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Амниотический вариант гликоделина (GdA) обладает выраженными иммуномодулирующими свойства-
ми, участвуя в формировании иммунной толерантности в период беременности. Исследовали влияние
GdA на количество Т-регуляторных лимфоцитов (Treg), и уровень белков острой фазы воспаления (α-2-
макроглобулина (α-2М), орозомукоида, С-реактивного белка (СРБ)) при введении аллогенных клеток
красного костного мозга (КМ) крысам Wistar в динамическом эксперименте in vivo. Установлено, что вве-
дение GdA на фоне введения аллогенных КМ вызывало повышение доли периферических Treg среди
CD4+-лимфоцитов в финале эксперимента (на 21-е сут) в сравнении с группой, которой вводили КМ. По-
казано, что GdA снижал уровень СРБ и α-2М, но повышал концентрацию орозомукоида в сыворотке экс-
периментальных животных в начале эксперимента (3-и сут), однако к концу эксперимента (21-е сут) у всех
групп экспериментальных животных наблюдали нормализацию содержания белков острой фазы воспале-
ния до уровня интактных животных. Таким образом, гликоделин способен реализовать иммуносупресор-
ный эффект в отношении аллогенных клеток через повышение уровня Treg и орозомукоида, а также сни-
жение концентрации СРБ и α-2М.
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Гликоделин (PP14, PAEP, альфа-2-микроглобу-
лин) является фетоплацентарным белком, который
был впервые выделен и идентифицирован в 1976
(Татаринов и др., 1976). Амниотический вариант
гликоделина (GdA) обладает выраженными имму-
номодулирующими свойствами (Alok, Karande,
2009; Dixit et al., 2018) что дает основания исследо-
вать не только его роль в формировании иммунной
толерантности в период беременности, но и его им-
мунофармакологический потенциал. Т-регулятор-
ные клетки (Treg) играют ключевую роль в ограниче-
нии иммунного ответа (Sakaguchi et.al., 2008). Ранее
в экспериментах in vitro мы показали, что GdA прак-
тически не влияет на дифференцировку этих клеток,
полученных от человека (Шардина и др., 2022).

Индукция Treg и их адоптивный перенос являют-
ся эффективными способами снижения вероятно-
сти отторжения трансплантата (Romano et al., 2017;
Martin-Moreno et al., 2018). Между тем, несомнен-
ные перспективы GdA как препарата в транспланто-
логии (Dixit et al., 2018), или иммунотерапии (Ochan-
una et al., 2008) делают задачу по глубокому изучению
его роли в формировании иммунной толерантности
крайне важной.

Изменения в иммунной системе реципиента на
введение аллогенных клеток костного мозга (КМ)
происходят в первые три недели после транспланта-
ции, а уровень Treg в данном случае является одним
из ключевых показателей развития иммунного отве-
та (Sakaguchi et al., 2008). В процессе развития им-
мунного ответа также изменяется уровень белков
острой фазы воспаления. Известно, что α-2-макро-
глобулин (α-2М) и α-1 кислый гликопротеин (оро-
зомукоид) являются положительными белками

Принятые сокращения: КМ – костный мозг; РХПТ – реакция
хозяин против трансплантата; α-2М – α-2-макроглобулин;
GdA – амниотический гликоделин; Treg – Т-регуляторные
лимфоциты; СРБ – С-реактивный белок.
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острой фазы у крыс, тогда как С-реактивный белок
(СРБ) у данного вида не столь показателен (Schreiber
et al., 1989).

Таким образом, цель исследования заключается в
изучении влияния рекомбинантного GdA на уро-
вень Treg и белков острой фазы воспаления в про-
цессе формировании иммунного ответа на введение
КМ в динамическом эксперименте на крысах Wistar.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Животные и схема экспериментов. Эксперименты
проводили на самцах белых крыс линии Wistar (n = 12)
в возрасте от 2–3 мес. массой около 250 г. Животных
содержали в виварии Пермского государственного
национального исследовательского университета в
условиях, соответствующих ГОСТ 33216-2014
(“Правила работы с лабораторными грызунами и
кроликами”). Эксперименты проводили с соблюде-
нием биоэтических норм в соответствии с требова-
ниями Европейской конвенции по защите экспери-
ментальных животных (86/609/EEC;1986). Выведе-
ние животных из эксперимента осуществляли на 3-и
и 21-е сут; в этот момент собирали периферическую
кровь, из которой выделяли мононуклеарные клет-
ки в градиенте плотности 1.077 г/см3 (Диаколл, Диа-
эм, Россия). Выделенные клетки замораживали до
‒80°C в среде, содержащей 90% инактивированной
теплом эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС;
Corning, США) и 10% диметилсульфоксида (Thermo
Fisher, США), затем переносили в жидкий азот для
длительного хранения (−196°C).

В работе использовали оригинальную модель реак-
ции “хозяин против трансплантата” (РХПТ), разрабо-
танную по аналогии с моделью реакции “трансплантат
против хозяина” (Hardt Claësson, 1971). Животных
делили на 3 группы: группа 1 (n = 4) – интактные жи-
вотные; группа 2 (n = 4) – контрольная, животным
которой вводили 107 клеток КМ, обработанных
камптотецином (50 мкг/мл, Tocris Bioscience, Вели-
кобритания), внутрибрюшинно в 100 мкл физиологи-
ческого раствора; группа 3 (n = 4) – животные, кото-
рым после введения аллогенного КМ, обработанного
камптотецином, делали инъекции рекомбинантного
GdA, полученного из Escherichia coli (MBS718444;
MуBioSource, Германия). GdA (14 мг в 100 мкл фи-
зиологического раствора) вводили внутримышечно
(достигаемая концентрация в крови крыс составляла
≈0.75 мкг/мл) на 1, 5, 9 и 12 сут эксперимента, как
было описано нами ранее (Бочкова и др., 2022).
Трансплантацию суспензии аллогенных клеток КМ
осуществляли без предварительного кондициониро-
вания животного-реципиента.

Оценка уровня лимфоцитов Treg. Перед проведени-
ем эксперимента клетки размораживали при 37°C и от-
мывали в 10 мл полной питательной среды RPMI-1640,
содержащей 10% ЭТС (Corning, США), 100 ед./мл пе-
нициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (Sigma,

США). Размороженные мононуклеарные клетки
окрашивали флуоресцентно меченными (фикоэ-
ритрином (PE) или FITC) антителами, специфич-
ными к поверхностным молекулам CD4 и СD25, по-
сле чего клетки фиксировали, пермеабилизировали
и окрашивали антителами к внутриядерному тран-
скрипционному фактору FOXP3. Использовали набор
“FlowX Rat Regulatory T Cell Kit” (R&D Systems, США),
включающий анти-СD25-PE, анти СD4-FITC и ан-
ти-FOXP3-AlexaFluor 647 антитела. Фенотип Treg
определяли как CD4+CD25+FOXP3+ (рис. 1). Анализ
проводили на проточном цитометре CytoFLEX S
(Beckman Coulter, США). Данные представлены в
виде абсолютного и относительного количества Treg
в пуле CD4+-Т-лимфоцитов.

Оценка уровня белков общей фазы воспаления. Для
определения уровня СРБ, α-2М и орозомукоида
крыс использовали иммуноферментные коммерче-
ские наборы производства Cloud-Clone Corp. (Ки-
тай). Считывание результатов проводили на спек-
трофотометре MultiskanSky (Thermo Scientific, Inc.,
США) Обработку полученных данных осуществляли
в программе Curve Expert 13.

Статистическую обработку данных проводили в
программе GraphPad Prizm 8, используя двухфак-
торный дисперсионный анализ (two-way ANOVA) и
post-hoc тест Тьюки для множественных сравнений.
Различия считали достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Клетки Treg обеспечивают периферическую то-

лерантность путем контроля силы и продолжитель-
ности иммунного ответа через регуляцию функции
Т-эффекторов, участвуя в процессе трансплантации
аллогенных клеток. В результате эксперимента было
установлено, что на 3-и сут после трансплантации
крысам КМ абсолютное и относительное количе-
ство Treg в пуле CD4+-Т-лимфоцитов существенно
снижается в сравнении с показателями интактных
крыс (группа 1). В тоже время введение GdA крысам
с трансплантированным КМ не оказывало суще-
ственного влияния на абсолютное и относительное
содержание Treg на 3-и сут эксперимента (рис. 2а, 3а).
По-видимому, именно процедура введения КМ
приводила к снижению Treg, что согласуется с дан-
ными из литературы (Корсунский и др., 2008).

Установлено, что вместе с долей Treg при введе-
нии аллогенного КМ сокращается также относи-
тельное число клеток CD25–FOXP3+CD4+ (рис. 2б).
Роль этих клеток в регуляции иммунного ответа до
сих пор не установлена. Предполагается, что клетки
CD25–FOXP3+ происходят от конвенциональных
Treg в присутствии высоких концентраций фактора
роста TGF-β, либо относятся к Treg, недавно поки-
нувшим тимус (Zohouri et al., 2021). Установлено,
что абсолютное и относительное содержание клеток
CD25–FOXP3+CD4+ на 3-и сут эксперимента сокра-
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щалось независимо от введения животным GdA
(рис. 2б, 3б). Таким образом, на 3 сут эксперимента
мы наблюдали снижение уровня Treg и клеток
CD25–FOXP3+CD4+ у крыс с трансплантированным
КМ, при этом GdA не оказывал значимого влияния
на уровень Treg и клеток CD25–FOXP3+CD4+.

Установлено, что на 21 сут после введения алло-
генного КМ абсолютное и относительное содержа-
ние Treg среди CD4+-Т-клеток крови крыс из груп-
пы 2 (контрольной с введенным КМ) было ниже,
чем в группе интактных животных (рис. 2в, 3в).

Однако было показано, что GdA повышает долю
Treg на 21-е сут эксперимента (группа 2), приближая
уровень этих клеток к таковому у интактных живот-
ных (рис. 2в). В то же время действия GdA на уро-
вень абсолютных показателей обнаружено не было,
но очевидна явная тенденция к повышению абсо-
лютного количества Treg (рис. 3в).

Относительное содержание клеток
CD25‒FOXP3+CD4+ на 21-е сут эксперимента было

на одном уровне и не различалось в группах 2 и 3
(контрольной и опытной соответственно) (рис. 2г).
Однако было показано, что введение аллогенного
КМ приводило к снижению количества этих клеток
в абсолютном выражении (рис. 3г), а GdA приводил
этот показатель к уровню интактных животных.

Таким образом, на 3 сут эксперимента мы наблюда-
ли снижение уровня Treg и CD25–FOXP3+CD4+-кле-
ток у крыс с трансплантированным КМ, при этом
GdA не оказывал значимого влияния на уровень Treg
и клеток CD25–FOXP3+CD4+. Однако на 21 сут экс-
перимента GdA увеличивал процент Treg у крыс с
трансплантированным КМ. В то же время не выяв-
лено действия GdA на процентное содержание
CD25–FOXP3+CD4+-клеток на 21-е сут эксперимен-
та, однако в абсолютном выражении результатов
GdA демонстрировал видимую тенденцию к повы-
шению числа этих клеток.

Ранее при изучении влияния GdA на дифферен-
цировку Treg в экспериментальной модели на клет-

Рис. 1. Гистограммы гейтирования мононуклеарных клеток периферической крови для определения регуляторных CD4+-Т-
лимфоцитов. а – Гейтирование мононуклеаров периферической крови (PBMC); б – выделение одиночных клеток; в – гей-
тирование лимфоцитов по параметрам светорассеяния; г – определение CD4+ лимфоцитов; д – выделение CD25+CD4+-кле-
ток; е – определение регуляторных CD4+-Т-лимфоцитов (FOXP3+CD25+). По горизонтали: а, в – интенсивность прямого
светорассеяния (FSC-А), б – интенсивность бокового светорассеяния (SSC-H); г – интенсивность флуоресценции клеток,
окрашенных FITC-меченными анти-CD4-антителами; д, е – интенсивность флуоресценции клеток, окрашенных PE-мечен-
ными анти-CD25 антителами; по вертикали: а, б, в – интенсивность бокового светорассеяния (SSC-A), г, д – число событий
(count), е – интенсивность флуоресценции клеток, окрашенных анти-FOXP3-антителами, меченными AlexaFluor 647.
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ках человека было установлено, что данный белок
практически не оказывал влияния на дифференциров-
ку Treg (CD4+CD25highCD127–/low) (Шардина и др.,
2022). Однако в ситуации in vivo GdA продемонстри-
ровал стимулирующее действие на уровень Treg,

способствуя таким образом подавлению иммунного
ответа на аллогенные клетки КМ.

Установлено, что уровень СРБ в сыворотке крови
в группе контрольных животных на фоне введения
клеток КМ не изменялся на протяжении всего экс-

Рис. 2. Абсолютное число лимфоцитов Treg и CD25–FOXP3+CD4+ в периферической крови крыс на 3-и и 21-е сут после
трансплантации КМ и введения на ее фоне GdA. Здесь и на рис. 3 представлены средние значения и их стандартные ошибки;
n = 4. * – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.001 (two-way ANOVA).
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перимента. (табл. 1). В то же время введение GdA на
фоне КМ (группа 3) приводило к снижению уровня
СРБ в сыворотке на 3-и сут эксперимента по сравне-
нию с интактными животными, а к 21-м сут экспери-
мента наблюдали нормализацию концентрации этого
белка. Таким образом, GdA способствует уменьшению

уровня СРБ, проявляя противовоспалительное дей-
ствие на фоне введения аллогенного КМ.

Показано, что уровень α-2М контрольных жи-
вотных в группе 2 после введения аллогенного КМ
был повышен на 3-и сут от начала эксперимента в
сравнении с группой интактных крыс (табл. 1). Со-

Рис. 3. Относительный уровень (доля в %) лимфоцитов Treg и CD25–FOXP3+CD4+ в периферической крови крыс на 3-и и
21-е сут после трансплантации клеток КМ и введения на ее фоне GdA.
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гласно динамике эксперимента, у этой группы жи-
вотных к 21-м сут наблюдали нормализацию уровня
этого белка. В то же время введение GdA на фоне
введения КМ в группе 3 вызывало снижение уровня
α-2М на 3-и сут по сравнению с контрольной груп-
пой 2 и нормализацию его значений к 21-м сут. Та-
ким образом, GdA способен понижать уровень α-2М,
оказывая противовоспалительный эффект.

Концентрация орозомукоида в контрольной
группе животных после введения аллогенного КМ
была повышена на 3-и сут эксперимента, а к 21-м сут
наблюдали нормализацию его уровня в сыворотке
(табл. 1). Введение GdA на фоне аллотранспланта-
ции КМ приводило к повышению уровня орозому-
коида на 3-и сут по сравнению с группой интактных
крыс и дальнейшей нормализацией его концентра-
ции в сыворотке к 21-м сут эксперимента. Таким об-
разом, аллотрансплантация КМ и введение GdA вы-
зывало повышение уровня орозомукоида в экспери-
менте, но к концу эксперимента (21 сут) наблюдали
нормализацию его значений в сыворотке экспери-
ментальных животных. Орозомукоид является бел-
ком, подавляющим иммунную реактивность на
уровне врожденного иммунитета (Schreiber et.al.,
1989), что в целом может приводить к ослаблению
иммунного ответа на введение аллогенных клеток.

Резюмируя полученные данные, очевидно, что
введение аллогенного КМ вызывало увеличение
концентрации α-2М и орозомукоида в сыворотке
крови, что подтверждает их диагностическую значи-
мость в процессе иммунного ответа. GdA снижал
концентрацию СРБ и α-2М в сыворотке экспери-

ментальных животных с начала эксперимента, одна-
ко уровень орозомукоида, наоборот, был повышен в
начале эксперимента. К концу эксперимента (21 сут)
у всех групп экспериментальных животных наблю-
дали нормализацию значений СРБ, α-2М и орозо-
мукроида в сыворотке крови.

Поскольку в организме в ответ на воспаление
молниеносно повышается уровень некоторых цито-
кинов (интерлейкинов IL-1, IL-6 и TNF-α), кото-
рые, в свою очередь, дают сигнал клеткам печени на
синтез белков острой фазы воспаления, ранее нами
был исследован и цитокиновый профиль у крыс в
аналогичных экспериментальных группах (Бочкова
и др., 2022). Аллотрансплантация КМ вызывала си-
стемную воспалительную реакцию, что подтвержда-
лось повышением уровня провоспалительных цитоки-
нов в сыворотке крови (IL-1а, IL-1β, IL-18) на 21-е сут;
введение GdA, напротив, нивелировало общую вос-
палительную реакцию на аллотрансплантацию КМ у
крыс и приводило к статистически значимому сни-
жению уровня IL-17А по сравнению с контролем
(Бочкова и др., 2022). Обсуждая настоящие экспери-
менты, мы можем предположить, что повышение
уровня провоспалительных цитокинов способство-
вало увеличению концентрации α-2М и орозомуко-
ида в сыворотке крови животных на фоне введения
суспензии КМ.

В 2018 г. было проведено исследование иммуно-
супрессивной активности рекомбинантого GdA для
предотвращения реакции отторжения транспланта-
та (Dixit et al., 2018). Используя экспериментальную
модель in vitro, основанную на совместном культи-

Таблица 1. Влияние GdA на белки острой фазы воспаления у крыс при аллогенной трансплантации в эксперименте in vivo

Примечание. Данные представлены в виде медианы (Ме) и интервартильного размаха (Q1–Q3). Указаны только значения p < 0.05
(рядом в скобках группы сравнения; two-way ANOVA); КМ – костный мозг.

№
п. п. Воздействие

Белки острой фазы воспаления

СРБ α2-М орозомукоид

На 3-и сут
1 Интактные крысы, n = 4 5.083

(4.143–5.875)
23.18

(21.48–25.43)
90.84

(88.36–93.71)
2 Введение КМ (контроль), n = 4 4.395

(4.074–4.996)
33.86

(21.71–37.58)
P < 0.005 (2–1)

107.7
(85.71–120.2)
P < 0.01 (2–1)

3 КМ + GdA,
n = 4

3.563
(3.402–4.202)
P < 0.01 (3–1)

27.55
(20.12–27.78)
P < 0.05 (3–2)

116.3
(88.35–119.0)
P < 0.05 (3–1)

На 21-е сут
4 Интактные крысы, n = 4 5.083

(4.143-5.875)
21.87

(20.13–25.85)
87.26

(85.78–92.53)
5 Введение КМ (контроль), n = 4 4.424

(4.384–4.560)
28.96

(25.72–30.90)
80.68

(62.08–106.4)
6 КМ + GdA,

n = 4
4.447

(4.278–5.253)
25.41

(21.72–25.67)
85.79

(61.24–103.8)
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вировании мононуклеарных клеток с таргетными
клетками линии HepG2e, авторы продемонстриро-
вали, что гликоделин подавляет генерацию цитоток-
сических лимфоцитов и их функциональную актив-
ность. Аналогичные результаты были получены in vi-
vo на экспериментальной модели на мышах nude,
которые стали реципиентами клеток HepG2e и ин-
дуцированных CD8+-клеток человека, прединкуби-
рованных с GdA. Было показано, что и в ситуации in
vivo, GdA ингибировал активность цитотоксических
лимфоцитов (Dixit et al., 2018). Применение имму-
нодепрессантов для лечения отторжения аллотранс-
плантата связано с серьезными побочными эффек-
тами. GdA, естественный иммуномодулятор челове-
ка, был бы идеальным альтернативным кандидатом.
Было сделано и аналогичное предположение о воз-
можном применении GdA в случае трансплантации
легкого (Schneider et al., 2015, 2016).

Таким образом, рекомбинантный GdA является с
точки зрения биофармацевтики перспективным им-
муносупрессивным белком, способным избирательно
снижать развитие иммунного ответа на аллоантигены.
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Amniotic variant of glycodelin (GdA) has pronounced immunomodulatory properties, participating in the forma-
tion of immune tolerance during pregnancy. We investigated the effect of glycodelin on the level of T regulatory lym-
phocytes (Treg) and the level of acute phase proteins (α-2-macroglobulin (α-2M), orosomucoid, C-reactive protein
(CRP)) upon administration of allogeneic red bone marrow (BM) cells to Wistar rats in a dynamic experiment in
vivo. It was found that the introduction of GdA in animal whith allogeneic BM led to an increase in the proportion
of peripheral Treg among CD4+ lymphocytes at the end of the experiment (on the 21st day) in comparison with the
group that was injected with BM. It was shown that glycodelin reduced the level of CRP and α-2M, but increased
the level of orosomucoid in the serum of experimental animals at the beginning of the experiment (day 3), however,
by the end of the experiment (day 21), normalization of protein values was observed in all groups of experimental
animals acute phase to the level of intact animals. Thus, glycodelin is able to realize an immunosuppressive effect on
allogeneic cells through an increase in the level of Treg and orosomucoid, as well as a decrease in the concentration
of CRP and α-2M.

Keywords: bone marrow, transplantation, rats, glycodelin, regulatory T lymphocytes, acute inflammation phase pro-
teins


