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Часть 1. Системная морфологическая характеристика БАЛ

Введение


Руководство посвящено морфологическому исследованию клеток бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ). Данные о клеточном профиле БАЛ приобрели большое значение в случае исследования хронических заболеваний легких и в эксперименте (3, 4, 6, 9, 16, 47, 93, 132). Бронхоальвеолярная цитограмма результат объединения количественных (абсолютных и парциальных) значений клеточных популяций жидкости бронхоальвеолярного лаважа (БАЛЖ). В последнее время ряд авторов рассматривает интегральную оценку бронхоальвеолярной цитограммы, как морфологический подход к исследованию клеток легких (8,90,91,92,103,104). Однако механизм обнаруженных авторами при системном анализе закономерностей клеточного профиля БАЛЖ, остается недостаточно изученным. Поэтому, закономерен интерес к математическим подходам суммации результатов цитологического анализа легких. 
В руководстве представлены оригинальные подходы к методам исследования клеток БАЛ. Первая часть, руководства посвящена системному анализу бронхоальвеолярной цитограммы. В этой части работы подтверждаются данные других авторов о высокой информативности цитоморфологического исследования БАЛ (9, 32, 62, 65, 151,153). В работе отражены системные механизмы поддержания баланса клеточного профиля гистогематических барьеров. Обнаруженные закономерности являются структурно - функциональным обоснованием для создания критериев, в которых формула клеточного профиля БАЛ представлена в виде математического уравнения. Исследование показывает, что системный морфологический анализ парциального состава клеток БАЛЖ пациентов с хроническими обструктивными заболеваниями легких (ХОБЛ), бронхиальной астмой (БА) и экспериментальных животных, является подходом к оценке состояния клеточных мембран. По этому, интегральная оценка спектра клеток БАЛ имеет особую ценность при исследовании современных методов лечения заболеваний легких с помощью слабого излучения квантовых генераторов и фармакологических препаратов, которые являются ловушками для свободных радикалов кислорода- антиоксидантного ряда или мембраномодуляторов. 

Во второй части, руководства дана описательная морфологическая картина препаратов БАЛ. Обнаруженные особенности строения клеток БАЛ представлены в виде атласа. (Вторая часть прилагается в виде лазерного диска).

Материалы и объект исследования клеточного состава БАЛ
Исследование велось на базе центральной научно-исследовательской лаборатории Амурской государственной академии (заведующий профессор д.м.н. С.С. Целуйко), Амурской областной больницы и 1 муниципальной больницы в отделении эндоскопии (заведующая отделением к.м.н. С.И. Ткачева). Все цитологические исследования препаратов бронхоальвеолярного лаважа, компьютерная морфометрия клеток, системный анализ результатов работы  выполнены лично с.н.с., к.м.н. С.В. Зиновьевым. Полутонкие и ультратонкие срезы БАЛ изготавливала ассистент кафедры гистологии В.С. Козлова. Часть электроннограмм была получена с помощью доцента, к.м.н. А.П. Надеева и Академика РАМН, профессора, д.м.н., В. А Шкурупия (Новосибирская государственная медицинская академия). Экспериментальные исследования проходили в рамках комплексной научной программы АГМА. Под руководством профессора, д.м.н. В.А. Доровских, профессора, д.м.н. Е.А. Бородина, профессора, д.м.н. С.С. Целуйко.

Изученный нами материал извлекался по оригинальным методикам C.И. Ткачевой ( 1998 г. ) и Г.Ф. Паламарчук (1998 г.). По своим свойствам он идентичен так называемому бронхоальвеолярному смыву. Это название дано первой порции бронхоальвеолярного лаважа проводимого согласно рекомендациям Европейского общества пульмонологов. С его помощью извлекается секрет , скопившийся в бронхиальном дереве пациентов с ХОБЛ. 

Мы исследовали бронхолаважную жидкость у 300 больных с бронхиальной астмой (БА) и у 100 пациентов с пациентов с хроническими облитерирующими заболеваниями легких (ХОБЛ). Среди пациентов было 120 мужчин и 120 женщин с бронхиальной астмой. С хроническим обструктивным бронхитом исследовано 50 мужчин и 50 женщин. Средний возраст пациентов с бронхиальной астмой составлял 40+3лет. Средний возраст пациентов с хроническим бронхитом 42+4года.

Мы изучили клетки бронхоальвеолярного лаважа у 130 пациентов с эндогенной и у 110 пациентов с комбинированной (эндогенная и экзогенная) бронхиальной астмой, среди них с тяжелым течением было 60 человек, а со средним течением 80 человек. У 40 человек клеточный состав БАЛ изучался в динамике до и после лечения.

Эксперименты выполнены на лабораторных животных (беспородных крысах) . Животные были разделены на 6 групп: 1 группа - интактные; 2 группа - животные, которым облучали грудную клетку инфракрасным лазером; 3 группа - подвергавшиеся  воздействию холода ( при температуре - 15o С, в течение 10 дней, 3 часа ежедневно); 4- группа- животные, которым перед охлаждением облучали грудную клетку инфракрасным лазером; -5 группа- животные, которым перед охлаждением вводили антиоксидант эмоксипин, причем в 6 группе- в комплексе с облучением грудной клетки инфракрасным лазером. Изучены 30 случаев кратковременных культур бронхоальвеолярных смывов легких крыс. В работе использовались полупроводниковые лазеры "Agnis L01", "Мустанг" модель 026 (Россия) с излучающей головкой МЛО2В.

Методологические особенности получения БАЛЖ, 

изготовления препаратов и подсчета клеточного профиля в БАЛ.

 Методика получения БАЛЖ у пациентов с ХОБЛ

У пациентов с ХОБЛ бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ) исследовали в период обострения. Процедуры начинали с введения 10 мл теплого физиологического раствора в субсегментарный бронх средней доли правого легкого при эндоскопическом исследовании по оригинальной методике. Известно, что у здорового человека обратно возвращается по различным данным от 40% до 60% от объема введенной жидкости. В случае развития заболеваний легких количество полученной жидкости бронхоальвеолярного лаважа уменьшается до 13-40% от исходного объема. Объем полученного материала колебался от 0,5 мл до 7 мл, в среднем составлял 3,3 мл+0,31, то есть в среднем составлял около 33% от введенного объема. При изучении абсолютного количества клеток в бронхолаважной жидкости, мы обратили внимание на разницу в расчете этого показателя, которая исходит из литературы. Часть авторов используют понятие общей концентрация клеток в единице объема ( 36 ). Другие исследуют так называемые тотальные клетки, под этим понятием подразумевают все количество клеток вымытых из легких (151). Мы выражали этот показатель как число клеток умноженное на 106 в 1 мл БАЛ. У нас сложилось твердое мнение, что количество полученного материала четко коррелирует с его прозрачностью, цветом, наличием взвешенных структур, консистенцией, фильтруемости и следовательно отражает нюансы морфофункционального состояния органов дыхания. На основе визуального наблюдения мы выделили 3 основных типа бронхоальвеолярного лаважа. Выделенные  типы бронхолаважной жидкости по своему макроскопическому характеру соответствуют так называемым физическим свойствам мокроты слизистой, слизисто-гнойной, серозной и т.д. Физико-химические свойства БАЛЖ оказывает существенное влияние на методы изготовления препаратов и подсчета клеток в препаратах.

 Особенности морфологической идентификации клеток в БАЛ

Для морфологической идентификация клеток, с целью построения бронхоальвеолярной цитограммы, мы использовали руководство А.С. Петровой 1985, атласа М.Г. Абрамова 1979,  руководство Н.Е. Базарновой 1980, справочник Е.А.Коста 1975. В исследуемых препаратах БАЛ обнаруживаются эритроциты, сгустки фибрина и микроорганизмы, макрофаги, лимфоциты, нейтрофильные гранулоциты, эозинофильные гранулоциты, клетки бронхиального эпителия. У экспериментальных животных основные клеточные параметры бронхоальвеолярного смыва схожи по своему составу с профилем бронхоальвеолярной цитограммы, обнаруживаемой нами у людей.

При светооптическом исследовании для цитоморфологической картины БАЛ в клинике и эксперименте для большей части характерны неспецифические признаки «повышенной готовности» к дестабилизации клеточных структур. Это существенно затрудняет идентификацию клеточных элементов в препаратах БАЛЖ. Поэтому мы не включили в бронхоальвеолярную цитограмму: альвеолоциты, секреторные клетки бронхиол, клетки Клара, нейроэндокринные клетки, мастоциты.

Изменение структуры клеток в бронхолаважной жидкости может быть вызвано "естественными" - физиологическими причинами. Особенности строения клеток могут быть обусловлены и самой инстиляцией солевого раствора в легкие. В клиническом материале строение клеток, содержащихся БАЛ, в первую очередь отражает физиологические причины, которые вызывают развитие заболевания. Процедура инстиляции солевых растворов является травмой для легочных клеток лабораторных животных. Деструкция части клеток в жидкости БАЛ в таком случае позволяет моделировать условия очагов повреждения в условиях in vitro.

В то же, время при экспериментальном внешнем воздействии отмеченные морфологические особенности клеточных элементов обусловлены преимущественно внешними экспериментальными факторами. Повреждение клеток может быть вызвано токсинами микроорганизмов, которые в большом количестве присутствуют в БАЛ. При световой и электронной микроскопии обнаружено, что видоизменение строения клеток в БАЛ имеет морфобиохимическую основу, заложенную прежде всего в неспецифической дестабилизации мембранных компартментов. Морфофункциональными проявлениями модификации мембран является фагоцитоз, сохранение движения клеток в препаратах, адгезия к стеклу, активация лизосом, инволюция митохондрий, реорганизация эндоплазматической сети и ядерной мембраны и т.д. Поэтому, нами во второй части руководства подчеркнуты наиболее важные моменты цитологической и субмикроскопической клеток БАЛ ( представлены на лазерном диске). В этом разделе руководства представлены оригинальные подходы к идентификации клеток. Описательная цитоморфологическая картина препаратов БАЛ из клинического и экспериментального материала отражена на 97 микрофотографиях. Данные, представленные во второй, части можно использовать в качестве справочника - атласа по дифференцировке клеток БАЛ. 

Методика изготовления препаратов БАЛ у пациентов ХОБЛ и БА.

Для получения мазков проводилась фильтрация БАЛЖ через капроновую сетку (для этого можно приспособить капроновый чулок). Пассируя материал пипеткой, механически отделяют клетки от слизи 2-3 раза, так как ввиду высокой вязкости, смыв с трудом проникает через капроновую сеть. Затем БАЛ центрифугировали в течение 15 минут при 1500 об/мин, осторожно пипеткой забирали надосадочную жидкость, оставляя 0,3 мл в пробирке, остаток смешивали до получения гомогенной взвеси клеток после чего клеточную взвесь наносили на предметные стекла. Мазки помещались в эксикатор, где фиксировались в парах формалина в течение 15 минут. Материал окрашивался по Романовскому - Гимза. В мазках подсчитывали процентное содержание макрофагов, лимфоцитов, сегментоядерных лейкоцитов, эпителиоцитов. Перед количественной оценкой процентного содержания желательно составить предварительное впечатление о морфологическом составе БАЛ, так как  на изготовление мазка существенно влияют физико-химические свойства и клеточность извлекаемого из легких материала. Для этого необходимо просмотреть препарат по всем секторам мазка. Абсолютное содержание клеток в БАЛ животных подсчитывали в камере Горяева. Окраску производили по Романовскому-Гимза. Микроскопия препаратов осуществлялась с помощью иммерсионного объектива, рекомендуемое увеличение 90*7.  Подсчет клеточных элементов проводили на 200 клеток, по всей площади мазка подсчитываются хорошо сохраненные клеточные элементы. 

Методика изготовления препаратов БАЛ у экспериментальных животных.

Животное усыпляют путем внутримышечного введения 0,5 мл 1% калипсола. Скальпелем рассекают кожные покровы. Вскрывают грудную клетку вдоль грудины. Затем ножницами отделяют трахею от подлежащих тканей и отсекают её от гортани. Через трахею шприцем  промывают легкие 5 мл холодной среды 199. Для получения мазков БАЛЖ центрифугировали в течение 15 минут при 1500 об/мин, осторожно пипеткой забирали надосадочную жидкость, оставляя 0,3 мл в пробирке, остаток смешивали с 0,1 мл сыворотки крови исследуемого животного ( у людей эта процедура исключалась), после чего клеточную взвесь наносили на предметные стекла. Мазки БАЛ экспериментальных животных фиксировались в парах формалина в течение 15 минут,. Материал окрашивался по Романовскому - Гимза. 

 Получение полутонких срезов клеток БАЛ

Через трахею шприцем  промывают легкие 5 мл холодной среды Олсвера. Бронхоальвеолярную жидкость центрифугируют при 3000 об/мин в течение 10-15 минут для получения осадка клеток. После центрифугирования в пробирке остается осадок. Забирают из центрифужной пробирки 4,95 мл среды Олсвера. Осадок ресуспендируют в оставшейся жидкости (0,05 мл ). Для формирования сгустка 0,05 мл модифицированной культуральной среды Олсвера с клетками  извлеченных из легких путем промывания смешивают с помощью шприца 0,05 мл стабилизированной плазмы и добавляют 0,005 мл 2% paствора хлористого кальция. Формирование сгустка происходит в течение 5-7 мин. Бритвой фибриновый сгусток с клетками разрезается на мелкие кусочки. Полученный материал фиксировали 1 час в 2,5% глутаральдегиде на 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4. Затем образцы материала помещали в 1% раствор тетраоксиде-осмиевой кислоты на 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4 на 1,5 часа. обезвоживали в спиртах восходящей концентрации 50%, 60%, 70%, 80%, 96%, 100%  по 10 минут и двух сменах абсолютного спирта, по 10 минут по стандартной методике ( Гайер ). После проводки образцы заливали в смесь эпона и аралдита. Полимеризация проводилась при температуре +60 С  на протяжении 72 часов. Затем получали полутонкие и ультратонкие срезы на ультрамикротоме LKB-NOVA/. Полутонкие срезы окрашивали метиленовым синим.

Методика получения ультратонких срезов

У экспериментальных животных по оригинальной методике забирали БАЛ. Полученный материал помещали в центрифужную пробирку фиксировали 1 час в 2,5% глутаральдегиде на 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4., Затем образцы материала помещали в 1% раствор тетраоксиде - осмиевой кислоты на 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4 на 1,5 часа, обезвоживали в спиртах восходящей концентрации 50%, 60%, 70%, 80%, 96%, 100% по 10 минут и двух сменах, абсолютного спирта по 10 минут по стандартной методике ( Гайер ). Затем осаждали в центрифужной пробирке на гель агарозы с помощью центрифугирования при 800 оборотах в минуту. В качестве гелеобразующего субстрата используется агар-смесь агарозы. Формирование геля происходит температуре 40-45°С. После проводки обрацзы заливали в смесь эпона и аралдита. Полимеризация проводилась при температуре +60 С  на протяжении 72 часов. Затем получали полутонкие и ультратонкие срезы на ультрамикротом LKB-NOVA/. Ультратонкие срезы контрастировались насыщенным спиртовым раствором уранилацетата и цитрата свинца. 

Метод оценки степени повреждения клеток  in vitro 

Сущность метода состоит в следующем. Животное усыпляют путем внутримышечного введения 0,5 мл 1% калипсола. Через трахею, затем шприцем  промывают легкие 5 мл холодной среды 199 содержащий 10% сыворотку крупного рогатого скота и антибиотики. В камере Горяева, подсчитывают количество клеток, извлеченных из легких. Бронхоальвеолярную жидкость ( в среднем 3,6 мл) делим на 18 равных частей по 0,2 мл в каждой, которые помещаются в микрокамеры. В каждой  микрокамере должно содержаться 20-40 103 клеток. Микрокамера представляет из себя пластиковую пробирку с отпиленным дном, высотою- 20 мм, диаметром- 8 мм, толщина- стенки 1мм, диаметр просвета- 6 мм. Для изготовления микрокамер мы использовали полистирольные кюветы, прилагаемые к гемокоагулометру CGL 2110. Микрокамеры по 3 штуки приклеивают эпоксидным клеем (марка "Эпокси - Просвет" произведенный А.О. "АНЛЕС", Санкт-Петербург, лишен токсических свойств) на предметное стекло. После заполнения суспензией  клеток, микрокамеры закрывают конической резиновой пробкой, которые смазаны стерильным вазелином. Перед инкубацией микрокамеры с бронхоальвеолярной жидкостью центрифугируют в течение 5 минут 800 оборотов в центрифуге ОПН 3 или ОПН в специальной приставке- платформе к горизонтальному ротору (3). После осаждения клеток, и получения монослоя клеток. После инкубации (в термостате, 3 часа, при 37О С ), клетки пригодны для дальнейшего исследования. Пробирка легко отламываются в месте соединения с предметным стеклом. С поверхности препарата, фильтровальной бумагой удаляются остатки питательной жидкости, затем он сушится на воздухе. Клетки фиксируются в парах формалина, окрашиваются цитологическими красителями, или проводятся цитохимические реакции. Предложенный микрометод культивирования клеток на предметном стекле мы использовали для изучения  альвеолярных макрофагов белых крыс. Фотосъемка парафиновых и полутонких срезов проводилась на микроскопе "Miсоrophot FXA" (Nikon Япония). Исследование и фотографирование проводилось на просвечивающем  электронном микроскопе ПЭМ 100, JEM-100CX II (Jeol Япония).

Методика системного анализа 

Результаты цитологического исследования заносились в электронные таблицы автоматизированной базы данных  "Диспансеризация"  Института физиологии и патологии дыхания, Благовещенск 1992. Основным методом статистической оценки различия между двумя группами исследования и принятия решения о принадлежности этих групп к одной генеральной совокупности служили:1) t -критерий Стьюдента, 2) F- критерий Фишера, 3) многомерный системный анализ, осуществляемый с помощью методов распознавания образов. Методом распознавания образов служил пошаговый дискриминантный анализ, с помощью которого решалась задача поиска оптимальной точки, разделяющей пространство признаков. 

Метод компьютерной цитометрической оценки БАЛ

Высокий полиморфизм клеток БАЛ существенно затрудняет цитоморфологическую характеристику клеток. Поэтому, с целью объективизации изменения структурной организации клеток в БАЛ, мы использовали метод компьютерной морфометрии.

Компьютерная цитометрия проводилась по оригинальной методике разработанной коллективом ЦНИЛ АГМА (Целуйко С.С., Прокопенко А.В. 2001 г.). Для непосредственной морфометрии микроскопических препаратов применялась самостоятельно составленная установка из отечественного микроскопа "Биолам", рисовально -проекционного аппарата РА-7 и персонального компьютера с манипулятором, оснащенным светящимся маркёром и морфометрическим программным обеспечением "Морфометр". При работе на морфометрической установке  измерениям подвергались структуры на мазках бронхоальвеолярного лаважа. Изображение световым маркером манипулятора "мышь" с помощью рисовально-проекционного аппарата проецировался на изображение препарата в поле зрения светового микроскопа, где манипулятором обводились измеряемые структуры. Для того, чтобы все измеренные морфометрические показатели выражали свою реальную величину, проводилась предварительная калибровка аппарата с помощью шкалы объекта-микрометра.

 МОРФОМЕТР- система обработки и анализа изображений.(создатели программы Кудлаев А. А., Наянов ​О. Ю., Филиппов ​А.Н. - Московский государственный университет геодезии, астрономии и картографии).  В сочетании с любым микроскопом позволяет с выводом изображения  на  экран персонального  компьютера провести количественный анализ изображения по разнообразным параметрам и условиям,  определяемым оператором. Программа позволяет при помощи интерактивной обработки выделить интересующие объекты на изображении и получить линейные, площадные или стереологические их характеристики. Линейные характеристики:  длина ломаной, радиус кривизны, угловые измерения. Площадные характеристики: периметр, площадь, ориентация, проекции на оси X и Y, длина максимальной и минимальной осей. Коэффициент формы: элонгация = Длина/Ширина; Компактность=Периметр/2* Максимальная длина; Квадратичность = Периметр/ 4*Минимальная длина; Сферичность= 4*( *Площадь/Периметр; Округлость= 2*Площадь/Периметр.  Программой предусмотрена также возможность сортировки  объектов по  перечисленным  выше признакам с целью распознавания и подсчёта их отдельных видов. Проводится статистическая  обработка  количественных  данных в морфологическом исследовании. Можно получать одномерную и двумерную гистограммы по выбранным компонентам и  параметрам  измерений, оценку параметров нормального распределения и оценку точности измерений. Данные представляются в графической и табличной форме.( Целуйко С.С., Луценко М.Т., 1991г., Непомнящих​ Л.М., Лушникова ​Е.Л.,  Колесникова​ Л.В. и др. 1984г.; Павлидис Т. 1986.; Генкин  В.Л., Ерош И.Л., Москалев и др. 1988). 

Диагностическая ценность клеточных маркеров бронхоальвеолярной цитограммы у экспериментальных животных и у пациентов с ХОБЛ и БА.

Цитологическое исследование БАЛ является одним из наиболее информативных методов исследования клеток, входящих в состав гистогематических барьеров, мокроты, гранулем, злокачественных опухолей (6,97,104). Цитологический анализ бронхоальвеолярного лаважа включает в себя: подсчет парциального и абсолютного содержания клеточных элементов в препаратах, и в единице объема жидкости (48, 90, 93, 70, 71). Парциальный состав клеток БАЛ и мокроты представлен удельными или абсолютными количественными значениями альвеолярных  макрофагов, лимфоцитов,  нейтрофилами, эозинофилами, цилиндрическим бронхиальным эпителием и другими редко встречающимися клетками (таблица №1). 

Бронхоальвеолярная цитограмма является ценным способом обнаружения биологических маркеров большинства известных заболеваний легких. Такой подход приобрел актуальность в свете недавно появившегося учения о маркерах заболеваний. Эта тема стала активно обсуждаться в 90-е годы при самых разнообразных заболеваниях и патологических процессах. Потребовалось проведение специального симпозиума по уточнению смысловой части биомаркер. В национальную медицинскую библиотеку США (1996 год) было внесено следующее определение - биомаркер количественно определяемый  биологический параметр, который может быть использован для характеристики здоровья, физиологических процессов, факторов риска болезни и т.д. В настоящее время были обнаружены биологические маркеры для большого количество заболеваний, в частности для хронических обструктивных болезней легких и для бронхиальной астмы ( 88 ). 

Таблица №1 

 Клеточный состав бронхоальвеолярного лаважа у пациентов с ХОБЛ и БА.
	Название

показателя:
	1 группа:

ХОБЛ.
	2 группа:

Эндогенная БА.
	3 группа. Ком-

бинированная БА.

	Объем БАЛ ( в мл ).
	1,5+0,46 1-2 гр. **
	3,81+ 0,38
	2,6+ 0,29 2 - 3 гр. *

	Цитоз макрофагов в106
	0,36+0,08 1- 2 гр.**
	0,16+ 0,03
	0,4+ 0,07 2-3 гр.**

	Цитоз лимфоцитов в 106
	0,08+0,02 1-2 гр.**
	0,02+ 0,01
	0,07+ 0,02 2-3**

	% содержание макрофагов
	30,0+5,5
	40,0+4,5
	40,1+3,9

	% содержание эозинофилов
	2,6+ 0,9 1-3 гр.***
	32,0+ 5,5 1-2 гр.***
	15,9+ 3,4 2-3 гр.*

	% содержание лимфоцитов
	9,2 +1,5 1-2 гр.***
	1,7 + 2,4
	5,6 + 0,9 2- 3 гр.***

	% содержание нейтрофилов
	45,0 + 7,6
	4,3 + 2,1 1- 2 гр.***
	7,9+2,4 1-3 гр.***

	% содержание эпителия
	13,1+ 5,0
	22,0+ 3,6
	29,8+ 4,6 1- 3 гр.*


*p<0,05 показывает достоверность различий между группами. **p<0,01 показывает достоверность различий между группами. ***p<0,001 показывает достоверность различий между группами.

Сравнительный анализ содержания типов клеток в бронхоальвеолярном лаваже при бронхиальной астме и ХОБЛ  обладает высокой информативностью в аспекте изучения патогенетической направленности процесса в легких. Наши результаты исследования бронхоальвеолярного лаважа в случае ХОБЛ и эндогенной БА и комбинированной БА  представлены в таблице № 1. 

Учитывая важность холодового экологического фактора в развитии заболеваний легких в Дальневосточном регионе, были проведены эксперименты по изучению бронхоальвеолярного лаважа у экспериментальных групп животных (145, 150, 37, 38, 146, 147 ). Авторами была доказана диагностическая ценность БАЛ, как метода экспериментальной оценки структурного состояния органов дыхания при действии низкой температуры атмосферного воздуха. Мы уточнили эти данные с помощью более совершенных методов исследования БАЛ (27, 29, 31). Результаты цитологического исследования бронхоальвеолярного лаважа животных представлены в таблице №2. 

Таблица №2

Клеточный состав БАЛ животных 

	Название группы
	Контроль
	Холод 10 дней

	Тотальные клетки
	
	0,66+0,05
	1,68+0,22*

	Макрофаги
	%
Т.
	47,3+4,6

0,32+0,05
	48,5+8,37

0,85+0,21*

	Лимфоциты
	%

Т.
	31,6+5,85

0,20+0,03
	17,8+3,47*
0,31+0,07

	Гранулоциты
	%

Т.
	10,92+6,4
0,08+0,05
	17,57+0,8

0,32+0,15*F

	Эпителий 


	%

Т.
	9,9+3,9

0,07+0,03
	15,83+1,5

0,19+0,10*F


* p< 0,05 показывает достоверность различий между группами. F - F критерий Фишера. Тотальные клетки - абсолютное количество клеток, извлеченных из легких , измеряется в 106 в 1 мл БАЛ. Т.- тотальное содержание клеточной популяции.

У экспериментальных животных клеточные параметры БАЛ схожи по своему составу с профилем бронхоальвеолярной цитограммы обнаруживаемой нами у людей. Это подтверждается в других совместных наших исследованиях (73.) При изучении бронхоальвеолярного лаважа экспериментальных животных, подвергнутых действию низких температур в течение десяти дней, наблюдается характерная цитологическая картина мобилизации защитных реакций органов дыхания (таблица № 2). Высокая клеточность БАЛ данной группы животных результат активной десквамации эпителиальных клеток, активной миграции на поверхность легких нейтрофильных гранулоцитов, макрофагов,  лимфоцитов. Таким образом, нами подтверждается диагностическая ценность БАЛ как метода экспериментальной оценки структурного состояния органов дыхания. 

Проблема биологической активности лазерного излучения давно перешла рамки физиотерапии и сформировалась в новое направление лазерной медицины. (49). Лазерную терапию объясняет ряд гипотез. Высказано предположение о существовании акцептора, с несколькими спектрами поглощения лазерного излучения: кислород, кислородные радикалы и гемсодержащие ферменты (пероксидаза, каталаза, цитохромы и др.) ( 33). Обнаружено новое свойство биологических жидкостей - структурная альтерация. Для морфологов и физиологов важно, что длинная цепь молекулярных и биохимических процессов, чувствительных к лазерному излучению, завершается клеточными, тканевыми и нейро - рефлекторными реакциями. Лазер оказывает существенное влияние на функцию иммунных клеток, фибробластов, микроциркуляторного русла. Он улучшает течение регенераторных и воспалительных процессов( 49, 37,38,74, 84). Практически все клетки организма чувствительны к лазерному излучению ( 43 ). В то же время, было доказано, что облученные низко интенсивным лазером клетки ведут себя по разному в отношении стимуляции или ингибирование клеточных функций. Это явление получило название цитофотомодуляция (76, 77.). Другими исследователями были обнаружены собственные особенности фотоактивации у разных видов клеточных элементов ( 5). К сходному выводу мы пришли и в исследованиях влияния лазерной терапии на морфологические особенности течения воспалительной реакции в органах дыхания больных бронхиальной астмой ( 75, 59, 82, 14, 105, 147, 157). 

У пациентов с бронхиальной астмой (средней и тяжелой степени тяжести) в период обострения бронхолаважную жидкость исследовали два раза до курса лечения и после лечения ( 10 дней ). Коррекция органов дыхания осуществлялась наряду с обычным лечением, тайледом ( таблица № 3) или его комбинации с эндобронхиальным облучением инфракрасным лазером (таблица № 4). При повторном исследовании лаважа пациентов, получавших ингаляции тайледа в сочетании с квантовой терапией, наблюдается выраженная: стабилизация клеточных свидетелей активности воспаления  (таблица № 4). 

таблица №3
	Название 

показателя
	 До лечения.

тайледом
	После лечения

 тайледом.
	Достоверность

различия выборок.

	% Макрофагов
	41,57 +  7,59
	42, 37 + 5,27
	p > 0,05

	% Лимфоцитов
	6,01 + 2,06
	4,35 +1,93
	p > 0,05

	% Нейтрофилов
	2,41 + 1,64
	0,11 + 0,07
	p < 0,05, F критерий

	% эозинофилов.
	33,91 + 8,57
	19,28 + 6,76
	p < 0,02

	% Бронх. Эпителия
	16,2 + 5,23
	34, 63 + 7,13
	p < 0,01


таблица № 4
	Название 

показателя
	 До лечения

тайледом
	После комплексного 

лечения тайледом

 Лазером.
	Достоверность

различия выборок.

	% Макрофагов
	37,5 +  6,45
	57, 73 + 5,32
	p < 0,01

	% Лимфоцитов
	2,95 + 1,16
	6,97 +1,3
	p < 0,05

	% Нейтрофилов
	7,59 + 4,65
	2,9 + 1,01
	p < 0,05, F критерий

	% Эозинофилов.
	30,43 + 7,58
	13,93 + 4,14
	p < 0,05

	% Бронх. Эпителия
	21,78 + 4,8
	18, 48 + 5,65
	p > 0,05


Несмотря на большое количество работ, посвященных действию лазерного излучения на организм, оно по-прежнему остается недостаточно изученным (42). Следовательно, проблема изучения механизма действия низкоинтенсивного лазерного излучения на биологические объекты в целом и на органы дыхания в частности, сохраняет свою актуальность. Цель нашего исследования заключалась в поиске наиболее информативных показателей клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа, способных отражать ведущие закономерности биологической активности низкоинтенсивного лазерного излучения (148, 145,37, 20, 105, 146).

Полученные нами данные указывают на то, что действие инфракрасного лазерного излучения на организм направлены на клеточные механизмы защиты органов дыхания (таблица № 5, табл. № 6). Это утверждение следует из данных, полученных при изучении экспериментального и клинического материала. В профиле бронхоальвеолярной цитограммы обнаруживаются существенные изменения соотношения клеток: 1) Ослабление альтерации бронхиального эпителия; 2) Уменьшение выраженности инфильтрации тканей гранулоцитами; 3) Тенденция к повышенному содержанию макрофагов в легких; 4) Неоднозначная реакция лимфоцитов. В одних наблюдениях количество лимфоцитов повышается, в других понижается ( 30, 31). Эксперименты выполнены на лабораторных животных (беспородных крысах) . Животные были разделены на 4 группы: 1 группа - интактные; 2 группа - животные, которым облучали грудную клетку инфракрасным лазером; 3 группа -подвергавшиеся  воздействию холода ( при температуре - 15o С, в течение 10 дней, 3 часа ежедневно); 4 группа - животные, которым перед охлаждением облучали грудную клетку инфракрасным лазером.

Таблица № 5

Клеточный состав бронхоальвеолярного лаважа экспериментальных животных облученных инфракрасным лазером.

	Название группы
	1группа
	2группа

	Тотальные клетки
	
	0,66+0,05
	0,59+0,03

	Макрофаги
	%
Т.
	47,3+4,6

0,32+0,05
	71,2+8,4*

0,42+0,05

	Лимфоциты
	%

Т.
	31,6+5,85

0,20+0,03
	19,3+5,3

0,10+0,04*F

	Гранулоциты
	%

Т.
	10,92+6,4
0,08+0,05
	6,34+4,04
0,04+0,02

	Эпителий 


	%

Т.
	9,9+3,9

0,07+0,03
	3,17+1,2

0,02+0,01*F


*- p<0,05 показывает достоверность различий между двумя группами. F -критерий Фишера. Тотальные клетки (Т.) - абсолютное количество клеток, извлеченных из легких, измеряется в 106 в 1 мл БАЛ. 

Таблица №6

Клеточный состав бронхоальвеолярного лаважа экспериментальных животных, облученных инфракрасным лазером.

	Название группы
	3 группа животных 
	4 группа животных

	Тотальные клетки
	
	1,68+0,22
	0,99+0,13*

	Макрофаги
	%
Т.
	48,5+8,37

0,85+0,21
	49+9,3

0,54+0,17

	Лимфоциты
	%

Т.
	17,8+3,47

0,31+0,07
	27,5+3,16

0,25+0,02*F

	Гранулоциты
	%

Т.
	17,57+0,84

0,32+0,15
	14,0+4,35

0,12+0,03*F

	Эпителий 


	%

Т.
	15,83+1,51

0,19+0,10
	10,2+6,06

0,09+0,05*F


*p<0,05 показывает достоверность различий между группами. F- критерий Фишера. Тотальные клетки - абсолютное количество клеток, извлеченных из легких , измеряется в 106 в 1 мл БАЛ. Т.- тотальное содержание клеточной популяции.

Оценка степени деструкции клеток

При действии неблагоприятных факторов на организм, как в клиническом так и в экспериментальном материале для клеток БАЛ, характерна дегенерация внутриклеточных структур. Это, по-видимому, отражает активацию лизосомальными ферментами и продуктами ПОЛ катаболических процессов в органах дыхания. Поэтому значительный интерес представляют цитоморфологические подходы к оценке повреждения легочных клеток. При оценке повреждения клеток с помощью способа Л. А. Матвеевой, З.М. Земляковой, А. Я. Осина (1977 ), можно охарактеризовать степень и интенсивность процессов деструкции. Степень повреждения клеток вычисляли с помощью суммарного индекса деструкции клеток - ИДК. Интенсивность динамики процесса деструкции вычисляется как отношение количества наиболее разрушенных к содержанию остальных поврежденных клеток - ИЦК. ИнЦК- Индекс интенсивности цитолиза клеток объединяет оба показателя и показывает пропорцию степеней разрушения клеточных структур. ИДК - у пациентов с бронхиальной астмой равен 0,64+0,05, у пациентов с ХОБЛ - 0,69+0,04. ИЦК - этот индекс показал так же, что при бронхиальной астме он составляет 0,39+0,05, а при хроническом обструктивном бронхите 0,39+0,05 интенсивность процесса одинаково большая.

Таблица №7

	Название параметра
	1 группа животных
	3 группа животных

	% Двуядерных макрофагов
	1,87+0,4
	1,14+0,31

	ИДК
	0,24+0,06
	0,47+0,09

	ИЦК
	0,06+0,01
	0,11+0,01 р<0,01


Значение индекса деструкции клеток, полученного при исследовании мазков БАЛ интактных животных, указывают на умеренный характер дегенеративных изменений в клетках, извлеченных из легких интактных животных (таблица № 7). При изучении бронхоальвеолярного лаважа экспериментальных животных, подвергнутых действию низких температур в течение десяти дней, наблюдаются более выраженные дегенеративные изменения (таблица № 7). Значения последнего индекса свидетельствуют о том, что существенно изменяются последние стадии разрушения клеточных элементов.

Цитоморфологические критерии классов деструкции (А. И. Ицкович, А.Я. Осин 1998).

	Класс деструкции
	Цитоморфологические критерии

	
	Цитоплазма клетки
	Ядро клетки

	0
	Норма
	норма

	1
	Частичное (>1/2) разрушение
	норма

	2
	Значительное(<1/2) разрушение
	частичное(>1/2) разрушение

	3
	Полная деструкция
	Значительное(<1/2) разрушение

	4
	Полная деструкция
	Полная деструкция


Высокий уровень деструкции клеток в препаратах бронхоальвеолярного лаважа делают его основным цитологическим симптомом, характеризующим структурно-биохимическую подоплеку клеточных реакций легкого. Многоядерные макрофаги служат надежным светооптическим критерием оценки внутриклеточной регенерации в поддержании жизнедеятельности клетки у пациентов с хроническим бронхитом. Многоядерные макрофаги обнаруживается обычно более, чем в 6,14+0,84 процентов от всех мононуклеарных фагоцитов при бронхиальной астме, 7,0+1,09 хроническом обструктивном бронхите. В некоторых случаях количество многоядерных макрофагов доходит до 12% от всех мононуклеарных фагоцитов. Положительная взаимосвязь между количеством многоядерных макрофагов и ИДК, характеризующим степень разрушения клетки у пациентов с бронхиальной астмой, представлена коэффициентом корреляции равным +0,59 р<0,05. ИЦК количественно оценивающий интенсивность цитолиза еще более тесно связан с содержанием двуядерных макрофагов в легких, что закреплено статистически значимым коэффициентом корреляции +0,69, р<0,01. В такой ситуации достойна внимания позитивная связь между процентным содержанием эозинофилов и макрофагов +0,54, р<0,05.  У пациентов ХОБЛ нашего исследования так же обнаружена коррелятивная зависимость между ИЦК и содержанием двуядерных макрофагов +0,64, р<0,02. Положительную корреляцию между ИЦК и числом макрофагов +0,73, р<0,01 можно расценить как подтверждение обнаруженных нами закономерностей.

Низко интенсивная лазерная терапия один из перспективных методов лечения заболеваний органов дыхания (5, 43). Несмотря на большое количество работ, посвященных лазерному излучению, механизм его терапевтического действия, механизм его по-прежнему остается недостаточно изученным (46). На модуляцию лазером дегенеративных изменений в клетках БАЛ указывают индексы, оценивающие повреждение клеток, что подтверждает данные других авторов (таблица №8). ИДК недостоверно уменьшается. Значения ИЦК противоположны предыдущему индексу: он равен 0,09+0,02 (контроль- 0,06+0,01). Индекс интенсивности цитолиза клеток объединяет оба показателя и показывает пропорцию степеней разрушения клеточных структур - 0,5+0,05 (норма 0,26+0,02), р<0,001.

Таблица №8
	Название параметра
	1 группа животных
	2 группа животных

	% Двуядерных макрофагов
	1,87+0,4
	2,73+0,4

	ИДК
	0,24+0,06
	0,18+0,03

	ИЦК
	0,06+0,01
	0,09+0,02

	ИнЦк
	0,26+0,02
	0,5+0,05, p<0,01


Своеобразие индукции лазером дегенеративных изменений в органах дыхания животных, подвергнутых действию низких температур, описывают индексы повреждения клеток (таблица № 9).
Таблица № 9
	Название параметра
	3 группа животных
	4 группа животных

	% Двуядерных макрофагов
	1,14+0,31
	1,69+0,39

	ИДК
	0,47+0,09
	0,31+0,07

	ИЦК
	0,11+0,01
	0,16+0,04  F< 0,05

	ИнЦК
	0,26+0,04
	0,47+0,03, р<0,01


Значения напротив ИЦК повышены - 0,16+0,04 (контроль-0,11+0,01). Индекс интенсивности цитолиза клеток статистически подтверждает изменение пропорции степеней разрушения клеточных структур - 0,47+0,03 (норма 0,26+0,02), р<0,01. Таким образом, при НИЛИ легких в эксперименте преобладают последние стадии разрушения клеточных элементов.

В переживающей культуре можно исследовать свойства и функции макрофагов, лимфоцитов и других клеток легких, извлеченных с помощью бронхоальвеолярного лаважа. Изучение цитологических параметров жизнеспособности, переживающей культуры клеток БАЛ, является одним из подходов к оценке действия физико-химических и биологических факторов на органы дыхания. По данным ряда авторов патологическое отделяемое пригодно для исследований в условиях in vitro c целью оценки жизнеспособности клеток. В частности обнаружено, что фильтраты культуры, а также патологическое отделяемое легких в условиях in vitro вызывали повреждения цилиарного эпителия (94, 118). 

При испытании тепловых и нетепловых свойств низкоэнергетического гелий- неонового лазера, мы отметили его биологическую активность в отношении клеток бронхиальных смывов, полученных от пациентов с бронхиальной астмой (10.). Исследование велось с облучения нативного материала БАЛ в обычной центрифужной пробирке. Затем мы усовершенствовали подходы к цитологической оценке параметров жизнеспособности переживающей культуры клеток БАЛ ( 85,157). При инкубации клеток в оригинальных микрокамерах в термостате при 370 С, в течение 1часа нами изучен механизм действия низко интенсивного лазерного излучения инфракрасного диапазона (доза лазерного облучения составляла 0,02 Дж, 0,2 Дж, 1 Дж) на культуру клеток бронхоальвеолярного лаважа. подвергнутых действию низко интенсивного инфракрасного лазерного облучения (длина волны 0,85 мкм). Использовались полупроводниковые лазеры "Agnis L01", "Мустанг" модель 026 (Россия) с излучающей головкой МЛО2В. 

При морфологическом исследовании культур обнаруживается неоднозначный ответ клеток на лазерное излучение (таблица № 10). При оценке деструкции и цитолиза клеток по методу Л.А. Матвеевой, З. М. Земляковой, А.Я. Осина (1977), отмечается повышение процентного содержания поврежденных клеток , среди которых преобладают клетки, находящиеся на конечных этапах разрушения, в связи с чем уменьшается количество клеток в культуре ( таблица № 10). Сохраняется фагоцитарная активность макрофагов (таблица № 10). 
Таблица №10
	Название 

параметра


	Интактные культуры
	Культуры клеток облученные лазером в дозе 0,2 Дж
	Культуры клеток облученные лазером в дозе 1 Дж

	Фагоцитарный  индекс (%)
	7+0,2
	10+0,3*
	8+0,4

	ИДК
	0,5+0,0365
	0,678+0,0337**
	0,716+0,0299**

	ИЦК
	0,316+0,0328
	0,275+0,0238
	0,382+0,0467


*p<0,05, ** p< 0,01
Авторы (68, 145, 147,149), облучавшие лазером плазму крови и микросомы печени в условиях in vitro обнаружили прооксидантный эффект НИЛИ. Такие же, результаты получили другие авторы, которые обнаружили активацию генерации активных форм кислорода в нейтрофилах при низкоинтенсивном лазерном воздействии на клетки в условиях in vitro и in vivo ( 42 ). Поэтому значения индексов деструкции в нашем эксперименте мы расценили, как результат дестабилизации мембран. По-видимому, поврежденные клетки являются акцептором НИЛИ легких. Полученные нами данные указывают на то, что кратковременная культура бронхоальвеолярного смыва является перспективным методом экспериментального исследования методов коррекции легких. 

Интегральная оценка бронхоальвеолярной цитограммы у экспериментальных животных и у пациентов с ХОБЛ и БА.

7В последнее время ряд авторов рассматривает интегральную оценку бронхоальвеолярной цитограммы, как морфологический подход к исследованию клеток легких (93, 96, 115). Поэтому, закономерен интерес к математическим подходам суммации результатов цитологического анализа легких (96,126, 124,128,134). Чтение бронхоальвеолярной цитограммы - основной подход к цитологическому исследованию БАЛ. Основное преимущество цитологического исследования БАЛ заключается в том, что оно дает точные количественные значения содержания клеточных составных легких. Это в свою очередь дает возможность математического представления о клеточном составе тканей органов дыхания, тем самым исследовать системные механизмы поддержания структурного гомеостаза. 

Системный анализ - совокупность методов и средств, используемых при анализе, разработке и конструировании, каких-либо сложных систем. В основе системного анализа лежит системный подход, как общеметодологический принцип к изучению сложных систем, являющийся в тоже время дальнейшим развитием теории управления и теории исследования операций(1,2,48,50). В результате системного анализа биологического процесса можно получить математическую модель, в которой математическими соотношениями (формулами, функциональными зависимостями) связывают основные параметры изучаемого объекта. Полученное формализованное описание позволяет рассматривать  изучаемый объект, как систему управления, в которой целенаправленные воздействия на систему, обеспечивают получение определенных результатов, а так же сохранение и развитие структуры системы (48,50, 54). 

Корреляционная характеристика клеточных параметров БАЛ

В нашем исследовании при корреляционном анализе, обнаруживается существенная взаимообусловленность клеточных характеристик бронхоальвеолярного лаважа. 

таблица №11

Корреляционный анализ содержания клеток БАЛ пациентов с БА

	Показатель
	Бр.эпителий
	Нейтрофил
	Эозинофил

	Макрофаг
	-0,27 р<0,01
	-0,23 p<0,05
	-0,56 p<0,001

	Лимфоцит
	*
	*
	-0,23 p<0,05

	Бр.эпителий
	*
	-0,23 р<0,05
	-0,44 р<0,001


Таблица № 12

Корреляционный анализ содержания клеток БАЛ пациентов с ХОБЛ.

	Показатель
	Бр. эпителий
	Эозинофилы
	Нейтрофил

	Макрофаг
	*
	*
	-0,4 р<0,05

	Нейтрофил
	-0,73 р<0,05
	*
	*


В таблице № 11 демонстрируется, что при бронхиальной астме, наибольшим количеством корреляций обладают макрофаги. Бронхиальный эпителий и эозинофилы занимают второе место по количеству взаимосвязей. Наиболее бедны корреляциями нейтрофилы и лимфоциты. Следовательно, основной вес взаимоотношений между клетками при бронхиальной астме смещен в сторону макрофагов, эозинофильных гранулоцитов, бронхиального эпителия. При ХОБЛ корреляционные характеристики менее насыщены (таблица № 12 ). Остаются стабильными связи между количеством макрофагов и нейтрофильных гранулоцитов, содержанием бронхиального эпителия и процентом нейтрофилов. 

Обнаруженные нами коррелятивные связи между количеством бронхолаважной жидкости пациентов, процентным содержанием различных типов клеток позволили выделить три основных морфологических типа сочетания клеток, обнаруживаемых в содержимом трахеобронхиального дерева у больных БА и ХОБЛ: 1 тип - гранулоцитарный тип цитограммы. Клетки представлены в основном макрофагами и гранулоцитами (нейтрофилов и эозинофилов). Наблюдается макрофагальный и лимфоцитарный дефицит. 2 тип - эпителиальный. Выделение эпителиального типа обусловлено его полярным отличием по составу клеток 1 типа цитограммы. Так как для него характерно наличие макрофагальных и эпителиальных клеток и практически полное отсутствие гранулоцитов (эозинофилов и нейтрофилов). 3 тип - промежуточный, гранулоцитарно-эпителиальный тип цитограммы. Этот тип сочетания клеточных параметров в БАЛ можно назвать промежуточным, так как его основным признаком является одновременное наличие  макрофагов, эозинофилов, нейтрофилов и эпителия. 

На негауссовый характер распределения результатов цитологического исследования бронхоальвеолярного лаважа обращают внимание все авторы (88,122). Это серьезно затрудняет статистическую оценку полученных данных, последующий системный анализ. По нашим данным, асимметрично распределяются результаты исследования: эозинофилов, нейтрофилов, бронхиального эпителия, лимфоцитов в БАЛ. Можно указать на следующие причины возникновения асимметрических распределений. Пациенты в изучаемых нами группах были с различной степенью тяжести и продолжительностью течения заболевания, при эндоскопической диагностике отмечалась различная интенсивность активности эндобронхита. При выяснении причин асимметрии цитологических критериев мы обнаруживали  случаи, когда числовые значения одного или двух показателей цитограммы стремились к нулю. Другие численные параметры цитограммы, например, содержание макрофагов, индексы деструкции клеток распределяются симметрично согласно закону нормального распределения во всех ситуациях. Важной причиной вариации цитологических параметров, является очень большой разброс значений содержания клеток от 95%-до 0%. Столь существенный размах цифровых значений содержания клеток является цитологическим симптомом, который выделен в литературе. Это обычно мономорфные цитограммы, когда при микроскопии препарата доминирует один вид клеток, что характерно для гранулоцитов и бронхиального эпителия. Резко выраженное снижение содержание клеток или их отсутствие считается проявлением клеточного дефицита, отражающего, по мнению ряда авторов, дисфункцию местного иммунитета легких (59, 80 ). На таблице № 13 представлена вероятность появления цитологических маркеров в составе бронхоальвеолярной цитограммы. 

Таблица № 13 

Частота обнаружения цитологических показателей в препаратах БАЛ 

	Название показателя
	Название заболевания органов дыхания

	цитограммы
	ХОБЛ
	Б. А.

	Макрофаги
	100%
	100%

	Нежизнеспособные клетки
	100%
	100%

	Бронхиальный эпителий
	75%
	80%

	Лимфоциты
	80%
	40%

	Нейтрофильные гранулоциты
	70%
	20%

	Эозинофильные гранулоциты
	10%
	45%

	Эритроциты
	30%
	20 %

	Микроорганизмы
	90%
	80%


Полученные нами данные о числовых взаимоотношениях между клетками  БАЛ, подтверждают данные других авторов (8,9,10,17,20,32,34,36,57,59,63,69,70,71,91,92). Они обнаружили стойкие однотипные количественные взаимоотношения между различными популяциями клеток, входящих в состав трахеобронхиального секрета, мокроты, жидкости бронхоальвеолярного лаважа. По мнению этих авторов, различные типы соотношения клеток в БАЛ указывают существование патогенетических вариантов течения ХНЗЛ. Типы клеточных реакций, представленные в препаратах, указывают подходы к оценке степени активности и направленности защитно-приспособительных реакций легких. Кроме того, пропорциональные отношения между клетками отражают динамические изменения строения поврежденных тканей во времени течения воспалительного процесса .

В гематологии активно исследуется оптимальность кинетики образования и разрушения  форменных элементов крови. Итог этой работы представления о динамическом равновесии системы крови. Применение критериев оптимальности кроветворения позволяет рассчитать баланс динамического равновесия между образованием клеток крови, разрушением зрелых клеток или их выходом в ткани. Построение такого баланса дает наиболее точную оценку состояния системы крови в случае развития различных заболеваний (51). В таком аспекте своего использования объединенный профиль клеток существенно расширяет возможности морфологической оценки состояния органов дыхания, когда появляется необходимость изучения кинетики течения компенсаторно-приспособительных и патологических процессов. 

Устойчивая стабильность обнаруженных нами корреляций между числовыми значениями клеток указывает на возможное существование физиологически значимых функциональных взаимоотношений между парциальным весом клеток легких. Из результатов вариационного, вероятностного корреляционного анализа следует, что "парциальный клеточный состав БАЛЖ" важный параметр структурного гомеостаза. Парциальный клеточный состав БАЛ отражает баланс содержания клеток легких. Существо механизма поддержания баланса клеточного профиля гистогематических барьеров заключается в связях функционального характера между количественными значениями парциального веса различных популяций клеток БАЛ. В то же время структурные механизмы поддержания клеточного баланса в легких в настоящий момент не объяснены, в силу этого отсутствуют научно-обоснованные принципы интеграции клеточных показателей в цитограмму.

Методы системного анализа являются научно обоснованным способом интерполяции изменений структуры на изменения функции. Статистические и математические методы системного анализа позволяют выразить клеточные пропорции в виде структурно-функциональных индексов. Тем самым объективизировать структурные особенности клеток БАЛ, представив цитограмму в виде математического уравнения. 

Статистические особенности распределения показателей бронхоальвеолярной цитограммы существенно затрудняют системный анализ. В такой ситуации возникает необходимость совершенствования методологии системного анализа. В связи с чем  для построения функциональной модели описывающей физиологические механизмы формирования  клеточных популяций клеток в отделяемом легких, ряд авторов использовали оригинальные методы, основанные на способах информационного анализа (17, 57, 91). Обнаруженные этими авторами типы клеточных реакций объясняют негаусовость распределения цитологических показателей БАЛ физиологическим причинами. Следовательно, негаусовость цитологических параметров БАЛ результат "некорректного" математического представления количественного и вероятностного содержания клеток в бронхоальвеолярной цитограмме и соответственно "ошибочной" интерпретации результатов исследования. А.Г. Автандилов (1996 г.) рекомендует обязательно предварять морфологический системный анализ информационной оценкой изучаемых признаков. При информационном тестировании основных признаков, внесенных в цитограмму обнаружено, что их относительная энтропия равна – 0,8 бит. Полученные значения энтропии показывают, что клеточный профиль бронхоальвеолярного лаважа больных хроническими неспецифическими заболеваниями легких соответствует детерминированному типу структурно-функциональной организации биологической системы. 

Для морфологического исследования необходимо выявить характер причинно-следственных отношений, сложность, и подчиненность взаимосвязей между структурными элементами биологической системы, что достигается в структурно-функциональных вероятностных моделях (2). Одним из математических подходов, с помощью которого можно интегрировать морфологические параметры, являются методы обучения распознавания образов. Распознавание образов - установление принципов (алгоритмов) обучения классификации (распознаванию) различных ситуаций, создание технических устройств, программ для ЭВМ, обучение этих устройств классификации этих ситуаций (7).

Впервые задача обучения распознавания образов сформулирована известным физиологом Ф. Розенблатт (1957). В виде физической модели восприятия -перцептрона. Следовательно, используя математический аппарат распознавания образа, можно создать предполагаемый аналог сложной системы, с помощью которого можно изучать, как она распознает и тем самым формирует отвечает на то или иное воздействие. В основе теории обучения лежит идея, что любая ситуация, подлежащая распознаванию может быть представлена стандартным образом, представлена в виде набора чисел (вектора). Этот набор чисел надо отнести к одному из n классов, т.е. поставить в однозначное соответствие вектору х - число, принимающие одно из значений (11). Ситуация задается с помощью создания так называемого пространства признаков -набор числовых характеристик, с помощью которых описывается модель объекта или явления. Существуют три группы методов обучения распознавания образов: методы дискриминантного анализа, итерационные методы минимизации риска, методы минимизации эмпирического риска. Теория распознавания образов позволяет создавать автоматизированные диагностические системы (компьютерная диагностика), которые хорошо зарекомендовали себя при исследовании иммунного статуса, клинико-лабораторных показателей, функциональных параметров внешнего дыхания, кровообращения (11,54,66,50,54). Часто в процессе исследования ставятся совершенно другие задачи связанные, с распознаванием. Например, по ряду признаков надо дать интегральную оценку различия между двумя объектами; по результатам эксперимента, проведенного с двумя группами объектами; принять решение о принадлежности этих групп к одной генеральной совокупности (74).

Сравнительный дискриминантный анализ бронхоальвеолярной цитограммы 

Для сравнительного исследования клеточного профиля БАЛ у пациентов с ХНЗЛ мы использовали метод пошагового дискриминантного анализа полученных нами результатов. Пошаговый дискриминантный анализ позволяет интегрировать показатели цитограммы и прогнозирует характеристики причинно-следственных отношений, сложность и подчиненность взаимосвязей между структурными элементами БАЛЖ. Этот метод системного анализа соответствует целям и задачам исследования и особенностям распределения количественных значений клеточных популяций БАЛЖ (22,24,27,30,31). 

Информативность этого метода подтверждается в поисках морфологического эквивалента генеративной системы (39). Дискриминантный анализ вскрывает в эксперименте морфогенез антрокоза вызванного бурым углем (71,72,73). Отражает клеточные реакции амниотической жидкости при гестозах (81), показывает миграционную активность тучных клеток в легких (38). Проведенные нами исследования позволяют сделать ряд выводов. 1.Сравнительный пошаговый дискриминантный анализ клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа является ценным методом компьютерной диагностики легких в эксперименте и в клинике заболеваний респираторной системы. 2.Исходя из данных этого метода интегральной оценки БАЛ характеристики повреждения клеточных структур ( индексы деструкции )служат морфологическим эквивалентом взаимоотношений между строением клеток и цитологическим составом бронхоальвеолярного лаважа. 3.Учитывая сложность морфологических систем, становится нереальным выразить процесс морфогенеза единым уравнением, включающим все компоненты изучаемой биологической структуры. Поэтому, для системного цитоморфологического исследования легких более логично использовать комплекс индексированных клеточных показателей БАЛЖ. В таком случае при пошаговом дискриминантном анализе вскрывается внутренняя структура обнаруженных нами функциональных взаимоотношений между парциальным весом клеток легких. Обнаруживается три группы индексированных, показателей включающих числовые значения: 1) Макрофагов, лимфоцитов; 2) Нейтрофилов, эозинофилы, клетки бронхиального эпителий, поврежденные клетки; 3) Эта группа уравнений включает значения первой и второй.
Последняя третья группа уравнений встречается чаще. При изучении комплекса формул пошагового дискриминантного анализа бронхоальвеолярных смывов мы обнаружили, что значения  полученных нами уравнений описывают в первую очередь взаимоотношения между клеточными представителями специфического иммунитета- макрофаги, лимфоциты с одной стороны , и с другой стороны клетками, характеризующими повреждение легочной ткани (нейтрофилы, эозинофилы, клетки бронхиального эпителия, поврежденные клетки). Поэтому предположительно отражает реорганизацию информационно регуляторных механизмов (макрофаги лимфоциты) отвечающих за морфобиохимические преобразования клеток и тканей (эпителий, нейтрофилы, эозинофилы, дегенеративно измененные клетки). 

4.Обнаруженные при дискриминантном анализе закономерности важны тем, что они подчеркивают возможность лазерной стимуляции всей совокупности морфобиохимических процессов в органах дыхания, в которых дестабилизация клеток служит показателем модификации мембран. Повидимому, основным морфологическим акцептором НИЛИ являются поврежденные клеточные и субклеточные структуры. Следовательно, полученные нами данные указывают на то, что лазерное излучение способно к существенной модуляции клеточных механизмов защиты органов дыхания ( 27,148). 

Сравнительный дискриминантный анализ бронхоальвеолярной цитограммы ХОБЛ И БА

1. Наиболее информативным цитологическим признаком отличия эндогенной и комбинированной форм астмы является понижение количества макрофагов: D = - 10, 912 * Количество макрофагов в 1 мл БАЛ, вероятность различия выборок p < 0,01, граничное значение дискриминантной функции - 2, 63, вероятность ошибочной классификации 20%..

Другой интегральный критерий надежно характеризующий особенности клеточного состава в этих группах пациентов является D = - 3,444 * % лимфоцитов  БАЛ, вероятность различия выборок p < 0,01, граничное значение дискриминантной функции - 15,87, вероятность ошибочной классификации 33,95%. 

2. Информационно значимый морфологический критерий отличия комбинированной БА от ХОБ являются нейтрофильные гранулоциты: D = - 1, 208 * % нейтрофилов, вероятность различия выборок: p<0,001, граничное значение дискриминантной функции: - 29, 12, вероятность ошибочной классификации, 18, 264 %. 

3. Показатель суммирующий соотношение нейтрофилов, лимфоцитов и макрофагов наиболее точно разделяет клеточный состав ХОБ и эндогенной Б астмы: D = - 0, 634 * % нейтрофилов+4,837* % лимфоцитов- 82,39* Количество макрофагов в 1 мл БАЛ,  вероятность различия выборок: p<0,0001, граничное значение дискриминантной функции: 62,13, вероятность ошибочной классификации, 9, 837 %. 

4. Ведущим биомаркером лазерного облучения органов дыхания больных бронхиальной астмой: D = +0,648*% Макpофагов+2,980 *%Лимфоцитов p< 0,02, граничное значение функции 45,62, вероятность ошибочной классификации 31,109%.

Интегральная оценка клеточного состава БАЛ экспериментальных животных, подвергнутых действию низких температур. 

1. D= -7, 159*Тотальные макрофаги -15,614*Тотальный эпителий - 8,589*Тотальные нейтрофилы; вероятность различия выборок: p < 0,01; граничное значение дискриминантной функции - 7, 89, вероятность ошибочной классификации 10,56 %..

2. D= -71,41*Цитоз-0,965*Бpон.эп. вероятность различия выборок: p<0,001, граничное значение дискриминантной функции: - 96,03, вероятность ошибочной классификации 8,27 %..

3. D= +2.110*% Лимфоцит; вероятность различия выборок: p > 0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 52, 13, вероятность ошибочной классификации 33,19 % 

4. D= +2.245*% Лимфоцит +25.638*% Двуядерных Макрофагов; вероятность различия выборок: p < 0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 94, 08, вероятность ошибочной классификации 26,2 %.  

5. D= -22,64*%Макрофагов / % Лимфоцитов - 0,9991*% нейтрофилов; вероятность различие выборок р<0,05, граничное значение дискриминантный функций -  -0,65, 85; вероятность ошибочной классификации- 25%. 

6. D= 12,274*Цитоз макрофагов+0,219 % Макрофагов; вероятность различия выборок: 

p < 0,002, граничное значение дискриминантной функции: - 9, 98, вероятность ошибочной  классификации 3,8 %. 

7. D= -17.435*ИЦК+ 0.217*% Двуядерные макрофаги + 0.016*% Hейтpофилов; вероятность различия выборок: p < 0,001, граничное значение дискриминантной функции: - 0, 86, вероятность ошибочной классификации 2,26 %. 

8. D= 7,7998*Цитоз макрофагов -15.113*ИДК+; вероятность различия выборок: p < 0,001, граничное значение дискриминантной функции: - -10,07, вероятность ошибочной классификации 9,049 %.

Системный анализ бронхоальвеолярной цитограммы при низкоинтенсивном лазерном облучении легких крыс

1. D= -1,597*%Макpофагов: вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: - -93,77, вероятность ошибочной классификации 29,144 %. 

2.D=+6,997*Цитоз+11,536*Цитоз эпителия; вероятность различия выборок: p<0,02, граничное значение дискриминантной функции: -10,97; вероятность ошибочной классификации 20,21%.

3. D=-22,952*Инцл-0,099*% макрофагов вероятность различия выборок: p<0,001, граничное значение дискриминантной функции: - -14,55; вероятность ошибочной классификации 8,062 %.

4. D=+2,954*% Бpонхиальный эпителий +1,477*% Лимфоцит: вероятность различия выборок: p>0,05; граничное значение дискриминантной функции: - -56,92, вероятность ошибочной классификации 33,096 %.

5. D=+27,324*Цитоз лимфоцитов +39,592*Цитоз эпителия: вероятность различия выборок: p>0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 5,95, вероятность ошибочной классификации 30,23 %.

6. D=-0,194% Макрофагов-60,996 *ИЦК: вероятность различий: р< 0,01, граничное значение дискриминантной функции: - 16,0, вероятность ошибочной классификации 15,195 %.

Результаты пошагового дискриминантного анализа клеточного состава БАЛ в случае комбинации холодового воздействия и лазерного облучения на животных 

1. D=-25,239*Инцл+21,244*Цитоз лимфоцитов вероятность различия выборок: p<0,001, граничное значение дискриминантной функции: - -6,18; вероятность ошибочной классификации 7,777 %.

2. D= -31.609*Инцл+4.020*Цитоз макрофагов; вероятность различия выборок: p<0,001, граничное значение дискриминантной функции: - -8,64; вероятность ошибочной классификации 7,123 %.

3. D=+11,553* Цитоз нейтрофилов+17, 541*Цитоз эпителия+6.558* Цитоз макрофагов; вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 9,56; вероятность ошибочной классификации 23,235 %.

4. D=-0,424*%Лимфоцитов-3,39*%Двуядерных Макрофагов +0,131*% Hейтpофилов; вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: - -12,35; вероятность ошибочной классификации 21,058 %.

5. D = - 0, 679 * % Лимфоцитов + 46,507 * Цитоз лимфоцитов - 6, 798 *Цитоз Макрофагов вероятность различия выборок: p<0,02, граничное значение дискриминантной функции: - -14,5; вероятность ошибочной классификации 16,82 %.

***

Таким образом, сравнительный анализ результатов клинических и экспериментальных исследований дает возможность говорить о необходимости внедрения системной сравнительной морфологической характеристики клеток бронхоальвеолярных смывов, как одного из направлений в экспериментальной морфологии легких. Необходимость морфологической характеристики клеток бронхоальвеолярных смывов для решения задач экспериментальной морфологии легких подтверждают другие исследователи (102, 103, 119,120,124, 141,154).

Компьютерная цитометрическая оценка БАЛ

Морфометрия, основное направление количественной морфологии. Цитометрия является особым разделом морфометрии, так как она способствует объективизации структурно-физиологических характеристик клеток, или, говоря другими словами, является способом оценки клеточного профиля того или иного органа. Цитометрия эритроцитов вскрывает молекулярно-клеточные механизмы адаптации системы крови к неблагоприятным фактора внешней среды. В частности дополняет результаты исследований морфобиохимической  оценки мембраны и биоэнергетики эритроцитов (18,19,21,22,46). 

Дисперсионный анализ цитометрических показателей клеток БАЛЖ

Гетерогенность состава и полиморфизма строения макрофагальных клеток является важным цитологическим параметром структурного гомеостаза легких (48,52). При морфометрической характеристике клеток БАЛ у экспериментальных животных и у пациентов с БА в препаратах мы обнаруживаем малые, средние,  большие макрофаги (27, 28 ) . Наши данные подтверждают данные других авторов, которые оценивали цитофизиологические и стереологические характеристики макрофагов обнаружили субпопуляции этого вида клеток в легких ( 108,137). 

Таблица №14

Площадные размеры популяций макрофагов у пациентов с бронхиальной астмой 

	Тип макрофага
	Значение площади

	Малый макрофаг 
	200-1200 мкм2

	Средний макрофаг
	1200-2000 мкм2

	Большой макрофаг
	2000-4000 мкм2


Таблица №15

Площадные размеры ядер популяций макрофагов у пациентов с бронхиальной астмой 

	Тип клетки
	Значение площади

	Малый макрофаг 
	100-300 мкм2

	Средний макрофаг
	300-500 мкм2

	Большой макрофаг
	500-1000 мкм2


Для характеристики тонких морфофункиональных отличий клеток друг от друга используют дисперсионные методы системного анализа, предложенные Гительзоном И.И. и Терсковым И.А. (1967 г.). В своих исследованиях периферической крови они руководствовались тем, что эритроциты не являются однородной массой клеток, а образуют систему, в которой сочетаются клетки различного возраста и состояния. Дисперсионные методы анализа позволяют обнаружить качественные отличия эритроцитов и количественно выразить распределение таких клеток. Программой "Морфометр" предусмотрена  возможность сортировки объектов по  морфометрическим параметрам с предварительным разбиением на классы с целью распознавания и подсчёта их отдельных видов. Количественное соотношение макрофагов и отдельно лимфоцитов экспериментальных животных, с различными морфометрическими показателями выражали графически в виде цитометрической кривой, при этом классы клеток с различными величинами морфометрических параметров отмечаются на абсциссе, а число клеток  в каждой группы на ординате. На графиках № 1 и № 2 мы видим цитометрическую кривую количественного соотношения макрофагов с  различной максимальной и минимальной длиной интактных животных. Количество пиков в обоих графиках указывает на наличие трех основных типов: макрофагов малых, средних, больших.

На графике № 3 мы видим цитометрическую кривую количественного соотношения макрофагов с различной минимальной длиной животных, подвергнутых действию низкой температуры окружающей среды. Количество пиков в обоих графиках указывает на наличие трех основных типов макрофагов. Обращает на себя внимание, что у интактных животных пики сливаются друг с другом, в результате чего центральная часть графика образует как бы кратер отграниченный по краям первым и третьим пиками. При действии низких температур, кривая становится более изломанной, так как пики отсоединяются друг от друга. В центре цитометрической кривой появляется мощное возвышение второго пика. Оно сохраняет связь с первым пиком, в итоге площадь, которую занимают на графике наиболее крупные клетки, формирующие третий пик, сокращается. 

Существование малых, средних, больших лимфоцитов определяет форму цитометрической кривой распределения клеток по своим морфометрическим характеристикам. На графике №4  мы видим цитометрическую кривую лимфоцитов интактных животных, которая содержит 4 пика. Первый и второй пики сливаются друг с другом. Третий и четвертый пики существенно выражены более отчетливо. У интактных крыс преобладают клетки, образующие на графике 2 пик, что повидимому может объяснять, то что эта часть кривой сливается с первым пиком. 

При действии низких температур изменяется конфигурация цитометрических кривых характеризующих содержание малых лимфоцитов, средних и больших лимфоцитов (график № 5). В отличие от интактных животных (график № 4) в БАЛ животных, подвергнутых действию низких температур, практически полностью сглаживается первый пик, второй пик резко преобладает над остальными. Очень интересно, что на фоне общей тенденции к увеличению числовых значений морфометрических параметров лимфоцитов, просматривается стремление к уменьшению площади, занимаемой на графиках 3 и 4 группы лимфоцитов. 

На графиках № 6 мы видим цитометрическую кривую количественного соотношения макрофагов с различной минимальной длиной у животных холод облучавшихся лазером. При действии лазера на организм, линейные размеры этих клеток преимущественно занимают центральную часть морфометрической цитограммы. В результате чего она становится похожей на равнобедренную трапецию, что обусловлено практически полным слиянием пиков цитометрической кривой. Следовательно, наблюдается тенденция к снижению степени анизоцитоза макрофагов.

График № 1.

Количественного соотношения макрофагов интактных животных (максимальная длина).
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График. № 2

Количественного соотношения макрофагов интактных животных (минимальная длина).
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График №3

Количественное соотношение макрофагов животных, подвергнутых действию низкой температуры окружающей среды ( минимальная длина).
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График № 4

Количественные соотношения лимфоцитов интактных животных (площадь).
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График №5

Количественные соотношения лимфоцитов животных при действии низкой температуры окружающей среды (площадь) 
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График № 6

Количественное соотношение макрофагов (минимальная длина) животных, подвергнутых действию низкой температуры окружающей среды и облученных лазером 
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График № 7
Количественные соотношение макрофагов (площадь) пациента N. с Б.А. 

[image: image7.wmf]0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10


График № 8

Количественные соотношение лимфоцитов (площадь) пациента N. c Б.А. 
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Диагностическая ценность анизоцитоза и пойкилоцитоза лейкоцитов в тканевых очагах повреждения и в периферической крови известна начиная с работ Е.С. Боткина, Гумпрехта (1894), А.Н. Крюкова (1920), И.А. Кассирского, Г.А. Алексеева (1962г.). К числу известных дегенеративных признаков лейкоцитов относится лейколиз. Более современное освещение этот факт получил в работах А.М. Войно-Ясенецкого (1974 г), В.Е. Пигаревского (1978 г.). На данное явление нельзя смотреть как на результат только механического повреждения клетки, или неправильно выбранного режима изготовления препарата. Отрицать участие  самой клетки, её "готовность к разрушению" было бы неправильно. Напротив, при патологии такие клетки наблюдаются больше обычного И.А. Кассирский, Г.А. Алексеева, (1962). Существуют представления о том, что модификация строения (альтернативного характера) иммунных клетках в тканях, глубоко целесообразна. Для нейтрофильных гранулоцитов установлено, что "готовность к саморазрушению" является структурным выражением мобилизации защитных сил организма. В частности известно, что "гибель" лейкоцитов способствует инициации воспаления (64).

По данным Кассирского И. А. и Г. А. Алексеева (1962 г.), степень анизоцитоза и пойкилоцитоза, лейкоцитов указывает на уровень интоксикации организма и дегенерации клеток. Следовательно, данные цитометрии способны существенно объективизировать характерные для цитоморфологической картины БАЛ в клинике и эксперименте неспецифические признаки «повышенной готовности» к дестабилизации клеточных структур. Это в свою очередь, существенно уточняет результаты исследования парциальной бронхоальвеолярной цитограммы .

Лизосомальные ферменты и продукты свободно радикальное окисления липидов являются одним из главных инициаторов вовлечения клеток в очаги воспаления при острых и хронических заболеваниях легких (45,97,100,102,116,117,140). В комплексных исследованиях механизма действия холода на легкие (37,38,105,144,146,147,150) отмечается, что цитологические показатели БАЛЖ, согласуются с данными перекисного окисления липидов, полученными при в материале балж, периферической крови и тканях легкого, миокарда, печени. В клинических исследованиях и экспериментальных исследованиях других авторов отмечается, такая же тенденция координации  цитологических показателей БАЛЖ и активности свободно радикального окисления в легких (99,102,106,116,138,141, 144). Роль клеточных мембран в регуляции структурно-функционального статуса клетки отражена в современных исследованиях так называемой вакуолярной системы эукариотических клеток (77). Установлена существенная роль структурной реорганизации мембранного аппарата различных клеток в осуществлении фундаментальных процессов, определяющих развитие типовых реакций организма в пределах нормы и патологии.  

По нашим данным, при действии на организм неблагоприятных факторов внешней среды обнаруживается схожесть морфо-биохимической ситуации для всех типов клеток, которые содержатся БАЛ. Структурно-биохимические особенности организации этих клеток заключаются в модуляции ядерно-цитоплазматических соотношений, вызванных изменением мембранных структур (28,29). Морфометрия информативна и в случае изучения строения клеток бронхоальвеолярного лаважа. Целый ряд авторов (32,34,57,63,108,113,137) оценивали морфометрические показатели легочных макрофагов в препаратах БАЛ. Главный результат этой работы - вывод о том, что цитометрические параметры коррелируют с критериями активности воспаления при заболеваниях легких. Из результатов этих  исследований, следует логичное предположение о наличии взаимообусловленности между профилем бронхоальвеолярной цитограммы и строением легочных клеток. Взаимоотношения между клеточным составом и строением клеток можно объективизировать методами компьютерной морфометрии и системного анализа. Ряд авторов (14,23,26,28, 30,31,30, 87) доказали информативность компьютерной цитометрии структурных характеристик макрофагов и лимфоцитов, тучных клеток, содержащихся в бронхоальвеолярном лаваже в случае в экспериментального воздействии  мембранномодуляторов (НИЛИ, эмоксипин, тайлед). Морфометрические критерии отражают морфофункциональные статус иммунокомпетентных клеток ХНЗЛ (23,29,32,88). Гистофизиология поддержания стромально паренхиматозных отношений легких вскрывается при корреляционном анализе между морфометрическими критериями эпителия и клеточным составом легких (23,47). С помощью методов системной морфометрии были идентифицированы и классифицированы секреторные клетки человеческих бронхиол (130).

Цитометрические характеристики клеток БАЛ при БА

В случае БА клетки бронхиального дерева значительно крупнее большинства лейкоцитов, лимфоцитов. Основными морфометрическими показателями цилиндрического эпителия являются: площадь- 85,12+3,33 мкм2; периметр- 47,14+0,91 мкм; длина- 17,99+0,4 мкм; ширина- 6,96+0,14 мкм. Значения форм факторов говорят об удлиненности эпителиальной клетки: элонгация - 3,13+0,07; квадратичность- 1,97+0,04; округлость- 0,48+0,01; компактность- 1,353+0,8; эквивалентный радиус:-3,49+0,9.

Средние морфометрические параметры ядра равны: площадь - 24,29+0,85 мкм2; периметр - 21,26+0,41 мкм; длина - 7,36+0,16 мкм; ширина - 3,95+0,08 мкм. При оценке форм факторов ядра отмечает преобладание тенденции к вытянутости: округлость - 0,65+ 0,01; элонгация - 2,13+0,05; компактность - 1,491+0,1; квадратичность 0,69+0,02, эквивалентный радиус -2,166+0,43.

Лимфоциты, наблюдаемые в препаратах бронхоальвеолярного лаважа у пациентов с ХНЗЛ,  значительно меньше макрофагов, эпителиоцитов, максимальная длина- 24,08+1,89 мкм, минимальная длина-13,8+0,88 мкм, площадь-310+51,75 мкм2, периметр-69,48+5,92 мкм.

По данным световой микроскопии форма лимфоцитов довольно вариабельна (рис № 30, 31). В среднем форма лимфоцитов несколько удлиненная- овальная: элонгация- 1,92+0,03, квадратичность -1,35+0,03, компактность -1,48+0,02, округлость -0,76+0,01, эквивалентный радиус 8,01+0,75. 

Морфометрическое исследование формы ядра показывает что она далека от правильной окружности: элонгация -1,69+0,07; квадратичность -1,22+0,04; компактность -1,5+0,02; округлость -0,76+0,01; эквивалентный радиус -7,36+0,71. Ядерно/цитоплазматическое отношение лимфоцитов в среднем составляет- 0,77+ 0,08. Отсюда морфометрические параметры ядра нередко практически совпадают с общим размером клетки: максимальная длина - 20,62+1,39 мкм, минимальная длина - 13,49+1,34 мкм; периметр - 60,92+4,88 мкм, площадь - 236,2+43,2 мкм2.

При морфометрическом исследовании препаратов БАЛ в случае пациентов с ХНЗЛ нами были установлены следующие цифровые параметры, характеризующие макрофаги: средняя площадь- 1594,47+122,58 мкм2; средний периметр- 186,34+19,37; средняя длина- 54,83+1,62; средняя ширина- 33,54+0,79. По нашим данным в для зрелых легочных макрофагов характерно крупное ровными контурами ядра: площадь-430,5+43,17 мкм2; периметр-97,06+9,58 мкм; длина ядра - 30,52+1,11 мкм; ширина -16,35+0,62 мкм.  Мы видим в препаратах правильную, обычно округлую или овальную форму ядро: элонгация- 2,11+0,04; компактность -1,44+0,01; квадратичность - 1,5+0,07; округдость - 0,71+0,01; эквивалентный радиус -9,85+0,52. Ядерно-цитоплазматическое отношение макрофагов серьезно смещено в сторону цитоплазмы, что так же говорит за зрелость клетки- Я/Ц - 0,27+0,02. Форма макрофага овальная или круглая, иногда отслеживается некоторая угловатость: компактность: 1,56 + 0,01; квадратичность: 1,56 + 0,01; элонгация: 1,86 + 0,044; округлость: 0,73 + 0,01; эквивалентный радиус: 14,18 +0,58.

Морфологическая оценка парциального клеточного состава БАЛЖ включает - системный анализ цитограммы и компьютерную морфометрию клеток. Морфометрические параметры клеток БАЛ статистически достоверно отражают ответ макрофагов, лимфоцитов  на низкотемпературное воздействие внешней среды на органы дыхания ( 30, 31 ). Цитометрические параметры лимфоцитов и макрофагов, содержащихся в БАЛ и определяющих клеточные реакции легких в эксперименте, отражены в таблицах № 16, № 17, № 18, № 19.

Пошаговый дискриминантный анализ цитометрических показателей позволяет автоматически анализировать результаты цитометрических исследований. По этому для описания данных цитометрии клеток этой группы экспериментальных животных использовали уравнения пошагового дискриминантного анализа: D= +4.262*периметр лимфоцитов, вероятность различия выборок: p < 0,05, граничное значение дискриминантной функции: 66, 84, вероятность ошибочной классификации 26,742 %.; D= +6.040*Ширина Макрофага, вероятность различия выборок: p < 0,01, граничное значение дискриминантной функции: - 33, 35, вероятность ошибочной классификации 21,29 %.; D= +1.205*Периметр ядра Макрофагов-38.289*Ядерно/Цитоплазматическое отношение макрофагов; вероятность различия выборок: p< 0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 6,3; вероятность ошибочной классификации 24,547 %. 

Компьютерная морфометрия клеток легких крыс, облученных низкоэнергетическим лазером, объективизирует данные, полученные при светооптическом БАЛ экспериментальных животных (29). Результаты исследования представлены в таблицах № 20; № 21, № 22, № 23.

При пошаговом дискриминантном анализе наиболее информативен морфометрическии параметр реакции клеток на лазерное воздействие: D=-1,849*Длина макрофагов: вероятность различия выборок: p<0,05; граничное значение дискриминантной функции: - -20,45, вероятность ошибочной классификации 29,873 %.

При перекрестном действии экстремальных факторов внешней среды и лазера  чувствительность для сравниваемых групп нами установлена наибольшая информативность: D=+14,362*Округлость Макрофага ядра; вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 10,24; вероятность ошибочной классификации 25,813 %.; D=-9.586*Ширина Макрофагов вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: -50,52; вероятность ошибочной классификации 30,403 %.

Таким образом, морфометрические параметры клеток БАЛ статистически достоверно отражают ответ организма на биологическое воздействие факторов внешней среды на органы дыхания. Тем самым объективизируют механизмы поддержания клеточного состава. Поэтому, морфометрические критерии могут выступать в качестве количественных интегральных показателей описывающей роль клеток в защитно-приспособительные реакции органов дыхания. Интегральный подход к анализу бронхоальвеолярной цитограммы, в комплексе с системной цитометрией клеток БАЛЖ существенно расширяет возможности морфологической оценки состояния органов дыхания, когда появляется необходимость изучения пластического обеспечения кинетических параметров течения компенсаторно-приспособительных и патологических процессов. 

При изучении ответа органов дыхания на действие низких температур в эксперименте мы обнаружили, что наиболее ценным признаком, различающим исследуемые выборки, является взаимосвязь между морфометрическими параметрами макрофагов и лимфоцитов: 

D=+5.856*Ширина Макрофага-4.098*Периметр лимфоцита вероятность различия выборок: p < 0,001, граничное значение дискриминантной функции: - 31,93, вероятность ошибочной классификации 1,232 %;

D=+3.135*Ширина Макрофага-5.443*Цитоз макрофагов-13,4*Цитоз эпителия-6,57 Цитоз Нейтрофилов вероятность различия выборок: p < 0,01, граничное значение дискриминантной функции: - 11,1, вероятность ошибочной классификации 4,4 %; D=-2.844*Периметр Лимфоцитов-0.16*% Лимфоцитов-2,075*%Двуядерные макрофаги вероятность различия выборок: p < 0,05, граничное значение дискриминантной функции: - 37,51, вероятность ошибочной классификации 20,72 %;

При морфометрическом исследовании объективизированы особенности строения макрофагов, обнаруженные в случае низкоинтенсивного лазерного облучения легких: D=-3,720*Периметр лимфоцитов+0,335*% Бpонхиальный эпителий: вероятность различия выборок: p < 0,01, граничное значение дискриминантной функции: - -57, 0, вероятность ошибочной классификации 9,866 %.; D=-23.922*Инцл-1.203*Площадь лимфоцита: вероятность различия выборок: p <0,001, граничное значение дискриминантной функции: -27,42; вероятность ошибочной классификации 7,922 %.

Форма ядра существенно зависит от процентного содержания макрофагов, что является хорошим дифференцировочным признаком особенностей клеточного состава сравниваемых групп экспериментальных животных: D=-0,151*% Макpофагов-7,409*Эквивалентный радиус ядра макрофага; вероятность различия выборок: p<0,05; граничное значение дискриминантной функции: - -25,74, вероятность ошибочной классификации 25,04 %.

Его количественные характеристики тесно координированы с изменениями содержания клеток в БАЛ крыс, облученных лазером, что доказывается дискриминантным уравнением: D=-0,135*% Макpофагов -0,418*Площадь ядра макрофагов вероятность различия выборок: p<0,05; граничное значение дискриминантной функции: -18,27; вероятность ошибочной классификации 28,81 %.

Нами установлено, что в случае перекрестного действия лазерного излучения и низких температур на организм, существенную информативность приобретает результат объединения обоих показателей: D=+10,768*Округлость Макрофага ядра-0,591*Ширина Макрофагов; вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: -4,57; вероятность ошибочной классификации 23,944 % . Округлость ядра существенно зависит от тотального содержания макрофагов и индекса интенсивности цитолиза клеток, что является хорошим дифференцировочным признаком особенностей клеточного состава сравниваемых групп экспериментальных животных: D= -24,204*Инцл+4,493*Цитоз макрофагов +86,324*Округлость Макрофага ядра; вероятность различия выборок: p<0,001, граничное значение дискриминантной функции: 55,95; вероятность ошибочной классификации 1,193 % ; D = -0, 284*Периметр лимфоцита -0,141 * % Макрофагов -1,578 * Мах.Длина Макрофага вероятность различия выборок: p<0,02, граничное значение дискриминантной функции: 45,95; вероятность ошибочной классификации 16,82 %.
Таблица № 16

Цитометрические показатели лимфоцитов.
	Название показателя
	Интактные животные
	Животные охлаждавшиеся 10 дней
	Достоверность различий

по Стьюденту.

	 Периметр мкм
	15,2+0,25
	16,16 + 0,25
	 p < 0,05

	Площадь мкм2
	14, 39+ 0,64
	16,38 + 0,44
	p < 0,05

	Макс. Длина мкм
	5,21+0,1
	5,57 + 0,11
	p< 0,05

	Мин. Длина мкм
	2,97+0,1
	3,13 + 0,09
	p> 0,05

	Элонгация
	2,02 + 0,1
	2,0 +  0,07
	p> 0,05

	Компактность.
	1,48 + 0,02
	1,48 + 0,01 
	p> 0,05

	Квадратичность.
	1,42+ 0,05
	1,41 + 0,04
	p> 0,05

	Округлость.
	0,7 + 0,02
	0,75 + 0,01
	p>  0,05

	Эквивалентный радиус.
	1,76 +  0,07
	1,91  + 0,03
	p> 0,05


Таблица № 17 

Кариоцитометрические показатели лимфоцитов. 

	Название показателя
	Интактные животные
	Животные охла-ждавшиеся 10 дней
	Достоверность

исследования.

	Периметр ядра мкм
	13,86+0,53
	14,06 + 0,4
	 p > 0,05

	Площадь ядра мкм2
	11, 2 +  0,98
	11,77 + 0,78
	p > 0,05

	Макс. длина ядра в мкм
	4,7 + 0,18
	4,84 + 0,13
	p> 0,05

	Мин. Длина ядра в мкм 
	2,73 + 0,1
	2,86 + 0,09
	p> 0,05

	Элонгация  ядра
	1,83 + 0,13
	1,87 +  0,07
	p> 0,05

	Компактность ядра
	1,49 + 0,01
	1,49 + 0,02 
	p> 0,05

	Квадратичность ядра
	1,39+ 0,01
	1,34 + 0,03
	по F p < 0,05

	Округлость ядра
	0,7 + 0,03
	0,72 + 0,01
	p>  0,05

	Эквивалентный радиус ядра
	1,55+0,01
	1,61  + 0,07
	p> 0,05

	Я- Ц отношение.
	0,77+ 0,55
	0,72 + 0,06
	p>0,05


Таблица № 18

Цитометрические показатели макрофагов.

	Название показателя
	Интактные животные
	Животные охлаждавшиеся 10 дней
	Достоверность 

исследования

	 Периметр мкм
	30,96 + 1,64
	25,59 + 0,74
	 p < 0,02

	 Площадь мкм2
	57, 53 + 5,24
	40,17 + 1,98
	p < 0,02

	Макс. Длина в мкм
	10,11 + 0,43
	8,48 + 0,29
	p< 0,01

	 Мин. Длина в мкм
	5,95 + 0,24
	5,04 + 0,1
	p> 0,01

	Элонгация
	1,94 + 0,04
	1,89 + 0,05
	p> 0,05

	Компактность.
	1,55 + 0,02
	1,55 + 0,03 
	p> 0,05

	Квадратичность.
	1,41+ 0,03
	1,37 + 0,03
	p> 0,05

	Округлость.
	0,73 + 0,03
	0,76 + 0,01
	p>  0,05

	Эквивалентный радиус.
	3,54 +  0,16
	3,24  + 0,18
	p> 0,05


Таблица № 19. 

Кариоцитометрические показатели макрофагов. 

	Название показателя
	Интактные животные
	Животные 

охлаждавшиеся 10 дней
	Достоверность 

исследования

	 Периметр в мкм
	19,36 + 0,98
	16,29 + 1,49
	 p > 0,05

	 Площадь в мкм2
	21, 65 +  1,99
	16,97 + 2,68
	p > 0,05

	 Макс. длина в мкм
	6,79 +  0,33
	5,92 + 0,52
	p> 0,05

	 Мин. Длина в мкм
	3,68 + 0,15
	3,3 + 0,18
	p> 0,05

	Элонгация 
	2,32 + 0,16
	2,03 +  0,11
	p> 0,05

	Компактность
	1,46 + 0,02
	1,45 + 0,02 
	p> 0,05

	Квадратичность
	1,55 +  0,08
	1,38 + 0,06
	p> 0,05

	.Округлость 
	0,69 + 0,02
	0,73 + 0,001
	p>  0,05

	Эквивалентный радиус 
	2,16 +  0,1
	1,9  + 0,14
	p> 0,05

	Я-Ц отношение.
	0,38+ 0,01
	0,42 + 0,05
	p<0,05 по Фишеру 


Таблица № 20

Цитометрические показатели легочных макрофагов.

	Название показателя
	Интактные животные
	Животные 

облученные лазером
	Достоверность 

исследования

	 Периметр в мкм
	30,96 + 1,64
	35,58 + 2,03
	 p > 0,05

	 Площадь в мкм2
	57, 53 + 5,24
	86,32 + 1,55
	p < 0,05

	 Макс. Длина в мкм
	10,11 + 0,43
	12,01 + 0,7
	p< 0,05

	 Мин. Длина в мкм
	5,95 + 0,24
	6,83 + 0,42
	p< 0,05

	 Элонгация
	1,94 + 0,04
	1,97 + 0,09
	p< 0,05

	 Компактность.
	1,55 + 0,02
	1,52 + 0,03 
	p< 0,05

	Квадратичность.
	1,41+ 0,03
	1,42+0,04
	p< 0,05

	.Округлость.
	0,73 + 0,03
	0,75 + 0,02
	p<  0,05

	Эквивалентный радиус.
	3,54 +  0,16
	4,28 + 0,35
	p< 0,05


Таблица 21

Кариоцитометрические показатели макрофагов.

	Название показателя
	Интактные животные
	Животные 

облученные лазером
	Достоверность различий

по Стьюденту.

	 Периметр в мкм
	19,36 + 0,98
	21,59+0,77
	 p > 0,05

	 Площадь в мкм2
	21, 65 +  1,99
	27,89+2,08
	p > 0,05

	Макс. длина в мкм
	6,79 +  0,33
	7,6+0,33
	p> 0,05

	Мин. Длина в мкм
	3,68 + 0,15
	4,12+0,17
	p> 0,05

	 Элонгация 
	2,32 + 0,16
	2,21+0,07
	p> 0,05

	 Компактность
	1,46 + 0,02
	1,45+0,02 
	p> 0,05

	Квадратичность
	1,55 +  0,08
	1,5+0,03
	p> 0,05

	Округлость 
	0,69 + 0,02
	0,7 + 0,01
	p>  0,05

	.Эквивалентный радиус 
	2,16 +  0,1
	2,39+0,11
	p> 0,05

	 Я/Ц отношение.
	0,38+ 0,01
	0,34 + 0,03
	по Фишеру  p < 0,05


Таблица №22

Цитометрические показатели макрофагов животных. 

	Название показателя
	Животные охлаждавшиеся 10 дней
	Животные охлаждавшиеся 10 дней облученные лазером
	Достоверность различий

по Стьюденту.

	Периметр в мкм
	25,59 + 0,74
	26,93 + 0,92
	 p > 0,05

	Площадь в мкм2
	40,17 + 1,98
	45,87 + 3,35
	p > 0,05

	Макс. Длина в мкм
	8,48 + 0,28
	8,99 + 0,36
	p> 0,05

	Мин. Длина в мкм
	5,09 + 0,1
	5,45 + 0,12
	p< 0,05

	Элонгация
	1,89 +  0,05
	1,82 + 0,07
	p> 0,05

	Компактность.
	1,55 + 0,03 
	1,51 + 0,02 
	p> 0,05

	Квадратичность.
	1,37 + 0,03
	1,31 + 0,05
	p> 0,05

	Округлость.
	0,76 + 0,01
	0,75 + 0,02
	p>  0,05

	Эквивалентный радиус.
	3,24  + 0,18
	3,18 + 0,16
	p> 0,05


Таблица № 23 

Кариоцитометрические показатели макрофагов животных 

	Название показателя
	Животные 

охлаждавшиеся 10 дней
	Животные 

охлаждавшиеся 10 дней облученных лазером
	Достоверность различий

по Стьюденту.

	 Периметр ядра в мкм
	16,29+1,49
	17,69+0,89
	 p > 0,05

	 Площадь ядра в мкм2
	16,97+2,6
	18,35+1,63
	p > 0,05

	 Макс. длина ядра в мкм
	5,92+0,52
	6,34+0,28
	p> 0,05

	 Мин. Длина ядра в мкм
	3,3+0,18
	3,55+0,17
	p> 0,05

	 Элонгация ядра
	2,03+0,11
	2,02+0,06
	p> 0,05

	Компактность ядра
	1,45+0,02 
	1,42+0,02 
	p> 0,05

	Квадратичность ядра
	1,38+0,06
	1,36+0,03
	по Фишеру  p < 0,05

	Округлость ядра
	0,73+0,01
	0,7+0,01
	p>  0,05

	Эквивалентный радиус ядра
	1,9+0,14
	1,95+0,09
	p> 0,05

	 Я -Ц отношение.
	0,38+0,05
	0,4+0,04
	p>0,05


Следовательно, морфометрические характеристики клеточных элементов служат числовым выражением взаимоотношений между строением клеток и цитологическим составом бронхоальвеолярного лаважа (17). Поэтому можно использовать морфометрические параметры клеток как подход к анализу, причин изменения клеточного профиля БАЛ (34). Нами обнаружено, что результаты морфометрического исследования наглядно характеризуют степень десквамации  эпителиальных клеток у пациентов с бронхиальной астмой. При корреляционном анализе установлены, тесные прямые взаимоотношения между значениями морфометрических параметров и содержанием эпителиальных клеток (таблица № 24). 

Таблица №24

Статистическая достоверность корреляций между морфометрическими параметрами и парциальным содержанием эпителиальных клеток.

	Название параметра
	Коэффициент корреляции с % содержанием бронхиального эпителия

	Длина эпителиоцита
	+0,44 p<001

	Периметр эпителиоцита
	+0,29 p<0,05

	Площадь эпителиоцита
	+0,4 p<0,01

	Ширина эпителиоцита
	+0,35 p<0,01

	Длина ядра эпителиоцита
	+0,22 p>0,05

	Ширина ядра эпителиоцита
	+0,13 p>0,05

	Периметр ядра эпителиоцита
	+0,26 p>0,05

	Площадь ядра эпителиоцита
	+0,22 p>0,05


В отличие от морфометрических показателей цитоплазмы, морфометрические параметры ядра слабо коррелируют с десквамацией бронхиального эпителия. Обнаруженные при цитоморфологическом исследовании признаки дисплазии бронхиального эпителия косвенно указывают на то, что отторжению от базальной мембраны подвергаются видоизмененные клетки. На что указывают особенности взаимосвязи между морфометрическими значениями самой клетки и ядра. Это предположение подтверждается тем, что такой важный показатель дифференцированности клетки, как ядерно-цитоплазматический индекс достоверно связан, с линейными и площадными характеристиками обоих компонентов клетки. В то же время мы обнаружили низкий коэффициент корреляции между этими двумя группами показателей (таблица № 25). С нашей точки зрения, это указывает на возможную десинхронизацию изменения строения цитоплазмы и ядра, которая возникает в поврежденных клетках.

Таблица № 25. 

Корреляционный анализ взаимоотношений между морфометрическими параметрами ядра и цитоплазмы клеток бронхиального эпителия.

	Параметр
	Я/ Ц отношение 
	Длина 

ядра 
	Ширина ядра 
	Периметр ядра 
	Площадь ядра 

	Я/ Ц отношение 
	
	+0,5p< 0,01
	+0,4 p< 0,01 
	+0,5p < 0,01
	+0,5р< 0,01

	Длина эпителиоцита
	- 0,6 p< 0,01
	+0,05p>0,05
	+0,17p>0,05
	+0,1 p>0,05
	+0,15p>0,05

	Периметр эпителиоцита
	-0,46 p< 0,01
	+0,05p>0,05
	+0,2 p>0,05
	+0,19p>0,05
	+0,22 >0,05

	Площадь эпителиоцита
	- 0,6p< 0,001
	+0,18p>0,05
	+0,23p>0,05
	+0,18p>0,05
	+0,2 p>0,05

	Ширина эпителиоцита
	-0,35 p< 0,05
	+0,1 p>0,05
	+0,2 p>0,05
	+0,2 p>0,05
	+0,3 p>0,05


Достоверно значителен коэффициент корреляции, в случае исследования взаимоотношений между параметрами, отражающих форму ядра, и параметрами, характеризующими форму клетки. Отмеченные параметры формы, описывают фигуру, которую можно вписать в биологическую структуру. В связи с чем мы предположили, что форм-факторы являются параметрами дополнительно характеризующими ядерно-цитоплазматический индекс. Предположение подтвердилось при корреляционном исследовании (таблица № 26).

Таблица № 26

Связь между показателями форм-факторами ядра и форм-факторами эпителиальной клетки 
	Показатели
	Я/Ц отношение
	Квадратич-ность ядра 
	Эквивалентный радиус ядра
	Элонгация ядра 

	Компактность клетки
	+0,4 p< 0,02
	*
	*
	*

	Эквивалентный радиус клетки
	+0,4 p< 0,02
	-0,8 p<0,001
	*
	*

	Округлость клетки
	*
	-0,6 p< 0,001
	*
	*

	Длина клетки
	-0,56 р<0,01
	-0,57 p<0,01
	*
	*

	Я/Ц
	*
	+0,7 p<0,001
	+0,43 p<0,02
	*

	Возраст пациента
	*
	*
	*
	+0,4 р< 0,02


Результаты морфометрического исследования свидетельствуют о тесной связи между цитоплазмой и ядром у альвеолярных макрофагов пациентов с БА (28). При корреляционном исследовании установлена положительная взаимосвязь между площадными и линейными параметрами ядра и цитоплазмы мононуклеарных фагоцитов ( таблица № 27). 

Таблица № 27. 

Корреляционный анализ взаимоотношений между 

морфометрическими параметрами ядра и цитоплазмы макрофагов.

	Параметр
	Я/Ц

отношение 
	Длина ядра 
	Ширина ядра 
	Периметр ядра 
	Площадь ядра

	Я/Ц отношение 
	
	+0,58 p<0,01
	+0,08 p>0,05 
	+0,09 p>0,05
	+0,51р<0,02

	Длина макрофага
	- 0,05 р>0,05
	+0,64 p>0,01
	+0,68 p<0,01
	+0,0 p>0,05
	+0,7 p<0,001

	Ширина макрофага
	-0,08 p >0,05
	+0,52 p<0,02
	+0,42 p>0,05
	+0,3 p>0,05
	+0,5 p< 0,01

	Периметр макрофага
	-0,27 p> 0,05
	+0,31 p>0,05
	+0,36 p>0,05
	+0,02 p>0,05
	+0,3 p>0,05

	Площадь макрофага
	- 0,05 p>0,05
	+0,66 p<0,01
	+0,7 p<0,001
	+0,05 p>0,05
	+0,8 p<0,001


При корреляционном анализе морфометрических показателей складывается впечатление, что ядро несколько опережает цитоплазму в пластическом обеспечении реакции клетки на изменение окружающей среды. На что указывает то, что Я/Ц индекс преимущественно связан с количественными параметрами, характеризующими ядерный аппарат (таблица № 28)

Таблица № 28

Связь между морфометрическими параметрами ядра и цитоплазмы 

макрофагов. у пациентов с БА.

	Параметр
	Элонгация

ядра 
	Компакт-ность

ядра
	Квадрати-чность ядра 
	Округло-сть ядра
	Эквивален-тный радиус ядра

	Периметр клетки
	-0,03 p>0,05
	0,1 p >0,05
	-0,04 p>0,05
	+0,43 p>0,05
	+0,7 p<0,001

	Площадь клетки
	-0,07 p>0,05
	+0,58 p<0,01
	+0,13 p>0,05
	+0,44 p>0,05
	+0,01 p>0,05

	Длина клетки
	-0,07 p>0,05
	+0,54 p<0,01
	+0,1 p> 0,05
	+0,4 p> 0,05
	+0,59 p>0,01

	Ширина клетки
	-0,27 p>0,05
	+0,24 p>0,05
	+0,27 p>0,05
	+0,33 p>0,05
	+0,39 p>0,05

	Я/Ц
	+0,24 p>0,05
	+0,3р>0,05
	0,0 p>0,05
	0,11 p>0,05
	+0,6 p<0,02


Между форм-факторами ядра и цитометрическими характеристиками цитоплазмы существуют статистически достоверные взаимоотношения (таблица № 29, таблица № 30). Следовательно, форм-факторы, описывающие конфигурацию ядра, дублируют значение ядерно-цитоплазматического индекса. Среди показателей формы выделяется эквивалентный радиус ядра, который напрямую коррелирует с ядерно-цитоплазматическим индексом и площадными параметрами цитоплазмы. Эквивалентный радиус клетки в свою очередь тесно связан с числовыми значениями ядра. Такими же свойствами, обладают элонгация клетки, квадратичность клетки (таблица №29, таблица №30).

Таблица№ 29

Связь между показателями форм-факторами ядра и форм-факторами цитоплазмы макрофагов у пациентов с БА.

	Параметр
	Элонгация 

ядра 
	Компактность ядра
	Квадратичность ядра 
	Округлость

 ядра
	Эквивалентный радиус ядра

	Элонгация клетки
	-0,03 p>0,05
	+0,58 р> 0,01
	-0,03 p>0,05
	+0,27 p> 0,05
	+0,44 p>0,05

	Компактность клетки
	-0,06 p>0,05
	-0,12 p>0,05
	-0,09 p >0,05
	-0, 33 p>0,05
	-0,41 p>0,05

	Квадратичность клетки
	+0,08 p>0,05
	+0,63p<0,001
	-0,05 p > 0,05
	+0,23 p >0,05
	+0,41 p>0,05

	Округлость клетки
	+0,07 p>0,05
	+0,28 p>0,05
	-0,01 р > 0,05
	+0,29 p >0,05
	+0,33 p>0,05

	Эквивалентный радиус клетки
	-0,03 p>0,05
	+0,6  p<0,001
	+0,01 р>0<05
	+0,47 p <0,05
	+0,61 p<0,01


Можно даже утверждать, что они уточняют его морфологическую целесообразность, учитывая важную роль ядерной мембраны в придании формы ядра. Это подтверждается тем, что существуют дополнительных механизмов обеспечивающих активный обмен веществом между ядром и цитоплазмой, представленные, так называемыми называемых ядерными карманами. 

Таблица №30

Связь между форм-факторами цитоплазмы и морфометрическими параметрами ядра макрофагов у пациентов с БА.

	Параметр
	Элонгация

клетки
	Компакт-ность

клетки
	Квадра-

тичность 

клетки 
	Округло-сть клетки
	Эквивалентный радиус клетки

	Периметр ядра
	-0,01 p>0,05
	+0,02 p>0,05
	0,0 p>0,05
	-0,34 p>0,05
	-0,12

	Площадь ядра
	+0,47 p<0,05
	-0,31 p>0,05
	-0,47 p<0,05
	+0,36 p>0,05
	+0,51 p<0,05

	Длина ядра
	+0,39 p>0,05
	+0,29 p>0,05
	+0,4 p < 0,05
	+0,23 p>0,05
	+0,58 p<0,01

	Ширина ядра
	+0,53 p<0,02
	-0,34 p>0,05
	+0,54 p<0,02
	+0,3 p>0,05
	-0,08 p>0,05


На высокую информационно-диагностическую значимость форм-факторов, описывающих строения ядра, указывают значения индекса корреляции между содержанием бронхиального эпителия и элонгацией ядра, округлостью ядра (таблица № 31).

Таблица № 31

Связь между показателями форм-факторами ядра макрофагов и параметрами 

клеточного состава БАЛ у пациентов с БА.

	Параметр
	Элонгация 

ядра 
	Компакт-ность ядра
	Квадрати-чность ядра 
	Округло-сть ядра
	Эквивалентный радиус ядра

	% Макрофагов
	-0,3 p>0,05
	+0,27 p>0,05
	+0,34 p>0,05
	-0,23 p>0,05
	+0,26 p>0,05

	% Лимфоцитов
	+0,28 p>0,05
	-0,27 p>0,05
	+0,34 p>0,05
	+0,23 p>0,05
	+0,26 p>0,05

	% Нейтрофилов
	0,04 p>0,05
	-0,14 p>0,05
	+0,08 p>0,05
	-0,1 p>0,05
	-0,09 p>0,05

	% эозинофилов
	-0,02 p>0,05
	-0,01 р<0,05
	0,01 p>0,05
	-0,5 р<0,05*
	-0,22 p>0,05

	% Бр. эпителия
	-0,5 р< 0,05*
	+0,39 р>0,05
	+0,04 p>0,05
	+0,5р< 0,05*
	+0,06 p>0,05


По видимому полученные нами при компьютерной морфометрии  данные говорят за то, что перекрестное действие лазерного излучения с холодом на организм сопровождается сложной модификацией структурных факторов защиты органов дыхания (26). Наши исследования показывают, что системный морфологический анализ парциального состава клеток БАЛЖ пациенты с Хобл и экспериментальных животных, является подходом к оценке состояния клеточных мембран. В этом аспекте значительный интерес приобретают исследования целой группы авторов, в которых доказана существенная эффективность лазерного излучения только в случае комбинированного воздействия с лекарственными веществами (14,27,37,38,75,84,105,147,148,149,157). Условия эксперимента указывают на обоснованность предположения, что низкоинтенсивное лазерное излучение запускает неизвестные механизмы, повышающие эффективность природных и синтетических антиоксидантов, других мембранотропных препаратов (тайлед, производные изотиобарбамина). Эти исследования показывают, что системный морфологический анализ парциального состава клеток БАЛЖ пациентов ХНЗЛ и  экспериментальных животных, является подходом к оценке фармакологической активности  антиоксидантов в отношении состояния клеточных мембран легких. 

Эксперименты выполнены на лабораторных животных (беспородных крысах) . Животные были разделены на 6 групп:; 4- группа- животные, которым перед охлаждением облучали грудную клетку инфракрасным лазером, -5 группы- животные, которым перед охлаждением вводили антиоксидант эмоксипин, причем в 6 группе- в комплексе с облучением грудной клетки инфракрасным лазером, 3 группа - подвергавшиеся  воздействию холода ( при температуре - 15o С в течение 10 дней, 3 часа ежедневно) была контролем. Использование эмоксипина  предупреждает холодовую травму легких экспериментальных животных: снижается уровень десквамации эпителия, инфильтрации тканей респираторного тракта нейтрофилами. Введение эмоксипина в организм ведет к уменьшению содержания макрофагов в бронхолаважной жидкости, количество лимфоцитов напротив не изменяется (таблица № 33 ). Общая концентрация клеток падает в два раза. При сочетанном  использовании квантовой терапии и фармакологического препарата эмокспина наблюдается выраженная модуляция клеточных реакций легких (таблица № 33). С помощью дискриминантного анализа морфологических параметров клеток бронхоальвеолярного лаважа сравниваемых групп животных идентифицированы ведущие звенья клеточных реакций, на которые наиболее эффективно влияет комбинированное воздействие лазера и эмоксипина: 1)D= -68.074*% Двуядерных макрофагов в 1 мл БАЛ, p < 0,01, граничное значение функции –71.87, вероятность ошибочной классификации; 19.6%; 2) D= +0.418*% Hейтpофилов  +18.693* Концентрация макрофагов в 1 мл БАЛ, p < 0,05, граничное значение функции -11.53, вероятность ошибочной классификации 21.34%

Значения основных морфометрических параметров макрофагов в этом эксперименте  представлены в таблицах №33, № 34, №35, № 36. Чувствительность этих количественных параметров макрофагальных клеток к комбинированному воздействию эмоксипина и низкинтенсивного лазерного излучения подтверждается результатами дискриминантного анализа. Для сравниваемых групп нами установлена наибольшая информативность обоих показателей: 1) D=+1,419*Периметр Ядра Макрофага ядра; вероятность различия выборок: p<0,01, граничное значение дискриминантной функции: 24,71; вероятность ошибочной классификации 29,238 %; 2) D=+4.8*Ширина Макрофагов вероятность различия выборок: p<0,05, граничное значение дискриминантной функции: 26,95; вероятность ошибочной классификации 29,485 %.

Низкоинтенсивное лазерное излучение грудной клетки крыс существенно модулирует фармакологическую активность эмоксипина в отношении клеточного состава, что подтверждается при сравнительном пошаговом дискриминантном анализе. Нами установлено, что в случае перекрестного действия лазерного излучения,  низких температур и эмоксипина на организм существенную информативность приобретает результат ассоциации следующих цитоморфологических показателей: D = - 59, 342* Компактность ядра макрофага - 0,358* Площадь Ядра Макрофага - 0,716 % Макрофагов / % Лимфоцитов  - 24, 726 * Цитоз нейтрофилов вероятность различия выборок: p<0,01, граничное значение дискриминантной функции: -6,57; вероятность ошибочной классификации 12,005 %.

Таблица № 33

Клеточный состав бронхоальвеолярного лаважа экспериментальных животных 

	Название группы
	3 группа крыс
	5 группа крыс
	6 группа крыс

	Тотальные клетки
	
	1,68+0,22
	0,85+0,23*
	0,85+0,01*

	Макрофаги
	%
Т.
	48,5+8,37

0,85+0,21
	56,8+10,2

0,38+0,03*
	56,0+10,2

0,47+0,09*F

	Двуядерные макрофаги
	
	1,14+0,31
	1,46+0,15
	0,65+0,18 **

	Лимфоциты
	%

Т.
	17,8+3,47

0,31+0,07
	29,0+8,5

0,34+0,2*
	20,8+5,13

0,18+0,05*F

	Гранулоциты
	%

Т.
	17,57+0,84

0,32+0,15
	3,83+1,35*

0,06+2,6
	13,3+4,59*F
0,12+0,05

	Эпителий 


	%

Т.
	15,83+1,51

0,19+0,10
	10,33+2,6

0,09+0,04*
	9,33+2,93
0,08+0,03*


*p<0,05, ** p<0,01 показывает достоверность различий между группами. Тотальные клетки - абсолютное количество клеток, извлеченных из легких , измеряется в 106 в 1 мл БАЛ. Т.- тотальное содержание клеточной популяции, F - критерий Фишера. 

Таблица №34

Цитометрические показатели макрофагов 

	Название показателя
	Животные 3 группы
	Животные 5 группы
	Достоверность исследования 

	Периметр в мкм
	25,59 + 0,74
	25,15 +  0.36
	 p > 0,05

	Площадь в мкм2
	40,17 + 1,98
	37,52 +  1.52
	p > 0,05

	Макс. Длина в мкм
	8,48 + 0,28
	8,62 + 0.72
	p> 0,05

	Мин. Длина в мкм
	5,09 + 0,1
	5,24 + 0.09
	p< 0,05

	Элонгация
	1,89 +  0,05
	1,9 +  0.04
	p> 0,05

	Компактность.
	1,55 + 0,03 
	1,47 + 0/01 
	p< 0,05

	Квадратичность.
	1,37 + 0,031
	1,.3+ -.04
	p> 0,05

	Округлость.
	0,76 + 0,01
	0,72 + 0.01
	p<  0,05

	Эквивалентный радиус.
	3,24  + 0,18
	 2,81+ 0.09
	p< 0,05


Таблица № 35 

Кариоцитометрические показатели макрофагов 

	Название показателя
	Животные 
3 группы
	Животные 
5 группы
	Достоверность исследования

	 Периметр ядра в  мкм
	16,29+1,49
	16,13 + 0,81
	 p > 0,05

	Площадь ядра в мкм2
	16,97+2,6
	14,86 + 1,72 
	p > 0,05

	Макс. длина ядра в мкм
	5,92+0,52
	6.03 + 0.32
	p> 0,05

	Мин. Длина ядрав  мкм
	3,3+0,18
	3.28 + 0.16
	p> 0,05

	Элонгация ядра
	2,03+0,11
	2,36 + 0,16
	p> 0,05

	Компактность ядра
	1,45+0,02 
	1,36 + 0,01 
	p> 0,05

	Квадратичность ядра
	1,38+0,06
	1,42+0,03 
	p.> 0,05

	Округлость ядра
	0,73+0,01
	0,67 + 0,01
	p< 0,05

	Эквивалентный радиус ядра
	1,9+0,14
	1,73 +  0,11
	p> 0,05

	Я-Ц отношение.
	0,38+0,05
	0,4 + 0,04
	p>0,05


Таблица №36

Цитометрические показатели макрофагов 

	Название показателя
	Животные 
5 группы
	Животные 
6 группы
	Достоверность исследования

	Периметр в мкм
	25,15 +  0.36
	25,15 + 0,36
	 p > 0,05

	Площадь мкм2
	37,52 +  1.52
	37,52 + 1,52 
	p > 0,05

	Макс. Длина в мкм
	8,62 + 0.72
	8,62 + 0,19
	p> 0,05

	Мин. Длина в мкм
	5,24 + 0.09
	5,24 + 0,09
	p< 0,05

	Элонгация
	1,9 +  0.04
	1,9 + 0,04
	p> 0,05

	Компактность.
	1,47 + 0/01 
	1,47 + 0,01 
	p> 0,05

	Квадратичность.
	1,.3+ -.04
	1,3+ 0,04
	p> 0,05

	Округлость.
	0,72 + 0.01
	0,71 + 0,01
	p>  0,05

	Эквивалентный радиус.
	 2,81+ 0.09
	2,81 + 0,09
	p> 0,05


Таблица № 37 

Кариоцитометрические показатели макрофагов 

	Название показателя
	5 группа животных
	6 группа животных
	Достоверность 

исследования

	Периметр ядра в мкм
	16,13 + 0,81
	18,7 +  0,7
	 p < 0,05

	Площадь ядра в мкм2
	14,86 + 1,72 
	 20,41 + 1,59 
	p < 0,05

	 Макс. длина ядра в мкм
	6.03 + 0.32
	6,68 + 0,22
	p> 0,05

	 Мин. Длина ядра в мкм
	3.28 + 0.16
	3,84 + 0,2
	p< 0,05

	 Элонгация  ядра
	2,36 + 0,16
	 2,05 +  0,09
	p> 0,05

	 Компактность ядра
	1,36 + 0,01 
	 1,41 +  0,02
	p< 0,05

	 Квадратичность ядра
	1,42+0,03 
	 1,38+ 0.05
	p.> 0,05

	Округлость ядра
	0,67 + 0,01
	0,68 +  0,01
	p> 0,05

	Эквивалентный радиус ядра
	1,73 +  0,11
	 2,04 + 0,09 
	p< 0,05

	Ядерно -цитоплазмат. отношение.
	0,4 + 0,04
	0,46+0,81
	p>0,05


Цитометрия бронхоальвеолярных смывов подтверждает высокую иноформативность морфометрических характеристик макрофагов, показывающих взаимосвязь между ядром и цитоплазмой клеток. Совершенно очевидно, что изменение  механизмов структурного обеспечения процессов модификации и реализации информационно-регуляторной роли мембранных компартментов клеток органов дыхания. 

В исследованиях, проведенных в условиях in vitro, мы получили доказательства прямого воздействия лазерного излучения на ядерный аппарат клеток иммунной системы. При ультраструктурном исследовании макрофагов, содержащихся в облученной бронхолаважной жидкости, обнаруживаются количественные изменения, происходящие в ядерном веществе. (таблица № 32). В первую очередь обращает на себя внимание увеличение площади и периметра ядра.

Таблица № 32.

	Название показателя
	Интактные клетки 
	Клетки облучен-ные лазером
	Достоверность исследования 

	Площадь ядра в мкм 2.
	8,18 +  0,82
	10,24 + 0,57
	p< 0,05

	Максимальная. Длина ядра в мкм.
	3,63 + 0,19
	4,25 + 0,23
	p< 0,05

	Периметр ядрышка в мкм.
	3,84 + 0,45
	2,57 + 0,26
	p < 0,05

	Площадь ядрышка в мкм2
	1.01 + 0,22
	0,46 + 0,01
	p > 0,05

	Объем гетерохроматина в

% к эухроматину.
	39,08 + 4,09
	36,98 + 3,9
	p > 0,05

	Толщина ядерной мембраны в мкм.
	89,38 + 9,88
	123,57 + 11,89
	p < 0,05


Другим компонентом ядра, реагирующим на лазерное излучение, является ядрышко. Оно уменьшается в размерах, смещается, вплотную примыкает к периферическому гетерохроматину. Полученная нами картина ультраструктурных преобразований  макрофагов бронхоальвеолярного лаважа, позволяет говорить о чувствительности к лазерному излучению ядра этих клеток. 

*******

Вместо выводов
Обычная арифметическая сумма  статистических характеристик системы. приводит исследователя к системному анализу объемно-эквивалентых отношений в морфологической системе, (Автандилов Г.Г., 1996 г.) . В силу того, что жизнь противоречит второму закону статистические характеристики биосистем  имеет фундаментальное значение,  только для ряда научных дисциплин: а именно для квантовой механики, ядерной физики, ядерной химии, радиобиологии, радиационной медицины.  Появление активных форм кислорода в биосистемах приводит к генерации квантов лучевой энергии фотонов. В свою очередь перекись водорода, супероксид анион радикал, синглетный кислород активируют процессы свободнорадикального окисления  аминокислот, жирных кислот, органического азота, биогенных аминов, углеводов, нейтральных липидов, пигментов и т.д. В свою очередь активные формы кислорода нестойки во времени, они существуют в течение нано-миллисекунд. По этому, их надо отнести микро характеристикам биосистем. Исходя из данных литературы, метод оценки клеточных элементов БАЛ является одним из главных направлений  исследования мембранных структур легких. С его помощью изучаются и генерации токсических активных форм кислорода, и лизосомальных ферментов которые дестабилизируют клетки легких (155,156). Результаты исследований мембранных рецепторов клеток к гормонам иммунной природы, содержащихся в БАЛ, на современном этапе, представляют значительный интерес для диагностики заболеваний легких и при выяснении механизма действия методов коррекции заболеваний респираторной системы (129,136,138, 141,143,98,115,123,152).Недостаток этих исследований заключается в том, что они решают или вопросы диагностики, или рассматривают функциональные вопросы обеспечения клеточно- тканевой защиты легких. При этом морфологические вопросы организации клеток легких при исследовании БАЛ (за исключением альвеолярных макрофагов и онкологической диагностики) остаются в стороне. Полученные нами данные показывают необходимость проведения системных исследований клеточного состава БАЛ, как одного из подходов к изучению морфологии легких. Исходя из результатов представляемого исследования следует вывод, что сравнительный пошаговый дискриминантный анализ клеточного состава легких вскрывает информационно-регуляторные механизмы структурного поддержания гомеостаза. При изучении комплекса формул пошагового дискриминантного анализа цитограмм бронхоальвеолярных смывов мы обнаружили, что значения  полученных нами уравнений описывают в первую очередь взаимоотношения между клеточными представителями специфического иммунитета- макрофаги, лимфоциты с одной стороны и с другой стороны морфобиохимическими характеристиками повреждения легких (нейтрофилы, эозинофилы, клетки бронхиального эпителий, дегенеративно изменённые клетки).  Наши исследования показывают, что системный морфологический анализ парциального состава клеток БАЛЖ пациентов ХНЗЛ и экспериментальных животных, является подходом к оценке состояния структурных механизмов, обеспечивающих работу мембран. Диагностическую значимость в аспекте оценки состояния клеточных мембран  цитоморфологического исследования БАЛ отмечают другие авторы (93,96,109,112,124,125,154,151,144,146). Это подтверждается следующими положениями: 1) Характеристики повреждения клеточных структур (индексы деструкции) служат морфологическим эквивалентом взаимоотношений между строением клеток и цитологическим составом бронхоальвеолярного лаважа. 2) При электронно-микроскопическом исследовании отмечается, что при действии на организм неблагоприятных факторов внешней среды обнаруживается схожесть морфобиохимической ситуации для всех типов клеток БАЛ. Эти закономерности заключаются в модуляции ядерно-цитоплазматических соотношений, вызванных изменением структуры эндоплазматической сети, лизосом, эндосом, ядерной мембраны (вакуолярной системы) клеток и митохондрий. Обращает на себя внимание, что при изучении ультраструктуры цитоплазмы обнаруживаются явления, говорящие об упрощении строения макрофагов, за счет деградации мембранных компартментов клеток. При фагоцитозе наблюдается повышенная пластичность мембран. При избыточном накоплении объектов фагоцитоза активация фагоцитарной функции макрофагов ведет к серьезной дестабилизации его структур, вакуолизация цитоплазмы резкое расширение эндоплазматической сети (29). 4) Комплекс формул пошагового дискриминантного и корреляционного анализа клеток бронхоальвеолярных смывов доказывает, что наиболее высокой информативностью обладают морфометрические характеристики макрофагов и лимфоцитов, показывающих взаимосвязь между ядром и цитоплазмой клеток. 5)В свою очередь, морфометрические характеристики клеточных элементов служат количественным структурным эквивалентом взаимоотношений между строением клеток и цитологическим составом бронхоальвеолярного лаважа. Поэтому можно использовать морфометрические параметры клеток, как подход к системному анализу изменения клеточного профиля БАЛ. 

Сравнительный анализ результатов клинических и экспериментальных исследований дает возможность говорить о необходимости внедрения системной морфологической характеристики клеток бронхоальвеолярных смывов, как одного из направлений в экспериментальной морфологии легких. Необходимость морфологической характеристики клеток бронхоальвеолярных смывов для решения задач экспериментальной морфологии легких подтверждают другие исследователи (94,102,119,120, 126,141,145,154).

Результаты исследований морфобиохимических характеристик межклеточных взаимоотношений в БАЛЖ на современном этапе, представляют значительный интерес и при выяснении механизма действия методов квантовой биостимуляции, модуляции и протекции защитно-приспособительных процессов.  Лазеры являются квантовыми генераторами. Нами на основании полученных данных в эксперименте и в клинике предложен алгоритм компьютерной диагностики лазерной биостимуляции клеточных реакций органов дыхания. Алгоритм включает: 1) оценка степени выраженности деструкции клеток. 2) оценка процентное содержание клеток: а) оценка содержания бронхиального эпителия, гранулоцитов, характеризующих  особенности воспаления; б) подсчет процентного содержания лимфоцитов и макрофагов. 3) Системный анализ полученных результатов. 4) Оценка цитофизиологических показателей клеток БАЛ in vitro. 5) Системная компьютерная морфометрическая характеристика макрофагов и лимфоцитов. 

Деструкция части клеток в жидкости БАЛ в таком случае позволяет моделировать условия очагов повреждения в условиях in vitro. По нашим данным кратковременная культура бронхоальвеолярного смыва является перспективным методом экспериментального исследования тех методов коррекции легких, которые обладают мембранотропным действием. При интегральной цитоморфологической оценке бронхоальвеолярных смывов складывается впечатление, что поврежденные клетки и субклеточные структуры являются фотоакцептором положительного влияния низкоинтенсивного лазерного излучения на органы дыхания. Высокая информативность цитоморфологических параметров макрофагов и лимфоцитов, содержащихся в БАЛ, подтверждает способность лазерной терапии к модуляции защитных реакций со стороны легких. 

Отсюда сравнительный пошаговый дискриминантный анализ клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа является ценным методом компьютерной диагностики легких в эксперименте и в клинике заболеваний респираторной системы. По нашим данным дискриминантный анализ клеток БАЛ в клинике и эксперименте, можно использовать для изучения организации и динамики сложных морфологических систем. В "руководстве" высказываются рекомендации, которые являются теоретическим обоснованием для создания новых морфолого-математических моделей. 

Перцептрон это автоматы способные к обучению распознавания образов. Основной интерес к перцептрону, как к модели поведения, заключается в его возможности  имитировать процесс обучения у живых существ, распознавать ту или иную ситуацию. Поэтому, результаты сравнительного пошагового дискриминантного анализа можно использовать в качестве имитации механизмов обучения системы  к распознаванию и, следовательно, адекватной её реакции на постоянно изменяющиеся условия внешней и внутренний среды. Впервые Розенблатом (1957), с помощью которой была продемонстрирована способность машины обучаться имитации процессов выработки понятий у живых существ (В.Н.Вапник, 1981). В создании устройств для распознавания образов, звуков, методов адаптивного управления и т.д. используют физические и математические модели нейронных сетей. В настоящее время создано большое количество информационных моделей нейронных сетей с отличающимися свойствами нейроподобного элемента, лежащего в их основе. Возможность имитации процессов обучения в случае соматических реакций, исходя из данных доступной нам литературы, практически не изучена.

Наш опыт, полученный при сравнительном дискриминантном анализе  клеточного состава бронхоальвеолярного лаважа, позволяют предположить, что для описания становления структуры взаимоотношений между клетками бронхоальвеолярного лаважа, можно в качестве аналога использовать модель перцептрона. В таком случае, говоря математическим языком, комплекс уравнений пошагового дискриминантного анализа бронхоальвеолярной цитограммы, является фазовым портретом состояний, которые может занимать система клеток гистогематических барьеров легких. Это в свою очередь интересно для обсуждения возможности аналитического исследования моделей морфологических систем. К сожалению, в нашем программном обеспечении отсутствует третий компонент перцептрона, сумматор положительных решений. Cумматор - R-элемент формирует выходной сигнал под влиянием воздействующих на него А-элементов. R - элемент реагирует на возникающие ситуации и в случае хорошей реакции выдает сигнал поощрения. Если поощрение получается путем сопоставления реакции перцептрона с реакцией какой - либо другой системы на туже ситуацию, то перцептрон будет имитировать поведение этой системы (А.Я. Лернер, 1967). С нашей точки зрения в роли сумматора могут выступать методы оценки энтропии системы. Энтропия является показателем степени упорядоченности системы, является частью математический аппарата теории связи, котрый необходим для цифровой обработки сигнала (А. Я. Лернер, 1967 г., Г.Г. Автандилов, 1996 г.). В частности доказано, что информационные показатели связи по Шеннону учитывают эквивалентные отношения (парциальные) отношения между клетками БАЛ в случае хронических заболеваний легких.(Жихарев С.С., Федосеев Г.Б., и др., 1990 г., ). Нельзя исключать в замен показателей количества энтропии Шеннона и Шредингера,  в качестве перспективных методов системного анализа в количественной морфологии легких что могут стать более современные и сложные модели нейронных сетей, которые вместе с нами изучали другие авторы (С.С. Целуйко, А.В.Прокопенко 2000, А.Н. Одиреев  2004, Воронина Л.М., и др. 1991, Жихарев С.С., Федосеев Г.Б., 1990, Немцов В.И.  1995, Петриков С.С., 2002, , Шамсиев А.М., и др. 2002 В.Л. Эмануэль, 1996 , Drent M., Mulder P.G.H., 1993,1996).

Часть 2. Оригинальные микрофотографии (дополнительные микрофотографии представлены на лазерном диске).

Рис. №1. Пациент N. Б.А. Рис.№2. Пациент N. ХОБЛ. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Увеличение *1000 мазок клеток БАЛ. Разрушенные клетки. Ядра гиперхромные. Цитоплазма плохо дифференцируется.

Рис. №3. Пациент N. БА. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Бронхиальные цилиндрические эпителиальные клетки. Цитоплазма непрозрачная, базофильная. Кутикулярная каемка лишена ресничек. Ядра овальной формы. Хроматин сильно конденсирован. Вокруг расположены крупные скопления микроорганизмов. 

Рис. № 4. Пациент N. Б.А. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Клетки реснитчатого эпителия. Они имеют коническую форму, широкий апикальный конец с интенсивно окрашенной кутикулярной каемкой и расположенными на ней мерцательными ресничками, базальный конец хвостообразно сужен. Ядро эпителиоцитов овальной или округлой формы, с четкими контурами. Хроматин равномерно мелкозернистый. Цитоплазма гомогенная, слабо базофильно окрашена.

Рис. №5. Крыса охлаждение 10 дней. Увеличение*1000. Мазок клеток БАЛ. Рис. № 6. Пациент N. ХОБЛ. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Рис. № 7. Пациент N. ХОБЛ. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Сегментоядерный нейтрофил. Ядро сегментоядерного нейтрофила разделено на отдельные сегменты различной величины и формы. Ядерный материал гиперхромный. Цитоплазма этих клеток демонстрирует дегенеративные изменения, плохо воспринимает красители. Распад цитоплазмы и ядра клеток протекает в следующие этапы: Сначала идет частичный распад цитоплазмы, которая перестает воспринимать красители, видны только края цитоплазматической мембраны. Ядро сохраняет свою структуру. Начало деструкции ядерного вещества, характеризуется нарушением рисунка хроматина. Ядро окружено остатками цитоплазмы. Далее цитоплазма перестает выделяться. 

Рис. №8. Пациент N. Б.А. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Эозинофил. Ядро разделено на 2-3 сегмента. Оно смещено к одному из полюсов эозинофильного лейкоцита. Хроматин плотный, гиперхромный. Эозинофильные гранулоциты хорошо идентифицируются благодаря своей крупной, округлой, оксифильной зернистости. В препаратах бронхоальвеолярного лаважа промежутки между гранулами выглядят пустыми, что уже говорит о серьезных преобразованиях в структуре клетки. Большая часть эозинофилов повреждены, сегментированные ядра связаны с остатками распадающийся цитоплазмы. 

Рис. №9. Крыса, охлаждавшаяся 10 дней и облученная лазером. Мазок клеток  БАЛ. Увеличение *1000. В центре снимка находится зрелый легочный макрофаг. Ядро с ровными контурами. В результате ассоциации грубых глыбок нуклеинового вещества хроматиновая субстанция становится гиперхромной. Расположение ядра обычно несколько эксцентричное. Границы ядра, хорошо видны. Ядро окружает обширная цитоплазма, окрашивающаяся в слабо базофильные тона. Цитоплазма слабобазофильная. Вокруг макрофага наблюдаются лимфоциты. Ядро расположено большей частью центрально. Ядро окружено узким ободком  цитоплазмы, оно округлой или бобовидной формы. Хроматиновая сеть  плотная, окрашивается в темные тона. 

Рис. №10. Пациент N. Б.А. Мазок клеток БАЛ. Увеличение 1000. Наблюдаются  макрофаги. Цитоплазма макрофагов содержит мелкие вакуоли. В препарате превалируют дегенеративно измененные клетки, лимфоциты, сегментоядерные гранулоциты.

Рис. №11. Пациент N. ХОБЛ. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Вакуолизированый альвеолярный макрофаг.

Рис. №12. Интактная крыса. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. По нашим, данным для зрелых легочных макрофагов характерно крупное, овальное ядро. В результате ассоциации гиперхромных глыбок нуклеинового вещества формируется сетчатая структура хроматина. Перинуклеарное пространство отсутствует. Расположение ядра обычно несколько эксцентричное. Ядрышек в ядре обычно одно. В большинстве макрофагов они слабо различимы. Границы ядра хорошо контурированы. Ядерная мембрана видна в виде темной тонкой линии. Ядро окружает обширная базофильная цитоплазма. 

Рис. №13. Интактная крыса. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Лимфоцит. Ядро обычно окружено узким ободком цитоплазмы. Имеет бобовидную или почковидную форму. Содержимое ядра имеет нежно-сетчатое строение. Цитоплазма более светлая. 

Рис. №14. Крыса. Культура клеток бронхиального смыва облученных лазером. Увеличение *1000. Вакуолизированый макрофаг. Клетка округлой формы. Ядро овальное. Хроматин представлен в виде нитей. Цитоплазма макрофагов базофильная. Содержит вакуоли. Клетка сохраняет свою структурную целостность. 

Рис. №15. Пациент  ХОБЛ. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Выраженные степени повреждения лимфоцитов. Обнаруживаются грубые, интенсивно окрашенные голые ядра. Цитоплазма не дифференцируется. 

Рис. №16. Крыса. Культура клеток бронхиального смыва облученных лазером. Увеличение *1000. Вакуолизированный макрофаг. Гиперхромное ядро расположено резко эксцентрично. Цитоплазма резко вакуолизирована. 

Рис. №17. Пациент N. ХОБЛ. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Легочный макрофаг. Ядро макрофага плохо различимо. Хроматин становится грубым. Цитоплазма окрашивается в зеленовато-базофильные тона, в результате накопления объектов фагоцитоза. 

Рис. №18. Крыса, охлаждавшаяся 10 дней. Увеличение 1000. Мазок клеток БАЛ. Рис. №19. Крыса, охлаждавшаяся 10 дней и облученная лазером. Увеличение 1000. Мазок клеток БАЛ. Альвеолярные макрофаги. По периферии цитоплазмы  расположены азурофильные гранулы. Ядра клеток гиперхромные.

Рис. №20. Крыса. Культура клеток бронхиального смыва облученных лазером. Увеличение *1000. Легочные макрофаги. В поле зрения присутствует вакуолизированый макрофаг. Ядро овальное. Хроматин  представлен в виде нитей. Цитоплазма базофильная. Содержит вакуоли. 

 Рис. №21. Пациент N. ХОБЛ. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Легочные макрофаги. Два макрофага однотипны. Между ними расположена более маленькая клетка. 

Рис. №22. Интактная крыса. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Двуядерный макрофаг. Базофильная цитоплазма содержит азурофильные гранулы. 

Рис. №23. Интактная крыса. Увеличение *1000. Полутонкий срез клеток БАЛ. Бронхиальный эпителий. Клетки цилиндрической формы. На апикальной поверхности расположены реснички. Ядро сдвинуто в сторону базальной области. Цитоплазма вакуолизирована. 

Рис.№24. Крыса, охлаждавшаяся 10 дней. Увеличение *1000. Полутонкий срез клеток БАЛ. Нейтрофил. Ядро разделено на отдельные сегменты. Гетерохроматин ядра плотный. Большую часть клетки занимает цитоплазма, в ней содержатся вакуоли. 

Рис. №25. Крыса, подвергнутая холодовому воздействию в течение 10дней. Полутонкий срез увеличение *1000. Макрофаг с липидными включениями в цитоплазме. 

Рис. №26. Крыса, подвергнутая холодовому воздействию в течение 10 дней. Полутонкие срезы Увеличение *1000. Макрофаг с большим количеством липидного материала цитоплазме. 

Рис. №27. Интактная крыса. Увеличение *1000. Полутонкий срез клеток БАЛ. Двуядерный  макрофаг. На поверхности цитоплазматической мембраны обнаруживаются короткие выросты. Цитоплазма заполнена многочисленными грубыми базофильными гранулами. Обнаруживаются мелкие цитоплазматические вакуоли. 
Рис. №28. Интактная крыса. Увеличение *1000. Полутонкий срез клеток БАЛ. Рис.№29.  Интактная крыса. Увеличение *1000. Полутонкий срез клеток БАЛ. Макрофаги легких. Наружная цитоплазматическая мембрана образует небольшие выросты. Цитоплазма накапливает мелкие вакуоли, азурофильные гранулы. Ядро бобовидной формы. 

Рис. №30. Интактная крыса. Увеличение *1000. Полутонкий срез клеток БАЛ. В центре снимка обнаруживается макрофаг. Клетка округлой формы. Наружная цитоплазматическая мембрана образует небольшие выросты. Цитоплазма содержит азурофильные гранулы. Ядро бобовидной формы. Ядерная мембрана имеет четкие контуры. В ядерном веществе обнаруживается ядрышко. На этом же препарате мы видим малые темные лимфоциты. 

Рис. № 31. Интактная крыса. Увеличение *1000. Полутонкий срез клеток БАЛ. Альвеолярные макрофаги. Ядра смещены к одному из полюсов. В цитоплазме содержится большое количество азурофильных гранул. Хорошо дифференцируется лейкоциты и эритроциты, которые находятся в составе фагосом. Макрофаги двигаются в сторону гибнущих клеток.

Рис. №32. Крыса холод 10 дней.  Увеличение *1000. Полутонкий срез клеток БАЛ. В препарате мы обнаруживаем малые светлые лимфоциты и широкоплазменные лимфоциты. 

Рис. №33. Интактная крыса. Увеличение *1000. Полутонкий срез клеток БАЛ. Альвеолярный макрофаг. В цитоплазме находится фагосома. Она содержит лимфоцит. 

Рис. №34. Пациент N. Б.А. Рис. №35. Пациент N  Б.А. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Скопления бактерий. Вокруг расположены поврежденные эпителиальные клетки. 

Рис. №36. Пациент N. ХОБЛ. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Срептококковая колония.

Рис. №37. Пациент N. БА. Увеличение  *1000 клеток БАЛ. Мазок клеток БАЛ. Часто наблюдаются скопления эпителиоцитов, которые в процессе десквамации не потеряли связи друг с другом. Морфофункциональные характеристики, которых свидетельствует о возможной активации регенераторных процессов в слизистой оболочке бронхиального дерева. Такие скопления сформированы из однотипных цилиндрических клеток. Обычно границы апикального полюса плохо видны, создавая видимость однородной аморфной массы. Хорошо определяется кутикулярная каемка и реснички. Цитоплазма резко базофильная. Гиперхромные ядра полностью заполняют базальный слой. 

Рис. №38. Пациент N. Б.А. Увеличение  *1000. Мазок клеток БАЛ. Бокаловидные клетки. Они имеют широкую апикальную часть, слабо окрашенной цитоплазмы, в которой просматриваются множество мелких и более крупных вакуолей. Края клетки нередко нечеткие. Её форма близка к треугольной. Небольшие ядра расположены базально. 


Рис. №39. Пациент N. Б.А. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Кубический эпителий воздухоносных путей. 

Рис. №40. Пациент N. ХОБЛ. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Метаплазированный эпителий. Ядра довольно большие, округлые с ровными контурами. Хроматин гиперхромен Цитоплазма с четкими контурами, полупрозрачная, базофильная. Ядерно-цитоплазматическое соотношение сдвинуто в сторону ядра. 

Рис. №41. Пациент N.  ХОБЛ. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Гипертрофированная клетка цилиндрического бронхиального эпителия. 

Рис. №42. Интактная культура клеток бронхиального смыва. Увеличение *1000. Макрофаги и лимфоциты легких. 


Рис. №43. Крыса, подвергнутая комбинированному воздействию лазера и холода в течение 10 дней. Полутонкий срез. Увеличение *1000. Поврежденные макрофаги.

Рис. № 44. Рис. 45. Крыса. Культура клеток бронхоальвеолярного смыва крыс осаженная на гель агара, облученная лазером. Электроннограмма. Увеличение *10000. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Альвеолярные макрофаги. При действии лазера в условиях in vitro в клетках отмечается существенная дестабилизация мембран. Она структурно проявляется изменением строения лизосом, эндоплазматической сети, и митохондрий. Обращает на себя внимание реорганизация эндоплазматической сети в макрофагах. 

Рис. №46. Интактная крыса. Увеличение *1000. Мазок клеток БАЛ. Прижизненная окраска нейтральным красным. Гранулярно окрашиваются жизнеспособные макрофаги. Диффузно прокрашиваются гибнущие клетки. 

Рис. №47. Крыса, охлаждавшаяся 10 дней. Увеличение*1000. Мазок клеток БАЛ. Двуядерный макрофаг. Выраженные деструктивные изменения других клеток. 

Рис. №48. Крыса, подвергнутая холодовому воздействию в течение 10дней. Электроннограмма. Увеличение *10000. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Лимфоцит. Ядро овальной формы. Гетерохроматин прилегает к ядерной мембране. Наблюдается скопление гранул ядерного матрикса. Эухроматин занимает большую часть ядра. Эухроматин содержит многочисленные интерхроматиновые гранулы. Ядрышко смещено к гетерохроматину. 

Ядерная мембрана теряет четкость своих контуров. Наружная её часть становится прерывистой, наблюдаются даже микроразрывы. Цитоплазматический матрикс отличается низкой электронной плотностью. Наблюдаются единичные розетки гликогена, расширенные цистерны гладкой эндоплазматической сети. В околоядерной зоне имеются две дегенеративно изменённые митохондрии. 

Рис. №49. Крыса, подвергнутая холодовому воздействию в течение 10дней. Электроннограмма. Увеличение*10000. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Моноцитоподобные макрофаги. 

Рис. №50. Крыса, подвергнутая холодовому воздействию в течение 10дней. Электроннограмма. Увеличение*10000. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Макрофаг. В цитоплазме содержатся липидные включения. 

Рис. №51. Крыса, подвергнутая холодовому воздействию в течение 10дней. Электроннограмма. Увеличение*10000. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Макрофаги легких. В цитоплазме наблюдаются липидные капли. 

Рис. №52. Пациент N. Б.А. Электроннограмма. Увеличение*10000. Ультратонкий срез клеток БАЛ.  На электроннограмме обнаруживается моноцитоподобный макрофаг. Клетка округлой формы. Ядро в виде русской буквы "С", подковообразно. Небольшие группы вещества гетерохроматина распределено вдоль ядерной мембраны. Контуры ядра неровные. Перинуклеарное пространство плохо выражено. Отсюда границы ядерной мембраны нечеткие. В ядре наблюдаются элементы ядерного матрикса, представленные немногочисленными, мелкими скоплениями гранулярного материала. Цитоплазматический матрикс обладает высокой электронной плотностью. Возле ядра находятся крупные липидные капли и несколько цистерн гладкой эндоплазматической сети. Вдоль наружного края клетки расположены многочисленные вакуоли. 


Рис. №53. Крыса, подвергнутая комбинированному воздействию лазера и холода в течение 10 дней. Электроннограмма. Увеличение*10000. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Легочный макрофаг. Границы внешней цитоплазматической мембраны смазаны. Цитоплазматическая матрикс электронно-плотный. В цитоплазме присутствует многочисленные округлой формы вакуоли. Они собраны в группы по 3-4 вакуоли в каждой. Вакуоли содержат бесструктурный материал. Цитоплазма содержат расширенные элементы эндоплазматической сети. Обнаруживаются многочисленные электронно-плотные гранулы овальной формы. Гранулы образуют небольшие скопления, вплотную прилегают к фагоцитарным вакуолям. Ядро округлой формы. Хроматин представлен, агрегатами мелких гранул ядерного вещества. 

Рис. №54. Пациент N. ХОБЛ. Электроннограмма. Увеличение *10000. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Рис. №56. Пациент N. ХОБЛ. Электроннограмма. Увеличение*10000. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Нейтрофильный гранулоцит. Ядро нейтрофильного гранулоцита сегментировано. Гетерохроматин занимает около половины от объема ядра. Наблюдается разрыхление нуклеинового вещества. Эухроматин соответственно занимает около 1/2 от объема ядра, состоит из мелких гранул. Матрикс неспецифических гранул нейтрофилы частично дезинтегрирован. Наблюдаются разрывы мембраны, агрегация мелких плотных частиц матрикса, и его просветление. Можно отметить такие же изменения специфических гранул. Выражающиеся в том, что оболочки их выражены нечетко, местами исчезают, содержимое лизосом становится грубозернистым, как бы выделяются в цитоплазму. Цитоплазма нейтрофильного гранулоцита насыщена первичными и вторичными гранулами. Наблюдаются трубочки и цистерны гранулярной эндоплазматической сети, которые плавно переходят в расширенную цистерну гладкой эндоплазматической сети. Гранулы нейтрофила включают в себя микропузырьки. В электронно-плотном содержимом лизосом, часто определялись неправильной формы пустоты. Встречаются лизосомы, имеющие электронно-плотный центр и светлое периферическое кольцо. При утрате значительной части своего содержимого гранулы нейтрофила превращались в светлые вакуоли, окруженные мембраной. Наличие разрывов мембран гранул нейтрофильных лейкоцитов, скорее всего, говорит о различиях в темпе активации этих внутриклеточных структур. 

Рис. №55. Пациент N. Б.А. Электроннограмма. Увеличение *18000. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Фагоцитирующий альвеолярный макрофаг.


Рис. №57. Пациент N. ХОБЛ. Электроннограмма. Увеличение *18000. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Цитоплазма нейтрофильного гранулоцита насыщена первичными и вторичными гранулами. Наблюдаются трубочки и цистерны гранулярной эндоплазматической сети, которые плавно переходят в расширенную цистерну гладкой эндоплазматической сети. Вокруг последней расположены первичные гранулы нейтрофила, которые выстроены в два ряда.

Рис. №58. Пациент N. Б.А. Электроннограмма. Увеличение *18000. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Рис. №59. Пациент N. Б.А. Электроннограмма. Увеличение *10000. Ультратонкий срез клеток БАЛ. Эозинофилы. Ядра повреждены. В цитоплазме большинство органоидов разрушено. Цитоплазма вакуолизирована. Возле мембран отмечается аморфные скопления электронно-плотного материала. Наружная клеточная мембрана лизирована. Гранулы эозинофилов округлой формы. Границы специфических гранул размыты. 
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