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Таблица 1
Пролифератиеный ответ лимфоцитов периферической крови детей исследуемых групп в зависимости
от нозологической формы заболевания

Диагноз

Острая!ст. п=11
форма 11 ст. п=15 1

Total n=26
Хроническая
формал=1Э

Контроль п=15

L
хЮ9/л

9,1+1,3
11,5+1,2*

9,8+1,3 1

7,5+1,6

7,35+0,7

ЛфхЮТл

3,22+0,6
2,43+0,85

2,9+0,75
3,08+0,65

3,02+0,7

Спонтанная
пролиферация,

Имп/мин

464,3+81,0
488,7+90,7

477,0+70,65
289,4+46,7 *

571,9+68,9

ИС
ФГА

5 мкг/мл

9,4+1,3
1,88+07"*

6,7+1,0
2,9+0,6"

7,5+1,1

ИС
ФГА

15 мкг/мл

28,3+4,1
9,36+1,5

21,5+2,1 *
11,5+3,2"

34,6+1,2

ИС
PWM

5 мкг/мл

4,0+0,9
1,6+0,3"

3,17+0,7*
1,77+0,4"

4,5+0,7

ИС
ЛПС

5 мкг/мл

1,55+0,9
1,0+0,65'

1,35+0,5*
1,18+0,6'

2,9+0,4
Одной из причин развития иммунодефицитных состояний при хирургических инфекциях может явиться нарушение в

организме иммунорегуляторных процессов, осуществляемых с помощью ТЫ- и Trfi-хепперов. Как известно, первые
синтезируют цитокины, стимулирующие клеточный иммунитет (у-интерферон, фактор некроза опухолей а (ФНО-се), ИЛ-1 fS
и др), вторые синтезируют цитокины, стимулирующие гуморальный иммунитет (ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-10 и др.). Нами
установлено снижение активации как ТМ-хелперов (ответ на ФГА), так и активации Тп2-хелперов (ответ на PWM) у
больных с хроническим остеомиелитом и у детей с тяжелым течением острого остеомиелита. Таким образом, понижение
функциональной активности Т-лимфоцитов может явиться одной из основных причин развития хирургических осложнений
и хронизации инфекционного процесса.

Ряд авторов связывают исход гнойной хирургической инфекции с уровнем активационного апоптоза и анергии Т-
лиыфоцитов, особенно у пациентов с высоким уровнем лейкоцитоза (гиперэргаческий характер системной
воспалительной реакции). Нами выявлено увеличение количества лимфоцитов, несущих маркер апоптоза CD95 у детей с
гнойной хирургической патологией по сравнению с аналогичным показателем контрольной группы (22,3±5,7%, 3,4±1,2%,
соответственно, р<0,01). Включение данных механизмов при тяжелых формах острого гематогенного остеомиелита может
объяснить низкий пролиферативный ответ клеток на политональные митогены и диктует необходимость назначения
иммунокорригирующей терапии, направленной на снижение чувствительности Т-клеток к активационному апоптозу и
выведения их из состояния анергии.

Заключение. В целом, под влиянием хирургической инфекции в организме развивается дисрегуляция иммунитета,
требующая корректного назначения современных иммуномодуляторов. Хронический остеомиелит развивается на фоне
вторичного иммунодефицита, характеризующегося снижением спонтанной пролиферацией лимфоцитов и их ответа на
тимус-зависимые и тимус-независимые антигены, дисбалансом ТМ- и Тп2-клеток. Следствием этого является нарушение
формирования специфического клеточного (активация фагоцитарных, цитокинпродуцирующих и антигенпрезентирующих
функций макрофагов, формирование цитотоксических лимфоцитов и т.д.) и гуморального (поликлональный синтез и
продукция высокоаффинных антител) иммунного ответа. Принципиально отличаются изучаемые показатели при тяжелом
течении острого остеомиелита по сравнению с периодом стабилизации клинических показателей при данной форме
заболевания. Резкое угнетение пролиферативного ответа клеток может быть обусловлено ашвационным апоптозом и
анергией Т-лимфоцитов в ответ на действие бактериальных суперантигенов и токсинов (ЛПС, Slaph. суперантиген и т.д.),
а также в результате изменения окислительно-восстановительного статуса (снижение уровня глутатиона и других
антиоксидатнтов), наблюдаемого при данной патологии.

Углубленное изучение иммунопатогенеза хирургических инфекций позволит улучшить качество диагностики и прогноза
течения болезни, обосновать и использовать рациональные методы иммунокоррекции в комплексной хирургической и
антибактериальной терапии.
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ВОЗМОЖНЫЙ МЕХАНИЗМ СПЕЦИФИЧЕСКОГО ВЛИЯНИЯ
КЛАДРИБИНА НА РАЗВИТИЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО

АЛЛЕРГИЧЕСКОГО ЭНЦЕФАЛОМИЕЛИТА
Жук О.Н., Калюнов В.Н., Кожанова В.Ф., Лукашевич B.C., Лукашевич И.Б.,

Полукошко Е.Ф., Тумилович М.К.
Институт физиологии Национальной Академии Наук
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THE POSSIBLE MECHANISM OF SPECIFIC INFLUENCE OF CLADRIBINE ON DEVELOPMENT EXPERIMENTAL ALLERGIC
ENCEPHALOMYELITIS. The influence of cladribine on development and outcome ol EAE, and also on some morphological, bioche-
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mical and immunoiogical parameters of Guinea pigs was analyzed. The ability of cladribine to mediated trophic effects on sympatho-
blasts in vitro was estimated The treatment with cladribine has resulted in elongation of an incubation interval with 12±0,51 d in the
control up to 18±2,28 d in experiment (P< 0,05), softening of gravity of the chronic form and augmentation of number of objects not
showing attributes of a pathology, it rendered modulating action on parameters of the immune answer. In vitro cladribine (10 ng/ml)
enhanced effects of NGF on cell - targets, elevating a surviving of neuroblasts and stimulating neuritogenesis. It stimulated production
and secretion of the trophic agents trom neurones and non-neuronal cells of mature cultures of a neocortex, it Is possible NGF. It is
supposed, that besides immunosuppresive effect, one of mechanisms of favourable influence of cladribine on EAE may be rising of
enhansing of synthesis NGF by cells oi a neuroglia in vivo. However additional researches are necessaryfor the final conclusion.

Восстановигельная способность нервной системы взрослых особей является чрезвычайно низкой. Это следует
учитывать при поиске препаратов, поддерживающих нервную систему в ее ответе на острое повреждение (травмы, удар)
и длительные дегенеративные процессы, в том числе и рассеянный склероз (PC). PC и его приближенная модель
экспериментальный аллергический энцефаломиелит (ЭАЭ) являются нейродегенеративными заболеваниями,
характеризуемыми тяжелым повреждением олигодендроцитов и последующей демиелинизацией, вызываемой
воспалительными и аутоиммунными компонентами. ЭАЭ многие годы экстенсивно эксплуатируется для выяснения
патогенетических механизмов PC. Отсюда казалось правомочным привлечь эту управляемую модель для изучения
действия отечественного препарата кладрибина на развитие, течение и исход данной патологии.

Кладрибин (2-хлоро-2-деоксиаденозин) - нуклеозид, структурно отличается от 2-деоксиаденозина, входящего в состав
ДНК, тем, что в его молекуле атом водорода во второй позиции пуриноаого кольца замещен на атом хлора. Это
соединение вызывает избирательную гибель делящихся и неделящихся лимфоцитов и имеет относительно низкую
активность по отношению к другим тканям. Иммуносупрессорные свойства, обусловленные селективным и
пролонгированным влиянием на Т-кпетш, позволило довольно успешно использовать его при лечении PC [1]. Однако,
принадлежность препарата к пуринам предполагает наличие в нем ряда свойств, характерных для этого класса, в
частности, стимулировать синтез и выделение нервными и глиальными клетками трофических факторов протеиновой
природы, в том числе и фактора роста нервов (ФРН) (2). О вовлеченности последнего в процесс нейродегенерации
свидетельствует увеличение его уровней в спинномозговой жидкости больных PC и в мозге крыс при ЭАЭ (3).

Анализировалось влияние кладрибина (0,15мг/кг массы 1 раз в сут в течение 7 дней, подкожно; курс повторялся 1-2
раза через 28 сут соответственно) на течение, развитие и исход острой, подострой и хронической йрорм ЭАЭ, а также на
некоторые морфологические, биохимические и иммунологические показатели у морских свинок обоего пола массой 400-
500 грамм. Также была предпринята попытка оценить in vitro способность кладрибина оказывать прямые или опосредо-
ванные трофические эффекты на симпатобласгы. Эти исследования выполнены на культуре диссоциированных клеток
неокортекса и краниальных шейных ганглиев (КШГ) новорожденных (1 - 2 сут) крыс, культивируемых в планшетах с диа-
метром лунки 35 мм в инкубаторе при 37° С и 5% содержании СО?, на обогащенной питательной среде ДМЕМ с 10% сыво-
ротки эмбрионов телят и антибиотиками. Проведено шесть серий экспериментов по три повтора в каждой: (ФРН) -100
нг/мл (1); ФРН -10 нг/мл (2); кладрибин -10 нг/мл (3): ФРН + кладрибин по 10 нг/мл (4); 5 - кондиционированная среда (КС)
от контрольных "интакгных" культур неокортекса новорожденных крысят; 6 - КС от аналогичных культур, но обработанных
в течение 2-х сут кладрибином (10 нг/мл). Состояние симпатических нейронов оценивали на 3, 5,7 сут in vitro.

Показано, что применение кладрибкна при ЭАЭ привело к удлинению инкубационного периода с 12+0,51 сут в
коигропе до 18±2,28 сут а эксперименте (Р<0,05), смягчению тяжести течения хронической формы и увеличению.числа
объектов, не проявивших внешних признаков патологии. Исследование метаболических процессов в организме с
помощью биохимических тестов показало, что у всех сенсибилизированных животных повышается обмен липидов, меди (
по содержанию церулоплазмина), сиаловых кислот и белково-связанных гексоз. Достоверные рххождения между
животными с ЭАЭ, получавшими и не получавшими кладрибин, отмечены только для сиаповых кислот. Пролиферативная
активность лимфоцитов селезенки в реакции блаеттрансформации Т-лимфоцитов на конканавалин А при всех формах
проявления болезни снижалась, обретая статистически значимые отличия сравнительно с интактными и в то же время
увеличивалось образование антител в ответ на введение энцефалитогенной смеси, более выраженное у животных с
острой формой заболевания. Кладрибин оказывал модулирующее действие на показатели иммунного ответа.
Морфологические исследования не выявили различий в степени поражения спинного мозга при сравнении образцов,
полученных от контрольных и экспериментальных морских свинок с одинаковыми формами течения заболевания. В обеих
исследуемых группах отмечены очаги демиелинизаци, а также воспаления и периваскулярного отека. In vitro кладрибин
{10 нг/мл) сам по себе не влиял на дегенеративные проявления а культуре симпатических нейронов, не получивших
трофической поддержки ФРН, но усиливал эти аффекты последнего на era клетки-мишени, повышая выживание
нейробластов и стимулируя нейритогенез. Кроме того, он стимулировал образование и выделение трофических агентов
из нейронов и ненейрональных клеток зрелых культур неокортекса. На сегодняшний день сложилось достаточно
аргументированное мнение, что выживание симпатических нейронов в отсутствие ненейрональных элементов целиком
определяется наличием в среде ФРН, поскольку эти нейроны погибают In vitro в первые 24 ч после его удаления и могут
быть сохранены повторным добавлением (4). Отсюда позволительно полагать, что кладрибин стимулирует синтез и
выделение клетками зрелых культур неокортекса именно ФРН, и что помимо иммуносуппрессорного эффекта, одним из
механизмов благоприятного влияния кладрибина на течение ЭАЭ может быть повышение синтеза ФРН клетками
нейроглии in vivo. Однако для окончательного заключения необходимы дополнительные исследования.
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ДЕЙСТВИЕ ПОСТОЯННОГО ЭЛЕКТРИЧЕСКОГО ТОКА И
ДАКАРБАЗИНА НА КУЛЬТУРУ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК HELA

Жуковец А.Г., Жаврид Э.А., Александрова Е.Н., Александрова М.М.
НИИ онкологии и медицинской радиологии, Минск, Республика Беларусь

EFFECT OF DIRECT CURRENT AND DACARBAZINE ON HELA CELL CULTURE. Suspended HeLa cells were exposed using
two paralled platinum wire spiral electrodes to low intensity (0.1; 1 or 2 mA) direct current for 20 min, diluted and plated in culture
flasks for growth assay. Every 24 hours adherent cells were detached from 2-3 flasks using 0,02 % Versen solution and counted by
means of hemacytometer. Cell growth inhibition was evaluated as the percentage of control cells. A dose-dependent inhibitory effect
of direct current on the number of cells was noted. Administration of dacarbazine with simultaneous 0,1 mA direct current treatment
increased drug cytotoxidty by up to 2-fold.

Введение. Использование электрическою тока является одним из новых перспективных направлений в лечении
злокачественных новообразований [1].

Постоянный электрический ток при определенных режимах локального воздействия на опухоль вызывает
необратимые повреждения опухолевых клеток и приводит к торможению роста и гибели опухолевой ткани |2]. Механизм
противоопухолевого эффекта связывают при этом с перемещением электрически заряженных частиц - ионов в жидкой
части тканей, являющейся раствором электролитов, в направлении противоположно заряженного полюса источника
электродвижущей силы и электрохимическими процессами, развивающимися вокруг электродов. Кроме того показано, что
локальное воздействие электрическим током на опухоль не только угнетает ее рост, но и усиливает действие некоторых
цитостатических препаратов [1, 3].

Целью настоящей работы явилось изучение действия постоянного тока и противоопухолевого препарата дакарбазин
на культуру опухолевых клеток HeLa.

Материалы и методы. Монослойную культуру HeLa выращивали в питательной среде 199 с добавлением 10 %
сыворотки крови плодов коровы и 100 мкг/мл канамицина. Перед началом эксперимента монослой клеток (на 5-е сутки
после пересева культуры) обрабатывали в течение 10 минут раствором Версена (0,02 %) при температуре 37 °С, а затем
суспендировали в среде 199. Концентрация клеток в суспензии составляла 400 тысяч/мп.

Источником постоянного электрического тока служил физиотерапевтический аппарат для гальванизации и
электрофореза «Поток-1». Электроды, изготовленные из платиновой проволоки в виде спиралей, помещали на
расстояние 1 см друг от друга в суспензию опухолевых клеток параллельно дну флакона. Суспензию клеток
обрабатывали постоянным электрическим током силой 0,1; 1 или 2 мА в течение 20 минут при температуре 37 »С.

Дакарбазин ("Lachema") добавляли в суспензию клеток в конечной концентрации 0,2 мг/мл.
После воздействия электрическим током суспензию клеток разводили питательной средой 199 с добавлением 15 %

сыворотки, разливали в пенициллиновые флаконы и инкубировали в термостате в течение последующих 4-х суток. Для
определения числа жизнеспособных клеток во флаконах монослой клеток обрабатывали 0,02 %-ым раствором Версена и
проводили подсчет клеток в камере Горяева. Выживаемость клеток в опытных группах определяли в % по отношению к
контролю. На каждую «точку» испопьзовали по 2-3 флакона с клетками.

Результаты и обсуждение. Представленные на рисунке (А) данные свидетельствуют о том, что под действием
постоянного электрического тока число жизнеспхобных клеток культуры HeLa уменьшается, при этом повреждающий
эффект возрастает с увеличением силы тока. Так, через 1 сутки после воздействия током силой 0,1 мА число клеток
уменьшилось на 5 % по отношению к контролю; 1 мА - на 38 %; 2 мА - на 78 %. При этом, если в контрольных флаконах
на 3-е сутки число клеток увеличилось по сравнению с исходным в 4 раза, то после действия тока силой 1 мА - в 2,3 раза,
а после действия тока силой 2 мА число клеток уменьшилось в 1,8 раза. Таким образом, постоянный электрический ток
оказывает дозовозависимый цитотоксический и цитостатический эффект.

Добавление в суспензию клеток дакарбазина в конечной концентрации 0,2 мг/мл приводит к торможению роста
культуры в среднем на 20-30 % по сравнению с контролем (рис. Б). При одновременном воздействии дакарбазина и тока
силой 0,1 мА, который сам по себе практически не влияет на количество клеток, наблюдается выраженный
цитотоксический эффект со снижением числа клеток в среднем на 50-60 % от уровня контроля.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что постоянный электрический ток силой 0,1 мА усиливает
цитотоксичность дакарбазина примерно в 2 раза. Учитывая экспериментальные доказательства устойчивости химической
структуры дакарбазина к действию тока [4] и сохранения при этом его специфической фармакологической активности [5],
можно предположить, что при одновременном действии препарата и тока происходит увеличение проницаемости
клеточных мембран и накопления дакарбазина в клетках, приводящее к усилению повреждающего эффекта.

Возможность усиления цитотоксичности дакарбазина с помощью постоянного электрического тока, наряду с наличием
электрической полярности у препарата [4], позволяет рассматривать дакарбазин в качестве одного из лекарственных
средств, пригодных для проведения электрофореза или сочетания химиотерапии с электрохимическим лечением
опухолей.
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