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       (   ) При злокачественных заболеваниях системы крови и описторхозе остром и хроническом значительное 
        напряжение механизмов микробицидности лейкоцитов эозинофильного ряда обусловливает формирование их 

  ,  , ,      высокого цитотоксического потенциала действие которого вероятно реализуется не только в отношении ан-
 ,    ,      .тигенных структур но и клеток макроорганизма что может приводить к повреждению тканей
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In malignant diseases of blood system and opisthorchiasis (sharp and chronic), significant strain of microbicide 
mechanisms of eosinophilic row leukocytes causes forming their high cytotoxic potential action of which could be re-
alized concerning not only antigenic structures but also macro-organism cells which can result in damaged tissues.
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Введение

   В современной литературе эозинофильный 
     гранулоцит принято рассматривать не только в 

    качестве активного участника развития аллерги-
    ческих заболеваний и противогельминтного им-

,      мунитета но и как важный фактор поддержания 
    [2, 4,тканевого и иммунологического гомеостаза  

5].     Эозинофилы обладают способностью секре-
    тировать широкий спектр биологически активных 
,    веществ экспрессировать на своей поверхности 

    разнообразные рецепторы и адгезивные молеку-
 [1, 2, 4].лы

   Увеличение числа эозинофильных лейкоци-
  ,  тов сопровождает заболевания имеющие самые 

раз    [2, 5, 12, 15, 19].личные механизмы развития  

     Эозинофилия наиболее часто встречается у боль-
     ных с аллергическими и паразитарными патологи-
.       ями Наряду с этим гематологи и онкологи нередко 

сталкивают  ся     с проблемой трактовки причин воз-
  никновения синдрома    эозинофилии у больных с 

   ,неопластическими процессами системы крови  
  -происходящими из клеток пред  шественников как 

-,   лимфо так и миелопоэза [1, 2, 4—6]. 
    Исследованиями последних лет было показа-

,      но что эозинофил остается одной из наиболее 
   .агрессивных эффекторных клеток воспаления  

   Эозинофильные гранулы служат источником 
   ,большого количества цитотоксических продуктов  

   повышенное содержание которых обусловливает 
   формирование высокого микробицидного потен-
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,      циала действующего не только в отношении 
 ,    инородных субстанций но и окружающих тканей 

[1, 2, 4, 6]. ,   Так при исследовании противопарази-
   ,  тарного иммунитета было показано что эозинофи-

    лы обладают высокой цитотоксической активно-
,        стью тогда как представления об их участии в 

     противоопухолевой защите по сравнению с други-
    ми клетками системы иммунитета существенно 

. ограничены
    Целью настоящей работы явилось исследо-

   вание особенностей цитотоксичности эозино-
    фильных гранулоцитов при злокачественных за-

    , болеваниях системы крови и описторхозе сопро-
  .вождающихся синдромом эозинофилии

  Материал и методы

    115 В исследование были включены пациентов 
(52   63 )    18  55мужчины и женщины в возрасте от до  

 (лет 30   больных с лимфогранулематозом,  из них 
12 —  -   со смешанно клеточным вариантом заболе-

  II   III    18 —  вания во или стадии и с нодулярным 
 II   III  склерозом или стадии,  20    пациентов с не-

 , 25   ходжскинскими лимфомами больных с множе-
 ,  22    ственной миеломой пациента с диагнозом 

«   », 18 —  острая фаза описторхоза с хроническим 
 ( )).описторхозом реинвазия    Клинически и анамне-

      стически у всех обследованных лиц были исключе-
    ны обострение хронических воспалительных про-

,    , цессов наследственные и психические болезни а 
    также злоупотребление алкоголем и наркотиче-

 .    ская зависимость Все пациенты были обследова-
   .ны до назначения терапии    Группу контроля соста-

 22     вили практически здоровых донора с сопостави-
     . мыми по полу и возрасту характеристиками Мате-

    риалом исследования являлась венозная кровь 
 ,     обследованных лиц взятая утром до приема пищи 

(     кровь стабилизировали гепарином в дозе 
25 / ).ЕД мл

   Подсчет отдельных морфологических форм 
    лейкоцитов проводили по общепринятым гемато-
  [9, 11].  логическим методам Содержание нефер-

     ментного катионного белка в эозинофилах пери-
     . .ферической крови определяли по методу М Г  

   .  Шубича с бромфеноловым синим Мазки фикси-
  0,5%-   ровали в м растворе сульфосалициловой 
,  0,1%-   кислоты окрашивали м раствором бромфе-

    ,  нолового синего в боратном буфере трижды 
   0,05промывали боратным буфером  , моль высу-

 шивали     и докрашивали раствором основного фук-
.      сина Катионный белок выявлялся в цитоплазме 

   клеток в виде синих гранул.  Содержание перокси-
    дазы в эозинофильных гранулоцитах оценивали 

   с использованием метода A.F. Grehem-Knoll. Маз-
   4%-  -ки фиксировали в м формалиново спиртовом 

,    растворе окрашивали реактивом на пероксида-
,     зу высушивали и докрашивали по Романовскому

— .    Гимзе Пероксидаза выявлялась в цитоплазме 
    .   клеток в виде коричневых гранул Для количе-

   ственного выражения результатов цитохимиче-
    ского исследования рассчитывали средний цито-

  ( ),  химический коэффициент СЦК результаты вы-
    [9, 11].ражали в условных единицах

   Фагоцитарную активность эозинофилов пери-
    ферической крови оценивали методом J.S. Stew-

ard  .   . .и соавт в модификации Б С   ( -Нагоева НСТ
).     тест Смешивали периферическую кровь с 

    0,9%-раствором нитросинего тетразолия и м 
NaCl,    инкубировали смесь в термо   стате при тем-

 37пературе  °    30С в течение  ,  мин готовили ,мазки  
,  , высушивали фиксировали метанолом докраши-

    . вали метиловым зеленым и сафранином Инду-
 -   цированный НСТ тест проводили аналогичным 

,    образом стимулируя фагоцитарную активность 
  (25 ).   эозинофилов пирогеналом МПД Для коли-

   чественного выражения результатов просматри-
 100      вали эозинофилов в мазке и вычисляли про-

    центное содержание гранулоцитов с отложения-
      ми диформазана в виде гранул или сплошных 

 [9].комков
  Морфологическое исследование эозинофиль-

     ных гранулоцитов выполняли после их инкубации 
  с антигенами O. felineus   . .по методу Е С  Нишевой 
 . [10].    и соавт Для этого использовали стандарт-

   « - »  ные тестовые системы Тиатоп стрип произ-
  « - »  ( .водства ЗАО Вектор Бест г  ).Новосибирск  

    , Цитратную кровь помещали в стрип содержащий 
  очищенные фиксированные иммунодоминантные 

  фракции белков O.  felineus,   инкубировали в 
 30течение     37мин при температуре  ° , С периоди-

  .  чески встряхивая содержимое После инкубации 
  ,   готовили мазки крови фиксировали в метиловом 

,    спирте окрашивали по May-Grunvald.   Под им-
    мерсионной системой просматривали не менее 
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   Экспериментальные и клинические исследования

25    , эозинофилов в каждом препарате подсчиты-
     вали их процентное содержание с измененными 

 .    морфологическими свойствами Для оценки по-
    лученных данных использовали методы стати-
    стического описания и проверки статистических 

 [3].гипотез
   Проверку нормальности распределения коли-

    чественных показателей проводили с использо-
  ванием критерия Shapiro—Wilk,s.   При соответ-

    ствии нормальному закону распределения при-
     знака в исследуемых выборках проверку гипоте-

     зы о равенстве средних выборочных величин 
   проводили с использованием однофакторного 

 .    дисперсионного анализа Для оценки достовер-
  ,   ности различий выборок не подчиняющихся кри-
  , терию нормального распределения использова-

  — .   ли критерий Краскала Уоллиса Различие двух 
    сравниваемых величин считали достоверным при 

  уровне значимости р < 0,05 [3].
  Результаты и обсуждение

    При оценке количественных показателей бе-
 лой крови у пациентов с лимфопролиферативными 

      заболеваниями системы крови и у больных с 
    острым и хроническим описторхозом выявлялось 

    существенное увеличение абсолютного и относи-
   тельного количества эозинофилов перифериче-

      ской крови по сравнению с аналогичными пара-
    (метрами у здоровых доноров таблица). 

,    Известно что существующая между клетка-
     ми иммунной системы и эозинофилами взаимо-

  ,   направленность эффектов обусловлена с од-
 ,   ной стороны иммунорегулирующим действием 

,     иммуноцитов что определяет эозинофилы как 
   ,   эффекторное звено иммунных реакций а с дру-

 —   гой способностью эозинофильных гранулоци-
    ,тов синтезировать широкий спектр медиаторов  
    что указывает на их иммуномодулирующую 

.     функцию Дизрегуляция данных эффектов мо-
    жет обусловливать нарушение процессов со-

,    зревания дифференцировки и активации эози-
,     нофилов что приводит к длительному пребыва-

 нию

   последних в периферической . крови Вместе 
   ,  с тем при состояниях сопровождающихся эози-

,    нофилией наблюдается укорочение клеточного 
     цикла на ранних этапах созревания эозинофи-

, , - , лов обусловленное по видимому увеличением 
    митотического индекса и сокращением времени 

  .  генерации эозинофильных лейкоцитов Кроме 
,     того эозинофилы способны возвращаться в кро-

     воток из тканей и длительно рециркулировать 
(Т1/2 — 44 ) [5].ч

  Цитотоксический потенциал полиморфно-
 ,  , ,ядерных лейкоцитов в частности эозинофилов  

    направленный на элиминацию чужеродных ан-
,   тигенов реализуется за   счет различных механиз-

  (мов микробицидности кисло  роднезависимых и 
)  [8].    кислородзависимых К числу

  ,кислороднезависимых факторов цитотоксичности  
 ,    ,  прежде всего относят группу белков имеющих 

  ,  различную внутриклеточную локализацию но оди-
    наково необходимых для реализации биоцидного 

  потенциала клеток [7,  12,  13].   Важнейшими в 
   функциональном отношении являются внутри-

  .клеточные катионные протеины

   Показатели цитотоксичности эозинофилов         , у пациентов с описторхозом и злокачественными заболеваниями системы крови
  сопровождающихся синдромом эозинофилии (Х ± m)
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Характеристика
обследованных

Эозинофилы

Относитель-
 ное содержа-

, %ние

Абсолютное 
, содержание

/г л

-Внутриклеточ
 ные катионные 

 ( ), белки СЦК
. .усл ед

Пероксидаза
( ), СЦК

. .усл ед

  Содержание активных
 ( - ), %эозинофилов НСТ тест

Базальный
Стимулирован-

 ный пирогена-
лом

 Количество морфологи-
  чески измененных эози-

   нофилов в условиях ин-
   кубации с антигенами

O. felineus, %

 Здоровые доноры 2,18 ± 0,06 0,10 ± 0,01 2,17 ± 0,07 2,53 ± 0,07 6,06 ± 0,01 13,21 ± 0,9 4,07 ± 0,09

 Пациенты с 
 острым описторхо-

зом

35,43 ± 6,39 
p1 < 0,001

2,36 ± 0,03 
p1 < 0,001

2,96 ± 0,02
p1 < 0,001

2,93 ± 0,02
p1 < 0,05

14,50 ± 2,3
4

p1 < 0,001

32,82 ± 3,35
p1 < 0,05

21,11 ± 3,44
p1 < 0,01

  Пациенты с хрони-
 ческим описторхо-

зом

15,49 ± 1,49
p1 < 0,001
p2 < 0,05

0,57 ± 0,02
p1 < 0,001
p2 < 0,05

2,48 ± 0,04
p1 < 0,05
p2 < 0,05

2,78 ± 0,06
p1 < 0,01
p2 > 0,05

12,54 ± 2,1
1

p1 < 0,05
p2 > 0,05

29,33 ± 4,98
p1 < 0,01
p2 > 0,05

15,35 ± 2,01
p1 < 0,01
p2 < 0,05

  Пациенты с лим-
фогранулемато-
зом

25,79 ± 4,29
p1 < 0,001
p2 < 0,05
p3 < 0,05

1,95 ± 0,01
p1 < 0,001
p2 > 0,05
p3 < 0,05

2,93 ± 0,02
p1 < 0,001
p2 > 0,05
p3 < 0,05

2,93 ± 0,03
p1 < 0,01
p2 > 0,05
p3 > 0,05

15, 
09 ± 3,59
p1 < 0,001
p2 > 0,05
p3 > 0,05

18,04 ± 2,92
p1 < 0,01
p2 < 0,05
p3 < 0,05

14,63 ± 2,13
p1 < 0,01
p2 < 0,05
p3 > 0,05

  Пациенты с не-
 ходжскинскими

лимфомами

15,18 ± 2,66
p1 < 0,001
p2 < 0,05
p3 > 0,05
p4 < 0,05

0,69 ± 0,02
p1 < 0,001
p2 < 0,05
p3 > 0,05
p4 < 0,05

2,42 ± 0,08
p1 < 0,05
p2 < 0,05
p3 > 0,05
p4 < 0,05

2,69 ± 0,07
p1 < 0,05
p2 < 0,05
p3 > 0,05
p4 < 0,05

18,22 ± 4,3
7

p1 < 0,01
p2 > 0,05
p3 < 0,05
p4 > 0,05

20,22 ± 4,34
p1 < 0,05
p2 < 0,05
p3 < 0,05
p4 > 0,05

19,08 ± 4,13
p1 < 0,01
p2 > 0,05
p3 > 0,05
p4 < 0,05

  Пациенты с мно-
 жественной мие-

ломой

16,86 ± 2,63
p1 < 0,001
p2 < 0,05
p3 > 0,05
p4 < 0,05
p5 > 0,05

0,74 ± 0,01
p1 < 0,001
p2 < 0,05
p3 > 0,05
p4 < 0,05
p5 > 0,05

2,95 ± 0,06
p1 < 0,001
p2 > 0,05
p3 < 0,05
p4 > 0,05
p5 < 0,05

2,79 ± 0,07
p1 < 0,05
p2 > 0,05
p3 > 0,05
p4 > 0,05
p5 > 0,05

19,65 ± 3,4
9

p1 < 0,001
p2 > 0,05
p3 < 0,05
p4 > 0,05
p5 > 0,05

23,67 ± 4,44
p1 < 0,05
p2 < 0,05
p3 > 0,05
p4 > 0,05
p5 > 0,05

20,93 ± 3,26
p1 < 0,05
p2 > 0,05
p3 > 0,05
p4 > 0,05
p5 > 0,05

П р и м е ч а н и . е Х –   ; среднее арифметическое значение m –  ; ошибка среднего р1 —    уровень статистической значимости по 
 сравнению

     ; с аналогичными параметрами у здоровых доноров р2 —     ; у пациентов с острым описторхозом р3 —     у пациентов с хроническим опи-
;  сторхозом

р4 —    ; у пациентов с лимфогранулематозом р5 —     .у пациентов с неходжскинскими лимфомами
     Большой основной протеин реализует свое цито-

      токсическое действие в комплексе с другими бел-
 —    ками эозинофильным катионным протеином и 

перок .    ,  сидазой В свою очередь эозинофильная 
   пероксидаза потенцирует цитотоксичность лизосо-

  , ,  мальных катионных белков которые обладая ши-
  , роким спектром действия  обеспечивают реализа-

  -цию многих защитно приспо  собительных реакций 
(  , , клеточную проницаемость хемотаксис опсони-

, , ) [2, 6].зацию фагоцитоз воспаление
     В ходе проведенного исследования было от-

  мечено повышение процента  активных эозинофи-
     лов в отношении обнаружения гранул лизосомаль-
     ных катионных белков и эозинофильной перокси-

   дазы при лимфопролиферативных заболеваниях 
   системы крови и описторхоз   ( . ной инвазии см та-

).    блицу Выявленные изменения
     носили однонаправленный характер как при злока-

   ,   чественных заболеваниях системы крови так и 
 .    при описторхозе Однако при хроническом течении 

  описторхозной инвазии и  неходжскинских лимфо-
    мах увеличение среднего цитохимического коэф-

 ( ),    фициента СЦК отражающего содержание вну-
     триклеточных катионных протеинов и гранул пе-

,      роксидазы было менее выражено по сравнению с 
 аналогичными пара     метрами у пациентов с лим-

,    фогранулематозом множественной миеломой и 
 .   , острым описторхозом Также было показано что 

    при хроническом описторхозе превалирует суб-
  ,  популяция низкоплотностных эозинофилов для 

    которых характерна усиленная экспрессия мем-
 .  бранных рецепторов Последнее обстоятельство 

   обусловливает повышенную активацию эозино-
    фильных гранулоцитов и увеличение секреции 
 ,   катионных протеинов обладающих протеолити-

     ческим действием в отношении как инородных 
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,     [12]. структур так и собственных тканей Вместе 
     с тем рост содержания лизосомальных катион-

    ных протеинов эозинофильных лейкоцитов при 
    описторхозе можно рассматривать как компенса-

  , торную реакцию макроорганизма направленную 
    на выживание в системе паразит —  [12,хозяин  

13].
 ,   Следует отметить что повышенное содержа-

   ние цитотоксических компонентов цитоплазмы 
    эозинофилов у пациентов с лимфопролифера-

    тивными заболеваниями крови и описторхозной 
    инвазией может быть обусловлено влиянием 

  .  различных хемотаксических факторов Среди 
     ( -них особую роль играют цитокины интерлейкин

3, -5, -4, -гранулоцитарно макрофагаль  ный коло-
 ),   ниестимулирующий фактор секретируемые как 

 ,    мононуклеарными клетками так и самими эози-
,    нофилами потенцируя тем самым функциональ-

   [1, 2, 4, 14, 16, 17]. ную активность последних
,     Известно что процесс фагоцитоза сопрово-

ждается    образованием активных форм кислоро-
,    да идентификация которых представляет собой 

     важное звено в оценке функциональной активно-
   [8]. , сти фагоцитирующих клеток Так исследова-
    ние биоцидной активности эозинофилов перифе-

     рической крови у больных описторхозом  в тесте 
  ,  восстановления нитросинего тетразолия отра-

  жающего активацию гексозомонофосфатного 
    шунта и степень функционального раздражения 

  эозинофильных клеток in vivo,  позволило устано-
   вить статистически значимое увеличение 

    спонтанной и стимулированной пирогеналом кис-
  лородзависимой микробицидности эозинофилов 

     по сравнению с аналогичными показателями у 
  ( . ). , здоровых доноров см таблицу Вероятно уси-

   ление кислородзависимых механизмов киллинга 
    в эозинофилах периферической крови может 

     быть связано с их повышенной функциональной 
,  активностью    направленной на элиминацию ан-

 тигенов O. felineus   [12, 15]. из организма Вместе 
     с тем у пациентов с лимфопролиферативными 

     заболеваниями системы крови независимо от но-
   -  зологии показатели базального НСТ теста в 

   эозинофильных гранулоцитах достоверно превы-
    шали аналогичные характеристики у здоровых 

.     - , доноров При этом значения НСТ теста стиму-
 ,   лированного пирогеналом существенно не отли-

  ,    чались от спонтанного что может свидетель-
  ствовать об   угнетении потенциального резерва 

 цитотоксичности  лейкоцитов эозинофильного 
     ряда в условиях стимулирования их внутрикле-

  точного метаболизма   при злокачественных забо-
  леваниях системы крови ( . ).см таблицу

    , В то же время фактором обусловливающим 
   значительное усиление цитотоксичности эозино-

,     филов может быть повышение их дегрануляции 
 . ,  и цитолиза Так исследование морфологических 

    особенностей эозинофильных лейкоцитов в усло-
    виях инкубации с очищенными фиксированными 

   иммунодоминантными фракциями белков O.  fe-
lineus   позволило констатировать достоверное 

   увеличение содержания эозинофилов c изменен-
     ными морфологическими свойствами у больных с 

  лимфопролиферативными заболеваниями систе-
      ( .  мы крови и пациентов с описторхозом см та-

).    блицу Изменения морфологии лейкоцитов эози-
    нофильного ряда носили преимущественно ха-

 :    2  рактер цитолиза разбухшие клетки в и более 
   , раз превышали размеры нейтрофилов оболочка 

,  — ,   разорвана рядом гранулы в некоторых препа-
     ратах отмечался распад ядра на хроматиновые 

.  ,   нити Кроме того была зарегистрирована повы-
     шенная вакуолизация ядра и цитоплазмы эозино-

 .   ,  фильных гранулоцитов Следует отметить что 
  —   аналогичные изменения цитолиз и дегрануля-

    —  цию в тканевых эозинофилах при хронических 
 ( ,  ,  гельминтозах трихинеллез шистосомоз лям-

)   блиоз наблюдал J.S. Frjefelt (1998),  придавая 
     им важное патогенетическое значение в реализа-
    ции повреждения и фиброзирования окружающих 

 [20]. тканей

Заключение
 ,   Таким образом при злокачественных заболе-

     (  ваниях системы крови и описторхозе остром и 
)    хроническом значительное напряжение меха-

   низмов микробицидности лейкоцитов эозино-
    фильного ряда обусловливает формирование их 

  , высокого цитотоксического потенциала действие 
      которого может реализоваться не только в отно-

  ,    шении антигенных структур но и клеток макроор-
.   ,    ганизма В свою очередь это может приводить к 

 .     повреждению тканей Вместе с тем повышение 
     дегрануляции и цитолиза эозинофилов при вы-
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...цитов

   ,шеуказанных патологиях является фактором  
  способствующим усилению цитотоксичности 

 ,   эозинофильных лейкоцитов и обусловливает не-
    гативное влияние длительной эозинофилии кро-

. ви
    Исследование выполнено в рамках феде-

 ральной  -  целевой научно технической программы 
«  Исследования    и разработки по приоритетным 

      2002—направлениям развития науки и техники на
2006  »  (  годы государственные контракты 
№ 02.442.11.7056  02.445.11.7110),   и а также при 

     финансовой поддержке Совета по грантам при 
    Президенте Российской Федерации для поддерж-

     ки ведущих научных школ Российской Федерации 
(№ -1051.2003.4). НШ
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