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       (  Проведено исследование некоторых биохимических и иммунных показателей иммуноглобулины A, M, G, 

  ,  , - ,  ).циркулирующие иммунные комплексы фагоцитарное число Т лимфоциты авидность антител
   -   Авидитет и соотношение высоко и низкоавидных нор  мальных ан      тител в сыворотке крови определяли с 

по  -   мощью тест систем для экс -пресс ди    агностики доклинических и кли    нически выраженных форм иммуноло-
 гической недостаточнос .   (47 )     ти Все больные человек в зависимости от уровня гли   кемии и продолжитель-

      ности заболевания были разделены на три груп :    ,  пы находящиеся в стадии компенсации субкомпенсации и 
.    декомпенсации В качестве контроля слу  17  жили здоровых доно . ров

    ( )  У больных сахарным диабетом СД наблюдалось сниже      75,ние содержания высокоавидных антител до  

57  26% и соответст , венно тог          89%. да как у здоровых доноров этот показатель был равен Наобо , рот содер-
      25, 43, 74% (   11%).жание низкоавидных антител нарастает соответственно до в контроле
          :У больных СД изменения метаболических показателей отрицательно влияют на авидность антител  

      G      происходит резкое снижение высокоавидных антител класса с аномальной конформацией и низкой функ-
  циональной и протек  ,       тивной активностями что свидетельствует о нарушении протективной системы функции 

-  .В системы иммунитета

Ключевые слова:    2, ,  .сахарный диабет типа иммуноглобулины авидность антител

We evaluated some biochemical and immune parameters, such as IgA, IgM, IgG, CIC, phagocytic index, T-lymphocytes, as well as avidity of antibodies 

in type 2 diabetic patients.

Avidity, high- and low-avid antibody ratio was determined by test-systems for express-diagnostics of clinical and preclinical forms of immunologic defi-

ciency. All patients (n = 47), depending on the level of glycemia and disease duration were divided into 3 groups: in the stage of compensation, subcom-
pensation and decompensation. Control group included 17 healthy subjects. 

Value of high-avid antibodies in diabetes mellitus patients decreased in 75, 57 and 26% respectively, whereas in healthy subjects it is 89%. Conversely, 

increased amount of low-avid antibodies was observed, respectively 25, 43, and 74% (11% in control). 

These parameters prove antibody-folding disorders in diabetes mellitus and show that, change of metabolic parameters affects antibody avidity: G class 

high-avid antibody level decreases and shows weak protective function. This indicates functional disorders in B-system immunity.

Key words: type 2 diabetes mellitus, immunoglobulines, antibody avidity.
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Введение

  Экспертная оценка распрост  раненности са-
  ( )  ,  харного диабета СД позволяет считать что к 

2010 .    г в мире будет насчитываться более 

230 ,млн  а к 2025 .г  — 300  млн  ,  больных СД из ко-
 80—90%      2 [9].торых составят больные СД типа
      ,В последние годы появились данные о том  

    ,  что у больных сахарным диабетом как прави-
,  ло отмечается  -  гиперактивация В системы имму-
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ните ,  та которая выра     жается в увеличении в кро-
  - ,ви числа В лимфоцитов  нараста  нии числа 

    плазматических клеток и уровня секретируемых 
 (  (Ig) M, G, E),  антител иммуноглобулинов повы-
  шении количества циркулирую  щих иммунных 

 ( ).   комплексов ЦИК Некоторые авторы отмечают 
корре    ляционную связь между содер  жанием в 

 ,  крови ЦИК системой компле   мента и тяжестью 

 течения метаболичес   [7].ких заболеваний
   —  Цель настоящей работы исследование со-
 держания IgA, IgM, IgG, ,  ,ЦИК фагоцитарного числа  

      а также авидности антител на фоне метаболи-
   .ческих нарушений различной степени

Материал и методы

   47 Проведены исследования крови больных 
 сахарным диабе   2,    том типа в том числе мужчин 

— 22,  — 25,    42  65 .женщин в возрасте от до лет  

  Основная часть  пациентов находи   лись на лече-
   нии в хозрасчетном эндо  кринологическом дис-

пан  .сере г  Ба .   ку Продолжительность болезни 
  2колебалась от    23 .мес до лет

     По длительности течения СД были выделе-
   :ны три группы больных  I  —  группа с давностью 

  2диабета от    1 , II мес до года группа —  1 от года 
 5 , III  —  11 .до лет группа более лет

  ( ) Диабетическая микроангиопатия ДМА диа-
    (36гностирована у большинства обследованных  

).   17    человек У пациентов с микроангиопатией 
   (I)  была установлена доклиническая стадия ми-

,  11 —  (II) кроангиопатии у функциональная ста-
   19 —  (III) , дия и у органическая стадия характе-

   ризирующаяся необратимыми сосудистыми из-
. менениями

 27      Из больных СД с сопутствующими ему 
  воспалительными заболеваниями внутренних 

  7   органов у наблюдалось обострение хрониче-
 ,   4  ,   12ского бронхита у очаговая пневмония у  

,  1  ,  14 пиелонефрит у гнойный отит у хрониче-
    9  . ский тонзиллит и у катаральный холецистит

   21Сахароснижающими препаратами лечился  

, 26 — . человек инсулином
      В комплексном лечении СД наряду с диетой 

   и сахароснижающими средствами применялись 
 ,  ,  липотропные препараты спазмолитики анти-

, ,   биотики сульфаниламиды витамины группы В 
(В1, В6, В12, В15), . физиотерапия

Авид     ность антител и иммунологические пока-
   затели в сыворотке боль   ных были исследованы 

    .в Институте биоорганической химии им  

. .ММ  Ше   . .мякина и Ю А  Овчин  ( .никова г  Москва). 
  ,    По длительности заболевания а также по 

    уровню гликемии все пациенты бы  ли разде-
   :   1   —  лены на три группы до года стадия 

 (16 ),  6  10  — компенсации человек от до лет ста-
  (14 )   10 дия субкомпенсации человек и более лет 

—  стадия декомпенса  (17 ). ции пациентов Клас-
     сификацию больных по стадиям проводили на 

 ,   основе критериев принятых Европейским бюро 
   Международной федерации диабетологов и 

   (1998) [1].  17 Европейским бюро ВОЗ Кровь здо-
     .ровых доноров служила в качестве контроля

Количество глюкозы определяли глюкозоокси-
дазным    методом с помощью гото  вого реактив-

  [3], ного набора количество гликолизированного 
гемоглобина HbAC —   . .по методу Ю А   Князева и 

. [2].    соавт Количество общего белка устанавли-
  ,  — вали биуретовым методом альбумины бром-

.     крезолом Содержание кальция исследовали с 
   Humanпомощью набора реактивов  ( ),Германия  

    —  уровень креатинина и мочевины с помощью 

  реактивного набора Lachema ( ).Чехия
    Для оценки состояния иммунной системы 
  оргнизма изучали со  -  держание Т лимфоцитов по 

 Jondal  ., методу и соавт фагоци  тарную активность 
   нейтрофилов определяли по способности 

  поглощать дрожжевые  [4],  клетки содержание 
  основных классов иммуногло  (G, A, M) —булинов  

  G.по методу  Manchini [6].

  ( ,  Концентрацию ЦИК фракцию обогащенную 

,  ЦИК  3,5%-  осаждаемую м полиэтиленгликолем 
( ))    . .ПЭГ устанавливали по методу Н А  Гриневич 
 .  [4].  и соавт Выделе    ние ЦИК проводили оса-

  ,    5ждением сыворотки крови разбавленной в  

     1раз боратным буфером в концентрации  моль 
(H3BO3   0,1в концентрации  ,  KCI  — 0,1моль  ,моль  

NaOH — 0,1 , pHмоль  = 8,6),   равным объемом ПЭГ 
(6 )    .  кДа в том же буфере Конечная концентра-

  ция ПЭГ состав  3,5%.   ляла После инкубации при 
 4температуре  °    18—20С в течение    ч смесь цен-

трифу  15гировали    3мин при  000g  и отделяли 
,   .осадок представляющий собой ЦИК

   -Оценку протективной активности В системы 
 иммунитета проводи    ли на основании анализа 
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Экспериментальные и клинические исследования

конформа    IgG  ционного состояния молекулы и 
 ,   IgG1   авидитета антител для чего выделяли из 
  ,  сывороток крови доноров боль  ,  ных СД мето-

   - . дом хроматографии на ДЭАЭ сефарозе Чисто-
 ту получен    ных препаратов подтверждали мето-
   дом электрофореза в полиакриламид   ном геле и 

    методом радиальной иммунодиффузии по Ух-
    терлони с применением коммерческих антисы-
     вороток к классам иммуноглобулинов и под-
 IgG  ,      N-классам человека а также с помощью
 концевого секвенирова  Fab-  Fc-ния и фрагментов 

 .  Fc-   методом Эдмана фрагмент получали путем 
 гидролиза иммуногло  . булинов трипсином Гидро-

   NHлиз проводили в 4 HCO3   буфере с концентраци-
 0,05ей  ,  pHмоль  = 7,8   37при температуре  °  С в 

 24течение     ч при соотношении фер   мента и суб-
 1страта  : 20.   Полученные фрагменты разделяли 

  при помощи ионооб   менной хроматографии на 
-  [8].ДЭАЭ сефарозе

   -  Авидитет и соотношение высоко и низкоа-
 видных нор  мальных ан    тител в сыворотке крови 

  определяли с по  -   мощью тест систем для экс-
-пресс ди  агностики до   клинических и клинически 

  выраженных форм иммуноло  гической недоста-
точнос .ти

   Статистическую обработку данных проводи-
    ли непараметрическим методом с помощью 

  ( — ).  критерия Вилкоксона Манна Уитни Данные 
  приведены как M ± m,   где М —  выборочное 

 , среднее значение m —  .ошибка среднего

Результаты

   Исследованы некоторые биохимические и 
 ,    иммунологические показатели а также авид-

     -2.ность антител на разных стадиях СД
     При длительном и стойком нарушении угле-
 водного об , . .   мена т е при декомпенсации сахар-

   ного диабета и от   сутствии адекватной коррек-
 ,   Hbции заболевания уровень 1AC нарастает 

( .табл  1).    Параллельно с гемоглобином неэнзи-
 матическому гликолизиро   ванию подвергаются и 

  другие белки организ ,  ма дис  функция рецепто-
,      ,  ров что может вызвать такие изменения как 

 утолщение мембра ,  ,ны нарушения метаболизма  

характер    .ные для прогрессирования СД
    На стадиях компенсации и субкомпенсации 

   (в биохимических показателях .табл  2)  не на-
  .   блюдается заметных изменений На стадии де-

    компенсации уровень креатинина и мочевины 

 ;   ,  заметно повышается кальций снижается что 
  .объясняется диабетической нефропатологией

 1Т а б л и ц а
Уровень гликемии и гликолизированного гемоглобина у 

больных 
СД типа 2

Группа
Количество 

об-
следованных

 Средняя суточ-
 ,ная гликемия  

/ммол л
Hb1AC, %

-2  СД в состоя-
:нии
компенсации

16 6,04 ± 0,16* 06,20 ± 0,18*

субкомпенса-
ции

14 8,10 ± 0,27 * 07,50 ± 0,12*

декомпенса-
ции

17 9,20 ± 0,17* 10,30 ± 0,24*

Контроль 17 4,01 ± 0,15 05,50 ± 0,08

*      Достоверность отличий от контрольной группы p <  
0,001.

 ,   Нужно отметить что продолжительность СД 
 отрицательно влия    ет на показатели клеточного 

,  иммунитета особенно функциональ  ной активно-
.   IgA,  IgG,    -  сти Уровень ЦИК и В лимфоцитов у 

  больных с дли    1  тельностью диабета до года 
  ,    6был существенно ниже чем при длительности

—10   10 .   и более лет Наиболее высокий уровень 
IgG      10 ,наблюдался при давности СД более лет  
IgM — 6—10     лет по сравнению с бо   1левшими до  

.года
   Как видно из .табл  3,    с увеличением про-

  должительности диабета возрас  тало содержа-
 IgA, IgG,   -   . ние ЦИК и В лимфоцитов в крови Пока-

 -  , , затели Т системы иммунитета наоборот были 
.снижены

 2Т а б л и ц а
Биохимические показатели больных СД типа 2

Группа  Количество обследован-
ных

 , /Общий белок г
л

, /Альбумин г л , Креатинин мк-
/моль л

,Мочевина  
/ммоль л

, /Кальций ммоль
л

-2  СД в состоя-
:нии 16 75,80 ± 1,38 48,20 ± 0,80 90,30 ± 0,62* 5,97 ± 0,09** 2,00 ± 0,03
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компенсации
субкомпенса-
ции

14 76,00 ± 0,73 41,20 ± 0,67* 117,50 ± 5,12* 9,60 ± 0,16* 1,89 ± 0,03**

декомпенсации 17 50,70 ± 0,73* 35,20 ± 0,95* 371,00 ± 5,94* 12,70 ± 0,3* 1,68 ± 0,06*
Контроль 17 75,60 ± 0,96 46,40 ± 1,01 74,10 ± 1,65 6,50 ± 0,16 2,06 ± 0,06

П р и м е ч а н и . * —      е достоверность отличий от контрольной группы p < 0,001; ** — p < 0,05.

 3Т а б л и ц а
Иммунологические показатели и авидность антител у больных СД типа 2

Показатель Контроль
 -2Стадия СД

Компенсация Субкомпенсация Декомпенсация
IgG, /мг мл 14,40 ± 0,21 17,20 ± 0,37* 21,90 ± 0,36* 22,60 ± 0,44*
IgM, /мг мл 02,40 ± 0,07 02,73 ± 0,09*** 02,66 ± 0,09** 02,70 ± 0,09**
IgA, /мг мл 01,80 ± 0,06 02,30 ± 0,07* 03,30 ± 0,08* 03,80 ± 0,1*

, /ЦИК мг мл 00,50 ± 0,03 00,80 ± 0,11*** 01,60 ± 0,08* 01,50 ± 0,03*
 Фагоцитарное чис , %ло 92,00 ± 0,86 76,00 ± 1,47* 63,20 ± 1,83* 49,00 ± 0,97*
 Высокоавидные ан , %титела 89,00 ± 1,18 75,00 ± 0,83* 57,00 ± 1,52* 26,00 ± 0,64*

 Низкоавидные анти , %тела 11,00 ± 1,18 25,00 ± 0,83* 43,00 ± 1,52* 74,00 ± 0,61*
- , %Т лимфоциты 58,70 ± 0,67 55,60 ± 0,92** 44,6 ± 1,14* 35,60 ± 0,41*

П р и м е ч а н и . * —      е достоверность отличий от контрольной группы p < 0,001; ** — p < 0,05; *** — p < 0,01.

   .Как следует из табл  3,   -количество Т лим-
  фоцитов в перифери    ческой крови при длитель-

   1     ности болезни до года мало отличается от 
та     .  кового у практически здоровых людей Чем 

 ,   продолжительнее болезнь тем более глубокий 
   характер приобретают нарушения иммунного 

.статуса

Обсуждение

     Представление о сахарном диабете как им-
 мунодефицитном состоя   нии получает все 

  .   большее признание исследователей Тем не 
  менее в литера     туре данные об изменении по-

    казателей клеточного и гуморального иммуни-
    .тета при СД достаточно противоречивы  

 Своевременное определе   ние иммунных нару-
    , шений у этого контингента больных возмож ,но  

позво     лит предотвратить развитие ряда ослож-
не .    ний Несмотря на многочислен  ные исследо-

,      вания вопрос о связи различных иммунных 
  сдвигов в организ    ме с метаболическими нару-
  ,   шениями у пациентов страдающих сахарным 

диа ,     . бетом до сих пор не ясен
    Одним из индикаторов состояния иммунного 

стату     са организма и развития аутоиммунных 
     . процессов является уровень ЦИК в крови Из-

,  вестно что дли     тельная циркуляция ЦИК в орга-
     низме даже при незначительном повышении их 
    уровня способствует формированию их отложе-

  ,    ний в тканях повышенной агрегации и адгезии 

, ,   ,  тромбоцитов что в свою очередь приводит к 
 нарушению микроцир    куляции крови и закупорке 

,      сосудов повреждению и некрозу тканей со все-
   .  ми вытекающими отсюда последствиями В 

    связи с вышесказанным резонно пред ,положить  

       что ЦИК могут играть определенную роль в па-
 тогенезе позд    ( -  них осложнений СД микро и ма-

, кроангиопатия нейро ).патия
 ,  Таким образом проведенные исследования 
 ,   позволили установить что длительность сахар-

    ного диабета и диабетическая микроангиопатия 
харак    теризуются нарушением клеточной диф-

 -ференцировки Т лимфоци ,   тов угнетением их 
 ,  пролиферативной активности гипериммуногло-

      булинемией всех классов и наличием в сыво-
  .   ,   ротке крови ЦИК Можно полагать что отме-
     ченные сдвиги в иммунной системе организма 

    способствуют осложнению СД и усугуб  ляют ме-
    .таболические нарушения при этой патологии

   Полученные результаты свидетельствуют о 
     (повышенной концентрации ЦИК при СД по 

  )    сравнению с нормой на поздних стадиях раз-
 ,    вития заболевания что согласуется с данными 

.    ,литературы Это дает основание предположить  

     что увеличение ЦИК как следствие развития 
аутоиммун    ных реакций играет существенную 

    роль в патогенезе поздних ослож  . нений СД
,     Известно что ключевую роль в механизмах 

 иммунологического распоз  навания чужеродных 
    антигенов играют специфические антитела под-
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Экспериментальные и клинические исследования

 G1—классов G3,     которые в процессе иммунного 
     ответа подключают каскад молекулярных и кле-

-   точно опосредованных механизмов естест-
 венной за  ,   щиты организма ведущих к селектив-

    ному уничтожению и элиминации чужеродных 
  .   антигенов и патогенов Однако между количе-

 ством специфичес    G   ких антител класса и их 
 протективной актив    ностью не всегда отмечает-

  . ся линейная зависимость Протектив  ная актив-
  ность сывороток определяет    ся не только аф-

    финностью и идиотипическим спектром анти ,тел  

  а в боль      -шей мере соотношением в них высоко  

  и низкоавидных специфичес  ,  ких антител при 
     Gэтом только высокоавидные антитела класса  

полива   лентно связываются c  эпитопами антиге-
      на и ведут к реализации эффекторных функций 

,  . .     антител т е подключению в иммунный ответ 
    молекулярных и клеточных механизмов есте-

   [5].ственной защиты организма
    G Секреция низкоавидных антител класса с 
 аномальной конформа ,   цией низкой функцио-

 ,    нальной активностью как было показано ра ,нее  

   ,   приводит к ряду последствий среди которых 
 наиболее важ   ным в па  тогенетическом отноше-

    нии является образование с анти  геном мелких 
раст     воримых длительно циркулирующих в крови 
иммун  ,   ных комплексов не способных активиро-

     вать классический путь системы комплемента и 
под   Fcключать каскад γR-  CR-  и зависимых клеточ-

-  но опосредованных меха  . низмов защиты Такие 
    мелкие растворимые ЦИК обладают цитофиль-
, . .   ностью т е способностью к свя   зыванию с тка-

.       нями Именно в силу этих причин можно счи-
,    ,  тать что аллергены и атопены длительно цир-

кулирую   ,   щие в крови ведут к ги  -перактивации В  

 -    и Т звеньев иммунитета и супрес  сии антибак-
териаль    .ной активности макрофагальных клеток  
   С позиции нарастания низ  IgG коавидных стано-

    вится объяснимой персистенция в организме 
  .аллергенов и атопенов
 ,    Таким образом патогенез СД можно 

   рассматривать как цепь взаи  мосвязанных меха-

,     низмов среди которых триггерная роль принад-
   лежит недостаточности протективной функции 

-  В системы иммуните , та связан   ной с секрецией 
  G     антител класса с низкими авидитетом и про-

 .тективной активностью
   Поэтому дальнейшие исследования иммуно-
 логических механиз   мов формирования ослож-

 ,     нений СД способствующие их ранней диаг-
    ностике и разработке эффективных методов 

лече ,   .ния являются актуальной задачей

Заключение

,      Установлено что у больных СД измения 
  метаболических показателей отрицательно 

   :  влияют на авидность антител происходит рез-
    кое снижение высокоавидных антител класса G 

     с аномальной конформацией и низкой функцио-
 ,    нальной активностью что свидетельствует о 

   -нарушении протективной функции В системы 
.иммунитета
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