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В ажкі метали відносяться до не


безпечних забруднювачів нав


колишнього середовища. В

індустріально розвинутих країнах  за

рахунок широкого промислового

використання металів, розвитку ав


томобільної індустрії, хімізації побу


ту забруднення  довкілля (повітря,

водойми, грунт, харчові продукти)

важкими металлами становить заг


розу для здоров'я населення [1,2]. 

Висока токсичність важких ме


талів,  здатність накопичуватись в

організмі людини та спричиняти

шкідливий вплив навіть у порівняно

низьких концентрациях  потребу


ють  вирішення низки гігієнічних та

медико
біологічних проблем. У

зв'язку з цим проводиться пошук

критеріїв ранньої діагностики  їхнь


ого патогенного впливу   на організм

людини та тварин.

В сучасних токсикологічних

дослідженнях,  поряд з традиційни


ми експериментами на лабораторних

тваринах, приділяється увага роз


робці альтернативних методів in vitro

оцінки токсичності ксенобіотиків з

використанням різних об'єктів —

безхребетних тварин, мікроор


ганізмів, культур клітин  [3
5].  

Цитотоксичні ефекти важких

металів вивчали на еритроцитах,

лімфоцитах, культурах клітин

печінки, нирок. Доведено, що вони

можуть пошкоджувати мембрани

клітин, змінювати їх проникність,

знижувати  стійкість до осмотично


го шоку,  порушувати біоенергетичні

процеси в клітинах [6
10]. Важкі ме


тали здатні впливати на імунну сис


тему,  пригнічувати неспецифічну

резистентність і стійкість організму

до інфекцій, стимулювати  ау


тоімунні  реакції [11
13], проте ме


ханізми їх імунотоксичної дії до

кінця нез'ясовані.

Метою даної роботи було

дослідження токсичних  ефектів

свинцю та кадмію на імунокомпе


тентні клітини периферичної крові

білих нелінійних щурів в умовах in

vitro. 

Для досліджень були обрані

нейтрофіли та лімфоцити крові —

важливі елементи імунної системи.

Від  ефективної дії нейтрофілів

значною мірою залежить рівень нес


пецифічної резистентності ор


ганізму, оскільки вони приймають

активну участь у процесі фагоцитозу

— видаленні з організму патогенних

мікроорганізмів, різних  сторонніх

речовин та власних злоякісних

клітин. Нейтрофіли є універсаль


ним індикатором будь яких змін го


меостазу і важливою ланкою в

ініціації імунних реакцій  Лімфоци


ти, як відомо, виконують головну

роль у формуванні клітинних та гу


моральних імунних реакцій (рису


нок).

Матеріали та методи 
дослідження.
Дослідження проведені на кліти


нах периферичної крові інтактних

білих нелінійних щурів масою 190


230 г, які утримувались у звичайних

умовах віварію на стандартному хар


човому раціоні з вільним доступом

до питної води. 

В експерименті  використовува


ли  цільну кров тварин, що дозволя


ло наблизити  умови створеної in

vitro моделі до  аналогічних у живо


му  організмі.   Кров забирали на ге


парин (10 МО/мл) під час де


капітації тварин під ефірним нарко


зом. В дослідних пробах до 1 мл

крові  додавали  1 мл розчину ацета


ту свинцю або сульфату кадмію в

кінцевих концентраціях по катіону

металу 1•10
11, 1•10
9, 1•10
7, 1•10
6,

1•10
5 , 1•10
3 моль/л.  В конт


рольній пробі  до 1 мл крові додава


ли 1 мл 0.9% розчину NaCl,  pH 7.2.

Контрольні і дослідні проби  інкубу


вали 30 хв в термостаті  при  37оС.

Після інкубації  клітини крові в про


бах двічі відмивали середовищем

Хенкса без фенолового червоного

центрифугуванням 10 хв при 1500 об./хв

і ним же доводили до попереднього

об'єму. В дослідних та контрольних

пробах  оцінювали функціональну

активність клітин крові. 

Фагоцитарну активність нейт


рофілів — фагоцитарний індекс

(ФІ) та фагоцитарне число (ФЧ))

визначали за методом [15]. В якості

тест об'єкта використовували час
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Рисунок. Схема кооперації та участі   клітин крові  в    імунній  відповіді [14].
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точки полістиролового латексу

(d=1.5 мкм). Окисно
відновний по


тенціал (бактерицидність) та

функціональні резерви нейтрофілів

досліджували за допомогою тесту з

нітросинім тетразолієм (НСТ
тест

спонтанний та стимульований) [15].

Дослідження впливу катіонів свин


цю та кадмію на проліферативну ак


тивність лімфоцитів крові проводи


ли в реакціі бласттрансформації

лімфоцитів (РБТЛ). Оцінювали

спонтанну бласттрансформацію та у

присутності клітинних мітогенів —

фітогемаглютиніну (ФГА), конкана


валіну А (КонA), бактеріального

ліпополісахариду (ЛПС) [15]. Ак


тивність внутрішньоклітинних фер


ментів в клітинах крові: сукцинат


дегідрогенази (СДГ), глюкозо
6


фосфатази (Г
6
ФДГ) і мієлоперок


сидази (МП) визначали ци


тохімічними методами [16, 17 ].

Результати дослідження обрахо


вані статистично на комп'ютері за

допомогою стандартного пакету

програм Exсel з визначенням се


редніх величин та їхніх похибок

(М±m), t
критерію Ст'юдента. 

Результати дослідження 
та їх обговорення.
Проведені дослідження показа


ли, що катіони свинцю на рівні

1•10
3 моль/л значно пригнічували

фагоцитарну та бактерицидну

здатність нейтрофілів, активність в

них ферментів СДГ, Г
6
ФДГ, МП;

стимулювали спонтанне бластоут


ворення лімфоцитів та їхню

відповідь на мітоген ЛПС, пригнічу


вали — на Кон А, знижували ак


тивність ферменту СДГ. Свинець у

концентрації 1•10
5 моль/л також

знижував бактерицидність та

функціональні резерви фагоцитів,

активність в них ферменту СДГ. Для

лімфоцитів було визначено

пригнічення бластоутворення спон


танного та у відповідь на мітоген

Кон А. Активність ферментів в

лімфоцитах не змінювалась по

відношенню до контрольної проби.

Концентрація свинцю 1•10
7 моль/л

не викликала змін з боку функції

нейтрофілів, проте пригнічувала

проліферативну активність лімфо


цитів — спонтанну та на мітогени

ФГА і Кон А, підсилювала їхню

відповідь на ЛПС, при цьому ак


тивність ферментів в лімфоцитах не

відрізнялась від контрольних зна


чень. Зменшення концентрації

катіонів свинцю до 1•10
9 моль/л

стимулювало поглинаючу і бактери


цидну здатність нейтрофілів крові,

спонтанне бластоутворення лімфо


цитів та у відповідь на мітогени ФГА

і ЛПС, але пригнічувало на Кон А,

активність внутрішньоклітинних

ферментів також не змінювалась.

Найменша з використаних в

дослідженнях концентрація катіонів

свинцю 10
11 моль/л при додаванні

до крові щурів не впливала на

функціональну активність нейт


рофілів, тоді як спонтанна проліфе


рація лімфоцитів та їх відповідь на

ЛПС були підвищені, а на Кон А —

знижені. Зміни активності

внутрішньоклітинних ферментів в

нейтрофілах і лімфоцитах за дії да


ної концентрації свинцю не відбува


лись (табл. 1). 

Додавання до крові щурів

катіонів кадмію у концентраціях 

1• 10
3 моль/л та 1•10
5 моль/л

сприяло пригніченню ФАН, зни


женню відсотка НСТ
 позитивних

клітин, активності ферментів СДГ,

Г
6
ФДГ, МП, підвищенню спон


танної проліферації лімфоцитів та

пригніченню їхньої відповіді на

мітогени. При інкубації клітин крові

з катіонами кадмію у концентрації

10
6 моль/л виявлялись низькі зна


чення ФІ та НСТ — спонтанного,

підвищена відповідь лімфоцитів на

ФГА. Активність клітинних фер


ментів в обох популяціях лейкоцитів

крові не відрізнялась від контролю.

Катіони кадмію у концентрації 10
9

моль/л сприяли тільки зниженню

бластоутворення лімфоцитів у

відповідь на мітоген Кон
А, а у най


меншій концентрації ( 10
11 моль/л)

катіони даного металу, також як і

катіони свинцю, не змінювали

функціональну активність імуно


компетентних клітин крові щурів

(табл. 2). 

Результати проведених до


сліджень дозволяють констатувати,

що інкубація периферичної крові

нелінійних білих щурів з розчинами

солей свинцю і кадмію призводила

до порушення фагоцитарної функції

нейтрофілів, проліферативної здат


ності лімфоцитів та метаболічних

процесів в цих клітинах зі зміною

активності внутрішньоклітинних

ферментів. Виявлені порушення бу


ли обумовлені прямою токсичною

дією металів на клітини крові і зале


жали від їх концентрації у інку


баційному середовищі. Відносно

високі концетрації катіонів металу

знижували фагоцитарну активність

нейтрофілів та проліферацію лімфо


цитів крові щурів у відповідь на

клітинні мітогени, ФГА, КонА та

ЛПС, тоді як низькі концентрації

металів підвищували фагоцитарну

функцію нейтрофілів і стимулювали

окисно
 відновні реакції в них за по


казниками НСТ
тесту. Отримані

дані дозволяють припустити, що

лімфоцити крові більш чутливі до

токсичної дії катіонів свинцю і

кадмію ніж нейтрофіли.

Порівняння результатів до


сліджень in vitro з даними, отрима


ними в попередніх субхронічних

експериментах in vivo [13], дозволи


ло встановити однакову спрямо


ваність змін функціональної актив


ності нейтрофілів і лімфоцитів та їх

залежність від концентрації катіонів

металів у крові тварин (табл. 3.). 

Отримані нами результати до


повнюють відомі дані літератури

[8,9,11,18] стосовно цитотоксичних

і імунотоксичних властивостей важ


ких металів. 

Таким чином, проведені in vitro

експерименти свідчать про перспек


тивність використання периферич


ної крові тварин і людини в якості

альтернативної моделі для

дослідження токсичних властивос


тей важких металів. Запропонована

модель є виправданою з етичної та

економічної точок зору, оскільки не

потребує великої кількості тварин та

коштовного обладнання, всі

дослідження здійснюються в корот


костроковий термін.

нейтрофіли
фагоцитарна активність (ФІ, ФЧ), 

бактерицидна здатність (НСТ
тест),

активність клітинних ферментів (СДГ, Г
6
ФДГ, МП);

лімфоцити
проліферативна здатність  (бластоутворення)

у  відповідь на мітогени ФГА, Кон А, ЛПС,

активність клітинних ферментів (СДГ, Г
6
ФДГ).
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Таблиця 1

Вплив катіонів свинцю  на   функціональну  активність  нейтрофілів 
та лімфоцитів периферичної крові щурів   (M±m)

Концент%
рація

свинцю,
в пробі,
моль/л

Фагоцитарна
активність

нейтрофілів
НСТ%тест, %

Активність
ферментів у

нейтрофілах,ум. од.

Реакція бластної
трансформації лімфоцитів, %

Активність
ферментів у
лімфоцитах,

ум.од.

ФІ,%
ФЧ, 
ум.од

спон%
тан%
ний

стиму%
льова%

ний
СДГ

Г%6%
ФДГ

МП
спон%
танна

ФГА
Кон%

A
ЛПС СДГ

Г%6%
ФДГ

Контроль 
22.0±

1.4

2.0±

0.1

11.5±

0.4

17.6±

0.8

17.5±

0.5

18.4±

0.2

2.5±

0.1

21.3±

1.4

6.0±

0.6

9.3±

0.6

5.0±

0.4

12.9±

0.2

2.5±

0.3

1х10
11
21.7±

1.7

2.2±

0.1

10.0±

0.8

18.3±

0.6

17.4±

0.1

18.1±

0.1

2.4±

0.1

27.7±

2.9 *

6.7±

0.8

4.1±

0.6 *

9.0±

0.8 *

12.8±

0.2 

12.4±

0.3

1х10
9
38.0±

0.9*

3.9±

0.1*

14.0±

0.8*

18.4±

2.3

17.3±

0.3

18.2±

0.4

2.5±

0.1

28.0±

1.1*

12.5±

1.1 * 

3.3±

0.6 *

7.8±

0.8*

12.7±

0.4 

12.3±

0.5

Контроль
21.3±

1.6

2.1±

0.1

10.3±

0.8

17.0±

0.5

17.9±

0.3

18.7±

0.3

2.6±

0.1

23.0±

1.7

6.3±

0.4

9.3±

0.8

5.3±

0.4

13.1±

0.2

12.8±

0.3

1х10
7
25.3±

3.0

2.3±

0.1

9.0±

0.6

15.6±

0.8

17.4±

0.4 

17.9±

0.3

2.4±

0.1 

12.3±

0.6 *

1.8±

0.3 * 

4.3±

0.6 *

8.5±

0.8*

12.6±

0.2

12.1±

0.4

1х10
5
17.0±

2.6

2.3±

0.2 

7.2±

1.3*

14.2±

0.7 *

17.2±

0.2 *

18.1±

0.5

2.4±

0.1

9.8±

0.8 *

6.3±

2.1

1.3±

0.6*

6.5±

1.0 

12.9±

0.5

12.5±

0.2

1х10
3
13.3±

2.5 *

1.4±

0.1*

6.0±

1.1 *

13.5±

0.8*

16.6±

0.2 *

17.3±

0.4 *

2.3±

0.1 *

30.7±

2.5 *

5.3±

1.3

2.3±

1.3*

9.7±

1.7*

12.4±

0.3*

12.0±

0.4

Концент%
рація

кадмію,
в пробі,
моль/л

Фагоцитарна
активність

нейтрофілів
НСТ%тест, %

Активність
ферментів у

нейтрофілах,ум. од.

Реакція бластної
трансформації лімфоцитів, %

Активність
ферментів у
лімфоцитах,

ум.од.

ФІ,%
ФЧ, 
ум.од

спон%
тан%
ний

стиму%
льова%

ний
СДГ

Г%6%
ФДГ

МП
спон%
танна

ФГА
Кон%

A
ЛПС СДГ

Г%6%
ФДГ

Контроль 
37.5±

0.9 

2.1±

0.8

10.8±

0.7

17.0±

1.0

17.8±

0.3

18.3±

0.3

2.7±

0.1

25.0±

4.5

17.5±

1.5

9.0±

1.0

15.0±

2.0

12.9±

0.2

12.1±

0.2

1х10
11
38.0±

0.5

1.8±

0.4

10.3±

0.5

17.3±

1.0

17.9±

0.3

18.2±

0.2

2.6±

0.1

26.5±

2.0

21.7±

1.8

8.0±

0.5

15.8±

3.0

12.8±

0.4

12.2±

0.2

1х10
9
38.0±

0.8

1.9±

0.4

9.8±

0.7

16.2±

0.5

17.5±

0.2

18.3±

0.3

2.6±

0.1

21.8±

1.5

17.8±

2.0

4.3±

0.5*

12.8±

2.5

12.6±

0.2

12.1±

0.3

Контроль
34.0±

1.4

2.4±

0.1

12.5±

1.8

19.0±

3.5

17.8±

0.3

18.3±

0.3

2.7±

0.1

24.0±

0.9

20.3±

1.2

3.0±

0.7

12.5±

0.9

12.9±

0.2

12.2±

0.2

1х10
6
17.0±

0.8*

3.1±

0.1*

6.5±

0.6*

20.5±

1.8

17.1±

0.4

17.7±

0.3

2.5±

0.1

26.0±

1.0

23.0±

0.9*


3.6±

0.9*

8.2±

1.2*

12.1±

0.2

12.3±

0.2

1х10
5
16.0±

0.8*

2.0±

0.1*

5.0±

0.7*

8.0±

1.2*

16.9±

0.2*

17.5±

0.2*

2.6±

0.1

36.2±

1.0*

15.3±

0.3*


6.3±

0.8*


4.9±

1.1*

11.6±

0.4

11.9±

0.2

1х10
3
10.3±

0.9*

1.3±

0.1*

5.0±

0.8*

5.2±

0.9*

16.5±

0.1*

17.3±

0.2*

2.4±

0.1*

38.0±

5.0*

9.2±

0.8*


5.8±

1.0*


4.1±

0.9*

11.9±

0.4

11.7±

0.1

Примітка: в цій  та табл.2 * — P<0.05 по відношенню до  контролю.

Таблиця 2

Вплив катіонів кадмію  на   функціональну  активність нейтрофілів 
та лімфоцитів периферичної крові щурів  (M±m)
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Таблиця 3

Порівняльна характеристика токсичних ефектів катіонів свинцю та кадмію на  клітини крові білих
нелінійних щурів  в  дослідах  in vivo  та  in vitro

По


каз


ни


ки

IN VIVO 

Кількість введень / концентрація

катіонів в крові, моль/л 

IN VITRO

Концентрація катіонів,  моль/л

Pb Cd Pb Cd 

5 /

0,9 х

10
5 

10/

1,2 х

10
5

25/2,

9 х

10
5

5/

1,0 х

10
6

10/

1,8 х

10
6 

25/

3,0 х

10
6 

10
11 10
9 10
7 10
5 10
3 10
11 10
9 10
7 10
5 10
3

НЕЙТРОФІЛИ

ФІ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ К ↑ К К ↓ К К ↓ ↓ ↓

ФЧ ↓ ↓ ↓ К К К К ↑ К К ↓ К К ↓ ↓ ↓

НСТ
спонт.

К К ↓ К ↓ ↑ К ↑ К К ↓ К К ↓ ↓ ↓

НСТ
стим.

К К ↓ К ↓ ↓ К К К ↓ ↓ К К К ↓ ↓

СДГ ↓ ↓ К К ↓ ↓ К К К ↓ ↓ К К К ↓ ↓
Г
6


ФДГ
К ↓ К ↑ К К К К К К ↓ К К К ↓ ↓

МП ↓ К К К К К К К К К ↓ К К ↓ К ↓

ЛІМФОЦИТИ

РБТЛ

спонт
↑ ↓ К ↑ К ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↑ К К К ↑ ↑

ФГА ↓ К К К К ↓ К ↑ ↓ К К К К К ↓ ↓

КонА ↓ К ↑ ↓ К ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓

ЛПС ↓ К К ↓ К ↓ ↑ ↑ ↑ К ↑ К К ↓ ↓ ↓

CДГ ↓ ↓ ↓ К ↓ К К К К К К К К К К К

Г
6


ФДГ
↓ ↓ ↓ ↑ ↓ К К К ↓ К К К К К К К

Примітки :  1.  К  — значення показників на рівні  контролю; 

2. ↑ — підвищення або активація;       3. ↓ — зниження або пригнічення.
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Н.Н. Дмитруха,  Т.Н. Покровская

ТОКСИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ  СВИНЦА И
КАДМИЯ НА ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫЕ

КЛЕТКИ КРОВИ КРЫС  В УСЛОВИЯХ  IN VITRO
В работе представлены результаты исследований in vitro влия


ния  свинца и кадмия на фагоцитарную активность нейтрофилов

и пролиферативную способность лимфоцитов крови белых нели


нейных крыс. Инкубация  крови  животных с растворами ацетата

свинца и сульфата кадмия в концентрациях 10
3 — 10
11 моль/л

приводила к нарушению функциональной активности иммуно


компетентных клеток.  Высокие концентрации катионов метал


лов подавляли поглотительную способность нейтрофилов и про


лиферацию лимфоцитов в ответ на  клеточные митогены,  низкие

концентрации данных металлов, наоборот, их стимулировали.

Лимфоциты были более чувствительны к повреждающему

действию катионов металлов, чем нейтрофилы.

N.N. Dmytrukha  , T.М.Pokrovska 

LEAD AND CADMIUM TOXIC EFFECTS ON RAT
IMMUNE BLOOD CELLS IN VITRO

This paper presented results of in vitro studies  of  lead and cadmium

effects on phagocyte and bactericidal activity of rat neutrophils and lym


phocyte proliferation to mitogens. The incubation of rat blood   with lead

acetate and cadmium sulfate

in  vitro in concentrations  of 10
3 — 10
11 М/l resulted in the  change

of the functional activity of immunecompetent cells. High concentrations

of lead and cadmium epressed the neutrophilic phagocyte activity and the

lymphocyte proliferation to mitogens. Low concentrations of metals

caused stimulated effects on neutrophils and lymphocyte functional

activity.

According to the obtained data lymphocytes are likely to be more vul


nerable cells to harmful effect of metals than neutrophils. 




