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Показано, что анализ уровня экспрессии  гена Lep является маркером для мышей линии B/Ks-Leprdb/+, 
служащей оптимальной моделью для описания метаболического синдрома (МС) в доклинических ис-
следованиях. Мышам проведена трансплантация культивированных изогенных клеток костного мозга 
(ККМ) от гетерозиготных db/+ доноров. Реципиенты были разделены на группы по разным стадиям 
развития МС — ранняя и выраженная. Проанализирована экспрессия гена Lep на 3-и, 8-е и 14-е сут 
после введения стволовых ККМ в клетках головного мозга, печени и поджелудочной железы методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени. Экспрессию гена Lep оценива-
ли в количестве копий кДНК. Согласно данным нашей лаборатории, лептин является полноценным 
регулятором обменных процессов за счет своего влияния на гипоталамус, который, в свою очередь, 
совместно с гиппокампом, контролирует продукцию ацетилхолина и инсулина в мозге. Нами доказана 
роль Lep гена как количественного оценочного критерия эффективности клеточной терапии при МС.
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It is shown that the level of the Lep gene expression is a marker for B/Ks-Leprdb/+ mice, which line serves 
as an optimal model for describing metabolic syndrome (MS) in preclinical studies. Mice were transplant-
ed with cultured isogenic bone marrow cells (BMC) from heterozygous db/+ donors. The recipients were 
divided into two groups according to an early or advanced stage of MS development. We analyzed the 
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expression of the Lep gene on the 3rd, 8th and 14th day following the administration of stem BMCs in the 
brain, liver and pancreas cells by polymerase chain reaction (PCR) in real time. The Lep gene expression 
was evaluated in terms of the number of cDNA copies. According to our data, leptin is a complete regulator 
of metabolic processes due to its effect on the hypothalamus, which, together with the hippocampus, con-
trols the production of acetylcholine and insulin in the brain. We have proven the role of the Lep gene as a 
quantitative criterion for evaluating the effi cacy of a cell therapy in MS.

Keywords: cDNA, metabolic syndrome (MS), B/Ks-Leprdb/+ mice, gene expression, Lep leptin gene, bone 
marrow stem cells (BMSC)
Confl ict of interest: the author declares no confl ict of interest.
Acknowledgments: The author would like to express her sincere appreciation to her supervisor — direc-
tor of the Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of 
Russia, Dr. Sci. (Med.), Prof. Vladislav Nikolayevich Karkischenko for his support, choice of the topic, 
advisory assistance, recommendations on writing the manuscript. The author is also grateful to the head of 
the Cell Technology Laboratory of the Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical 
and Biologica l Agency of Russia, Cand. Sci. (Biol.) Olga Ivanovna Stepanova for her valuable assistance 
in conducting the work.
For citation: Petrova N.V. The Leptin Gene is a Marker for the Cell Therapy of Metabolic Syndrome. 
Journal Biomed. 2019;15(3):12–22. https://doi.org/10.33647/2074-5982-15-3-12-22

Submitted 22.05.2019
Revised 08.08.2019
Published 10.09.2019

Введение
Существует достаточно большое коли-

чество генов с установленной функцией 
и еще большее количество генов-кан-
дидатов, играющих определенную роль 
при формировании основных проявлений 
метаболического синдрома (МС) [5].
Наиболее изучаемы из кандидатных ге-

нов — мутации генов лептина, рецептора 
лептина, предшественника гормона конвер-
тазы 1, проопиомеланокортина, рецептора 
мелано-кортина-4 и др. [2, 1, 7]. Поэтому 
в 1990 г. было предложено каталогизировать 
все генетические варианты и хромосомные 
локусы, связанные с ожирением, в генети-
ческую карту ожирения (http://obesitygene.
pbrc.edu) [13].
Лептин представляет собой полипептид-

ный гормон с молекулярной массой око-
ло 16 кДа и кодируется геном ob (от англ. 
«obesity»), который был открыт при пози-
ционном клонировании у мышей. Ген леп-
тина у мышей находится в проксимальной 
части 6-й хромосомы мыши [8]. Была опре-
делена нуклеотидная последовательность 

кДНК гена, которая содержала открытую 
рамку считывания для белка из 167-ми 
аминокислотных остатков и очень длин-
ную 3’-нетранслируемую область [14]. Ре-
цессивные мутации гена в гомозиготном 
состоянии приводят у мышей к накоплению 
избыточного веса и развитию сахарного ди-
абета типа 2 [10].
Предполагается, что ген лептина, наряду 

с др. генами ожирения, связан с феноти-
пами ожирения у человека [1]. Ген рецеп-
тора лептина (LEPR) кодирует рецептор 
трансмембранной области, через который 
ген лептина (LEP), адипоцитспецифиче-
ского гормона, регулирует массу жировой 
ткани, процессы приема пищи и расходы 
энергии. Рецептор лептина отвечает за пе-
редачу сигнала лептина в гипоталамусе 
до нескольких преобразователей сигнала 
и активатора транскрипции, а также являет-
ся основным лептин-связывающим белком 
в крови [4].
Лептин циркулирует в кровотоке 

как в свободной, так и в связанной со спе-
цифическими белками формах. При этом 
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уровень секретируемого лептина, как пра-
вило, соответствует массе жировой ткани 
в организме [3]. У женщин концентрация 
лептина в крови значительно выше, чем 
у мужчин [9].

Цель работы — количественная харак-
теристика экспрессии гена Lep лаборатор-
ных мышей линии B/Ks-Leprdb/+, находя-
щихся на разных стадиях МС при введении 
СККМ.

Задачами исследования являлись:
• проведение биоинформационого анализа 
с помощью базы NCBA последователь-
ностей гена Lep мышей, специфичных 
для отбора наиболее перспективных нук-
леотидных последовательностей для ис-
пользования в синтезе праймеров и флюо-
ресцирующего зонда;

• подбор и исследование расчетным и эм-
пирическим путем оптимальных конеч-
ных концентраций компонентов ПЦР-
системы в режиме реального времени: 
дезоксинуклеотидтрифосфатов, ионов 
магния (Mg 2+) и олигонуклеотидных 
праймеров и зонда;

• проведение молекулярно-генетического 
исследования уровней экспрессии гена 
Lep у мышей линии B/Ks-Leprdb/+, нахо-
дящихся на разных стадиях развития МС, 
до и после введения ККМ. Сравнение 
уровней экспрессии гена Lep в клетках 
головного мозга, печени и поджелудочной 
железы методом ПЦР в режиме реального 
времени на разных сроках.

Материалы и методы
Экспрессию гена Lep изучали на мы-

шах-реципиентах линии B/Ks-Leprdb/+ 
(db/db), которые несут рецессивный ген 
leptin receptor-Leprdb. Ген db в гомозигот-
ном состоянии вызывает диабет без дефи-
цита инсулина. Гомозиготные мыши db/db 
были разделены на 3 группы в зависимости 
от стадии развития МС:

группа 1 — особи, находящиеся на ран-
ней стадии развития МС (n=10), которым 
провели однократное введение ККМ сме-
шанной культуры гемопоэтических клеток 
костного мозга (ГПККМ) и мультипотент-
ных мезенхимальных стромальных клеток 
костного мозга (ММСККМ), культивиро-
ванных в течение 5-ти сут. Введение вну-
трибрюшинное по 10 млн клеток;
группа 2 — мыши на стадии выражен-

ных клинических признаков развития 
болезни (n=10), с однократным введени-
ем ККМ смешанной культуры ГПККМ 
и ММСККМ, культивированных в тече-
ние 5-ти сут. Введение внутрибрюшинное 
по 10 млн клеток;
группа 3 — контрольные (без введения 

донорских СККМ) животные на стадии вы-
раженных клинических признаков разви-
тия болезни (n=10), с внутрибрюшинным 
введением физ. р-ра в тех же объемах.
В качестве доноров стволовых и прогени-

торных ККМ использовали фенотипически 
здоровых гетерозиготных мышей той же 
линии db/+.
Всех экспериментальных животных со-

держали в условиях свободного доступа 
к воде и пище на рационном питании (без 
диет), соответствующем нормативам ГОСТ.
Для решения поставленных задач работа 

поводилась в несколько этапов.

Проведение культуральных исследо-
ваний
Работы по выделению клеток и их куль-

тивированию проводились в соответствии 
с общими принципами культуральных ис-
следований на живых и трупных донорах 
сотрудниками лаборатории клеточных 
технологий ФГБУН НЦБМТ ФМБА Рос-
сии. Жизнеспособность клеток гемопо-
этической и стромальной фракций ККМ 
исследовали по окраске трипановым синим, 
а пролиферативную активность в культуре 
стромальных ККМ — по скорости образо-
вания монослоя.
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Морфологическое исследование тка-
ней и органов
Гистологический анализ выполнен 

на мышах db/db экспериментальных 
и контрольной групп после введения ККМ 
с интервалом 3, 8 и 14 сут. Для исследова-
ния отобраны образцы тканей органов-ми-
шеней, которые подвергались стандартно-
му гистологическому анализу.

Исследования методом ПЦР в режиме 
реального времени
Материалом для исследования служили 

ткани различных органов (печень, подже-
лудочная железа, головной мозг) мышей 
db/db экспериментальных групп. Забор  ма-
териала осуществляли строго по времени. 
Интервал наблюдения: первая точка — 
до введения ККМ, затем на 3-и, 8-е и 14-е 
сут после введения стволовых клеток.
Исследование экспрессии гена Lep мы-

шей линии db/db в разных органах прово-
дили методом ПЦР в режиме реального 
времени. При использовании специфиче-
ских праймеров и зонда к генам (табл. 1) 
на детектирующем амплификаторе CFX-96 
(«Bio-Rad», США).
Из исследуемого материала выделя-

ли тотальную РНК на магнитных части-
цах с помощью набора для выделения 
«МАГНО-сорб» на автоматической стан-
ции выделения нуклеиновых кислот и бел-
ков «Kingfi sher DUO» («ThermoScientifi c», 

Финляндия). Синтез первой цепи кДНК 
проводили согласно инструкции «Комплект 
реагентов для получения кДНК на матрице 
РНК РЕВЕРТА-L» («ИнтерЛабСервис», 
Россия). Количество исследуемых кДНК 
в образцах рассчитывали путем определе-
ния пороговых циклов ПЦР.
Стадию амплификации кДНК Lep на де-

тектирующем амплификаторе CFX-96 («Bio-
Rad», США) в режиме реального времени 
проводили в 25 мкл смеси следующего со-
става ПЦР-буфера (×10): 700 mMТрис-HCl, 
pH 8,6/25 °C, 166 mM (NH4)2SO4, 25 mM 
MgCl2, 0,2 mM dNTPs, Taq-полимераза.
Подбор оптимальных условий проведе-

ния амплификации представлен в табл. 2.

Результаты и их обсуждение
После трансплантации культивированных 

изогенных ККМ реципиентам от гетерози-
готных db/+ доноров установлено, что на 3-и, 
8-е и 14-е сут гистологически у мышей 
db/db экспериментальных и контрольной 
групп были выявлены нарушения в струк-
туре поджелудочной железы и печени, ти-
пичные для МС.
В исследуемом биоматериале на 3-и, 8-е 

и 14-е сут после введения ККМ ни в одной 
из групп не было выявлено структурной 
позитивной динамики в органах, которые, 
как правило, проявляются после клеточной 
терапии позже — на сроках, начиная с 21–27–
30 дней после введения клеток. Однако изме-

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры и зонд ПЦР-системы
Table 1. Oligonucleotide primers and probe PCR system

Исследуемая мишень гена Lep Олигонуклеотидные праймеры и зонд
MusDB F 5-TCACCTCCGTCAACAGAAGA-3
MusDB R 5-GGCTCTACTGGAATGGAACC-3
MusDB Z ROX-TTCCACGCACAGTCACAAGATAATG-BHQ-2

Таблица 2. Режимы проведения амплификации в реальном времени
Table 2. Real-time amplifi cation modes

Режимы Температура Продолжительность Число циклов
Начальная денатурация 95 °C 3 мин 1

Денатурация 95 °C 20 сек
45Отжиг 57 °C 40 сек

Элонгация 72 °C 30 сек
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нение уровня экспрессии гена Lep в органах 
мышей-реципиентов db/db мы зафиксирова-
ли уже на  3-и сут после трансплантации ККМ.
Экспрессию гена  Lep в органах мышей-

реципиентов db/db оценивали в количест-
ве копий кДНК. Полученные результаты 
исследования экспрессии гена Lep и рас-
пределения его соотношения в различные 
интервалы времени забора биоматериала 
представлены на рисунках.

Клетки поджелудочной железы
В поджелудочной железе наблюдается 

увеличение уровня экспрессии гена Lep 
у исследуемых животных во всех группах, 
от 1-го дня до 3-х сут, — в 2,5 раза у мы-
шей на ранней стадии заболевания и почти 
в 4 раза у мышей на выраженной стадии. 
На 14-е сут наблюдается снижение актив-
ности гена. Терапевтическое действие бо-
лее явно прослеживается в группе мышей 
на ранней стадии МС, начиная с 3-х сут по-
сле введения ККМ.

Клетки головного мозга
В головном мозге наблюдается увеличе-

ние уровня экспрессии гена Lep в 1,3 раза 
на 3-и сут у исследуемых животных на ран-
ней стадии заболевания, затем, к 14-м сут, 
наблюдается снижение уровня экспрессии 
в 6 раз по сравнению с исходным. У мышей 
на выраженной стадии заболевания изна-
чально очень высокий уровень экспрессии, 
на 3-и сут происходит снижение (в 9 раз) 

и дальнейшие незначительное увеличение 
активности гена Lep.

Клетки печени
Уровень экспрессии гена Lep в клетках пе-

чени мышей менялся на протяжении всего 
эксперимента: у животных на ранней ста-
дии развития МС вырос на 3-и сут в 1,3 раза 
по сравнению с экспрессией до введения 
стволовых клеток и упал в 8,5 раза на 8-е 
сут, затем несколько увеличился на 14-е сут. 
У мышей на выраженной стадии развития 
МС уровень экспрессии гена упал на 8-е 
сут в 3,5 раза по сравнению со значением 
до введения, затем, на 14-е сут, снова вырос 
в 5,3 раза.
В дальнейшем мы осуществили сравне-

ние уровней экспрессии гена Lep в клетках 
различных органов у исследуемых мышей 
и в контрольной группе. В контрольной груп-
пе мышей db/db с выраженными признаками 
МС (без введения ККМ) с внутрибрюшин-
ным введением физ. р-ра наблюдается следу-
ющая картина, показанная на рис. 4.
Изначальный уровень экспрессии высок 

только в клетках печени, после введения 
препарата он снижается уже на 3-и сут. По-
добное снижение активности гена мы на-
блюдаем и в клетках мозга. В клетках же 
поджелудочной железы, наоборот, на 3-и 
и 8-е сут мы наблюдаем увеличение экс-
прессии, а к концу эксперимента, на 14-е 
сутки, — напротив, резкое снижение 
по сравнению с началом опыта (табл. 3).

Таблица 3. Уровень экспрессии гена Lep в клетках различных органов у мышей контрольной группы (количество 
копий кДНК в пробе)
Table 3. Levels of the Lep gene expression in cells of various organs in mice of the control group (the number of cDNA 
copies in a sample)

Период Поджелудочная железа Головной мозг Печень
До введения 8 912 509 132 396 041 621 942 163

3-и сут 54 638 654
( в 6 раз)

103 663 292
( в 1,2 раза)

135 285 110
( в 4,5 раза)

8-е сут 50 845 202 13 823 722
( еще в 7,5 раза)

29 639 781
( еще в 4,5 раза)

14-е сут
1 528 886

( в 5,8 раз по сравнению 
с экспрессией до введения)

14 537 843
( в 9 раз по сравнению 

с экспрессией до введения)
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Рис. 1. Корреляция экспрессии гена Lep в клетках поджелудочной железы от времени взятия проб у мышей 
линии db/db на разных стадиях МС.
Fig. 1. Correlation of the Lep gene expression in pancreatic cells depending on the time of sampling in db/db mice at 
different MS stages.

Рис. 2. Корреляция экспрессии гена Lep в клетках головного мозга от времени взятия проб у мышей линии 
db/db на разных стадиях МС.
Fig. 2. Correlation of the Lep gene expression in brain cells depending on the time of sampling in db/db mice at 
different MS stages.

Рис. 3. Корреляция экспрессии гена Lep в клетках печени от времени взятия проб у мышей линии db/db на раз-
ных стадиях МС.
Fig. 3. Correlation of the Lep gene expression in liver cells depending on the time of sampling in db/db mice at different MS stages.
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У мышей на ранней стадии развития МС, 
к сожалению, не удалось получить экспери-
ментальные данные на 8-е и 14-е сут в клет-
ках поджелудочной железы, а также на 8-е 
сут в клетках мозга. Тем не менее картина 
отличается от таковой в контрольной группе, 
и мы можем наблюдать схожую тенденцию 
роста активности исследуемого гена после 
введения препарата (на 3-и сут), а также сни-
жение этой активности к концу эксперимента 
(на 14-е сут), причем экспрессия гена ниже, 
чем до введения препарата (рис. 5, табл. 4).
Полученные результаты по клеткам пе-

чени иллюстрируют, что после 3-х сут 
в какой-то момент ген перестает актив-
но работать, уровень экспрессии сильно 
снижается: уже на 8-е сут ген «работает» 
в 6,5 раза менее активно, чем до начала 

эксперимента. Анализируя, можно пред-
положить аналогичное развитие событий 
в клетках поджелудочной железы и мозга.
У мышей db/db на выраженной стадии 

развития МС уровень экспрессии гена Lep 
во всех исследуемых органах нестабилен 
и изменяется резко и независимо от клеток 
др. органов (рис. 6).
Такую динамику активности можно 

связать с несбалансированным обменом 
веществ и большим количеством пато-
логических процессов, присутствующих 
на выраженной стадии заболевания (табл. 5).
Наблюдается наибольшее снижение 

уровня экспрессии гена Lep в клетках го-
ловного мозга до введения стволовых кле-
ток, на 14-е сут активность гена снижается 
в 45 раз.

Таблица 4. Уровень экспрессии гена Lept в клетках различных органов у мышей на ранней стадии заболевания 
(количество копий кДНК в пробе)
Table 4. Levels of the Lep gene expression in cells of various organs in mice at an early MS stage (the number of cDNA 
copies in a sample)

Период Поджелудочная железа Головной мозг Печень
До введения 10 901 844 113 012 114 131 446 794

3-и сут 26 992 928
( в 2,5 раза)

148 555 080
( в 1,3 раза)

171 543 789
( в 1,3 раза)

8-и сут Нет данных
20 040 929

( в 6,5 раза по сравнению с экспрессией 
до введения)

14-е сут Нет данных

18 302 061
( в 6 раз по срав-
нению с экспрессией 

до введения)

90 416 980
( в 1,5 раза по сравнению с экспрессией 

до введения)

Таблица 5. Уровень экспрессии гена Lep в клетках различных органов у мышей на выраженной стадии заболе-
вания (количество копий кДНК в пробе)
Table 5. Levels of the Lep gene expression in cells of various organs in mice at an advanced MS stage (the number of 
cDNA copies in a sample)

Период Поджелудочная железа Головной мозг Печень

До введения 3 301 794 188 364 908 107 151 930

3-и сут 6 174 829
( в 2 раза)

20 832 912
( в 9 раз)

59 566 214
( в 1,8 раза)

8-е сут 12 863 969
( еще в 2 раза)

56 234 132
( в 2,7 раза по сравнению 

с 3-ми сут)

30 505 278
( еще в 2 раза)

14-е сут

9 928 302
( в 1,3 раза по сравнению 
с 8-ми сут и  в 3 раза 

по сравнению с экспрессией 
до введения)

4 186 730
( в 13,5 раза по сравнению 

в 8-ми сут и  в 45 раз 
по сравнению с экспрессией 

до введения)

164 295 247
( в 5,4 раза по сравнению 
в 8-ми сут и  в 1,5 раза 

по сравнению с экспрессией 
до введения)
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Рис. 4. Сравнение уровней экспрессии гена Lep в клетках различных органов от времени взятия проб у мышей 
контрольной группы (без ККМ) линии db/db.
Fig. 4. Comparison of the Lep gene expression levels in cells of various organs depending on the time of sampling in mice of 
the control group (without BMC) of the db/db line.

Рис. 5. Сравнение уровней экспрессии гена Lep в клетках различных органов от времени взятия проб у мышей 
линии db/db на ранней стадии МС.
Fig. 5. Comparison of the Lep gene expression levels in cells of various organs depending on the time of sampling in 
db/db mice at an early MS stage.

Заключение
Содержание лептина в общей циркуляции 

крови коррелирует с массой тела: чем боль-
ше масса жировой ткани, тем больше она 
секретирует гормона в кровяное русло. По-
добное явление позволяет назвать жировую 
ткань эндокринным органом, гуморально 
регулирующим свое собственное состо-
яние. Уменьшение количества жировой 

ткани влияет на уровень лептина: снижение 
массы тела на 10 % приводит к снижению 
концентрации лептина на 53 %. Напротив, 
увеличение массы на 10 % сопровождается 
увеличением содержания сывороточного 
лептина втрое [6].
Именно снижение концентрации сыво-

роточного лептина в результате болезни 
или радикальных диет «запускает» компен-
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саторный механизм, подавляющий термо-
генез и увеличивающий потребление пищи 
до тех пор, пока не будет достигнут уровень 
лептина, являющийся нормой для данного 
организма. Поэтому считается, что ожи-
рение является состоянием лептинорези-
стентности.
По некоторым данным, уровень лептина 

является фактором риска ишемической бо-
лезни сердца умеренной силы и коррелирует 
с показателями общего холестерина и три-
глицеридов. В последнее время обсужда-
ется новая теория патогенеза артериальной 
гипертензии при ожирении, связанная с ги-
перлептинемией у таких пациентов, что под-
тверждается нашими исследованиями.
Анализируя результаты, полученные 

у мышей на ранней и выраженной ста-
дии МС, заметно, что уровень экспрессии 
в тканях печени и головного мозга значи-
тельно выше, чем в поджелудочной железе, 
что обус ловлено реально более высоким со-
держанием адипоцитов (жировых клеток) 
в этих органах. Нами продемонстрировано, 
что на ранней стадии развития МС (3-и сут) 
после введения препарата стволовых кле-
ток наблюдается более высокий уровень 

лептина, что, возможно, обусловлено вли-
янием препарата на корректировку обмен-
ного процесса в сторону нормализации. Т. е. 
высокий уровень лептина, влияя на гипота-
ламус, снижает чувство голода, а накоплен-
ный жир сжигается.
В нашем случае у больных животных 

возникает толерантность организма к леп-
тину: приводит к понижению уровня 
лептина, несмотря на большое количест-
во жировой ткани, но организм при этом 
никак не реагирует и продолжает накапли-
вать жировую ткань. При введении ККМ, 
по-видимому, происходит корректировка 
обменных процессов и лептина в сторону 
нормализации.
На выраженной стадии развития МС 

у животных наблюдается обратная связь: 
уровень лептина растет в печени и голов-
ном мозге из-за высокого содержания жи-
ровой ткани, а ККМ перестают оказывать 
нормализующее действие.
Результаты гистологических исследова-

ний тканей печени и поджелудочной же-
лезы у всех групп животных не показали 
характерных структурных и функциональ-
ных изменений при введении фракции 

Рис. 6. Сравнение уровней экспрессии гена Lep в клетках различных органов от времени взятия проб у мышей 
линии db/db на выраженной стадии МС.
Fig. 6. Comparison of the Lep gene expression levels in cells of various organs depending on the time of sampling in 
db/db mice at an advanced MS stage.
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ККМ. Возможно, эти изменения могут про-
являться при иных условиях проведения 
эксперимента.
Для полной картины гистологических 

изменений будут выполнены исследования 
с более длительным сроком наблюдения 
и сбора информации.
По-видимому, ген лептина Lep можно счи-

тать одним из реперных генов, полноценным 
регулятором обменных процессов, за счет 
своего влияния на гипоталамус, который, 

в свою очередь, совместно с гиппокампом, 
контролирует продукцию ацетилхолина 
и инсулина в мозге [11, 12].
Выбранная линия лабораторных мышей 

B/Ks-Leprdb/+ (db/db) является адекватной 
биомоделью для изучения и описания ме-
таболического синдрома, оптимизирован-
ная ПЦР-система может быть использована 
для оценки степени возможного терапевти-
ческого воздействия на организм лаборатор-
ного животного в доклинической практике.
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