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Изучено влияние хлорида свинца на ФГА-стимулированную культуру Т-лимфоцитов человека. Под воздействием хлорида свинца наблюдалось увеличение количества делящихся клеток, а также клеток с морфологическими признаками апоптоза. Введение цитохалазина В вызвало усиление клеточной гибели под воздействием PbCl2.
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The influence of PbCl2 on PHA-stimulated culture of human(s T-cells was analyzed in the investigation. The number of 
mitotic cells was increased in cultures with PbCl2. Increased number of cells with morphological characteristics of apoptosis 
was also observed in these cultures. Addition of cytochalasin B lead to intensification of cell(s death under the influence of lead chloride.
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Введение

Свинец широко распространен в окружающей среде, а по объему промышленного производства в группе цветных металлов занимает четвертое место [9].

Имеются многочисленные свидетельства того, что под влиянием солей свинца существенно изменяется активность иммунокомпетентной системы человека 
[8, 10, 14]. Особенно страдает иммунитет, опосредо​ванный Т-лимфоцитами [2]. Поскольку соли свинца, по некоторым данным, способны повреждать генетические структуры клеток организма [12, 26] и влиять на архитектонику ядра [33], возникает предположе-
ние о том, что Т-иммунодепрессии, вызванные этими солями, обусловлены поражением ядерных структур Т-лимфоцитов в периферической крови человека.
Целью настоящей работы явилось изучение влияния хлорида свинца на ядерные структуры культуры Т-лимфоцитов периферической крови человека. 

Материал и методы

В работе использовалась ФГА-стимулированная культура Т-лимфоцитов крови человека. Кровь забиралась у 11 человек одной возрастной группы (20–24 года). Культивирование лимфоцитов, фиксация и получение препаратов проводились по методике, изложенной Мурхедом с соавт. [7]. Во время приготовления культуры лимфоцитов в нее добавлялся PbCl2 в концентрации 0,1 мг/мл, что составляет 0,1 ТЦД50/кл. За 48 ч до фиксации в часть культур вводили цитохалазин В в концентрации 0,01 мг/мл, что является стандартной концентрацией, вызывающей блокирование цитокинеза. Одновременно получали препараты из интактных Т-лимфоцитов, а также культуры с добавлением только хлорида свинца или цитохалазина В. Цитохалазин В препятствует цитокинезу и приводит к формированию бинуклеарных клеток, что позволяет установить, в какой период произошло деление Т-лимфоцита, и оценить результаты воздействия хлорида свинца. Препараты анализировались с помощью светового микроскопа МБИ-6 при 900-кратном увеличении. Учитывались следующие показатели: частота митозов, частота бинуклеарных клеток, частота клеток с патологически измененным ядром, частота клеток с микроядрами.

Каждый показатель рассчитывался по формуле

P =
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где P – средняя частота клеток исследуемого класса; N – количество проанализированных препаратов; 
Pi = (Na /Ni) ( 100%; Na – число клеток, имеющих данный признак; Ni – общее количество клеток, проанализированных в изучаемом препарате.

На одном препарате анализировалось по 1 300 клеток.

Для статистической обработки полученных данных использовался пакет прикладных программ Statistica 6.0. Проверка нормальности распределения признаков проводилась с применением теста Колмогорова–Смирнова. Результаты представлены в виде X ( m, где X – среднее значение, m – стандартная ошибка среднего. Для оценки статистической значимости различий использовали t-критерий Стьюдента. 

Результаты

Установлено, что при введении хлорида свинца в культурах лимфоцитов наблюдается статистически значимое (р < 0,05) увеличение числа делящихся клеток с (2,0 ( 0,4)% в интактном контроле до (4,0 ( 0,8)% в опыте. Еще более существенное возрастание этого показателя (р < 0,05) отмечено в культурах, подвергнутых воздействию цитохалазина В, – с (2,8 ( 0,8)% в контроле до (7,7 ( 2,9)% в культурах с добавлением хлорида свинца (рис. 1). 

Кроме того, выявлено статистически значимое (р < 0,05) увеличение частоты встречаемости митозов в культуре с добавлением хлорида свинца и цитохалазина В ((7,7 ( 2,9)%) по сравнению с культурой с до-
бавлением хлорида свинца, но без цитохалазина В ((4,0 ( 0,8)%).

Результаты анализа частоты встречаемости бинуклеарных клеток представлены в табл. 1. 

Установлено, что в культурах Т-лимфоцитов под влиянием цитохалазина В наблюдается статистически значимое (р < 0,001) увеличение числа бинуклеарных клеток с (0,3 ( 0,1)% в контроле без добавления цитохалазина В до (4,9 ( 1,5)% с его добавлением. При этом число бинуклеарных клеток в культуре с хлоридом свинца существенно меньше – (2,3 ( 1,2)%, хотя данное отличие статистически не значимо.
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Рис. 1. Частота встречаемости митозов в культурах Т-лимфоцитов человека после введения PbCl2 на фоне воздействия цитохалазином В в сравнении с контролем: * – статистически значимые отличия от 
культур без цитохалазина В при р < 0,05

Таблица 1

Частота встречаемости бинуклеарных клеток в культурах 
Т-лимфоцитов с добавлением цитохалазина В и без него 
после воздействия PbCl2 в сравнении с контролем, % (X ( m) 

	Культура Т-лимфоцитов
	Контроль
	PbCl2

	С цитохалазином В
	4,9 ( 1,5**
	2,3 ( 1,2*

	Без цитохалазина В
	0,3 ( 0,1
	0,3 ( 0,1


 * Статистически значимые отличия от культур без цитохалазина В при р < 0,01.

** При р < 0,001.

В настоящем исследовании проведен анализ числа клеток с кариопикнозом, кариолизисом и кариорексисом. Результаты анализа кариопатологических изменений интерфазных клеток представлены на рис. 2.
В культуре лимфоцитов с добавлением цитохалази​на В под влиянием хлорида свинца наблюдалось статистически значимое (р < 0,01) увеличение числа клеток с кариопикнозом и кариорексисом ((64,3 ( 7,04)% в контроле и (92,6 ( 2,1)% в культуре после воздействия PbCl2).
В культуре без добавления цитохалазина В число клеток с кариопикнозом и кариорексисом после воздействия хлоридом свинца статистически значимо (р < 0,05) увеличилось с (65,5 ( 3,5)% в контроле до (78,3 ( 3,5)% в культуре с добавлением хлорида свинца.

Число клеток с кариопикнозом и кариорексисом статистически значимо (р < 0,01) отличалось в культурах с добавлением хлорида свинца и цитохалазина В ((92,6±2,1)%) и с добавлением хлорида свинца, но без цитохалазина В ((78,3 ( 5,1)%). 
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Рис. 2. Частота встречаемости клеток с кариопикнозом и кариорексисом в культурах Т-лимфоцитов человека после введения PbCl2 на фоне воздействия цитохалазином В в сравнении с контролем

При изучении клеток с кариолизисом и клеток, имеющих ядра с видимыми аберрациями оболочек, выяснилось, что по данным показателям не существует статистически значимых отличий между изучаемыми культурами. 

Как свидетельствуют полученные данные (табл. 2), статистически значимых отличий в числе клеток с микроядрами в анализируемых культурах не выявлено. 

Таблица 2

Частота встречаемости клеток с микроядрами в культурах 
Т-лимфоцитов человека после введения PbCl2 на фоне воздействия цитохалазином В в сравнении с контролем, % (X ( m) 

	Культура Т-лимфоцитов
	Контроль
	PbCl2

	С цитохалазином В
	0,1 ( 0,1
	0,4 ( 0,1

	Без цитохалазина В
	0,1 ( 0,1
	0,2 ( 0,1


В то же время следует отметить, что в культурах, полученных от трех доноров, после добавления хлорида свинца выявлено отчетливое статистически значимое (р < 0,05) повышение числа клеток с микроядрами по сравнению с контролем, а во всех остальных случаях этой закономерности не отмечалось.
Обсуждение

В исследованиях различных авторов неоднократно отмечалось увеличение количества делящихся клеток под влиянием солей свинца. В частности, наблюдалось возрастание митотической активности лимфоцитов периферической крови при содержании свинца в крови от 22 до 89 мг в 100 мл [19, 29]. Можно предположить, что наблюдаемый эффект усиления клеточной пролиферации возникает вследствие сенсибилизации организма донора крови к этому металлу [1]. Существенное увеличение числа митозов под влиянием хлорида свинца в условиях культуры Т-лимфоцитов может являться не только результатом стимуляции митотической активности, но и следствием блокирующего действия соли на некоторые стадии митоза. Так, известно блокирующее действие органических соединений свинца на митотическое веретено. Например, триэтилхлорид свинца вызывает деполимеризацию микротрубочек в интерфазных и делящихся клетках [33]. Кроме того, колхициноподобный эффект зарегистрирован для соединений, содержащих соли свинца в выхлопных газах, при этом авторы делают предположение о роли свинца в поражении митотического аппарата делящихся клеток [21, 30], что, возможно, обусловлено сродством свинца к сере [4] и высоким содержанием в химическом составе митотического веретена дисульфидных связей [6]. 

Как и следовало ожидать, под влиянием цитохалазина В наблюдалось достоверное увеличение числа бинуклеарных клеток в культурах Т-лимфоцитов. Известно, что цитохалазины вызывают деполимеризацию актиновых микрофиламентов, тем самым блокируя цитокинез и приводя к образованию бинуклеарных клеток [22].

В культурах с добавлением PbCl2 под влиянием цитохалазина В наблюдалось менее значительное увеличение числа бинуклеарных клеток, чем в контрольных культурах, что можно объяснить понижением общей жизнеспособности культуры.

Следует отметить, что в отсутствие цитохалазина В не наблюдалось повышения частоты встречаемости бинуклеарных клеток под влиянием PbCl2. Таким образом, в настоящем исследовании не подтвердилось влияние свинца на актиновый цитоскелет, наблюдаемый Zimmermann c соавт., исследования которых показали, что в невысоких концентрациях (2 ( 10–5 мг/мл) триэтилхлорид свинца нарушает организацию промежуточных филаментов [33, 34]. Возможно, это связано с различиями в химической форме и дозе использованных соединений свинца. 

В данной работе выявлено достоверное повышение в культурах Т-лимфоцитов числа клеток с кариопикнозом и кариорексисом под влиянием PbCl2. Этот эффект наблюдался как в культурах с цитохалазином В, так и без него, но в культурах с цитохалазином он был выражен значительно сильнее. 

По данным разных литературных источников, при воздействии свинца на клетки гибель последних начинается при концентрации Pb, равной 0,001 мг/мл и более [15, 17, 20]. При этом авторы предполагают, что при воздействии Pb на живые объекты гибель клеток может происходить как посредством некроза, так и апоптоза, что в значительной мере зависит от использованной дозы вещества. 

Активацию клеточного апоптоза под воздействием свинца наблюдали во многих исследованиях [20, 24, 27]. Апоптоз характеризует более мягкий процесс гибели клеток, которая ассоциирована с нормальной регуляцией жизнедеятельности ткани. Ядро при апоптозе уменьшается (пикноз), а его хроматин постепенно конденсируется, сначала сжимается в пятна неправильной формы, затем в плотный, прилегающий к ядерной оболочке полукруг, и окончательно хроматин принимает форму одной или нескольких компактных сфер (кариорексис). В настоящей работе наблюдалось достоверное повышение частоты встречаемости клеток с признаками апоптоза при воздействии PbCl2 на культуру клеток. Хлорид свинца уже в концентрации 0,1 мг/мл вызывал апоптоз Т-лимфоцитов. Индукция апоптоза под влиянием PbCl2 может возникать вследствие воздействия ионов свинца на генетический аппарат клетки [12], на обмен кальция [16], на цитоскелет [33]. 

При некрозе клеток происходит лизис внутриклеточных структур, разрыв их мембран [11]. В данной работе не было выявлено изменений в содержании клеток с признаками лизиса в культурах лимфоцитов после воздействия на них PbCl2. Таким образом, в изучаемой концентрации хлорид свинца не вызывал некротических изменений в клетках.

Обращает на себя внимание тот факт, что гибель клеток вследствие воздействия PbCl2 достоверно увеличивается в культурах с добавлением цитохалазина В по сравнению с культурами без добавления такового. То есть, по-видимому, степень патологического воздействия свинца на клетку зависит от состояния ее цитоскелета. Исследования Calderon-Salinas с соавт. показали, что свинец поступает в клетки тем же путем, что и кальций [16]. В то же время выяснено, что активность кальцийпроницаемых каналов зависит от цитоскелета клетки, и воздействие на клетку агентами, вызывающими деполимеризацию актина, в частности, цитохалазином В, приводит к стимуляции активности этих каналов [28, 31, 32]. Доказано, что Т-лимфоциты экспрессируют множество различных ионных каналов [25]. Можно предположить, что вызываемое цитохалазином повышение активности кальцийпроницаемых каналов приводит к усиленному поступлению ионов свинца в клетку, вследствие чего нарастает тяжесть его воздействия. Кроме того, можно предположить, что наблюдаемый эффект обусловлен тем, что в бинуклеарных клетках в отличие от мононуклеаров клеточная мембрана имеет относительно большую поверхность, следовательно, поступление токсических веществ в эти клетки существенно возрастает. И, наконец, бинуклеары – это преимущественно молодые клетки, которые претерпели деление в течение ближайших 24 ч, в отличие от мононуклеаров. Имеются многочисленные данные, свидетельствующие о том, что соединения свинца и других токсических веществ оказывают кариопатологическое действие особенно интенсивно в период активации пролиферации.

Микроядерный тест используется для определения цитогенотоксичности и мутагенности различных соединений. Считается, что имеющиеся в клетках хромосомные повреждения при прохождении по клеточному циклу являются основой для образования микроядерных структур [5]. Относительно воздействия свинца на хромосомный аппарат клетки в литературных источниках существуют противоречивые данные. Имеются исследования, как подтверждающие наличие генотоксического эффекта соединений свинца [13, 23], так и опровергающие его [18]. 

В настоящей работе не было выявлено увеличения частоты встречаемости клеток с микроядрами при воздействии хлорида свинца, но, несмотря на это, в ряде культур, полученных от некоторых индивидуумов, хлорид свинца вызывал отчетливое повышение числа клеток с микроядрами. Это может свидетельствовать о наличии у доноров, у которых был проведен забор крови для получения культуры Т-лимфоцитов, сенсибилизации организма к соединениям свинца [1], что, в свою очередь, может приводить к активации нейтрофилов и макрофагов, вследствие чего в культуре клеток возрастает концентрация активных форм кислорода, способных индуцировать цитогенетические нарушения [3].

Заключение

Таким образом, в данной работе установлено, что хлорид свинца в используемых концентрациях вызывает повышение числа делящихся клеток, а также разнообразные кариопатологические изменения в Т-лимфо​цитах человека. Особо серьезные изменения наблюдаются в культурах клеток, подвергнутых воздействию хлорида свинца и цитохолазина В, влияющего на цитоскелет клетки и вызывающего образование бинуклеаров.
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