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Резюме. Цель. Исследовать лейкоцитарный состав и иммунофенотип лимфоцитов крови у нормогликеми-
ческих детей с отягощенной наследственностью, находящихся в асимптомной фазе развития сахарного диабе-
та 1-го типа (СД1), которая устанавливалась на основании определения титра аутоантител к панкреатическим 
антигенам островков Лангерганса (ОАА). Методы. Обследованы 457 здоровых нормогликемических детей с 
отягощенной наследственностью по СД1, внесенных в Реестр отечественной программы ИДСД («Иммунитет 
в доклиническую стадию развития сахарного диабета»), родственники первой линии которых больны СД1. 
Детей разделили на четыре подгруппы: 1 — здоровые дети, без генетической склонности к СД1 — контроль; 
2 — ОАА-позитивные дети, у которых при двукратном определении был выявлен одновременно повышенный 
титр не менее двух видов ОАА, преимущественно аутоантител к протеину тирозинфосфатазы, или (другое 
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название этого вида аутоантител — аутоантитела к протеину-2 инсулиномы — IA-2A) антител к декарбокси-
лазе глютаминовой кислоты (GADA); 3 — ОАА-негативные пациенты с нормальной гликемией и с отсутствием 
при двукратном определении одновременно повышенного титра двух ООА; 4 — больные СД1. Определение 
лейкоцитарной формулы проводили традиционно и гематологическим анализатором, иммунофенотип лим-
фоцитов (CD3+Т, CD4+Т, CD8+Т, CD20+, CD56+) — проточной цитометрией (FACS-анализ) и титра ОАА (IAA — 
аутоантитела к антигенам инсулина, GADA и IA-2A) — радиоиммунным методом. Результаты. У нормоглике-
мических ОАА-позитивных детей отмечается выраженное изменение как естественного (нейтрофилопения, 
уменьшение числа и активности ЕК-клеток (CD56+ лимофоцитов и БГЛ)), так и адаптивного иммунитета (сниже-
ние относительного и абсолютного числа CD3+Т, CD4+Т, CD8+Т и, особенно, иммунорегуляторной субпопу-
ляции CD4+Т-клеток) по сравнению как с ОАА-негативной группой детей с отягощенной наследственностью 
(p<0,05), так и с группой здоровых нормогликемических детей, без генетических осложнений (p<0,001). За
ключение. В асимптомную, доклиническую фазу развития СД1 у детей происходят выраженные изменения 
естественного и адаптивного иммунитета, что созвучно с новой концепцией о патогенезе и лечении СД1, 
заключающейся в том, что терапию СД1 следует начинать не в стадии резкого снижения массы бета-клеток 
и секреции инсулина, т.е. появления патологических клинических признаков, а в асимптомную фазу, когда 
аутоиммунный процесс в островках только начался.
Ключевые слова: сахарный диабет 1-го типа, лейкоцитарный состав, иммунофенотип лимфоцитов крови.

Открытие аутоантител к островкам Лангер-
ганса (ОЛ) поджелудочной железы (ОАА) [25, 
26] имело огромное значение как для достовер-
ного установления доклинической скрытой ста-
дии возникновения сахарного диабета 1-го типа 
(СД1), т.е. наиболее раннего предсказания кли-
нической стадии заболевания, так и для изуче-
ния иммунных механизмов, предшествующих 
клинической манифестации СД1 в асимптом-
ную фазу развития заболевания в организме еще 
здорового человека [24, 45], что до недавнего 
времени было возможно осуществлять только 
на животных [9]. Однако, как показали много-
численные исследования, данные, полученные 
на лабораторных животных, в основном на гры-
зунах, при всей их научной ценности, не могут 
быть полностью экстраполированы на пациен-
тов с сахарным диабетом в связи с уникальной 
видовой специфичностью их иммунной систе-
мы, особенностями клинического течения, раз-
личной продолжительностью жизни, социаль-
ными факторами и др. [27].

Собственные исследования функции есте-
ственного и адаптивного иммунитета в различ-
ные периоды развития СД1 были начаты авто-
рами статьи в конце 1996 года, более двадцати 
лет тому назад [12]. В октябре 1997 г. впервые 
в Украине в ГУ «Институт эндокринологии и об-
мена веществ им. В.П. Комиссаренко НАМН 
Украины» была создана программа «Иммуни-

тет в доклиническую стадию развития СД1» 
(ИДСД) по изучению доклинической стадии 
развития СД1 с использованием ОАА, подобная 
программам США и стран ЕС [3, 6, 14-18].

Согласно плану исследований по программе 
ИДСД решались две основные задачи. Первая — 
освоение и внедрение впервые в клиническую 
практику в Украине методов определения ОАА, 
а именно: аутоантител к инсулину (IAA), к де-
карбоксилазе глютаминовой кислоты (GADA) 
и к протеину тирозинфосфатазы, или (другое 
название этого вида аутоантител) аутоанти-
тел к протеину-2 инсулиномы (IA-2A) с целью 
их использования как теста для диагностики 
асимптомной фазы развития СД1 и прогнози-
рования риска его развития у нормогликеми-
ческих детей. Публикации, касающиеся этого 
вопроса, недавно были обобщены в нашем об-
зоре [3]. Вторая — изучение ряда показателей 
естественного иммунитета (содержание, уль-
траструктура и функция нейтрофилов, моно-
цитов и ЕК-клеток), адаптивного иммунитета 
(общее содержание лимфоцитов в перифериче-
ской крови, ультраструктура и функции клеток 
различного иммунофенотипа: CD3+T, CD4+T, 
CD8+T, CD20+ и CD56+), а также содержания 
различных видов цитокинов (ИЛ-1α, ИЛ-1β, 
ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-10, ФНОα, и ИФНγ), 
хемокинов (ИЛ-8 и ИЛ-16), адипокинов (леп-
тина и адипонектина) в периферической крови 
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(ПК) детей разных групп: нормогликемических 
«здоровых», ОАА-негативных, ОАА-позитив-
ных и с уже диагностированным СД1.

Настоящее сообщение является только фраг-
ментом этих исследований, в котором обобщены 
и обсуждены данные, как уже описанные в пре-
дыдущих наших работах [4, 5, 8, 10-13], так и не-
опубликованные новые результаты.

Материалы и методы

Предварительное клинико-иммунологическое 
обследование было проведено у 561 ребенка раз-
ного пола в возрасте 7-15 лет. Для дальнейшего 
обследования были отобраны 457 нормоглике-
мических детей без каких-либо видимых воспа-
лительных, аллергических или онкологических 
заболеваний, которые внесены в Реестр, защи-
щенный авторским правом — патент № 27420. 
После тестирования на наличие ОАА (IAA, 
GADA, IA-2A) дети, для которых была установ-
лена отягощенная наследственность (родствен-
ники первой линии: отцы, матери и сибсы, боль-
ные СД1), были разделены на две подгруппы: 1) 
ОАА-позитивные, у которых определялся повы-
шенный титр не менее чем двух ОАА (особенно 
GADA+IA-2A), и ОАА-негативные, у которых 
даже при повторном исследовании повышенный 
титр ни одного из трех видов аутоантител не вы-
являлся. Группа контроля состояла из здоровых 
нормогликемических ОАА-негативных детей 
без наследственной отягощенности по СД1 и без 
нарушенной толерантности к глюкозе.

Одновременное исследование лейкоцитар-
ного состава крови и количества лимфоцитов 
различного иммунофенотипа было проведено 
проспективно у одних и тех же пациентов в ди-
намике (275 детей), разделенных на 4 подгруп-
пы: 1) здоровые, ОАА-отрицательные с нормо-
гликемией, без генетической предрасположен-
ности к СД1 (n=72); 2) нормогликемические, 
с генетической предрасположенностью к СД1, 
но ОАА-отрицательные (n=92); 3) ОАА-пози-
тивные нормогликемические, с генетической 
предрасположенностью к СД1 (n=55); 4) ОАА-
по зитивные дети, у которых впоследствии раз-
вился СД1 (n=56). Клинический диагноз СД1 
выставиляли согласно критериям диагностики 
СД1 ВОЗ и IDF [31].

Общее количество лейкоцитов подсчитывали 
традиционным методом в счетной камере либо 

с помощью гематологического анализатора. 
Идентификацию и количество различных видов 
лейкоцитов (лейкоцитарную формулу) прово-
дили в мазках ПК, окрашенных по Паппенгей-
му, с использованием фосфатного или какоди-
латного буфера (рН 6,85) на 200 клетках. В ряде 
случаев в отдельную группу выделяли большие 
гранулосодержащие лимфоциты (БГЛ), счи-
тающиеся морфологическим гомологом есте-
ственных клеток-киллеров (ЕК-клеток) [7].

Содержание лимфоцитов различного имму-
нофенотипа определяли методом проточной ци-
тометрии с использованием лазерного цитофлу-
ориметра FACStar plus Becton Dickinson (США). 
Мононуклеары из гепаринизированной ПК вы-
деляли методом дифференциального центрифу-
гирования в градиенте плотности фиколл-изопака 
или фиколл-уротраста по A. Boyum. В отдельных 
случаях проводили дальнейшее их инкубирование 
в СО2-инкубуторе в течение 1 ч для устранения 
моноцитов. Поверхностные антигены лимфоци-
тов, экспрессирующих CD3 (все Т-лимфоциты), 
CD4 (Т-индукторы/хелперы), CD8 (Т-супрес-
соры/киллеры), CD20 (В-лимфоциты) и CD56  
(ЕК-клетки), метили моноклональными антите-
лами, которые для визуализации были конъюги-
рованы с флюоресцеин-изотиоционатом (FITC) 
или фикоэритрином (РН) фирм Becton Dickinson 
(США), Dako Cytomation (Дания) или отече-
ственного производства Института эксперимен-
тальной патологии, онкологии и радиобиологии 
им. Р.Е. Кавецкого НАН Украины. На цитофлюо-
риметре FACS tar plus анализировали 25 000 кле-
ток в каждой пробе.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили методом вариационной стати-
стики с помощью стандартного пакета статисти-
ческого расчета по программе Libre Office Calc. 
Достоверность различий средних величин опре-
деляли по парному критерию t Стьюдента. Раз-
личие считалось достоверным при p<0,05.

Результаты и их обсуждение

Лейкоцитарный состав ПК. В лейкоци-
тарной формуле, как видно из табл. 1 и рис. 1, 
наиболее выраженные изменения наблюдались 
со стороны относительного и абсолютного ко-
личества нейтрофилов в ПК у ОАА-позитивных 
детей и больных СД1, как по отношению к груп-
пе здоровых детей (p<0,01), так и у ОАА-пози- V E R T E
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тивных по отношению к ОАА-негативным детям 
(p<0,05). Следует также отметить, что и у от-
дельных ОАА-негативных детей также отмеча-
лось некоторое уменьшение абсолютного числа 
нейтрофилов (рис. 1), которое, по-видимому, 
объясняется тем, что исследование лейкоцитар-
ной формулы проводилось преимущественно 
в ранний период после тестирования ОАА. А из 
последних работ [25] следует, что у некоторых 
ОАА-отрицательных детей возникновение по-
вышенного титра некоторых ОАА, а затем, воз-

можно, развитие СД1 может происходить через 
довольно длительное время после отрицатель-
ного результата.

Нейтрофилопения у детей с СД1 была нами 
описана еще в 2002 г. [8]. В дальнейшем было 
установлено, что нейтрофилопения может пред-
шествовать появлению клинических признаков 
диабета, т.е. нередко наблюдается у ОАА-пози-
тивных нормогликемических детей в асимптом-
ную фазу заболевания [11]. В 2013 году большая 
группа авторов [41] из различных клинических 
центров, используя метод подсчета нейтрофи-
лов с помощью гематологических анализаторов, 
полностью подтвердила наши данные. В редак-
ционной статье журнала «Diabetes», в которой 
было опубликовано это сообщение, подчерки-
вается [38], что выявленные данные A. Valle et 
al. (2010) о снижении содержания нейтрофилов 
в ПК больных СД1 являются значительным от-
крытием, «сюрпризом», позволяющим думать, 
что в патогенезе ювенильного СД1 важное зна-
чение имеет не только адаптивный иммунитет, 
но и клеточные элементы естественного имму-
нитета, что подтверждается и другими публика-
циями [4, 22, 28, 34].

Необходимо также подчеркнуть, что у мно-
гих ОАА-позитивных детей, у которых в даль-
нейшем возник СД1, а также у других паци-
ентов с впервые выявленным заболеванием, 
но не обследуемых на наличие ОАА, наряду со 
снижением числа нейтрофилов в ПК выявля-
ли выраженное изменение их ультраструктуры 
в виде деструкции цитоплазматических пер-
оксидазоположительных гранул и повышенной 
вакуолизации цитоплазмы (рис. 2). Это дает 
основание считать, что наряду со снижением 
числа нейтрофилов при СД1 происходит и из-
менение их функции [3]. Вместе с тем выявлен-
ные изменения числа и функции нейтрофилов 
могут служить одним из объяснений начального 
механизма нарушения сосудистых осложнений 
при СД1, так как имеются убедительные доказа-
тельства, что этот вид лейкоцитов играет значи-
тельную роль в функционировании сосудистой 
стенки, особенно капилляров [2], а также осла-
бления у больных СД1 фагоцитозной [20] и не-
фагоцитозной [43] активности к патогенам.

Несомненным подтверждением существен-
ной роли нейтрофилов в патогенезе СД1 яв-
ляются также последние сообщения о том, что 
введение больным гранулоцитарного колоние-

Таблица 1.  Общее количество лейкоцитов и лейкоцитарная 
формула в ПК здоровых, ОАА-негативных, ОАА-позитивных 
и больных СД1 детей (M±m)

Типы лейкоцитов
Здоровые 
дети

ОАА 
дети

ОАА+ дети
Больные 
дети

Количество 
лейкоцитов, ×109/л

6,63±0,16 5,88±0,17* 5,20±0,18* 5,21±0,15*

Нейтрофилы 
палочкоядерные, %

2,20±0,14 2,06±0,26 2,61±0,24 2,40±0,17

Нейтрофилы палоч-
ко ядерные, ×109/л

0,14±0,01 0,12±0,02 0,14±0,01 0,13±0,01

Нейтрофилы сег-
ментоядерные, %

54,02±0,12 52,8±1,40* 50,8±0,13** 50,1±0,09**

Нейтрофилы 
сегмен тоядерные, 
×109/л

3,89±0,12 3,09±0,13 2,7±0,13**+ 2,3±0,10**

Базофилы, % 0,27±0,05 0,23±0,07 0,18±0,03* 0,45±0,08*

Базофилы, ×109/л 0,02±0,00 0,01±0,00 0,02±0,05 0,27±0,01
Эозинофилы, % 2,66±0,15 3,78±0,45* 3,56±0,19* 3,7±0,28**

Эозинофилы, ×109/л 0,16±0,01 0,21±0,02 0,18±0,02 0,21±0,01
Моноциты, % 5,81±0,21 7,1±0,45* 10,64±0,54*+ 7,5±0,32**

Моноциты, ×109/л 0,36±0,02 0,40±0,03 0,55±0,03**+ 0,43±0,02*

Лимфоциты, % 35,82±0,99 34,1±1,41 29,85±1,36*+ 33,1±1,04
Лимфоциты, ×109/л 2,08±0,09 1,92±0,07* 1,52±0,07+** 1,80±0,07

Примечание: * ‑ p<0,05, ** ‑ p<0,01 в сравнении со здоровыми детьми; 
+ ‑ p<0,05 в сравнении ОАА-позитивных и ОАА-негативных детей.

Рис. 1.  Общее содержание всех видов лейкоцитов (Л) 
и абсолютное число сегментоядерных нейтрофилов (Н) в ПК 
детей: * — р<0,05, ** — p<0,01 в сравнении со здоровыми 
детьми; + — p<0,05 в сравнении ОАА-позитивных и ОАА-не-
гативных детей.
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стимулирующего фактора (G-СSF) совместно 
с низкими дозами антитимоцитарного глобу-
лина сохраняет у них в течение длительного 
времени бета-клеточную функцию (секрецию 
С-пептида) и нормализует созревание нейтро-
филов в костном мозге, повышая уровень ней-
трофилов в ПК [29].

Анализ вышеуказанных данных дает нам 
право считать, что установление нейтрофило-
пении у нормогликемических детей с генетиче-
ской склонностью к СД1 может служить одним 
из дополнительных доступных биомаркеров 
определения риска развития СД1, а после мани-
фестации последнего дает возможность судить 
о тяжести его течения.

Для ОАА-позитивных детей и больных с на-
чальной стадией СД1 характерна также уме-
ренная лимфоцитопения, что, по-видимому, яв-
ляется следствием снижения в циркуляции от-
дельных субпопуляций Т-лимфоцитов и БГЛ/
CD56+ клеток (табл. 2, 3).

Вместе с тем в мазках крови у отдельных 
ОАА-позитивных детей и больных начальным 
СД1 отмечалось некоторые увеличение чис-
ла плазматизированных лимфоцитов — 2-3 на 
200 подсчитанных лейкоцитов.

Таблица 2.  Относительное и абсолютное количество БГЛ в ПК 
здоровых, ОАА-отрицательных, ОАА-позитивных и больных 
СД1 детей (M±m)

Содержание БГЛ Здоровые 
дети ОАА дети ОАА+ 

дети
Больные 
дети

Относительное, % 2,90±0,30 1,41±0,20* 1,34±0,26* 1,39±0,29*
Абсолютное, ×109/л 0,18±0,01 0,12±0,06 0,18±0,03 0,08±0,01*

Примечание.* ‑ p<0,05 в сравнении со здоровыми детьми.

Рис. 2.  Ультраструктура нейтрофилов крови детей: А — здоро-
вых, Б — нормогликемических, ОАА-негативных с отягощенной 
наследственностью, В — нормогликемических с отягощенной 
наследственностью, но ОАА-позитивных, Г — больных СД1 
через 3 года после начала заболевания, ×8000.

Таблица 3.  Относительное и абсолютное содержание 
лимфоцитов различного иммунофенотипа в ПК здоровых,  
ОАА-негативных, ОАА-позитивных и больных СД1 детей (M±m)

Типы 
лейкоцитов

Здоровые 
дети ОАА дети ОАА+ дети Больные 

дети
CD3+, % 62,81±1,71 52,40±1,42* 50,69±1,70* 55,54±1,72*

CD3+, ×109/л 0,91±0,06 0,98±0,05 0,82±0,05+ 0,84±0,04*

CD4+, % 40,87±0,69 34,79±1,03* 32,69±0,65* 36,84±0,67*

CD4+, ×109/л 0,66±0,06 0,65±0,04 0,53±0,01+* 0,58±0,03
CD8+, % 22,78±0,93 20,67±0,65 19,69±0,97 20,77±0,60
CD8+, ×109/л 0,39±0,04 0,39±0,02 0,32±0,02+* 0,29±0,02*

CD20+, % 12,27±0,61 12,16±0,48 10,19±0,36*+ 9,35±0,41*

CD20+, ×109/л 0,15±0,02 0,18±0,01 0,17±0,01 0,16±0,01
CD56+, % 14,14±0,77 10,86±0,92* 10,49±0,81* 9,71±0,77*

CD56+, ×109/л 0,22±0,02 0,18±0,03 0,17±0,02* 0,18±0,01*

Примечание: * — p1<0,05 в сравнении со здоровыми детьми;  
+ — p2<0,05 в сравнении ОАА-позитивных и ОАА-негативных детей. V E R T E
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В то же время, как видно из табл. 1, относи-
тельное и абсолютное содержание моноцитов 
в ПК ОАА-позитивных детей и больных СД1 
повышено (p<0,05-0,01), т.е. изменения ко-
личества нейтрофилов и лимфоцитов имеют 
противоположный характер. Обнаруженные 
нами данные ассоциируют с результатами рабо-
ты [11], в которой показано, что моноциты/ма-
крофаги являются, с одной стороны, главными 
продуцентами провоспалительных цитокинов 
(ИЛ-1, ИЛ-6 и ФНОα), а с другой — значитель-
ное повышение их количества наблюдается как 
при предиабете, так и при СД1.

Содержание лимфоцитов различного им-
мунофенотипа. При обобщении результатов 
многочисленных прежних наших исследований, 
а также новых данных, выполненных по Про-
грамме ИДСД [8, 10, 11, 14-16], приведенных 
в таблице 3, было установлено, что у ОАА-по-
зитивных детей и больных СД1 наблюдается 
умеренное, но достоверное (p<0,05) уменьше-
ние общего количества Т-лимфоцитов (CD3+ 
Т-клеток) и их субпопуляций: CD8+Т и, осо-
бенно, иммунорегуляторных CD4+Т-клеток ПК 
по сравнению со здоровыми нормогликемиче-
скими и ОАА-отрицательными детьми (p<0,05), 
а также разница в показателях между ОАА-нега-
тивными и ОАА-позитивными детьми (p<0,05).

Проведенные нами [1, 11, 19] электронно-
микроскопические и ультрацитохимические 
исследования обобщенной популяции CD4+ 
Т-клеток, выделенной методом проточной ци-
тометрии (FACS-анализатором), показали, что 
изолированная популяция CD4+Т-клеток уль-
траструктурно и функционально неоднород-
на как у нормогликемических, так и у больных 
детей. У детей, больных СД1, по сравнению со 
здоровыми, были выявлены более значитель-
ные субмикроскопические изменения, особен-
но, как видно из рис. 3, телец Голла (стрелки), 
в которых содержалось увеличенное количество 
сателлитных гранул и наблюдалось повышение 
активной кислой фосфатазы, что созвучно с по-
следними прецизионными иммунологическими 
исследованиями CD4+Т-клеток.

Так, иммунологическими исследования-
ми [35] обнаружено, что популяция CD4+ 
Т-клеток функционально неоднородна, так как 
экспрессирует различные мембранные антигены. 
Особенное значение придается субпопуляции 
CD4+CD25+Fохp3+ клеток (Foxp3 — фактор 

Рис. 3.  Ультраструктура субпопуляции CD4+Т-лимфоцитов 
у детей — кластер, содержащий тельца Голла и гранулы-спутни-
ки (стрелки): А — здоровых, Б — ОАА-негативных, В — ОАА-по-
зитивных, Г — больных СД1, ×8000.

А

Б

В

Г
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транскрипции клеток, регулируемых специаль-
ным геном). В иммунорегуляторной субпопуля-
ции Т-лимфоцитов CD4+ различают субпопуля-
ции: CD45RO — клетки памяти (мемориальные), 
CD45RA — наивные клетки и CD4RARO — акти-
вированные клетки. Причем в работе [35] у боль-
ных СД1 наблюдали резкое снижение количества 
активированных CD4+ CD25+ CD45+ Т-клеток, 
что дает основание этим авторам, учитывая вза-
имозависимость этой субпопуляции с продукци-
ей С-пептида, считать, что она играет ключевую 
роль в патогенезе СД1.

Согласно другим данным [23], полученным 
с помощью метода негативной селекции различ-
ных видов Т-лимфоцитов ПК, у больных СД1 
снижено количество активированных мемори-
альных ТМ-клеток (CD4+CD25+CD45RO).

При исследовании панели генов, участву-
ющих в функционировании CD4+T-reg лимфо-
цитов (CD4+CD25+CD127+ клеток), было обна-
ружено [36], что у детей с впервые выявленным 
СД1, по сравнению со здоровыми детьми, более 
выражено снижение экспрессии генов Fохр3 
и рецептора ФНОα, и это позволило авторам 
предположить, что при СД1 более значительно 
нарушается функция регуляторной субпопуля-
ции CD4+ клеток, чем их содержание в ПК.

Вместе с тем показано [40], что субпопуля-
ция CD4+CD25+Foxp3+Т-клеток секретирует 
значительное количество иммунорегуляторного 
цитокина ИЛ-10, который обладает выражен-
ными антидиабетическими свойствами.

Данные, полученные в работах [5, 8, 11, 19, 
21], во многом созвучны с результатами наших 
электронно-микроскопических и ультрацито-
химических исследований, в которых показано, 
что выявленное снижение общего содержания 
популяции CD4+Т-лимфоцитов и изменение их 
ультраструктуры (рис. 2) в ПК у детей в докли-
нический и ранний клинический период СД1 
обусловлено изменением не только их количе-
ства, но и функции.

Cовсем недавно благодаря прогрессу в имму-
нологии и использованию современных методов 
молекулярной биологии в ПК здорового челове-
ка и больного СД1 была обнаружена новая суб-
популяция CD4+ клеток [32, 39], представля-
ющая собой циркулирующие мемориальные 
фолликулярные клетки, экспрессирующие ре-
цептор к хемокину СХСR5, который способству-
ет миграции Т-клеток к В-клеткам, находящим-

ся в герминальных центрах фолликулов лимфа-
тических узлов, а также ICOS (индуцирующий 
ко-стимулятор) и PD-1 (иммуноингибиторный 
рецептор) CD4+CXCR5+PD-1+ICOS+ клеток. 
Эта субпопуляция CD4+CXCR5+PD-1+ICOS+ 
клеток получила название «фолликулярных 
хелперных клеток» (Tfh). Показано [30], что эти 
Tfh-клетки участвуют как хелперы в механиз-
мах образования аутоантител В-клетками, в том 
числе и аутоантител к ОЛ, а также секретируют 
большое количество ИЛ-21.

Было обнаружено значительное повышение 
содержания Tfh-клеток в ПК ОАА-позитивных 
детей и больных с начальной стадией СД1 по 
сравнению со здоровыми и ОАА-негативными 
детьми. Причем повышенный уровень Tfh от-
мечался только при позитивности не менее чем 
к двум (IA-2A и GADA) или трем ОАА (IAA, 
IA-2A и GADA) [42]. На основании полученных 
данных высказывается мнение о значительной 
роли Tfh-клеток в патогенезе СД1 у человека 
и о возможном использовании Tfh-клеток как 
биомаркера предсказания риска развития СД1, 
а также разработки новых способов иммунной 
терапевтической интервенции при СД1 у чело-
века [30, 42].

Учитывая вышеизложенные сенсационные со-
общения, можно допустить, что наблюдаемое нами 
снижение абсолютного числа CD4+Т-клеток в ПК 
больных предиабетом и СД1 обусловлено мигра-
цией одной из их субпопуляций (Tfh-клеток) из 
циркуляции в лимфатические узлы.

Естественно, для окончательного выяснения 
такого методически очень сложного вопроса — ка-
кая же из субпопуляций CD4+Т-клеток являет-
ся ведущей в деструкции бета-клеток и развитии 
СД1 — необходимы дальнейшие исследования.

У ОАА-позитивных детей и у тех из них, 
у кого в дальнейшем развился СД1, наблюда-
ется, как видно из табл. 3, достоверное сниже-
ние относительного (p<0,05) и абсолютного 
(p<0,01) количества CD56+ клеток в ПК по 
сравнению с нормогликемическими детьми, что 
подтверждается и цитологически при подсчете 
больших гранулосодержащих лимфоцитов, яв-
ляющихся гомологом ЕК-клеток.

Полученные результаты согласуются с наши-
ми предыдущими [7, 11], а также других авто-
ров [37], в которых показано, что для больных 
СД1 характерно снижение как содержания, так 
и цитотоксической функции ЕК-клеток. V E R T E
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Как известно, ЕК-клетки, являясь одними 
из основных клеток-эффекторов естественного 
иммунитета, создающих первую линию защиты 
организма от патогенов, препятствуют развитию 
бактериальных, вирусных, грибковых и онко-
логических заболеваний до того времени, пока 
не вступает в действие специфическая адап-
тивная Т-система и появляются мемориальные 
Т-лимфоциты, обладающие целенаправленны-
ми антимикробными свойствами.

Интересно отметить, что в более ранних на-
ших публикациях было описано значительное 
снижение количества ЕК-клеток в ПК и у ряда 
родственников первой линии больных СД1 де-
тей, особенно отцов [7]. Эти данные наводят 
на мысль, что снижение количества ЕК-клеток 
в ПК у части детей, больных СД1, может быть об-
условлено генетическим дефектом ЕК-системы, 
что может способствовать более агрессивному 
течению вирусных инфекций, характерных для 
детей (вирус Коксаки, герпес, краснуха, ветря-
ная оспа и др.), которые, как сейчас предполага-
ют, могут быть одной из причин развития и про-
грессирования СД1 [44].

Следовательно, снижение числа и функции 
ЕК-клеток, как и нейтрофилопения, указывает 
на ослабление естественной иммунной защиты 
организма у человека, которая может провоци-
ровать развитие СД1 еще в асимптомную, до-
клиническую фазу.

Таким образом, аутоиммунный процесс в ОЛ 
сопровождается выраженными изменениями как 
естественного, так и адаптивного иммунитета в ор-
ганизме человека задолго до появления клиниче-
ских признаков СД1, что дает основание поддер-
жать недавно выдвинутую концепцию известного 
диабетолога E. Bonnifacio et al. [33], заключающу-
юся в том, что лечение больных СД1 и, особенно, 
предупреждение развития этого заболевания сле-
дует начинать не в фазе уже развившегося забо-
левания, т. е. когда большинство бета-клеток уже 
разрушено, а в асимптомной, доклинической фазе.

Выводы

Установлено, что у нормогликемических детей 
с отягощенной наследственностью по СД1, пози-
тивных не менее чем к двум видам ОАА (GADA 
и IA-2A), в асимптомную, доклиническую стадию 
развития СД1 отмечается выраженное измене-
ние показателей как естественного (нейтрофило-

пения, снижение числа и активности ЕК-клеток), 
так и адаптивного иммунитета (снижение отно-
сительного и абсолютного числа CD3+Т, CD8+Т 
и, особенно, иммунорегуляторной субпопуляции 
CD4+Т-клеток). Полученные данные созвучны 
с новой концепцией патогенеза СД1 — ABCD, 
заключающейся в том, что лечение СД1 у детей 
следует начинать не тогда, когда уже появились 
клинические симптомы заболевания, т. е. боль-
шинство бета-клеток разрушено, а в асимптом-
ную, доклиническую фазу, когда аутоиммунный 
процесс в ОЛ только начался и большинство бе-
та-клеток еще возможно сохранить.
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Підсумки двадцятирічних досліджень імунітету 
в доклінічну фазу розвитку цукрового діабету 1-го типу 
в дітей за Програмою ІДЦД: 1. Лейкоцитарний склад 
та імунофенотип лімфоцитів крові

К.П. Зак, В.В. Попова, М.А. Грузов, Б.М. Хоменко, 
В.В. Афанасьєва, Т.М. Малиновська, К.М. Тронько, 
Я.А. Саєнко, Л.А. Смоліна, Т.А. Семіонова, 
А.В. Куліковська
ДУ «Інститут ендокринології та обміну речовин ім. В.П. Комісаренка НАМН 
України»

Резюме. Мета. Дослідити лейкоцитарний склад та імунофенотип лім-
фоцитів крові в нормоглікемічних дітей з обтяженою спадковістю, що 
знаходяться в асимптомній фазі розвитку цукрового діабету 1-го типу 
(ЦД1), яку встановлено на підставі визначення титру автоантитіл до 
панкреатичних острівців Лангерганса (ОАА). Методи. Обстежено 
457 нормоглікемічних дітей з обтяженою спадковістю щодо ЦД1, заре-
єстрованих у Реєстрі вітчизняної програми ІДЦД (імунітет у доклінічну 
стадію розвитку цукрового діабету), родичі першої лінії яких хворіють 
на ЦД1, розділених на чотири підгрупи (1 — здорові, без генетичної 
схильності до ЦД1; 2 — ОАА-негативні; 3 — ОАА-позитивні; 4 — хво-
рі на ЦД1). Лейкоцитарну формулу визначали традиційно та за допо-
могою гематологічного аналізатора, імунофенотип лімфоцитів (CD3+Т, 
CD4+Т, CD8+Т, CD20+, CD56+ клітин) — за допомогою проточної ци-
тометрії (FACS-аналіз), а титр ОАА (IAA , GADA й IA-2A) — за допомогою 
радіоімунних методів. Результати. У нормоглікемічних ОАА-позитив-
них дітей відзначаються виражені зміни як природного (нейтрофіло-
пенія, зменшення кількості та активності ПК-клітин (CD56+ лімофоцитів 
і БГЛ)), так і адаптивного імунітету (зниження відносної та абсолютної 
кількості CD3+Т, CD4+Т, CD8+Т та, надто, імунорегуляторної субпопу-
ляції CD4+ Т-клітин) порівняно з ОАА-негативною групою дітей з об-
тяженою спадковістю (p<0,05) і групою здорових нормоглікемічних 
дітей, без генетичних ускладнень (p<0,001). Висновок. В асимптомну, 
передклінічну фазу розвитку ЦД1 у дітей відбуваються виражені зміни 
природного та адаптивного імунітету, що співзвучно з новою концепці-

єю про патогенез і лікування ЦД1, яка полягає в тому, що терапію ЦД1 
слід починати не в стадії різкого зниження маси бета-клітин і секреції 
інсуліну, тобто після появи патологічно клінічних ознак, а в асимптомну 
фазу, коли автоімунний процес в острівцях лише почався.
Ключові слова: цукровий діабет 1-го типу, лейкоцитарний склад, 
імунофенотип лімфоцитів крові.

Results of twenty-year studies on immunity 
at preclinical asymptomatic phase of developing 
type 1 diabetes in children on the program IPDM:  
1. Leukocyte composition and immune phenotype 
of blood lymphocytes

K.P. Zak, V.V. Popov, M.A. Gruzov, B.M. Khomenko, 
V.V. Afanasyeva, T.N. Malynovskaya, E.N. Tronko, 
Ya.A. Saenko, T.A. Semionova, A.B. Kulskovskaya
SI «V.P. Komisarenko Institute of Endocrinology and Metabolism, Natl. Acad. Sci. 
of Ukraine»

Abstract. Aim. To study the leukocyte composition and immunophe-
notype of blood lymphocytes in normoglycemic children with bur-
dened heredity, who are in asymptomatic phase of developing type 
1 diabetes mellitus (type 1 DM), which was established on the basis of 
determining the autoantibody titre to pancreatic islets of Langerhans 
(OAA). Methods. There were examined 457 normoglycemic children 
with burdened heredity to type 2 DM registered in the register of na-
tional program «Immunity in Pre-clinical Stage of Diabetes Mellitus De-
velopment» (IPDM), which first line relatives had type 1 DM, divided 
into four sub-groups (1 — healthy without genetic predisposition to 
type 1 DM; 2 — OAA-negative; 3 — OAA-positive; 4 — patients with 
type 1 DM). Determination of leukocyte formula was traditionally per-
formed and by hematological analyzer, immunophenotype of lympho-
cytes (CD3+T, CD4+T, CD8+T, CD20+, CD56+ cells)  — by flow cyto-
metry (FACS analysis) and the titer of OAA (IAA, GADA and IA-2A) — by 
radioimmunological method. Results. It was found that a pronounced 
change in a natural (neutrophilepenia, decrease in a number and acti-
vity of NK-cells (CD56+ lymphocytes and BGL)) as well as adaptive im-
munity (reduction in relative and absolute number of CD3+T, CD4+T, 
CD8+T and, especially, immunoregulatory subpopulation of CD4+T 
cells), compared with OAA-negative group of children with burdened 
heredity (p<0.05), and a group of healthy normoglycemic genetically 
uncomplicated children (p<0.001). Conclusion. The marked changes 
in natural and adaptive immunity, corresponding to the new concept 
of the pathogenesis and management of type 1 DM in asymptomatic 
pre-clinical phase of type 1 DM development in children are occured. 
This concept is that the therapy of type 1 DM should not begin at the 
stage of a sharp decrease in the beta cells mass and the insulin secre-
tion, i.e. after an appearance of pathological clinical signs, but in the 
asymptomatic phase, when the autoimmune process in the islets has 
just begun. 
Keywords: type 1 diabetes mellitus, leukocyte composition, immuno-
phenotype of blood lymphocytes.
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