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Аннотация. Рассеянный склероз (РС) – это аутоиммунное нейродегенеративное заболевание, при ко-
тором иммунная система атакует собственный белок миелиновой оболочки нервных аксонов. В послед-
нее время возрастает интерес к изучению роли в патогенезе данного заболевания недавно выделенной 
популяции клеток врожденного иммунитета – врожденных лимфоидных клеток (ILC). При этом уста-
новлено, что при беременности наблюдается ослабление проявлений Th1-опосредованных аутоиммун-
ных патологий, в том числе РС. В данной работе исследовали фенотипические характеристики ILC кле-
ток больных РС в сравнении со здоровыми донорами через 48 ч. после инкубации с гормоном беремен-
ности эстриолом (Е3) и клетками комменсальной микрофлоры. Для активации ILC использовались 
штаммы Ecsherichia coli K12 и Lactobacillus plantarum 8R-A3. Фенотип ILC оценивали методом проточ-
ной цитометрии с использованием окрашивания моноклональными антителами. Установлено, что Е3 и 
бактериальные факторы способны по-разному регулировать созревание подтипов ILC. В частности, 
клетки больных РС более подвержены гормональной модуляции, а здоровых доноров – бактериальной. В 
целом, исследуемые факторы оказывают влияние на фенотипические изменения ILC клеток, приводя к 
переходу из одного типа в другой, как у здоровых доноров, так и при РС. 
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Abstract. Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune neurodegenerative disease in which the immune system 

attacks myelin basic protein of nerve axons. Recently, there has been growing interest in studying the role of a 

newly described population of innate immunity cells – innate lymphoid cells (ILCs) in the pathogenesis of the 

disease. At the same time, it was found that during pregnancy there is a weakening of Th1-mediated autoimmune 

pathologies manifestations, including MS. In this work, we studied phenotypic characteristics of ILC cells in MS 

patients in comparison with healthy donors after 48 h incubation with pregnancy hormone estriol (E3) and com-

mensal microflora cells. To activate ILC, strains of Ecsherichia coli K12 and Lactobacillus plantarum 8R-A3 

were used. ILC phenotype was assessed by flow cytometry using monoclonal antibody staining. It has been es-
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tablished that E3 and bacterial factors are able to regulate the maturation of ILC subtypes in different ways. In 

particular, MS patients’ cells are more susceptible to hormonal modulation, while those of healthy donors are 

more susceptible to bacterial modulation. In general, the studied factors influence the phenotypic changes in ILC 

cells, leading to the transition from one type to another, both in healthy donors and in MS. 
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Введение 

Рассеянный склероз (РС) является воспалительным дегенеративным заболеванием центральной нерв-

ной системы [Dolati et al., 2017; Gharibi et al., 2015]. Несмотря на то, что этиология РС неизвестна, ясно, 

что аутореактивные Т-клетки управляют иммуноопосредованным нарушением миелиновой оболочки 

вокруг нервных аксонов, вызывая со временем неврологические потери [Jadidi-Niaragh et al., 2011]. В 

последнее время возрастает количество публикаций о роли в патогенезе РС недавно выделенной популя-

ции клеток врожденного иммунитета – врожденных лимфоидных клеток (ILC) [Spits et al., 2013; Elemam 

et al., 2017; Ebbo et al., 2017]. 

ILC представляют собой группу иммунных клеток, которые обеспечивают первую линию защиты от 

различных патогенов, а также участвуют в восстановлении тканей и воспалении. Данные клетки харак-

теризуются несколькими признаками, включая отсутствие антигенных рецепторов, зависящих от реком-

биназы RAG, лимфоидную морфологию, а также отсутствие миелоидных фенотипических маркеров, 

поэтому их называют клетками, негативными по маркеру клеточной линии (Lin-) [Neill et al., 2010]. Клас-

сификация ILC основана на факторах транскрипции и профиле продуцируемых цитокинов. При этом в 

основном выделяется 3 группы: ILC1, ILC2 и ILC3 [Spits et al., 2013]. ILC1 состоят из NK-клеток, а также 

нецитотоксических ILC1, секретирующих IFN-γ и экспрессирующих T-bet. ILC2 определяются экспрес-

сией GATA3 и обладают способностью продуцировать цитокины Th2 типа. ILC3 экспрессируют RORγt и 

включают ILC3 и лимфоидные тканевые индукторы (LTi), которые секретируют IL-17 и/или IL-22 [Ebbo 

et al., 2017]. Данные клетки способны к взаимодействиям как с комменсальной, так и с патогенной фло-

рой [Satoh-Takayama et al., 2008; Hepworth et al., 2015]. 

Известно, что частота заболеваний РС у женщин гораздо выше, чем у мужчин [Harbo H.F. et al., 2013]. 

При этом установлено, что при беременности наблюдается ослабление проявлений Th1-опосредованных 

аутоиммунных патологий, в том числе РС [Pelfrey C.M. et al., 2005; Neuteboom R.F. et al., 2012]. Учиты-

вая, что гестационный процесс сопровождается существенной гормональной перестройкой, можно пред-

положить, что гормоны плаценты являются теми факторами, которые ослабляют течение РС. Одним из 

возможных кандидатов на роль регулятора функций иммунных клеток при РС является эстриол (Е3) 

[Sicotte, 2002; Voskuhl et al., 2016]. Его уровень возрастает с 7-й недели беременности вплоть до родов 

практически в 10 раз, в то время как у небеременных женщин Е3 продуцируется в очень малых количе-

ствах и практически не определяется. Показано, что данный гормон способен эффективно регулировать 

функции лейкоцитов как здоровых доноров, так и больных РС [Некрасова, Ширшев, 2013; Ширшев, 

Некрасова, 2011; Ширшев и др., 2017, 2018; Nekrasova, Shirshev, 2020; Soldan et al., 2003; Papenfuss et al., 

2011].  

Цель данной работы – исследовать фенотипические характеристики ILC клеток больных РС в сравне-

нии со здоровыми донорами через 48 ч. после инкубации с Е3 и клетками комменсальной микрофлоры.  

Материалы и методы исследования 

В качестве объекта исследования использовали кровь больных РС, согласно модифицированным диа-

гностическим критериям МакДональда [McDonald et al., 2021], с ремитирующим типом течения заболе-

вания, не подвергавшихся терапии препаратами, изменяющими течение РС, а также иммуномодулирую-

щей терапии и находящихся в стадии клинической ремиссии, и здоровых небеременных женщин репро-

дуктивного возраста.  

В градиенте плотности фиколл-верографина (1.077 г/мл) выделяли мононуклеары периферической 

крови (МПК). Затем МПК инкубировали с Е3 в концентрациях, соответствующих уровням данного гор-

мона во время I и III триместров физиологически протекающей беременности – 2 и 20 нг/мл [Kase, 

Reyniak, 1985], в течение 48 ч. при 37ºС в условиях 5%-ного СО2 в среде RPMI 1640 с добавлением 1 мМ 

HEPES и 2 мМ L-глутамина. В контрольные пробы вместо гормона вносили соответствующий растворитель. 
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В ряде проб для активации ILC использовались штаммы Ecsherichia coli K12 и Lactobacillus plantarum 

8R-A3. Бактерии (1106) выращивали в течение 18 ч. на LB и MRS бульоне, соответственно, при 37ºС. 

Ночные культуры центрифугировали при 13 000 об/мин, бактерии ресуспендировали в 0.9%-ном NaCl. 

Срок контакта с МПК составлял 30 мин., после чего добавляли гентамицин (конечная концентрация 100 

мкг/мл). 

Субпопуляционный состав ILC клеток оценивали на проточном цитофлюориметре CytoFlex S 

(«Beckman Coulter», США). Для окрашивания проб использовали моноклональные антитела 

(«Biolegend», США): FITC anti-human Lineage Cocktail, Pacific Blue anti-human CD45, Alexa Fluor 700 anti-

human CD127, PE/Cyanine7 anti-human CD117(c-kit), PE/Dazzle 594 anti-human CD294(CRTH2). Общий 

фенотип всех трех групп ILC определяли как CD45+Lin-CD127+. Затем в данном гейте ILC1 идентифици-

ровали как CD117-CD294- клетки, ILC2 – CD117-CD294+, ILC3 – CD117+CD294- [Spits et al., 2013]. 

Статистический анализ проводили с использованием парного и непарного t-критерия Стьюдента. Ре-

зультаты представлены в виде среднего и его стандартной ошибки (M±m). 

Результаты и их обсуждение 

Установлено, что после 48 ч. инкубации под действием обеих концентраций Е3 количество ILC1 у 

здоровых доноров увеличивалось, однако достоверных отличий не обнаружено. При добавлении в кле-

точные культуры бактерий E. coli и L. plantarum они обладали самостоятельным активирующим воздей-

ствием на уровень данных клеток, которое также сохранялось и при совместном влиянии с Е3 (табл. 1). 

Таблица 1 

Влияние Е3 и бактериальных штаммов на изменение процентного соотношения ILC клеток 

у здоровых доноров 

[E3 and bacterial strains influence on ILC percentage in healthy donors] 

Воздействие ILC1 ILC2 ILC3 

Контроль 26.61±7.24 47.31±10.20 26.07±3.84 

Е3 (2нг/мл) 31.36±7.56 46.57±10.05 22.05±3.62 

Е3 (20нг/мл) 31.10±4.92 42.07±7.66 26.83±4.32 

L. plantarum 49.60±8.26* 33.13±9.13 17.29±5.46 

L. plantarum + Е3 (2нг/мл) 38.39±9.58 45.84±10.86 15.76±4.28* 

L. plantarum + Е3 (20нг/мл) 55.28±8.06* 27.58±6.74* 17.13±2.18* 

E. coli 41.28±10.41* 42.67±10.55 15.47±2.59* 

E. coli+Е3 (2нг/мл) 45.56±8.50* 35.25±8.85 19.69±3.88 

E. coli+Е3 (20нг/мл) 38.70±8.66* 43.20±9.75 18.09±1.75* 

Примечание: * – p < 0.05 по сравнению с контролем. 

Процент ILC1 клеток больных РС превышал таковой у здоровых доноров более чем в 2 раза (табл. 1, 

2). Под влиянием Е3 в концентрации, соответствующей I триместру беременности, их количество снижа-

лось. Однако в комбинации с E. coli гормон в этой же дозе обладал стимулирующим эффектом на про-

центное соотношение данных клеток. При добавлении в культуры L. plantarum уровень ILC1 имел тен-

денцию к увеличению, однако статистически достоверного действия данный штамм бактерий не оказал 

(табл. 2). Поскольку ILC1 ответственны в основном за элиминацию внутриклеточных патогенов, о воз-

можности их взаимодействия с комменсальной микрофлорой практически ничего не известно, кроме 

того факта, что грамотрицательные бактерии способны повышать продукцию IFN-γ данным типом кле-

ток [Gury‐BenAri et al., 2016]. В данном исследовании использовались не выделенные ILC, а МПК в це-

лом, вследствие чего исключить влияние других клеток было невозможно, поэтому представляется веро-

ятной активация ILC1 комменсальной микрофлорой не напрямую, а опосредованно при участии денд-

ритных клеток, которые при бактериальном воздействии способны продуцировать IL-12, необходимый 

для стимуляции ILC1 [Moro, Koyasu, 2015]. 

Е3 и оба используемых штамма бактерий не оказали статистически значимого влияния на изменение 

уровня ILC2 здоровых доноров. Однако совместная инкубация с Е3 в концентрации, соответствующей III 

триместру беременности, и L. plantarum привела к снижению количества данных клеток (табл. 1). Уро-

вень ILC2 у больных РС был более чем в 2 раза ниже, чем у здоровых доноров (табл. 1, 2). Под воздей-

ствием Е3 в концентрации, соответствующей III триместру беременности, процент этих клеток увеличи-

вался (табл. 2). Штаммы E. coli и L. plantarum не оказали выраженного влияния на исследуемый пара-

метр. Известно, что ILC2 играют потенциально протективную роль при аутоиммунном нейровоспалении, 

в отличие от подтипов ILC1 и ILC3 [Russi et al., 2018]. Недавно было установлено, что при аллергиче-

ском иммунном ответе агонист эстрогенового рецептора α способен повышать как количество альвео-
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лярных ILC2, так и продукцию ключевого для их дифференцировки цитокина IL-33 [Cephus et al., 2021]. 

Возможно, Е3 именно при патологических условиях способен проявлять свой потенциал в отношении 

стимуляции ILC2. 

Таблица 2 

Влияние Е3 и бактериальных штаммов на изменение процентного соотношения ILC клеток 

у больных РС 

[E3 and bacterial strains influence on ILC percentage in MS patients] 

Воздействие ILC1 ILC2 ILC3 

Контроль 56.63±6.49# 20.05±5.54# 23.32±3.86 

Е3 (2нг/мл) 47.83±3.59* 23.45±7.91 28.72±5.80 

Е3 (20нг/мл) 51.59±10.13 31.20±9.47* 17.18±6.66 

L. plantarum 70.78±13.22 20.09±12.86 9.12±4.34* 

L. plantarum + Е3 (2нг/мл) 62.74±15.04 24.03±17.45 13.23±5.64 

L. plantarum + Е3 (20нг/мл) 57.60±12.13 26.20±14.74 16.23±6.93 

E. coli 50.44±15.05 27.72±18.71 21.85±8.87 

E. coli+Е3 (2нг/мл) 62.73±8.28* 21.23±9.21 16.06±2.45 

E. coli+Е3 (20нг/мл) 62.22±14.51 24.60±11.10 13.17±4.71 

Примечание: * – p < 0.05 по сравнению с контролем; # – p < 0.05 по сравнению со здоровыми донорами. 

При исследовании процентного содержания ILC3 клеток здоровых доноров установлено, что Е3 не 

влияет на их количество вне зависимости от используемой концентрации. Штамм L. plantarum также не 

обладал самостоятельным статистически достоверным эффектом, однако при совместном действии с Е3 

(в обеих исследуемых дозах) снижал уровень данных клеток. Инкубация МПК с E. coli также приводила 

к уменьшению процента ILC3, причем данное влияние бактерий проявлялось как при самостоятельном 

действии на клетки, так и при совместном влиянии с Е3 в концентрации, соответствующей III триместру 

беременности (табл. 1). Уровни ILC3 клеток больных РС и здоровых доноров в контрольной пробе ста-

тистически значимо не отличались (табл. 1, 2). Е3 также не изменял исследуемый показатель. Наиболее 

выраженный угнетающий эффект выявлен при воздействии на МПК штамма L. plantarum. При совмест-

ном влиянии с гормоном данное действие бактерий нивелировалось, хотя тенденция к снижению коли-

чества ILC3 сохранялась. Штамм E. coli К12 достоверно не влиял на данный показатель, а при дополни-

тельном воздействии Е3 также обнаруживалась тенденция к уменьшению числа исследуемых клеток 

(табл. 2). Основная роль ILC3 в норме сводится к защите кишечника от патогенных бактерий [Satoh-

Takayama et al., 2008]. Кроме того, они способствуют формированию толерантности CD4+ лимфоцитов к 

комменсальной микрофлоре [Hepworth et al., 2015]. Исходя из вышесказанного, снижение количества 

ILC3 под воздействием симбиотической флоры, установленное в данном исследовании, кажется законо-

мерным. При РС ILC3 клетки в основном проявляют свое негативное провоспалительное действие непо-

средственно в мозговых структурах, где они презентируют антигены аутоиммунным Т-лимфоцитам 

[Grigg et al., 2021]. 

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что гормон беременности Е3 и штам-

мы комменсальной микробиоты способны к регуляции фенотипических изменений подтипов ILC клеток. 

При этом ILC1 здоровых доноров оказались наиболее чувствительны к стимуляции бактериальными 

штаммами, что приводит к увеличению численности данной субпопуляции. С другой стороны, эта же 

флора способствует снижению количества ILC3. В отношении клеток больных РС выявлен самостоя-

тельный эффект Е3, чего не наблюдалось у здоровых доноров. Поскольку показано, что ILC клетки обла-

дают пластичностью [Dolati et al., 2017] и один подтип может переходить в другой в зависимости от 

условий и микроокружения, можно предположить, что Е3 и комменсальная микрофлора могут служить 

факторами регуляции данного процесса как у здоровых доноров, так и при РС. 
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