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Цель. Исследование влияния рекомбинантных антигенов Р. aeruginosa на ключевые 
эффекторы иммунной системы. Материалы и методы. Мышам внутрибрюшинно вводи
ли по 25 мкг OprF и 50 мкг анатоксина, сорбированных на геле гидроксида алюминия, с 
интервалом в 2 недели. Через 7 дней после последней иммунизации у животных оцени
вали субпопуляционную структуру лимфоцитов селезенок методом проточной цитометрии. 
Уровень цитокинов в сыворотках мышей после однократной иммунизации реком
бинантными антигенами OprF и анатоксином исследовали через 4, 8, 24 час и 14 суток 
методом проточной цитометрии при помощи тест-системы FlowCytomix Mouse ТЫ ДЬ2 
10 plex. Результаты. Рекомбинантные антигены OprF и анатоксина оказывали влияние 
на молекулярно-клеточные механизмы иммунного ответа, приводящие к изменению 
уровня экспрессии дифференцировочных и активационных молекул, а также синтеза ТЫ/ 
Th2/Thl7/Th21 /Th22 цитокинов у мышей, необходимых для эффективной презентации 
антигена. Заключение. Комплекс рекомбинантных OprF и анатоксина способствовал 
формированию полноценного иммунного ответа против синегнойной палочки.
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Aim. Study the effect of recombinant antigens of P. aeruginosa on key effectors of the immune 
system. Materials and methods. Mice were immunized intraperiotoneally with 25 pg of OprF and 
50 pg of anatoxin sorbed on aluminium hydroxide gel with a 2 week interval. 7 days after the last 
immunization spleen lymphocyte subpopulation structure was evaluated by flow cytometry. Cytokine 
levels in mice sera were studied after a single immunization with recombinant OprF and anatoxin 
at 4, 8, 24 hours and 14 days by flow cytometry using FlowCytomix Mouse Thl/Th2 10 plex. 
Results. OprF recombinant antigens and anatoxin affect molecular-cell mechanisms of immune 
response resulting in alteration of expression of differentiating and activating molecules as well as 
synthesis of Th 1/Th2/Th 17/Th21/Th22 cytokines in mice that are necessary for effective presen
tation of the antigen. Conclusion. Complex of recombinant OprF and anatoxin facilitated forma
tion of complete immune response against pseudomonas.
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ВВЕДЕНИЕ

Бактерия Pseudomonas aeruginosa — грамотрицательная палочка, относя
щаяся к семейству Pseudomonadaceae, условный патоген, способный вызывать 
заболевания у людей, животных и растений. Она имеет важное медицинское
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значение вследствие своей убиквитарности, широкой антибиотикорезистент- 
ности, а клиническое течение патологии, вызванной данным возбудителем, 
характеризуется полиорганностью поражения (кожа, подкожная клетчатка, 
мочевыводящие пути, ЖКТ, ЦНС и др.) [4].

Инфекции, вызванные синегнойной палочкой, зачастую встречаются у 
иммунокомпрометированных лиц либо осложняют течение предсуществующей 
острой (ожоговая болезнь) или хронической (муковисцидоз) болезни [7,10].

В настоящее время проводятся исследования различных факторов виру
лентности Р. aeruginosa, изучаются новые пути введения вакцин (пероральный, 
назальный), разрабатываются модели рекомбинантных вакцин нового по
коления [6]. Но результаты клинических испытаний вакцин против синегной
ной инфекции, проводимых во всем мире, не подтверждают их высокую эф
фективность, которая могла бы обеспечить защиту от Р. aeruginosa [11].

Причины неудач остаются не вполне ясными. Один из факторов, мешаю
щих организму выработать эффективный иммунный ответ на вакцинацию 
— способность синегнойной палочки изменять фенотип при росте в организ
ме. Так, положить начало колонизации дыхательных путей может бактерия 
немукоидного фенотипа с низкой продукцией альгината, а затем изменить 
фенотип в сторону его гиперпродукции с образованием биопленки, но скуд
ным синтезом цепей О-антигена [12].

Белки наружной мембраны — одни из наиболее многообещающих в каче
стве компонентов кандидатных вакцин благодаря возможности получения их 
генно-инженерным методом и генетической либо химической модификаци
ей [ 11 ]. Современная технология белков располагает методами конъюгирова- 
ния между собой и с веществами отличной химической природы, например, 
полисахаридами. Методы генной инженерии позволяют синтезировать в 
клетках определенные антигены с заранее заданными свойствами, и в на
стоящее время с применением этих методов разрабатываются вакцины против 
Р. aeruginosa и исследуются иммуногенные свойства кандидатных препаратов 
[2, 5, 6, 9].

Ранее получены и исследованы рекомбинантный белок наружной мембра
ны (OprF) [1] и рекомбинантная делеционная атоксическая форма экзоток
сина А (анатоксин) [3], которые обладали протективной активностью, защи
щая животных от живой вирулентной культуры Р. aeruginosa. При этом 
подобрана оптимальная схема введения препаратов и оптимальные иммуни
зирующие дозы, а также показано, что использование обоих рекомбинантных 
белков в комплексе приводило к аддитивному эффекту [2].

В настоящее время индукция иммунного ответа под воздействием 
Р. aeruginosa, а также клеточные и молекулярные события, вызванные анти
генными компонентами этого патогена, остаются мало охарактеризованными. 
Поэтому целью нашего исследования явилось изучение влияния ре
комбинантных антигенов Р. aeruginosa на ключевые эффекторы иммунной 
системы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве препарата исследования использовали комплекс очищенных 
рекомбинантных белков (рекомбинантный белок наружной мембраны и ре
комбинантный анатоксин), получение и очистка которых описана в предыду
щих исследованиях [2]. Для иммунизации препарат рекомбинантных белков 
смешивали в равных весовых долях с гелем гидроксида алюминия (НПО 
«Микроген»), разводили в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) и проводили
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сорбцию в течение 12 часов при температуре 4°С. Вакцинный препарат вво
дили мышам-самкам линии BALB/c весом 14 — 16 г внутрибрюшинно в 
объеме 0,5 мл.

Суспензию мононуклеарных лейкоцитов (МЛ) получали, гомогенизируя 
селезенку в 5 мл среды RPMI 1640 (ПанЭко, Россия). Клетки осаждали цен
трифугированием с ускорением 250 g при температуре 4°С в течение 10 минут. 
Осадок ресуспендировали и удаляли эритроциты гипотоническим шоком: к 
осадку добавляли 900 мкл дистиллированной воды и перемешивали 10 сек, 
затем добавляли 100 мкл 10-кратного раствора Хэнкса (МПБП, Россия). После 
лизиса эритроцитов спленоциты осаждали и дважды отмывали средой 
RPMI-1640. Подсчет живых и мертвых клеток проводили в камере Горяева, 
используя 0,1% раствор трипанового синего в 0,9% растворе NaCl.

Оценку субпопуляционной структуры лимфоцитов селезенки мышей осу
ществляли методом проточной цитометрии с применением моноклональных 
антител против соответствующих антигенов различных субпопуляций лим
фоцитов. Через 7 дней после последней иммунизации у животных забирали 
селезенки в соответствии с «Правилами проведения работ с эксперименталь
ными животными» для последующего получения лимфоцитов. Клетки от
мывали холодным ФСБ с 1% фетальной телячьей сывороткой (ФТС) и окра
шивали согласно инструкции производителя (Caltag Laboratories, США) 
меченными флюорохромом моноклональными антителами к поверхностным 
клеточным маркерам (CD3, CD4, CD8, CD 19, МНС II, меченные FITC; CD25, 
NK1.1 (CD16/CD32) — РЕ). Затем клетки отмывали 2 раза холодным ФСБ с 
1% ФТС. Результаты учитывали на проточном цитометре FC-500 (Beckman 
Coulter, США). Гейт (окно) популяции клеток устанавливали на основе ком
бинации прямого и бокового светорассеяния и размера клеток. При учете 
результатов подсчитывали 5000 клеток в гейте. Статистическую обработку 
материала проводили при помощи программного пакета WinMDI 2.8.

Уровень цитокинов в сыворотках и супернатантах селезенок мышей 
определяли на проточном цитометре FC-500 (Beckman Coulter, США) при 
помощи тест-системы FlowCytomix Mouse T h l/rh2 10 plex с использованием 
шариков, сенсибилизированных моноклональными антителами к цитокинам 
(GM-CSF, INF-у, IL-1J3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, TN F-a), eBio- 
science (США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Комплекс рекомбинантных OprF и анатоксина в дозах 25 мкг и 50 мкг 
вводили самкам мышей BALB/c. Через 4 часа, 8 часов, 24 часа и 14 дней после 
иммунизации по десять мышей использовали для тотального забора крови с 
целью получения групповых пулов сыворотки крови. В качестве контрольной 
сыворотки использовали пул сывороток крови, отобранной у десяти мышей 
до иммунизации.

Уровень TNF-a в сыворотке крови мышей до введения рекомбинантных 
белков (0 ч) составлял 4,53 пг/мл. Введение препарата способствовало посте
пенному повышению уровня TNF-a, который достигал максимальных зна
чении к 24 ч (38,5 пг/мл, р<0,05). К концу второй недели после иммунизации 
данный показатель снижался до 7,5 пкг/мл. IL-1(3 у мышей до введения белков 
составил 2,43 пг/мл, после введения препарата уровень его активно возрастал 
и к » часам достигал максимального значения (32,47 пкг/мл). Далее проис
ходило его постепенное снижение до 10,4 пкг/мл к 24 часам и до 4,82 пкг/мл 

на сутки наблюдения. Аналогичная картина наблюдалась в отношении 
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IL-la: максимальный уровень выявлен на 8 ч исследования, который посте
пенно понижался к 24 часам (6,7 пкг/мл) и 14 суткам (7,84 пкг/мл). Уровень 
IFN-y повышался только на 24 ч после введения препарата (с 1,4 до 15,23 пкг/ 
мл, р<0,05) и снижался до 5,9 пкг/мл через 14 суток. Содержание IL-12p70 
значимо возрастало к 8 часам наблюдения (23,13 пгн/мл) и достигло макси
мальных значений через 24 часа (34,23 пкг/мл).

Изначально концентрация IL-2, обеспечивающего пролиферацию и диф
ференцировку ТЫ клеток, соответствовала 2,8 пг/мл. Использование ком
плекса приводило к некоторому повышению этого показателя у мышей уже 
через 4 часа, и он оставался на уровне нормальных значений весь период на
блюдения. Уровень IL-4 незначительно повышался (с 4,99 до 7,1 пкг/мл) через 
8 часов после введения препарата и достигал нормальных значений к 24 часам. 
Уровень IL-5 через 4 часа после иммунизации повышался приблизительно в 
3 раза по сравнению с интактными мышами (4,26+1,2), в то время как уровень 
IL-10 нарастал только к концу 1 суток после введения препарата (в 4 раза) — с 
5,7 до 21,13 пкг/мл. Положительная динамика на срок 8 и 24 часов отмечалась 
в отношении IL-6 (повышение с 3,42 до 7,46 и 18,43 пкг/мл соответственно). 
Только со стороны IL-13 не отмечалось разницы после введения препарата 
(3,66±0,66 и 3,78±0,55 изначально и к 24 ч соответственно).

Далее были изучены показатели Thl7/Th21/Th22 цитокинов в сыворотках 
мышей под воздействием комплекса рекомбинантных белков. Значительное 
усиление продукции IL-17 происходило уже в первые часы после введения 
препарата, и его пик приходился на 8 часов (4801 пкг/мл). Через сутки проис
ходило снижение уровня данного цитокина, но он все равно был выше ис
ходных значений в 7,56 раза (146,3 пкг/мл против 19,33 пкг/мл). К 14 суткам 
данный показатель возвращался к исходному уровню (19,33 пкг/мл). 
Концентрация IL-21 также нарастала постепенно, начиная с 4 часов (с 0 пкг/ 
мл до 3,66 — 11,77 пкг/мл), максимальные значения IL-21 (17,33 пкг/мл) от
мечались через 8 часов после введения препарата. В отношении IL-22 выяв
лено значимое повышение концентрации только через 8 часов после имму
низации животных (15,03 пкг/мл). На 14 сутки уровень IL-21 и IL-22 
соответствовали фоновым значениям.

Таким образом, в отношении IL-ip, IL -la и TNF-a отмечалось повышение 
уровня на все сроки наблюдения с постепенным снижением к концу суток 
(кроме TNF-a). Концентрация IL-2 также возрастала в те же сроки, но не столь 
существенно. IFN-y повышался только через 24 часа после иммунизации, а 
IL-12р70 — через 8 и 24 часа. Таким образом, комплекс рекомбинантных бел
ков индуцировал синтез ТЫ цитокинов у мышей. В отношении Th2 цитокинов 
наблюдали статистически значимый ответ со стороны IL-4, IL-5 и IL-10 (со
ответственно через 8,4 и 24 часа). Продукция IL-6 была более результативной 
на 8 и 24 часа определения. Исследование динамики Thl7/Th21/Th22 цито
кинов выявило повышение уровня IL-17A и IL-21 на все сроки наблюдения, 
а IL-22 — только через 8 часов (повышение в 3,2 раза).

Комплекс рекомбинантных OprF и анатоксина у мышей BALB/c статисти
чески значимо повышал уровень Thl/Th2/Thl7/Th21/Th22 цитокинов в сыво
ротках крови в разные сроки после введения: через 4 часа IL-la, IL-5 (соответ
ственно в 5,14; 1,9 раза); через 8 часов — IL-1J3, IL-2, IL-4 (соответственно в 13; 
2,7; 1,4 раза), а также Thl7/Th21/Th22 цитокинов — IL-17A и IL-22 (соответ
ственно в 248 и 3,24 раза) и IL-21 (с неопределяемого значения до 17,13±1,59 
пкг/мл); через 24 часа — IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-a и IFN-у (соответственно, 
в 8,5; 10,8; 5,3; 3,7; 5,4 раза) по сравнению с исходным уровнем.
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Т а б л и ц а  1. Экспрессия цитокинов в культуре спленоцитов мышей BALB/c под воздействием комплекса 
рекомбинантных белков

Ц итокин М ы ш и

Т ип Класс И нтактны е
И нтактны е 

+  ФГА
И м м унизированны е

И м м унизированны е 
+  ФГА

ты IL-ip 5,7±0,36 39,37+2,96 5,1+0,91 21,2+2,1*
IL -la 5,3+0,75 58,65+1,94 4,23+0,51 10,6+2,19*
IL-2 9,3+1,41 17,33+2,05 5,6+0,91 21,37+2,87
TNF-a 3,3+0,65 11,8+7,43 3,23+0,8 16,2+2,1
IFN-y 31,97+3,32 107,9+13,47 48,57+6,23 164,7+7,37*
IL-12p70 6,76+0,45 18,2+2 18,27+2,1 45,17+5*

Th2 IL-4 6,43+0,22 24,07+2,9 4,26+1,05 25,3+2,74
IL-5 3,36+0,8 12,87+2,27 4,4+0,01 43,43+58,78*
IL-6 4,66+0,85 21,37+2,75 3,76+0,35 15,4+2,95
IL-10 12,43+2,27 45,77+3,65 28,33+2,96 67,73+5,98*
IL-13 8,51+1 514,9+53,03 9,2+1,01 112,41+14,01*

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл. 2 ,3  данные представлены как среднее значение±стандартное откло
нение. * достоверность различий по сравнению со стимулированными спленоцитами неиммунизиро- 
ванных мышей, Р<0,05 (Тест Манна-Уитни).

Исходя из вышеприведенных данных, можно сделать заключение, что 
препарат активирует как клеточное, так и гуморальное звено иммунной си
стемы. Учитывая, что в сыворотках на 14 сутки уровень практически всех 
цитокинов соответствовал референсным значениям, интерес представляло 
определение стимулированной активности лимфоцитов селезенок иммуни
зированных мышей. В качестве контроля использовали селезенки интактных 
мышей.

Данные табл. 1 показывают, что фитогемагглютинин (ФГА) в культуре 
интактных спленоцитов активнее индуцировал синтез IL-ip, IL -la  (соответ
ственно в 1,86 и 5,53 раза), а в культуре клеток иммунизированных мышей 
— регуляторных цитокинов IFN-уи IL-12p70 (соответственно в 1,52 и 2,5 раза). 
По экспрессии IL-2 и TN F-a эти группы значимо между собой не отличались. 
В отношении Th2 цитокинов спленоциты иммунизированных мышей при 
стимуляции их ФГА продуцировали большее количество IL-5 и IL-10 (в 3,4 и 
1,5 раза) и значительно меньшее — IL-13 (в 4,6 раза) по сравнению с неимму- 
низированными.

Что касается Thl7/Th21/Th22 цитокинов, то уровень IL-17A и IL-21 У 
иммунизированных мышей при стимуляции клеток ФГА статистически зна
чимо не отличался от стимулированной культуры неиммунизированных жи
вотных, в отличие от IL-22, где активность спленоцитов у иммунизированных 
животных превышала значения у интактных в 1,64 раза (табл. 2).

Изучение субпопуляционной структуры лимфоцитов селезенок мышей
(табл. 3) показало, что в опыт
ной группе (иммунизированные 
мыши) повышалось содержа
ние NK-клеток (CD16+/CD32+, 
в 1,64 раза), Т-хелперов (CD4+, 
в 1,25 раза), В 1 -лимфоцитов 
(CD5+, в 1,13 раза), В2-лимфо- 
цитов (CD19+, в 2,3 раза) при 
снижении численности цитоток
сических лимфоцитов (CD8+, в

Т а б л и ц а  2. Экспрессия Thl7/Th21/Th22 цитокинов в 
культуре спленоцитов мышей BALB/c под 
воздействием комплекса рекомбинантных 
белков

М ы ш и IL-17A IL-21 IL-22

Интактные 
Интактные+ ФГА 
Иммунизир. 
Иммунизир. + ФГА

154+7,93
2444±82,98
38,19±3,93
2450±71,51

О
34,б±4,38
17,67±17,3
39,07±3,1

11,63±1,59
27,87±2,8
25,9±2,55

45,83±3,75*
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Л им ф оциты О пы т К онтроль

CD3+ 58,57±0,7 61,37+1,09
CD16+/CD32+ 13,28+1,81* 8,06±0,68
CD3+/CD16/CD32 5,46±0,40 3,06±0,25
CD4 + 45,17+1,05* 36,04±0,88
CD25+ 29,4±1,93* 5,33±0,85
CD5+ 51,5±0,8* 45,3±0,96
CD19+ 28,17±1,33* 12,17+1
CD8a+ 14,7±1,03* 21,63±1,66
MHCII+ 25,43+1,06* 14,3±0,91

1,47 раза) ПО сравнению С контролем Т а б л и ц а  3. Иммунофенотип лимфоцитов селезе- 

(неиммунизированные мыши). В об- 
щей популяции клеток повышалось 
содержание типов, экспрессирующих 
маркеры ранней (CD25+) и поздней 
(MHCII+) активации клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ

Изучение экспрессии цитокинов 
при внутрибрюшинном введении 
мышам комплекса рекомбинантных 
OprF и анатоксина позволяет сделать 
вывод о различной направленности 
иммунных процессов. Так, данный 
комплекс у мышей BALB/c в сыво
ротках крови статистически значимо повышал уровень Thl/Th2/Thl7/Th21/ 
Th22 цитокинов в разные сроки после введения: через 4 часа IL- la , IL-5; через 
8 часов — IL-ip, IL-2, IL-4, а также Thl7/Th21/Th22 цитокинов — IL-17, IL- 
21; через 24 часа — IL-6, IL-10, IL-12p70, TN F-a и IFN-y по сравнению с ис
ходным уровнем. К концу второй недели эти показатели возвращались к ис
ходным значениям, что может свидетельствовать о закономерной норма
лизации цитокинового профиля мышей.

В культуре спленоцитов у иммунизированных мышей отмечено повыше
ние индуцированной ФГА продукции регуляторных ТЫ цитокинов IFN-y и 
IL- 12р70; Th2 цитокинов — IL-5 и IL-10; снижение уровня IL-13. В отношении 
Th22 цитокинов — выявлено повышение в 1,64 раза концентрации IL-22 в 
супернатантах селезенок мышей по сравнению с неиммунизированными 
животными.

У иммунизированных мышей по сравнению с интактными повышалась 
численность активированных NK-клеток, Т-хелперов, В1, В2-лимфоцитов 
при выявленном снижении численности цитотоксических Т-лимфоцитов.

Повышение содержания провоспалительных цитокинов IL-ip и IL-6 в 
сыворотке иммунизированных животных должно стимулировать выработку 
INF-y NK-клетками и Т-лимфоцитами. Согласно современным представ
лениям, INF-y индуцирует дифференцировку CD4 + клеток в ТЫ-хел- 
перы, обладающие способностью к продукции INF-y, IL-2 и лимфотоксина-a. 
IN F-a способен ингибировать дифференцировку CD4+ клеток в ТЪ2 тип, 
синтезирующий IL-4, IL-5, и IL-10, которые являются мощными ингибито
рами цитокинов ТЫ типа.

В данном исследовании введение мышам комплекса рекомбинантных 
OprF и анатоксина приводило к повышению уровня Th9/Thl7/Th22 цитоки
нов. Известно, что IL-17A продуцируется уникальной субпопуляцией 
Т-хелперных клеток независимо от Th 1 /Th2 клеточного развития. Th 17 клет
ки играют роль в защите организма от внеклеточных патогенов посредством 
рекрутирования нейтрофилов и макрофагов в инфицированные ткани [8].

Выявленное в данной работе повышение провоспалительных и противовос
палительных цитокинов свидетельствует о закономерности происходящих собы
тий, поскольку продукция противовоспалительных цитокинов может оказывать 
сдерживающее действие на чрезмерный синтез провоспалительных цитокинов, 
способный оказывать повреждающий эффект на ткани и функции органов.

На тканевом уровне Th цитокины ответственны за развитие воспаления с
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последующей регенерацией тканей. При развитии системной воспалительной 
реакции цитокины влияют практически на все органы и системы организма, 
участвующие в регуляции гомеостаза.

Исследования выявили, что комплекс рекомбинантных OprF и анатокси
на может способствовать формированию клеточного звена иммунного ответа, 
обеспечивая полноценный противомикробный иммунитет.

Резюмируя вышеизложенное, можно сделать следующее заключение: 
комплекс рекомбинантных OprF и анатоксина Р. aeruginosa оказывает влияние 
на молекулярно-клеточные механизмы иммунного ответа, приводящее к из
менению уровня экспрессии дифференцировочных молекул и молекул акти
вации, а также синтеза цитокинов у мышей. Действие комплекса рекомби
нантных OprF и анатоксина связано с регулирующим действием на иммунные 
механизмы, активацией эффекторов иммунной системы для эффективной 
презентации антигена и формирования полноценного иммунного ответа. 
Поэтому комплекс рекомбинантных OprF и анатоксина может рассматривать
ся в качестве кандидата в разработке вакцины против синегнойной палочки.

Работа выполнена при поддержке Программы фундаментальных исследований Президиума 
РАН «Фундаментальные исследования для разработки биомедицинских технологий» на 2016 год.
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