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Резюме. Исследовано действие препарата «Профеталь», основным действующим компонентом которо$
го является лиофилизированный и стабилизированный декстраном человеческий α$фетопротеин, на фун$
кциональные свойства мононуклеарных лейкоцитов (МЛ) периферической крови здоровых доноров и воз$
можность генерации из них зрелых дендритных клеток (ДК).

Показано, что введение в культуры оптимальных доз данного препарата вызывает статистически досто$
верное повышение пролиферативной способности, уровня бласттрансформации МЛ и их цитотоксической
активности по отношению к опухолевой линии К$562, а также индуцирует созревание антиген$презентиру$
ющих дендритных клеток.

На основании полученных данных сделан вывод, что «Профеталь» является активным иммуномодули$
рующим фактором и может быть использован для генерации цитотоксических лимфоцитов и зрелых ДК с
целью их применения в биотерапии онкологических и инфекционных заболеваний.

Ключевые слова: «Профеталь», α�фетопротеин, мононуклеарные лейкоциты, дендритные клетки, иммунофенотип,
функциональная активность.
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THE EFFECTS OF ‘PROFETAL’ PREPARATION UPON FUNCTIONAL ACTIVITY
OF HUMAN MONONUCLEAR LEUKOCYTES AND DENDRITIC CELLS
Abstract. The effects of ‘Profetal’, a drug containing liophylized, dextran$stabilized human alpha$fetoprotein

as main active component, were investigated on peripheral donor blood mononuclear leukocytes (ML), with respect
to their functional properties and the potential to generate mature dendritic cells (DC).

Addition of the drug to cell cultures at optimal doses was shown to cause significant increase in their prolifer$
ative capacity and ML blastic transformation levels, and enhanced cytotoxicity towards K562 tumor cells, as well
as to induce maturation of antigen$presenting dendritic cells.

On the basis of the data obtained, a conclusion is made that ‘Profetal’ is an active immunomodulatory factor,
and it may be applied for generation of cytotoxic lymphocytes and mature DC, aiming to apply them for the
biotherapy of oncological and infectious diseases. (Med. Immunol., 2005, vol.7, № 5)6, pp 525)534)
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Введение
В настоящее время ведутся интенсивные рабо$

ты по внедрению в клиническую практику онко$
логии методов адоптивной иммунотерапии, осно$
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ванных на экстракорпоральной активации эффек$
торов противоопухолевого иммунитета. Наиболь$
ший интерес представляют лимфокин$активиро$
ванные киллеры (ЛАК), генерированные in vitro
при инкубации мононуклеарных лейкоцитов (МЛ)
периферической крови с цитокинами [2, 12, 13, 19]
и специфические вакцины на основе дендритных
клеток (ДК) [16, 20, 23, 27]. ЛАК представляют
собой крупные лимфоциты типа иммунобластов,
характеризуются активностью натуральных кил$
леров (НК) и способны эффективно лизировать
опухолевые клетки [13]. Для получения ЛАК ис$
пользуют интерлейкин$2 (IL$2) и интерферон$α
(INF$α).

ДК рассматриваются как особая субпопуляция
антиген$презентирующих клеток, характеризующа$
яся рядом морфологических и иммунофенотипи$
ческих особенностей. Данные клетки, пульсирован$
ные in vitro различными пептидами, способны пре$
зентировать антигены наивным Т$лимфоцитам
in vivo и индуцировать иммунные реакции против
опухолей и бактериальных инфекций [1, 2, 3, 9].
Конструирование вакцин против определенных
бактериальных патогенных компонентов и опухо$
левых клеток основывается и на возможности ДК
презентировать антиген, и на их способности к па$
ракринному высвобождению цитокинов, таких, на$
пример, как интерлейкин$12 (IL$12) [22], который
активирует не только натуральные киллеры, но на$
туральные киллеры — Т$клетки (НКТ) и Т$лимфо$
циты, индуцируя пролиферацию, цитотоксическую
активность и дифференцировку Тh$1 клеток [22, 24,
25]. Дендритные клетки получают из клеток$пред$
шественников [30] или моноцитов периферической
крови человека [26, 29], а также из СD34+ предше$
ственников костного мозга [20]. Для получения ДК
обычно используют гранулоцит$макрофагально$ко$
лониестимулирующий фактор (GM$CSF) и интер$
лейкин$4 (IL$4), а в качестве индуктора созревания
применяют фактор некроза опухолей и ряд других
препаратов [5, 7, 9].

Вместе с тем до настоящего времени не иссле$
дована возможность применения для активации
рассматриваемых эффекторов таких биорегуля$
торов, как α$фетопротеин (АФП), который, как
нами ранее было установлено на эмбриональных
фибробластах, проявляет свойства стимулятора
пролиферации и индуктора дифференцировки [8,
17].

В связи с этим целью настоящего исследова$
ния явилось изучение влияния препарата «Про$
феталь», основным действующим компонентом
которого является человеческий α$фетопротеин,
на цитотоксическую и пролиферативную актив$
ность мононуклеарных лейкоцитов периферичес$
кой крови и процесс генерации из них дендрит$
ных клеток.

Материалы и методы
Выделение мононуклеарных лейкоцитов. МЛ вы$

деляли из стабилизированной гепарином (25 Ед./
мл) периферической крови 30 здоровых доноров на
одноступенчатом градиенте фиколла («Pharmacia»,
США, плотностью 1,077 г/см3) центрифугировани$
ем при 400 g в течение 30 минут. Мононуклеарные
клетки, образовавшие интерфазное кольцо, собира$
ли пипеткой и трехкратно отмывали в среде 199 (Ин$
ститут полиомиелита и вирусных энцефалитов
РАМН, Москва, Россия). После каждой отмывки в
10$кратном объеме среды клетки осаждали центри$
фугированием при 200 g.

Культивирование клеток опухолевой линии К�562.
Клетки эритробластного лейкоза человека линии К$
562 культивировали в среде RPMI$1640 (ICN, США)
с добавлением глютамина, 5% эмбриональной теля$
чьей сыворотки и гентамицина при 37°С в атмосфе$
ре 4% СО

2
.

Препараты. В работе использован препарат
«Профеталь» (производства ЗАО «Институт новых
медицинских технологий», г. Пермь, Россия), вклю$
чающий лиофилизированный и стабилизированный
декстраном человеческий α$фетопротеин. Исследу$
емые дозы — 0,001; 0,01; 0,1; 1,0 и 10,0 мкг/мл.

Цитотоксический тест. Цитотоксическую актив$
ность МЛ определяли на НК$чувствительной линии
опухолевых клеток К$562. Опухолевые клетки (1x104

в 1 мл) инкубировали в культуральной среде с МЛ,
обработанными препаратом «Профеталь» в концен$
трациях 0,001; 0,01; 0,1; 1,0 и 10,0 мкг/мл (при соот$
ношении клетки$мишени/эффекторы 1:5, 1:2, 1:1 и
1:0,5) в плоскодонных 96$луночных микропланше$
тах («Costar», Франция) 18 часов. Затем в лунки
добавлялся витальный краситель МТТ («Sigma»,
США) и по оптической плотности, измеряемой на
мультискане МСС$340 («Labsystem», Финляндия),
рассчитывался процент лизиса опухолевых клеток
(процент цитотоксичности).

Оценка пролиферативной активности мононук�
леарных лейкоцитов. Оценку пролиферативной ак$
тивности МЛ при действии препарата «Профеталь»
проводили в колориметрическом тесте с использо$
ванием витального красителя AlamarBlue («Bio$
sours», США) в стерильных условиях, используя
ламинарный бокс с горизонтальным потоком возду$
ха («JuanVFS 906», Франция). Клеточную взвесь (по
5х103 клеток) в обогащенной среде RPMI 1640 («Па$
нЭко», Россия) вносили в лунки 96$луночного плос$
кодонного планшета («Costar», Франция). Затем
добавляли препарат «Профеталь» в концентрациях
от 0,01 до 10,0 мкг/мл. Планшеты помещали в CO

2
$

инкубатор («Binder», Германия) при 37°С и 5% СО
2
.

Клетки инкубировали в течение 72 часов. По окон$
чании инкубации в лунки вносили 10% краситель
AlamarBlue («Biosource», США). Флюоресценцию
измеряли после четырехчасовой инкубации при
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Табл.1. ВЛИЯНИЕ ПРЕПАРАТА «ПРОФЕТАЛЬ» НА ЦИТОТОКСИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ МОНОНУКЛЕАРОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ
КРОВИ ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ К ЛИНИИ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК КP562 (n=15)

Достоверность различий между контрольной (МЛ) и экспериментальными группами: * p <0,05; ** p<0,01.

Уровень цитотоксичности, % Концентрация препарата 
мкг/мл Препарат «Профеталь» МЛ (контроль) 
10,0 78,0±4,6* 
1,0 73,2±4,1* 
0,1 96,7±4,1** 
0,01 77,3±3,9* 

0,001 24,7±2,6 

24,4±3,97 

37°С, 5% СО
2
 на флюориметре Versa Fluor V13

(«Втокал», Россия) при длине волны возбуждения
530$560 нм, эмиссии 590 нм и выражали в условных
единицах (у.е.) флюоресценции. Рассчитывали ин$
декс стимуляции (ИС), представляющий собой от$
ношение пролиферативной активности МЛ при сти$
муляции препаратом к спонтанной пролифератив$
ной активности мононуклеарных лейкоцитов.

Культивирование дендритных клеток. Мононук$
леарные лейкоциты, выделенные из периферической
крови, ресуспендировали в среде RPMI 1640 с добав$
лением 10% эмбриональной телячьей сыворотки в
концентрации 1х106 клеток/мл и инкубировали в
течение 4 ч. Затем удаляли не прилипшие клетки, к
которым добавляли по 10 нг/мл мышиного реком$
бинантного гранулоцитарно$макрофагального коло$
ниестимулирующего фактора (GM$CSF) и IL$4
(«Biosource», США). Клетки инкубировали в обога$
щённой среде RPMI 1640 при 4,5% СО

2
 и 37°С в те$

чение 3 суток, после чего повторно добавляли те же
цитокины. На шестые сутки производили смену сре$
ды с добавлением препарата «Профеталь» в концен$
трации 1,5 мкг/мл. На 9 сутки собирали и исследо$
вали полученные клетки.

Анализ фенотипа ДК. Фенотип генерированных
клеток исследовали с использованием монокло$
нальных антител («Caltag Laboratories», США)
против соответствующих антигенов. Клетки отмы$
вали холодным фосфатно$солевым буфером
(ФСБ) и окрашивали FITC (флюоресцеинизоти$
оционат) и PE (фикоэритрин)$меченными антите$
лами согласно инструкции производителя. Затем
отмывали 2 раза холодным ФСБ. Результаты учи$
тывали на проточном цитометре FacsCalibur
(«Becton Dickinson», США). На клетках, получен$
ных из мононуклеаров периферической крови до$
норов, исследовали уровни экспрессии молекул
СD14, CD34, CD80, CD83, CD1a и CD11c. Гейт
(окно) популяции клеток устанавливали на осно$
ве комбинации прямого и бокового светорассеяния
и размера клеток. При учете результатов подсчи$
тывали 10000 клеток в гейте. Статистическая об$
работка материала проведена при помощи про$
граммного пакета WIN MDI 2.8.

Морфо�гистохимическое исследование. Через 9 су$
ток после начала культивирования из центрифугата

надосадочной жидкости культур МНК периферичес$
кой крови, активированных GM$CSF, IL$4 и препа$
ратом «Профеталь», были сделаны мазки, которые
окрашивали на РНК по Браше с контрольной обра$
боткой РНК$азой, эозин$азуром по Романовскому$
Гимза, реактивом Шиффа по Шабадашу с контро$
лем амилазой на гликоген и гликозаминогликаны [4].
В окрашенных по Браше мазках подсчитывали про$
центное содержание выявляемых клеток. Статобра$
ботка данных проводилась с использованием про$
граммы «ИПСО» (Россия).

Световая, фазово$контрастная микроскопия и
фотографирование клеток, генерированных из мо$
нонуклеаров периферической крови, меченных ан$
тителами, во взвеси и в окрашенных мазках прово$
дили с помощью системы AxioVision 4 (фирмы Carl
Zeiss, Германия).

Результаты
Функциональная активность мононуклеарных
лейкоцитов

Как следует из данных, представленных в табл. 1,
«Профеталь» оказывает стимулирующее влияние на
уровень цитотоксической активности МЛ по отноше$
нию к опухолевым клеткам линии К$562. Этот пока$
затель достоверно повышается при воздействии пре$
парата в концентрациях 0,01–10,0 мкг/мл по сравне$
нию со спонтанной цитотоксичностью МЛ, достигая
максимальных значений при инкубации с препаратом
в дозе 1,0 мкг/мл. Самая низкая из испытанных кон$
центраций препарата не сказывается на противоопу$
холевой активности МЛ.

Исследуемый препарат в используемых дозах
проявляет себя также как митогенный фактор для
мононуклеарных лейкоцитов крови здоровых до$
норов (табл. 2). Количество бластных форм в пуль$
сированных им культурах увеличивается в 3–7 раз
(в зависимости от дозы препарата) по сравнению
с контрольной группой, а индекс стимуляции про$
лиферативной активности МЛ примерно состав$
ляет, соответственно от 3,2 (при дозе 0,01 мкг/мл)
до 6,9 (при дозе 10,0 мкг/мл). При этом 97–98%
мононуклеарных клеток сохраняют жизнеспособ$
ность.
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 Рис. 1. Гистограммы, отражающие экспрессию поверхностных молекул (кластеров детерминации) зрелых ДК, полученных с

использованием препарата «Профеталь» (1,5 мкг/мл): Верхний ряд, дотплот — светорассеяние (популяция зрелых ДК в очерченной
области), на гистограммах левый пик — аутофлюоресценция клеток при использовании изотипического контроля, правый — флюоресценция (FITC
— флюоресцеинизотиоционат и RPPE — фикоэритрин) после окрашивания соответствующими антителами.По оси ординат — количество клеток, по
оси абсцисс — интенсивность флюоресценции. Обозначения: CD — дифференцировочные антигены.

Черешнев В.А., Лебединская О.В. и др.
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Условия 
культивирования 

Бластные 
формы, у.е 

M±m 

Индекс 
стимуляции, 

М±m 

Жизнеспособные 
клетки, % 
М±m 

Контроль – 0,095±0,02 – 98,0±0,5 
10,0 0,655±0,05** 6,9 96,9±0,6 
1,0 0,517±0,04** 5,4 97,5±0,8 
0,1 0,510±0,07** 5,4 98,0±2,5 

α-фето-
протеин 
(мкг/мл) 

0,01 0,309±0,03* 3,2 98,0±2,4 

Табл. 2. ВЛИЯНИЕ ПРЕПАРАТА «ПРОФЕТАЛЬ» НА ПРОЛИФЕРАТИВНУЮ АКТИВНОСТЬ И МИТОГЕНЕЗ МОНОНУКЛЕАРНЫХ
ЛЕЙКОЦИТОВ ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ (n=15)

Достоверность различий между контрольной и экспериментальными группами:* p <0,05; ** p <0,01.

Влияние препарата на созревание ДК
Изучение дендритных клеток, полученных при

коинкубации МЛ с GM$CSF и IL$4 в течение 6 су$
ток, показало, что они имеют типичные морфологи$
ческие и иммунофенотипические признаки незрелых
ДК. Практически все рассматриваемые клетки экс$
прессируют на своей поверхности характерные для
ДК маркер CDla и костимулирующие молекулы
(CD40, CD80 и CD86).

Влияние препарата «Профеталь» на созревание
ДК оценивали, основываясь на изменении уровня
экспрессии дифференцировочных молекул CD14,
CD34, CD80, CD83, CD1а, CD11с и данных свето$
вой микроскопии культур через 3 суток после добав$

ления данного препарата к незрелым ДК. Согласно
полученным данным, при стимуляции рассматрива$
емым препаратом большая часть незрелых ДК диф$
ференцируется в зрелые формы, так как они приоб$
ретали высокий уровень экспрессии поверхностных
молекул CD80, CD83, CD1а и CD11с (рис. 1, 2).

При исследовании иммунофенотипа обращает на
себя внимание тот факт, что среди клеток, генериро$
ванных под действием общепринятых цитокинов, но
с добавлением препарата «Профеталь», достаточно
большое количество клеточных форм активно эксп$
рессирует на своей поверхности молекулы антиге$
нов, характеризующих популяцию клеток$предше$
ственников — CD34+/CD45+ (рис. 1).

Рис. 2. Зрелые дендритные клетки, генерированные из МЛ периферической крови доноров и меченные флюоресцирующиN
ми антителами, в культуральной взвеси на 9Nе сутки инкубации (3 сутки после пульсации препаратом «Профеталь»).
Микрофотография дендритных клеток при фазовоPконтрастной микроскопии:А) ДК СD83+. Окраска флюоресцеинизотиоционатом (FITC). Ок. 10,
об. 40.Б) ДК CD1а+. Окраска фикоэритрином (РЕ). Ок. 10, об. 40.

А Б
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Рис. 3. Дендритные клетки, генерированные из МЛ перифеN
рической крови доноров, в культуре, активированной GMNCSF
и интерлейкиномN4 (7Nе сутки инкубации). Микрофотография
дендритной клетки, прилипшей к дну культурального сосуда. Окраска
фуксином Циля. Ок. 10, об. 100.

Рис. 4. Мононуклеарные клетки периферической крови доноров в культуре на 9 сутки инкубации (3 сутки после пульсации
препаратом «Профеталь»). Микрофотография клеток при фазовоPконтрастной микроскопии культуральной взвеси в тёмном поле. Ок. 10,
об. 40. а) зрелые ДК; б) колонии активированных лимфоцитов; в) бласты.
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При световой (рис. 3) и фазово$контрастной
(рис. 2, 4) микроскопии выявлялись дендритные
клетки, имеющие овальную, неправильную звездча$
тую или вуалевидные форму с характерными цитоп$
лазматическими отростками. Цитоплазма дендрит$
ных клеток окрашивалась базофильно по Романов$
скому$Гимза, а при окраске по Браше в ней опреде$
лялся исчезающий после обработки РНК$зой пиро$
нинофильный компонент, свидетельствующий о на$
личии в клетках РНК (рис. А). Обработка Шифф$
реактивом выявляла в цитоплазме ШИК$положи$
тельные гранулы, интенсивность окраски которых
слегка уменьшалась после воздействия амилазой, что
говорит о наличии в клетках как гликогена, так и гли$
козаминогликанов (рис. 5Б).

После пульсации культуры дендритных клеток,
генерированных из мононуклеарных лейкоцитов
периферической крови доноров, исследуемым пре$
паратом, несколько изменялись гистохимические
характеристики ДК. Цитоплазма приобретала более
яркую пиронинофильную окраску, отражающую
повышенное содержание в ней РНК. Пиронино$
фильные ядрышки в ядрах становились более круп$
ными и многочисленными (Рис. 6А). Возрастало
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Рис. 5. Дендритные клетки, генерированные из МЛ перифеN
рической крови доноров, в культуре, активированной GMNCSF
и интерлейкиномN4 (7Nе сутки инкубации). Микрофотография
клеток в мазке культуральной взвеси.А) Окраска метиловым зелёнымP
пиронином по Браше. Ок. 10, об. 90.а) дендритная  клетка, б) лимфоP
циты; в) моноцит; г) макрофаг; д) гранулоцит.Б) Окраска ШиффPреакP
тивом по Шабадашу с контрольной обработкой амилазой. Ок. 10,
об. 90.а) незрелая ДК; б) зрелая ДК; в) лимфоциты; г) макрофаг.
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Рис. 6. Зрелые дендритные клетки, генерированные из МЛ
периферической крови доноров, в культуре на 9Nе сутки инN
кубации (3 сутки после пульсации препаратом «ПрофеN
таль»).
Микрофотография клеток в мазке культуральной взвеси. А) Окраска
метиловым зелёнымPпиронином по Браше. Ок. 10, об. 90.а) зрелая ДК;
б) макрофаг. Б) Окраска ШиффPреактивом по Шабадашу. Ок. 10,
об. 90.а) зрелые ДК; б) лимфоциты; в) макрофаг.
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Рис. 7. Мононуклеарные клетки периферической крови доноров, в культуре на 9Nе сутки инкубации (3 сутки после пульсации
препаратом «Профеталь»).

также содержание гликогена и гликозаминогликанов
(ШИК$положительные гранулы при окраске по
Шабадашу имели более крупные размеры и увели$
чивались в количестве) (рис.6Б). В мазках появля$
лись клетки с морфологическими и гистохимичес$
кими характеристиками ДК в состоянии деления и
многочисленные бластные формы (рис. 7).

Обсуждение
Препарат «Профеталь» оказывает существенное

влияние на функциональную активность и диффе$
ренцировку мононуклеарных лейкоцитов перифери$
ческой крови человека, а также на созревание гене$
рированных из них дендритных клеток.

При введении в культуры исследуемых доз дан$
ного препарата статистически достоверно повыша$
ется и пролиферативная активность и уровень бла$
сттрансформации МЛ. Это явление может рас$
сматриваться, по$видимому, как проявление де$
дифференцировки зрелых лимфоцитов перифери$
ческой крови под влиянием препарата «Профе$
таль», что подтверждается высоким содержанием
в культурах CD34+/CD45+ клеток, относящихся к
популяции стволовых гемопоэтических клеток.
Очевидно также, что «Профеталь», индуцируя со$
зревание ДК, усиливает их антигенпрезентирую$

Черешнев В.А., Лебединская О.В. и др.
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щую способность и возможность стимулировать
пролиферацию МЛ.

Увеличение цитотоксической активности моно$
нуклеарных лейкоцитов под действием препарата
может свидетельствовать о генерации активирован$
ных лимфоидных элементов.

Как известно, на поверхности мембран ДК эксп$
рессируются маркеры антигенного представления
(CDla, MHC I, МНС II), костимулирующие молеку$
лы (CD80, CD86, CD40), маркер терминальной диф$
ференцировки CD83, маркеры моноцитов/макрофа$
гов (CD14, CD68, CD115), адгезивные молекулы
(CD54, CD58, семейство молекул CD11, CD29
и т.д.), хемокиновые рецепторы (CCR 1, 2, 5, 6, 7,
CXCR4), цитокины и цитокиновые рецепторы (IL$
12 и CD25) и другие молекулы [6, 10, 11, 15, 18, 23].
Изменение наборов поверхностных молекул денд$
ритных клеток связано с изменением их функций в
ходе созревания. Основная тенденция определяется
переходом от захвата и процессинга антигена к про$
цессам межклеточного взаимодействия. Зрелые ДК
обладают рядом особенностей, позволяющих им мак$
симально эффективно, по сравнению с незрелыми
формами, представлять антиген эффекторам иммун$
ных реакций. Только зрелые ДК экспрессируют вы$
сокий уровень костимулирующих молекул, обеспе$
чивающих формирование вспомогательных сигна$
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лов при активации лимфоцитов, и высокий уровень
молекул МНС I и MHC II, обеспечивающих эффек$
тивное представление антигена [28]. Зрелые ДК сек$
ретируют значительное количество цитокинов и хе$
мокинов, необходимых для хемотаксиса и активации
Т$клеток и других эффекторов иммунной системы
[14, 21].

Практически все дендритные клетки, получен$
ные в наших опытах из МЛ доноров при активации
препаратом «Профеталь», имели иммунофенотипи$
ческие признаки зрелых ДК: высокий уровень экс$
прессии маркёров антигенного представления
(CDla), костимулирующих молекул (CD80), адге$
зивных молекул (CD11с) и, наконец, основной по$
казатель зрелости ДК — высокий уровень экспрес$
сии антигена терминальной дифференцировки —
CD83. Данные морфологических исследований со$
ответствовали функциональным и иммунофеноти$
пическим показателям, характеризующим клетки,
полученные в культурах при действии препарата,
как зрелые ДК.

Следовательно, изученный препарат в данных
концентрациях является активным иммуномодули$
рующим фактором, способным вызывать созревание
дендритных клеток, и может повышать цитотокси$
ческую и пролиферативную способность мононук$
леарных лейкоцитов. Весьма вероятно, что «Профе$
таль» приводит к дедифференцировке зрелых лим$
фоцитов вплоть до образования стволовых гемопоэ$
тических клеток. Препарат может быть использован
для биотерапии онкологических и инфекционных
заболеваний.
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