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В криостатных срезах тимуса крыс иммуногистохимически с использованием специфических антител определяли лока-
лизацию двух изоформ нитроксидсинтазы — индуцибельной (iNOS) и нейрональной (nNOS). Установлено, что в тимусе
интактных мышей iNOS локализуется в клетках кортико-медуллярной зоны, a nNOS — в более многочисленных отрост-
чатых клетках медуллярной и кортико-медуллярной зон. Одновременной экспрессии двух изоформ NOS в одних и тех же
клетках не наблюдалось. Под влиянием введения крысам бактериального липополисахарида число клеток, экспресси-
рующих iNOS, увеличилось в 1,5 раза, а число клеток, содержащих nNOS, не изменялось.

Frozen sections of rat thymus were examined by fluorescence immunoassay with specific antibodies to the inducible and neuronal
isoforms of nitroxydsynthase - iNOS and nNOS. As for the intact animals, iNOS was detected in them in a limited quantity of cells
of the cortico-medullary zone, whereas nNOS was found in an essentially bigger number of cells of the cortico-medullary and med-
ullary zones. nNOS cells were of the dendritic configuration. After the rats were administered the bacterial lipopolysaccharide, the
quantity of iNOS cells was increasing and their fluorescence intensity was intensifying. Simultaneously, the number of the nNOS
cells did not change, while their fluorescence intensify was weakening.

Известны три изоформы нитроксидсинтазы
(NOS) — фермента, катализирующего образование
оксида азота в процессе превращения L-аргинина
в цитруллин: макрофагальная, эндотелиальная
(eNOS) и нейрональная ,(nNOS). Две последние
изоформы являются конститутивными, тогда как
первая представляет собой индуцибельный фер-
мент (iNOS). Ее экспрессия усиливается бактери-
альными продуктами, включая эндотоксин, а так-
же провоспалительными цитокинами [7, 10].

Ранее было установлено, что iNOS экспрессиру-
ется в макрофагах и дендритных клетках тимуса [3],
а при некоторых условиях обработки цитокинами
— также в эпителиальных клетках тимуса [12].
Продукты ее активности принимают участие в ин-
дукции апоптоза тимоцитов в коре и кортико-ме-
дуллярной зоне [12, 13].

Об экспрессии в тимусе других изоформ NOS
известно мало. Сообщалось о конститутивной экс-
прессии eNOS в эндотелии радиально ориентиро-
ванных сосудов коры [1], а также в 35% тимоцитов
крыс [5]. nNOS определяется в периваскулярных
нервных сплетениях тимуса [1]. Клетки, содержа-
щие NOS в септах тимуса, солокализуются с ней-
рональными маркерами, в частности с нейропеп-
тидом — субстанцией Р;![?]. Имеются косвенные
свидетельства наличия конститутивных NOS также
в "эпителиальном пространстве" тимуса. Так, лока-
лизация клеток тимуса, в которых NOS выявляется
неспецифическим' методом (с помощью реакции
на NADPH-диафоразу) и с помощью специфиче-
ских антител к iNOS, не вполне совпадает [6]. Учи-
тывая, что в тимусе содержатся клетки нейрональ-
ного происхождения [11], можно ожидать, что они
экспрессируют nNOS.

Данная работа посвящена сравнительному изу-
чению спонтанной и индуцированной введением
бактериального эндотоксина экспрессии iNOS и
nNOS в клетках тимуса крыс.

Матерная и методы. В работе использованы крысы-самцы
линии Sprague-Dawley массой 270—300 г, содержавшиеся в ус-
ловиях стандартного режима. В опытной группе крысам вводи-
ли внутрибрюшинно 1 мл раствора липополисахарида (ЛПС)
Salmoncllae abortus equi ("Sigma") в дозе 125 мкг на 1 кг массы
тела на 0,9% растворе NaCl. Контрольным мышам вводили 1 мл
физиологического раствора. Через 4 ч крыс анестезировали пен-
тобарбиталом натрия и внутрисердечно перфузировали фикса-
тором (50 мл 4% раствора параформальдегида и 0,4% пикрино-
вой кислоты на 0,16 М фосфатном буфере рН 6,9). Извлекали
тимус, отмывали его 0,16 М фосфатным буфером рН 7,4, содер-
жащим 10% сахарозы, в течение 24 ч и замораживали на сухом
льду,

Криостатные срезы толщиной 14 мкм на стеклах, обрабо-
танные желатиной и хромовыми квасцами, инкубировали в те-
чение ночи при 4'С с мышиными моноклональными антитела-
ми к nNOS ("Peninsula") в разведении 1:1000. Связывание анти-
тел регистрировали с помощью набора "DuPont" ("New England
Nuclear"). Для этого срезы промывали в течение 10 мин в 0,1 М
трис-буфере рН 7,5 на физиологическом растворе с 0,05% тви-
ном 20, инкубировали в течение 30 мин в том же растворе при
комнатной температуре с добавлением блокирующего реагента
("DuPont Blocking Reagent"), Затем среды инкубировали со сви-
ными антителами к мышиному IgG, конъюгированными с пе-
роксидазой хрена ("Dako A/S"), разведенными трис-буфером
(1:100), и дважды промывали в трис-буфере по 10 мин. После
этого с целью усиления сигнала срезы инкубировали в растворе
биотилированного тирамида (1:50), После 3-кратного промыва-
ния в трис-буфере препараты инкубировали в течение 30 мин
при комнатной температуре в растворе авидина, конъюгирован-
ного с флюоресцеинизотиоцианатом (ФИТЦ) ("Amersham") в
разведении 1:200. Затем срезы инкубировали с антителами мор-
ской свинки к iNOS ("Peninsula"), разведенными 1:100 изотони-
ческим фосфатным буфером, 12 мин при 4'С. После промывки
в изотоническом фосфатном буфере срезы обрабатывали кро-
личьими антителами к IgG морской свинки, меченными рода-
мином (1:100) в течение 30 мин при 37"С. Срезы отмывали тем
же буфером и покрывали смесью глицерола и буфера, содержа-
щей 0,1% парафенилендиамина ("Sigma").

Срезы исследовали в флюоресцентном микроскопе "Nikon"
с использованием пропускающего (\ = 480 нм для ФИТЦ и
X = 546 нм для родамина) и запирающего {X ~ 520 нам для
ФИТЦ и X = 590 нм для родамина) фильтров.

Подсчет клеток и измерение интенсивности люминесцент-
ного свечения производили посредством компьютерного анали-
за видеоизображения с применением программы "Image Pro"
("Medical Kibernetics"). Статистический анализ проводили с ис-
пользованием /-критерия Стьюдента.
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Присутствие
nNOS выявлено в отростчатых клетках, локализую-
щихся в кортико-медуллярной зоне и мозговом ве-
ществе тимуса крыс вне периваскулярных зон.
Клетки, экспрессирующие iNOC, содержатся в
меньшем количестве в кортико-медуллярной зоне.
Использование двухцветного иммуногист-.шшиче-
ского мечения показало, что две изоформы NOS
экспрессируются в разных клетках: двойное окра-
шивание клеток не обнаружено.

Введение ЛПС приводило к 1,5-кратному уве-
личению числа iNOS+-ioieTOK, но практически не
влияло на число nNOS+-KneTOK. Одновременно
происходило существенное усиление интенсивно-
сти флюоресценции клеток при их окрашивании
на iNOS и, наоборот, ослабление флюоресценции
при выявлении nNOS (см. рисунок).

Данные, касающиеся экспрессии iNOS и ее из-
менений под влиянием бактериального ЛПС,
вполне соответствуют данным литературы о лока-
лизации и условиях экспрессии этой изоформы
NOS в тимусе. Не вызывает сомнений, что экс-
прессия iNOS в макрофагах и дендритных клетках
усиливается под влиянием бактериальных продук-
тов и провоспалительных цитокинов. Поскольку
причастность продуктов реакций, катализируемых
этим ферментом (в особенности пероксинитрита),
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Число клеток на срезах тимуса, в которых иммунофлюорес-
центным методом выявляют индуцибельную (iNOS) и нейро-
нальную (nNOS) изоформы NOS.

/ — контроль; 2 — ЛПС.
По оси ординат: число иммунореоктивных клеток (а) и интенсивность свечения (б),
выраженные о процентах к контролю (М± т). * — р < 0,05 (относительно кон-
троля).

к индукции апоптоза тимоцитов не вызывает со-
мнений [ 12, 13], естественно видеть в усилении ак-
тивности iNOS в указанных условиях предпосылку
развития опустошения тимуса, наблюдаемого при
бактериальных инфекциях, введения суперантиге-
нов и ЛПС. Более того, показано, что экспрессия
iNOS в дендритных клетках усиливается в условиях
процессинга и презентации антигена [3]), а также
при активации тимоцитов антителами к CD3 [13],
воспроизводящими сигнализацию через Т-клеточ-
ный рецептор, что ставит активацию данной изо-
формы NOS в прямую связь с процессом селекции
(особенно отрицательной) тимоцитов.

Значительно меньше точек опоры при обсужде-
нии данных о локализации в тимусе nNOS. Прежде
всего обращает внимание большая многочислен-
ность UNOS+-KJICTOK по сравнению с iNOS+-ioieT-
ками при сходстве их локализации и противопо-
ложном характере реакции на ЛПС. Редкие рабо-
ты, посвященные данной изоформе NOS, сосредо-
точены на ее выявлении в нервных клетках. Дейст-
вительно NOS выявлена (неспецифическим мето-
дом, по реакции на NADPH-диафоразу) в нервных
волокнах, сплетениях, а также в септальных нерв-
ных клетках [1,9]. Естественно, что данный подход
не позволил авторам идентифицировать nNOS в
клетках кортикомедуллярнрй и медуллярной зон,
богатых iNOS. В то же вреЗмя, как упоминалось во
вступлении, при сочетании неспецифического
подхода к определению NOS с иммуноспецифиче-
ским выявлением iNOS в тимусе показано, что
ферменты, выявляемые с помощью этих двух под-
ходов, не полностью солокализуются между собой
[б]. Естественно предположить, что активность
NOS, не солокализующаяся с iNOS, соответствует
другой изоформе фермента, что и подтверждают
результаты данного исследования.

На основании использованного нами иммуно-
гистохимического подхода к выявлению nNOS+-
клеток (более детально он представлен в публика-
ции [2]) нельзя сделать сколько-нибудь определен-
ного вывода об Их природе. Отростчатая форма
этих клеток не противоречит их возможному отне-
сению как к дендритным, так и к эпителиальным.
Именно последняя возможность представляется
наиболее вероятной. Дело в том, что значительная
часть эпителиальных клАток тимуса, вероятно,
происходящих из нервного гребня, имеет черты
общности с некоторыми нервными клетками (в ча-
стности, с астроцитами [11]), а также с нейроэн-
докринными клетками, экспрессирующими мар-
кер клеток нейрального происхождения ганглио-
зид GQ, выявляемый моноклинальными антитела-
ми А2В5 [4]. С последними их объединяет способ-
ность секретировать многочисленные нейропепти-
ды [8]. Уже установлена солокализация NADPH-
диафоразы с одним из нейропептидов — субстан-
цией Р — в нервных волокнах тимуса [9]. Для окон-
чательного вывода об экспрессии nNOS в эпители-
альных клетках потребуются эксперименты по вы-
явлению коэкспрессии nNOS в эпителиальных (а
не только в нервных) клетках тимуса с мембранны-
ми или цитоплазматическими маркерами этих кле-
ток.
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;..'о содержания лимфоцитов, экспрессирующих
1 ой оболочки носа в процессе терапии топиче-

s season-related exacerbation of allergic rhinitis
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Аллергический ринит (АР) отне
страненным аллергическим забол
лых. АР развивается по типу реакин
типа. Характерной чертой аллерги :
ния является инфильтрация тканс;
базофилами и эозинофилами [3].

В последнее время установлено,
зе атопических заболеваний лежит
нение функциональной активное;
различные виды клеточной гибели
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мако сведения о проявлениях и па-
роли программированной клеточ-

: Ьоцитов при АР в органах-мише-
л; столь же ограниченна информа-
гопических глюкокортикостерои-

ы х в лечении АР, на процессы
штов.

: о исследования явилось определе-
'• держания лимфоцитов с призна-
!1ачальном секрете у пациентов с


