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Мечников И. И., уродженец Слобожанщины, стал лауреатом Нобелевской премии в области физиологии и медицины 1908 г. за открытие фагоцитарной теории иммунитета. Во время учебы в Харьковском императорском университете он благодаря талантливым учителям - наставникам получил образование в области естествознания. Его открытия в области иммунологии позволяют сегодня решать проблемы касающиеся этиологии и патогенеза иммунозависимых заболеваний.  

Фагоцитарную активность иммунокомпетентных клеток, как фундаментальную составляющую иммунной защиты организ​ма, в настоящее время считают одним из основных критериев оценки состояния иммунитета. Нарушение фагоцитарных функций приводит к ослаблению всей системы защитных механизмов. Это связано с тем, что эволюционно фагоцитоз является наиболее древним за​щитным приспособлением, на основе которого сфор​мировалась вся система иммунной защиты. Возможно по этой же причине нарушение фагоцитарной реакции лейкоцитов происходит раньше других функциональных сдвигов при действии на организм неблагоприятных факторов. При аутоиммунных нарушениях, в том числе при генерализованной миастении, нарушение барьерной фагоцитарной функции часто приводит к неконтролируемому развитию бактериальной и вирусной инфекции. Оценка этого звена является важной для выбора тактики адресной иммунокоррекции. В работе исследовали завершенность фагоцитоза  у больных с миастенией.
Целое столетие прошло с момента создания фагоцитарной теории, за это время были детально изучены механизмы и стадийность этого процесса. Возможности световой микроскопии позволяют исследовать стадии хемотаксиса, адгезии и эндоцитоза. НСТ-тест используется для оценки ферментативной активности фагоцитов по содержанию активных форм кислорода на стадии образования фагосомы. С помощью иммунофлюоресцентного  метода оценивают экспрессию кластеров дифференцировки CD11+, СD14+,  СD18+. Для классификации активированных фагоцитов используют метод проточной флюориметрии. Все эти методические подходы позволяют оценить эффективность фагоцитоза.   Для оценки фагоцитоза нейтрофильных гранулоцитов, которые завершают процессинг антигена собственным апоптозом, важным является изучение фазы завершения этого процесса по переваривающей способности нейтрофилов и по интенсивности образования апоптических телец.
Материалы и методы исследования. Обследовали 37 пациентов с миастенией и морфо-функциональными изменениями тимуса – гиперплазией и тимомами, которые были распределены на группы в зависимости от клинического фенотипа данного заболевания. Первую группу составило 14 пациента с миастенией без морфо-функциональных изменений тимуса (М), во вторую группу вошли пациенты с миастенией на фоне гиперплазии (МГ) - 9 человек, третья группа -  14 пациентов с тимомами на фоне миастении (МТ). 

Фагоцитарную активность нейтрофилов оценивали по поглощению и элиминации микробных тел с применением метода световой микроскопии, а так же  методом флюоресцентной микроскопии с использованием красителя акрединового оранжевого (АО). Под люминесцентным микроскопом подсчиты​вается в 100 нейтрофилах число поглощенных дрожжей, с измененным спектром люминесценции с зеленой на оран​жево-красную (λmax = 640 нм) относительно дрожжевых клеток не подвергшихся перевариванию и сохранивших зеленую люминесценцию постоянной интенсивности  (λmax = 530 нм). Красная люминесценция, ха​рактерна для активно перевариваемых дрожжей.
Общую окислительно-восстановительную активность нейтрофилов определяли с помощью теста восстановления нитросинеготетразолия (НСТ-тест).
Результаты исследования. Количество фагоцитирующих клеток (фагоцитарный индекс) был достоверно выше контроля во всех исследуемых группах в среднем на 25%, что свидетельствует о напряженности первичного иммунитета в ответ на антигенную стимуляцию. В группе с М максимальное количество клеток вступивших в фагоцитоз составило (82,7± 7,9) %. Об эффективности фагоцитоза судили по переваривающей способности нейтрофилов, которую определяли величиной индекса завершенности (ИЗФ). Данный показатель во всех обследованных группах был ниже контроля. Недостаточность переваривающей способности нейтрофилов может приводить к негативным последствиям, если нейтрофильные гранулоциты с непереваренными антигенами мигрируют в различные ткани организма. Минимальное значение эндоцитоза нейтрофильных гранулоцитов выявили в группе с МТ (1,04 ± 0,21). Используемый нами флюоресцентный краситель акрединовый оранжевый обладает способностью взаимодействовать с ДНК. Зеленое свечение характерно для нативных нуклеиновых кислот связанных с АО, а при связывании данного красителя с денатурированной ДНК и при образовании агрегатов цвет люминесценции меняется на красный. Интенсивность красной люминесценции характеризует различные функциональные стадии активности лизосомальных ферментов нейтрофилов. Переход двуспиральной ДНК в односпиральную характеризует интенсивное переваривание антигена лизосомальными ферментами нейтрофилов, а непереваренные антигены сохраняют зеленую люминесценцию нативной ДНК (фото1а, 1б, 2а, 2б).
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Результаты иммунофлюминесценции совпадают с результатами визуального наблюдения адгезии и эндоцитоза фагоцитирующих нейтрофилов (световая микроскопия), и результатами изучения интенсивности образования активных форм кислорода под действием ферментов нейтрофилов в НСТ-тесте. Низкая переваривающая активность гранулоцитарных нейтрофилов была выявлена у пациентов с МТ (не подвергшиеся перевариванию дрожжи сохраняют нативную форму своей ДНК и, соответственно,  зеленую люминесценцию постоянной интенсивности (фото 1а, фото 2а).

Количество формазанположительных клеток в спонтанном НСТ – тесте было в среднем в 4 раза выше контрольных значений. Максимальное увеличение данного показателя в 4,4 раза наблюдалось в группе с клиническим фенотипом МГ. Выявили достоверное снижение среднего цитохимического коэффициента в спонтанном НСТ – тесте, максимальное снижение наблюдалось в группе М (на 30%) за счет изменения окислительно-восстановительной активности ферментов. Индекс стимуляции был достоверно снижен во всех исследуемых группах в  среднем в 3,5 раза, что свидетельствует о недостаточности НАДФ-Н-оксидазной системы фагоцитов у пациентов с миастенией.

Таким образом, при изучение процессинга антигенов, завершнности фагоцитоза и  функциональной активности ферментов выявили различную степень нарушений барьерной функции фагоцитирующих клеток при различных клинических фенотипах миастении.
