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Проведена полуколичественная оценка содержания гликогена в нейтрофилах свежевыде-
ленного и криоконсервированного лейкоконцентрата, подвергнутого инкубации в среде,
содержащей низкомолекулярную (до 5 кДа) фракцию кордовой крови (0,15 мг/мл). Уста-
новлено, что данная фракция способствовала процессу гликогенолиза в деконсервирован-
ных нейтрофилах, что выражалось в значимом снижении среднего цитохимического
коэффициента. Показано, что эффект низкомолекулярной фракции кордовой крови на
гликогенолиз блокировался ингибитором гликолиза, йодоацетатом нитрия. Полученные
данные раскрывают один из механизмов стимулирующего действия низкомолекулярной
фракции кордовой крови на энергетический обмен клеток лейкоконцентрата.

Ключевые слова: нейтрофилы, криоконсервирование, гликоген, кордовая кровь.

Ранее было установлено, что в лейкоцитах, криоконсервированных под защитой диметил-
ацетамида, несмотря на высокую жизнеспособность по данным суправитального окрашива-
ния, существенно нарушается фагоцитарная активность и соотношение адениловых нукле-
отидов [1, 2]. Инкубация деконсервированных лейкоцитов в реабилитирующей среде с низ-
комолекулярной фракцией (до 5 кДа) из кордовой крови способствовала повышению фаго-
цитарной активности, содержания АТФ и общего аденилатного пула до контрольного уров-
ня [1, 2]. Исследование механизма стимулирующего действия низкомолекулярной фракции
кордовой крови на фагоцитарную активность и энергетический обмен лейкоцитов человека
показало, что это происходит благодаря активации системы транспорта глюкозы и реакций
гликолиза [1]. Предполагалось, что еще одним из возможных механизмов стимулирующе-
го действия низкомолекулярной фракции кордовой крови является ее влияние на процесс
гликогенолиза, вследствие чего увеличивается количество глюкозы в клетке, доступной для
гликолитического пути образования АТФ. В связи с вышеизложенным цель исследования
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заключалась в изучении влияния низкомолекулярной фракции кордовой крови на процесс
гликогенолиза в нативных и деконсервированных лейкоцитах донорской крови человека.

Материалы и методы. Объектом для исследования был концентрат лейкоцитов, по-
лученный из донорской крови человека методом седиментации эритроцитов декстраном
(препарат “Полиглюкин”, Биохим, РФ) [3]. Полученный лейкоконцентрат криоконсервиро-
вали под защитой диметилацетамида (ДМАц) в конечной концентрации 5% в режиме трех-
этапного медленного охлаждения, после чего контейнеры с клетками (2 · 107 клеток/мл)
погружали в жидкий азот (−196 ◦С) [2]. Отогревали суспензию на водяной бане при 38 ◦С
и отмывали посредством центрифугирования в растворе, не содержащем глюкозы.

Низкомолекулярную фракцию (молекулярная масса компонентов не более 5 кДа) выде-
ляли из цельной кордовой крови (ФКК) крупного рогатого скота методом ультрафильтра-
ции [4] с использованием мембранного модуля фирмы “Sartorius” (Германия). После ультра-
фильтрации ФКК лиофилизировали [5] и затем хранили при −80 ◦С. В среду инкубации
лейкоцитов ФКК вносили в количестве 0,15 мг/мл.

Гликоген в цитоплазме нейтрофилов лейкоконцентрата крови человека выявляли ци-
тохимическим методом по принципу А.Л. Шабадаша с применением реактива Шиф-
фа (PAS-реакция) (“Merck”, Германия) [6, с. 115–117]. Количество гликогена определяли
полуколичественным методом, с вычислением среднего цитохимического коэффициента
(СЦК) [7]. СЦК рассчитывали по Kaplow [6, с. 115–117]: СЦК = (3A+2B+C)/100, где A —
количество клеток с резко положительной окраской, B — количество клеток с окраской
средней интенсивности, C — количество клеток со слабоположительной и/или отрицатель-
ной окраской. Для ингибирования гликолиза использовали йодоацетат натрия в конечной
концентрации 1 мМ [8].

Результаты и обсуждение. Известно, что в энергетическом метаболизме клеток лей-
коцитарного ряда важная роль принадлежит обмену гликогена, который используется кле-
тками как энергетический субстрат, особенно это относится к фагоцитирующим типам лей-
коцитов, которые выполняют свои функции в условиях острой гипоксии в тканях, поддер-
живая при этом высокий уровень метаболизма [9]. Потребность лейкоцитов в создании боль-
ших запасов гликогена связана прежде всего с тем, что в условиях стимуляции имеет место
резкое увеличение энергетических трат клеток [10]. Согласно данным литературы, в случае
нарушения способности этих клеток к созданию запасов и хранению гликогена возникают
ограничения подвижности, нарушения хемотаксиса и мобилизации кальция, уменьшение
интенсивности респираторного взрыва и фагоцитарной активности [11, 12].

Показано, что в мазках периферической крови гликоген локализуется преимущественно
в цитоплазме нейтрофилов, незначительными его запасами располагают также моноциты
и лимфоциты, и сравнительно мало PAS-положительного материала в базофилах и эо-
зинофилах [6]. В связи с этим для исследования были выбраны именно нейтрофильные
гранулоциты. Согласно полученным результатам, свежевыделенные клетки в большом ко-
личестве содержат PAS-положительный материал в виде гликогена, который равномерно
или в виде блоков и гранул заполняет всю цитоплазму, что на рис. 1, а прослеживается как
ярко выраженное вишнево-фиолетовое окрашивание. При этом СЦК составлял 2,139± 0,01
отн. ед. (рис. 2), что соответствует норме (2,09–2,99 отн. ед. [13, с. 60–62]).

Дальнейшая инкубация клеток в течение 1 ч в безглюкозной среде не приводила к види-
мым изменениям количества гликогена в цитоплазме, соответственно, не отмечено и изме-
нений СЦК, который в данном случае составлял 1,98±0,02 отн. ед. Добавление ФКК в сре-
ду инкубации лейкоцитов, находящихся в состоянии покоя (без фагоцитоза), не влияло на
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Рис. 1. Микрофотографии нейтрофилов в суспензии лейкоцитов до и после криоконсервирования: а — све-
жевыделенные клетки; б — 1 ч инкубации свежевыделенных клеток в условиях фагоцитоза с ФКК; в —
нейтрофилы деконсервированной суспензии лейкоцитов; г — нейтрофилы деконсервированной суспензии
лейкоцитов через 1 ч инкубации в условиях фагоцитоза с ФКК. Окрашивание по методу Шабадаша с при-
менением реактива Шиффа. Ув.: об. 100; иммерсия



Рис. 2. Содержание гликогена в нейтрофилах лейкоконцентрата донорской крови человека до криоконсер-
вирования в зависимости от состава среды инкубации

исследуемый показатель. Как свидетельствуют полученные данные (см. рис. 2), актива-
ция свежевыделенных клеток путем добавления суспезии Staphylococcus aureus в заданных
условиях не способствовало гликогенолизу (СЦК = 1,9 ± 0,02 отн. ед.), внесение ФКК
в данную систему также значимо не влияло на количество PAS-положительного материала
(СЦК = 1,75 ± 0,02 отн. ед.) (см. рис. 1, б ).

Анализируя результаты исследования можно сделать вывод о том, что свежевыделенные
нейтрофилы не нуждаются в изъятии цитоплазматических запасов гликогена в заданных
условиях, по крайней мере, на протяжении 1 ч инкубации. В то же время совершенно иная
картина наблюдалась при исследовании содержания гликогена в нейтрофилах лейкоконцен-
трата, который был криоконсервирован под защитой 5%-го ДМАц (см. рис. 1, в, г и рис. 3).
При этом прединкубация свежевыделенных лейкоцитов с криопротектором и дальнейшее
его удаление посредством отмывки не оказывали влияния на исследуемый показатель ней-
трофилов (см. рис. 2).

Количество гликогена в нейтрофилах деконсервированного лейкоконцентрата непосред-
ственно после оттаивания также оставалось неизменным по сравнению со свежевыделен-
ными клетками: СЦК составлял 1,93±0,018 и 2,139±0,01 отн. ед. соответственно (рис. 1, а, в
и рис. 3), что согласуется с данными литературы [14]. Однако после 1 ч инкубации в усло-
виях покоя мы наблюдали статистически значимое снижение СЦК (1,73 ± 0,01 отн. ед.),
что при исследовании окрашенных препаратов выражалось в уменьшении интенсивности
окраски цитоплазмы (см. рис. 3). Внесение ФКК в среду инкубации клеток способствовало
снижению СЦК до 1,61 ± 0,017 отн. ед. (см. рис. 3).

В условиях фагоцитоза нейтрофилы деконсервированного лейкоконцентрата, в отличие
от свежевыделенных клеток, активно использовали запасы гликогена, о чем свидетельст-
вует изменение интенсивности и характера окраски цитоплазмы, а также значимое умень-
шение СЦК до 1,66 ± 0,007 отн. ед. (см. рис. 3).

Наибольшее снижение СЦК в рамках данного исследования (до 1,31 ± 0,005 отн. ед.)
наблюдалось при добавлении ФКК к фагоцитирующим деконсервированным клеткам. Как
видно из рис. 1, г, интенсивность окраски цитоплазмы уменьшилась, отсутствуют скопле-
ния гликогена в виде блоков, в препаратах регулярно встречаются нейтрофилы с полным
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Рис. 3. Содержание гликогена в нейтрофилах лейкоконцентрата донорской крови человека после криокон-
сервирования в зависимости от состава среды инкубации.
Отличия показателей статистически значимы (p < 0,05): ∗ — по сравнению с контролем после оттаивания;
∗∗ — по сравнению с контролем в условиях покоя; # — по сравнению с контролем в условиях фагоцитоза;
+ — по сравнению с вариантом с ФКК в условиях покоя; − — по сравнению с вариантом с ФКК в условиях
фагоцитоза

отсутствием PAS-положительного материала в цитоплазме. Это свидетельствует о том, что
ФКК в условиях активации фагоцитов, имеющих нарушения метаболизма вследствие кри-
оконсервирования, способствует мобилизации цитоплазматических запасов гликогена, тем
самым удовлетворяя потребность клеток в глюкозе, которая, по всей видимости, использует-
ся для продукции энергии в ходе реакций гликолиза. Для подтверждения данного предпо-
ложения нами был использован ингибиторный анализ с применением йодоацетата натрия,
блокирующего один из ключевых энзимов гликолиза [8]. Внесение йодоацетата натрия в сре-
ду инкубации активированных деконсервированных клеток способствовало сохранению за-
пасов гликогена в их цитоплазме — интенсивность окрашивания соответствовала контролю,
а СЦК составлял 2,09±0,02 отн. ед. (см. рис. 3). В присутствии ФКК блокирующее влияние
ингибитора сохранялось, интенсивность окраски цитоплазмы и СЦК (2,05± 0,029 отн. ед.)
не изменялись по сравнению с исходными показателями.

Таким образом, полученные результаты подтверждают, что внесение ФКК в среду инку-
бации способствует гликогенолизу в деконсервированных нейтрофилах. Глюкоза, высвобо-
дившаяся в процессе гликогенолиза, используется в реакциях гликолиза для дальнейшего
образования АТФ.
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О.К. Гулевський, Ю.С. Ахатова

Стимулюючий вплив низькомолекулярної фракцiї (до 5 кДа)
кордової кровi на глiкогенолiз у нейтрофiлах лейкоконцентрату
донорської кровi людини

Iнститут проблем крiобiологiї i крiомедицини НАН України, Харкiв

Проведено напiвкiлькiсну оцiнку вмiсту глiкогену в нейтрофiлах свiжовидiленого та крiо-
консервованого лейкоконцентрату, пiдданого iнкубацiї в середовищi, що мiстить низькомо-
лекулярну (до 5 кДа) фракцiю кордової кровi (0,15 мг/мл). Встановлено, що дана фракцiя
сприяла процесу глiкогенолiзу в деконсервованих нейтрофiлах, що виявилося в значущому
зменшеннi середнього цитохiмiчного коефiцiєнта. Показано, що ефект низькомолекулярної
фракцiї кордової кровi на глiкогенолiз блокувався iнгiбiтором глiколiзу, йодоацетатом нат-
рiю. Отриманi данi розкривають один з механiзмiв стимулюючої дiї низькомолекулярної
фракцiї кордової кровi на енергетичний обмiн клiтин лейкоконцентрату.

Ключовi слова: нейтрофiли, крiоконсервування, глiкоген, кордова кров.

O.K. Gulevskyy, Yu. S. Akhatova

Stimulating effect of a low-molecular fraction (below 5 kDa) from cord
blood on glycogenolysis in neutrophils of human donor blood
leukoconcentrate

Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine of the NAS of Ukraine, Kharkiv

A semiquantitative evaluation of the glycogen content in neutrophils of freshly isolated and cryo-
preserved leukoconcentrates subjected to the incubation in a medium containing a low-molecular
fraction (below 5 kD) from cord blood (0.15 mg/ml) is performed. It is found that the fraction
contributed to glycogenolysis in cryopreserved neutrophils, which is manifested as a significant
reduction in the mean cytochemical coefficient. It is shown that the effect of the low-molecular
fraction from cord blood on glycogenolysis is blocked by a glycolysis inhibitor, sodium iodoacetate.
The obtained data reveal a mechanism of the stimulating effect of the low-molecular fraction from
cord blood on the energy metabolism of leukoconcentrate cells.

Keywords: neutrophils, cryopreservation, glycogen, cord blood.
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