
73Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 1/2010

ÓÄÊ 616.832

Т.Ю. Степанова, Т.О. Фiлiпова, Б.М. Галкiн
Îдеськèй íàöіоíàльíèй уíіâерсèтет імеíі I.I. Мечíèкоâà,

âул. Дâорÿíськà, 2, Îдесà, 65082, Укрàїíà, e-mail: tanya.stepanova@onu.edu.ua

âпËèâ ÒiËÎÐÎÍу Íà âÌiсÒ ÎсÍÎâÍèÕ 
ПОПУЛЯЦIЙ ТА СУБПОПУЛЯЦIЙ ЛIМФОЦИТIВ У 
ÌèшÅé З ÅÊспÅÐèÌÅÍÒàËьÍèÌ àËÅÐÃiчÍèÌ 

еНЦеФАЛОМIЄЛIТОМ

Встановëено, що за експериментаëьноãо аëерãічноãо енцефаëомієëіту (ЕАЕ) 
у мишей змінюється вміст основниõ попуëяцій ëімфоцитів та їõ розподіë за 
субпопуëяціями. Показано, що тіëорон нормаëізує вміст та співвідношення 
В- і Т-ëімфоцитів, а також їõ субпопуëяцій на всіõ досëіджениõ строкаõ 
пісëя індукції заõворювання. Встановëена здатність тіëорону активува�
ти Т-супресори, що частково пояснює терапевтичний ефект препарату за 
ЕАЕ.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : експериментаëьний аëерãічний енцефаëомієëіт, 
тіëорон, Т- та В-ëімфоцити.

Мехàíізм порушеíь зà розсіÿíого склерозу тà його експерèмеíтàльíою моделлю 
– експерèмеíтàльíèм àлергічíèм еíöефàломієлітом (еАе) – полÿгàє у тому, що 
àíтèгеí у склàді голоâíого комплексу гістосумісíості розпізíàєтьсÿ СD8 клітèíà-
мè, осíоâíою фуíкöією ÿкèх є гàльмуâàííÿ àутоімуííого проöесу íà почàтку його 
проÿâлеííÿ. Âíàслідок сèстемíої імуíологічíої дèсфуíкöії öей проöес порушуєтьсÿ, 
âèíèкàє трàíсформàöіÿ СD8іíдукторіâ у öèтотоксèчíі СD8ефекторè. Âоíè, у сâою 
чергу, стèмулюють àутореàктèâíі Тh1клітèíè з подàльшèм зàпуском àутоімуííого 
проöесу тà продукöією прозàпàльíèх öèтокіíіâ: IFNγ, TNF-α [1].

Кàскàд öèх перетâорюâàíь прèзâодèть до порушеííÿ гемàтоеíöефàлічíого 
бàр’єрà. Âíàслідок öього àутореàктèâíі Тлімфоöèтè СD4 до àíтèгеíà – зàгàль– зàгàль-
íого білкà мієліíà – потрàплÿють у цНС. Ââàжàєтьсÿ, що трèгерíèм мехàíізмом 
демієліíізàöії â цНС є сàме àутореàктèâíі СD4лімфоöèтè. Â ткàíèíі мозку âоíè ре-
àктèâуютьсÿ öèтотоксèчíèмè Тлімфоöèтàмè, Âлімфоöèтàмè, гліàльíèмè клітèíàмè 
тà мàкрофàгàмè й зàпускàють кàскàд імуííèх реàкöій: продукöію àутоàíтèтіл, 
протеїíàз, хемокіíіâ, âільíèх рàдèкàліâ, NO.

Терàпіÿ зà àутоімуííої демієліíізàöії – склàдíèй проöес, ÿкèй спрÿмоâàíо 
â першу чергу íà зíèжеííÿ âàжкості тà âèрàзíості зàгостреíь тà споâільíеííÿ 
іíâàлідèзàöії. До групè лікуâàльíèх зàсобіâ, що âèкорèстоâуютьсÿ длÿ пàтогеíетèчíої 
терàпії, âідíосÿтьсÿ імуíомодулюючі препàрàтè. Îдíèм з тàкèх препàрàтіâ є тілороí 
(«Аміксèí»). 

Âрàхоâуючè âàжлèâу роль різíèх імуíоöèтіâ у розâèтку еАе, метою дàíої 
роботè було âстàíоâлеííÿ спіââідíошеííÿ між популÿöіÿмè і субпопулÿöіÿмè 
лімфоöèтіâ у мèшей у дèíàміöі зàхâорюâàííÿ тà зà âплèâу тілороíу. 
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Матерiали i методи
Â експерèмеíті âèкорèстоâуâàлè білèх íеліíійíèх мèшейсàмöіâ мàсою 18–20 г, 

ÿкі утрèмуâàлèсÿ â стàíдàртíèх умоâàх âіâàрію з постійíèм доступом до âодè. еАе 
âідтâорюâàлàсÿ ââедеííÿм еíöефàлітогеííої емульсії (еГе) у подушечкè зàдíіх 
лàпок мèшей підшкірíо. еГе склàдàлàсÿ з 50% гомогеíàту гомологічíої ткàíèíè 
мозку у фізіологічíому розчèíі й поâíого àд’юâàíтà Фрейíдà [2]. 

Тілороí ââодèлè перорàльíо у âодíому розчèíі â дозі 50 мг/кг мàсè тâàрèíè 
одíорàзоâо зà 30 хâèлèí до іíдукöії еАе.  

Клітèíè длÿ âèзíàчеííÿ осíоâíèх популÿöій і субпопулÿöій лімфоöèтіâ (CD3, 
CD4, CD8, CD16, CD19) âèділÿлèсÿ з пàхâоâèх лімфоâузліâ стàíдàртíèм методом. 
Îтрèмàíі клітèíè зàбàрâлюâàлèсÿ àíтèCDàíтèтілàмè з âèкорèстàííÿм íàборіâ 
�n������� R��dy���G�! K�� фірмè «�B������n��», США, іíкубуâàлèсÿ 30 хâ, 
трèрàзоâо âідмèâàлèсÿ фосфàтíосольоâèм буфером згідíо іíструкöії. Дàлі пробè 
àíàлізуâàлèсÿ íà протокоâому öèтофлуорèметрі.

Îбробку отрèмàíèх результàтіâ здійсíюâàлè âідпоâідíо до àлгорèтміâ, опè-
сàíèх â посібíèкàх [3]. Прè поріâíÿльíому àíàлізі результàтіâ âèкорèстоâуâàлè 
пàрàметрèчíèй крèтерій Стьюдеíтà, що розрàхоâуâàâсÿ з âèкорèстàííÿм прогрà-
мè Ex�l2000. Доâірчèй іíтерâàл розрàхоâуâàâсÿ прè ріâíі зíàчèмості р≤0,05, що 
гàрàíтує âірогідíість результàтіâ з імоâірíістю 0,95 [4].

Результати та їх обговорення
Îöіíкà âплèâу тілороíу íà чèсельíість популÿöій тà субпопулÿöій лімфоöèтіâ 

проâодèлàсÿ íà 3, 7 тà 14 добу післÿ іíдукöії еАе. Âèбір строкіâ бàзуâàâсÿ íà 
дàíèх [2] про дèíàміку розâèтку ескперèмеíтàльíої моделі розсіÿíого склерозу у 
мèшей тà íà âлàсíèх досліджеííÿх, що булè підтâерджеíі гістологічíо, à тàкож 
зà спостережеííÿм зà зміíàмè àктèâíості деÿкèх імуííèх проöесіâ. 

Â íормі (у іíтàктíèх тâàрèí) âміст Âлімфоöèтіâ (CD19) склàдàє 17,6% âід 
зàгàльíого чèслà, Тлімфоöèтіâ (CD3) – 73,8%, íàтурàльíèх кілеріâ (CD16) – 8,6%. 
Спіââідíошеííÿ Т/B лімфоöèтіâ стàíоâèть 4,19±0,39. Розподіл Тлімфоöèтіâ зà 
субпопулÿöіÿмè CD4 è CD8 склàдàє 48 è 25,8%, âідпоâідíо, à іíдекс CD4/CD8 – 
1,86±0,17  (тàбл. 1).  

Тàблèöÿ 1
Вмiст основних популяцiй та субпопуляцiй лiмфоцитiв у iнтактних мишей  

(M±m, n=10, %)
Table 1

Main lymphocyte populations and sub-populations in intact mice

B(CD19) T(CD3) НК(СD16) T(CD4) T(CD 8)

17,6±1,5 73,8±7,2 8,6±0,9 48,0±5,1 25,8±2,4

Перорàльíе одíокрàтíе ââедеííÿ  тілороíу здороâèм мèшàм прèзâело до 
зміíè íормàльíèх покàзíèкіâ âже через добу. Тàк, âідíосíèй âміст Âлімфоöèтіâ 
збільшèâсÿ íà 8,1%, à Тлімфоöèтіâ – зíèзèâсÿ íà 5,9%. Спіââідíошеííÿ Т/B 
лімфоöèтіâ прè öьому склàло 3,65. Більш зíàчíі зміíè спостерігàлèсÿ â розподілі 
Тлімфоöèтіâ по субпопулÿöіÿх. Âміст СD 4клітèí прàктèчíо íе зміíèâсÿ (96,5%), 
à СD 8лімфоöèтіâ – збільшèâсÿ íà 30%.  Прè öьому іíдекс CD4/CD8 íедостоâірíо 
зíèзèâсÿ й склàâ 1,38±0,12 (рèс. 1).
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Рис. 1. Вплив тiлорону на вмiст основних популяцiй i субпопуляцiй лiмфоцитiв у 
здорових мишей (n=10)

Примітка: * – розбіжність вірогідна у порівнянні з контролем (p≤0,05).

Fig. 1. Tilorone effect on main lymphicyte populations and sub-populations in 
intact mice (n=10)

�ote: * – statistically reliable compare� to control

Підâèщеííÿ ріâíÿ Тлімфоöèтіâ супресоріâ, що спостерігàєтьсÿ, є  хàрàктерíою 
рèсою дії тілороíу й поâ’ÿзàíо, імоâірíо, зі здàтíістю препàрàту зміíюâàтè деÿкі 
âлàстèâості імуíокомпетеíтíèх клітèí [9]. 

Нà фоíі експерèмеíтàльíого àлергійíого еíöефàломієліту рÿдом àâторіâ було 
âідмічеíо хàрàктерíі зміíè âмісту Â тà Тлімфоöèтіâ [11, 12]. Âèâчеííÿ дèíàмікè 
зміí прè еАе â зàзíàчеíі строкè дозâолèло âèÿâèтè деÿкі зàкоíомірíості, що 
підтâерджують ісíуючі âкàзіâкè íà клітèííу прèроду імуíологічíèх порушеíь прè 
досліджуâàíому зàхâорюâàííі. 

Тàк, прè еАе спостерігàєтьсÿ збільшеííÿ кількості Âлімфоöèтіâ у дèíàміöі 
розâèтку зàхâорюâàííÿ. Нà 3ю добу кількість СD19клітèí збільшуєтьсÿ íà 30% 
і зберігàєтьсÿ íà öьому ріâíі і íà 7у добу. До 14 дíÿ післÿ іíдукöії еАе покàзíèк 
трохè зíèжуєтьсÿ (рèс. 2). 

Тілороí у дозі 50 мг/кг, ââедеíèй мèшàм з еАе â деíь іíдукöії зàхâорюâàííÿ, 
íезíàчíо зíèжує âміст Âлімфоöèтіâ у лімфоâузлàх (у середíьому íà 10%) íà усіх 
строкàх зàхâорюâàííÿ. Прè öьому íезíàчíо зíèжеíà кількість Тлімфоöèтіâ íе 
зміíюєтьсÿ під дією препàрàту. 

Тàкі зміíè зíàходÿть сâоє âідобрàжеííÿ â іíдексі спіââідíошеííÿ Т і Âлім-
фоöèтіâ (тàбл. 2).

У тâàрèí з еАе Т/Â іíдекс зíèжеíèй â усі терміíè зàхâорюâàííÿ. Тілороí під-
âèщує öей покàзíèк, à до 14ої добè доâодèть його до коíтрольíого ріâíÿ. Âèâчеííÿ 
розподілу Тлімфоöèтіâ по субпопулÿöіÿх покàзàло, що прè еАе спостерігàєтьсÿ 
підâèщеííÿ ріâíÿ CD4лімфоöèтіâ, ÿкèм зà дàíèмè літерàтурè íàлежèть крèтèчíà 
роль у пàтогеíезі РС і еАе [2]. 
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Рис. 2. Вплив тiлорону (50 мг/кг) на вмiст Т- i В-лiмфоцитiв у лiмфовузлах мишей 
з еАе (n=20)

Примітка: * – розбіжність вірогідна у порівнянні з контролем (p≤0,05).

Fig. 2. Tilorone effect (50 mg/kg) on T- and B- lymphocytes in EAE mice 
lymphnodes (n=20)

�ote: * - statistically reliable compare� to control

До 7ої добè öей покàзíèк підâèщуєтьсÿ â середíьому íà 40%, à до 14ої тро-
хè зíèжуєтьсÿ, усе ще переâèщуючè коíтрольíі зíàчеííÿ. Ріâеíь СD8клітèí прè 
експерèмеíтàльíій пàтології íà 3ю добу зíèжеíèй íà 23%, що може слугуâàтè 
сâідчеííÿм підгострої стàдії зàхâорюâàííÿ. 

Тàблèöÿ 2
змiна спiввiдношення Т- i В-лiмфоцитiв у лiмфовузлах мишей з еАе пiд дiєю 

тiлорону (50 мг/кг), (M±m, n=20)

Table 2
Effect of  tilorone (50 mg/kg) on T/B index in EAE mice lymphnodes,  

(M±m, n=20)

Варiант 3 доба 7 доба 14 доба

ÅÀÅ 2,92±0,14* 3,17±0,19* 3,61±0,41

еАе+тілороí 3,11±0,51 3,43±0,31 4,44±0,57

коíтроль 4,37±0,39

Примітка: * – розбіжність вірогідна у порівнянні з контролем (p≤0,05).
�ote: * – statistically reliable compare� to control

У дèíàміöі розâèтку еАе кількість СD8лімфоöèтіâ поступоâо зростàє й пере-
âèщує коíтрольíі покàзíèкè (рèс. 3). 
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Рис. 3. Вплив тiлорону (50 мг/кг) на вмiст СD4 i СD8 лiмфоцитiв у лiмфовузлах 
мишей з еАе (n=20)

Примітка: * – розбіжність вірогідна у порівнянні з контролем (p≤0,05).

Fig. 3. Tilorone effect (50 mg/kg) on СD4 and СD8 lymphocytes in eymphnodes  
of EAE mice (n=20)

�ote: * – statistically reliable compare� to control.

Ââедеííÿ мèшàм тілороíу â дозі 50 мг/кг âèклèкàє достоâірíе зíèжеííÿ 
ріâíÿ СD4лімфоöèтіâ (у середíьому íà 20%). Тілороí зíèжує  підâèщеíèй âміст  
CD4лімфоöèтіâ íà 7у і 14у добу, íàблèжàючè його до íормàльíого зíàчеííÿ. Прè 
öьому спостерігàєтьсÿ зâоротíà зàлежíість у зміíі кількості СD4 і CD8 клітèí прè 
еАе, тобто збільшеííÿ чèслà СD4 прèзâодèть до пропорöійíого зíèжеííÿ ріâíÿ CD8. 

це âплèâàє íà імуíорегулÿторíèй іíдекс, що íà третю добу зàхâорюâàííÿ 
переâèщує коíтрольíе зíàчеííÿ у 2 рàзè, à íà сьому – â 1,5 рàзè (тàбл. 3). 

Тàблèöÿ 3
змiна спiввiдношення СD4 i СD8 лiмфоцитiв лiмфовузлiв мишей з еАе пiд дiєю 

тiлорону в дозi 50 мг/кг (M±m, n=20)
Table 3

Tilorone (50 mg/kg) effect on CD4/CD8 index of eymphnodes lymphocytes in mice 
with EAE (M±m, n=20)

Варiант 3 доба 7 доба 14 доба

ÅÀÅ 3,50±0,23* 2,41±0,22* 1,81±0,19

еАе+тілороí 2,73±0,27 2,77±0,31 1,83±0,21

коíтроль 1,86±0,17

Примітка: * – розбіжність вірогідна у порівнянні з контролем (p≤0,05).
�ote: * – statistically reliable compare� to control.
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Тілороí зíèжує öі зíàчеííÿ íà дàíèх строкàх зàхâорюâàííÿ. Нà 14у добу спостері-
гàєтьсÿ íормàлізàöіÿ спіââідíошеííÿ CD4/CD8, що корелює з опèсàíою кàртèíою ремісії. 

Зàзíàчеíе â роботі підâèщеííÿ âмісту Âлімфоöèтіâ може бутè поâ’ÿзàíе з рол-
лю öèх клітèí у розâèтку àутоімуííої пàтології. Тàк, Âклітèíè спрèÿють тàк зâàíому 
«пошèреííю репертуàру епітопіâ». Слід зàзíàчèтè, що Âлімфоöèтè регулюють лі-
мфоїдíèй огрàíогеíез, дèфереíöіàöію Тефекторíèх клітèí, àíтèгеíпрезеíтуâàльíу 
фуíкöію деíдрèтíèх клітèí тà öèтокіíоâèй профіль у ткàíèíàх [11]. Порушеííÿ 
öèх фуíкöій може прèзâестè до іíдукöії àбо розâèтку àутоімуííого проöесу. Тàкèм 
чèíом, зàзíàчеíе збільшеííÿ âмісту Âлімфоöèтіâ може бутè сâідчеííÿм порушеí-
íÿ регулÿöії Тклітèííої лàíкè імуíітету. це є ще одíèм фàктом, ÿкèй поÿсíює 
зростàííÿ ріâíÿ Âлімфоöèтіâ у перші дíі післÿ іíдукöії еАе. Адже, ÿк âідомо, 
ключоâà роль у пàтогеíезі РС і еАе íàлежèть Тлімфоöèтàм [12]. Дію тілороíу íà 
розподіл субпопулÿöій Тлімфоöèтіâ можíà клàсèфікуâàтè ÿк протèзàпàльíу, що 
опосередкоâàíà зміíою ріâíÿ про і протèзàпàльíèх öèтокіíіâ. Зàзíàчеíà длÿ тіло-
роíу здàтíість àктèâуâàтè Тсупресорè, підтâерджеíà досліджеííÿмè рÿду àâторіâ 
[5, 7, 8], поâíою мірою реàлізує очікуâàíèй терàпеâтèчíèй ефект препàрàту прè 
пàтології, поâ’ÿзàíій з розâèтком àлергічíого àутоімуííого ушкоджеííÿ íерâоâої 
ткàíèíè по тèпу гіперчутлèâості упоâільíеíого тèпу [6, 10].  
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âËèßÍèÅ ÒèËÎÐÎÍà Íà сÎäÅÐЖàÍèÅ ÎсÍÎâÍЫÕ  
ПОПУЛЯЦИЙ И СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛИФМОЦИТОВ У МЫШеЙ  

с ЭÊспÅÐèÌÅÍÒàËьÍЫÌ àËËÅÐÃèчÅсÊèÌ 
эНЦеФАЛОМИеЛИТОМ

Ðеферат

Устàíоâлеíо, что эксперèмеíтàльíый àллергèческèй эíöефàломèелèт (ЭАЭ) у 
мышей сопроâождàетсÿ èзмеíеíèем содержàíèÿ осíоâíых популÿöèй лèмфоöèтоâ 
è èх рàспределеíèÿ по субпопулÿöèÿм. Покàзàíо, что тèлороí íормàлèзует соде-
ржàíèе è соотíошеíèе Â è Тлèмфоöèтоâ, à тàкже èх субпопулÿöèй íà âсе срокè 
после èíдукöèè зàболеâàíèÿ. Устàíоâлеííàÿ способíость тèлороíà àктèâèроâàть 
Тсупрессоры чàстèчíо объÿсíÿет терàпеâтèческèй эффект препàрàтà прè ЭАЭ.

К л ю ч е â ы е  с л о â à : эксперèмеíтàльíый àллергèческèй эíöефàломèелèт, 
тèлороí, Т è Âлèмфоöèты.
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EffECt of tiloronE on Main lyMPhoCytE PoPulations 
and suB-PoPulations in MiCE With ExPEriMEntal 

allErgiC EnCEPhaloMyElitis

summary

Experimental allergic encephalomyelitis (EAE) in mice is characterized with 
changes in main lymphocyte populations and sub-populations. It was shown that 
��l���n� n����l�z�� �h� l�v�l �f T �nd Bly��h��y���, T/B �����, �nd d�����b����n �n�� 
sub-populations at all studied terms of the disease. The activation of T-suppressors with 
tilorone fully implements an expexted therapeutic effect of this medicine at EAE. 

K e y  w o r d s : experimental allergic encephalomyelitis, tilorone, T- and  
B-lymphocytes.


