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Âëèÿíèå TCR-àêòèâàöèè è ß-ýñòðàäèîëà íà ïðîöåññû ñîçðåâàíèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè...

Îöåíèâàëè âëèÿíèå æåíñêîãî ïîëîâîãî ãîðìîíà b-ýñòðàäèîëà â ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ íà ðåàêöèè,
îïðåäåëÿþùèå ñîçðåâàíèå è äèôôåðåíöèðîâêó TCR-àêòèâèðîâàííûõ íàèâíûõ (CD3+CD45RA+CD62L+)-
Ò-êëåòîê, â ñèñòåìå in vitro. Ò-êëåòêè CD3+CD45RA+CD62L+ ïîëó÷àëè èç ôðàêöèè ìîíîíóêëåàðîâ êðîâè
óñëîâíî çäîðîâûõ äîíîðîâ ìåòîäîì èììóíîìàãíèòíîé ñåïàðàöèè. Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåò-
ðèè ïðîàíàëèçèðîâàíî èçìåíåíèå èììóíîôåíîòèïà Ò-ëèìôîöèòîâ; ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðå-
àêöèè îïðåäåëåí óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ U2af1l4 è Gfi1 â (CD3+CD45RA+CD62L+)-Ò-êëåòêàõ. Â öå-
ëîì èíäóöèðîâàííîå b-ýñòðàäèîëîì íà ôîíå TCR-àêòèâàöèè èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ U2af1l4
è Gfi1 â Ò-êëåòêàõ îêàçûâàåò âëèÿíèå íà ïðîöåññû ñîçðåâàíèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè Ò-ëèìôîöèòîâ
CD45RA+CD62L+, ÷òî ïðèâîäèò ê êîíâåðñèè ôåíîòèïà íàèâíûõ êëåòîê è õàðàêòåðèçóåòñÿ ïîâûøåíèåì
÷èñëà CD45RO+-Ò-ëèìôîöèòîâ è, íàïðîòèâ, ñîêðàùåíèåì ñîäåðæàíèÿ Ò-êëåòîê, íåñóùèõ íà ïîâåðõ-
íîñòè ìåìáðàíû ìîëåêóëû àêòèâàöèè è êîñòèìóëÿöèè (CD127 è CD28).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: b-ýñòðàäèîë, íàèâíûå Ò-ëèìôîöèòû, àëüòåðíàòèâíûé ñïëàéñèíã, àêòèâàöèÿ,
äèôôåðåíöèðîâêà

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÍÊ — ìîíîíóêëåàðíûå êëåòêè, Ac — TCR-àêòèâàòîð, Est — b-ýñò-
ðàäèîë.

Ïîëîâûå ãîðìîíû ïðîÿâëÿþò ðàçíîíàïðàâëåííûå äî-
çîçàâèñèìûå ýôôåêòû â îòíîøåíèè èììóííîé ñèñòåìû
(Ëèòâèíîâà è äð., 2011; Van Mens et al., 2012), ðåàëèçóå-
ìûå ÷åðåç íåãåíîìíûå è ãåíîìíûå ìåõàíèçìû (Gru-
ver-Yates, Cidlowski, 2013; Ayroldi et al., 2014; Cheng
et al., 2014; Òîäîñåíêî è äð., 2017). Áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ
âíóòðèêëåòî÷íûõ è ìåìáðàííûõ ðåöåïòîðîâ â (íà) èììó-
íîêîìïåòåíòíûõ êëåòêàõ ñòåðîèäíûå ãîðìîíû, â ÷àñòíî-
ñòè ýñòðîãåíû, ñïîñîáíû ðåãóëèðîâàòü ìíîãî÷èñëåííûå
ïðîöåññû êëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà Ò-ëèìôîöèòîâ — ñèíòåç
áåëêîâ, ðåïëèêàöèþ íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ýêñïðåññèþ ãå-
íîâ è äð. (Ãóöîë è äð., 2012; Cheng et al., 2014; Fin-
lay-Schultz, Sartorius, 2015; Furman, 2015; Giefing-Kroll
et al., 2015). Óñòàíîâëåíà ÷åòêàÿ âçàèìîñâÿçü ìåæäó ôóíê-
öèîíàëüíîé àêòèâíîñòüþ èììóííîé ñèñòåìû è ìåíñòðó-
àëüíûì öèêëîì ó æåíùèí: ðåàêöèè èììóíîêîìïåòåíò-
íûõ êëåòîê ðàçëè÷àþòñÿ â ëþòåèíîâîé è ôîëëèêóëÿðíîé
ôàçàõ ìåíñòðóàëüíîãî öèêëà, â ïîñò- è ïðåäìåíîïàóçå,
÷òî ãîâîðèò î çàâèñèìîñòè ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè
Ò-ëèìôîöèòîâ îò êîíöåíòðàöèè ýñòðîãåíîâ (Priyanka
et al., 2013). Óñòàíîâëåíî, ÷òî äåéñòâèå ýñòðîãåíîâ íà èì-
ìóíîêîìïåòåíòíûå êëåòêè îïðåäåëÿåòñÿ ñòàäèåé èõ ðàç-
âèòèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè, à òàêæå àêòèâàöèîííûì ñòàòó-
ñîì (Finlay-Schultz, Sartorius, 2015; Giefing-Kröll et al.,
2015; Õàçèàõìàòîâà, 2016).

Èçâåñòíî, ÷òî â îñíîâå ôîðìèðîâàíèÿ ïåðâè÷íîãî
èììóííîãî îòâåòà ëåæèò äèôôåðåíöèðîâêà çðåëûõ àêòè-
âèðîâàííûõ íàèâíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèö â ýôôåê-
òîðíûå ëèìôîöèòû è Ò-êëåòêè ïàìÿòè; ïîñëåäíèå õàðàê-
òåðèçóþòñÿ áûñòðûì è óñèëåííûì îòâåòîì íà ñïåöèôè-
÷åñêèé àíòèãåí (Altemus et al., 2006; Bel, Hooper, 2015;
Harris, 2015). Ïðîöåññ Ò-êëåòî÷íîé àêòèâàöèè íàïðÿ-
ìóþ ñâÿçàí ñ èçìåíåíèåì ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ãëè-
êîïðîòåèäíûõ ìàðêåðîâ. Îñíîâíûì ðåãóëÿòîðîì TCR-
ñèãíàëèçàöèè ÿâëÿåòñÿ òðàíñìåìáðàííàÿ òèðîçèíîâàÿ
ïðîòåèíôîñôàòàçà — ìîëåêóëà CD45, íàðóøåíèå ýêñ-
ïðåññèè êîòîðîé ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ òÿæåëûõ èììóíî-
ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé êàê ó ëþäåé, òàê è ó ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ (McNeill et al., 2007; Wu et al.,
2010). Â îòâåò íà àêòèâàöèþ Ò-êëåòîê ìÐÍÊ ãåíà PTPRC,
êîäèðóþùåãî CD45, ïîäâåðãàåòñÿ àëüòåðíàòèâíîìó
ñïëàéñèíãó (Motta-Mena et al., 2010; Butte et al., 2012), ÷òî
â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò ê ãåíåðàöèè èçîôîðì (äî 8) ìî-
ëåêóëû CD45 (Butte et al., 2012), 5 èç êîòîðûõ ýêñïðåññè-
ðóþòñÿ íà ðàçëè÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ ëèìôîöèòîâ è ó÷àñòâó-
þò â äèôôåðåíöèðîâêå Ò-êëåòîê (Heyd et al., 2006; Heyd,
Lynch, 2010; Butte et al., 2012). Áèîëîãè÷åñêèé ñìûñë àëü-
òåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà ìîëåêóëû CD45 çàêëþ÷àåòñÿ â
ðåàëèçàöèè ìåõàíèçìà îáðàòíîé ñâÿçè äëÿ ïîääåðæàíèÿ
Ò-êëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà â óñëîâèÿõ ìíîãîôàêòîðíîé ñè-
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ñòåìû (ìàêðîîðãàíèçìà), êîòîðàÿ ïîñòîÿííî ïîäâåðãàåò-
ñÿ àíòèãåííîé íàãðóçêå, ÷òî ïî ñóòè ÿâëÿåòñÿ íîðìîé.

Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ýñòðîãåíû îêàçûâàþò âëèÿíèå
íà ñîçðåâàíèå è äèôôåðåíöèðîâêó íàèâíûõ Ò-êëåòîê
îïîñðåäîâàííî, ÷åðåç ðåãóëÿöèþ àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàé-
ñèíãà ãåíà PTPRC, êîäèðóþùåãî îáùåëåéêîöèòàðíûé ðå-
öåïòîð CD45, ÷òî â èòîãå ìîæåò ïðåäîïðåäåëèòü èñõîä
êàê ïåðâè÷íûõ, òàê è âòîðè÷íûõ èììóííûõ ðåàêöèé.

Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ ÿâèëàñü îöåíêà ðåàêöèé, îïðå-
äåëÿþùèõ ñîçðåâàíèå è äèôôåðåíöèðîâêó íàèâíûõ
Ò-êëåòîê, íà äåéñòâèå ýñòðîãåíà b-ýñòðàäèîëà â óñëîâèÿõ
ÑD2/CD3/CD28-àêòèâàöèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè Ò-ëèìôîöè-
òû CD3+CD45RA+CD62L+, ïîëó÷åííûå èç âçâåñè ìîíî-
íóêëåàðíûõ êëåòîê (ÌÍÊ) ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
120 óñëîâíî çäîðîâûõ äîíîðîâ (60 ìóæ÷èí è 60 æåíùèí
â âîçðàñòå îò 22 äî 35 ëåò). ÌÍÊ èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðî-
âè âûäåëÿëè ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â
ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè (1.077 ã/ñì3) ôèêîëë-óðîãðàôèíà
(Pharmacia, Øâåöèÿ). Îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê è
æèçíåñïîñîáíîñòè â èññëåäóåìûõ êóëüòóðàõ ïðîâîäèëè
íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå Guava EasyCite Plus ñ ïðîãðàìì-
íûì îáåñïå÷åíèåì Guava ViaCount (Millipore, ÑØÀ) ñ
èñïîëüçîâàíèåì ðåàêòèâîâ ViaCount Reagent. Æèçíåñïî-
ñîáíîñòü êóëüòóð áûëà íå ìåíåå 95—98 % îò îáùåãî êî-
ëè÷åñòâà êëåòîê.

Ïîïóëÿöèè íàèâíûõ Ò-ëèìôîöèòîâ
CD3+CD45RA+CD62L+ âûäåëÿëè ìåòîäîì èììóíîìàã-
íèòíîé ñåëåêöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àâòîìàòè÷åñêîãî ìàã-
íèòíîãî ñåïàðàòîðà ÀutoMACS Pro Separator Instrument
(Miltinyi Biotec, Ãåðìàíèÿ). Èç ôðàêöèè ìîíîíóêëåàðîâ
êðîâè âûäåëÿëè ïîïóëÿöèþ ìîíîöèòîâ, èñïîëüçóÿ ñóïåð-
ïàðàìàãíèòíûå ÷àñòèöû (MicroBeads human; Miltenyi Bio-
tec, Ãåðìàíèÿ), êîíúþãèðîâàííûå ñ âûñîêîñïåöèôè÷íû-
ìè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê CD14+. Ïîïóëÿöèþ
íàèâíûõ Ò-ëèìôîöèòîâ (CD45RA+) âûäåëÿëè èç íåãàòèâ-
íîé ôðàêöèè ìåòîäîì ïîçèòèâíîé ñåëåêöèè, èñïîëüçóÿ
ìàãíèòíûå ÷àñòèöû, ìå÷åííûå CD45RO+ (MicroBeads hu-
man; Miltenyi Biotec, Ãåðìàíèÿ). Èç íåãàòèâíîé ôðàêöèè
CD14–CD45RO– âûäåëÿëè ïîïóëÿöèþ CD62L+ Ò-ëèìôî-
öèòîâ ñ ïîìîùüþ ìàãíèòíûõ ÷àñòèö ê CD62L+.

Èçîëèðîâàííûå ëèìôîöèòû CD3+CD45RA+CD62L+

(1�106 êë./ìë) êóëüòèâèðîâàëè â ïîëíîé ïèòàòåëüíîé ñðå-
äå, ïðèãîòîâëåííîé íà îñíîâå áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäû
Èñêîâà (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) è ñîäåðæàùåé 5�10–5 M
b-ìåðêàïòîýòàíîëà (Acros Organics, ÑØÀ), 0.5 % ñûâîðî-
òî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà (Ìèêðîãåí, Ðîññèÿ) è
30 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, â ïðèñóòñòâèè èëè â îòñóòñòâèå
b-ýñòðàäèîëà (Sigma, ÑØÀ) è TCR-àêòèâàòîðà â 48-ëó-
íî÷íûõ ïëàíøåòàõ ïðè 37 °Ñ âî âëàæíîé ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé 5 % ÑO2. Êóëüòèâèðîâàíèå âñåõ ïðîá ïðîâîäèëè â
òå÷åíèå 48 ÷.

Âûáîð êîíöåíòðàöèé ýñòðîãåíà b-ýñòðàäèîëà, èñïîëü-
çóåìîãî â ýêñïåðèìåíòå in vitro, îáóñëîâëåí ñðåäíèì
óðîâíåì ýñòðîãåíîâ â ïëàçìå êðîâè ñ ó÷åòîì ñóòî÷íûõ
(öèðêàäíûõ), âîçðàñòíûõ, ïîëîâûõ, öèêëè÷åñêèõ, ôèçèîëî-
ãè÷åñêèõ ñòðåññîâûõ è ìåíòàëüíûõ ñòðåññîâûõ êîëåáàíèé,
êîòîðûå ìîãóò îòëè÷àòüñÿ îò óñðåäíåííîé ôèçèîëîãè÷å-
ñêîé íîðìû íà ïîðÿäîê (Çèëüáåðíàãëü, Äåñïîïóëîñ, 2013).

Â ðîëè àêòèâàòîðà Ò-ëèìôîöèòîâ èñïîëüçîâàëè ðåà-
ãåíò T-Cell Activation/Expansion Kit human (äàëåå — Ac)

(Miltenyi Biotec, Ãåðìàíèÿ), ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé àíòè-
áèîòèíîâûå ÷àñòèöû MACSiBead™ ñ áèîòèíèëèðîâàí-
íûìè àíòèòåëàìè ê ðåöåïòîðàì CD2+, CD3+ è CD28+

÷åëîâåêà. Ðåàãåíò Ac â êîëè÷åñòâå 5 ìêë äîáàâëÿëè â ïðî-
áû, êîòîðûå ñîäåðæàëè 0.5�106 àíòèáèîòèíîâûõ ÷àñòèö
MACSiBead™. Ñîîòíîøåíèå êëåòîê è àêòèâèðóþùèõ ÷à-
ñòèö ñîñòàâëÿëî 1 : 2.

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå âàðèàíòû êóëüòèâèðî-
âàíèÿ: 1) èíòàêòíîå, 2) ïðèñóòñòâèå êîìïëåêñà
àíòè-CD2/CD3/CD28 (Ac); 3—5) ñîâìåñòíîå ïðèñóòñòâèå
Ac è b-ýñòðàäèîëà â êîíöåíòðàöèè 10–7, 10–6 èëè 10–5 Ì.

Ò-êëåòî÷íûå ñóáïîïóëÿöèè èäåíòèôèöèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë
àíòè-CD45RA, ìå÷åííûõ ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàòîì
(FITC), àíòè-CD45RÎ, ìå÷åííûõ ôèêîýðèòðèíîì (ÐÅ),
àíòè-CD127, ìå÷åííûõ ïåðèäèíèí õëîðîôèëëîì (PerCP),
àíòè-CD28, ìå÷åííûõ àëëîôèêîöèàíèíîì (APC), è
àíòè-CD3, ìå÷åííûõ VioBlue, ñîãëàñíî ïðîòîêîëàì
ôèðì-ïðîèçâîäèòåëåé. Äëÿ íàñòðîéêè êîìïåíñàöèé áûë
ñäåëàí îäíîöâåòíûé êîíòðîëü äëÿ êàæäîãî êðàñèòåëÿ. Ðå-
ãèñòðàöèþ ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ ïðîâîäèëè íà ïðî-
òî÷íîì öèòîìåòðå MACS Quant (Miltenyi Biotec, Ãåðìà-
íèÿ). Ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè àíàëèçèðîâàëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàìì KALUZA Analysis Software
(Beckman Coulter, ÑØÀ) (ñì. ðèñóíîê).

Ïðè âûäåëåíèè òîòàëüíîé ÐÍÊ èç êëåòî÷íûõ êóëüòóð
èñïîëüçîâàëè ìîíîôàçíûé âîäíûé ðàñòâîð ôåíîëà è ãóà-
íèäèíèçîòèîöèàíàòà (ðåàãåíò ExtractRNA Kit (Åâðîãåí,
Ðîññèÿ) äëÿ âûäåëåíèÿ ñóììàðíîé ÐÍÊ); óðîâåíü ÷èñòî-
òû ÐÍÊ îïðåäåëÿëè ïî ñîîòíîøåíèþ ïîãëîùåíèÿ íà äëè-
íàõ âîëí 260 è 280 íì; êà÷åñòâåííûé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ýëåêòðîôîðåçà â 1.5%-íîì àãàðîçíîì
ãåëå ñ áðîìèñòûì ýòèäèåì. Äëÿ î÷èùåíèÿ âûäåëåííîãî
îáðàçöà ÐÍÊ îò äâóõöåïî÷å÷íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïðîâî-
äèëè ðåàêöèþ ðåñòðèêöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊàçû-1
(NEB, ÑØÀ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.
Ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ïðîâîäèëè íà îáðàçöàõ
ñóììàðíîé ÐÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ðåàãåíòîâ
MMLV Kit (Åâðîãåí, Ðîññèÿ) è ïðàéìåðà Oligo(dT)23-pri-
mer (20 ìêÌ) (Áèãëü, Ðîññèÿ). Ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ, ðåàãåí-
òîâ qPCRmixHS (Åâðîãåí, Ðîññèÿ) è ïðàéìåðîâ â êîíöåí-
òðàöèè 10 ïÌ (Áèãëü, Ðîññèÿ) îöåíèâàëè äèíàìèêó èçìå-
íåíèé ýêñïðåññèè ãåíîâ Gfi1 è U2af1l4. Èñïîëüçîâàëè
ñëåäóþùèå îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû è ôëóîðåñ-
öåíòíûå çîíäû TaqMan:

ïðàéìåðû äëÿ GFI1:
ïðÿìîé 5R-TGGAGCAGCACAAAGCC-3R

è îáðàòíûé 5R-GACAGTGTGGATGACCTCTTG-3R,
çîíä FAM-5R-CGCAGGAACGGAGCTTTGACTGTA-3R~

BHQ-1;
ïðàéìåðû äëÿ U2af1l4:

ïðÿìîé 5R-CTTCACAACAAGCCGACATTC-3R
è îáðàòíûé 5R-CAAGGTTGTCGCACACATTC-3R,

çîíä FAM-5R-CCAGGAGGTGTTCACAGAACTGCA-3R~
BHQ-1.

Â êà÷åñòâå ðåôåðåíñíîãî ãåíà èñïîëüçîâàëè ãåí
GAPDH (ïðàéìåð ïðÿìîé 5R-GAAGGTGAAGGTCGG-
AGTC-3R, îáðàòíûé 5R-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3,
çîíä HEX-5R-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-3R-BHQ-1).

Ïðîöåññ RT-PCR ïðîõîäèë â òðåõ ïîâòîðàõ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïðèáîðà LightCycler 480 Real-Time PCR (Roche,
Øâåéöàðèÿ) â òåìïåðàòóðíîì ðåæèìå: 95 °C, 5 ìèí;
95 °C, 20 ñ; 60 °C, 30 ñ; 72 °C, 1 ìèí; 45 öèêëîâ; 72 °C,
5 ìèí. Ñïåöèôè÷íîñòü ïðîäóêòîâ ðåàêöèè îïðåäåëÿëè ñ
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èñïîëüçîâàíèåì êðèâûõ ïëàâëåíèÿ. Ðåçóëüòàòû ÏÖÐ àíà-
ëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ìàêñèìóìà âòîðîé ïðîèç-
âîäíîé (second derivative maximum method).Óðîâíè îòíî-
ñèòåëüíîé ýêñïðåññèè èññëåäóåìûõ ãåíîâ îïðåäåëÿëè ñ
ïîìîùüþ ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìóëû Ïôàôôëà äëÿ
ðàçíûõ ýôôåêòèâíîñòåé àìïëèôèêàöèè (Pfaffl, 2001):

Îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè =

=
E

E

ÑÐ

ÑÐ

èññë

ðåô

èññë(êîíòð—èññë)

ðåô(êîíòð—èññë)

Δ

Δ
,

ãäå «èññë», «ðåô» è «êîíòð» — ñîîòâåòñòâåííî èññëåäó-
åìûé, ðåôðåíñíûé è êîíòðîëüíûé.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ îñóùåñòâëÿ-
ëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû IBM SPSS Statistics 20 (Statisti-
cal package for the social sciences). Ñðåäíåâûáîðî÷íûå õà-
ðàêòåðèñòèêè âû÷èñëÿëè äëÿ êàæäîé âûáîðêè: ìåäèàíó
(Ìå), ïåðâûé è òðåòèé êâàðòèëè (Q1 è Q3). Äëÿ îöåíêè
äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé âûáîðîê, íå ïîä÷èíÿþùèõñÿ
êðèòåðèþ íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ, èñïîëüçîâàëè
êðèòåðèé äëÿ çàâèñèìûõ âûáîðîê Âèëêîêñîíà. Ñ öåëüþ
îáíàðóæåíèÿ ñâÿçè ìåæäó èññëåäóåìûìè ïîêàçàòåëÿìè
ïðîâîäèëè ñëåäóþùèå àíàëèçû: êîððåëÿöèîííûé, âû÷èñ-

ëÿÿ êîýôôèöèåíò ðàíãîâîé êîððåëÿöèè Ñïèðìåíà r, è
ðåãðåññèîííûé, âû÷èñëÿÿ êîýôôèöèåíò ðåãðåññèè r2. Ðàç-
ëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè
Ð < 0.05.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ ÏÖÐ ñ äåòåêöèåé
ïðîäóêòîâ â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè îñóùåñòâëÿëè ñ
ïîìîùüþ ñïåöèàëèçèðîâàííîé ïðîãðàììû REST 2009 v.
2.0.12. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ äëÿ ðàñ÷åòà óðîâíÿ îòíîñè-
òåëüíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ GFI1 è U2af1l4 â ïðîáàõ ñ
TCR-àêòèâàòîðîì (Ac) èñïîëüçîâàëè çíà÷åíèÿ èíòàêòíûõ
ïðîá; äëÿ ðàñ÷åòà óðîâíÿ îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè ãå-
íîâ GFI1 è U2af1l4 â ïðîáàõ ñ b-ýñòðàäèîëîì è àêòèâàòî-
ðîì Ac èñïîëüçîâàëè ïîêàçàòåëè ïðîá òîëüêî ñ TCR-àê-
òèâàòîðîì. Çíà÷åíèÿ â òàáë. 1 ïðèâåäåíû îòíîñèòåëüíî
êîíòðîëüíûõ, ïðèíÿòûõ çà 1 óñë. åä., ñîãëàñíî ìîäèôèöè-
ðîâàííîé ôîðìóëå Ïôàôôëà (Pfaffl, 2001).

Ðåçóëüòàòû

Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ýêñïåðèìåíòàëüíûì äàííûì,
àêòèâàöèÿ CD3+CD45RA+CD62L+-Ò-ëèìôîöèòîâ êîìï-
ëåêñîì àíòè-CD2/CD3/CD28 ñíèæàëà óðîâåíü ýêñïðåññèè
ìÐÍÊ ãåíîâ Gfi1 è U2af1l4 â Ò-êëåòêàõ îòíîñèòåëü-

Âëèÿíèå TCR-àêòèâàöèè è ß-ýñòðàäèîëà íà ïðîöåññû ñîçðåâàíèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè... 611

Àëãîðèòì âûÿâëåíèÿ ïîïóëÿöèé Ò-ëèìôîöèòîâ CD3+CD45RA+CD62L+.

Ïî ãîðèçîíòàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) ñîîòâåòñòâóþùèõ àíòèòåë, ìå÷åííûõ VioBlue, ïåðèäèíèí õëîðîôèëëîì (PerCP), àëëîôèêî-
öèàíèíîì (APC) è ôèêîýðèòðèíîì (ÐÅ). a — ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ Ò-ëèìôîöèòîâ; á—ã — àíàëèç ïðîâåäåí ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåéòèðîâàíèÿ ïî

îáëàñòè CD3+. Îäíîìåðíûå ãèñòîãðàììû ïðåäñòàâëåíû â èíòàêòíûõ ïðîáàõ (áåç äîáàâîê â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ).



íî êîíòðîëüíûõ öèôð (òàáë. 1). Íà ôîíå ýòîé àêòèâà-
öèè äîáàâëåíèå b-ýñòðàäèîëà (10–7—10–5 M) ïðèâîäè-
ëî ê äîçîçàâèñèìîìó (r2 = 0.81, P < 0.05) ïîâûøå-
íèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíà U2af1l4 â íàèâíûõ
(CD3+CD45RA+CD62L+) Ò-ëèìôîöèòàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ
ðåçóëüòàòàìè, ðåãèñòðèðóåìûìè â ïðîáàõ òîëüêî ñ TCR-
àêòèâàòîðîì (òàáë. 1). Âëèÿíèå ãîðìîíà íà ýêñïðåññèþ
ãåíà Gfi1 íîñèëè ðàâíîìåðíûé ñóïðåññèâíûé õàðàêòåð
âíå çàâèñèìîñòè îò äåéñòâóþùåé êîíöåíòðàöèè b-ýñòðà-
äèîëà (P < 0.05) (òàáë. 1).

Êóëüòèâèðîâàíèå CD3+CD45RA+CD62L+-Ò-ëèìôîöè-
òîâ ñ êîìïëåêñîì àíòè-CD2/CD3/CD28 ñïîñîáñòâîâàëî
äîñòîâåðíîìó ïîâûøåíèþ ÷èñëà CD45RO+-ëèìôîöèòîâ
(â ñðåäíåì â 2 ðàçà) îòíîñèòåëüíî èíòàêòíîé ïðîáû
(òàáë. 2). Íàïðîòèâ, àêòèâàòîð ñïîñîáñòâîâàë ñíèæåíèþ
êîëè÷åñòâà ëèìôîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ ìîëåêóëû êî-
ñòèìóëÿöèè (CD28) è àêòèâàöèè (CD127) â êóëüòóðàõ
CD3+CD45RA+CD62L+-Ò-êëåòîê (òàáë. 2). Íàìè áûëè îá-
íàðóæåíû ñëåäóþùèå âçàèìîñâÿçè â àêòèâèðîâàí-
íûõ ïðîáàõ: ïîëîæèòåëüíàÿ, ìåæäó çíà÷åíèÿìè ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà U2af1l4 â Ò-êëåòêàõ è ñîäåðæàíèåì CD45RO+-
Ò-ëèìôîöèòîâ (r = 0.67, P < 0.05), è îòðèöàòåëüíàÿ, ìåæ-
äó ÷èñëîì CD45RO+ è ñîäåðæàíèåì CD28+-Ò-êëåòîê
(r = –0.76, P < 0.05).

Äîáàâëåíèå êîìáèíàöèè TCR-àêòèâàòîðà è b-ýñòðà-
äèîëà (10—7—10—5 M) â êóëüòóðó Ò-ëèìôîöèòîâ ïðèâîäè-
ëî ê óâåëè÷åíèþ ÷èñëà CD45RO+-Ò-êëåòîê (P � 0.05) ïî

îòíîøåíèþ ê ïðîáàì ñ äåéñòâèåì òîëüêî TCR-àêòèâàòî-
ðà. Äîáàâëåíèå b-ýñòðàäèîëà (10–7—10–5 Ì) íà ôîíå
TCR-àêòèâàöèè ñíèæàëî (P < 0.05) ÷èñëî íàèâíûõ Ò-ëèì-
ôîöèòîâ, íåñóùèõ ìåìáðàííûå ìîëåêóëû êîñòèìóëÿöèè
(CD28) è àêòèâàöèè (CD127) (P < 0.05) (òàáë. 2).

Êîððåëÿöèîííûé àíàëèç ïîçâîëèë âûÿâèòü ïîëîæè-
òåëüíûå ñâÿçè ìåæäó óðîâíÿìè òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ãå-
íà U2af1l4 è êîëè÷åñòâîì CD45RO+-Ò-ëèìôîöèòîâ
(r = 0.605, 0.620 è 0.760, P < 0.05 âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïðè äåé-
ñòâèè b-ýñòðàäèîëà â êîíöåíòðàöèÿõ 10–7, 10–6 è 10–5 Ì
ñîîòâåòñòâåííî) è îòðèöàòåëüíûå ìåæäó ýêñïðåññèåé
ãåíà U2af1l4 è ÷èñëîì CD28+-Ò-ëèìôîöèòîâ (r = –0.650
è –0.870, P < 0.05 âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïðè äåéñòâèè 10–6 è
10–5 Ì b-ýñòðàäèîëà ñîîòâåòñòâåííî). Êðîìå ýòîãî, íàìè
îáíàðóæåíà îòðèöàòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó óðîâíåì
òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ãåíà Gfi1 è ñîäåðæàíèåì Ò-ëèìôî-
öèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ ìîëåêóëó CD45RO+ (r = –0.56 è
–0.70, P < 0.05 âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïðè äåéñòâèè 10–6 è 10–5 Ì
b-ýñòðàäèîëà ñîîòâåòñòâåííî).

Îáñóæäåíèå

Âàæíàÿ ðîëü â ïðîöåññå àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà
ìîëåêóëû CD45 ïðèíàäëåæèò ñáàëàíñèðîâàííîìó äåéñò-
âèþ ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè Gfi1 è âñïîìîãàòåëüíîãî ôàê-
òîðà ñïëàéñèíãà U2AF26. Àíòàãîíèñòè÷åñêîå âçàèìîäåé-
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Ò à á ë è ö à 1

Óðîâåíü îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ GFI1 è U2af1l4 â Ò-ëèìôîöèòàõ CD3+CD45RA+CD62L+

ïðè àêòèâàöèè TCR-àêòèâàòîðîì (Ac) â ñî÷åòàíèè ñ b-ýñòðàäèîëîì (b-est)

Ãåí
Ïîêàçàòåëü ýêñïðåññèè îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ, óñë. åä.

Ac Ac + 10–7 Ì b-est Ac + 10–6 Ì b-est Ac + 10–5 Ì b-est

Gfi1 0.31 (0.15—0.36)à 0.35 (0.21—0.45)á 0.42 (0.35—0.46)á 0.38 (0.29—0.42)á

U2af1l4 0.05 (0.03—0.07)à 6.91 (5.3—8.6)á 13.32 (10.37—15.43)á 21.33 (18.32—23.34)á

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðèâåäåíû çíà÷åíèÿ (ìåäèàíà, ïåðâûé è òðåòèé êâàðòèëè) îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíûõ, ïðèíÿòûõ çà
1 óñë. åä., ñîãëàñíî ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìóëå (Pfaffl, 2001). Êîíòðîëåì ñëóæèëè çíà÷åíèÿ èíòàêòíûõ ïðîá äëÿ ïðîá ñ àêòèâàòî-
ðîì (Ac) è çíà÷åíèÿ ïðîá òîëüêî ñ Ac äëÿ ïðîá ñ ñî÷åòàííûì äåéñòâèåì (Ac + b-est). Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè à Ð < 0.05 â ñðàâíå-
íèè ñ Ò-êëåòêàìè áåç Ac è ïðè á Ð < 0.05 â ñðàâíåíèè ñ Ò-êëåòêàìè, àêòèâèðîâàííûìè Ac; n = 120.

Ò à á ë è ö à 2

Äîëÿ Ò-êëåòîê CD127, CD28 è CD4RO â ïîïóëÿöèè Ò-ëèìôîöèòîâ CD3+CD45RA+CD62L+,
êóëüòèâèðóåìûõ ñîâìåñòíî ñ TCR-àêòèâàòîðîì (Ac) è b-ýñòðàäèîëîì (b-est) â ðàçíîé êîíöåíòðàöèè

Íîìåð
Äîáàâêè â ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíèÿ

Äîëÿ êëåòîê, %

CD127 CD28 CD45RO

1 Íåò (èíòàêòíîå) 92.50 (88.40—97.90) 96.00 (89.30—98.00) 8.90 (5.67—9.80)

2 Ac 75.41 (72.20—81.40)
Ð < 0.05

74.20 (69.23—77.20)
Ð < 0.05

21.45 (19.90—25.74)
Ð < 0.05

3 Ac + 10–7 M b-est 64.22 (60.35—67.30)
Ð1 < 0.05

66.23 (59.20—68.32)
Ð1 < 0.05

42.30 (34.30—44.23)
Ð1 < 0.05

4 Ac + 10–6 M b-est 55.78 (43.78—59.21)
Ð1 < 0.05, Ð2 < 0.05

51.45 (45.38—52.34)
Ð1 < 0.05, Ð2 < 0.05

49.30 (48.30—52.45)
Ð1 < 0.05, Ð2 < 0.05

5 Ac + 10–5 M b-est 55.69 (45.19—61.66)
Ð1 < 0.05, Ð2 < 0.05

44.32 (42.34—48.22)
Ð1 < 0.05, Ð2 < 0.05, Ð3 < 0.05

48.30 (45.20—66.00)
Ð1 < 0.05, Ð2 < 0.05

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ð, Ð1, Ð2 è Ð3 — óðîâíè çíà÷èìîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðîáàìè 1—4 ñîîòâåòñòâåííî; n = 120.



ñòâèå Gfi1 è U2AF26 îïðåäåëÿåò ñîîòíîøåíèå ðàçëè÷íûõ
èçîôîðì ìîëåêóëû CD45 : U2AF26 ó÷àñòâóåò â èñêëþ÷å-
íèè 4-ãî ýêçîíà, ôîðìèðóÿ òåì ñàìûì êîðîòêóþ èçîôîð-
ìó CD45R0, â òî âðåìÿ êàê Gfi1 ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ
áîëåå äëèííîé, âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ôîðìû ðåöåïòîðà
CD45RB (èëè CD45RA) (Heyd et al., 2006; Heyd, Lynch,
2010; Butte et al., 2012; Ëèòâèíîâà è äð., 2013). Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ïðè ïðîäîëæèòåëüíîé àêòèâàöèè Ò-ëèìôîöèòîâ
ñïëàéñèíã òðàíñêðèïòîâ, ñâÿçàííûõ ñ ìîëåêóëîé CD45,
èçìåíÿåòñÿ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè (Motta-Mena et al.,
2010; Butte et al., 2012). Òàê, íàèâíûå Ò-êëåòêè íà áîëåå
âûñîêîì óðîâíå ýêñïðåññèðóþò äëèííûå èçîôîðìû ìî-
ëåêóëû CD45 (CD45RA), â òî âðåìÿ êàê àíòèãåíàêòèâèðî-
âàííûå Ò-ëèìôîöèòû íåñóò ãëàâíûì îáðàçîì êîðîòêèé
âàðèàíò ðåöåïòîðà CD45 (CD45RO) (Ëèòâèíîâà è äð.,
2014).

Âûÿâëåííîå íàìè ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ Gfi1 è
U2af1l4, èíäóöèðîâàííîå TCR-àêòèâàöèåé â íàèâíûõ
Ò-êëåòêàõ (ïî ñðàâíåíèþ ñ ýêñïðåññèåé â èíòàêòíîé ïðî-
áå) (òàáë. 1), ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì äèñáàëàíñà, ðàç-
âèâàþùåãîñÿ íà ôîíå ðàçíîîáðàçèÿ èíèöèèðîâàííûõ
ñèãíàëîâ, ðåçóëüòàòîì ÷åãî ÿâëÿåòñÿ ïðîäóêöèÿ êëåòêîé
ðåöåïòîðîâ, öèòîêèíîâ, õåìîêèíîâ è ò. ï., ÷òî, ïî âñåé âå-
ðîÿòíîñòè, ïðèâîäèò ê èñòîùåíèþ ðåçåðâíîãî ïîòåíöèà-
ëà êëåòêè.

Êðîìå òîãî, îäèí èç ìåõàíèçìîâ óãíåòåíèÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà Gfi1 â íàèâíûõ Ò-êëåòêàõ íà ôîíå èõ àêòèâàöèè
ìîæåò áûòü ñâÿçàí ñ âðåìåíí*ûì ôàêòîðîì. Òàê, ïîêàçàíî,
÷òî ìàêñèìàëüíàÿ èíäóêöèÿ ñèíòåçà áåëêà Gfi1 (ñ îáðàçî-
âàíèåì ðàçëè÷íûõ èçîôîðì) íàáëþäàåòñÿ ÷åðåç 6—12 ÷ è
ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóåò ÷åðåç 3 ñóò (Heyd et al., 2006). Èí-
òåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íàìè ðàíåå:
ìîíîíóêëåàðíûå êëåòêè â êóëüòóðå ÷åðåç 48 ÷ TCR-àêòè-
âàöèè äåìîíñòðèðîâàëè ïîäàâëåíèå ôàêòîðà Gfi1 è àêòè-
âàöèþ åãî àíòàãîíèñòà U2af1l4 (Ëèòâèíîâà è äð., 2013à).
Íàïðîòèâ, â ýêñïåðèìåíòå ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìèðî-
âàííûõ (àíòèãåí-ñïåöèôè÷åñêèõ) CD45R0+-Ò-êëåòîê ïà-
ìÿòè TCR-àêòèâàöèÿ ñîïðîâîæäàëàñü ðåçêèì óãíåòåíèåì
ýêñïðåññèè ãåíà U2af1l4, òîãäà êàê óðîâåíü òðàíñêðèïöèè
ãåíà Gfi1 â ýòèõ êëåòêàõ íå èçìåíÿëñÿ. Ìû ïðåäïîëàãàåì,
÷òî ðàçíîíàïðàâëåííîå äåéñòâèå àêòèâèðóþùèõ ÷àñòèö
îáóñëîâëåíî ðàçîáùåííîñòüþ ïðîöåññîâ àêòèâàöèè
Ò-ëèìôîöèòîâ ðàçíîé ñòåïåíè äèôôåðåíöèðîâêè â çàâè-
ñèìîñòè îò âðåìåíí*îãî ôàêòîðà. Òàê, äëÿ ðåàëèçàöèè âòî-
ðè÷íîãî èììóííîãî îòâåòà Ò-êëåòîê êîñòèìóëÿöèÿ íå
îáÿçàòåëüíà, â ñâÿçè ñ ÷åì òðåáóåòñÿ ìåíüøå âðåìåíè íà
àêòèâàöèþ (Þðîâà, 2015).

Êðîìå òîãî, âàæíî ó÷èòûâàòü ñëåäóþùèé ôàêò: ïî-
ñêîëüêó òðàíñìåìáðàííàÿ òèðîçèíôîñôàòàçà (ìîëåêóëà
CD45) ïîñëå âûïîëíåíèÿ åå îñíîâíîé ôóíêöèè ïî äåôîñ-
ôîðèëèðîâàíèþ êèíàç âûâîäèòñÿ èç çîíû èììóííîãî ñè-
íàïñà, ðåãóëÿöèÿ ãåíà Ptprc ïîñëå àíòèãåííîé àêòèâàöèè
Ò-êëåòîê íå ÿâëÿåòñÿ ïåðâîñòåïåííîé.

Ëîãè÷íûì ñîáûòèåì ïîñëå àíòèãåí-ñïåöèôè÷åñêîé
in vivo àêòèâàöèè íàèâíûõ Ò-êëåòîê íàðÿäó ñ ýêñïàíñèåé
ñïåöèôè÷åñêèõ êëîíîâ ÿâëÿþòñÿ èõ äèôôåðåíöèðîâêà è
ñîçðåâàíèå â ýôôåêòîðíûå êëåòêè, êîòîðûå ñîïðîâîæäà-
þòñÿ èçìåíåíèåì ýêñïðåññèè ìåìáðàííûõ ìîëåêóë, îòðà-
æàþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíûå ïðîöåññû êëåòî÷íîãî ãîìåî-
ñòàçà — êîñòèìóëÿöèþ, àêòèâàöèþ, äèôôåðåíöèðîâêó è
êëåòî÷íóþ ãèáåëü (Ëèòâèíîâà è äð., 2013á). Èçâåñòíî,
÷òî CD28 ÿâëÿåòñÿ êîðåöåïòîðîì, ïðèñóòñòâóþùèì íà
ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû âñåõ íàèâíûõ Ò-ëèìôîöèòîâ è
ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ïîçèòèâíîé êîñòèìóëÿöèè âî âðåìÿ
ôîðìèðîâàíèÿ ðåöåïòîðíîãî ñèíàïñà (Butte et al., 2012;

Êóäðÿâöåâ, 2014), â òî âðåìÿ êàê ìîëåêóëà CD127, a-öåïü
ðåöåïòîðà ê IL-7 (IL-7R), ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ àêòèâà-
öèè è ïîääåðæàíèÿ Ò-êëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà, ïîâûøàÿ
äîñòóïíîñòü IL-7 äëÿ íàèâíûõ ëèìôîöèòîâ (Park et al.,
2004; Surh, Sprent, 2008). Â ïðîöåññå TCR-àêòèâàöèè íà-
èâíûõ Ò-ëèìôîöèòîâ ðåãèñòðèðóåòñÿ ñíèæåíèå ýêñïðåñ-
ñèè è ïðîäóêöèè ìåìáðàííûõ ìîëåêóë CD28 è CD127,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èõ ñîçðåâàíèè è äèôôåðåíöèðîâ-
êå, ñîïðîâîæäàþùåéñÿ ÷àñòè÷íûì èëè ïîëíûì ïðåêðà-
ùåíèåì ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè Ò-êëåòîê (Êóäðÿâ-
öåâ, 2014). Êðîìå òîãî, ïîÿâëåíèå íà Ò-êëåòêàõ êîðîòêîãî
âàðèàíòà ðåöåïòîðà CD45 (CD45RO), êàê óæå óïîìèíà-
ëîñü âûøå, ñâèäåòåëüñòâóåò î áîëåå ýôôåêòèâíîé è áûñò-
ðîé èõ àêòèâàöèè â îòâåò íà ïîâòîðíîå âîçäåéñòâèå àíòè-
ãåíà (Heyd et al., 2006; Heyd, Lynch, 2010; Butte et al.,
2012).

Âûÿâëåííîå íàìè ñíèæåíèå óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè
ìÐÍÊ ãåíîâ Gfi1 è U2af1l4 â CD3+CD45RA+CD62L+-Ò-
ëèìôîöèòàõ íà ôîíå TCR-àêòèâàöèè àññîöèèðîâàíî ñ
èçìåíåíèåì èõ ôåíîòèïà, ÷òî âûðàæàëîñü ïîâûøåíè-
åì ÷èñëà CD45RO-êëåòîê è, íàïðîòèâ, ñíèæåíèåì ÷èñëà
ëèìôîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ ìîëåêóëû àêòèâàöèè
CD127 è êîñòèìóëÿöèè CD28. Ïîëó÷åííûå íàìè äàí-
íûå è âûÿâëåííûå âçàèìîñâÿçè — ïîëîæèòåëüíûå (ìåæ-
äó óðîâíåì ýêñïðåññèè ãåíà U2af1l4 â Ò-êëåòêàõ è ñî-
äåðæàíèåì CD45RO+-Ò-ëèìôîöèòîâ) è îòðèöàòåëüíûå
(ìåæäó ÷èñëîì Ò-êëåòîê CD45RO+ è CD28+) — ñâèäå-
òåëüñòâóþò â öåëîì îá àíòèãåííåçàâèñèìîé TCR-èíäó-
öèðîâàííîé äèôôåðåíöèðîâêå è ñîçðåâàíèè Ò-êëåòîê.
Â íàó÷íîé ïåðèîäèêå ôàêò íåñïåöèôè÷åñêîé (àíòèãåí-
íåçàâèñèìîé) àêòèâàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè êëîíîâ
Ò-ëèìôîöèòîâ àêòèâíî îáñóæäàåòñÿ (Wieckowski et al.,
2009) ñ ïîçèöèé ôèçèîëîãè÷åñêîé è èììóíîïàòîëîãè÷å-
ñêîé ìîäóëÿöèè àêòèâíîñòè èììóííîãî îòâåòà (Wieckow-
ski et al., 2009).

Êàê óïîìèíàëîñü âûøå, ïîëîâûå ãîðìîíû ÿâëÿþòñÿ
îäíèìè èç êëþ÷åâûõ äèðèæåðîâ èììóííûõ ðåàêöèé,
âëèÿÿ íà ñïîñîáíîñòü çðåëûõ ýôôåêòîðíûõ êëåòîê îñóùå-
ñòâëÿòü èììóííûé îòâåò (Ëèòâèíîâà è äð., 2011; Van
Mens et al., 2012; Gruver-Yates, Cidlowski, 2013; Ayroldi
et al., 2014; Cheng et al., 2014; Giefing-Kroll et al., 2015;
Òîäîñåíêî è äð., 2017). Èììóíîëîãè÷åñêèé äèìîðôèçì
ïî ïîëîâîìó ïðèçíàêó ó ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ îáúÿñíÿåò-
ñÿ òåñíûì âçàèìîäåéñòâèåì íåéðîýíäîêðèííîé è èììóí-
íîé ñèñòåì (Lai et al., 2012; Furman et al., 2014). Òàê, ñèëü-
íûé êëåòî÷íî-îïîñðåäîâàííûé èììóííûé îòâåò ñ áîëåå
çíà÷èòåëüíîé ïðîäóêöèåé àíòèòåë ïðè àíòèãåííîé ñòè-
ìóëÿöèè õàðàêòåðåí ïðåèìóùåñòâåííî äëÿ ñàìîê ïî
ñðàâíåíèþ ñ îñîáÿìè ìóæñêîãî ïîëà, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ
âûñîêîé ñêëîííîñòüþ æåíùèí ê ðàçâèòèþ àóòîèììóí-
íûõ çàáîëåâàíèé (Lai et al., 2012; Zhao et al., 2014; Gie-
fing-Kroll et al., 2015). Ìóæ÷èíû ïî ñðàâíåíèþ ñ æåíùè-
íàìè èìåþò áîëåå âûñîêèé ðèñê ðàçâèòèÿ îñòðûõ ðåñïè-
ðàòîðíûõ çàáîëåâàíèé, ñåïñèñà è íàðóøåíèé ôóíêöèé
âíóòðåííèõ îðãàíîâ â ðåçóëüòàòå òðàâì ìÿãêèõ òêàíåé,
òåðìè÷åñêîãî è ãåìîððàãè÷åñêîãî øîêà (Peterson et al.,
2013; Furman et al., 2014; Zhao et al., 2014).

Îäíàêî ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç âëèÿíèÿ b-ýñòðàäèîëà
íà ðåàêöèè, îïðåäåëÿþùèå ñîçðåâàíèå è äèôôåðåíöèðîâ-
êó íàèâíûõ Ò-êëåòîê â óñëîâèÿõ ÑD2/CD3/CD28-àêòèâà-
öèè, ïðîâåäåííûé íàìè ñ ó÷åòîì ãåíäåðíûõ ðàçëè÷èé
óñëîâíî çäîðîâûõ äîíîðîâ, ïîçâîëèë âûÿâèòü îòñóòñòâèå
äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé òåñòèðóåìûõ ïàðàìåòðîâ. Íà íàø
âçãëÿä, îòñóòñòâèå ðàçëè÷èé ïî ïîëîâîìó ïðèçíàêó â ìî-
äåëè èññëåäîâàíèÿ in vitro îáóñëîâëåíî òåì ôàêòîì, ÷òî
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èììóíîêîìïåòåíòíûå êëåòêè, â ÷àñòíîñòè Ò-ëèìôîöèòû
æåíùèí è ìóæ÷èí, ïî ñóòè íå îòëè÷àþòñÿ ïî ôóíêöèÿì è
ôåíîòèïó, à èõ ðåöåïòîðíûé ðåïåðòóàð îïðåäåëÿåòñÿ ãîð-
ìîíàëüíûì ôîíîì îðãàíèçìà (Laffont et al., 2014; Õàçèàõ-
ìàòîâà, 2016).

Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî äåéñòâèå b-ýñòðàäèîëà íà
TCR-àêòèâèðîâàííûå íàèâíûå (CD3+CD45RA+CD62L+)
Ò-ëèìôîöèòû ñîïðîâîæäàëîñü äîçîçàâèñèìûì ïîâûøå-
íèåì â íèõ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà U2af1l4 è, íàïðîòèâ,
ïîäàâëåíèåì óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè åãî àíòàãîíèñòà Gfi1
ïî ñðàâíåíèþ ñ äåéñòâèåì îäíîãî TCR-àêòèâàòîðà (òàáë. 1).
Êðîìå òîãî, îáíàðóæåííûå íàìè èçìåíåíèÿ ôåíîòèïè÷å-
ñêîãî ïðîôèëÿ íàèâíûõ Ò-ëèìôîöèòîâ, èíäóöèðîâàííûå
b-ýñòðàäèîëîì íà ôîíå TCR-àêòèâàöèè, òàêèå êàê ðîñò
÷èñëà Ò-êëåòîê CD45RO+ (P � 0.05) íà ôîíå ðåçêîãî
óìåíüøåíèÿ ÷èñëà Ò-ëèìôîöèòîâ CD3+CD45RA+CD62L+,
íåñóùèõ ìîëåêóëû êîñòèìóëÿöèè è àêòèâàöèè
(CD28/CD127), îòíîñèòåëüíî âëèÿíèÿ òîëüêî TCR-àêòè-
âàòîðà (òàáë. 2) ìîãóò óêàçûâàòü íà ñîçðåâàíèå è äèôôå-
ðåíöèðîâêó íàèâíûõ Ò-ëèìôîöèòîâ ïîä âîçäåéñòâèåì
èçó÷àåìîãî ýñòðîãåíà íà ôîíå TCR-àêòèâàöèè.

Â ïîëüçó ýòîò ôàêòà òàêæå ñâèäåòåëüñòâóþò îáíàðó-
æåííûå íàìè âçàèìîñâÿçè: ïîçèòèâíàÿ ìåæäó óðîâíÿìè
òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ãåíà U2af1l4 è êîëè÷åñòâîì
CD45RO-Ò-ëèìôîöèòîâ è îòðèöàòåëüíàÿ ìåæäó ýêñïðåñ-
ñèåé ãåíà U2af1l4 è ÷èñëîì CD28-Ò-ëèìôîöèòîâ (ïðè
äåéñòâèè 10–7—10–5 Ì b-ýñòðàäèîëà) è ìåæäó óðîâíåì
òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ãåíà Gfi1 è ñîäåðæàíèåì Ò-ëèìôî-
öèòîâ, íåñóùèõ óêîðî÷åííûé âàðèàíò ìîëåêóëû CD45
(CD45RO).

Òàêèì îáðàçîì, íàøå èññëåäîâàíèå ïîçâîëèëî âûÿ-
âèòü, ÷òî èíäóöèðîâàííûå TCR-àêòèâàöèåé è b-ýñòðàäèî-
ëîì ðåàêöèè íàèâíûõ (CD3+CD45RA+CD62L+) Ò-êëåòîê,
îïðåäåëÿþùèå ïðîöåññû èõ äèôôåðåíöèðîâêè è ñîçðåâà-
íèÿ, îñóùåñòâëÿþòñÿ çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ãåíîâ
U2af1l4 è Gfi1, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê êîíâåðñèè ôåíîòèïè-
÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê: â ÷àñòíîñòè, ðåãèñòðèðóåòñÿ ðîñò
ñîäåðæàíèÿ Ò-êëåòîê CD45RO+ íà ôîíå ñíèæåíèÿ ÷èñëà
Ò-ëèìôîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ ìîëåêóëû êîñòèìóëÿ-
öèè è àêòèâàöèè (CD28 è CD127). Íà íàø âçãëÿä, èçó÷å-
íèå çàêîíîìåðíîñòåé ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîé ðåãóëÿ-
öèè ïðîöåññîâ ñàìîïîääåðæàíèÿ Ò-ëèìôîöèòîâ ïðè âîç-
äåéñòâèè ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ ìîæåò ñòàòü àêòóàëüíûì
ïðè ôîðìèðîâàíèè îáùåé ìîäåëè ãîìåîñòàçà èììóíî-
êîìïåòåíòíûõ êëåòîê. Êðîìå òîãî, îïðåäåëåíèå ÷àñòíûõ
ìîëåêóëÿðíî-êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ ñîçðåâàíèÿ è äèô-
ôåðåíöèðîâêè Ò-ëèìôîöèòîâ, îïîñðåäîâàííûõ ïîëîâû-
ìè ãîðìîíàìè, ðàñøèðèò ïðåäñòàâëåíèÿ î ìåõàíèçìàõ
ðåãóëÿöèè àäàïòèâíîãî èììóíèòåòà íà ðàçíûõ ýòàïàõ åãî
ðåàëèçàöèè.
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EFFECT OF TCR-ACTIVATION AND b-ESTRADIOL ON THE MATURATION

AND DIFFERENTIATION OF CD45RA+ T-CELLS IN VITRO

O. G. Khaziakhmatova, K. A. Yurova, N. M. Todosenko, L. S. Litvinova*

Basic Laboratory of Immunology and Cell Biotechnologies,

Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, 236029;

* e-mail: larisalitvinova@yandex.ru

Evaluated the effect of the different concentrations of female sex hormone b-estradiol at the cellular-mo-
lecular reactions that determine the maturation and differentiation of TCR-activated naive
(CD3+CD45RA+CD62L+) T-cells in vitro. CD3+CD45RA+CD62L+ T-cells were obtained from the fraction blo-
od mononuclear cells of healthy donors by the method immunomagnetic separation. The change in the immu-
nophenotype of T-lymphocytes was analyzed by flow cytofluorometry; by polymerase chain reaction defined
level of mRNA gene expression U2af1l4 and Gfi1 in CD3+CD45RA+CD62L+ T-cells. In general, b-estra-
diol-induced changes in the expression of U2af1l4 and Gfi1 genes in T-cells affect the maturation and differen-
tiation of CD45RA+CD62L+ T-lymphocytes, which leads to the conversion of the phenotype of naïve lympho-
cytes and is characterized by increased numbers of CD45RO+-T-lymphocytes and by reduction in the content of
T-cells that have molecules of activation and costimulation (CD127 and CD28) on their membrane surface.

K e y w o r d s: b-estradiol, naive T-lymphocytes, alternative splicing, activation, differentiation
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