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Иммунологическая характеристика тимуса у морской
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строительного университета

Известно, что разные субклассы клеток тимуса могут выполнять различные иммунологические функции. Это связано
в значительной степени и со зрелостью тимоцитов. Учитывая наличие факта возрастной инволюции тимуса и
существенную роль вилочковой железы в созревании Т-клеток, а также широкое применение морских свинок в
качестве различных экспериментально-иммунологических моделей, целью исследования являлось изучение у
морских свинок различного возраста клеток вилочковой железы некоторых субклассов, имеющих иммунологическое
значение, у животных разного возраста (первая группа – возраст 3-4 недели, вторая группа – средний возраст 3
месяца). Изучалось содержание в тимусе этих морских свинок тимоцитов с рецепторами к агглютинину арахиса
(PNA+-клетки); Е-РОК, идентифицированных спонтанным розеткообразованием с эритроцитами кролика; ЕАС-РОК – в
розеткообразовании с эритроцитами кролика, покрытых антителами и комплементом; Тµ -тимоцитов –
розеткообразованием с эритроцитами быка (ЕА-РО), нагруженными IgM- фракцией специфических антител, а также
Тγ клеток – розеткообразованием с эритроцитами быка, нагруженными IgG - фракцией, специфических антител.
Показано, что для характеристики возрастных различий тимуса морской свинки могут применяться методы
определения в вилочковой железе клеток различных субклассов, имеющих иммунологическое значение, в частности –
Тγ-клеток и PNA+-клеток.  

        Введение

 

        В экспериментальном биомоделировании наблюдается некоторая «специализация», т.е. преимущественное
использования животных одних видов – для одних целей, животных других видов – для других, что связано с
целевым применением этих животных в связи с использованием различных элементов их биосистем. Морских свинок
часто используют для изучения аллергических реакций, а также – для изучения авитаминоза С и туберкулеза. Кроме
того, статус здоровья лабораторных животных, в том числе и морских свинок, является важным элементом
качественного эксперимента [9]. Тимус играет важную роль в статусе здоровья, являясь центральным органом Т-
звена иммунной защиты [2,3].

        Известно, что с в процессе онтогенеза формируется ассоциированное

с возрастом физиологическое уменьшение количества клеток в тимусе – возрастная инволюция [15]. В частности, у
половозрелых крыс породы Вистар относительное содержание CD3 + - лимфоцитов в тимусе несколько выше, чем 
содержание этих клеток в тимусе крыс препубертатного периода. CD3 – один из маркеров Т-лимфоцитов [10].

         Вокруг крупных сосудов в тимусе располагаются различные типы клеток, в основном это Т-лимфоциты, но
встречаются также В-лимфоциты, плазматические клетки, эозинофилы, нейтрофилы, гистиоциты, тучные клетки [20].
Среди популяций лимфоцитов в тимусе обнаружены гемопоэтические предшественники CD117+ и зрелые CD4+ и
CD8+ Т-клетки [27].

        Разные субклассы клеток тимуса могут выполнять различные иммунологические функции. Предполагают, что Тγ-
лимфоциты являются Т-супрессорами, а Тµ-лимфоциты – Т-хелперами [1]. Другие маркеры Т-лимфоцитов могут
свидетельствовать о различной степени зрелости этих клеток. В частности, PNA + - Т-лимфоциты менее зрелые, чем
PNA- - Т-лимфоциты [29].

 

         Цель исследования
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       Учитывая наличие факта возрастной инволюции тимуса и существенную роль вилочковой железы в созревании Т-
клеток, а также широкое применение морских свинок в качестве различных экспериментально-иммунологических
моделей, целью исследования являлось изучение у морских свинок различного возраста клеток вилочковой железы
некоторых субклассов, имеющих иммунологическое значение.

 

        Материалы и методы исследования

 

         Для решения поставленной задачи использовали 2 группы морских свинок. Первая группа включала животных
массой 190—225 г. (возраст 3—4 недели), вторая группа – морских свинок массой 410—430 г (средний возраст 3
месяца). Работы проводились в соответствии с рекомендациями по содержанию и использованию в эксперименте
лабораторных животных [7].

        Извлеченный у эвтаназированных животных тимус гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе, гомогенат
фильтровали и отмывали центрифугированием в среде 199.

          Тимоциты с рецепторами к агглютинину арахиса (PNA +-клетки) определяли при помощи данного маркера,
меченного ФИТЦ.  Е-РОК идентифицировали методом спонтанного розеткообразования с эритроцитами кролика, для
выявления ЕАС-РОК используемые в розеткообразовании эритроциты кролика предварительно покрывали антителами
и комплементом [17]. Для индикации Тµ и Тγ-тимоцитов сначала выделяли из суспензии тимоцитов Т-клетки, путем
розеткообразования клеток тимуса с эритроцитами кролика с последующим лизисом этих эритроцитов. Полученные
Т-клетки использовали для  выявления Тµ-клеток розеткообразованием их с эритроцитами быка (ЕА-РО),
нагруженными IgM- фракцией специфических антител, а также –  для определения Тγ клеток (розеткообразованием с
эритроцитами быка, нагруженными IgG – фракцией, специфических антител) [1,4].

         Процентное содержание Е-, и ЕАС-РОК определяли в клеточной взвеси, нанесенной на предметное стекло [5].
Эти препараты фиксировали этиловым спиртом и окрашивали по Романовскому-Гимза. Полученные при подсчете
данные статистически обработаны, достоверность различий показателей определялась в соответствии с t-критерием
Стьюдента.

 

Результаты исследования и их обсуждение

 

        Результаты исследования показали количественное доминирование Е-РОК среди изучаемых тимоцитов (Таблица
1), количество ЕАС-РОК было незначительным. Среди субклассов тимоцитов чаще определялись PNA +-клетки. Реже
идентифицировались Тγ- и Тµ-клетки. Примечательно, что у морских свинок более старшего возраста снижается
содержание в тимусе клеток субклассов Тγ и PNA +.

        Тимические В-лимфоциты имеют фенотип зрелых или активированных В-клеток и составляют приблизительно
лишь 1–2% всех клеток тимуса [26]. Согласно таблице 1 содержание в тимусе морских свинок ЕАС-РОК,
характеризуемых как В-клетки, также незначительно. Предполагают, что  В-клетки в вилочковой железе участвуют в
негативной селекции аутореактивных клонов Т-клеток [22].

Таблица 1. Популяции Т- и В- клеток тимуса у морских свинок различного возраста (M±m)

№ группы ЕАС-РОК Е-РОК Тγ-клетки Тµ-клетки PNA+-клетки

        1 (=6) 0,83±0,34 51,1±1,37 3,33±0,61 4,3±0,54 78,75±2,19

         2 (=8) 1,13±0,13 64,1±2,24 6,38±0,78* 4,25±0,84 69,5±1,88*

Примечание: * - статистически достоверное отличие показателя второй группы от аналогичного показателя первой
группы (р < 0,05).
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В тимусе происходит формирование пространственных рецепторов Т-лимфоцитов [6]. Для основной субпопуляции Т-
лимфоцитов,αβТ-клеток, классическим путем дифференцировки является тимический. В тимусе Т-клеточные
предшественники приобретают рецептор для антигена (TCR) и, вследствие этого, проходят процессы клональной
селекции, связанные с элиминацией потенциально аутореактивных лимфоцитов и обеспечивающие толерантность
зрелых периферических Т-клеток к антигенам собственного организма [11]. Мембранным маркером, отражающим
осуществленную положительную селекцию, является для CD4+ CD8+ αβТ-клеток экспрессия активационной
молекулы CD69. Затем происходит отрицательная селекция, предотвращающая выход в периферический отдел
иммунной системы потенциально аутоагрессивных клеток [19].

          Тимическая дифференцировка αβТ-клеток включает последовательные этапы:

а) коммитирование полипотентных костномозговых предшественников к Т-ряду;

б) формирование рецептора для антигена (реаранжировка β-цепи TCR, образование пре-TCR, несколько волн
клональной экспансии, инициируемой сигналом с пре-TCR, формирование полноценного TCR);

в) клональная селекция на основании TCR, предполагающая  отбор Т-клеток, распознающих чужеродные антигенные
пептиды в контексте собственных

молекул главного комплекса гистосовместимости [21, 22].

Примерно 90–95% Т-лимфоцитов в периферической крови составляют αβТ-лимфоциты, которые разделяются на две
основные субпопуляции: 1-я ‒ CD4+ обеспечивают развитие Т-клеточного иммунного ответа (Т-хелперы), 2-я ‒ CD8+
являются преимущественно цитотоксическими [13].

        Дифференцировка Т-клеток в тимусе характеризуется их фенотипическими изменениями, прежде всего –
изменением экспрессии мембранных молекул CD4 и CD8: у ранних внутритимусных предшественников обе молекулы
отсутствуют, на более поздней стадии они экспрессируются одновременно, а последующая дифференцировка
сопровождается

утратой одного из маркеров [24,25].

          Функциональная роль клеток тимического ряда включает и продукцию цитокинов, причем небольшое
количество цитокинов могут секретировать незрелые CD4 - и CD8-  клетки-предшественники (IL-2, IL-4, IL-7 и др.).
Более зрелые тимоциты фенотипа CD4 - и CD8+ продуцируют больше цитокинов (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 и др.),
особенно тимоциты   CD4+ и CD8-     (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 и др.). Достаточно зрелые тимоциты фенотипа
CD4+ и CD8+   секретируют мало цитокинов (IL-4 и др.), а на завершающей стадии созревания у тимоцитов CD3 lo CD4
+ и CD8+ продукция цитокинов прекращается вообще [18, 23]. Установлено, что, в свою очередь сами цитокины, в
частности, IL-1 и IL-6 способствуют дифференцировке CD4+-Т-клеток в Th17, а IL-2 и IL-23 модулируют
дифференцировку Th17, которые продуцируют IL-17, 21, 22 [14].

        Онтобиологические процессы старения совпадают с биологическим возрастом. Исходя из этого, процесс
старения в целом необходимо рассматривать как изменения, характеризующие уровень адаптации организма к
условиям существования в различные возрастные периоды [14].

Экспериментальные и клинические исследования в области геронтологии показали, что первой из функциональных
систем, поражающейся при старении, является система иммунитета [12, 27].

         При этом следует отметить, что возрастная жировая инволюция вилочковой железы хронологически
синхронизирована с возрастной жировой трансформацией костного мозга длинных трубчатых костей. В тимусе, как и
в костном мозге, всегда сохраняются стволовые клетки, способные при необходимости пролиферировать. Сходство
возрастных изменений тимуса и костного мозга предполагает возможную общность регуляции, обусловливающую
оба процесса, и тесную функциональную связь между тимико-лимфатической и кроветворной системой [8,28].
Поэтому можно полагать, что возрастные изменения тимуса в существенной степени отражают и возрастные
изменения иммунитета в целом.

 

        Заключение
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           Таким образом, для иммунологической характеристики тимуса и его возрастных различий у морской свинки
могут применяться методы определения в вилочковой железе клеток различных субклассов, имеющих
иммунологическое значение и характеризующих его иммунологическую структуру, в частности – Тγ-клеток и PNA +-
клеток.
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