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Изучали влияние рекомбинантного альфа-фетопротеина (АФП) на дифференцировку миелоидных
супрессорных клеток человека (MDSC) в условиях культивирования in vitro в присутствии цитоки-
нов IL-6 (10 нг/мл) и GM-CSF (10 нг/мл). Установлено, что АФП в концентрациях 50 и 100 МЕ/мл
повышал количество MDSC (CD33+HLA-DR-/lowCD11b+) в культуре, при анализе субпопуля-
ций MDSC было показано, что повышение происходило за счет моноцитарных М-MDSC (HLA-
DR–/lowCD33+CD11b+CD14+CD66b–). Не выявлено модулирующего эффекта АФП на гранулоци-
тарные PMN-MDSC (HLA-DR–/lowCD33+CD11b+CD14–CD66b+). Таким образом, впервые проде-
монстрированы эффекты рекомбинантного АФП в отношении дифференцировки MDSC.
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Во время беременности иммунная система ма-
тери подвергается аллоиммунизации фетопла-
центарными антигенами. В результате формиру-
ется динамическое состояние иммунной толе-
рантности, в поддержании которого важную роль
играют белки, ассоциированные с беременно-
стью. Альфа-фетопротеин (АФП) – одноцепо-
чечный гликопротеин (Mr 68–75 кДа, 3–5% угле-
водов), который синтезируется в период раннего
развития эмбриона в желточном мешке, а затем в
печени и желудочно-кишечном тракте плода. Во
время беременности концентрация АФП в крови
растет, достигая значений 150–250 МЕ/мл, после
родов его уровень резко снижается [1].

На данный момент времени роль АФП в регу-
ляции факторов иммунной толерантности в пе-
риод беременности находится в стадии изучения
[2]. Так, известно, что АФП способен регулиро-
вать дифференцировку и функциональную ак-
тивность таких значимых субпопуляций клеток
иммунной системы, как Т-регуляторные лимфо-
циты (Treg), ИЛ-17-продуцирующие Т-клетки

(Th17), Т-клетки иммунной памяти, NK-клетки
[цит. по 3]. Однако до сих пор не исследована
роль АФП в регуляции ключевой популяции кле-
ток, отвечающей за иммуносупрессию – миелоид-
ных супрессорных клеток (myeloid-derived suppres-
sor cells, MDSC). MDSC – гетерогенная популяция
незрелых клеток миелоидного происхождения,
которые при патологических состояниях приоб-
ретают супрессорный фенотип, подавляющий
иммунный ответ [4]. Миелоидные супрессорные
клетки в первую очередь ассоциированы с онко-
логическими процессами: так, известно, что лик-
видация MDSC из опухолевого микроокружения
повышает выживаемость онкологических боль-
ных [5]. С момента открытия MDSC накопилось
большое количество данных о фенотипе, функ-
циях и механизмах действия MDSC, в том числе
стало известно, что уровень MDSC увеличивается
при многих патологических состояниях, таких
как травматический шок, сепсис, аутоиммунные
заболевания, воспаление и даже старение [6]. С
2014 г. известно, что уровень MDSC повышается
также и во время беременности [7], а затем был
идентифицирован рецептор для АФП (AFPR) на
этих клетках [8].

Таким образом, целью работы являлась оцен-
ка влияния АФП на дифференцировку MDSC че-
ловека в условиях in vitro.

В результате проведенных исследований впер-
вые показано, что АФП в физиологических кон-
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центрациях участвует в регуляции дифференци-
ровки MDSC, повышая количество этих клеток.
Обнаруженные нами эффекты свидетельствуют о
том, что АФП может участвовать в формирова-
нии периферической иммунной толерантности
матери к полуаллогенному эмбриону.

Исследование проводили в соответствии с
Хельсинкской Декларацией ВМА 2000 г. и прото-
колом Конвенции Совета Европы о правах чело-
века и биомедицине 1999 г., на используемую экс-
периментальную схему получено разрешение
Этического комитета “ИЭГМ УрО РАН”
(IRB00010009) от 30.08.2019. В работе использова-
ли мононуклеарные клетки периферической кро-
ви (МПК) доноров, которыми являлись здоровые
небеременные женщины репродуктивного воз-
раста (n = 6). МПК получали центрифугировани-
ем в градиенте плотности фиколла–верографина
(d = 1.077 г/см3). Монокультуры СD33+-клеток
получали методом иммуномагнитной сепарации
с использованием технологии MACS® (“Miltenyi
Biotec”, Германия) из суспензии МПК. Для оцен-
ки влияния АФП на дифференцировку MDSC
использовали экспериментальную модель, осно-
ванную на индукции миелоидных клеток пери-
ферической крови (CD33+) в фенотип MDSC при
помощи цитокинов ИЛ-6 и ГМ-КСФ, где ИЛ-6
создает провоспалительный цитокиновый фон, а
ГМ-КСФ является ростовым сигналом для мие-
лоидных клеток [9]. Таким образом, СD33+-клет-
ки культивировали в 96-луночном планшете в
концентрации 1 × 106 клеток/мл в течение 7 сут
(37°С,  5%СО2) в  полной питательной  среде
(RPMI-1640, 10% FBS, 10 мМ Hepes, 2 мМ L-глу-
тамина (“ICN Рh.”, США) с добавлением пени-
циллина-стрептомицина-амфотерицина (100 мкл
на 10 мл среды, “BI”, Израиль)) и рекомбинант-
ных цитокинов ИЛ-6 (10 нг/мл) и ГМ-КСФ
(10 нг/мл) (“Milteniy Biotech”, Германия). Замена
среды в культуре производилась на 4-е сутки, то-
гда же вносили АФП. В работе использовали ре-
комбинантный препарат АФП (“Prospec”, Изра-
иль) в физиологических концентрациях (10, 50 и
100 МЕ/мл [10]). После этого клетки культивиро-
вались 3 сут, после чего их собирали при помощи
аккутазы согласно рекомендациям производите-
ля (“Capricorn Scientific”, Германия). По оконча-
нии инкубирования производили окрашивание
клеток на жизнеспособность суправитальным
красителем Zombie Aqua (ZA) (“Biolegend”,
США) согласно протоколу производителя. Про-
цент живых (ZA–) клеток в культурах колебался в
пределах 85.5–92.1%, достоверных различий
между культурами выявлено не было.

После стандартных процедур отмывок клетки
окрашивали антителами для цитофлуориметри-
ческого определения процента MDSC (HLA-
DR–/lowCD33+CD11b+) (рис. 1а), а также моноци-

тарных M-MDSC (HLA-DR–/lowCD33+CD11b+C-
D14+CD66b–) и гранулоцитарных PMN-MDSC
(HLA–/lowDR–CD33+CD11b+CD14–CD66b+). Окра-
шивание производили антителами к HLA-DR-
Alexa Fluor 750, CD33-APC, CD11b-Alexa Fluor
405, CD66b-PE и CD14-PerCP (все “R&D Sys-
tems”, США) по стандартной методике поверх-
ностного окрашивания. Определение процента
субпопуляций клеток (MDSC, M-MDSC, PMN-
MDSC) проводили на цитометре СytoFLEX S
(“Beckman Coulter”, США). Файлы данных про-
точной цитометрии были проанализированы с
помощью программы “KALUZA Analysis Soft-
ware”. Статистическую обработку данных осу-
ществляли в GraphPad Prism 8, с использованием
непараметрического критерия Манна–Уитни.

Для оценки эффектов АФП на дифференци-
ровку MDSC использовали индукционную мо-
дель, в которой присутствие провоспалительного
цитокина ИЛ-6 создает провоспалительный ци-
токиновый фон, а ГМ-КСФ является ростовым
сигналом для миелоидных клеток. Показано, что
самостоятельный эффект индукции клеток цито-
кинами заключался в достоверном повышении
уровня MDSC (c 1.54 ± 0.97 до 8.88 ± 2.63; n = 6),
что свидетельствует об адекватности выбранной
экспериментальной модели.

Установлено, что рекомбинантный АФП в
концентрациях 50 и 100 МЕ/мл повышал уровень
MDSC человека в культуре миелоидных клеток
человека (рис. 1а, 1б). При анализе субпопуляци-
онного состава MDSC было показано, что АФП
повышал уровень M-MDSC (10 и 100 МЕ/мл), не
влияя на количество PMN-MDSC (рис. 1в). Дан-
ный результат можно интерпретировать как фе-
топротективный эффект АФП, поскольку повы-
шение уровня MDSC в период беременности ас-
социируется с подавлением иммунного ответа на
отцовские антигены.

Известно, что уровень PMN-MDSC увеличи-
вается в периферической крови здоровых бере-
менных женщин на всех стадиях беременности по
сравнению с небеременными, тогда как число
M-MDSC остается без изменений [7]. Плацентар-
ные PMN-MDSC эффективно подавляют Т-кле-
точный ответ, одновременно поляризуя CD4+-
лимфоциты в фенотип Th2 [11]. Вероятно, PMN-
MDSC играют важную роль в индуцировании и
поддержании толерантности к антигенам плода,
что позволяет рассматривать их как перспектив-
ную мишень терапевтического манипулирования
при осложнениях беременности. Довольно инте-
ресно, что в нашем исследовании рекомбинант-
ный АФП не влиял на дифференцировку PMN-
MDSC, но повышал уровень M-MDSC. По-види-
мому, это связано со структурными отличиями
нативного и рекомбинантного АФП. В ситуации
in vivo фетальный АФП в материнском кровотоке
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Рис. 1. Влияние АФП на уровень MDSC в культурах изолированных миелоидных клеток (CD33+), индуцированных
цитокинами IL-6 и GM-CSF (n = 6; M(Q1–Q3)).
(а) Уровень MDSC (CD33+CD11b+) от HLA-DR–/low клеток в культуре на примере одного эксперимента, представ-
лены контроль и проба АФП 50 МЕ/мл, (б) влияние АФП на общий уровень MDSC (CD33+CD11b+) в культуре, (в)
влияние АФП на уровень М-MDSC и PMN-MDSC в культуре.
Примечание: * – достоверные (p < 0.05) по U-критерию Манна–Уитни различия с контролем.
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становится трансформированным АФП (tAFP).
Особенность этой формы заключается в том, что
вследствие частичного разворачивания нативной
полноразмерной молекулы появляется скрытый пе-
тидный эпитоп, состоящий из третьего домена АФП
(34 а/к) [12]. По-видимому, нативный АФП регули-
рует прежде всего полиморфноядерные MDSC, в то
время как рекомбинантная форма АФП больше вза-
имодействует с моноцитарными MDSC.

Известно, что рекомбинантный АФП, конъ-
югированный с токсинами, способен вызывать
гибель MDSC [13], что является платформой для
создания новых противоопухолевых препаратов.
Однако до сих пор не был исследован самостоя-
тельный эффект АФП на дифференцировку
MDSC. Возможно, повышение уровня MDSC в
культурах с рекомбинантным АФП можно рас-
сматривать как позитивный иммунофармаколо-
гический эффект для его применения в терапии
аутоиммунных заболеваний. В целом мы впервые
продемонстрировали стимулирующее влияние
рекомбинантного АФП на процесс дифференци-
ровки MDSC человека в условиях in vitro.
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EFFECT OF ALPHA-FETOPROTEIN ON THE DIFFERENTIATION 
OF MYELOID SUPPRESSOR CELLS

S. A. Zamorinaa,b,#, K. Yu. Shardinaa, V. P. Timganovaa, M. S. Bochkovaa,b, S. V. Uzhviyuka, 
M. B. Rayeva,b, and Academician of the RAS V. A. Chereshneva,b

a Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch of Russian Academy of Sciences, Perm, Russian Federation
b Perm State National Research University, Perm, Russian Federation

#e-mail: mantissa7@mail.ru

The effect of recombinant alpha-fetoprotein (AFP) on human myeloid suppressor cell (MDSC) differentia-
tion in vitro in the presence of IL-6 (10 ng/mL) and GM-СSF (10 ng/mL) cytokines was investigated. It was
found that AFP at concentrations of 50 and 100 IU/mL increased the amount of MDSC (HLA-DR–/low-
CD33+CD11b+) in culture. Analysis of MDSC subpopulations revealed that the increase was due to mono-
cytic M-MDSC (HLA-DR–/lowCD33+ CD11b+CD14+CD66b–) but not granulocytic PMN-MDSC
(HLA-DR–/lowCD33+ CD11b+CD14–CD66b+). This is the first time that the effects of recombinant AFP
on MDSC differentiation have been demonstrated.

Keywords: alpha-fetoprotein (AFP), immune tolerance, myeloid suppressor cells (MDSC), pregnancy
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