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Исследовали влияние рекомбинантного гликоделина (GdA) на уровень Т-регуляторных лимфоци-
тов (Treg) в культуре активированных CD4+-лимфоцитов, одновременно оценивая пролифератив-
ный статус клеток. В исследовании применяли рекомбинантный GdA, полученный из E. coli и из
клеток HEK293 в концентрациях 0.2, 2 и 10 мкг/мл. Установлено, что только низкая концентрация
(0.2 мкг/мл) рекомбинантного GdA бактериального происхождения снижала количество пролифе-
рирующих CD4+-лимфоцитов, а также количество Treg (CD4+CD25highCD127–/low) в эксперимен-
тальной системе.
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Гликоделин (PP14, PAEP, альфа-2-микрогло-
булин) – это димерный гликопротеин с молеку-
лярной массой 42–56 кД, который был впервые
выделен и идентифицирован в 1976 г. как новый
антиген плаценты [1]. Известно, что амниотиче-
ский вариант гликоделина (GdA) секретируется
преимущественно децидуальным железистым
эпителием под влиянием прогестерона, накапли-
ваясь в амниотической жидкости и материнской
сыворотке во время беременности [2]. Невзирая
на то что иммунодепрессивные эффекты глико-
делина хорошо известны [3, 4], его роль в форми-
ровании иммунной толерантности в период бере-
менности остается неизученной.

С точки зрения формирования толерантности
при беременности, одной из ключевых является
субпопуляция регуляторных T-лимфоцитов
(Treg). Дефицит этих клеток или их функцио-
нальная недостаточность связаны с осложнением
или прерыванием беременности, а повышение
уровня Treg ассоциировано с успешным течением
беременности [5].

Известно, что GdA способен повышать уро-
вень антигенспецифичных Treg в присутствии
антигенпрезентирующих клеток [6], однако пря-
мые эффекты этого белка на дифференцировку
Т-клеток практически не изучены. Нативный и
рекомбинантный GdA способны напрямую регу-
лировать дифференцировку наивных Т-хелперов,
способствуя доминированию Th2 над Th1 [8]. Ре-
ализацию эффектов GdA на уровне Т-клеток свя-
зывают с вовлечением мембранной молекулы
СD45 [7].

Таким образом, целью данной работы явля-
лось изучение роли рекомбинантного GdA в регу-
ляции дифференцировки Treg в модели in vitro. В
рамках поставленной цели решались две задачи –
изучение влияния двух различных по гликозили-
рованию форм рекомбинантного гликоделина, а
также изучение пролиферативного статуса клеток
в эксперименте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводилось согласно Хельсинк-
ской Декларации ВМА 2000 г. и протоколу Кон-
венции Совета Европы о правах человека и био-
медицине 1999 г., получено разрешение этиче-
ского комитета ИЭГМ УрО РАН (IRB00010009)
от 1.03.2022.

Объекты исследования. Образцы венозной
крови были взяты у здоровых доноров (небере-
менные женщины, n = 5, возраст 25–39 лет) путем
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венопункции. Мононуклеарные клетки перифе-
рической крови (МПК) выделяли центрифугиро-
ванием в градиенте плотности диаколл-веро-
графина (Diacoll 1077, “Dia-M”, Россия, ρ =
= 1.077 г/см3). Монокультуры  CD4+-клеток
(Т-хелперы) получали методом иммуномагнит-
ной сепарации с использованием магнитных ча-
стиц MACS® MicroBeads (“Miltenyi Biotec”, Гер-
мания). Чистота выделения Т-хелперов составила
96.7 ± 1.7%.

В работе использовали два вида рекомбинант-
ного гликоделина: GdA [продуцент E. coli,
22.4 кДа] и mGdA [продуцент HEK-239м, 23.9 кДа],
(“MyBioSource. Inc.”, США) в концентрациях 0.2
и 2 мкг/мл, соответствующих его уровню в пери-
ферической крови женщины при физиологиче-
ской беременности (0.2 мкг/мл – I и III тримест-
ры; 2 мкг/мл – II триместр), а также 10 мкг/мл,
соответствующей его концентрации в амниоти-
ческой жидкости (I триместр) и тканях эндомет-
рия [9]. В препаратах гликоделина оценивали
концентрацию эндотоксина (ЛПС) с помощью
ЛАЛ-теста (“Thermo Scientific”, США). Концен-
трация эндотоксина в препаратах гликоделина
была >0.5 ЕU/мл, поэтому в среду культивирова-
ния клеток добавляли полимиксин В (Sigma, США)
для подавления действия ЛПС. Полученные моно-
культуры Т-хелперов в концентрации 1 × 106 клеток
инкубировали в 96-луночном планшете в полной
питательной среде (RPMI-1640 (Sigma Aldrich,
США), 10% FBS (“BI”, Израиль), 10 мМ Hepes
(“ICN Рh.”, США), 2 мМ L-глутамина (“ICN Рh.”,
США), 100 мкг/мл пенициллина-стрептомици-
на-амфотерицина (“BI”, Израиль)) и 30 мкг/мл
полимиксина В с активационными частицами
(#130-091-441, “Miltenyi Biotec”, Германия), со-
держащими антитела против CD2, CD3, CD28 и
цитокинами TGF-β (5 нг/мл) и IL-2 (166 нг/мл)
(“Miltenyi Biotec”, Германия). Концентрации ци-
токинов были определены исходя из информа-
ции об их биологической активности, предло-
женной на сайте производителя. После внесения
гликоделина клетки культивировали 72 ч при 5%
CO2 и 37°C.

После культивирования производили окра-
шивание клеток с использованием панели иден-
тификации Treg (#362251, “Biolegend”, США). В
панель входят витальный краситель 7-AAD и ан-
титела к поверхностным антигенам (APC-CD25,
APC/Cyanine7-CD3, PE/Cyanine7-CD127 (IL-
7Rα), FITC-CD4). Тактика гейтирования вклю-
чала в себя следующие этапы: на графике
FSC/SSC выделяли общий пул лимфоцитов, за-
тем живые T-лимфоциты (7-AAD-CD3+), из них
гейтировали T-хелперы (CD4+), внутри популя-
ции которых оценивали процент Treg (CD25high-

CD127–/low) (рис. 1А). Итоговый фенотип Treg:
7-AAD–CD3+CD4+CD25highCD127–/low. Измерения

проводили на проточном цитофлуориметре
CytoFlex S (“Beckman Coulter”, США).

Для оценки пролиферативного статуса ис-
пользовали метод дифференциального гейтиро-
вания на графике светорассеяния по размеру и
гранулярности клеток. Так, после 72 ч культиви-
рования активированные СD4+-клетки были
представлены тремя популяциями: неделящиеся
клетки в характерном для них регионе, пролифе-
рирующие клетки, образующие смещение вправо
и вверх и апоптотирующие клетки. Количество
клеток внутри каждой популяции выражали в
процентах от общего количества клеток [9]. Далее
файлы данных были обработаны в программе
“KALUZA Analysis Software” (Beckman Coulter,
США).

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов данных проводили в программе Graph-
Pad Prism 6 при помощи критерия Вилкоксона.
Результаты представлены в виде медианы, ниж-
него и верхнего квартилей (Me (Q1–Q3)). Разли-
чия считались достоверными при p <0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Показано, что присутствие в культурах актива-

ционных частиц, нагруженных антителами про-
тив CD2/CD3/CD28, а также цитокинов TGF-β и
IL-2, приводило к существенному повышению
уровня Treg в культурах Т-хелперов, что свиде-
тельствует об адекватности экспериментальной
системы (рис. 1 а, б).

При изучении влияния GdA на дифференци-
ровку Treg установлено, что данный белок, вне
зависимости от источника получения, практиче-
ски не оказывал достоверного влияния на уро-
вень CD4+CD25highCD127–/low в монокультуре
Т-хелперов. Однако низкая концентрация ре-
комбинантного гликоделина бактериального
происхождения (GdA 0.2 мкг/мл) вызывала сни-
жение уровня Treg в культурах клеток (рис. 1 б).

Учитывая тот факт, что процессы пролифера-
ции и дифференцировки тесно связаны, мы оце-
нили пролиферативный статус Т-хелперов в
культуре клеток. Показано, что GdA практически
не оказывал эффекта на распределение клеток по
пролиферативному статусу, за исключением низ-
кой концентрации рекомбинантного гликоделина
бактериального происхождения (GdA 0.2 мкг/мл),
которая снижала количество пролиферирующих
клеток, одновременно повышая количество не
пролиферирующих клеток. Таким образом, низ-
кая концентрация GdA угнетала пролиферацию
активированных Т-хелперов, и за счет этого эф-
фекта снижалось количество Treg в данной экспе-
риментальной модели (рис. 2).

Важно отметить, что достоверный эффект ока-
зывала только низкая концентрация рекомби-
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Рис. 1. Влияние гликоделина на уровень Treg (CD25highCD127–/low) в культуре изолированных Т-хелперов. А) Пока-
заны гистограммы гейтирования Treg и результаты одного эксперимента, контроль без гликоделина; Б) Результаты се-
рии экспериментов (Me (Q1–Q3), n = 5). 
Примечание: здесь и в рис. 2, * p < 0.05 – достоверные по w-критерию Вилкоксона различия между контролем без ак-
тиваторов и контролем с активатором, **p < 0.05 – между контролем с активатором и пробами с гликоделином. Кон-
троль активации – пробы без активирующих частиц и цитокинов, контроль гликоделина – пробы без гликоделина.
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нантного гликоделина, что может объясняться
его способностью регулировать экспрессию свое-
го предположительного рецептора – CD45 [7].

По-видимому, высокие концентрации белка не
вызывают достоверных эффектов из-за рефрак-
терного состояния клеток, связанного с переиз-
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бытком сигнала. Стоит также отметить, что гли-
козилированный рекомбинантный mGdA, полу-
ченный в клетках млекопитающих HEK293, не
оказывал достоверных эффектов на пролифера-
цию и дифференцировку Treg.

В целом выявленный угнетающий эффект гли-
коделина является довольно неожиданным, по-
скольку для успешного течения беременности не-
обходимо повышение уровня Treg [10]. В то же
время гликозилированный гликоделин, который
близок по своей структуре нативному, не оказы-
вал достоверных эффектов на дифференцировку
Treg. Стоит отметить, что ранее мы показали, что
альфа-фетопротеин способен подавлять диффе-
ренцировку Treg in vitro [11]. Известно, что хорио-
нический гонадотропин [12] и трофобластиче-
ский гликопротеин [13] повышают количество
Treg в культуре, а также усиливают функциональ-
ную активность этик клеток. По-видимому, бел-
ки, ассоциированные с беременностью, оказывая
по отдельности разнонаправленные эффекты, в
совокупности формируют вектор иммунной то-
лерантности.

Таким образом, было показано, что только
низкая концентрация (0.2 мкг/мл) рекомбинант-
ного GdA бактериального происхождения сни-
жала количество Treg в экспериментальной си-
стеме in vitro. В то же время рекомбинантный mG-
dA, полученный в клетках млекопитающих
HEK293, не оказывал достоверных эффектов на
дифференцировку Treg. В целом мы впервые про-
демонстрировали прямые эффекты рекомби-
нантного гликоделина на дифференцировку Treg.
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Presented by Academician of the RAS V.A. Chereshnev

We studied the effect of recombinant glycodelin (GdA) on the level of T-regulatory lymphocytes (Treg) in a
culture of activated CD4+ lymphocytes, while simultaneously assessing the proliferative status of cells. The
study used recombinant GdA derived from E. coli and from HEK293 cells at concentrations of 0.2; 2 and
10 μg/mL. It was found that only a low concentration (0.2 μg/mL) of recombinant GdA of microbial origin re-
duced the number of proliferating CD4+ lymphocytes, as well as the number of Treg (CD4+CD25highCD127–/low)
in the experimental system in vitro.
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