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Тимус является центральным органом иммунной системы, обеспечивающим процесс 
образования Т-лимфоцитов. На функционирование тимуса влияют различные факторы, начиная 
с возрастной инволюции, нарушения питания, инфекций, заканчивая вредными ятрогенными 
воздействиями, таких как химиотерапия и облучение [1,2,13,14]. Снижение или утрата нормальной 
функции тимуса значительно увеличивает риск инфекционных заболеваний и малигнизации из-за 
ограниченной способности иммунного надзора. 

В последние годы разрабатываются регенеративные и защитные стратегии для усиления 
функции тимуса у пожилых людей, а также у лиц, перенесших трансплантацию органов, химио- 
и радиотерапию. Такой подход к решению данной проблемы требует значительных финансовых 
ресурсов, что значительно ограничивает область его применения. Однако имеется большое количество 
работ о влиянии смещения баланса стабильных изотопов водорода в организме на пролиферативную 
активность клеток [4, 5]. Существуют данные, что снижение содержания дейтерия приводит 
к активации лимфоцитов, обладает протекторным действием при гамма- и рентгеновском облучении, 
предотвращая лимфопению [5]. Механизм такого явления до конца не выяснен и обусловлен 
отсутствием фундаментальных представлений о роли дейтерия, стабильного изотопа водорода, 
в биохимических реакциях живых организмов. 

Цель исследования – разработать быстрый способ активации лимфоцитопоэза в тимусе 
половозрелых особей, то есть после начала возрастной инволюции органа. 

Методы исследования 
В эксперименте были использованы половозрелые самцы крыс породы Вистар в возрасте 6 

месяцев, массой 340–370 гг. Крысы контрольной группы потребляли воду (n=9) с обычным 
содержанием дейтерия [D]=146 ppm. Крысы опытной группы потребляли воду с пониженным 
содержанием дейтерия [D]=10 ppm. (n=7) (ИП Селиваненко) ad libitum в течение 1 сут. 
Для определения содержания дейтерия в воде использовали изотопный анализатор T-LWIA-45-EP 
(LOS Gatos Gatos Research, Inc.), с точностью до 1 ppm. 

Животных выводили из эксперимента передозировкой золетила через 24 часа после начала 
потребления воды с пониженным содержанием дейтерия. Измеряли массу тела до и после 
эксперимента. Масса тела статистически значимо не изменялась. Тимус взвешивали на аналитических 
весах («Сартогосм») и рассчитывали относительную массу органа. Объём потреблённой жидкости 
в контрольной группе составил 8,90±0,35, а в опытной – 8,55±0,30 мл на 100 г. массы тела. 
Для получения культуры клеток для цитофлюорометрического исследования тимус гомогенизировали 
в среде RPMI 1640 и отделяли клетки от стромы путём продавливания через сетки с диаметром 40 мкм. 
Клеточную взвесь дважды отмывали путём центрифугирования в течение 5 мин при 1000 об/мин 
в среде RPMI 1640. Полученные тимоциты доводили до концентрации 107 клеток в 1 мл. Проводили 
цитофлюорометрическое исследование лимфоцитов тимуса с использованием антител к CD3, CD4, 
CD8, конъюгированных с флюорохромами (eBioscience). После 30 минутной инкубации дважды 
отмывали вышеописанным способом. Для исследования использовали проточный цитофлюориметр 
FC500 (Beckman Coulter). Определяли процентное соотношение CD3-позитивных клеток, включая 
трипозитивные (CD3+CD4+CD8+) и монопозитивные (CD3+CD4-CD8+ и CD3+CD4+CD8-) клетки, 
а также дубль-позитивные (CD3-CD4+CD8) и тринегативные (CD3-CD4-CD8-) лимфоциты. 

Статистическую обработку полученных данных проводили при помощи программы Statistica 
7.0 (Statsoft, Inc.). Количественные данные, имеющие нормальное распределение, описывали средним 
значением и ошибкой среднего (М±м). Для сравнения групп использовали тест Манна-Уитни. 
Значимыми считали различия при р<0.05. 
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Результаты исследования 
Исследование фенотипа тимоцитов крыс контрольной группы показало, что большинство 

клеток представляют собой дубль-позитивные клетки, экспрессирующие молекулы CD4 и CD8. 
Гораздо в меньшей степени были представлены CD3-позитивные клетки, среди которых Т-
цитотоксические (CD3+CD4-CD8+) составляли четверть, Т-хелперы (CD3+CD4+CD8-) 
приблизительно две трети, остальные приходились на трипозитивные клетки (CD3+CD4+CD8+). 
Тринегативные (CD3-CD4-CD8-) тимоциты были немногочиленны, а их количество было в 2 раза 
меньше, чем CD3-позитивных клеток. 

У крыс, потреблявших воду с пониженным содержанием дейтерия через сутки, отмечалось 
значительное увеличение относительной массы тимуса. Субпопуляционный состав клеток тимуса 
претерпел значительные изменения. Цитофлюорометрическое исследование фенотипа тимоцитов 
показало четырёхкратное увеличение дубль-негативных клеток при почти двукратном уменьшением 
количества дубль-позитивных клеток. При этом отмечалось двукратное увеличение CD3-позитивных 
клеток, преимущественно за счёт Т-цитотоксических лимфоцитов, нежели Т-хелперов. Численность 
трипозитивных клеток оставалась неизменной. 

Физиологические и патологические изменения функции тимуса могут возникать в различных 
ситуациях. Дефекты микроокружения тимуса нарушают адаптивную иммунную систему и, 
следовательно, могут вызывать опасные для жизни иммунодефициты, аутоиммунитет и повышенный 
риск рецидива опухоли вследствие нарушения иммунологического надзора [7]. Результаты 
исследований демонстрируют, что при резком уменьшении поступления дейтерия в организм уже 
через 24 часа развиваются реактивные изменения в тимусе. Тимус, являющийся основным органом 
образования новых Т-лимфоцитов, не содержит самообновляющихся клеток-
предшественников. [10,11]. Эти клетки-предшественники постоянно рекрутируются из крови 
и маркируются как тройной негативный фенотип (CD3-CD4-CD8-). Их количество в нашем 
исследовании значительно возросло, следовательно реактивные изменения, происходящие в органе, 
могут быть связаны как с их ускоренным заселением, так и изменениями микроокружения в самом 
тимусе. 

Тимус чрезвычайно чувствителен к стрессу, а временная потеря клеток, возникающая 
вследствие инфекций, лечения глюкокортикоидами, химиотерапии и облучения порой достигает 
90 % [6,9]. В настоящее время идет активный поиск средств для улучшения и омоложения функций 
тимуса. Среди них цитокины и факторы роста, которые поддерживают популяции стромальных клеток 
некроветворной линии и развивающихся тимоцитов. Например, дифференцировку и экспансию 
тимических ретикулярных эпителиоцитов можно улучшить с помощью ИЛ-22, фактора роста кератина 
KGF, эпидермального фактора роста EGF, костного морфогенетического белка-4 BMP4, лиганда из 
семейства фактора некроза опухоли RANKL и двух микроРНК, miR-205 или miR-29a [3,8,12,15]. 
У крыс, потреблявших воду с пониженным содержанием дейтерия, через 24 часа наблюдалось 
увеличение массы тимуса. Это свидетельствует об изменении баланса пролиферации, 
дифференцировки и миграции лимфоцитов. Исследование фенотипа тимоцитов показало, что 
в опытной группе происходит одновременно увеличение числа как зрелых Т-клеток, так 
и дубльнегативных клеток, что свидетельствует об активации процессов пролиферации. Это данные 
подтверждают результаты, указывающие на стимуляцию лимфопоэза при снижении поступления 
дейтерия у животных, подвергавшихся ионизирующему облучению [5]. Вместе с тем происходит 
неравномерное увеличение субпопуляций среди CD3+ – клеток за счёт увеличения в наибольшей 
степени Т-цитотоксических лимфоцитов, что свидетельствует о влиянии понижения содержания 
дейтерия на позитивную селекцию и дифференцировку тимоцитов. 

Выводы 
Кратковременное понижение содержания дейтерия в организме является способом быстрой 

стимуляции лимфоцитопоэза в центральном органе иммунной системы – тимусе после начала его 
возрастной инволюции. 
Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 20–015–00236 A. 
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