
73Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ ¹ 1/2010

УДК 616.832

Т.Ю. Степанова, Т.О. Філіпова, Б.М. Галкін
Одеський національний університет імені I.I. Мечникова,

вул. Дворянська, 2, Одеса, 65082, Україна, e-mail: tanya.stepanova@onu.edu.ua

ВПЛИВ ТIЛОРОНУ НА ВМIСТ ОСНОВНИХ 
ПОПУЛЯЦIЙ ТА СУБПОПУЛЯЦIЙ ЛIМФОЦИТIВ У 
МИШЕЙ З ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИМ АЛЕРГIЧНИМ 

ЕНЦЕФАЛОМIЄЛIТОМ

Встановлено, що за експериментального алергічного енцефаломієліту (ЕАЕ) 
у мишей змінюється вміст основних популяцій лімфоцитів та їх розподіл за 
субпопуляціями. Показано, що тілорон нормалізує вміст та співвідношення 
В- і Т-лімфоцитів, а також їх субпопуляцій на всіх досліджених строках 
після індукції захворювання. Встановлена здатність тілорону активува�
ти Т-супресори, що частково пояснює терапевтичний ефект препарату за 
ЕАЕ.

К л ю ч о в і  с л о в а : експериментальний алергічний енцефаломієліт, 
тілорон, Т- та В-лімфоцити.

Механізм порушень за розсіяного склерозу та його експериментальною моделлю 
– експериментальним алергічним енцефаломієлітом (ЕАЕ) – полягає у тому, що 
антиген у складі головного комплексу гістосумісності розпізнається СD8 клітина-
ми, основною функцією яких є гальмування аутоімунного процесу на початку його 
проявлення. Внаслідок системної імунологічної дисфункції цей процес порушується, 
виникає трансформація СD8-індукторів у цитотоксичні СD8-ефектори. Вони, у свою 
чергу, стимулюють аутореактивні Тh1-клітини з подальшим запуском аутоімунного 
процесу та продукцією прозапальних цитокінів: IFN-γ, TNF-α [1].

Каскад цих перетворювань призводить до порушення гематоенцефалічного 
бар’єра. Внаслідок цього аутореактивні Т-лімфоцити СD4 до антигена ���������– загаль-
ного білка мієліна – потрапляють у ЦНС. Вважається, що тригерним механізмом 
демієлінізації в ЦНС є саме аутореактивні СD4-лімфоцити. В тканині мозку вони ре-
активуються цитотоксичними Т-лімфоцитами, В-лімфоцитами, гліальними клітинами 
та макрофагами й запускають каскад імунних реакцій: продукцію аутоантитіл, 
протеїназ, хемокінів, вільних радикалів, NO.

Терапія за аутоімунної демієлінізації – складний процес, який спрямовано 
в першу чергу на зниження важкості та виразності загострень та сповільнення 
інвалідизації. До групи лікувальних засобів, що використовуються для патогенетичної 
терапії, відносяться імуномодулюючі препарати. Одним з таких препаратів є тілорон 
(«Аміксин»). 

Враховуючи важливу роль різних імуноцитів у розвитку ЕАЕ, метою даної 
роботи було встановлення співвідношення між популяціями і субпопуляціями 
лімфоцитів у мишей у динаміці захворювання та за впливу тілорону. 
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Матеріали і методи
В експерименті використовували білих нелінійних мишей-самців масою 18–20 г, 

які утримувалися в стандартних умовах віварію з постійним доступом до води. ЕАЕ 
відтворювалася введенням енцефалітогенної емульсії (ЕГЕ) у подушечки задніх 
лапок мишей підшкірно. ЕГЕ складалася з 50% гомогенату гомологічної тканини 
мозку у фізіологічному розчині й повного ад’юванта Фрейнда [2]. 

Тілорон вводили перорально у водному розчині в дозі 50 мг/кг маси тварини 
одноразово за 30 хвилин до індукції ЕАЕ.  

Клітини для визначення основних популяцій і субпопуляцій лімфоцитів (CD3, 
CD4, CD8, CD16, CD19) виділялися з пахвових лімфовузлів стандартним методом. 
Отримані клітини забарвлювалися антиCD-антитілами з використанням наборів 
Anti-mouse Ready-Set-Go! Kit фірми «eBioscience», США, інкубувалися 30  хв, 
триразово відмивалися фосфатно-сольовим буфером згідно інструкції. Далі проби 
аналізувалися на протоковому цитофлуориметрі.

Обробку отриманих результатів здійснювали відповідно до алгоритмів, опи-
саних в посібниках [3]. При порівняльному аналізі результатів використовували 
параметричний критерій Стьюдента, що розраховувався з використанням програ-
ми Exel-2000. Довірчий інтервал розраховувався при рівні значимості р≤0,05, що 
гарантує вірогідність результатів з імовірністю 0,95 [4].

Результати та їх обговорення
Оцінка впливу тілорону на чисельність популяцій та субпопуляцій лімфоцитів 

проводилася на 3, 7 та 14 добу після індукції ЕАЕ. Вибір строків базувався на 
даних [2] про динаміку розвитку ескпериментальної моделі розсіяного склерозу у 
мишей та на власних дослідженнях, що були підтверджені гістологічно, а також 
за спостереженням за змінами активності деяких імунних процесів. 

В нормі (у інтактних тварин) вміст В-лімфоцитів (CD19) складає 17,6% від 
загального числа, Т-лімфоцитів (CD3) – 73,8%, натуральних кілерів (CD16) – 8,6%. 
Співвідношення Т/B лімфоцитів становить 4,19±0,39. Розподіл Т-лімфоцитів за 
субпопуляціями CD4 и CD8 складає 48 и 25,8%, відповідно, а індекс CD4/CD8 – 
1,86±0,17  (табл. 1).  

Таблиця 1
Вміст основних популяцій та субпопуляцій лімфоцитів у інтактних 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

Пероральне однократне введення  тілорону здоровим мишам призвело до 
зміни нормальних показників вже через добу. Так, відносний вміст В-лімфоцитів 
збільшився на 8,1%, а Т-лімфоцитів – знизився на 5,9%. Співвідношення Т/B 
лімфоцитів при цьому склало 3,65. Більш значні зміни спостерігалися в розподілі 
Т-лімфоцитів по субпопуляціях. Вміст СD 4-клітин практично не змінився (96,5%), 
а СD 8-лімфоцитів – збільшився на 30%.  При цьому індекс CD4/CD8 недостовірно 
знизився й склав 1,38±0,12 (рис. 1).
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Рис. 1. Вплив тілорону на вміст основних популяцій і субпопуляцій лімфоцитів 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)

Note: * – statistically reliable compared to control

Підвищення рівня Т-лімфоцитів супресорів, що спостерігається, є  характерною 
рисою дії тілорону й пов’язано, імовірно, зі здатністю препарату змінювати деякі 
властивості імунокомпетентних клітин [9]. 

На фоні експериментального алергійного енцефаломієліту рядом авторів було 
відмічено характерні зміни вмісту В- та Т-лімфоцитів [11, 12]. Вивчення динаміки 
змін при ЕАЕ в зазначені строки дозволило виявити деякі закономірності, що 
підтверджують існуючі вказівки на клітинну природу імунологічних порушень при 
досліджуваному захворюванні. 

Так, при ЕАЕ спостерігається збільшення кількості В-лімфоцитів у динаміці 
розвитку захворювання. На 3-ю добу кількість СD19-клітин збільшується на 30% 
і зберігається на цьому рівні і на 7-у добу. До 14 дня після індукції ЕАЕ показник 
трохи знижується (рис. 2). 

Тілорон у дозі 50 мг/кг, введений мишам з ЕАЕ в день індукції захворювання, 
незначно знижує вміст В-лімфоцитів у лімфовузлах (у середньому на 10%) на усіх 
строках захворювання. При цьому незначно знижена кількість Т-лімфоцитів не 
змінюється під дією препарату. 

Такі зміни знаходять своє відображення в індексі співвідношення Т- і В-лім-
фоцитів (табл. 2).

У тварин з ЕАЕ Т/В індекс знижений в усі терміни захворювання. Тілорон під-
вищує цей показник, а до 14-ої доби доводить його до контрольного рівня. Вивчення 
розподілу Т-лімфоцитів по субпопуляціях показало, що при ЕАЕ спостерігається 
підвищення рівня CD4-лімфоцитів, яким за даними літератури належить критична 
роль у патогенезі РС і ЕАЕ [2]. 
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Рис. 2. Вплив тілорону (50 мг/кг) на вміст Т- і В-лімфоцитів у лімфовузлах 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)

Note: * - statistically reliable compared to control

До 7-ої доби цей показник підвищується в середньому на 40%, а до 14-ої тро-
хи знижується, усе ще перевищуючи контрольні значення. Рівень СD8-клітин при 
експериментальній патології на 3-ю добу знижений на 23%, що може слугувати 
свідченням підгострої стадії захворювання. 

Таблиця 2
Зміна співвідношення Т- і В-лімфоцитів у лімфовузлах мишей з ЕАЕ під дією 

тілорону (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)

Варіант 3 доба 7 доба 14 доба

ЕАЕ 2,92±0,14* 3,17±0,19* 3,61±0,41

ЕАЕ+тілорон 3,11±0,51 3,43±0,31 4,44±0,57

контроль 4,37±0,39

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

У динаміці розвитку ЕАЕ кількість СD8-лімфоцитів поступово зростає й пере-
вищує контрольні показники (рис. 3). 
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Рис. 3. Вплив тілорону (50 мг/кг) на вміст СD4 і СD8 лімфоцитів у лімфовузлах 
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)

Note: * – statistically reliable compared to control.

Введення мишам тілорону в дозі 50  мг/кг викликає достовірне зниження 
рівня СD4-лімфоцитів (у середньому на 20%). Тілорон знижує  підвищений вміст  
CD4-лімфоцитів на 7-у і 14-у добу, наближаючи його до нормального значення. При 
цьому спостерігається зворотна залежність у зміні кількості СD4 і CD8 клітин при 
ЕАЕ, тобто збільшення числа СD4 призводить до пропорційного зниження рівня CD8. 

Це впливає на імунорегуляторний індекс, що на третю добу захворювання 
перевищує контрольне значення у 2 рази, а на сьому – в 1,5 рази (табл.  3). 

Таблиця 3
Зміна співвідношення СD4 і СD8 лімфоцитів лімфовузлів мишей з ЕАЕ під дією 

тілорону в дозі 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)

Варіант 3 доба 7 доба 14 доба

ЕАЕ 3,50±0,23* 2,41±0,22* 1,81±0,19

ЕАЕ+тілорон 2,73±0,27 2,77±0,31 1,83±0,21

контроль 1,86±0,17

Примітка: * – розбіжність вірогідна у порівнянні з контролем (p≤0,05).
Note: * – statistically reliable compared to control.
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Тілорон знижує ці значення на даних строках захворювання. На 14-у добу спостері-
гається нормалізація співвідношення CD4/CD8, що корелює з описаною картиною ремісії. 

Зазначене в роботі підвищення вмісту В-лімфоцитів може бути пов’язане з рол-
лю цих клітин у розвитку аутоімунної патології. Так, В-клітини сприяють так званому 
«поширенню репертуару епітопів». Слід зазначити, що В-лімфоцити регулюють лі-
мфоїдний ограногенез, диференціацію Т-ефекторних клітин, антигенпрезентувальну 
функцію дендритних клітин та цитокіновий профіль у тканинах [11]. Порушення 
цих функцій може призвести до індукції або розвитку аутоімунного процесу. Таким 
чином, зазначене збільшення вмісту В-лімфоцитів може бути свідченням порушен-
ня регуляції Т-клітинної ланки імунітету. Це є ще одним фактом, який пояснює 
зростання рівня В-лімфоцитів у перші дні після індукції ЕАЕ. Адже, як відомо, 
ключова роль у патогенезі РС і ЕАЕ належить Т-лімфоцитам [12]. Дію тілорону на 
розподіл субпопуляцій Т-лімфоцитів можна класифікувати як протизапальну, що 
опосередкована зміною рівня про- і протизапальних цитокінів. Зазначена для тіло-
рону здатність активувати Т-супресори, підтверджена дослідженнями ряду авторів 
[5, 7, 8], повною мірою реалізує очікуваний терапевтичний ефект препарату при 
патології, пов’язаній з розвитком алергічного аутоімунного ушкодження нервової 
тканини по типу гіперчутливості уповільненого типу [6, 10].  
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ВПЛИВ ТIЛОРОНУ НА ВМIСТ ОСНОВНИХ ПОПУЛЯЦIЙ ТА СУБПОПУЛЯЦIЙ ЛIМФОЦИТIВ...
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Влияние тилорона на содержание основных  
популяций и субпопуляций лифмоцитов у мышей  

с экспериментальным аллергическиМ 
энцефаломиелитом

Реферат

Установлено, что экспериментальный аллергический энцефаломиелит (ЭАЭ) у 
мышей сопровождается изменением содержания основных популяций лимфоцитов 
и их распределения по субпопуляциям. Показано, что тилорон нормализует соде-
ржание и соотношение В- и Т-лимфоцитов, а также их субпопуляций на все сроки 
после индукции заболевания. Установленная способность тилорона активировать 
Т-супрессоры частично объясняет терапевтический эффект препарата при ЭАЭ.

К л ю ч е в ы е  с л о ва  : экспериментальный аллергический энцефаломиелит, 
тилорон, Т- и В-лимфоциты.
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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 
tilorone normolizes the level of T- and B-lymphocytes, T/B ratio, and distribution into 
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.


