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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 
 

АГДК антитела к глутаматдекарбоксилазе 

АОК антитела к островковым клеткам 

АТ антитела 

АТИнс антитела к инсулину  

аутоАТ аутоантитела 

ДК дендритные клетки 

Инсулин 

ELRS 

(Инсулин человеческий генно-инженерный, стандарт для контроля качества; 

EliLilly Insulin Human Biosynthetic Reference Standard 

ИФА иммуноферментный анализ 

ИЭТ изоэлектрическая точка 

КДЛ клинико-диагностическая лаборатория 

РИА радиоиммунный анализ 

СД сахарный диабет 

СД типа 1 сахарный диабет типа 1 

СД типа 2 сахарный диабет типа 2 

ТМБ тетраметилбензидин 

ФСБР фосфатно-солевой буферный раствор 

ФСБР-Т фосфатно-солевой буферный раствор с добавлением твина 20 

ADA Американская Диабетическая Ассоциация (American Diabetes Association) 

HLA антигены лейкоцитов человека (Human Leukocyte Antigens) 

Ig иммуноглобулин(ы) 

IgG, IgA, 

IgM, IgE 

иммуноглобулин(ы) класса G, A, M, E 

 

M среднее значение (выборки, вариационного ряда) 

MHC главный комплекс гистосовместимости (Major Histocompatibility Complex)  

MODY юношеский инсулинонезависимый сахарный диабет (Maturity-Onset Diabetes of 

the Young)) 

NOD линия мышей NOD (Non-Obese Diabetic) 

OD оптическая плотность (optical density) 

sx стандартное отклонение от среднего 
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ВВЕДЕНИЕ 

Сахарный диабет (СД) — это группа заболеваний, характеризующихся комплексом 

тяжелых метаболических нарушений, главное из которых — гипергликемия. Это чрезвычайно 

распространенная группа болезней, опасных своими острыми и хроническими осложнениями. 

Около 50% больных СД умирают от инфаркта миокарда и инсульта, от гангрены конечностей, 

от нарушения функции почек. Распространенность СД в мире к 2025 г. должна, по расчетам, 

составить 5,4%. В абсолютном исчислении это составит 300 000 000 больных. Пандемия СД 

ведет не только к росту затрат здравоохранения, но и к снижению качества и 

продолжительности жизни больных и их родственников. Понятно, что совершенствование 

методов диагностики и лечения СД — одна из важнейших задач медицинской и биологической 

науки.   

Выделяют несколько типов СД, в том числе СД типа 1, СД типа 2  и различные 

моногенные формы СД.  

СД типа 1 обусловлен  аутоиммунным разрушением β-клеток островков поджелудочной 

железы, приводящим к абсолютному дефициту инсулина. Поэтому больным СД типа 1 

пожизненно требуется инсулинотерапия. Чаще всего СД типа 1 возникает у детей и молодых 

людей. При СД типа 2 начальным звеном патогенеза является нарушение чувствительности 

тканей-мишеней инсулина к этому гормону. На ранних этапах СД типа 2 лечение 

ограничивается диетой и пероральными сахаропонижающими средствами, но со временем 

почти все больные начинают нуждаться в инсулине.  СД типа 2 обычно проявляется в зрелом 

или пожилом возрасте. Моногенные формы СД чаще всего обусловлены мутациями, 

нарушающими морфогенез и/или функцию β-клеток.  

В диабетологии существует несколько важных задач: дифференциальный диагноз 

между СД типа 1 и другими типами заболевания и ранняя диагностика СД типа 1. 

Дифференциальная диагностика необходима в тех случаях, когда у больных нет четких 

клинических признаков, характерных для СД типа 1. Ранняя диагностика дает возможность 

выявлять СД типа 1 еще в доклиническом периоде и проводить профилактические 

мероприятия.  

Ранняя и дифференциальная лабораторная диагностика СД типа 1 основана в первую очередь 

на выявлении маркеров аутоиммунной реакции против β-клеток. Важнейшими 

серологическими маркерами аутоиммунной реакции являются аутоАТ к антигенам β-клеток. 

Один из этих антигенов — инсулин. Существует несколько методов определения аутоАТ к 

инсулину (АТИнс), в частности ИФА. В последнее время этот метод определения АТИнс стал 

весьма популярен в России, но какова его диагностическая ценность — неизвестно. Целью 

нашей работы является проверка возможности выявления АТИнс в сыворотке крови с 

помощью простых систем иммуноферментного твердофазного анализа (ИФА). 
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Этиология и патогенез СД типа 1 

1.1.1. Общие сведения 

Сахарный диабет — это группа заболеваний разной этиологии, общее ключевое звено 

патогенеза для которых — ухудшение усвоения глюкозы различными тканями. СД может быть 

вызван недостаточной секрецией инсулина β-клетками, нарушениями действия инсулина на 

клетки-мишени или обеими причинами  [1]. В любом случае глюкоза не поступает в 

инсулинозависимые клетки, и возникает гипергликемия. Критериями диагноза "СД" являются 

уровни глюкозы в плазме крови натощак ≥ 7 ммоль/л и/или в случайной пробе плазмы 

> 11,1 ммоль/л. 

При хронической гипергликемии, даже умеренной, наблюдается избыточное 

гликозилирование клеточных, тканевых и сывороточных белков, нарушение углеводного, 

белкового и жирового обмена, что, в свою очередь, вызывает поздние осложнения СД (микро- 

и макроангиопатию, ретинопатию, нефропатию, нейропатию). Сильная гипергликемия ведет к 

тяжелым нарушениям водно-электролитного и кислотно-щелочного равновесия и вызывает 

такие угрожающие жизни состояния, как кетоацидоз и гиперосмолярная кома. 

Современная классификация СД построена по этиологическому принципу и включает 

10 типов и более 30 видов заболевания [2]. Среди них особо выделяют СД типа 1. На долю СД 

типа 1 приходится до 15% всех случаев СД; болезнь поражает преимущественно детей и 

молодых людей. Главное звено патогенеза СД типа 1 — аутоиммунная реакция против β-

клеток. Аутоиммунная реакция может возникать спонтанно у людей с генетической 

предрасположенностью, но, как правило, есть какой-либо провоцирующий фактор (вирусная 

инфекция, стресс, грубое вмешательство в иммунную систему). 

Вероятность развития СД типа 1 существенно возрастает у людей, принадлежащих к 

группе риска. В группу риска входят прежде всего ближайшие родственники больных: у них 

риск заболевания возрастает по сравнению со средним риском среди населения в 10—20 раз 

[3]. К группе риска относятся дети и подростки с пограничной гипергликемией, в особенности 

если они несут один или несколько серологических маркеров аутоиммунной реакции против β-

клеток [4].   

Нервный стресс также может вызвать развитие СД типа 1, особенно у людей из группы 

риска с отягощенной наследственностью. 

Таким образом, развитие СД типа 1 может быть спровоцировано рядом заболеваний, 

условиями окружающей среды и образом жизни. Особенно сильно эти факторы влияют на лиц 

с генетической предрасположенностью к заболеванию. 
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1.1.2. СД типа 1 как аутоиммунное заболевание 

СД типа 1 — органоспецифическое аутоиммунное заболевание, при котором в ходе 

хронической аутоиммунной реакции погибают β-клетки поджелудочной железы. 

Иммунная система способна реагировать на огромное число разнообразных антигенов, 

и поскольку репертуар специфичностей В- и Т-лимфоцитов формируется случайным образом, 

он неизбежно включает клоны, специфичные по отношению к компонентам собственного 

организма. Для предупреждения аутореактивности действуют механизмы аутотолерантности, 

позволяющие различать «свои» и «не-свои» антигенные детерминанты. Однако существует 

риск различных нарушений в этих механизмах, что ведет к образованию аутоАТ и 

аутореактивных Т-лимфоцитов [5]. 

Аутоиммунные заболевания развиваются в тех случаях, когда в организме появляются 

аутоАТ или клоны аутореактивных Т-лимфоцитов, способные взаимодействовать с 

собственными антигенами и разрушать клетки и ткани, несущие эти антигены. Однажды 

возникший аутоиммунный процесс, как правило, не прекращается никогда, что приводит к 

хроническому повреждению клеток или тканей-мишеней. Связано это, в первую очередь, с тем, 

что аутоиммунная реакция постоянно поддерживается тканевыми антигенами. 

Признаки клеточной и гуморальной аутоиммунной реакции при СД типа 1 появляются 

за много месяцев и даже лет до клинического проявления заболевания. В течение этого 

времени (в доклиническом периоде) гормонально-метаболические изменения, такие как 

снижение секреции инсулина и снижение толерантности к глюкозе, могут происходить у 

разных людей с разной скоростью  [6, 3].  

Процесс деструкции β-клеток имеет хронический характер и может начаться в раннем 

возрасте и продолжаться в течение многих лет. Ко времени клинического проявления 

заболевания погибает более 80% β-клеток. На этой стадии заболевание проявляется 

клинически, так как оставшиеся клетки уже не могут обеспечить нужное количество инсулина. 

На развитие аутоиммунного процесса в значительной степени влияют генетические 

факторы. Большую роль в развитии заболевания играет также и окружающая среда. Многие 

диабетологи считают, что диабетогенные факторы внешней среды не являются 

непосредственными причинами СД типа 1, но значительно повышают риск заболевания. 

 

1.1.3. Генетика СД типа 1 

СД типа 1 не является чисто наследственным заболеванием (таким, как гемофилия, 

синдром Марфана, нейрофиброматоз и другие болезни, для которых характерно менделевское 

наследование). СД типа 1 относят к так называемым полигенным или мультифакториальным 

болезням. Имеется несколько эмпирических доказательств существования генетической 

предрасположенности к СД типа 1: 
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1. Конкордантность по СД типа 1 у однояйцовых близнецов гораздо выше, чем у 

двуяйцовых.  

2. Если один из однояйцовых близнецов болен СД типа 1, то риск для другого близнеца 

составляет 30—50%.  

3. Не только у близнецов, но и у других ближайших родственников больных риск СД 

типа 1 существенно повышен. 

4. Доказано, что определенные комбинации генов локуса HLA детерминируют 

предрасположенность к СД типа 1. 

5. Выявлен ряд других генов, детерминирующих предрасположенность к СД типа 1, но 

не относящихся к локусу HLA. 

В формировании генетической предрасположенности к СД типа 1 участвуют гены 

множества локусов на разных хромосомах. Все такие локусы называют диабетогенными; 

известно более 20 подобных локусов  [7]. Мы приведем только 3 примера: 

локус IDDM1 на коротком плече 6-й хромосомы — это локус HLA, объединяющий гены 

главного комплекса гистосовместимости; 

локус IDDM2 на коротком плече 11-й хромосомы — это промоторная область гена 

инсулина; 

локус IDDM12 на длинном плече 2-й хромосомы — это ген CTLA-4 (белка, 

активирующего цитотоксические T-лимфоциты).  

Вклад разных диабетогенных локусов в генетическую предрасположенность к 

СД типа 1 неодинаков и варьирует между 1 и 50%. По мнению большинства специалистов по 

генетике СД, наибольшую роль играют гены локуса IDDM1, а именно некоторые комбинации 

аллельных вариантов HLA-DR и -DQ. Считается, что генетическая предрасположенность к 

СД типа 1 примерно на 50% определяется генами HLA-DR и –DQ. 

В нескольких многоцентровых исследованиях было установлено, что у больных 

СД типа 1 с очень высокой частотой обнаруживаются совершенно определенные генотипы 

HLA, редко встречающиеся у людей, не страдающих этим заболеванием [8, 9]. К таким 

генотипам относятся, например, 

DRB1*0301—DQA1*0501—DQB1*0201 || DRB1*0401—DQA1*0301—DQB1*0302, 

DRB1*0101—DQA1*0101—DQB1*0501 || DRB1*0401—DQA1*0301—DQB1*0302, 

DRB1*0405—DQA1*0301—DQB1*0302 || DRB1*0401—DQA1*0301—DQB1*0302. 

Предложено несколько гипотез, объясняющих, каким образом разные аллельные 

варианты генов HLA обусловливают предрасположенность к СД типа 1. Эти гипотезы будут 

рассмотрены ниже, в разделе "Инсулин как аутоантиген при СД типа 1).  

Носительство предрасполагающих генотипов HLA расценивается как весомый фактор 

риска СД типа 1. Однако экспрессия генов HLA сама по себе не приводит к возникновению 
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СД типа 1. Она только создает фон, на котором может реализоваться действие других 

факторов (вирусных инфекций, стрессов и др.). 

Остальные диабетогенные локусы могут влиять на иммунный ответ в целом, индуцируя 

полиморфизм Fc-участков рецепторов Ig, а также молекул CТLA-4 [10]. В некоторых 

исследованиях была показана связь между полиморфными маркерами в гене CTLA-4 и 

развитием СД типа 1.  

 

1.1.4. Этиология аутоиммунных заболеваний 

В развитии аутоиммунной реакции участвуют, по меньшей мере, 3 типа клеток: 

антигенпрезентирующие клетки (АПК; представляют аутоантиген посредством молекул HLA), 

Т-лимфоциты (узнают аутоантигены), В-лимфоциты (продуцируют аутоАТ к белкам β-клеток). 

Несмотря на сложность механизмов селекции, контролирующих при созревании 

лимфоцитов их аутотолерантность, в организме присутствует большое число потенциально 

аутореактивных лимфоцитов. В основном это тимоциты, избежавшие элиминации, которая 

происходит при взаимодействии с аутоэпитопами в тимусе на стадии созревания. В норме 

присутствующие там АПК с представленными на их поверхности аутоэпитопами 

осуществляют негативную селекцию Т-лимфоцитов. Однако скрытые аутоэпитопы 

экспрессируются на поверхности АПК в низких концентрациях, поэтому неспособны 

обеспечить полную элиминацию аутореактивных Т-лимфоцитов (рис. 1). 

 
Рис. 1. Нарушение толерантности Т-лимфоцитов к скрытым эпитопам (из кн. А. Ройта, Дж. 

Бростоффа и Д. Мэйла "Иммунология" [5]). 
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1.1.5. Стимуляция аутоиммунного процесса при СД типа 1 аутоантигенами 

При СД типа 1 наряду с аутореактивными Т-лимфоцитами в организме обнаруживаются 

В-лимфоциты, продуцирующие АТ к различным аутоантигенам β-клеток. На роль 

аутоантигенов в селекции В-лимфоцитов указывает появление высокоаффинных АТ, которые 

образуются в результате соматических рекомбинаций в геноме предшественников В-

лимфоцитов.   

Развитие СД типа 1 облигатно зависит от Т-лимфоцитов. На это указывает ассоциация 

СД типа 1 с определенными антигенами HLA. Для представления белкового антигена Т-

лимфоцитам обычно необходимо его ферментативное расщепление на фрагменты — 

иммуногенные пептиды. Так, например, инсулин процессируется в АПК специальной 

эндопротеазой (Insulin Degrading Enzyme) [11], и уже фрагменты молекулы инсулина 

презентируются Т-лимфоцитам в составе HLA. Хотя связь фрагментов молекулы инсулина с 

HLA класса II относительно слабая, презентация этого антигена вызывает активную 

пролиферацию аутореактивных клонов Т-лимфоцитов  [12]. На сегодняшний день известна 

трехмерная структура комплекса HLA c иммуногенным пептидом инсулина (см. ниже, рис. 5 ). 

 

1.1.6. Роль АПК в патогенезе СД типа 1 

Субпопуляции АПК включают в себя ДК, В-лимфоциты и макрофаги. ДК представляют 

короткие пептиды антигенов (по 8—12 аминокислот), связанные с молекулами HLA класса I, 

наивным Т-лимфоцитам. Показано, что ДК одними из первых появляются при развитии 

инсулита у мышей линии NOD с генетически детерминированным СД типа 1  [13]; у людей 

также большое количество ДК участвует в развитии СД типа 1 [14]. Японскими учеными была 

высказана гипотеза, что дефектные клоны ДК в тимусе могут «пропускать» аутореактивные Т-

лимфоциты в кровоток, способствуя тем самым нарушению аутотолерантности  [15]. 

Другая субпопуляция АПК, играющая важную роль в развитии СД типа 1 —это 

В-лимфоциты. Они имеют два основных вида иммунной активности в отношении антигенов β-

клеток. Во-первых, В-лимфоциты представляют специфичные для β-клеток антигены 

аутореактивным Т-лимфоцитам, клоны которых могут генерироваться вследствие нарушения 

аутотолерантности. Во-вторых, В-лимфоциты могут секретировать аутоАТ, которые 

связываются с антигенами β-клеток, тем самым запуская АТ-зависимый ответ аутореактивных 

Т-лимфоцитов. Так, в экспериментах с мышами NOD было показано, что для запуска Т-

клеточного ответа на АГДК достаточно только одного вида АПК, а именно В-лимфоцитов  

[16]. 

Третья группа АПК — макрофаги — также вовлекается в развитие аутоиммунной 

реакции при СД типа 1 на ранних стадиях. На крысах линии ВВ показано, что инактивация 

макрофагов предотвращает развитие СД типа 1 у этих животных [17]. Это становится 
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возможным потому, что в отсутствии макрофагов Т-лимфоциты теряют способность 

превращаться в цитотоксические Т-лимфоциты, реактивные в отношении β-клеток.  

 

1.1.7. Инициация аутоиммунной реакции при СД типа 1 

Аутоиммунный процесс может начинаться спонтанно, но его могут вызвать некоторые 

вирусы  [18] и бактерии. Вирусные инфекции могут непосредственно поражать β-клетки и 

приводить к быстрому и внезапному развитию СД типа 1 либо служить факторами риска СД 

типа 1. Вирусы, непосредственно инфицирующие β-клетки, называются β-цитотропными и 

могут относиться к разным семействам (вирусы Коксаки, эпидемического паротита, краснухи, 

ветряной оспы, кори, цитомегаловирус) [19, 20, 21] . 

В другом случае, участки гомологии в белках вируса и белках β-клеток организма-

хозяина могут вызывать тканеспецифичный иммунный ответ, то есть возникает молекулярная 

мимикрия. При этом генерируются перекрестно-реактивные в отношение белков β-клеток 

цитотоксические Т-лимфоциты или АТ. Доказательством этой гипотезы служит тот факт, что 

моноклональные АТ против определенных вирусов способны к перекрестной реакции с 

антигенными детерминантами организма-хозяина  [22]. Перекрестнореагирующие антигены 

могут также нарушать толерантность к аутоантигенам и через В-лимфоциты. Многие 

аутореактивные В-лимфоциты не переходят в активное состояние потому, что необходимые 

для этого CD4+ Т-хелперные клетки остаются нечувствительными. Однако эти «лишенные 

помощи» В-лимфоциты могут перейти в активированное состояние, если 

перекрестнореагирующий антиген несет и один «чужеродный» для организма эпитоп, к 

которому Т-лимфоциты не толерантны. Если активированные таким образом В-лимфоциты 

при участии рецепторов представляют на своей поверхности аутоантиген и презентируют его 

покоящемуся в норме клону аутореактивных Т-хелперов, эти Т-лимфоциты начинают 

пролиферировать, вызывая новую волну стимуляции В-лимфоцитов. В результате 

аутоиммунный процесс может продолжаться и после элиминации чужеродного антигена. 

Подтверждение гипотезы молекулярной мимикрии в развитии СД типа 1 было получено 

в группе Kauffman  [23]. Они нашли участок гомологии длиной 18 аминокислот между 

молекулой GAD65 человека и р2-С белком вируса Коксаки. 

Для другого важного в патогенезе СД типа 1 антигена — тирозинфосфатазы IA-2- также 

были найдены участки гомологии с белками некоторых вирусов. Было отмечено совпадение 

аминокислотной последовательности (около 60%) длиной 8-14 аминокислот с белками 

цитомегаловируса, гепатита С, бактерии Haemophilus influenzae  [24]. Участки совпадения с 

аминокислотной последовательностью IA-2 были обнаружены также у вируса герпеса, рино-, 

ханта- и флавивирусов. Такие реакции молекулярной мимикрии могут приводить к запуску или 

усилению аутоиммунного ответа против β-клеток. 
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По последним данным, некоторые бактерии также могут вызывать СД типа 1 [25]. 

Инфекция, вызванная микробом, который несет перекрестнореагирующие антигены (т.е. 

имеющим эпитопы, сходные со скрытыми аутоэпитопами), приводит к появлению на 

профессиональных АПК такого количества подвергшихся процессингу пептидов, которое 

может быть достаточным для активации «спящих» аутореактивных Т-лимфоцитов. В 

результате стимуляции эти Т-лимфоциты приобретают способность распознавать и 

реагировать с аутоэпитопами на поверхности непрофессиональных АПК  [3].  

В нормальных условиях аутореактивные Т-лимфоциты не активируются, поскольку 

соответствующий антиген присутствует лишь в низких концентрациях на профессиональных 

АПК, или презентируется «непрофессиональными АПК (такими, как островковые клетки). 

Но молекулярная мимикрия — это не единственный механизм, по которому может 

развиваться аутоиммунная реакция. Существует еще ряд факторов, которые могут нарушить 

толерантность к собственным антигенам: нарушения в цитокиновой сети, предшествующие 

повреждения или нарушения в органах – мишенях. 

В ряде случаев активация клональной экспансии аутореактивных субпопуляций Т-

лимфоцитов может быть вызвана экспрессией белков ретровирусов (белок оболочки вируса —  

env) в клетках организма-хозяина. Это так называемые суперантигены. Они участвуют в 

развитии многих аутоиммунных заболеваний  [26]. Суперантигены инициируют реакцию 

между молекулами HLA класса II и поликлональными Т-лимфоцитами, что приводит к их 

реципрокной активации. 

В экспериментах на мышах NOD  было показано, что аутореактивные CD4+ T-

хелперные клетки и CD8+ цитотоксические лимфоциты узнают антигенные детерминанты в 

составе комплексов с  HLA классов I и II. На сегодняшний день известно много эпитопов 

белков β-клеток для человека и NOD мышей  [27].  

Нельзя исключить также, что, кроме микробов и вирусов, функцию инициатора 

иммунопатологических процессов могут выполнять и другие факторы окружающей среды, в 

частности реактивные метаболиты лекарственных препаратов. 

 

1.1.8. Дальнейшее развитие аутоиммунной реакции  

Считается, что процесс разрушения β-клеток происходит в доклиническом периоде с 

неравномерной скоростью, которая резко увеличивается в конце этого периода – 

непосредственно перед клиническим проявлением заболевания  [1]. В конце доклинического 

периода основную роль в разрушении β-клеток играют различные провоспалительные 

цитокины. 

Макрофаги выделяют интерлейкин (ИЛ)-12, стимулируя секрецию ИФН-γ и ИЛ-2 CD4+ 

Т-лимфоцитами. ИФН-γ активирует секрецию токсичных для β-клеток цитокинов и 
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медиаторов воспаления (ИЛ-1β, ФНО, свободные радикалы) другими резидентными 

макрофагами. Цитокины стимулируют миграцию CD8+ лимфоцитов, специфичных к 

антигенам β-клеток, к этим клеткам. Эти клоны CD8+ лимфоцитов узнают антигены β-клеток, 

связанные с молекулами MHC I, и разрушают клетки-мишени, выделяя перфорин и гранзим, а 

также по Fas-пути апоптоза  [28]. 

 

1.2. Синтез, секреция, строение и эффекты инсулина  

Инсулин синтезируется и секретируется β-клетками островков поджелудочной железы. 

В островках присутствуют и другие типы эндокринных и неэндокринных клеток, в частности, 

-клетки, секретирующие глюкагон (рис. 2). В поджелудочной железе человека насчитывается 

до 1 млн островков. 

 

 

 

Рис. 2. Клеточный состав островков Лангерганса. Бета-клетки окрашены красным цветом, , -клетки — 

зеленым, -клетки — синим (из кн. «Биология стволовых клеток и клеточные технологии», гл. 11, 

с разрешения автора) 

 

У человека  есть один ген инсулина, расположенный на 11-й хромосоме. Этот ген 

кодирует одноцепочечный предшественник инсулина — препроинсулин. Трансляция его мРНК 

идет на рибосомах шероховатого эндоплазматического ретикулума. В полости ретикулума от 

препроинсулина отщепляется N-концевой сигнальный пептид, и получившаяся цепь из 86 

аминокислот замыкается с помощью двух дисульфидных связей в проинсулин. Проинсулин 

транспортируется в аппарат Гольджи в составе везикул. В аппарате Гольджи из молекул 

проинсулина формируются гексамеры, стабилизированные ионами цинка. Эти гексамеры 
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направляются в незрелые секреторные гранулы, отщепляющиеся от транс-зона аппарата 

Гольджи.  

В секреторных гранулах происходит ступенчатый процессинг проинсулина; в нем 

участвуют прогормонконвертазы РС1/3 и РС2, а также карбоксипептидазы Е и Н. Эти 

ферменты работают в кислой среде, обеспечиваемой внутри гранул АТФ-зависимым 

протонным насосом. В результате процессинга образуются преимущественно инсулин и С-

пептид и некоторое количество сплит-форм инсулина. 

Инсулин человека имеет молекулярную массу 5808 и состоит из двух цепей —

А (21аминокислота) и В (30 аминокислот), соединенных двумя дисульфидными связями (рис. 

3). Еще одна дисульфидная связь находится между 6-й и 11-й аминокислотами цепи А. 

С-пептид содержит 31 аминокислоту, его молекулярная масса составляет 3086  

 

 

Рис. 3. Молекула инсулина (из кн. «Биология стволовых клеток и клеточные технологии», гл. 

11, с разрешения автора) 

 

Продукты процессинга проинсулина хранятся внутри зрелых секреторных гранул. 

Зрелые гранулы распределяются между двумя внутриклеточными пулами — быстрого и 

медленного реагирования. Пул быстрого реагирования включает небольшое количество зрелых 

гранул, прикрепленных к внутренней стороне плазматической мембраны. Остальные гранулы 

образуют резервный пул в центральной части β-клетки. 

Уровень глюкозы в крови человека в норме находится в довольно узких пределах: от 3,3 

до 11 ммоль/л. Уровень глюкозы не превышает 11 ммоль/л даже после приема очень больших 

количеств глюкозы внутрь. Поддержание уровня глюкозы в таких пределах обеспечивается 

совместным действием инсулина и глюкагона. 

Инсулин стимулирует поглощение глюкозы в мышечной и жировой тканях и блокирует 

продукцию глюкозы в печени за счет ускорения гликогенеза и торможения гликогенолиза и 

глюконеогенеза.  
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Глюкагон, напротив, стимулирует продукцию глюкозы в печени за счет замедления 

гликогенеза и ускорения гликогенолиза и глюконеогенеза, а также снижает потребление  

глюкозы мышечной и жировой тканями за счет подавления гликолиза. Таким образом, инсулин 

обеспечивает энергетический обмен в мышцах и жировой ткани и защиту от гипергликемии, а 

глюкагон — защиту от гипогликемии. 

Главным стимулятором секреции инсулина является глюкоза. При повышении ее 

концентрации во внеклеточной среде она проникает в β-клетку с помощью белка-переносчика 

GLUT2 (Glucose Transporter 2), сопряженного с глюкокиназой. Этот фермент превращает 

глюкозу в глюкозо-6-фосфат. Глюкозо-6-фосфат метаболизируется по пути аэробного 

гликолиза, что приводит к повышению внутриклеточной концентрации АТФ. Из-за сдвига 

отношения АТФ/АДФ в плазматической мембране закрываются АТФ-зависимые K
+
-каналы, 

что приводит, в свою очередь, к деполяризации мембраны. В результате ионы Ca
2+  

входят в 

клетку через потенциал-зависимые Ca
2+

-каналы. Это служит непосредственным сигналом для 

слияния секреторных гранул из пула быстрого реагирования с плазматической мембраной и 

экзоцитоза. Под влиянием Ca
2+

 в клетке запускается также реорганизация актиновых 

филаментов, синтез и процессинг проинсулина. 

Другим важнейшим стимулятором секреции инсулина служит глюкагон. Известен также 

целый ряд усилителей и ингибиторов секреции инсулина. К усилителям относятся некоторые 

аминокислоты (лейцин, аргинин), ацетилхолин, глюкагоноподобный пептид-1 и 

гастроинтестинальный пептид, к ингибиторам — адреналин, норадреналин, галанин. 

Совместное действие всех этих веществ обеспечивает тонкую настройку секреторной 

активности β-клеток после приема пищи. 

Инсулин обладает целым рядом биологических эффектов. Инсулин играет главную роль 

в регуляции обмена глюкозы, участвует в регуляции обмена других веществ, а также является 

фактором роста. Он оказывает влияние не только на свои главные мишени (печень, мышцы и 

жировая ткань), но и на многие другие ткани. Инсулин стимулирует анаболические процессы и 

тормозит катаболические. Продолжительность эффектов инсулина очень разная — от 

нескольких секунд или минут (стимуляция транспорта глюкозы, фосфорилирование и 

дефосфорилирование белков) до нескольких часов (активация транскрипции генов) и даже 

суток (влияние на дифференцировку клеток). 

 

1.3. Инсулин — один из основных аутоантигенов при СД типа 1 

Очень важным и на сегодняшний момент спорным остается вопрос о первичности 

инсулина как аутоантигена в патогенезе СД типа 1. Инсулин считается аутоантигеном, 

специфичным только для β-клеток, что отличает его от других аутоантигенов, например от 
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глутаматдекарбоксилазы (которая экспрессируется не только в β-клетках, но и в разных 

типах нейронов). 

Многие авторы считают, что именно инсулин и его предшественники являются 

ключевыми аутоантигенами в патогенезе СД типа 1  [29, 30]. Инсулин и проинсулин 

отличаются от других аутоантигенов β-клеток своими малыми размерами и локализацией 

(почти все остальные аутоантигены β-клеток — мембранные белки). 

Учитывая особенности синтеза, процессинга, хранения и секреции инсулина в 

β-клетках, инсулин как аутоантиген обычно рассматривается вместе с его 

предшественниками — препроинсулином и проинсулином, присутствующими наряду с 

инсулином в β-клетках. Очевидно, что оба предшественника содержат в себе всю 

последовательность молекулы инсулина и могут иметь те же самые эпитопы, что и инсулин, а, 

значит, выступать в роли аутоантигенов при попадании в кровоток. Так, некоторые авторы 

считают, что первичным аутоантигеном при СД типа 1 является проинсулин [31].  

Показано, что иммуногенными свойствами обладает не вся молекула инсулина (или 

проинсулина), а ряд ее эпитопов, главный из которых — B:9—23. По данным Nakayma, этот 

эпитоп имеет 2 сайта связывания и присутствует как в инсулине, так и в проинсулине  [32]. 

Именно этот эпитоп узнают Т-лимфоциты. Группой Wong было показано на культурах 

островковых клеток мышей NOD, что инсулин является также мишенью и для CD8+ 

лимфоцитов  [33].  

За последние несколько лет в молекулах проинсулина и инсулина было найдено 

довольно большое число иммуногенных участков. Их выделяли из комплексов с молекулами 

НLA и определяли их аминокислотную последовательность  [34]. 

До сих пор окончательно не ясно, какой из эпитопов инициирует аутоиммунную 

реакцию и равнозначны ли эпитопы между собой. Вполне возможно, что множественность 

эпитопов связана с явлением "перекрывающего захвата" эпитопов (epitope spreаding). Этот 

феномен описывают так: исходно аутоиммунная реакция провоцируется одним эпитопом, а 

затем на «второй волне» иммунного ответа индуцируется реакция против близлежащих 

эпитопов  [35]. 
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Рис. 4. Линейная структура предшественников мышиного инсулина I. Внизу показаны 

основные эпитопы молекулы инсулина и его предшественников. 

 

Как видно из рис. 4, не все эпитопы в препроинсулине, проинсулине и инсулине мыши 

совпадают. У молодых мышей NOD и контрольных животных линии В6 (без 

предрасположенности к спонтанному СД типа 1) уровень экспрессии препроинсулина в тимусе 

не различается. Но только спленоциты мышей NOD могут быть активированы пептидом 

препроинсулина В24—С33  [36]. Этот эпитоп уже не обнаруживается в молекуле инсулина 

после того, как от проинсулина отщепляется С-пептид. 

У людей с впервые выявленным СД типа 1 обнаружены клоны Т-лимфоцитов, 

реагирующие с пептидом В:11—27  [37], который перекрывается с пептидом В:9—23. Пептид 

В:9—23 способен вызывать пролиферацию клонов Т-лимфоцитов у больных СД типа 1, а у 

здоровых людей такой реакции не происходит [38]. В другой работе было показано, что Т-

лимфоциты, которые были выделены у людей с гаплотипом HLA-DRB1*04—DQA1*0301—

DQB1*0302 (детерминирующим предрасположенность к СД типа 1), способны к реакции с 

пептидом А:1—15  [39]. 

При помощи РИА было показано, что инсулин, проинсулин и некоторые пептиды 

инсулина могут стимулировать пролиферацию Т- и В-лимфоцитов больных СД типа 1, а также 

людей с гаплотипами HLA-DRB1*04—DQA1*0301—DQB1*0302  [40]. 

Как уже было отмечено выше, эпитопы аутоантигенов, в том числе и инсулина, 

представляются эффекторным клеткам иммунной системы в составе HLA. От строения 

молекул HLA напрямую зависит, какие именно участки инсулина могут с ними связываться. В 

качестве примера рассмотрим роль полиморфизма гена HLA-DQB1. Этот ген кодирует 

гликопротеид DQ 1, относящийся к гликопротеидам HLA класса II. Как и все гликопротеиды 
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HLA класса II, DQ 1 участвует в представлении аутоантигенов лимфоцитам CD4+ (T-

хелперам). Представляемый аутоантиген связывается с определенным участком DQ 1. В 

участке связывания в положении 57 может находиться аспарагиновая кислота (Asp57), либо 

неполярные аминокислоты — валин или серин. При замене отрицательно заряженной Asp57 на 

неполярные аминокислоты в молекуле HLA  образуется положительно заряженный "карман", в 

котором и происходит связывание иммуногенных пептидов В-цепи инсулина (рис. 5). Мало 

того, связывание инсулина в этом "кармане" становится слишком прочным. В результате 

иммунный ответ на инсулин усиливается. Действительно, у носителей аллельных вариантов 

DQB1, кодирующих DQ 1 с Asp57, например DQB1*0301 или DQB1*0602 риск СД типа 1 

низкий, а у носителей вариантов, кодирующих DQ 1 с заменой Asp57 на иные аминокислоты, 

например варианта DQB1*0302, риск болезни значительно повышен [7].  

 

 

 

Рис. 5. Трехмерная модель комплекса HLA-иммуногенный пептид инсулина  

 

Чтобы подтвердить ведущую роль пептида B:9—23 в иммунной реакции, были созданы 

линии мышей NOD с нокаутом обоих генов инсулина (в геноме мыши есть 2 гена инсулина на 

разных хромосомах). Для того, чтобы предотвратить гипергликемию у этих мышей, им 

вводили трансген инсулина, в котором Tyr-B16 был заменен на Ala. У таких мышей не 

развивались ни гипергликемия, ни аутоиммунная реакция. Однако иммунизация  нативным 

пептидом B:9—23 (без аминокислотной замены) снова вызывала у таких мышей 

аутоиммунную реакцию, и у них развивался СД типа 1  [29]. 
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1.4. Определение аутоАТ к инсулину в дифференциальной и ранней 

диагностике СД типа 1 

 

1.4.1. Лабораторные диагностические маркеры СД типа 1 

Можно выделить 3 группы лабораторных маркеров СД типа 1:  

1. Метаболические (гипергликемия, снижение базальной и стимулированной секреции 

инсулина и/или С-пептида).  

2. Иммунологические (аутореактивные Т-лимфоциты и различные аутоАТ к антигенам 

-клеток и других островковых клеток). 

3. Молекулярно-генетические (предрасполагающие гаплотипы HLA-DRB1, -DQA1, -

DQB1; полиморфизмы других диабетогенных локусов). 

Комплексные исследования перечисленных маркеров позволяют с уверенностью отличать 

СД типа 1 от других типов СД и прогнозировать развитие СД типа 1 у людей из группы риска. 

Особое место среди перечисленных маркеров занимают аутоАТ к антигенам -клеток и других 

островковых клеток. Так, выявление аутоАТ играет решающую роль при постановке 

правильного диагноза у маленьких детей (в возрасте до 1 года) с клиническими симптомами 

СД типа 1. У 10—20% таких детей СД может быть обусловлен не аутоиммунным разрушением 

-клеток, а мутациями различных генов -клеток. Например, при мутации гена глюкокиназы 

(при MODY2) повышается порог чувствительности -клеток к глюкозе, из-за чего у ребенка 

развивается гипергликемия. Уровни инсулина и С-пептида у таких детей снижены, и поэтому 

MODY2 может быть спутан с СД типа 1. Неправильный диагноз повлечет за собой 

неправильное лечение: ребенку назначат инсулинотерапию, тогда как при MODY2 требуется 

лечение стимуляторами секреции инсулина — производными сульфанилмочевины. В 

подобных сомнительных случаях присутствие в сыворотке аутоАТ к антигенам -клеток — 

неопровержимый довод в пользу диагноза СД типа 1. И наоборот, отсутствие аутоАТ дает 

основание для молекулярно-генетического обследования (поиска мутации в гене глюкокиназы 

или в других генах -клеток). 

Не менее важно определять аутоАТ к антигенам -клеток и при дифференциальной 

диагностике СД у взрослых в возрасте 35—45 лет. В таких случаях, ориентируясь на возраст 

больного, традиционно ставят диагноз СД типа 2 и назначают стимуляторы секреции 

инсулина. Но из эпидемиологических исследований известно, что примерно у 15% больных в 

указанном возрасте имеется так называемый медленно прогрессирующий аутоиммунный 

сахарный диабет (LADA, Latent Autoimmune Diabetes of Adults) и эти больные нуждаются в 

инсулинотерапии. 
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Исследования аутоАТ к антигенам -клеток применяются для прогнозирования 

СД типа 1 у лиц из группы риска и для раннего выявления доклинического периода СД типа 1. 

Такие исследования приобретают все большую важность, поскольку в последнее время идет 

активная разработка способов специфического подавления аутоиммунной реакции против 

-клеток. Создан ряд иммунопрофилактических препаратов (в том числе моноклональные АТ 

против цитокинов, моноклональные АТ против CD4+-лимфоцитов), которые испытываются на 

людях из группы риска СД типа 1. И основным критерием для включения в такие испытания 

является наличие у пациента аутоАТ против антигенов -клеток [41]. 

 

1.4.2. Характеристика разных аутоАТ против антигенов -клеток 

Все аутоАТ против антигенов -клеток можно разделить на 2 большие группы: 

тотальные аутоАТ к множеству антигенов островковых клеток и специфические аутоАТ к 

определенным, биохимически охарактеризованным антигенам. К первой группе относятся 

АОК (английское название — ICA, Islet Cell Antibodies). Эти аутоАТ определяют методом 

непрямой иммунофлуоресценции на криостатных срезах поджелудочной железы 

млекопитающих (этот метод детально описан ниже). АОК выявляются примерно у 70 % 

больных с впервые выявленным СД типа 1 и всего у 0,1—0,5% здоровых людей.   

Во вторую группу входит несколько видов аутоАТ (табл. 1).  

Таблица 1. Специфические аутоАТ — маркеры СД типа 1 (По Eisenbarth, 

http://www.barbaradaviscenter.org/). 

 

Русское название 

аутоАТ 

Английское 

название 

аутоАТ 

Антиген Чувствительность Характеристика 

АТИнс IAA Инсулин 49—92% Более высокая 

чувствительность 

у детей 

АГДК GADAb Глутаматдекарбоксилаза 65-75% Более высокая 

чувствительность 

с СД типа 1A 

— Anti- ZnT8 ZnT8 65-75% Zn-канал в 

островках 

Лангерганса 

АТ к 

фосфотирозинфосфатазе 

Anti-IA-2A ICA512/IA-2 74% Тирозинфосфатаза 

АТ к фогрину Anti-IA-2β IA-2β/Phogrin 61% Тирозинфосфатаза 

АТ к карбоксипептидазе 

H 

Anti-CH Carboxypeptase H 10% Редко встречается 

— GLIMA38 GLIMA38 19% Амфифильный 

мембранный 

гликопротеин 

— GM2-1 GM2-1 ? Ганглиозид 

— ICA69 ICA69 ? Мало изучен 

— ICA12 ICA12 <20% Мало изучен 

 

http://www.barbaradaviscenter.org/
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Диагностическая и прогностическая ценность определения аутоАТ прежде всего 

зависят от их числа: чем больше видов аутоАТ определяется, тем выше чувствительность 

теста. Кроме того, чувствительность теста зависит от того, какие именно виды аутоАТ 

определяются. На рис. 6 представлены результаты многолетнего проспективного исследования 

заболеваемости СД типа 1 среди детей-носителей предрасполагающих аллелей HLA-DQB1, 

проведенного в Финляндии. Из рисунка видно, что максимальной прогностической ценностью 

обладает комбинация аутоАТ "АОК+АТИнс+IA-2A", тогда как ценность комбинации 

"АОК+АГДК+ IA-2A" гораздо ниже. Необходимо подчеркнуть, что в этом исследовании четко 

доказана прогностическая ценность определения АТИнс в сочетании с другими маркерами 

аутоиммунной реакции против -клеток. 

 

    

 

Рис. 6. Заболеваемость СД типа 1 среди детей-носителей предрасполагающих генов HLA в 

зависимости от числа и комбинации аутоАТ. 
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1.4.3. Антитела к инсулину  

АТИнс относятся к классу IgG классу (рис. 7). Ig этого класса состоят из двух тяжелых и 

двух легких цепей и делятся на подклассы в зависимости от строения Сн областей (отличается 

число и расположение дисульфидных связей). 

 

 

Рис. 7.  Строение IgG 

 

Содержание IgG в сыворотке составляет в среднем 12 г/л. Их концентрация достигает 

нормы к 7-летнему возрасту. IgG обладают двумя антигенсвязывающими центрами и образуют 

с поливалентными антигенами сетевые структуры. По сравнению с IgM, IgG обладают 

меньшей способностью связывать комплемент. IgG — единственные Ig, обладающие 

способностью проходить через плаценту. Скорость синтеза IgG составляет 32 мг/кг веса в день, 

а время полужизни — 21 день [42]. 

АТИнс появляются в организме за годы до клинического проявления СД типа 1. По 

данным ряда исследований, часто именно эти АТ обнаруживаются в первую очередь при 

диагнозе СД типа 1 у детей и подростков. Исследования, проведенные группой Eisenbarth 

среди детей из группы риска СД типа 1 и на мышах NOD, показали очень высокую корреляцию 

между уровнем АТИнс в крови  и последующим развитием СД типа 1. Из пяти детей с 

выявленными в возрасте 7—10 мес АТИнс, у четверых СД типа 1 развился в возрасте до 3,5 

лет. В контрольной группе (929 детей) с отсутствием АТИнс СД типа 1 развился только у 1 

ребенка. У 83% мышей NOD в возрасте 8 нед были выявлены АТИнс и у 13% — не выявлены 

(СД типа 1 у мышей NOD развивается к возрасту 16—18 нед).  [43, 7]. 

 В работе группы Padoa был продемонстрирован поликлональный характер АТИнс  

[44]. АТИнс разных клонов различаются по строению вариабельных областей как легких, так и 

тяжелых цепей. Эта же группа показала, что АТ к экзогенному инсулину узнают главным 

образом участок А-цепи инсулина, в то время как аутоАТИнс, возникающие при СД типа 1, 

связываются с конформационным эпитопом, включающим участки как А-, так и В-цепи. 
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АТИнс обладают высокой специфичностью по отношению к своему антигену, а также 

высокой аффинностью, которая обусловлена соматическими мутациями при кооперативном 

действии Т-хелперных клеток. 

 

1.4.4. Способы определения АТИнс 

Очевидно, что для ранней и дифференциальной диагностики СД типа 1 нужны 

надежные методы определения различных аутоАТ к антигенам -клеток, отличающиеся 

высокой чувствительностью, специфичностью, воспроизводимостью и удобством применения. 

Для определения АОК и АГДК такие методики уже существуют: это метод непрямой 

иммунофлуоресценции для АОК и метод РИА для АГДК.  

По мнению некоторых авторов, АТИнс первыми сигнализируют о начале аутоиммунной 

реакции и провоцируют появление других видов аутоАТ [7, 45, 46] . Достоверность этого 

факта еще окончательно не установлена, однако точно известно, что АТИнс появляются 

задолго до клинического проявления СД типа 1. Поэтому разработка эффективных методов 

выявления АТИнс является важной задачей.  

Для определения АТИнс в течение последних 20 лет использовалось несколько методик, 

среди которых есть методики, основанные на РИА и на ИФА. Методы РИА приняты за 

эталонные. Это жидкофазные методы анализа, обладающие следующими преимуществами: 

образование комплексов "инсулин-АТИнс" во всем реакционном объеме, отсутствие 

неспецифического связывания, более быстрое установление равновесия реакции и 

стабильность этого равновесия. Существенным недостатком РИА является его трудоемкость и 

использование радионуклидов. На сегодняшний день в лучших клинических и 

исследовательских центрах за рубежом для определения АТИнс используется РИА. В России 

метод РИА не может быть реализован в подавляющем большинстве лабораторий из-за 

технических и административных сложностей, связанных с работой с радионуклидами.  

 

1.5. Общие сведения об иммуноферментном анализе 

Иммуноферментный анализ (ИФА; англ. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) 

— лабораторный иммунологический метод качественного и количественного определения 

антигенов и АТ в сыворотке крови и других биологических жидкостях. 

В основе метода ИФА лежит принцип специфического взаимодействия между 

антигеном и соответствующим ему первичным АТ. Для выявления образовавшегося 

комплекса используют конъюгат, который представляет собой вторичное АТ, соединѐнное с 

ферментной меткой. 

http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%B8%D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_%D1%8F%D0%B7%D1%8B%D0%BA
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Конъюгат может быть получен с использованием поликлональных антивидовых АТ 

(например, кроличьи АТ против Ig человека) или моноклональных АТ, направленных против 

человеческих Ig определѐнного класса (M, G, А). 

В зависимости от того, какие АТ использованы, тест-система будет выявлять в 

исследуемом образце или специфические АТ независимо от их класса, или АТ лишь 

определѐнного класса (например, только IgG или только IgM). 

В зависимости от того, какие антигены используются, все ИФА-тест-системы для 

выявления АТ подразделяются на: 

1. Лизатные — в которых используется смесь нативных антигенов; 

2. Рекомбинантные — в которых используются полученные генно-инженерным 

способом белки-аналоги определенных белковых антигенов; 

3. Пептидные — использующие химически синтезированные фрагменты белков. 

Существует несколько методов постановки реакции, однако в настоящее время, 

наиболее часто для выявления специфических АТ используются следующая схема (рис. 8): 

В лунках пластикового планшета зафиксирован антиген, который инкубируется с 

испытуемой сывороткой. При наличии в сыворотке специфических первичных АТ 

происходит связывание их с образованием комплекса антиген-АТ. 

В дальнейшем, при инкубации этого комплекса с конъюгатом, происходит 

присоединение вторичных АТ к имеющимся комплексам антиген-АТ. Ферментативная 

реакция проходит в присутствии перекиси водорода на заключительном этапе проведения 

исследования. Интенсивность окрашивания зависит от количества выявленных 

специфических АТ. 

Результат оценивается спектрофотометрически. По такому принципу построено 

большое количество тест-систем для ИФА-диагностики, в частности, ИФА-тест-системы для 

выявления аутоАТ против ядерных и цитоплазматических антигенов при системных 

аутоиммунных заболеваниях, АТ разных классов к вирусам, бактериям, простейшим, 

гельминтам. По такому же принципу сконструированы тест-системы для определения 

АТИнс производства компаний Orgentec и DRG, широко применяющиеся в России. В нашей 

работе мы тоже использовали именно эту разновидность ИФА.  

 

http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D1%8B%D0%B2%D0%BE%D1%80%D0%BE%D1%82%D0%BA%D0%B0_%D0%BA%D1%80%D0%BE%D0%B2%D0%B8
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%BF%D0%B5%D0%BA%D1%82%D1%80%D0%BE%D1%84%D0%BE%D1%82%D0%BE%D0%BC%D0%B5%D1%82%D1%80%D0%B8%D1%8F
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Рис. 8. Схема методики ИФА, используемая в данной работе, Ag — антиген, Ab1 —первичные 

АТ, Ab2 — вторичные АТ, HrpSub — хромогенный субстрат. 

 

ИФА обладает рядом преимуществ по сравнению с РИА: 

простота и безопасность аналитической процедуры, 

сравнительно небольшое время анализа; 

возможность исследования Ig различных классов (что важно для ранней диагностики 

заболеваний и их прогноза); 

высокая чувствительность, позволяющая выявлять концентрации до 0,05 нг/мл. Такая 

чувствительность метода определяется способностью одной молекулы фермента 

катализировать превращение большого числа молекул субстрата;  

возможность использования минимальных объемов исследуемого материала;  

стабильность реагентов при длительном хранении (до года и более);  

возможность  как инструментального (в качественном и количественном варианте), так 

и визуального учета;  

относительно низкая стоимость. 

Однако ИФА имеет и недостатки. Прежде всего, ИФА часто дает ложноположительные 

и ложноотрицательные результаты. Ложноположительные могут возникать за счет 

ревматоидного фактора, представляющего собой IgM против собственных IgG человека; за 

счѐт АТ, образующихся при различных системных заболеваниях, нарушениях обмена веществ 

или при приѐме лекарственных препаратов; у новорожденных такие ложноположительные 

реакции могут возникать за счѐт образования в организме ребѐнка АТ к IgG матери. 

Ложноотрицательные результаты ИФА обусловлены конкуренцией между IgМ и IgG, а также 

техническими ошибками при постановке реакции (например, неточным дозированием малых 

объемов реагентов). 

 

Ag 

Ab1 

Ab2 

HrpSub 

http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%A0%D0%B5%D0%B2%D0%BC%D0%B0%D1%82%D0%BE%D0%B8%D0%B4%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D1%84%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D1%80&action=edit&redlink=1
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Цель нашей работы заключалась в конструировании простой экспериментальной тест-

системы ИФА для определения АТИнс и в оценке возможности определения АТИнс с 

помощью экспериментальной тест-системы и сертифицированной тест-системы, широко 

используемой в российских КДЛ.  
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2. ЦЕЛЬ И ЗАДАЧИ РАБОТЫ 

 

Цель работы 

Оценка возможности определения АтИнс при помощи простых иммуноферментных 

тест-систем. 

  

Задачи работы 

1. Сконструировать экспериментальную тест-систему для определения АтИнс в 

сыворотке крови человека. 

2. Подобрать условия для основных этапов анализа в экспериментальной тест-системе. 

3. Собрать и охарактеризовать человеческие сыворотки, пригодные для оценки 

работоспособности экспериментальной тест-системы. 

4. Оценить работоспособность экспериментальной тест-системы с использованием 

охарактеризованных человеческих сывороток. 

5. Сравнить аналитические свойства экспериментальной тест-системы и 

сертифицированной коммерческой тест-системы. 
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3. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

3.1. Реактивы и оборудование 

3.1.1. Реактивы и расходные материалы 

1. NaCl о.с.ч. (Диаэм, Россия). 

2. Казеин из коровьего молока технический (Sigma, США, кат. № 232-555-1). 

3. Калия фосфат однозамещенный, KH2PO4 о.с.ч. (Sigma, США, кат. № 60359). 

4. Натрия фосфат двузамещенный, Na2HPO4 о.с.ч. (Sigma, США, кат. № 71649) 

5. Диметилсульфоксид (Sigma, США, кат. № D-5879). 

6. Твин 20 PS (Panreac, Испания, кат. № 162312.1608). 

7. Лимонная кислота о.с.ч. (Sigma, США, кат. № С-1368). 

8. Трис (Sigma, США). 

9. Тетраметилбензидин (ТМБ) (Panreac, Испания). 

10. Глицерин о.с.ч. (Panreac, Испания, кат. № 141339.1211). 

11. Конъюгат Sigma для ИФА (иммуноглобулины G козлиные против всей молекулы 

IgG человека, конъюгированные с пероксидазой; goat anti-human IgG (whole molecule) 

peroxidase conjugate, IgG fraction of antiserum (Sigma, США, кат. № 8667)). 

12. Конъюгат для иммунофлуоресцентного анализа (иммуноглобулины G козлиные 

против всей молекулы IgG человека, конъюгированные с ФИТЦ; goat anti-human IgG (whole 

molecule) Fab2' fragment, FITC-conjugated, (Sigma, США, кат. № F1647)). 

13. Инсулин ELRS (Инсулин человеческий генно-инженерный, стандарт для контроля 

качества; EliLilly Insulin Human Biosynthetic Reference Standard (EliLilly, США, кат.№ RS0026)). 

14. Лекарственные препараты инсулина: генно-инженерный человеческий инсулин 

короткого действия (Актрапид HM, Actrapid HM, Novo Nordisk, Дания); генно-инженерный 

человеческий инсулин средней длительности действия NPH (Протафан, Protaphan, Novo 

Nordisk, Дания); полусинтетический аналог человеческого инсулина средней длительности 

действия инсулин-детемир (Левемир, Levemir, Novo Nordisk, Дания); полусинтетический 

аналог человеческого инсулина длительного действия инсулин-гларгин (Лантус, Lantus, 

Aventis, США). 

15. Планшеты полистироловые 96-луночные разборные (12 стрипов по 8 лунок) 

CostarCorning EIA/RIA, Flat Bottom, Certified High Binding, Non Sterile Polystyrene 

(CostarCorning, США, кат. № 2592). 

16. Наборы диагностические для измерения концентрации глюкозы в биологических 

жидкостях "Глюкоза-НОВО" (Вектор-Бест, Россия, кат. № В-8056). 

17. Наборы диагностические для количественного определения антител к инсулину 

Orgentec Anti-Insulin (Orgentec Diagnostika GmbH, Германия, кат. № ORG520). 

18. Жидкий азот. 
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3.1.2. Буферные и другие растворы 

1. Буфер посадочный щелочной Трис-НСl 0,05 М, рН 8,4. 

2. Фосфатно-солевой буферный раствор (ФСБР) 0,05 М, NaCl 0,15 М, рН = 7,36.  

3. Фосфатно-солевой буферный раствор с Твином 20 (ФСБР-Т) 0,05 М, NaCl 0,15 М, 

Твин 20 0,05%, рН = 7,36.  

4. Цитратный буфер 0,1 М для разведения ТМБ, рН 5,1 

5.  1 М HCl 

6. Казеин 0,5% M/V (блокировочный раствор) в ФСБ 

7. Раствор конъюгата Sigma 1:50 в глицерине.  

 

3.1.3. Оборудование 

1. Вакуумный насос 

2. Вихревой смеситель Vortex Bender & Hobein (США). 

3. Шейкер Titertek для планшетов (Flow Labs., Великобритания). 

4. Автоматические пипетки одно- и многоканальные Titerteck, Gilson, Thermo, Ленпипет. 

5. рН-метр Pracitronic c электродом Cole Parmer. 

6. Центрифуга для микропробирок MLW-5 (Германия). 

7. Термостат с темной камерой на 0—25°С. 

8. Лабораторные весы Sartоrius L420 (Германия). 

9. Спектрофотометр/ридер планшетный одноканальный Anthos 2010 (Австрия). 

10. Морозильные камеры Sanyo MDF на —25 
о
С и —70 

о
С. 

11. Холодильник бытовой. 

12. Криотом Shandon (США). 

13. Световой микроскоп JenaMed (Германия). 

14. Люминесцентный микроскоп Olympus BX51TF (Япония).  
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3.2. Методы 

 

3.2.1. Методика работы с экспериментальной тест-системой ИФА 

Методика детально описана в разделе "Результаты", в п. 4.1.  

3.2.2 Методика работы с тест-системой Orgentec Anti-IAA 

Все работы с этой тест-системой проводили в строгом соответствии с инструкцией 

производителя. Основные этапы работы: 

-разведение сыворотки 1:100 буфером для разведения образцов;  

-внесение проб и стандартов в лунки планшета в объеме 100 мкл; 

-инкубация 30 мин при 23°С; 

-отмывка промывочным раствором 3 раза по 300 мкл; 

-внесение конъюгата в лунки в объеме 100 мкл; 

-инкубация 15 мин при  23°С; 

-отмывка промывочным раствором 3 раза по 300 мкл; 

-внесение хромогенного субстрата в лунки в объеме 100 мкл; 

-инкубация 15 мин при  23°С в темноте!; 

-остановка субстратной реакции добавлением 1М НС1 в течение 5 мин при 

перемешивании; 

-измерение OD 450. 

 

3.2.3. Вспомогательные методики 

3.2.3.1. Измерение концентрации глюкозы в сыворотке или плазме крови 

Концентрацию глюкозы в сыворотке или плазме определяли глюкозооксидазным 

методом с применением набора реагентов фирмы "Вектор-Бест". Все работы проводили в 

строгом соответствии с инструкцией производителя. 

3.2.3.2. Определение АОК 

АОК определяли методом непрямой иммунофлуоресценции, стандартизованным 

Международной группой по иммунологии сахарного диабета (International Immunology of 

Diabetes Workshop).  

Антигенным субстратом служили криостатные срезы поджелудочной железы 

мультиорганного донора с группой крови I(0). Срезы готовили на криотоме фирмы Shandon. 

Фрагмент поджелудочной железы мультиорганного донора с группой крови I(0) помещали в 

жидкий азот. Отделяли скальпелем часть этого фрагмента и помещали его в кассету-держатель 

криотома. Делали срезы толщиной 4—5 мкм, не более 7—9 мм в диаметре и переносили срезы 

на обезжиренные предметные стекла. Стекла просушивали под вентилятором и хранили при —

70ºС. Контроль качества срезов проводили в процессе резки через каждые 10 срезов. Для этого 
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окрашивали срез красителем Гимза и просматривали под световым микроскопом. 

Определяли количество островков на срезе. Срез считали качественным, если на нем было 

видно не менее 7 островков Лангерганса. На срезы наносили тестируемые сыворотки и 

инкубировали 25 мин при 20—25 
о
С во влажной камере. Затем срезы промывали ФСБР-Т 5 раз 

и наносили на них конъюгат для иммунофлуоресцентного анализа, разведенный в 200 раз 

ФСБР. Инкубировали срезы 20 мин при 20—25 
о
С во влажной камере, промывали ФСБР-Т 5 

раз и анализировали под люминесцентным микроскопом. Иммунную реакцию считали 

положительной, если на одном срезе выявляли не менее 4 специфически окрашенных 

островков (рис. 9). 

 

 
 

Рис. 9. АОК на срезе поджелудочной железы (собственная микрофотография, непрямая 

иммунофлуоресценция, 
х
400). 

 

В качестве положительного контроля использовали АОК-позитивную сыворотку 

Международного фонда детского сахарного диабета (Juvenile Diabetes Foundation International, 

JDF) с титром АОК 160 ед JDF. В качестве отрицательного контроля использовали АОК-

негативную сливную сыворотку, приготовленную в лаборатории путем смешивания 50 

сывороток здоровых АОК-негативных доноров крови. Для построения калибровочных кривых 

использовали АОК-позитивную сыворотку, которую последовательно разводили АОК-

негативной сливной сывороткой (в соотношении 1:1, 1:3, 1:7 и т.д.). Титр АОК в тестируемой 

сыворотке определяли путем ее последовательных разведений. Тест на АОК считали 

положительным при титре АОК ≥ 10 ед JDF. 

 

3.2.4. Статистические методы 

Для статистической обработки данных использовали программу "Биостат" (М., ИД 

"Практика"). Для сравнения качественных показателей применяли критерий 
2
, для сравнения 

количественных показателей — t-критерий Стьюдента. 
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4. РЕЗУЛЬТАТЫ  

 

4.1. Выбор конструкции и компоновка тест-системы 

 

Мы выбрали вариант тест-системы, наиболее часто используемый для выявления 

сывороточных антител и аутоантител. Конструкция и общий принцип работы такой тест-

системы были описаны выше. Аналитическая процедура в нашей тест-системе включала 

следующие этапы: 

1. Иммобилизацию антигена (инсулина) на твердой фазе (в лунках 96-луночного 

планшета) в объеме 75 мкл. 

2. Пятикратную отмывку несвязавшегося инсулина ФСБР-Т (в объеме 300 мкл на 

лунку). 

3. Блокировку свободных мест твердой фазы после посадки инсулина. 

3. Пятикратную отмывку ФСБР-Т (в объеме 300 мкл на лунку) от блокировочного 

раствора. 

4. Инкубацию с первичными антителами (тестируемой сывороткой с неизвестным 

титром антител к инсулину или контрольным раствором с известным титром антител) в объеме 

75 мкл в течение 60 мин. 

5. Пятикратную отмывку ФСБР-Т (в объеме 300 мкл на лунку) от первичных антител. 

6. Инкубацию с вторичными антителами (конъюгатом) в объеме 75 мкл в течение 

30 мин. 

7. Пятикратную отмывку ФСБР-Т (в объеме 300 мкл на лунку) от несвязавшегося 

конъюгата. 

8. Инкубацию с хромогенным субстратом в объеме 75 мкл в течение 15 мин в темноте. 

9. Остановку субстратной реакции. 

10. Измерение оптической плотности растворов в лунках при длине волны 450 нм. 

В качестве твердой фазы для иммобилизации инсулина использовали полистироловые 

планшеты с высокой сорбционной емкостью. В качестве антигена использовали инсулин 

ELRS, в одном случае — лекарственные формы человеческого инсулина. Для блокировки 

твердой фазы после сорбции инсулина применяли растворы казеина. Для выявления IgG, 

связавшихся с инсулином, в экспериментальной тест-системе использовали конъюгат Sigma 

для ИФА. В качестве хромогенного субстрата использовали ТМБ. Субстратную реакцию 

останавливали соляной или серной кислотой. 
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4.2. Подбор условий для разных этапов анализа в экспериментальной тест-

системе 

4.2.1. Иммобилизация инсулина ELRS 

Для приготовления посадочных растворов с концентрацией инсулина 13,3 мг/л 

использовали щелочной буфер с рН 8,9; растворы готовили ex tempore. В лунки планшета 

вносили по 75 мкл посадочного раствора (1 мкг инсулина на лунку); планшет герметизировали 

липкой пленкой и инкубировали во влажной камере 18 ч при 4 ºС. Такую посадочную дозу и 

такое время инкубации рекомендуют большинство разработчиков иммуноферментных тест-

систем для выявления АТИнс [47, 48].  

Для контроля иммобилизации инсулина провели проверочный анализ: в 4 лунках 

планшета иммобилизировали инсулин ELRS, в 4 лунки вместо раствора инсулина внесли 

посадочный буфер. Далее все операции проводили как описано в п. 4.1, но в качестве 

первичных АТ использовали поликлональные АТ против инсулина млекопитающих из наборов 

Orgentec Anti-Insulin с концентрацией 50 ед/мл, а в качестве конъюгата — конъюгированные с 

пероксидазой поликлональные IgG кролика из этого же набора. Результаты, представленные на 

рис. 10, свидетельствуют о том, что при выбранных условиях инсулин хорошо 

иммобилизируется на пластике. 
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Рис. 10. Иммобилизация  антигена (инсулина) на пластике. Данные представлены в виде M ± sx. 

 

4.2.2. Иммобилизация инсулина из лекарственных препаратов 

Поскольку в клинической практике нередко возникает потребность определения АТ к 

экзогенному инсулину, мы выяснили, как иммобилизируются на пластике разные 

лекарственные формы инсулина. С этой целью провели следующий опыт: в лунках планшета 

иммобилизировали инсулин ELRS, инсулин короткого действия (Актрапид), инсулин NPH, 
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инсулин-гларгин и инсулин-детемир. Далее все операции проводили как в п. 

4.2.1. Результаты опыта представлены на рис. 11. 
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Рис. 11. Иммобилизация инсулинов из различных лекарственных препаратов 

 

Как видно из рисунка, инсулин ELRS связывается с пластиком более эффективно, чем 

остальные виды инсулина. 

 

4.2.3. Построение калибровочной кривой с синтетическими сыворотками из наборов 

Orgentec Anti-Insulin  

Для количественной оценки содержания АТИнс в пробах сыворотки необходимо иметь 

калибровочные растворы с известной концентрацией АТИнс. Поскольку мы не располагали 

человеческими сыворотками с известными концентрациями АТИнс, мы решили использовать в 

качестве калибраторов синтетические забуференные сыворотки, входящие в состав наборов 

Orgentec Anti-Insulin и содержащие, согласно паспорту, АТИнс в концентрациях 0; 12,5; 25; 50 

и 100 ед/мл. 

После иммобилизации инсулина ELRS, блокировки и отмывки в лунки вносили 

указанные калибраторы, а также АТИнс
+
- и АТИнс

—
-контрольные сыворотки из наборов 

Orgentec Anti-Insulin. После 30-минутной инкубации планшеты отмывали, и в лунки добавляли 

конъюгат из наборов Orgentec Anti-Insulin. Далее все операции проводили как в п. 4.2.1. В 

результате получили калибровочную кривую с удовлетворительной линейностью и углом 

наклона (рис. 12). К сожалению, в дальнейшем выяснилось, что АТИнс в синтетических 

забуференных сыворотках из наборов Orgentec Anti-Insulin не распознаются конъюгатом Sigma 

для ИФА, и поэтому их нельзя использовать в качестве калибраторов. 
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Рис 12. Зависимость оптической плотности от концентрации антител в образце 
 

4.2.4. Оценка зависимости связывания первичных АТ с инсулином ELRS от времени 

инкубации  

Обычно инкубацию инсулина ELRS, сорбированного на планшете, с первичными АТ 

проводили в течение 60 мин при 20—25ºС. Для изучения зависимости связывания первичных 

АТ с инсулином ELRS от времени инкубации с сывороткой провели опыт с разными сроками 

инкубации, превышающими стандартные (1, 2, 3, 4, и 5 сут). В качестве первичных АТ 

использовали синтетическую забуференную сыворотку из наборов Orgentec Anti-Insulin с 

паспортной концентрацией АТИнс 12,5 ед/мл. Оказалось, что OD450 не изменяется при 

увеличении времени инкубации (рис. 13). 
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Рис. 13. Зависимость связывания первичных АТ от времени их инкубации с антигеном.  
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4.2.5. Подбор разведения конъюгата Sigma для ИФА 

В лунки планшета вносили по 75 мкл произвольно выбранной человеческой сыворотки, 

разведенной ФСБР в отношении 1:1400. Такое разведение было выбрано с целью создать 

посадочную дозу сывороточных IgG 1 мкг на лунку. Планшет инкубировали во влажной 

камере 18 ч при 4 ºС. Затем лунки отмывали от несвязавшейся сыворотки и вносили в них по 

75 мкл конъюгата Sigma для ИФА. Далее все операции проводили как в п. 4.1. Результаты, 

представленные на рис. 14, говорят о том, что оптимальным является разведение 1:5000. 
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Рис. 14. Подбор титра конъюгата Sigma. 

 

4.3. Сбор и характеристика человеческих сывороток  

Материал набирали в Морозовской детской больнице и в медицинском центре 

"Медиус". Кровь брали из периферической вены в пробирки с активатором свертывания. 

Пробирки центрифугировали 10—15 мин при 3000 об/мин, отбирали сыворотку и фасовали ее 

в пластиковые микропробирки по 50—200 мкл. Сыворотки хранили при —25 °С. По мере 

надобности сыворотки размораживали, встряхивали на шейкере и центрифугировали 2 мин при 

6000 об/мин. Размороженные сыворотки повторно не использовали. 

Всего было собрано 22 пробы сыворотки детей с впервые выявленным СД типа 1 

(группа СД типа 1). У этих детей пробы брали до начала инсулинотерапии, так как известно, 

что АТ против экзогенного инсулина могут появиться в крови уже через 5—7 дней после 

назначения инсулинотерапии [49]. Кроме того, собрали 48 образцов сыворотки детей без СД 

или любых других нарушений углеводного обмена (контрольная группа). Почти во всех 

сыворотках контрольной группы измерили концентрацию глюкозы и титры АОК и АГДК. В 

группе СД типа 1 почти во всех сыворотках измерили только титр АОК. Концентрацию 

глюкозы измеряли глюкозооксидазным методом, титр АОК — непрямым 
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иммунофлуоресцентным методом, титр АГДК — методом РИА с использованием 

диагностического набора BeckmanCoulter. Характеристика сывороток представлена в табл. 2. 
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Таблица 2. Характеристика сывороток, использованных для проверки экспериментальной тест-системы и сертифицированной тест-системы Orgentec Anti-Insulin. НО — не определяли. 

Код Группа АОК, 

JDFU 

АГДК, 

ед/л 

Глюкоза, 

ммоль/л 

Код Группа АОК, 

JDFU 

АГДК, 

ед/л 

Глюкоза, 

ммоль/л 

4295 Контрольная 0 НО 4,8 4393 Контрольная 0 0,21 5,5 

4296 -"- 0 0,1 4,2 4394 -"- 0 0,48 4,7 

4297 -"- 40 НО 4,3 4395 -"- 0 0,28 5,5 

4299 -"- 0 1,18 4,4 4396 -"- 0 0,34 6,9 

4300 -"- 0 0,1 4,5 4397 -"- 0 0,48 4,9 

4301 -"- 0 0,128 3,9 4398 -"- 0 0,13 5,7 

4302 -"- 0 0,115 4,6 4399 -"- 0 0,69 4,9 

4303 -"- 0 0,152 4,9 4400 -"- 0 0,11 5 

4304 -"- 0 НО 4,2 4401 -"- 0 0,15 4,8 

4305 -"- 0 0,19 5,9 4402 -"- 0 0,14 4,9 

4306 -"- 0 НО 4,9 4403 -"- 0 0,34 4,5 

4307 -"- 0 0,225 4,9 4404 -"- 0 0,1 4,9 

4308 -"- 0 0,148 5,5 4405 -"- 0 1,04 4,3 

4309 -"- 0 0,14 4,8 4406 -"- 0 0,16 5 

4310 -"- 0 0,3 5,8 4407 -"- 0 0,14 4,6 

4311 -"- 0 1,11 5,4 4408 -"- 0 0,11 4,9 

4312 -"- 0 0,12 3,7 4372 СД типа 1 10240 НО НО 

4313 -"- 0 0,126 5,6 4375 -"- 0 НО НО 

4314 -"- 0 0,68 4,4 4380 -"- 320 НО НО 

4319 -"- 20 0,3 5,1 4412 -"- 0 НО НО 

4320 -"- 0 0,11 5,7 4452 -"- 20 НО НО 

4321 -"- 0 0,11 4,9 4453 -"- 160 НО НО 

4322 -"- 0 0,77 4,7 4454 -"- 640 НО НО 

4323 -"- 0 0,15 3,8 4463 -"- 640 НО НО 

4324 -"- 0 0,37 6 4464 -"- 0 НО НО 

4325 -"- 0 0,1 5 4465 -"- 0 НО НО 

4326 -"- 0 0,44 4,2 4466 -"- 2560 НО НО 

4327 -"- 0 НО 5,1 4467 -"- 10 НО НО 

4328 -"- 0 0,12 5,2 4468 -"- 40 НО НО 

4384 -"- 0 0,22 5,3 4475 -"- 160 0,6 НО 

4385 -"- 0 0,33 5,5 4476 -"- 20 НО НО 

4386 -"- 0 0,12 4,2 4477 -"- 0 НО НО 

4387 -"- 0 0,25 4,4 4478 -"- 80 НО НО 

4388 -"- 0 0,26 4,8 4483 -"- 80 НО НО 

4389 -"- 0 0,15 4,6 4484 -"- 10 НО НО 

4390 -"- 0 0,3 5,4 4490 -"- 80 1,6 НО 

4391 -"- 0 НО 5,8 4491 -"- 0 НО НО 

4392 -"- 0 НО 4,4 4498 -"- 10 НО НО 
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4.4. Проверка экспериментальной тест-системы ИФА с 

использованием охарактеризованных сывороток  

В лунки планшетов с иммобилизованным инсулином ELRS после блокировки и 

отмывки вносили пробы сыворотки. После инкубации в течение 60 мин при 20—25 
о
С 

планшеты отмывали и вносили в лунки конъюгат Sigma для ИФА. Далее все операции 

проводили как в п. 4.1. Результаты представлены в табл. 3 и 4.  

 

Таблица 3. Результаты измерения АТИнс в сыворотках контрольной группы в 

экспериментальной тест-системе ИФА. 

 

Код пробы 

сыворотки 

OD450  

(среднее по 

2 измерениям) 

Код пробы 

сыворотки 

OD450  

(среднее по 

2 измерениям) 

4295 0,221 4328 0,070 

4297 0,316 4384 0,115 

4300 0,062 4385 0,157 

4301 0,058 4386 0,189 

4302 0,090 4387 0,124 

4303 0,060 4388 0,198 

4304 0,050 4389 0,178 

4305 0,047 4390 0,077 

4306 0,460 4391 0,134 

4307 0,057 4392 0,068 

4308 0,086 4393 0,082 

4309 0,139 4394 0,162 

4310 0,069 4395 0,088 

4312 0,119 4396 0,156 

4313 0,062 4397 0,351 

4314 0,073 4398 0,137 

4320 0,095 4399 0,292 

4321 0,281 4400 0,127 

4322 0,063 4401 0,097 

4323 0,144 4402 0,144 

4324 0,144 4403 0,125 

4325 0,139 4404 0,114 

4326 0,169 4406 0,065 

4327 0,235 4407 0,088 

Всего проб 48; M ± sx = 0,137 ± 0,086  

 

 

 

 

 

 



 40 

Таблица 4. Результаты измерения АТИнс в сыворотках группы СД типа 1 в 

экспериментальной тест-системе ИФА. 

 

Код пробы 

сыворотки 

OD450  

(среднее по 2 

измерениям) 

4372 0,096 

4375 0,173 

4380 0,087 

4412 0,112 

4452 0,105 

4453 0,273 

4454 0,176 

4463 0,194 

4464 0,123 

4465 0,122 

4466 0,191 

4467 0,275 

4468 0,074 

4475 0,122 

4476 0,077 

4477 0,187 

4478 0,255 

4483 0,108 

4484 0,103 

4490 0,131 

4491 0,100 

4498 0,074 

Всего проб 22; M ± sx = 0,14 ± 0,064 

 

Как видно, средние OD450 в группе СД типа 1 и в контрольной группе не 

различаются. В обеих таблицах серым цветом выделены значения OD450, превышающие 

средние по группам более чем на 2sx. При оценке результатов лабораторных исследований 

принято оценивать такие значения как положительные, поэтому, можно допустить, что 

сыворотки 4297, 4306, 4327 и 4397 в контрольной группе, а также сыворотки 4453, 4467 и 

4478 в группе СД типа 1 являются АТИнс-позитивными. Однако частота положительных 

результатов в группе СД типа 1 составляет 14%, а в контрольной группе — 8%, и эти 

частоты при сравнении с помощью критерия 2 достоверно не различаются (P = 0,22).  

По данным разных авторов, частота АТИнс у детей с впервые выявленным 

СД типа 1 колеблется между 35 и 90%, а у здоровых детей без СД или иных нарушений 

углеводного достигает 10% [50, 51]. Таким образом, результаты в контрольной группе 

согласуются, а результаты в группе СД типа 1 не согласуются с данными литературы. 

Этот факт, а также отсутствие достоверного различия между частотами положительных 
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результатов в двух группах говорят о том, что экспериментальная тест-система ИФА 

непригодна для определения АТИнс. 

 

4.5. Проверка сертифицированной тест-системы Orgentec Anti-Insulin с 

использованием охарактеризованных сывороток  

Анализ охарактеризованных сывороток контрольной группы и группы СД типа 1 в 

тест-системе Orgentec Anti-Insulin проводили в строгом соответствии с инструкцией 

изготовителя. Результаты представлены в табл. 5 и 6.  

 

Таблица 5. Результаты измерения АТИнс в сыворотках контрольной группы в тест-

системе Orgentec Anti-Insulin. 

Код пробы 

сыворотки 

OD450  

(среднее по 

2 измерениям) 

Код пробы 

сыворотки 

OD450  

(среднее по 

2 измерениям) 

4295 0,153 4328 0,104 

4297 0,117 4384 0,139 

4300 0,102 4385 0,112 

4301 0,117 4386 0,161 

4302 0,1 4387 0,131 

4303 0,111 4388 0,108 

4304 0,063 4389 0,111 

4305 0,148 4390 0,103 

4306 0,104 4391 0,084 

4307 0,119 4392 0,086 

4308 0,096 4393 0,123 

4309 0,098 4394 0,096 

4310 0,103 4395 0,105 

4312 0,147 4396 0,148 

4313 0,08 4397 0,118 

4314 0,172 4398 0,099 

4320 0,107 4399 0,113 

4321 0,216 4400 0,112 

4322 0,11 4401 0,09 

4323 0,166 4402 0,091 

4324 0,123 4403 0,112 

4325 0,123 4404 0,098 

4326 0,12 4406 0,083 

4327 0,158 4407 0,11 

Всего проб 48; M ± sx = 0,116 ± 0,028  
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Таблица 6. Результаты измерения АТИнс в сыворотках группы СД типа 1 в тест-

системе Orgentec Anti-Insulin. 

 

Код пробы 

сыворотки 

OD450  

(среднее по 2 

измерениям) 

4372 0,099 

4375 0,206 

4380 0,094 

4412 0,105 

4452 0,166 

4453 0,083 

4454 0,151 

4463 0,088 

4464 0,098 

4465 0,091 

4466 0,09 

4467 0,085 

4468 0,114 

4475 0,08 

4476 0,145 

4477 0,12 

4478 0,116 

4483 0,096 

4484 0,133 

4490 0,107 

4491 0,11 

4498 0,114 

Всего проб 22; M ± sx = 0,113 ± 0,064 

 

Как видно из таблиц 5 и 6, средние OD450 в группе СД типа 1 и в контрольной 

группе не различаются. Не различаются и частоты положительных (превышающих 

средние по группам более чем на 2sx ) результатов (P = 0,83). Кроме того, при оценке 

результатов анализа по калибровочной кривой в обеих группах не было выявлено ни 

одной сыворотки с концентрацией АТИнс ≥ 5 ед/мл. Таким образом, сертифицированная 

тест-система Orgentec Anti-Insulin, так же как и экспериментальная тест-система, 

непригодна для определения АТИнс и обладает даже худшими аналитическими 

характеристиками. 
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4.6. Проверка АТИнс-позитивных сывороток на специфичность к 

инсулину. 

Сыворотки, дававшие позитивный результат в экспериментальной ИФА-тест-

системе, были проанализированы на специфичность к инсулину. Для этого в отдельные 

стрипы планшета сорбировали инсулин, БСА, овальбумин, фибриноген. ИФА проводили 

по стандартной методике, описанной выше. В результате было выяснено, что сыворотки, 

дававшие позитивный результат при инкубации в лунках с иммобилизированным 

инсулином, дают такой же высокий уровень сигнала и на других антигенах, что указывает 

на их неспецифичность по отношению к инсулину и позволяет высказать предположение 

об их гипериммунности. В таком случае судить о содержании АТИнс в данных 

сыворотках нельзя. 
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Рис. 15. Проверка АТИнс-позитивных сывороток на гипериммунность 

 



 44 

5. ОБСУЖДЕНИЕ 

 

Результаты работы показали, что сконструированная нами экспериментальная тест-

система ИФА достоверно не выявляет АТИнс в сыворотке крови. Низкая частота 

положительных результатов при тестировании сывороток группы СД типа 1 может быть 

обусловлена особенностями сорбции инсулина. Вполне возможно, что инсулин 

сорбируется на пластике планшета так, что иммуногенные эпитопы инсулина (например, 

В:9—23) оказываются недоступными для взаимодействия с АТИнс, присутствующими в 

сыворотке. Для того, чтобы сделать эти участки молекулы инсулина открытыми для 

взаимодействия с АТ, можно усложнить имеющуюся схему ИФА, добавив спейсеры. Если 

инсулин будет иммобилизован через достаточно длинные и гибкие спейсеры, 

соединенные с материалом планшета, то это может сделать его эпитопы открытыми для 

реакции с АТИнс.  

Высокая частота положительных результатов при тестировании сывороток 

контрольной группы может быть обусловлена по меньшей мере двумя причинами. Во-

первых, сывороточные Ig могут связываться с блокирующими молекулами казеина на 

поверхности пластика. По данным литературы, не менее чем у 15 % людей имеется 

непереносимость молочного белка. При этом виде аллергии в крови появляются АТ (IgA, 

IgE, IgG) против белков молока, в том числе против казеина [52, 51].  При использовании 

казеина в качестве блокирующего вещества могут образовываться комплексы "казеин—

АТ против казеина". Таким образом, традиционные блокировочные растворы, 

содержащие молочные белки (в т.ч. казеин или сухое молоко) не подходят для создания 

такой тест-системы. Во-вторых, у многих детей без СД, но с аутоиммунными патологиями 

щитовидной железы в крови появляются АТИнс, дающие ложно-положительные 

результаты [51].   

Вполне возможно также, что по каким-то причинам блокировка пластика казеином 

вообще не происходит. Тогда все IgG сыворотки сорбируются на пластик (имеющий 

высокую сорбционную емкость), что тоже не позволяет выявлять иммунные комплексы 

ИНС-АТИнс. Следовательно, необходимо искать нетрадиционные способы блокировки 

незанятых мест пластика. 

При анализе сывороток детей с СД типа 1 в сертифицированной тест-системе 

Orgentec Anti-Insulin АТИнс не были выявлены ни в одном случае. Такой результат 

указывает на то, что тест-система Orgentec тоже не позволяет определять этот вид 

маркеров СД типа 1. 
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В совокупности полученные нами результаты дают основание утверждать, что 

простые тест-системы ИФА, основанные на сорбции инсулина непосредственно на 

пластике, непригодны для определения АТИнс в сыворотке. По-видимому, для этой цели 

нужно применять другие методы, основанные на иммунных взаимодействиях в жидкой 

фазе, например метод РИА. 
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6. ВЫВОДЫ 

 

1. Проверка экспериментальной тест-системы с применением хорошо 

охарактеризованных сывороток здоровых детей и детей, больных СД типа 1, показала, что 

эта тест-система непригодна для определения АТИнс. 

2. Проверка сертифицированной тест-системы Orgentec Anti-Insulin с применением 

охарактеризованных сывороток показала, что эта тест-система дает ложноположительные 

результаты при тестировании сывороток детей, больных СД типа 1 и тоже непригодна для 

определения АТИнс. 

3. Результаты нашей работы приводят к выводу о том, что простые тест-системы 

ИФА, основанные на сорбции инсулина непосредственно на пластике, непригодны для 

определения АТИнс в сыворотке. Эти АТ целесообразно определять другими, 

жидкофазными, методами.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 47 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.  AMERICAN DIABETES ASSOCIATION: DIAGNOSIS AND 

CLASSIFICATION OF DIABETES MELLITUS. DIABETES CARE. 

2008;31 SUPPL 1:S55-S60. 

2.  AAAМИНЗДРАВ РФ: ɸʃɻʆʈʀʊʄʓ ʉʇɽʎʀɸʃʀɿʀʈʆɺɸʅʅʆʁ 

ʄɽɼʀʎʀʅʉʂʆʁ ʇʆʄʆʑʀ ɹʆʃʔʅʓʄ ʉɸʍɸʈʅʓʄ ɼʀɸɹɽʊʆʄ. 
ʀɿɼɸʅʀɽ ʏɽʊɺɽʈʊʆɽ. 2009;1-103. 

3.  HARRISON LC: THE PROSPECT OF VACCINATION TO PREVENT 

TYPE 1 DIABETES. HUM VACCIN. 2005;1:143-150. 

4.  AAAЯНОВСКАЯ ЭЮ, ПАУНОВА СС, ПОПЕНКО ВИ, ЖУЛЕВА ЛЮ, 

АНОХИНА ОВ, ТИМОФЕЕВ АВ: ʆʇʈɽɼɽʃɽʅʀɽ ɸʋʊʆɸʅʊʀʊɽʃ ʂ 

ʆʉʊʈʆɺʂʆɺʓʄ ʂʃɽʊʂɸʄ ʂɸʂ ʄɽʊʆɼ ʆʎɽʅʂʀ ʈʀʉʂɸ 
ʉɸʍɸʈʅʆɻʆ ɼʀɸɹɽʊɸ 1-ɻʆ ʊʀʇɸ ʋ ɼɽʊɽʁ ʉ ʇʆɻʈɸʅʀʏʅʆʁ 
ɻʀʇɽʈɻʃʀʂɽʄʀɽʁ ʅɸʊʆʑɸʂ: ʇʈʆʉʇɽʂʊʀɺʅʆɽ 
ʀʉʉʃɽɼʆɺɸʅʀɽ. ПЕДИАТРИЯ. 2009;87:156-157. 

5.  AAAРОЙТ А, БРОСТОФФ ДЖ, МЕЙЛ Д: ʀʄʄʋʅʆʃʆɻʀʗ. 2001; 

6.  EISENBARTH GS, MORIYAMA H, ROBLES DT, LIU E, YU L, 

BABU S, REDONDO MJ, GOTTLIEB P, WEGMANN D, REWERS M: 

INSULIN AUTOIMMUNITY: 

PREDICTION/PRECIPITATION/PREVENTION TYPE 1A 

DIABETES. AUTOIMMUN REV. 2002;1:139-145. 

7.  EISENBARTH GS: TYPE 1 DIABETES: MOLECULAR, CELLULAR, 

AND CLINICAL IMMUNOLOGY. ONLINE VERSION. 
HTTP://WWW.BARBARADAVISCENTER.ORG. 2007; 

8.  ERLICH H, VALDES AM, NOBLE J, CARLSON JA, VARNEY M, 

CONCANNON P, MYCHALECKYJ JC, TODD JA, BONELLA P, 

FEAR AL, LAVANT E, LOUEY A, MOONSAMY P: HLA DR-DQ 

HAPLOTYPES AND GENOTYPES AND TYPE 1 DIABETES RISK: 

ANALYSIS OF THE TYPE 1 DIABETES GENETICS CONSORTIUM 

FAMILIES. DIABETES. 2008;57:1084-1092. 

9.  LAMBERT AP, GILLESPIE KM, THOMSON G, CORDELL HJ, 

TODD JA, GALE EA, BINGLEY PJ: ABSOLUTE RISK OF 

CHILDHOOD-ONSET TYPE 1 DIABETES DEFINED BY HUMAN 

LEUKOCYTE ANTIGEN CLASS II GENOTYPE: A POPULATION-

BASED STUDY IN THE UNITED KINGDOM. J CLIN ENDOCRINOL 

METAB. 2004;89:4037-4043. 

http://www.barbaradaviscenter.org/


 48 

10.  MARRON MP, ZEIDLER A, RAFFEL LJ, ECKENRODE SE, 

YANG JJ, HOPKINS DI, GARCHON HJ, JACOB CO, SERRANO-

RIOS M, MARTINEZ LARRAD MT, PARK Y, BACH JF, ROTTER 

JI, YANG MC, SHE JX: GENETIC AND PHYSICAL MAPPING OF 

A TYPE 1 DIABETES SUSCEPTIBILITY GENE (IDDM12) TO A 

100-KB PHAGEMID ARTIFICIAL CHROMOSOME CLONE 

CONTAINING D2S72-CTLA4-D2S105 ON CHROMOSOME 2Q33 

37. DIABETES. 2000;49:492-499. 

11.  ZHAO J, LI L, LEISSRING MA: INSULIN-DEGRADING ENZYME 

IS EXPORTED VIA AN UNCONVENTIONAL PROTEIN SECRETION 

PATHWAY. MOL NEURODEGENER. 2009;4:4- 

12.  LEVISETTI MG, SURI A, PETZOLD SJ, UNANUE ER: THE 

INSULIN-SPECIFIC T CELLS OF NONOBESE DIABETIC MICE 

RECOGNIZE A WEAK MHC-BINDING SEGMENT IN MORE THAN 

ONE FORM. J IMMUNOL. 2007;178:6051-6057. 

13.  YOON JW AND JUN HS: CELLULAR AND MOLECULAR 

PATHOGENIC MECHANISMS OF INSULIN-DEPENDENT DIABETES 

MELLITUS. ANN N Y ACAD SCI. 2001;928:200-211. 

14.  JANSEN A, VOORBIJ HA, JEUCKEN PH, BRUINING GJ, 

HOOIJKAAS H, DREXHAGE HA: AN IMMUNOHISTOCHEMICAL 

STUDY ON ORGANIZED LYMPHOID CELL INFILTRATES IN 

FETAL AND NEONATAL PANCREASES. A COMPARISON WITH 

SIMILAR INFILTRATES FOUND IN THE PANCREAS OF A 

DIABETIC INFANT. AUTOIMMUNITY. 1993;15:31-38. 

15.  TAKAHASHI K, HONEYMAN MC, HARRISON LC: IMPAIRED 

YIELD, PHENOTYPE, AND FUNCTION OF MONOCYTE-DERIVED 

DENDRITIC CELLS IN HUMANS AT RISK FOR INSULIN-

DEPENDENT DIABETES. J IMMUNOL. 1998;161:2629-2635. 

16.  SERREZE DV, FLEMING SA, CHAPMAN HD, RICHARD SD, 

LEITER EH, TISCH RM: B LYMPHOCYTES ARE CRITICAL 

ANTIGEN-PRESENTING CELLS FOR THE INITIATION OF T 

CELL-MEDIATED AUTOIMMUNE DIABETES IN NONOBESE 

DIABETIC MICE. J IMMUNOL. 1998;161:3912-3918. 

17.  YOON JW, AUSTIN M, ONODERA T, NOTKINS AL: ISOLATION 

OF A VIRUS FROM THE PANCREAS OF A CHILD WITH 

DIABETIC KETOACIDOSIS. N ENGL J MED. 1979;300:1173-

1179. 



 49 

18.  VREUGDENHIL GR, GELUK A, OTTENHOFF TH, MELCHERS 

WJ, ROEP BO, GALAMA JM: MOLECULAR MIMICRY IN DIABETES 

MELLITUS: THE HOMOLOGOUS DOMAIN IN COXSACKIE B VIRUS 

PROTEIN 2C AND ISLET AUTOANTIGEN GAD65 IS HIGHLY 

CONSERVED IN THE COXSACKIE B-LIKE ENTEROVIRUSES AND 

BINDS TO THE DIABETES ASSOCIATED HLA-DR3 MOLECULE. 

DIABETOLOGIA. 1998;41:40-46. 

19.  AAAʕʅɼʆʂʈʀʅʆʃʆɻʀʗ. ЛАВИН Н: 1999;762-762. 

20.  TAURIAINEN S, OIKARINEN S, OIKARINEN M, HYOTY H: 

ENTEROVIRUSES IN THE PATHOGENESIS OF TYPE 1 

DIABETES. SEMIN IMMUNOPATHOL. 2010; 

21.  HOBER D AND SAUTER P: PATHOGENESIS OF TYPE 1 

DIABETES MELLITUS: INTERPLAY BETWEEN ENTEROVIRUS AND 

HOST. NAT REV ENDOCRINOL. 2010;6:279-289. 

22.  SRINIVASAPPA J, SAEGUSA J, PRABHAKAR BS, GENTRY MK, 

BUCHMEIER MJ, WIKTOR TJ, KOPROWSKI H, OLDSTONE MB, 

NOTKINS AL: MOLECULAR MIMICRY: FREQUENCY OF 

REACTIVITY OF MONOCLONAL ANTIVIRAL ANTIBODIES WITH 

NORMAL TISSUES. J VIROL. 1986;57:397-401. 

23.  KAUFMAN DL AND TOBIN AJ: GLUTAMATE DECARBOXYLASES 

AND AUTOIMMUNITY IN INSULIN-DEPENDENT DIABETES. 

TRENDS PHARMACOL SCI. 1993;14:107-109. 

24.  HONEYMAN MC, STONE NL, HARRISON LC: T-CELL EPITOPES 

IN TYPE 1 DIABETES AUTOANTIGEN TYROSINE PHOSPHATASE 

IA-2: POTENTIAL FOR MIMICRY WITH ROTAVIRUS AND OTHER 

ENVIRONMENTAL AGENTS. MOL MED. 1998;4:231-239. 

25.  RANI PS, SECHI LA, AHMED N: MYCOBACTERIUM AVIUM 

SUBSP. PARATUBERCULOSIS AS A TRIGGER OF TYPE-1 

DIABETES: DESTINATION SARDINIA, OR BEYOND? GUT 

PATHOG. 2010;2:1- 

26.  SUTKOWSKI N, CHEN G, CALDERON G, HUBER BT: EPSTEIN-

BARR VIRUS LATENT MEMBRANE PROTEIN LMP-2A IS 

SUFFICIENT FOR TRANSACTIVATION OF THE HUMAN 

ENDOGENOUS RETROVIRUS HERV-K18 SUPERANTIGEN. J 

VIROL. 2004;78:7852-7860. 

27.  WOODWARD EJ AND THOMAS JW: MULTIPLE GERMLINE KAPPA 

LIGHT CHAINS GENERATE ANTI-INSULIN B CELLS IN 



 50 

NONOBESE DIABETIC MICE. J IMMUNOL. 2005;175:1073-

1079. 

28.  KUKREJA A AND MACLAREN NK: AUTOIMMUNITY AND 

DIABETES. J CLIN ENDOCRINOL METAB. 1999;84:4371-

4378. 

29.  ZHANG L, NAKAYAMA M, EISENBARTH GS: INSULIN AS AN 

AUTOANTIGEN IN NOD/HUMAN DIABETES. CURR OPIN 

IMMUNOL. 2008;20:111-118. 

30.  CHEN YH, HANSEN L, CHEN MX, BJORBAEK C, VESTERGAARD 

H, HANSEN T, COHEN PT, PEDERSEN O: SEQUENCE OF THE 

HUMAN GLYCOGEN-ASSOCIATED REGULATORY SUBUNIT OF TYPE 

1 PROTEIN PHOSPHATASE AND ANALYSIS OF ITS CODING 

REGION AND MRNA LEVEL IN MUSCLE FROM PATIENTS WITH 

NIDDM 

6. DIABETES. 1994;43:1234-1241. 

31.  MORIYAMA H, ABIRU N, PARONEN J, SIKORA K, LIU E, 

MIAO D, DEVENDRA D, BEILKE J, GIANANI R, GILL RG, 

EISENBARTH GS: EVIDENCE FOR A PRIMARY ISLET 

AUTOANTIGEN (PREPROINSULIN 1) FOR INSULITIS AND 

DIABETES IN THE NONOBESE DIABETIC MOUSE. PROC NATL 

ACAD SCI U S A. 2003;100:10376-10381. 

32.  NAKAYAMA M, BEILKE JN, JASINSKI JM, KOBAYASHI M, 

MIAO D, LI M, COULOMBE MG, LIU E, ELLIOTT JF, GILL 

RG, EISENBARTH GS: PRIMING AND EFFECTOR DEPENDENCE ON 

INSULIN B:9-23 PEPTIDE IN NOD ISLET AUTOIMMUNITY. J 

CLIN INVEST. 2007;117:1835-1843. 

33.  WEN L, LEY RE, VOLCHKOV PY, STRANGES PB, AVANESYAN 

L, STONEBRAKER AC, HU C, WONG FS, SZOT GL, BLUESTONE 

JA, GORDON JI, CHERVONSKY AV: INNATE IMMUNITY AND 

INTESTINAL MICROBIOTA IN THE DEVELOPMENT OF TYPE 1 

DIABETES. NATURE. 2008;455:1109-1113. 

34.  LIEBERMAN SM, EVANS AM, HAN B, TAKAKI T, 

VINNITSKAYA Y, CALDWELL JA, SERREZE DV, SHABANOWITZ 

J, HUNT DF, NATHENSON SG, SANTAMARIA P, DILORENZO 

TP: IDENTIFICATION OF THE BETA CELL ANTIGEN TARGETED 

BY A PREVALENT POPULATION OF PATHOGENIC CD8+ T CELLS 

IN AUTOIMMUNE DIABETES. PROC NATL ACAD SCI U S A. 

2003;100:8384-8388. 



 51 

35.  OTT PA, DITTRICH MT, HERZOG BA, GUERKOV R, 

GOTTLIEB PA, PUTNAM AL, DURINOVIC-BELLO I, BOEHM BO, 

TARY-LEHMANN M, LEHMANN PV: T CELLS RECOGNIZE 

MULTIPLE GAD65 AND PROINSULIN EPITOPES IN HUMAN TYPE 

1 DIABETES, SUGGESTING DETERMINANT SPREADING. J CLIN 

IMMUNOL. 2004;24:327-339. 

36.  CHEN W, BERGEROT I, ELLIOTT JF, HARRISON LC, ABIRU 

N, EISENBARTH GS, DELOVITCH TL: EVIDENCE THAT A 

PEPTIDE SPANNING THE B-C JUNCTION OF PROINSULIN IS 

AN EARLY AUTOANTIGEN EPITOPE IN THE PATHOGENESIS OF 

TYPE 1 DIABETES. J IMMUNOL. 2001;167:4926-4935. 

37.  SCHLOOT NC, WILLEMEN S, DUINKERKEN G, DE VRIES RR, 

ROEP BO: CLONED T CELLS FROM A RECENT ONSET IDDM 

PATIENT REACTIVE WITH INSULIN B-CHAIN. J AUTOIMMUN. 

1998;11:169-175. 

38.  ALLEVA DG, CROWE PD, JIN L, KWOK WW, LING N, 

GOTTSCHALK M, CONLON PJ, GOTTLIEB PA, PUTNAM AL, 

GAUR A: A DISEASE-ASSOCIATED CELLULAR IMMUNE RESPONSE 

IN TYPE 1 DIABETICS TO AN IMMUNODOMINANT EPITOPE OF 

INSULIN. J CLIN INVEST. 2001;107:173-180. 

39.  KENT SC, CHEN Y, BREGOLI L, CLEMMINGS SM, KENYON 

NS, RICORDI C, HERING BJ, HAFLER DA: EXPANDED T CELLS 

FROM PANCREATIC LYMPH NODES OF TYPE 1 DIABETIC 

SUBJECTS RECOGNIZE AN INSULIN EPITOPE. NATURE. 

2005;435:224-228. 

40.  DURINOVIC-BELLO I, MAISEL N, SCHLOSSER M, KALBACHER 

H, DEEG M, EIERMANN T, KARGES W, BOEHM BO: 

RELATIONSHIP BETWEEN T AND B CELL RESPONSES TO 

PROINSULIN IN HUMAN TYPE 1 DIABETES. ANN N Y ACAD 

SCI. 2003;1005:288-294. 

41.  ANTI-CD3 STUDY. TREATMENT WITH HOKT3GAMMA1(ALA-

ALA) IN T1DM. NCT IDENTIFIER 00806572. 
HTTP://WWW.CLINICALTRIALS.GOV  . 2008; 

42.  AAAФРИМЕЛЬ Х. AND БРОК Й.: AAAʆʉʅʆɺʓ 

ʀʄʄʋʅʆʃʆɻʀʀ. 1986; 

43.  EISENBARTH GS: AUTOIMMUNE BETA CELL INSUFFICIENCY: 

DIABETES MELLITUS TYPE 1. TRIANGLE. 1984;23:111-124. 

http://www.clinicaltrials.gov/


 52 

44.  PADOA CJ, CROWTHER NJ, THOMAS JW, HALL TR, BEKRIS 

LM, TORN C, LANDIN-OLSSON M, ORTQVIST E, PALMER JP, 

LERNMARK A, HAMPE CS: EPITOPE ANALYSIS OF INSULIN 

AUTOANTIBODIES USING RECOMBINANT FAB. CLIN EXP 

IMMUNOL. 2005;140:564-571. 

45.  DEVENDRA D, FRANKE B, GALLOWAY TS, HORTON SJ, KNIP 

M, WILKIN TJ: DISTINCT IDIOTYPES OF INSULIN 

AUTOANTIBODY IN AUTOIMMUNE POLYENDOCRINE SYNDROME 

TYPE 2 AND CHILDHOOD ONSET TYPE 1 DIABETES. J CLIN 

ENDOCRINOL METAB. 2004;89:5266-5270. 

46.  BARKER JM: CLINICAL REVIEW: TYPE 1 DIABETES-

ASSOCIATED AUTOIMMUNITY: NATURAL HISTORY, GENETIC 

ASSOCIATIONS, AND SCREENING. J CLIN ENDOCRINOL 

METAB. 2006;91:1210-1217. 

47.  BONIFACIO E, ATKINSON M, EISENBARTH G, SERREZE D, 

KAY TW, LEE-CHAN E, SINGH B: INTERNATIONAL WORKSHOP 

ON LESSONS FROM ANIMAL MODELS FOR HUMAN TYPE 1 

DIABETES: IDENTIFICATION OF INSULIN BUT NOT GLUTAMIC 

ACID DECARBOXYLASE OR IA-2 AS SPECIFIC AUTOANTIGENS 

OF HUMORAL AUTOIMMUNITY IN NONOBESE DIABETIC MICE. 

DIABETES. 2001;50:2451-2458. 

48.  MICHEL C, BOITARD C, BACH JF: INSULIN AUTOANTIBODIES 

IN NON-OBESE DIABETIC (NOD) MICE. CLIN EXP IMMUNOL. 

1989;75:457-460. 

49.  SCHATZ D, KRISCHER J, HORNE G, RILEY W, SPILLAR R, 

SILVERSTEIN J, WINTER W, MUIR A, DEROVANESIAN D, 

SHAH S, .: ISLET CELL ANTIBODIES PREDICT INSULIN-

DEPENDENT DIABETES IN UNITED STATES SCHOOL AGE 

CHILDREN AS POWERFULLY AS IN UNAFFECTED RELATIVES. J 

CLIN INVEST. 1994;93:2403-2407. 

50.  HOLMBERG H, VAARALA O, FALTH-MAGNUSSON K, 

LUDVIGSSON J: INDUCTION OF DIABETES-RELATED 

AUTOANTIBODIES BELOW CUTOFF FOR "POSITIVITY" IN 

YOUNG NONDIABETIC CHILDREN. ANN N Y ACAD SCI. 

2003;1005:269-274. 

51.  WINTER WE, HARRIS N, SCHATZ D: TYPE 1 DIABETES ISLET 

AUTOANTIBODY MARKERS. DIABETES TECHNOL THER. 

2002;4:817-839. 



 53 

52.  SAVILAHTI EM, SAARINEN KM, SAVILAHTI E: DURATION OF 

CLINICAL REACTIVITY IN COW'S MILK ALLERGY IS 

ASSOCIATED WITH LEVELS OF SPECIFIC IMMUNOGLOBULIN G4 

AND IMMUNOGLOBULIN A ANTIBODIES TO BETA-

LACTOGLOBULIN. CLIN EXP ALLERGY. 2010;40:251-256. 

 



 54 

БЛАГОДАРНОСТИ 
 

Хочу выразить благодарность моему научному руководителю Алексею Валентиновичу 

Тимофееву за внимание, терпение и поддержку, а также помощь в освоении методов, 

постановке экспериментов и обсуждении результатов. 

 Сотрудникам Научно-исследовательского центра ММА им. Сеченова Тамаре 

Ивановне Даниловой, Ольге Петровне Поповой, Алексею Алексеевичу Иванову, Неониле 

Васильевне Гороховец за помощь в освоении методов, ценные советы и дружескую 

поддержку. 

Заведущей эндокринологическим отделением Морозовской детской городской 

клинической больницы  Петряйкиной Елене Ефимовне, а также старшей медсестре 

Ланцовой Наталье Николаевне за помощь в сборе научно-исследовательского материала.  

 

 


