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Аннотация

С использованием методов атомно
силовой микроскопии получены новые 
данные о структуре и свойствах транс
формированных лимфоцитов. Показано, 
что конкановалин А-стимулированные 
клетки имеют рифленую плазмалемму с 
преобладанием крупных глобул. Однов
ременно происходит увеличение жестко
сти и потенциала их поверхности. Уста
новленные структурно-функциональные 
особенности пролиферирующих in vitro 
лимфоцитов могут быть использованы в 
качестве модели для исследования опу
холевого перерождения клеток крови.
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Abstract

Thenewdataonthestructureandproperties 
of mitogen-transformed lymphocytes’ was 
obtained using the methods of atomic-force 
microscopy. The study demonstrates that 
Con-A-stimulated cells have grooves in the 
plasmalemma with the predominance of 
large globules. Their stiffness and potential 
surface increase simultaneously. The 
discovered structural and functional features 
of proliferating in vitro lymphocytes can be 
used as a model in the studies of tumor blood 
cell degeneration.
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Трансформированные клетки, в том 
числе лимфоциты, существенно отлича
ются от нормальных по своей морфоло
гии [1]. Показано, что трансформацию 
клеток как in vivo, так и in vitro могут вы
зывать различные стимулы (вирусы, кан
церогены и т.п.). Однако не зависимо от 
природы трансформирующего фактора,

интерес к изучению структурно-функцио
нальных особенностей перерождающихся 
лимфоцитов продиктован возможностью 
определения ключевых моментов в фор
мировании опухолевого фенотипа клеток 
в организме человека. Рядом работ пока
заны аналогии в поведении клеток, транс
формированных in vitro и прошедших опу
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холевое перерождение [2]. В частности, 
у таких клеток происходят однотипные 
нарушения регуляции адгезии и подвиж
ности [3], обусловленные перестройками 
структур цитоскелета [4], что способству
ет распластыванию клеток или приобре
тению ими шаровидной формы [5]. Кроме 
того, трансформация лимфоцитов непо
средственно связана с изменением струк
туры и функций их плазмалеммы, прежде 
всего ее электрических [6] и механических 
свойств [7].

Целью нашей работы явилась оценка 
структуры и функциональных свойств ми- 
тоген-стимулированных лимфоцитов.

Материалы и методы исследова
ния. Экспериментальная работа выпол
нена на кафедре анатомии и физиологии 
живых организмов НИУ «БелГУ». Объект 
исследования -  лимфоциты перифериче
ской крови здоровых доноров, стимулиро
ванные Кон А. Контролем служили лим
фоциты, культивированные в питательной 
среде без митогена.

Забор периферической крови здоро
вых доноров осуществляли из локтевой 
вены с участием специализированного 
медперсонала клинической лаборатории 
областной больницы г. Белгорода. Для 
сбора крови использовали вакуумные 
пробирки Vacuette K3E, содержащие су
хую ЭДТА в концентрации 2,0 мг на 1 мл 
крови. Разделение пробы крови на лей
коциты и эритроциты проводили путем 
центрифугирования в течение 10 мин при 
1000 об./мин, полученную надосадочную 
жидкость и лейкоцитарное кольцо отбира
ли, затем центрифугировали еще 10 мин 
при той же скорости. В конечном результа
те получали суспензию лейкоцитов.

Для исследований готовили по 25 проб 
опытной группы из лейкосуспензии, куль
тивированной с Кон А, и контрольной -

без митогена. Культивирование лимфоци
тов осуществляли по следующей схеме: 
для приготовления 1 пробы 1 мл свеже
выделенной суспензии лейкоцитов соеди
няли с 5 мл питательной смеси [8] и ин
кубировали в течение 48 часов при 37°C 
в присутствии 5% CO2. В опытной группе 
к культуральной среде добавляли 0,02 мл 
Кон А. Доза митогена была выбрана со
гласно известным методикам [9]. По окон
чании времени инкубации из каждой про
бы отбирали 4,5 мл питательной среды, 
оставшуюся часть которой перемешивали 
с лейкоцитарной массой, находящейся на 
дне инкубационной пробирки.

Морфологию и микрорельеф поверх
ности лимфоцитов изучали в полукон- 
тактном режиме на АСМ ИНТЕГРА Вита 
фирмы NT-NDT (конфигурация на базе 
инвертированного оптического микро^о- 
па Olympus IX-71). Пробоподготовку для 
АСМ-исследования проводили следу
ющим образом: суспензию лейкоцитов 
наносили на обезжиренное предметное 
стекло и помещали во влажную камеру. 
Сканирование 15 клеток из пробы осу
ществляли согласно разработанному 
«Способу исследования нативных клеток 
крови» (патент № 2009125268). На полу
ченных сканах измеряли геометрические 
параметры лимфоцитов и анализировали 
неоднородности их клеточной поверхно
сти, используя при этом следующие про
граммные продукты: для расчета высоты 
(h, мкм) и диаметра (d, мкм) клеток -  Nova 
(NT-MDT, Россия), для расчета площа
ди (S, мкм2) и объема (V, мкм3) клеток - 
Gwyddion (Gwyddion.net). С целью оценки 
структурных неоднородностей клеточной 
поверхности строили кривые профиля бо
кового сечения (рис. 1).
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Рис.1. Профиль бокового сечения 
лимфоцита

Проводили подсчет количества, из
меряли линейные размеры углублений и 
глобулярных выступов на участке плазма- 
леммы площадью 3^3 мкм.

Упруго-эластические свойства лимфо
цитов изучали в режиме силовой спект
роскопии [10]. Исследования проводили с 
использованием модифицированного зон
да, изготовленного на основе полимерных 
микросфер, прикрепленных к типлессу 
серии CSG 11, согласно «Способу опреде
ления упругости клеток крови» (патент № 
2466401). Регистрировали силовые кри
вые отвода и подвода кантилевера с по
верхности 30 клеток из каждой пробы. По
лученные силовые кривые обрабатывали 
на основе модели Герца в модификации 
Снедона [11].

С целью изучения потенциала поверх
ности (ПП) в одиночных лимфоцитах про
водили его измерение в режиме зонда 
Кельвина на АСМ [10]. Суспензию лейко
цитов для измерения потенциала поверх
ности (ПП) готовили согласно «Способу 
регистрации изменения поверхностного 
заряда» (патент РФ № 2027188). Готови
ли препараты на обезжиренной метал
лической подложке. Измерение потен
циала поверхности (ПП) осуществляли с 
помощью кантилевера с токопроводящим

титановым покрытием серии NSG03/TiN 
(Nanoworld, USA). Из каждой пробы ска
нировали по 15 клеток и проводили об
работку полученных сканов в программе 
Nova (Зеленоград, 2009).

Миграционную активность белых 
клеток крови оценивали с помощью ре
акции торможения миграции лимфоци
тов (РТМЛ) [12]. Использовали методику 
РТМЛ в прямом капиллярном тесте [13]. 
Вычисляли процент мигрировавших кле
ток по методу Новикова Н.Д. [14].

С целью изучения пространственного 
расположения и измерения длины пуч
ков филаментов цитоскелетных структур 
лимфоцитов здоровых доноров и боль
ных лейкозом готовили цитологические 
препараты. Методика приготовления ци
тологических препаратов включала сле
дующие этапы: стабилизация элементов 
цитоскелета, лизис мембран, фиксация 
клеток и их окраска для световой микро
скопии [15]. Анализ цитологических пре
паратов осуществляли с помощью ком
плекса аппаратно-программной (АПК) ви
зуализации изображения «ВидеоТестМа- 
стерМорфология» (производитель НПФ 
«ВидеоТест», Санкт-Петербург, рег. удо
стоверение № 29/20010702/6102-04 от 
16.02.2004). Для визуализации цитоске
летных структур использовали программ
ное обеспечение «Видео-Тест-Размер 
5.0» (НПФ «ВидеоТест», Санкт-Петер
бург). На полученных препаратах наблю
дали лимфоцитарные формы с темноо- 
крашенным ядром и просветленной ци
топлазмой, в области которой выявляли 
сеть фибрилл. На каждом препарате из
учали по 30 клеток. Определяли особен
ности расположения структур цитоске
лета в клетках и измеряли длину пучков 
филаментов, отдельные нити фибрилл 
визуализировать не удалось.

Статистическую обработку получен
ных результатов осуществляли с помо
щью t-критерия Стьюдента.
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Результаты исследования и их обсу
ждение. В лейкосуспензии здоровых доно
ров, инкубированной с Кон А, обнаружены 
субпопуляции клеток разных размеров. 
На основе величин диаметров лимфоциты 
были разделены на 3 группы: микроциты -  
клетки в диаметре до 5 мкм, нормоциты -  
5,1-10 мкм, бласты -  свыше 10 мкм. Микро- 
циты и нормоциты имели округлую форму. 
Лимфобласты обладали неправильными 
контурами цитоплазмы, располагающейся 
широким ободком вокруг ядра.

С

В рельефе поверхности микроцитов 
доноров отмечено присутствие глобуляр
ных образований (рис. 2). Переход суб
популяции микроцитов в более зрелые 
формы -  нормоциты -  сопровождался 
потерей большей части морфологических 
образований плазмалеммы. Глобулярные 
выступы плазмалеммы нормоцитов име
ли округлую форму, крупных инвагинаций 
не выявлено. Рельеф лимфобластов был 
сглажен.

Рис. 2. Рельеф поверхности лимфоцитов:
а -  без воздействия Кон А; б -  микроцыты; в -  нормоциты; г -  бласты
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Элементы цитоскелета в субпопуля
ции микроцитов, культивированных с Кон 
А, представлены сетью, направленной ра
диально от ядра клетки к периферии (рис. 
3). В субпопуляции нормоцитов наблюда
ли смещение ядра к полюсу клетки, в ре
зультате чего сеть элементов цитоскелета 
располагалась с одной стороны, прони

зывая слой не полностью лизированной 
цитоплазмы. В лимфобластах визуализи
ровали густую сеть из тонких пучков эле
ментов цитоскелета, располагающихся в 
зоне перинуклеарного пространства, от
дельные пучки которых расходились ра
диально к периферии.

Рис. 3. Элементы цитоскелета лимфоцитов:
а -  без воздействия; Кон А; б -  микроцыты; в -  нормоциты; г -  бласты 

(стрелкой показаны пучки цитоскелетных структур, располагающихся вокруг ядра)

Проанализированы морфология и 
функциональные параметры субпопуля
ции митоген-стимулированных нормоци- 
тов. В качестве контроля были нормоциты 
без митогенной стимуляции. В результате 
проведенного анализа установлено сни
жение площади поверхности и объема 
клеток, стимулированных Кон А, соответ
ственно на 8% и 3% (р<0,05) по сравне
нию с контрольной группой (табл. 1).

Заряд клеточной поверхности под вли
янием Кон А увеличился на 77% (р<0,05) 
по сравнению с контролем (см. табл. 
1). Жесткость плазмалеммы возросла 
на 110% (р<0,05). Под действием Кон А 
длина структур цитоскелета «жестких» 
нормоцитов достоверно не отличалась 
от контроля, но двигательная активность 
снизилась на 61% (р<0,05).



1 7Y  Т А У Ч Н Ы Й Сладкова Е.А.
J .  J .  РЕЗУЛЬТАТ ОЦЕНКА СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНОГО СТАТУСА

МИТОГЕН-ТРАНСФОРМИРОВАННЫХЛИМФОЦИТОВ

Таблица 1
Морфофункциональные параметры лимфоцитов

Параметр
Нормоциты без 

воздействия Кон А

Нормоциты, 
инкубированные  

с Кон А

Площадь поверхности, мкм2 8о,4±о,за 74,1±о ,2

Объем, мкм3 39,1±о,8а 39,9±о,6

Диаметр, мкм 6,з±о ,8 5,9±о,2

Высота, мкм о,9±о ,1 о,9±о ,1

Модуль Юнга, мПа 3,9±о,1а 8,2±о ,9

Потенциал поверхности, мВ -37,3±о,2а -21,1±о ,5

Длина пучков цитоскелета, мкм о,78±о ,2 о,9±о ,2

Процент мигрировавших клеток, 
% 2о,3±о,8а 7,9±о,3

а Статистически достоверные различия между значениями лимфоцитов без 
воздействия Кон А и инкубированных с Кон А

В условиях митогенной стимуляции наций возросли соответственно на 47% и
существенно изменилась морфология 55% (р<0,05) по сравнению с нормоцита-
клеточной поверхности нормоцитов. Под ми контрольной группы (рис. 4).
влиянием Кон А глубина и ширина инваги-

Рис. 4. Морфометрические параметры  
ст рукт урных образований поверхности лимфоцитов
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Ширина глобулярных образований 
нормоцитов снизилась на 79% (р<0,05). 
При этом количество глобул и инваги
наций на поверхности уменьшилось со
ответственно на 71% и 70% (р<0,05) по 
сравнению с контролем.

Нами проведено исследование влия
ния Кон А на лимфоциты здоровых людей 
с целью создания модели интенсивной 
пролиферации клеток с последующим из
учением особенностей их морфофункцио
нальной организации. Под влиянием Кон 
А лимфоциты вступали в цикл деления. В 
результате чего наблюдали появление не
скольких субпопуляций клеток, различаю
щихся как морфологически, так и функци
онально. Установлено увеличение разме
ров и сглаживание рельефа поверхности в 
ряду микроциты -  нормоциты -  бласты.

Кон А-стимулированные нормоциты 
характеризуются мелкими размерами и 
повышенной жесткостью по сравнению с 
контролем. Вероятно, под действием Кон А 
в таких клетках происходят активные про
цессы биосинтеза цитокинов [16], которые 
упаковываются в гранулы и скапливаются 
в подмембранном слое, способствуя по
вышению жесткости клетки. Известно, что 
упруго-эластические свойства клеток кро
ви тесно связаны с организацией подмем- 
бранных структур цитоскелета [17], однако 
в проведенном исследовании существен
ных различий в расположении и длине эле
ментов цитоскелета между нормоцитами 
опытной и контрольной групп не выявлено. 
При активации лимфоцитов Кон А проис
ходит поток ионов Са2+ внутрь клетки [18], 
что в свою очередь ведет к деполяризации 
клеточной мембраны [19]. Данная схема 
изменения ПП согласуется с полученным 
нами результатами в пробах с Кон А.

Изменение свойств поверхности Кон А- 
стимулированных нормоцитов сопровожда
лось появление крупных глобулярных обра
зований и снижением двигательной актив
ности. По данным литературы митоген-сти-

мулированные лимфоциты активно синте
зируют фактор LMIF, снижающий скорость 
полимеризации актиновых филаментов 
[20]. В свою очередь локализация G-актина 
в отдельных участках клетки может спрово
цировать кластеризацию ее мембраны [21].

Заключение. Использование АСМ-ин- 
струментария позволило установить изме
нения ультраструктуры, упруго-эластиче
ских свойств и потенциала поверхности Кон 
А-стимулированных лимфоцитов, которые 
могут быть использованы в качестве инди
катор трансформации клеток. Появление 
на поверхности Кон А-стимулированных 
лимфоцитов крупных глобул сопровожда
ется увеличением жесткости и потенциала 
поверхности, что обуславливает снижение 
их двигательной активности. Выявленные 
особенности морфофункциональной ор
ганизации лимфоцитов при интенсивной 
пролиферации in vitro могут быть использо
ваны для понимания ключевых моментов, 
способствующих опухолевому перерожде
ние лимфоцитов в организме человека.
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