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Изучены механизмы иммуномодулирующего действия аутологичных лейкоцитов,
обработанных in vitro различными иммуномодуляторами, по сравнению с прямым
действием этих иммуномодуляторов на культуру клеток. В качестве иммуномодуляторов
использовали стафилококковый анатоксин (10-4), Не-Ne лазерное излучение (мощность
излучения 2,6 мВт/см2), тималин (100 мкг/мл), эуфиллин (10-4М). Обработанные клетки в
условиях совместного культивирования с аутологичными интактными лейкоцитами
изменяли экспрессию Е-рецепторов, HLA-DR антигена на лимфоцитах, метаболическую
активность нейтрофилов, спонтанную и ЛПС-стимулированную продукцию ФНОααααα .
Иммуномодулирующий эффект в смешанной культуре значительно превосходил по
выраженности и не соответствовал по направлению прямому  эффекту
иммуномодуляторов на клетки и был обусловлен непосредственным взаимодействием
клеток. В супернатантах смешанных культур, содержащих обработанные и интактные
клетки, (но не монокультур) выявлены регулирующие факторы, изменяющие способность
аутологичных нейтрофилов к спонтанной миграции, усиливающие лимфокин-
продуцирующую активность лимфоцитов и повышающие чувствительность нейтрофилов
к  иммуномодуляторам.
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Одним из направлений развития современной
иммунофармакологии является оптимизация методов
применения иммуномодуляторов (ИМ), в частности,
путей их введения в организм, обеспечивающих
максимальную биодоступность препаратов для кле-
ток-мишеней и повышающих эффективность тера-
пии при минимуме побочных реакций. В связи с
этим все более широкое распространение получают
методы иммунокоррекции, основанные на введении
в организм аутологичных лейкоцитов, активирован-
ных в условиях in vitro различными иммуномодуля-
торами, - так называемая “адоптивная” или экстра-
корпоральная терапия [2,11,13,14,17]. Рядом авторов
показана высокая эффективность экстракорпорально-
го использования фармакотерапевтических средств
(диуцифон, лейкинферон, дексаметазон), физических
факторов, интерлейкинов у больных онкологически-
ми и воспалительными заболеваниями различного
генеза [8,10,15,16]. Однако при этом многие сторо-
ны механизмов, посредством которых реализуется
иммунокорригирующий эффект такого лечения, воз-
можный вклад процессов межклеточного взаимодей-
ствия изучены недостаточно, что препятствует созда-
нию научно-обоснованного подхода к назначению
экстракорпоральной терапии.

Цель настоящей работы: изучить механизмы
реализации иммуномодулирующего эффекта лейко-
цитов, обработанных физическими и фармакотера-
певтическими средствами, на клетки системы им-
мунитета и сравнить его с прямым действием этих
иммуномодуляторов на культуру клеток.

Материал и методы. Исследования проведены на моно-
нуклеарах крови 50 здоровых лиц и 45 больных
гнойной хирургической инфекцией. Проведение ис-
следований потребовало использования различных
ИМ для анализа сопоставимости эффектов в за-
висимости от способов их применения и доказа-
тельства универсальности механизмов их дей-
ствия через обработанные клетки.

В качестве иммуномодуляторов использовали
тималин  в конечной концентрации (100 мкг/мл),
стафилококковый анатоксин (10-4),  преднизолон
(30мкг/мл), эуфиллин (10-4М), Не-Ne лазерное излу-
чение (мощность излучения 2,6 мВт/см2). Длитель-
ность преобработки клеток иммуномодуляторами
и их оптимальные концентрации подобраны нами
в предварительных исследованиях [5].

В работе использовали как неразделенную

фракцию мононуклеаров (МНК) периферической
крови, так и очищенную суспензию лимфоцитов
после удаления адгезирующей фракции. МНК вы-
деляли из крови путем центрифугирования на
градиенте плотности фиколл-верографина[3].
Влияние иммуномодуляторов изучали в 2-х вариан-
тах: 1) оценка непосредственного эффекта на
суспензию МНК, 2) оценка эффекта модифициро-
ванных ИМ МНК на свежевыделенные аутологич-
ные МНК. Для оценки непосредственного эффек-
та препаратов МНК в концентрации 2-2,5х106 /мл
инкубировали с одним из ИМ в течение 30 минут
при 370С (при использовании лазера - в течение 5
минут, с последующей инкубацией в среде 25 ми-
нут), отмывали средой RPMI 1640 и использовали
в реакциях. Контролем служила инкубация клеток
в среде без иммуномодулятора.

Оценка эффекта обработанных препаратами
лимфоцитов осуществлялась в условиях их совме-
стного культивирования с аутологичными свеже-
выделенными клетками. Для этого производили
преобработку МНК иммуномодуляторами, как
описано выше, а затем приготавливали смешан-
ную культуру из 15% модифицированных и 85%
аутологичных интактных МНК. Общая концент-
рация клеток в культуре 2-2,5х106/мл. Смешанную
культуру инкубировали 0,5 часа при 370С, а затем
производили постановку реакций.

Изучен эффект иммуномодуляторов в различ-
ных модельных системах на розеткообразующую
способность лимфоцитов [3], базальную и стиму-
лированную St. aureus метаболическую актив-
ность нейтрофилов [12]. Влияние ИМ и модифи-
цированных клеток на экспрессию антигенов
HLA-DR на лимфоцитах оценивали при их культи-
вировании 2,6,12 часов в полной культуральной
среде, состоящей из RPMI -1640 с добавлением 5%
сыворотки крови IV группы и 0,1 мг/мл гентами-
цина. HLA-DR  антигены определяли с помощью
моноклональных антител ИКО-1 в реакции непря-
мой иммунофлуоресценции.

Для оценки эффекта ИМ на продукцию ФНОα
выделенные из крови МНК преинкубировали с ИМ
или обработанными лимфоцитами в течение 0,5
часов при 370С, после чего клетки отмывали, ресус-
пензировали в полной культуральной среде в концен-
трации 2х106/мл и инкубировали в течение 12 часов
при 370С в атмосфере с 5%  СО2. Для оценки сти-
мулированной продукции в ряд культур вносили
ЛПС E. colli в конечной концентрации 10 мкг/мл.
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Содержание ФНОα  в супернатантах культур оце-
нивали иммуноферментным методом с помощью
тест-систем ООО “Цитокин” (г.Санкт-Петер-
бург). Для оценки чувствительности МНК к ЛПС
дополнительно рассчитывали индекс стимуляции
как отношение величины стимулированной продук-
ции ФНОα  к спонтанной.

Для получения и тестирования супернатантов
различных клеточных систем производилась импуль-
сная обработки клеток стафилококковым анаток-
сином (30 минут при 370С) или лазером (2,6 мВт/см2

в течение 5 минут), после чего МНК отмывали, ре-
суспензировали в полной питательной среде и инку-
бировали в монокультуре или в смешанной культуре
с интактными аутологичными клетками различные
промежутки времени (0,5 - 6 часов) в среде RPMI
1640 без добавления сыворотки при 370С в атмосфе-
ре 5% СО2 при клеточной плотности 3-4х106кл/мл.
Жизнеспособность клеток контролировали в тесте
с трипановым синим. По окончании инкубации клет-
ки удаляли центрифугированием, кондиционную сре-
ду собирали, добавляли 5% сыворотки крови 1V
группы, 0,1мг/мл гентамицина и использовали как
культуральную среду для свежих отмытых аутоло-
гичных мононуклеаров или полинуклеаров. В суспен-
зии мононуклеаров через 12 часов инкубации с конди-
ционной средой при 370С в атмосфере с 5%  СО2

оценивали спонтанную продукцию ФНОα иммуно-
ферментным методом. В суспензии полинуклеаров в
разное время после инкубирования оценивали измене-
ние спонтанной и ФГА-индуцированной миграции в
капиллярном варианте реакции миграции лейкоци-
тов [3]. Степень изменения спонтанной миграции
клеток под влиянием супернатантов выражали в
индексах миграции, которые рассчитывали по фор-
муле: ИМ=количество мигрировавших клеток в сре-
де с супернатантом/количество мигрировавших кле-
ток в среде без супернатанта.

В части исследований за 0,5 часа до внесения
супернатантов или через такое же время после
лейкоциты обрабатывали иммуномодуляторами  в
течение 0,5 часа при 370С и сравнивали величину
индекса миграции нейтрофилов, не обработанных
супернатантом, под влиянием иммуномодулятора
и индекса миграции обработанных супернатан-
том нейтрофилов.

Реакцию торможения миграции лейкоцитов
ставили в непрямом варианте. Выделенные МНК
подвергали импульсной обработке ФГА (20 мкг/мл
в течение 2 часов). В части экспериментов перед

добавлением ФГА производили инкубацию клеток с
тестируемыми супернатантами. Продукцию фак-
тора ингибиции миграции оценивали через 18 ча-
сов по степени подавления миграции аутологич-
ных нейтрофилов.

Статистическую обработку данных проводи-
ли с использованием пакета прикладных программ
Statgrafics Plus (для Windows 3.1).

Результаты и обсуждение
В целом эффект обработанных ИМ клеток на

розеткообразование был достоверно выше, чем не-
посредственное внесение препарата в культуру
лимфоцитов. Так, анатоксин усиливал розеткообра-
зование в общем тесте на 17,2±2,1 %, а обрабо-
танные им лимфоциты на 32,4±3,2% (Р<0,02).
Средняя степень угнетения розеткообразования при
непосредственном действии эуфиллина составила
21,4±2,8%, а в культуре, содержащей модифициро-
ванные эуфиллином и свежевыделенные лимфоци-
ты—33,6±2,9% (Р<0,05). При использовании обра-
ботанных ИМ клеток отмечалось также достоверно
меньшее  (Р<0,05) количество наблюдений с отсут-
ствием эффекта. Так, тималин при внесении в
культуру клеток в 50% случаях не изменял розетко-
образование, а обработанные им лимфоциты -
только в 16% (Р<0,02).
В ряде случаев иммуномодулятор и обработан-

ные им клетки оказывали противоположный эф-
фект. В экспериментах по влиянию на Т-активные
лимфоциты оппозитные эффекты обнаружены при
использовании анатоксина в 33% экспериментов,
преднизолона - 11% (Р<0,02).
Результаты, полученные при работе с общей

фракцией МНК, достоверно не отличались от тако-
вых при использовании очищенной суспензии лим-
фоцитов.
Эффект ИМ в различных клеточных системах

на экспрессию HLA-DR антигена приведен в таб-
лице 1. В контрольной смешанной культуре, содер-
жащей инкубированные без иммуномодулятора и
свежевыделенные МНК, как и в контрольной куль-
туре клеток, инкубированных без иммуномодулято-
ра, экспрессия HLA-DR антигенов в течение про-
слеженного инкубационного периода не изменя-
лась. Не отмечено также статистически значимых
изменений этого показателя при 2-12 часовой ин-
кубации культур клеток, обработанных анатокси-
ном, преднизолоном или He-Ne лазером. В то же
время, в условиях совместного культивирования
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обработанных этими ИМ и интактных лимфоцитов
наблюдалось достоверное увеличение (Р<0,02,
Р<0,001) экспрессии HLA-DR через 2 и 6 часов
инкубации. Через 12 часов достоверных различий
по величине изученного показателя в сравнивае-
мых культурах не отмечено.
Обращает на себя внимание, что необработан-

ные иммуномодуляторами, преинкубированные
0,5 часа  в  среде  лимфоциты  (контроль-СКЛ),
при добавлении к свежим аутологичным лимфо-

цитам заметно стимулировали экспрессию HLA-
DR, однако этот эффект проявлялся лишь в виде
тенденции.
Эффект ИМ на продукцию ФНОα  также отли-

чался от действия обработанных этими ИМ лим-
фоцитов (Таблица 2). Действие последних было
значительно более выраженным. Так, облучение
всей клеточной культуры Не-Ne лазером не изменя-
ло способности клеток к спонтанной и стимулиро-
ванной продукции ФНОα , но внесение в культуры

Таблица 1
Динамика экспрессии HLA-DR антигена на лимфоцитах под действием ИМ

или обработанных ими МНК в различные периоды инкубации.
Условия              Время инкубации (час)
обработки 2 6 12
Контроль 22,4± 1,9 20,3± 0,6 22,6± 2,4
Контроль-СКЛ 24,6± 1,9 24,2± 1,5 23,2± 2,8
Анатоксин 23,2± 2,3 21,4± 1,4 21,2± 1,8
Анатоксин-СКЛ 30,2± 0,5*(**) 31,0± 1,1*(**) 23,2± 2,2
Преднизолон 22,6± 2,2 21,2± 1,1 23,6± 1,8
Преднизолон-СКЛ 25,2± 1,8 27,8± 1,1*(**) 22,8± 2,3
He-Ne лазер 23,8± 1,1 24,4± 1,7 26,0± 1,7
Лазер-СКЛ 28,8± 1,2*(**) 31,8± 1,4*(**) 25,2± 1,5
Примечание:
* – отмечены достоверные различия (Р< 0,05) по сравнению с контролем .

** – отмечены достоверные различия по сравнению с прямым эффектом соответствующего им-
муномодулятора. Контроль - клетки, инкубированные в среде, контроль-СКЛ - в культуры интак-
тных клеток внесены лимфоциты, инкубированные без иммуномодулятора, анатоксин (преднизо-
лон, лазер) - прямой эффект иммуномодуляторов; анатоксин (преднизолон, лазер)-СКЛ - культуры
клеток, состоящие из обработанных соответствующим иммуномодулятором и интактных лим-
фоцитов.

Уровень ФНОαααα  (пг/мл)Условия  эксперимента
спонтанный Стимулированный ЛПС Индекс стимуляции

Контроль-СКЛ 363,0±46,1 1215,6±87,7 3,6±0,5
Лазер 421,2±38,7 1208,4±75,0 2,9±0,4
Лазер-СКЛ 595,4±55,1*(**) 1586,1±124,2* (**) 2,7±0,1
Анатоксин 759,4±49.8* 1026,6±69,9 1,3±0,05*
Анатоксин-СКЛ 892,6±81,3* 1976,8±78,3*(**) 2,3±0,2*(**)
Супернатант монокультур
(лазер) 398,7±44,3 - -
Супернатант монокультур
(анатоксин) 416,4±59,5 - -

Таблица 2
Влияние иммуномодуляторов и обработанных ими лимфоцитов

на продукцию ФНОα α α α α  МНК доноров (п=6).

Примечание:
* – отмечены достоверные различия (Р<0,05) по сравнению с контролем.

** – отмечены достоверные различия по сравнению с прямым эффектом соответствующего им-
муномодулятора. Сокращения использованы как в таблице 1.
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интактных клеток 15% облученных аутологичных
лимфоцитов  сопровождалось статистически значи-
мым увеличением продукции ФНОα по сравнению
с его продукцией в культурах облученных МНК и
по сравнению с необлученными клетками (Р<0,02).
Стимулирующий эффект анатоксина на спонтанную
продукцию ФНОα проявлялся как при непосред-
ственном внесении анатоксина в культуру клеток,
так и в модельной СКЛ. В то же время индуциро-
ванная ЛПС продукция ФНОα увеличивалась толь-
ко под влиянием обработанных анатоксином кле-
ток, но не при прямом воздействии этим препара-
том. При этом достоверно увеличивался и индекс
стимуляции, что может указывать на повышение
чувствительности клеток к активирующим воздей-
ствиям.
Выявленные нами эффекты обработанных ИМ

клеток могут быть опосредованы как прямым их
взаимодействием с интактными лимфоцитами в
культуре, так и индуцированным ИМ синтезом ра-
створимых продуктов с иммунорегуляторной актив-
ностью. Для оценки возможного вклада раствори-
мых продуктов, вырабатываемых клетками под
влиянием ИМ, в развитие конечного эффекта, мы
сопоставили действие обработанных ИМ лимфоци-
тов или их супернатантов на спонтанную продук-
цию ФНОα МНК. Результаты исследований показа-
ли, что супернатант монокультур обработанных
лейкоцитов не обладал модифицирующим действи-

ем на спонтанную продукцию ФНОα (Таблица 2).
Это подтверждает необходимость непосредственно-
го контакта обработанных клеток с интактными
для развития иммуномодулирующего эффекта.
На следующем этапе работы нами была постав-

лена задача исследовать, происходит ли передача
иммуномодулирующей информации от обработан-
ных МНК к нейтрофилам. Для этого мы исследо-
вали прямой и опосредованный через модифициро-
ванные клетки эффект анатоксина на метаболичес-
кую активность нейтрофилов больных хроническим
остеомиелитом. Полученные результаты (Таблица
3) показали, что прямое внесение анатоксина в
культуру лейкоцитов приводило к увеличению
спонтанного включения НСТ нейтрофилами, но не
оказывало достоверного влияния на секрецию ак-
тивных форм кислорода при фагоцитозе St. аureus.
Обработанные анатоксином клетки, напротив, не
влияли существенно на спонтанную продукцию су-
пероксид-аниона, то есть на уровень базальной
стимуляции нейтрофилов, но статистически досто-
верно (Р<0,02) увеличивали функциональный ре-
зерв фагоцитирующих клеток (индуцированный St.
аureus НСТ-тест). Лимфоциты, не обработанные
анатоксином, добавленные к интактным лейкоци-
там, не изменяли спонтанное и стимулированное
включение НСТ фагоцитирующими клетками.
Проведенные исследования показали, что в сме-

шанной культуре обработанных иммуномодулятора-

Таблица 3
Изменение супероксид-анион продуцирующей способности нейтрофилов

больных хроническим остеомиелитом под влиянием стафилококкового анатоксина
и обработанных им лимфоцитов.

Метаболическая активность нейтрофиловКлеточная  система
Спонтанная Индуцированная St. аureus

Контроль 16,6±1,1 37,1±1,1
Анатоксин 23,9±1,3* 37,6±0,8
Анатоксин-СКЛ 20,6±0,8 46,0±1,1*(**)

Примечание:
* – отмечены достоверные различия (Р<0,05) по сравнению с контролем.

** – отмечены достоверные различия по сравнению с прямым эффектом соответствующего им-
муномодулятора. Сокращения использованы как в таблице 1.

ция клетками эндогенных регулирующих факторов.
Поэтому в дальнейшем мы изучили свойства кон-
диционной среды после различных сроков инкуба-
ции аутологичных смешанных двунаправленных
культур интактных и обработанных иммуномодуля-
торами клеток.

ми и интактных лейкоцитов происходит взаимодей-
ствие между ними, результатом которого является
изменение экспрессии поверхностных рецепторов
взаимодействующих клеток и их функциональных
свойств. Реально предположить, что в результате
такого взаимодействия может происходить продук-
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Выявлено наличие в них факторов, влияющих
на способность нейтрофилов к спонтанной мигра-
ции. Причем в супернатантах СКЛ больных хро-
ническим остеомиелитом преобладала стимулиру-
ющая активность (80% наблюдений), а суперна-
танты СКЛ здоровых лиц содержали преимуще-
ственно угнетающие факторы (65%). После тести-
рования концентраций супернатантов от 1 до
100% мы остановились на концентрации 10-20%
в конечном объеме суспензии клеток, как облада-
ющей максимально выраженным стимулирующим
эффектом. Интересно отметить, что активность
факторов сохранялась даже в минимальных кон-
центрациях супернатанта (1%). В ряде исследова-
ний при разведении супернатантов изначально
стимулирующая активность сменялась на супрес-
сирующую. Возможно при разведении супернатан-
тов проявляется скрытая активность, ранее не вы-
являемая за счет преобладания в цельном супер-
натанте стимулирующих свойств. Наибольшей эф-
фективностью влияния на миграцию лейкоцитов
обладали супернатанты, полученные через 2-4
часа совместного культивирования обработанных
и интактных МНК, хотя стимулирующая актив-
ность появлялась уже через 1 час. 6 и 12-часовые
супернатанты также статистически значимо увели-
чивали миграцию нейтрофилов, но их эффект был

менее выраженным. Для проявления стимулирую-
щего влияния супернатантов требовалось их при-
сутствие в среде инкубации в течение по крайней
мере 2-х часов. При этом следует отметить, что
удлинение периода инкубирования свыше 4-х ча-
сов не усиливало воздействие супернатантов. В
некоторых случаях при 12-часовой инкубации от-
мечалось даже снижение эффекта, что связано,
возможно, с проявлением активности каких-либо
блокирующих факторов. К этому моменту число
мертвых клеток в культуре не превышало 8%.
Следует подчеркнуть, что секреция стимулирую-
щих миграцию факторов наблюдалась и в супер-
натантах контрольных СКЛ, однако она обнару-
живалась лишь в культурах, инкубированных бо-
лее 2-х часов, и обладала достоверно меньшим
эффектом на лейкоциты. Активность таких супер-
натантов в большинстве случаев исчезала уже при
разведении более, чем в 5 раз. Существенного эф-
фекта на миграцию нейтрофилов супернатантов
монокультур не отмечено (Таблица 4). Отсутствие
анализируемого фактора в супернатантах раздель-
но культивированных обработанных и интактных
клеток, подтверждает, что его выработка связана с
взаимодействием клеток.
Проведенные исследования показали, что в сме-

шанных культурах обработанных иммуномодулято-

Таблица 4
Влияние супернатантов моно- и смешанных культур обработанных лимфоцитов

на спонтанную миграцию аутологичных нейтрофилов.

Используемый Индекс миграции и сроки получения супернатантов
супернатант 1 час 2 часа 4 часа
Монокультура (лазер) 0,92±0,06 0,87±0,11 1,12±0,09
СКЛ (лазер) 1,43±0,08* 1,86±0,12* 1,85±0,12*
Монокультура (анатоксин) 1,09±0,08 0,94±0.08 1,11±0,07
СКЛ (анатоксин) 1,43±0,09* 2,85±0,08* 2,07±0,08*
Контроль-СКЛ 1,14±0,07 1,32±0,09* 1,28±0,16

Примечание: использованы 20% супернатанты МНК больных хроническим остеомиелитом (п=10),
инкубация нейтрофилов с супернатантом - 4 часа. Звездочкой отмечены результаты, достоверно
отличающиеся от спонтанной миграции в среде, принятой за 1.

тест-культуру.
Оказалось, что преинкубация нейтрофилов с

кондиционной средой модифицированных СКЛ,
обладающих исходной стимулирующей активнос-
тью, изменяет их миграционный ответ на имму-
номодуляторы. Так, предварительная инкубация
нейтрофилов больных хроническим остеомиели-
том с супернатантами модифицированных СКЛ

рами и свежевыделенных лимфоцитов происходит
секреция в среду культивирования растворимых
факторов, изменяющих спонтанную миграцию
аутологичных нейтрофилов. Существование таких
факторов может, вероятно, иметь место и в услови-
ях целостного организма. Поэтому представляло
интерес сравнить эффект иммуномодуляторов на
обработанную супернатантом и необработанную
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индуцировала у них чувствительность к стафило-
кокковому анатоксину, тогда как сам препарат без
супернатанта достоверного влияния на спонтан-
ную миграцию не оказывал. Преобработка супер-
натантами модифицированных СКЛ усиливала
также модулирующий эффект на нейтрофилы
преднизолона, пирогенала, эуфиллина. Причем,
наблюдалось усиление как ингибирующего, так и
стимулирующего эффектов иммуномодуляторов

(Рис. 1), что позволяет говорить о том, что факто-
ры, содержащиеся в супернатантах, повышают об-
щую чувствительность клеток к иммуномодулято-
рам. Следует подчеркнуть, что супернатант конт-
рольных СКЛ, как и супернатант модифицирован-
ных СКЛ с исходной супрессорной активностью
не обладали таким действием.
Добавление супернатантов к нейтрофилам после

их обработки иммуномодуляторами в большинстве

РИС. 1. Влияние супернатантов на чувствительность нейтрофилов
к иммуномодуляторам в тесте спонтанной миграции.
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Принятые сокращения:
По оси абсцисс – индекс миграции.
1 - иммуномодулятор без супернатанта,
2 - супернатант к-СКЛ + иммуномодулятор,
3 - супернатант м-СКЛ лозерным излучением + иммуномодулятор,
4 - супернатант м-СКЛ стафилококковым анатоксином.
Нейтрофилы преинкубированы с 20% супернатантами 2-х часовых, модифицированных лазерным из-

лучением или анатоксином и контрольных СКЛ. Представлены средние 20-ти экспериментов с клетками
больных хроническим остеомиелитом.

* - отмечены достоверные различия (Р < 0,05) по сравнению с миграцией без супернатанта.

только при исходном наличии в супернатантах сти-
мулирующей активности. В случае отсутствия ис-
ходного эффекта кондиционной среды СКЛ на миг-
рацию нейтрофилов воздействие на клетки физи-
ческих факторов не индуцировало ответа на супер-

случаев не изменяло миграционный ответ клеток.
Тем не менее следует отметить способность гелий-
неонового лазерного излучения повышать чувстви-
тельность тест-клеток к стимулирующему воздей-
ствию супернатантов. Однако эффект проявлялся
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натант de novo.
 Влияние супернатантов модифицированных

СКЛ на ФГА-индуцированное подавление мигра-
ции нейтрофилов также характеризовалось усиле-
нием эффекта. Индекс миграции под влиянием
только ФГА составил при использовании в каче-
стве тест-клеток лейкоцитов больных хроническим
остеомиелитом 0,18±0,04, а под влиянием ФГА и

супернатантов - 0,36±0,06 (Р<0,01). Такой эффект
супернатантов был отчасти связан с их способнос-
тью усиливать митоген-индуцированную продук-
цию фактора ингибиции миграции по сравнению
с его продукцией в отсутствие супернатантов
(Таблица 5).
Таким образом, представленные данные свиде-

тельствуют о разностороннем иммуномодулирую-

Таблица 5
Влияние преобработки МНК супернатантами

на ФГА-индуцированную продукцию фактора ингибиции миграции.

Примечание: использованы 20% 4-х часовые супернатанты МНК больных хроническим остеомиели-
том. Звездочкой отмечены достоверные различия (Р<0,05) по сравнению с миграцией, индуцирован-
ной ФГА.

Условия индукции фактора ингибиции миграции Индекс миграции
Супернатант СКЛ (лазер) 0,91± 0,12
Супернатант СКЛ (анатоксин) 0,98±0,09
Супернатант контрольной СКЛ 1,05± 0,11
ФГА 0,77±0,08
Супернатант СКЛ (лазер) + ФГА 0,63±0,06 *
Супернатант СКЛ (СА) + ФГА 0,59±0,09 *
Супернатант контрольной СКЛ + ФГА 0,89±0,11

ные нами результаты указывают, что между обра-
ботанными ИМ и интактными лимфоцитами раз-
вивается взаимодействие по типу смешанной
культуры, вследствие чего изменяется экспрессия
рецепторов и функциональных свойств взаимодей-
ствующих клеток. Результаты взаимодействия оп-
ределяются особенностями и состоянием участву-
ющих клеток, поэтому значительно отличаются от
прямого эффекта ИМ на культуру лимфоцитов.
Несомненный интерес представляет, на наш
взгляд, выявление в кондиционной среде смешан-
ных, но не монокультур, растворимых факторов,
регулирующих миграционную активность нейтро-
филов и усиливающих чувствительность свежевы-
деленных клеток к иммуномодулирующим воздей-
ствиям. Существование таких факторов in vivo
может обусловливать быстрое развитие эффекта
при экстракорпоральной терапии за счет повыше-
ния чувствительности необработанных клеток к
применяемым одновременно другим видам тера-
пии и эндогенным регуляторным факторам. С
этим предположением согласуются результаты ра-
бот, продемонстрировавших  сохранение чувстви-
тельности лимфоцитов к преднизолону при лече-
нии больных ревматоидным артритом по экстра-
корпоральной схеме [6], восстановление пролифе-

щем действии обработанных ИМ мононуклеаров.
В то же время механизмы реализации их эффекта
остаются неясными. Определенный вклад может
вносить индуцированное иммуномодуляторами из-
менение экспрессии маркеров Т-лимфоцитов [4].
Согласно концепции, сформулированной основопо-
ложниками метода экстракорпоральной иммуно-
фармакотерапии [2,9], обработанные ИМ клетки
приобретают способность действовать как клетки-
регуляторы и опосредовать эффект препаратов при
межклеточных взаимодействиях. В эксперимен-
тальной системе с клетками селезенки мышей
было показано соответствие эффекта клеток, обра-
ботанных Кон А или диуцифоном, и эффектов са-
мих препаратов [9]. В то же время, некоторыми
авторами продемонстрировано отсутствие полного
совпадения эффектов препаратов и модифициро-
ванных ими клеток [1]. Результаты наших иссле-
дований на примере ИМ различных групп под-
твердили, что действие обработанных лимфоцитов
не соответствует прямому эффекту ИМ на культу-
ру клеток, а иногда является противоположным.
Модифицированные лимфоциты были способны
оказывать эффект после кратковременной преин-
кубации с ИМ (0,5 час), скорее всего недостаточ-
ной для индукции клеток-регуляторов. Получен-
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ративного ответа Т-клеток и выведение их из со-
стояния анергии при экстракорпоральной терапии
больных гнойно-септическими заболеваниями [7].
Дальнейшие исследования в этом направлении по-
могут раскрыть механизмы передачи иммуномоду-
лирующей информации от модифицированных
клеток к интактным и на этой базе разработать
научно-обоснованные подходы к применению эк-
стракорпоральных методов иммунокоррекции.

Выводы:
1. Обработанные фармакотерапевтическими

средствами и лазерным излучением МНК в усло-
виях их совместного культивирования с интактны-
ми клетками обладают выраженным иммуномоду-
лирующим действием на экспрессию Е-рецепторов
и HLA-DR-антигена на лимфоцитах и метаболи-
ческую активность нейтрофилов. Эффект обрабо-
танных МНК не соответствует по направлению и
значительно превосходит по выраженности прямое
действие иммуномодуляторов на клетки.

2.  Обработанные лазерным излучением или
стафилококковым анатоксином МНК усиливают

спонтанную и ЛПС-стимулированную продукцию
ФНОa в культуре аутологичных мононуклеаров здо-
ровых лиц.

3. Реализация иммуномодулирующего действия
обработанных МНК происходит только в условиях
межклеточного взаимодействия между модифици-
рованными и интактными лимфоцитами или нейт-
рофилами.

4. В супернатантах смешанных культур обрабо-
танных стафилококковым анатоксином или лазерным
излучением  и интактных лимфоцитов происходит
накопление растворимых факторов, изменяющих спо-
собность аутологичных нейтрофилов к спонтанной
миграции и усиливающих продукцию лимфоцитами
фактора, подавляющего миграцию лейкоцитов. Ана-
логичной активностью не обладают супернатанты мо-
нокультур обработанных и интактных лимфоцитов.

5. Факторы супернатантов смешанных культур
обработанных иммуномодуляторами и интактных
МНК повышают чувствительность нейтрофилов к
экзогенным иммуномодуляторам.
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Была оценена  степень  информативности  определения  содержания  оксида  азота (NO) и
перекиси  водорода (Н2О2) в  конденсате паров  выдыхаемого воздуха (КПВВ) как
биохимических  маркеров  для  проведения  мониторинга  течения  респираторного  дистресс-
синдрома  взрослых (РДСВ).
Определение  содержания  метаболитов  NO  в  КПВВ  проводили  методом
спекрофотометрии  с  помощью  реактива  Грейса   у  192  пациентов  в  различной  стадии
РДСВ.  Для  определения Н2О2 в  КПВВ пациентов  использовали  метод  флуоресценции.
 Установлено  повышение  содержания  метаболитов  NO  в  КПВВ  в  1  и  2  стадию  РДСВ,
сменяющееся    резким  снижением  уровня  NO  в  3  и  4  стадию. Отмечено   значительное
нарастание  концентрации Н2О2  при  прогрессировании  синдрома. При  регрессе  РДСВ  на
начальных  этапах  синтез  NO  уменьшается  до  показателей  группы  контроля, а
повышение Н2О2  прекращается. Определение  содержания  метаболитов  NO  и Н2О2

является  достаточно  чувствительным  и  информативным  тестом  для  диагностики  стадии
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