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Въведение 

 

Макар хипергликемията да е водеща отличителна особеност при захарен диабет (ЗД), 

оценката за риска от това заболяване, прогнозата за неговото развитие и прогресията към 

хронични съдови усложнения не зависи само от нейните стойности. Отдавна 

превантивните мерки и терапията при ЗД, независимо кой тип, е свързана с цялостния 

метаболитен профил на пациента.  

През последните десетилетия се обърна особено внимание на мястото на имунната 

система в патогенезата на редица хронични заболявания, включително и захарен диабет 

тип 2 (ЗД2) и предхождащите го инсулинова резистентност и нарушен въглехидратен 

толеранс (НВТ). Натрупаха се доказателства, че хроничното ниско-степенно възпаление 

има място в метаболитния контрол. Възлагат се надежди за приложението на протеини с 

различно участие в инфламаторния отговор да послужат като маркери за оценка на риска 

от ЗД2 или неговата прогресия, както и да се използват с терапевтична цел. 

Публикуваните резултати не винаги са еднопосочни, което илюстрира сложният характер 

на имунния отговор и повлияването му от екзогенни фактори, а преоценяването им в нови 

условия и популации допълва актуалните познания в областта.  

Установяването на повишен, включително генетичен риск от заболяване с хроничен 

ход и социална значимост, каквото е ЗД2, предполага мотивиране на пациента и 

лекуващия лекар за редовна клинична и лабораторна оценка, промяна в стила на живот, 

своевременно диагностициране и лечение. Смисълът от търсенето на полиморфизми, 

предопределящи предразположеността към ЗД2 или кое да е друго заболяване, се състои и 

в анализирането на биологичния ефект от тези генетични варианти, на който медицината 

да се базира в следващите си превантивни или терапевтични стратегии. Генетичният риск 

при ЗД2 е наблюдаван в при полиморфизми, кодиращи цитокини и други протеини, 

участващи във възпалението, което прави ролята на имунната система в патогенезата на 

заболяването още по-комплексна.  
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1. Литературен обзор 

 

1.1 Епидемиология на захарен диабет тип 2 и затлъстяване в 

световен мащаб и у нас 

Захарният диабет е хронично заболяване, при което се наблюдава трайно повишение на 

нивото на плазмената глюкоза вследствие абсолютно или релативно намалена секреция на 

инсулин [19]. По данни на атласa на Международната Диабетна Федерация (International 

Diabetes Federation – IDF) през 2015 г. броят на диабетно болните е бил 415 милиона, като 

90% от тях са със ЗД2 и той все още остава недиагностициран при всеки втори възрастен 

[273].  

Броят на хората със захарен диабет в България през 2012 г. възлиза на 577 124 (9,6% от 

населението над 20-годишна възраст) – 337 980 мъже и 239 144 жени. Приблизително 426 

831 (73,9%) са с диагностицирано заболяване, а около 150 293 (26,1%) остават 

недиагностицирани [1].  

Смята се, че поне 318 милиона души в световен мащаб са с НВТ [IDF, 2015.]. В 

България около 222 433 души (3,7% от населението над 20-годишна възраст) са с 

предиабетно състояние [1].  

Годишно между 5 и 10% от лицата с нарушена гликемия на гладно (НГГ) или НВТ 

развиват ЗД2, при комбинацията им – до 19%, и рискът това да се случи зависи от 

физическата активност, културата на хранене, разпределението на мастната тъкан, 

възрастта, фамилната обремененост, етническа принадлежност и други [582]. Счита се, че 

до 70% от лицата с предиабет в крайна сметка развиват и ЗД2 [427, 582]. 

Затлъстяването е сред водещите рискови фактори за развитие на ЗД2 [8]. Над една 

трета от населението в света има затлъстяване или наднормено тегло и според прогнозите 

още следващото десетилетие то ще обхване над 50% от възрастните в световен мащаб 

[260]. Данни за високата му честотата започват от САЩ и някои западно-европейски 

страни и макар тенденцията за повишаването му там да продължава, значително по-

високи темпове в тази насока днес се констатират в развиващите се страни. Статистиката 

за страни от Близкия изток, централна Америка, островни държави в Карибския басейн и 
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Тихия океан заемат водещи позиции с над 40% затлъстяване при мъже и жени над 20 

годишна възраст [202].  

Към 2012 г. 33,2% (около 2 милиона) от лицата над 20 годишна възраст в България са 

със затлъстяване, а други 37,0% (около 2,3 милиона) имат наднормено тегло [1], 

дефинирани чрез изчислението на индекса на телесна маса (ИТМ) [665]. 

Затлъстяването е свързано с риск от хронични заболявания и по-ниска очаквана 

продължителност на живота [11, 464].  To увеличава риска от захарен диабет тип 2 [54], 

сърдечно-съдова заболеваемост [207], малигнени състояния [83], влошава прогнозата след 

травма и е свързано с по-висока честота на усложненията при хоспитализация [143, 206].   

Въпреки, че се наблюдава асоциация между стойността на ИТМ и смъртността от общи 

и сърдечно-съдови причини [56], съчетанието му с обиколката на талията, отразяваща 

абдоминалното затлъстяване [20] има много по-силна предиктивна стойност в този аспект 

[114, 324, 472]. Патогенезата на метаболитните отклонения при централен тип 

затлъстяване е част от тази на ЗД2 и през последните десетилетия се обърна изключително 

внимание на мястото на имунната система в нея [223]. Свързаното с обезитета хронично 

възпаление се обсъжда като част от патогенезата и на хипертоничната болест [398], 

атеросклерозата [363], стеатозата на черния дроб [596], сънната апнея [85], 

карциногенезата [46].  

 

 

1.2  ЗД2 като състояние на хронично ниско-степенно 

възпаление 

Инсулиновата резистентност има водещо място в развитието на ЗД2 [342] и са 

обсъждани множество причини за нейното възникване [697]. Те включват 

липотоксичност, митохондриална дисфункция, оксидативен стрес, стрес на 

ендоплазматичния ретикулум (ЕР), хиперинсулинемия, локална хипоксия и други, които 

не са независими от подходящия генетичен терен и процесите на стареене [697]. Най-

сериозен интерес обаче в момента предизвиква мястото на имунната система в 

потискането на отговора към инсулиновото действие [697], но ЗД2 не би настъпил без 

изчерпването на секреторните възможности на бета-клетките в панкреаса [80, 293]. Много 
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фактори са обсъждани като причина за тяхната апоптоза – натрупване на амилоид, 

хроничната хипергликемия и излишъкът от дълго-верижни мастни киселини, натрупване 

на продукти на непълно окисление на мазнините, оксидативен стрес и стрес на ЕР, но и 

ангажиране на имунната система чрез активиране на инфламаторни сигнални пътища, 

стимулиране на Interleukin 1β (IL-1β) зависима продукция на Fas рецептор и др. [223].  

ЗД2 се очертава като състояние, свързано с хронично субклинично възпаление, 

съпътстващо метаболитните отклонения, наблюдавани още на етап НВТ, еволюиращ в 

трайна хипергликемия и последващите от нея съдови усложнения [2, 223].  

ЗД2 се характеризира с повишено ниво на острофазови протеини и цитокини, макар и 

несравнимо по-малко спрямо динамиката на тези показатели при остри инфекциозни 

състояния [470]. Повишението им обаче съпътства метаболитния синдром още преди 

трайната хипергликемия [180, 196, 601] и серия проучвания показват стойността на много 

от тях като предиктивни маркери в развитието на ЗД2 – C-reactive protein (CRP) [49, 181, 

193]; Interleukin 6 (IL-6) [477, 560]; IL-1β [560], инхибитор на плазминогенния активатор 1 

(Plasminogen activator inhibitor-1 - PAI-1) [181]; броят левкоцити [528, 641], фибриноген 

[181, 528]; моноцитен хемоатрактантен протеин 1 - monocyte chemoattractant protein 1 

(MCP-1) [242] и др. 

Въпреки, че хроничното субклинично възпаление се асоциира предимно с обезитет, 

предиктивната стойност на инфламаторните показатели в дефинирането на риска от ЗД2 е 

независима от ИТМ, физическата активност или други диабетогенни фактори, като се 

счита, че най-висок принос в тази оценка има CRP [49,  193,  261, 477, 560]. Все пак, има 

проучвания, показващи загуба на статистическа достоверност за повишения риск след 

съгласуване на участниците по ИТМ [181, 608], което потвърждава немалката роля на 

мастната тъкан в патогенезата на ЗД2.    

Освен като маркери за риска от ЗД2 и чисто теоретичния принос в изясняването на 

патогенезата на метаболитните промени при заболяването и свързаните с него ко-

морбидности и усложнения, смисълът от изследването на ролята на имунната система е 

включването ѝ в търсенето на нови възможности за лечение, контрол или превенция на 

тези състояния. Въпреки огромния напредък във възможностите за профилактика, 

диагностика и терапия на ЗД2, честотата му остава висока и продължава да расте, а 
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съдовите усложнения остават сериозен фактор в очакваната продължителност на живота и 

инвалидизацията  [273].  

Промяната в начина на живот, оптимизирането на физическата активност и редукцията 

на тегло сами по себе си значително допринасят за овладяването на ниско-степенното 

възпаление при затлъстяване, оценено чрез CRP, и намаляват честотата на развитие на 

ЗД2 [221, 494] Метформинът има допълнителен принос в контрола над CRP и 

профилактиката на ЗД2, макар и да отстъпва пред промяната в стила на живот [221], но и 

двата запазват ефекта в дългосрочен план [138].   

Голяма част от пероралните антидиабетни средства имат благоприятен ефект върху 

нивото на цитокините и острофазовите белтъци независимо от чисто хипогликемизиращия 

ефект, за който се използват [361] – метформин [86, 519], тиазолидиндиони [217, 466], 

инкретин-базирана терапия [237, 349, 388, 691], в по-малка степен алфа-глюкозидазни 

инхибитори [126], а и нови надежди се възлагат на блокерите на натриево/глюкозния 

транспортер 2 в бъбреците [583].  

Проучвания в насока овладяване на възпалителното състояние при затлъстяване и ЗД2 

и ефекта му върху прогресията на нарушенията в гликемичния контрол и усложненията от 

метаболитния дисбаланс включват инхибиране на Tumor Necrosis Factor α (TNFα) [57, 144, 

440, 565], потискане ефекта на IL-1 [16,  241, 339, 551, 629], както и неспецифично 

лечение с нестероидни противовъзпалителни средства, хлороквин, витамин Д и други [12]. 

Търсят се още нови възможности за постигането на метаболитен ефект и контрол над 

хроничните диабетни усложнения чрез анти-инфламаторен подход [12]. На този етап 

обаче дори и да се наблюдава благоприятен ефект, той е временен, с неизвестен ход в 

дългосрочен план, неясно място в сърдчечно-съдова смъртност и на непренебрежима цена 

по отношение на странични ефекти. Със сигурност предстои още дълъг път преди ниско-

степенното хронично възпаление при затлъстяване и ЗД2 да стане обект на лечение с цел 

постигането на оптимален метаболитен контрол.  

 

1.2.1 Прояви на хроничното възпаление в мастната тъкан 

Бялата мастната тъкан служи като депо за енергиен субстрат под формата на 

триацилглицериди (ТАГ) [15]. Тя обаче функционира и като ендокринен орган, 
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секретиращ разнообразни биологично активни вещества, означавани като адипокини, с 

интензивност и спектър, които се различават в условията на нормално тегло и централен 

тип затлъстяване [7, 448].  

Днес се счита, че затлъстяването се съпътства от ниско-степенно хронично възпаление, 

свързано с увеличената продукция на про-инфламаторни цитокини, основен източник на 

които се явяват инфилтриралите мастната тъкан клетки на имунната система и 

хипертрофиралите адипоцити  [214].  Това възпаление е означавано още като 

„метаболитно“ и все повече данни се натрупват в доказателство за приноса му в 

индуцирането на инсулинова резистентност и ЗД2 както в експериментални модели, така 

и при хора [709].  

Първите данни за ангажирането на бялата мастна тъкан в хронично ниско-степенно 

възпаление са получени в експериментални модели на затлъстяване и ЗД2, при които е 

наблюдавана повишена локална експресия на матрична РНК (мРНК) на TNFα, увеличено 

локално и системно ниво на цитокина, неутрализацията на чийто кодиращ ген подобрява 

инсулиновата чувствителност [256].  

Следваща стъпка в дефинирането на биологичната активност на мастната тъкан е 

описанието на лептина [715] и ролята му в регулацията на поведението на храненето, 

енергийния разход и метаболизма [191], изолирането на лептиновия рецептор [598] и 

концепцията за лептинова резистентност при лица със затлъстяване [109]. Tой e про-

инфламаторен адипокин – допринася за произвеждането на TNFα и IL-6, на лиганди за 

хемокини (CCL3, 4, 5) и свободни радикали [309, 521]. Стимулира секрецията на 

цитокини, присъщи за активацията на тип 1 Т-helper (Тh1) имунен отговор – IL-2, 

interferon γ (IFNγ), и потиска тази, характерна за Th2 имунен отговор – IL-4 [374], a самият 

той се повишава в отговор на инфламаторна стимулация [165, 337]. Така лептинът се 

оказва ключово звено в поддържането на хронично ниско-степенно възпаление, каквото 

наблюдаваме при затлъстяване [269]. 

Мастната тъкан e източник на разнообразни други про- (IL-6, визфатин, резистин, 

хемерин, MCP-1, PAI-1, ретинол свързващ протеин 4 (retinol binding protein 4 - RBP4) и 

анти-инфламаторни протеини (адипонектин, апелин, трансформиращ растежен фактор 

бета (transforming growth factor beta - TGF𝛽), IL-10, IL-4, IL-13, IL-1 рецепторен 
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антагонист – (IL-1 receptor antagonist - IL-1RA), чието ниво е променено при затлъстяване 

спрямо концентрацията им при нормално телесно тегло и заедно участват в модулирането 

на инсулиновата резистентност [448, 473]. Въпреки, че глутеофеморалното затлъстяване е 

свързвано с намален метаболитен риск [391], подкожно разположената мастна тъкан също 

има потенциал за секреция на инфламаторни протеини [473]. 

Няколко фактора се обсъждат като възможен тригер за възпалителните промени в 

мастната тъкан. Увеличаването на теглото е свързано с хипертрофия и хиперплазия на 

адипоцитите, които могат да станат източник на цитокини [548], да провокират стрес на 

ЕР [257]. Увеличаването обема на мастната тъкан е свързано с релативна недостатъчност 

на кръвоснабдяването, водещо до  местна хипоксия и възпаление [696]. Свободите мастни 

киселини (СМК), които са в излишък при затлъстяване, са лиганд за Toll-like рецепторите 

(TLR), активирането на които задейства каскада от про-инфламаторни сигнални пътища 

[538].  

В мастната тъкан се съдържа т.нар. стромална васкуларна клетъчна фракция, 

включваща предипоцити, фибробласти, ендотелни и дендритни клетки, Т-лимфоцити, 

мастоцити, макрофаги и гранулоцити. Всички те търпят количествени и фенотипни 

промени при повишението в теглото, за които се счита, че имат водещ спрямо този на 

адипоцитите принос към поддържането на инфламаторна среда и настъпването на 

инсулинова резистентност [103, 397, 682].  

Адипоцитите и макрофагите притежават редица функционални сходства, чрез които 

съвместно допринасят за генерирането на инсулиновата резистентност в условията на 

затлъстяване. Така например, инфилтриращите мастната тъкан макрофаги могат да 

акумулират липиди [480]. Прекурсорите на адипоцитите имат изявен потенциал за 

фагоцитоза и могат да се трансформират в макрофаги при определена стимулация [95]. 

Адипоцитите и макрофагите проявяват сходство в спектъра от експресируеми гени и 

използват общи сигнални пътища в синтезата на инфламаторни протеини, които могат да 

повлияят инсулиновата чувствителност [657].  

Макрофагите в мастната тъкан при затлъстяване произхождат и от циркулацията 

[442], привлечени от секретирани от хипертрофиралите макрофаги хемоатрактанти като 

MCP-1 [296, 297]. Неговото ниво е повишено при затлъстяване и корелира с показателите 
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за антропометрична оценка, индекса на инсулинова резистентност и нивото на CRP и IL-6 

[311]. 

Генетично усилената или потисната експресия на MCP-1 води до увеличена или 

съответно намалена инфилтрация на мастната тъкан с макрофаги, независимо от 

наличието на затлъстяване при експерименталните модели [296, 297]. Сходни резултати се 

наблюдават и при генетично потиснатата експресия на рецептора за MCP-1 - C-C 

chemokine receptor-2 (CCR2) или фармакологично инхибиране на неговата активност - 

[654]. Намалена инфилтрация с макрофаги се наблюдава и при инхибирането на други 

хемокинови рецептори като ССR5 [314]. 

Освен в количествен аспект, макрофагите в мастната тъкан се променят и във 

функционално отношение. При обезитет доминират класически активираните М1 

макрофаги, секретиращи предимно про-инфламаторни цитокини IL-1β, IL-6, TNFα, за 

сметка на алтернативно активираните М2 макрофаги, произвеждащи предимно анти-

инфламаторните IL-10 и IL-1RA [197, 380]. Доминиращата про-инфламаторна среда 

кореспондира със задълбочаваща се инсулиновата резистентност [655]. Инфилтрацията с 

макрофаги корелира с увеличението на мастната тъкан както при експериментални 

модели, така и при хора [655, 682]. Обратно, отслабването се асоциира с редукция в броя 

на инфилтриращите макрофаги [87, 323], но не и в условията на рязък спад на теглото 

[578].  

Т-лимфоцитите в мастната тъкан имат отношение към активирането на макрофагите. 

Богатата на мазнини диета предразполага към увеличаване на Тh1 лимфоцитите за сметка 

на Th2 [669] и затлъстяването е свързано с доминиране на про-инфламаторни CD8+ и 

CD4+ Тh1 и с намаляване на овладяващите инфламаторния отговор Т регулаторни 

лимфоцити в мастната тъкан - както при експериментални модели, така и при хора [182, 

669]. Стимулацията на Th1 лимфоцити се асоциира със секрецията на цитокини (IFNγ, IL-

2), които водят до генерирането на М1 макрофаги, секрецията на про-инфламаторни 

цитокини (IL-1, IL-6,TNFα), експресия на индуцируема азотен оксид синтетаза (inducible 

nitric oxide synthase – iNOS) и продукцията на свободни радикали като reactive oxygen 

species – ROS. Обратно, доминирането на тип Th2 цитокини (IL-4, IL-13) дава 

възможността за алтернативно активиране на макрофагите и произвеждане на анти- 
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инфламаторните цитокини (IL-10) и потискане това на про-инфламаторните, който ефект 

обаче е потиснат в условията на висцерално затлъстяване [208].  

Дендритните клетки, ключови антиген представящи клетки, също увеличават броя си в 

мастната тъкан и черния дроб при мишки след богата на мазнини диета [497, 567]. 

Експериментални модели с липсващи дендритни клетки показват ограничена 

инфилтрация на макрофаги в мастната тъкан и черния дроб, а функционалните особености 

на дендритни клетки от стромалната васкуларна фракция на мишки с нормално тегло и 

затлъстяване се различават в насока потенциал за стимулация на про-инфламаторен 

отговор [58].  

Друга популация клетки на имунната система, която се изолира от стромалната 

васкуларна фракция на мастната тъкан, са еозинофилите. Те секретират IL-4, допълвайки 

и асоциирайки се с активността на М2 макрофагите. В условията на богата на мазнини 

диета количеството им в мастната тъкан от миши модели е редуцирано [677]. 

Преадипоцитите, малки ядрени клетки с по-ниско съдържание на липиди спрямо 

адипоцитите, увеличават броя си при затлъстяването [400]. Предполага се, че те са 

междинен етап в адипогенезата с произход от мезенхимни стволови клетки в мастната 

тъкан [90]. Наблюдавана е понижена експресия на гени, отговорни за диференциaцията им 

към адипоцити (например гените, кодиращи peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma 1 и 2, глюкозен транспортер GLUT4, адипонектин, свързващ протеин на елемент 

на стероловия рецептор 1c, резистин, перилипин, липопротеин липаза и др.) в условията 

на инсулинова резистентност [218, 282, 400], което е свързано и с повишеното локално 

ниво на TNFα и IL-6 [218] и инфилтрацията с макрофаги [370]. Наблюдения върху 

култивирани преадипоцити демонстрират по-високия им инфламаторен потенциал от 

диференцираните адипоцити - произвеждат по-високо количество IL-6, MCP-1 и други 

лиганди за хемокинови рецептори от адипоцитите [476]. Tе имат и потенциал за 

диференциация в насока макрофаги [95].  
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1.2.2 Прояви на ниско-степенното хронично възпаление извън мастната 

тъкан. 

Свързаното със затлъстяването хронично възпаление не се ограничава до 

морфологични и функционални промени само в мастната тъкан. Повишеният приток на 

СМК вследствие усилената липолиза при затлъстяване, хиперинсулинемията, дисбалансът 

в адипокините допринасят за развитието на стеатоза на черния дроб, липотоксичност и 

възпаление [676].  

В синусоидите на черния дроб се намират локални макрофаги – Купферови клетки, 

които имат своята роля спрямо антигени, постъпващи през порталната венозна система 

[504]. При затлъстяване те търпят функционални промени и са важен източник на MCP-1 

в черния дроб. Заедно с тях в черния дроб се отчита и инфилтрация на CCR2+ моноцити, 

първоначално описани като миелоидни клетки [438], които се диференцират в макрофаги 

с про-инфламаторен потенциал. Те се различават от купферовите клетки по морфологични 

особености и експресирани повърхностни молекули и се явяват основният генератор на 

инфламаторната среда в черния дроб в условията на затлъстяване [417]. Черният дроб, 

подобно на мастната тъкан, е източник на протеини, които се асоциират с метаболитните 

явления в други органи като самата мастна тъкан или скелетните мускули, и в 

литературата дори са означавани като хепатокини [443]. Пример за това е α2-HS-

гликопротеин (фетуин-А), чиято секреция е увеличена при стеатоза на черния дроб и 

неалкохолен стеатозен хепатит без това да се асоциира с увеличението на бялата мастна 

тъкан и свързаните със затлъстяването функционални и морфологични промени в нея 

[566]. Tой участва в дефинирането на инсулиновата чувствителност [561] и вероятно в 

патогенезата на ЗД2 [279]. Други хепатокини, някои от които се произвеждат и от 

мастната тъкан и от мускулите и които имат отношение към инсулиновото действие и 

обмяната на глюкозата и липидите, са IL-6, фибробластен растежен фактор 21, химерин и 

други [443].  

Неотдавна скелетната мускулатура също бе определена като ендокринен орган, след 

като стана ясно, че тя също е източник на биологично активни вещества – миокини [172]. 

Сред тях са иризин, фибробластен растежен фактор 21, IL-6, IL-4, IL-7, IL-8, IL-15 и други 

[443]. Освен, че имат автокринно и паракринно действие и повлияват локално 
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метаболитните процеси, те са отговорни за системните ефекти на физическата работа и 

приносa ѝ в редукция на риска от сърдечно-съдови заболявания, ЗД2, карциногенеза. 

[462]. Свързаната със съкращението на скелетната мускулатура секреция на миокини 

участва в усвояването на глюкозата, бета-окислението на липидите, липолизата на 

локално ниво, но и с липидния и въглехидратен метаболизъм в други инсулин-зависими 

органи като мастната тъкан и черния дроб [443], с което допринасят за определянето на 

метаболитния риск при заседналия начин на живот. 

 

1.2.3 Някои инфламаторни маркери 

Про-инфламаторните цитокини са ключови фактори в потискането на инсулиновата 

чувствителност при централен тип затлъстяване [593]. Те са не само белег на хроничното 

ниско-степенно възпаление при метаболитния синдром, но и служат като прогностични 

фактори за развитието на ЗД2 [477, 560]. Сред най-мощните цитокини с про-

инфламаторно действие са IL-1β, IL-6, TNFα и всеки от тях има индивидуален принос в 

потискането на инсулиновото действие [341].   

 

1.2.2.1 IL-1β 

IL-1β е представител на суперфамилията на IL-1, произвеждани в отговор на 

стимулация на TLR4 и други рецептори и задействане на сигнални пътища с участието на 

nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B cells (NFkB) и митоген-активирани 

протеин кинази (MAPK) [47].  Метаболизирането на IL-1β до активен цитокин от неговия 

прекурсор (про-IL-1β) се осъществява с инфламазомен комплекс, съставен от протеин с 

нуклеотид–свързващ домейн, богат на левцинови повтори (nucleotide-binding domain 

leucine-rich repeat protein 3 - NLRP3 protein), адапторен протеин ASC (apoptosis-associated 

speck-like protein containing a caspase activation and recruitment domain) и каспаза-1 [412]. 

Самият интерлевкин от своя страна може да стимулира секрецията на други про-

инфламаторни цитокини след свързването на специфичен рецептор (IL-1 receptor 1 - IL-

1R1) и ново активиране на сигналните пътища на NF-kB и MAPK (включващ c-Jun N-

терминална киназа (JNK), Extracellular signal-Regulated Kinases (ERK), p38) [392]. 

Неговото действие се антагонизира от IL-1RA  [47]. 
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Доказателства за ролята на IL-1β в патогенезата на свързаните със затлъстяването 

метаболитни отклонения са повишената експресия на цитокина и неговия рецептор в 

мастната тъкан на експериментални модели и хора [288], която намалява след редукция на 

тегло [419], предотвратяването на НВТ вследствие богата на мазнини диета при мишки, 

при които не се експресира IL-1R1 [399], благоприятният ефект IL1-RA върху 

гликемичния контрол при обезни модели [522], подобряването на инсулиновата 

чувствителност след блокиране на инфламазомния комплекс [572]. Периферното ниво на 

IL-1β при лица със затлъстяване е повишено [560] и се асоциира с повишен риск от 

развитие на ЗД2 [560].  

 

 

 

1.2.2.2 TNFα 

TNFα е мощен про-инфламаторен цитокин, секретиран преимуществено от моноцити и 

макрофаги също след стимулация на NFkB и JNK сигнални пътища, който след 

активиране на рецептора си също задейства каскадна сигнализация и продукция на други 

интерлевкини [96].  

Вече стана въпрос за установяване на повишението му при експериментални модели на 

затлъстяване [256]. Потискането на действието на TNFα чрез блокиращи антитела или с 

делеция на гена, кодиращ самия цитокин или неговия рецептор, води до подобрение в 

инсулиновата чувствителност при гризачи [255, 627]. Той се повишава и при хора с 

покачване на теглото и намалява при отслабване [254, 307]. Днес е ясно, че основният му 

произход при затлъстяване е от инфилтриращите мастната тъкан макрофаги [655, 682]. 

 

1.2.2.3 IL-6 

IL-6 е плейотропен цитокин с разнообразие от билогични функции в имунния отговор, 

възпалението, онкогенезата и хематопоезата [424]. Оказва ефекта си чрез стимулация на 

JAK/STAT (Janus kinase/ signal transducer and activator of transcription) сигнален път [516, 

622]. В мастната тъкан се секретира предимно от инфилтриращите макрофаги, в по-малка 

степен от адипоцитите [655].  Нивото му корелира със степента на затлъстяване [640], 
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като висцералната мастна тъкан се отличава с по-интензивна секреция от подкожната 

[194], а при отслабване серумните стойности на IL-6 намаляват [50, 292, 584]. 

Приложението на рекомбинантен човешки IL-6 води до дозо-зависимо покачване на 

плазмената глюкоза при хора, придружено от покачването на глюкагона [616].  

Наблюденията на ефекта му върху гризачи показва стимулиране на чернодробната 

продукция на глюкоза чрез повишаване на глюкагона, последвани от реактивна 

хиперинсулинемия [573]. IL-6 обаче може да има и ограничаващ възпалението в черния 

дроб ефект, да окаже системно подобрение в инсулиновата чувствителност [678], както и 

да потиска чернодробната глюкозна продукция [272]. Това демонстрира комплексния 

характер на неговото действието по отношение на въглехидратния метаболизъм и 

инсулиновата чувствителност.  

На ниво скелетна мускулатура физическо натоварване стимулира секрецията на IL-6 

(миокин), което се последва от по-високо произвеждане на анти-инфламаторни цитокинии 

като IL-10, IL-RA [463]. Покачването на IL-6 при тази ситуация не е съпроводено от скок в 

секрецията на TNFα или други инфламаторни маркери, освен при енергична физическа 

работа [463]. Tази динамика в интерлевкиновата експресия при физическа работа има 

отношение към метаболизма, стимулирайки окислението на мастните киселини, 

транспорта на глюкозния транспортер GLUT4 към плазмената мембрана и базалното 

усвояване на глюкоза in vitro и инсулин-зависимото усвояване на глюкоза при хора [461, 

88]. Известно е, че IL-6 има не само про-, а и анти-инфламаторен ефект, контролирайки 

възпалението на местно и системно ниво [681], и приносът му и в индуцирането на 

инсулинова резистентност и ЗД2 също не е еднозначен [643]. Така или иначе повишеното 

серумно ниво на IL-6 се свързва с риск от ЗД2 [645].  

 

1.2.2.4 IL-18 

IL-18 принадлежи към суперфамилията на IL-1 [140]. Произвежда се от 

моноцити/макрофаги, ендотелни клетки, гладко мускулни клетки и др. Той е про-

инфламаторен цитокин и стимулира експресията на адхезионни молекули, хемокинови 

рецептори, GM-CSF, IFNγ, TNFα, IL-1β, активира Тh1 или Тh2 имунен отговор, като освен 

в имунната защита срещу инфекции, IL-18 участва и в имунологичните промени при 
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атопични, автоимунни и хронични възпалителни заболявания [140, 141, 425]. Подобно на 

IL-1β, също се произвежда като прекурсор – про IL-18, който се активира чрез капсаза 1 с 

помощта инфламазомен комплекс [537]. Друг елемент от контрола върху неговото 

действие е свързването с IL-18 свързващ протеин (IL-18 binding protein – IL18BP) [437].  

Подобно на IL-1β, TNFα и IL-6, и нивото на IL-18 е повишено при затлъстяване и 

метаболитен синдром [33, 155, 158] и се редуцира след загуба на тегло [158]. Наличието 

на метаболитен синдром е свързано с по-високи стойности на интерлевкина отколкото при 

случаите, в които има само затлъстяване - така както се констатира и за IL-6, TNFa, CRP 

[631]. Също като други про-инфламаторни цитокини, и IL-18 може да се произвежда от 

адипоцити (адипокин) [549, 675], но те не са основният източник на цитокина в мастната 

тъкан [166].  

Повишаване на IL-18 е констатирано in vivo при остро покачване на кръвната захар при 

здрави доброволци и лица с  НВТ [157], а впоследствие и при лица с новодиагностициран 

ЗД2 се проследяват значително по-високи стойности на интерлевкина отколкото при 

недиабетици [39, 156]. Повишението му корелира с нивото на редица показатели за оценка 

на метаболитния риск – ИТМ, обиколка на талията, контрол над АН, триглицериди и HDL 

холестерол, базален инсулин и плазмена глюкоза на гладно (ПГГ) [39, 161, 266], както и с  

индекса homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) [184]. Покачването 

на IL-18 има предиктивна стойност в дефинирането на риска от предиабет [74], ЗД2 [74, 

246, 607], която е независима от останалите показатели, отразяващи подлежащото 

хронично субклинично възпаление [607], както и в определянето на сърдечно-съдовия 

риск в рамките на метаболитен синдром [614].  

 

1.2.2.5 C-реактивен протеин  

CRP е съставен от пет идентични субединици, представител на пентраксините, чиято 

секреция от черния дроб е контролирана от цитокини като IL-6 [606]. Първоначално 

описан като острофазов белтък  [384, 604], едва пред 90-те години на XX век се обръща 

внимание на ролята му в дефинирането на сърдечно-съдовия риск [500]. Физиологичната 

му роля се състои в калций-зависимо свързването на лизофосфолипиди, експресирани от 

бактерии, но и от некротични клетки или такива, подлежащи на апоптоза, след коетo 
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активира комплемента. CRP може да играе ролята и на опсонин, да свързва Fc рецептори и 

да индуцира продукцията на инфламаторни цитокини [606]. В условията на бактериална 

инфекция плазмената му концентрация може да нарастне до 10 000 пъти – от 50 μg/l до 

над 500 mg/l [465]. Покачване на нивото му се констатира още в първите часове на 

възпаление и тъканна увреда и спада бързо след нейното овладяването [465]. Има водещо 

място в диагностиката,  оценката на активността и ефекта от лечението при инфекциозни 

и неинфекциозни остри и хронични възпалителни заболявания, състояния, свързани с 

некроза, включително инфаркт на миокарда [465]. Днес CRP се свързва и с поддържането 

на хронично субклинично възпаление [116], включително това при затлъстяване [638], и 

се използва като прогностичен маркер за оценката на риска от сърдечно-съдови 

заболявания [501], но и не само. Проучвания установяват предиктивната му стойност и в 

развитието на други състояния, като ЗД2 [49, 181, 193, 645].  

Про-инфламаторният, про-коагулантен и про-атерогенен ефекти на CRP, наблюдавани 

и при метаболитен синдром, се изразяват в индуцираните от повишеното му ниво промени 

във функционалната активност на моноцити/макрофаги и ендотелни клетки – промяна в 

съотношението между класически и алтернативно активирани макрофаги [133], 

индуциране секрецията на про-инфламаторни протеини и свободни радикали, потискане 

тази на IL-10, експресия на хемокинови рецептори, усилено освобождаване на матриксни 

металопротеази и усвояване на окислени LDL [544]¸ намаляване ефлукса на холестерол 

при генерирането на пенести клетки, стимулиране освобождаването на PAI-1 и редукция в 

това на тъканния плазминогенен активатор и не на последно място принос в индуцирането 

на ендотелна дисфунцкия чрез потискане на ендотелната NO синтаза и други медиатори 

на вазодилатацията като простациклин [135]. 

  

1.2.4 Възпаление и инсулинова резистентност 

Един от водещите фактори на потискане на инсулиновото действие е липотоксичността 

[697].  Затлъстяването е свързано с повишено ниво на неестерифицирани или свободни 

мастни киселини (CMK). Първата хипотеза за приноса им в инсулиновата резистентност 

изказват Randle и сътр. с идеята, че СМК се конкурират с глюкозата в процесите на 

окисление в инсулин-чувствителните клетки [493]. Впоследствие бе демонстрирано, че 

метаболити на СМК като диацилглицерол, церамиди и дълго-верижен ацетил ко-ензим А 
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имат потенциала чрез протеин киназа С (PKC) да активират протеин кинази, участващи в 

отговорни за синтезата на възпалителни протеини сигнални пътища. Самите кинази 

осъществяват и фосфорилиране на серинови остатъци на инсулин-рецепторния субстрат 

(IRS), с което блокират хормоналното действие в черния дроб и мускулите [541]. Освен 

това метаболитите имат потенциала да увеличат продукцията на свободни радикали - 

отново свързани с активирането на серин кинази, или да повлияват на инсулиновото 

действие чрез продуктите на самите сигнални пътища, медииращи възпаление [484]. СМК 

активират и TLR, чрез които могат да стимулират цитокинова секреция [538].  

Това потвърждава, че биохимичните процеси, отговорни за осъществяването и 

контролирането на активността на имунната система, имат централно място в 

инсулиновата резистентност.  

 

1.2.4.1 Серин-фософрилиране на IRS 

Фосфорилирането нa сериновите остатъци на IRS води до блокиране на сигнала от 

инсулиновия рецептор. Главна роля в тази насока играят киназа β на инхибитора на NFkB 

(inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase β - IKKβ) – част от NF-κB сигнален път, и JNK – 

част от MAPK сигнален път. Активирането на тези сигнални пътища се наблюдава при 

стимулация на TLR и цитокинови рецептори, които в крайна сметка водят до 

мобилизирането на транскрипционните фактори като NFkB комплекс и активиращ 

протеин-1 (AP-1). Те отново стимулират експресията на инфламаторни гени и затварят 

един порочен кръг [594].  

Приносът на IKKβ и JNK в инсулиновата чувствителност и свързаното със 

затлъстяването възпаление е наблюдаван в експериментални модели с изключена 

експресия на двата ензима, водеща до предотвратяване на метаболитните и инфламаторни 

отклонения провокирани от богата на мазнини диета [37, 245, 628]. Водещо място в 

потискането на инсулиновата чувствителност по този механизъм е демонстрирано за 

TNFα [13, 201]. По същия път се повлиява инсулиновото действие и от оксидативен стрес 

[162] и от стреса на ЕР [449]. Последният настъпва вследствие реакция на организма към 

натрупване на новосинтезирани белтъци, които не са приели своята третична структура. 

Тази реакция се изразява в потискане транслацията и синтез на нови протеини, 
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разграждане на неправилно нагънатите и засилване синтезата на фактори, наречени 

шаперони, спомагащи за правилното конфигуриране на белтъчната верига [701]. 

Невъзможността за овладяване на нарушенията, свързани с нагъването на протеините, 

може да бъде причинена от генетични фактори, процесите на стареене, метаболити, 

инфекции, хипоксия и други [532, 701]. Затлъстяването вследствие повишен калориен 

прием е една от причините за индуцирането на стрес на ЕР, възпаление и инсулинова 

резистентност. Установено е повишено ниво на маркери на стреса на ЕР в 

полиморфонуклеари от пациенти с метаболитен синдром [518] и ЗД2, като при последните 

то корелира с гликемията, липидите, индекса за инсулинова резистентност, инфламаторни 

цитокини и маркери на оксидативния стрес [352]. 

 

1.2.4.2 SOCS протеини 

Експресията на протеините супресори на цитокиновата сигнализация (Suppressor of 

cytokine signaling - SOCS) се стимулира от няколко вида цитокини, като IL-6, и упражнява 

негативен контрол върху тяхното действие [516, 622]. Те взаимодействат с Janus-

активирани тирозин кинази (JAK) или директно с цитокиновите рецептори, блокирайки 

фосфорилирането на тирозинови остатъци на транскрипционните фактори STAT [344]. 

SOCS1, 3, 6, 7 потискат и действието на инсулина, като могат директно да се свързват с 

инсулиновия рецептор и да предотвратяват комуникацията с IRS1 и 2, да блокират 

тирозин-киназната активност на рецептора, да потискат фосфорилирането на IRS2, както и 

да взаимодействат с фосфорилираните вече IRS1 и 2 и да спомогнат за тяхното 

убиквитиниране и протеозомална деградация [344].  

Експресията на SOCS в черния дроб, мастната тъкан и мускулите се повишава в 

условията на затлъстяване и супресията на някои от тях е свързана с предотвратяването на 

повишението на теглото, настъпване на инсулинова резистентност и развиване на стеатоза 

на черния дроб при експериментални модели [593].  

 

1.2.4.3 Инфламазомен комплекс 

Както вече беше споменато, метаболизирането на IL-1β до активен цитокин от неговия 

прекурсор (про-IL-1β) се осъществява с инфламазомен комплекс [412], който участва и в 

продукцията на IL-18 [660]. Неотдавна този комплекс бе асоцииран с инсулиновата 
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резистентност като компонентите на комплекса са с повишена експресия от макрофаги 

[659] и адипоцити [572] в мастната тъкан на лица със затлъстяване и ЗД2 [319, 632]. 

Липсата му при експериментални модели подобрява инсулиновото действие и 

предотвратява промяната в съотношение на М1/М2 макрофаги в мастната тъкан [632]. Не 

е ясно какво провокира активирането на инфламазомния комплекс в мастната тъкан, но се 

смята, че присъщата за затлъстяването липотоксичност има принос в това, а вероятно и 

окислени LDL, глюкоза, пикочна киселина и други фактори, които могат да стимулират 

произвеждането на свободни радикали [615].  

 

1.2.4.4 Екстрацелуларен сигнал контролирани кинази  

Екстрацелуларен сигнал контролирани кинази (Extracellular signal-Regulated Kinases - 

ERK) са част от МАРК сигнален път. Тяхната активност е увеличена при модели и хора 

със затлъстяване и ЗД2 [593]. Приносът им в увеличението на теглото и възникването на 

инсулинова резистентност отново са оценявани с модели на потисната или стимулирана 

експресия на киназите при мишки [70, 505]. Активираните ERK кинази фосфорилират 

различни субстрати със серинови и тирозинови остатъци в близост до пролинов такъв, 

включително серинови остатъци на IRS1 [593]. Освен това обаче, що се касае до мястото 

на IL-1b при индуцирането на инсулинова резистентност, активирането на ERK може да 

потисне транскрипцията на гена, кодиращ IRS1 в адипоцитите [280]. Освен това, 

интерлевкини като TNFα и IL-6 потенцират липолизата чрез ERK и така допълнително 

спомагат за потискане на инсулиновото действие [693, 711]. 

 

1.2.4.5 Инхибиране на PPARy 

Друг път, по който TNFα повлиява инсулиновата чувствителност, е чрез потискането на 

нуклеарния фактор peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) [695], 

притежаващ ключова роля в адипогенезата, метаболизма на глюкозата и липидите, 

рецептор за тиазолидиндионите [558]. Наблюдавано е, че TNFα постига този ефект чрез 

редуциране експресията на PPARγ, потискане ДНК-свързващия капацитет на 

транскрипционния фактор или повлияване на функцията му чрез стимулираната експресия 

на ко-репресор [695].  
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1.2.5 Възпаление и бета-клетъчна дисфункция 

Освен инсулиновата резистентност, за развитието на ЗД2 допринася и промяната във 

функционалните възможности на ендокринния панкреас [570] и апоптозата на бета-клетки 

от лангерхансовите острови [80]. Зад бета-клетъчната дисфункция стоят токсичният ефект 

на глюкозата, дълговерижните СМК, натрупването на амилоид, продукти на оксидативен 

стрес, стрес на ЕР, възпаление и в крайна сметка потискане на експресията на инсулина и 

факторите, участващи в глюкозо-зависимата му секреция (глюкозен транспортер GLUT2, 

глюкокиназа, волтаж-зависими калциеви канали и транскрипционните фактори, които ги 

регулират) и активиране на сигнални пътища, медииращи апоптозата на бета-клетките 

[189, 230, 304, 441].  

Както хипергликемията, така и излишъкът от СМК и натрупването на метаболити от 

непълното окисление на мазнините индиректно ангажират имунната система чрез 

продуктите на оксидативния стрес и стрес от ЕР [416]. Тези продукти активират JNK 

киназa и NFkB сигнален път, които стана ясно, че участват в експресията на 

инфламаторни протеини [267, 625]. Блокирането на JNK кинази в експериментални 

модели намалява токсичния ефект на хипергликемията върху бета-клетките [298].  

Все повече данни сочат наличието на инсулит не само при захарен диабет тип 1 (ЗД1), 

но и при ЗД2 [64]. Наблюденията върху патоморфолигчните промени в панкреасните 

острови на експериментални модели и хора със ЗД2 сочат инфилтрация с макрофаги, като 

това явление се констатира още преди началото на диабет [152] Тази инфилтрация 

настъпва в отговор на хемокинова сигнализация и се съпровожда от интензивна 

цитокинова секреция, като особено внимание заслужава IL-1β [64]. С помощта на 

експериментален модел на ЗД2 се наблюдава индуцирана от хипергликемия апоптоза на 

панкреасните бета-клетки [145]. Подобно на ЗД1, и при модели на ЗД2 се установява, че 

експозицията на тези клетки към трайна хипергликемия води до експресията им на Fas 

рецептор, който прави възможна апоптозата поради постоянната експресия на Fas лиганд 

от страна на бета-клетките [386]. Принос в това има индуцираната от хипергликемията 

секреция на IL-1β от самите бета-клетки – явление, наблюдавано in vitro в култури от 

панкреасни клетки, но и in vivo в панкреасни срезове от лица със ЗД2 и експериментални 
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модели [385]. Тази цитокинова продукция стимулира NFkB сигнален път, експресията на 

медиатори на апоптозата, в резултат на които наблюдаваме бета-клетъчна дисфункция 

[385]. Все пак, резултатите за медиираната от IL-1β глюкотоксичност не са еднозначни 

[658]. Има наблюдения, че глюкотоксичността и липотоксичността при ЗД2 стимулират 

бета-клетъчната апоптоза по механизми, които не включват NFkB [104]. Въпреки това, 

повишената експресия на IL-1β мРНК от самите бета клетки е наблюдавана и в други 

студии с потвърждение на индуцираната от цитокина следваща интерлевкинова секреция 

като IL-6 и IL-8, включително в роля на хемоатрактанти [65]. Очевидно ролята на 

инфламаторните цитокини в бета-клетъчната дисфункция при ЗД2 е комплексна и 

предстои да бъде изяснена.   

Друг фактор в бета-клетъчната апоптоза е излишъкът от СМК в присъствието на трайна 

хипергликемия [441]. СМК могат да медиират токсичния си ефект в островите чрез чрез 

активиране на TLR и задействане на инфламаторни сигнални пътища, а IL-1β  и неговия 

рецептор имат централна роля в амплифицирането на възпалението [63]. Стимулираната 

инфламаторна среда включва и продукцията на хемоатрактанти и допринася за 

инфилтративните промени в лангерхансовите острови [150], които допълнително 

задълбочават цитокиновата секреция [699] и водят до бета-клетъчна дисфункция чрез 

потиснатата експресия на инсулиновия ген [26]. Блокираната експресия на TLR2 и TLR4 

при експериментални модели предотвратява инфилтрацията на островите, а 

отстраняването на макрофагите потиска наблюдаваната интерлевкинова секреция и е 

свързана с по-високо ниво на мРНК на инсулина [150, 151]. 

NLRP3 инфламазомен комплекс може да се окаже свързващо звено между 

метаболитните отклонения и инфламаторната реакция при ЗД2 [226]. Липидни 

метаболити, окислени LDL, холестерол, както и оксидативния и стреса на ЕР допринасят 

за активиране на комплекса [148, 632, 659]. Стимулирането му е свързано с увеличена 

локална продукция на IL-1β в панкреаса, a блокирането му ограничава фиброзата в 

лангерхансовите острови при експериментални модели със затлъстяване [702]. Един от 

активаторите на инфламазомния комплекс е човешки островен амилопептид или амилин, 

ко-секретиран с инсулин от бета клетките и образуващ амилоид в лангерхансовите 

острови. Ролята на последния в прогресията на бета-клетъчната загуба е наблюдавана при 
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експериментални модели с гризачи с помощта на трансгенен човешки амилин [633], както 

и при примати, където натрупването на амилоид корелира с функцията на инсулин-

продуциращите клетки [259]. Освен чрез дестабилизация на мембраната и продукция на 

свободни радикали, цитотоксичният ефект на амилина се осъществява и чрез продукцията 

на IL-1β [394]. Първоначално стимулиран чрез TLR4 сигнализация, за което съществен 

принос имат СМК [538], но и други ендогенни лиганди като High-mobility group box 1 

protein (HMGB1) – освобождаван при некроза или активно секретиран от клетки на 

имунната система [648], IL-1β добива функционално значение в присъствието на 

активирания инфламазомен комплекс [412]. Наблюдавано е, че амилинът стимулира 

продукцията на IL-1β от култивирани дендритни клетки и макрофаги, като принос в това 

има активирането на NLRP3 инфламазомен комплекс [394]. Тези резултати са потвърдени 

и in vivo при трансгенни мишки, където се констатира асоциация между нивото на IL-1β, 

депозирането на амилоид и редуцирането на инсулин-продуциращи клетки [394]. Така 

TLR и NLRP3 инфламазомен комплекс се оказват ключови звена от инфламаторните 

промени в ендокринния панкреас при ЗД2 [663]. 
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1.3 Toll-like рецептори 

Активирането на неспецифичната имунна система включва разпознаването на запазени 

в еволюцията повтарящи се молекулни последователности, характерни за 

микроорганизмите и означавани като pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). Сред 

рецепторите, които могат да свързват такива последователности, са Toll-like рецепторите 

(TLR) [586]. Те участват в първия контакт с патогенните микроорганизми и са абсолютно 

необходими за фагоцитозата и възпалението като част от неспецифичния имунен отговор 

[587].  

За пръв път TLR са описани при Drosophila [229], а впоследствие ролята им в 

неспецифичния имунен отговор e наблюдаван и при хора [401].  

Първият описан „Toll рецептор“ представлява трансмембранен протеин с богат на 

левцинови повтори лиганд-свързващ екстрацелуларен домейн, трансмембранен домейн с 

единична спирала и интрацелуларен, хомоложен на този на рецептора за IL-1, 

опосредствяващ вътреклетъчната сигнализация, а именно чрез NF-κB сигнален път [401]. 

Впоследствие се идентифицират още сходни по структура рецептори, обозначавани също 

като TLR. Днес са известни десет TLR (1-10) при хора [586].  

Интрацелуларната компонента на TLR наподобява тази на IL-1R и днес в литературата 

тя се споменава като Toll/IL-1 receptor (TIR) домейн. Екстрацелуларният домейн обаче 

съществено се различава от подобния на имуноглобулин такъв на IL-1R [586]. Основни 

лиганди за TLR2 са например пептидогликани и липопротеини, присъщи за Грам+ 

бактерии, а за TLR4 липополизахарид (ЛПЗ) от Грам– бактерии [586]. TLR рецепторите 

образуват димери и комплекси с допълнителни молекули, което позволява свързване с 

още широка гама молекули с характерни повтарящи се последователности [18]. В това 

число влизат и разнообразие от ендогенни лиганди (Таблица 1), с което TLR участват в 

генерирането на инфламаторен отговор в стерилна среда, считан за част от патогенезата 

на усложненията от хипоперфузия, както и редица хронични възпалителни, автоимунни, 

онкологични заболявания [703]. Ендогенните лиганди са описвани в литературата още 

като „алармини“ и danger-associated molecular patterns (DAMPs) – сигнал за клетъчна 

увреда [60]. 
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Таблица 1. Лиганди за TLR. 

Рецептор Лиганди Ендогенни лиганди [703] 

TLR1 Димеризира с TLR2 [590] - 

TLR2 Липопротеини,  липопептиди 
пептидогликани от Грам+ бактерии, 
зимозан и др. [588] 

Бигликан, ендоплазмин, 
HMGB1, HSP6-, HSP70, миозин, 
хиалуронова киселина, 
монозидни уратни кристали 

TLR3 Двойно-верижна РНК [21] мРНК 

TLR4 ЛПЗ, Грам- бактерии [454] Бигликан, CD138, β-дефензин, 
α-кристалин А верига, 
ендоплазмин, фибриноген [552], 
фибронектин, хепаран сулфат, 
HMGB1, HSP22, HSP60, HSP70, 
HSP72, хиалуронова киселина, 
резистин, сърфактантен протеин 
А, СМК [538], фетуин А[450] 

TLR5 Бактериален флагелин [235] - 

TLR6 Димеризира с TLR2 [299] - 

TLR7 Едноверижна РНК [238] РНК, малка интерферираща РНК 

TLR8 Едноверижна РНК [238] Миозин, малка интерферираща 
РНК 

TLR9 Мотиви от бактериална ДНК [239] ДНК, HMGB1 

TLR10 Димеризира с TLR2, неясни лиганди [228] - 

 

Експресията на TLR2 и TLR4 е широко анализирана в рамките на свързаното със ЗД2 

състояние на хронично ниско-степенно възпаление [117, 535], поради което биологичната 

им функция ще бъде разгледана по-подробно.  

 

1.3.1 TLR4 

ЛПЗ е основен компонент на бактериалната стена на Грам-негативните бактерии. 

Мястото на TLR4 в разпознаването на ЛПЗ е установено благодарение на няколко 
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експериментални модела мишки, нереагиращи на този антиген, за които се констатира, че 

носят мутации на TLR4 гена [478, 485].  

ЛПЗ, означаван още като ендотоксин, е макромолекулен гликолипид с хидофобен 

липиден А регион и въглехидратна верига. Липидният участък се отличава със структурна 

специфичност при различни бактериални видове и е отговорен за имунологичната 

активност на ЛПЗ. Въглехидратната компонента съдържа многократно повтарящи се 

последователности, които също се характеризират с видово разнообразие, но допринасят 

малко за имунологичната активност  [490]. 

Взаимодействието между рецептора и ЛПЗ се осъществява благодарение на няколко 

адапторни молекули. От една страна ЛПЗ се комбинира с ЛПЗ-свързващ протеин и CD14 

[533], а от друга TLR4 се асоциира с MD-2 в комплекс [540].  

CD14 се експресира върху моноцити и макрофаги и се намира и в серума като 

разтворима фракция. Също като TLR принадлежи към фамилията белтъци, богати на 

левцинови повтори, подлежи на димеризация и структурата на молекулата му дава 

възможност за свързване с широк набор от лиганди [312]. Ролята му в сигнализацията на 

TLR4 след свързване с ЛПЗ e изучавана при експериментални модели с липсваща 

експресия на CD14 – те не развиват септичен шок след третиране с бактериален ЛПЗ 

[236].  

За осъществяване на биологичната си функция TLR4 образува хетеродимер с MD-2. 

Последният се намира върху клетъчната мембрана в комплекс с TLR4 или като 

самостоятелен белтък в серума [637]. MD-2 има водещ принос в лигирането на ЛПЗ-CD14 

и е абсолютно необходим за сигнализацията на TLR4 [540]. Свързването с ЛПЗ води до 

димеризация на комплекса TLR4/MD-2, промяна в позицията на интрацелуларните домени 

и присъединяване на адапторни сигнални молекули [17].  

Вътреклетъчната сигнализация се осъществява по сигнален път, който е общ за всички 

TLR и сходен с този на IL-1R. Изключение прави само TLR3. Активирането на 

рецепторите води до свързването им с TIR домейните на протеина myeloid differentiation 

factor 88 (MyD88) и MyD88 adaptor-like (Mal) – друг адапторен протеин (наричан още TIR 

domain-containing adaptor protein (TIRAP) [650]. MyD88-дефицитни мишки са резистетни 

към действието на различни известни лиганди на различни TLR [219, 235, 303, 529, 589]. 
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Следваща стъпка е активирането на IL-1 рецепторни кинази (IL-1 receptor kinases - IRAK) 

и каскадна трансдукция до активирането на транскрипционни фактори чрез пътя на NF-κB 

или на MAPK (като JNK, p38) с ангажиране на AP-1 и стимулиране експресията на гени, 

кодиращи цитокини, но и фактори, участващи в клетъчната пролифрация, апоптоза и др. 

[454, 586] (Фигура 1).  

Друг потенциален сигнален път, активиран след свързването на TLR4 с лиганд, е този 

на TIR-domain containing adaptor inducing interferon-β (TRIF) и неговата адапторна 

молекула TRIF-related adaptor molecule (TRAM). Този път се използва и в сигнализацията, 

включваща TLR3 [685]. Той е отговорен за активирането на транскрипционни фактори, 

като тези от комплекса NF-κB и интерферон-регулиращи фактори (IRFs) - отговорни за 

транскрипцията на интерферони тип I (IFNα, IFNβ) [685] (Фигура 1).  

 
Фигура 1. Схема на пострецепторната сигнализация при активиране на TLR. Адаптирано от 

Elizabeth J. Hennessy и Luke A.J. O’Neill [240].  

 

 



 

 

31 

 

1.3.2 TLR2 

TLR2 образува хетеродимери с TLR1 и TLR6, чрез които осъществява биологичната си 

функция, но са описани и димери с TLR10. Техни основни лиганди са диацил-, триацил-

липопептиди, липопротеини и пептидогликани [454, 586]. Той може да се асоциира с още 

ред други молекули, което позволява свързването на още широка гама лиганди от 

бактериален произход, но и от вируси, гъби, паразити [704].  

Ендогенни лиганди на TLR2 са продукти на тъканно увреждане, некроза и потенциални 

туморни клетки  - β-defensin-3, фрагменти на хиалуроновата киселина heat shock protein 

(HSP) и  high mobility group box 1 protein (HMGB-1) [445]. 

TLR2 може да използва адапторни молекули, подобно на TLR4, като CD14 и CD36 

[287], въпреки че тяхното присъствие не е задължително за активирането на рецептора. 

Други описани допълнителни молекули са ганглиозид GD1a [362], integrinβ-3 рецептор 

[203], маноза-свързващ лектин [275], дектин-1 (рецептор за бета-глюкани) [178] и др.  

Активирането на TLR2 също задейства MyD88 сигнален път със стимулиране на 

генната транскрипция по пътя на NFκB или този на MAPK. TLR2 обаче също може да 

използва TRIF и TRAM в каскадната сигнализация [434] и да стимулира секрецията на 

IFN I [562].  

 

1.3.3 Мястото на TLR2 и TLR4 в патогенезата на ЗД2 

Активирането на TLR2 и TLR4 има водещо място в генерирането на т.нар. метаболитно 

възпаление. Чрез потисната експресия на рецепторите при експериментални модели е 

постигнато предотвратяване на увеличението на теглото вследствие богата на мазнини 

диета [121], както и контрол над свързаната със затлъстяването инсулинова резистентност 

и възпаление в мастната тъкан [474] и по-ниски инфламаторни показатели при модели на 

ЗД2 [136, 137]. 

С имунохистохимия е установена повишена експресия на TLR2 и TLR4 и MyD88 и 

други протеини от пострецепторната сигнализация в мастната тъкан при лица със 

затлъстяване и то най-интензивно в участъци на инфилтрация с клетки на имунната 

система – наблюдение, което корелира с ИТМ [14]. Повишена експресия на TLR4 е 

наблюдавана и в мастната тъкан на експериментални модели със затлъстяване и 
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инсулинова резистентност [538]. Наситените СМК, които намират място в индуцирането 

на инсулиновата резистентност в патогенезата на ЗД2 [55], активират TLR4 и с това 

допринасят за свързаното с диабета инфламаторно състояние [538]. Увеличено ниво на 

РНК и протеин на TLR4 се констатира и в скелетна мускулатура от лица със затлъстяване 

и ЗД2, където експресията кореспондира с активиран NFκB сигнален път и подлежи на 

стимулация от СМК [496].   

Стимулация на TLR4 от мастни киселини е наблюдавана in vitro при адипоцити, 

дендритни клетки, макрофаги, ендотелни и гладко-мускулни клетки, остеокласти, а TLR2 

- при адипоцити, макрофаги, мускулни влакна [179]. При това и двата рецептора се 

активират от наситени мастни киселини, докато полиненаситени дори ги инхибират [345-

347]. Освен в клетъчни култури, in vivo стимулацията на TLR4 от СМК е демонстрирана 

при експериментални модели [538].  

Тесните механизми на свързване на наситените мастни киселини с TLR все още не са 

напълно изяснени. Възможно е свързване директно с рецепторите, комплексите и 

димерите, които образуват, или конвертиране на мастните киселини до разпознаваеми от 

TLR метаболити [179]. СМК не само стимулират TLR-ната сигнализаци, но и при 

продължителна експозиция могат да увеличат самата експресия на рецептора [496].  

Независимо как точно СМК активират TLR2 и TLR4 и кои други лиганди промотират 

участието на рецепторите в асоциираното със затлъстяването хроничното възпаление, 

тяхната  моноцитна експресия е стимулирана при хора със затлъстяване и метаболитен 

синдром и корелира както с антропометричните показатели, така и с нивото на цитокини 

като IL-1β, IL-6, с нивото на MCP-1 и активността на NFκB [14, 283]. 

Експресията на TLR2 и TLR4 е стимулирана обаче не само при ЗД2 [117], но и при 

лица със ЗД1 [131]. Повишена TLR2 РНК е установена и в периферни моноцити при жени 

с гестационен диабет спрямо жени с нормален глюкозен толеранс [333]. Тя е била по-

висока сред тези жени още в началото на бременността преди развитието на нарушения 

въглехидратен метаболизъм за разлика от нивото и при жени, при които не настъпва 

гестационен диабет [333].  

Хипергликемия има ключово място в активирането на имунната система [119] и един 

от механизмите, с които това се осъществява, е стимулацията на експресията на TLR2 и 

TLR4 чрез активиране на протеин киназа С (protein kinase C - PKC) и никотинамид-
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аденин-динуклеотид-фосфат (НАДФ) оксидазата [118] – един от механизмите в 

генерирането на свободни радикали [285]. Тя също стимулира самата димеризация на 

рецепторите [118], а ефектът от трайно високата гликемия се допълва от излишъка СМК 

[119]. 

 

Ангажирането на TLR в еволюцията на ЗД2 не опира само до задълбочаването на 

имунния отговор, влошаващ и инсулиновата чувствителност, и бета-клетъчната функция. 

TLR заемат място и в патогенезата на хроничните микросъдови усложнения на диабета 

[137, 284], но участват активно и в процеса на атеросклероза [168, 356], рискът от 

развитието на която е увеличен при ЗД2 [69].  

Ролята на TLR4 в атеросклерозата е безспорна [106]. Експериментални модели показват 

ограничаване на процесите на атеросклероза при модулирана експресия на TLR4 и TLR2 

[277, 422, 539]. Повишена такава е наблюдавана от макрофаги и ендотелни клетки в 

атеросклеротични лезии [149, 422], както и култивирани ендотелни клетки в условия на 

цитокинова стимулация [170]. Активирането на тези рецептори е свързано с повишение на 

секрецията на адхезивни молекули (Intercellular Adhesion Molecule 1- ICAM-1; vascular cell 

adhesion molecule 1 - VCAM-1) [708], инфилтрация с имунни клетки [421], секреция на 

цитокини и протеолитични ензими [149, 415], както и образуването на пенести клетки 

[244], сочещи значителния принос на TLR4 и TLR2 във възпалителните промени в 

съдовата стена и оформянето на атеросклеротични лезии и дестабилизация на плаката. За 

тях допринася и експресията на рецепторите от фибробласти и макрофаги от 

адвентицията, наблюдавана при експериментални модели [636]. Такава е констатирана и 

при макрофаги от богати на липиди атеросклеротични плаки от хора и миши модели и е 

наблюдавано, че окислените LDL частици могат да я стимулират при култивирани 

макрофаги [684]. Освен ендотелни клетки и макрофаги, TLR експресират и други клетки 

от атеросклеротичната плака – дендритни клетки, лимфоцити, гладко-мускулни клетки 

[106]. Периферни моноцити при хора и експериментални модели с коронарна съдова 

болест също се отличават с повишена експресия на TLR [332, 403, 531]. Ендогенни 

лиганди, считани за активатори на TLR-свързаната сигнализация и участващи в 

атеросклерозата, включват хиалуронова киселина, окислени LDL частици, гликиран LDL 
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като един от крайните продукти на гликиране, окислени фосфолипиди,  топлинния шоков 

протетин – HSP60, HMGB1, серумен амилоид А, фибриноген, фибронектин и други [247].  

Сред механизмите на възникване на микроваскуларни усложнения вследствие трайната 

хипергликемия при захарен диабет се обсъжда полиоловият път, оксидативния стрес, 

активиране на протеин киназа С, образуване на крайни продукти на гликирането (advanced 

glycation end products –AGEs), повишена секреция на растежни фактори [9, 599], но и 

възпалението [591]. Експресията на гени, кодирщи цитокини и други протеини, 

необходими за възпалителния отговор, се медиира от сигнални пътища с крайна цел 

транскрипционни фактори като комплекса на NF-kB и AP-1. AGEs – модифицирани чрез 

неензимно гликиране и окисление протеини, липиди и полунуклеотиди, са ключови 

фактори в патогенезата на хроничните съдови усложнения от ЗД [661] и могат да 

активират тези пътища чрез специфичен рецептор (RAGE) [366]. Но във възпалението и на 

това ниво участват и TLR. Повишената им експресия от периферни моноцити при лица 

със ЗД1 с микроваскуларни усложнения кореспондира с увеличението в нивото на серия 

цитокини спрямо диабетици, при които все още не се установява късен дегенеративен 

синдром [134].  

Възпалението като част от патогенезата на диабетна ретинопатия (ДРП) включва 

активиране на NFkB сигнален път, повишена експресия на iNOS, циклооксигеназа-2, 

адхезивни молекули, продукция на цитокини и хемоатрактанти [591]. Свидетелство, че 

стимулацията на инфламаторния отговор включва експресия на TLR2 и TLR4 от 

ендотелни клетки в ретината, е наблюдението, че тя се повишава в условия на 

хипергликемия с последващи от това активиране на пострецепторните сигнални пътища и 

експресията на цитокини и адхезивни молекули [491, 644].  Всички тези явления биват 

овладявани чрез блокирането на TLR-ната активация (чрез неутрализиращи антитела, 

малка интерферираща РНК, инхибитор на комуникацията между TLR4 и ко-адапторните 

молекули) [491]. Принос в стимулираната от хипергликемията експресия на TLR2 и TLR4 

има генерирането на свободни радикали, инхибирането на продукцията на които също 

намалява измереното количество TLR протеин [491].   

Възпалението съпътства и морфологичните промени, наблюдавани при диабетната 

нефропатия – задебеляване на базалната мембрана, загуба на подоцити, хиперплазия на 

мезангиалните клетки, инфилтрация на интерстициума, тубулна атрофия [503]. Локално 
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повишената експресията на хемокини, адхезивни молекули и про-инфламаторни цитокини 

е свързана с инфилтрация на макрофаги и тяхното активиране, промяна в баланса Th1/Th2 

имунен отговор, водещи до увеличаване на ендотелната пропускливост, пролиферация на 

мезангиалните клетки и свръх-продукция на екстрацелуларен матрикс, експресия на 

фибронектин, нарушаване баланса между вазодилататори и вазоконстриктори и други 

[503]. TLR4 допринася за възпалителните промени, като данни за повишената му 

експресия в условията на глюкозна стимулация и активирана пострецепторна 

сигнализация е наблюдавана при проксималните тубулни епителни [367] и мезангиални 

клетки на експериментални модели [302]. Той е повишен и при биопсичен материал от 

пациенти с диабетна нефропатия и е показано, че повишената му експресия върху 

култивирани клетки от проксимален тубулен епител медиира хемотаксисът на моноцити и 

секрецията на инфламаторни протеини [367]. Дефицитни на TLR4 модели на ЗД се 

характеризират с по-добри резултати относно албуминурията и бъбречната функция, 

независимо от гликемичния контрол, при тях се открива и по-слабо представено тубуло-

интерстициално възпаление [367]. Ролята на TLR2 е изследвана при TLR2-дефицитни 

мишки, където е наблюдаван благорпиятен ефект върху подоцитната загуба и 

албуминурията [137] потискане на моноцитната инфилтрация и експресията на гени, 

отговорни за възпалителния отговор и фиброза [382]. Не е изключено TLR да са в 

основата на автоимунна реакция в патогенезата на диабетната нефропатия [433]. 

Възпалението съпътства и патогенезата на диабетната невропатия. Повишени 

инфламаторни маркери се наблюдават при най-често наблюдаваните и форми – 

периферната диабетна полиневропатия (ДПНП) [147] и сърдечно-съдовата автономна 

невропатия [364]. Наблюденията върху експериментални модели на ЗД сочат активиране 

на NFκB сигнален път в микросъдовия ендотел и швановите клетки, повишена локална 

експресия на адхезивни молекули и инфилтрация с макрофаги в ендоневралната обвивка 

на нервните влакна, подложени на исхемия и реперфузия [647]. Тези явления се асоциират 

и с промени в нервната проводимост [305].  В култивирани неврони в условията на висока 

глюкозна концентрация се установява активиране на няколко вида МАPК – JNK, p38, ERK 

[483].  
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Нивото на TNFα, CRP, разтворими ICAM и VCAM, фибриноген и други инфламаторни 

протеини при лица със ЗД1 и ЗД2 с ДПНП е повишено в сравнение с диабетиците, които 

нямат такава. Още повече, нивото на някои от тях е значително повишено при болезнена 

невропатия спрямо случаите на безболкова форма на усложнението [147, 420]. Също така 

TNFα и IL-6 са повишени при периферна невропатия още на етап НВТ [359]. Повишен 

TNFα се установява и при автономна сърдечно-съдова невропатия при ЗД1, а IL-6 се 

асоциира с динамиката във функицоналните показатели за нейната оценка [364]. 

Въпреки изложените данни за асоциацията на инфламаторните показатели с диабетната 

невропатия, мястото на TLR в нея е далеч по-малко изследвано отколкото при други 

хронични усложнения на ЗД. Доказателства в тази насока включват наблюдаваната 

повишена експресия на РНК и самия TLR4 от периферни моноцити при пациенти с 

ДПНП, като резултатите корелират с плазменото ниво на IL-6 и TNFa [716, 717]. Липсват 

обаче данни за локалната експресия на TLR2 и TLR4 в условията на диабетна невропатия.  

 

1.3.4 Разтворими фракции на TLR2 и TLR4 

Както върху действието на много цитокини и други молекули може да бъде 

упражняван обратен контрол чрез разтворими фракции на техни рецептори, такъв 

регулаторен механизъм съществува и за функцията на TLR2 и TLR4 [268, 278, 488]. 

Нивото на разтворими форми на тези рецептори, soluble TLR (sTLR2, sTLR4) е изследвано 

в кърма, плазма, амниотична течност, слюнка, плеврални изливи и други, демонстрирайки 

ролята им в модулирането на индуцирания от бактерии имунен отговор [343, 688, 723]. И 

двата протеина са повишени при експериментални модели с ендотоксинемия, както и при 

хора с инфекциозни заболявания, сепсис или състояния на хронично възпаление [250, 

602].   

sTLR2 е продукт на посттранслационна обработка след ендоцитоза на рецептора. 

Протеолизата се осъществява от металопротеинази (a disintegrin and metalloproteinases - 

ADAM), участващи в отцепването на ектодомените на различни повърхностно-

експресирани молекули [338, 378]. При сигнал, вътреклетъчно депо осигурява бързото 

освобождаване на sTLR2 в циркулацията чрез екзоцитоза [343]. За разлика от него, sTLR4 

е резултат от алтернативен сплайсинг [278].  
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Съществуват различни хипотези за модулаторния ефект на sTLR. Допуска се 

взаимодействие между sTLR2 и адапторния протеин CD14, димеризация със самия TLR2 

на мембранната повърхност или съревнование за свързване с лигандите на рецептора  

[343]. Възможно е също свързване на sTLR4 с MD-2 и намеса върху свързването на 

лигандите с комплекса, който адапторната молекула образува с мембранния рецептор, и 

последващата сигнализация [268]. Не е изключено sTLR да повлиява и активността на 

други разпознаващи повтаряеми последователности рецептори, конкурирайки се с тях за 

техните лиганди [365]. 

Мястото на sTLR при метаболитния синдром, затлъстяване и ЗД не е проучвано. 

 

1.3.5 Полиморфизми на гена TLR4 и ЗД2 

Изучаването на риска от възникване на ЗД2 включва определянето на генетично-

дефинираната предразположеност към него. Изследванията сред голямо разнообразие от 

популации от целия свят демонстрират асоциацията на заболяването с гени, участващи в 

бета-клетъчната функция и инсулиновата чувствителност, като немалка част от тях са 

свързани с ИТМ, бележейки отново връзката между затлъстяването и ЗД2 [300].  

Имунологичните феномени, съпътстващи заболяването ЗД2, се откриват още преди 

неговата диагноза и участват активно в различни звена от патогенезата му [223]. Тясната 

връзка между ЗД2 и неспецифичната имунна система предполага наличието на 

предразполагащи към развитието му полиморфизми сред гените, кодиращи различни 

възпалителни медиатори. Потвърждение в тази насока, или поне асоциация с инсулинова 

резистентност, е установявано за алели от локусите на HLA системата [498, 620], за TNFa 

[115, 110, 174, 198] и неговия рецептор [175], за IL-6 [270, 642], за CRP [673] и други 

инфмалаторни маркери. 

Предвид описаната централна роля на TLR4 в задействането на инфламаторна среда, 

водеща до инсулинова резистентност и бета-клетъчна дисфункция, интерес представлява 

и мястото на полиморфизми в кодиращия рецептора ген в предиспозицията към ЗД2. 

Генът TLR4 е локализиран върху хромозома 9q32-33 и състои се от три екзона [553]. 

Единични несинонимни полиморфизми се описват предимно в участъка, кодиращ 

екстрацелуларния домейн на рецептора, богат на левцинови повтори [553], водещи до 
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промяна в отговора му към потенциални лиганди [35]. Сред полиморфизмите, които имат 

най-висока популационна честота Asp299Gly (rs4986790), свързан с промяната на 

аминокиселината аспартат с глицин поради разлика в 299-ти кодон, и Thr399Ile 

(rs4986791), водещ до промяната на амикониселина Треонин с Изолевцин вследствие 

променен 399-ти кодон [176]. Tе са сред най-изучаваните в приноса си към риска от 

разнообразие от заболявания [435]. 

Честотата на тези полиморфизми е различна в отделни етнически групи. Най-срещано 

носителството на Asp299Gly/див тип се наблюдава в Африка, където е наблюдавано 

протективното му влияние срещу малария [410]. Между 10 и 18% от изследваните от 

различни представителни популации носят хетерозиготен за Asp299Ile генотип, а само 2% 

от тях са носители и на Thr399Ile алел и при никой последният не е присъствал 

самостоятелно. В европеидната раса двата полиморфизма обикновено са косегрегирани – 

Asp299Gly/Thr399Ile (6-14% от изследваните), по-рядко се откриват самостоятелно – 

около и под 1% за всеки от тях. В популации от Азия присъствието на полиморфизмите на 

практика не се открива. Всичко това може да даде отражение върху резултатите от 

проучвания сред различни популации TLR4 [177]. Така изолираното проучване на 

Asp299Gly в Европа е затруднено поради това, че се среща предимно Asp299Gly/Thr399Ile 

генотип и по-голяма роля в изучаването на Asp299Gly/див тип биха имали анализи сред 

африкански популации. Изолираният принос на Thr399Ile се анализира по-трудно поради 

твърде ниска популационна честота [176].  

По данни на регистъра на Националния център за биотехнологична информация в 

САЩ - NCBI Reference SNP (refSNP) Cluster Report, честотата на хетерозиготните 

генотипове за Asp299Gly, rs4986790 и Thr399Ile, rs4986791 в при проучвания сред 

европейски популации варира от 0 до 10%, a за хомозиготни за рецесивния алел 

генотипове тя е под 1% [429, 430]. 

Структурните и функционални последствия върху молекулата на TLR се свързват 

предимно с ролята на Asp299Gly от двата полиморфизма, като се асоциира с намален 

отговор на рецептора към ЛПЗ и последващата от това активация на инфламаторни 

сигнални пътища  [35, 373, 444]. Въпреки това, отделни изследвания сочат обратна 

констелация – по-висок отговор на цитокини [176] вследствие стимулирани NFκB и TRIF-

зависими сигнални пътища [248].  
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Asp299Gly и Thr399Ile биха могли да засегнат повърхностната експресия на TLR4 от 

моноцити или асоциирането с ко-рецепторни молекули в комплекс [481, 492]. Така 

например, Thr399Ile се асоциира с по-ниска TLR4 моноцитна експресия при деца с 

анамнеза за инфекции на уринарните пътища, придружена от фебрилитет [51]. Асоциация 

е търсена и при хронични възпалителни и автоимунни заболявания като идопатичен 

артрит и системен лупус еритематодес, но такава не е потвърдена [313].  

Има данни, че генетичният вариант не се отразява на повърхностната експресия на 

рецепторите, а засяга експресията на протеините от вътреклетъчната сигнализация – тези, 

съставящи MyD88 и TRIF сигнален път [183]. Как обаче се променя отговорът на TLR4 

към ендогенни лиганди в зависимост от генетичния вариант и дали това стои в основата 

на променения риск от инфекциозни и хронични възпалителни не-инфекциозни 

заболявания, все още не е ясно. Все пак, полиморфизмите в TLR4 се асоциират с повишен 

риск от някои инфекции [639], докато приносът им в предиспозицията към атеросклероза 

[713] и някои хронични възпалителни заболявания е все още спорен [98, 262, 357, 683]. 

Мястото на Asp299Gly и Thr399Ile, както и други [82, 286] полиморфизми на TLR4 в 

риска от ЗД2 е анализирано в немалко студии и резултатите от някои сочат протективен 

ефект при сравними останали рискови фактори [44, 320, 390], други ги свързват с 

увеличение на централното затлъстяване, стеатоза на черния дроб и инсулиновата 

резистентност, увеличаващи риска от ЗД2 [113, 664], a немалка част отричат асоциация 

със заболяването [271, 369, 389, 700].  

 

Предвид централната роля на TLR4 в асоциираното с метаболитния синдром хронично 

субклинично възпаление, е логично да се запитаме има ли връзка между тези 

полиморфизми и нивото на инфламаторните маркери, чиято предиктивна стойност за 

риска от ЗД2 вече е многократно наблюдавана.  Kiechl и сътр. описват по-ниско серумно 

ниво на няколко възпалителни показателя (IL-6, разтворима фракция на VCAM-1, 

фибриноген, феритин) в присъствието на полиморфизма Asp299Gly, което свързва с 

повишена податливост към инфекциозни заболявания, но по-нисък риск от атеросклероза 

[308]. Скоро проведен мета-анализ, обхванал над 10 000 души от общо 12 проучвания за 

връзката между Asp299Gly и исхемичната болест на сърцето, не отчита връзка между 
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полиморфизма и нивото на CRP [97], потвърдено и от други студии при клинично здрави 

лица [326]. Изследването на същия полиморфизъм при лица със ЗД2 или НВТ също не 

установява асоциация с нивото на CRP или IL-6 като свидетели за хроничното възпаление 

[271].  

Въпреки спорните данни за асоциацията със ЗД2 и липсата на връзка между 

полиморфизмите в TLR4 и споменатите инфламаторни маркери в рамките на конкретните 

сърдечно-съдови и метаболитни заболявания, Asp299Gly и Thr399Ile са не по-малко 

анализирани в насока хронични диабетни усложнения.  

 

1.3.6 Полиморфизми на гена TLR4 и хронични диабетни усложнения 

Отново нееднозначни са резултатите за приноса на полиморфизмите в развитието на 

атеросклероза. Докато по-стари студии установяват такава асоциация [308], актуални 

мета-анализи са с противоречиви заключения. Някои отричат връзка между Asp299Gly и 

развитието на атеросклероза [251, 713], исхемична болест на сърцето (ИБС) [97, 689] и 

риска от инфаркт на миокарда [318]. докато Тhr399Ile, заедно с още няколко изследвани 

полиморфизма в TLR4, водят до повишена предразположеност към заболявания, свързани 

с атеросклерозата [680]. Мутантният алел на Аsp299Gly пък е свързван с намален риск от 

инфаркт на миокарда сред лица, приемащи статин [249].  Labrum и сътр. изключват 

влиянето и на двата полиморфизма като рискови фактори за увеличение стойността на 

показателя – intima-media thickness (IMT), както директно, така и чрез влиянието им върху 

инфламаторната среда [334]. Те не увеличават оценената чрез IMT предразположеност 

към усложнения от атеросклерозата при високо рискови пациенти, като лица с фамилна 

хиперхолестеролемия [432]. 

По-малко е проучвано мястото на полиморфизмите в определянето на риска от 

макросъдови усложнения от ЗД2. Manolakis и сътр. не откриват връзка между мутантните 

алели и развитието на ИБС при лица със ЗД2 [390], но Buraczynska и сътр. установяват 

повишена честота на рецесивния алел на Asp299Gly сред диабетиците с коронарна съдова 

болест [79].  

Мястото на полиморфизмите на TLR4 по отношение на микроваскуларните 

усложнения от ЗД също не е ендозначно. Доклади съобщават за предразполагаща роля на 
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Asp299Gly за риска от ДРП сред популация от европеидната раса [78, 79], но изследвания 

в индийска популация не потвърждават наличието на асоциация за този и за Thr399Ile 

полиморфизма на TLR4 [545].  

Не се установява асоциация между Asp299Gly, Thr399Ile и диабетната нефропатия, 

дефинирана чрез нивото на албуминурията [79, 515], a Rudofsky и сътр. описват 

протективна роля на двата полиморфизма (обикновено наблюдавани косегрегирано) 

относно диабетна невропатия при ЗД2, диагностицирана въз основа на симптоми, ахилов 

рефлекс, вибрационен усет или наличието на невропатна язва [515].  

Така мястото на два от най-често срещаните полиморфизми на TLR4 гена в 

патогенезата на ЗД2 и неговите усложнения остава неясна.  
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1.4 Полиморфизмът Pro12Ala в PPARG и хронично 

субклинично възпаление при ЗД2 

Пероксизомен пролифератор активиран рецептор гама (PPARγ) е лиганд-зависим 

транскрипционен фактор, принадлежащ към суперфамилията на нуклеарните рецептори 

[404]. Негова ключова роля е участието му в диференциацията на адипоцитите [512]. Той 

има отношение към определянето на инсулиновата чувствителност и повлиява обмяната 

на липидите и въглехидратите [404]. PPARγ има и съществено място като 

имуномодулатор, инхибирайки действието на транскрипционни фактори като AP-1, STAT, 

NFκB и потискайки експресията на про-инфламаторни цитокини [499]. В клиничната 

практика PPARγ агонистите подобряват инсулиновата чувствителност и гликемичния 

контрол при пациентите със захарен диабет тип 2 (ЗД2) [4]. Те имат и съществен принос в 

овладяването на хроничното субклинично възпаление, присъщо за инсулиновата 

резистентност [563].  

Кодиращият ген PPARG е локализиран в хромозома 3p25. Той се експресира в две 

изоформи – резултат от алтернативен сплайсинг – PPARG1, експресирана от много 

соматични клетки, и PPARG2 - предимно в адипоцитите [167]. Полиморфизмът Pro12Ala 

(rs1801282) в PPARG2 е един от най-изследваните в епидемиологични проучвания [698]. 

Спрямо дивия алел (C) промяната в нуклеотидната последователност (G) води до замяна 

на аминокиселината пролин с аланин на 12-то място от кодираната пептидна верига, което 

променя свързващия афинитет на рецептора и транскрипцията на зависимите от него гени 

[125].   

Изследванията показват носителството на алел G сред 1.7 до 21.6% от здрави лица от 

европеидната раса [210]. По данни на NCBI Reference SNP (refSNP) Cluster Report 

честотата на хетерозиготния генотип за Pro12Ala, rs1801282 в при проучвания е 

европейски популации варира от 12 до 25%, a за хомозиготен за рецесивния алел генотип 

тя е под 2% [431].  

През 90-те години на миналия век той за първи път се асоциира с намален риск от 

развитие на ЗД2. Следват проучвания и мета-анализи, които потвърждават протективната 

му роля [210], но и студии сред не малко популации я отричат [153] и дори го свързват с 

повишен диабетен риск [188, 243, 310]. Протективната му стойност е наблюдавана и по 
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отношение на хроничните микросъдови усложнения от заболяването като диабетна 

нефропатия [142] и ДРП  [381, 597], но и тук това не винаги се потвърждава [568]. 

Разминаването в приноса на полиморфизма в предразположеността към ЗД2 се 

обяснява с разнообразието в ИТМ сред изследваните популации и при някои от тях 

сравняването на резултатите при сходни антропометрични показатели води до стопяване 

на тази разлика [377].  

Рецесивният алел е свързван и с по-добра инсулиновата чувствителност [100, 125, 153, 

205] и намален риск от метаболитен синдром при хомозиготно носителство [192], докато 

данните за асоциация с ИТМ са противоречиви. Някои студии сочат повишен риск от 

затлъстяване [59, 395, 396, 408, 418], други го свързват по-нисък ИТМ [125, 646], а трети 

не откриват асоциация с теглото [205, 405, 568].  

Въпреки това разминаване между заключенията на изследователите, комбинирането на 

протективен риск за ЗД2, свързан с подобрена инсулинова чувствителност, и 

предразположеност към затлъстяване не е учудващо, предвид ролята на PPARγ в 

адипогенезата [542] и наблюденията за повишаване на теглото при лечение с 

инсулиновите очувствители – тиазолидиндионите [5]. 

Причина за разликата в резултатите може да бъде различната етническа 

принадлежност, обвързаност на функционалните последствия от полиморфизма с полова 

специфичност [396, 418]. Със сигурност ефектът на полиморфизма зависи от диетата [402, 

471] и физическата активност [310] и интерферира с този от полиморфизми в други гени 

[32, 48, 439, 576]. 

Въпреки нееднозначните резултати, немалка част от цитираните проучвания 

потвърждават асоциацията на полиморфизма с инсулиновата чувствителност и риска от 

ЗД2. Какви са обаче функционалните последствия от генетичните варианти, които 

повлияват предразположеността към заболяването? Установено е, че присъствието на 

протективния алел (G) е свързано с намалена липолиза [530], което предполага  по-ниско 

ниво на свободните мастни киселини и подобрена инсулинова чувствителност в 

таргетните тъкани [577].  

Интерес представлява мястото на полиморфизма при асоциираното с метаболитния 

синдром и ЗД2 хронично възпаление, което има водещо място в генерирането на 
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инсулинова резистентност [593]. Публикации, сравняващи нивото на адипокини при лица 

със ЗД2 или изолирано затлъстяване в зависимост от генотипа, касаещ Pro12Ala, са 

оскъдни. В индийска популация например, полиморфизмът не се свързва с промяна в 

нивото на адипонектина – както при диабетици, така и при здрави доброволци, а също и 

при сравняването му в цялата група с участници [489]. Липса на асоциация с нивото на 

адипонектин се наблюдава и при друго свързано с инсулинова резистнетност състояние – 

синдрома на поликистозните яйчници [447]. Японски колектив съобщава за по-ниските му 

стойности при здрави мъже и жени, носители на рецесивния алел, но не свързват това с 

антропометричните, метаболитни показатели и индекси на инсулинова резистентност 

[686]. От друга страна, при жени със ЗД2 е констатирано по-високо ниво на лептина в 

присъствието на мутантния вариант на Pro12Ala, но нивото на разтворимия рецептор за 

TNFα не се различава [543]. Серумната концентрация на самия TNFα също не се свързва с 

полиморфизма [199].  

На този етап не може да се посочи принос на полиморфизма Pro12Ala в дефинирането 

на инсулиновата чувствителност чрез влиянието върху секрецията на инфламаторни 

цитокини при затлъстяване и риск от ЗД2.  

 

1.5 Други експресирани от моноците рецептори при ЗД2 

 

1.5.1 CD163 

CD163 е рецептор за хемоглобина, представител на група B скавенджър рецептори, 

експресирани върху моноцити и макрофаги [330]. Свързването на хемоглобин-

хаптоглобиновия комплекс при физиологична или патологична хемолиза с последващата 

интернализация предотвратява настъпването на оксидативен стрес и възпаление, свързани 

с метаболизирането на хемоглобинa [524]. Други лиганди на CD163 са още tumor necrosis 

factor-like weak inducer of apoptosis (TWEAK), пептиди от бактериален произход и вирусни 

гликопротеини [160]. Активираната от CD163 сигнализация е свързвана както с анти-, 

така и с про-инфламаторен отговор. От една страна свързването на хемоглобин-

хаптоглобиновия комплекс се асоциира със секрецията на анти-инфламаторен IL-10 и 

активирането на хем-оксигенза 1 [469], метаболизираща хемоглобина до анти-
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инфламаторни метаболити – биливердин, СО, Fe2+ [160, 411]. От друга -  разпознаването 

на бактериални молекули от CD163 може да доведе до секрецията на про-инфламаторни 

цитокини - IL-1β,  IL-6, TNFα  [164].  Самата експресия на рецептора се повлиява от много 

фактори, като се стимулира в присъствието на глюкокортикоиди, IL-6, IL-10, докато 

TNFα, IL-1β, IFNγ и други я потискат [325].  

Разтворимата фракция на CD163 (soluble CD163-sCD163) се получава след отцепването 

ѝ от мембранно-свързания рецептор с помощта на металопротеинази [159] – процес, който 

се усилва в условията на възпаление, за чието активиране, както подробно разгледахме, 

допринася TLR [651]. Счита се, че има отношение към потискане на Т-клетъчната 

пролиферация [195] и се разглежда като потенциален биомаркер за оценка на моноцитната 

активация при състояния, свързани с възпаление [122].  

Повишаването на sCD163 е наблюдавано при инфекциозни, но и неинфекциозни 

заболявания, асоциирани с хронично възпаление – болест на Крон, ревматоиден артрит, 

склеродермия, цьолиакия, атеросклероза [160]. Повишението на sCD163 се установява и 

при лица със затлъстяване като корелира с повишената мембранна експресия на CD163 

във висцералната и подкожна мастна тъкан [327, 536] и се оформя като обещаващ маркер 

за активността на макрофагите в мастната тъкан [707]. Той нараства с увеличението в 

обема ѝ [40] и спада след редуцирането на тегло [186]. Концентрацията на разтворимата 

фракция се асоциира с инсулинемията на гладно, индекса на инсулинова резистентност 

HOMA-IR и нивото на метаболитни показатели като HDL-холестерола при лица със ЗД2 и 

НВТ [457]. Тя е повишена и при пациенти със ЗД2 [457, 556] и корелира с нивото на IL-6 

при него [559]. Наблюдавано е понижение на моноцитната експресия на CD163 при 

диабетици в сравнение с тази при здрави контроли и причина за това може да бъде 

повишеното отцепване на ектодомена в условията на хронично възпаление [354], въпреки 

че други студии констатират повишена CD163 експресия от моноцити при ЗД2 [559].  

Подобно на IL-6, CRP и други инфламаторни маркери, и sCD163 се разглежда като 

прогностичен маркер в дефинирането на риска от ЗД2 [413], което подчертава 

необходимостта от изясняване на мястото на рецептора в патогенезата на заболяването.  
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1.5.2 CD36 

CD36 е мембранен гликопротеин, принадлежащ към групата на скавенджър рецептори 

клас Б, който се експресира върху различни типове клетки, включително моноцити и 

макрофаги [171]. Сред лигандите му са окислени фосолипиди - oxidized phospholipids 

(oxPL), окислени липопротеини с ниска плътност - oxidized low-density lipoprotein 

(oxLDL), дълго-верижни мастни киселини, компоненти на бактериалната стена, продукти 

на клетъчната апоптоза [455]. CD36 участва в редица биологични процеси, но най-голям 

интерес предизвиква ролята на рецептора за развитието на атеросклерозата. Свързването с 

oxLDL частици отрежда място на CD36 в образуването на пенести клетки [455], но 

рецепторът има отношение и към миграцията на макрофагите [456], поддържането на 

възпалителен отговор в артериалната стена и други аспекти на атерогенезата [455]. 

CD36, в ролята на рецептор за oxLDL, се асоциира с патогенезата на инсулиновата 

резистентност [523]. Макрофагите и адипоцитите имат много общи функционални 

особености като потенциал за фагоцитоза, секреция на интерлевкини, експресия на общи 

рецептори [656], сред които и CD36 [62]. Свързването му с лиганди както върху 

макрофагите, така и върху адипоцитите, активира инфламаторни сигнални пътища, които 

намаляват инсулиновата чувствителност [306]. Установена е и връзка между повишената 

експресия на CD36 в черния дроб и наблюдавани при висцералното затлъстяване 

метаболитни нарушения, като дислипидемията [322]. 

Нивото на разтворимата фракция на CD36 (soluble CD36, sCD36) при пациенти със ЗД2 

и затлъстяване е неколкократно по-високо от това при лица без ЗД, като корелира с 

нивото на ПГГ, инсулина на гладно и ИТМ [225]. Handberg и сътр. поставят въпроса за 

ролята на рецептора като потенциален маркер за метаболитен синдром и атеросклероза не 

само при ЗД2, тъй като концентрацията му и при не-диабетици се асоциира с индекси на 

инсулинова резистентност, стеатоза на черния дроб и показателя IMT на съдовата стена на 

каротидните артерии [224].   

При експериментални модели на ЗД2, в условията на високо съдържание на глюкоза, 

нивата на мРНК и това на CD36 протеина в култивирани ендотелни клетки се повишават 

[169]. Такава тенденция е наблюдавана и при лезии от ендартектомия при хора с анамнеза 

за хипергликемия [215], както и в периферни мононуклеари, където експресията при ЗД2 е 

повишена [520, 579, 712], корелира с нивата на високочустветелния high sensitivity CRP 
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(hs-CRP) и IL-6 [579] и вероятно допринася за ролята на ЗД2 като рисков фактор за 

атеросклероза [712]. При здрави доброволци в отговор на натоварване с глюкоза, 

настъпват динамични промени в експресията на CD36 при отделни подтипове моноцити 

[460], но характерът на експресията при всеки от тях в рамките на ЗД2 не е ясен.  

 

1.5.3 CD64 

CD64 е мембранен гликопротеин, експресиран върху моноцити и макрофаги, 

неутрофили и други клетки, представител на Fcγ рецептоите и по-точно Fcγ рецептор 1 

(FcγRI), свързващ мономерни IgG антитела с висок афинитет [265]. Заедно с другите Fcγ 

рецептори участва във фагоцитозата, активирането на имунния отговор, секрецията на 

медиатори на възпалението, антитяло-медиираната цитотоксичност [376].  Експресията му 

при върху неутрофили се повишава силно след стимулация с IFNγ [77], както и в 

условията на бактериални инфекции [185] и септични състояния [575].  

Fc рецепторите, включително CD64, са рецептори и за пентраксините, към които 

принадлежи CRP [376]. Смята се, че описаните по-горе про-инфламаторни, про-

атерогенни и прокоагулантни ефекти на последния се медиират именно, чрез CD64 и 

други Fcγ рецептори като CD32 и CD16, експресирани върху моноцити, но и ендотелни 

клетки [132]. Блокирането на CD64 и CD32 потиска стимулираните от CRP експресия на 

адхезивни молекули, усвояване на окислени LDL частици, освобождаване на колония 

стимулиращи фактори от макрофаги, както и потиснатата от него експресия  на ендотелна 

NO синтаза и простациклин [130, 132]. 

Експресията на CD64 върху периферни моноцити при лица с метаболитен синдром е 

повишена и корелира с нивото на IL-6 и hs-CRP, както и с HOMA-IR [130]. Това 

демонстрира ролята на рецептора в поддържането на хроничното инфламаторно 

състояние, свързано с метаболитния синдром и връзката му с потискане на инсулиновата 

чувствителност.  Моноцитната експресия на CD64 вероятно е повишена и при лица със 

ЗД2 [36] и клиничната и значимост предстои да бъде изяснена.  
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1.6 Моноцитни подтипове и ЗД2 

Моноцитите произлизат от хемопоетични стволови клетки в костния мозък, които 

остават известно време в циркулацията преди да мигрират към различни тъкани и да се 

диференцират като макрофаги. Те имат комплексна роля в имунната защита на организма 

и възстановяването от тъканна увреда [718]. 

Първоначално моноцитните са били дефинирани в зависимост от физическите 

параметри на клетките и цитохистохимичния анализ, а по-късно въз основа на 

флоуцитометрия – чрез физическите им параметри и повърхностни маркери като CD14 

[718]. През 1989г Passlick и сътрудници описват нов подтип моноцити, коекспресиращи 

CD14 и CD16, който обхваща около 2.2% от всички мононуклеари и 13% от CD14+ 

моноцити [459]. Те имат специфични физикални особености, по-малки размери от 

обичайните моноцити и по-висока експресия на молекули от II клас на главния комплекс 

на тъканна съвместимост (ГКТС) [459]. Експресиращите високо ниво на CD14 моноцити 

(CD14++CD16-) са означавани като класически [53], а по-късно описаните CD16+ 

моноцити добиват наименованието некласически [574]. Последните се оказват по-важен 

източник на инфламаторни цитокини като TNFα, но продуцират слабо анти 

инфламаторния IL-10 и затова са описвани още като про-инфламаторни моноцити [190].  

В хода на инфекция или стимулация с макрофаг колония-стимулиращ фактор (M-CSF) 

в пропорциите между отделните подтипове моноцити се наблюдава преходно повишение 

на такива с междинен фенотип, последван от покачване в броя на некласическите [652]. В 

по-новата номенклатура, изготвена от Nomenclature Committee of the International Union of 

Immunologic Societies, като междинен подтип се означават моноцити, характеризиращи се 

с персистиращо висока експресия на CD14 в съчетание със слаба експресия на CD16 

(CD14++CD16+), докато некласическия подтип има намалена CD14 и подчертана CD16 

експресия (CD14+CD16++) [718]. 

Разликата във функционалните особености на отделните подтипове моноцити стана 

обект на изследване при различни заболявания през последното десетилетие [564]. 

Класическите моноцити са с подчертан потенциал за фагоцитоза и играят ключова роля в 

неспецифичния имунен отговор, докато CD16+ подтиповете имат водеща роля във 

възпалението. Междинният подтип моноцити съчетава някои функционални особености и 
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спектър от експресирани гени и повърхностни рецептори, присъщи както за 

некласическите (CD115, CX3CR1, CD97, CD123, P2RX1, CD11a, CD11c, CD43, CD163), 

така и за класическите (CCR2, CCR5, CD62L, CXCR1, CXCR2), макар и да има разлика в 

интензивността на експресията, като например за клас II от ГКТС - тя е най-висока 

именно при CD14++CD16+ моноцити [27, 112, 674]. Това подкрепя теорията за 

трансформирането на един подтип моноцити в друг [27, 112, 674]. Мястото им в 

инфламаторния отговор е нееднозначно като някои автори им приписват про-

инфламаторен потенциал [624], а други ги сочат като основен източник на анти-

инфламаторния IL-10 [547].  

Хетерогенността на моноцитните популации е добре изследвана при сърдечно-съдовите 

заболявания. Така например е наблюдавано преходно повишение на CD14++CD16- 

(класически) моноцити непосредствено след остър инфаркта на миокарда, последван от 

покачване на CD16+ моноцити през следващите седмици [617]. Тези явления са 

констатирани при проучвания при хора [617] и експериментални модели [423] и се смята, 

че всеки от моноцитните типове има отделно място във възстановителния процес – CD16- 

моноцити и техните аналози при мишки участват в резорбцията на некротичната тъкан, а 

CD16+ - в оздравителните процеси, ангиогенезата и колагеновия синтез [423]. От 

клинична гледна точка мястото на отделните подтипове моноцити е важно поради 

установяването на асоциация например между нарастването на класическите моноцити и 

размера на миокардната увреда и прогнозата за левокамерната функция [617], между 

динамиката в междинните моноцити и нивото на тропонина и показатели за оценка на 

левокамерната функция [595]. Освен това, голямо проспективно проучване показва 

мястото на междинните моноцити в прогнозирането на риска от сърдечно-съдов инцидент 

при лица, насочени за ангиографско изследване [506]. Динамиката в отделните подтипове 

моноцити е потенциален предиктор и относно тежестта и преживяемостта след остър 

мозъчно съдов инцидент [294, 626]. Освен това се анализира възможността за 

прогностичната стойност на отделните подтипове в оценката тежестта на атеросклерозата 

чрез асоциация с IMT, степен на каротидна стеноза и наличие на неоваскуларизация в 

плаките [281]. Търси се връзка между отделните моноцити и патогенезата на 

атеросклерозата – изследва се мястото им при дислипидемия [508, 513] и ефектът от 
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статиново лечение, предвид повърхностната им експресията на скавенджър рецептори за 

холестерола [105, 514].  

Имайки предвид, че затлъстяването и ЗД2 са рискови фактори за сърдечно-съдови 

заболявания [69], няма как да не се оцени наличието на промени в моноцитните подтипове 

и при тези състояния. Вече бяха представени доказателства, сочещи наличието на 

хронично възпаление при тях. Възниква въпроса дали циркулиращите моноцити имат 

количествени и фенотипни особености, които са свързани с инфилтрирането на мастната 

тъкан от макрофаги. Наблюдавана е например повишена експресия на хемокинови 

рецептори като CCR2 и CCR5 от периферни моноцити и повишена склонност към 

миграция след стимулация с MCP-1 и други хемоатрактанти при лица със затлъстяване, 

което според авторите предполага про-инфламаторната готовност на тези моноцити [329]. 

Освен това  при затлъстяване констатират и увеличение на CD16+ моноцити [111, 329, 

475, 507] – клетки, които имат по-изразена антиген-представяща роля и по-силен отговор 

в секрецията на инфламаторни цитокини [108]. Водещо нарастване на некласическите 

моноцити се констатира при лица със затлъстяване и ЗД2, което корелира с гликемията, 

независимо от процента мастна тъкан. Повишението в двата подтип CD16+ моноцити, но 

по-силно за некласическите, търпи обратно развитие след редукция на тегло с 

хипокалорийна диета или бариатрична хирургия – ефект, отчетен при намаляване на 

теглото с поне 5% [111, 475]. Poitou и сътр. установяват и корелация между динамиката в 

инфилтрацията на висцералната мастна тъкан с макрофаги и намаляващия процент на 

циркулиращи некласически моноцити след отслабване, но препоръчват допълнителни 

изследвания преди да бъде анализирано мястото на адипокиновата секреция в 

диференциацията на моноцитите [475]. 

Увеличението на CD16+ моноцити при затлъстяване се асоциира с показателя IMT на 

каротидните съдове [507] и свързаното с редукция на теглото понижение на 

циркулиращите CD16+ моноцити, и по-точно на междинните, се съпровожда от 

подобрение в този показател, използван в оценката на субклиничната атеросклероза [475].  

Очевидно моноцитните субпопулации имат място в модулирането, а може би 

онагледяват подлежащото хронично възпаление при затлъстяване, ЗД2 и сърдечно-

съдовите заболявания. И освен с количествени, те може би се съпровождат и с фенотипни 

изменения, изучаването на които би обогатило не само познанията в патогенезата на тези 
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състояния, но и би дало възможност за разработването на нови насоки в диагностичен, 

прогностичен и терапевтичен аспект.   
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1.7 ЗД2 и диабет-асоциирани антитела  

1.7.1 Концепция за латентен автоимунен диабет при възрастни 

Класифицирането на ЗД е предизвикателство от много години. След първоначалното 

му разделяне на ювенилен и такъв, настъпил при възрастни, става ясно, че не може да се 

сложи рязка възрастова граница между двете най-често срещани форми на заболяването 

[154, 666]. Въвеждането на термина инсулино-зависим и неинсулинозависим ЗД с 

допълнителни подкатегории по отношение на затлъстяването [428], също поражда 

полемики [154].  

Оказва се, че и разделянето на диабета според патогенетичните му характеристики на 

тип 1 и тип 2 [163], което използваме и днес в класификация на ЗД [24],  също се оказва 

недостатъчно изчерпателно в някои случаи от клиничната практика [353, 452].  

Макар повечето случаи на ЗД, установен при възрастни – „adult onset diabetes mellitus”, 

да се характеризират със затлъстяване [668], част от пациентите са с нормално телесно 

тегло и при тях се констатира по-силно намалена инсулинова секреция от обичайно 

наблюдаваната при ЗД2 [38] и невъзможност за постигане на добър гликемичен контрол с 

помощта на перорални антидиабетни средства [479]. През 70-те години на миналия век., 

скоро след описването на анти-островно-клетъчните антитела (Islet-cell antibodies - ICA) 

[72], излизат статии за ролята на последните като предиктор за развитие на ЗД [276]. 

Установяват се при случаи на инсулинова зависимост, но и при лица с неинсулинозависим 

диабет [350]. Mалко по-късно ICA са посочени като индикатор за латентно-протичащ ЗД1 

сред пациенти, чиято диагноза се поставя на възраст между 35 и 75г [216].   

В началото на 90-те години екип от учени представят диабетици, при които 

заболяването дебютира с клиничната картина на ЗД2, но имат и положителни антитела 

срещу глутамат декарбоксилаза [619] – едно от антителата, използвани в диагностиката на 

ЗД1 [204]. През 1999 г. Zimmet и сътр. въвеждат понятието латентен автоимунен захарен 

диабет – latent autimmune diabetes of the adults (LADA) [720], но в литературата той е 

наричан още бавно прогресиращ ЗД1 [721], ЗД тип 1 ½ [291] и др. Те наблюдават 

положителни антитела при лица, които първоначално не се нуждаят от инсулин за 

постигането на оптимален гликемичен контрол. Тези лица са по-млади сред пациентите, 

включени като участници със ЗД2, началото на заболяването им е настъпило в по-млада 
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възраст и нивото на С-пептида е по-ниско отколкото при лицата, които не се нуждаят от 

инсулинолечение [720].  

Следват проучвания, които изследват честота на антителата срещу декарбокислазата на 

глутаминовата киселина при пациенти с диагноза ЗД2 (Таблица 2), сравняват 

метаболитния риск в зависимост от наличието на антитела и дори честотата на някои 

генетични варианти в рамките на HLA системата и извън нея, за които е констатирана 

асоциация със ЗД1 или ЗД2 [340]. 

Много автори считат, че латентният автоимунен диабет е част от ЗД1 и не следва да се 

разглежда като отделно заболяване [127, 453]. Въпреки че в клиничен, патофизиологичен, 

имунологичен и генетичен аспект ЗД1 и LADA имат много повече сходства помежду си 

отколкото със ЗД2 [340], все още немалка част от пациентите с автоимунен диабет остават 

диагностицирани и лекувани като ЗД2.  

Самият спектър от клинични и лабораторни особености на пациeнтите с положителни 

антитела е различен и свързван с титъра и броя на антитела [358, 372, 511, 630].  Докато 

при едни случаи клиничната картина е тази на класически автоимунен диабет, то в 

други не е ясно дали само наличието на положителни антитела е повод за 

предприемане на заместително лечение с инсулин или те са просто лабораторен 

феномен при ЗД2  [84, 511]. 

Въпреки, че търпят значителни критики [200, 495, 510], диагностичните критерии за 

поставянето на диагноза LADA се базират на възрастта на поставяне на диагнозата, срока 

на поддържане на добър гликемичен контрол без необходимост от инсулинолечение и 

наличието на положителни диабет асоциирани антитела [340] – islet-cell cytoplasm 

autoantibodies (ICA) [621], Glutamic Acid Decarboxylase autoantibodies (GAD65A) [621], 

Insulinoma-Associated-2 antibodies – Tyrosine phosphatase associated (IA-2A) [603], insulin 

autoantibodies - IAA [263], Zinc Transporter 8 autoantibodies (ZnT8A) [264, 335]. 

Brooks-Worrell и сътр. посочват поставянето на диагнозата при наличие на трите 

критерия [75]: 

(1) Възраст на диагностициране на ЗД над 35 годишна възраст 

(2) Липса на необходимост от лечение без инсулин за поне 6 месеца 

(3) Наличие на положителни диабет-асоциирани антитела.  
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Таблица 2. Честота на диабет-асоциирани антитела при пациенти със ЗД2*. 

 Общо ICA GAD65А IA-2А IAA ZnT8А n 
Xiang, 2015 [679] 8.63  5.78 1.51 1.26 1.84 2388 

Siraj, 2016 [546]  2.7 3.5 0   86 
Szepietowska, 2012 
[580] 

8.9  5.6  3.8  212 

Tuomi, 1999 [618]  9.8  9.3    1122 

Davies, 2008 [120] 4  4    683 
Hawa, 2013 [232] 9.7  8.8  0.9 

(+ZnT8) 
0.9 
(+IA-2) 

6156 

Maioli, 2010 [387] 4.95  4.95 4.5   5568 

Buzzetti, 2007 [81] 4.5  4.5     4250 

Zinman, 2004 [722] 4.2  4.2    4134 

Takeda, 2002 [585] 3.8  3.8    4980 

Turner, 1997 [621] 11.7 5.8 9.8    3672 

Davis, 2005 [123] 11.6 + + +   4545 

*изразени в % от общия брой участници 
  

 

1.7.2 Диабет-асоциирани антитела 

 

1.7.2.1 Антиостровноклетъчни антитела 

Антиостровноклетъчните антитела - ICA, са описани за първи път от Bottazzo и 

сътрудници при случаи на полигландуларен автоимунитет [72], а след това и при лица със 

ЗД1 [73]. Те се измерват чрез индиректна имунофлуоресценция върху криосрезове от 

човешки панкреас с нулева кръвна група и резултатите се изразяват в мерна единица 

Juvenile Diabetes Foundation – JDF, като диагностичният праг варира между 5 и 10 JDF. 

ICA са поликлонални и реагират с разнообразие от островни антигени, включително 

insulinoma-associated autoantigen (islet antigen-2/ICA512), GAD65, както и антигени извън 
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бета-клетките, но не и с инсулин, който не може да бъде фиксиран с използваната 

методика [670]. 

Между 70 и 80% от новодиагностицираните случаи на ЗД1 са положителни за ICA, като 

появата им предшества клиничната изява на заболяването и установяването им при 

роднини на лица с тази диагноза [66, 383, 446, 502] и деца без фамилна обремененост [315, 

355, 525] участва в определянето на риска от неговото развитие. След диагнозата спадат и 

едва 5-10% от диабетиците имат положителни ICA след 10-годишна давност на 

заболяването [671]. 

ICA имат място в латентно протичащия автоимунен ЗД. Още през 70те години на 

миналия век се установява наличието на положителни ICA при 5% от лица с клиничната 

картина на ЗД2 [351], а по-късно Groop и сътр. съобщават за честота на ICA положителни 

пациети, лекувани с диета и перорални средства за поне 1 година [216]. По данни на 

UKPDS 5.8% от пациентите с диагноза ЗД2 имат положителни ICA антитела [621].  

 

През последните две десетилетия бяха разработени и утвърдени имунометрични 

методи за изследване на антитела срещу т.нар.”биохимично дефинирани автоантигени” 

[209, 393, 451, 662], оценката на чиято приложимост и стандартизация е обект на 

множество програми [336, 527, 613, 635]. Наличието на позитивни ICA при отрицателни 

антитела срещу известни днес антигени като GAD65, IA-2, инсулин, ZnT8, както и 

разликата в динамиката на всяко от тези антитела през годините и ICA демонстрират, че 

освен изредените има и други, които поддържат автоимунния отговор [30, 124].  

 

1.7.2.2 Антитела срещу глутамат декарбоксилаза (Glutamic Acid 

Decarboxylase – GAD) 

В началото на 80-те години на миналия век Baekkeskov и Lernmark изолират протеин от 

островни клетки с молекулно тегло 64kD, който води до имунопреципитация на серум на 

лица със ЗД1 [42]. Впоследствие се установява, че 70-80% от децата с 

новодиагностициран ЗД1 имат антитела от IgG клас срещу такъв антиген [43, 102, 204, 

328]. Този белтък се оказва ензим, който участва в декарбоксилирането на глутаминовата 

киселина до невромедиаторa гама-амино маслената киселина [41]. Aвтоантитела към 
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декарбоксилазата са установени и при неврологичното заболяване Stiff Man Syndrome 

[554]. Въпреки, че са описани две изоформи на ензима – GAD65 с молекулно тегло 65kD, 

изграден от 585 аминокиселини и кодиран в хромозома 10p11.23 от GAD2, и GAD67 с 

молекулно тегло 67kD, изграден от 594 аминокиселини и кодиран в хромозома 2q31 от 

GAD1 [76], изследвания върху специфичността на GAD автоантителата при човека 

доказват, че основният антиген при ЗД1 е GAD65 [220]. GAD65A са поликлонални, от IgG 

клас, титърът им има спорно място в определянето на риска от ЗД1 [10, 446], обвързани са 

с генетичния терен [213] и след появата му персистират за дълго време, което ги поставя 

на преден план в диагностицирането на LADA [720]. Докладвана е различна честота на 

антителата при лица с фенотип на ЗД2 в отделни проучвания – между 4 и 14% [340], 

Juneja и сътр. дори споменават 16% [290]. Както и за ICA, тя е по-висока сред по-млади 

лица между 25 и 34-годишни при диагностициране на заболяването - 21% за ICA и 34% за 

GAD65A и намалява с възрастта – 4% за ICA и 7% за GAD65A при 55-65-годишните [621].  

Именно GAD65A сa с водеща диагностична стойност при ЗД в късна възраст и титърът 

им е свързван с прогнозата за необходимостта от инсулинолечение при липса на 

първоначални индикации за такова [212, 368, 612, 619, 719], въпреки че има и 

противоположни наблюдения [128]. Обикновено останалите диабет-асоциирани антитела 

се откриват при лица с висок титър на GAD65А, но допълват  диагностиката при GAD-

негативни случаи [81, 335]. Честотата на GAD65A в общата популация варира от 0.7 до 

2.2% [509, 517, 557, 671], някои проучвания докладват и до 4% [139]. Често позитивността 

на антителата варира при проследяване [557].  

 

1.7.2.3 Антитела срещу insulinoma-associated antigen 2 (IA-2A) 

През 1992 г. Rabin и сътр. описват островен антиген, наречен ICA512, който 

преципитира диабетен серум [486]. Впоследствие, колективът уточнява структурата му на 

трансмембранен протеин, чийто цитоплазмен домейн е сходен с тeзи с каталитична 

активност от фамилията на протеин тирозин-фосфатазите, и по-точно рецепторна тирозин 

фосфатаза, експресирана в нервната тъкан, секреторни гранули на панкреаса, 

невроендокринни тумори [487]. При пациенти със ЗД1 се установяват антитела, които 

реагират с белтъчни фрагменти от лизиране с трипсин с тегло 40kD и 37kD [458]. Първият 

се свързва с ICA512, а вторият проявява изключително структурно сходство с него [234] и 
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с антиген при ЗД1, изолиран и като фогрин [231, 234, 649]. Означава се като IA-2beta или 

IA-2b [375]. 

Антителата към IA-2 при лица със ЗД1 се срещат в 55-75% от новодиагностицираните 

със ЗД1 [426, 672] и след диагнозата имат тенденция да намаляват [436]. Те са 

поликлонални [710], от клас IgG и има наблюдения, че стойността им и подтипът са 

обвързани с различен риск от ЗД1 [10], както и присъствието им на фона на подходящ 

HLA хаплотип [213] или наличието и на антитела срещу IA-2b [10]. Честотата на IA-2A в 

общата популация е около 2-3% [671].   

Juneja и сътр. съобщават за честота на антителата срещу IA-2 при клинична картина на 

ЗД2 от 6.4% [290], по данни на UKPDS е по-ниска - 2.2% от изследваните, но допълват 

предиктивната стойност на останалите антитела по отношение на нуждата от 

инсулинолечение [71]. Антителата срещу IA-2b нямат съществена стойност при LADA 

[71].  

 

1.7.2.4 Антиинсулинови антитела (IAA) 

През 1983г Palmer и сътр. посредством белязан с 125I-инсулин доказват наличието на 

инсулинови автоантитела от клас IgG при новодиагностициран ЗД преди започване на 

инсулиново лечение [451]. Тези антитела не се улавят при имунофлуоресцентния тест за 

ICA, тъй като поради предварителната обработка на панкреасните срези се губи инсулина 

и С-пептида [670]. Междувременно се установяват и автоантитела от клас IgG срещу 

проинсулин, кръстосано реагиращи с С-пептид [331], но с по-ниска специфичност от IAA 

[667].  

Антиинсулинови автоантитела се намират в 35-60% от новодиагностицираните деца, 

като честотата им е свързана с възрастта и определени алелни специфичности в гените на 

HLA системата и инсулиновия ген [213, 671]. Концентрацията на инсулиновите 

автоантитела в серума и принадлежността към определен IgG субклас, афинитета на 

свързване на антиинсулиновите антитела, ранното им появяване, кръстосаната реакция с 

проинсулин, поликлоналният характер на антителата в даден серум, наличието на  рисков 

HLA генотип променят предиктивната стойност на антителата в риска от развитие на ЗД1 

[10]. IAA сe откриват още в ранна детска възраст, като с напредване на възрастта 
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процентът на IAA позитивни случаи намалява, а нивото им спада постепенно и след 

изявата на заболяването [61, 173, 672]. Поради това и мястото им в диагностиката на 

LADA е ограничено. Трябва да се изследват преди започване на инсулиновото лечение 

поради възможния имунизационен ефект на екзогенния инсулин, което е причина за 

трудното им проследяване [436]. Все пак, проучването LADA China отрежда не по-

маловажно място на IAA в диагностиката на LADA спрямо останалите антитела [263]. 

 

1.7.2.5 Антитела срещу цинков транспортер 8 (ZnT8А) 

Следващият голям автоантиген при ЗД1 е цинковият йонен транспортер 8 (ZnT8) [662] 

- трансмембранен протеин, който се експресира във висока концентрация в бета-клетките 

на панкреаса и участва в генерирането на  Zn2+ в инсулин-съдържащите гранули [99]. Той 

участва в ефлукса на редица йони – Zn, Co, Fe, Mn, Cd, представител е на семейството 

катионни транспортери, някои от които също се експресират в панкреаса [295]. ZnT8 се 

кодира от ген SLC30A8 в хромозома 8q24, който се асоциира с предразположение към ЗД2 

[550]. Автоантитела към този антиген се установяват в серума на около 60-80% от 

новодиагностицираните диабетици и в 26% от лицата със ЗД1 с отрицателни други 

антитела. Така, добавянето му към класическия панел от антитела (GAD65A, IA-2A, IAA)  

намалява антитяло-негативните диабетици от 5,8% на 1,8% и повишава честотата на 

позитивните за две и повече антитела от 72% на 82%, а включването на ZnT8А на мястото 

на което и да е от трите класически антитела открива сходен процент антитяло позитивни 

случаи на ЗД1 – 94% [662]. Последното ги прави подходящи за изследване при лица със 

започнато инсулинолечение, което компрометира надеждността на резултатите от 

изследването на IAA. Установяването на по-голям брой позитивни антитела сред лица в 

риск увеличава вероятността за настъпване на ЗД1, достигайки до 100% в рамките на 5 

години при положителен резултат за три от тях [634] и в този смисъл добавянето на още 

един маркер е в полза в прогностичен аспект. Наблюденията върху честотата му сред 

пациенти със ЗД1 в българската популация (45.7%) сочат преимуществената му роля като 

втори имунологичен маркер, наред с GAD65A, превъзхождайки IA-2A в диагностичния 

план [4].  
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Антителата към цинковия транспортер са поликлонални, установяват се след 2-3-

годишна възраст, обикновено след позитивирането на антитела срещу GAD65 и IA-2, но 

стриктна последователност в това отношение не може да бъде посочена [662]. Честотата 

им прогресивно расте с възрастта на изява на заболяването и достига до 80% сред 

заболелите в юношеска възраст, след което намалява, но не толкова бързо, колкото IAA 

[662].  

Това прави ZnT8А подходящи за изследване при лица с установяване на автоимунен 

диабет в по-късна възраст [335]. Lampsona и сътр. съобщават, че при лица с такава 

диагноза и доказано положителни GAD65А и/или IA-2А, общата честота на случаите с 

позитивни ZnT8А е 18.6%, като тя е най-висока при дебют на заболяването преди 49 

годишна възраст (12.2%), намалява във възрастта 49.1-58.8 г (6.6%) и спада още след 58.9 

годишна възраст (4.4%) [335].  Присъствието на ZnT8А обикновено се свързва и с висок 

титър на GAD65А, по-изразен инсулинов дефицит, по-лош гликемичен контрол и по-

ниски стойности на ИТМ, обиколка на талията, общ холестерол и триглицеириди [335].   

При фенотип на ЗД2 и отрицателни други диабет-асоциирани антитела е наблюдавана 

честота на ZnT8А в около едва 1.4% от изследваните [335]. Титърът при тях обаче 

съществено се различава от този при пациенти с известни положителни други 

антитела, което поставя под въпрос дали присъствието само на антитела срещу ZnT8 

би могло да даде основание за пренасочване на диагностичния план към автоимунна 

генеза на заболяването [335]. Тази честота е и по-ниска от съобщаваната от Wenzlau за 

контролната популация и тази със ЗД2, съотвено под 2 и под 3% [662].  

Seissler и сътр. съобщават, че предварителното блокиране на антителата  срещу IA-2 и 

GAD65 потиска флуоресцентното светене за ICA само при 37%  от лицата с LADA, докато 

това се постига при 60% от пациентите със ЗД1 [534]. Това косвено доказва участието на 

повече бета-клетъчни антигени при LADA, различни от изброените тук, и задълбочава 

разликата между класическия и бавно-прогесиращ автоимунен захарен диабет.  

 

1.7.3 LADA между ЗД1 и ЗД2 

 

1.7.3.1 Генетичен риск  
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Връзка с генетични локуси с доказано място при ЗД е търсена в рамките и на LADA. 

Установява се асоциация между генетични локуси в HLA системата [93], локуси свързани 

с инсулиновия ген (Variable Number of Tandem Repeats Upstream of the Insulin Gene – VNTR 

INS) [92, 93, 129, 714], и още гените MICA (MHC class Ⅰ chain related A) [611], PTNP22 

(Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) [93, 146], CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte 

antigen-4) [107, 146], с които се свързва и риска от ЗД1. Предразположеност към LADA се 

дефинира и от гени, които свързваме със ЗД2 като TCF7L2 (Transcription factor 7-like 2) 

[93, 379, 610, 706].  

Все пак, в различните проучвания има известни разминавания при сравняването на 

честотата на високорискови генотипове или хаплотипове между LADA, ЗД1, ЗД2 и така 

LADA заема индивидуално място в дефенирания от полиморфизмите във всички изброени 

и други анализирани гени риск [29, 222] (Таблица 3).  

Като цяло латентният автоимунен диабет при възрастни се асоциира с генетична 

предразположеност, която е по-близка до тази за ЗД1, отколкото за ЗД2, но въпреки 

това, тя се отличава от характерната за ЗД1, дебютиращ в детска възраст [409]. 

Асоциациите с високо рисковите, но и протективните за ЗД1 хаплотипове стават по-слаби 

с напредване на възрастта на диагностициране [93, 252]. Обратно – рисковите за ЗД2 

генотипове са със сходна честота при GAD-положителни лица в средна възраст и случаите 

на класически ЗД2, докато при младите лица с положителни антитела тя е по-ниска [45]. 

Освен това връзката между LADA и определен генетичен риск се оказва зависима от 

титъра на антителата [29]. Потвърждаването на асоциация с рискови гени, които са общи и 

за ЗД2 предимно сред лица с нисък титър на антителата [706], и установяването на най-

висока честота на рисковите за ЗД1 генотипове при пациенти с висок титър [29] отново 

насочва вниманието към хетерогенността на LADA. 
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Таблица 3. Сравнение в честота на хаплотипове на рискови генетични варианти, 

участващи в предиспозицията към ЗД1, ЗД2, LADA.  

хаплотипове спрямо ЗД2 спрямо ЗД1 спрямо контроли 
без ЗД 

DQB1*0201/0302 ↑ [618], [93], [29], 
[222] 
―  [29] (лица с 
нисък Ат титър 
срещу ЗД2) 

↓ [618]; [29] (лица с 
висок титър срещу 
ЗД1 с диагноза над 
35г.в.), [222] 
― [253], [93] 

↑ [618],   

DQB1*0302  ↑ [618], [29],[222] 
―  [29] (лица с 
нисък Ат титър 
срещу ЗД2) 

↓ [618], [222] 
―  [253] 

↑ [618], [253] 

DQB1*0201  ↑ [29],[222] 
―  [29] (лица с 
нисък Ат титър 
срещу ЗД2) 

―  [253] 
↓ [222] 
 

  

DQB1 * 0602† или 
*0603†  

 ↑ [93] ― [618] 

DR3  ― [253] ↑ [253] 
DR4  ― [253] ↑ [253] 
DR3/DR4  ―  [253] ↑ [253] 
DR4-DQB1*0302  ― [253] ↑ [253] 
DR3/DR4-
DQB1*0302 

 ―  [253] ↑ [253] 

PTPN22, rs2476601 ↑ [29] ↓ [29] ↑ [93] 
PTPN22, rs6679677  ↓ [409] ↑ [409] 
INS VNTR, rs689 ↑ [222] ↑ [409] 

↓ [29], [222] 
↑ [93] 

CTLA4, rs3087243 ↑ [29](лица с висок 
Ат титър срещу 
ЗД2), [222] 

↓ [29] 
↑ [222] 

 

TCF7L2 rs7903146 ↓ [409] ↑ [93], [706] (нисък 
титър срещу лица с 
висок титър или 
ЗД1),  

↑ [93], [581], [379], 
[706](лица с нисък 
Ат титър срещу 
контроли) 
― [409] 

HNF1A, rs12427353 ―  [409]  ↑ [409] 
† Протективни за ЗД1; „↑“: по-висока алелна честота; „↓“: по-ниска алелна честота; „―“: 
без статистически значима разлика.  

 

 

1.7.3.2 Метаболитен профил 
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Разпознаването на LADA единствено въз основа на клиничната картина понякога може 

да бъде затруднено и само изследваните антитела биха потвърдили диагнозата [290, 414,]. 

Въпреки това, повечето наблюдения сочат по-нисък ИТМ, по-малка обиколка на талията, 

по-добър липиден профил и по-ниска честота на метаболитния синдром при LADA в 

сравнение с ЗД2 [123, 233, 290, 414, 722], въпреки обичайно по-лошия гликемичен 

контрол при автоимунен захарен диабет [28, 123, 414]. Пациентите с LADA се отличават и 

с по-висока предразположеност към други автоимунни заболявания, особено на 

щитовидната жлеза [705].  

Все пак, диабетиците, отговарящи на критериите за LADA, се различават и от лицата с 

поставена диагноза ЗД1 – последните са по-млади при диагностициране на заболяването, с 

още по-нисък ИТМ и обиколка на талията или отношение талия-ханш [232], но имат 

сравнима честота на метаболитния синдром и сходни метаболитни показатели с лицата с 

LADA [233].  

Пациентите с LADA също са хетерогенна популация, дала основание за 

предложението за разделянето му на два подвида, доближаващи се до клиничните и 

лабораторни особености на ЗД1 или ЗД2, което е обвързано с титъра на антителата 

[81, 372]. Има и наблюдения, че пациентите с висока (>200 WHO units) и ниска (70-200 

WHO units) концентрация на антитела срещу GAD65 се различават по ИТМ, обиколка на 

талията, нивото на триглицеридите [232], честотата на метаболитния синдром [81], макар 

и за последната да е изключвана статистическа значимост [233]. Лицата с нисък титър на 

антитела се очаква да се доближават до фенотипа на ЗД2 [372], но все пак при последния 

има по-висок ИТМ и по-голяма обиколка на талията, придружени от по-неблагоприятен 

липиден профил и поддържане на по-високо АН [232]. Интересни са наблюденията в 

проучването Action LADA 7, които сравняват лица с LADA,  които са GAD65А негативни, 

но IA-2А или ZnT8А позитивни, с пациенти със ЗД2, при които всички антитела са 

отрицателни – лабораторните метаболитни показатели и контролът над артериалното 

налягане не се различават помежду им, но по-високи стойности на ИТМ и обиколката на 

талията се запазват при ЗД2 [232].  

Тези резултати при сравняването на LADA и ЗД2 отразяват разликата в инсулиновата 

чувствителност и бета-клетъчната функция при двете състояния. Още първите статии, 

загатващи идеята за латентно протичащ автоимунен диабет сред лица над 35 годишна 
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възраст, сочат по-ниското базално и стимулирано ниво на С-пептид при диабетици с 

положителни анти-островноклетъчни антитела [216], подкрепено и от други студии след 

това [123, 720] включително при сравними по ИТМ пациенти [89]. Следват множество 

проучвания, които сочат, че бета-клетъчната функция при LADA се влошава по-бързо 

отколкото при ЗД2 [68, 94, 211, 414, 612, 692], но по-бавно спрямо ЗД1 [253, 317], и то с 

различни темпове в зависимост от титъра на антителата [81], който има и предиктивна 

стойност по отношение на срока за включване на инсулинолечение [348, 612, 692]. 

Въпреки това, има и студии, които не намират разлика в инсулиновата секреция при 

сравними по ИТМ диабетици с положителни и отрицателни диабет-асоциирани антитела 

[289]. Проучването LADA China 3 съобщава за сходна тенденция в динамиката на бета-

клетъчната функция при пациенти с ниска концентрация (под 180 IU/ml) на GAD65А и 

ЗД2 [371].  

Инсулиновата резистентност е част от патогенезата на ЗД2 [342] и, предвид разликата в 

антропометричните показатели спрямо лицата с LADA, очаквано тя се среща по-рядко 

при последните [52, 123, 580], но по-често от колкото при ЗД1 [52]. Дори има наблюдения, 

че се различава и в зависимост от титъра на антителата като HOMA индексът е по-висок 

при нисък титър (1.6±1.1 срещу 2.1±1.1, P=0.001) [358]. Въпреки това, при сравним ИТМ 

инсулиновата резистентност се наблюдава сред автоимунен диабет не по-рядко отколкото 

при ЗД2 [89, 101]. Липса на разлика в инсулиновата чувствителност при сравними по 

ИТМ пациенти със ЗД2 и LADA потвърждават и в проучването Action LADA 9 [289]. 

Предвид ролята на хроничното ниско-степенно възпаление при развитието на ЗД2 [223] 

и наблюдаваната при него по-висока честота на метаболитния синдром спрямо тази при 

пациентите с LADA [233], при последните очаквано се наблюдава по-ниско ниво на 

инфламаторни цитокини като IL-1RA, TNFα, IL-6 [467], разтворими фракции на 

адхезионни молекули като E-selectin, ICAM-1 и VCAM-1 [468] отколкото при ЗД2, но 

стойностите им са сравними с тези при ЗД1 [467, 468]. Разлика при някои от показателите 

(IL-6 и Е-selectin) се намира и при сравнението им сред лица с високо ниво на GAD65А и 

тези с ниско такова при използван праг от 200 IU/ml, като при последните резултатите са 

по-високи [526]. 
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Клиничната картина понякога не е достатъчна за разграничаването между класически 

ЗД2 и автоимунен диабет при възрастни [290] и това е основната причина за изследване на 

диабет-асоциирани антитела при възрастни в клиничната практика. Сериозен 

диагностичен проблем представляват случаите на позитивни антитела с нисък титър, 

особено когато се касае за единствено антитяло. Не без основание някои автори разделят 

LADA на два подвида - LADA1 и LADA2, патофизиологията и клиничният ход на които 

се доближават повече до съответно ЗД1 и ЗД2 и са обвързани със стойностите на 

антителата [372], а други апелират за поставянето на диагностичен праг на тези 

показатели, който да диференцира различните клинични варианти на заболяването [630].   

Решението за преминаване към инсулинолечение не винаги е лесно. Теглото на 

пациента, рискът от хипогликемии, нежеланието или техническото затруднение да се 

премине към този вид терапия могат да бъдат сериозно предизвикателство в лечението на 

захарния диабет. На този етап няма доказателства, че ранното включване на инсулин 

може да предотврати влошаването на бета-клетъчната функция при LADA и изборът 

на терапия следва да се ръководи от клиничните показатели и гликемичния контрол 

[340]. Ако той е отличен, наличието на антитела може да послужи като предупреждение за 

срочна необходимост от инсулин, а не основание за неговото включване. Въпреки това, 

пациентите с LADA се очаква да имат по-ранна необходимост от него и отлагането му 

може да доведе до остри хипергликемични усложнения [340]. Превантивното му 

започване при лица с фенотип на ЗД2, но положителни антитела би имало ефект върху 

профилактиката на глюкотоксичността, но не и имуномодулаторен ефект, ограничаващ 

загубата на инсулин-продуциращи клетки [569, 609]. Mакар да има отделни наблюдения, 

че малки дози подкожен инсулин могат да предотвратят бета-клетъчното функционално 

изчерпване [316], проспективни проучвания отхвърлят такава връзка [123]. В случаите, в 

които наблюдаваме достатъчно добър гликемичен контрол, обичайно има и съхранена 

бета-клетъчна функция спрямо тази при лица с нестабилен ход на заболяването и 

терапевтичният подход следва да бъде индивидуален [94].  

Познаването на понятието латентен или бавно-прогесиращ автоимунен диабет или дори 

ЗД1 с късно начало е важно и трябва да присъства в диференциалната диагноза на 

декомпенсирания ЗД2. Все още много диабетици остават на перорална терапия, въпреки 
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че тя вече не осигурява търсения гликемичен контрол и инсулинолечението се отлага 

поради кратка давност на заболяването.   

 

В заключение, представените аспекти на хроничното възпалително състояние при 

метаболитен синдром и ЗД2 подчертават комплексното участие на имунната система в 

патогенезата на тези заболявания. Моноцитите и макрофагите, инфилтриращи инсулин-

чувствителните тъкани, търпят количествени промени и динамика в спектъра на 

повърхностно експресираните от тях молекули. Тези клетки се оказват хетерогенна 

популация и не е ясно дали всеки от подтиповете моноцити например има индивидуален 

принос към възпалителния процес при ЗД2. Липсват литературни данни за връзката между 

повърхностната експресия на някои от описаните в обзора рецептори (CD36, CD163, 

CD64) и нивото на инфламаторни цитокини и hs-CRP при ЗД2. Не е ясно какво е мястото 

на sTLR2 и sTLR4 спрямо повърхностната експресия на тези рецептори при ЗД2 и дали 

могат да допълнят IL-6, IL-18, hs-CRP или други разтворими рецептори като sCD36 и 

sCD163 като предиктори за развитието на ЗД2.  Остава въпросът по какъв механизъм 

полиморфизмите в гените TLR4 и PPARG  повлияват риска от заболяването и фактът, че 

кодираните от тях протеини имат пряко или индиректно участие в имунния отговор, се 

отразява на хроничното-възпалително състояние, модулирайки по този начин 

инсулиновата резистентност. Още повече, не установихме данни за честотата на тези 

полиморфизми в българската популация. Ролята и честотата на диабет-асоциираните 

антитела при пациенти, диагностицирани със ЗД2 също подлежи на уточняване. Разликата 

в метаболитния и инфламаторен профил при ЗД2 и LADA налага необходимостта 

пациенти с вероятен автоимунен ЗД да бъдат отдиференцирани в анализа на изследваните 

цитокини, разтворими рецептори и моноцитна експресия.  
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2. Цел и задачи 

Целта на дисертацонния труд е да се оцени нивото на някои известни показатели, както 

и да се характеризира мястото на нови, потенциални маркери на свързаното със ЗД2 и 

предиабет хронично ниско-степенно възпаление в зависимост от присъствието на диабет-

асоциирани антитела и наличието на генетични полиморфизми, кодиращи ключови 

елементи в имунния отговор.   

 

За постигането на тази цел бяха поставени следните задачи: 

1. Да се установи честотата на позитивни антитела срещу GAD65, IA-2, 

ZnT8 сред пациентите, включени с диагноза ЗД2, предиабет и контроли.  

2. Да се сравни нивото на инфламаторни цитокини като IL-1β, IL-6, 

TNFα, IL-18 в зависимост от присъствието на диабет-асоциирани антитела.  

3. Да се оцени на повърхностната експресия на TLR2, TLR4, CD36, 

CD64, CD163 от моноцити при пациенти със ЗД2.  

4. Да се характеризира концентрацията на разтворимите фракции на 

някои от тези рецептори, като TLR2 и TLR4, при пациенти със ЗД2. 

5. Да се оцени генотипната и алелна честота на полиморфизмите 

Asp299Gly, Thr399Ile в гена TLR4 и Pro12Ala в гена PPARG при пациенти със 

ЗД2 и предиабет и да се потърси асоциация с хроничните микросъдови 

усложнения и нивото на инфламаторните маркери и моноцитната експресия в 

зависимост от генотипа. 
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3. Материали и методи 

 

3.1 Участници в проучването  

3.1.1 Пациенти със ЗД2 

В проучването бяха включвани лица със ЗД2, набирани от хоспитализираните в 

клиниката пациенти, отговарящи на следните критерии:  

Включващи критерии: 

o мъже и жени на възраст между 36 и 64 г.  

o поставена диагноза ЗД2 с давност на заболяването до 10 години.  
Изключващи критерии: 

o възраст под 36 и над 64 г.  

o декомпенсирани придружаващи ендокринни или сърдечносъдови,  

бъбречни, чернодробни заболявания, неоплазми. 

o остри и хронични възпалителни заболявания 

o психични заболявания 

o бременност 

o нежелание за участие в проучването 

 

3.1.2 Пациенти с латентен автоимунен захарен диабет (LADA) 

Включени бяха лица с LADA, набирани от хоспитализираните в клиниката пациенти, 

отговарящи на следните критерии: 

Включващи критерии: 

o мъже и жени на възраст между 36 и 64 г.  

o поставена диагноза ЗД с давност на заболяването до 10 години. 

o диагностициране на заболяването след 35 годишна възраст 

o анамнеза за липса на необходимост от лечение с инсулин за поне 6 месеца 

от диагностициране на заболяването 
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o наличие на поне едно положително диабет-асоциирано антитяло. 

Изключващи критерии: 

o възраст под 36 и над 64 г.  

o декомпенсирани придружаващи ендокринни или сърдечносъдови,  

бъбречни, чернодробни заболявания, неоплазми. 

o остри и хронични възпалителни заболявания 

o психични заболявания 

o бременност 

o нежелание за участие в проучването 

 

3.1.3 Пациенти с нарушена гликемия на гладно и/или нарушен въглехидратен 

толеранс (предиабет) 

В проучването бяха включвани лица, набирани от хоспитализираните в клиниката 

пациенти, при които е показано провеждането на орален глюкозотолерансен тест (ОГТТ) 

(поради затлъстяване и/или метаболитен синдром, фамилна обремененост, ендократно 

установена висока ПГГ), отговарящи на следните критерии:  

Включващи критерии: 

o мъже и жени на възраст между 36 и 64 г.  

o резултат от ОГТТ със 75 г глюкоза, показващ наличието на НГГ: ПГГ ≥ 5.6 и 

< 7.0 mmol/l; и/или НВТ с плазмена глюкоза на 120-та минута ≥7.8 и <11.1 

mmo/l съгласно критериите на ADA с оглед обхващането на по-голям брой 

участници в риск [24] 

Изключващи критерии: 

o възраст под 36 и над 64 г.  

o резултат от ОГТТ, сочещ диагноза ЗД 

o декомпенсирани придружаващи ендокринни или сърдечносъдови,  

бъбречни, чернодробни заболявания, неоплазми. 

o остри и хронични възпалителни заболявания 

o психични заболявания 

o бременност 
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o нежелание за участие в проучването 

 

3.1.4 Контролна група 

Контролната група включва клинично здрави мъже и жени на възраст между 36 и 64 г. 

с ИТМ < 30кг/м2, набирани сред персонала на клиниката, клинично здрави лица, посетили 

консултативния кабинет на клиниката по Ендокринология с цел профилактика, лица, 

постъпили в клиниката за тънко-иглена аспирационна биопсия на щитовидната жлеза с 

еутиреоидна функция и цитологичен резултат колоидна струма без придружаващи 

заболявания, доброволци.  

Всички участници в изследванията дадоха информирано съгласие. За всички беше 

създадена база данни в програма SPSS 21 (Chicago, Illinois). Всеки от тях получи 

индивидуален код, с който бяха означени и пробите, предназначени за биохимичен и 

генетичен анализ. В табличен вид бяха отразени данни на пациентите и контролните лица, 

включващи:  

o Паспортни данни – дата на раждане, възраст, пол 

o За участниците със ЗД2 – давност на заболяването и възрастта на която е поставена 

диагнозата, провежданото антидиабетно лечение, наличие на изследвани диабет-

асоциирани антитела 

o Анамнеза за придружаващи заболявания, прием на медикаменти, тютюнопушене 

o Наличие на метаболитен синдром съгласно критериите на IDF’2005 [274].  

o Антропометрични данни – ръст, тегло, ИТМ, обиколка на талията 

o Хемоглобин, левкоцити, СУЕ, а за участниците, при които е предвидена 

флоуцитометрия – и диференциална кръвна картина 

o ПГГ. За участниците със ЗД2 – постпрандиална плазмена глюкоза (ППГ), измерена 

два часа след обедното хранене и HbA1c. За участниците с предиабетно състояние 

– плазмена глюкоза на втория час след ОГТТ.  

o Липиден профил - общ холестерол, HDL, LDL, VLDL, триглицериди 
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o Серумен креатинин и изчислена гломерулна филтрация – estimated glomerular 

filtration rate (eGFR) по формула на The Modification of Diet in Renal Disease 

(MDRD):  

186 x (креатинин, μmol/l / 88.4)-1.154 x (възраст)-0.203 (x (0.742 за жени). 

 

Хематологичните и биохимични изследвания са извършвани по стандартни методики в 

Централна клинична лаборатория към УМБАЛ „Александровска“, която е референтна за 

България. 

При участниците със ЗД2 се проведе оценка на неврологичния статус 

полуколичествено чрез Neuropathy Disability Score [653, 694]. При тях се проведе 

фундоскопия от офталмолог с цел скрининг за наличието на ДРП.  

От участниците от всички групи е взета венозна кръв на гладно (след поне 8 часа 

гладуване през нощта) чрез венепункция в епруветки с К3ЕДТА – за провеждане на 

флоуцитометрия и генетичен анализ; и в епруветки за отделяне на серум с клот активатор. 

Последните са подложени на центрофугиране в рамките на половин час след 

венепункцията на 4000 оборота/мин в продължение на 15 мин. Отделеният серум е 

разпределен в конични епруветки Епендорф с капаче и е съхранен при -80ºС до 

провеждане на предвидените изследвания. Епруветките, предвидени за флоуцитометрия, 

са съхранявани на стайна температура и в рамките на деня са доставени в съответната 

лаборатория. Епруветките за генетичен анализ са съхранявани на +4ºС за не повече от 48 ч 

преди доставянето в лабораторията.  

 

3.2 Изследване на инфламаторни показатели в серум 

3.1.1 Hs-CRP 

За количествено определяне на C-реактивен протеин (CRP) в човешки серум 

използвахме Cardiac C-Reactive Protein (Latex) High Sensitive (Roche Diagnostics GmbH, 

Германия) за имунотурбидиметричен анализ усилен с частици чрез автоматичен 

анализатор Cobas Integra 400 plus (Roche Diagnostics GmbH, Германия). По данни на 

производителя обхватът на изследване на теста е 0.15-20.0 mg/L, с функционална 

чувствителност 0.3mg/L.  
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Реактивите са готови за употреба. Апаратът изчислява автоматично концентрацията на 

аналит във всяка проба в mg/l. 

3.2.2 IL-6 

За количественото определяне на IL-6 използвахме Електрохемилуминисцентен 

имунотест (ECLIA) (Roche Diagnostics GmbH, Германия), с анализатор Elecsys 2010 (Roche 

Diagnostics GmbH, Германия). По данни на производителя обхватът на изследване на теста 

е 1.5 - 5000 pg/mL.  

Реактивите са във фабрично подготвени, готови за употреба модули, които не могат да 

се разделят. Анализаторът автоматично изчислява концентрацията на аналит във всяка 

проба в pg/mL. 

3.2.3 TNFα  

За определяне на TNFα в серум използвахме имуноензимен тест - Human TNFα enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Diaclone, Франция). По данни на производителя 

аналитичната чувствителност на теста за детекция на TNFα е 8 pg/ml. 

За изпълнение на метода следвахме инструкциите на производителя, приложени в кита. 

Резултатите бяха отчетени на ELISA четец Stat fax 2100 на 450/630 nm и програма PGM с 

6 стандарта и Blank. Получените стойности на оптична плътност на всяко гнездо бяха 

преизчислени като концентрация (pg/ml) съгласно построената калибрационна крива.  

3.2.4 IL-1β  

За определяне на IL-1β в серум използвахме Human IL-1β ELISA kit (Diaclone, 

Франция). По данни на производителя аналитичната чувствителност на теста за детекция 

на IL-1β е 6.5 pg/ml.  

За изпълнение на метода следвахме инструкциите на производителя, приложени в кита. 

Резултатите бяха отчетени на ELISA четец Stat fax 2100 на 450/630 nm и програма PGM с 

6 стандарта и Blank. Получените стойности на оптична плътност на всяко гнездо бяха 

преизчислени като концентрация (pg/ml) съгласно построената калибрационна крива.  
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3.2.5 IL-18  

За определяне на IL-18 в серум използвахме Human IL-18 ELISA kit (Medical & 

Biological Laboratories Co., Ltd, Япония). По данни на производителя аналитичната 

чувствителност на теста за детекция на IL-18 е 12.5 pg/ml. 

Методът беше изпълнен съгласно инструкциите на производителя, приложени в кита. 

Използван беше инкубатор Merck. Резултатите бяха отчетени на ELISA четец Stat fax 2100 

на 450/630 nm и програма PGM с 5 стандарта и Blank. Получените стойности на оптична 

плътност на всяко гнездо бяха преизчислени като концентрация (pg/ml) съгласно 

построената калибрационна крива и умножени по 5 поради предварителното разреждане.  

 

3.2.6 Soluble TLR2 и Soluble TLR4  

За определяне на разтворими фракции на TLR2 и TLR4 в серум използвахме Human 

TLR2 ELISA kit и Human TLR4 ELISA kit (Elabscience, САЩ). По данни на производителя 

аналитичната чувствителност на теста за детекция е в диапазона е 0.31-20 ng/ml.  

Методът беше изпълнен съгласно указанията на производителя. Използва се инкубатор 

Merck. Резултатите се отчетоха на ELISA четец Stat fax 2100 на 450/630 nm и програма 

PGM със 7 стандарта. Получените стойности на оптична плътност на всяко гнездо, 

включително тези извън посочения обхват, се преизчисляват като концентрация на TLR2 

и TLR4 в тестваните проби в ng/ml, съгласно построената калибрационна крива (4-PL). 

 

3.3 Изследване на диабет-асоциирани антитела  

3.3.1 Анти GAD65 антитела (GAD65A)  

За определяне на GAD65A в серум използвахме Anti-GAD (IgG) ELISA kit (Euroimmune 

Medizinische Labordiagnostika AG, Германия). По данни на производителя аналитичната 

чувствителност на теста за детекция на GADA е 0.2 IU/ml. В програмата Diabetes 

Autoantibody Standartization Program (DASP) 2005 използваният ELISA kit е оценен с 98% 

специфичност и 92% чувствителост. 

Методът беше проведен съгласно инструкциите на производителя, приложени в кита. 

Резултатите бяха отчетени на ELISA четец Stat fax 2100 на 450/630 nm и програма PGM с 

6 стандарта. Резултатите са количествени и се представят в U/ml. 
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Референтни граници съгласно производителя: 

< 10 U/ml - отрицателeн 

≥ 10 U/ml – положителен 

3.3.2 Анти IA-2 антитела (IA-2A) 

За определяне на анти IA-2A в серум използвахме Anti-IA2 (IgG) ELISA kit 

(Euroimmune Medizinische Labordiagnostika AG, Германия). По данни на производителя 

аналитичната чувствителност на теста за детекция на IA-2A е 0.7 IU/ml. В програмата 

DASP 2005 използваният ELISA kit е оценен с 99% специфичност и 66% чувствителост. 

Методът беше изпълнен съгласно указанията на производителя. Резултатите бяха 

отчетени на ELISA четец Stat fax 2100 на 450/630 nm и програма PGM с 6 стандарта. 

Резултатите са количествени и се представят в U/ml. 

Референтни граници съгласно производителя: 

< 10 U/ml - отрицателeн 

≥ 10 U/ml - положителен 

3.3.3 Анти ZnT8 антитела (ZnT8A) 

За определяне на ZnT8A в серум използвахме Anti-ZnT8 (IgG) ELISA kit (BioVendor – 

Laboratorní medicína a.s., Чехия). По данни на производителя аналитичната чувствителност 

на теста за детекция на ZnT8A е 1.2 U/ml. В проучването IASP 2012 използваният кит 

BioVendor ZnT8 Ab ELISA kit е оценен с 99% специфичност и 72% чувствителост. 

Методът беше изпълнен съгласно указанията на производителя. Резултатите бяха 

отчетени на ELISA четец Stat fax 2100 на 405/450 nm и програма PGM с 6 стандарта. 

Резултатите са количествени и се дават в U/ml. 

Референтни граници съгласно производителя: 

< 15 U/ml - отрицателeн 

≥ 15 U/ml – положителен 

 

Посочените антитела и инфламаторните маркери са изследвани в Централна клинична 

лаборатория на УМБАЛ „Александровска“. Разтворимите фракции на TLR2 и TLR4 са 

изследвани в Лабораторията по клинична имунология към УМБАЛ „Св. Иван Рилски“.  
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3.4 Изследване на моноцитни маркери чрез флоуцитометрия 

Флоуцитометрията се проведе в Лабораторията по клинична имунология на ВМА, 

София.  

За определяне на моноцитните подтипове е използвана цяла венозна кръв взета с 

K3EDETA (етилен диамин тетраацетат) като антикоагулант. Пробите са съхранявани на 

стайна температура за не повече от 24ч. Те са обработени съгласно методичните указания 

на фирмата производител на използваните моноклонални антитела (МКА). 

За провеждането на флоуцитометрия е приложено директно имунофлуоресцентно 

маркиране, като МКА бяха конюгирани с флуорохром както следва: CD36 FITC / CD163 

PE / CD64 PerCP/ CD14 PeCF594 /  CD16 PeCy7 / CD45 APC-H7 (BD Biosciences, САЩ) и 

CD282 (TLR2) APC / CD284 (TLR4) AF 700 (eBioscience, САЩ). Анлизът се осъществи на 

апарат FACSCanto II Flow Cytometer (Becton Dickinson, САЩ), а данните бяха обработени 

с FACSDiva v6.0 software (Becton Dickinson, САЩ).  

С помощта на положителни контроли CD45/CD14 и физическите параметри на 

клетките беше очертан регион около моноцитната популация, която беше подложи на 

анализ. В зависимост от степента на гранулираност, експресията на CD14 и/или CD16, 

моноцитите бяха разделени на класически (CD14++CD16-), междинни (CD14++CD16+) и 

некласически (CD14+CD16++) [718].  

Резултатите за всеки подтип бяха представени като процент от общия брой бели кръвни 

клетки и като процент моноцити, еспресиращи съответния маркер спрямо общия брой 

моноцити във всеки отделен подтип. 
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3.5 Генетичен анализ 

Генетичният анализ е проведен в УАГБ “Майчин дом”, Национална генетична 

лаборатория.  

За генетичен анализ се използва високомолекулна ДНК, изолирана от ядрени кръвни 

клетки. По международни изисквания венозната кръв се взема в пластмасова епруветка (с 

обем от 3 ml) съдържаща K3 EDTA, като антикогулант. Кръвта беше взета на гладно и се 

съхранява при +4о C в продължение на максимум 48 часа преди изследването.  

3.5.1 Изолиране на високомолекулна ДНК  

Изолиране на високомолекулна ДНК от венозна кръв се осъществи чрез изсолване на 

белтъците по протокол на Miller и сътр [406]. 

Принцип на работа: 

Етапи на екстракция:  

o Разрушаване на кръвните клетки с хипотоничен солеви разтвор; 

o Утаяване на ядрата чрез центрофугиране; 

o Лизиране на ядрата с подходящ за целта буфер (еритроцит лизиращ 

буфер) и протеиназа К в присъствието на детергент – натриев додецил сулфат 

(SDS), при което  протеините губят структурата си и така се създават условия 

за по–лесно действие на протеиназата; 

o Изсолване на остатъците от белтък с преситен разтвор на NaCl; 

o Утаяване на ДНК с абсолютен алкохол. 

Буфери реактиви, използвани при солево изолирането на ДНК: 

o Еритроцит лизиращ буфер: 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM 

Na2EDTA (pH 7.4); 

o Нуклеолизиращ буфер (SE buffer): 75 mM NaCl, 25 mM Na2EDTA 

(pH 8.0); 

o Трис – EDTA буфер (TE buffer):10mM TRIS/HCl (7.4 pH), 1mM 

EDTA (pH 7.4); 

o Протеиназа К (10 mg/ml); 

o 10% Натриев додецил сулфат (SDS); 
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o 6М NaCl; 

o 80% Етилов алкохол. 

Използвана апаратура: 

o Хладилна центрофуга (MPW 360); 

o Устройство за разбъркване (Vortex–Genie 550); 

o Хоризонтални електрофоретични вани (Pharmacia). 

Техника: 

В пластмасова епруветка от 50ml се изливат от 6 до 10ml кръв и се добавя 1x студен 

лизиращ буфер до обем 50ml. Пробите се се поставят на 30мин. в лед при неколкократно 

разклащане. Следва центрофугиране за 10мин. при 3000 rpm и температура +4°С. 

Супернатантата внимателно се отстранява и пробите се оставят да се отцедят върху 

филтърна хартия. Утайката се суспендира с 10ml 1x студен лизиращ буфер, центрофугира 

се еднократно при същите условия и супернатантата се отлива. 

Ядрените клетки в утайката от предходния етап се лизират в разтвор със състав 5ml SE 

буфер, 25µl протеиназа К с концентрация 10mg/ml, 400µl 10% SDS. 

Пробите се инкубират цяла нощ при 37˚С, или при 55˚С – за 5 часа. 

След протеолитичното действие на ензима, в пробите се добавя 2 ml преситен разтвор 

на NaCl, разбъркват се добре на вортекс и се центрофугират 15 мин. при 3000 rpm на 

стайна температура. Надутаечната течност се отлива внимателно в чиста епруветка от 

50ml и към нея се добавят 2 обема ледено студен абсолютен етанол. След няколко секунди 

ДНК видимо преципитира и изплува на повърхността. Тя се навива на стерилна, извита 

пастьорка и се промива от солите чрез потапяне в епруветка с 80% етанол. Изсушава се за 

5мин, след което в зависимост от количеството ù се разтваря в съответен обем ТЕ буфер 

на шейкър за няколко часа при стайна температура или цяла нощ. 

3.5.2 Полимеразната верижна реакция. 

Качествена оценка на изолираната ДНК се проведе чрез полимеразната верижна 

реакция (PCR).  

Във всяка амплификационна реакция участват: 

o ДНК едноверижна матрица за осъществявания процес, получена след 

термична денатурация на геномната ДНК; 
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o Таq–полимераза за намножаване на желаната ДНК последователност. 

o Праймери (зародиши) – къси синтетични олигонуклеотиди (14–40 

нуклеотида), комплементарни на ограничаващите намножаваната 

последователност участъци.  

o Дезоксинуклеотидтрифосфати–дАТФ, дГТФ, дТТФ, дЦТФ като субстрат за 

изграждане на новосинтезиращата се верига.  

o Реакционен буфер за подходящото рН=8.3–9.0 на средата и необходимите 

йони за работа на ензима. Включва в състава си 10–50 µM Tris–HCl с рН=8.3–9.0; 

до 50 µM KCl и 0.5–5.0 mM MgCl2. Освен това, може да съдържа и желатин, 

говежди серумен албумин (BSA), нейонни детергенти (като DMSO–диметил 

сулфооксид) и други. 

Етапи: 

Полимеразната верижна реакция започва с първоначална продължителна денатурация, 

която цели разделяне на двойноспиралната верига на геномната ДНК. Амплифицирането 

на желания участък се осъществява при многократно повтаряне на серия от цикли с 

определена температура, всеки от които включва следните три стъпки: 

o Термична денатурация (denaturation) при 90 до 95°С - пълно разделяне на 

двойноверижната ДНК до едноверижни матрици за амплификация; 

o Хибридизация (annealing) между праймерите и комплементарните им 

участъци от матричната едноверижна ДНК.  

o Нарастване (extension) или синтезиране на нова, комплементарна на 

матричната, ДНК верига в посока 5΄–3΄, обикновено при температура 72°С. 

 

За целите на PCR бяха използвани следните праймери:  
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Таблица 4. Нуклеотидна последователност на използваните праймери.  

Полиморфизъм Нуклеотидна последователност на праймерите 
PPARG 
Pro12Ala 

F 5’GCCAATTCAA GCCCAGTC3’ 
R 5’GATATGTTTGCAGACAGTGTATCAGTGAAGGAATCGCTTTCCG3’ 

TLR4 
Asp299Gly 

F 5'GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG3' 
R 5'GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC3' 

TLR4  
Thr399Ile 

F 5'GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA3' 
R 5'ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGAGTTAAATGCT3' 

 

За ензимното намножаване на анализираните гени чрез PCR метода бяха използвани 

компонентите, показани на таблица 5. За да се предпазят пробите от изпарение, на 

микроепруветките се надслоява течен парафин. Епруветките се фиксират върху статива на 

PCR апарата.  

 

Таблица 5. Компоненти на реакционната смес за осъществяване на 

амплификацията на полиморфния участък в анализираните гени.  

Koмпоненти за 
реакционната смес  за PCR Количество (l) 

dd H2O 11.2 
Буфер 1.5 
дНТФ 0.6 
Праймер F 0.3 
Праймер R 0.3 
Таg –полимераза 0.1 
ДНК 1 
Kраен обем 15 
ddH2O - двойно дестилирана вода, дНТФ – 
дезоксинуклеотид трифосфат 

 

Оптималните условия са посочени в таблица 6. 
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Таблица  6. Условия за амплификация при изследваните полиморфизми. 

Полиморфизъм Asp299Gly Thr399Ile Pro12Ala 

Условия за 
амплификация 

940С – 5 min. 
еднократно 
30 цикъла: 
95ºС – 30 sec. 
53oC –60 sec. 
72oC – 1 min 
72oC – 5min. 

940С – 5 min. 
еднократно 
30 цикъла: 
95ºС – 30 sec. 
60oC –60 sec. 
72oC – 1 min 
72oC – 5min. 

940С – 5 min. 
еднократно 
30 цикъла: 
95ºС – 30 sec. 
57oC –30 sec. 
72oC – 1 min 
72oC – 5min. 

Размер на PCR 
продукта 

249 bp 407 bp 270 bp 

 

3.5.3. Рестрикционен анализ 

PCR се последва от рестрикционен анализ. Използват се рестрикционни ендонуклеази 

(рестриктази), които разпознават строго специфични палиндромни последователности. В 

резултат на нуклеотидни промени се създават или се унищожават вече съществуващи 

рестрикционни места. Тези промени могат да се установят чрез амплификация на 

изследвания ДНК участък и обработка на PCR продуктите със съответната рестриктаза. 

Получените фрагменти се разделят по молекулна маса в полиакриламидна или в агарозна 

електрофореза. 

За доказване на полиморфизмите с помоща на рестрикционен анализ бяха използвани 

отбелязаните в таблица 7 рестриктази, a съставът и количеството на използваните 

реактиви са описани в таблицa 8. Анализът се провежда overnight на 37ºС. Разделянето на 

фрагментите се осъществява на 2.5% агарозен гел. 
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Таблица 7. Използвани при рестрикционния анализ ензими.  

Полимор-
физъм 

Рестрик-
таза 

Секвенционна последователност 
Див 
тип 
(б.д.) 

Нов 
тип 
(б.д.) 

PPARG 
Pro12Ala 

BSTU I 5’GCCAATTCAA GCCCAGTC3’ 
5’GATATGTTTGCAGACAGTGTATCAGTG 
AAGGAATCGCTTTCCG3’ 

270 227+43 

TLR4 
Asp299Gly 

Nco I 5'GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG3' 
 5'GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC3' 

249 223+26 

TLR4 
Thr399Ile 

Hinf I 5'GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA3' 
5'ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGAGTTAAATGCT3' 

407 378+29 

б.д. – базови двойки 

 

 

Таблица 8. Състав и количество на използваните реактиви и разтвори при 

рестрикционен анализ.  

Полиморфизъм Asp299Gly Thr399Ile Pro12Ala 

PCR продукт 12 µl 12 µl 12 µl 

Буфер NEB3 - 2.5µl NEB4 - 2.5µl NEB4 - 2.5µl 
BSA 0.3 µl 0.3 µl 0.3 µl 
Рестриктаза Nco I -0.4 µl Hinf I - 0.3 µl BSTU I -0.4 µl 
dd H2O 9.8 µl 10  µl 9.8 µl 
Краен обем 25 µl 25 µl 25 µl 
BSA - говежди серумен албумин , ddH2O- двойно дестилирана вода 
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3.6 Статистически анализ 

Данните бяха въведени и обработени със статистическия пакет IBM SPSS Statistics 21.0. 

За ниво на значимост, при което се отхвърля нулевата хипотеза бе избрано p<0,05.  

Бяха приложени следните методи:  

o Дескриптивен анализ – в табличен вид е представено честотното 

разпределение на разглежданите признаци, разбити по групи на изследване. 

o Графичен анализ – за визуализация на получените резултати. 

o Точен тест на Fisher и тест χ2 – за проверка на хипотези за наличие на връзка 

между категорийни променливи. 

o Непараметричен тест на Shapiro-Wilk или тест на Kolmogorov-Smirnov– за 

проверка вида на разпределението. 

O Т-тест на Student – за проверка на хипотези за различие между две независими 

извадки при правилно разпределение. 

o Непараметричен тест на Mann-Whitney – за проверка на хипотези за 

различие между две независими извадки при неправилно разпределение. 

o One Way ANOVA за различие при повече от две независими извадки с правилно 

разпределение с тест на Tukey за post-hoc анализ.  

o Тест на Kruskal Wallis за различие при повече от две независими извадки с 

неправилно разпределение. 

o Корелационен анализ – за търсене на линейна зависимост между количествени 

признаци. 
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4. Резултати 

 

4.1 Изходни характеристики на включените участници.  

В проучването бяха включени общо 234 души, от които 128 със ЗД2, 14 пациента с 

LADA,  54 лица с предиабетно състояние и 38 контролни участници (Таблица 9).  

Пациентите със ЗД2 и предиабетно състояние бяха със значително по-неблагоприятни 

антропометрични показатели като ИТМ и обиколка на талията, по-лош контрол на 

артериалното налягане в сравнение с участниците с LADA и контролите. Спрямо 

пациентите с LADA, лицата със ЗД2 и предиабет имаха по-неблагоприятни показатели от 

липидния статус (HDL, VLDL холестерол и триглицериди). HbA1с беше по-нисък при 

лицата със ЗД2 спрямо тези с LADA. Липидният статус при ЗД2 и предиабет се 

отличаваше от този на контролите само по отношение на нивото на триглицеридите. На 

тези данни съответства и разликата в честотата на метаболитния синдром между 

изследваните групи, която беше най-висока при ЗД2, следвана от предиабет и сравнима 

при LADA и контролите.  

Пациентите със ЗД2 и предиабет се различаваха значително от контролите по броя на 

белите кръвни клетки (white blood cells count – WBC) и скоростта на утаяване на 

еритроцитите (СУЕ). Освен това констатирахме значима разлика между нивото на IL-6 и 

hs-CRP между ЗД2 и предиабет спрямо LADA и контролните участници. Нивото на IL-6 

се различаваше значително и между ЗД2 и предиабет.  

В нивото на TNFα не констатирахме сигнификантна разлика между групите. Нивото на 

IL-1β беше измеримо само при 18 от всички пациенти със ЗД и 7 от контролните 

участници, поради което резултатите не бяха подложени на статистически анализ. 
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Таблица 9. Изходни характеристики на участниците.  

 ЗД2  
(n=128) 

Предиабет 
(n=54) 

LADA  
(n=14) 

Контроли 
(n=38) 

Възраст (г) 53.8±6.8* 51.7±8.2 50.1±7.9 52.3±4.2 

Пол (ж/м) 70/58 44/10**‡ 11/3 20/18 

Hgb (g/l) 141.9±13.6 136.6±13.6*† 138.7±12.5 144.5±12.2 

WBC(G/l) 7.7±2.2** 7.4±1.7** 6.7±1.9 6.5±1.9 

СУЕ (mm/h) 10.2±6.3** 11.2±6.8** 8.4±6.5 5.7±3.5 

МС (%) 85.2**^^ 72.2**†^^ 14.3‡ 18.4 

Акт. пушач(%) 42.2 28.6 31.5 52.6 

ИТМ (kg/m^2) 32.7±6.6** ^^ 35.9±6.6**‡^^ 24.9±3.5‡ 23.7±3.3 

Обиколка 
талия (cm) 

103.7±14.5**^^ 105.3±12.7**^^ 85.4±9.3‡ 88.3±13.2 

САН (mmHg) 135.8±19.2**^^ 134.0±17.3**^^ 112.9±12.5‡ 119.0±16.1 

ДАН (mmHg) 83.9±9.8**^^ 83.7±9.0**^^ 73.2±9.1‡ 74.6±10.1 

HbA1c (%) 8.0±1.9^^ - 9.4±1.2‡ - 

ПГГ (mmol/l) 8.0±2.9** 5.6±0.7**‡^^ 7.8±2.6* 5.1±0.4 

ППГ (mmol/l) 8.4±3.3 - 9.5±4.2 - 

ПГ на 120та 
мин от ОГТТ 

- 7.7±1.6 - - 

ОХ (mmol/l) 5.2±1.2 5.3±1.2 5.0±1.1 5.3±0.9 

HDL (mmol/l) 1.3±0.4^^ 1.2±0.4^^ 1.8±0.5‡* 1.3±0.6 

LDL (mmol/l) 3.03±0.96 3.35±1.00^ 2.39±1.21 3.28±1.02 

VLDL (mmol/l) 0.8±0.4^^ 1.7±0.8^^ 0.4±0.1‡ 0.7±0.5 

ТГ (mmol/l)  1.9±1.0**^^ 1.3±1.2**^^ 1.1±1.0‡ 1.3±1.2 

eGFR(ml/min/1.
73m2) 

95.0±24.5** 85.5±21.3‡^ 100.1±22.7** 82.0±15.5 

Hs-CRP (mg/l) 2.40±1.61**^ 2.44±1.73**^ 1.44±1.39†* 0.92±1.27 

IL-6 (pg/ml) 4.0±4.8**^^ 2.9±4.3**†^^ <1.5‡ <1.5 

TNFα (pg/ml)  14.6±16.7 17.2±14.5 13.5±18.0 16.2±18.1 

*p<0.05 спрямо контролите; **p<0.01 срямо контролите; †p<0.05 спрямо Ab-ЗД2; ‡ p<0.01 
спрямо Ab-ЗД2; ^p<0.05 спрямо LADA; ^^p<0.01 спрямо LADA; МС- метаболитен 
синдром 
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Разпределението на участниците с предиабет е отразено на фигура 2. От тях 44.44% 

бяха с НГГ според критериите на ADA, 42.59% - с НВТ, а при 12.96% се установиха и 

двете.  

 
Фигура 2. Разпределение на участниците с предиабетно състояние. 

 

Фигура 3 отразява разпределението на броя критерии за диагноза на метаболитен 

синдром при включените лица.  Вижда се, че в групата със ЗД2 и предиабет, при които 

честотата му е най-висока, водещи са случаите на 3 или 4 критерия за диагностицирането 

му, а сред лицата с LADA и контролите наличието на повече от 3 критерия е рядко – само 

при един участник. Сред нито една от групите със ЗД и лица в предиабетно състояние 

няма случаи, при които да не се установява нито един критерий за метаболитен синдром 

(Фигура 3).  



 

 

85 

 

 

 
 Фигура 3. Разпределение на броя критерии за метаболитен синдром сред групите. 

 

Нивото на hs-CRP, IL-6 и TNFα се различаваше статистически само по отношение на 

първия показател при ЗД2 и предиабет в зависимост от това дали участниците покриват 

критериите за метаболитен синдром или не (Фигура 4).  

 

 
Фигура 4. Средно ниво на инфламаторни маркери при участниците в зависимост 

от наличието на метаболитен синдром. 
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Единствено в групата със ЗД2 установихме положителна корелация между нивото на 

hs-CRP и броя критерии за метаболитен синдром (r=0.249, p=0.012) (Фигура 5).  

 

Фигура 5. Корелация между hs-CRP и броят критерии за МС при пациенти със 

ЗД2. 

 

За останалите изследвани инфламаторни параметри не беше констатирана зависимост в 

нито една от групите (Таблица 10).  

 

Таблица 10. Корелационни коефициенти между броя критерии за МС и 

инфламаторните параметри при участниците.  

 ЗД2  
 

Предиабет LADA  Контроли 

Hs-CRP 0.249* 0.240 -0.094 0.300 

IL-6 -0.022 0.084 - 0.239 

TNFα 0.129 -0.430 0.204 0.466 

*p<0.05 
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Фигура 6. Честота на критериите за МС при участниците. 

 

Най-често наблюдаваният критерий след ПГГ, която е водещ такъв поради естеството 

на анализираните участници, е обиколката на талията, следван от критерия за артериално 

налягане (Фигура 6). Предвид разликата в разпределение по пол за сметка на групата с 

предиабет, сравнението на честотата на критериите и в двата пола потвърди тенденцията – 

обиколката на талията е водеща след критерия за ПГГ (Фигура 7). Следва честотата на 

критерия за артериално налягане.  
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Фигура 7. Разпределение на критериите за метаболитен синдром по пол. 

Корелационният анализ с параметрите, участващи като критерии за диагнозата на 

метаболитния синдром, но и допълнителни антропометрични, липидни и метаболитни 

показатели е отразен в таблица 11. При него се наблюдава водещата асоциация между IL-

6, hs-CRP и антропометричните показатели и артериалното налягане сред пациентите със 

ЗД2, предиабет, но и контролите. Поради неизмеримо ниските стойности на IL-6 при 

LADA  и контролите, корелационен анализ с негово участие не се извърши в тези групи. 

 

Имайки предвид описаните изходни характеристики при отделните групи участници, 

бяха проведени и следващите анализи, целящи изпълнение на задачите по дисертационния 

труд.   
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Таблица 11. Корелационен анализ между възпалителните параметри и клинични, антропометрични, липидни и 

гликемични показатели.  

 ЗД2 Предиабет LADA Контроли 

 IL-6 TNF hs-CRP IL-6 TNF hs-CRP TNF hs-CRP TNF hs-CRP 

ИТМ (kg/m2) 0.302** -0.209 0.515** 0.366** -0.241 0.438** 0.357 0.044 0.373 0.336* 

ОТ (cm) 0.290** -0.183 0.537** 0.324* -0.403 0.374* 0.036 -0.335 0.209 0.195 

САН 
(mmHg) 

0.320** -0.020 0.205** 0.107 -0.197 0.142 -0.040 0.244 0.308 0.393* 

ДАН 
(mmHg) 

0.265** -0.131 0.126 0.116 -0.436* 0.103 0.000 0.000 0.307 0.412* 

ОХ (mmol/l) -0.150 0.102 -0.194 -0.181 0.141 -0.118 0.286 -0.002 0.099 0.042 

HDL 
(mmol/l) 

-0.033 -0.093 -0.177 -0.291 0.167 -0.200 -0.200 0.055 -0.491 -0.195 

LDL 
(mmol/l) 

-0.155 0.248 -0.203 -0.011 0.275 -0.199 0.257 0.258 0.033 0.022 

VLDL 
(mmol/l) 

-0.085 0.095 0.075 -0.036 -0.483 0.287 0.880* 0.139 0.176 -0.099 

ТГ (mmol/l) -0.058 0.108 0.146 0.028 -0.356 0.149 0.821* 0.106 0.387 0.175 

HbA1c (%) 0.097 -0.261 -0.056 - - - 0.000 0.112 - - 

ПГГ(mmol/l) 0.154 -0.112 0.131 -0.229 -0.076 0.134 -0.143 0.357 0.230 0.268 

ППГ 
(mmol/l) 

0.099 0.041 -0.020 - - - -0.429 0.622* - - 

ПГ на 120та 

мин (ОГТТ) 
- - - 0.126 0.068 -0.171 - - -  

*p<0.05; **p<0.01 
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4.2 Диабет-асоциирани антитела при лица със ЗД2 и връзката 

им с метаболитните и инфламаторни показатели  

Честотата на изследваните антитела сред участниците е описана в таблица 12.  

 

Таблица 12. Честота на диабет-асоциирани антитела при участниците.  

Група 
участници 

GAD65A, n (%) IA-2A, n (%) ZnT8A, n (%) 

 отр. пол. отр. пол. отр. пол. 

ЗД2 116 (90.6%) 12 (9.4%) 127 (99.2%) 1 (0.8%) 51 (100%) 0 

LADA 0 14 (100%) 8 (57.1%) 6 (42.9%) 6 (85.7%) 1 (14.3%) 

Предиабет 51 (96.2%) 2 (3.8%) 53 (100%) 0 15 (100%) 0 

Контроли 38 (100%) 0 38 (100%) 0 13 (97.7%) 1 (7.1%) 

 

Основно положително антитяло сред лицата, включени като участници със ЗД2 е 

GAD65A. При всички участници с известен автоимунен диабет потвърдихме наличието на 

положителни GAD65A, a при 42.9% от тях се констатира и положително IA-2A на фона на 

нито един случай на положителни две антитела сред лицата със ЗД2 (p = 0.016). ZnT8A 

беше изследван при по-малък брой пациенти, но неговите стойности останаха под 

диагностичния праг, определен от производителя, сред лицата със ЗД2. Така честотата на 

положителни антитела сред лица с първоначална диагноза ЗД2 се определи като 10.16%, а 

при предиабет – 3.8% (Таблица 12).  

Нивото на GAD65A при лица, диагностицирани със ЗД2 и лица, покриващи критериите 

за LADА, се различава статистически в полза на последните (Таблица 13). Нивото на IA-

2A варира в изключително широк диапазон между 26 и 2356 IU/ml. За ZnT8А повърдихме 

високо ниво при единствения пациент в групата LADA (255.73 IU/ml), при който и 

останалите aнтитела са над 200 IU/ml (GAD65A - 248.7 IU/ml; IA-2A - 2356 IU/ml). 

Резултатът бе положителен и за един от контролните участници, но в стойност по-близка 

до референтната граница – 22 IU/ml.  
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Таблица 13. Сравнителен анализ между стойностите на GAD65A при ЗД2 и LADA. 

 GAD65A (IU/ml) 
при LADA 

(n=14) 

GAD65A (IU/ml) 
при Ab+ЗД2 

(n=12) 

P 

М (SD) 192.94 (78.77) 109.06 (75.61) 0.014 

Md 232.30 113.10 
Minimum 25.80 11.80 
Maximum 274.90 210.80 
M - Mean, SD – Standard Deviation, Md - Median, N - number,  

 

Клиничните и биохимични характеристики на участниците със ЗД2 с отрицателни 

антитела (Ab-ЗД2), тези от тях, при които за първи път установяваме положително 

антитяло (Ab+ЗД2), пациентие с LADA и контролите са отразени в таблица 14. Половото 

разпределение не се различава статистически (p = 0.310). Възрастта при участниците със 

ЗД2 е по-висока от тази при контролите (Таблица 14). Констатирахме по-добри 

метаболитни показатели (ИТМ, обиколка на талията, артериално налягане, HDL и VLDL-

холестерол, триглицериди) и по-ниската честота на метаболитния синдром, но по-лош 

гликемичен контрол (HbA1c) сред пациентите с LADA спрямо тези с отрицателни 

антитела. Сравнителният анализ между участниците със ЗД2 с положителни и 

отрицателни антитела показа значителна разлика при по-малък брой показатели – само 

ИТМ, HDL холестерол, HbA1c и ППГ.  Честотата на метаболитния синдром остана по-

висока при пациенти с отрицателни антитела. Между участниците, при които за първи път 

установяваме положително антитяло, и лицата с известен автоимунен диабет 

констатирахме значителна разлика само в контрола на АН и VLDL-холестерола. Въпреки, 

че честотата на метаболитния синдром е по-висока при първите, разликата се оказа 

статистически незначителна. Тя е несигнификантна и за двете групи спрямо контролите 

(Таблица 14). 

Нивото на инфламаторните показатели е сравнено и на фигура 8. Статистическа 

разлика беше констатирана спрямo hs-CRP и IL-6. Двата показателя са значително по-

високи при пациенти със ЗД2 с отрицателни антитела както спрямо лицата с известен 

автоимунен диабет, така и спрямо контролите. Спрямо участниците с новооткрити 

положителни антитела разликата остана незначителна. Нивото на IL-6 обаче е по-високо 
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при последните спрямо лицата включени като LADA, както и спрямо контролите (Фигура 

8). За TNFα не установихме значителни разлики в нивото сред отделните групи. 

Резултатите се запазиха и след провеждане на анализа само сред лица, които не приемат 

ацетил салицилова киселина (Фигура 8).  

Таблица 14. Клинични и биохимични характеристики на участниците след 

разделянето им на Ab-ЗД2 и Ab+ЗД2. 

 Ab-ЗД2 
(n=115) 

Ab+ЗД2 
(n=13) 

LADA 
(n=14) 

Контроли 
(n=38) 

Възраст (г) 53.8±6.7* 54.5±7.9* 50.1±7.9 52.3±4.2 

Пол (ж/м) 64/51 6/7 11/3 20/18 

Възраст при 
пост. диагноза (г) 

49.4±7.4 50.7±8.7 45.9±8.4 - 

Давност на ЗД (г) 4.4±3.2 3.8±2.4 3.3±2.5 - 

МС (%) 89.6**^^ 46.2‡ 14.3‡ 18.4 

Акт. пушач(%) 40.0 53.8 28.6 52.6 

ИТМ (kg/m^2) 33.2±6.4**^^ 28.5±7.1†* 24.9±3.5‡ 23.7±3.3 

ОТ (cm) 104.4±14.0**^^ 96.8±17.4 85.4±9.3‡ 88.3±13.2 

САН (mmHg) 136.8±19.5**^^ 127.3±13.9^ 112.9±12.5‡ 119.0±16.1 
ДАН (mmHg) 84.0±1.0**^^ 83.1±8.6*^ 73.2±9.1‡ 74.6±10.1 

HbA1c (%) 7.9±1.9^^ 8.9±1.7† 9.4±1.2‡ - 

ПГГ (mmol/l) 7.8±2.7** 9.5±4.2** 7.8±2.6* 5.1±0.4 

ППГ (mmol/l) 8.1±3.1 11.3±3.5 ‡ 9.5±4.2 - 

ОХ (mmol/l) 5.2±1.1 5.7±1.4 5.0±1.1 5.3±0.9 

HDL (mmol/l) 1.3±0.4^^ 1.7±0.6†* 1.8±0.5‡* 1.3±0.6 

LDL (mmol/l) 3.0±0.9 3.1±1.5 2.4±1.2 3.3±1.0 

VLDL (mmol/l) 0.8±0.3^^ 0.8±0.5^ 0.4±0.1‡ 0.7±0.5 

ТГ (mmol/l)  1.9±1.0**^^ 1.8±1.2 1.1±1.0‡ 1.3±1.2 

eGFR (ml/min/ 
1.73m2) 

94.6±24.9** 98.9±20.2** 100.1±22.7** 82.0±15.5 

Hs-CRP (mg/l) 2.50±1.60**^ 1.61±1.52 1.44±1.39†* 0.92±1.27 

IL-6 (pg/ml) 4.1±5.0**^^ 3.5±3.6**^^ <1.5‡ <1.5 

TNFα (pg/ml)  15.5±17.4 7.7±7.8 13.5±18.0 16.2±18.1 

*p<0.05 спрямо контролите; **p<0.01 срямо контролите; †p<0.05 спрямо Ab-ЗД2; ‡ 
p<0.01 спрямо Ab-ЗД2; ^p<0.05 спрямо LADA; ^^p<0.01 спрямо LADA; МС- метаболитен 
синдром 
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Фигура 8. Инфламаторни показатели при A) всички изследвани участници; В) 

след изключване на пациентите, приемали ацетил-салицилова киселина. 

За hs-CRP и IL-6 са посочени само стойности от статистическа значимост. 
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Приеманата антидиабетна, антихипертензивна и липидо-понижаваща терапия е 

обобщена на таблица 15. Отразената терапия е тази, при която пациентите са включени в 

проучването. Необходимо е да се отбележи, че при две от лицата, попаднали в група 

Ab+ЗД2, e започнато инсулино-лечение по време на хоспитализацията поради лош 

гликемичен контрол на фона на провежданата антидиабетна терапия. В случаите, в които 

е налице припокриване на лечение с инсулин и инсулинов секретагог (СУП, Инкретин-

базирана терапия), се касае за използването на базален инсулин в схемата на лечение.  

Таблица 15. Провеждано лечение при пациентите със ЗД.  

Медикаменти Ab-ЗД2 Ab+ЗД2 LADA 

 Да/не (% да) 

Инсулин  23/92(20.0)^^‡ 9/4(69.2)**^ 14/0(100.0)**† 

Метформин 87/28(75.7)^ 7/6(53.8) 6/8(42.9)* 

СУП 33/82 (28.7) 2/11 (15.4) 1/13 (7.1) 

ДПП-4 инхибитори 13/102(12.2) 1/12(7.7) 2/12(14.3) 

GLP-1 агонисти/аналози 2/113(1.7) 1/12(7.7) 0/14(0) 

Акарбоза 6/109(5.2) 0/13(0) 0/14(0) 

Статин  23/92(20.0) 3/10(23.1) 2/12(14.3) 

Фибрат 8/107(7.0) 0/13(0) 0/14(0) 

АСЕ инхибитор 36/79(31.3) 5/8(46.2)^ 1/13(7.1)† 

ARB 31/84(27.0)^† 0/13(0)* 0/14(0)* 

Бета блокер 53/62(46.1)^^ 6/7(46.2)^ 1/13(7.1)†** 

Блокер на калциевите 
канали 

33/82(28.7) 2/11 (15.4) 1/13(7.1) 

Диуретик 48/67(41.7)^ 4/9(30.8) 2/12(14.3)* 

*p<0.05 спрямо Ab-ЗД2;  **p<0.01 спрямо Ab-ЗД2; ^p<0.05 спрямо LADA; 
^^p<0.01 спрямо LADA; †p<0.05 спрямо Ab+ЗД2; ‡p<0.01 спрямо Ab+ЗД2. 
 

От таблицата се вижда, че статистически значима е разликата в лечението само по 

отношение на инсулина и метформина от антидиабетната терапия, както и за някои 

медикаменти в антихипертензивната терапия. Разликата в използването на липидо-

понижаваща терапия в отделните групи е несигнификантна.  

Сравнителният анализ по отношение на времето от поставянето на диагноза ЗД до 

включването на инсулин показа най-дълъг период при участниците с отрицателни 
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антитела, но разликата между трите групи остана стастически несигнификантна (фигура 

9).  

 

Фигура 9. Сравнителен анализ за периода от поставяне на диагноза ЗД до 

включване на инсулинолечение. 

Предвид критериите, въз основа на които са включени участниците с LADA [75], общо 

11 (8.59%) от установените в настоящия анализ случаи на положителни антитела сред 

пациентите със ЗД2 могат да бъдат класифицирани като LADA.  

Статистическата значимост в използването на метформина при анализираните 

пациенти касае само сравнението между лицата с отрицателни антитела и с LADA, а не 

тези с новооткрити положителни антитела – обект на основен интерес в рамките на 

настоящия анализ, целящ изпълнението на задачите на дисертационния труд.  

Въпреки това повторихме анализа сред участниците, които не приемат метформин 

(Таблица 16). Резултатите са на базата на малък брой пациенти с положителни антитела.  

Концентрацията на hs-CRP при лицата, при които за първи път установяваме 

положително антитяло, отново не се различаваше от тази при останалите групи 

диабетици, докато нивото на IL-6 е по-високо отколкото при LADA. Запази се липсата на 

статистически значима разлика в нивото на IL-6 при лица с отрицателни антитела и 

новооткрити положителни. Тези резултати се констатират на фона на вече сравними ИТМ 

и честота на метаболитния синдром при лицата, включени в групата ЗД2, които се оказват 

с положителни или отрицателни антитела (Таблица 16).  
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Таблица 16. Сравнителен анализ между участниците след изключване на лицата, 

приемали метформин преди изследването.  

 Ab-ЗД2 
(n=28) 

Ab+ЗД2 
(n=6) 

LADA 
(n=8) 

Контроли 
(n=38) 

Възраст (г) 52.8±6.9 57.3±4.3* 51.1±8.5 52.3±4.2 

Пол (ж/м) 12/16^ 2/4 7/1† 20/18 

Възраст при диагн. 
на ЗД (г) 

48.4±8.1 53.3±5.3 45.7±9.9 - 

Давност на ЗД (г) 4.4±4.0 4.1±4.8 3.9±2.9 - 

МС (%) 71.4^^** 33.3 0‡ 18.4‡ 

ИТМ (kg/m^2) 29.7±7.4^** 24.5±5.3 23.4±3.0† 23.7±3.3 

ОТ (cm) 100.2±13.6^^** 88.8±13.9 79.6±5.9‡ 88.3±13.2 

САН (mmHg) 138.9±20.5^^** 122.5±15.4 109.4±14.3‡ 118.8±15.5 
ДАН (mmHg) 84.5±9.8^^** 70.6±9.4 70.6±9.4‡ 74.5±9.8 

HbA1c (%) 8.9±2.1 9.2±1.9 9.6±1.3 - 

ПГГ (mmol/l) 8.6±2.9** 7.9±2.1** 7.9±2.1** 5.1±0.4 

ППГ (mmol/l) 8.8±3.5 12.7±4.5 9.8±4.1 - 

ОХ (mmol/l) 5.4±1.1 5.9±1.9 5.6±1.4 5.3±0.9 

HDL (mmol/l) 1.3±0.3^^ 1.9±0.6†* 2.0±0.4‡** 1.3±0.6 

LDL (mmol/l) 3.1±1.0 3.4±2.1 2.5±1.3 3.3±1.0 

VLDL (mmol/l) 0.8±0.3^^ 0.6±0.3 0.1±0.4‡* 0.7±0.5 

ТГ (mmol/l)  1.8±0.8^^** 1.6±0.9 1.1±0.9‡ 1.3±1.2 

eGFR(ml/min/1.73m2) 96.4±22.5** 91.8±18.8 90.9±17.1 82.0±15.5 

Hs-CRP (mg/l) 2.13±1.65** 0.98±0.91 1.57±1.56 0.92±1.27 

IL-6 (pg/ml) 3.8±3.7^^** 3.8±4.9** <1.50‡ <1.5 

*p<0.05 спрямо контролите; **p<0.01 срямо контролите; †p<0.05 спрямо Ab-ЗД2; ‡ p<0.01 
спрямо Ab-ЗД2; ^p<0.05 спрямо LADA; ^^p<0.01 спрямо LADA 

 

При корелационния анализ между цитокините, hs-CRP и показателите за оценка на 

метаболитния риск сред участниците с отрицателни антитела се запази зависимостта 

между инфламаторните параметри и антропометричните показатели и артериалното 

налягане, които бяха регистрирани и при първоначалния анализ при ЗД2 (Таблицa 11). За 

IL-6  те се губят при лицата с новоустановени положителни антитела, но персистира 

зависимостта, касаеща hs-CRP (Таблица 17). Tакива зависимости не се наблюдаваха при 

пациентите с LADA (Таблица 11).  
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Таблица 17. Корелационен анализ между инфламаторните параметри и клинични, 

антропометрични, липидни и гликемични показатели.  

 Аб-ЗД2 Аб+ЗД2 
 IL-6 hs-CRP IL-6 hs-CRP 

ИТМ (kg/m2) 0.285** 0.436** 0.393 0.943** 
ОТ (cm) 0.293** 0.476** 0.284 0.799** 
САН (mmHg) 0.320** 0.156 0.331 0.390 
ДАН (mmHg) 0.256** 0.082 0.356 0.372 
ОХ (mmol/l) -0.104 -0.156 -0.556* -0.287 
HDL (mmol/l) -0.048 -0.132 0.040 -0.517 
LDL (mmol/l) -0.108 -0.224* -0.521 0.150 
VLDL (mmol/l) -0.087 0.048 -0.167 0.000 
ТГ (mmol/l) -0.064 0.122 -0.139 0.036 
HbA1c (%) 0.140 -0.020 -0.327 0.118 
ПГГ (mmol/l) 0.151 0.112 0.274 0.437 
ППГ (mmol/l) 0.142 0.037 -0.238 0.027 
*p<0.05, **p<0.01 

 

Сравнителният анализ на клиничните и метаболитни параметри, IL-6 и hs-CPR сред 

всички включени диабетици с положителни антитела в зависимост от нивото (под или над 

200 IU/ml) на антителата и броя на положителните такива показа по-ниска честота на 

метаболитния синдром, по-добри антропометрични, липидни показатели и контрол над 

артериалното налягане при наличието на по-високи стойности на GAD65A и присъствието 

на поне две позитивни антитела. Въпреки това статистическа значимост се регистрира 

само по отношение на диастолното артериално налягане и плазмената глюкоза според 

броя на антителата и по отношение на триглицеридите в зависимост от нивото на 

GAD65A. Hs-CRP се оказа по-ниско при наличието на едно антитяло и при ниско ниво на 

GAD65A, но разликата беше незначителна. IL-6 обаче беше по-висок при тези пациенти и 

то сигнификантно при лицата с ниско ниво на GAD65A спрямо тези с високо (Таблица18).  

Участниците с положително едно антитяло и концентрация по-ниска от 200 IU/ml, за 

които се счита, че е по-вероятно да се доближават до пациентите със ЗД2, се установи 

значително по по-голям брой показатели (ИТМ, обиколка на талията, HDL, VLDL 

холестерл и триглицериди, HbA1c и ППГ), включително hs-CRP спрямо антитяло 

отрицателните диабетици (Таблица 18).  
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Таблица 18. Сравнителен анализ на показателите при диабетиците с положителни антитела в зависимост от броя 

антитела и нивото на GAD65A.  

  Според нивото Според броя положителни Ат 

 GAD65A /-/ GAD65A<200IU/
ml (n=18) 

GAD65A>200IU/m
l (n=9) 

1+Ат 
(n=21) 

2 и повече + Ат 
(n=6) 

МС (%) 89.6 38.9* 11.1 33.3* 12.5 

ИТМ (kg/m^2) 33.2±6.4 28.0±6.4* 24.0±3.0 26.8±6.4* 26.0±3.1 

ОТ (cm) 104.4±14.0 94.4±16.5* 83.7 ±5.8 92.4±15.4* 85.2±10.2 

САН (mmHg) 136.8±19.9 122.8±113.9* 113.9±16.9 121.7±15.4 113.3±12.1 

ДАН (mmHg) 84.0±10.0 80.0±9.1 73.9±11.1 79.8±10.1 71.7±7.5^ 

HbA1c (%) 7.9±1.9 9.2±1.5* 9.1±1.4 9.1±1.5* 9.5±1.4 

ПГГ (mmol/l) 7.8±2.7 9.1±4.0 7.6±2.1 9.3±1.5 9.5±1.4^ 

ППГ (mmol/l) 8.1±3.1 10.0±4.0* 10.9±4.0 11.4±3.3* 6.1±3.3^ 

ОХ (mmol/l) 5.2±1.1 5.5±1.6 5.1±1.0 5.4±1.3 5.0±1.8 

HDL (mmol/l) 1.3±0.4 1.7±0.5* 1.9±0.6 1.7±0.6* 1.7±0.4 

LDL (mmol/l) 3.0±0.9 2.8±1.5 2.5±1.2 2.9±1.4 2.0±0.9 

VLDL (mmol/l) 0.8±0.3 0.7±0.5* 0.4±0.1 0.6±0.5* 0.4±0.1 

ТГ (mmol/l)  1.9±1.0 1.7±1.1 0.8±0.2† 1.4±1.0* 1.4±0.9 

Hs-CRP (mg/l) 3.66±2.33 1.29±1.35* 1.93±1.52 1.46±1.29* 1.70±1.91 

IL-6 (pg/ml) 4.1±5.0 2.9±3.1 <1.5† 2.7±2.9 <1.5 

*P<0.05 спрямо GAD65А  отрицателни пациенти;  †P<0.05 при сравнение с участниците с ниво на 
GAD65A<200IU/ml;  ^p<0.05 спрямо участниците с едно антитяло 
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Честотата на хроничните микросъдови усложнения като ДПНП и ДРП, оценени 

съответно чрез NDS score и фундоскопия, не се различаваше между пациентите, включени 

с  диагноза ЗД2  и LADA.  Сравнителният анализ  между всички антитяло позитивни и 

антитяло негативни случаи на ЗД също не показа статистически значима разлика в честота 

на тези хронични усложнения (Таблица 19).  Статистическият анализ се проведе след 

групиране на случаите с и без ДПНП, както и  с и без ДРП.  

 

Таблицa 19. Честота на ДПНП и ДРП при пациентите със ЗД.  

Усложнение Ab-ЗД2 
n(%) 

Ab+ЗД2 
n(%) 

LADA 
n(%) 

P* P† P^ 

ДПНП    0.267 0.385 0.133 

Не 17(16.2%) 7(25.9%) 5(20.8%)    

неболезнена 79(75.2%) 17(63%) 9(64.3%)    

болезнена 9(8.6%) 3(11.1%) 0    

ДРП    0.520 1.00 0.459 

Не 71(81.6%) 20(90.9%) 12(92.3%)    

непролиферативна 13(14.9%) 2(9.1%) 1(7.7%)    

пролиферативна 3(3.4%) 0 0    

Ab-ЗД – случаи на ЗД с отрицателни антитела; Ab+ЗД – случаи на ЗД с положителни 
антитела 
*между Ab-ЗД2 и Ab+ЗД2; †между LADA и Ab+ЗД2; ^между Ab-ЗД2 и LADA 

 

В обобщение, честотата на антитяло положителните пациенти в групата на ЗД2 

бяха 10.16%, като 8.59% могат да бъдат посочени като LADA, съдейки по цитираните 

критерии. Пациенти с положителни антитела в групата със ЗД2 се различаваха от 

участниците, при които предварително беше известно, че покриват критериите за LADA, 

само по контрола на артериалното налягане и VLDL холестерола. Спрямо антитяло 

отрицателните случаи те имаха значителни разлики по отношение на антропометрични и 

липидни показатели, но те бяха много по-малко на брой от показателите, по които лицата 

с LADA се различаваха от антитяло негативните случаи на ЗД2. Въпреки, че са 

метаболитно по-близки до LADA, пациентите със ЗД2, при които установихме 

положителни антитела, се характеризираха със стойности на IL-6 и hs-CRP по-близки до 

антитяло отрицателните диабетици. Корелационните зависимости между IL-6 и hs-CRP от 
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една страна и показателите за оценка на метаболитния риск от друга бяха най-много при 

пациентите с отрицателни антитела, следвани от тези при антитяло положителните случаи 

на ЗД2 и единични при LADA.  
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4.3 IL-18  

В изследването бяха включени 76 души със ЗД2 и 24 пациента с LADA, 26 участника с 

предиабет, както и 14 контроли. Характеристиките на изследваните лица са обобщени в 

таблица 20.  

Таблица 20. Характеристики на пациентите, при които е изследван IL-18. 

 ЗД2  
(n=76) 

LADA  
(n=24) 

Предиабет 
(n=26) 

Контроли 
(n=14) 

Възраст (г) 53.8±7.1 52.6±7.7 49.7±9.6 53.2±4.0 

Пол (ж/м) 43/33* 16/8 21/5† 13/1† 

Давност на ЗД (г) 4.4±3.3 3.4±2.3 - - 

Акт. пушачи (%) 46.1 33.3 34.6 64.3 

МС (%) 88.2**^^ 25.0‡ 65.4**†^^ 0.0‡ 

ИТМ (kg/m2) 33.1±6.6**^^ 26.0±5.1**‡ 34.6±5.7**^^ 21.7±1.9‡^^ 

ОТ (cm) 103.6±13.8**^^ 88.8±13.6**‡ 104.4±10.5**^^ 77.4±8.1‡^^ 

САН (mmHg) 136.3±19.4**^^ 117.1±13.3*‡ 133.9±16.8**^^ 109.3±10.0‡^ 

ДАН (mmHg) 84.3±10.1**^^ 76.0±8.7‡ 83.1±8.8**^^ 70.7±8.3‡ 

ПГГ (mmol/l) 8.2±2.9** 8.2±3.1** 5.6±0.7**‡^^ 5.0±0.4‡^^ 

ППГ (mmol/l) 8.4±3.2^ 10.4±4.1† - - 

HbA1c (%) 7.9±2.0^^ 9.2±1.4‡ - - 

ОХ (mmol/l) 5.2±1.1 5.4±1.5 5.3±1.4 4.9±0.7 

LDL (mmol/l) 3.0±0.8 2.7±1.4 3.3±1.0 2.2±0.9 

HDL (mmol/l) 1.3±0.3^^ 1.7±0.5‡ 1.2±0.3^^ 1.7±0.6 

ТГ (mmol/l) 1.8±1.0**^ 1.5±1.0† 1.8±0.8**^ 1.1±1.1‡ 

СУЕ (mm/h) 10.2±6.5** 7.1±5.8** 9.4±5.3^ 5.0±3.2‡^^ 

hs-CRP (mg/l) 2.60±1.70**^^ 1.29±1.20‡ 1.96±1.75* 0.79±1.04‡ 

IL-6 (pg/ml) 4.8±5.8**^^ 1.8±1.0‡ 2.2±1.0‡ 1.6±0.3‡ 

IL-18 (pg/ml) 389.0±203.4** 327.0±144.5* 354.8±174.2* 219.9±91.0‡^ 

 *p<0.05 спрямо контроли; **P<0.01 спрямо контроли; †p<0.05 спрямо ЗД2; ‡p<0.01 спрямо 
ЗД2; ^p<0.05 спрямо LADA, ^^p<0.01 спрямо LADA 
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Установихме, че нивото на IL-18 е значително  по-високо сред пациенти със ЗД2, 

LADA и предиабет спрямо контролите (Фигура 10).  

 
Фигура 10. Ниво на IL-18 при анализираните групи. 

Това наблюдение за разлики персистираше и при оценка на показателите при сравними 

по ИТМ случаи на ЗД2 (n = 10) и контроли (n = 13) (ИТМ = 22.5±1.1 срещу 21.5±1.7 kg/m2, 

p = 0.147; обиколка на талията = 82.2±7.9 срещу 77.8±8.3 cm, p = 0.50) – нивото на IL-18 

остана по-високо при първата група  (IL-18 = 430.9±224.9 срещу 218.7±94.6 pg/ml) 

(Фигура 11). 

Потвърждение на тази констелация наблюдавахме и при пациентите с LADA (n = 14) 

спрямо контролите (n=14) когато антропометричните им показатели не се различаваха 

значително (ИТМ = 22.6±2.4 срещу 21.7±1.9 kg/m2, p = 0.214, oбиколка на талията = 

83.2±8.2 срещу 77.4±8.1 cm, p = 0.054) – нивото на IL-18 остана по-високо при 

диабетиците (IL-18 = 326.4±134.7 срещу 219.9± 91.0 pg/ml) (Фигура 11).   

Такова сравнение между контроли и предиабет не се осъществи поради високия ИТМ 

при последните. Между двете диабетни групи не констатирахме значителна разлика 

(Фигура 10). 

Анализът беше проведен и при сравними по ИТМ пациенти, които не се различаваха и 

по отношение на гликемичния контрол, но въпреки това честотата на метаболитния 

синдром остана по-висока при ЗД2. Концентрацията на интерлевкина беше по-висока при 

ЗД2, но без статистическо значение (Таблица 21).  
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Фигура 11. IL-18 при сравними по ИТМ пациенти и контроли. 

 

Таблица 21. Анализ между сравними по ИТМ пациенти със ЗД2 и LADA. 

 ЗД2 (n=28) LADA 
(n=20) 

P 

Възраст (г) 54.5±8.3 52.4±7.8 0.402 

Пол (ж/м) 14/14 14/6 0.166 

Давност на ЗД (г) 4.2±4.0 3.5±2.4 0.983 

МС (%) 67.9 15.0 <0.001 

ИТМ (kg/m2) 26.3±3.0 24.4±3.4 0.055 

ОТ (cm) 92.3±8.7 85.2±8.9 0.013 

САН (mmHg) 133.6±18.2 115.5±13.5 0.001 

ДАН (mmHg) 83.2±10.9 75.3±8.8 0.013 

ПГГ (mmol/l) 9.1±3.4 7.9±3.2 0.188 

ППГ (mmol/l) 9.4±3.4 10.2±4.3 0.638 

HbA1c (%) 8.7±2.2 5.3±1.4 0.228 

ОХ (mmol/l) 5.3±1.2 5.3±1.3 0.788 

LDL (mmol/l) 2.9±1.0 2.6±1.2 0.500 

HDL (mmol/l) 1.3±0.4 1.8±0.5 0.002 

ТГ (mmol/l) 1.7±0.8 1.2±0.7 0.006 

hs-CRP (mg/l) 1.97±1.66 1.17±1.25 0.125 

IL-6 (pg/ml) 4.4±5.1 1.6±0.3 0.002 

IL-18 (pg/ml) 403.5±226.3 329.3±146.3 0.391 
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Нивото на IL-18 в групата с предиабет не се отличаваше значително спрямо това при 

ЗД2 на фона на сравними антропометрични показатели между двете групи (Фигура 10). Не 

се различаваше и спрямо лицата с LADA (фигура 10), но на фона на по-неблагоприятни 

антропометрични показатели (Таблица 20).  

Корелационният анализ, касаещ IL-18 и антропометрични, метаболитни и 

инфламаторни показатели, е отразен в таблица 22. При него се установиха значителни 

зависимости, касаещи нивото на IL-18 и показатели, използвани като критерии за оценка 

на метаболитния синдром според IDF когато анализът се осъществи в цялата популация. 

Наблюдаваха се и положителни корелации с нивото на IL-6 и hs-CRP. Някои от тях се 

потвърдиха и сред показателите за оценка на гликемичния и липиден контрол, в рамките 

на изследваните със ЗД2. Сред антропометричните параметри установихме положителна 

корелация само с обиколката на талията при предиабетната група. Положителните 

корелционни зависимости между IL-18 и IL-6 и hs-CRP се потвърдиха и при ЗД2, но не и в 

останалите групи участници (Таблица 22).   

 

Таблица 22. Корелационен анализ между IL-18 и клинични, метаболитни и 

инфламаторни показатели.  

 Всички ЗД2 (n=76) LADA 
(n=24) 

Предиабет 
(n=26) 

Контроли 
(n=14) 

ИТМ (kg/m2) 0.236** 0.015 0.210 0.351 0.004 

ОТ (cm) 0.305** 0.073 0.297 0.405* 0.064 

САН (mmHg) 0.196* -0.037 0.289 0.041 0.527 

ДАН (mmHg) 0.059 -0.094 0.133 -0.342 0.507 

ПГГ (mmol/l) 0.209* 0.075 -0.098 0.286 0.483 

ППГ (mmol/l) 0.069 0.244* 0.027 -0.349# - 

HbA1c (%) -0.024 0.007 0.168 - - 

LDL (mmol/l) -0.028 -0.141 0.134 -0.002 -0.500 

HDL (mmol/l) -0.355** -0.377** -0.392 -0.190 0.500 

ТГ (mmol/l) 0.185* 0.072 0.301 -0.106 -0.172 

hs-CRP (mg/l) 0.421** 0.427** 0.832 0.345 0.164 
IL-6 (pg/ml) 0.270** 0.398** 0.541 -0.067 -0.241 

СУЕ (mm/h) 0.357** 0.592** -0.179 0.142 -0.276 
*p<0.05; **p<0.01; # плазмена глюкоза на 120-та мин от ОГТТ 
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Описаните корелации с IL-6 и hs-CRP при ЗД2 персистират и при пациентите, 

селектирани за анализ между участници със сравним ИТМ (Таблица 23). Описаните 

зависимости не се потвърждават при контролната група и групата с LADA (Таблици 22 и 

23), където и честотата на метаболитния синдром е сигнификантно по-нискa (Таблици 20 

и 21).  

 

Таблица 23. Корелационен анализ между IL-18 и клинични, метаболитни и 

инфламаторни показатели при сравними по ИТМ лица. 

 ЗД2 (n=28) LADA (n=20) 

 r p r p 

ИТМ (kg/m2) 0.240 0.219 0.328 0.158 

ОТ (cm) 0.219 0.262 0.379 0.110 

САН (mmHg) 0.172 0.382 0.228 0.333 

ДАН (mmHg) 0.080 0.687 0.067 0.780 

ПГГ (mmol/l) 0.152 0.449 -0.261 0.280 

ППГ (mmol/l) 0.290 0.151 -0.001 0.997 

HbA1c (%) 0.059 0.771 0.157 0.508 

LDL (mmol/l) -0.099 0.645 0.059 0.823 

HDL (mmol/l) -0.464 0.019 -0.412 0.101 

ТГ (mmol/l) 0.044 0.829 0.281 0.231 

hs-CRP (mg/l) 0.493 0.017 0.128 0.591 

IL-6 (pg/ml) 0.408 0.035 0.020 0.934 

СУЕ (mm/h) 0.655 0.001 -0.322 0.193 

 

Въпреки, че не се установи корелация между нивото на IL-18 и ИТМ, то 

концентрацията на цитокина значително се различаваше между участниците с ИТМ < 25 

кг/м2 и тези чийто ИТМ беше над тази стойност (Фигура 12), макар в отделните групи 

разликата да не беше статистически значима (Фигура 13). Нивото на IL-18 показва 

тенденция към нарастване в зависимост от тежестта на отклоненията в контрола на 

теглото, което въпреки, че не се различаваше статистически значимо в отделните 
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категории на отклонения в ИТМ, корелираше положително с нарастването на степента на 

затлъстяване (фигура 14 и 15).  

 

Фигура 12. IL-18 при нормален и повишен ИТМ при всички участници. 

 
Фигура 13. IL-18 при нормален или повишен ИТМ при отделните групи. 
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Фигура 14. Ниво на IL-18 в зависимост от категорията отклонения в ИТМ. 

 
Фигура 15. Нивото на IL-18 корелира положително с нарастване степента на 

отклонения в ИТМ. 
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Предвид наблюдаваните зависимости между IL-18 и показатели, използвани в оценката 

на метаболитния риск, сравнихме нивото на интерлевкина в цялата изследвана популация 

в зависимост от наличието на метаболитен синдром. То беше значително по-високо в 

негово присъствие (Фигура 16).  

 
Фигура 16. Ниво на IL-18 в зависимост от наличието на метаболитен синдром. 

 

Въпреки, че при отделните групи пациентите не се констатира сигнификантна разлика 

в нивoто на IL-18 в зависимост от наличието на метаболитен синдром (фигура 17) 

концентрацията на интерлевкина в серума корелира положително с броя на критериите за 

диагностицирането на синдрома – както в общата популация, така и в рамките на ЗД2 

(Фигура 18). 



 

 

109 

 

 
Фигура 17. Ниво на IL-18 при отделните групи в зависимост от наличието на 

метаболитен синдром. 

 
Фигура 18. Зависимост между броя на критерии за МС и нивото на IL-18. 

 

Още едно наблюдение, подкрепящо мястото на нивото на IL-18 при метаболитния 

синдром сред анализираните лица, е покачващото му се ниво в зависимост от броя на 

критериите за констатирането на синдрома, които покриват пациентите (Фигура 19).  
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Фигура 19. Ниво на IL-18 в зависимост от броя критерии за метаболитен синдром. 

 

Тенденцията беше ясно наблюдавана при участниците със ЗД2 (фигура 20А), докато 

при предиабет не констатирахме сигнификантна разлика (фигура 20Б). При участниците с 

LADA се проследи обратното явление, макар и без статистическа значимост (фигура 21), 

което потвърждава липсата на асоциация на IL-18 с метаболитните промени при тези 

лица.  
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Фигура 20. Ниво на IL-18 според брой критерии за МС при пациентите със ЗД2 и 

предиабет. 

 

 
Фигура 21. Ниво на IL-18 според брой критерии за МС при пациентите с LADA. 

 

Генерирана беше Receiver Operating Characteristic curve (ROC крива) за оценка на 

стойността на IL-18 като предиктор за метаболитен синдром в обхванатата популация 

(Фигура 22). От площта под кривата се установи слаба, но сигнификантна предиктивна 
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стойност на нивото на интерлевкина (Таблица 24). Най-добрa прагова стойност беше IL-18 

= 296.5 pg/ml с 60% специфичност и 60% чувствителност.  

 

 
Фигура 22. ROC крива за нивото на IL-18 като предиктор за метаболитния 

синдром. 

 

Таблица 24. ROC анализ за предиктивната способност на IL-18 в 

разграничаването на метаболитен синдром. 

AUC Ст. грешка p 95% доверителен интервал 

   Долна граница Горна граница 

0.627 0.051 0.013 0.527 0.727 
AUC – area under the curve, площ под кривата 

 

Серумното ниво на IL-18 не се различаваше значително в зависимост от наличието на 

ДПНП и ДРП при лицата със ЗД2 и в рамките всички изследвани диабетици при сравнима 

давност на ЗД, възраст и актуален гликемичен контрол с изключение на по-дълга давност 

на заболяването при диабетиците с ДПНП (Таблица 25). Нивото на IL-18 не корелираше с 

изчислената гломерулна филтрация нито при ЗД2 (r = -0.187, p = 0.106), нито при всички 

диабетици (r = -0.142, p = 0.159) или в рамките на цялата изследвана популация (r = -0.082, 

p = 0.342).  
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Таблица 25. Сравнителен анализ за концентрацията на IL-18 при пациентите със 

ЗД в зависимост от наличието на ДРП и ДПНП.  

 Всички диабетици ЗД2 

 Без ДРП (n=67) С ДРП (n=10) Без ДРП (n=49) С ДРП (n=10) 

IL-18 (pg/ml) 355.6±180.9 402.6±218.9 373.9±191.6 380.8±217.8 
Възраст (г) 52.7±7.1 52.7±2.8 53.2±7.0 55.1±4.2 
Давност на ЗД 
(г) 

3.8±2.8 5.0±3.0 4.1±2.9 5.0±3.0 

HbA1c (%) 8.2±2.0 8.6±1.8 7.4±2.1 8.4±1.7 
ПГГ (mmol/l) 8.2±3.1 8.6±1.8 8.2±3.0 9.7±2.9 
ППГ (mmol/l) 9.0±3.6 10.4±3.1 8.4±3.3 10.2±3.3 
 Без ДПНП (n=17) С ДПНП (n=75) Без ДПНП (n=10) С ДПНП (n=58) 

IL-18 (pg/ml) 388.3±237.9 367.5±181.1 485.5±263.4 370.0±190.0 
Възраст (г) 52.9±6.4 53.8±7.0 54.8±5.3 53.8±6.8 
Давност на ЗД 
(г) 

2.8±2.4 4.5±3.0* 2.9±2.2 4.8±3.2 

HbA1c (%) 7.7±1.9 8.5±1.9 6.6±0.9 8.3±2.1 
ПГГ (mmol/l) 7.3±1.6 8.6±3.2 7.0±1.3 8.7±3.0 
ППГ (mmol/l) 8.3±3.7 9.3±3.5 8.0±3.7 8.8±3.2 
*p<0.05 

 

В обобщение, концентрацията на IL-18 в серума беше значително по-висока при 

всички групи с отклонение от гликмичния контрол спрямо контролните участници. Тя 

беше по-висока при лица с наднормено тегло и затлъстяване, както и при участници с 

метаболитен синдром. Установи се положителна корелационна зависимост с броя 

критерии за диагностиране на синдрома, както и с всеки от показателите, използван като 

критерий (отрицателна за HDL-холестерол) при ЗД2, но не и в останалите групи. Въпреки, 

че серумното ниво на IL-18 беше повишено и при LADA спрямо контролните участници, 

не се установи асоциация на интерлевкина с метаболитния синдром при тези лица.  
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4.4 Повърхностна експресия на периферни моноцити 

Клиничните характеристики на участниците, при които се проведе флоуцитометрия, са 

отразени в таблица 26. Въпреки, че пациентите със ЗД2 имаха статистически по-високо 

ниво на общите моноцити, като процент от белия кръвен ред те не се различаваха 

статистически. Диабетиците имаха по-неблагоприятен метаболитен профил от контролите 

(ИТМ, Обиколка на талията, артериално налягане, триглицериди), както и по-висок hs-

CRP. 

Въз основа на експресията на CD14 и CD16 моноцитите бяха разделени на класически 

(CD14++CD16-), интермедиерни (CD14++CD16+) и некласически (CD14+CD16++). 

Разликата в нивото им, изразено в процент от белия кръвен ред, е отразена на фигура 23. 

Наблюдавахме значително по-ниско ниво на класическите моноцити в периферната 

циркулация при ЗД2 спрямо контролите (4.36±1.54 срещу 5.83±2.21%) докато при 

некласическите констелацията беше противоположна (0.47±0.20 срещу 0.26±0.13%). При 

междинния подтип не констатирахме значима разлика (0.29±0.23 срещу 0.23±0.10%) 

(Фигура 22). 
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Таблица 26. Клинични, метаболитни и инфламаторни характеристики при 

участниците.  

 ЗД2 (n=28) Контроли (n=7) P 

Пол (ж/м) 18 /10  6 /1  0.392 

Възраст (г) 54.1±6.5 52.3±3.6 0.494 

Давност на диабета (г) 4.7±3.4 - - 

WBC (109/l) 7.9±1.7 6.0 ± 0.9 0.007 

Моноцити (109/l) 0.5±0.2 0.4±0.1 0.707 

Моноцити (%) 6.3±2.2 5.4±2.7 0.206 

СУЕ (mm/h) 9.2±5.2 3.5±2.4 0.020 

ИТМ (kg/m2) 34.1±6.8 21.1±1.9 0.000 

ОТ (cm) 106.7±16.0 79.6±7.5 0.000 

САН (mmHg) 133.2±15.7 111.4±10.7 0.001 

ДАН (mmHg) 82.5±7.5 72.4±7.6 0.007 

ПГГ (mmol/l) 7.6±2.8 4.9±0.5 0.003 

ППГ (mmol/l) 7.8±3.4 - - 

HbA1c (%) 7.8±1.6 - - 

ОХ (mmol/l) 5.2±1.3 5.1±0.4 0.885 

LDL (mmol/l) 3.0±1.3 2.5±0.9 0.445 

HDL (mmol/l) 1.3±0.4 1.6±0.5 0.204 

VLDL (mmol/l) 0.9±0.4 0.9±0.9 0.947 

ТГ (mmol/l) 2.0±0.8 1.5±1.5 0.041 

Hs-CRP (mg/l) 2.72±2.30 0.36±0.50 0.001 

IL-6 (pg/ml) 3.0±2.9 1.6±0.4 0.140 

TNFα (pg/ml) 13.7±17.8 11.3±5.0 0.563 

IL-18 (pg/ml) 295.6±142.5 236.1±124.5 0.299 
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Фигура 23. Сравнителен анализ между моноцитните подтипове при участниците. 

 

Корелационният анализ между процента моноцитите от всеки подтип и WBC и общия 

моноцитен брой не показа наличието на корелация сред диабетиците. Такава не беше 

установена и при анализирането на моноцитите и изследваните антропометрични и 

метаболитни показатели (Таблица 27).  
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Таблица 27. Корелационен анализ с процент моноцити от всеки подтип при ЗД2. 

 Моноцитни подтипове 

 Класически (%) Интермедиерни (%) Некласически (%) 

 r p r p r P 

WBC(109/l) 0.081 0.690 0.317 0.107 -0.291 0.141 

Моноцити  (109/l) 0.341 0.088 0.359 0.072 0.297 0.141 

Моноцити (%) 0.044 0.830 0.137 0.505 0.357 0.073 

СУЕ (mm/h) -0.215 0.302 0.088 0.676 0.125 0.551 

ИТМ (kg/m2) -0.076 0.699 0.108 0.584 0.026 0.894 

ОТ (cm) -0.029 0.885 0.132 0.504 0.078 0.693 

ОХ (mmol/l) -0.282 0.145 -0.061 0.757 -0.234 0.231 

HDL  (mmol/l) 0.000 0.999 -0.076 0.699 -0.054 0.787 

LDL (mmol/l) -0.272 0.162 -0.164 0.405 -0.217 0.266 

ТГ (mmol/l) -0.104 0.600 0.161 0.414 -0.064 0.747 

HbA1c (%) -0.195 0.321 -0.243 0.213 -0.259 0.184 

ПГГ (mmol/l) 0.072 0.720 -0.007 0.971 -0.028 0889 

ППГ (mmol/l) -0.036 0.857 -0.083 0.674 -0.164 0.403 

Hs-CRP (mg/l) 0.062 0.767 0.216 0.301 -0.054 0.796 

IL-6 (pg/ml) 0.091 0.645 0.366 0.056 -0.084 0.671 

TNFα (pg/ml) 0.036 0.866 -0.029 0.893 0.131 0.543 

IL-18 (pg/ml) -0.111 0.572 -0.110 0.579 -0.097 0.624 

 

Резултатите от изследването на експресията на CD36, CD163 и CD64 са представени на 

Фигура 24. Въпреки, че интермедиерният подтип моноцити не се различават 

статистически между диабетиците и контролните участници, именно там констатирахме 

статистическа значимост при сравнението на резултатите. При лица със ЗД2 експресията 

на CD36 в този подтип е понижена, докато тази на CD163 е повишена. В останалите 

подтипове разликата не беше от статистическо значение (Фигура 24).  
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Фигура 24. Сравнителен анализ между повърхностната експресия на 

анализираните моноцитни маркери в отделните подтипове моноцити. 

 

Проведеният корелационен анализ между повърхностната експресия на изследваните 

моноцитни маркери и количествените показатели на белите кръвни клетки и моноцитите – 

общо и според подтипа, неколкократно показа положителна корелация между експресията 

на CD36 и процента на класическите и некласически моноцити, докато за другите два 

маркера такива зависимости се констатират еднократно (Таблица 28). Тези находки 

частично се потвърждават и при контролната група (Таблица 29).  
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Таблица 28. Корелационен анализ между количествени показатели на моноцитите и експресията на CD36, CD163, 

CD64 при ЗД2. 

 Класически (%) Интермедиерни (%) Некласически (%) 
 CD36 CD163 CD64 CD36 CD163 CD64 CD36 CD163 CD64 

WBC (109/l) -0.118 -0.115 0.319 0.566 -0.187 0.304 -0.218 -0.135 0.220 

Мо (109/l) 0.014 -0.170 0.143 0.947 -0.248 0.055 0.013 -0.100 0.203 

Тотални Мо (%) 0.027 -0.189 0.126 0.899 -0.231 -0.035 0.068 -0.260 0.146 

Класически Mo (%) 0.199 0.122 0.120 0.313 0.123 0.097 0.426* 0.471* 0.348 

Интермедиерни  Mo (%) 0.260 -0.019 0.201 0.299 -0.183 0.198 0.328 0.274 0.442* 

Некласически Mo (%) 0.517** 0.087 -0.011 0.634** 0.264 -0.028 0.363 0.300 0.126 

Мо – моноцити, *p<0.05; **p<0.01 

 

Таблица 29. Корелационен анализ между количествени показатели на моноцитите и експресията на CD36, CD163, 

CD64 при контроли. 

 Класически (%) Интермедиерни (%) Некласически (%) 

 CD36 CD163 CD64 CD36 CD163 CD64 CD36 CD163 CD64 

WBC (109/l) 0.185 0.321 0.408 -0.401 0.607 0.179 0.406 -0.800 0.321 

Тотални Мо (109/l) 0.224 0.700 0.112 0.894* 0.100 0.200 0.281 0.400 0.700 

Тотални Мо (%) 0.783 0.100 -0.447 0.335 0.300 0.100 0.718 0.200 0.900* 

Класически Mo (%) -0.519 0.036  -0.593 0.134 -0.036 -0.571 0.145 1.0** -0.71 

Интермедиерни  Mo (%) -0.289 0.120 0.496 -0.522 -0.120 0.498 0.429 0.258 0.598 

Некласически Mo (%) 0.876** -0.128 0.724 0.252 -0.037 0.716 0.493 -0.316 0.642 

Мо – моноцити, *p<0.05; **p<0.01 
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Проведе се и корелационен анализ между самите повърхностно експресирани 

моноцитни маркери при пациентите със ЗД2 и контролите. Наблюдавахме силни 

корелации в експресията между отделните подтипове за всеки от маркерите CD36, CD163 

и CD64, което не се потвърди при контролите. Освен това, експресията на CD163 

корелира положително с тази на CD36 при некласическите и отрицателно с CD64 при 

класическите и некласическите моноцити – наблюдения, които също не потвърдихме при 

контролите. Обратно – при участниците без ЗД се констатира силна положителна 

корелация между експресията на CD36 и CD64, засягаща всички подтипове, която се губи 

сред диабетиците – при тях не наблюдаваме зависимост между тези два показателя  

(Таблици 30 и 31). 

Корелационният анализ не установи зависимост на експресираните маркери и 

метаболитни и инфламаторни показатели с изключение на негативна корелация между 

HbA1c и повърхностната експресия на CD64 от некласически моноцити (Таблица 32).  

В обобщение, експресията на CD36 беше понижена само при интемедиерния подтип 

моноцити, а тази на CD163 повишена в същия при пациентите със ЗД2 спрямо 

контролната група. Въпреки това експресията на трите рецептора (CD36, CD163, CD64) 

беше в положителна корелационна заивисмост между отделните подтипове само сред 

диабетиците, но не и при контролите. Не се установихме асоциация между експресията на 

рецепторите и метаболитния контрол, нито концентрацията на hs-CRP, IL-6, IL18, TNFα. 
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Таблица 30. Корелационен анализ между повърхностата експресия на CD36, CD163, CD64 при ЗД2. 

 Класически (%) Интермедиерни (%) Некласически (%) 

 CD36 CD163 CD64 CD36 CD163 CD64 CD36 CD163 CD64 

Класически (%) 

CD36 - -0.199 -0.167 0.739** -0.043 -0.110 0.490** 0.136 -0.030 

CD163 -0.199 - -0.375* -0.149 0.560** -0.284 0.055 0.278 -0.382* 

CD64 -0.167 -0.375* - -0.040 -0.238 0.800** -0.209 -0.260 0.639** 

Интермедиерни (%) 

CD36 0.739** -0.149 -0.040 - 0.240 0.139 0.623** 0.223 0.096 

CD163 -0.043 0.560** -0.238 0.240 - 0.113 0.192 0.569** -0.077 

CD64 -0.110 -0.284 0.800** 0.139 0.113 - -0.099 -0.056 0.677** 

Некласически (%) 

CD36 0.490** 0.55 -0.209 0.623** 0.192 -0.099 - 0.599** 0.026 

CD163 0.136 0.278 -0.260 0.223 0.569** -0.056 0.599** - 0.166 

CD64 -0.030 -0.382* 0.639** 0.096 -0.077 0.677** 0.026 0.166 - 

*p<0.05, **p<0.01 
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Таблица 31. Корелационен анализ между повърхностата експресия на CD36, CD163, CD64 при контроли. 

 Класически (%) Интермедиерни (%) Некласически (%) 

 CD36 CD163 CD64 CD36 CD163 CD64 CD36 CD163 CD64 

Класически (%) 

CD36 - -0.148 0.846* 0.416 -0.111 0.778* 0.400 -0.316 0.482 

CD163 -0.148 - -0.371 -0.223 0.000 0.179 0.754 0.800 0.571 

CD64 0.846* -0.371 - 0.046 0.111 0.630 0.092 -0.632 0.334 

Интермедиерни (%) 

CD36 0.416 -0.223 0.046 - -0.045 -0.045 0.189 0.316 -0.134 

CD163 -0.111 0.000 0.111 -0.045 - -0.500 0.116 0.000 0.107 

CD64 0.778* 0.179 0.630 -0.045 -0.500 - 0.261 -0.800 0.571 

Некласически (%) 

CD36 0.400 0.754 0.092 0.189 0.116 0.261 - 0.632 0.928** 

CD163 -0.316 0.800 -0.632 0.316 0.000 -0.800 0.632 - 0.400 

CD64 0.482 0.571 0.334 -0.134 0.107 0.571 0.928** 0.400 - 

*p<0.05, **p<0.01 
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Таблица 32. Корелационен анализ с повърхностно експресирани моноцитни маркери при пациенти със ЗД2.   

 Класически (%) Интермедиерни (%) Некласически (%) 

 CD36 CD163 CD64 CD36 CD163 CD64 CD36 CD163 CD64 

ИТМ (kg/m2) 0.237 -0.338 -0.012 0.234 -0.147 0.041 -0.234 -0.326 0.095 

ОТ (cm) 0.255 -0.367 0.008 0.199 -0.047 0.181 -0.111 -0.304 0.162 

ОХ (mmol/l) -0.106 0.100 0.001 0.600 -0.120 0.143 -0.274 -0.263 0.044 

HDL (mmol/l) 0.064 0.001 -0.113 0.750 -0.085 -0.130 -0.008 -0.117 -0.131 

LDL (mmol/l) -0.224 0.098 0.127 0.261 -0.043 0.216 -0.278 -0.226 0.040 

TG (mmol/l) 0.021 0.083 -0.004 0.918 0.024 0.164 -0.162 0.046 0.185 

HbA1c (%) -0.152 0.313 -0.275 0.449 0.080 -0.336 0.101 0.129 -0.392* 

ПГГ (mmol/l) -0.116 0.172 -0.059 0.572 0.248 0.130 -0.022 0.236 0.130 

ППГ (mmol/l) -0.060 -0.024 -0.040 0.766 -0.037 0.101 -0.158 0.060 0.066 

СУЕ (mm/h) 0.064 -0.203 0.040 -0.163 -0.380 -0.083 -0.039 -0.352 -0.163 

Hs-CRP (mg/l) 0.014 -0.263 0.355 0.946 -0.258 0.299 -0.074 -0.094 0.240 

IL-6 (pg/ml) 0.148 -0.221 0.056 0.461 0.221 0.031 -0.112 0.117 0.179 

IL-18 (pg/ml) -0.228 0.271 -0.063 -0.204 0.211 -0.064 0.139 0.147 -0.085 

TNFα (pg/ml) 0.061 -0.050 0.187 0.762 0.161 0.139 0.162 0.145 -0.038 

*p<0.05 
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4.5 Изследване на TLR2 и TLR4 

 

4.5.1 Повърхностна експресия на TLR2 и TLR4 върху моноцити 

Повърхностната експресия на TLR2 и TLR4 беше оценена върху тоталните, класически 

и CD16+ моноцити. Изследваните пациенти са същите, при които оценихме експресията и 

на останалите моноцитни маркери (Таблица 26). Резултатите, представени в процент от 

съответната популация моноцити, са обобщени на Фигура 25.  

 

Фигура 25. Повърхностна експресия на TLR2 и TLR4. 

Проведе се корелационен анализ между количествени показатели на белите кръвни 

клетки и моноцити, както и между самите повърхностно експресирани маркери. 

Констатира се положителна корелация между експресията на маркерите при CD16+ 

моноцити и WBC при ЗД2, които не се потвърждават сред контролната група. Силните 

корелации между тоталния моноцитен брой и експресираните TLR2 и TLR4 се губят при 

ЗД2 (Таблица 33).  
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Таблица 33. Корелационен анализ между количествени показатели на WBC и 

TLR2/TLR4 фенотип на моноцити в двете групи.  

 Тотални моноцити 
(%) 

Класически 
моноцити (%) 

CD16+ моноцити 
(%) 

 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 

ЗД2 

WBC (G/l) -0.041 0.277 -0.142 0.139 0.379* 0.434* 

Моноцити (G/l) 0.038 -0.141 0.127 -0.110 -0.118 -0.205 

Моноцити (%) -0.045 0.105 0.027 0.074 0.124 0.191 

Контроли 

WBC (G/l) 0.300 0.200 0.200 0.000 0.200 0.500 

Моноцити (G/l) 0.100 0.900* 0.500 0.100 0.900* -0.400 

Моноцити (%) 0.000 0.500 -0.200 0.100 0.500 -0.400 

*p< 0.05 

 

Корелационният анализ между самите TLR при ЗД2 показа ясна корелация между 

експресията на всеки от тях в различните моноцитни популации, което се наблюдва само в 

отделни елементи от анализа при контролите. За разлика от контролната група обаче, при 

ЗД2 не констатирахме корелация между експресията на двата вида рецептори (Таблици 34 

и  35). 
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Таблица 34. Корелационен анализ между експресията на TLR2 и TLR4 при ЗД2. 

 Тотални моноцити 
(%) 

Класически 
моноцити (%) 

CD16+ моноцити 
(%) 

 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 

Тотални (%) 

TLR2 - -0.153 0.860** -0.187 0.543** -0.023 

TLR4 -0.153 - -0.212 0.933** 0.165 0.663** 

Класически (%) 

TLR2 0.860** -0.212 - -0.190 0.361 -0.092 

TLR4 -0.187 0.933** -0.190 - 0.109 0.641** 

CD16+ (%) 

TLR2 0.543** 0.165 0.361 0.109 - 0.207 

TLR4 -0.023 0.663** -0.092 0.641** 0.207 - 

*P< 0.05; ** P< 0.01 level.  

 

Таблица 35. Корелационен анализ между експресията на TLR2 и TLR4 при 

контроли. 

 Тотални моноцити 
(%) 

Класически 
моноцити (%) 

CD16+ моноцити 
(%) 

 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 

Тотални (%) 

TLR2 - 0.000 0.300 0.100 0.000 0.600 

TLR4 0.000 - 0.700 0.900* 1.0** -0.600 

Класически (%) 

TLR2 0.300 0.700 - 0.900* 0.700 -0.100 

TLR4 0.100 0.900* 0.900* - 0.900* -0.500 

CD16+ (%) 

TLR2 0.000 1.0** 0.700 0.900* - -0.600 

TLR4 0.600 -0.600 -0.100 -0.500 -0.600 - 

*P< 0.05; ** P< 0.01 level.  
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Корелационният анализ между експресията на TLR2 и TLR4 с остaналите изследвани 

моноцитни маркери (CD36, CD163, CD64) при ЗД2 показа тенденция към отрицателна 

корелация между експресията на CD163 и тази на TLR2 и положителна такава между 

експресията на CD64 и TLR2 (Таблица 36). Не наблюдавахме тенденция за зависимост 

между анализираните маркери при контролната група (Таблица 37).   

 

Таблица 36. Корелационен анализ между повърхностно експресирани маркери 

при ЗД2. 

 Тотални моноцити 
(%) 

Класически 
моноцити (%) 

CD16+ моноцити 
(%) 

 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 

Класически (%) 

CD36 -0.012 0.022 -0.178 -0.078 -0.154 -0.055 

CD163 -0.477* 0.155 -0.379* 0.216 -0.342 0.023 

CD64 0.503* -0.020 0.438* -0.066 0.435* 0.130 

Интермедиерни (%) 

CD36 -0.229 -0.181 -0.379 -0.197 -0.346 -0.198 

CD163 -0.456* 0.177 -0.399* 0.226 -0.509** 0.068 

CD64 0.285 0.112 0.122 0.084 0.397* 0.267 

Некласически (%) 

CD36 -0.179 -0.321 -0.355 -0.318 -0.324 -0.335 

CD163 -0.374* 0.018 -0.378* -0.036 -0.400* 0.013 

CD64 0.209 -0.182 0.134 -0.262 0.337 0.090 

*P< 0.05; ** P< 0.01 level.  
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Таблица 37. Корелационен анализ между повърхностно експресирани маркери 

при контроли.  

 Тотални моноцити 
(%) 

Класически 
моноцити (%) 

CD16+ моноцити 
(%) 

 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 

Класически (%) 

CD36 -0.335 0.894* 0.671 0.894* 0.894* -0.783 

CD163 0.200 -0.200 -0.700 -0.500 -0.200 0.000 

CD64 0.112 0.447 0.894* 0.671 0.447 0.112 

Интермедиерни (%) 

CD36 -0.224 0.783 0.447 0.783 0.783 -0.894* 

CD163 0.800 0.200 0.300 0.100 0.200 0.600 

CD64 -0.900* 0.400 0.100 0.300 0.400 -0.700 

Некласически (%) 

CD36 0.462 0.564 0.154 0.410 0.564 -0.359 

CD163 0.600 -0.200 -0.400 -0.200 -0.200 -0.200 

CD64 0.400 0.600 0.100 0.300 0.600 -0.200 

*P< 0.05; ** P< 0.01 level.  

 

Корелационен анализ между повърхностната експресия на TLR2 и TLR4 и 

метаболитните и инфламаторни показатели показа положителна корелация на TLR4 с 

антропометричните показатели (ИТМ и обиколка на талията) и гликемичния контрол 

(HbA1c, ПГГ, ППГ). За TLR2 такива се констатираха за липидните показатели – общ 

холестерол и LDL холестерол. Само TLR2 обаче корелира положително с hs-CRP 

(Таблица 38).  
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Таблица 38. Корелационен анализ между повърхностната експресия на TLR и 

метаболитни  и инфламаторни показатели при ЗД2.  

 Тотални моноцити 
(%) 

Класически 
моноцити (%) 

CD16+ моноцити 
(%) 

 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 

ИТМ (kg/m2) 0.003 0.417* -0.096 0.272 0.328 0.369 

ОТ (cm) -0.143 0.486** -0.285 0.379* 0.279 0.390* 

ОХ (mmol/l) 0.206 0.166 0.134 0.220 0.410* 0.165 

HDL (mmol/l) 0.187 -0.086 0.152 -0.135 0.055 -0.238 

LDL (mmol/l) 0.270 0.147 0.197 0.224 0.440* 0.204 

ТГ (mmol/l) -0.138 0.184 -0.112 0.213 -0.020 0.277 

HbA1c (%) -0.226 0.249 -0.103 0.433* -0.315 0.029 

ПГГ (mmol/l) -0.302 0.372 -0.226 0.538** -0.028 0.285 

ППГ (mmol/l) -0.020 0.377* -0.051 0.526* 0.271 0.285 

Hs-CRP (mg/l) 0.121 0.234 0.094 0.207 0.431* 0.292 

IL-6 (pg/ml) 0.010 0.327 -0.127 0.181 0.294 0.270 

IL-18 (pg/ml) -0.303 0.168 -0.113 0.258 -0.305 -0.006 

TNFα (pg/ml) 0.039 -0.280 -0.033 -0.323 -0.135 -0.230 

СУЕ (mm/h) 0.372 0.188 0.315 0.213 0.365 0.139 

*p<0.05; p<0.01 

 



130 

 

4.5.2. Разтворими TLR2 и TLR4 

 Разтворимите фракции на TLR бяха анализирани при 47 души със ЗД2, 16 души с 

LADA и 25 контроли. Констатирахме значително по-ниско ниво на sTLR2 сред лицата със 

ЗД2 спрямо контролите, докато нивото на sTLR4 беше без сигнификантна разлика 

(Фигура 26А). Тази разлика е констатирана на фона на по-лош метаболитен профил при 

диабетиците спрямо контролните участници и анализът беше повторен и при сравними по 

ИТМ участници от двете групи (Таблица 39). При сравним ИТМ, но все още по-висока 

честота на метаболитния синдром, резултатите, касаещи sTLR2 и sTLR4, бяха потвърдени 

(Фигура 26В).  

Сравняването им сред лицата, при които беше изследвана и повърхностната експресия 

на рецепторите, отново показа по-ниско серумно ниво на разтворимата фракция на 

първия, въпреки по-високия процент TLR2+ моноцити при диабетици (Фигура 26С).  

При лицата с положителни GAD65А нивото на рецепторите остана без значителна 

разлика спрямо контролите (Фигура 26D). При тях то не се различаваше и спрямо лицата с 

отрицателни антитела – sTLR2 = 1.11±0.52 срещу 1.27±0.93 ng/m, p=0.819 съответно за 

ЗД2 и LADA и sTLR4=0.082±0.15 срещу 0.11±0.18 ng/ml, p=0.856.  
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Фигура 26. Сравнителен анализ на нивото на sTLR2 и sTLR4. 
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Таблица 39. Характеристики на пациентите, при които анализирахме sTLR. 

 ЗД2 
(n=47) 

ЗД2# 
(n=14) 

LADA 
 (n=16) 

Контроли 
(n=25) 

Възраст (г) 53.9±6.3 53.8±5.6 51.3±7.7 52.3±3.5 

Пол (ж/м) 25/22 8/6 5/11 13/12 

Акт. пушач (%) 40.4 42.9 31.3 56.0 

МС (%)  89.4** 64.3** 25.0 8.0 

ИТМ (kg/m2) 33.1±6.2** 25.1±2.5 25.4±4.2 23.7±3.5 

ОТ (cm) 106.0±14.7** 91.9±6.3 88.3±10.3 86.9±14.3 

САН (mmHg) 135.7±19.5** 130.0±21.8* 115.6±14.5 115.6±13.9 

ДАН (mmHg) 83.9±9.6** 79.3±9.2* 75.9±10.2 73.2±8.0 

HbA1c (%)  7.8±1.7 9.2±1.9 9.3±1.3 - 

ПГГ (mmol/l) 7.7±3.0** 8.8±3.8* 7.8±2.7** 5.2±0.5 

ППГ (mmol/l) 7.6±2.9 7.8±2.8 9.5±4.2 - 

ОХ (mmol/l) 5.0±1.1 5.1±1.2 5.3±1.6 5.0±0.8 

HDL(mmol/l) 1.2±0.4 1.4±1.3 1.7±0.5 1.3±0.4 

LDL (mmol/l) 2.9±1.0 2.9±1.3 2.6±1.7 3.1±0.8 

VLDL(mmol/l) 0.9±0.4 0.8±0.4 0.5±0.2 0.7±0.5 

ТГ (mmol/l)  2.0±0.9** 1.8±0.9 1.3±0.8 1.3±1.0 

СУЕ (mm/h) 11.4±6.1** 10.8±6.3** 7.6±6.2 4.5±2.7 

Hs-CRP (mg/l) 2.34±1.44** 1.33±1.41 1.10±1.02 0.70±0.89 

IL-6 (pg/ml) 13.2±2.7** 2.3±1.6** <1.5 <1.5 

TNFα (pg/ml)  12.6±15.3 13.5±15.8 11.9±14.8 12.5±7.3 

IL-18 (pg/ml) 561.0±251.3** - 337.1±148.6* 216.6±93.9 

#сравними по ИТМ с Контролите; * p<0.05 спрямо контролите; **p<0.01 спрямо 
контролите 
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Проведеният корелационен анализ между нивото на sTLR2 и sTLR4 и описаните 

метаболитни и инфламаторни параметри при пациентите със ЗД2 показа положителна 

корелация за VLDL-холестерола и триглицридите с нивото на sTLR2(Таблица 40).   

 

Таблица 40. Корелационни коефициенти за анализа между sTLR и метаболитни 

параметри.  

 sTLR2 (ng/ml) sTLR4 (ng/ml) 

 ЗД2 LADA ЗД2 LADA 

ИТМ (kg/m2) -0.062 0.390 0.073 0.061 

ОТ (cm) -0.011 0.292 0.185 -0.292 

ОХ (mmol/l) 0.233 -0.212 -0.176 0.111 

HDL(mmol/l) -0.173 -0.137 0.022 0.011 

LDL (mmol/l) 0.089 0.214 -0159 -0.045 

VLDL (mmol/l) 0.367* -0.053 -0.068 0.052 

ТГ (mmol/l) 0.349* -0.171 -0.055 0.032 

HbA1c (%) -0.019 0.065 -0.069 -0.219 

ПГГ (mmol/l) 0.078 0.232 -0.017 0.041 

ППГ (mmol/l) 0.226 0.175 -0.055 0.293 

*p<0.05 

 

Сравнителният анализ между нивото на двата рецептора в зависимост от наличието на 

метаболитен синдром не показа сигнификантна разлика, както в общата популация, така и 

в групата със ЗД2, където честотата му е най-висока (Фигури 27 и 28).   
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Фигура 27. Сравнителен анализ на нивото на sTLR2 и sTLR4 в зависимост от 

наличието на метаболитен синдром. 

 
Фигура 28. Сравнителен анализ на нивото на sTLR2 и sTLR4 в зависимост от 

наличието на метаболитен синдром в отделните групи. 
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Въпреки това, нивото на sTLR2 се покачва с нарастване броя на критериите за 

метаболитен синдром сред пациентите със ЗД2 и беше констатирана положителна 

корелация между двата показателя в тази група (Фигури 29 и 30). Такава зависимост при 

sTLR4 не се наблюдаваше нито при корелационния анализ (r = -0.188, p = 0.205), нито при 

сравнителния (p = 0.44) в зависимост от броя критерии за ЗД2.  

Участниците в групата с LADA тук бяха малко на брой, за да се разделят по този 

показател. 

 
Фигура 29. Корелационна зависимост между броя критерии за метаболитен 

синдром и нивото на sTLR2 при ЗД2. 

 
Фигура 30. Сравнителен анализ на нивото на sTLR2  при пациенти със ЗД2 в 

зависимост от броя критерии за метаболитен синдром. 
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Не установихме корелация и между серумното ниво на sTLR2 и sTLR4 и нивото на 

анализираните инфламаторни параметри, освен отрицателна корелация между sTLR4 и 

СУЕ при ЗД2 (Таблица 41).  

 

Таблица 41. Корелационни коефициенти за анализа между sTLR и инфламаторни 

параметри. 

 sTLR2 (ng/ml) sTLR4 (ng/ml) 

 ЗД2 LADA Контроли ЗД2 LADA Контроли 

СУЕ (mm/h) 0.148 0.156 -0.051 -0.346* 0.195 -0.367 

Hs-CRP (mg/l) 0.106 0.276 -0.146 -0.089 0.082 0.135 

IL-6 (pg/ml) -0.193 - -0.042 -0.110 - -0.113 

TNFα (pg/ml) 0.130 -0.527 -0.005 0.093 0.074 0.302 

IL-18 (pg/ml) -0.024 0.259 0.300 -0.078 -0.465 0.381 

 *p<0.05 

 

Не се наблюдаваха корелации между повърхностната експресия на рецепторите от 

периферни моноцити при лица със ЗД2 и нивото им в серума (Таблица 42).  

 

Таблица 42. Корелационни коефициенти за анализа между sTLR и 

повърхностната експресия на рецепторите при пациенти със ЗД2.  

Моноцити  sTLR2 (ng/ml) sTLR4 (ng/ml) 

  r   p r p 

Тотални TLR2 0.109 0.579 -0.257 0.186 

 TLR4 0.252 0.195 0.064 0.746 

Класически TLR2 0.132 0.502 -0.290 0.134 

 TLR4 0.361 0.059 0.068 0.731 

CD16+ TLR2 0.184 0.348 -0.228 0.244 

 TLR4 0.083 0.676 0.041 0.838 

 

Серумното ниво на разтворимите фракции на двата TLR беше сравнимо при 

диабетиците в случаите, в които се установяваше ДПНП спремо тези без това усложнение. 
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При ДРП обаче се наблюдаваше значително по-ниско ниво на sTLR4 сред лицата със ЗД2, 

които нямат това усложнение спрямо тези с ретинопатия (p = 0.021). Същото беше 

валидно и при анализа сред всички изследвани диабетици (p = 0.018). При sTLR2 

разликата не беше потвърдена. Резултатите са на фона на сравнима възраст, давност на ЗД 

и актуален гликемичен контрол сред пациентите (Таблица 43).  

Серумното ниво на двата рецептора не корелираше с eGFR при диабетиците изобщо 

(sTLR2: r = -0.035, p = 0.786; за sTLR4: r = -0.045, p = 0.729) и сред ЗД2 (за sTLR2: r = -

0.138, p = 0.356; за sTLR4: r = 0.049, p = 0.744).   

 

Таблица 43. Сравнителен анализ на концентрацията на sTLR2 и sTLR4 между 

пациентите със ЗД в зависимост от наличието на ДРП и ДПНП. 

 Всички диабетици ЗД2 

 Без ДРП (n=45) С ДРП (n=7) Без ДРП (n=29) С ДРП (n=7) 

sTLR2(ng/ml) 1.31±0.76 1.27±0.50 1.18±0.47  1.09±0.54 

sTLR4(ng/ml) 0.05±0.13 0.16±0.15* 0.04±0.01 0.09±0.15* 

Възраст (г) 53.5±7.1 50.9±4.5 54.8±6.7 50.9±4.5 
Давност на ЗД 
(г) 

4.2±3.2 3.6±3.7 5.0±3.2 3.6±3.7 

HbA1c (%) 8.3±1.7 8.0±1.7 7.7±1.6 8.0±1.7 
ПГГ (mmol/l) 7.6±3.1 6.7±1.8 7.8±3.2 6.6±1.8 
ППГ (mmol/l) 8.5±3.2 8.1±3.2 8.1±2.9 8.1±3.2 
 Без ДПНП 

(n=12) 
С ДПНП 

(n=49) 
Без ДПНП (n=7) С ДПНП (n=38) 

sTLR2(ng/ml) 1.09±0.43  1.17±0.70 1.18±0.47 1.09±0.54 
sTLR4(ng/ml) 0.05±0.11  0.10±0.17 0.04±0.12 0.09±0.15 
Възраст (г) 51.4±8.6 53.6±6.2 52.9±9.4 54.0±5.8 
Давност на ЗД 
(г) 

2.5±1.9 4.4±3.3 3.1±2.0 4.8±3.5 

HbA1c (%) 8.0±2.1 8.4±1.7 6.8±1.2 8.1±1.8 
ПГГ (mmol/l) 6.9±1.7 7.9±3.2 6.3±0.9 7.9±3.3 
ППГ (mmol/l) 7.2±2.4 8.5±3.5 7.1±2.4 8.0±3.0 
*p<0.05 

 

 В заключение, повърхностната експресията на TLR2 и TLR4 при периферни моноцити 

е повишена при ЗД2, както при класическите, така и при CD16+ моноцити и корелира с 
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показатели от метаболитния контрол. Само експресията на TLR2 корелира положително с 

hs-CRP. Установихме положителна корелационна зависимост между TLR2 и CD64, a 

отрицателна с CD163.  

Разтворимата фракция на TLR2 беше сигнификантно понижена при пациенти със ЗД2. 

Въпреки че корелираше положително с броя критерии за метаболитен синдром, не 

установихме корелационни зависимости с отделните метаболитни показатели. Не се 

наблюдава асоциация между sTLR2 и sTLR4 и изследваните цитокини и hs-CRP, нито с 

експресията на TLR2 и TLR4 от периферни моноцити. sTLR4 беше сигнификантно 

повишен при лицата с ДРП спрямо диабетиците без това усложнение.  
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4.6 Генотипиране  

  

4.6.1 Генотипиране на Asp299Gly и Thr299Ile 

Генотипирането по отношение на полиморфизмите на TLR4 беше проведено при 114 

души със ЗД, 29 участника с предиабет и 28 контроли. Честотата на хетерозиготния 

генотип за Asp299Gly в цялата изследвана популация беше 7.6%, а за Thr399Ile – 9.7%. 

Честотата за хомозиготен генотип за рецесивните алели на Asp299Gly беше 0%, а за 

Thr399Ilе – 0.6%. Генотипното честотно разпределение между групите е показано на 

фигура 31.  

 
 Фигура 31. Генотипно честотно разпределение на полиморфизмите на TLR4 
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То не се различаваше сигнификантно от очакваното според закона на Hardy-Weinberg в 

нито една от групите (ЗД2: p = 0.696 за Asp299Gly и p = 0.581 за Thr299Ile; предиабет: p = 

0.768 и p = 0.064; контроли: p = 0.845 и p = 0.838, съответно за всеки полиморфизъм).  

Не се установи сигнификантна разлика в честотата на генотиповете сред участниците 

със ЗД2 и контролите (p = 1.0 за Asp299Gly; p = 1.0 за Thr399Ile) или сравнявайки 

предиабет и контролите (p = 1.0 за Asp299Gly; p = 0.672 за Thr399Ile), както и ЗД2 и 

предиабет (p = 0.696 и p = 0.516 за съответния полиморфизъм) (Фигура 32). Сравнимо 

беше и алелното честотно разпределение на двата полиморфизма (Таблица 44).  

 

Таблица 44. Алелно честотно разпределение на полиморфизмите на TLR4. 

Полимор
физъм 

Алел ЗД2 
 n(%) 

Предиабет 
n(%) 

Контроли 
n(%) 

P* P† P‡ 

Asp299Gly A 218 (96.5) 55(94.8) 54 (96.4) 1.0 1.0 0.701 

G 8 (3.5) 3 (5.2) 2 (3.6) 

Общо 226 (100) 58 (100) 56 (100) 

Thr399Ile C 209 (95.0) 53 (91.4) 50 (96.2) 1.0 0.443 0.339 

T 11 (5.0) 5 (8.6) 2 (3.8) 

Общо 220 (100) 58 (100) 52 (100) 

p*-ЗД2 спрямо контроли, p†-предиабет спрямо контроли, p‡ -ЗД2 спрямо предиабет. 

 

Носителството на рецесивните алели на двата полиморфизма се наблюдаваше 

косегрегирано, както в останалите изследвани популации в Европа. Изолирано 

носителство на рецесивния алел на Thr399Ile беше констатирано при трима (2.7%) 

участници със ЗД2. За Asp299Ile не установихме такъв случай. Хомозиготно носителство 

беше установено за Thr399Ile, само при един случай на предиабет (Фигура 32).   

Носителството на двата рецесивни алела на полиморфизмите на гена TLR4 не беше 

асоцииано с разлика в контрола на артериалното налягане, антропометрични (ИТМ и 

обиколка на талията), показатели заа оценка на гликемичния и липиден контрол при 

участниците със ЗД2 с изключение на по-ниска стойност на общия холестерол (Таблица 

45). При групите с предиабет и контролни участници такова сравнение не беше възможно 

поради малкия брой лица с рецесивен алел.  
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Таблица 45. Сравнителен анализ на клинични и метаболитни показатели при 

пациентите със ЗД2 в зависимост от присъстието на полиморфизми в TLR4. 

 Asp299Gly Thr399Ile 

 AA(n=105) AG(n=8) CC(n=99) CT(n=11) 

Възраст (г) 53.1±7.4 54.3±7.1 53.1±7.4 55.6±6.8 

Пол (ж/м) 63/42 2/6 56/43 5/6 

Давност на ЗД (г) 4.4±2.9 3.1±3.0 4.4±2.9 3.1±2.7 

МС (%) 81.0 50.0 81.6 63.6 

ИТМ (kg/m2) 32.6±7.0 30.3±7.5 32.9±6.8 30.0±6.6 

ОТ (cm) 103.2±15.4 99.4±16.9 103.8±14.9 99.0±15.6 

САН (mmHg) 133.6±20.3 132.5±20.5 134.1±19.7 130.0±17.9 

ДАН (mmHg) 83.0±10.3 80.0±5.4 83.3±10.0 79.1±5.4 

HbA1c (%) 8.0±1.9 9.0±1.3 8.0±1.9 8.9±1.7 

ПГГ (mmol/l) 8.1±3.0 7.6±3.1 8.1±3.0 8.4±3.6 

ППГ (mmol/l) 8.0±3.2 9.8±5.2 8.0±3.3 9.3±4.3 

OХ (mmol/l) 5.3±1.2 4.7±1.0 5.4±1.1* 4.7±0.8 

HDL (mmol/l) 1.3±0.4 1.3±0.4 1.3±0.4 1.2±0.4 

LDL (mmol/l) 3.0±1.0 2.8±1.2 3.1±1.0 2.7±1.0 

ТГ (mmol/l) 1.9±1.0 1.4±0.7 1.1±1.0 1.6±0.8 

*p<0.05 

 

Присъствието на рецесивен алел се свързваше с по-ниска честота на метаболитния 

синдром в общата изследвана популация, въпреки че разликата в генотипното честотно 

разпределение за полиморфизмите Asp299Gly и Thr399Ile не беше сигнификантна (Фигура 

32). Такава не се установи и изолирано при пациентите със ЗД2. Броят пациенти с 

хетерозиготен генотип с предиабетно състояние беше много нисък за достоверност на 

статистически анализ.  
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Фигура 32. Генотипно честотно разпределение в зависимост от наличието на 

метаболитен синдром в А) общата изследвана популация, B) пациентите със ЗД2. 

 

Двата полиморфизма не се свързват с разлика в анализираните цитокини, СУЕ и hs-

CRP, както и нивото на разтворимата фракция на sTLR2 и sTLR4 (Таблица 46). Сред 

лицата, при които е проведена флоуцитометрия, само при двама души се установи 

хетерозиготен генотип за анализираните полиморфизми на TLR4, което беше 

недостатъчно за провеждане на статистически анализ.   
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Таблица 46. Сравнителен анализ на инфламаторни показатели при пациенти със 

ЗД2 в зависимост от присъствието на полиморфизми в TLR4. 

 Asp299Gly Thr399Ile 

 AA(n=105) AG(n=8) CC(n=99) CT(n=11) 

СУЕ (mm/h) 9.9±6.4 9.1±5.0 9.8±6.2 9.4±5.2 

Hs-CRP (mg/l) 2.43±1.64 1.44±1.46 2.44±1.61 1.79±1.67 

IL-6 (pg/ml) 3.9±5.1 3.8±2.6 4.1±5.2 3.3±2.4 

IL-18 (pg/ml) 348.4±424.3 424.3±143.2 347.7±168.9 386.5±133.9 

TNFα (pg/ml) 14.4±17.6 7.8±5.7 14.3±17.3 7.8±5.7 

sTLR2 (ng/ml) 1.06±0.51 0.85±1.68 1.02±0.47 0.93±0.25 

sTLR4(ng/ml) 0.09±0.17 0.05±0.12 0.08±0.17 0.09±0.15 

 

При сравнима възраст, давност на диабета, сходен метаболитен контрол и контрол над 

артериалното налягане оценихме честотното разпределение на генотиповете по 

отношение наличието на ДПНП и ДРП (Таблица 47).  

Сравнителният анализ показа значително по-висока честота на ДРП при носителството 

на рецесивния алел на Asp299Gly при диабетици. За ДПНП не се установи разлика. При 

сравнение на eGFR като показател за оценка на бъбречната функция не констатирахме 

разлика в нивото ѝ при двата полиморфизма (Таблица 47).  

 

Таблица 47. Полиморфизми на TLR4 и хронични усложнения на ЗД2. 

Усложнения от ЗД2 Генотип,  n (%) 
 Asp299Gly Thr399Ile 
 AA AG CC CT 

ДРП     
ДА 7 (9.0) 3 (42.9) 7 (9.7) 3 (30.0) 
НЕ 71 (91.0) 4 (57.1) 65 (90.3) 7 (70.0) 

P  0.033 0.100 
ДПНП     

ДА 80 (82.5) 7 (87.5) 77 (84.6) 9 (81.8) 
НЕ  17 (17.5) 1 (12.5) 14 (15.4) 2 (18.2) 

P 1.0 0.682 
eGFR(ml/min/1.73m2) 96.5±26.3, 

n=105 
106.1±21.6, 
n=8 

100.0±25.8, 
n=99 

99.8±22.3 
n=11 

P 0.172 0.498 
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В заключение, не се установи асоциация между полиморфизмите Asp299Gly и 

Thr399Ile и ЗД2 или предиабет, но хетерозиготният генотип при първия е с по-висока 

честота при ДРП. Двата полиморфизма не са свързани с разлика в метаболитния контрол и 

нивото на изследваните цитокини, hs-CRP и sTLR2 и sTLR4.   

 

4.6.2 Генотипиране на Pro12Ala 

Генотипното разпределение за Pro12Ala полиморфизъм на PPARG  е показано на 

фигура 34. Резултатите са сравними с очакваното според закона на Харди-Вайнберг – ЗД2 

– p = 0.305, предиабет – p = 0.262 и контроли – p = 0.678). 

Честотата на хетерозиготния генотип (CG) за полиморфизма Pro12Ala в цялата 

изследвана популация беше 19.9%.  

Генотипирането не показа статистически значима разлика в честотата на генотиповете 

между ЗД2 и контроли (p = 1.0) или между предиабет и контроли (p = 0.089). Установи се 

обаче по-висока честота на хетерозиготния генотип при предиабет спрямо случаите със 

ЗД2 (p = 0.045). Сред лицата с предиабет честотата на генотип CG между случаите на НГГ 

и НВТ не се различаваше значително (съответно 35.7% срещу 33.3%, p = 1.0). В нито една 

от групите не се установи хомозиготен за рецесивния алел генотип (GG) (Фигура 33).  

 

 
Фигура 32. Генотипно честотно разпределение на полиморфизма Pro12Ala. 

 

По отношение на алелното честотно разпределение нямаше статистически значима 

разлика (Таблица 48).  
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Таблица 48. Алелно честотно разпределение на полиморфизма Pro12Ala. 

  ЗД2, n(%) Предиабет, n(%) Контроли, n(%) P* P** P*** 

Алел C 208 (91.2) 48 (82.8) 50 (92.6) 1.0 0.116 0.060 

G 20 (8.8) 10 (17.2) 4 (7.4) 

общо 228 (100) 58 (100) 54 (100) 

p* - ЗД2 и контроли, p** предиабет и контроли, p*** - ЗД2 и предиабет 

 

Сравнителният анализ при лицата със ЗД2 и предиабет не показа разлика в контрола на 

артериалното налягане, ИТМ и обиколката на талията, гликемичния контрол и липидния 

профил,  с изключение на общия холестерол, който е по-висок при хомозиготен генотип 

(Таблица 49).  

 

Таблица 49. Показатели при участниците със ЗД2 и предиабет в зависимост от 

присъствието на полиморфизма Pro12Ala.  

 ЗД2  Предиабет 

 CC (n=94) CG(n=20) CC(n=19) CG(n=10) 

Възраст (г) 53.0±7.1 54.0±8.5 50.1±9.2 52.5±8.1 

Пол (ж/м) 51/43 14/6 16/3 9/1 

Давност на ЗД (г) 4.5±3.0 3.4±2.4 - - 

МС (%) 79.8 75.0 63.2 80.0 

ИТМ (kg/m2) 32.8±7.3 30.7±5.0 53.5±7.9 34.8±5.2 

ОТ (cm) 104.0±15.9 98.3±12.0 103.6±14.9 101.8±12.7 

САН (mmHg) 135.1±20.9 126.8±14.7 134.5±22.3 135.0±17.2 

ДАН (mmHg) 83.4±10.6 80.3±6.2 82.1±9.8 89.0±8.8 

HbA1c (%) 8.2±1.9 7.9±1.8 - - 

ПГГ (mmol/l) 8.33±3.0 6.9±2.5 5.4±0.7 5.6±0.9 

ППГ (mmol/l) 8.2±3.4 7.8±3.4 7.6±1.7 7.7±1.8 

ОХ (mmol/l) 5.4±1.2* 4.7±1.0 5.4±1.6 5.4±1.4 
HDL (mmol/l) 1.3±0.4 1.4±0.3 3.1±0.9 1.3±0.3 

LDL (mmol/l) 3.1±1.0 2.6±1.2 1.2±0.5 1.3±0.3 

ТГ (mmol/l) 1.9±1.0 1.5±0.8 1.9±0.9 1.4±0.6 

*p<0.05 
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Полиморфизмът не се асоциира и с честотата на метаболитния синдром в общата 

изследвана популация и отделно групите с предиабет и ЗД2 (Фигура 34).  

 
Фигура 33. Честота на метаболитния синдром в зависимост от генотипа за 

Pro12Ala полиморфизъм в A) общата изследвана популация; B) предиабет; C)ЗД2. 

 

Инфламаторните показатели също не се различаваха статистически в зависимост от 

генотипа (Таблица 50).  

 

Таблица 50. Инфламаторни параметри при участниците със ЗД2 и предиабет в 

зависимост от присъствието на полиморфизма Pro12Ala.  

 ЗД2  Предиабет 

 CC(n=94) CG(n=20) CC(n=19) CG(n=10) 

СУЕ (mm/h) 9.5±6.1 11.4±6.7 9.9±6.2 9.5±7.9 

Hs-CRP (mg/l) 2.45±1.71 1.92±1.23 2.14±1.75 1.99±1.36 

IL-6 (pg/ml) 4.1±5.2 3.0±3.4 2.3±1.6 1.5±0.0 

IL-18 (pg/ml) 343.0±157.1 399.8±199.2 428.1±242.7 372.0±273.7 

TNFα (pg/ml) 12.9±16.4 14.6±16.4 17.0±11.3 17.7±6.1 

sTLR2 (ng/ml) 1.10±0.50 0.82±0.27 - - 

sTLR4 (ng/ml) 0.06±0.12 0.15±0.27 - - 

 

Сравнението на честотата на хроничните усложнения ДРП и ДПНП при ЗД2 в 

зависимост от генотипа, касаещ полиморфизма Pro12Ala не констатира значителна 

разлика. Бъбречната функция, оценена чрез eGFR също не се различаваще при сравнима 

възраст, давност на диабета, контрол над гликемията и артериалното налягане (таблица 

51).  
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Таблица 51. Полиморфизмът Pro12Ala и хронични усложнения на ЗД2. 

Усложнения от ЗД2 Pro12Ala генотип  
 CC CG p 

ДРП, n(%)   0.172 

ДА 7 (9.6) 3 (23.1)  

НЕ 66 (90.4) 10 (76.9)  

ДПНП, n(%)   0.731 

ДА 73 (82.0) 15 (88.2)  

НЕ 16 (18.0) 2 (11.8)  

eGFR (ml/min/1.73m2) 96.4±25.9 99.7±21.1 0.245 

 

В заключение, установихме по-ниска честота на хетерозиготния генотип на 

полиморфизма Pro12Ala при лица с предиабет спрямо участниците със ЗД2. Генотипът не 

се асоциира с разлика в честотата на метаболитния синдром и хроничните усложнения от 

ЗД2. Полиморфизмът не беше свързан и с разлика в метаболитните показатели на 

пациентите с изключение на по-нисък общ холестерол при хетерозиготен генотип.  
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5. Обсъждане 

Пандемичните размери на заболеваемостта от ЗД2, неговата социална значимост и 

невъзможността за пълна профилактика на хроничните му усложнения задълбочават 

интереса към патогенезата  на заболяването в търсене на нови подходи в прогностичен и 

терапевтичен план. Интересът към имунната система в диабетологията нарастна едва през 

последните две десетилетия, но се натрупаха много доказателства, че хроничното ниско-

степенно възпаление участва в инсулиновата резистентност и бета-клетъчна дисфункция.  

С настоящата работа си поставихме за цел да оценим мястото на това възпаление от 

няколко аспекта – чрез повърхностна моноцитна експресия, чрез серумни нива на 

разтворими рецептори, CRP и цитокини и чрез влиянието на полиморфизми в гени, 

кодиращи белтъци с ключово участие в контрола над имунния отговор.  

Сравнителният анализ на показателите сред включените участници в първоначалното 

разпределение в групите ЗД2, предиабет, LADA и контроли, подкрепя наличието на 

ниско-степенно, субклинично хронично възпаление при първите две от тях. По-високите 

стойности на IL-6 и hs-CRP при участниците със ЗД2 и предиабет съответстват на по-

висока честота на затлъстяване и метаболитен синдром спрямо тези при лицата, включени 

като LADA и контроли.  

Тази разлика потвърдихме и в рамките на групата със ЗД2, която се оказа, че е 

нехомогенна по отношение на анализираните диабет-асоциирани антитела. Отново 

пациентите с класически ЗД2 имаха по-високи стойности на IL-6 и hs-CRP спрямо лицата, 

при които за първи път установихме положителни антитела, макар и разликата между 

двата показателя да не беше статистически значима, както наблюдавахме при сравнението 

им между ЗД2 и LADA.  

 

5.1 Диабет-асоциирани антитела и латентен автоимунен диабет при възрастни 

Съобщенията за честота на LADA между 4 и 14% сред диагностицираните със ЗД2 

[340] и значителните разлики в метаболитно и имунологично естество между тях [233, 

467] наложиха изследването на диабет-асоциираните антитела сред анализираните 

пациенти с оглед характеризирането на показатели за оценка на хроничното възпаление. 
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При прегледа на литературата не намерихме данни за този проблем за българската 

популация.  

Настоящото проучване показа честота на положителни диабет-асоциирани антитела 

при ЗД2 от 10.16%, което е в рамките на резултатите от други проучвания в Европа [340] и 

3.8% при предиабет, което е по-малко от публикуваните при други анализи в българската 

популация (18-22%), но и на фона на по-млада средна възраст и по-ниски стойности на 

средния ИТМ [592]. Резултатът при предиабет обаче беше по-близо до тези от други 

европейски проучвания при възраст на пациентите между 50 и 70 г (0.9-5.3%) [517]. 

GAD65A беше водещо по честота позитивно антитяло, следвано от IA-2A. Изследването 

на двете, но не и на ZnT8A допринесе за установяването на нови случаи на ЗД с позитивни 

диабет-асоциирани антитела.  

Над 40% от участниците, които бяха включени в групата с LADA бяха позитивни за 

поне две антитела, докато сред лицата със ЗД2 нямаше такива случаи.  Също така, нивото 

на GAD65A беше значително по-високo при LADA отколкото при изследваните, 

диагностицирани като ЗД2. Въпреки тези сигнификантни разлики участниците от тези две 

групи не могат да бъдат поставени в различни категории, каквито някои автори предлагат, 

изтъквайки хетерогенността на LADA – LADA тип 1, доближаващ се повече до ЗД1, и 

LADA тип 2 с фенотипа на ЗД2 [372]. Подобно разграничаване между включените 

пациенти би обяснило защо близо 10% от лицата със ЗД2 са останали недостатъчно добре 

диагностицирани, докато ходът на заболяването и метаболитният профил при пациентите 

с LADA са наложили изследване на антителата амбулаторно. Метаболитните показатели 

при пациентите с новооткрити положителни антитела обаче съществено се различават от 

тези на диабетиците с отрицателни и много се доближават до тези на пациентите с LADA. 

Очевидно фенотипът не е достатъчна индикация за изследването на диабет-

асоциирани антитела в клиничната практика. Фактът, че все още сред пациенти със 

ЗД2 се откриват случаи на LADA, говори, че макар и последният да е обект на множество 

епидемиологични, имунологични и клинични проучвания, заболяването все още остава 

недиагностицирано. 

Разсъждавайки върху въпроса за хетерогенността на LADA, не можем да кажем, че и 

броят и титърът на антителата могат да разграничат два повдида от заболяването [372].  
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Въпреки, че метаболитният профил на участниците с едно антитяло и ниска концентрация 

беше по-неблагоприятен, сигнификантни разлики спрямо участниците с повече на брой 

позитивни антитела с висока концентрация бяха констатирани само в отделни показатели. 

Тези пациенти са по-близки в метаболитно отношение помежду си отколкото пациентите 

с едно антитяло и ниски GAD65A спрямо лицата с отрицателни антитела.  

Проблем в диагностиката на LADA са случаите, в които нивото на антителата е близо 

до праговата стойност, посочена от търговския кит. Специфичността на използваните тук 

тестове е над 98%, но все още допуска наличие на фалшиво положителни стойности сред 

изследваните пациенти. В действителност, титърът на антителата може да варира и 

особено при гранични стойности или фалшиво положителен резултат може да влезе в 

рамките на референтната област при пореден анализ [340]. Настоящото проучване обаче 

има срезов характер и отразява актуалното ниво на антителата, въз основа на което се 

провежда и сравнителният анализ. Според него пациентите, чийто метаболитен фенотип 

не е бил достатъчна индикация за изследване на антителата, е по-вероятно да имат едно 

позитивно антитяло и то в по-нисък титър отколкото при лица с клинична картина, 

доближаваща се до тази на класическия автоимунен ЗД. Проследяването на тези пациенти 

би потвърдило позитивния статус на антителата.  

Поддържането на оптимален гликемичен контрол е един от най-важните аспекти в 

лечението на ЗД [25]. Осъществяването му в присъствието на антитела обикновено 

изисква по-големи усилия [28, 123, 414] и това се свързва с по-малката бета-клетъчна маса 

при тези пациенти, отколкото при лица с негативни антитела [94]. На този етап все още не 

ясно кое е най-доброто лечение за съхраняване на бета-клетъчната функция при 

пациентите с LADA и дали включването на инсулин въпреки отличния гликемичен 

контрол на фона на перорална терапия би отложило загубата на бета-клетките [91, 609]. За 

съжаление понякога дори инсулинолечението не позволява постигането на по-добър 

гликемичен контрол спрямо диабетици, които са с отрицателни антитела и имат съхранена 

ендогенна инсулинова секреция. Това беше наблюдавано и в настоящите изследвания, 

въпреки провежданото инсулинолечение.  По-съществен клиничен проблем обаче е 

отлагането на инсулина при пациенти, диагностицирани със ЗД2 при незадоволителните 

стойности на плазмената глюкоза и HbA1c. Причините за това могат да бъдат теглото, 

рискът от хипогликемия, нежеланието на пациента да провежда такова лечение. 
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Изследването на антитела може да осигури своевременно преориентиране в 

провежданата антидиабетна терапия и предотвратяване на остри хипергликемични 

усложнения и профилактика на късния дегенеративен синдром.  

През последните десетилетия се обърна изключително внимание на неспецифичния 

имунен отговор и възпалителните промени, съпътстващи отклоненията в контрола на 

теглото и плазмената глюкоза [709]. По-високото ниво на hs-CRP и IL-6, което беше 

описано в рамките на настоящия дисертационен труд при лицата със ЗД2 и предиабет 

спрямо пацинтите с LADA и контролните участници, е в съответствие с литературните 

данни за субклинично възпаление при първите две състояния, при които и честотата на 

затлъстяване и метаболитен синдром е по-висока. Тези резултати се допълниха и от 

сигнификантни корелации между двата показателя и антропометричните параметри, както 

и контрола на артериалното налягане, въпреки че не се установи зависимост с 

гликемичния и липиден контрол. Нивото на hs-CRP беше водещо в анализирането на 

асоциация с метаболитния профил на участниците, тъй като именно за него се наблюдава 

значителна разлика в зависимост от наличието на метаболитен синдром и корелираше с 

броя на критериите за диагностицирането му. Като изключим ПГГ, която е положителен 

критерий поради естеството на включените пациенти, обиколката на талията и 

артериалното налягане бяха водещи критерии за метаболитен синдром и именно при тях 

се проследиха основните положителни корелации с hs-CRP, следван и от IL-6. Направи 

впечатление, че такива се установиха дори и в контролната група, за разлика от LADA. 

Причина за това може да бъде малко по-високата честота на метаболитния синдром при 

контролите, макар и без статистическа значимост.  

 

5.2  IL-18 в допълнение към IL-6 и hs-CRP в оценката на хроничното-субклинично 

възпаление при метаболитен синдром, ЗД2 и предиабет 

Докато мястото на hs-CRP и IL-6 е добре познато в рамките на затлъстяването и 

свързаните с него метаболитни усложнения [638, 640] и има предиктивна стойност в 

определянето на риска от ЗД2 [193, 560], то интересът към IL-18 едва сега нараства. Не 

установихме анализ на нивото на цитокина при ЗД2 в българската популация до 

момента, а за LADA изследването се провежда за първи път в световен мащаб.   
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В рамките на настоящата работа IL-18 корелираше положително с ИТМ и всички 

показатели, използвани за оценка наличието на метаболитен синдром, с броя на 

критериите за неговото диагностициране в общата популация, както и с нивото на IL-6 и 

hs-CRP като параметри за оценка на възпалителното състояние. Резултатите за последните 

се запазиха в групата със ЗД2, което важеше обаче само за отделни метаболитни 

показатели. За първи път беше анализирано серумното му ниво сред лица с LADA и 

сравнено с това на пациенти със ЗД2. Липсата на статистически значима разлика между 

нивото на цитокина при двете състояния може да е свързана със стимулиращия ефект на 

самата хипергликемия [301]. Наблюденията, че групата с предиабет имаше ниво на IL-18, 

което не се различаваше статистически спрямо това при участниците със ЗД, показва, че 

хипергликемията не е водеща в стимулацията на секрецията на цитокина. Предвид 

представените резултати може да се заключи, че влиянието на теглото и метаболитния 

синдром има по-съществен принос за повишението на IL-18. Доказателства в тази 

насока бихме получили при проспективно проучване с проследяване ефекта на 

показателите върху нивото на интерлевкина в динамика или при сравнението му сред 

пациенти със ЗД2 и предиабет с нормален ИТМ, което сред включените тук лица не беше 

осъществимо.  

Причините за повишението на IL-18 при двете диабетни групи явно е различна. IL-18 е 

цитокин, който участва активно в патогенезата на много автоимунни заболявания – 

миастения гравис, синдром на Сьогрен, ревматоиден артрит, системен лупус еритематодес 

[6, 67], тиреоидит на Хашимото [3]. Повишение в нивото на цитокина е наблюдавано и в 

рамките на ЗД1 – както в циркулацията, така и чрез по-силна локална експресия в 

лангерхансовите острови [227, 301], което демонстрира ролята му в автоимунния отговор 

към инсулин-продуциращите клетки. Имайки предвид, че LADA се разглежда като 

част от клиничния спектър на ЗД1 [495, 510], тогава не е изненадващо, че нивото на 

IL-18 беше повишено и сред участниците с тази група спрямо контролите. 

Все пак, LADA се отличава от класическия ЗД1 [232], макар и да са много сходни в 

метаболитен аспект [233]. Въпреки, че при ЗД1 са описвани корелации между серумната 

концентрация на IL-18 и HDL-холестерола, ППГ и HbA1c [23], такива не се потвърдиха 

при LADA. Липсата на корелации с антропометричните, гликемични и липидни 

показатели при LADA може да се дължи на значително по-ниската честота на 
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метаболитния синдром спрямо тази при ЗД2, но може и да говори в полза на това, че 

нивото на IL-18 при автоимунен ЗД не е свързано с теглото и метаболитния риск, а е 

по-скоро отражение на автоимунен отговор.  Имайки предвид хетерогенността на 

пациентите [232], които могат да отговарят на посочените от Brooks-Worrell и сътр. 

критерии за LADA [75], сравнението на нивото на цитокина и връзката му с другите 

анализирани тук параметри сред по-голяма популация би могло да ориентира по-

задълбочено дали повишението на IL-18 няма различен произход при лица, които се 

доближават клинично повече до ЗД1 или до ЗД2. Допълнителна индикация за 

необходимостта от такова изследване са резултатите за намаляващо ниво на IL-18 с 

увеличаване броя критерии за метаболитен синдром – явление, което е обратно на 

наблюденията за ЗД2 и което задълбочава интереса за произхода на повишената 

интерлевкинова секреция при двете състояния.   

 

5.3 Повърхностна моноцитна експресия при ЗД2 

В подкрепа на инфламаторното състояние при ЗД2 е и повишението на процента 

некласически моноцити при него, считани за важна част от възпалителния процес 

[564]. Увеличението им е описано при редица инфламаторни състояния [690], както и при 

затлъстяване и атеросклероза [507]. Тези резултати се наблюдаваха на фона на по-висок 

брой левкоцити при ЗД2, но въпреки това сравним абсолютен брой и процент на 

моноцитите спрямо тези при контролите. Липсата на статистически значима разлика в 

нивото на анализираните цитокини сред участниците, при които беше проведена 

флоуцитометрия, вероятно се дължи на малкия брой изследвани пациенти. Беше показано, 

че нивото на IL6, IL-18, hs-CRP при лицата със ЗД2 е значително по-високо отколкото при 

контролите. Друг лимитиращ фактор в настоящия анализ, освен малкия брой пациенти, е 

сравнението между лица, които сигнификантно се различават по ИТМ, а затлъстяването 

само по себе си се асоциира с по-високи некласически моноцити [507]. Увеличение на 

CD16+ моноцити е описвано и преди при диабетици със затлъстяване [475]. Редуцирането 

на теглото и физическата работа са свързани с намаляване на некласическия подтип, 

повдигайки въпроса за мястото му в инсулиновата резистентност [475,  605].  
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Смята се, че всеки подтип моноцити представлява етап от матурацията на клетките [34, 

674] и експресията на CD16 при класическия може да бъде инициирана в условията на 

възпаление [564]. Мястото на класическите моноцити при хроничното възпалително 

състояние, наблюдавано при ЗД2, не е добре изучено. Понижението им, което 

наблюдаваме сред диабетиците, е основание за допълнителен анализ и изясняване дали 

промяната в повърхностно експресираните молекули на клетките или преразпределение 

на моноцитите от циркулацията могат да обяснят тези резултати.  

Въпреки, че междинният подтип не се различаваше количествено при ЗД2 спрямо 

контролната група, тук бяха констатирани фенотипни разлики относно експресията 

на CD163 и CD36.  

И други проучвания са свързвали затлъстяването и ЗД2 с повишена експресия на 

CD163 [559], и макар тя да не е най-висока за междинния подтип моноцити, именно при 

него беше констатирана чувствителна разлика. Повърхностната експресия на CD163 

допълва мястото на разтворимата му фракция като предиктор за развитие на ЗД2 

[413], въпреки че не корелираше нито с метаболитните показатели, нито с IL-6 и hs-CRP, 

които също имат такава стойност [193, 560]. CD163 има комплексно участие в имунния 

отговор, но има много доказателства за неговите анти-инфламаторни качества – 

стимулация секрецията на анти-инфламаторни цитокини, опосредстване разграждането на 

хема до анти-инфламаторни метаболити, повишаване на повърхностната експресия на 

CD163 върху тъканни макрофаги във фаза на резолюция на възпалителен процес и др 

[325, 411, 687]. Възможно е повишената му експресия върху моноцити при ЗД2 да е част 

от анти-инфламаторния отговор към ниско-степенното възпаление при това състояние, 

тъй като е наблюдавано, че тя се асоциира с по-ниска честота на хроничните диабетни 

усложнения [407].  

Въпреки, че CD36 също е свързван с повишена повърхностна експресия [579] и с 

увеличена разтворима фракция при ЗД2 [225], настоящият анализ не установи 

статистическа разлика в процента на CD36+ моноцити нито в класическия (съставляващ 

на 90% от тоталния брой), нито в некласическия подтип, дори при междинните моноцити 

тя беше понижена за ЗД2. При прегледа на литературата не се установи анализ на нивото 

на CD36-експресиращите моноцити от всеки подтип при това заболяване. Възможно е 

понижението, което беше констатирано, да се крие зад публикуваните резултати за 
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по-висока експресия в тоталния брой моноцити [520, 579,  712], тъй като междинния 

подтип представлява малък процент от тях [718]. Предвид ролята на CD36 в 

патогенезата на атеросклерозата като скавенджър рецептор за окислени липиди [455] и 

натрупването на данни за участието на междинните моноцити във възпалението при 

съдови инциденти [564], настоящите резултати посочват необходимостта от още 

проучвания в областта. Понижението може да се свърже с преразпределение към 

тъканите, потискане на експресията от анти-инфламаторни стимули, но за доказването им 

са необходими изследвания в по-голям мащаб.   

За разлика от CD36 и CD163, експресията на CD64 не се различаваше значително при 

ЗД2 спрямо контролите. Литературният преглед показа, че въпросът на практика не е 

анализиран и този резултат е допълнение към данните за фенотипните особености на 

отделните видове моноцити в рамките на ЗД2.  

Корелационният анализ между процента на експресиращи всеки от маркерите 

моноцити и количествените особености на левкоцитите, общите и отделните подтипове 

моноцити установи отделни зависимости, някои от които се потвърдиха и при контролите, 

но не е ясно дали това би имало клинично значение. Не се намери тенденция за 

корелиращи фенотипни и количествени особености. Наблюдавана обаче беше такава за 

корелация между повърхностната експресия от отделните подтипове за всеки анализиран 

маркер (CD36, CD163, CD64) при диабетиците, но не и при контролите. Може да се 

спекулира, че дори статистическият анализ да не констатира сигнификантни 

разлики между двете групи по отношение на тези рецептори, експресията им при ЗД2 

се повлиява съгласувано сред всички подтипове моноцити, макар и промените да са 

дискретни.  

Експресията на отделните маркери не показа зависимост между тях – нито при 

диабетиците, нито при контролите, и явно темповете в динамиката ѝ за всеки рецептор е 

различна, а според настоящите резултати и независима от метаболитния контрол. Тя не е 

свързана и с hs-CRP и изследваните цитокини и не можем да кажем, че променената 

експресия при ЗД2 спрямо контролите е съизмерима с тежестта на хроничното 

възпалително състояние при това заболяване. Тези наблюдения обаче възникват и на фона 

на несигнификантна разлика в hs-CPR и IL-6 в извадката, в която се проведе 
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флоуцитометрия. Още по-интересен би бил този резултат за инфилтриращите мастната 

тъкан макрофаги. Далеч от чисто теоретичния принос на такава информация обаче, за нас 

по-полезна би била прогностичната роля на експресията именно от периферни моноцити, 

чието изолиране би било по-достъпно в клиничната практика.  

За разлика от експресията на CD36, CD163 и CD64, тази на TLR2 и TLR4 беше 

убедително по-висока при лицата със ЗД2 – както сред тоталните, така и сред 

класическите и CD16+ моноцити. Тези резултати, както и наблюденията за положителна 

корелация с показатели за оценка на теглото, гликемичния и липиден контрол, подкрепят 

други проучвания в тази насока [117] и ги допълват с чрез представените данни, касаещи 

не само CD14+ моноцити, но и CD16+ популация от тях. Както и при предходните 

анализирани маркери, и тук експресията на двата рецептора корелира между тоталните, 

класически и CD16+ моноцити при ЗД2 – явление, което отновно е по-слабо представено 

при контролите. Промяната в експресията на двата рецептора при ЗД2 вероятно се 

осъществява с различни темпове, тъй като силната корелация между процента TLR2+ и 

TLR4+ моноцити при контролните участници напълно липсва сред диабетиците.  

Въпреки, че описахме повишение на CD163+ моноцити в единия подтип, 

корелационният анализ демонстрира ясна тенденция към отрицателна зависимост между 

този маркер и експресията на TLR2. Това противоречи на наблюденията, че активирането 

на TLR стимулира отцепването на хаптоглобин-хемоглобиновия рецептор от мембранно-

свързаната молекула, което от своя страна индуцира по-висока повърхностна експресия 

върху моноцитите [651].  Последното обаче не се потвърждава при инфилтриращи 

мастната тъкан макрофаги [187]. Това ясно демонстрира, че наблюдаваната от нас 

отрицателна корелационна зависимост не противоречи на описаната роля на sCD163 като 

маркер за хроничното възпалително състояние при ЗД2 [413]. Тя е в синхрон със 

съобщения за липса на повишена експресия на CD163 в тоталния моноцитен брой, но 

повишено отцепване на мембранно-свързания рецептор при това заболяване [354].  

В сравнение, за CD64+ клетки, които не се различаваха количествено в двете групи, 

корелацията с TLR2 е положителна при ЗД2. Експресията на CD64 от периферни 

моноцити и неутрофили се асоциира със системното възпаление [360, 22], но досега не е 

свързвана директно с тази на TLR. Предвид централната роля на последните в 

инфламаторния отговор, такава положителна корелационна зависимост посочва, че CD64 
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също участва в хроничното възпалително състояние при ЗД2.  Става ясно, че промените в 

експресията на изследваните молекули не трябва да се разглеждат изолирано, така както е 

и комплексно участието на различни рецептори, цитокини и други, ангажирани в 

осъществяването на възпалителния процес протеини. Не можем напълно да изключим 

динамика в експресията на Fcγ рецептора при ЗД2, особено след като и концентрацията на 

интерлевкините и hs-CPR при извадката, при която се проведе флоуцитометрия, също не 

беше по-висока от тази при контролите.  

Повърхностната експресия на двата TLR върху периферни моноцити не беше в 

корелационна зависимост с тази на CD36, въпреки съобщенията за взаимодействията 

между двата вида рецептори при индуцирането на възпаление в стерилна среда [571]. Най-

вероятно динамиката в експресията на двата вида рецептори настъпва с различни темпове 

при ЗД2. А такава със сигурност има предвид корелационните зависимост за всеки 

рецептор при отделните подтипове моноцити сред диабетиците.  

Процентът на експресиращи TLR2 и/или TLR4 моноцити корелираше положително с 

hs-CRP сред CD16+ клетки, но не и с нивото на анализираните цитокини. Въпреки това, 

описаните промени в повърхностната експресия на TLR2 и TLR4 са в синхрон с 

наблюдаваните по-високи стойности на IL-6, IL-18 и hs-CRP сред диабетиците спрямо 

контролните участници при разглеждането им в по-големи извадки и потвърждава за 

пореден път наличието на субклинична имунологична активност при ЗД2.   

 

5.4 Разтворими фракции на TLR2 и TLR4 при ЗД2 

Интерес представляват резултатите за sTLR2. Въпреки, че е описвано повишение на 

нивото на разтворимата фракция на рецептора при инфламаторни състояния от различен 

характер [602], при свързаното със ЗД2 хронично възпаление беше установено понижение 

на sTLR2. За sTLR4 също не се установи повишение при диабетиците.  

Литературният преглед показа данни за негативния контрол, който разтворимата 

фракция оказва върху активирането на повърхностно експресирания рецептор [343]. Би 

могло да се спекулира, че тези резултати онагледяват нарушение в обратния контрол 

върху сигнализацията чрез TLR2, както е наблюдавано за други разтворими рецептори 

[482]. Намаление на sTLR2 е констатирано и при други заболявания, освен ЗД2 – при 
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бронхиална астма [600], системен лупус еритематодес [258], сърдечна недостатъчност 

след остър инфаркт на миокарда [623]. Понижение на sTLR2 въпреки повишена TLR2 

експресия от моноцити описват и при псориазис [321]. Въпреки това са необходими още 

проучвания за изясняване мястото на sTLR2 при ЗД2 и дали понижението му участва в 

нарушената регулация на възпалителния отговор при това и други заболявания.  

Несъответствията между моноцитната експресия и концентрацията на разтворимата 

фракция могат да бъдат обяснени и с нивото на отцепване на мембранно-свързаните 

рецептори от металопротеинази, освобождаване на рецепторите от вътреклетъчни 

резервоари, а не само чрез метаболизиране на повърхностно експресирани молекули, 

получаване на разтворима фракция при алтернативен сплайсинг, а не отцепване на 

ектодомейна (за TLR4), експресия от различни от моноцитите клетки и не на последно 

място клирънс на разтворимите рецептори от циркулацията [343, 602].  

Описаните промени за ЗД2 не се наблюдаваха при LADA, където метаболитният 

профил е по-благоприятен с изключение на гликемичния контрол. Въпреки, че ЗД2 се 

отличаваше със сигнификантно по-ниско ниво на sTLR2 спрямо контролите, учудващо 

нивото му нарастваше с броя на критериите за метаболитен синдром именно при тези 

пациенти. Макар и да не се намери зависимост между концентрацията на sTLR2 и тази на 

анализираните инфламаторни параметри, не можем да изключим място на разтворимите 

рецептори в субклиничното възпаление при ЗД2. Въпреки сравнимото ниво на sTLR4 при 

ЗД2 и контролите, за него се наблюдаваше отрицателна корелация със СУЕ, което насочва 

към липсата на синхрон между концентрацията на разтворимите рецептори и 

инфламаторните показатели. Анализирането им при динамиката на гликемичните и 

антропометрични параметри би обогатило познанията за функцията на TLR към този 

момент.  

 

5.5 Полиморфизми в гените TLR4 и PPARG в континуума от предиабет през ЗД2 и 

неговите хронични усложнения 

Още един аспект от мястото на TLR в патогенезата на ЗД2, който беше разгледан, е 

честотата на полиморфизмите Asp299Gly и Thr399Ile в гена TLR4 и тяхното отношение 

към анализираните протеини. В литературния обзор бяха представени противоречивите 

заключения от различни студии относно протективаната му стойност в развитието на ЗД2 
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и метаболитен синдром. Честотата на хетерозиготния генотип и хомозиготния за 

рецесивните алели на двата полиморфизма в общата изследвана извадка беше в рамките 

на докладваната от други европейски проучвания (0-10%) [429, 430]. Настоящите 

резултати изключиха асоциация между двата полиморфизма и ЗД2 или предиабетно 

състояние. Генотипното и алелно честотно разпределение не показа и промяна на риска за 

прогресия от предиабет към ЗД2 сред обхванатите лица. Не се констатира и асоциация с 

присъствието на метаболитен синдром или който и да било от критериите за 

диагностицирането му.  

Ниската честота на рецесивния алел не позволи оценката на повърхностната експресия 

на рецептора в зависимост от генотипа на пациентите, тъй като флоуцитометрията е 

проведена при относително малък брой участници. Въпреки това, повишената експресия 

на двата TLR при ЗД2 съответства на по-високото ниво на hs-CRP, IL-6, IL-18 при 

диабетиците. Затова сравнихме концентрацията на последните в зависимост от генотипа. 

Не се установи асоциация между полиморфизмите и hs-CRP или анализираните цитокини 

Макар основно Asp299Gly да е свързан с изменения във функцията на TLR4 [35,  373, 

444], не можем да свържем този полиморфизъм с хроничното ниско-степенно възпаление 

при ЗД2.  

Не беше наблюдавана и зависимост между генотипа и нивото на sTLR4. Дори и липсата 

на повишение при последния да е част от дефектна имунорегулация в активирането на 

TLR4, както можем да спекулираме, съдейки по наблюденията за други рецептори [482], 

то не бихме могли да посочим ролята на нито един от двата полиморфизма в гена TLR4 

като причина за нарушението в обратната негативна връзка между повърхностно 

експресирания и разтворимия рецептор.  

По отношение на хроничните диабетни усложнения се констатира по-високата честота 

на рецесивния алел на полиморфизма Asp299Gly сред лица с ДРП, което подкрепя 

литературните данни за предразполагаща му роля към това усложнение [78]. Още по-

комплексна става ролята на рецепторите в патогенезата на хроничните диабетни 

усложнения, предвид наблюдаваното по-високо ниво на sTLR4 при пациентите с ДРП. 

Въпреки, че не установихме пряка зависимост между Asp299Gy и разтворимата фракция 

на рецептора, очевидно той има отношение към риска от това усложнение и заслужава 
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внимание не само относно повърхностната му експресия [644]. Повишената 

предразположеност към ДРП при хетерозиготен генотип на Asp299Gly може би се крие 

във функционални промени на локално ниво без това да дава системно отражение върху 

фенотипа на моноцитите или цитокиновата експресия.  

Не се установи асоциация с ДПНП или нивото на изчислената гломерулна филтрация. 

Резултатите, касаещи микросъдови усложнения от ЗД2, са анализирани на фона на 

сравнима възраст, давност на заболяването, сходни гликемични и липидни показатели и 

контрол на артериалното налягане, който биха повлияли на развитието на късния 

дегенеративен синдром.  

Предвид съобщенията за протективна роля на Pro12Ala в развитието на ЗД2 [210] и 

мястото на PPARγ и тиазолидиндионите в хроничното възпалително състояние при 

заболяването [5], полиморфизмът беше изследван в анализирането на имунологичните 

промени при континуума от предиабет, ЗД2 и хроничните му усложнения.  

Честотата на хетерозиготния генотип на полиморфизма Pro12Ala отновно беше в 

рамките на цитираната за Европа (12-25%) [431]. Настоящото проучване не установи 

асоциация между полиморфизма Pro12Ala и развитието на ЗД2 в изследваната извадка от 

българската популация. Честотата на хетерозиготния генотип не се различава и при 

лицата с предиабет спрямо контролната група. Установената му по-висока честота сред 

лица с предиабет спрямо ЗД2 поставя въпроса за генетичното влияние върху риска от 

прогресия на предиабетното състояние в диабет.  

Генетичният фактор в развитието на НГГ и НВТ е търсен в множество полиморфизми, 

за които е описан модифициращ предразположеността към ЗД2 ефект, включително и в 

Pro12Ala в PPARG [724]. Както показаха и нашите резултати, той няма такава роля и в 

това отношение отстъпва място на други полиморфизми като rs972283 в KLF14 (Kruppel-

like factor 14), rs5945326 в DUSP9 (dual specificity phosphatase 9), rs13266634 в SLC30A8 

(solute carrier family 30 (zinc transporter), member 8) [724]. Въпреки това се търси 

протективна стойност на алел G при Pro12Ala в еволюцията на предиабета към ЗД2 [31, 

32,  188], което се констатира и в настоящето проучване.  

Носителството на рецесивния алел на Pro12Ala не е свързано с контрола над теглото и 

гликемията, честотата на метаболитния синдром или показателите, по които оценихме 

свързаното с тях хронично субклинично възпаление при ЗД2 и лица с предиабет. Такива 
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бяха потърсени поради литературни данни за наличие на асоциация между полиморфизма 

и ИТМ, когато стойностите на последния показват затлъстяване [395].  

Влиянието на полиморфизма Pro12Ala върху риска от ЗД2, оценено като Odd Ratio, 

варира в литературата между едва 0.79 и 0.86 [210]. Размерът на настоящата извадка може 

да бъде причина за липсата на потвърждение на протективната роля. Изследвания по 

проблема в по-голям мащаб биха допринесли за изясняването на модифициращата роля на 

полиморфизма Pro12Ala в прогресията  на предиабет в ЗД2, но и в развитието на всяко 

едно от тях по отделно.  

Наблюдаваният протективен ефект на полиморфизма за настъпването на ЗД2 не може 

да се свърже с по-ниски стойности на цитокините и hs-CRP в циркулацията от настоящите 

резултати, нито се установи разлика в метаболитния профил в зависимост от генотипа на 

участниците. Това обаче не изключва възможността Pro12Ala да се отразява на 

функционалната активност на инфилтриращите мастната тъкан макрофаги, чрез която да 

повлиява инсулиновата чувствителност.    
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6. Заключение 
 

Хроничното субклинично възпаление съпътства метаболитните нарушения при 

затлъстяването и ЗД2. Изясняването на мястото на всяко едно от звената на възпалителния 

отговор в генерирането на инсулинова резистентност и бета-клетъчната дисфункция, 

позволява по-широкото познаване на детайлите в развитието на метаболитен синдром и 

ЗД2, откриването на маркери за повишен риск от тези състояния, включването им в 

стратегиите за профилактика на свързаните с тях усложнения и дори търсенето на нови 

терапевтични възможности.  

В тази работа сме търсели изясняване на елементи от патогенезата на ЗД. В някои 

случаи ни се е отдало да добавим нова информация за някои патогенетични сегменти, а в 

други – резултатите са били неочаквани.  

Описаните в дисертационния труд резултати са в съответствие с публикувани 

наблюдения относно промените в серумното ниво на изследваните цитокини и hs-CRP при 

ЗД2 и предиабет и връзката им с метаболитния синдром при тези състояния. 

Представихме нов поглед към промените в повърхностната моноцитна експресия на 

рецептори с ключова роля във възпалението в рамките на ЗД2. В опит да потърсим нови 

серумни маркери за хроничното възпаление констатирахме промени в разтворимите 

фракции на някои от тях, което постави въпроса за негативната регулация на 

възпалителния процес и заслужава проследяване в проспективен анализ.  

Въпреки, че все повече се говори за латентно протичащия автоимунен захарен диабет 

сред възрастните, представените резултати показват, че LADA изостава в 

диференциалната диагноза на декомпенсирания ЗД2. Положителни диабет-асоциирани 

антитела се откриват и при лица с фенотип на класически ЗД2, но наблюденията ни сочат, 

че дори и клиничните характеристики да са близки до очакваните за LADA, заболяването 

остава недиагностицирано. В изследваната извадка от българската популация честотата 

му беше в рамките на наблюдаваната в други европейски проучвания.  

Дори и привидно да не се различават при пациентите с LADA и ЗД2, показателите за 

оценка на инфламаторното състояние, които сравнихме за първи път при двете 
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заболявания, показаха различна връзка с анализираните антропометрични, липидни, 

гликемични параметри. Това потвърждава различния им метаболитен профил и посочва 

необходимостта от по-мащабни изследвания за разграничаване мястото на асоциираното с 

метаболитния синдром хронично субклинично възпаление от това на автоимунния 

отговор при LADА. 

Изследваните полиморфизми имат отношение към риска от прогресия на нарушенията 

във въглехидратната обмяна към ЗД2 и хроничните му усложнения. Липсата на асоциация 

с описаните тук промени при анализираните инфламаторни показатели не изключва 

вероятността биологичният ефект на полиморфизмите върху хроничното субклинично 

възпаление да допринася за този риск. За съществен клиничен ефект обаче вероятно е 

необходима по-голяма извадка предвид ниската им честота.  

Представените резултати за асоциация на полиморфизмите при гена TLR4, 

повърхностната експресия на рецепторите TLR2 и TLR4 и техните разтворими фракции с 

метаболитния контрол и хроничните усложнения при ЗД2 доказва недвусмислено 

ангажирането на неспецифичната имунна система в патогенезата на заболяването.   
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7. Изводи 
 

1. Честотата на положителните диабет-асоциирани антитела при пациенти, 

първоначално диагностицирани като ЗД2 в извадка от българската популация е 10% и 

съответства на тази, цитирана при други проучвания в Европа и света.  

2. Невъзможността за постигане на оптимална компенсация на гликемичния контрол 

при ЗД2 следва да се възприема като индикация за изследване на диабет-асоциирани 

антитела, особено когато клиничният и метаболитен профил на пациентите е близък до 

този при автоимунен ЗД.  

3. Повишените показателите за оценка на хроничното ниско-степенно възпаление при 

ЗД2 са свързани повече с по-високата честота на метаболитния синдром при участниците 

отколкото с хипергликемията.  

4. IL-18 допълва IL-6 и hs-CRP в оценката на хроничното субклинично възпаление 

при ЗД2 и метаболитен синдром.  

5. Количествените промени в моноцитите съпътстват реакцията на имунната система 

при ЗД2 и фенотипните изменения в повърхностната им експресия са конкордантни за 

всички подтипове. Разликата в абсолютните стойности обаче може да засяга малък подтип 

от клетките, което би убегнало при анализа в целия моноцитен ред.  

6. Серумното ниво на изследваните показатели за оценка на хроничното възпаление 

при LADA, дори и в случаите, в които е сравнимо с това при ЗД2, не се асоциира с 

метаболитния статус на пациентите и вероятно е свързано с автоимунния процес.  

7. Разтворимата фракция на TLR2 и TLR4 в серума не съответства на повърхностната 

моноцитна експресия на рецептора и не може да се използва като маркер за възпалителния 

процес при ЗД2 както IL-6, IL-18 и hs-CPR.  

8. Генотипното честотно разпределение на полиморфизмите Asp299Gly и Thr399Ile в 

гена TLR4 не се асоциира с честотата на ЗД2, но първият от тях е възможно да увеличава 

риска от диабетна ретинопатия.  
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9. Генотипното честотно разпределение на полиомрфизма Pro12Ala в гена PPARG не 

е свързано с честотата на предиабет и ЗД2, но може да има протективно участие в 

еволюцията на едното състояние към другото.  

10. Полиморфизмите Asp299Gly и Thr399Ile в гена TLR4, както и Pro12Ala в гена 

PPARG не са свързани с промени в показателите за оценка на хроничното ниско-степенно 

възпаление при ЗД2 на фона на сравним метаболитен статус в рамките на изследваната 

извадка.  
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8. Справка за приносите 
 

С международна значимост: 

1. За първи път се сравни клиничният и инфламаторен статус между пациенти, 
диагностицирани със ЗД2, които се оказват с положителни диабет-асоциирани 
антитела, и лица, при които е установен LADA амбулаторно. 

2. За първи път се изследва нивото на IL-18 при LADA и се сравни с това при ЗД2. 

3. Определи се повърхностната експресия на TLR4, TLR2, CD36, CD163 и CD64 не 
само от класическите моноцити, но и от CD16+ моноцити при пациенти със ЗД2. 

4. За първи път се изследва нивото на разтворимата фракция на TLR2 и TLR4 при 
лица със ЗД2 и LADA.  

5. Разгледа се връзката между полиморфизмите и нивото на инфламаторните 
показатели и разтворимите TLR при пациенти с предиабет и ЗД2.  

С национална значимост:  

6. Определи се честотата на диабет-асоциираните антитела GAD65A и IA-2A сред 
пациенти със ЗД2, предиабет и здрави контроли в извадка от българската 
популация.  

7. Проведе се генотипиране за полиморфизмите Asp299Gly, Thr399Ile и Pro12Ala в 
българската популация.  

С потвърдителен характер: 

8. Характеризира се нивото на ключови про-инфламаторни цитокини и hs-CRP при 
ЗД2, предиабет и LADA и връзката им с метаболитния синдром сред включените 
участници.   

9. Разгледа се мястото на IL-18 в хроничното ниско-степенно възпаление при ЗД2 и 
предиабет, като се подчерта връзката му с метаболитния синдром и се сравни с 
ролята на други цитокини и hs-CRP.  

10. Подкрепени бяха данни за предразполагащата роля на Asp299Gly в развитието 
на диабетна ретинопатия и протективния характер на Pro12Ala в еволюцията на 
предиабет към ЗД2.  
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