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В процессе дифференцировки Т�клеток памяти важная роль принадлежит альтернативному сплайсингу
гена Ptprc, кодирующего трансмембранную тирозиновую протеинфосфатазу CD45. Один из возможных
механизмов регуляции альтернативного сплайсинга Ptprc основан на антагонистических эффектах
вспомогательного фактора сплайсинга U2AF26 и фактора транскрипции Gfi1, вовлеченных в регуляцию
антигензависимой активации Т�клеток. Показано, что стероидные гормоны противоположным образом
действуют на транскрипцию генов U2af1l4 и Gfi1 в культурах клеток с разной степенью дифференцировки,
подвергнутых антигеннезависимой активации. Глюкокортикоидный гормон дексаметазон (Dex) и женский
половой гормон эстрадиол (Est) в низких концентрациях активируют экспрессию U2af1l4 в рестимулиро�
ванных клетках CD45RO и предположительно индуцируют образование неактивных конечных изоформ
рецептора CD45, тогда как в высоких дозах гормоны, напротив, подавляют этот процесс. В условиях ан�
тигеннезависимой стимуляции наивных CD45RA+�клеток Dex (10–5–10–7 M) и Est (10–6 и 10–7 M) спо�
собствуют резкой активации экспрессии гена U2af1l4, что, возможно, приводит к образованию “суррогат�
ных клеток памяти”. Дозозависимое действие тестостерона (Test) противоположно действию Est и Dex на
примированные (CD45RO+) и наивные (CD45RA+) лимфоциты. Изучение роли стероидных гормонов в
контроле дифференцировки Т�клеток памяти в условиях антигеннезависимой стимуляции может пред�
ставлять интерес для расшифровки механизмов, ассоциированных с формированием хронического им�
мунного и гормонального дисбаланса. 

Ключевые слова: стероидные гормоны, дифференцировка Т�клеток, альтернативный сплайсинг, CD45.
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Alternative splicing of Ptprc gene is a key event in memory T cell differentiation. This gene encodes transmem�
brane tyrosine phosphatase CD45. One of potential mechanisms of alternative splicing regulation is based on
antagonistic effects of auxiliary splicing factor U2AF26 and transcription factor Gfi1. These two proteins reg�
ulate antigen�dependent T cell activation. We have shown that steroid hormones have different effects on
U2af1l4 and Gfi1 transcription regulation in dissimilar differentiation stage cell culture, subjected to antigen�
independent stimulation. Low concentrations of glucocorticoid (Dex) and female sex hormone (Est) can acti�
vate expression of U2af1l4 in re�stimulated cells that probably induce terminal receptor CD45 isoforms forma�
tion mechanism, whereas high doses of hormones inhibit the process. In the same conditions Dex in a wide range
of concentrations (10–5–10–7 M) and Est (10–6 and 10–7 M) activate U2af1l4 gene expression that probably
leads to “surrogate memory T cells” formation. Dose dependent testosterone (Test) effect is opposite to Est and
Dex effect on priming (CD45RO+) and naive (CD45RA+) lymphocytes. The role of steroid hormones in mem�
ory T cell differentiation in antigen�independent stimulation conditions is of great interest for the understanding
of chronic hormonal and immune disbalance mechanisms. 

Keywords: steroid hormones, T cell differentiation, alternative splicing, CD45.

DOI: 10.7868/S0026898413040095

УДК 577.218 

Принятые сокращения: МНК – мононуклеарные клетки; ПЦР – полимеразная цепная реакция; Dex – дексаметазон; Test –
тестостерон; Est – β�эстрадиол; CD45RO – поверхностный рецептор примированных Т�лимфоцитов иммунной памяти;
CD45RA – поверхностный рецептор наивных Т�лимфоцитов.

* Эл. почта: IMazunin@kantiana.ru

МОЛЕКУЛЯРНАЯ 
БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 47  № 4  2013

ДОЗОЗАВИСИМЫЕ ЭФФЕКТЫ СТЕРОИДНЫХ ГОРМОНОВ 657

В изучении иммунной памяти особого внима�
ния заслуживают молекулярно�генетические ме�
ханизмы дифференцировки наивных Т�лимфо�
цитов в Т�клетки иммунной памяти [1]. На по�
верхности наивных Т�лимфоцитов находится
трансмембранная тирозиновая протеинфосфата�
за CD45 (общий лейкоцитарный рецептор), кото�
рую кодирует ген Ptprc, состоящий из 33 экзонов.
Основной маркер Т�клеток памяти – CD45RO –
представляет собой вариант CD45RA, который
образуется в результате альтернативного сплай�
синга, регулируемого многими факторами, в том
числе, вспомогательным фактором сплайсинга
U2AF26 (U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1�
like 4, U2af1l4) и фактором транскрипции Gfi1
(growth factor independent 1). Предполагается, что
антагонистические взаимодействия этих факто�
ров могут определять соотношение вариантов ре�
цептора CD45, регулирующего активность Т�кле�
ток во время иммунного ответа [1]. 

Стероидные гормоны – биологически актив�
ные вещества, воздействие которых на процессы
пролиферации, дифференцировки и гибели кле�
ток иммунной системы интенсивно изучается.
Уровень стероидных гормонов в организме под�
вержен значительным колебаниям, что важно для
адаптации к разного рода воздействиям, включая
антигенные [2, 3]. Известно, что кортикостерои�
ды и андрогены обладают выраженным иммуно�
супрессорным действием, тогда как эстрогены
могут усиливать иммунные реакции [2–4]. Дей�
ствие стероидов, как полагают, носит дозозависи�
мый характер, что определяет разнонаправлен�
ность их эффектов на основные процессы, обес�
печивающие гомеостаз иммунокомпетентных
клеток.

В представленной работе изучено влияние
стероидных гормонов на изменение уровня
мРНК генов Gfi1 и U2af1l4, определяющих соот�
ношение основных вариантов рецепторов CD45
в разных клеточных культурах: мононуклеарных
лейкоцитах (МНК), наивных Т�лимфоцитах
(CD45RA+) и примированных Т�лимфоцитах
памяти (СD45RO+), полученных от здоровых
доноров.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали венозную кровь 22
условно здоровых доноров – 16 мужчин и шести
женщин в возрасте от 19 до 39 лет. Фракцию МНК
выделяли центрифугированием в градиенте плот�
ности Ficoll�Urografin, р = 1.077 г/см3, (“Pharma�
cia”, Швеция). Часть МНК использовали в экспе�
рименте.

Популяцию Т�клеток иммунной памяти (на�
ивных и примированных) получали из выделен�

ных ранее МНК методом иммуномагнитной се�
парации (MidiMACS Separator, LS Columns,
“Miltenyi Biotec”, ФРГ) с использованием моно�
клональных антител к CD45RA+ и CD45RO+ с
парамагнитными частицами (MicroBeads human,
“Miltenyi Biotec”) согласно протоколу фирмы�из�
готовителя. Содержание фракции CD45RA+� и
CD45RO+�лимфоцитов в образцах составляло не
менее 95%. 

Отсутствие примесей моноцитов (СD14+) и
В�лимфоцитов (CD19+) в культурах CD45RA+�
и CD45RО+�клеток до и после культивирования
подтверждали c помощью проточной цитомет�
рии с использованием моноклональных анти�
тел, конъюгированных с FITC, PE, PE�Cy7 и
PerCP (“Abcam”, Великобритания и “e�Bio�
science”, США). Анализ поверхностных маркеров
проводили на проточном цитофлуориметре MACS
Quant (“Miltenyi Biotec”), согласно протоколам
производителей. Использовали клеточные культу�
ры, содержание CD3+CD45RA+CD14�CD19� и
CD3+CD45RO+CD14�CD19�клеток в которых
составляло в среднем 97.5 ± 2.12% (рис. 1).

МНК, гейтированные по панлейкоцитарному
антигену CD45, были представлены следующими
субпопуляциями: CD45+CD3+ – 76.21 ± 12.15%;
CD3+CD45RA+ – 52.34 ± 13.24%; CD3+CD45RO+ –
24.00 ± 7.15%. Кроме того, в популяции МНК здо�
ровых доноров обнаружены клетки СD14+ –
6.42 ± 2.12%, CD19+ – 12.24 ± 3.14%. Остальные
клетки были представлены лимфоцитами с фено�
типом – CD16+СD56+.

МНК, CD45RA+� и CD45RO+�клетки (1 ×
× 106 кл/мл) культивировали в 48�луночном план�
шете в бессывороточной среде Искова (“Sigma”),
содержащей 0.5% сывороточного альбумина чело�
века (“Микроген”, Россия), 5 × 10–5 M β�меркап�
тоэтанола (“Acros Organics”, США) и 30 мкг/мл
гентамицина, в присутствии дексаметазона (Dex)
(“KRKA”, Словения), тестостерона (Test) (“Sig�
ma”) и β�эстрадиола (Est) (“Sigma”) в разных
концентрациях или без гормонов (контроль) в те�
чение 48 ч при 37°С, во влажной атмосфере, со�
держащей 5% СO2. В качестве активатора Т�лим�
фоцитов использовали реагент T�Cell Activa�
tion/Expansion Kit human (Ac/Exp) (“Miltenyi
Biotec”) – антибиотиновые частицы MACSiBeadтм

с биотинилированными антителами против
CD2+, CD3+, CD28+ человека. Использовали
следующие варианты культивирования: 1) ин�
тактная проба; 2) проба с добавлением Ac/Exp; 3)
пробы с Ac/Exp и Dex (10–7, 10–6, 10–5 М); 4) про�
бы с Ac/Exp и Test (10–7, 10–6, 10–5 М); 5) пробы с
Ac/Exp и Est (10–7, 10–6, 10–5 М).

Количество живых и мертвых клеток в культу�
рах МНК – как CD45RA+�, так и CD45RO+�лим�
фоцитов, а также динамику изменения общего ко�
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личества клеток до и после культивирования опре�
деляли методом проточной лазерной двухцветной
цитометрии на проточном цитофлуориметре
Guava EasyCite Plus с использованием реагента
и программы Guava ViaCount (“Millipore”). 

Суммарную РНК выделяли после инкубации
клеточных культур с использованием набора реа�
гентов AXYPREP MULTISOURCE TOTAL RNA
MINIPREP KIT (“Axygen Biosciences”, США) со�
гласно протоколу производителя. Препараты
РНК использовали для спектрофотометрическо�
го анализа, проведения контрольного электрофо�
реза и в реакции обратной транскрипции. Кон�
центрацию РНК определяли спектрофотометри�
чески (Pico100 Picodrop™ μl Spectrophotometer,
Англия). Степень очистки препаратов РНК опре�
деляли по соотношению А260/А280. Качество пре�
паратов РНК оценивали с использованием элек�
трофореза в 1.5%�ном агарозном геле и окраши�
вания бромистым этидием.

Обратную транскрипцию проводили на образ�
цах суммарной РНК, выделенной из клеточных
культур. Использовали набор реагентов MMLV
RT kit (“Евроген”). кДНК синтезировали согласно
протоколу производителя. В качестве затравки ис�
пользовали декануклеотидный праймер (Random
(dN)10–primer, 20 мкМ). Качество кДНК оценива�
ли с использованием электрофореза в 2%�ном ага�
розном геле и окрашивания бромистым этидием. 

Динамику изменений экспрессии Gfi1 и U2af1l4
оценивали с помощью ПЦР с использованием реа�
гентов qPCRmix�HS SYBR (“Евроген”, Россия) и
праймеров в концентрации 10 пМ. В качестве мат�
рицы использовали 2 мкл кДНК, в качестве рефе�
ренсного гена – ген 18S рРНК. 

Олигонуклеотидные праймеры синтезирова�
ли с помощью фосфорамидитного метода на
синтезаторе ДНК/РНК модели AMS�2000
(“Биоссет”, Россия) с использованием реагентов
компании “Glen Research” (США). Праймеры
очищали методом обращенно�фазовой хромато�
графии на установке для очистки олигонуклеоти�
дов (модель OPS�1000, “Биоссет”). Использовали
следующие олигонуклеотидные праймеры:
Gfi1_for – 5'�AGACCCTTTGCCTGCGAGATGT�
GC�3' и Gfi1_rev – 5'�TAGGGCCGACTGTCT�
GAGTGGATA �3' (длина продукта амплифика�
ции 176 п.н.); U2af1l4_for – 5'�GCCGAAGTGA�
AACACGCAGCTT�3' и U2af114_rev – 5'�AGGGACA�
GATGTTCCTGGCA�3' (длина продукта ампли�
фикации 156 п.н.); 18SrRNA_for – 5'�GGCGC�
CCCCTCGATGCTCTTAG�3' и 18SrRNA_rev –
5'�GCTCGGGCCTGCTTTGAACACTCT�3' (длина
продукта амплификации 89 п.н.).

ПЦР проводили в трех повторностях с ис�
пользованием амплификатора в реальном вре�
мени RotorGene Q (“QIAGEN”, ФРГ) в следую�

щем режиме: 95°С, 5 мин; 95°С, 30 с; 58°С, 45 с;
72°С, 60 c – 45 циклов; 72°С, 10 мин. Специфич�
ность продуктов реакции определяли с использо�
ванием кривых плавления. Количественный ана�
лиз проводили методом подсчета 2ΔΔСt [5, 6]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для нормального функционирования иммун�
ной системы необходимо, чтобы сохранялось
равновесие между пролиферацией иммуноком�
петентных клеток и их гибелью. Сдвиг этого рав�
новесия считается одним из факторов, приводя�
щих к развитию патологических процессов [7].

Согласно полученным данным, содержание
живых клеток в культурах МНК, CD45RO+� и
CD45RА+�лимфоцитов в контрольных образцах
к моменту окончания инкубации (48 ч) составля�
ло в среднем 72.90 ± 13.28% (рис. 2). Добавление
Т�клеточного активатора (Ac/Exp) приводило к
статистически значимому уменьшению числа
жизнеспособных лимфоцитов во всех культурах.
Более выраженным был эффект в случае
CD45RA+�клеток. Dex в относительно высокой
концентрации (10–5 М) снижал негативный эф�
фект активации до значений, аналогичных показа�
телям в интактных пробах. В меньших концентра�
циях гормон не влиял на жизнеспособность акти�
вируемых МНК и Т�клеток. Test (10–6 и 10–7 М)
снижал общее число живых клеток в культурах кле�
ток с фенотипом CD45RО+ и не влиял суще�
ственно на жизнеспособность активируемых
МНК и CD45RА+ Т�лимфоцитов (рис. 2). 

Интересно, что в отличие от Dex и Test, Est в
концентрации 10–5 и 10–6 M резко снижал содер�
жание живых клеток в культурах МНК,
CD45RO+� и CD45RА+�клеток (р < 0.001). Более
выраженным эффект был в случае CD45RA+�
клеток. В более низкой концентрация (10–7 M)
этот гормон не влиял существенно на жизнеспо�
собность культивируемых лимфоцитов (р > 0.05)
(рис. 2). 

Общее количество клеток в интактных культу�
рах МНК, CD45RA+� и CD45RO+�Т�лимфоци�
тов после окончания срока культивирования (48 ч)
составляло в среднем (1.06 ± 0.09) × 106 кл/мл. До�
бавление активатора приводило к статистически
значимому повышению числа клеток в культурах
МНК и СD45RA+�лимфоцитов – на 18 и 20%, со�
ответственно, а добавление комбинации актива�
тора и Est (10–5 и 10–6 M) – в среднем на 28 и 30%
(рис. 3). Количество Т�клеток CD45RO не изме�
нялось существенно на протяжении всего перио�
да исследования. 

Мы предприняли попытку выявить дозозави�
симое влияние стероидных гормонов на уровень
экспрессии мРНК генов Gfi1 и U2af1l4, регулиру�

9*
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ющих альтернативный сплайсинг общего лейко�
цитарного рецептора – СD45. Добавление в куль�
туру МНК активатора Ac/Exp, имитирующего
действие антигенпредставляющих клеток, приво�
дило к снижению уровня экспрессии мРНК гена
Gfi1 и, напротив, к незначительному увеличению
уровня U2af1l4 по сравнению с контролем. При
культивировании МНК в присутствии комбина�
ций Ac/Exp и Dex в разных концентрациях экс�
прессия мРНК обоих генов снижалась по сравне�
нию со значениями, полученными при добавле�
нии только Ac/Exp. При этом максимальное
снижение (более чем в 15 раз) наблюдали при ин�
кубации МНК с глюкокортикоидом в минималь�
ной концентрации (10–7 М) (рис. 4). 

Транскрипция обоих генов также значительно
снижалась при добавлении в среду культивирова�
ния Test в максимальной концентрации (10–5 М),
и этот эффект усиливался при уменьшении дозы
до 10–6 М. Однако дальнейшее снижение концен�
трации Test (10–7 М) приводило к повышению
экспрессии мРНК Gfi1 и U2af1l4, уровень которой
оставался при этом ниже, чем в пробах с актива�
тором. Следует отметить, что уровень транскрип�
ции мРНК U2af1l4 заметно снижался (в 7.5 раза
по сравнению с пробами с Ac/Exp) при добавле�
нии Est в максимальной концентрации (10–5 М).
При инкубации МНК с Est в концентрации 10–7 М
отмечено наибольшее снижение экспрессии гена
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Рис. 3. Общее количество клеток (106/мл) в культурах мононуклеарных клеток (МНК) и CD45RA+� и CD45RO+�
лимфоцитов в условиях культивирования in vitro с добавлением стероидных гормонов в различной концентрации;
К – количество клеток в контрольной пробе; Exp – с Т�клеточным активатором; Exp d�5–d�7 – в клеточных культурах
с Т�клеточным активатором и дексаметазоном (10–7, 10–6, 10–5 М); Exp t�5–t�7 – в клеточных культурах с Т�клеточ�
ным активатором и тестостероном (10–7, 10–6, 10–5 М); Еxp e�5–e�7 – в клеточных культурах с Т�клеточным актива�
тором и β�эстрадиолом (10–7, 10–6, 10–5 М).
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Рис. 2. Содержание живых клеток (%) в культурах мононуклеарных клеток (МНК), CD45RA+� и CD45RO+�лим�
фоцитов в условиях культивирования in vitro с добавлением стероидных гормонов в различной концентрации. К – ко�
личество живых клеток в контрольной пробе; Exp – с Т�клеточным активатором; Exp d�5–d�7 – в клеточных культурах
с Т�клеточным активатором и дексаметазоном (10–7, 10–6, 10–5 М); Exp t�5–t�7 – в клеточных культурах с Т�клеточ�
ным активатором и тестостероном (10–7, 10–6, 10–5 М); Еxp e�5–e�7 – в клеточных культурах с Т�клеточным актива�
тором и β�эстрадиолом (10–7, 10–6, 10–5 М). 
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U2af1l4 – уровень экспрессии был ниже, чем в
контроле и в присутствии максимальной дозы Est
(10–5 М). В то же время, в экспрессии мРНК гена
Gfi1 наблюдалась четко выраженная дозовая зави�
симость – при уменьшении концентрации Est
экспрессия мРНК Gfi1 снижалась и достигала
критических значений в присутствии минималь�
ной дозы гормона (10–7 М) (рис. 4). 

В ходе работы установлено, что добавление ак�
тиватора к лимфоцитам с фенотипом CD45RO
приводило к резкому (более чем в 50 раз) подавле�
нию транскрипции гена U2af1l4 и, напротив, к
незначительному снижению экспрессии Gfi1 (по
сравнению со значениям в интактной пробе). В то
же время, инкубация Т�клеток памяти с Dex в раз�
ной концентрации сопровождалась разнонаправ�
ленными, дозозависимыми изменениями тран�
скрипции Gfi1 и U2af1l4. С уменьшением концен�
трации Dex экспрессия мРНК гена Gfi1 снижалась,
а экспрессия гена U2af1l4, напротив, возрастала
(рис. 5). 

При культивировании CD45RO�лимфоцитов с
Test и Est уровни экспрессии изучаемых генов из�
менялись разнонаправленно. Так, при инкубации
CD45RO�клеток с Est (10–5 М) экспрессия U2af1l4
снижалась, а Gfi1 – увеличивалась (по сравнению
с пробой с добавлением активатора). В промежу�

точной концентрации Est угнетал экспрессию обо�
их генов, тогда как в минимальной концентрации
этот гормон вызывал резкое падение транскрип�
ции гена Gfi1в культуре клеток CD45RO+ при не�
значительном изменении уровня U2af1l4 (рис. 5). 

Совершенно противоположным (по сравне�
нию с Est) оказался эффект Test на динамику из�
менений транскрипции генов Gfi1 и U2af1l4 в
культурах примированных клеток CD45RO: вы�
сокие и промежуточные концентрации Test угне�
тали Gfi1, активируя одновременно экспрессию
U2af1l4. Транскрипция гена Gfi1 в рестимулиро�
ванных клетках CD45RO усиливалась под дей�
ствием минимальной (10–7 М) дозы Test (относи�
тельно значений в пробе с активатором и в ин�
тактной пробе) при высоком уровне экспрессии
U2af1l4 (рис. 5). 

Значительный интерес для нас представляли
данные, полученные при культивировании наив�
ных клеток с фенотипом CD45RA+ со стероидны�
ми гормонами. Как и в случае клеток CD45RO+,
при добавлении в культуру CD45RA+�лимфоцитов
активатора Ac/Exp экспрессия мРНК обоих генов
снижалась по сравнению с интакной пробой (p <
< 0.05). Добавление Dex в среду культивирования
позволило выявить дозозависимый эффект этого
гормона. В целом, уровень экспрессии мРНК
U2af1l4 возрастал с увеличением дозы глюкокорти�
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Рис. 4. Относительное изменение уровня (кратность) транскрипции генов U2af1l4 и Gfi1 в мононуклеарных клетках
под влиянием стероидных гормонов; K – соотношение уровней экспрессии мРНК в контрольных образцах (без воз�
действия) и образцах с добавлением Т�клеточного активатора; exp d�5–d�7 – соотношение уровней экспрессии мРНК
в образцах с добавлением Т�клеточного активатора и в образцах с дексаметазоном (10–7, 10–6, 10–5 М) и Т�клеточным
активатором; exp t�5–t�7 – соотношение уровней экспрессии мРНК в образцах с добавлением Т�клеточного актива�
тора и в образцах с тестостероном (10–7, 10–6, 10–5 М) и Т�клеточным активатором; exp e�5–e�7 – соотношение уров�
ней экспрессии мРНК в образцах с добавлением Т�клеточного активатора и в образцах с β�эстрадиолом (10–7, 10–6,
10–5 М) и Т�клеточным активатором.
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коида, тогда как экспрессия гена Gfi1 оставалась
низкой. Следует подчеркнуть, что в CD45RA�клет�
ках уровень транскрипции U2af1l4 резко повышал�
ся в отличие от MНК и CD45RO�клеток (рис. 6).

Est, независимо от его концентрации, равно�
мерно подавлял экспрессию гена Gfi1 в наивных
Т�клетках. В целом, при повышении концентра�
ции Est в среде инкубации наблюдалось сниже�
ние экспрессии мРНК U2af1l4. Женский половой

гормон в дозе 10–6 М индуцировал транскрипцию
гена U2af1l4 (рис. 6). 

Следует отметить, что уровни экспрессии обо�
их генов не коррелировали с изменением концен�
трации Test. Добавление Test в минимальной кон�
центрации (10–7 М) приводило к значительному
снижению (по сравнению со значениями в пробе
с активатором) экспрессии генов Gfi1 и U2af1l4.
Обращало на себя внимание повышение экспрес�
сии гена Gfi1 и, напротив, резкое угнетение гена
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Рис. 5. Относительное изменение уровня (кратность) транскрипции генов U2af1l4 и Gfi1 в CD45RO�клетках под влия�
нием стероидных гормонов в различной концентрации. Обозначения как на рис. 4.
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Рис. 6. Относительное изменение уровня (кратность) транскрипции генов U2af1l4 и Gfi1 в CD45RA�клетках под влия�
нием стероидных гормонов в различной концентрации. Обозначения как на рис. 4.
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U2af1l4, кодирующего вспомогательный фактор
сплайсинга, при использовании промежуточной
дозы Test. И, наконец, Test в концентрации 10–5 М
снижал экспрессию гена Gfi1 при незначительном
увеличении экспрессии U2af1l4 (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Иммунная реакция организма на различные
агенты инфекционной и неинфекционной при�
роды определяется процессами пролиферации,
дифференцировки и программированной гибели
основных участников иммунного ответа – лим�
фоцитов. Как уже упоминалось, стероидные гор�
моны способны комплексно воздействовать на
клетки иммунной системы [3, 4, 8]. 

Согласно представленным нами данным, ак�
тивация МНК, CD45RO+� и CD45RA+�Т�кле�
ток, индуцируемая Т�клеточным активатором,
снижала содержание жизнеспособных лимфоци�
тов в культуре, возможно, вследствие апоптоза,
который индуцируется наряду с усилением про�
лиферативной реакции [7, 9]. 

Глюкокортикоиды, обладающие плейотроп�
ным действием на рост, дифференцировку и
функции лимфоцитов, обладают иммуносупрес�
сорной и противовоспалительной активностью.
Установлено, что чувствительность к глюкокор�
тикоидам зависит от стадии дифференцировки
клеток [10, 11], а действие гормонов в иммуноге�
незе направлено, прежде всего, на сдерживание
избыточной пролиферации примированных Т�
клеток памяти и на поддержание клонального ба�
ланса в лимфоидной ткани [10]. 

Повышение количества живых клеток в активи�
руемых культурах МНК, CD45RO+� и CD45RA+�
клеток, наблюдаемое при добавлении 10–5 М Dex, в
целом согласуется с опубликованными данными [8,
10] и может определяться способностью глюкокор�
тикоидов подавлять индуцированный активацией
Т�клеток апоптоз, влияя на экспрессию fasL на
мембранах иммунокомпетентных клеток. Рост чис�
ла клеток в культурах МНК и CD45RA�клеток при
добавлении Dex в широком диапазоне концен�
траций может быть связан с его способностью
усиливать пролиферативную активность Т�кле�
ток in vitro, индуцируемую анти�CD3�антитела�
ми и интерлейкином�7 (IL�7). Этот факт связы�
вают со стимуляцией Dex экспрессии рецептора
IL�7 (ген α�цепи этого рецептора индуцируется
глюкокортикоидами), в большом количестве
представленного на мембранах наивных Т�лим�
фоцитов [12–14]. 

Андрогены обладают способностью к умерен�
ному подавлению функций иммунной системы.
Рецепторы андрогенов в больших количествах
представлены на тимоцитах и лимфоцитах [3, 15].

Нами показано, что Test в использованных кон�
центрациях не влиял существенно на жизнеспо�
собность активируемых МНК и CD45RA+�лим�
фоцитов, но снижал количество живых клеток в
культурах CD45RO+�клеток. Отмечено разнона�
правленное действие мужских половых гормонов
на активацию программированной гибели кле�
ток�мишеней в зависимости от их типа и стадии
дифференцировки [3, 15, 16]. 

Считается, что эстрогены могут усиливать им�
мунные реакции [2, 4, 17]. Так, эстрадиол стиму�
лирует антигенспецифичный иммунный ответ,
возможно, за счет некоторого угнетения функци�
ональной активности СD8+�Т�клеток и усиления
активации СD4+�Т�клеток [18, 19].

Выявленный нами проапоптогенный эффект
высоких концентраций Est на МНК и Т�клетки
разной степени дифференцировки может быть
связан с дозовой зависимостью влияния эстроге�
нов на иммунную систему в целом [20]. При этом
наиболее чувствительными к действию женского
полового гормона оказались СD45RA+�клетки.
Существенное увеличение общего числа МНК и
СD45RA+�клеток, регистрируемое на фоне их
значительной гибели при инкубации с Est, связа�
но с усилением пролиферативной активности. В
то же время, высокое содержание мертвых клеток
в культуре CD45RO+�лимфоцитов, подвергнутых
воздействию Est (10–5 и 10–6 М), в сочетании с от�
сутствием пролиферативных процессов может
определяться способностью молекулы CD45RO,
с высокой плотностью представленной на прими�
рованных клетках памяти, ограничивать проли�
ферацию Т�лимфоцитов [21].

На взаимосвязь между структурной и функци�
ональной атрофией тимуса, связанной, в частно�
сти, с уменьшением количества наивных клеток в
крови и секрецией половых гормонов, указывают
данные [16]. Cнижение уровня эстрогенов и ан�
дрогенов приводит к феномену так называемого
“тимусного омоложения”. Интересно, что возраст�
ное снижение уровня стероидных гормонов спо�
собствует поддержанию протективного иммуните�
та, с одной стороны, и увеличению вероятности
развития аутоиммунных расстройств, с другой.

Альтернативный сплайсинг гена Ptprc, кодиру�
ющего лейкоцитарный рецептор CD45, крайне
важен для функциональной активности Т�клеток
человека [22]. В частности, CD45 на иммуноком�
петентных клетках признан критическим регуля�
тором сигнализации, опосредованной Т�клеточ�
ным рецептором (TCR) [23–25]. Как уже упоми�
налось, согласно [1], регуляция альтернативного
сплайсинга гена Ptprc основана на антагонистиче�
ских эффектах вспомогательного фактора U2AF26
и фактора транскрипции (репрессора) Gfi1, кото�
рые, в конечном итоге, регулируют антигензависи�
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мую активацию Т�клеток. Предполагается, что
индукция альтернативного сплайсинга с образо�
ванием изоформы CD45RO угнетает пролифера�
цию Т�клеток по принципу отрицательной обрат�
ной связи [1, 21]. С другой стороны, с клетками, не�
сущими укороченный вариант молекулы CD45RO,
связывают более быструю и эффективную антиген�
зависимую активацию, тогда как клетки с феноти�
пом CD45RA с большей вероятностью подверга�
ются апоптозу при воздействии активирующих
стимулов [1, 9, 21]. 

Нами выявлено разнонаправленное действие
стероидных гормонов на динамику транскрип�
ции генов U2af1l4 и Gfi1, определяющих соотно�
шение вариантов рецепторов CD45, в подвергну�
тых антигеннезависимой активации культурах
клеток с разной степенью дифференцировки. 

Повышение уровня транскрипции U2af1l4 в
культурах МНК при добавлении Ac/Exp, и, на�
против, подавление транскрипции гена Gfi1, со�
гласно [1], характерны для образования конечных
форм CD45 рецептора – CD45RO. На мышиных
моделях показано, что снижение уровня экспрес�
сии Gfi1 приводит к образованию более коротких
транскриптов гена Ptprc [1]. Полученные резуль�
таты можно считать вполне прогнозируемыми,
поскольку через 24–72 ч после стимуляции в Т�
клетках существенно активируется экспрессия
гена фактора сплайсинга U2AF26, в то время как
максимальная индукция синтеза белка Gfi1 (с
образованием различных изоформ) наблюдается
через 6–12 ч и полностью отсутствует на третьи
сутки [1]. 

Снижение транскрипции обоих генов, особен�
но Gfi1, регистрируемое после окончания срока
инкубации, в культурах активированных МНК
коррелировало с уменьшением концентрации
Dex. Test действовал аналогично Dex. Подавление
экспрессии гена Gfi1 в T�клетках под действием
Dex [26], по�видимому, можно связать как с пря�
мым действием гормона, так и с длительным сро�
ком инкубации клеточных культур (48 ч). Выяв�
ленное нами угнетение экспрессии мРНК
U2af1l4, усиливающееся при понижении концен�
трации Est, было сходным с действием Dex, тогда
как противоположным был эффект Est в концен�
трации 10�6 М, что можно объяснить дозовой за�
висимостью воздействия эстрогенов на иммуно�
компетентные клетки [2].

Противоположная тенденция прослеживалась
в случае воздействия Т�клеточного активатора на
CD45RA� и CD45RO�клетки: наблюдалось резко
выраженное, особенно в популяции CD45RO�
клеток, угнетение экспрессии U2af1l4 при низком
уровне транскрипции Gfi1. 

Особого внимания заслуживает влияние стеро�
идных гормонов на экспрессию U2af1l4 и Gfi1 в

CD45RO� и СD45RA�лимфоцитах. Оценивая дей�
ствие Dex и половых гормонов на примированные
(CD45RO) и наивные (CD45RA) Т�лимфоциты,
следует отметить разнонаправленность эффектов
этих гормонов на клетки с разной степенью диф�
ференцировки. Мы полагаем, что Ac/Exp в ком�
бинации с глюкокортикоидом (Dex) в низких кон�
центрациях в случае рестимуляции примирован�
ных клеток с фенотипом CD45RO активирует
экспрессию U2af1l4 и индуцирует образование ко�
нечных изоформ рецептора CD45, тогда как Dex в
высоких дозах, напротив, подавляет этот процесс. 

В последнее время накапливаются данные, со�
гласно которым краткосрочные и длительные эф�
фекты стероидных гормонов на иммунные процес�
сы могут быть разнонаправленными. В частности,
реакция на стресс, неразрывно связанная с усиле�
нием продукции гормонов надпочечников и крат�
косрочной иммуносупрессией, способствует обра�
зованию антигенспецифичных цитолитических
Т�лимфоцитов памяти. Согласно [27], длительное
применение метилпреднизолона приводит к отно�
сительному увеличению числа циркулирующих в
крови миелинреактивных CD4+СD45RO+�Т�кле�
ток. Показано, что Т�клетки памяти обладают го�
раздо меньшей чувствительностью к действию вы�
соких доз глюкокортикоидных и кортикостероид�
ных гормонов, чем наивные Т�лимфоциты [28].
Очевидно, относительная резистентность актива�
ции Т�клеток памяти к действию Dex может созда�
вать предпосылки, необходимые для ускоренной
реализации их функционального потенциала в
процессе антигензависимого иммуногенеза.

Эффекты Test в минимальной концентрации
(10–7 М) и Est – в максимальной (10–5 М) были ас�
социированы с повышенной гибелью рестимули�
рованных CD45RO�клеток и сопровождались (с
разной степенью выраженности) угнетением экс�
прессии U2af1l4 с одновременным повышением
транскрипции гена Gfi1, ответственного за обра�
зование активных промежуточных вариантов
сплайсинга рецептора CD45. Одновременно с
этим противоположный результат – повышение
экспрессии U2af1l4 – наблюдали в присутствии
максимальных доз Test и минимальных Est. 

Известно, что изоформа CD45RO со временем
может замещаться исходным вариантом CD45RA.
При повторной стимуляции клеток происходит об�
разование устойчивых конечных изоформ CD45RO
[9, 14], чему способствуют низкие концентрации
глюкокортикоидного и женского полового гормо�
нов, и, напротив, высокие дозы мужского полового
гормона. 

В то же время, в условиях антигеннезависимой
стимуляции наивных CD45RA�клеток Dex в кон�
центрации 10–5–10–7 M и Est в концентрации 10–6

и 10–7 M способствовали резкому повышению
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экспрессии вспомогательного фактора U2AF26,
регулирующего образование коротких вариантов
сплайсинга рецептора CD45. Test при этом угне�
тал транскрипцию U2af1l4, активируя (в концен�
трации 10–6 M) экспрессию Gfi1. Возможно, что
усиление пролиферативной активности клеток,
обусловленное действием комбинации Т�кле�
точного активатора и стероидных гормонов, со�
провождается конверсией мембранного фено�
типа, т.е. экспрессией маркеров Т�клеток памя�
ти – CD45RO+. В этой связи особого внимания
заслуживает образование пула “суррогатных”
лимфоцитов иммунной памяти без предвари�
тельной активации наивных Т�клеток антиге�
ном, поликлонально. Эти клетки пополняют
пул эффекторных Т�лимфоцитов памяти. Одна�
ко такая поликлональная реакция лишена функ�
циональной целесообразности и в ряде случаев
имеет отрицательные последствия (например,
аутоиммунные процессы) [9, 29]. Стоит подчерк�
нуть, что выявленные нами эффекты стероидных
гормонов на наивные Т�клетки, направленные на
образование коротких вариантов рецептора CD45,
могут иметь важное значение в условиях эндокрин�
ного дисбаланса. 

Полученные нами результаты нуждаются в
дальнейшем изучении. Необходимо определить
количественные и качественные характеристики
вариантов мРНК гена Ptprс, кодирующего рецеп�
тор CD45. Понимание роли стероидных гормонов
в контроле процессов дифференцировки Т�клеток
памяти в условиях антигеннезависимой стимуля�
ции может использоваться для расшифровки меха�
низмов формирования патологии, ассоциирован�
ной с хроническим иммунным и гормональным
дисбалансом. 

Работа выполнена в рамках Федеральной целе�
вой программы “Научные и научно�педагогические
кадры инновационной России” на 2009–2013 гг.
(Соглашения № 14.А18.21.1121, № 14.132.21.1778 и
№ 14.132.21.1341), а также при финансовой под�
держке Совета по грантам Президента Российской
Федерации для государственной поддержки мо�
лодых российских ученых�докторов наук
(№ МД�4999.2012) и стипендии Президента
Российской Федерации молодым ученым и ас�
пирантам (СП�454.2013.4.).
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