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Беременность представляет собой феномен по-
луаллогенной трансплантации, механизмы кото-
рой до сих пор не изучены. Важную роль в про-
цессах формирования толерантности материн-
ской иммунной системы к полуаллогенному 
плоду играют половые стероидные гормоны — 
эстрадиол (Е2) и прогестерон (P4) [1]. Плацента 
на протяжении всей беременности продуциру-
ет целый спектр цитокинов, влияющих как на 
рост и развитие фетоплацентарного комплекса, 
так и на формирование толерогенного микро-
окружения децидуальной оболочки и на изме-
нения системных реакций лейкоцитов матери 
[1, 2]. Одним из ключевых медиаторов, определя-
ющих процессы выживания имплантированной 
бластоцисты, является онкостатин М (OSM) [3]. 
Этот цитокин при разных условиях может обла-
дать как про-, так и противовоспалительной ак-
тивностью [4]. Не исключено, что гормоны репро-
дукции могут быть факторами, которые поляри-
зуют иммунорегуляторное действие OSM. Также 
показано [5], что данный цитокин способен ин-
дуцировать экстратимическую дифференциров-
ку Т-лимфоцитов. Известно, что процессы экс-
тратимической дифференцировки Т-лимфоцитов 
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активируются во время физиологически протека-
ющей беременности [6]. Поскольку считается, что 
ревизия T-клеточного рецептора (TCR) представ-
ляет собой один из механизмов формирования то-
лерантности на периферии [7], это может создать 
дополнительные условия для выживания полуал-
логенного плода [2]. 

Цель настоящей работы — исследование влия-
ния E2 и P4 на фоне действия OSM на дифферен-
цировку Т-хелперов (Th) в Treg или Th17 и экс-
прессию рекомбиназы RAG-1 в данных клетках 
in vitro.

Использовали периферическую венозную 
кровь здоровых небеременных женщин репро-
дуктивного возраста (n = 10). Суспензию моно-
нуклеаров периферической крови (МПК) по-
лучали центрифугированием в градиенте плот-
ности фиколла–верографина (d = 1,077 г/см3). 
Далее методом негативной иммуномагнитной 
сепарации с помощью набора “R&D Systems” 
(США) из суспензии МПК выделяли T-лимфо-
циты CD4+. Выделенные клетки (5 · 106/мл) ин-
кубировали в полной питательной среде RPMI 
1640 (Gibco®, “ThermoFisher Scientific”, США), со-
держащей 10% эмбриональной телячьей сыворот-
ки, 1 мМ HEPES, 2 мМ L-глутамина, 1 мг/мл ген-
тамицина, в течение 48 ч при 37°C в условиях 5% 
СО2 с OSM и гормонами. Онкостатин M (“R&D 
Systems”) использовали в концентрации 2 нг/мл, 
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экстраполируя уровень его секреции децидуаль-
ной тканью [8]. Гормоны применяли в концен-
трациях, отражающих их концентрации в крови 
соответственно в I и III триместрах беременно-
сти [9]: Е2 (“Sigma-Aldrich”, США) — 1 и 10 нг/мл, 
P4 (“Sigma-Aldrich”) — 20 и 100 нг/мл. В качестве 
контроля использовали официнальные раствори-
тели гормонов.

Через 48 ч инкубации T-клеток CD4+ с гормо-
нами и (или) OSM оценивали фенотип Т-лимфо-
цитов методом проточной цитометрии (“Becton 
Dickinson”, США). Клетки Treg определили как 
CD4+FOXP3+ (“Novus Biologicals”, США) клетки, 
Th17 — CD4+RORγt+ (“Novus Biologicals”). Маркё-
ром реаранжировки генов антигенного рецепто-
ра является рекомбиназа RAG-1 (Recombination 
Activating Gene 1) [10], внутриклеточную экспрес-
сию которой определяли в Treg и клетках Th17 
(“Cell Signaling Technology”, США).

При исследовании влияния Е2 на индукцию 
Treg (FOXP3+) в T-лимфоцитах CD4+ выявили 
достоверное увеличение содержания T-лимфо-
цитов CD4+FOXP3+ (iTreg) только при использо-
вании концентрации гормона, соответствующей 
I триместру беременности. Поскольку дополни-
тельной стимуляции клеток Treg поляризующи-
ми цитокинами не проводили, можно говорить о 
том, что Е2 является самостоятельным фактором 
дифференцировки T-лимфоцитов CD4+ в направ-
лении iTreg. Цитокин OSM и P4 вне зависимости 
от концентрации не влияли на процесс диффе-
ренцировки. Совместное влияние на T-клет-
ки CD4+ OSM, E2 и P4 в концентрациях, экстра-
полированных с уровня гормонов в I триместре, 
также привело к достоверному увеличению доли 

Т-лимфоцитов CD4+FOXP3+. Комбинации OSM 
с гормонами в концентрациях, характерных для 
III триместра беременности, такой способностью 
не обладали (рис. 1). Известно, что I–II триместр 
беременности является наиболее уязвимым для 
иммунноопосредованных абортов [11], поэтому 
реализация толерогенного потенциала E2 и ком-
бинации гормонов и цитокина именно в этот пе-
риод биологически оправдана.

Функциональная активность iTreg определяет-
ся способностью распознавать антигенные струк-
туры в комплексе с молекулами гистосовмести-
мости (MHC) [12], и возможность ревизии αβTCR 
данных клеток может усиливать их супрессорные 
функции в отношении фетальных антигенных 
структур. Поэтому мы исследовали влияние упо-
мянутых гормонов и их комбинации с OSM, кото-
рый индуцирует экстратимическую дифференци-
ровку во время беременности [2], на экспрессию 
рекомбиназы RAG-1 в Т-клетках CD4+FOXP3+. 
Результаты этой серии опытов представлены на 
рис. 2. Как видно из рисунка, гормоны per se не 
влияли на исследуемый показатель. Однако при 
добавлении OSM экспрессия RAG-1 в лимфоци-
тах Treg повысилась под влиянием обеих концен-
траций P4 и концентрации E2, соответствующей 
III триместру беременности.

Таким образом, Е2 в I триместре усиливал ге-
нерацию iTreg, повышая толерогенный потенциал 
в отношении фетальных антигенов, но не акти-
вировал экспрессию RAG-1. Напротив, в III три-
местре Е2 не влиял на индукцию Treg, но осу-
ществлял функции коактиватора OSM, что при-
вело к повышению экспрессии RAG-1. В отличие 
от Е2, P4 на протяжении всей беременности не 

Рис. 1. Влияние Е2, P4 и OSM на содержание Т-кле-
ток CD4+FOXP3+. Здесь и на рис. 2–4 M ± 95% CI, 
n = 10, *p < 0,05 по сравнению с контролем.

Рис. 2. Влияние Е2, P4 и OSM на экспрессию RAG-1 
в Т-клетках CD4+FOXP3+.
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индуцировал Treg, но усиливал влияние OSM на 
процессы реаранжировки αβTCR Treg, выступая 
необходимым кофактором, без которого сам OSM 
не в состоянии повышать экспрессию RAG-1.

Исследуемые гормоны и их комбинация с OSM 
достоверно не изменили при сравнении с кон-
трольной группой процентного содержания T-лим-
фоцитов CD4+RORγt+ (Th17) и уровня экспрессии 
в них RAG-1 (рис. 3 и 4). Таким образом, Е2 и Р4 мо-
гут быть физиологическими регуляторами направ-
ленности действия OSM в сторону противовоспа-
лительных влияний, усиливая супрессорное звено 
иммунной системы матери во время беременности.

Поскольку беременность сопровождается атро-
фией тимуса, усиление экстратимической диффе-
ренцировки в данный период может носить ком-
пенсаторный характер и представлять собою меха-
низм коррекции антигенраспознающего репертуара 
CD4+αβ Т-лимфоцитов [13]. По-видимому, одновре-
менное действие гормонов и OSM способствует ре-
визии αβTCR уже зрелых Treg в фетоплацентарной 
зоне, что может быть основой для развития локаль-
ной сети Treg CD4+. Изменение антигенраспозна-
ющей способности данных клеток может служить 
условием для появления принципиально новых ме-
ханизмов иммунологической толерантности к фе-
тальным антигенам при физиологически развива-
ющейся беременности и, в частности, механизма 
формирования пула лимфоцитов, распознающих 
фетальные молекулы как аутоантигены.

Источник финансирования. Работа выполнена 
в рамках проекта, поддержанного Комплексной 
программой уральского отделения Российской 

академии наук. Номер Государственной регистра-
ции темы AAAA-A18-118030790046-9.
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Рис. 3. Влияние Е2, P4 и OSM на содержание Т-кле-
ток CD4+RORγt+. 

Рис. 4. Влияние Е2, P4 и OSM на экспрессию RAG-1 
в Т-клетках CD4+RORγt+.
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REGULATION OF RECOMBINASE RAG-1 EXPRESSION  
BY FEMALE SEX STEROIDS IN Treg AND Th17  
LYMPHOCYTES. ROLE OF ONCOSTATIN M
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The effect of estradiol (E2), progesterone (P4), and oncostatin M (OSM) on the differentiation of CD4+ T 
cells to T regulatory (Treg) lymphocytes and T helpers 17 (Th17) was investigated. The possibility of revision 
of the T cell receptor in these subpopulations by evaluating the expression of RAG-1 recombinase was also 
studied. E2 at concentrations characteristic of pregnancy trimester I, but no P4 or OSM, increased the Treg 
level. Combination of sex steroids with OSM increased the percent of CD4+FOXP4+ cells and enhanced RAG-
1 expression in these cells, thus promoting the development of immune tolerance during pregnancy. In the 
study of Th17 such effect of the hormones and OSM was not detected.
Keywords: recombination, Treg, Th17, estradiol, progesterone, oncostatin M, RAG-1.


