
Министерство науки и высшего образования  

Российской Федерации 

 

Федеральное государственное бюджетное учреждение науки 

Пермский федеральный исследовательский центр  

Уральского отделения Российской академии наук   

 

Институт экологии и генетики микроорганизмов  

Уральского отделения Российской академии наук   

 

 
 

На правах рукописи 

 

Шардина Ксения Юрьевна 

 

РОЛЬ ФЕТОПЛАЦЕНТАРНЫХ БЕЛКОВ В РЕГУЛЯЦИИ 

ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ И ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 

МИЕЛОИДНЫХ СУПРЕССОРНЫХ КЛЕТОК 

 

 

3.2.7. Иммунология 

 

 

Диссертация  

на соискание ученой степени кандидата биологических наук 

 

 

Научный руководитель: 

Заморина Светлана Анатольевна 

доктор биологических наук, доцент 

 

 

Пермь – 2024 



2 
 

ОГЛАВЛЕНИЕ 

  С. 

ВВЕДЕНИЕ 5 

ГЛАВА 1 – ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 13 

1.1 – Миелоидны  супрессорные клетки 13 

1.1.1 – Общая характеристика миелоидных супрессорных клеток 13 

1.1.2 –Фенотип миелоидных супрессорных клеток  18 

1.1.3 – Механизмы, при помощи которых миелоидные 

супрессорные клетки реализуют свою активность 

20 

1.1.4 – Роль миелоидных супрессорных клеток в формировании 

иммунной толерантности в период беременности 

25 

1.2 – Белки, ассоциированные с беременностью 28 

1.2.1 – Белки беременности в формировании иммунной 

толерантности 

28 

1.2.2 – Альфа-фетопротеин 28 

1.2.3 – Гликоделин  32 

1.2.4 – Хорионический гонадотропин 35 

ГЛАВА 2 − МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 40 

2.1 – Объекты исследования 40 

2.2 – Белки и их разведения 40 

2.3 – Методы  41 



3 
 

2.3.1  –  Фракционирование мононуклеарных клеток 

периферической крови 

41 

2.3.2 – Иммуномагнитная сепарация CD33+- и CD11b+- клеток 41 

2.4 – Экспериментальные модели культивирования MDSC in vitro 42 

2.4.1 – Схема культивирования миелоидных супрессорных 

клеток из CD33+- клеток периферической крови 

42 

2.4.2 – Схема культивирования миелоидных супрессорных 

клеток из CD11b+- клеток периферической крови 

44 

2.4.3 – Определение иммунофенотипа миелоидных 

супрессорных клеток в культурах методом проточной цитометрии 

45 

2.5 – Оценка внутриклеточного уровня индоламин-2,3-диоксигеназы 

и аргиназы-1 

47 

2.6 – Оценка цитокинового профиля в супернатантах культур 

миелоидных супрессорных клеток 

49 

2.7 – Статистический анализ результатов 50 

ГЛАВА 3 − РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 51 

3.1 – Разработка модели получения миелоидных супрессорных клеток 

из периферической крови человека в системе in vitro 

51 

3.1.1 – Генерация миелоидных супрессорных клеток из CD33+-

клеток 

51 

3.1.2 – Генерация миелоидных супрессорных клеток из CD11b+-

клеток 

52 



4 
 

3.2 – Роль фетоплацентарных белков в регуляции дифференцировки 

миелоидных супрессорных клеток 

55 

3.2.1 – Влияние альфа-фетопротеина, гликоделина и 

хорионического гонадотропина человека на конверсию выделенных 

CD33+-клеток в фенотип MDSC 

55 

3.2.2 – Влияние альфа-фетопротеина, гликоделина и 

хорионического гонадотропина человека на дифференцировку 

CD33+-клеток в субпопуляции MDSC 

58 

3.2.3 – Влияние альфа-фетопротеина, гликоделина и 

хорионического гонадотропина человека на конверсию выделенных 

CD11b+-клеток в фенотип MDSC 

60 

3.2.4 – Влияние альфа-фетопротеина, гликоделина и 

хорионического гонадотропина человека на дифференцировку 

CD11b+-клеток в субпопуляции MDSC 

62 

3.2.5 – Оценка внутриклеточного уровня аргиназы-1 и 

индоламин-2,3-диоксигеназы в культурах CD11b+-клеток после 

культивирования с фетоплацентарными белками 

64 

3.3 – Роль фетоплацентарных белков в регуляции продукции 

цитокинов клетками, индуцированными в фенотип MDSC 

66 

3.3.1 – Анализ цитокинов супернатантов культур CD33+-клеток 67 

3.3.2 – Анализ цитокинов супернатантов культур CD11b+-клеток 68 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 74 

ВЫВОДЫ 83 



5 
 

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 85 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 86 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 89 

Приложение А 112 

Приложение Б 113 

Приложение В 117 

 

 

  



6 
 

ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы исследования и степень ее разработанности. 

Миелоидные супрессорные клетки (myeloid-derived suppressor cells, MDSC) - 

гетерогенная популяция клеток, обладающих мощной подавляющей активностью 

в отношении врожденного и адаптивного иммунитета. У здоровых людей MDSC 

составляют менее 0,5 % среди всех мононуклеарных клеток периферической крови 

(МПК) [4], однако, уровень этой популяции увеличивается при многих 

патологических состояниях, включая воспаление, сепсис, травматический шок, 

аутоиммунные расстройства, онкологические заболевания, а также беременность.  

Большая часть информации об иммуносупрессивной популяции MDSC была 

получена из исследований на моделях опухолей и онкологических больных. 

Несмотря на это, постоянный интерес ученых также нацелен на значимость этих 

клеток при различных патологических, а также физиологических нераковых 

состояниях. Известно, что MDSC играют двойственную роль в организме. С  одной 

стороны индуцируют рост опухоли, стимулируя инвазию и метастазирование, с 

другой – имеют решающее значение в течение 1 триместра беременности. 

Предполагается, что MDSC могут быть объединяющим звеном, способствующим 

формированию иммунной толерантности, а их индукция способствует успешной 

беременности у женщин, склонных к рекуррентным абортам или невынашиванию 

беременности [121].  

Поскольку формирование иммунной толерантности во время беременности 

не ограничивается клетками и тканями, одним из подходов изучения этого 

феномена является понимание функционирования регуляторного континуума, 

формируемого белками беременности [6]. Важность участия фетоплацентарных 

белков в формировании иммунной толерантности подтверждается, тем, что 

продукция компонентов белкового комплекса возрастает в динамике 

беременности. Белково-пептидные гормоны плаценты присутствуют на всех 

этапах гестации и выполняют разнообразные биологические функции, включая 
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иммуномодулирующую. В основе действия гормонов лежит трансдукция сигналов 

внутрь иммунных клеток через наличие на их поверхности рецепторов к этим 

пептидным гормонам. 

Концепция настоящей работы заключается в установлении взаимодействия 

важных белков беременности - альфа-фетопротеина (АФП), гликоделина (ГД) и 

хорионического гонадотропина человека (ХГЧ) с MDSC, поскольку этот вопрос на 

данный момент не исследован. Рабочая гипотеза заключается в том, что белки 

беременности должны стимулировать развитие и функциональную активность 

этих клеток, поскольку в период беременности возникает необходимость подавлять 

иммунный ответ материнского организма на эмбриональные антигены. Важно 

отметить, что иммуносупрессивное действие этих белков уже продемонстрировано 

на разных клеточных звеньях иммунитета, включая регуляторные клетки. 

Актуальность выбранной темы имеет несколько уровней – фундаментальный 

аспект заключается в исследовании вклада конкретных белков беременности 

(АФП, ГД и ХГЧ) в формирование иммунной толерантности к полуаллогенному 

эмбриону посредствам их влияния на дифференцировку «истинных» супрессоров 

иммунитета – MDSC. Прикладной аспект исследования заключается в 

потенциальной возможности применять белки беременности в направленной 

модуляции иммунной толерантности в виде фармакологического препарата. В 

целом, манипулирование MDSC перспективно для терапии как аутоиммунных, так 

и онкологических заболеваний [46]. Известно, что MDSC уже используют в 

качестве мишени для терапевтического воздействия – так, обнаружены агенты, 

способствующие дифференцировке MDSC в зрелые миелоидные клетки - транс-

ретиноевая кислота и витамин D3 [4]. Кроме этого, удаление этих клеток из 

микроокружения опухоли при помощи токсических агентов в настоящее время 

служит одной из стратегий противораковой терапии [43]. 

Цель работы - оценка роли белков беременности альфа-фетопротеина, 

гликоделина и хорионического гонадотропина человека в регуляции 

дифференцировки и функциональной активности миелоидных супрессорных 

клеток человека путем иммунофенотипирования, измерения внутриклеточной 



8 
 

продукции индоламин-2,3-диоксигеназы и аргиназы-1 с одновременной оценкой 

цитокинового профиля.  

Задачи исследования 

1. Разработать схему генерации миелоидных супрессорных клеток в 

условиях in vitro методом направленной цитокиновой индукции CD33+-клеток 

периферической крови человека. 

2. Разработать схему генерации миелоидных супрессорных клеток в 

условиях in vitro методом направленной цитокиновой индукции CD11b+-клеток 

периферической крови человека.  

3. Оценить влияние альфа-фетопротеина, гликоделина и хорионического 

гонадотропина человека на дифференцировку CD33+–клеток в фенотип 

миелоидных супрессорных клеток, учитывая полиморфноядерные и моноцитарные 

субпопуляции миелоидных супрессорных клеток. 

4. Проанализировать влияние альфа-фетопротеина, гликоделина и 

хорионического гонадотропина человека на дифференцировку CD11b+–клеток в 

фенотип миелоидных супрессорных клеток, учитывая полиморфноядерные и 

моноцитарные субпопуляции миелоидных супрессорных клеток. 

5. Оценить влияние альфа-фетопротеина, гликоделина, хорионического 

гонадотропина человека на внутриклеточную продукцию ферментов аргиназы-1 и 

индоламин-2,3-диоксигеназы миелоидными супрессорными клетками, 

сгенерированными в результате культивирования CD11b+–клеток in vitro. 

6. Измерить цитокиновый профиль супернатантов культур в обеих 

разработанных экспериментальных схемах – из CD33+-клеток и из CD11b+-клеток. 

Методология и методы исследования. Работа выполнена с использованием 

методов культивирования in vitro, а также иммунологических и статистических 

методов культивирования. Для достижения цели и выполнения поставленных задач 

были осуществлены: теоретический анализ литературы, лабораторные 

исследования и статистическая обработка данных. Объектами исследования были 

белки беременности – альфа-фетопротеин, гликоделин и хорионический 

гонадотропин человека, а также MDSC. 
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Методы исследования 

1. Культивирование в системе in vitro 

В работе были использованы 2 схемы получения MDSC: 

1) Культивирование CD33+-клеток с дальнейшей цитокиновой индукцией 

(GM-CSF и IL-6) в течение 7 суток; 

2) Культивирование CD11b+-клеток с дальнейшей двухэтапной 

цитокиновой индукцией (GM-CSF, IL-1β и ЛПС) в течение 7 суток. 

2. Иммунологические методы: 

- определение иммунофенотипа полученных культур с использованием 

моноклональных антител (к CD3, CD56, CD19, CD33, CD11b, HLA-DR, CD14, 

CD66b (R&D Systems, США)) методом проточной цитофлуориметрии (Cytoflex S, 

США); 

- внутриклеточное определение уровня ферментов аргиназы-1 (Арг 1) и 

индоламин-2,3- диоксигеназы (ИДО) с помощью фиксации и пермеабилизации 

клеток методом проточной цитофлуориметрии; 

- определение цитокинов (APRIL / TNFSF13, BAFF / TNFSF13B, sCD30 / 

TNFRSF8, sCD163, Chitinase-3-like 1, gp130 / sIL-6Rβ, IFN-α2, IFN-β, IFN-γ, IL-2, 

sIL-6Rα, IL-8, IL-10, IL-11, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-19, IL-20, IL-22, IL-26, IL-27 

(p28), IL-28A / IFN-λ2, IL-29/IFN-λ1, IL-32, IL-34, IL-35, LIGHT / TNFSF14, MMP-

1, MMP-2, MMP-3, Osteocalcin, Osteopontin, Pentraxin-3, sTNF-R1, sTNF-R2, TSLP, 

TWEAK / TNFSF12) супернатантов культур методом мультиплексного анализа по 

технологии Luminex xMAP. 

3. Статистическая обработка результатов 

Статистическую обработку осуществляли в программе «GraphPad Rrizm 8.0» 

с использованием непараметрического критерия (two-way ANOVA), а именно 

дисперсионного анализа – критерия Фридмана. 

Степень достоверности, апробация результатов, личное участие автора. 

Достоверность результатов подтверждается проведением всех этапов работы с 

современными методами исследования и с использованием сертифицированного 

оборудования. Сформулированные в тексте диссертации выводы основаны на 
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фактических результатах, которые проиллюстрированы рисунками и 

сопровождены таблицами. Статистический анализ данных проведен с 

использованием современных методик обработки данных с помощью прикладных 

компьютерных программ MS Office Excel, Microsoft (США), GraphPad Prism 

(GraphPad Software, США).  

Основные положения диссертационной работы представлены и обсуждены 

на следующих конференциях: 24-ой Международной Пущинской школе-

конференции молодых учёных "Биология - наука 21 века» (Пущино, 2020 г.); XII 

Всероссийском конгрессе молодых ученых-биологов с международным участием 

Симбиоз-Россия (Пермь, 2020 г.); Российской конференции с международным 

участием «Экспериментальная и компьютерная биомедицина» (Екатеринбург, 

2021 год);  IX Всероссийской конференции «Иммунология репродукции» 

(Красногорск, 2021); Всероссийской научной конференции с международным 

участием «Фундаментальные и прикладные аспекты биоинформатики, 

биотехнологии и недропользования» (Пермь, 2021), XIII Международной 

конференции ученых-биологов «СИМБИОЗ-РОССИЯ 2022» (Пермь, 2022); 12-ая 

международная конференция «Рецепторы и внутриклеточная сигнализация» 

(Пущино, 2023 г.). 

Личный вклад соискателя состоит в непосредственном участии на всех 

этапах диссертационного исследования. Основная идея, планирование научной 

работы, включая формулировку рабочей гипотезы, определение методологии и 

общей концепции диссертационного исследования проводились совместно с 

научным руководителем – ведущим научным сотрудником ИЭГМ УрО РАН, 

доцентом Замориной Светланой Анатольевной.  

Цель и задачи сформулированы совместно с научным руководителем. Дизайн 

исследования разработан лично диссертантом. Анализ современной отечественной 

и зарубежной литературы по изучаемой проблеме проведен диссертантом 

совместно с научным руководителем. 

Получение и интерпретация данных осуществлялись лично диссертантом. 
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Лабораторные исследования осуществлялись совместно с Лабораторией 

клеточной иммунологии и нанобиотехнологии на базе Института экологии и 

генетики микроорганизмов УрО РАН.  

Статистическая обработка первичных данных, интерпретация и анализ 

полученных результатов, написания и оформление рукописи диссертации, 

представление результатов работы в научных публикациях осуществлялись 

соискателем лично. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Разработка двух схем дифференцировки миелоидных супрессорных 

клеток человека в системе in vitro позволила достигнуть среднем 52,3 % популяции 

миелоидных супрессорных при дифференцировке CD33+-клеток и 44,8 % - при 

дифференцировке CD11b+-клеток среди всех клеток культуры. 

2. Гликоделин угнетает дифференцировку CD33+-клеток, а хорионический 

гонадотропин человека, наоборот, усиливает дифференцировку CD11b+ в фенотип 

общего пула миелоидных супрессорных клеток; гликоделин и альфа-фетопротеин 

стимулируют дифференцировку CD33+- и CD11b+-клеток, а альфа-фетопротеин 

только CD33+-клеток в фенотип моноцитарной субпопуляции миелоидных 

супрессорных клеток в системе in vitro. 

3. Альфа-фетопротеин и хорионический гонадотропин человека не влияют, а 

гликоделин усиливает продукцию индоламин-2,3- диоксигеназы миелоидными 

супрессорными клетками в культуре in vitro; созданные экспериментальные 

условия не способствуют внутриклеточной продукции аргиназы-1 в миелоидных 

супрессорных клетках человека. 

4. Гликоделин стимулирует синтез IL-20 клеточной культурой CD33+-

клеток; альфа-фетопротеин угнетает синтез IL-19, а гликоделин снижает уровни IL-

26, IL-19, TWEAK и IFN-α2 в культуре CD11b+-клеток. 

 

Научная новизна. В рамках диссертационного исследования разработаны 

две собственные схемы получения MDSC из клеток периферической крови 

здорового человека при помощи направленной цитокиновой индукции. Первый 
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метод основан на дифференцировке CD33+-клеток, а второй на - CD11b+-клеток. 

Впервые исследовано влияние белков беременности - альфа-фетопротеина, 

гликоделина и хорионического гонадотропина на дифференцировку общего пула 

MDSC и его субпопуляций M-MDSC и PMN-MDSC, а также проведена оценка 

влияния фетоплацентарных белков на функциональное состояние MDSC с 

помощью измерения внутриклеточной экспрессии ферментов Арг 1 и ИДО. 

Используемые экспериментальные подходы позволили впервые 

продемонстрировать модулирующие влияние фетоплацентарных белков на 

цитокиновый профиль в культурах клеток, индуцированных в фенотип MDSC. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Теоретическая 

значимость настоящей работы состоит в оценке влияния белков 

фетоплацентарного комплекса на иммуноспрессорную популяцию MDSC. 

Полученные данные позволят глубже оценить вклад фетоплацентарных белков в 

формирование толерантности при беременности и изучить механизмы их 

взаимодействия с MDSC. Прикладной аспект исследования заключается в 

потенциальной возможности использовать белки фетоплацентарного комплекса в 

качестве иммунофармакологических препаратов. Разработка собственной модели 

получения MDSC путем последовательной цитокиновой стимуляции также имеет 

теоретическую значимость, фиксируя особенности генерации этих клеток из 

периферической крови здорового человека.  Прикладное значение данной модели 

заключается в потенциальном использовании MDSC в клеточной терапии. 

Результаты диссертационного исследования внедрены в учебный процесс на 

кафедре микробиологии и иммунологии Пермского государственного 

национального исследовательского университета в курс «Иммунология». 

Использование модели генерации MDSC внедрено в деятельность ИЭГМ УрО РАН 

для реализации темы ГЗ AAAA-A19-119112290007-7 и гранта РНФ № 22-25-00378.  

Публикации. По результатам диссертационной работы опубликовано 15 

статей, из них 6 статей– в журналах, включенных в Перечень ВАК для публикации 

результатов диссертационных исследований по специальности 3.2.7. Иммунология 

и/или индексируемых в МБД Scopus, WoS и RSCI.  
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Объем и структура работы. Работа изложена на 120 страницах 

машинописного текста, состоит из введения, обзора литературы, описания 

материалов и методов исследования, результатов собственных исследований, 

обсуждения результатов исследования, выводов, списка сокращений и списка 

литературы и приложений. Список литературы включает 190 источников. Работа 

проиллюстрирована 14 рисунками и 5 таблицами. 
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ГЛАВА 1 − ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

 

1.1 Миелоидные супрессорные клетки 

1.1.1 − Общая характеристика миелоидных супрессорных клеток 

Клетки миелоидного происхождения являются наиболее многочисленными 

ядерными гемопоэтическими клетками в организме человека. Миелоидные клетки 

представляют собой довольно разнородную популяцию клеток, которая включает 

как моноцитарные клетки, такие как моноциты, терминально 

дифференцированные макрофаги и дендритные клетки, так и гранулоцитарные - по 

большей части нейтрофилы, эозинофилы, базофилы, тучные клетки. 

Биологическая роль миелоидных клеток эволюционно сведена к защите организма 

от патогенов и поддержании гомеостаза. Миелопоэз, возникающий в ответ на 

чужеродные раздражители, является нормальной защитной реакцией организма. В 

данном случае активация клеток миелоидного ряда возникает в ответ на довольно 

сильные сигналы, как правило, на макромолекулы, находящиеся на поверхности 

патогенов - PAMP (pathogen molecular complex, патоген-ассоциированные 

молекулярные паттерны) или на эндогенные факторы – DAMP (distress- associated 

molecular patterns, дистресс - ассоциированные молекулярные паттерны), а также в 

форме лигандов toll-подобных рецепторов (TLR) [114]. В данном случае 

происходит активная мобилизация клеток из костного мозга, увеличение 

фагоцитоза, ассоциированного с ним респираторного взрыва, высвобождение, 

главным образом, провоспалительных цитокинов, а прекращаются эти процессы 

при элиминации раздражителя. Наоборот, при хронических заболеваниях, 

аутоиммунных расстройствах, а также при раке, клеткам поступает стойкий, но 

слабый по силе сигнал. Именно такая природа сигнала приводит к умеренному, 

длительному миелопоэзу, характеризующемуся накоплением незрелых 

миелоидных клеток, которые отклоняются от стандартного пути 

дифференцировки. Образующиеся клетки отличаются от классических 
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гранулоцитов и моноцитов по геномным и биохимическим профилям, 

функциональной активности, а также по программе клеточной активации. 

Основная важная отличительная особенность этих клеток- мощное подавление 

различных иммунных ответов в организме [57].  

История изучения клеток, подавляющих иммунный ответ при определенных 

патологических состояниях, началась еще в начале 20-го века. Тогда стало 

известно, что при онкологических заболеваниях происходит развитие 

внемедуллярного гемопоэза и нейтрофилии [159]. Оказалось, что образующиеся 

при этом лейкоциты обладают супрессорной активностью. Позже в 70-х годах 

сообщалось о клетках-супрессорах, которые после трансплантации костного мозга 

не специфически ингибировали МЛР (смешанная лейкоцитарная реакция) [158]. В 

это же время в исследованиях регуляторной роли костного мозга, ученые 

попытались охарактеризовать особые супрессорные клетки, которые ингибировали 

антителообразование в условиях in vitro [49]. При этом такие клетки не несли 

известных маркеров NK-, T- и B- клеток, тогда они получили название «нулевые 

клетки».  

В 2007 году название «супрессорные клетки миелоидного происхождения» 

(MDSC) было введено в научную литературу [58]. Первоначально термин MDSC 

использовали для описания нечетко определенной группы миелоидных клеток с 

мощной регуляторной активностью. В последние годы биологическая роль MDSC 

стала более ясной. 

Миелоидные супрессорные клетки (MDSC, myeloid - derived suppressor cell) 

представляют собой гетерогенную популяцию клеток, обладающих мощной 

подавляющей активностью в отношении врожденного и адаптивного звеньев 

иммунитета. Миелоидные супрессорные клетки считаются малочисленной 

клеточной популяцией. У здоровых людей MDSC составляют менее 0,5 % среди 

всех мононуклеарных клеток периферической крови [4]. Открытым остается 

вопрос о том, какое функциональное значение несут MDSC у здоровых людей. На 

сегодняшний день большинство исследований, посвященных миелоидным 

супрессорным клеткам, ассоциировано с онкологическими заболеваниями. Дело в 
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том, что многочисленные исследования показали тесную связь между накоплением 

MDSC и прогрессированием онкологических заболеваний.  

При раке иммуносупрессивное действие MDSC способствует 

прогрессированию опухоли за счет ингибирования противоопухолевого 

иммунного ответа [28]. Уровень циркулирующих MDSC растет на поздних стадиях 

рака, что говорит о прогрессировании заболевания и образовании метастазов [173, 

25, 186]. Тем не менее, относительно недавно было показано, что уровень MDSC в 

кровотоке увеличивается так же при предраковых состояниях [94]. Исторически 

считалось, что основной мишенью MDSC при онкологиях служат T-клетки, однако 

на данный момент ясно, что MDSC также обладают дополнительными стратегиями 

прогрессирования и метастазирования опухоли, поддерживая благоприятное 

опухолевое микроокружение.  

Большая часть информации о важной иммуносупрессивной популяции 

MDSC была получена из исследований на моделях опухолей и онкологических 

больных. Несмотря на это, постоянный интерес ученых также нацелен на 

значимость этих клеток в нераковых состояниях, при которых необходимо 

подавить чрезмерно активированную иммунную систему. В таких ситуациях 

MDSC показывают другую сторону своей активности, которая выражается в 

поддержании гомеостаза посредствам иммунорегуляции. Такими патологическими 

состояниями являются аутоиммунные заболевания, ожирение, хронические 

инфекции, которые характеризируются стойкими иммунными ответами слабой 

силы.  

Многочисленные исследования показали, что прогрессирование 

аутоиммунных расстройств на мышиных моделях, а также у людей сопровождается 

экспансией MDSC [115]. Несмотря на то, что MDSC, обладая подавляющей 

активностью, накапливаются при аутоиммунных расстройствах, их роль в течении 

данных заболеваний до сих пор не установлена. Дело в том, что разные 

исследования демонстрируют, то положительную, то отрицательную динамику в 

регуляции прогрессирования аутоиммунного заболевания. Например, было 

показано, что уровень MDSC в периферической крови растет у пациентов с 
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системной красной волчанкой (СКВ). Интересно, что частота MDSC коррелирует с 

Th17-ответами и тяжестью заболевания, что демонстрирует патогенную роль этой 

популяции клеток в развитии СКВ [178]. С другой стороны, фенотип и механизмы 

действия MDSC активно изучают на модели другого аутоиммунного заболевания 

– ревматоидного артрита. Ревматоидный артрит (РА) – это хроническое системное 

заболевание соединительной ткани, приводящее к воспалению суставов и 

дальнейшему разрушению хряща и эрозии кости. При изучении РА на модели 

индуцированного коллагеном артрита у мышей было продемонстрировано, что 

накопление супрессорных MDSC происходит в селезенке, а адоптивный перенос 

MDSC снижает тяжесть заболевания путем блокирования провоспалительного 

ответа CD4+- T-клеток. С дальнейшим прогрессированием заболевания MDSC 

теряют свою супрессивную способность и теряют свойство контроля развития 

расстройства [187]. Безусловно, роли MDSC в развитии аутоиммунных 

заболеваний посвящено большое количество исследований по всему миру, но 

приведенные выше данные демонстрируют основное положение по данной 

тематике на сегодняшний день. В отличие от рака и инфекционных заболеваний, 

экспансия MDSC во время аутоиммунных расстройств менее выражена. Возможно, 

это противоречие связано с высокой гетерогенностью миелоидной популяции, 

большой вариабельностью MDSC, а также разной степенью тяжести и 

особенностями микроокружения аутоиммунных заболеваний [170].  

Известно, что воспаление при наличии хронических инфекций в организме 

способствует патогенезу. Недавние исследования показали, что при различных 

хронических инфекциях, вызываемых бактериями, вирусами или грибками, 

уровень MDSC в организме растет. Экспансия MDSC происходит при инфекциях, 

вызванных грамположительными бактериями (M. tuberculosis, Staphylococcus 

aureus), грамотрицательными бактериями (Klebsiella pneumonia, Helicobacter 

pylori, Escherichia coli), а также вирусами (вирус гепатита B, растворимый антиген 

HBV, вирус гепатита C, вирус иммунодефицита человека, вирус гриппа A, вирус 

мышиного синдрома приобретенного иммунодефицита, вирус герпеса мышей 68) 

[45]. Установлено, что прогрессирование заболевания при хронических инфекциях 
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прямо пропорционально увеличению уровня MDSC [28]. В данном случае при 

атаке патогенов разной природы MDSC обладают противовоспалительным 

действием, поддерживая иммунный гомеостаз. 

Несмотря на двойственные данные о роли MDSC при вышеупомянутых 

патологиях, имеют место определенные состояния, при которых повышенный 

уровень MDSC несет положительные эффекты. Так, при ожирении MDSC 

способствуют снижению уровня глюкозы в крови [121], а также уменьшают 

толерантность к инсулину у людей с ожирением [180]. Другое очень важное 

состояние, при котором MDSC демонстрируют положительную динамику, – 

беременность. В случае беременности популяция MDSC поддерживает 

толерантное микроокружение материнского организма к полуаллогенному 

эмбриону. Основная парадигма – индукция MDSC способствует успешной 

беременности у женщин, предотвращая спонтанные аборты, невынашивание, а 

также аномалии плода. Учитывая, что MDSC поддерживает иммунную 

толерантность посредством большого разнообразия механизмов подавления 

иммунного ответа, становится понятным интерес исследователей в области 

потенциального применения свойств MDSC при трансплантации органов и тканей. 

Так, повышение уровня MDSC было впервые описано на крысиной модели 

пересадки почек [47]. Позже стало известно, что уровень MDSC повышается при 

трансплантации костного мозга, сердца и почек, а инфильтрация MDSC в 

трансплантат подавляет частоту или тяжесть болезни трансплантат против хозяина 

[179]. Исходя из данных многочисленных исследований в этой области, 

предполагается, что MDSC взаимодействует с сетью других иммунных клеток, что 

вкупе приводит к положительному исходу трансплантации органов. 

MDSC играют двойственную роль в организме. С одной стороны, 

индуцируют рост опухоли, стимулируя инвазию и метастазирование, с другой – 

имеют решающее значение в течение 1-го триместра беременности. Несмотря на 

активный научный поиск, до сих пор нет четкого понимания того, где 

заканчивается отрицательное влияние MDSC на организм и начинается 

положительное. Экспансия, активация и миграция этих клеток должны быть 
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синхронизированы, поскольку очевидно, что MDSC могут иметь положительный 

эффект при одних условиях и отрицательный при других. 

Из-за фенотипической и функциональной гетерогенности, точный механизм 

того, как MDSC развиваются, накапливаются и функционируют все еще не 

раскрыт. Именно поэтому особый интерес ученых сосредоточен на 

эпигенетической сигнатуре MDSC, которая может дать ответы на проблематичные 

на сегодняшний день вопросы идентификации фенотипа MDSC. 

 

1.1.2 − Фенотип миелоидных супрессорных клеток 

Одним из важных стадий описания клеточных популяций является 

фенотипирование. Сложность состоит в том, что зачастую невозможно определить 

набор уникальных маркеров популяции, поскольку экспрессия поверхностных 

молекул может быть схожей с другими типами клеток. В данном случае имеет 

место понимания плотности экспрессии поверхностных маркеров.  

Характеристика клеточных популяций миелоидной линии, которые 

появляются при различных патологиях, представляет собой большой объем 

данных, касающийся маркеров для их выделения и изучения. Из-за обилия 

различных способов выделения MDSC и выбора отличающихся наборов 

поверхностных маркеров, информация, которая характеризует миелоидные 

супрессорные клетки, достаточно противоречива. В настоящее время до сих пор 

ведутся дискуссии по поводу определения фенотипа MDSC, поскольку это очень 

важная область для идентификации клеток, которая позволит стандартизировать 

MDSC.  

MDSC принято делить на две большие субпопуляции клеток: 

полиморфноядерные или гранулоцитарные (PMN-MDSC, G-MDSC) и 

моноцитарные (M-MDSC). Проблема идентификации этих популяций заключена в 

том, что фенотипически MDSC схожи с нейтрофилами и моноцитами. Несмотря на 

это, существуют определенные способы их различия. Например, M-MDSC 

отличается от моноцитов на основе экспрессии молекулы HLA-DR. PMN-MDSC 

отделяют от нейтрофилов, используя градиентное центрифугирование с помощью 
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фиколл-урографина. Дело в том, что PMN-MDSC представляют фракцию низкой 

плотности, тогда как нейтрофилы являются клетками высокой плотности, поэтому 

после центрифугирования PMN-MDSC останутся в полученной фракции МПК [48]. 

В 2016 году было предложено идентифицировать PMN-MDSC с помощью 

рецептора 1 окисленных липопротеинов низкой плотности лектинового типа (LOX-

1) [37].  

Фенотипическая характеристика MDSC с помощью проточной цитометрии в 

настоящее время относительно унифицирована. Среди мононуклеаров 

периферической крови PMN-MDSC определяются как CD33low 

CD11b + CD14 - CD15 +/ CD66b+, M-MDSC, как CD33+ CD11b + CD14 + HLA-DR - / 

low CD15 -/ CD66b-. При этом обе популяции MDSC характеризуются как Lin-, то 

есть MDSC не экспрессируют основные маркеры NK-клеток (CD56), а также T- и 

B- лимфоцитов (CD3, CD19 соответственно).  

CD33 (сиалогликопротеин, Siglec-3) – трансмембранный протеин, 

расположенный на поверхности миелоидных клеток. В костном мозге CD33 не 

экспрессирован на мультипотентных гемопоэтических стволовых клетках, но 

появляется уже у мультипотентных предшественников (MPP) и далее до более 

поздних стадий созревания миелоидных клеток [15]. CD33 несет на себе 2 

иммунорецепторных ингибиторных мотива на основе тирозина (ITIM), которые 

передают ингибирующие сигналы в клетку. В процессе иммунного ответа CD33 

может действовать как ингибирующий рецептор лигандов.  

CD11b (интегрин αМ)- мембранный гликопротеин, который участвует в 

различных адгезивных взаимодействиях моноцитов, макрофагов, гранулоцитов, а 

также в опосредовании поглощения молекул и патогенов, покрытых белками 

системы комплемента. Таким образом, CD11b – сигнальный рецептор, 

способствующий воспалению [149]. Функциональная роль CD11b для MDSC на 

сегодняшний день не исследована, но именно этот маркер для всех популяций 

MDSC является постоянным и высоко экспрессированным. Этот факт дает 

основание полагать, что CD11b является наиболее подходящим маркером для 
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выделения MDSC. Получение мышиных CD11b+-клеток с целью изучения MDSC 

показало, что супрессорные функции клеток при этом сохранялись [139].  

CD14- GPI- заякоренный поверхностный белок, служащий корецептором 

TLR, опосредуя иммунный ответ на ЛПС [185]. CD14 использует MyD88, TIRAP и 

TRAF6, активируя сигнальный путь NF-κB, который способствует секреции 

цитокинов и воспалению [68]. CD14 связывает электроотрицательные ЛПНП 

(липопротеины низкой плотности) и тем самым опосредует высвобождение 

цитокинов [51]. CD14 является характерным маркером классических моноцитов 

человека [190]. Маркер CD14 используют для идентификации M-MDSC, а 

отсутствие маркера HLA-DR позволяет их отличать от моноцитов [27]. 

CD15 (Lewis или Lex) - тетрасахаридный эпитоп, молекула адгезии, которую 

в основном несут нейтрофилы, эозинофилы, моноциты, макрофаги, тучные клетки 

и миелоидные клетки- предшественники. CD15 способна опосредовать фагоцитоз 

и хемотаксис нейтрофилов [76].  

CD66b (CEACAM 8) - гликопротеин клеточной поверхности, молекула 

адгезии. CD66b является специфическим маркером нейтрофилов [80].  

Обе популяции MDSC – гранулоцитарные и моноцитарные, фенотипически 

схожи с нейтрофилами и моноцитами. Помимо этого, на данный момент не 

найдены маркеры MDSC, которые однозначно могли бы характеризовать эти 

клетки. Очевидно, что одних только поверхностных маркеров недостаточно для 

определения MDSC. Поэтому на сегодняшний день принято дополнительно 

определять функциональную составляющую MDSC, которая в купе с 

поверхностными маркерами может идентифицировать клетки.  

1.1.3 - Механизмы, при помощи которых MDSC реализуют свою 

активность 

Главная особенность MDSC – подавление иммунных реакций путем 

межклеточных взаимодействий и коротко живущих медиаторов [79]. 

Иммуносупрессия является основным признаком, с помощью которого MDSC 

можно отличить от моноцитов и нейтрофилов в периферической крови [170]. 
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Известно, что супрессивное действие этих клеток затрагивает разные звенья 

клеточного иммунитета, однако в первую очередь они подавляют защитное 

действие T-лимфоцитов (Рисунок 1).                    

 

 

 

Рисунок 1 − Механизмы подавления T-лимфоцитов, опосредованные MDSC 

 

MDSC для реализации своих иммуносупрессорных функций используют 

большой спектр механизмов подавления: истощение питательных веществ, 

использование активных форм кислорода и азота, экспрессия ингибирующих 

молекул, продукции супрессорных цитокинов и т.д.  
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Истощение питательных веществ. Одним из самых главных механизмов 

иммуносупрессии для MDSC служит нарушение метаболизма аргинина и 

триптофана. Для этого MDSC используют Арг 1 и индуцибельную NO - синтазу 

(iNOS, NOS2). Арг 1- фермент, участвующий в последнем цикле мочевины, 

который превращает L- аргинин в L- орнитин и мочевину. iNOS – фермент, 

катализирующий образование оксида азота и цитрулина из аргинина, кислорода и 

NADPH. Избыточная концентрация этих ферментов в месте иммунного ответа 

приводит к недостатку важной аминокислоты – аргинина, что подавляет 

экспрессию CD-3չ -цепей TCR [141]. Помимо этого, недостаток L-аргинина 

приводит к блокированию пролиферации и нарушению клеточного цикла T-

лимфоцитов [54].  

Аналогичным способом действует фермент ИДО. ИДО – фермент с 

молекулярной массой 42 кДа, участвующий в метаболизме L-триптофана, который 

катализирует его расщепление до N-формилкинуренина. Индукция ИДО 

происходит STAT-3-зависимым путем, а его избыточная продукция приводит к 

дефициту трпитофана [99] и апоптозу T-лимфоцитов [183]. Кроме того, активность 

ИДО приводит к продукции метаболитов триптофана (кинуренин, 3-

гидроксикинуренин, 3-гидроксиантраниловая кислота), которые влияют на 

нормальное функционирование макрофагов и T-лимфоцитов [52], а также могут 

привести к образованию Treg за счет связывания с арильными углеводородными 

рецепторами [102].  

Так, за счет продукции трех ферментов – Арг 1, iNOS и ИДО, MDSC создают 

условия недостаточности питательной среды, что приводит к подавлению, в 

первую очередь, T-клеточной активности, а также образованию супрессорной 

среды в месте иммунного ответа. 

Использование активных форм кислорода и азота. Продукция активных 

форм кислорода и азота также является одним из основных механизмов 

подавления, который используют MDSC [40, 29]. Введение ингибиторов активных 

форм кислорода (АФК) противодействует подавляющему эффекту MDSC на T-
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клетки, что указывает на важность использования этого механизма для MDSC 

[175].  

MDSC на своей поверхности содержат NADPH-оксидазу- ферментативный 

комплекс, который окисляя NADP+, образует на клеточной поверхности 

супероксид анион - радикал (О 2
-•). iNOS в процессе окисления аргинина образует 

оксид азота (NO) с которым активно начинает взаимодействовать О 2
-•, образуя 

пероксинитрит [122]. Пероксинитрит – сильнейший окислитель, способный 

вызывать повреждения разного рода молекул в клетке. Так, было 

продемонстрировано, что пероксинитрит способен модифицировать молекулы 

TCR-комплекса (T-cell receptor) посредствам нитрования тирозина, меняя его 

взаимодействие с молекулами HLA. В результате происходит ингибирование T-

клеточного ответа [112]. Помимо прочего, супероксид, который продуцируют 

MDSC, активно реагирует также с другими молекулами, такими как пероксид 

водорода (H2O2), гидроскильный радикал (OH•), хлорноватистая кислота (HClO) с 

образованием АФК, которые затем повреждают белки, липиды, нуклеиновые 

кислоты. Это повреждение в итоге приводит к воспалению и способствует апоптозу 

[112]. 

Интересно, что механизм иммуносупрессии с помощью образования АФК 

миелоидными супрессорными клетками, нацелен не только на подавление T-

клеточных иммунных ответов, а также на действие NK-клеток и B-лимфоцитов. 

PMN-MDSC за счет высвобождения АФК способны подавлять ответы NK-клеток 

на аденовирусные векторы и на инфекцию вирусов коровьей оспы [55, 189]. Также 

на модели СПИДа (ретровирусная инфекция LP-BM5) было показано, что 

популяция M-MDSC подавляла B-клеточный ответ в том числе за счет АФК [65, 

136]. PMN-MDSC в свою очередь способны подавлять пролиферацию B-клеток и 

выработку антител путем клеточного контакта с помощью АФК, NO и Арг 1 [88]. 

Экспрессия поверхностных молекул. Для осуществления межклеточных 

взаимодействий и передачи сигнала из внешней среды внутрь клетки существуют 

трансмембранные рецепторы. Трансмембранные рецепторы – белки на 

поверхности мембраны, которые размещены на внешней стороне клетки, а 
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основную сигнальную функцию они выполняют внутри клетки. Трансмембранные 

рецепторы, взаимодействуя с сигнальной молекулой (лигандом), меняют свою 

конформацию или диссоциируют для передачи поступившего сигнала внутрь 

клетки нередко с помощью других вспомогательных молекул, например, 

вторичных мессенджеров. Проявление иммуносупрессивного действия MDSC 

также может происходить за счет экспрессии таких молекул на поверхности 

клеточной мембраны. Например, MDSC могут экспрессировать лиганд к TIM -3 - 

галектин-9 (Gal-9). TIM-3 в свою очередь присутствует на поверхности 

терминально дифференцированных Th1-клеток. Th1 продуцируют IFN-γ, 

повышающий экспрессию Gal-9. Ученые полагают, что таким образом MDSC 

способны регулировать Th1-иммунный ответ, используя сигнальный путь TIM-

3/Gal-9 [145]. 

Также на поверхности MDSC экспрессирован домен 17 металлопептидазы 

ADAM (ADAM17). ADAM17 индуцирует расщепление мембранной молекулы 

адгезии CD62L на T-лимфоцитах. Вследствие этого CD4+ и CD8+- клетки теряют 

способность к миграции в зону воспаления или лимфатические узлы [67]. 

Также на MDSC содержится 5'-нуклеотидаза или CD73 – фермент, 

расщепляющий аденозинмонофосфат до аденозина. Аденозин способен 

ингибировать эффекторные функции T-клеток посредством его взаимодействия с 

аденозиновым рецептором (A2A, A2AR) [119]. 

CD40 – интегральный трансмембранный белок I типа, принадлежащий к 

надсемейству рецепторов фактора некроза опухоли (TNF). Эта молекула 

содержится на многих иммунных клетках, в том числе может содержаться и на 

MDSC. Это было выяснено в 2010 году в эксперименте, демонстрирующем 

способность MDSC индуцировать толерантность T-клеток и накопление T-

регуляторных лимфоцитов (Treg) через экспрессию CD40 [123].   

На сегодняшний день известно, что MDSC могут содержать на своей 

поверхности лиганд программируемой клеточной гибели- PD-L1 [116]. Известно, 

что PD-L1, связываясь со своим лигандом – PD-1, экспрессируемым на T-

лимфоцитах, вызывает анергию и апоптоз этих клеток [116]. 
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Экспрессия цитокинов. Помимо широко известных механизмов супрессии, 

MDSC способны воздействовать на иммунный ответ путем реципрокной регуляции 

MDSC и Treg. Это взаимодействие опосредовано выработкой цитокинов со 

стороны MDSC, которые способствуют активации регуляторных T-лимфоцитов. 

Например, IFN-γ стимулирует MDSC на выработку IL-10 и TGF-β, необходимые 

для индукции Treg [123]. Это клеточное взаимодействие подтверждается также 

большим числом исследований рака [70, 154, 150]. 

MDSC опосредуют свои биологические функции, реализуя довольно 

широкий спектр механизмов, однако они не используют их одновременно. Выбор 

механизма супрессорного воздействия MDSC зависит от микроокружения, места, 

где происходит иммунная супрессия, а также от прогрессирования заболеваний. 

Известно, что разные типы MDSC используют разные механизмы подавления 

иммунного ответа. Так, PMN - MDSC чаще используют подавление T-клеток 

антиген-специфическим образом, а M-MDSC используют механизмы, связанные с 

продукцией NO и супрессорных цитокинов. 

1.1.4 − Роль миелоидных супрессорных клеток в формировании 

иммунной толерантности в период беременности 

Фундаментальной концепцией иммунологии является различие своего и 

чужого, которое формировалось на протяжении длительного времени в процессе 

эволюции. Эта способность иммунитета включает в себя широкий спектр сложных 

молекулярных механизмов, которые слаженно работают в системе. Именно 

поэтому с иммунологической точки зрения беременность является 

парадоксальным состоянием, при котором наполовину чужеродный плод защищен 

от иммунной системы матери ее же иммунной системой. Дело в том, что в процессе 

беременности возникает так называемая иммунная толерантность. Иммунная 

толерантность при беременности – отсутствие у матери иммунной реакции на 

развивающийся плод и плаценту. Иммунную толерантность обеспечивает широкий 

спектр тканево-клеточных механизмов, в том числе и концепция 

«Th1/Th2/Th17/Treg», предполагающая доминирование Th2- и Treg-клеток над 
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Th1- и Th17-лимфоцитами [144]. Первоначально полагали, что материнско-

фетальная толерантность основывается на иммунологии T-клеток, однако на 

данный момент очевидно, что этот феномен намного сложнее и затрагивает разные 

звенья иммунитета.  

Изначально было принято считать, что MDSC возникают при патологических 

состояниях, главным образом при раке, однако в 2011 году впервые было 

обнаружено, что они также образуются в процессе нормально протекающей 

беременности [98] (Рисунок 2).  

 

 

 

Рисунок 2 − Схематическое представление роли миелоидных супрессорных 

клеток (MDSC) во время беременности 

Примечание: PBMC – моноциты периферической крови, PMN-MDSC – 

полиморфноядерные миелоидные супрессорные клетки, Arg1 – аргиназа 1, iNOS – 

индуцибельная NO-синтаза. 
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В физиологических условиях, в период нормально протекающей 

беременности происходит накопление PMN-MDSC в периферической крови 

женщин, при этом их уровень может повышаться в десять раз [77]. Самые высокие 

уровни PMN-MDSC наблюдаются на ранних сроках беременности. Снижение 

концентрации MDSC до уровня небеременных женщин происходит через 

несколько дней после родов [77]. Помимо того, что MDSC содержится в 

периферической крови, показано, что их концентрация увеличивается и в плаценте, 

а именно в децидуальной оболочке и межворсинчатом пространстве [78; 19]. При 

этом важно понимать, что MDSC во время беременности образуются из костного 

мозга матери, что подтверждено генетическим анализом [78]. В большей степени 

увеличение MDSC в организме матери происходит за счет субпопуляции PMN-

MDSC, однако концентрация M-MDSC также возрастает, но менее значительно 

[124; 188]. 

Во время беременности иммунная система матери перенастраивается таким 

образом, чтобы одновременно защищать плод, проявляя иммунную толерантность, 

и при этом не ставить под угрозу защиту собственного организма от патогенов. Это 

состояние модуляции в том числе поддерживается MDSC, которые проявляют свои 

супрессивные эффекты во благо.   

Феномен иммунной толерантности во время беременности обеспечивает не 

только организм матери, но и организм плода. Дело в том, что при гемохориальном 

типе плаценты, происходит тесный контакт плаценты и материнским 

кровообращением, за счет чего клетки плода и матери взаимно проникают друг в 

друга. При этом организм матери распознает чужеродные антигены плода, также, 

как и клетки плода, реагируют на проникающие антигены матери [107]. В связи с 

этим, можно утверждать, что иммунная толерантность поддерживается с двух 

сторон [6]. Очевидно, что формирование иммунной толерантности не ограничено 

клетками и тканями. Один из подходов изучения этого феномена – регуляторный 

континуум, формируемый белками.  
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1.2 − Белки, ассоциированные с беременностью 

1.2.1 − Белки беременности в формировании иммунной толерантности 

Одной из теорий, которая объясняет феномен вынашивания генетически 

чужеродного плода в организме матери – теория гестационной иммуносупрессии, 

которая основана на двух группах фактов [11]. Одна связана со снижением 

иммунологической реактивности материнского организма, а другая со свойствами 

иммунного подавления со стороны фетоплацентарного комплекса. Важность 

участия в формировании иммунной толерантности подтверждается, тем, что 

продукция компонентов фетоплацентарного комплекса растет с развитием 

гестации.  

Во время беременности плод и плацента вырабатывают множество белков и 

гормонов, поступающих в кровоток матери. Белково-пептидные гормоны 

плаценты присутствуют на всех этапах гестации с целью контроля нормального 

протекания беременности. В область их надзора входит регулирование процессов 

созревания лимфоцитов с дальнейшей антигензависимой модуляцией [71]. При 

этом очевидно, что в основе действия гормонов лежит трансдукция сигналов 

внутрь иммунных клеток через наличие на поверхности клеток рецепторов к этим 

пептидным гормонам. 

1.2.2 − Альфа-фетопротеин 

Альфа-фетопротеин (АФП) - гликопротеин плода, с молекулярной массой до 

75 кДа, который включает одну полипептидную цепь (около 600 аминокислот) и 

содержит от 3 до 5 % углеводов. Начиная с четвертой недели беременности, 

висцеральная энтодерма желточного мешка, а позже и печень плода начинают 

выработку АФП [21]. Функциональным аналогом АФП является сывороточный 

альбумин и сразу после рождения АФП заменяется им.  

В процессе беременности АФП выполняет, в первую очередь, транспортную 

функцию. АФП способен связывать, а также переносить различные гидрофобные 

лиганды и ионы металлов [44]. Он переносит низкомолекулярные вещества, такие 
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как билирубин, полиненасыщенные жирные кислоты (ПНЖК), ретиноиды, 

стероиды, флавоноиды от материнского организма плоду [11, 164]. При этом АФП 

связывает ПНЖК сильнее, чем альбумин [125]. Связывание жирных кислот альфа-

фетопротеином в итоге приводит к проявлению механизмов иммуносупрессии 

АФП [110]. 

АФП проникает через плаценту, поэтому он обнаруживается в повышенных 

концентрациях в периферической крови матери, достигая максимума между 30-ой 

и 36-ой неделями беременности [11]. Касательно локализации АФП в организме 

плода, известно, что он обнаруживается во всех тканях и органах, что подтверждает 

важность этого белка в эмбриогенезе. Во время внутриутробного развития, уровень 

АФП в организме плода достигает значений 250 МЕ/ мл, а после рождения 

концентрация белка начинает постепенно уменьшаться, приравниваясь к 

концентрациям АФП взрослого уже к первому году.  

В организме здорового взрослого человека АФП может обнаруживаться в 

минимальных количествах, не превышающих пределы нормы. Любое отклонение 

уровня АФП от нормальных значений указывает на наличие определенных 

патологических процессов в организме. Именно это свойство и позволяет 

использовать измерение уровня АФП в диагностике ряда патологий. 

АФП – один из самых известных опухолевых маркеров, специфичных для 

первичного рака печени, тератокарциномы или половых желез [42]. Дело в том, что 

некоторые раковые новообразования приобретают свойства эмбриональных 

тканей, что и приводит к синтезу белков, характерных для эмбриогенеза. 

Интересно, что при онкологии характерно резкое повышение сывороточного АФП, 

а его незначительное увеличение скорее говорит о патологиях печени, не имеющих 

раковую природу [42].  

Помимо диагностического значения АФП при обнаружении рака и других 

патологий печений, отклоненный от нормы уровень АФП указывает и на патологии 

беременности. Например, существует корреляция между сниженным АФП и 

наличием трисомии по 21-ой хромосоме, а также повышением риска 

преждевременных родов, спонтанных абортов и мертворождении [11]. 
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Повышенные уровни АФП в амниотической жидкости, начиная с 16-ой недели 

внутриутробного развития могут свидетельствовать об аномалиях развития плода. 

Высокие концентрации АФП в крови матери могут указывать на гемолитическую 

болезнь плода, чаще всего при резус-конфликте [22].  

 АФП является одним из представителей семейства альбуминоидов. Помимо 

АФП в это семейство входят: альбумин, витамин D-связывающий протеин и 

афамин. Все эти белки объединены схожей белковой структурой, которая 

характеризуется наличием 3 петлеобразных доменов (Рисунок 3), 

стабилизированных дисульфидными связями [1]. Известно, что около 40 % его 

аминокислотной последовательности совпадает с последовательностью 

альбумина. АФП содержит большое количество сайтов связывания и 

функциональных последовательностей, что свидетельствует о широком спектре 

его функциональной активности [103].  

 

 

Рисунок 3 − Трехмерная структура АФП человека (I, II и III – глобулярные 

домены) [2] 

 

Основной функцией АФП является перенос низкомолекулярных соединений 

от матери плоду. Преодолевая плаценту, АФП попадает в материнский кровоток и 

присоединяет гидрофобные вещества, которые необходимы эмбриону для 

нормального роста и развития. Вернувшись в кровоток плода, АФП вместе с 
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питательными веществами начинает циркулировать до тех пор, пока не обнаружит 

рецептор к АФП, который присутствует на всех клетках эмбриона. Помимо 

эмбриональных клеток, рецептор к АФП экспрессируют также и некоторые 

опухолевые клетки, а также моноциты и макрофаги [104, 105]. В настоящее время 

известно 30 АФП- связывающих рецепторов, которые принадлежат к классу 

рецепторов-мусорщиков. Несколько из них являются интегральными 

трансмембранными белками, которые участвуют в переносе АФП и связанных с 

ним лигандов внутрь клетки путем рецептор-опосредованного эндоцитоза [106]. 

Вероятно, АФП функционирует как аутокринный фактор роста для эмбриональных 

и раковых клеток, а для макрофагов служит фактором активации.  

 

Иммуномодулирующая активность АФП. Альфа-фетопротеин способен 

попадать в материнский кровоток через фетоплацентарный барьер и 

взаимодействовать с клетками иммунной системы. В исследованиях in vitro 

показано, что АФП снижает цитолитические эффекторные функции NK-клеток 

[31]. Позднее было продемонстрировано, что АФП достигает этого эффекта не 

напрямую, а через дендритные клетки [181].  

В исследовании in vitro показано, что АФП способен индуцировать T-

лимфоциты для подавления первичного ответа антител [111], что косвенно 

указывает на существование хотя бы одного АФП-опосредованного механизма 

иммуносупрессии. Однако позже появились данные, которые показали, что этот 

эффект связан с тем, что АФП воздействует на T-клетки не напрямую, а через 

взаимодействие с моноцитами [128]. В связи с этим, была выдвинута гипотеза 

поглощения молекулы АФП моноцитами. Для того, чтобы проверить это 

предположение, биохимическими методами был идентифицирован 

предполагаемый рецептор к АФП (Mr~ 65 кДа). Однако до сих пор этот рецептор 

не охарактеризован. Тем не менее, эти исследования продемонстрировали 

определенное функциональное понимание, которое сводится к тому, что моноциты 

способны поглощать АФП с последующим выделением ими простагландина Е2 

(ПГЕ2) [174].  
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В работе, оценивающей механизмы воздействия АФП на дендритные клетки, 

было показано, что АФП снижает продукцию TNF-α и IL-12 с последующим 

апоптозом ДК [168]. 

В 2016 году стало известно, что АФП в эмбриональных концентрациях 

участвует в контроле функций регуляторных В-лимфоцитов, вызывая апоптоз этих 

клеток [53]. 

В целом, интерес ученых в изучении механизмов действия АФП, а также 

обнаружение определенных иммуносупрессорных свойств демонстрирует 

широкий функциональный потенциал данного белка. Именно это и дает 

перспективы его дальнейшего представления в контексте формирования иммунной 

толерантности. 

1.2.3 − Гликоделин 

Гликоделин (PAEPP) – димерный гликопротеин молекулярной массой от 42 

до 56 кДа, состоящий из 180 аминокислотных остатков. Гликоделин впервые был 

выделен Петруниным и Татариновым в 1976 году и характеризован как антиген 

плаценты [3]. Гликоделин был обнаружен во всех гестационных периодах и 

изначально был отнесен к белку беременности, но позже стало известно, что он 

синтезируется в семенных пузырьках мужчин [182]. 

Существует несколько изоформ гликоделина, названных в зависимости от 

места его синтеза: амниотическая жидкость и эндометрий (GdA), фолликулы 

яичников (GdF), многослойный эпителий и яйценосный холмик (GdC), и семенная 

плазма (GdS). Формы гликоделина имеют различное гликозилирование, что ведет 

к разным биологическим эффектам [160].  Например, гликоделин A и F ингибируют 

связывание сперматозоида с яйцеклетками в женском репродуктивном тракте, а 

гликоделин S не обладает противозачаточной активностью [138]. Изоформа GdC 

имеет эффекты стимулирования связывания сперматозоидов с zona pellucida [140]. 

Гликоделин относят к семейству белков-микроглобулинов, проявляющих 

транспортные функции путем связывания стероидных гормонов и их дальнейшим 

аутокринным переносом в клетки [5]. Гликоделин стимулирует продукцию ХГЧ 
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клетками трофобласта, что указывает на его регуляторное действие во вермя 

беременности [72].  

Экстракт децидуальной ткани, а также в обилии содержащийся в нем GdA 

способен иммуносупрессивные свойства [23]. GdA (PAEP, простаген-

ассоциированный белок эндометрия) − гликопротеин, продуцируемый 

секреторным и децидуализированным эндометрием [84]. В децидульной оболочке 

концентрация GdA достигает максимума на 6-12 неделе беременности [153]. 

Именно в это время происходит развитие плаценты.  

GdA модулирует иммунные клетки на границе мать-плод, принимая участие 

в поддержании нормального протекания беременности [83].  

Иммуномодулирующая активность гликоделина. Подавление иммунного 

ответа во время беременности необходимо для успешной имплантации и 

сохранения беременности. Гликоделин А способен оказывать иммуносупрессивное 

воздействие на эндометрий. Биологическая активность GdA связана с 

взаимодействием его уникальных углеводных боковых цепей с мембранными 

рецепторами сиаловой кислоты (селектины, лектины Ig-связывающего типа), 

присутствующие на различных типах клеток границы мать-плод [30; 81; 85]. 

Механизм ингибирования может быть связан с блокированием синтеза IL-1 

и IL-2, а также снижением активности NK [129; 130]. GdA принимает участие в 

дифференцировке эндометрия, трофобласта NK-клеток и T-лимфоцитов [86, 87]. 

Исследования in vitro, посвященные изучению влияния гликоделина на 

иммунорегуляторные клетки беременных женщин показали, что препарат 

гликоделина повышает активность этих клеток после их совместной инкубации [5].  

GdA может взаимодействовать с молекулой CD45 и вызывать апоптоз T-

лимфоцитов, в частности Th1, тем самым, сдвигая баланс в сторону T-хелперов 

первого типа [83]. Известно, что GdA избирательно подавляет активированные T-

лимфоциты путем митохондриального притока кальция или индукцией апоптоза 

[108, 163], а также ингибирует трансдукцию и пролиферацию T-лимфоцитов [131, 

132]. Не так давно было показано, что GdA способствует дифференцировке 

наивных T-лимфоцитов в фенотип Treg [117]. Таким образом, очевидно, что GdA 
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регулирует общее количество и функциональную аткивность T-лимфоцитов 

децидуальной оболочки. 

Децидуальные макрофаги составляют 20-30 % среди всех 

иммунокомпетентных клеток децидуальной оболочки [50]. В 

предимплантационном периоде моноциты мигрируют в децидуализированный 

эндометрий и дифференцируются в специфические макрофаги [162]. При 

воздействии гликоделином А на макрофаги было показано, что он не влияет на их 

жизнеспособность, фагоцитарную активность и клеточную гибель, однако, 

связывается с L-селектином, индуцируя экспрессию IL-6, который в свою очередь 

подавляет секрецию IFN-γ T-хелперами [85]. Известно, что повышенный уровень 

IFN-γ коррелирует с осложнениями беременности или потерей плода, поэтому 

действие гликоделина может играть важную роль в поддержании иммунной 

толерантности. 

Дендритные клетки децидуальной оболочки малочисленны (около 1 %), 

однако они обеспечивают определенный профиль цитокинов и рецепторов, 

поддерживая иммунную толерантность [161]. GdA подавляет экспрессию 

костимулирующих молекул CD80 и CD83 усиливает экспрессию DC-SIGN, тем 

самым влияя на индуцирование толерогенного фенотипа ДК из моноцитов [151]. 

Также GdA способен менять соотношение IL12/ IL-10 в сторону 

провоспалительного IL-10, и повышать эндопиноцитозную активность ДК, 

усиливая толерантность к антигенам [151]. 

Благодаря наличию уникальных углеводных боковых цепей GdA способен 

взаимодействовать с клеточной поверхностью различных типов клеток на границе 

мать-плод, в частности с трофобластами и иммунными клетками. Дальнейшее 

изучение биологической активности гликоделина и его возможные регуляторные 

функции, реализуемые через взаимодействие MDSC, позволит понять его роль в 

поддержании иммунной толерантности во время беременности. 

1.2.4  − Хорионический гонадотропин 
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Хорионический гонадотропин человека (ХГЧ, hCG) представляет собой 

гетеродимерный гликопротеин с молекулярной массой 36-40 кДа, включающий две 

нековалентно связанные субъединицы – α и β [92]. α- субъединица ХГЧ идентична 

α- субъединицам гонадотропных гормонов гипофиза – лютеотропному гормону 

(ЛГ), фолликулостимулирующему гормону (ФСГ) и тиреотропному гормону 

(ТТГ). Напротив, β- субъединица ХГЧ различна с β- субъединицами ТТГ и ФСГ, но 

примерно на 80 % гомологична ЛГ. Именно уникальность β- субъединицы ХГЧ 

позволяет использовать ее в качестве специфического биомаркера. 

ХГЧ является сложной молекулой, которая существует в разных 

молекулярных формах и участвует в основных репродуктивных процессах [127]. 

Посттрансляционные модификации ХГЧ приводят к появлению пяти известных на 

данный момент различных изоформ: «обычный» ХГЧ (regulary hCG, rhCG), 

гипергликозилированный ХГЧ (H-hCG), свободный β-ХГЧ (hCGβ), 

гипергликозилированный свободный β-ХГЧ (H-hCGβ) и гипофизарный ХГЧ (p -

hCG) [33]. Все они имеют разные биологические функции. Например, гипофизарный 

ХГЧ секретируется исключительно гипофизом, способствует овуляции ооцита, а во 

время менструального цикла совместно с ЛГ контролирует стероидогенез, 

индуцируя выработку андростенодиона и прогестерона в желтом теле. [36]. rhCG 

также индуцирует выработку прогестерона клетками желтого тела на ранних сроках 

беременности и поддерживает правильную имплантацию. rhCG способствует: 

образованию синцитиотрофобласта путем слияния клеток цитотрофобласта [155], 

формированию пуповины [135], росту органов плода [63], ангиогенезу [20]. H-hCG 

синтезируется цитотрофобластом [147]. Именно H-hCG является наиболее 

распространенной изоформой после имплантации, которая действует как как ауто- 

и паракринный фактор, способствующий пролиферации и инвазии клеток 

цитотрофобласта [35]. А вот изотипы hCGβ и H-hCGβ указывают на наличие 

высокоинвазивных процессов, поскольку обе формы поддерживают рост и развитие 

опухолевых клеток, а их появление коррелирует с плохим прогнозом для раковых 

пациентов [34].  
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ХГЧ является одной из первых молекул, принимающих участие в модуляции 

места имплантации. Однако несмотря на то, что экспрессия гена CGB, кодирующего 

структуру β-субъединицы, происходит уже с периода 8-клеточного эмбриона [24], 

активная секреция ХГЧ начинается со стадии бластоцисты [91]. ХГЧ в материнском 

кровотоке обнаруживается уже на 10 день после оплодотворения, а позже он активно 

продуцируется клетками трофобласта [72]. Этот процесс приводит к максимальным 

значениям ХГЧ на 9-11 неделе беременности. Дальнейшее снижение происходит 

потому, что основную функцию ХГЧ - стероидогенез и поддержание желтого тела, 

начинает выполнять плацента. К окончанию первого триместра уровень ХГЧ 

снижается, но остается повышенным по сравнению с небеременными женщинами.  

У ХГЧ нет своего уникального рецептора, для связи с клетками он использует 

один рецептор с ЛГ. Причем для проявления тропной гормональной активности 

необходима только цельная молекула, отдельные субъединицы α и β ей не 

обладают [13]. Интересно, что β-субъединица ХГЧ гомологична TGF-β. 

Существует предположение, что ХГЧ способен блокировать рецептор TGF-β, 

таким образом, отменяя эффекты этого цитокина [34]. 

 

Иммуномодулирующие эффекты хорионического гонадотропина. На ранних 

стадиях процессов имплантации и плацентации эмбриона клетки иммунной 

системы играют очень важную роль. ХГЧ считается ключевой молекулой в этой 

иммунной регуляции. На сегодняшний день нет сомнений в том, что ХГЧ обладает 

иммуномодулирующей активностью, однако большая часть исследований носит 

феноменологический характер. 

Участие иммунных клеток в поддержании беременности по факту 

начинается уже с периода менструального цикла. При выбросе ЛГ происходит 

индукция воспаления, при которой хемоаттрактант CCL20 способствует 

рекрутированию нейтрофилов, моноцитов, NK-клеток, дендритных клеток, а также 

B- и T- лимфоцитов в яичники [32, 167]. ХГЧ, как и ЛГ увеличивает экспрессию 

CCL20 в яичниках, который также приводит к притоку лейкоцитов [14].   
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Показано, что ХГЧ усиливает пролиферацию T- и B-лимфоцитов мышей, а 

его высокие дозы приводят к увеличению гуморального иммунного ответа [95]. В 

исследованиях in vitro ХГЧ способствует стимулированию митоген-

индуцированной пролиферации лимфоцитов и синтезу иммуноглобулинов [165].  

Низкие дозы ХГЧ угнетают пролиферацию и индуцируют апоптоз 

нейтрофилов [156, 157]. У беременных нейтрофилы активно проникают в 

плаценту, децидуальную и плодную оболочки для реализации защитной функции 

тканей плода [120; 61]. Вероятно, ХГЧ может принимать участие в 

контролировании нейтрофилов, чрезмерная активность которых коррелирует с 

неблагоприятными исходами беременности [66, 61]. 

Плацентация эмбриона представляет собой, так называемое состояние 

контролируемого воспаления, при котором M1-макрофаги активно попадают из 

кровотока в децидуальную оболочку, эндометрий и миометрий [133]. После 

имплантации происходит процесс переключения на противовоспалительные M2-

макрофаги для обеспечения толерантности к увеличению чужеродных фетальных 

антигенов. Считается, что этот сдвиг частично поддерживается ХГЧ [134, 56]. С 

другой стороны ХГЧ способен к стимулированию провоспалительных функций 

моноцитов и макрофагов человека, которые в свою очередь стоят на защите плода 

[12, 172]. Таким образом, очевидно, что ХГЧ принимает участие в регуляции 

важного иммунного баланса во время беременности. 

Во время беременности важное значение имеют также маточные NK-клетки, 

которые отличны от периферических низким цитотоксическим потенциалом, а 

также наличием ангиогенного секреторного профиля [60]. Маточные NK являются 

важными клетками в процессах имплантации и плацентации, что подтверждено их 

высоким содержанием в первом триместре беременности [60]. Показано, что ХГЧ 

через сигнализацию маннозного рецептора увеличивает концентрацию 

эндометриальных NK, что в целом положительно влияет на имплантацию 

эмбриона [74].   

Исследования как in vitro, так и in vivo показывают, что ХГЧ способен 

повышать уровень ИДО [166]. Существует несколько направлений 
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иммуносупрессивного действия ХГ по средством ИДО: дефицит триптофана в зоне 

контакта T-лимфоцитов с клетками синцитиотрофобласта; снижение активности 

макрофагов; апоптоз T-лимфоцитов, который индуирован побочными продуктами 

ИДО [52]. 

Принимая во внимание все вышеперечисленные эффекты ХГЧ в регуляции 

иммунного ответа, обеспечивающего толерантность во время беременности, 

становится очевидно, что ХГЧ является важным белком беременности, 

участвующим в сохранении плода.  
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ГЛАВА 2 − МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  

 

 

2.1 − Объекты исследования  

Исследование проводили согласно Хельсинской Декларации ВМА 2000 г.  и 

протоколу Конвенции Совета Европы о правах человека и биомедицине 1999 г. В 

работе были использованы мононуклеарные клетки периферической крови (МПК) 

условно здоровых доноров (женщины 22-42 лет, n=20). От доноров было получено 

добровольное информированное согласие. 

 

2.2 − Белки и их разведения 

В экспериментах использовали физиологические концентрации нативного 

АФП (Биалекса, Россия), соответствующие уровням в периферической крови 

матери в период беременности – для нативного АФП это 10, 50, 150 ME/мл. 

Выбранные концентрации соответствуют I, II и III триместрам беременности. 

Максимальная концентрация гликоделина А к концу первого семестра 

достигает 2 мкг/мл, а максимальная концентрация белка во II триместре - 0,2 

мкг/мл, после чего к третьему триместру уровень GdA снижается и не определяется 

[73]. В исследовании использовали физиологические концентрации 

рекомбинантного гликоделина (MyBioSource, США), которые также 

соответствуют его уровню в периферической крови беременных женщин, а также 

превышающую эти значения концентрацию – 10 мкг/ мл.  

В работе использовали рекомбинантный ХГЧ (Овитрель, Израиль) в 

концентрациях 10 и 100 ME/мл. Выбранные концентрации соответствуют разным 

срокам беременности. На 10-12 неделе беременности концентрация гормона 

достигает 100 МЕ / мл, а в дальнейшем концентрация ХГЧ падает до 10 МЕ/ мл и 

держится до окончания беременности [34]. 

Белки разводили ex tempore полной питательной средой (ППС) (RPMI-1640, 

10% FBS, 10 мМ Hepes («ICN Рh.», США), 2 мМ L-глутамина («ICN Рh.», США) и 
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100 мкг/мл пенициллина-стрептомицина-амфотерицина (100 мкл на 10 мл среды, 

«BI», Израиль)). 

 

2.3  − Методы 

2.3.1 − Фракционирование мононуклеарных клеток периферической крови. 

Для выделения МПК была использована цельная венозная кровь, полученная от 

доноров-добровольцев путем венепункции. Кровь (27-54 мл) забирали в вакуумные 

пробирки с литий гепарином (Weihai Hongyu Medical Devices Co Ltd, Китай), после 

чего разводили в два раза раствором Хэнкса (ПанЭко, Россия). МПК выделяли 

путем наслаивания разведенной крови на градиент плотности фиколла (1,077 г/см3) 

(ДиаМ, Россия) с дальнейшим центрифугированием 40 минут при 400 g. После 

центрифугирования собирали образовавшееся мононоуклеарное кольцо из каждой 

пробирки и дважды отмывали раствором Хэнкса в течение 20-ти минут при 350 g 

и 200 g (1-ая и 2-ая отмывки соответственно). Все отмывки за исключением 

последней (4°С) осуществлялись при комнатной температуре.  

После всех отмывок удаляли супернатант, а осадок доводили до объема 1 мл 

раствором Хэнкса для дальнейшего подсчета общего количества МПК, а также их 

жизнеспособности. Оценка жизнеспособности происходила с добавлением к 

клеткам трипанового синего (Sigma Aldrich, Англия) в соотношении 1:1. Подсчет 

производили в камере Нейбауэра, процент живых клеток при описанных условиях 

составлял не менее 92%. 

2.3.2 - Иммуномагнитная сепарация CD33+- и CD 11b+- клеток. Для того, 

чтобы из полученной клеточной суспензии выделить клетки с определённым 

поверхностным маркером был использован метод позитивной иммуномагнитной 

сепарации по технологии MACS® (Miltenyi Biotec, Германия). Суть метода 

заключается в использовании парамагнитных микросфер, покрытых 

моноклональными антителами против нужного поверхностного антигена 

(MicroBeads-частицы). Микросферы связываются с целевыми клетками, после чего 

полученную смесь пропускают через колонки, наполненные ферромагнитным 
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матриксом, которые закреплены в сепаратор MACS с мощным магнитным полем. 

Искомые клетки задерживаются в колонке (позитивная фракция), а клетки, не 

связавшиеся с MicroBeads-частицами, протекают в пробирку (негативная фракция). 

Полученную суспензию МПК осаждали центрифугированием 10 минут при 

300 g для того, чтобы клетки перевести в буфер Auto Macs Rinse Solution (Miltenyi 

Biotec, Германия) с добавлением 0,5% бычьего сывороточного альбумина (БСА). 

Клетки ресуспендировали в буфере Auto Macs Rinse Solution, содержащем 0,5% 

БСА, из расчета 80 мкл на каждые 107 клеток. К клеткам добавляли парамагнитные 

микрочастицы, конъюгированные с мышиными моноклональными антителами 

против молекулы CD33 или CD11b лимфоцитов человека (Miltenyi Biotec, 

Германия), исходя из расчета 20 мкл частиц на 107 клеток. Полученную смесь 

инкубировали 15 минут при 4°C. После инкубации к смеси клеток с MicroBeads-

частицами производили отмывку центрифугированием в течение 10 минут при 

300g и 4°С. После этого удаляли супернатант и ресуспендировали клетки в том же 

буфере из расчета 500 мкл на 108 клеток. Полученную суспензию вносили в 

колонку, находящуюся в магнитном поле. Колонку трижды промывали буфером, 

затем извлекая ее из магнитного поля сепаратора, элюировали CD33+ или CD11b+- 

клетки. Процедура магнитной сепарации была проведена на холоде. Описанную 

процедуру позитивной селекции осуществляли по протоколу изготовителя набора 

(Miltenyi Biotec, Германия). В результате процедуры сепарации чистота выделения 

CD11b+-клеток составляла 87,23±3,56 %, а чистота выделения CD33+-клеток - 89, 

18 % ±4,13 %. 

2.4 − Экспериментальные модели культивирования MDSC in vitro 

 

2.4.1 - Схема культивирования MDSC из CD 33+-клеток периферической 

крови. Для оценки влияния белков беременности на дифференцировку MDSC 

использовали экспериментальную модель индукции MDSC из CD33+-клеток. В 

работе использовали монокультуры CD33+-клеток, полученные методом 

иммуномагнитной сепарации из МПК доноров - добровольцев (n=6). Для 



43 
 

направленной цитокиновой индукции CD33+-клеток в фенотип MDSC были 

использованы цитокины GM-CSF и IL-6, где GM-CSF выступает в роли ростового 

сигнала для миелоидных клеток, а IL-6 создает необходимый провоспалительный 

фон [82]. Концентрации цитокинов были выбраны методом подбора оптимальных, 

которые показали лучшие результаты предварительной экспериментальной схемы 

(данные не представлены). 

CD33+-клетки в концентрации 1х106 клеток/мл засеивали в 96-луночный 

планшет (Рисунок 4). Клетки культивировали в ППС с добавлением 

рекомбинантных цитокинов IL-6 (10 нг/мл) и GM-CSF (10 нг/мл) (Milteniy Biotech, 

Германия) в CO2 – инкубаторе при 5 % CO2 и 37 °C. Замену среды производили на 

4-е сутки, тогда же вносили белки во всех выбранных концентрациях. Затем клетки 

культивировали еще 3 суток, после чего их собирали при помощи аккутазы 

согласно рекомендации производителя (Capricorn Scientific, Германия). 

 

 

Рисунок 4 − Схема культивирования MDSC из CD33+-клеток 

 

2.4.2 - Схема культивирования MDSC из CD 11b+-клеток периферической 

крови.  

Для направленной дифференцировки MDSC из CD11b+-клеток была 

использована двухстадийная система добавления цитокинов [93]. Суть ее сводится 
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к тому, что на первом этапе происходит «лицензирование» клеток, направленное 

на миелоидный путь клеточного развития. Для этого авторами выбранной 

методики был использован GM-CSF, который является мощным фактором роста 

миелоидных клеток. Второй этап - клеточная активация. Этот этап представляет 

собой процесс инициирования сигнальных путей, с помощью которых клетки 

реализуют свои супрессивные функции. В данной экспериментальной схеме 

такими молекулами-активаторами выступают IL-1β и ЛПС. Выбранные 

концентрации GM-CSF, IL-1 β и ЛПС были подобраны после проведения серии 

пилотных экспериментов (данные не представлены). 

Выделенные из МПК доноров (n=7) CD11b+-клетки в концентрации 1*106 

клеток/мл засеивали в 96-луночный планшет в ППС, добавляя GM-CSF 

(MiltenyiBiotec, Германия) в концентрации 20 нг/ мл (рисунок 5). После этого 

клетки инкубировали двое суток в CO2 – инкубаторе при 5 % CO2 и 37 °C. По 

окончании первого этапа культивирования клеток производили смену среды. Затем 

в культуральную среду добавляли провоспалительный цитокин IL-1β в 

концентрации 20 нг/мл (MiltenyiBiotec, Германия) и ЛПС в концентрации 0,1 мкг/ 

мл (Sigma Aldrich, США). На следующий день добавляли АФП, гликоделин и ХГЧ 

во всех выбранных концентрациях. После добавления активационных молекул и 

белков клетки культивировали еще трое суток в тех же условиях. Спустя 7 суток 

культивирования клеточные культуры собирали с использованием аккутазы, 

дополнительно промывая лунки ледяным фосфатно-солевым буфером Дальбекко 

(DPBS) (Thermo Fisher Scientific, USA) для более качественного сбора. 
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Рисунок 5 − Модель культивирования MDSC из CD11b+-клеток 

2.4.3 − Определение иммунофенотипа миелоидных супрессорных клеток в 

культурах методом проточной цитометрии 

Принцип метода. Проточная цитометрия – метод регистрации оптических 

сигналов преломления лазерного луча при прохождении потока клеток через него 

в режиме поштучного анализа. Регистрация сигнала происходит за счет 

автофлуоресценции, вызванной излучением собственных молекул клетки и 

специфической флуоресценции, связанной с излучением молекул, связанных с 

моноклональными антителами с флуоресцентной меткой.   

Фенотипирование культуры проводили с использованием панели 

моноклональных антител к CD3, CD56, CD19, CD33, CD11b, HLA-DR, CD14, 

CD66b (R&D Systems, США) (Таблица 1). В качестве контролей, определяющих 

негативные популяции, использовали FMO (fluorescence minus one) пробы.  

 

Таблица 1 − Панель моноклональных антител, использованная для 

идентификации MDSC  

мАТ к CD-

маркерам 

Изотипы мАТ Флуорохромы 

Позитивные CD-маркеры для определения фенотипа MDSC 

CD11b Мышиный IgG1 Alexa Fluor 405 

CD33 Мышиный IgG1 APC 

CD14 Мышиный IgG1 PerCP 
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Продолжение таблицы 1 

CD66b Мышиный IgG1 PE 

CD-маркеры для исключения других клеточных популяций 

HLA-DR Мышиный IgG1 Alexa Fluor 750 

CD3 Мышиный IgG1 Alexa Fluor 700 

CD19 Мышиный IgG1 Alexa Fluor 700 

CD56 Мышиный IgG1 Alexa Fluor 700 

После культивирования клетки осаждали 10 минут 1300 rpm и замораживали 

супернатант культур с целью дальнейшего мультиплексного анализа цитокинов. 

После этого клетки переносили в пробирки для анализа, для лучшего сбора лунки 

дополнительно промывали аккутазой и DPBS. Затем производили отмывку 1 мл 

DPBS, центрифугируя пробирки с культурами 10 минут при 350 g. Далее 

осуществляли окрашивание для определения их жизнеспособности 

суправитальным красителем Zombie Aqua (ZA) (Biolegend, USA) согласно 

протоколу производителя. Zombie Aqua - флуоресцентный краситель, который 

связывается с аминами клеток, проникая через поврежденные мембраны. Для 

окрашивания клеток ZA после центрифугирования максимально сливали 

надосадочную жидкость, добавляли 100 мкл 1000-кратного разведения ZA в 

каждую пробирку и инкубировали клетки 30 минут в темноте. После инкубации 

отмывали клетки в 2 мл DPBS в течение 10 минут при 350 g. Аккуратно сливали 

надосадок и добавляли по 1 мкл моноклональных антител всех видов в каждую 

пробирку, инкубируя суспензии 30 минут в темноте. По истечении времени 

инкубирования, клетки отмывали дважды 2 мл буфера для окрашивания проточной 

цитометрии (Staining Buffer) и переходили к внутриклеточному окрашиванию, там, 

где это было необходимо.  

После этого буфером для окрашивания доводили общий объем пробы до 250 

мкл, ресуспендировали и анализировали на проточном цитофлуориметре Cytoflex 

S (Beckman Coulter, США). Результаты были проанализированы в программе 

«CytExpert 2.4 software.» («Beckman Coulter», США). Сбор данных осуществляли 

до тех пор, пока не набиралось 50000 событий. 

Тактика гейтирования. Гейтирование осуществляли согласно данным 

бокового (SSC, side scatter) и прямого светорассеяния (FSC, forward scatter), затем 

выделяли живые клетки, которые не окрашивались красителем Zombie Aqua. В 

гейте живых клеток, выбирали область, характеризующую Lin- HLA-DR- -клетки. 

Далее эти клетки отображали на двухпараметрическом графике CD11b / CD33. 
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Гейтированные таким образом живые Lin-HLA-DR- CD33+CD11b+ отображали на 

двухпараметрическом графике CD66b и CD14 для определения M- и PMN-MDSC 

субпопуляций (Рисунок 6). 

 

  

 

 

                    

 

 

 

 

Рисунок 6 − Репрезентативный график, характеризующий тактику 

гейтирования MDSC 

 

2.5 - Оценка внутриклеточного уровня индоламин-2,3-диоксигеназы и 

аргиназы-1 

Оценку внутриклеточного уровня ферментов ИДО и Арг 1 производили 

пермеабилизацией клеток с использованием моноклональных антител к ИДО (R&D 

Systems, США) и Арг 1 (R&D Systems, США) методом проточной цитометрии. 
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Пермеабилизация и фиксация клеток осуществлялась с помощью набора для 

фиксации / пермеабилизации Cytofix / Cytoperm (eBioscience, США). 

После процедуры поверхностного окрашивания клетки осаждали 10 минут 

при 350 g, а затем фиксировали 100 мкл буфера для фиксации в течение 40 минут в 

темноте. После этого дважды отмывали буфером для пермеабилизации в течение 5 

минут при 500 g. Затем сливали надосадок, ресуспендировали клетки в 100 мкл 

буфера для пермеабилизации и производили окрашивание моноклональными 

антителами (по 1 мкл каждого). Инкубировали клетки в течение 40 мин в темноте, 

после чего дважды промывали клетки 1 мл буфера для пермеабилизации в течение 

пяти минут при 500 g. После процедур фиксации и пермеабилизации окрашенные 

клетки ресуспендировали в 250 мкл Staining Buffer и производили анализ на 

проточном цитометре (Рисунок 7).  

 

Рисунок 7 − Репрезентативный график, демонстрирующий изменение 

уровней ферментов Arg1 и IDO 

Примечание: А. Изменение уровня Arg1 после добавления АФП по сравнению с 

контролем АФП Б. Изменение уровня и IDO после добавления АФП по сравнению 

с контролем АФП. 
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2.6 - Оценка цитокинового профиля в супернатантах культур 

миелоидных супрессорных клеток 

Супернатанты культур CD33+- CD11b+- клеток, индуцированных в фенотип 

MDSC, собирали и замораживали для дальнейшего анализа цитокинового профиля. 

Количественное определение группы цитокинов в супернатантах культур, 

полученных методом центрифугирования в течение 15 минут при 1000 об/мин и 

4°C производили в проточном флуоресцентном анализаторе MAGPIX (BioRad, 

США) с использованием коммерческого набора Bio-Plex Pro Human Inflammation 

panel 1 37-plex (Bio-Rad, США). Набор включает в себя определение 37 

провоспалительных цитокинов (APRIL / TNFSF13, BAFF / TNFSF13B, sCD30 / 

TNFRSF8, sCD163, Chitinase-3-like 1, gp130 / sIL-6Rβ, IFN-α2, IFN-β, IFN-γ, IL-2, 

sIL-6Rα, IL-8, IL-10, IL-11, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-19, IL-20, IL-22, IL-26, IL-27 

(p28), IL-28A / IFN-λ2, IL-29/IFN-λ1, IL-32, IL-34, IL-35, LIGHT / TNFSF14, MMP-

1, MMP-2, MMP-3, Osteocalcin, Osteopontin, Pentraxin-3, sTNF-R1, sTNF-R2, TSLP, 

TWEAK / TNFSF12). Отмывки планшета производили с помощью ручного 

магнитного промывателя. 

Технология мультиплексного анализа представляет собой использование 

полимерных микросфер, несущих на своей поверхности зонды к определенным 

молекулам. Микросферы включают 2-3 флуорофора различных концентраций, 

которые имеют разное соотношение, позволяющее создавать уникальные 

спектральные характеристики разных микросфер. Именно эти спектральные 

характеристики и способен считать анализатор. 

Микросферы, ковалентно связанные с антителами, добавляли в каждую 

лунку планшета в количестве 50 мкл. После чего осуществляли промывку и 

вносили образцы и стандарты, инкубируя их со связанными микросферами в 

планшете 1 час при постоянном перемешивании (850 rpm) в темноте. По окончании 

инкубирования, планшет промывали трижды, вносили биотинилированные 

детектирующие антитело для создания сендвич-комплекса и также инкубировали 

планшет 30 минут при постоянном перемешивании (850 rpm) в темноте. Затем для 

создания окончательного комплекса микросферы-антитела захвата -образец-
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детектируемые антитела-флуоресцентная метка добавляли стрептавидин-

фикоэритрин (SA-PE) в объеме 50 мкл на лунку после трехратной промывки 

планшета.  После чего инкубировали планшет в течение 10 минут при постоянном 

помешивании (850 rpm) в темноте. После 3-кратной промывки в каждую лунку 

вносили 125 мкл буфера для измерения, встряхивали планшет 30 секунд при 850 

rpm и помещали его на платформу анализатора для измерения. Регистрацию 

результатов проводили, используя программное обеспечение xPONENT (для 

построения стандартных кривых использовали 5-параметрический логистический 

(5PL) метод анализа). Обработку полученных данных осуществляли в программе 

Belysa. Концентрация каждого вещества была рассчитана с использованием 

стандартной кривой в соответствии с инструкциями производителя. Результаты 

представлены в «нг/мл».  

 

2.7 - Статистический анализ результатов 

При выборе методов статистической обработки результатов основывались на 

типе данных и характере их распределения. Нормальность распределения данных 

проводили с использованием критерия Колмогорова-Смирнова. Для решения 

проблемы множественных сравнений использовали поправку Бонферрони. 

Данные представлены в виде блочных диаграмм, которые включают первый 

и третий квартили, медиану, а также минимальное и максимальное значение 

выборки. Для сравнения зависимых выборок был использован непараметрический 

вариант дисперсионного анализа – критерий Фридмана. Статистические различия 

считали значимыми при p<0,05 (на графике помечены * и/ или #). Часть данных 

представлена в виде медианы, нижнего и верхнего квартилей (Me (Q1-Q3)). В ряде 

случаев рассчитывали коэффициент корреляции Спирмена. Полученные данные 

обрабатывали в программе GraphPad Prism 8 (StatSoft Inc., США). 
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ГЛАВА 3 − РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

 

3.1 − Разработка модели получения миелоидных супрессорных клеток из 

периферической крови человека в системе in vitro 

Для разработки экспериментальной модели получения MDSC учитывали 

малочисленность популяции этих клеток в периферической крови. У здоровых 

людей уровень MDSC в периферической крови составляет менее 0,5 % [4]. 

На сегодняшний день изучение популяции MDSC на клеточной культуре 

человека in vitro возможно единственным путем – направленной индукцией клеток 

человека в фенотип MDSC с помощью цитокинов.  Согласно этой логике, нами 

была проведена серия пилотных экспериментов получения MDSC из МПК 

периферической крови (n=3) (Приложение А). Однако в результате было выяснено, 

что для исследования популяции MDSC необходим поиск других клеток для их 

дальнейшей цитокиновой индукции, поскольку среди всех популяций в культуре 

МПК процент MDSC достигал всего 2-2,3 % (данные не представлены). 

MDSC принято делить на две группы клеток: полиморфноядерные или 

гранулоцитарные (PMN-MDSC, CD33low CD11b+ CD14 - CD15+/ CD66b+) и 

моноцитарные (M-MDSC, CD33+ CD11b+ CD14+ HLA-DR - / low CD15-/ CD66b), 

отличающихся по поверхностным маркерам и происхождению. Именно поэтому 

логика наших исследований заключалась в том, чтобы получить MDSC из клеток, 

сепарированных по двум преобладающим маркерам: CD33 (M-MDSC) и CD11b 

(PMN-MDSC). Такой подход позволил нам получить более многогранную 

информацию о влиянии исследуемых белков на дифференцировку MDSC. 

 

3.1.1 − Генерация миелоидных супрессорных клеток из CD33+-клеток 

Для изоляции нужного типа клеток из МПК периферической крови был 

выбран один из преобладающих маркеров MDSC- CD33. Молекула CD33 является 

антигеном поверхности миелоидных клеток, поэтому в лунки культурального 

планшета были засеяны клетки миелоидного ряда периферической крови. Важным 
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аспектом при разработке схемы индукции MDSC было получение клеток в 

достаточном количестве при минимальных расходах для возможности оценки 

эффектов белков беременности на них.  

Выбор цитокинов для индукции MDSC был основан на исследовании, в 

котором комбинации различных иммунных факторов клеточных линий солидных 

опухолей человека, индуцирующих MDSC, инкубировали с МПК периферической 

крови здоровых доноров [82]. После культивирования авторы оценивали 

способность цитокинов генерировать супрессивные CD33+-клетки, ингибирующие 

аутологичные T-лимфоциты in vitro. В результате исследователи пришли к выводу, 

что лучшим сочетанием цитокинов для индукции MDSC являются GM-CSF и IL-6.   

В процессе разработки экспериментальной модели индукции MDSC из 

CD33+-клеток подбор концентраций и времени культивирования осуществляли 

опытным путем, исходя из биологической активности цитокинов. В результате 

недельного культивирования CD33+-клеток с цитокинами GM-CSF и IL-6 уровень 

MDSC составлял 94,2 ± 0,017 % среди всех живых Lin-HLA-DR- - клеток.  По 

сравнению с контролем количество клеток увеличилось в среднем в 21 раз (рисунок 

9). 

3.1.2 - Генерация миелоидных супрессорных клеток из CD11b+-клеток 

Другая экспериментальная схема была основана на выделении клеток 

периферической крови доноров, несущий другой важный поверхностный маркер 

MDSC - CD11b. CD11b – интегрин, который преимущественно экспрессируется на 

моноцитах и гранулоцитах. Поскольку в лунки культурального планшета были 

засеяны другие исходные клетки, необходимо было подобрать новые условия 

дифференцировки клеток в фенотип MDSC.  

При подборе сигнальных молекул после серии пилотных экспериментов 

была выбрана новая стратегия генерации MDSC, которая была основана на уже 

разработанном способе [93]. Суть этой стратегии заключается в том, что в культуру 

клеток цитокины необходимо добавлять в два этапа. Первый этап носит название 

«лицензирование» и заключается в том, что сначала необходимо подать клеткам 

ростовой сигнал, для их дальнейшего развития по миелоидному пути. Для 
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реализации этого этапа подходят колониестимулирующие факторы. В нашей 

экспериментальной схеме был использован цитокин GM-CSF (colony stimulating 

factor 2 (granulocyte-macrophage)). GM-CSF – миелоидный фактор роста, который 

способен проявлять толерогенные свойства в зависимости от его концентрации и 

локализации [126]. В нормальных физиологических условиях GM-CSF управляет 

миелопоэзом, но при возникновении патологических условий, этот фактор 

становится избыточным, способствуя генерации MDSC [97]. В данном случае 

помимо того, что GM-CSF служит фактором роста, он также способствует 

пролиферации и позволяет клеткам, принимая сигналы активации, приобретать 

супрессивную функцию [139]. Второй этап – этап активации, представляющий 

собой инициирование сигнальных путей, через которые будут реализовываться 

супрессорные функции клеток [93]. Эти сигналы опосредованы DAMP и 

воспалительными цитокинами. В нашей экспериментальной схеме были 

использованы IL-1β и ЛПС, взаимодействующие с клетками с помощью таких 

сигнальных путей, как NF-κB, STAT1 и STAT6 [38]. Для выбора концентраций 

цитокинов и LPS были проведены пилотные эксперименты, результаты которых в 

полной мере реализовывали необходимые эффекты. 

В результате недельного культивирования CD11b+-клеток с цитокинами GM-

CSF, IL-1β и ЛПС уровень MDSC составлял 53,05 ± 0,04 % среди всех живых Lin-

HLA-DR- - клеток, по сравнению с контролем количество MDSC увеличилось в 

среднем в 43 раза (Рисунок 11).  

На сегодняшний день MDSC получают в основном из костного мозга мышей 

или из опухолей. Однако стратегической задачей настоящего исследования была 

разработка экспериментальной модели, включающей работу с клетками здоровых 

доноров для возможности получить MDSC в системе in vitro. Поиск такой модели 

является трудной задачей, поскольку до сих пор однозначно не определено 

происхождение MDSC, а также не установлено микроокружение необходимое для 

индукции этих клеток. Новизна данной работы сводится к разработке протоколов 

генерации MDSC из нормальных клеток периферической крови, поскольку в 
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дальнейшем этот способ может упростить исследование MDSC за счет доступности 

биоматериала.  

При сравнении двух экспериментальных схем стоит отметить, что выбор 

разных поверхностных молекул для клеточной изоляции, подразумевает засевание 

в культуральный планшет отличающихся исходных типов клеток, а также их 

соотношений, что в целом и привело к различным результатам. Помимо этого, есть 

аспект, который демонстрирует преимущество использования схемы с выделением 

CD11b+-клеток над схемой выделения CD33+-клеток. Дело в том, что CD33 имеет 

два иммунорецепторных мотива (ITIM), которые передают ингибирующие 

сигналы внутрь клетки, поэтому при изоляции CD33+-клеток могут возникать 

нежелательные эффекты после взаимодействия магнитных сфер с молекулой-

мишенью [41]. При изоляции CD11b+-клеток, наоборот, нарушения супрессорных 

функций клеток ex vivo не наблюдается [139]. Так, молекула CD11b+ в MDSC 

экспрессируется более стабильно, чем CD33, поэтому CD11b до сих пор является 

лучшим маркером для идентификации миелоидных клеток человека. 

РЕЗЮМЕ 

Таким образом, протокол генерации MDSC из CD11b+- клеток 

периферической крови оптимален при условиях двухэтапного добавления 

цитокинов в конечной концентрации 20 нг/ мл для IL-1β и для ЛПС- 0,1 мкг/ мл, 

смена культуральной среды - на третьи сутки. В модели индукции MDSC из CD33+-

клеток оптимально использовать по 10 нг/ мл цитокинов (IL-6 и GM-CSF), смена 

культуральной среды - на четвертые сутки ингибирования. В обеих 

экспериментальных схемах культивирование длится в течение 7 суток. 
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3.2 − Роль фетоплацентарных белков в регуляции дифференцировки 

миелоидных супрессорных клеток 

3.2.1 − Влияние альфа-фетопротеина, гликоделина и хорионического 

гонадотропина человека на конверсию выделенных CD33+-клеток в фенотип 

MDSC 

Во время беременности уровень MDSC повышается в периферической крови 

[59] и децидуальной оболочке [19]. К моменту рождения их концентрация в 

организме матери падает [78]. Считается, что MDSC в период беременности 

выполняет иммуносупрессивные функции, а подавление иммунного ответа, в свою 

очередь, играет определяющую роль в успешности имплантации и сохранении 

беременности. 

Один из подходов изучения иммунной толерантности во время беременности 

– исследование регуляторных свойств, которые формируют фетальные белки [6]. 

Очевидно, что для реализации своего действия необходима трансдукция сигналов 

внутрь клетки-мишени с помощью поверхностных рецепторов к этим белкам.  

Рецептор к АФП присутствует на большинстве эмбриональных клеток, 

раковых клетках, а также на клетках моноцитарно - макрофагального ряда [104, 

105]. На сегодняшний день известно около 30 АФП-связывающих рецепторов-

мусорщиков [106]. 

Известно, что GdA имеет уникальные боковые цепи, взаимодействующие с 

мембранными рецепторами сиаловой кислоты, которые присутствуют на 

различных тканях клеток границы мать-плод [30, 81, 85]. У ХГЧ нет своего 

уникального рецептора, поэтому для связи с клетками он использует общий 

рецептор с ЛГ. 

На сегодняшний день нет данных о взаимодействии фетальных белков с 

MDSC, поэтому основной задачей нашего исследования было установить 

возможную взаимосвязь между ними. Первый шаг - оценка влияния белков 

выбранных концентраций на процесс конверсии клеток в иммунофенотип MDSC. 
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Жизнеспособность в гейте клеток на графике светорассеяния составляла 

98,57 (94,09-98,84) %. В результате эксперимента установлено, что выбранные 

цитокины способствуют дифференцировке клеток в фенотип MDSC (Рисунки 8 и 

9), что свидетельствует об адекватности экспериментальной схемы. 

Продемонстрировано, что АФП и ХГЧ не влиял на уровень генерации MDSC из 

сепарированных CD33+-клеток в сравнении с с контролем. В то же время, 

гликоделин в низких (0,2 и 2 мкг/ мл), но не в высокой концентрации снижал общий 

уровень MDSC (Рисунок 9). Ранее в наших экспериментах, посвященных влиянию 

гликоделина на дифференцировку регуляторных T-лимфоцитов, был показан 

аналогичный эффект. Гликоделин в концентрации 0,2 мкг/ мл снижал уровень Treg 

в культурах клеток за счет угнетения пролиферации активированных T-хелперов 

[7].  

Регуляторные T-лимфоциты, как и MDSC играют важную роль в процессе 

беременности, поскольку эти субпопуляции клеток обладают выраженной 

супрессивной активностью. Очевидно, что данный эффект является неожиданным 

и не соответствует рабочей гипотезе, согласно которой белки беременности 

должны повышать уровень супрессорных клеток. Однако в наших исследованиях 

гликоделин снижал уровень супрессорных клеток, что говорит об особой роли 

этого белка. 

Таким образом, установлено, что в культуре СD33-клеток, индуцированных 

в фенотип MDSC, ХГ и АФП не оказывали достоверных эффектов, а гликоделин 

(0,2 и 2 мкг/ мл) снижал уровень этих клеток. 
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CD33 

 

 

 

Рисунок 8 − Влияние альфа-фетопротеина (АФП), гликоделина (ГД) и 

хорионического гонадотропина человека (ХГЧ) на конверсию CD33+-клеток 

в фенотип MDSC на примере одного эксперимента 

Примечание: на гистограммах продемонстрирована экспрессия маркеров 

CD11b и CD33 от общего гейта живых Lin-HLA-DR—клеток. 
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Рисунок 9 − Влияние альфа-фетопротеина (АФП), гликоделина (ГД) и 

хорионического гонадотропина человека (ХГЧ) на конверсию CD33+-клеток 

в фенотип MDSC (M±m, n=6) 

Примечание: представлены медианы, межквартильный диапазон (Q1-Q3), 

минимальное и максимальное значения; ось ординат – процент клеток в гейте 

живых Lin-HLA-DR—клеток, * - достоверные по критерию Фридмана отличия 

между контролем индукции (культура без добавления цитокинов и белков) и 

контролем белков (культура с добавлением цитокинов и без белков), # - 

достоверные по критерию Фридмана отличия с контролем белков  

 

3.2.2 − Влияние альфа-фетопротеина, гликоделина и хорионического 

гонадотропина человека на дифференцировку CD33+-клеток в субпопуляции MDSC 

Установлено, что белки во всех концентрациях не влияют на 

дифференцировку клеток в фенотип PMN-MDSC (Таблица 2). В то же время, 

исследуемые белки способны увеличивать уровень другой субпопуляции 
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миелоидных супрессоров − M-MDSC. Так, ГД и ХГЧ повышали уровень M-MDSC 

во всех использованных концентрациях. Причем с увеличением концентрации ХГЧ 

прослеживалась тенденция к уменьшению популяции, а с увеличением 

концентрации ГД, наоборот, достоверное увеличение (около 30%). Показано, что 

АФП не влиял на уровень M-MDSC в культуре индуцированных CD33+-клеток. 

Таким образом, в культуре СD33-клеток, индуцированных в фенотип MDSC 

на уровне субпопуляций было показано, что АФП не оказывал достоверных 

эффектов, а ГД и ХГ не влияли на уровень PMN-MDSC, но повышали процентное 

содержание M-MDSC. 

 

Таблица 2 − Влияние АФП, ГД, ХГЧ на экспрессию маркеров 

субпопуляций MDSC (PMN-MDSC и M-MDSC) (n=6, Me (Q1-Q3)) 

Экспериментальное воздействие PMN-MDSC, % M-MDSC, % 

Контроль индукции 0,31 

(0,083-0,515) 

2,60 

(1,708-3,873) 

+
G

M
-C

S
F

, 
IL

-6
 

Контроль белков 1,56 

(1,045-1,908) 

0,75 

(0,410-3,530) 

АФП 10 МЕ/ мл 0,53 

(0,067-2,393) 

14,18 

(12,06-17,45) 

АФП 50 МЕ/ мл 0,37 

(0,142-2,128) 

9,73 

(8,320-15,30) 

АФП 100 МЕ/ мл 0,56 

(0,270- 1,385) 

12,22 

(8,913-17,80) 

ГД 0,2 мкг/ мл 0,69 

(0,275-2,350) 
35,62* 

(20,48-54,07) 

ГД 2 мкг/ мл 0,15 

(0,000-1,025) 

75,17* 

(57,91-89,69) 

ГД 10 мкг/ мл 0,16 

(0,000-3,208) 
91,58* 

(85,72-96,99) 

ХГЧ 10 ME/ мл 0,46 

(0,173-1,473) 
37,56* 

(29,42-40,63) 

ХГЧ 100 ME/ мл 0,61 

(0,000-1,778) 
28,62* 

(25,53-37,30) 

Примечание. *- достоверные (p <0,05) различия по сравнению с контролем 

белков  
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3.2.3 − Влияние альфа-фетопротеина, гликоделина и хорионического 

гонадотропина человека на конверсию выделенных CD11b+-клеток в фенотип 

MDSC 

 

После семи суток культивирования CD11b+-клеток с белками, было показано, 

что выбранные цитокины – GM-CSF, IL1-β, а также ЛПС способствуют 

дифференцировке клеток в иммунофенотип MDSC (Рисунки 10 и 11). 

Жизнеспособность в гейте клеток на графике светорассеяния составляла 98,13 

(94,09-98,84) %. 

Показано, что в среднем АФП, ГД и ХГЧ демонстрируют видимую 

тенденцию к расширению пула MDSC, однако, статистически значимые различия 

с контролем белков были найдены только у ХГЧ в обеих концентрациях (10 и 100 

МЕ/ мл). 

Таким образом, установлено, что в культуре СD11b+-клеток, 

индуцированных в фенотип MDSC, ГД и АФП не оказывали достоверных 

эффектов, однако ХГЧ повышал уровень этих клеток. 
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Рисунок 10 − Влияние альфа-фетопротеина (АФП), гликоделина (ГД) и 

хорионического гонадотропина человека (ХГЧ) на конверсию CD11b+-клеток 

в фенотип MDSC на примере одного эксперимента 

CD33 
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Примечание: на гистограммах продемонстрирована экспрессия маркеров 

CD11b и CD33 от общего гейта живых Lin-HLA-DR-—клеток. 

 

 

Рисунок 11 − Влияние альфа-фетопротеина (АФП), гликоделина (ГД) и 

хорионического гонадотропина человека (ХГЧ) на конверсию CD11b+-клеток 

в фенотип MDSC (n=7) 

Примечание: представлены медианы, межквартильный диапазон (Q1-Q3), 

минимальное и максимальное значения; ось ординат – процент клеток в гейте 

живых Lin-HLA-DR- - клеток* - достоверные по критерию Фридмана отличия 

между контролем индукции (культура без добавления цитокинов и белков) и 

контролем белков (культура с добавлением цитокинов и без белков), # - 

достоверные по критерию Фридмана отличия с контролем белков. 

 

3.2.4 −Влияние альфа-фетопротеина, гликоделина и хорионического 

гонадотропина на дифференцировку CD11b+-клеток в субпопуляции MDSC 

В схеме получения MDSC из CD11b+-клеток показано, что цитокины и ЛПС 

способны статистически значимо увеличивать уровень M-MDSC, но не PMN-

MDSC внутри популяции MDSC (Таблица 3). Интересно, что, как и в схеме 
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получения MDSC из CD33+-клеток, достоверно значимого увеличения 

субпопуляции PMN-MDSC не наблюдалось. Скорее всего, это связано с тем, что 

выбранные цитокины изначально не способствовали образованию PMN-MDSC 

(таблица 3). В то же время, в процессе беременности расширение пула происходит 

именно за счет PMN-MDSC, что позволяет предположить, что эти клетки могут 

быть мишенями для белков, ассоциированных с беременностью. Однако мы не 

можем исключать и воздействие других факторов. 

В целом все белки имеют тенденцию к повышению уровня именно M-MDSC, 

однако статистически значимые различия найдены у: АФП в низкой и средней 

концентрациях- 10 и 50 МЕ/ мл; у гликоделина в концентрациях 2 и 10 мкг/ мл; у 

ХГЧ в концентрации 10 ME/ мл (Таблица 3).  

Таблица 3 - Влияние АФП, ГД, ХГЧ на экспрессию маркеров 

субпопуляций MDSC (PMN-MDSC и M-MDSC) (n=7, Me (Q1-Q3)) 

Экспериментальное 

воздействие 

PMN-MDSC, % M-MDSC, % 

Контроль индукции 0,040 

(0,020-0,095) 

0,090 

(0,065-0,165) 

  
  
  
  

  
  
  

  
 +

G
M

-C
S

F
, 
IL

-1
 β

 и
 Л

П
С

 

Контроль белков 0,375 

(0,020-1,713) 
7,835 # 

(0,767-9,608) 

АФП 10 МЕ/ мл 0,400 

(0,243-4,525) 
34,59* 

(32,87-37,33) 

АФП 50 МЕ/ мл 0,490 

(0,257-1,553) 
26,84* 

(21,32-42,60) 

АФП 100 МЕ/ мл 0,710 

(0,340-3,780) 

23,28 

(19,48-25,80) 

ГД 0,2 мкг/ мл 0,445 

(0,140-3,405) 

23,87 

(17,90-29,49) 

ГД 2 мкг/ мл 0,420 

(0,202-0,982) 
46,90* 

(39,11-51,18) 

ГД 10 мкг/ мл 0,455 

(0,077-2,773) 
59,74* 

(50,09-72,76) 

ХГЧ 10 ME/ мл 0,345 

(0,112-6,353) 
27,09* 

(25,19-29,64) 

ХГЧ 100 ME/ мл 1,395 

(0,305-3,713) 

25,30 

(23,70-30,93) 

Примечание. *- достоверные (p <0,05) различия по сравнению с контролем белков, 

#- достоверные (p <0,05) различия контроля индукции с контролем белков 
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Таким образом, в культуре СD11b+-клеток, индуцированных в фенотип 

MDSC, на уровне субпопуляций было показано, что АФП, ГД и ХГ не влияли на 

пул PMN-MDSC, однако существенно повышали уровень M-MDSC 

3.2.5 . Оценка внутриклеточного уровня аргиназы-1 и индоламин-2,3- 

диоксигеназы в культуре CD11b+-клеток после культивирования с 

фетоплацентарными белками 

Для идентификации MDSC важно понимать, что на сегодняшний день у этих 

клеток нет уникального маркера, по которому можно безошибочно определить 

клеточную принадлежность к этой группе. Именно поэтому для определения MDSC 

дополнительно проводят функциональные тесты или устанавливают экспрессию 

определенных белков, которые им присущи. В нашем исследовании для этих целей 

мы измеряли внутриклеточную экспрессию ферментов - аргиназы-1 и ИДО. MDSC 

опосредует ингибирующий эффект посредствам многих механизмов, в том числе 

через истощение L-аргинина (экспрессией Арг 1) и L-триптофана (экспрессией ИДО) 

[89].  

В результате эксперимента показано, что влияния белков на экспрессию Арг 1 в 

пуле MDSC не было (таблица 4). Возможно, это связано с тем, что в организме 

индукция Арг 1 в миелоидных клетках опосредуется цитокинами T-хелперов 2-го 

типа, такими как IL-4, IL-13, IL-10, TGF-β, ПГЕ 2 [16; 39] и также в отсутствии 

антигенной стимуляции не происходит синтеза аргиназы-1.  

Напротив, фермент ИДО в MDSC был обнаружен. АФП в низких концентрациях 

10 и 50 МЕ/ мл, ГД во всех концентрациях и ХГЧ в низкой концентрации (10 ME/ мл) 

увеличивают экспрессию ИДО по сравнению с контролем. Однако достоверное 

увеличение было продемонстрировано только гликоделином в концентрации 10 ME/ 

мл.  

Таблица 4 − Влияние альфа-фетопротеина, гликоделина и 

хорионического гонадотропина человека на продукцию аргиназы -1 в MDSC 

после 7-ми суток культивирования CD11b+-клеток (n=7, Me (Q1-Q3)) 

 

Экспериментальное 

воздействие 

Процент клеток с фенотипом 

MDSC, продуцирующих Арг 1, % 

Контроль индукции 0,150 (0,025-0,447) 

+ G M - C S F
, 

IL -1
 

β
 

и
 

Л П С
 

Контроль белков 0,920 (0,212-1,538) 
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АФП 10 МЕ/ мл 0,180 (0,120-0,300) 

АФП 50 МЕ/ мл 0,155 (0,072-0,200) 

АФП 100 МЕ/ мл 0,145 (0,065-0,517) 

ГД 0,2 мкг/ мл 0,510 (0,177-0,985) 

ГД 2 мкг/ мл 0,215 (0,022-1,143) 

ГД 10 мкг/ мл 0,905 (0,115-2,745) 

ХГЧ 10 МЕ/ мл 1,335 (0,39-1,978) 

ХГЧ 100 МЕ/ мл 0,145 (0,082-0,312) 

 

Рисунок 12 − Влияние альфа-фетопротеина (АФП), гликоделина (ГД) и 

хорионического гонадотропина человека (ХГЧ) на продукцию индоламин-

2,3-диоксигеназы (ИДО) в культуре CD11b+-клеток после 7-ми суток 

инкубации (n=7) 

Примечание: представлены медианы, межквартильный диапазон (Q1-Q3), 

минимальное и максимальное значения; ось ординат – процент клеток в гейте 

MDSC, * - достоверные по критерию Фридмана отличия между контролем 

индукции (культура без добавления цитокинов и белков) и контролем белков 

(культура с добавлением цитокинов и без белков), # - достоверные по критерию 

Фридмана отличия с контролем белков (культура с добавлением цитокинов и без 

белков) 
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3.3 − Роль фетоплацентарных белков в регуляции продукции 

цитокинов клетками, индуцированными в фенотип MDSC 

В процессе эволюции иммунная система развивалась так, чтобы защищать 

организм от патогенов. Именно поэтому иммунитет млекопитающих направлен на 

сохранение плода без ущерба для материнского организма во время беременности. 

При этом плод является полуаллогенным, а значит, иммунная система должна быть 

нацелена на защиту плода от патогенного воздействия и сопровождаться 

динамическими изменениями иммунных реакций. Несмотря на то, что на 

сегодняшний день существует большое количество исследований на тему 

поддержания иммунной толерантности при беременности, информация о 

ключевых механизмах регуляции для обеспечения качественного развития плода, 

остается недостаточной. 

Для протекания успешной беременности важно осуществление 

скоординированного взаимодействия материнского организма с плодом. 

Иммунные клетки, а также выделяемые ими цитокины являются мостом для 

поддержания этой коммуникации. Цитокины, воздействуя на сигнальные пути, 

способны изменить клеточную дифференцировку и ремоделировать ткани. 

В нашей работе важно было отследить общие тенденции изменения профиля 

и способность фетоплацентарных белков воздействовать на продукцию цитокинов 

клетками в культуре. Методом мультиплексного анализа оценивали содержание 

следующих маркеров: 

1. 15 провоспалительных цитокинов (IL-27 (p28), IL-2, IL-8, IL-12 (p40), 

IL-12 (p70), IL-20, IL-26, IL-27 (p28), IL-28A / IFN-λ2, IL-32, IL-34, LIGHT / 

TNFSF14, TSLP,TWEAK/ TNFSF12, IL-22); 

2. 6 противовоспалительных цитокинов (IL-10, IL-11, IL-19, IL-35, 

Pentraxin-3, Chitinase-3-like 1); 

3. 5 цитокинов семейства TNF и их рецепторов (APRIL / TNFSF13, BAFF 

/ TNFSF13B, sTNF-R1, sTNF-R2, sCD30/ TNFRS8); 

4. 3 матриксных металлопротеиназ (MMP-1, MMP-2, MMP-3); 
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5. 3 растворимых рецептора (sCD163, gp 130/ sIL6Rβ, sIL-6Rα);   

6. 2 маркера формирования костной ткани (Osteocalcin, osteopontin); 

7. 3 интерферона (IFN-α2, IFN-β, IFN-γ). 

Ниже представлены только те данные, которые имели статистически 

значимое различие (p <0,05). Результаты анализа всех цитокинов представлены в 

приложениях (приложения Б и В).  

3.3.1 − Анализ цитокинов супернатантов культур CD33+-клеток 

В результате мультиплексного анализа установлено, что ХГЧ и АФП ни в 

одной из использованных концентраций не модулировали продукцию цитокинов 

APRIL / TNFSF13, BAFF / TNFSF13B, sCD30 / TNFRSF8, sCD163, Chitinase-3-like 

1, gp130 / sIL-6Rβ, IFN-α2, IFN-β, IFN-γ, IL-2, sIL-6Rα, IL-8, IL-10, IL-11, IL-12 

(p40), IL-12 (p70), IL-19, IL-20, IL-22, IL-26, IL-27 (p28), IL-28A / IFN-λ2, IL-29/IFN-

λ1, IL-32, IL-34, IL-35, LIGHT / TNFSF14, MMP-1, MMP-2, MMP-3, Osteocalcin, 

Osteopontin, Pentraxin-3, sTNF-R1, sTNF-R2, TSLP, TWEAK / TNFSF12 в культурах 

клеток.  

Однако было установлено, что гликоделин (2 и 10 мкг/ мл) способен 

достоверно увеличивать уровень IL-20 в клеточной культуре (Рисунок 13).   

IL-20 − провоспалительный цитокин с ангиогенными свойствами, 

продуцируемый моноцитами. IL-20 играет важную роль в иммунных реакциях, а 

также регуляции воспаления [143]. IL-20 обладает множественными функциями. С 

одной стороны, он участвует в ремоделировании тканей и поддерживает их 

целостность во время инфекции, с другой −действует в качестве сигнала к 

ингибированию фагоцитоза, экзоцитоза гранул и миграции активированных 

нейтрофилов [64]. 
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Рисунок 13 – Влияние гликоделина на продукцию IL-20 CD33+-

клетками, индуцированными в фенотип MDSC 

Примечание: *- достоверные (p <0,05) различия медианных значений (n=6) 

по сравнению с контролем белков с использованием непараметрического критерия 

Фридмана; представлены медианы, межквартильный диапазон (Q1-Q3), 

минимальное и максимальное значения 

 

Гликоделин в высоких концентрациях усиливал выработку 

провоспалительного цитокина IL-20. Во время беременности этот цитокин 

вырабатывают оболочки плода, а он, в свою очередь действует как ингибирующий 

агент для TNF [101].  

Таким образом, оценка цитокинового профиля СD33+-клеток, 

индуцированных в фенотип MDSC, показала, что АФП и ХГЧ не модулируют 

данные показатели, в гликоделин (2 и 10 мкг/ мл) повышал уровень IL-20, не влияя 

на другие цитокины. 

3.3.2 − Анализ цитокинов супернатантов культур CD11b+-клеток 

В результате эксперимента показано, что ХГЧ не влиял на цитокиновый 

профиль культуры, а конкретно на следующие цитокины: APRIL / TNFSF13, BAFF 

/ TNFSF13B, sCD30 / TNFRSF8, sCD163, Chitinase-3-like 1, gp130 / sIL-6Rβ, IFN-α2, 

* 

 * 

* 

 * 
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IFN-β, IFN-γ, IL-2, sIL-6Rα, IL-8, IL-10, IL-11, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-19, IL-20, 

IL-22, IL-26, IL-27 (p28), IL-28A / IFN-λ2, IL-29/IFN-λ1, IL-32, IL-34, IL-35, LIGHT 

/ TNFSF14, MMP-1, MMP-2, MMP-3, Osteocalcin, Osteopontin, Pentraxin-3, sTNF-R1, 

sTNF-R2, TSLP, TWEAK / TNFSF12.   

Однако было показано супрессивное влияние АФП на продукцию цитокина 

IL-19, а гликоделина – на продукцию цитокинов IFN-α 2, IL-26, IL-19, TWEAK/ 

TNFsF12. А конкретно, в культуре CD11b+-клеток, индуцированных в фенотип 

MDSC наблюдалось уменьшение концентрации цитокинов в супернатантах: IFN-α 

2 (ГД 10 мкг/ мл), IL-26 (ГД 2 и 10 мкг/ мл), IL-19 (АФП, 100 ME/ мл, ГД 2 мкг/ мл), 

TWEAK/ TNFsF12 (ГД 2 мкг/ мл) (Рисунок 14).   

IFN-α 2 − гликопротеин, обладающий противовирусным и 

иммуномодулирующим действием [62]. Известно, что IFN-α 2 способствует 

пролиферации наивных CD8-клеток и инактивации регуляторных T-лимфоцитов. 

IL-26 так же, как и IFN-α 2, является провоспалительным цитокином с 

противовоспалительными и противомикробными свойствами [90]. IL-19 долгое 

время считали противовоспалительной молекулой, гомологичной IL-10, однако на 

сегодняшний день IL-19 считают регуляторным цитокином. С одной стороны, IL-

19 способствует продукции цитокинов Th2, а с другой - посредствам IL-6 и TNF-α 

обладает провоспалительными свойствами [148]. TWEAK/ TNFsF12 (Tumor 

necrosis factor receptor superfamily member 12A) – цитокин, способный к индукции 

апоптоза в клетках и регуляции ангиогенеза [176]. Гликоделин оказался способен 

подавлять продукцию данных цитокинов в условиях in vitro, в то время как АФП 

снижал только уровень IL-19. 

Интересно, что в данном случае фетоплацентарные белки только в некоторых 

концентрациях влияли на продукцию цитокинов культурой клеток. В 

экспериментальной схеме получения MDSС из CD11b+-клеток наблюдается 

подавление продукции цитокинов, поддерживающих развитие воспалительного 

процесса (IFN-α 2, IL-26, IL-19, TWEAK/ TNFsF12), что в целом может указывать 

на способность к регуляции иммунного ответа. 
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Рисунок 14 – Влияние фетоплацентарных белков на продукцию 

цитокинов CD11b+-клетками, индуцированными в фенотип MDSC, при 

которых наблюдалось достоверное уменьшение их концентрации 

Примечание: *- достоверные (p <0,05) различия медианных значений (n=7) 

по сравнению с контролем белков с использованием непараметрического критерия 

Фридмана; представлены медианы, межквартильный диапазон (Q1-Q3), 

минимальное и максимальное значения. 

 

Таким образом, оценка цитокинового профиля CD11b+-клеток, 

индуцированных в фенотип MDSC показала, что ХГЧ не модулируют измеренные 

показатели, в то время как гликоделин снижает уровень IFN-α 2, IL-26, IL-19, 

TWEAK/ TNFsF12, а АФП – IL-19. 
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РЕЗЮМЕ 

Таким образом, установлено, что альфа-фетопротеин и хорионический 

гонадотропин не влиял на дифференцировку CD33+-клеток в фенотип миелоидных 

супрессорных клеток, а гликоделин (0,2 и 2 мкг/мл) подавлял генерацию этих 

клеток. При анализе результатов на уровне субпопуляций установлено, что 

фетоплацентарные белки не влияли на генерацию полиморфноядерных MDSC, но 

при этом повышали уровень моноцитарных MDSC (гликоделин и хорионический 

гонадотропин).  

В отношении MDSC, полученных из CD11b+-клеток установлено, что 

хорионический гонадотропин повышал общее количество MDSC в культуре, 

однако на уровне субпопуляций установлено, что альфа-фетопротеин в 

концентрациях 10 и 50 ME/мл, гликоделин (2 и 10 мкг/ мл) и хорионический 

гонадотропин (10 МЕ/мл) стимулировали генерацию моноцитарных MDSC.  

Показано, что оба разработанных протокола не подходят для исследования 

экспрессии аргиназы-1, поскольку условия схемы культивирования не индуцируют 

дифференцировку полиморфноядерных MDSC. Однако, продукция ИДО в наших 

условиях в MDSC определяется и гликоделин в сверхфизиологической 

концентрации 10 мкг/мл усиливал ее экспрессию.  

При анализе цитокинового профиля в супернатантах культур CD33+-клеток, 

индуцированных в фенотип MDSC, установлено, что гликоделин (2 и 10 мкг/ мл) 

повышал уровень IL-20. В то же время, оценка цитокинового профиля CD11b+-

клеток, индуцированных в фенотип MDSC показала, что ХГЧ не модулируют 

измеренные показатели, в то время как гликоделин снижает уровень IFN-α 2, IL-26, 

IL-19, TWEAK/ TNFsF12, а АФП – IL-19. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 

 

Во время беременности эмбрион является наполовину чужеродным по 

отношению к материнскому организму, однако, при нормально развивающийся 

беременности отторжения плода не происходит. Плод с развитием гестации 

образует все больше чужеродных антигенов, так как помимо нарастания клеточной 

массы происходит дифференцировка клеток фетоплацентарного комплекса. В 

результате иммунная система материнского организма воспринимает увеличенную 

антигенную нагрузку, которая усугубляется взаимопроникновением клеток на 

уровне границы мать-плод. Клетки плода проникают в материнский кровоток, 

начиная с I-II триместров беременности [69]. При этом происходит мощная 

перестройка иммунитета, направленная на поддержание иммунологической 

толерантности к эмбриону, которая проявляется в отсутствии 

антигенспецифического иммунного ответа. Прежде всего, этот феномен связан с 

недоступностью антигенов, клеточной анергией, а также супрессией иммунного 

ответа [9].  

Долгое время изучение клеточно-опосредованной иммуносупрессии было 

сведено исключительно к адаптивному звену иммунитета - регуляторным T-

лимфоцитам. Логично предположить, что регуляция иммунной системы была 

необходима еще до возникновения адаптивного звена, в эволюционно более 

древней - врожденной иммунной системе. На сегодняшний день, предполагается, 

что эта роль отведена иммуносупрессорной клеточной популяции – MDSC, 

увеличение которых происходит во время беременности, что подтверждает теорию 

о важности этих клеток в поддержании иммунной толерантности к эмбриону.  

На сегодняшний день нет сведений о том, как MDSC взаимодействует с 

фетоплацентарными белками, которые также обладают иммуносупрессорным 

действием в процессе беременности. Важно понимать каким образом происходят 

клеточно-белковые взаимодействия, которые неизбежны в живом организме. 
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В нашем исследовании было важно не просто изучить взаимодействие 

фетоплацентарных белков с MDSC, но также оценить изменение экспрессии 

внутриклеточных ферментов, которые являются инструментами иммунного 

подавления MDSC — это аргиназа-1 и индоламин-2,3-диоксигеназа (ИДО). 

Aргиназа 1 – фермент, который метаболизирует аргинин. Недостаток аргинина в 

месте иммунного ответа приводит к угнетению пролиферации, экспрессии TCR-

комплекса, а также подавлению развития T-клеточной памяти [26; 118]. Именно 

этот механизм действия используют MDSC. Известно, что в миелоидных клетках 

истощаются запасы аргинина, в том числе и во внеклеточном пространстве [96; 

142]. 

Другой механизм супрессии, опосредованный MDSC – экспрессия фермента 

ИДО, который катализирует триптофан. Известно, что ИДО образуется в 

макрофагах трофобласта во время беременности [109]. Плацентарный ИДО 

способен защищать плод путем подавления активности T-лимфоцитов, которые 

проявляют свою активность в отношении аллоантигенов плода [100].  Механизм 

действия ИДО, прежде всего, связан с дефицитом триптофана в зоне контакта T-

лимфоцитов с клетками синцитиотрофобласта, однако, показано, что ИДО, 

экспрессируемый дендритными клетками и макрофагами децидуальной оболочки 

также используют этот механизм подавления. Помимо этого, действие на T-

лимфоциты происходит путем выделения побочных продуктов истощения 

триптофана- кинуренина, 3-гидроксикинуренина и 3-гидроксиантраниловой 

кислоты [52]. 

В нашем исследовании уровни экспрессии ИДО и Арг 1 были измерены 

только в схеме получения MDSC из CD11b+-клеток, поскольку стало очевидно, что 

MDSC, полученные из CD11b+-клеток более стабильны, многочисленны и 

жизнеспособны, чем MDSC, полученные из CD33+-клеток. 

Альфа – фетопротеин. В результате наших исследований было показано, что 

АФП не оказывает влияния на расширение общего пула MDSC, выращенных ни из 

CD33+-, ни из CD11b+-клеток.  Также АФП не оказывает эффектов на 

дифференцировку клеток в иммунофенотип субпопуляции PMN-MDSC. Однако 
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АФП в концентрациях 10 и 50 ME/мл достоверно способствует увеличению 

субпопуляции M-MDSC, полученных из CD11b+-клеток. Вероятно, АФП 

взаимодействует с другими клетками иммунной системы во время беременности, 

поддерживая иммунную толерантность. Известно, что АФП способен подавлять 

жизнеспособность и функциональность NK-клеток, ДК и моноцитов, а также 

косвенно способствовать дифференцировке CD4-лимфоцитов в фенотип 

регуляторных T-клеток в исследованиях in vitro [8]. Предполагаемые механизмы 

иммуносупрессивного действия АФП делятся на две группы: осуществление АФП 

транспортировки различных веществ, подавляющих клеточную активность; 

супрессорные свойства самого белка, реализуемые через клеточный рецептор к 

АФП [110]. 

Известно, что концентрация АФП-10 ME/мл соответствует первому 

триместру беременности, а концентрация 50 ME/мл - второму. В этот период у 

эмбриона экспрессируются аллоантигены, являющиеся чужеродными для 

материнского организма [10]. Помимо этого, эмбрион экспрессирует 

стадиеспецифические антигены, которые также чужеродны [169]. Именно поэтому 

первые два триместра являются определяющими в образовании нового иммунного 

баланса материнского организма, направленного на поддержание беременности. 

Вероятно, полученный нами эффект низких концентраций АФП на увеличение 

пула M-MDSC связан именно с этим фактом.  

В эксперименте показано, что АФП не оказывает влияния на экспрессию 

аргиназы-1 в MDSC, однако мы обнаружили тенденцию увеличения уровня ИДО 

такими же концентрациями АФП (10 и 50 ME/ мл). Возможно, это увеличение 

происходило за счет повышения моноцитарной популяции MDSC, что 

подтверждает наличие прямой корреляционной связи между уровнем ИДО и M-

MDSC (r= 0,800, P<0,05). 

В схеме получения MDSC из CD11b+-клеток при добавлении в культуру АФП 

в концентрации 100 ME/ мл было продемонстрировано достоверное снижение 

продукции регуляторного цитокина IL-19.  
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Таким образом, АФП в концентрациях, соответствующих I-II триместру 

беременности, способен повышать уровень M-MDSC в культуре изолированных 

CD11b+-клеток, не влияя на общий пул MDSC и PMN-MDSC, а также снижать 

продукцию IL-19. 

Гликоделин. В ходе эксперимента нами продемонстрировано, что гликоделин 

в концентрациях 0,2 и 2 ME/мл достоверно снижает общий пул MDSC, полученных 

из CD33+-клеток. В отношении MDSC, полученных из CD11b+-клеток 

достоверного эффекта не обнаружено.  Однако наблюдается видимая тенденция к 

увеличению пула MDSC. 

Показано, что гликоделин во всех использованных концентрациях (0,2; 2; 10 

мкг/мл) достоверно увеличивает уровень субпопуляции M-MDSC (из CD33+-

клеток). Также две концентрации гликоделина (2 и 10 мкг/ мл) достоверно 

повышают пул M-MDSC в экспериментальной схеме получения клеток из CD11b+-

клеток, что демонстрирует определенное влияние гликоделина на конверсию 

клеток в фенотип M-MDSC. В тоже время, показано, что гликоделин не влияет на 

уровень PMN-MDSC.   

Интересно, что высокая концентрация гликоделина (10 мкг/ мл) достоверно 

повышает экспрессию ИДО в клетках MDSC, при этом между этими параметрами 

существует прямая корреляционная связь (r=0,800, P<0,05). Стоит отметить, что и 

две другие концентрации также повышают экспрессию ИДО, однако достоверных 

различий найдено не было. В исследовании 2018 года, также был 

продемонстрирован схожий эффект гликоделина. Так, в эксперименте гликоделин 

усиливал экспрессию маркеров ИДО децидуальных макрофагов, а блокирование 

рецептора Siglec-7 на клетках нивелировало биологические эффекты ГД на 

дифференцировку моноцитов, что косвенно указывает на то, что рецептором к 

гликоделину может выступать Siglec-7 [171]. Интересно, что позже было проведено 

исследование, направленное на поиск лигандов сиаловой кислоты для Siglec на 

MDSC и в микроокружении опухоли глиомы [146]. Оказалось, что оба 

подмножества MDSC экспрессируют Siglec-3, -5, -7 и -9, с более высокими 

уровнями Siglec-3, -7 и -9 на M-MDSC и более высокими уровнями Siglec-5 на 
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PMN-MDSC. Аналогичные профили экспрессии Siglec были обнаружены на MDSC 

от здоровых доноров. Эти исследования дают основание предположить, что 

взаимодействие гликоделина и MDSC происходит как раз за счет рецептора Siglec-

7, который в большей степени экспрессируется именно на M-MDSC. 

Учитывая, что ГД достоверно повышает уровень M-MDSC и ИДО, довольно 

парадоксальным выглядит его влияние на уменьшение пула популяции MDSC (из 

CD33+-клеток). Возможно, это связано с разным уровнем экспрессии 

предполагаемых рецепторов для ГД на этих клетках.  

В схеме получения MDSC из CD11b+-клеток обнаружено, что ГД в 

концентрациях 2 и 10 мкг/ мл способен достоверно подавлять продукцию таких 

провоспалительных цитокинов, как IFN-α2, IL-26, TWEAK, а также 

противовоспалительного IL-19. При этом обнаружена прямая корреляционная 

связь между экспрессией ИДО и продукцией IL-26 (r=0,800, P<0,05), но обратная 

между уровнем ИДО и продукцией IFN-α2 (r=-0,800, P<0,05) под воздействием ГД 

10 мкг/мл. На данный момент нет известных взаимосвязей между экспрессией ИДО 

и IL-26, однако IFN I типа может индуцировать экспрессию ИДО в клетках [52]. В 

нашем эксперименте ГД 10 мкг/мл повышал уровень ИДО, одновременно снижая 

продукцию IFN-α2 клетками, что позволяет предположить, что индукция ИДО не 

связана с аутогенной продукцией IFN-α2.  

В целом, тенденция снижения ряда провоспалительных цитокинов может 

укладываться в концепцию иммунорегуляторных свойств гликоделина, 

направленных на поддержание иммунной толерантности. 

Таким образом, гликоделин увеличивает количество M-MDSC, полученных 

как из CD33+-клеток, так и из CD11b+-клеток, не оказывая влияния на PMN-MDSC. 

Важно отметить, что высокая концентрация гликоделина повышала уровень ИДО 

в M-MDSC, способствуя увеличению функциональной активности этих клеток. 

Хорионический гонадотропин человека. Нами установлено, что ХГЧ не 

влияет на конверсию клеток в фенотип MDSC (из CD33+-клеток), но обе 

концентрации достоверно повышают уровень MDSC в другой экспериментальной 

схеме (из CD11b+-клеток).  
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Помимо этого, также обе концентрации ХГЧ достоверно увеличивают пул M-

MDSC (из CD33+-клеток), однако, стоит отметить, что ХГЧ с концентрацией 10 

ME/ мл оказывает более сильное влияние на уровень M-MDSC, чем его высокая 

концентрация. В схеме эксперимента получения MDSC из CD11b+-клеток только 

низкая концентрация ХГЧ (10 ME/ мл) достоверно повышает уровень этой 

субпопуляции.  Такой эффект можно объяснить тем, что концентрация 10 ME/мл 

соответствует началу беременности, в момент, когда выстраивание иммунной 

толерантности особенно важно, поскольку без этого невозможно дальнейшее 

сохранение плода. 

Показано, что ХГЧ не влияет на экспрессию Арг 1 и ИДО в MDSC, однако 

наблюдается тенденция влияния ХГЧ в концентрации 10 ME/ мл на экспрессию 

ИДО. Интересно, что влияния ХГЧ на продукцию цитокинов иммунными клетками 

обнаружено не было. Вероятно, это связано с тем, что ХГЧ проявляет 

иммуномодулирующие свойства по-другому. 

Иммуномодулирующие эффекты ХГЧ на уровне других субпопуляций 

иммунной системы довольно хорошо изучены. Так, известно, что ХГЧ повышает 

уровень Treg [184, 152], осуществляющий супрессию иммунного ответа в период 

беременности. Наша рабочая гипотеза, состоящая в том, что ХГЧ будет 

стимулировать также и генерацию MDSC подтвердилась. Важно отметить, что 

эффект ХГЧ также касается именно моноцитарных, но не гранулоцитарных MDSC, 

как и в отношении, других изучаемых нами белков. По-видимому, именно M-

MDSC являются мишенью для изучаемых белков, в то время как PMN-MDSC 

резистентны к их действию.  

Таким образом, ХГЧ не влияет на уровень общего пула MDSC (из CD33+-

клеток), но повышает уровень MDSC, полученных из CD11b+-клеток. Однако, при 

анализе влияния ХГЧ на субпопуляции MDSC показано, что ХГЧ повышает 

уровень M-MDSC, генерированных как из CD33+-, так и CD11b+-клеток, не влияя 

на уровень PMN-MDSC.  
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Аргиназа-1. В наших экспериментах не было обнаружено эффектов на 

уровень внутриклеточной экспрессии Арг 1. Стоит отметить, что этот результат не 

был ожидаемым, поскольку считается, что экспрессия Арг 1 в MDSC сопряжена с 

реализацией их супрессорных функций. Возможно, для того, чтобы началась 

экспрессия аргиназы-1, использованных сигнальных молекул в нашем 

эксперименте было недостаточно. Действительно, есть данные о том, что Арг 1 в 

миелоидных клетках индуцируется противовоспалительными цитокинами T-

хелперов 2 типа, такими, как, IL-10, TGF-β, простагландины (PGE) и катехоламины, 

IL-4 и IL-13 [17; 18, 39]. В связи с чем можно сделать предположение, что 

использованные нами цитокины, а именно IL-6, GM-CSF, IL-1β, а также ЛПС не 

стимулируют экспрессию аргиназы-1 в MDSC. 

PMN-MDSC. Также интересно, что дифференцировка клеток в субпопуляцию 

PMN-MDSC в нашем исследовании не происходила. Таким образом, можно 

предположить, что выбранные нами цитокины и фетоплацентарные белки не 

стимулируют MDSC к экспрессии маркера CD66b. С другой стороны, экспрессия 

маркера CD14, присущая субпопуляции M-MDSC происходила. Это может 

объясняться тем, что в качестве сигнальной молекулы нами был использован ЛПС, 

взаимодействующий с поверхностным антигеном, который является корецептором 

для TLR2 и TLR6 – CD14 [177, 75]. Вероятно, именно воздействие ЛПС на 

клеточную культуру поспособствовало экспрессии CD14. 

Таким образом, мы впервые показали, что альфа-фетопротеин, гликоделин и 

хорионический гонадотропин человека способны проявлять 

иммуномодулирующие эффекты в отношении миелоидных супрессорных клеток, 

что в целом говорит об их способности к поддержанию иммунологической 

толерантности во время беременности. Полученные результаты исследования 

будут отражены в таблице 5. 
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Таблица 5 − Суммарные эффекты АФП, ГД и ХГЧ на дифференцировку 

MDSC, а также на экспрессию аргиназы-1 и индоламин-2,3-диоксигеназы 

 

Белки АФП ГД ХГЧ 

п
р

и
зн

а
к

и
 CD33 CD11b CD33 CD11b CD33 CD11b 

M
D

S
C

 

Нет влияния Нет влияния Уменьшен

ие  

(ГД 0,2 и 2) 

Нет влияния Нет влияния Увеличени

е (ХГЧ 10 и 

100 ME/ мл) 

M
-

M
D

S
C

 Нет влияния Увеличение  

(АФП 10, 50 

ME/ мл) 

Увеличени

е  

(ГД 0,2, 2 и 

10 мкг/мл) 

Увеличени

е  

(ГД 2 и 10 

мкг/мл) 

Увеличени

е (ХГЧ 10 и 

100 ME/ мл) 

Увеличени

е (ХГЧ 10 и 

100 ME/ мл) 

P
M

N
-

M
D

S
C

 Нет влияния Нет влияния Нет 

влияния 

Нет 

влияния 

Нет 

влияния 

Нет 

влияния 

A
rg

1
 - Нет влияния - Нет 

влияния 

- Нет 

влияния 

ID
O

 

- АФП 10 и 50 

ME/ мл 

Тенденция к 

увеличению 

(недостоверн

ое) 

- Увеличени

е (ГД 10 

мкг/мл) 

- Нет влияния 

Ц
и

т
о
к

и
н

ы
 

Нет влияния Уменьшение  

IL-19 (АФП 

100 ME/ мл) 

Увеличени

е IL-20 

(ГД 2 и 10 

мкг/мл) 

Уменьшен

ие: 

IFN-α2 (ГД 

10) 

IL-26 (ГД 2 

и 10 

IL-19 (ГД 2) 

TWEAK 

(ГД 2) 

 

Нет 

влияния 

Нет   

Влияния   
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Перспективы дальнейшей разработки темы. Благодаря проведенным 

исследованиям выяснено, что белки беременности – альфа-фетопротеин, 

гликоделин и хорионический гонадотропин способны воздействовать на 

увеличение популяции MDSC, а также на субпопуляцию M-MDSC, усиливая 

экспрессию ИДО этими клетками, и влиять на продукцию некоторых цитокинов. В 

дальнейшем перспективным представляется изучение других механизмов 

подавления MDSC, а именно экспрессии молекул CD40, PDL-1, CD73, LOX-1, 

активных форм кислорода и азота и индуцибельной NO-синтазы. Планируется 

установить связь с угнетением пролиферации и активности T-лимфоцитов и 

механизмов, благодаря которым осуществляется эта супрессия в большей степени. 

Также планируется оценить влияние фетоплацентарных белков на фунциональную 

активность клеток и выявить рецепторы, благодаря которым изучаемые белки 

беременности взаимодействуют с MDSC. 
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ВЫВОДЫ 

 

 

 

1) Оптимальный протокол генерации миелоидных супрессорных клеток в 

условиях in vitro методом направленной цитокиновой индукции сепарированных 

CD33+-клеток периферической крови человека с использованием IL-6 (10 нг/мл) и 

GM-CSF (10 нг/мл) включает в себя следующие параметры: время 

культивирования - 7 суток при стандартных условиях (5% CO2 и 37°С), 

необходимость замены питательной среды на 4-е сутки инкубации. 

2) Оптимальный протокол генерации миелоидных супрессорных клеток в 

условиях in vitro методом направленной цитокиновой индукции сепарированных 

CD11b+-клеток периферической крови человека заключается в добавлении GM-

CSF (20 нг/мл) на первом этапе (2 суток), и внесением IL-1β (20 нг/мл) и 

липополисахарида (0,1 мкг/мл) на втором этапе (7 суток), культивирование 

осуществляется при стандартных условиях (5% CO2 и 37°С) с заменой среду после 

первого этапа культивирования.  

3) Альфа-фетопротеин не модулирует дифференцировку CD33+-клеток в 

фенотип миелоидных супрессорных клеток; гликоделин в концентрациях 0,2 и 2 

мкг/мл подавляет генерацию общего пула миелоидных супрессорных клеток, не 

влияет на уровень полиморфноядерных миелоидных супрессорных клеток, но 

стимулирует генерацию моноцитарных миелоидных супрессорных клеток; 

хорионический гонадотропин не модулирует дифференцировку общей популяции 

миелоидных супрессорных клеток, но стимулирует генерацию моноцитарной 

субпопуляции миелоидных супрессорных клеток.  

4) Альфа-фетопротеин не модулирует генерацию общего и 

полиморфноядерного пула миелоидных супрессорных клеток в культуре CD11b+-

клеток, но стимулирует дифференцировку моноцитарных миелоидных 

супрессорных клеток в концентрациях 10 и 50 ME/мл; гликоделин не модулировал 

дифференцировку CD11b+-клеток в фенотип общего пула миелоидных 
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супрессорных клеток и полиморфноядерной субпопуляции, однако, но 

стимулирует дифференцировку моноцитарных миелоидных супрессорных клеток 

в концентрациях  2 и 10 мкг/мл; хорионический гонадотропин человека 

стимулирует дифференцировку миелоидных супрессорных клеток и 

моноцитарную субпопуляцию этого типа клеток, сгенерированных из CD11b+-

клеток, не влияя на генерацию полиморфноядерных миелоидных супрессорных 

клеток. 

5) Гликоделин усиливает внутриклеточную продукцию индоламин-2,3-

диоксигеназы в миелоидных супрессорных клетках в концентрации 10 мкг/мл; оба 

разработанных протокола не являются показательными для исследования влияния 

фетоплацентарных белков на продукцию аргиназы-1 в миелоидных супрессорных 

клетках.  

6) Гликоделин (2 и 10 мкг/ мл) повышает уровень IL-20 в культуре CD 

33+- клеток; альфа-фетопротеин (100 ME/ мл) снижает продукцию IL-19, 

гликоделин (2 мкг/мл) подавляет продукцию IL-26, IL-19 и TWEAK, а в 

концентрации 10 мкг/мл подавляет продукцию IFN-α2 и IL-26 в культуре CD11b+-

клеток.  
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

 

 

 

Для индукции популяции миелоидных супрессорных клеток в системе in vitro 

отдавать предпочтение стратегии дифференцировки CD11b+-клеток 

периферической крови. 

Оптимальными концентрациями в условиях двухэтапного добавления 

цитокинов являются 20 нг/мл для IL-1β и GM-CSF, а также 0,1 мкг/ мл для 

липополисахарида - на каждые 200 тыс. клеток. 

В модели индукции миелоидных супрессорных клеток из CD33+-клеток 

оптимально использовать по 10 нг/мл каждого из цитокинов (IL-6 и GM-CSF) на 

каждые 200 тыс. клеток. 

При использовании любой из разработанных экспериментальных схем 

культивирование клеток длится в течение 7 суток, а смена культуральной среды 

должна быть произведена на четвертые сутки инкубирования. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АФК – активные формы кислорода 

АФП – альфа-фетопротеин 

БСА – бычий сывороточный альбумин 

ГД – гликоделин  

ДК – дендритные клетки 

ИДО – индоламин-2,3-диоксигеназа 

ЛГ – лютеинезирующий гормон 

ЛПНП- липопротеины низкой плотности 

ЛПС – липополисахарид 

мАТ- моноклональные антитела 

МЛР – смешанная лейкоцитарная реакция 

МПК – мононуклеарные клетки периферической крови 

ПГЕ2 – простагландин Е2 

ПНЖК – полиненасыщенные жирные кислоты 

РА- ревматоидный артрит 

СКВ – системная красная волчанка 

ТТГ – тиреотропный гормон 

ФСГ – фолликулстимулирующий гормон 

ХГЧ – хорионический гонадотропин человека 

ADAM-17 – мембранный фермент металлопротеаза 

APC- allophycocyanin (аллофикоцианин)  

Arg 1 – аргиназа 1 

CCL 20- Chemokine (C-C motif) ligand 20 (хемокиновый лиганд 20) 

CD –– cluster of differentiation (мембранные маркеры клеток) 

DAMP – damage associated molecular patterns (дистресс - ассоциированные 

молекулярные паттерны) 

DPBS - Dulbecco's phosphate-buffered saline (фосфатно-солевой буфер 

Дульбекко) 

FMO - fluorescence minus one (контроль флуоресценции минус один) 
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FSC– forward scatter (прямое светорассеяние) 

Gal-9 – galectin-9 (галектин-9) 

GdA- гликоделин амниотической жидкости 

GdC- гликоделин многослойного эпителия и яйценосного холмика 

GdF- гликоделин фолликулов яичников 

GdS – гликоделин семенной плазмы  

GM-CSF – granulocyte-macrophage colony stimulating factor (гранулоцитарно-

макрофагальный колониестимулирующий фактор) 

HLA-DR – human leukocyte antigens (рецептор клеточной поверхности MHC 

класса II) 

IFN- interferon (интерферон) 

IL – interleukin (интерлейкин) 

iNOS – inducible nitric oxide synthase (индуцибельная NO-синтаза) 

ITIM – Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (иммунорецепторный 

ингибиторный мотив на основе тирозина) 

Lin – anti-human lineage cocktail (CD3, CD19, CD56)  

LOX-1 - Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 (рецептор 

окисленных липопротеинов низкой плотности) 

MDSC – myeloid-derived suppressor cells (миелоидные супрессорные клетки) 

M-MDSC – monocytic myeloid-derived suppressor cells (моноцитарные 

миелоидные супрессорные клетки) 

MMP- matrix metalloproteinase (матриксная металлопротеиназа) 

MPP - multipotent progenitors (мультипотентные предшественники) 

NADPH–оксидаза –nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 

(клеточный мембрано-связанный мультимолекулярный ферментный 

комплекс) 

NF-κB - nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

(транскрипционный ядерный фактор κB) 

NK-клетки– natural killer (естественные клетки - киллеры) 
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PAMP – pathogen-associated molecular patterns (патоген-ассоциированные 

молекулярные паттерны) 

PDL-1 – programmed death-ligand 1(лиганд рецептора программируемой 

клеточной гибели 1) 

PE- phycoerythrin (фикоэритрин) 

PerCP- peridinin chlorophyll protein-Cyanine5.5 (перидининхлорофилл 

протеин) 

PMN-MDSC – polymorphonucler myeloid-derived suppressor cells 

(полиморфноядерные миелоидные супрессорные клетки) 

SA-PE – streptavidin – phycoerythrin (комплекс стрептавидин-фикоэритрин) 

SSC– side scatter (боковое светорассеяние) 

TCR– T-cell receptor (T-клеточный рецептор) 

TGF- Transforming growth factor (трансформирующий фактор роста) 

Th – T-helper (T-хелпер) 

TIM-3 – T-cell immunoglobulin and mucin domain 3 (Т-клеточный 

иммуноглобулин и белок, содержащий домен муцина 3) 

TLR– toll-like receptor (толл-подобный рецептор) 

TNF - tumor necrosis factor (фактор некроза опухоли) 

Treg - regulatory T cells (регуляторные T-лимфоциты) 

TWEAK – tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis (TNF-подобный 

слабый индуктор апоптоза) 

ZA – zombie aqua (суправитальный краситель зомби аква) 
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Приложение А 

Влияние времени и условий культивирования на процент общей субпопуляции 

MDSC (HLA-DR-CD33+CD11b+), M±m, n=3  
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Приложение Б 

Концентрации цитокинов супернатантов культур CD33-клеток после 7 

суток культивирования 
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Концентрации цитокинов супернатантов культур CD11b+-клеток после 7 

суток культивирования 
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