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Аннотация. Методом проточной цитофлюориметрии было изучено влияние α2b-интерферона 
в концентрациях 1; 10 и 100 МЕ/мл на метаболическую активность нейтрофилов крови человека и 
экспрессию CD11b маркеров на поверхности их мембран. Установлено иммуномодулирующее дей-
ствие некоторых доз агента на экспрессию CD-11b  рецепторов на мембранах полиморфно-ядерных 
лейкоцитов крови человека.
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Abstract. By flow cytometry we studied the effect α2b-interferon concentrations of 1; 10 and 100 IU/ml 
on the metabolic activity of human blood neutrophils and expression cq 11c markers on the surface of 
their membranes. Was established immunomodulatory effects on certain doses agent CD11b expression of 
receptors on the membranes of polymorphonuclear leukocytes in human blood.
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С момента открытия процесса фагоцитоза 
И.  И.  Мечниковым основной функцией нейтро-
фильных гранулоцитов считалось поглощение и 
элиминация из организма различных чужеродных 
агентов и патогенных микроорганизмов с помо-
щью большого количества активных кислород-
ных метаболитов, генерируемых в процессе ре-
спираторного взрыва. Фагоцитарная активность 
нейтрофильных гранулоцитов находится в непо-
средственной зависимости от количества и плот-
ности распределения на поверхности клеточной 
мембраны таких рецепторов, как CD11b/CD18, 
CD16, CD32, CD95. 

В последние годы стало известно, что фаго-
цитарные реакции нейтрофилов являются частью 
стратегии, направленной на поддержание посто-
янства внутренней среды организма. Нейтрофилы 

реализует свой эффекторный потенциал не только 
посредством фагоцитоза, но и секрецией раство-
римых регуляторных продуктов, таких как лей-
котриены, простагландины, интерфероны, интер-
лейкины, активные формы кислорода и  др. 

Нейтрофилы тесно взаимодействуют прак-
тически со всеми гуморальными и клеточными 
системами крови и соединительной ткани, уча-
ствующими в сохранении гомеостаза, однако, в 
последнее десятиление, ученые были вынуждены 
пересмотреть свои взгляды и более пристально 
начать изучать данную группу иммунокомпетент-
ных клеток вследствие открытия нескольких но-
вых функций, присущих им.

Основу для понимания механизмов реали-
зации данного процесса заложили Brinkmann, 
O’Neill, и Hallman, которые показали, что нейтро-
филы могут образовывать внеклеточные сетепо-
добные структуры (NET) [1], а так же принимать 
участие в презентации чужеродных антигенов 
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Т-лимфоцитам крови человека [2, 3]. 
Ранее, нами было показано, что вусловиях воз-

действия препарата α2b-интерферона происходит 
усиление уровня экспрессии CD14 маркеров  ней-
трофилами крови человека [4] пропорционально 
концентрации модификатора. В то же время, ис-
следуемый цитокин оказывал иммуномодулиру-
ющее действие на изменение количества молекул 
системы MHC (HLA-DR) на поверхности мем-
бран нейтрофилов крови человека [5]. Таким об-
разом, можно предположить, что α2b-интерферон 
в диапазоне концентраций 10 - 100 МЕ/мл может 
оказывать регулирующее воздействие на способ-
ность нейтрофилов презентовать антигены дру-
гим иммунокомпетентным клеткам. Однако для 
понимания полной картины совокупности про-
цессов, происходящих в ходе реализации данных 
процессов необходимо провести оценку способ-
ности нейтрофильных лейкоцитов принимать 
участие в межклеточных взаимодействиях, в ка-
честве показателя которой нами было выбрано 
изменение уровня экспрессии CD11b маркеров на 
поверхности их мембран.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектами исследования служили изолиро-
ванные нейтрофилы периферической крови здо-
ровых добровольцев.

Выделение целевой популяции клеток осу-
ществляли методом седиментации на двойном 
градиентеплотности фиколл-урографина (r1= 
1.077 г/см3, r2 = 1.119 г/см3) по методу Boum.

Нейтрофилы модифицировали препаратом 
α2b-интерферона (альфарон, НПП «Фармаклон», 
Москва) в концентрациях 1, 10 и 100 МЕ/мл. По-
сле чего образцы инкубировали при t = 37 ºС в 
термостате ТС-80М в течение 1 часа.

Определение жизнеспособности полученной 
клеточной фракции осуществляли на проточном 
цитофлуориметре Guava easyCyte 8 HT (Merk-
Millipore Group, USA) согласно протоколу  ком-
мерческого набора GUAVA VIA COUNT. В работе  
использовали образцы клеток с жизнеспособно-
стью не менее 98%.

Уровень экспрессии поверхностных дифферен-
цировочных антигенов CD11b определяли методом 
проточной цитофлуориметрии на цитометре Guava 
easyCyte 8 HT (Merk-Millipore Group, USA) с ис-
пользованием моноклональных антител  LT11b про-
тив маркеров CD11b человека (Сорбент, Москва).

Статистическую обработку результатов про-

водили с помощью пакета прикладных программ 
с использованием t -  критерия Стьюдента.

ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе нашего исследования для 
исключения погрешности изменения количества 
живых клеток в исследуемых образцах, нами 
был проведен анализ жизнеспособности ней-
трофилов  в условиях воздействия препарата 
α2b-интерферона методом проточной цитофлу-
ориметрии  с использованием пары  высокочув-
ствительных красителей 7-AAD и PI, входящих 
в состав коммерческой тест-системы ViaCount 
(Millipore, USA) с использованием проточного 
цитофлуориметра Guava easyCyte 8HT. 

Окраску клеток проводили по методике, пред-
ложенной  производителем используемой тест-
системы. Для получения статистически досто-
верных данных, нами осуществлялся подсчет не 
менее 10000 клеток, удовлетворяющих условию: 
7AAD+ PI- и 7AAD+ PI+ , после чего подсчитывали 
жизнеспособность по формуле:

Поскольку в работе были использованы су-
спензии клеток с начальным содержанием живых 
клеток не менее 98%, то процент жизнеспособ-
ности контрольных образцов был принят нами за 
100%.

Инкубация нейтрофилов препаратом  α2b- ин-
терферона в концентрации 1 МЕ/мл  не прводило к 
статистически достоверному изменению количе-
ства живых клеток в суспензии. Увеличение дозы 
используемого лекарственного препарата от 10 до 
100 МЕ/мл способствовало пропорциональному 
снижению исследуемого показателя до величины 
99.17 ±  0.20 и 97.20 ± 0,12 % соответственно.

Таким образом, нами было установлено, что 
модификация нейтрофильных гранулоцитов с 
препаратом α2b-интерферона в течение 1 часа не 
приводит к существенной гибели иммуноцитов, 
а выявленное нами снижение исследуемой вели-
чины до 2.8% не будет оказывать существенного 
влияния на дальнейшее проведение исследова-
ний. 

Следующим этапом нашей работы  являлось 
изучение экспрессии CD11b  маркеров нейтрофи-
лов переферической крови доноров. Экспониру-
ясь на поверхности моноцитов, гранулоцитов и 
макрофагов, данный маркер принимает активное 
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участие в реализации межклеточных взаимодей-
ствий, в том числе и при презентации антигенов 
лимфоцитам данными субпопуляциями клеток.

Рис. 1 Влияние α2b-интерферона   на жизне-
способность нейтрофилов периферической крови 
доноров.

Анализ полученных данных показал, что 
распределение клеток по уровню экспрессии 
CD11b является неоднородным мультимодаль-
ным, все зарегистрированные нами события 
были разделены на 3 группы с исходно низким, 
средним и высоким содержинием изучаемоего 
антигенного маркера в составе нейтрофильных 
мембран. Выделение целевой популяции клеток 
осуществлялось по соотношению параметров 
прямого и бокового светорассеяния, а из полу-
ченного гейта были отсечены участки по оси 
абсцисс со значениями интенсивности флуорес-
ценции менее 10 отн.ед. (фоновая флуоресцен-
ция) и область более 5000 отн.ед., не содержа-
щие клеток. (Рис. 2)

  

Рис. 2 Распределение количества клеток по 
уровню экспрессии CD11b  рецепторов на поверх-
ности их мембран.

Анализ полученных данных показал, что 
распределение клеток по представленным трем 
группам было неоднородно. Таким образом, даль-
нейший уровень экспрессии CD11b антигенов на 
поверхности мембран нейтрофилов мы проводи-
ли отдельно в каждом из 3-х выделенных пулов 
клеток. 

В первый пул нами были отнесены клетки 
с исходно низким уровнем экспрессии CD11b, 
который составил для контрольных образцов 
53.82 ± 0.18 отн. ед. (Рис. 3). Модификация образ-
цов нейтрофилов α2b-интерфероном в концентра-
ции 10 МЕ/мл и 100 МЕ/мл способствовала как 
снижению уровня экспрессии изучаемого нами 
мембранного рецептора на 0.74% и 0,78% соот-
ветственно, так и количества клеток с интенсив-
ностью флюоресценции данного диапазона на 
6.8 % и 13.6% соответственно.

При инкубировании нейтрофилов  с интерфе-
роном в концентрации 1МЕ/мл не было выявлено 
статистически достоверных отличий обоих пара-
метров от контроля.

 

Рис. 3 Динамика интерферон-индуцированно-
го изменения уровня экспрессии CD11b маркеров 
(I) нейтрофилами крови человека и количества 
клеток (II)  отнесенных к первому пулу.

Во второй пул нами были отнесены клетки со 
средним уровнем интенсивности регистрируемо-
го параметра (Рис. 4). 

При добавлении α2b-интерферона   в концен-
трации 10МЕ/мл и 100МЕ/мл к образцам данной 
группы клеток было зарегистрировано повыше-
ние интенсивности уровня экспрессии изучаемо-
го антигена на 3.8 % и 6.6 % соответственно. Не 
было выявлено статистически достоверных отли-
чий изменения количества клеток данного пула от 
контроля. 
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Рис. 4 Динамика интерферон-индуцированно-
го изменения уровня экспрессии CD11b маркеров 
(I) нейтрофилами крови человека и количества 
клеток (II)  отнесенных ко второму пулу.

К третьему пулу нами были отнесены клетки, 
несущие на поверхности своих мембран наиболь-
шее количесво CD11b маркеров (Рис. 5). 

При инкубации иммуноцитов с интерферо-
ном в минимальной используемой концентрации, 
было обнаружено статистически достоверное от-
личие снижение как уровня экспрессии исследу-
емых антигенных детерминант, так и количества  
клеток данного пула на  7.1 % и 29.1% соответ-
ственно. Причиной изменения данных параме-
тров после модификации клеток используемым 
цитокином, вероятно, связано с совокупностю 
процессов в клеточных мембранах, приводящих 
к изменению локального микроокружения иссле-
дуемых антигенов и шеддингу их с поверхности 
мембран.

Рис. 5 Динамика интерферон-индуцированно-
го изменения уровня экспрессии CD11b маркеров 
(I) нейтрофилами крови человека и количества 
клеток (II)  отнесенных к третьему пулу.

При модификации клеток α2b-интерфероном 
в концентрациях 10 и 100 МЕ/мл наблюдали по-
вышение уровня экспрессии CD 11b маркеров до 
контрольных значений, сопровождающееся зна-
чительным (на 86% и 66% соответственно) уве-
личением числа клеток с данным количеством 
исследуемых антигенных детерминант на поверх-
ности их мембран. 

Таким образом, на основании проведенного 
нами исследования можно констатировать, что 
α2b-интерферон в дозах 10 и 100 МЕ/мл оказывает 
иммуностимулирующее действие на способность 
нейтрофилов крови человека реализовывать об-
разование межклеточных контактов. Нами было 
установлено, что под действием модификато-
ра происходитпостепенное увеличение колича-
ства экспонированных на поверхности мембран 
маркеров. Возможными причинами этого могут 
быть синтез рецепторов de novo и разэкраниров-
ка предсуществующих на поверхности мембраны 
молекул, недоступных ранее для используемых 
антител.

Следовательно, накопление в суспензии кле-
ток с исходно высоким уровнем CD11b, отнесен-
ных нами к третьему пулу, по видимому, будет 
способствовать увеличению количаства клеток, 
которые потенциально способны презентовать чу-
жеродные антигены Т-лимфоцитам, которые так 
же оказываются подверженными воздействию из-
учаемого модификатора [6, 7]. 
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