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S u m m a r y

T h e effects o f  different osm olality  levels on  functional activity and m orphom etrical param eters o f  blood  
neutrophyles in cystic  fibrosis were observed in this study. Functional activity o f  neutrophyles was estim ated on  the 
basis o f  their ability to produce reactive oxygen species (R O S) (respiratory burst reaction).

T here were found som e nonsignificant m orphom etrical changes o f  neutrophyles under isoosm otic  cond ition , 
hyp oosm otic  sw elling and hyperosm otic shrinking. M odification o f  functional neutrophyle activity to  form  the 
respiratory burst reaction and depend en cy  o f  this reaction on osm olality  were not revealed.

Р е з ю м е

П ров еден о исследован ие влияния различной осм отичности среды  на ф ункциональную  активность  
н е й т р о ф и л о в  к р о в и  пр и  м у к о в и с ц и д о з е , о п р е д е л я е м у ю  п о  их с п о с о б н о с т и  к о б р а з о в а н и ю  
в ы с о к о р е а к т и в н ы х  м е т а б о л и т о в  к и с л о р о д а  (р е а к ц и я  “ к и с л о р о д н о г о  в зр ы в а “ ) ,  а т а к ж е  на  
м ор ф ом етри ческ и е показатели этих клеток.

П оказан о, что несмотря на изм енения некоторы х м орф ом етрических характеристик нейтроф илов  
при м ук ов и сц и дозе  в условиях и зо о см о са , а такж е в условиях ги поосм оти ческого набухания или  
ги п ер осм оти ч еск ого  сж атия , м одиф и кац ии  ф унк цион альн ой  сп о со б н о ст и  клеток к ф орм и ров ан и ю  
реакции “ки сл ородного  взрыва“, а такж е осм оти ческой зависим ости  этой  реакции не выявлено.

Необходимым условием участия нейтрофилов в 
иммунной реакции является активация этих клеток, 
сопровождающаяся хемотаксисом, адгезией, деграну- 

•  ляцией, фагоцитозом, а также перестройкой окис
лительного метаболизма. При этом наблюдается “кисло
родный взрыв”, то есть резкое возрастание потреб
ления клеткой кислорода и образование его высоко- 
реактивных метаболитов — супероксид-аниона ( О ’2), 
пероксида водорода (Н 2О2 ), гидроксильного радикала 
(Н О ') и синглетного кислорода иО г) [2]. Образование 
активных форм кислорода играет главную роль в 
бактерицидном действии нейтрофилов, определяя тем 
самым их роль в воспалительных реакциях [10].

Имеющиеся в литературе данные указывают на то, 
что изменение объема клетки, происходящее при изме
нении осмотических условий среды, играет сущест
венную роль в регуляции клеточных функций, в том 
числе пролиферации и программируемой смерти клеток, 

® синтезе и метаболизме белков [б]. Исследование осмо
тической регуляции “кислородного взрыва” в нейтро- 
филах представляет собой интерес, поскольку в местах 
локализации этих клеток in vivo  может происходить

изменение осмотичности внеклеточной среды, связан
ное с протеканием воспалительной реакции [4].

Единичные данные, имеющиеся в литературе [8,12], 
а также результаты наших исследований [5] свиде
тельствуют, что реакция “кислородного взрыва” ней
трофилов является осмотически регулируемой. В этой 
связи особый интерес представляет исследование осмоти
ческой зависимости функциональной активности ней
трофилов при муковисцидозе в силу того, что гене
тически обусловленное нарушение транспорта ионов 
хлора в эпителиальных клетках может обусловливать 
наиболее выраженное изменение осмотичности внекле
точной среды [11].

В настоящей работе исследовано влияние различ
ной осмотичности среды на способность нейтрофилов 
крови больных муковисцидозом продуцировать высоко
реактивные кислородные метаболиты, а также прове
дена оценка морфометрических показателей этих клеток 
в условиях гипоосмотического набухания и гиперос
мотического сжатия.

Исследование проводили на нейтрофилах перифе
рической крови 6 взрослых больных муковисцидозом



и 6 лиц, не страдающих заболеваниями бронхоле
гочной системы (доноров). Д ля выделения клеток в 
качестве основы был выбран метод, предложенный 
В оиут  [1], включающий седиментацию декстраном и 
градиентное центрифугирование на фиколл-паке (плот
ность 1,077 г / м л ) .  Остаточные эритроциты удаляли 
изоосмотическим лизисом, используя 0,83 NH4CI. Клет
ки суспендировали в среде А (140 мМ NaCl, 5 мМ 
КС1, 1 мМ C aC h, 1 мМ M gCl2, 1 мМ Na2H P 0 4 , 5 мМ 
глюкозы, 10 мМ HEPES-трис, pH 7,4) до концент
рации 2x10 7 клеток в 1 мл и хранили во льду. В 
полученной суспензии содержание нейтрофилов состав
ляло около 97% , а их жизнеспособность, опреде
ленная в тесте с трипановым синим, — 99% .

Образование активных форм кислорода в ходе реак
ции “кислородного взрыва” регистрировали методом 
люминолзависимой хемилюминесценции (ХЛ) [9] с 
помощью хемилюминометра ПХЛ-01 (Москва, Россия). 
Реакцию проводили в 1 мл среды различной осмо- 
тичности (pH 7,4), содержащей люминол (10' М ) и 
2х105 нейтрофилов. Активацию “кислородного взрыва” 
индуцировали форбол-12-миристат-13-ацетатом (ФМА; 
10 М ). Во всех случаях нейтрофилы (2x10° к л /м л )  
инкубировали при 37°С в течение 3 мин до внесения 
активатора.

Гипоосмотическую среду (200— 300 мосМ) получали 
добавлением к среде А (320 мосМ) аналогичной среды, 
не содержащей NaCl, а гиперосмотическую (345— 620 
мосМ) —  добавлением к среде А сахарозы. Значения 
осмотичности рассчитывали как для идеальных растворов.

Морфометрическое исследование нейтрофилов про
водили с помощью компьютерной системы анализа 
изображения. В полуавтоматическом или интерактив
ном режиме проводили выделение клеток и их ядер с 
последующим измерением площади клетки, цитоплазмы 
и ядра. Необходимое для исследования количество 
клеток определяли в пробном эксперименте с учетом 
биологической вариабельности.

При анализе люминолзависимой хемилюминесценции 
(ХЛ) нейтрофилов периферической крови было об
наружено, что максимальное значение ответа, индуци
рованного ФМА, у больных муковисцидозом соста
вило 6 8 8 ± 8 7  отн.ед., что достоверно отличалось от 
значения, выявленного в контрольной группе доноров 
(489±51 отн.ед.). Показатели спонтанной хемилюми
несценции в исследуемой и контрольной группах также 
практически не отличались друг от друга (9 ,0±3 ,9  и 
6 ,8 ± 1 ,4  отн.ед. соответственно). Хотя к настоящему 
времени исследования хемилюминесценции нейтро
филов крови, характеризующей способность этих кл
еток формировать реакцию “кислородного взрыва” в 
ответ на их стимуляцию, при муковисцидозе прове
дены рядом исследователей [3,7], результаты этих 
исследований противоречивы. Так, Roberts, S tieh m  [7] 
указывают на повышение уровня хемилюминесценции 
в нейтрофилах больных муковисцидозом. В то же 
время данные G raft e t at. [3] свидетельствуют о 
нормальном уровне хемилюминесценции в нейтро
филах при данной патологии. На наш взгляд, такие 
различия могут быть связаны с использованием авто

рами в качестве индукторов “кислородного взрыва” 
соединений, различающихся между собой по природе 
и механизму действия. Данные, полученные нами, 
согласуются с результатами, представленными G raft 
et at. [3], однако необходимо отметить, что в группе 
больных муковисцидозом наблюдается тенденция к 
повышению интенсивности ФМА-индуцированной хеми
люминесценции по сравнению с контрольной группой.

При изучении влияния различной осмотичности 
среды инкубации на формирование реакции “кисло
родного взрыва” в нейтрофилах было обнаружено, что 
увеличение осмотичности от 320 до 620 мосМ или ее 
снижение до 200 мосМ, приводящее, соответственно, 
к существенному уменьшению или увеличению объема 
этих клеток, оказывает модулирующее влияние на 
интенсивность хемилюминесценции. Как при гиперос- 
мотическом сжатии, так и при гипоосмотическом на
бухании клеток наблюдается ярко выраженная дозовая 
зависимость ингибирования интенсивности хемилю
минесценции, индуцированной ФМА, по сравнению с 
условиями изоосмоса (320 мосМ). Снижение осмотич
ности среды инкубации от 320 до 200 мосМ приводит 
к двухкратному уменьшению интенсивности хемилю
минесценции нейтрофилов крови больных муковис
цидозом, а повышение осмотичности от 320 до 420 мосМ 
вызывает 70%  ингибирование реакции (рисунок).

Анализ полученных данных свидетельствует, что 
дозовая зависимость и степень ингибирования интен
сивности хемилюминесценции при повышении или 
снижении осмотичности среды инкубации клеток в 
группе больных муковисцидозом коррелирует с наблю
даемыми показателями в контрольной группе (см. 
рисунок).

При морфометрической оценке нейтрофилов крови 
было выявлено, что в условиях изоосмоса (320 мосМ) 
площадь всей клетки и площадь цитоплазмы у больных 
муковисцидозом достоверно меньше, чем в контроль
ной группе. Однако ядерно-цитоплазматическое отно
шение в нейтрофилах при муковисцидозе достоверно 
выше, чем в контроле (таблица). С нашей точки 
зрения, такие морфометрические изменения нейтро-

О с м о т и ч н о с т ь  среды , м осМ

-  -  Контроль — 0—  М уковисци доз

Рис. Влияние осмотичности среды на интенсивность ФМА-инду
цированной ХЛ нейтрофилов крови (за 100% принята интен
сивность ХЛ в изоосмотической —  320 мосМ —  среде).



Т а б л и ц а

М о р ф о м е т р и я  н е й т р о ф и л о в  крови в с р е д а х  ра зл и ч н о й  
осм оти чн ости

Контроль р Муковисцидоз

И зо о с м о с  ( 3 2 0  м о сМ )
Площадь клетки, мкм 48,18 ± 1,37 <0,001 32,93 ±1 ,17

О

Площадь цитоплазмы, мкм 27 ,4 2 ±  1,35 <0,001 15,71 ±0 ,99
Ядерно-цитоплазматическое

отношение 0 ,8 3 ± 0 ,0 6 <0,01 1,22 ±0 ,08

Г и п о о см о с  ( 2 4 0  м о сМ )
Площадь клетки,- мкм 59,21 ±3 ,25 <0,001 4 7 ,7 9 ± 2 ,2 0
Площадь цитоплазмы, мкм2 30,89±2,01 <0,01 23,42 ±  1,31
Ядерно-цитоплазматическое

отношение 0 ,9 8 ± 0 ,0 5 1,11 ± 0 ,0 7

Г и п ер о см о с  ( 5 2 0  м осМ )
Площадь клетки, мкм 2 9 ,09± 0 ,66 <0,01 26 ,20±  1,12

о

Площадь цитоплазмы, мкм 13,91 ±0 ,07 <0,01 11,45 ± 1,13
Ядерно-цитоплазматическое

отношение 1,17 ±0 ,07 1 ,06±0,007

филов можно объяснить либо их ускоренным созре
ванием в кровяном русле в условиях хронического 
воспалительного процесса, либо наличием дополни
тельного выброса этих клеток из депо. Наблюдаемое 
увеличение показателя ядерно-цитоплазматического 
отношения свидетельствует в пользу того, что нейт- 
рофилы крови больных муковисцидозом более зрелые 
и обладают достаточно высокой активностью. Это 
подтверждается данными, полученными нами при иссле
довании реакции “кислородного взрыва” методом хеми- 
люминесценции.

При помещении клеток в условия различной осмо
тичности было показано, что площадь клетки и площадь 
цитоплазмы при муковисцидозе достоверно меньше, 
чем у доноров, как в гипоосмотической (240 мосМ), 

Ф так и в гиперосмотической (520 мосМ) среде (см. 
табл.) При этом следует отметить, что гипоосмотичес- 
кое набухание было более выражено в клетках при 
муковисцидозе: площадь клетки увеличивалась по срав
нению с изоосмотическим состоянием на 45% , в 
контроле же наблюдали увеличение площади клетки 
лишь на 23% . Однако в гиперосмотической среде 
сжатие нейтрофилов было выше в группе контроля: 
площадь клетки уменьшалась на 40%  по сравнению с

условиями изоосмоса, тогда как при муковисцидозе — 
приблизительно на 20%. При этом не выявлено отличий 
ядерно-цитоплазматического отношения в группе конт
роля и при муковисцидозе при помещении нейтро
филов в различные осмотические среды (см. табл.)

Таким образом, проведенное нами исследование 
показало, что изменение некоторых морфометричес
ких характеристик нейтрофилов крови при муковис
цидозе не оказывает влияния на способность этих 
клеток к формированию реакции “кислородного взрыва”, 
определяющей их бактерицидное действие. При этом 
не выявлено нарушений в осмотической регуляции 
реакции “кислородного взрыва” .
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