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ЭСТРИОЛ В МОДУЛЯЦИИ 
ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 
АКТИВНОСТИ РЕГУЛЯТОРНЫХ 
ЛИМФОЦИТОВ ПРИ 
РАССЕЯННОМ СКЛЕРОЗЕ
Некрасова И.В.1, Ширшев С.В.1, Данченко И.Ю.2
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Резюме. Исследовано влияние эстриола (Е3) в концентрациях, соответствующих I и III триместрам 
беременности, на уровень функционально активных Т-регуляторных (Treg) и Th17-продуцирующих 
(Th17) лимфоцитов, а также продукцию соответствующих цитокинов клетками больных рассеянным 
склерозом (РС) в сравнении со здоровыми донорами. Установлено, что уровень CD4+FoxP3+CTLA-4+ 
(Treg) лимфоцитов пациентов с РС был изначально ниже, чем у здоровых доноров. Процент 
CD4+RORγt+IL-17A+ (Th17) лимфоцитов статистически достоверно не отличался от такового у здо-
ровых доноров, но имел тенденцию к увеличению. Исходные уровни цитокинов IL-17 и IL-6 в су-
пернатантах клеточных культур больных РС были выше, чем у здоровых доноров, а концентрация 
противовоспалительного цитокина IL-10, напротив, понижена. Под влиянием Е3 процент Treg увели-
чивался, а Th17 – снижался. Причем данные эффекты гормона реализуются как на клетках здоровых 
доноров, так и больных РС. При этом Е3 стимулировал продукцию IL-10 и угнетал секрецию IL-6 
и IL-17. Таким образом, наблюдаемое снижение проявлений РС при беременности может быть обу-
словлено влиянием Е3, что открывает перспективы для дальнейшего использования данного гормона 
в комплексной терапии РС.

Ключевые слова: рассеянный склероз, эстриол, Т-регуляторные лимфоциты, Th17-продуцирующие лимфоциты, цитокины
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Abstract. We studied effects of estriol (E3), at the doses corresponding to the I and III trimesters of pregnancy, 
upon expression of functional markers on T-regulatory (Treg) and Th17-producing (Th17) lymphocytes, as 
well as the production of relevant cytokines by the cells of patients with multiple sclerosis (MS), as compared 
with healthy donors. It was found that the levels of CD4+FoxP3+CTLA-4+ (Treg) lymphocytes in MS patients 
were initially lower than those of healthy donors. Percentages of CD4+RORγt+IL-17A+ (Th17) lymphocytes 
did not significantly differ from those in healthy donors, still showing a tendency for increase. Baseline levels 
of IL-17 and IL-6 in cell culture supernates of MS patients were higher than in healthy donors, along with 
reduced contents of the anti-inflammatory IL-10 cytokine. Percentage of Tregs was increased under the 
influence of estriol, whereas Th17 proportion was diminished. These hormonal effects upon lymphocytes 
were reproducible both for healthy donors, and MS patients. Moreover, estriol stimulated IL-10 production 
and inhibited secretion of IL-6 and IL-17. Therefore, a sufficient release of MS symptoms observed during 
pregnancy may be explained by influence of estriol, thus extending opportunities for rational use of this steroid 
hormone in MS treatment. (Med. Immunol., 2014, vol. 16, N 1, pp 53-60)
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Введение
Рассеянный склероз (РС) – это аутоиммунное 

заболевание, при котором происходит активация 
иммунного ответа по Th1-типу, сопровождаю-
щаяся разрушением лейкоцитами миелиновых 
волокон. Субтип IL-17-продуцирующих лимфо-
цитов (Th17) является одним из ведущих в пато-
генезе РС [31]. В последние годы на эти клетки об-
ращают особое внимание, поскольку они играют 
ключевую роль в индукции ряда аутоиммунных 
и воспалительных реакций [32]. В то же время 
для развития аутоиммунного процесса активации 
только Th17-клеток недостаточно, требуется так-
же существенное снижение Т-регуляторных лим-
фоцитов (Treg), поддерживающих аутотолерант-
ность [16, 21].

При беременности наблюдается ослабление 
проявлений Th1-опосредованных аутоиммун-
ных патологий, в том числе и РС [6, 24]. Учи-
тывая, что беременность сопровождается суще-
ственной гормональной перестройкой, можно 
предположить, что гормоны плаценты являются 
теми факторами, которые ослабляют течение 
РС. Эстриол (Е3) является одним из возможных 
кандидатов на роль регулятора баланса Th17/Treg 
в период беременности. Так, при применении Е3 
(8 мг/день в течение шести месяцев) у пациентов 
с РС наблюдалось существенное улучшение те-
чения данного заболевания [30]. Pelfrey с соавт. 
полагают, что ослабление симптомов РС при бе-
ременности может быть опосредовано действи-
ем половых стероидных гормонов, регулирую-
щих уровень костимулирующих молекул, таких 
как CD80/CD86 и лиганда CD40 [27]. Кроме того, 
показано, что эстрогены в высоких концентраци-
ях оказывают положительное влияние на течение 
экспериментального аутоиммунного энцефало-
миелита (ЭАЭ) у мышей, являющегося моделью 
хронического рецидивирующего РС [15]. При 
этом у экспериментальных животных снижается 
продукция провоспалительных цитокинов [18, 
25]. В исследованиях на лимфоидных клетках 
здоровых доноров in vitro нами продемонстриро-
вана способность Е3 повышать уровень индуци-
бельных (i) Treg [1, 2].

Целью данной работы явилось исследова-
ние влияния Е3 (в концентрациях, характерных 
для беременности) на уровень функционально 
активных Treg- и Th17-клеток здоровых небере-
менных женщин и больных РС, а также продук-
цию соответствующих цитокинов.

Материалы и методы
В работе исследовали мононуклеары перифе-

рической крови (МПК) здоровых доноров и жен-
щин с РС. Группа больных подбиралась согласно 

модифицированным диагностическим критери-
ям McDonald [22], с ремитирующим типом те-
чения заболевания, не подвергавшихся терапии 
препаратами, изменяющими течение РС, а также 
иммуномодулирующей терапии, и находящихся 
в стадии клинической ремиссии. Средний воз-
раст пациентов – 36,3±2,52 лет, средний стаж за-
болевания – 3,67±1,61 лет, с показателем по рас-
ширенной шкале оценки инвалидизации EDSS 
(Expanded Disability Status Scale) от 1,5 до 3,5 
баллов. Группа здоровых женщин имела средний 
возраст 32,7±2,68 лет. 

Суспензию МПК получали центрифугирова-
нием в градиенте плотности фиколл-верографи-
на (1,077 г/см3) в течение 40 мин при 1750 об/мин. 

Выделенные клетки (5 × 106/мл) инкубирова-
ли в пластиковых пробирках «Эппендорф» в пол-
ной питательной среде (среда RPMI-1640, содер-
жащая 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 
1 мМ HEPES, 2 мМ L-глютамина, 100 мкг/мл 
гентамицина) в течение 72 часов при 37 °С в усло-
виях 5% СО2. Е3 вносили в культуру клеток в кон-
центрациях, соответствующих уровням данного 
гормона во время физиологически протекающей 
беременности (2 нг/мл – I триместр и 20 нг/мл – 
III триместр [17]). В контрольные пробы вносили 
растворитель гормона. По окончании инкуба-
ции снимали супернатант и оценивали фенотип 
лимфоцитов на проточном цитофлюориметре 
(«Becton Dickinson», США). Жизнеспособность 
клеток, определяемая в тесте с эозином после 
72 ч инкубации с Е3, составляла 95-98%. 

Окрашивание поверхностных и внутрикле-
точных маркеров осуществляли согласно мето-
дике производителя моноклональных антител 
(«Bioscience», США). Для контроля неспеци-
фического связывания и выделения негатив-
ного по флюоресценции лимфоцитарного окна 
использовали соответствующие изотипические 
контроли. Определяли экспрессию внутрикле-
точного фактора FoxP3 (forkhead box P3, мар-
кер Treg-клеток [9]) и поверхностной молеку-
лы CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4, 
CD152) – одного из показателей функциональ-
ной активности Treg, участвующей в реализации 
ингибиторной функции регуляторных лимфо-
цитов [5]. Treg-клетки оценивали как процент 
CD4+ лимфоцитов (Anti-human CD4 FITC), экс-
прессирующих FoxP3 (Anti-Human FoxP3 PE) 
и CTLA-4 (Anti-human CTLA-4 APC). 

Th17-клетки оценивали как процент CD4+ 
лимфоцитов (Anti-human CD4 FITC), экспрес-
сирующих внутриклеточный транскрипционный 
фактор RORγt (RAR-related orphan receptor γt), 
специфичный для субпопуляции Th17 [20] (Anti-
mouse/human ROR-gamma-t PE), и внутрикле-
точный IL-17А (Anti-Human IL-17A PE-Cγ7). 
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В супернатантах культур МПК иммунофер-
ментным методом оценивали концентрацию ци-
токинов IL-6, IL-10 и IL-17 согласно методике 
производителя («Вектор-Бест», Новосибирская 
обл., Россия).

Статистическая обработка результатов про-
водилась с использованием парного и непарного 
t-критерия Стьюдента.

Результаты
Влияние Е3 на функциональную активность 

Treg- и Th17-лимфоцитов
Установлено, что уровень CD4+FoxP3+CTLA-4+ 

лимфоцитов у больных РС был статистически 
значимо ниже, чем у здоровых доноров. Под вли-
янием Е3 в концентрации, соответствующей III 
триместру беременности, повышался процент 
данных клеток у здоровых доноров и вне зависи-
мости от концентрации – у больных РС (табл. 1).

Вне зависимости от концентрации Е3 пони-
жал процент CD4+RORγt+IL-17А+ лимфоцитов 
в культурах клеток больных РС и в низкой кон-
центрации – здоровых доноров (табл. 2).

Влияние Е3 на продукцию цитокинов
Уровень противовоспалительного цитоки-

на IL-10 был достоверно ниже у больных РС 
в сравнении со здоровыми донорами. В низкой 
концентрации, соответствующей I триместру 
беременности, Е3 усиливал продукцию IL-10 
в культурах клеток больных РС, а в высокой кон-
центрации – в клеточных культурах здоровых до-
норов (табл. 3).

В низкой концентрации гормон угнетал про-
дукцию IL-17 как клетками больных РС, так и 
здоровых доноров. При этом исходный уровень 
цитокина был статистически значимо выше 
у больных РС (табл. 4).

ТАБЛИЦА 1. ИЗМЕНЕНИЕ ПРОЦЕНТНОГО СОДЕРЖАНИЯ Treg-ЛИМФОЦИТОВ ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ Е3

Гормональное воздействие
Процент CD4+FoxP3+CTLA-4+ лимфоцитов

Здоровые доноры Больные РС

Контроль 1,54±0,358 0,82±0,180#

Эстриол, 2 нг/мл 1,59±0,339 1,935±0,501*

Эстриол, 20 нг/мл 2,51±0,596* 1,46±0,332*

Примечание. * – р < 0,05 по сравнению с контролем; # – р < 0,05 по сравнению со здоровыми донорами. 

ТАБЛИЦА 2. ИЗМЕНЕНИЕ ПРОЦЕНТНОГО СОДЕРЖАНИЯ Th17-ЛИМФОЦИТОВ ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ Е3

Гормональное воздействие
Процент CD4+RORγt+IL-17+ лимфоцитов

Здоровые доноры Больные РС

Контроль 1,74±0,738 2,16±0,753

Эстриол, 2 нг/мл 0,43±0,149* 1,607±0,697*, #

Эстриол, 20 нг/мл 1,31±0,417 0,36±0,146*, #

Примечание. * – р < 0,05 по сравнению с контролем; # – р < 0,05 по сравнению со здоровыми донорами.

ТАБЛИЦА 3. ИЗМЕНЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ IL-10 ПОД ВЛИЯНИЕМ Е3

Гормональное воздействие
Концентрация IL-10, пг/мл

Здоровые доноры Больные РС

Контроль 85,14±13,193 53,83±3,808#

Эстриол, 2 нг/мл 81,58±16,332 65,42±8,848*

Эстриол, 20 нг/мл 108,22±2,750* 81,75±14,948#

Примечание. * – р < 0,05 по сравнению с контролем; # – р < 0,05 по сравнению со здоровыми донорами.
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ТАБЛИЦА 4. ИЗМЕНЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ IL-17 ПОД ВЛИЯНИЕМ Е3

Гормональное воздействие
Концентрация IL-17, пг/мл

Здоровые доноры Больные РС

Контроль 20,88±8,504 39,70±3,245#

Эстриол, 2 нг/мл 9,98±4,804* 16,39±2,388*, #

Эстриол, 20 нг/мл 17,8±7,545 27,38±2,275

Примечание. * – р < 0,05 по сравнению с контролем; # – р < 0,05 по сравнению со здоровыми донорами.

ТАБЛИЦА 5. ИЗМЕНЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ IL-6 ПОД ВЛИЯНИЕМ Е3

Гормональное воздействие
Концентрация IL-6, пг/мл

Здоровые доноры Больные РС

Контроль 77,48±1,464 81,14±0,792#

Эстриол, 2 нг/мл 79,04±0,989 81,12±1,143

Эстриол, 20 нг/мл 74,11±3,276 78,21±0,623*

Примечание. * – р < 0,05 по сравнению с контролем; # – р < 0,05 по сравнению со здоровыми донорами.

Установлено, что исходный уровень IL-6 в су-
пернатантах клеточных культур больных РС был 
выше в сравнении со здоровыми донорами. Е3 
в высокой концентрации угнетает продукцию 
данного цитокина клетками больных РС. На син-
тез IL-6 клетками здоровых доноров гормон вли-
яния не оказал (табл. 5).

Обсуждение
Как и ожидалось, количество Treg CTLA-4+ 

клеток у больных РС было статистически значи-
мо ниже, чем у здоровых доноров, что подтверж-
дает ключевую роль этой субпопуляции в патоге-
незе РС. Процент Th17-лимфоцитов достоверно 
не отличался у здоровых доноров и больных РС, 
но имел тенденцию к увеличению у последних. 
При этом Th17-клетки больных РС секретирова-
ли повышенные уровни цитокина IL-17. Извест-
но, что данный цитокин вызывает синтез IL-1, 
TNFα, IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF [13, 29] и по-
вышает экспрессию ICAM-1, что способствует 
разрушению гематоэнцефалического барьера [3].

Помимо снижения количества Treg и повы-
шения секреции IL-17 клетки больных РС проду-
цировали достоверно более высокие уровни IL-6, 
который индуцирует развитие Th17 из наивных 
Т-клеток и угнетает дифференцировку в направ-
лении Treg-лимфоцитов [19, 28, 34]. Ранее пола-
галось, что основным цитокином для инициации 
образования Th17, по крайней мере, у мышей 
является IL-23 [11, 26]. Однако результаты по-

следних исследований показали, что, скорее 
всего, данный цитокин играет роль в поддержа-
нии функциональной активности уже диффе-
ренцированных Th17, так как рецепторы к нему 
(IL- 23R) экспрессируются только на активиро-
ванных клетках [4]. Возможно, именно присут-
ствие IL-6 является тем критическим фактором, 
благодаря которому TGF-β стимулирует диффе-
ренцировку Th17, а не Treg. Повышение концен-
трации IL-6 также может быть обусловлено тем, 
что клетки больных РС продуцируют повышен-
ные уровни IL-17, который, в свою очередь, спо-
собен индуцировать синтез IL-6 [29].

Под влиянием Е3 в обеих исследуемых кон-
центрациях процент Treg в клеточных культурах 
больных РС повышался до такового у здоровых 
доноров. Увеличение пула CD4+FoxP3+CTLA-4+ 
T-клеток в периферической крови может проис-
ходить как за счет пролиферации естественных 
Treg, так и за счет трансформации Th0 в iTreg – 
посредством индукции экспрессии молекулы 
FoxP3 [12]. Учитывая, что в представленном ис-
следовании время культивирования (3 сут.) недо-
статочно для полноценной пролиферации nTreg 
[8], можно полагать, что Е3 усиливает процессы 
генерации активных iTreg (CD4+FoxP3+CTLA-4+). 
Ранее нами показано, что Е3 через активацию 
протеинкиназы А уже через сутки инкубации 
стимулирует экспрессию FoxP3 в CD4+ клетках 
[1, 2]. Известно, что Treg способны подавлять 
функции цитотоксических лимфоцитов как бла-
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годаря контактным взаимодействия посредством 
CTLA-4, так и путем секреции противовоспали-
тельного цитокина IL-10 [33], уровень которо-
го также возрастал под действием Е3 в культуре 
лимфоцитов больных РС. Важно подчеркнуть, 
что статистически значимый эффект на Treg здо-
ровых доноров Е3 реализует только в высокой 
концентрации, тогда как клетки больных РС, 
демонстрирующие исходно более низкие уровни 
IL-10, оказываются чувствительнее к действию 
гормона. Кроме того, под влиянием низкой кон-
центрации Е3 снижался уровень внутриклеточно-
го IL-17A, а также его секреция, как в культурах 
здоровых доноров, так и больных РС. В высокой 
концентрации гормон способствовал снижению 
количества CD4+RORγt+IL-17A+ клеток больных 
РС и ключевого цитокина IL-6. 

Таким образом, Е3 одновременно повышает 
количество активных iTreg и снижает процент 
Th17-лимфоцитов (уровень данных субпопу-
ляций оценивался одновременно в одной кле-
точной культуре). Учитывая то, что в данной 
экспериментальной модели не использовались 
цитокины, стимулирующие образование iTreg 
и Th17, можно предположить, что Е3 либо на-
прямую способствует экспрессии FoxP3, либо 

индуцирует секрецию цитокинов, приводящих 
к генерации активных iTreg. Первое предположе-
ние, на наш взгляд, более реалистично, посколь-
ку известно, что эстрогены могут опосредовать 
свое действие через разные типы рецепторов: 
мембранный и ядерный ER, а также рецептор се-
мейства GPCR – GPER1 [23], сигнальные пути 
с которых приводят к активации FoxP3 [10]. По-
скольку FoxP3 способен либо напрямую связы-
ваться с транскрипционным фактором RORγt, 
либо ингибировать его экспрессию, действуя че-
рез таргетный ген [14], Е3, усиливая экспрессию 
FoxP3, одновременно снижает уровень и актив-
ность Th17-лимфоцитов. 

Таким образом, гормон беременности Е3 спо-
собен не только модулировать функциональную 
активность регуляторных субтипов лимфоцитов 
здоровых доноров, но и реализовывать подобный 
эффект на лимфоциты больных РС, которые ока-
зываются даже более чувствительны к действию 
данного эстрогена, чем клетки здоровых доно-
ров. Наблюдаемое снижение проявлений РС при 
беременности может быть обусловлено влиянием 
Е3, что открывает перспективы для дальнейшего 
использования данного гормона в комплексной 
терапии РС.
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