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ВВЕДЕНИЕ

Во время беременности иммунная система 
матери подвергается аллоиммунизации фе-
топлацентарными антигенами. В результате 
формируется динамическое состояние иммун-
ной толерантности, в поддержании которого 
важную роль играют белки, ассоциированные 
с беременностью. Альфа-фетопротеин (АФП) –  
одноцепочечный гликопротеин (Mr 68–75 кДа, 
3–5% углеводов), который синтезируется в пе-
риод раннего развития эмбриона в желточном 
мешке, а затем в печени и желудочно-кишечном 
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тракте плода. Во время беременности концен-
трация АФП в крови растет, достигая значений 
150–250 МЕ/мл, после родов его уровень резко 
снижается [1].

АФП способен проникать через фетопла-
центарный барьер в материнский кровоток, 
при этом часть его молекул (около 10%) меняет 
свою конформацию, становясь так называемым 
трансформированным АФП (tAFP) [2]. tAFP 
обладает структурной особенностью, связанной 
с частичным разворачиванием нативной полно-
размерной молекулы, вследствие чего появля-
ется скрытый пептидный эпитоп. В сыворотке 
беременных женщин идентифицированы пол-
норазмерный АФП и tAFP [2], взаимодействую-
щие с клетками иммунной системы. Невзирая 
на то, что иммуносупрессивные эффекты АФП 
известны, его роль в формировании иммунной 
толерантности в период беременности остает-
ся мало изученной [3]. В частности, до сих пор 
не исследована роль АФП в регуляции функ-
ций и дифференцировки провоспалительной 
субпопуляции IL-17-про ду ци рую щих Т-хел пе-
ров (Th17). Известно, что физиологическая бе-
ременность сопровождается снижением Th17 
в периферической крови в сравнении с небере-
менными женщинами [4]. Повышение уровня 
Th17, в свою очередь, ассоциировано с пато-
логическими процессами и может приводить 
к преждевременным родам или спонтанному 
аборту [5]. IL-17, являясь основным цитокином 
Th17, вызывает синтез IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8 
и ряда других воспалительных факторов, ини-
циируя, таким образом, развитие воспалитель-
ной реакции. Известно, что IL-17 играет важную 
роль в патофизиологии ревматоидного артри-
та [6], а во время беременности симптомы этого 
заболевания становятся менее выраженными.

Таким образом, целью работы являлась оценка 
влияния АФП на цитокиновый профиль Т-хел-
перов, индуцированных в фенотип Th17.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводили в соответствие 
с Хельсинской Декларацией ВМА 2000 г. и про-
токолом Конвенции Совета Европы о правах 
человека и биомедицине 1999 г., на используе-
мую экспериментальную схему получено разре-
шение Этического комитета «ИЭГМ УрО РАН» 
(IRB00010009) от 12.06.2016. В работе использо-
вали мононуклеарные клетки периферической 
крови (МПК) доноров, которыми являлись 
здоровые небеременные женщины репродук-

тивного возраста (n=11). Клетки получали цен-
трифугированием в градиенте плотности фи кол-
ла-ве ро гра фи на (d = 1,077 г/см3). Монокультуры 
СD4+-клеток (Т-хелперы) получали методом 
иммуномагнитной сепарации с использованием 
технологии MACS® (“Miltenyi Biotec”, Герма-
ния) из суспензии МПК. После сепарации в по-
лученных монокультурах Т-хел пе ров подтверж-
дали отсутствие моноцитов (СD14+), NK-кле ток 
(CD16+) и В-лимфоцитов (CD19+). Выделен-
ные Т-хел пе ры культивировали в 96-луночных 
планшетах (концентрация 106 клеток/ мл) в пол-
ной питательной среде (ППС), содержащей 
RPMI-1640 c L-глу та ми ном, (“Sigma-Aldrich”, 
США), 10% ЭТС (“Sigma-Aldrich”), 10 мМ Hepes 
(“Amresco”, США) и 30 мкг/мл гентамицина 
(“KRKA”, Словения), в течение 48 ч при 37 °C 
во влажной атмосфере, содержащей 5% СO2. 
В качестве контроля использовали образец, где 
вместо белка добавляли ППС. В работе исполь-
зовали физиологические концентрации (10, 50 
и 100 МЕ/мл [7]) нативного (не рекомбинантно-
го) препарата АФП (“Биалекса”, Россия), полу-
ченного из сыворотки крови беременных жен-
щин. Эти концентрации АФП соответствовали 
таковым в периферической крови матери в ди-
намике беременности. В качестве активатора 
Т-лим фо ци тов использовали T-Cell Activation/
Expansion Kit human (TCR-ак ти ва тор) (“Miltenyi 
Biotec”) –  частицы MACSiBeadТМ, покрытые ан-
тителами к CD2, CD3, CD28 человека. Для ин-
дукции лимфоцитов в фенотип Th17 в культуры 
вносили рекомбинантные цитокины IL-1β и IL-6 
(по 10 нг/ мл, «Miltenyi Biotec», Германия) [8]. 
Конверсию клеток в Th17 подтверждали, оце-
нивая уровень экспрессии транскрипционного 
фактора ROR-γt [9] методом проточной цитоме-
трии. Было установлено, что под воздействием 
TCR-ак ти ва то ра и провоспалительных цитоки-
нов (IL-1β и IL-6) количество Th17-клеток со-
ставляло 77,90±8,30% против 1,14±0,97 (n=11) 
в пробах без активаторов.

После 48 ч инкубации методом проточной 
флуориметрии (мультиплексный анализ, Lu-
minex xMAP) в супернатантах культур Th17-
кле ток определяли содержание следующих ци-
токинов и хемокинов: IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, 
IL-8, IL-10, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN-γ, 
MCP-1, MIP-1α, TNF-α. Метод представляет 
собой мультиплексную иммунную реакцию, 
протекающую на микрочастицах, на которых 
сорбированы соответствующие антитела, с их 
последующим проточным флуоресцентным 
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анализом и одновременным определением кон-
центрации исследуемых цитокинов. Процедуры 
осуществляли согласно протоколу “Bio-Plex Pro 
Human Th17 Cytokine Panel”. Результаты реги-
стрировали с помощью автоматического фото-
метра для микропланшетов Bio-Plex (Bio-Plex® 
200 Systems, “Bio-Rad”, США) и программы 
Bio-Plex Manager (“Bio-Rad”). Статистическую 
обработку данных проводили с помощью про-
граммы STATISTICA 8.0. Достоверность разли-

чий оценивали при помощи парного критерия 
Вилкоксона.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для оценки эффектов АФП на продукцию 
цитокинов Т-хелперами использовали актива-
ционную модель, которая имитирует процесс 
взаимодействия Т-лимфоцитов с ан ти ген-пре-
зентирующими клетками (АПК) в присутствии 

Таблица 1. Влияние АФП на продукцию цитокинов и хемокинов активированными Т-хелперами (n=11)

Цитокины/
хемокины, 
пг/мл

Контроль (без 
активаторов)

Контроль АФП 
10 МЕ/мл

АФП 
50 МЕ/мл

АФП 
100 МЕ/мл

(+TCR-активатор; +IL-1β и IL-6)
IL-2 5,13 

(2,85–9,92)
335,63 

(245,64–442,40)*
466,42 

(261,81–1097)
872,52 

(449,52–1271)#
867,62 

(301,39–1616)#
IL-4 0,29 

(0,15–0,41)
11,70 

(10,66–13,06)*
12,78 

(11,36–13,48)
12,31 

(11,93–13,75)
13,31 

(12,19–13,95)
IL-5 7,05 

(5,59–14,76)
275,23 

(255,28–292,34)*
301,86 

(280,97–346,64)
285,92 

(274,07–328,66)
281,29 

(266,54–361,13)
IL-7 0,55 

(0,25–0,55)
2,44 

(2,08–2,63)*
2,47 

(2,22–2,83)
2,63 

(1,79–3,19)
2,32 

(2,09–2,63)
IL-8 2088 

(1562–2412)
2568 

(1774–3204)
2048 

(1685–2892)
2546 

(1793–3721)
2274 

(1773–3727)
IL-10 5,65 

(3,20–9,54)
1125 

(968–1605)*
1652 

(865–756)
1581 

(1426–1720)
1642 

(919–1874)
IL-12(p70) 3,10 

(2,30–4,39)
7,18 

(6,19–8,15)*
8,86 

(7,41–9,70)
7,89 

(6,84–9,08)
7,97 

(7,18–9,00)
IL-13 0,46 

(0,37–0,63)
360,56 

(301,15–506,65)*
414,66 

(327,31–539,86)
486 

(309–1193)
389,33 

(298,80–1193)
IL-17 8,89 

(6,34–11,59)
7836 

(6093–8037)*
7986 

(7675–8135)
7996 

(7213–809)
7968 

(4087–8098)
G-CSF 9,75 

(5,76–17,83)
35,45 

(25,44–42,35)*
24,73 

(16,66–29,69)#
35,23 

(29,24–39,32)
30,15 

(25,72–40,34)
GM-CSF 0,92 

(0,53–1,90)
651,87 

(524,99–786,04)*
453,11 

(367,75–525,29)#
487,65 

(433,28–601,59)
542,61 

(416,70–1008,52)
IFN-γ 1,12 

(0,77–2,09)
987,56 

(746,74–1142,26)*
1153 

(857–1173)
1136 

(781–1183)
800,66 

(768,06–1075)#
MCP-1 42,12 

(41,58–65,42)
39,62 

(37,53–43,76)
43,10 

(39,70–47,51)
46,13 

(37,77–50,55)
40,04 

(38,95–51,81)
MIP-1β 166,53 

(113,57–206,53)
1844 

(1702–1878)*
1881 

(1863–1899)
1879 

(1862–1908)
1890 

(1877–1917)
TNF-α 55,69 

(36,22–166,80)
7357 

(6550–11423)*
7689 

(5051–14807)
7617 

(5586–14886)
8846 

(5219–15005)

Примечание: данные представлены в виде Me (Q1 –  Q3); * –  достоверные (p <0,05) по w-критерию Вилкоксона различия 
между контролем без активатора и контролем с активаторами; # –  достоверные (p <0,05) по W-критерию Вилкоксона 
различия между контролем с активаторами и пробами с АФП.
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провоспалительных цитокинов (IL1β+IL6) [8]. 
Взаимодействие Т-хелперов с TCR-ак ти ва то-
ром, заменяющим в системе in vitro АПК, ини-
циирует такие процессы, как активация, диффе-
ренцировка и продукция цитокинов. Показано, 
что самостоятельный эффект активации клеток 
заключался в достоверном повышении про-
дукции следующих цитокинов: IL-2, IL-4, IL-5, 
IL-7, IL-10, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN-γ, 
MIP-1α, TNF-α (Таблица 1), что свидетельству-
ет об адекватности выбранной эксперименталь-
ной модели.

При анализе цитокинового профиля было 
установлено, что АФП не влиял на IL-4, IL-5, 
IL-7, IL-8, IL-10, IL-17, MCP-1, MIP-1α, TNF-α. 
Однако, показано, что АФП в концентрациях 50 
и 100 ME/мл стимулировал продукцию IL-2 ак-
тивированными Т-хелперами. Помимо этого, 
низкая концентрация АФП (10 ME/мл) снижала 
продукцию колониестимулирующих факторов 
G-CSF и GM-CSF, а высокая концентрация АФП 
(100 ME/мл) –  продукцию IFN-γ (Таблица 1).

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на то, что клеточные культуры 
активированных Т-хелперов более чем на 70% 
состояли из Th17 клеток (CD4+ROR-γτ+), суще-
ствует вероятность, что часть цитокинов про-
дуцируется Th1-клет ка ми. Именно поэтому 
корректнее говорить в цитокиновом профиле 
активированных Т-хел пе ров. Итак, АФП в кон-
центрациях 50 и 100 ME/мл стимулировал про-
дукцию IL-2 активированными Т-хел пе ра ми. 
Известно, что активация Т-лим фо ци тов тесно 
связана с аутокринной продукцией IL-2, ко-
торый запускает пролиферацию Т-кле ток и их 
дифференцировку. Важно отметить, что IL-2 
необходим для развития Т-ре гу ля тор ных лим-
фоцитов (Treg), увеличение количества которых 
ассоциировано с успешной беременностью [10]. 
Современная парадигма предполагает преобла-
дание Treg над Th17 во время нормальной бе-
ременности, что необходимо для обеспечения 
фетопротекции [11]. Помимо этого, снижение 
продукции IFN-γ, ключевого цитокина Th1-от-
ве та, также способствует формированию про-
тивовоспалительного цитокинового профиля. 
По-видимому, повышение уровня IL-2, и сни-
жение уровня IFN-γ под воздействием АФП 
может играть важную роль в процессе форми-
рования иммунной толерантности.

В то же время, GM-CSF вовлечён в обеспе-
чение имплантации и прогрессирования бере-

менности in vivo, и его экспрессия повышается 
в матке и в сыворотке в период оплодотворения, 
имплантации и на ранних сроках беременности. 
Экспрессия GM-CSF запускается хориониче-
ским гонадотропином [12], основным гормоном 
беременности плацентарного происхождения. 
АФП, наряду с другими белками беременности, 
по-видимому, осуществляет реципрокную ре-
гуляцию синтеза GM-CSF.

Важно отметить, что в данной работе мы 
изучали нативный препарат АФП, полученный 
из крови беременных женщин, что позволяет 
интерпретировать полученные данные как роль 
сывороточного АФП в формировании перифе-
рической иммунной толерантности на уровне 
организма матери. В частности, нами впервые 
показано, что АФП участвует в регуляции цито-
кинового профиля активированных T-хелперов, 
повышая уровень IL-2 и снижая уровень IFN-γ. 
Вероятно, данные изменения в ситуации in vivo 
ведут к формированию необходимого для нор-
мальной беременности преобладания Treg над 
Th17. В итоге, полученные данные демонстри-
руют новые аспекты регуляции цитокиновой 
сети со стороны АФП.

ВЫВОДЫ

В результате проведенных исследований 
впервые показано, что АФП участвует в регу-
ляции цитокинового профиля активированных 
T-хел пе ров, повышая уровень IL-2 и снижая 
уровень IFN-γ. Обнаруженные нами эффекты 
свидетельствуют о том, что сывороточный АФП 
участвует в формировании периферической 
иммунной толерантности матери к полуалло-
генному эмбриону.

Работа выполнена в рамках государственного 
задания, номер госрегистрации темы: 01201353248 
(«ИЭГМ УрО РАН»), программы повышения 
конкурентоспособности (5–100) и субсидии «Ор-
ганизация проведения научных исследований 
20.4986.2017/ВУ» БФУ им. И. Канта.
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© 2019     S. A. Zamorina1*, L. S. Litvinova2, N. M. Todosenko2, V. P. Timganova1, 
M. S. Bochkova1, K. Y. Shardina1, P. V. Khramtsov1, M. B. Raev1, 

V. A. Chereshnev1

*E-mail: mantissa7@mail.ru
1«Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms Ural Branch Russian 

Academy of Sciences», Perm, Russia;
2Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia

Received: 27.05.2019.  Accepted: 30.06.2019

The eff ect of alpha-fetoprotein (AFP) on the pro-infl ammatory cytokine profi le of activated T-help-
ers, polarazed in phenotyp of Th17. It was found that AFP did not aff ect the level of IL-4, IL-5, IL-7, 
IL-8, IL-10, IL-17, MCP-1, MIP-1α, TNF-α, but in high concentrations (50, 100 IU/ml) increased 
IL-2 production by activated T-helper cells. At the same time, AFP in high concentration (100 IU/ml) 
suppressed the synthesis of IFN-γ, and in low (10 IU /ml) synthesis of G-CSF and GM-CSF. Thus, new 
aspects of the AFP action regarding the regulation of the cytokine network of Th17 are demonstrated.
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