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Àäãåçèÿ òèìîöèòîâ ê ýïèòåëèàëüíûì êëåòêàì òèìóñà...

Êëåòêè ýïèòåëèÿ òèìóñà íå òîëüêî èãðàþò âàæíóþ ñòðóêòóðíóþ ðîëü, íî òàêæå ñîçäàþò ìèêðîîêðó-
æåíèå, íåîáõîäèìîå äëÿ ñîçðåâàíèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè òèìîöèòîâ. Îäíèì èç ýòàïîâ ñîçðåâàíèÿ òèìî-
öèòîâ ÿâëÿåòñÿ èõ àäãåçèÿ ê ýïèòåëèàëüíûì êëåòêàì òèìóñà, ìåõàíèçì êîòîðîé èçó÷åí íåäîñòàòî÷íî.
Öåëü èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü â èçó÷åíèè âçàèìîäåéñòâèÿ òèìîöèòîâ ìûøè ñ êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè
êîðòèêàëüíîãî cTEC1-2 è ìåäóëëÿðíîãî mTEC3-10 ýïèòåëèÿ òèìóñà, à èìåííî äèíàìèêè ïðîöåññîâ àä-
ãåçèè, àïîïòîçà, ïîïóëÿöèîííîãî ñîñòàâà, à òàêæå ýêñïðåññèè ðåöåïòîðîâ íåéðîïèëèíà-1 (Nrp-1) è ïëåê-
ñèíà A1 (PlexA1) ñðåäè àäãåçèðîâàííûõ, íåàäãåçèðîâàííûõ è êîíòðîëüíûõ êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ áåç
ýïèòåëèÿ. Ìàêñèìàëüíûé èíäåêñ àäãåçèè íàáëþäàëè ïðè 30-ìèíóòíîì ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè,
ïîñëå ÷åãî ýòîò ïîêàçàòåëü ñíèæàëñÿ. Îñíîâíîé ïîïóëÿöèåé àäãåçèðîâàííûõ êëåòîê ÿâëÿëèñü íåçðåëûå
ëèìôîöèòû CD4+CD8+, à îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå çðåëûõ òèìîöèòîâ CD4+ è CD8+ áûëî íèæå, ÷åì â
êîíòðîëå. Âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî óæå ïðè êîðîòêèõ ñðîêàõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ (30 è 120 ìèí) ñðåäè ïî-
ïóëÿöèè àäãåçèðîâàííûõ êëåòîê íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå (ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëþ) ñîäåðæàíèÿ òè-
ìîöèòîâ, íàõîäÿùèõñÿ â ðàííåé ôàçå àïîïòîçà. Âïåðâûå ïîëó÷åíû äàííûå îá ó÷àñòèè Nrp-1 è PlexA1 â
ïðîöåññå àäãåçèè òèìîöèòîâ ê êëåòêàì ýïèòåëèÿ òèìóñà ìûøè â êà÷åñòâå ñàìîñòîÿòåëüíûõ ìîëåêóë â
îòñóòñòâèå èõ ëèãàíäà ñåìàôîðèíà 3A. Ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ Nrp-1 íà ïîâåðõíîñòè àäãåçèðîâàííûõ
òèìîöèòîâ çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ â ïðîöåññå àäãåçèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, à ýêñïðåññèÿ PlexA1
ïîâûøàåòñÿ. Ïðåèíêóáàöèÿ òèìîöèòîâ ñ àíòèòåëàìè ê Nrp-1 ïîâûøàëà èõ àäãåçèþ ê êëåòêàì ýïèòåëèÿ.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ñïîñîáñòâóþò ëó÷øåìó ïîíèìàíèþ ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîîòíîøåíèé â âèëî÷êî-
âîé æåëåçå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè, cTEC1-2, mTEC3-10, òèìîöèòû, àäãåçèÿ, àïîïòîç,
Nrp-1, PlexA1.

Êëåòêè ýïèòåëèÿ òèìóñà íå òîëüêî èãðàþò âàæíóþ
ñòðóêòóðíóþ ðîëü êàê íàèáîëåå ìíîãî÷èñëåííûé êîìïî-
íåíò ñòðîìû, íî è ñîçäàþò ìèêðîîêðóæåíèå, íåîáõîäè-
ìîå äëÿ ñîçðåâàíèÿ òèìîöèòîâ, ñèíòåçèðóÿ äëÿ ýòîãî öå-
ëûé ðÿä ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, õåìîêèíîâ, áåëêîâ âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà è òèìóñíûõ ãîðìîíîâ (Klein et al.,
2014). Ðàçëè÷àþò êîðòèêàëüíûå è ìåäóëëÿðíûå êëåòêè
ýïèòåëèÿ òèìóñà, êîòîðûå èìåþò îáùåå ïðîèñõîæäåíèå,
íî ðàçíûå ôåíîòèï è ôóíêöèè. Êîðòèêàëüíûå êëåòêè ýïè-
òåëèÿ òèìóñà îñóùåñòâëÿþò ïîçèòèâíóþ ñåëåêöèþ òèìî-
öèòîâ, à ìåäóëëÿðíûå âìåñòå ñ äåíäðèòíûìè êëåòêàìè è
B-ëèìôîöèòàìè ìîçãîâîãî ñëîÿ êîíòðîëèðóþò íåãàòèâ-
íóþ ñåëåêöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó Ò-ðåãóëÿòîðíûõ êëå-
òîê. Â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè òèìîöèòû àêòèâíî
ìèãðèðóþò âíóòðè òèìóñà è ïîñëåäîâàòåëüíî îñóùåñòâ-
ëÿþò êðàòêîâðåìåííûå êîíòàêòû ñ ðàçíûìè àíòèãåíïðå-
çåíòèðóþùèìè êëåòêàìè (Klein, 2009). Ïåðåõîäÿ îò îä-
íîé ýïèòåëèàëüíîé êëåòêè ê äðóãîé, òèìîöèòû ìíîãî-
êðàòíî ïðîõîäÿò ñìåíó àäãåçèè ñ ïîñëåäóþùåé
äåàäãåçèåé (ïîòåðåé êîíòàêòà), ìåõàíèçìû êîòîðûõ íåäî-
ñòàòî÷íî èçó÷åíû.

Èçâåñòíî, ÷òî ýòàï ïðèêðåïëåíèÿ òèìîöèòîâ ê êëåò-
êàì ýïèòåëèÿ òèìóñà ñâÿçàí ñ íàëè÷èåì íà òèìîöèòàõ àä-

ãåçèîííûõ ìîëåêóë, ïðèíàäëåæàùèõ ê ñåìåéñòâàì èììó-
íîãëîáóëèíîâ — LFA-2 (CD2) (Singer, 1990) è Thy-1
(CD90) (He et al., 1991) è èíòåãðèíîâ — VLA-4 (a4b1,
CD49d/CD29) è LFA-1 (aLb2, CD11a/18) (Yarilin et al.,
1999). Êðîìå òîãî, â ýòîì ïðîöåññå ïðèíèìàþò ó÷àñòèå
áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà è ðåöåïòîðû ê íèì, à
èìåííî VLA-5 è óïîìÿíóòûé âûøå VLA-4 (äëÿ âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ ôèáðîíåêòèíîì), à òàêæå VLA3 è VLA-6 (äëÿ
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ëàìèíèíîì) (Savino et al., 2002).

Ðîëü ïëåêñèíîâ è íåéðîïèëèíà, êîòîðûå òåïåðü èçâå-
ñòíû êàê ðåöåïòîðû ñåìàôîðèíîâ (Chaudhary et al., 2014),
â àäãåçèè òèìîöèòîâ ìàëî èçó÷åíà. Ó÷àñòèå íåéðîïèëè-
íà-1 (Nrp-1) â àäãåçèè òèìîöèòîâ ê êëåòêàì ýïèòåëèÿ òè-
ìóñà ðàññìàòðèâàëîñü òîëüêî â êà÷åñòâå ìåäèàòîðà äåé-
ñòâèÿ íåéðîíàëüíîãî ôàêòîðà ñåìàôîðèíà 3A (Lepelletier
et al., 2007); ðîëü Nrp-1 è ïëåêñèíîâ êàê ñàìîñòîÿòåëüíûõ
ìîëåêóë â ýòîì ìåæêëåòî÷íîì êîíòàêòå íå èçó÷àëàñü.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èçó÷åíèè
âçàèìîäåéñòâèÿ òèìîöèòîâ ìûøè ñ êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè
òèìóñíîãî ýïèòåëèÿ êîðòèêàëüíîãî è ìåäóëëÿðíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ. Â çàäà÷è âõîäèëî èçó÷åíèå äèíàìèêè ïðî-
öåññîâ àäãåçèè, ðàçâèòèÿ àïîïòîçà, ïîïóëÿöèîííîãî ñî-
ñòàâà àäãåçèðîâàííûõ è íåàäãåçèðîâàííûõ êëåòîê, à òàê-
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æå èññëåäîâàíèå ðîëè â ïðîöåññå àäãåçèè òàêèõ ìîëåêóë,
êàê Nrp-1 è ïëåêñèí A1 (PlexA1).

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ìàêñèìàëüíûé èíäåêñ àäãåçèè
(35 %) íàáëþäàëñÿ ïðè 30-ìèíóòíîì ñîâìåñòíîì êóëüòè-
âèðîâàíèè òèìîöèòîâ è ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, ïîñëå
÷åãî ýòîò ïîêàçàòåëü ñíèæàëñÿ; îñíîâíîé ïîïóëÿöèåé àä-
ãåçèðîâàííûõ êëåòîê ÿâëÿëèñü íåçðåëûå ëèìôîöèòû
CD4+CD8+. Ïðè êîíòàêòå ñ ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè
ïðîèñõîäèëî ðàçâèòèå àïîïòîçà òèìîöèòîâ, êîòîðîå áûëî
áîëåå âûðàæåíî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòêàìè
mTEC3-10, ÷åì ñ cTEC1-2; â òî æå âðåìÿ ñóùåñòâåííîé
ðàçíèöû ïî äðóãèì ïîêàçàòåëÿì — äèíàìèêå àäãåçèè è
ïîïóëÿöèîííîìó ñîñòàâó àäãåçèðîâàííûõ òèìîöèòîâ ïðè
âçàèìîäåéñòâèè ñ êëåòêàìè ðàçíûõ ëèíèé — íå ïîëó÷å-
íî. Ìû âïåðâûå ïîêàçàëè, ÷òî óæå ïðè êîðîòêèõ ñðîêàõ
ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ (30 è 120 ìèí) ñðåäè ïîïóëÿöèè àäãå-
çèðîâàííûõ êëåòîê íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ
òèìîöèòîâ, íàõîäÿùèõñÿ â ðàííåé ôàçå àïîïòîçà. Âïåð-
âûå ïîëó÷åíû äàííûå îá ó÷àñòèè Nrp-1 è PlexA1 â ïðî-
öåññå àäãåçèè òèìîöèòîâ ê êëåòêàì ýïèòåëèÿ òèìóñà
ìûøè â êà÷åñòâå ñàìîñòîÿòåëüíûõ ìîëåêóë, â îòñóòñòâèå
èõ ëèãàíäà ñåìàôîðèíà 3A. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå
ñïîñîáñòâóþò ëó÷øåìó ïîíèìàíèþ âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæ-
äó òèìîöèòàìè è ýïèòåëèàëüíûì êîìïàðòìåíòîì, ÷òî
èìååò âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ âèëî÷êî-
âîé æåëåçû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà äâóõ
ëèíèÿõ òèìóñíîãî ýïèòåëèÿ ìûøåé cTEC1-2 (êîðòèêàëü-
íîãî) è mTEC3-10 (ìåäóëëÿðíîãî), ëþáåçíî ïðåäîñòàâ-
ëåííûõ ïðîô. M. Kasai èç Òîêèéñêîãî óíèâåðñèòåòà. Ïåð-
âîíà÷àëüíî êëåòî÷íûå ëèíèè áûëè ïîëó÷åíû èç òèìóñîâ
íîâîðîæäåííûõ ìûøåé ëèíèè C57BL/6 è îõàðàêòåðèçî-
âàíû ïî ýêñïðåññèè öèòîêåðàòèíîâ ñ ïîìîùüþ èììóíî-
ãèñòîõèìè÷åñêîãî ìåòîäà (Kasai et al., 1996). Êëåòêè êó-
ëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM (Sigma, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé
10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (HyClone, Âå-
ëèêîáðèòàíèÿ), 0.1 ìã/ìë ãåíòàìèöèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è
0.6 ìã/ìë ãëóòàìèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ïðè 5 % CO2 è
37 °Ñ.

Ê ë å ò ê è. Òèìîöèòû ïîëó÷àëè îò ìûøåé-ãèáðèäîâ F1
(CBA � C57BL/6) ìàññîé 16—18 ã, êîòîðûõ óìåðùâëÿëè
ïóòåì öåðâèêàëüíîé äèñëîêàöèè. Ñóñïåíçèþ òèìîöèòîâ
ïîëó÷àëè ïóòåì ðàçäàâëèâàíèÿ òèìóñà è ïîñëåäóþùåãî
ôèëüòðîâàíèÿ ÷åðåç íåéëîíîâûé ôèëüòð.

À ä ã å ç è ÿ ò è ì î ö è ò î â ê ê ë å ò ê à ì ý ï è ò å ë è ÿ.
Ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â 24-ëóíî÷íîì
ïëàíøåòå â îáúåìå 500 ìêë â êîíöåíòðàöèè 4�105 êë/ìë
â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè, â òå÷å-
íèå 1 ñóò äî îáðàçîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ. Ïî-
ñëå ýòîãî ñðåäó óäàëÿëè è â êàæäóþ ëóíêó äîáàâëÿëè ïî
250 ìêë òèìîöèòîâ â êîíöåíòðàöèè 5�106 êë/ìë â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé 1 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè, è êóëüòèâèðîâàëè
â òå÷åíèå 30 èëè 120 ìèí â CO2-èíêóáàòîðå. Êðîìå ýòîãî,
ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàëè òèìîöèòû áåç ýïè-
òåëèÿ, êîòîðûå èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ. Ïî
îêîí÷àíèè ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ òèìîöèòîâ è
êëåòîê ýïèòåëèÿ ìîíîñëîé 2 ðàçà îñòîðîæíî îòìûâàëè îò
íåïðèêðåïèâøèõñÿ òèìîöèòîâ ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðà
DPBS (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåãî 0.5 % áû÷üåãî ñû-
âîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ). Îòìûòûå òèìî-
öèòû ñîáèðàëè è ñ÷èòàëè íåàäãåçèðîâàííûìè êëåòêàìè.

Àäãåçèðîâàííûå êëåòêè îòäåëÿëè îò äíà ïëàíøåòà ñ ïî-
ìîùüþ 200 ìêë àêêóòàçû (Sigma, ÑØÀ) è âñòðÿõèâàíèÿ
íà øåéêåðå â ðåæèìå 500 îá/ìèí ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå
10 ìèí. Òèìîöèòû è ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè, çíà÷èòåëüíî
ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ðàçìåðó è ìîðôîëîãèè, àíàëèçèðîâàëè
ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì è ñ÷èòàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà.
Êîíöåíòðàöèÿ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê áûëà ïîñòîÿííîé â
ïðåäåëàõ îäíîãî ýêñïåðèìåíòà. Èíäåêñ àäãåçèè (ÈÀ)
îïðåäåëÿëè ïî îòíîøåíèþ ÷èñëà àäãåçèðîâàííûõ òèìî-
öèòîâ ê ÷èñëó âíåñåííûõ è âûðàæàëè â %.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè ðåöåïòîðîâ êëåòîê ýïèòåëèÿ èëè
òèìîöèòîâ èõ ïðåäâàðèòåëüíî êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé 1%-íóþ ôåòàëüíóþ ñûâîðîòêó, â òå÷åíèå
20 ìèí ñ ïîëèêëîíàëüíûìè êîçüèìè àíòèòåëàìè ê Nrp-1
ìûøè (AF566; R&D Systems, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè
1 ìêã/ìë, ïîñëå ÷åãî êëåòêè îòìûâàëè è èçó÷àëè èõ ñïî-
ñîáíîñòü ê àäãåçèè.

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ô ë ó î ð è ì å ò ð è ÿ. Ïîïóëÿöèîí-
íûé ñîñòàâ òèìîöèòîâ (àäãåçèðîâàííûõ, íåàäãåçèðîâàí-
íûõ è êîíòðîëüíûõ, êóëüòèâèðîâàííûõ áåç ýïèòåëèÿ)
îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
ïðîòèâ CD4 ìûøè, ìå÷åííûõ ôèêîýðèòðèíîì (PE) (BD
Pharmingen, ÑØÀ), è CD8, ìå÷åííûõ PE-Cy7 (BD Phar-
mingen, ÑØÀ). Ýêñïðåññèþ Nrp-1 è PlexA1 íà ïîâåðõíî-
ñòè òèìîöèòîâ âûÿâëÿëè íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå
Navios (Beckman Coulter, ÑØÀ) ñ ïîìîùüþ êîçüèõ àíòè-
òåë ïðîòèâ Nrp-1 ìûøè, ìå÷åííûõ êàðáîêñèôëóîðåñöåè-
íîì (R&D Systems, ÑØÀ), à òàêæå ìîíîêëîíàëüíûõ êðû-
ñèíûõ àíòèòåë ïðîòèâ PlexA1 ìûøè, ìå÷åííûõ àëëîôè-
êîöèàíèíîì (R&D Systems, ÑØÀ), è ñîîòâåòñòâóþùèõ
èçîòèïè÷åñêèõ êîíòðîëåé.

Î ö å í ê à à ï î ï ò î ç à ò è ì î ö è ò î â. Òèìîöèòû îêðà-
øèâàëè ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèìè êðàñèòåëÿìè YO-PROTM-1
(Invitrogen, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 250 íÌ è 4R,6-äèàìè-
íî-2-ôåíèëèíäîëîì (DAPI; Biolegend Inc., ÑØÀ) â êîí-
öåíòðàöèè 1 ìêã/ìë ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷å-
íèå 10 ìèí (Íàäååâ è äð., 2015). Ñ ïîìîùüþ YO-PRO-1
âûÿâëÿëè ðàííèå ñòàäèè àïîïòîçà, à ñ ïîìîùüþ DAPI —
ìåðòâûå êëåòêè. Â êàæäîì îáðàçöå àíàëèçèðîâàëè òðè
ãðóïïû êëåòîê — æèâûå (íåîêðàøåííûå), â ðàííåé ôàçå
àïîïòîçà (îêðàøåííûå YO-PRO-1), â ñîñòîÿíèè íåêðîçà
è (èëè) íà ïîçäíèõ ôàçàõ àïîïòîçà (îêðàøåííûå DAPI è
YO-PRO-1) (Stemberger et al., 2010).

Äëÿ êàæäîãî èç îáðàçöîâ áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî íå
ìåíåå 25 000 îäèíî÷íûõ êëåòîê íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóî-
ðèìåòðå Navios (Beckman Coulter, ÑØÀ). Óäàëåíèå ñëèï-
øèõñÿ êëåòîê èç çîíû àíàëèçà ïðîèçâîäèëè íà îñíîâàíèè
îöåíêè ñîîòíîøåíèÿ ïèêîâîãî è èíòåãðàëüíîãî ñèãíàëîâ
ïî ïàðàìåòðàì ïðÿìîãî è áîêîâîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ äëÿ
êàæäîé èç ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê. Îáðàáîòêó äàí-
íûõ ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû KaluzaTM v.1.3
(Beckman Coulter, ÑØÀ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Äàííûå îáðàáàòû-
âàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ä è í à ì è ê à ï ð è ê ð å ï ë å í è ÿ è à ï î ï ò î ç ò è ì î -
ö è ò î â â ï ð î ö å ñ ñ å à ä ã å ç è è ê ý ï è ò å ë è à ë ü í û ì
ê ë å ò ê à ì ò è ì ó ñ à. Çàâèñèìîñòü èíäåêñà àäãåçèè òèìî-
öèòîâ ê êëåòêàì ýïèòåëèÿ òèìóñà îò âðåìåíè êóëüòèâèðî-
âàíèÿ àíàëèçèðîâàëè â òå÷åíèå 10—240 ìèí. Ìàêñèìàëü-
íûé ïîêàçàòåëü àäãåçèè íà îáåèõ ëèíèÿõ ýïèòåëèÿ òèìóñà
ñîñòàâëÿë îêîëî 35 % ÷åðåç 30 ìèí ñîâìåñòíîãî êóëüòè-
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âèðîâàíèÿ (ðèñ. 1). Ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè êóëüòèâèðî-
âàíèÿ èíäåêñ àäãåçèè ïîñòåïåííî óìåíüøàëñÿ. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ èññëåäî-
âàòåëåé, òàêæå óêàçûâàþùèõ íà òî, ÷òî ìàêñèìàëüíûé
èíäåêñ àäãåçèè (35—40 %) íàáëþäàåòñÿ íà ñðîêå 30 ìèí
ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ òèìîöèòîâ ñ ðàçíûìè êëå-
òî÷íûìè ëèíèÿìè òèìóñíîãî ýïèòåëèÿ (He et al., 1991;
Vucevic et al., 2002). Àâòîðû ðàññìàòðèâàþò ýòîò ñðîê êàê
ðàííþþ ôàçó àäãåçèè, â êîòîðîé ó÷àñòâóþò òàêèå àäãåçè-
îííûå ìîëåêóëû, êàê LFA-1, LFA-2, Thy-1 è äð. (He et al.,
1991; Colic et al., 1994).

Íà ðèñ. 2 ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû îöåíêè àïîïòîçà òè-
ìîöèòîâ, êóëüòèâèðóåìûõ ñ êîðòèêàëüíûìè cTEC1-2
(ðèñ. 2, à, ä) è ìåäóëëÿðíûìè mTEC3-10 (ðèñ. 2, á, å) ýïè-
òåëèàëüíûìè êëåòêàìè, íà äâóõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
(30 è 120 ìèí). Ñðåäè àäãåçèðîâàííûõ òèìîöèòîâ îòíîñè-
òåëüíîå ñîäåðæàíèå êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå ðàííåãî
àïîïòîçà, áûëî çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â êîíòðîëå íà îáî-
èõ ñðîêàõ. Êðîìå òîãî, ïðè ñðàâíåíèè äâóõ ëèíèé ýïèòå-
ëèÿ îêàçàëîñü, ÷òî ñðåäè àäãåçèðîâàííûõ òèìîöèòîâ ïî-
êàçàòåëü îòíîñèòåëüíîãî ñîäåðæàíèÿ ðàííåãî àïîïòîçà
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòêàìè mTEC3-10 áûë â
3—4 ðàçà âûøå, ÷åì ñ êëåòêàìè cTEC1-2.

Äàííûå îá óâåëè÷åíèè àïîïòîçà ñðåäè àäãåçèðîâàí-
íûõ òèìîöèòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì íà òàêèõ ðàí-
íèõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ (30 è 120 ìèí) ïîëó÷åíû
íàìè âïåðâûå. Ýòîò âîïðîñ ïîäðîáíî èññëåäîâàëè â
90-õ ãîäàõ XX â. íà êëåòêàõ ìûøåé, êðûñ è ÷åëîâåêà, è
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñîâìåñòíîå êóëüòèâèðîâàíèå òèìîöè-
òîâ ñ ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè òèìóñà ïðèâîäèò ê èí-
äóêöèè àïîïòîçà òèìîöèòîâ, íî íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ,
à èìåííî 3—4 ÷ è ïîçæå (Rinner et al., 1996; Schreiber et
al., 1996; Sharova et al., 2001; Vucevic et al., 2002). Ïðè
ýòîì íà áîëåå ðàííèõ ñðîêàõ èññëåäîâàíèÿ (1.5—2 ÷)
àïîïòîç íå âûÿâëÿëñÿ (Schreiber et al., 1996; Vucevic et al.,
2002). Ðàñõîæäåíèÿ ñ íàøèìè ðåçóëüòàòàìè ìîãóò áûòü
ñâÿçàíû ñ òåì, ÷òî àâòîðû ýòèõ ðàáîò èñïîëüçîâàëè íåäî-
ñòàòî÷íî ÷óâñòâèòåëüíûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ — ìîð-
ôîëîãè÷åñêèé è âûÿâëåíèå êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ìåíüøå
÷åì 2N ÄÍÊ («ñóá-G1 ïèê»), ïðè îêðàøèâàíèè èîäèäîì
ïðîïèäèÿ (Schreiber et al., 1996). Èñïîëüçîâàííûé íàìè
ìåòîä îêðàøèâàíèÿ êëåòîê ñ ïîìîùüþ YO-PRO-1 ÿâëÿåò-
ñÿ áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûì. Ýòîò ôëóîðåñöåíòíûé êðàñè-
òåëü ïîñòóïàåò â öèòîïëàçìó ÷åðåç ëèãàíäçàâèñèìûå èîí-
íûå êàíàëû P2RX 7 íà ðàííèõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà, à â èí-
òàêòíûõ êëåòêàõ íå íàêàïëèâàåòñÿ (Stemberger et al.,
2010).

Ñðåäè íåàäãåçèðîâàííûõ êëåòîê îòíîñèòåëüíîå ñî-
äåðæàíèå òèìîöèòîâ, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå ðàííåãî àïîï-
òîçà, íå óâåëè÷èâàëîñü íè ÷åðåç 30, íè ÷åðåç 120 ìèí ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòêà-
ìè ýïèòåëèÿ îáåèõ ëèíèé (ðèñ. 2, à, á, ä, å). Ýòè äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò îá îòíîñèòåëüíîé ðåçèñòåíòíîñòè ïîïó-
ëÿöèè íåàäãåçèðîâàííûõ êëåòîê ê àïîïòîçó, íà ÷òî óêàçû-
âàþò òàêæå è äðóãèå àâòîðû (Schreiber et al., 1996; Muka-
moto et al., 1999).

Ïðè ñîïîñòàâëåíèè äèíàìèêè äåàäãåçèè êëåòîê è
àïîïòîçà, èíäóöèðîâàííîãî â ðåçóëüòàòå êîíòàêòà ñ ýïè-
òåëèàëüíûìè êëåòêàìè, îêàçàëîñü, ÷òî ýòè ïðîöåññû ïðî-
èñõîäÿò ñ ðàçíîé ñêîðîñòüþ: çà 1.5 ÷ äîëÿ àäãåçèðîâàí-
íûõ òèìîöèòîâ óìåíüøàëàñü íà 2 è 5 % íà êîðòèêàëüíûõ
è ìåäóëëÿðíûõ êëåòêàõ ñîîòâåòñòâåííî, à äîëÿ àïîïòîç-
íûõ êëåòîê ñðåäè àäãåçèðîâàííûõ òèìîöèòîâ óâåëè÷èâà-
ëàñü íà 6 è 17 % ñîîòâåòñòâåííî. Òàêèì îáðàçîì, ñêî-
ðîñòü óâåëè÷åíèÿ äîëè àïîïòîçíûõ êëåòîê áûëà â 3 ðàçà
âûøå, ÷åì ñêîðîñòü äåàäãåçèè êëåòîê, ÷òî ïðåäïîëàãàåò
îòñóòñòâèå ñâÿçè ìåæäó ýòèìè ïðîöåññàìè.

Ñîäåðæàíèå òèìîöèòîâ, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå ïîçäíå-
ãî àïîïòîçà (íåêðîçà), áûëî âûøå ñðåäè íåàäãåçèðîâàí-
íûõ êëåòîê (7—8 %) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (4—6 %)
è çíà÷èòåëüíî ñíèæåíî â ïîïóëÿöèè àäãåçèðîâàííûõ êëå-
òîê (1.5—3 %) (ðèñ. 2, â—å). Ýòîò ïîêàçàòåëü íå çàâèñåë
îò âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ (30—120 ìèí) è òèïà ýïèòå-
ëèÿ (êîðòèêàëüíîãî èëè ìåäóëëÿðíîãî). Íà îñíîâàíèè
ýòîãî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íåàäãåçèðîâàííûå òèìî-
öèòû, íàõîäÿùèåñÿ íà ñòàäèè ïîçäíåãî àïîïòîçà, â àäãå-
çèè íå ó÷àñòâóþò è ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ìåðòâûå êëåòêè,
ïîëó÷èâøèå ìåõàíè÷åñêèå ïîâðåæäåíèÿ â ïðîöåññå ïðî-
áîïîäãîòîâêè.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî,
÷òî àïîïòîç òèìîöèòîâ ðàçâèâàëñÿ â ðåçóëüòàòå êîíòàêòà
ñ ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè, à íå ñïîíòàííî è çàòðàãèâàë
â îñíîâíîì ïîïóëÿöèþ àäãåçèðîâàííûõ êëåòîê.

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ò è ì î ö è ò î â ï î ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è
à í ò è ã å í î â C D 4 è C D 8 â ï ð î ö å ñ ñ å à ä ã å ç è è. Ôå-
íîòèï òèìîöèòîâ, êóëüòèâèðîâàííûõ ñîâìåñòíî ñ êëåòêà-
ìè ýïèòåëèÿ â òå÷åíèå 120 ìèí, èçó÷àëè â òðåõ ãðóïïàõ
êëåòîê — àäãåçèðîâàííûõ, íåàäãåçèðîâàííûõ è êîíòðî-
ëüíûõ (êóëüòèâèðîâàííûõ áåç ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê).
Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 3, îñíîâíîé ïîïóëÿöèåé àäãåçèðî-
âàííûõ êëåòîê ÿâëÿëèñü íåçðåëûå ëèìôîöèòû CD4+CD8+;
ïðè ýòîì îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå çðåëûõ CD4+- è
CD8+-òèìîöèòîâ óìåíüøàëîñü íà êëåòêàõ ýïèòåëèÿ îáåèõ
ëèíèé.

Íàøè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè, ïîëó÷åí-
íûìè äðóãèìè àâòîðàìè ñ èñïîëüçîâàíèåì ëèíèé ýïèòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê êðûñèíîãî è ìûøèíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
(Schreiber et al., 1996; Colic et al., 1998; Pezzi et al., 2016),
÷òî ïîäòâåðæäàåò àäåêâàòíîñòü èñïîëüçîâàííîé íàìè ìî-
äåëè. Íåîáõîäèìîñòü òàêîãî ïîäòâåðæäåíèÿ ñâÿçàíà ñ
òåì, ÷òî â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ áûëè èñïîëüçîâàíû òè-
ìîöèòû îò ìûøåé-ãèáðèäîâ F1 (CBA � C57BL/6), à ëè-
íèè ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê áûëè ïîëó÷åíû îò ìûøåé
C57BL/6. Îäíàêî, ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû, ñ÷èòàåò-
ñÿ, ÷òî ïðîöåññ àäãåçèè òèìîöèòîâ ê ýïèòåëèàëüíûì
êëåòêàì, òàê æå êàê è ñîïðîâîæäàþùèé åãî ïðîöåññ ðàç-
âèòèÿ àïîïòîçà òèìîöèòîâ, íå ïîäâåðæåíû ÌÍÑ-ðåñò-
ðèêöèè è íàáëþäàþòñÿ êàê â ñèíãåííîé, òàê è â àëëîãåí-
íîé ñèñòåìàõ (Singer et al., 1986; Guy et al., 1996), à òàêæå
ñ êëåòêàìè äðóãîãî âèäà (Sharova et al., 2001). Òàêèì îá-
ðàçîì, ïðèìåíåíèå íàøåé ìîäåëè ìîæíî ñ÷èòàòü âïîëíå
êîððåêòíûì.

350 Ê. Â. Ðóòòî è äð.

Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü àäãåçèè òèìîöèòîâ ê êëåòêàì cTEC1-2
(êðèâàÿ 1) è mTEC3-10 (êðèâàÿ 2) îò âðåìåíè èíêóáàöèè.

Èíäåêñ àäãåçèè îïðåäåëÿëè êàê îòíîøåíèå àäãåçèðîâàííûõ òèìîöèòîâ ê
÷èñëó âíåñåííûõ. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè (n = 4—8).
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Ðèñ. 2. Êîëè÷åñòâî òèìîöèòîâ, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè ðàííåãî (à, á) è ïîçäíåãî (â, ã) àïîïòîçà (íåêðîçà), â ïðîöåññå àäãåçèè ê
ýïèòåëèàëüíûì êëåòêàì cTEC1-2 (à, â, ä) èëè mTEC3-10 (á, ã, å) ïî äàííûì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè.

à—ã: ñòîëáöû áåëûå — êîíòðîëüíûå, ñåðûå — àäãåçèðîâàííûå, çàøòðèõîâàííûå — íåàäãåçèðîâàííûå òèìîöèòû, ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ
îøèáêè, n = 4. ä, å — ãèñòîãðàììû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè îäíîãî èç ðåïðåçåíòàòèâíûõ ýêñïåðèìåíòîâ; ïî ãîðèçîíòàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè YO-PRO-1; ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè DAPI; îáëàñòü late Ap — êëåòêè â ñîñòîÿíèè ïîçäíåãî àïîïòîçà (íåêðîçà), îáëàñòü
early Ap — êëåòêè â ñîñòîÿíèè ðàííåãî àïîïòîçà, îáëàñòü V — æèâûå êëåòêè. Çäåñü è äàëåå ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïðè * p < 0.05,

** p < 0.01.



À í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è N r p - 1 è P l e x A 1 í à ò è -
ì î ö è ò à õ â ï ð î ö å ñ ñ å à ä ã å ç è è. Ïîñêîëüêó ìû ïðåä-
ïîëîæèëè, ÷òî Nrp-1 è PlexA1 ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ïðî-
öåññå àäãåçèè òèìîöèòîâ ê êëåòêàì ýïèòåëèÿ, áûëî èñ-
ñëåäîâàíî îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå êëåòîê, íåñóùèõ
äàííûå ìàðêåðû ñðåäè àäãåçèðîâàííûõ è íåàäãåçèðîâàí-
íûõ òèìîöèòîâ. Ñîäåðæàíèå êëåòîê Nrp-1+ â êîíòðîëå ñî-
ñòàâëÿëî áîëåå 50 %, à ñðåäè àäãåçèðîâàííûõ êëåòîê ðåç-
êî ñíèæàëîñü äî 3 % ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ýïèòåëè-
àëüíûìè êëåòêàìè îáåèõ ëèíèé (ðèñ. 4, à—ã).

Àíàëèç îòíîñèòåëüíîãî ñîäåðæàíèÿ êëåòîê Nrp-1+

ñðåäè ÷åòûðåõ îñíîâíûõ ïîïóëÿöèé òèìîöèòîâ (ñì. òàá-
ëèöó) ïîêàçàë, ÷òî â êîíòðîëå èõ ñîäåðæàíèå áûëî íàè-
áîëüøèì ñðåäè CD4+CD8+ è íàèìåíüøèì — ñðåäè CD4+

è CD8+-òèìîöèòîâ. Ñðåäè àäãåçèðîâàííûõ êëåòîê (120 ìèí
êóëüòèâèðîâàíèÿ) ýòîò ïîêàçàòåëü óìåíüøàëñÿ íå-
ðàâíîìåðíî â ðàçíûõ ïîïóëÿöèÿõ: ñðåäè CD4+CD8+ —
â 22 ðàçà, ñðåäè îñòàëüíûõ ïîïóëÿöèé — â 4—9 ðàç (ñì.
òàáëèöó).

Ïîñêîëüêó êëåòêè ñ ôåíîòèïîì CD4+CD8+ ïðåäñòàâ-
ëÿëè ñîáîé îñíîâíóþ ïîïóëÿöèþ ïðèêðåïëÿþùèõñÿ êëå-
òîê, íàèáîëåå âûðàæåííîå ñíèæåíèå ýêñïðåññèè Nrp-1
èìåííî ñðåäè ýòîé ïîïóëÿöèè òèìîöèòîâ óêàçûâàåò íà
ó÷àñòèå äàííîé ïîâåðõíîñòíîé ìîëåêóëû â àäãåçèè. Ïðè
ýòîì îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå êëåòîê Nrp-1+ ñðåäè íå-
àäãåçèðîâàííûõ òèìîöèòîâ íå îòëè÷àëîñü îò êîíòðîëÿ.

Nrp-1 ÿâëÿåòñÿ ìíîãîôóíêöèîíàëüíûì òðàíñìåìá-
ðàííûì áåëêîì, êîòîðûé ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü
ñ áîëüøèì ÷èñëîì ëèãàíäîâ, ñðåäè êîòîðûõ íàèáîëåå õî-
ðîøî èçó÷åíû ñåìàôîðèí 3A è ðîñòîâîé ôàêòîð ñîñóäè-
ñòîãî ýíäîòåëèÿ (VEGF) (Chaudhary et al., 2014). Âìåñòå ñ
òåì, Nrp-1 íåçàâèñèìî îò âçàèìîäåéñòâèÿ ñî ñâîèìè
îñíîâíûìè ëèãàíäàìè ìîæåò òàêæå îáðàçîâûâàòü êîìï-
ëåêñû ñ ðàçëè÷íûìè ðåöåïòîðàìè íà ïîâåðõíîñòè òîé
æå ñàìîé êëåòêè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò ðåöåïòîð ìî-
æåò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ a5b1 (VLA-5) èíòåãðèíîì
è óñèëèâàòü àäãåçèþ ýíäîòåëèàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëå-
òîê ê ôèáðîíåêòèíó (Valdembri et al., 2009; Chen et al.,
2014). Ýòîò ïðîöåññ ñîïðîâîæäàåòñÿ àêòèâíûì ýíäî-
öèòîçîì êîìïëåêñà Nrp-1 ñ èíòåãðèíîì VLA-5 â ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòêàõ (Valdembri et al., 2009). Ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî âûÿâëåííîå íàìè ðåçêîå ñíèæåíèå ñîäåðæà-
íèÿ êëåòîê Nrp-1+ ñðåäè àäãåçèðîâàííûõ òèìîöèòîâ
òàêæå ñâÿçàíî ñ èíòåðíàëèçàöèåé ýòîãî ðåöåïòîðà ñ ïî-
âåðõíîñòè â ðåçóëüòàòå êîíòàêòà ñ ýïèòåëèàëüíûìè êëåò-
êàìè.

Îïèñàííûå íàìè äàííûå îá óìåíüøåíèè ñîäåðæàíèÿ
Nrp-1+ ñðåäè àäãåçèðîâàííûõ òèìîöèòîâ íå ñîãëàñóþòñÿ
ñ ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ àâòîðîâ, ïîëó÷åííûìè íà òèìîöè-
òàõ ÷åëîâåêà. Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñðåäè àäãåçèðîâàí-
íûõ òèìîöèòîâ èõ îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ñ ôåíîòè-
ïîì Nrp-1+, íàîáîðîò, óâåëè÷èâàåòñÿ ïîñëå èõ êóëüòèâè-
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Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå òèìîöèòîâ ïî ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ CD4 è CD8 â ïðîöåññå àäãåçèè (120 ìèí) ê êëåòêàì cTEC1-2 (à, â) è
mTEC3-10 (á, ã) ïî äàííûì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè.

à, á: ñòîëáöû áåëûå — êîíòðîëü (òèìîöèòû, êóëüòèâèðîâàííûå áåç ýïèòåëèÿ), ñåðûå — àäãåçèðîâàííûå òèìîöèòû, çàøòðèõîâàííûå — íåàäãåçèðî-
âàííûå; ïîêàçàíû ñðåäíèå âåëè÷èíû è èõ îøèáêè, n = 4; *** p < 0.001. â, ã — ðåçóëüòàòû îäíîãî èç ðåïðåçåíòàòèâíûõ ýêñïåðèìåíòîâ: Ê — êîíòðîëü,
Àäã. — àäãåçèðîâàííûå òèìîöèòû, Íåàäã. — íåàäãåçèðîâàííûå; ïî ãîðèçîíòàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) àíòèòåë ïðîòèâ CD4; ïî âåð-
òèêàëè — ÈÔ àíòèòåë ïðîòèâ CD8; ëåâûé âåðõíèé êâàäðàò ñîäåðæèò òèìîöèòû ñ ôåíîòèïîì CD8+CD4–, ëåâûé íèæíèé — CD4–CD8–, ïðàâûé âåðõ-

íèé — CD4+CD8+, ïðàâûé íèæíèé — CD8–CD4+.



ðîâàíèÿ ñ ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè (Lepelletier et al.,
2007).

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äàííûå ðàñõîæäåíèÿ ñâÿ-
çàíû ñ îñîáåííîñòÿìè ýêñïðåññèè Nrp-1 íà òèìîöèòàõ ó
ðàçíûõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ. Åñëè ó ìûøåé îòíîñè-
òåëüíîå ñîäåðæàíèå êëåòîê Nrp-1+ âåñüìà çíà÷èòåëüíî è
ñîñòàâëÿåò äî 70 % âñåõ òèìîöèòîâ (Corbel et al., 2007), òî

ó ÷åëîâåêà òàêèõ êëåòîê âñåãî ëèøü îêîëî 5 % (Lepelletier
et al., 2007). Êðîìå òîãî, ó ìûøåé Nrp-1 ñ÷èòàåòñÿ ìàðêå-
ðîì Ò-ðåãóëÿòîðíûõ êëåòîê (Sarris et al., 2008), ÷òî íåõà-
ðàêòåðíî äëÿ Ò-ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà (Milpied et al.,
2009).

Ñîäåðæàíèå êëåòîê PlexA1+ ñðåäè àäãåçèðîâàííûõ
òèìîöèòîâ â ïðîòèâîïîëîæíîñòü êëåòêàì Nrp-1+ óâåëè-
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Ðèñ. 4. Îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå òèìîöèòîâ Nrp-1+ (à—ã) è PlexA1+ (ä—ç) â ïðîöåññå àäãåçèè (120 ìèí) ê êëåòêàì cTEC1-2 (à, â,
ä, æ) è mTEC3-10 (á, ã, å, ç) ïî äàííûì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè.

Íà ãèñòîãðàììàõ à, á, ä, å ïîêàçàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè, n = 4, â, ã, æ, ç — ðåçóëüòàòû îäíîãî èç ðåïðåçåíòàòèâíûõ ýêñïåðèìåíòîâ: ñâåòëûé
öâåò — àíòèòåëà èçîòèïè÷åñêîãî êîíòðîëÿ, òåìíûé — àíòèòåëà ïðîòèâ Nrp-1 (â, ã) èëè PlexA1 (æ, ç); âûäåëåíà îáëàñòü êëåòîê Nrp-1+ (â, ã) PlexA1+

(æ, ç) è óêàçàíî èõ ñîäåðæàíèå (%), ñîêðàùåíèÿ ïî ãîðèçîíòàëè òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 3.



÷èâàëîñü â ðåçóëüòàòå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ýïèòåëèàëüíû-
ìè êëåòêàìè îáåèõ ëèíèé (cTEC1-2 è mTEC3-10)
(ðèñ. 4, ä—ç). Òàê, â êîíòðîëå ñîäåðæàíèå êëåòîê-PlexA1+

ñîñòàâëÿëî 4—6 %, à ñðåäè àäãåçèðîâàííûõ — 12—15 %.
Ïðè ýòîì îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå êëåòîê PlexA1+ ñðå-
äè íåàäãåçèðîâàííûõ òèìîöèòîâ íå îòëè÷àëîñü îò êîíò-
ðîëÿ. Àíàëèç ñîäåðæàíèÿ êëåòîê PlexA1+ ïî ÷åòûðåì
îñíîâíûì ïîïóëÿöèÿì ïîêàçàë, ÷òî âî âñåõ ãðóïïàõ â
êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ äîëÿ êëåòîê PlexA1+ áûëà ïðè-
áëèçèòåëüíî îäèíàêîâîé, à ñðåäè àäãåçèðîâàííûõ ðàâíî-
ìåðíî óâåëè÷èâàëàñü â 3—4 ðàçà (ñì. òàáëèöó).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå óêàçûâàþò
íà ó÷àñòèå îáåèõ ìîëåêóë (Nrp-1 è PlexA1) â àäãåçèè,
ïðè÷åì èõ ýêñïðåññèÿ íà ïîâåðõíîñòè àäãåçèðîâàííûõ
òèìîöèòîâ çà 2 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ èçìåíÿëàñü ïðîòèâî-
ïîëîæíûì îáðàçîì.

Â ë è ÿ í è å à í ò è ò å ë ê N r p - 1 í à à ä ã å ç è þ ò è ì î -
ö è ò î â ê ý ï è ò å ë è à ë ü í û ì ê ë å ò ê à ì ò è ì ó ñ à. Ïðå-
èíêóáàöèÿ òèìîöèòîâ ñ àíòèòåëàìè ïîâûøàëà èõ àäãå-
çèþ ê êëåòêàì ýïèòåëèÿ îáåèõ ëèíèé íà 10 % (ðèñ. 5).
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáðàáîòêà àíòèòåëàìè ê Nrp-1
ñîçäàåò óñëîâèÿ äëÿ áîëåå ýôôåêòèâíîãî ó÷àñòèÿ èíòåã-
ðèíîâ â ïðîöåññå àäãåçèè. Â òîì ñëó÷àå, êîãäà àíòèòåëà-
ìè îáðàáàòûâàëè íå òèìîöèòû, à êëåòêè ýïèòåëèÿ, ýôôåê-
òà íå áûëî. Ýòî ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî íåéðîïèëèíî-
âûå ðåöåïòîðû íàõîäÿòñÿ â îñíîâíîì íà òèìîöèòàõ, à íà
êëåòêàõ ýïèòåëèÿ èõ ýêñïðåññèÿ íåâåëèêà (Ðóòòî è äð.,
2016).

Nrp-1 è PlexA1 â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàññìàòðèâàþòñÿ
êàê ðåöåïòîðû íåéðîíàëüíîãî è èììóíîðåãóëÿòîðíîãî
ôàêòîðà ñåìàôîðèíà 3A (Takamatsu, Kumanogoh, 2012).
Ìåæäó òåì îíè ïåðâîíà÷àëüíî áûëè îïèñàíû â êà÷åñòâå
àäãåçèîííûõ ìîëåêóë. Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïëåêñèíû
ó÷àñòâóþò â îñóùåñòâëåíèè êëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ íåéðî-
íàëüíûõ êëåòîê (Fujisawa et al., 1997), à íåéðîïèëèí îïî-
ñðåäóåò àãðåãàöèþ ôèáðîáëàñòîâ (Takagi et al., 1995).
Ïîçäíåå óñòàíîâèëè, ÷òî Nrp-1 ìûøè èìååò äâà ñàéòà
ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè, êîòîðûå ðàñïîëàãàþòñÿ â äîìå-
íàõ b1 è b2 è ñâÿçûâàþòñÿ ñ íåèäåíòèôèöèðîâàííûì áåë-
êîâûì ëèãàíäîì íà ìåìáðàíå äðóãèõ êëåòîê (Shimizu
et al., 2000). Â èììóííîé ñèñòåìå Nrp-1 ó÷àñòâóåò âî
âçàèìîäåéñòâèÿõ Ò-ëèìôîöèòîâ è äåíäðèòíûõ êëåòîê ÷å-
ëîâåêà, íà ïîâåðõíîñòè êîòîðûõ îí ýêñïðåññèðóåòñÿ, è
îïîñðåäóåò èõ êîíòàêò ïî òèïó ãîìîôèëüíîãî âçàèìîäåé-
ñòâèÿ (íåéðîïèëèí—íåéðîïèëèí) (Tordjman et al., 2002).
Òàêèì îáðàçîì, Nrp-1 è PlexA1 ÿâëÿþòñÿ íå òîëüêî ðå-
öåïòîðàìè ñåìàôîðèíà 3A, íî, êðîìå ýòîãî, ñïîñîáíû
ó÷àñòâîâàòü â îñóùåñòâëåíèè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ â
íåðâíîé è èììóííîé ñèñòåìàõ â êà÷åñòâå ñàìîñòîÿòåëü-
íûõ àäãåçèîííûõ ìîëåêóë â îòñóòñòâèå ñåìàôîðèíà 3A
(Li et al., 2014). Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå òàêæå óêàçû-
âàþò íà îáùíîñòü ìåõàíèçìîâ ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåé-
ñòâèé, ïðîèñõîäÿùèõ â íåðâíîé è èììóííîé ñèñòåìàõ
è ïîçâîëÿþò ïî-íîâîìó ðàññìàòðèâàòü ó÷àñòèå ýòèõ ìî-
ëåêóë â ïðîöåññå àäãåçèè òèìîöèòîâ ê êëåòêàì ýïèòåëèÿ
òèìóñà.
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Èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ òèìîöèòîâ Nrp-1+ è PlexA1+ ñðåäè îñíîâíûõ ïîïóëÿöèé
â ïðîöåññå àäãåçèè ê êëåòêàì cTEC1-2 â òå÷åíèå 120 ìèí

Ïîïóëÿöèÿ
òèìîöèòîâ

Äîëÿ êëåòîê ñ ôåíîòèïîì, %

Nrp-1+ PlexA1+

êîíòðîëü
(áåç ýïèòåëèÿ)

àäãåçèðîâàííûå
êëåòêè

êîíòðîëü
(áåç ýïèòåëèÿ)

àäãåçèðîâàííûå
êëåòêè

CD4–CD8– 44.20 � 5.39 4.73 � 2.55à 5.27 � 0.74 12.10 � 3.39

CD4+CD8+ 54.07 � 7.77 2.43 � 0.19à 4.07 � 0.49 14.93 � 0.73á

CD4+CD8– 24.63 � 3.07 3.33 � 0.32à 3.50 � 0.75 15.27 � 2.02à

CD8+CD4– 17.03 � 6.04 4.30 � 1.07 5.27 � 1.29 17.57 � 2.43à

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå âåëè÷èíû è èõ îøèáêè èç òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. à, á Ðàçëè÷èÿ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì äîñòîâåðíû ïðè P < 0.05 è P < 0.01 ñîîòâåòñòâåííî.

Ðèñ. 5. Âëèÿíèå ïðåäîáðàáîòêè òèìîöèòîâ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê Nrp-1 (AT-Nrp-1) íà èõ àäãåçèþ ê êëåòêàì cTEC1-2 è mTEC3-10
â òå÷åíèå 30 ìèí.

ÈÊ — èçîòèïè÷åñêèé êîíòðîëü.



Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè áûë ïðîà-
íàëèçèðîâàí ïðîöåññ àäãåçèè òèìîöèòîâ ìûøåé ê êëåò-
êàì êîðòèêàëüíîãî è ìåäóëëÿðíîãî ýïèòåëèÿ òèìóñà.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìàêñèìàëüíûé èíäåêñ àäãåçèè íà-
áëþäàëñÿ ïðè 30 ìèí êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïîñëå ÷åãî ýòîò
ïîêàçàòåëü ñíèæàëñÿ. Îñíîâíîé ïîïóëÿöèåé àäãåçèðîâàí-
íûõ êëåòîê ÿâëÿëèñü íåçðåëûå ëèìôîöèòû CD4+CD8+.
Àïîïòîç òèìîöèòîâ ðàçâèâàëñÿ â îñíîâíîì â ðåçóëüòàòå
êîíòàêòà ñ ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè (à íå ñïîíòàííî) è
çàòðàãèâàë ïîïóëÿöèþ àäãåçèðîâàííûõ êëåòîê. Óâåëè÷å-
íèå ñîäåðæàíèÿ òèìîöèòîâ â ðàííåé ôàçå àïîïòîçà áûëî
âïåðâûå çàðåãèñòðèðîâàíî óæå ÷åðåç 30 è 120 ìèí êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Ïðîöåññû äåàäãåçèè è àïîïòîçà, èíäóöèðî-
âàííîãî â ðåçóëüòàòå êîíòàêòà ñ ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêà-
ìè, ïðîèñõîäèëè ñ ðàçíîé ñêîðîñòüþ, ÷òî ïðåäïîëàãàåò
îòñóòñòâèå ñâÿçè ìåæäó íèìè. Âïåðâûå ïîêàçàíî ó÷àñòèå
Nrp-1 è PlexA1 â àäãåçèè òèìîöèòîâ ê êëåòêàì ýïèòåëèÿ
òèìóñà â êà÷åñòâå ñàìîñòîÿòåëüíûõ ìîëåêóë â îòñóòñòâèå
èõ îñíîâíîãî ëèãàíäà ñåìàôîðèíà 3A.

Ïðè ñðàâíåíèè äàííûõ, ïîëó÷åííûõ íà ðàçíûõ ëèíè-
ÿõ ýïèòåëèÿ (cTEC1-2 è mTEC3-10), íå áûëî âûÿâëåíî
ñóùåñòâåííîé ðàçíèöû íè ïî äèíàìèêå è óðîâíþ àäãå-
çèè, íè ïî ïîïóëÿöèîííîìó ñîñòàâó êëåòîê, ó÷àñòâóþùèõ
â àäãåçèè. Ðàçëè÷èÿ êàñàëèñü òîëüêî çíà÷èòåëüíî áîëåå
âûðàæåííîé èíäóêöèè ðàííåãî àïîïòîçà â àäãåçèðîâàí-
íàõ òèìîöèòàõ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòêàìè
mTEC3-10. Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî in vivo
êëåòêè CD4+CD8+ íå êîíòàêòèðóþò ñ ýïèòåëèåì ìåäóë-
ëÿðíîé çîíû, ïîñêîëüêó â íåé ïðèñóòñòâóþò òîëüêî áîëåå
çðåëûå òèìîöèòû ñ ôåíîòèïîì CD4+ èëè CD8+.

Ïðåäñòàâëåííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðåçóëüòàòû èìå-
þò ñóùåñòâåííîå çíà÷åíèå äëÿ ëó÷øåãî ïîíèìàíèÿ ìåæ-
êëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé â ïðîöåññå ñîçðåâàíèÿ òèìî-
öèòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-06150).
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Thymic epithelial cells play not only important structural role but also generate microenvironment that is
necessary for thymocyte maturation. The process of thymocyte differentiation is based on direct cell-cell con-
tact with epithelial cells and is not well studied in particular the process of adhesion. The aim of the study was
to evaluate the interaction of thymocytes with two murine thymic epithelial cell lines — cortical cTEC1-2 and
medullar mTEC3-10 cells. The study of thymocytes included: assessment of the adhesion processes, apoptosis,
and population content as well as receptor expression — neuropilin 1 (Nrp-1) and Plexin A1 (PlexA1) among
adherent, non-adherent and control cells, cultivated without epithelial cells. Maximal adhesion index was ob-
served at 30 min co-cultivation, after that index of adhesion decreased. Immature CD4+CD8+ lymphocytes were
the main population of adherent cells, while the content of mature CD4+ and CD8+ thymocytes decreased com-
pared to control. It was shown for the first time that percent of thymocytes in early apoptosis phase increased
among adherent cells as compared to control as early as after only 30 and 120 min of their co-cultivation. Fur-
ther, we showed that in adherent thymocytes Nrp-1 was down-regulated while PlexA1 was up-regulated com-
pared to control after adhesion to epithelial cells. Preincubation of thymocytes with anti-Nrp-1 antibodies
enhanced their adhesion to epithelial cells. The data obtained show for the first time that receptors Nrp-1 and
PlexA1 participated in the process of thymocyte adhesion to murine thymic epithelial cells as independent
molecules, in the absence of their main ligand — semaphorin 3A.

K e y w o r d s: epithelial cells, cTEC1-2, mTEC3-10, thymocytes, adhesion, apoptosis, Nrp-1, PlexA1.
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