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Резюме. Гликоделины обладают иммуномодулирующей активностью, в связи с чем они могут 
представлять интерес благодаря роли в развитии иммунной толерантности. Т-хелперы, продуциру-
ющие интерлейкин-17, представляют собой гетерогенную популяцию клеток с повышенной пла-
стичностью. Эти клетки участвуют в развитии воспалительного ответа, аутоиммунных заболеваний, 
отторжении трансплантата, осложнениях беременности. Несмотря на то, что иммуномодулирующие 
эффекты гликоделина известны, его воздействие на Th17 изучено недостаточно. Целью исследо-
вания явилось изучение влияния рекомбинантного гликоделина на формирование Th17 ответа при 
аллогенной внутрибрюшинной трансплантации клеток костного мозга у крыс Wistar. Материал и 
методы. В динамическом эксперименте оценивали локальную экспрессию транскрипционного фак-
тора Th17 RORγt в селезенке, брыжеечных лимфоузлах и пейеровых бляшках иммуногистохимиче-
ским методом. Результаты. Показано, что введение аллогенных клеток костного мозга приводило 
к усилению экспрессии этого маркера на 14 сутки эксперимента на уровне селезенки и на 7, 14 и 21 
сутки на уровне локальных лимфоузлов. Введение гликоделина приводило к достоверному сниже-
нию экспрессии RORgt на 14 сутки в белой пульпе селезенки и пейеровых бляшек и на 21 сутки – в 
брыжеечных лимфоузлах. Выводы. Впервые показан супрессорный эффект гликоделина на экспрес-
сию RORγt в лимфоидных органах. Полученные данные согласуются со снижением уровня IL-17 в 
периферической крови данных животных на 21 сутки. Полученные сведения демонстрируют супрес-
сивный эффект рекомбинатного гликоделина в отношении формирования Тh17 у экспериментальных 
животных, что свидетельствует о противовоспалительном эффекте гликоделина. 
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Введение
Гликоделин (ГД), также известный как плацентарный белок 14 (PP14) или прогестерон-ассоци-

ированный эндометриальный белок (PAEP), впервые был идентифицирован Д.Д. Петруниным и 
Ю.С. Татариновым с коллегами в 1976 году [1]. Гликоделин является маркером рецептивности эндо-
метриальной ткани [2], также может являться маркером ряда онкологических заболеваний [3]. 

Иммуномодулирующая активность протеина в настоящее время недостаточно изучена, учитывая 
тот факт, что гликоделин способен модулировать иммунный ответ как in vivo, так и in vitro [4, 5, 6]. 
Влияние гликоделина на формирование Т-хелперного ответа 17 типа (Th17) практически не иссле-
довано, однако, именно провоспалительные Th17-клетки имеют решающее значение в иммунном 
ответе против грибков и внеклеточных бактерий, а также в аутоиммунном процессе. Th17 могут 
способствовать развитию избыточной воспалительной реакции и деструкции тканей и являться фак-
тором патогенеза в отторжении трансплантата и других реакциях. Помимо этого, дифференцировка 
и функциональная активность Th17 подавляется при нормальной физиологический беременности и 
возрастает при ряде других патологических состояний [7]. 

Известно, что Th17 клетки характеризуются продукцией эффекторных цитокинов IL-17A, IL-17F, 
IL-22, GM-CSF и, в меньшей степени, TNF-α и IL-6 [8]. Дифференциация и функциональность кле-
ток Th17 требуют экспрессии «главного» фактора транскрипции, RORγt (RAR-related orphan receptor 
gamma). Именно RORγt регулирует экспрессию цитокинов Th17-сигнатуры, а также рецепторов для 
IL-23, CCL20 и CCR6 [8]. Помимо Th17, минорная экспрессия RORγt была зарегистрирована и в дру-
гих типах клеток (CD8⁺Tc17, инвариантные естественные киллерные Т-клетки, ILC3 и γδ Т-клетки), 
однако процент таких клеток крайне невысок. 

Важным является изучение влияния гликоделина на локальную экспрессию маркера Th17 RORγt 
в тканях селезенки, брыжеечных лимфоузлах и пейеровых бляшках экспериментальных животных 
(крысы Wistar) в ситуации аллогенной внутрибрюшинной трансплантации суспензии клеток красно-
го костного мозга. Ранее мы провели анализ цитокинового профиля в эксперименте [9], что позво-
ляет сопоставить данные, полученные в периферической крови, с процессами в органах иммунной 
системы. Помимо этого, была возможность подавить Th17-ответ при помощи гликоделина в услови-
ях трансплантации аллогенных клеток с ожиданием получить супрессорный эффект на формирова-
ние популяции этих клеток. Также было установлено, что в ситуации in vitro гликоделин способен 
модулировать активность Th17 клеток человека [10], что также послужило обоснованием данного 
исследования.

Цель исследования – изучить влияние гликоделина на локальную экспрессию маркера Th17 RORγt 
в тканях селезенки, брыжеечных лимфоузлах и пейеровых бляшках экспериментальных животных 
(крысы Wistar) в ситуации аллогенной внутрибрюшинной трансплантации суспензии клеток красно-
го костного мозга.

Материалы и методы
Эксперименты проводились на белых крысах самцах линии Wistar (n=38, 2-3 месяца; m ≈ 250 

грамм). Животных содержали в виварии ФГАОУ ВО «ПГНИУ» Минобрнауки России в соответствии 
с ГОСТ 33216-2014 «Правила работы с лабораторными грызунами и кроликами». Ранее нами была 
описана схема проведения эксперимента [9]. Животных поделили на 3 группы: 1-я (n=6) – интакт-
ные животные; 2-я (n=16) – контрольная группа, в которой крысам внутрибрюшинно вводили клет-
ки костного мозга (КМ) (107 клеток, обработанных камптотецином (50 мкг/мл, «Tocris Bioscience», 
Великобритания), в 100 мкл физиологического раствора внутрибрюшинно; 3-я (n=16) группа (опыт), 
в которой крысам после введения аллогенных клеток делали внутримышечные инъекции рекомби-
нантного гликоделина, (#MBS718444, «MуBioSource», Германия). Гликоделин вводили в концентра-
ции 14 мг/100 мкл физиологического раствора (достигаемая концентрация в крови крыс была ≈ 0,75 
мкг/мл) на 1, 5, 9 и 12 сутки.  Из эксперимента животных выводили на 3, 7, 14, 21 сутки при по-
мощи декапитации в соответствии с международными правилами работы с экспериментальными 
животными. Исследовали селезенку, а также локально расположенные в зоне введения аллогенных 
клеток – брыжеечные лимфоузлы и пейеровы бляшки. После взятия биологический материал фик-
сировали в 10% нейтральном формалине на фосфатном буфере (рН=7,2), проводку осуществляли в 
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гистологическом процессоре замкнутого типа с вакуумом Leica ASP 300, Германия. Далее материал 
заливали в парафин (Histomix, «Bio Optica», Германия) и готовили серийные срезы толщиной 4-5 
мкм на микротоме Leica SM 2000R («Leica Microsystems», Германия) Иммуногистохимическое ис-
следование проводили аппаратным способом с использованием иммуногистохимических автостей-
неров Autostainer 360 («Thermo», Великобритания). Для визуaлизaции рeзультaтoв использовали си-
стемы дeтeкции EnVision FLEX+ («Dako», США). Препараты инкубировали с хромогеном – DАV 
Plus Substrаtе Systеm и дoкрашивали гематoксилинoм Майера с заключением в БиоМаунт-среду. Для 
оценки качества реакции использовали стекла с позитивным контролем («Labvision», США). Для 
определения качественного состава использовали моноклональное антитело («Cloude-Clon Corp», 
США) к ROR γt (recombinant; IIe31-Arg248). Для оценки общей морфологической картины срезы 
толщиной 4-5 мкм окрашивали гематоксилином и эозином. 

Исследование препаратов проводили на морфометрической установке («Olympus», Япония), ана-
лизируя изображения в программе Image Pro Plus (free version) в автоматическом режиме. В препа-
ратах от каждой экспериментальной точки анализировали двадцать полей зрения при увеличении 
×900. Цифровой формат фотографии был переведен в режим бинаризации (метод Отсу) [11], после 
чего в автоматическом режиме выделяли клетки с экспрессией маркера, который визуализировался в 
коричневых оттенках. Результаты обсчета представлены в виде количества клеток с положительной 
экспрессией ROR γt в поле зрения. 

Полученные данные подвергались статистической обработке, представлены в виде средней вели-
чины и стандартной ошибки средней величины (M±m), различия между группами оценены с ис-
пользованием post-hoc теста Тьюки для множественных сравнений. Анализ проводили в програм-
ме GraphPad Prizm 8, используя двухфакторный дисперсионный анализ (twoway ANOVA). Различия 
считали достоверными при p<0,05.  

Результаты и обсуждение
Гипотеза научного исследования заключалась в том, что гликоделин должен подавлять формиро-

вание Th17-ответа in vivo на уровне вторичных лимфоидных органов. Учитывая тот факт, что алло-
генные клетки вводили внутрибрюшинно, экспрессию маркера Th17 – RORγt оценивали локально на 
уровне брыжеечных лимфоузлов, пейеровых бляшек и селезенки. 

При оценке экспрессии RORγt в белой пульпе селезенки при введении аллогенных клеток КМ 
установлено, что на 3 сутки наблюдалось умеренное, местами единичное, присутствие положитель-
но окрашенных клеток, преимущественно в маргинальной зоне. До конца эксперимента (21 сутки) 
зоны белой пульпы оставались крупными и активными. Наблюдались диффузные скопления лим-
фоцитов в белой пульпе, также заметны лимфоцитарные муфточки вокруг кисточковых артериол. 
Экспрессию RORγt преимущественно регистрировали в маргинальной зоне белой пульпы. Введение 
гликоделина приводило к видимому снижению количества клеток, окрашенных на RORγt (Рис. 1).

По результатам статистической обработки данных показано, что введение костного мозга практиче-
ски не изменяло уровень экспрессии RORγt в белой пульпе селезенки у животных, однако выявлено 
усиление экспрессии этого маркера на 14 сутки эксперимента, в группе экспериментальных живот-
ных (КМ+ГД) также отмечено повышение экспрессии RORγt в сравнении с интактными животными 
на 3 и 21 сутки. Однако, на 14 сутки гликоделин снижал экспрессию RORγt в белой пульпе селезенки 
(p<0,05). В целом, такой эффект гликоделина можно трактовать как противовоспалительный (Рис. 2). 
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Рисунок 1. Экспрессия RORγt (Th17) в клетках вторичных органов иммунной системы, иммуногисто-
химия, увеличение ×400 

Примечание:  КМ — красный костный мозг, ГМ+ГД — красный костный мозг+гликоделин.
Figure 1. RORyt (Th17) expression in cells of secondary organs of the immune system, immunohistochemistry, 

magnification ×400
Note: селезенка – spleen, брыжеечные лимфоузлы – mesenteric lymph nodes, пейеровы бляшки – 

Peyer’s patches, КМ – red bone marrow, КМ+ГД – red bone marrow+glycodelin, сутки – days

Оценивая динамику экспрессии RORγt в брыжеечных лимфатических узлах и пейеровых бляшках, 
показано, что при введении аллогенных клеток КМ с первых дней эксперимента в лимфоузлах вери-
фицировали экспрессию RORγt в синусах коркового вещества и в виде скоплений в зонах коры. К 21 
суткам позитивно окрашенные клетки группами присутствовали в глубоких слоях коркового веще-
ства (паракортикальная зона), в межузелковых простаранствах и формировали крупные скопления в 
тяжах мозгового вещества (Рис. 1).

Введение гликоделина на старте эксперимента (3 сутки) приводило к экспрессии RORγt в единич-
ных клетках, расположенных диффузно в пределах коркового вещества органа, часто в межузелко-
вых пространствах и в субкапсулярном синусе (Рис. 1). К концу наблюдения (21 сутки) экспрессию 
RORγt верифицировали диффузно единично в пределах коркового вещества и в виде скоплений в 
субкапсульном синусе органа, в паракортексе же экспрессия маркера RORγt наблюдалась в единич-
ных клетках, лежащих диффузно (Рис. 1).

При статистическом анализе в брыжеечных лимфоузлах обнаружено достоверное повышение экс-
прессии RORγt на 7, 14 и 21 стуки эксперимента, что подтверждает развитие локального воспали-
тельного процесса в зоне введения аллогенного КМ. Вместе с тем, на фоне введения гликоделина 
мы не обнаружили повышения экспрессии RORγt. Гликоделин обладал собственным супрессивным 
эффектом только на 21 сутки эксперимента (p<0,05) (Рис. 2).

Согласно данным статистического исследования, в пейеровых бляшках обнаружено повышение 
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экспрессии RORγt на 7, 14 и 21 стуки эксперимента. Позитивно окрашенные клетки присутствовали 
преимущественно в области купола узелков бляшки и в участке эпителиального пласта. При этом 
супрессивный эффект гликоделина фиксировался только на 14 сутки, как и в селезенке (Рис. 1, 2). 
Важно отметить, что на уровне локальных лимфатических узлов обнаружена тенденция, которая 
является не достоверной, но очевидной – гликоделин способствует снижению экспрессии RORγt, 
оказывая противовоспалительный эффект.

Рисунок 2. Влияние гликоделина на уровень экспрессии RORγt (Th17) в клетках белой пульпы селе-
зенки (n=4, M±m)

Примечание: КМ – костный мозг, КМ+ГД – костный мозг+гликоделин; * – различия между группами 
КМ и КМ+ГД (p<0,05), # – p<0,05 различия в сравнении с группой интактных животных

Figure 2. Effect of glycodelin on the expression level of RORgt (Th17) using the example of individual 
sections (n=4, M±m)

Note: селезенка – spleen, брыжеечные лимфоузлы – mesenteric lymph nodes, пейеровы бляшки – 
Peyer’s patches, КМ – red bone marrow, КМ+ГД – red bone marrow+glycodelin; * – differences between the 
red bone marrow and red bone marrow+glycodelin groups (p<0,05), # – p<0,05 differences in comparison 
with a group of intact animals

Таким образом, оценивая иммуноморфологические эффекты от действия гликоделина, можно по-
лагать наличие иммуносупрессивного эффекта в отношении Th17, который реализуется в исследуе-
мых вторичных органах иммунной системы на 14 и 21 сутки эксперимента. 
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Ранее нами был выполнен анализ цитокинового профиля у этих же экспериментальных животных. 
Установлено, что аллотрансплантация КМ вызывала системную воспалительную реакцию, повышая 
уровень провоспалительных цитокинов IL-1а, IL-1β, IL-18 на 21 сутки после эксперимента, в срав-
нении с данными интактных крыс [9]. Введение гликоделина снижало воспалительную реакцию на 
аллотрансплантацию КМ у крыс и приводило к статистически значимому снижению уровня IL-17А 
в сравнении с контролем на 21 сутки эксперимента. 

На модели трансплантации печени у грызунов было показано, что количество клеток Th17 и IL-17 
увеличивается, а нейтрализация IL-17 посредством антител пролонгирует выживаемость животных 
в группе с аллотрансплантатом [12]. Таким образом, снижение активности Th17 при помощи раз-
ных инструментов приводит к подавлению иммунного ответа на аллотрансплантат. Интересно, что в 
ситуации in vitro на модели периферических клеток крови человека, гликоделин в концентрации 10 
мкг/мл снижает долю Th17.1 (CCR6⁺CCR4ˉCXCR3⁺) и увеличивает концентрацию IL-2 в культуре 
Т-хелперов. Помимо этого, гликоделин в концентрации 2 мкг/мл проявляет избирательную апопто-
тическую активность в отношении активных Th17.1 [10]. В ранее выполненных нами исследованиях 
было показано, что гликоделин способствует активации клеток иммунной системы в селезенке на 
фоне аллогенной трансплантации костного мозга, стимулирует пролиферацию (Ki-67) и дифферен-
цировку иммунных клеток. Однако под влиянием гликоделина снижается количество макрофагов 
(CD68). В результате гликоделин может влиять на развитие адаптивных реакций при трансплантации 
костного мозга. По-видимому, гликоделин способен участвовать в развитии подобных реакций в се-
лезенке [13].

Заключение 
Таким образом, установлен новый аспект иммуномодулирующей активности гликоделина, ассо-

циированный с формированием Т-хелперов 17 типа. Участие гликоделина на локальном уровне в 
формировании иммунного ответа и динамика накопления RORγt в лимфоидных органах продемон-
стрирована впервые. В силу известной вовлеченности Т-хелперов 17 типа в патологические процес-
сы, данный эффект гликоделина может представлять интерес с точки зрения иммунофармакологии.
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M.S. Bochkova², M.B. Raev², S.A. Zamorina²

INFLUENCE OF GLYCODELIN ON THE FORMATION OF T-HELPER 
17- RESPONSE DURING ALLOGENIC BONE MARROW CELL 

TRANSPLANTATION IN WISTAR RATS

¹ Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education «Academician Ye.A. 
Vagner Perm State Medical University» of the Ministry of Healthcare of Russian Federation, 

Perm, Russian Federation;
² Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms Ural Branch Russian Аcademy of 

Sciences, Perm, Russian Federation

Abstract. Glycodelins have immunomodulatory activities and have received interest for their role in the 
development of immune tolerance. T helper cells (Th17), which produce interleukin-17, are a heterogeneous 
cell population with increased plasticity. Th17 are a proinflammatory subpopulation and are involved in the 
pathogenesis of autoimmune diseases, transplant rejection and complications during pregnancy. Despite the 
scientific interest in glycodelin as an immunomodulator, its effect on Th17 is not well understood. The aim 
of the study was to investigate the effect of glycodelin on the formation of a Th17 response during allogeneic 
intraperitoneal transplantation of bone marrow cells in Wistar rats. Material and methods. In a dynamic 
experiment, the local expression of the Th17 transcription factor RORγt in the white pulp of the spleen, the 
mesenteric lymph nodes and Peyer’s patches was analyzed using an immunohistochemical method. Results. 
It was shown that the introduction of allogeneic bone marrow led to an increased expression of this marker 
on day 14 of the experiment at the level of the spleen and on days 7, 14 and 21 at the level of local lymph 
nodes. The administration of glycodelin led to a significant decrease in RORgt expression on day 14 in the 
spleen and Peyer’s patches, and on day 21 in mesenteric lymph nodes. Conclusions. This is the first time that 
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the suppressive effect of glycodelin on the expression of RORγt in lymphoid organs has been demonstrated. 
The data obtained are consistent with a decrease in the IL-17 concentration in the peripheral blood of these 
animals on day 21. Overall, the data obtained demonstrate the suppressive effect of recombinant glycodelin 
on the formation of Th17 in experimental animals, indicating the anti-inflammatory effect of glycodelin.

Keywords: allogeneic transplant, red bone marrow, glycodelin, spleen, IL-17, RORγt, lymph nodes, 
Peyer’s patches
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