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Нейроиммуноэндокринная система — важней�
ший регулятор гомеостаза, а ее центральные ор�
ганы — вилочковая (тимус) и пинеальная (эпифиз)
железы [1,2,6]. Поскольку эпифиз и тимус — орга�
ны единой нейроиммуноэндокринной системы,
в последние годы большое внимание уделяет�
ся изучению сходных процессов и сигнальных
взаимодействий данных органов [5,6]. Так, пока�
зано, что в пинеальной и вилочковой железе сек�
терируется нейропептид CGRP (calcitonin gene re�
lated peptide), транскрипционный фактор pCREB
и специфические белки, участвующие в ремо�
делировании межклеточного матрикса MMP2 и
MMP9 (matrix metalloproteinase) [6]. Тесная связь
эпифиза и тимуса также подтверждается данны�
ми, свидетельствующими о том, что 20% площа�
ди эпифиза занимает лимфоидная ткань, пред�
ставленная лимфоцитами, секретирующими ци�
токины, сходные с экспрессирующимися в тиму�
се [3,6]. Кроме того, верифицированная в ткани
эпифиза MMP2 в большей степени секретирует�
ся иммунными клетками. При возрастной инволю�
ции тимуса его функции делегируются лимфоид�
ной ткани в других органах, одним из которых
может быть пинеальная железа [4]. Лимфоидный
компонент эпифиза представлен Т� и В�лимфоци�
тами, но б ′ольшую его часть занимают малодиф�
ференцированные предшественники лимфоцитов,
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которые при условии индукции дифференци�
ровки могут являться дополнительным пулом
иммунных клеток.

В процессы клеточной дифференцировки во�
влечен ряд сигнальных механизмов, важнейшие
из которых — цитокины и цитомедины [8,10,11].
В Санкт�Петербургском институте биорегуляции
и геронтологии СЗО РАМН на основе анализа
аминокислотной последовательности цитомеди�
нов, выделенных из разных тканей, синтезиро�
ваны короткие пептиды, содержащие наиболее
часто встречающиеся аминокислоты [9,12].

Ранее нами было показано, что ряд коротких
пептидов стимулирует дифференцировку CD34+

стволовых клеток КМ эмбриона человека в CD14+�
клетки (миелоциты), CD3+�клетки (предшествен�
ники Т�лимфоцитов), CD4+�клетки (Т�хелперы) и
CD8+�клетки (цитотоксические Т�лимфоциты), а
пептид везуген усиливает дифференцировку
CD4+CD8+�тимоцитов в Т�хелперы [4]. Таким об�
разом, установлена способность коротких пеп�
тидов стимулировать дифференцировку клеток
в центральных органах иммуногенеза — КМ и ти�
мусе, однако влияние пептидов на лимфоидный
компонент периферических источников лимфо�
поэза, в частности эпифиза, остается неиссле�
дованным.

В связи с этим целью работы являлось изу�
чение влияния ряда коротких пептидов на диф�
ференцировку клеток лимфоидного компонента
эпифиза в органотипической культуре.
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Методика исследования

Эпифиз получали от 2�3�месячных самцов крыс
Вистар, которых декапитировали с помощью
гильотины. Пинеальную железу, выделенную у
животных с помощью инструментов для глазной
хирургии, помещали в стерильную чашку Петри
и разделяли на эксплантаты (фрагменты около
1 мм3). Эксплантаты размещали по 10 штук на
чашку Петри с коллагеновым покрытием (раз�
мер 35×2.5 мм, “Jet Biofil”) и культивировали в
3 мл питательной среды, состоявшей из 45%
раствора Хенкса, 45% среды Игла, 10% феталь�
ной бычьей сыворотки, глюкозы (10 мг/мл) и
гентамицина (0.5 мг/мл). Все эксплантаты (n=40)
были разделены на 4 равные группы: контроль�
ную (введение физиологического раствора) и три
опытные, в каждой из которых применяли один
из пептидов — эпиталон (Ala�Glu�Asp�Gly), везу�
ген (Lys�Glu�Asp) или вилон (Lys�Glu) в концен�
трации 10 нг/мл. Все эксплантаты культивиро�
вали в СО2�инкубаторе при 36.7оС в среде с 5%
содержанием СО2. Продолжительность культиви�
рования составила 3 сут, т.к. такой временной
интервал необходим для формирования зоны
роста, состоящей из пролиферирующих и миг�
рирующих пинеалоцитов, фибробластов и им�
мунных клеток [7].

Для проведения иммуноцитохимического
исследования в зоне роста эксплантатов куль�
туры клеток эпифиза фиксировали 95% эти�
ловым спиртом. Иммуноцитохимическую реак�
цию проводили с антителами к маркерам мало�
дифференцированных лимфоцитов CD5 (1:30,
“Novocastra”), Т�хелперов CD4 (готовые к исполь�
зованию, “Novocastra”), цитотоксических Т�лимфо�
цитов CD8 (готовые к использованию, “Novocastra”)
и В�лимфоцитов CD20 (1:30, “Novocastra”) с ис�
пользованием стандартного одноэтапного про�
токола с высокотемпературной демаскировкой
антигена в цитратном буфере (рН 6.0). В качест�
ве вторичных антител использовали универсаль�
ный набор, содержавший биотинилированные
антимышиные иммуноглобулины. Для визуали�
зации реакции применяли комплекс авидина с
биотинилированной пероксидазой хрена и диа�
минобензидином (ABC�kit, “Dako”).

Морфометрический подсчет данных осу�
ществляли с помощью системы компьютерного
анализа микроскопических изображений, вклю�
чавшей микроскоп “Nikon Eclipse E400”, цифро�
вую камеру “Nikon DXM1200”, компьютер на ба�
зе “Intel Pentium 4” и программное обеспечение
“VidiotestMorphology 5.0”. В каждом случае ана�
лизировали 5 полей зрения при увеличении 100.
Площадь экспрессии маркеров рассчитывали
как отношение площади, занимаемой иммунопо�

зитивными клетками, к общей площади клеток
в поле зрения и выражали в процентах. Пло�
щадь экспрессии является широко распростра�
ненным морфометрическим показателем, ха�
рактеризующим количество клеток, на которых
экспрессируется исследуемый маркер. Досто�
верность данных оценивали с помощью крите�
рия Стьюдента.

Результаты исследования

В контрольных образцах культур эпифиза крыс
распределение разных субпопуляций иммунных
клеток составило 58:2:1:1 (CD5:CD20:CD4:CD8),
что указывает на значительное преобладание
недифференцированных лимфоцитов над всеми
зрелыми популяциями клеток и подтверждает
данные, полученные нами на аутопсийном ма�
териале эпифиза человека.

Дифференцировка иммунных клеток в ор�
ганотипической культуре эпифиза зависела от
структуры исследуемых пептидов.

Экспрессия маркера CD5 под воздействием
вилона и эпиталона снижалась в 5 и 12 раз со�
ответственно относительно контроля, тогда как
везуген на экспрессию этого маркера не влиял
(рис. 1, а). Таким образом, два из трех исследо�
ванных пептидов — вилон и эпиталон — могут
быть кандидатами в индукторы дифференциров�
ки. Экспрессия маркера CD20 в культуре клеток
эпифиза увеличивалась относительно контроля
под воздействием всех изучаемых пептидов: для
вилона — в 25 раз, для везугена — в 32.5 раза
и менее значительно для эпиталона — в 6 раз
(рис. 1, б). Площадь экспрессии маркера Т�хел�
перов (CD4) не изменялась под воздействием
эпиталона и увеличивалась при введении в куль�
туру клеток эпифиза вилона и везугена (в 5.2 и
15 раз соответственно; рис. 1, в). Экспрессия мар�
кера CD8 (цитотоксические Т�клетки) оставалась
неизменной под влиянием везугена и эпиталона.
Стимулирующее действие на экспрессию данно�
го маркера оказывал только вилон, который спо�
собствовал усилению экспрессии CD8 в 11 раз
относительно контрольного значения (рис. 1, г).

Сопоставляя влияние коротких пептидов на
экспрессию разных маркеров иммунных клеток
в эпифизе, можно предположить наличие влия�
ния на направленность дифференцировки пред�
шественников лимфоцитов.

Эпиталон способствовал уменьшению чис�
ла малодифференцированных CD5+�клеток при
одновременном усилении экспрессии маркера
В�лимфоцитов CD20 и не оказывал влияния на
зрелые Т�лимфоциты с фенотипом CD4+ и CD8+.
Представляется вероятным, что эпиталон спо�
собен стимулировать дифференцировку пред�
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шественников лимфоцитов лишь в направлении
В�клеток.

Везуген не оказывал воздействия на попу�
ляцию предшественников лимфоцитов, однако
стимулировал увеличение экспрессии маркеров

CD4 и CD20. Таким образом, везуген не влияет
на дифференцировку предшественников лимфо�
цитов в эпифизе, однако способствует усилению
пролиферативной активности зрелых Т�хелперов
и В�лимфоцитов. Эти данные согласуются с полу�

Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2. Дипептид вилон стимулирует дифференцировку иммунных клеток.

Представлены значения площади экспрессии маркеров: CD5 — малодифференцированные лимфоциты, СD20 —
ВCлимфоциты, CD4 — ТCхелперы, CD8 — цитотоксические ТCлимфоциты.

Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1. Влияние коротких пептидов на экспрессию маркеров иммунных клеток в лимфоидном компоненте эпифиза.

а — малодифференцированные CD5+Cлимфоциты; б — CD20+ ВCлимфоциты; в — CD4+ ТCхелперы; г — CD8+ цитоC
токсические ТCлимфоциты. По оси ординат — площадь экспрессии маркеров и иммунных клеток.

Здесь и на рис. 2: *p<0.05 по сравнению с контролем.

Линькова Н.С., Хавинсон В.Х., Чалисова Н.И. и др.
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ченными ранее результатами, свидетельствую�
щими о стимулирующем влиянии данного три�
пептида на пролиферацию разных клеточных
популяций.

Наиболее перспективным индуктором диф�
ференцировки иммунных клеток эпифиза оказал�
ся вилон. Так, вилон значительно снижал экспрес�
сию маркера недифференцированных лимфо�
цитов при одновременном усилении экспрессии
маркеров всех исследуемых зрелых клеток —
обеих форм Т�лимфоцитов и В�клеток, причем
данный эффект во всех случаях многократно
превышал результаты, полученные для контроль�
ных культур (рис. 2). Таким образом, вилон не
только оказался индуктором дифференцировки
иммунных клеток эпифиза, но и продемонстри�
ровал необычайно широкий спектр направления
дифференцируемых клеток. Вероятно, наиболее
выраженное влияние вилона на дифференциров�
ку иммунных клеток лимфоидного компонента
эпифиза объясняется тем, что данный дипептид
синтезирован на основе цитомедина тималина,
выделенного из ткани тимуса и обладающего
выраженным иммуномодулирующим действием.

Полученные данные позволяют сделать вы�
вод о том, что вилон индуцирует дифференци�
ровку лимфоидной ткани эпифиза в Т� и В�лим�
фоциты, эпиталон стимулирует ее дифференци�
ровку только в направлении В�клеток, а везуген

не влияет на дифференцировку, однако стиму�
лирует пролиферацию Т�хелперов и В�клеток.
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