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РЕАКЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ КРЫС НА РАСТВОРИМЫЕ И НЕРАСТВОРИМЫЕ 
ФОРМЫ МЕТАЛЛОВ В ОПЫТАХ IN  VIVO И IN  VITRO

В работе проведено изучение влияния ионов кальция и наноча­
стиц железа на морфометрические параметры и функциональные 
свойства лейкоцитов крови. Повышение концентрации ионов кальция 
в питьевой воде приводит к изменениям морфометрических характе­
ристик белых клеток крови. Мембранный резерв нейтрофилы исполь­
зуют больше, чем лимфоциты, а восстановление исходного объема 
клеток происходит эффективнее у лимфоцитов в отличие от нейтро- 
филов. Ионы кальция при непосредственном воздействии на лейкоци­
ты вызывают увеличение объема клеток. Инкубация белых клеток с 
наночастицами железа приводит к изменению функциональных 
свойств плазмалеммы с увеличением ее проницаемости.
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Введение

Н аиболее распространенными в окружающ ей среде патогенными агентами яв­
ляю тся растворимы е и нерастворимые формы металлов, поступающ ие в организм 
преимущ ественно алиментарным путем. В связи с этим, особый интерес представляют 
данны е о воздействии ионов кальция и наночастиц ж елеза на белые клетки крови, 
защ ищ аю щ ие организм от воздействий внеш них и внутренних факторов. И оны каль­
ция обладаю т множеством эффектов по отнош ению к гемоцитам. Установлено, что 
Ca2+ снижает активность 5-липоксигеназы лимф оцитов, приводя к угнетению  син еза 
лейкотриенов [1], влияет на процесс фагоцитоза и миграцию нейтрофилов [2,3]. О 
воздействии наночастиц ж елеза на лейкоциты  свидетельствуют единичные работы. 
Было показано, что внутривенное введение крысам 20 мг/кг наночастиц железа 
(ferumoxides), обладаю щ их магнитными свойствами, не приводило к гибели белых 
клеток крови [4].

Целью настоящ его исследования явилось изучение влияния повыш енной кон­
центрации Ca2+ и наночастиц ж елеза на некоторые морфофункциональные свойства 
лейкоцитов.

Материал и методы

Работа выполнена на белых клетках крови лабораторны х кры с линии Вистар. 
Для изучения влияния ионов кальция и наночастиц ж елеза на морфометрические па­
раметры и функциональные свойства лейкоцитов было проведено 2 серии опытов.

В первой серии исследовали воздействие Ca2+ на гемоциты в опытах in vivo и in 
vitro. Ж ивотны х экспериментальной группы в течение 6 месяцев поили жесткой во­
дой, концентрация Ca2+ составляла 66.5 мг/л -  опытная группа, контрольная группа 
получала имитаты питьевой воды с концентрацией Ca2+ 9.75 мг/л. Полученную сус­
пензию лейкоцитов использовали для оценки осморегуляторны х реакций и мембран­
ного резерва белых клеток крови при помощи комплексного метода [5].

Для опытов in vitro суспензию лейкоцитов получали общ епринятым методом, 
затем делили на 2 части и добавляли раствор CaCh. Первая часть суспензии являлась 
контролем; концентрация Ca2+ составляла 2.23 ммоль/л, во второй части концентра­
ция Ca2+ равнялась 2.52 ммоль/л -  опытная группа. Содержание Ca2+ в контрольной 
группе соответствовало содержанию Ca2+ в сыворотке крови крыс интактной группы в 
опы тах in vivo, а в опытной группе равнялась концентрации Ca2+ в сыворотке крови 
ж ивотных, употреблявш их ж есткую  воду. Суспензии белых клеток инкубировали 30
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мин в термостате при температуре +37 ?С. Для оценки использования мембранного 
резерва лейкоциты  подвергали гипоосмотическим нагрузкам в 0.2 % растворе NaCl. 
После всех экспозиционны х нагрузок готовили мазки, которые фиксировали глутаро- 
вым альдегидом. Клетки сканировали на атомно-силовом микроскопе «И Н ТЕГРА Ви­
та» (HT-M DT, Россия) полуконтактным методом с последующ им определением мор­
фометрических показателей (диаметра, высоты, объема, площ ади поверхности кле­
ток). По измеренным геометрическим характеристикам рассчитывали коэффициент 
уплощ енности (КУ) -  отнош ение площ ади эллипса (проекция в плоскости длинны х 
осей) к их высоте -  с последующ ей оценкой пластичности клеток.

Во второй серии опытов изучали воздействие наночастиц железа на функцио­
нальные свойства (проницаемость плазмалеммы) лейкоцитов. Для этого суспензию бе­
лы х клеток делили на две части: первая часть служила контролем, во вторую добавляли 
раствор наночастиц железа в концентрации 10-6 M  -  опытная группа. Суспензии белых 
клеток инкубировали в термостате в течение 30 минут при +37 °С. Затем лейкоциты пе­
реносили из пробирок в чашки Петри (SPL Lifesciences), добавляли 0.5 ?1 1 mM  Calcein- 
AM  (Cat. C3100MP, M olecular Probes, Inc. USA) и снова инкубировали в термостате 30 
минут при +37 °С. По завершении времени инкубации чашки Петри извлекали из тер­
мостата и помещали на предметный столик конфокального лазерного сканирующего 
микроскопа Nikon Eclipse C1 plus. При помощи программного обеспечения EZ-C1 оце­
нивали интенсивность флуоресценции лейкоцитов контрольной и опытной групп. Д ос­
товерность различий оценивали по критерию Стьюдента и критерию Вилкоксона.

Результаты исследования и их обсуждение
В экспериментах in vivo по изучению влияния Ca2+ было выявлено, что мем­

бранный резерв использовался примерно одинаково лимфоцитами контрольной и 
опытной группы животных, употреблявш их жесткую воду. Увеличение диаметра кле­
ток после инкубации в 0.2 % растворе NaCl составляло 26.4 % -  контрольная группа и
25.4 % -  опытная группа. М ембранный резерв нейтрофилов в опытной группе исполь­
зовался эффективнее, чем в контрольной группе ж ивотных. Увеличение диаметра ге- 
моцитов после инкубации в 0.2 % растворе NaCl составляло 24.1 % в опытной группе и
20.7 % в группе контроля (табл. 1).

Таблица 1
Д и ам етр ы  л ей к о ц и тов в и зо то н и ч еск о м  и  си л ьн о-ги п отон и ч еск ом  

р аств о р а х  хлори да н атр и я  (M + m)

Группа
NaCl 0.9 % NaCl 0.2 %, 60 с

нейтрофилы, мкм лимфоциты, мкм нейтрофилы, мкм лимфоциты, мкм

Контроль 9.2 + 0.06 6.7 + 0.04 11.1 + 0.06 * 8.4 + 0.05 *

Опыт 8.7 + 0.06 6.7 + 0.04 10.8 + 0.06 * ? 8.4 + 0.04 *

* — достоверность различий по сравнению с изотоническим раствором (0.9% NaCl) (p<0.01); 
? — достоверность различий по сравнению с интактными животными (p<0.01).

Осморегуляторные реакции, характеризую щ иеся восстановлением размера 
клеток после длительной инкубации (1 час) в 0.45 % растворе NaCl, эф ф ективнее про­
являлись у лимфоцитов по сравнению с нейтрофилами (табл. 2). В опытной группе 
восстановление исходного объема было менее эффективным как у лимфоцитов, так и 
у  нейтрофилов по сравнению с группой контроля.

В опытах in vitro было установлено увеличение объема лейкоцитов в опытной 
группе при экспозиции в изо- и гипотоническом растворах NaCl по сравнению с кон­
тролем. Объем белых клеток крови в опытной группе составлял 80.8+10.3 мкм3 (0.9% 
раствор NaCl) и 96.7±11.9 мкм3 (0.2% раствор NaCl), а в контрольной группе 54.9±9.2 мкм3 
и 87.4+44.7 мкм3, соответственно. В опытной группе при инкубации в 0.2% растворе 
NaCl объем увеличивается на 19.7%, тогда как в контрольной группе этот показатель 
составляет 59.0% (p<0.05) (рис. 1).
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Таблица 2
Д и ам етр ы  л ей к о ц и то в  в и зо то н и ч еск о м  и  ум ер ен н о-ги п отон и ч еск ом  р аство р ах  

хлори да н атр и я  п р и  р азн ом  вр ем ен и  ин кубац и и , M ± m

Группа Лейкоциты NaCl 0.9% NaCl 0.45%. Время 
инкубации - 60 секунд

NaCl 0.45%. Время 
инкубации - 1 час

Контроль
лимфоциты

6.7 ± 0.04 7.4 ± 0.04 * 6.9 ± 0.04

Опыт 6.7 ± 0.04 7.6 ± 0.05 * a 7.0 ± 0.04 °

Контроль
нейтрофилы

9.2 ± 0.06 9.9 ± 0.07 * 9.5 ± 0.08 °

Опыт 8.7 ± 0.06 9.7 ± 0.07 * 9.2 ± 0.07 °

* — достоверность различий по сравнению с 0.9% раствором NaCl (р<0.01).
? — достоверность различий по сравнению с контролем (р<0.01).
° — достоверность различий по сравнению с 0.45 % раствором NaCl (время инкубации 60 с)

(р<0.01).

Рис. 1. АСМ изображение лейкоцитов, подверженных кальциевой нагрузке, при инкубации
в 0.9 % (а) и 0.2 % (Б) растворе NaCl

П араметры высоты белых клеток опытной группы превыш али значения, полу­
ченные в контрольной группе, на 36.4 %. Значения коэффициента уплощ енности лей­
коцитов опытной группы свидетельствую т о снижении распластанности белых клеток 
крови в результате воздействия повыш енной концентрации ионов кальция на 23% 
(0.9 % раствор NaCl) и на 41 % (0.2% раствор NaCl) (табл. 3).

Таблица 3
П ок азател и  вы со ты  л ей к о ц и то в  к р о ви  (M ± m)

Группа
Средняя высота клеток, мкм Коэффициент уплощённости

NaCl (0.9 %) NaCl (0.2 %) NaCl (0.9 %) NaCl (0.2 %)

Контроль 1.1 ± 0.19 1.1 ± 0.37 74.1 ± 21.84 109.7 ± 38.64 b

Ca2+ 2.52 ммоль/л 1.5 ± 0.13 a 1.5 ± 0.23 a 56.9 ± 10.26 a 64.8 ± 11.28 a b

a — достоверность различий по сравнению с контрольной группой (непарный критерий Вилкок- 
сона, p<0.05).

b — достоверность различий по сравнению с изотоническим раствором (непарный критерий Вил- 
коксона, p<0.05).

Во второй серии опытов было установлено, что при инкубации суспензии лей­
коцитов с наноразмерными частицами ж елеза изменяются функциональные свойства 
лейкоцитов. Об этом свидетельствует увеличение интенсивности флуоресценции кле­
ток опытной группы (1178.1i11.43, отн. ед.) на 6.2 % по сравнению с контрольной груп­
пой (110 9 .9 i9 .26  отн. ед.). Выявлено, что наночастицы ж елеза оказывают воздействия 
на цитоплазматическую  мембрану лейкоцитов, увеличивая ее проницаемость.
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П овыш ение концентрации ионов кальция в питьевой воде приводит к измене­
ниям морфометрических характеристик белых клеток крови крыс. И спользование 
мембранного резерва нейтрофилами происходит эфф ективнее по сравнению с ли м ­
фоцитами. Осморегуляторные реакции реализую тся менее выраженно лейкоцитами 
опытной группы по сравнению с контролем. Восстановление исходного объема клеток 
происходит эф ф ективнее у  лимф оцитов по сравнению с нейтрофилами. Ионы каль­
ция при непосредственном воздействии на лейкоциты  способствуют увеличению  объ­
ема клеток по сравнению с контролем. Рост показателей объема лейкоцитов после ин­
кубации в растворе с повыш енной концентрацией кальция осущ ествляется вследствие 
увеличения высоты белых клеток крови, а не за счет их распластанности на поверхно­
сти подложки. И нкубация белых клеток с наночастицами ж елеза приводит к измене­
нию функциональны х свойств плазмалеммы с увеличением ее проницаемости.
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RATS LEUKOCYTES RESPONSE TO SOLUBLE AND INSOLUBLE FORMS OF METALS 
EXPERIMENTS IN  VIVO AND IN  VITRO
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There has been held an investigation of calcium and iron nanoparti­
cles influence on the morphometric and functional properties of leukocytes. 
The increase of calcium concentration in drinking water leads to the 
changes of leukocytes' morphometric parameters. The usage of membrane 
reserve by neutrophils is higher in comparison with lymphocytes while 
blood cells' osmoregulation reactions are more effectively used by lympho­
cytes in contrast to neutrophils. The influence of calcium ions on leukocytes 
promotes the growth of the cell volume. The increase of leukocytes' volume 
indices after incubation with high concentration of calcium solution arises 
from cells' height growth. Incubation of blood cells with iron nanoparticles 
leads to the increase of leukocytes' membrane permeability which is charac­
terized by increment of the white blood cells' fluorescence intension.
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