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Вступ

Розвиток ожиріння та його метаболічних ускладнень
супроводжується численними порушеннями про�

цесів метаболізму та проліферації, зокрема у жировій тка�
нині і є однією з найважливіших проблем сьогодення 
в усьому світі [9,13]. Дослідження, проведені на молеку�
лярному та клітинному рівнях, продемонстрували наяв�
ність взаємозв'язків між метаболічними порушеннями 
за ожиріння і його ускладнень (резистентності до інсуліну 
і діабету другого типу) та дисрегуляцією ключових регуля�
торних механізмів шляхом змін в експресії великої кілько�
сті генів [4,7,8]. Як і багато інших захворювань, ожиріння
та його метаболічні ускладнення є результатом тісної взає�
модії генетичних факторів і різноманітних зовнішніх чин�
ників, хоча і дисрегуляція метаболізму може, у свою чергу,
призводити до певних змін у функціонуванні регулятор�
них механізмів клітин на різних рівнях [3,6,7]. Відомо, що
адипоґенез, як і процеси транспорту та метаболізму глюко�
зи і ліпідів, а також багато інших, включаючи процеси про�
ліферації, контролюються низкою тісно взаємопов'язаних
між собою регуляторних факторів [3,6,8]. Раніше було
показано, що за умов ожиріння без порушення толерант�
ності до інсуліну у клітинах крові дітей посилюється
експресія генів альдолази С та TIGAR, який є залежним від
ТР53 регулятором гліколізу та апоптозу, а з резистентністю
до інсуліну за умов ожиріння асоціюються лише зміни в
рівні експресії генів гліколізу ENO1 та ENO2 [1].

В центрі ожиріння є ріст жирової тканини, і накопи�
чення жиру викликає локальне хронічне запалення та
дисрегуляцію адипоцитокінів, що причетні до розвитку
метаболічного синдрому і можуть порушувати експресію
генів й у клітинах крові [2]. Тому встановлення детальних

механізмів порушення процесів метаболізму на молеку�
лярному, клітинному та системному рівнях сприятиме
з'ясуванню природи ожиріння та його метаболічних
ускладнень, а також розробці нових стратегій лікування
та профілактики цих захворювань.  

Відомо, що ключові регуляторні фактори позаклітин�
ного матриксу, такі як тканинні інгібітори металопептидаз
(TIMP1 і TIMP2) та тромбоспондини (THBS1 і THBS2), 
є поліфункціональними, залежними від стресу, протеїнами
і контролюють різні метаболічні шляхи, включаючи про�
цеси проліферації та смерті клітин [5,11,14,15]. Так, тка�
нинні інгібітори металопептидаз не лише проявляють інгі�
біторну функцію щодо більшості відомих металопротеїназ,
але й здатні стимулювати проліферацію клітин та проти�
діяти апоптозу, а також контролюють адипоґенез за умов
ожиріння [11,15]. Важлива роль у регуляції міжклітинної
взаємодії, анґіоґенезу та проліферації була продемонстро�
вана для двох тромбоспондинів (THBS1 та THBS2), які
також є поліфункціональними протеїнами [5,14]. 

Цікаво відмітити, що характерною ознакою як ожирін�
ня, так і асоційованої з ним резистентності до інсуліну, 
а також ряду інших патологічних станів, є порушення до�
зрівання протеїнів у ендоплазматичному ретикулумі 
і накопичення в ньому незгорнутих або неправильно
згорнутих протеїнів, що отримало назву «стресу ендо�
плазматичного ретикулуму» [6,10,13]. Саме цей стрес 
є важливим фактором виникнення резистентності до інсу�
ліну, як і багатьох метаболічних порушень за ожиріння,
оскільки за стресу ендоплазматичного ретикулуму по�
рушуються сигнальні шляхи від рецептора інсуліну
[1,6,9]. Стрес ендоплазматичного ретикулуму є чинником,
який контролює експресію великої кількості генів, у тому
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Мета: дослідити рівень експресії генів, що кодують протеїни позаклітинного матриксу (тканинних інгібіторів мета�
лопептидаз TIMP1 та TIMP2 і тромбоспондинів THBS1 та THBS2), у клітинах крові підлітків з ожирінням, як за нор�
мальної, так і порушеної чутливості до інсуліну.
Пацієнти і методи. Дослідження проведені на трьох групах підлітків чоловічої статі віком біля 14 років — без ознак
ожиріння (контроль) та з ожирінням, що мали як нормальну, так і порушену чутливість до інсуліну. РНК виділяли із
клітин крові, і рівень експресії генів визначали методом кількісної полімеразної ланцюгової реакції. 
Результати. Встановлено, що рівень експресії генів TIMP1 та TIMP2 збільшується у два та чотири рази відповідно, 
а генів THBS1 та THBS2, навпаки, знижується у клітинах крові підлітків за умов ожиріння і нормальної чутливості до
інсуліну порівняно з контрольною групою. За умов розвитку резистентності до інсуліну на тлі ожиріння спостерігаєть�
ся подальше різке посилення експресії гена TIMP1 та зниження рівня експресії генів TIMP2, THBS1 і THBS2 у клітинах
крові, причому зміни в експресії генів TIMP2 та THBS1 були виразнішими порівняно з двома іншими генами. 
Висновки. Рівень експресії групи генів поліфункціональних протеїнів позаклітинного матриксу, які задіяні у регуляції
процесів проліферації, суттєво порушується у клітинах крові підлітків за умов ожиріння, як з нормальною, так і при�
гніченою чутливістю до інсуліну, причому з резистентністю до інсуліну за умов ожиріння асоціюються зміни в експре�
сії усіх досліджених генів, що свідчить про їх причетність до розвитку резистентності до інсуліну та інтолерантно�
сті до глюкози. 
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числі й тих, що контролюють метаболізм глюкози, і пов'я�
зує між собою ожиріння та його ускладнення [6,9]. Моле�
кулярні механізми участі різних генів у розвитку ожиріння
та його ускладнень остаточно не з'ясовані і заслуговують
на подальше вивчення. 

Метою даної роботи було вивчити рівень експресії
генів полі�функціональних протеїнів позаклітинного
матриксу TIMP1, TIMP2, THBS1 та THBS2 у клітинах крові
підлітків з нормальною або порушеною чутливістю до
інсуліну на фоні ожиріння у порівнянні з групою
нормальних дітей для виявлення тих генів, зміна експре�
сії яких може бути пов'язана як з розвитком ожиріння, так
і резистентності до інсуліну. 

Матеріали і методи досліджень

Дослідження проведені на дітях чоловічої статі віком
біля 14 років, які були розподілені на три групи (по п'ять 
у кожній групі). Перша, контрольна, група включала дітей без
ознак ожиріння з індексом маси тіла (ІМТ) 18,7±0,12 кг/м2.
До другої групи були відібрані підлітки, що мали ожирін�
ня і нормальну чутливість до інсуліну, а ІМТ дорівнював
31,0±0,40 кг/м2. Діти третьої групи мали ожиріння 
(ІМТ=34,2±2,39 кг/м2) і характеризувалися резистент�
ністю до інсуліну. Обстеження пацієнтів і отримання
біологічного матеріалу було проведено в ДЗ «Інститут
охорони здоров'я дітей та підлітків НАМН України» 
з дотриманням усіх біоетичних вимог. 

Встановлено, що ІМТ був значно більшим в обох
групах дітей з ожирінням (+66 та +83% відповідно для
груп з нормальною чутливістю до інсуліну та з резистент�
ністю до інсуліну; р<0,05 в обох випадках) порівняно 
з контрольною групою дітей. Більше того, індекс рези�
стентності до інсуліну був більшим у 3,7 разу (р<0,05) 
у групі дітей з ожирінням і порушеною чутливістю до інсу�
ліну порівняно з групою контролю та у 3,2 разу (р<0,05)
порівняно з групою дітей з ожирінням і нормальною чут�
ливістю до інсуліну. Подібні результати були отримані 
і при дослідженні рівня інсуліну у крові натщесерце:
відсутність істотних змін у дітей з ожирінням і нормаль�
ною чутливістю до інсуліну, але суттєве збільшення рівня
інсуліну (у 3,3 разу; р<0,05) у дітей, що мали ожиріння,
ускладнене резистентністю до інсуліну, порівняно з дітьми
контрольної групи. 

РНК із крові виділяли за допомогою реагенту Trisol
(Invitrogen, СШA) згідно з протокола виробника. Експре�
сію генів TIMP1, TIMP2, THBS1 та THBS2, а також бета�ак�
тину, як контрольного гена, досліджували методом кількіс�
ної полімеразної ланцюгової реакції (у реальному часі), яку
проводили на апараті The 7900 HT Fast Real�Time PCR
System (Applied Biosystems), використовуючи для про�
ведення реакції Absolute QPCR SYBR�Green Mix (Thermo
Scientific, Великобританія) та пари специфічних для 
кожного гена праймерів, які були отримані із компанії Sig�
ma�Aldrich, США. Для синтезу комплементарної ДНК 
(кДНК) використовували тотальну РНК із клітин крові як
матрицю та набір QuaniTect Reverse Transcription 
(QIAGEN, Німеччина), в якому передбачено етап, що
забезпечує елімінацію можливих залишків геномної ДНК. 

Дослідження експресії мРНК TIMP1 (TIMP metallo�
peptidase inhibitor 1) проводили з праймерами 
5'�AATTCCGACCTCGTCATCAG�3' — прямий та 
5'�TGCAGTTTTCCAGCAATGAG�3' — зворотний,
TIMP2 (TIMP metallopeptidase inhibitor 2) — прямий 
5'—GATGCACATCACCCTCTGTG�3' і зворотний 
5'�GTCGAGAAACTCCTGCTTGG�3', THBS1 (thrombos�
pondin 1) — прямий 5'�TTCTACGAGCTGTGGCAATG�3'

та зворотний 5'�TTTCTTGCAGGCTTTGGTCT�3', 
а THBS2 (thrombospondin 2) — 
5'�AGCGTCAGATGTGCAACAAG�3' — прямий та 
5'�CTTGTCCTTGCATGGGTTTT�3' — зворотний. Віднос�
ну кількість транскриптів досліджених генів нормалізува�
ли за рівнем експресії бета�актину (ACTB), для ампліфіка�
ції якого використовували наступні праймери: прямий —
5'�GGACTTCGAGCAAGAGATGG�3' та зворотний — 
5'�AGCACTGTGTTGGCGTACAG�3'. Результати пред�
ставляли у відсотках від контролю (100%) як M±m. Ана�
ліз результатів виконували за допомогою спеціальної
комп'ютерної програми Differential expression calculator, 
а статистичний аналіз — як описано раніше [12]. 

Результати дослідження та їх обговорення

Дослідження з вивчення експресії генів поліфункціо�
нальних протеїнів позаклітинного матриксу у клітинах
крові підлітків з ожирінням, що мали як нормальну, так 
і порушену чутливість до інсуліну, були проведені для
виявлення можливих молекулярних механізмів розвитку
ожиріння та його метаболічних ускладнень, пов'язаних 
з порушенням чутливості до інсуліну. Встановлено, 
що рівень експресії генів TIMP1 та TIMP2 посилюється 
у клітинах крові дітей за умов ожиріння без ознак рези�
стентності до інсуліну порівняно з контрольною групою 
(у 2,1 та 3,8 разу відповідно; р<0,001 в обох випадках), але
порушення чутливості до інсуліну на тлі ожиріння істот�
но призводило до іще виразніших змін у рівні експресії
обох цих генів, причому у протилежних напрямках 
(рис. 1). Так, за умов резистентності до інсуліну рівень
експресії гена TIMP1 у дітей додатково зростав утричі 
(р<0,001) порівняно з групою дітей з ожирінням без істот�
них змін у чутливості до інсуліну, а експресія гена TIMP2
при цьому різко знижувалася (у 15 разів; р<0,001).

Встановлено також, що рівень експресії гена THBS1
у клітинах крові за умов ожиріння без порушення чутли�
вості до інсуліну істотно знижувався (�28%; р<0,01) 
порівняно з контрольною групою (рис. 2), а рівень експре�
сії гена THBS2 за цих умов знижувався більш виразно 
(�43%; р<0,001). За ожиріння, ускладненого резистентні�
стю до інсуліну, рівень експресії обох генів тромбоспонди�

Рис. 1. Відносний рівень експресії генів TIMP1 та TIMP2 у кліти�
нах крові дітей чоловічої статі з ожирінням без порушення чут�
ливості до інсуліну (Ожиріння), а також з ожирінням, ускладне�
ним резистентністю до інсуліну (Ожиріння + РІ), за даними
кількісної полімеразної ланцюгової реакції у реальному часі.
Контролем слугувала група підлітків без ожиріння (Контроль).
Величину експресії цих генів нормалізували по експресії бета�
актину, причому рівень експресії генів TIMP1 та TIMP2 у кон�
тролі був прийнятим за 100%; n=5



ЭНДОКРИНОЛОГИЯ

121ISSN 1992�5913   Современная педиатрия  4(68)/2015

Читайте нас на сайте: http://med
expert.com.ua

ну додатково знижувався, причому у значно більшій мірі
гена THBS1. Так, рівень експресії гена THBS1 у клітинах
крові за умов резистентності до інсуліну знижувався 
у 144 рази, а гена THBS2 — лише вдвічі (р<0,001 в обох
випадках) порівняно з групою підлітків з ожирінням 
і нормальною чутливістю до інсуліну (рис. 2).

Посилення експресії генів TIMP1 та TIMP2 у клітинах
крові за умов ожиріння, як і виразні зміни їх експресії за
резистентності до інсуліну на фоні ожиріння, свідчать про
їх важливий внесок у розвиток ожиріння та метаболічних
ускладнень, що узгоджується з даними інших авторів про
участь цих протеїнів позаклітинного матриксу у регуляції
численних процесів у клітинах не лише в нормі, але й за
різноманітних патологій [11,15]. Більше того, подібні
зміни в експресії генів TIMP1 та TIMP2 були виявлені
також у підшкірній жировій тканині чоловіків з ожирін�
ням, але за умов резистентності до інсуліну спостерігаєть�
ся різке посилення експресії обох цих генів [13]. 

Таким чином, зміни в експресії генів TIMP1 та TIMP2
у підшкірній жировій тканині за умов ожиріння з нормаль�

ною чутливістю до інсуліну корелюють зі змінами експре�
сії цього гена у клітинах крові, що узгоджується з даними
Yamaoka et al. [2] про те, що профіль експресії генів у клі�
тинах периферичної крові певною мірою віддзеркалює
процеси проліферації в адипоцитах за умов ожиріння.

Виявлене нами зниження рівня експресії генів THBS1
та THBS2 у клітинах крові підлітків з ожирінням при нор�
мальній чутливості до інсуліну і ще більше зниження 
за умов резистентності до інсуліну також узгоджується 
з функцією тромбоспондинів [5,14], зміна експресії яких
може бути причетна до розвитку як ожиріння, так і рези�
стентності до інсуліну, оскільки ці протеїни контролюють
процеси анґіоґенезу та проліферації, взаємодіючи з інши�
ми регуляторними факторами, а також рецепторами. 

Отже результати даної роботи вказують на те, що 
за умов ожиріння у клітинах крові дітей чоловічої статі
змінюється рівень експресії групи генів (TIMP1, TIMP2,
THBS1 та THBS2), які кодують протеїни позаклітинного
матриксу і відіграють важливу роль у регуляції процесів
проліферації і анґіоґенезу. Більше того, з розвитком рези�
стентності до інсуліну на тлі ожиріння корелюють зміни 
в експресії генів усіх досліджених генів, причому більшою
мірою генів TIMP1, TIMP2 та THBS1, хоча детальні моле�
кулярні механізми розвитку ожиріння у підлітків і його
метаболічних ускладнень, зокрема резистентності до інсу�
ліну, заслуговують на подальше всебічне вивчення. 

Висновки

1. Встановлено, що у клітинах крові підлітків за умов
ожиріння і нормальної чутливості до інсуліну порівняно 
з контрольною групою дітей посилюється експресія генів
TIMP1 та TIMP2, а генів THBS1 та THBS2 — знижується,
причому більш виразні зміни виявлені для гена TIMP2. 

2. Розвиток резистентності до інсуліну за умов ожирін�
ня призводить до подальшого підвищення рівня експресії
гена TIMP1 і до зниження експресії генів TIMP2, THBS1 та
THBS2 у клітинах крові підлітків порівняно з групою дітей,
що мали ожиріння і нормальну чутливість до інсуліну. 

3. Отримані результати свідчать про те, що у клітинах
крові за умов ожиріння порушується експресія групи
генів, які кодують поліфункціональні протеїни поза�
клітинного матриксу і контролюють процеси анґіоґенезу
та проліферації, і що резистентність до інсуліну за умов
ожиріння асоціюється зі змінами в рівні експресії 
усіх цих генів.

Рис. 2. Відносний рівень експресії генів THBS1 та THBS2 у клі�
тинах крові підлітків з ожирінням без порушення чутливості до
інсуліну (Ожиріння), а також з ожирінням, ускладненим рези�
стентністю до інсуліну (Ожиріння + РІ), за даними кількісної
полімеразної ланцюгової реакції у реальному часі. Контролем
слугувала група підлітків без ожиріння (Контроль). Величину
експресії генів THBS1 та THBS2 нормалізували по експресії
бета�актину, причому рівень експресії цих генів у контролі був
прийнятим за 100%; n=5.
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Экспрессия генов TIMP1, TIMP2, THBS1 и THBS2 в клетках крови подростков с ожирением 

и нормальной или нарушенной чувствительностью к инсулину

Д.А. Mинченкo1,2

1Национальный медицинский университет им. А. А. Богомольца, г. Киев, Украина 
2Институт биохимии им. А.В. Палладина НАН Украины, Киев
Цель: изучить уровень экспрессии генов, кодирующих протеины внеклеточного матрикса (тканевых ингибиторов металлопептидаз TIMP1 и TIMP2,
а также тромбоспондинов THBS1 и THBS2), в крови подростков при ожирении с нормальной и нарушенной чувствительностью к инсулину.
Пациенты и методы. Исследования проведены на трех группах подростков мужского пола в возрасте около 14 лет: без признаков ожирения 
(контроль) и с ожирением, которые имели как нормальную, так и нарушенную чувствительностью к инсулину. РНК выделяли из клеток крови, 
и уровень экспрессии генов определяли методом количественной полимеразной цепной реакции. 
Результаты. Установлено, что в клетках крови подростков при ожирении и нормальной чувствительности к инсулину по сравнению с контрольной
группой уровень экспрессии генов TIMP1 и TIMP2 увеличивается в два и четыре раза, соответственно, а генов THBS1 и THBS2, наоборот, снижает�
ся. Развитие резистентности к инсулину на фоне ожирения приводит к дополнительному усилению экспрессии гена TIMP1 и снижению экспрессии
генов TIMP2, THBS1 і THBS2 в клетках крови при сравнении с группой детей с ожирением и нормальной чувствительностью к инсулину. Более того,
изменения в экспрессии генов TIMP2 и THBS1 были более выраженными по сравнению с двумя другими генами. 
Выводы. Уровень экспрессии группы генов полифункциональных протеинов внеклеточного матрикса, которые задействованы в регуляции процес�
сов пролиферации, существенно нарушается в клетках крови подростков с ожирением и нормальной, а также угнетенной чувствительностью к инсу�
лину. С развитием резистентности к инсулину при ожирении ассоциируются изменения в экспрессии всех изученных генов, что свидетельствует 
об их причастности к развитию резистентности к инсулину и интолерантности к глюкозе. 
Ключевые слова: ожирение, подростки, резистентность к инсулину, экспрессия генов, TIMP1, TIMP2, THBS1, THBS2, клетки крови. 
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Expression of TIMP1, TIMP2, THBS1 and THBS2 genes in blood cells of the obese adolescents 

with normal and impaired insulin sensitivity

D.O. Minchenko1,2

1National O.O. Bohomolets Medical University, Kyiv, Ukraine
2Palladin Institute of Biochemistry National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv
Objective: To study the expression of genes encoded proteins of extracellular matrix (tissue inhibitor of matrix metalloproteinases TIMP1 and TIMP2 as well
as thrombospondins THBS1 and THBS2) in blood cells of obese adolescents with normal and impaired insulin sensitivity. 
Materials and Methods: For this study were used three groups of adolescent boys with mean age 14 years: normal (control) and obese individuals with nor�
mal and impaired insulin sensitivity. RNA was extracted from blood cells and the levels of gene expressions were studied using quantitative real�time poly�
merase chain reaction. 
Results: It was shown that the expression level of TIMP1 and TIMP2 genes is increased in two and four fold correspondingly, but THBS1 and THBS2 genes —
decreased in the blood cells of obese adolescent boys with normal insulin sensitivity as compared to control group. Insulin resistance in obese boys leads to
additional up�regulation of THBS1 and down�regulation of TIMP2, THBS1 and THBS2 genes in the blood cells as compared to obese patients with normal
insulin sensitivity. Moreover, the changes in TIMP2 and THBS1 were more robust as compared to two other gene expressions.
Conclusions: It was shown the expression levels of the group of polyfunctional proteins of extracellular matrix, which control cell proliferation, are significant�
ly deregulated in blood cells in obese adolescents with normal and suppressed insulin sensitivity and that insulin resistance in obesity is associated with
changes in the expression level of all studied genes, which can contribute to the development of insulin resistance as well as glucose intolerance. 
Key words: obesity, adolescents, insulin resistance, gene expressions, TIMP1, TIMP2, THBS1, THBS2, blood cells. 
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