сигнального пептида — Ala(—9)Val 
[3]. Величины MLS и Z', рассчитанные с использо
ванием обеих групп семей для этих маркеров, при
ведены в табл. 4. Для одного из двух использован
ных маркеров (Ala(—9)Val) обнаружено сцепление с 
СД типа 1. 

Таблица 4 
Значения MLS и Z', полученные с использованием конкордант

ных и дискордантных семей и трех полиморфных маркеров, 
расположенных в локусе IDDM8 на хромосоме 6q25-q27 

Поли Тип Число Конкор- Дискордантные 
морфный поли аллелей дантные семьи 
маркер морфизма семьи 

MLS X2 Z' Р 
Ala(-9)Val SNP 2 2.06 8.70 2.25 0.003 
D6S503 STR 4 0.81 3.00 0.93 нд 

Для анализа сцепления с СД типа 1 локуса 
IDDM10, расположенного на хромосоме 10 
(Юр 12.2), использовали 4 полиморфных микроса
теллита, обозначения которых, а также величины 
MLS и Z' , рассчитанные у обеих групп семей для 
всех маркеров, приведены в табл. 5. Выраженное 

сцепление было показано для двух полиморфных 
маркеров (D10S1243 и D10S2326), расположенных в 
данной области хромосомы 10. 

Для проверки предположения, что ген каталазы 
(СА Т) может быть ассоциирован с развитием диабе
тической нефропатии (ДН) при СД типа 1, нами 
были разработаны полимофные микросателлиты 
D11S907 и D11S2008, расположенные рядом с этим 
геном [1-2]. Однако при анализе ассоциации этих 
полиморфных микросателлитов с ДН при СД типа 1 
с использованием групп случай/контроль мы обна
ружили ассоциацию этих полиморфных маркеров не 
с ДН, а с собственно СД типа 1. В связи с этим на
ми был разработан полиморфный мононуклеотид
ный маркер С1167Т, расположенный внутри коди
рующей последовательности гена CAT, анализ ассо
циации которого подтвердил, что данная область 
хромосомы 11 ассоциирована с СД типа 1 [2]. 

Для проверки полученных данных мы исполь
зовали полиморфные микросателлиты D11S2008, 
Dl 1S1392 и D11S1977, расположенные рядом с ге
ном CAT, и маркер С1167Т внутри этого гена, а 
также коллекцию конкордантных и дискордант
ных семей (табл. 6). Анализ полученных данных 
показал, что из использованных 4 маркеров 3 по
лиморфных маркера выраженно сцеплены с СД 
типа 1 в русской популяции. Наибольшие вели
чины MLS и Z' получены в случае наличия мар
кера D11S2008 и равны соответственно 4.93 и 
5.62, что позволяет сделать вывод о сильном 
сцеплении данной области хромосомы 11р13, 
расположенной рядом с геном CAT, с СД типа 1 
в русской популяции. 

В ы в о д ы 

1. Проведено картирование областей сцепления с 
сахарным диабетом типа 1 на хромосомах 2, 3, 6, 10 
и 11 с использованием двух групп семей, собранных 
среди русских Москвы и Самары, с конкордантны
ми (33 семьи) и дискордантными (65 семей) парами 
сибсов. 

Таблица 5 
Значения MLS и Z', полученные с использованием конкордант
ных и дискордантных семей и четырех полиморфных маркеров, 

расположенных в локусе IDDM10 на хромосоме 10pl 1.2 

Поли Тип Число Конкор- Дискордантные 
морфный поли аллелей дантные семьи 
маркер морфизма семьи 

MLS t Z' Р 
D10S1243 STR 15 3.20 15.12 3.83 <0.0001 
D10S507 STR 6 1.06 2.44 1.49 нд 
D10S2326 STR 12 1.62 5.40 2.07 0.02 
Dl0S1426 STR 7 0.97 2.69 1.49 НД 

Таблица 6 
Значения MLS и Z', полученные с использованием конкордантных 
и дискордантных семей и четырех полиморфных маркеров, распо
ложенных рядом с геном CAT и внутри него, на хромосоме 1 1 pi 3 

Поли Тип Число Конкор- Дискорда нтные 
морфный поли аллелей дантные семьи 
маркер морфизма семьи 

MLS Z' Р 
CI 167Т SNP 2 3.50 1 1.95 3.37 <0.0001 
Dl 1S1392 STR 6 3.71 16.13 4.02 <0.0001 
Dl 1S1977 STR 5 0.93 3.00 1 .44 нд 
Dl 1S2008 STR 5 4.93 31.1 5.62 <0.0001 

36 ф) 
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2. Обнаружено, что в русской популяции Моск
вы и Самары полиморфные маркеры, расположен
ные в локусах IDDM8, IDDM9, ID DM 10 и ID DM 12, 
сцеплены с СД типа 1. 

3. На хромосоме 11 р13 обнаружено сильное 
сцепление трех полиморфных маркеров, располо
женных рядом с геном CAT, с СД типа 1, что поз-

локус сцепления с СД типа 1, для которого предло
жено обозначение IDDM16. 

Данное исследование финансировалось Федеральной про
граммой РФ "Сахарный диабет" и подпрограммой "Геном чело-

ВОЛЯет сделать ВЫВОД, ЧТО нами обнаружен НОВЫЙ века" Государственной научно-технической программы РФ. 
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