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Аннотация. В работе обсуждаются результаты влияния комплексно связанн г̂х с декстраном железа, кобальта и меди 
на фагоцитарную активность нейтрофильн^1х гранулоцитов крови in vitro. В 1̂явлено, что металлодекстран :̂ вызывают раз
витие оксидативного повреждения, влияющего на структурно-функциональную реорганизацию ядерного и лизосомального 
аппаратов клеток. Полученн :̂е данн :̂е имеют прикладное значение в понимании механизмов возникновения токсических 
эффектов препаратов железа для парентерального применения.

И з всех популяций  клеток крови  наиболее реактивны м и  являю тся нейтроф ильны е гранулоциты  

(Н ГК ). И м енно  они  и  определяю т механизмы  неспециф ической  рези стен тности  не только при  контакте с 

микробн^ 1м и  агентами, но и  под влиянием  хемоаттрактантн^хх сигналов другой  природы . В  эти х  условиях 

и х  активация начинается практически  немедленно, а развитие последую щ их собы ти й  зависит о т клеточ

ного микроокруж ения. Так, ф агоцитарная активность Н Г К  начинает проявляться спустя  60 м и н  после 

добавления дрож ж евой культуры , а ранние воспалительн^хе реакции с участием  эти х  клеток реализую тся 

уж е в течение нескольких часов [1].

Такая вы сокая скорость ф ункциональны х реакций  требует разработки  и  соответствую щ их методиче

ских  подходов, вклю чая м он итори н г динам ики  процессов, которы е отвечали бы  требованиям  экспресс- 

анализа. Э то й  цели, на наш  взгляд, соответствует лю минесцентн^ хй микроспектральн^хй анализ при  ви 

тальном  ф луорохромировании клеток красителями, которы е избирательно окраш иваю т клеточн^хе струк 

туры  [2].

С ледует обратить внимание на то, ч то  зрелые нейтроф илы  как высокоспециализированн^хе клетки  

и м ею т короткий  период пребы вания в циркуляции (не более суток), а затем с н и м и  происходят необра

тим ы е изменения в результате реализации програм м ируем ой  клеточной  гибели. Т аки м  образом, зрелые 

нейтроф илы  поступ аю т в циркуляцию  с уж е запущенн^хми начальны ми механизмами, реализую щ ими  

апоптотическую  програм м у  этой  популяции  клеток крови  [4]. П оэтом у, сочетание приж изненного флуо- 

рохромирования и  исследования специф ических ф ункций Н Г К , преж де всего, ф агоцитарной активности , 

м ож ет предоставить достаточно подробную  картину внутриклеточны х взаимодействий  лизосомального и  

ядерного аппарата и  является перспективны м  направлением комплексного исследования ф ункциональны х 

реакций эти х  клеток. П р и  описании  возможн^хх ф изиологических механизмов влияния катионов железа, 

м еди  и  кобальта, входящ их в состав металлодекстранов (М Д ), указы валось, что  э ти  микроэлементы  вы зы 

ваю т реакции, леж ащ ие в основе их  ф армакологического диапазона (активация эритропоэза посредством  

моделирования взаимодействий  H IF /H R E  и  IR P /IR E  и  ускорение метаболических путей  поступления ж е

леза внутрь клетки). Н о  в то  ж е время катионы  Fe2+, C o 2+ и  C u 2+ определяю т и  возмож ную  цитотоксичность 

при  парентеральном  прим енении  М Д  (внутриклеточны й  оксидативны й стресс, поступление декстранатов 

эти х  элементов внутрь клетки). Показано, что активация гранулоцитов является причиной  развития в них  

ж елезо-зависимого оксидативного метаболизма при  участи и  ф ерроксидаз (в частности , лактоф еррина и  

церулоплазмина) [3].

Т аки м  образом, со сторон^! Н Г К  при  введении М Д  in vitro  следует ож идать комплексн^хх реакций, 

связанн^1х  c эндоцитозом  М Д , поступлением  М Д  внутрь клеток, и  последую щ им  вклю чением  в состав 

различн^1х  клеточн^ 1х  структур . Э ти  процессы  м о гу т  най ти  отраж ение при  исследовании фагоцитарн^хх 

реакций, ч то  и  определяет актуальность настоящ его исследования [5].

М а те р и а л ы  и  м е то д ы  и сследован и я

О бъектом  настоящ его исследования послуж или  образца! венозной  крови, полученной  при  венепунк

ции  кубитальн^ 1х  вен 54 практически  здоров^хх добровольцев-муж чин в возрасте о т 18 до 35 лет, не при 

нимавш их на м ом ен т исследования никаких лекарственн^хх препаратов. Д ля  постановки  эксперимента 

М Д  добавлялись в образцы  цельной  крови  in vitro  (70 м кл  /мл для рондф еррина и  10 мкл/мл для спейс- 

феррона), что  не превы ш ает среднетерапевтических доз и  позволяет, таким  образом, избеж ать прям ы х 

токсических  эффектов. С  целью  исклю чения влияния модиф ицированного декстрана самого по себе про

ведено аналогичное исследование при  инкубации  образцов крови  с неорондексом  (как препаратом на о с 

нове только модиф ицированного декстрана, такж е в количестве 70 мкл/л).

В  дальнейш ем  образца! крови  с препаратами инкубировались в пластиков^хх тубах  при  37°C  в течение 

60 и  180 минут. И сследование ф ункционального состояния Н Г К  проводилось с пом ощ ью  лю м ин есцен тно
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го микроспектрального  анализа (двухволновой микроф луориметр-ф отометр Д М Ф -2  (И н сти ту т биоф изи

ки  РА Н , П ущ ино) на базе микроскопа «Л ю м ам ») при  суправитальном  ф луорохромировании Н Г К  акридин- 

оранж ем  1х10-5 М  в ф осф атном буфере (pH  7,2). О бъект ф агоцитоза -  ж ивы е клетки  S. cerevisiae Ра ссчи ты 

вались ф агоцитарны й индекс (Ф И ) -  число  нейтроф илов (%), участвую щ их  в ф агоцитозе; ф агоцитарное 

число (Ф Ч ) -  среднее число  дрож ж евы х частиц , поглощ енн^ 1х  одним  ф агоцитом; число  активн^ 1х  ф агоци

тов  (А Ф ) -  число  ф агоцитов (%), содерж ащ их хотя бы  одну активно перевариваемую  дрож ж евую  клетку; 

индекс переваривания (И П ) -  процентное отнош ение числа активно перевариваем^хх дрож ж евы х клеток 

ко всем  поглощенн^ 1м  100 нейтроф илами. С татистический  анализ полученн^хх результатов проводился с 

пом ощ ью  пакета програм м  «S tatistica  6.0».

Р е зу л ь та ты  и  и х  обсуж дение

Результаты  исследования ф агоцитарной активности  Н Г К  при кратковременной (60 м ин ) инкубации 

образцов крови  указы ваю т на ш ирокий  диапазон изменений  ф агоцитарной активности  эти х  клеток. С ущ 

ность  наблюдаем^ 1х  процессов, на наш  взгляд, заклю чается в следую щ ем: увеличивается как количество 

клеток, участвую щ их  в ф агоцитозе, та к  и  число дрожжев^хх клеток, захваченн^хх одним  нейтроф илом . Э ти  

изменения указы ваю т на их  ф ункциональную  активацию . Однако эта  активация ф агоцитарны х реакций 

м ож ет бы ть расценена и как дисф ункция: при  активации захвата дрож ж евы х клеток вы явлено сниж ение 

способности  к перевариванию , что свидетельствует о сниж ении  протеолитической  активности  лизосо- 

мального  аппарата Н Г К .

Увеличение времени экспозиции  с М Д  приводит к  дальнейш им  изменениям  ф агоцитарной активно

сти  Н ГК : при продолж ении инкубации с М Д  отмечается дальнейш ая сенсибилизация Н Г К  к ф агоцитиру

ем ы м  объектам: количество нейтроф илов, приним аю щ их участие в ф агоцитозе жив^хх дрожжев^хх клеток 

(И Ф ), прогрессивно увеличивается. С ущ ественно возрастает и  число фагоцитируем^хх объектов в среднем  

на одну клетку, особенно значимо при  инкубации  с рондф еррином. Различия м еж ду М Д  и  неорондексом  

по этом у  параметру, однако, не столь значительны  в связи с тем , что Ф Ч  возрастает и при  инкубации с 

неорондексом , что  указы вает на возмож ную  роль самого  декстрана в модиф икации ф агоцитарной актив

н о сти  гранулоцитов. П роведенное исследование позволило обнаруж ить влияние самого среднемолекуляр

ного декстрана на ф агоцитарную  активность Н Г К . Так, поступление декстрана в лизосомальны й  аппарат 

клетки  не сниж ает ее активности , а при  более длительной  экспозиции  эф ф ект в^хражается в умеренной, но 

статистически  значимой, активации его ф ункционирования (по показателям индекса ф агоцитоза и  ф агоци

тарного числа). О тсутстви е  четких  изменений  индекса перевариваемости  и  процента активн^хх ф агоцитов 

убеж дает нас в том , ч то  активация ф агоцитоза не связана, по крайней мере, с ф ункционированием  лизосо- 

мального аппарата Н Г К  и  н о си т неспециф ический  характер.

Влияние рондф еррина и  спейсф еррона при  их  добавлении in vitro  характеризуется рядом  особен

ностей. П ри  кратковременной инкубации  со спейсф ерроном  наибольш ие изменения претерпело число 

ф агоцитирую щ их Н Г К  на фоне сниж ения индекса перевариваемости. Кратковременная инкубация с ронд- 

ф еррином продемонстрировал активацию  Н Г К . П р и  этом  она, однако, не затрагивала ф ункционирование 

лизосомального аппарата (о чем  свидетельствует интактны й  индекс перевариваемости), тогда как продол

ж ение инкубации  привело к сущ ественны м  изменениям  ф агоцитарной активности , с и збы точностью , но 

в то  ж е время и  незаверш енностью  фагоцитарн^хх реакций в целом , ч то  целесообразно расценивать как 

металлодекстран-индуцированную  дисф ункцию .

Таки м  образом, оба исследуемы х М Д  обладаю т определенной ци тотоксичностью , связанной с воз

м ож н ы м  вклю чением  в клеточны й м етаболизм  хелатов железа, м еди  и кобальта, входящ их в состав пре

паратов. Н а  основании  полученн^хх данн^хх мож но заклю чить, что  эф ф екты  инкубации  со спейсф ерроном  

проявляю тся раньш е, чем  у  рондф еррина, однако, они  менее стойкие и, возмож но, н ося т обратим ы й  харак

тер. С  учетом  излож енного, представляется вероятны м  развитие оксидативного повреж дения, влияю щ его 

на структурно-ф ункциональную  реорганизацию  ядерного и  лизосомального аппаратов клеток, отраж аю 

щ его ци тотоксичность  используемы х металлодекстранов.
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