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ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК МЫШЕЙ ПОД ВОЗ-
ДЕЙСТВИЕМ БЕЛКОВ PSEUDOMONAS AERUGINOSA OprF И aTox
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Цель. Изучение влияния белков OprF и aTox Pseudomonas aeruginosa на цитокиновый 
профиль дендритных клеток мышей. Материалы и методы. Дендритные клетки (ДК) по-
лучали из клеток костного мозга мышей при культивировании с 20 нг/мл рекомбинантных 
GM-CSF и IL-4 (Biosource, США). В качестве индуктора созревания использовали белки 
OprF и aTox P. аeruginosa (НИИВС им. И.И.Мечникова). Уровень цитокинов определяли 
в супернатантах ДК с использованием набора Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine 23-plex Assay 
(BioRad, США). Результаты. Оценка профиля и уровня цитокинов, продуцируемых ден-
дритными клетками мышей, демонстрирует высокую активность зрелых ДК. Под воз-
действием рекомбинантных белков OprF+aTox как несорбированных, так и сорбирован-
ных на гидроксиде алюминия, ДК синтезировали большое количество Th-1 цитокинов: 
IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF-α, Th-2 цитокинов: IL-4, IL-10, IL-13, регуляторных цитокинов: 
IL-12, IFN-γ, IL-17A и хемокинов: KC(CXCL1), MIP-1α (CCL3), MIP-1β(CCL4), RANTES 
(CCL5). В наших исследованиях продемонстрирована возможность получения культуры 
клеток, состоящей как из зрелых ДК, так и макрофагов из костномозговых предшествен-
ников мышей при цитокиновой стимуляции с использованием в качестве индуктора со-
зревания ДК комплекса антигенов P. aeruginosa. Заключение. Кандидатная вакцина против 
синегнойной палочки на основе ее рекомбинантных белков OprF и aTox индуцирует про-
дукцию хемокинов и Th-1, Th-2, Th-17 цитокинов дендритными клетками у мышей.
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Aim. To study the effect of OprF and aTox proteins of Pseudomonas aeruginosa on the cytokine 
profile of mice dendritic cells. Materials and methods. Dendritic cells (DC) were obtained from 
bone marrow cells of BALB/c mice when cultured with 20 ng/ml of recombinant GM-CSF and 
IL-4 (Biosource, USA). OprF and aTox of P. aeruginosa were used as the inducer of maturation 
of DC. The level of cytokines was determined in supernatants of DC using the Bio-Plex Pro™ 
Mouse Cytokine 23-plex Assay (BioRad, USA). Results. Evaluation of the profile and level of 
cytokines produced by dendritic cells of mice demonstrates the high activity of mature DC. Under 
the influence of recombinant proteins OprF+aTox, both large amounts of Th-1 cytokines were 
synthesized: IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF-α, Th-2 cytokines: IL- 4, IL-10, IL-13, regulatory cy-
tokines: IL-12, IFN-γ, IL-17A and chemokines: KC (CXCL1), MIP-1α (CCL3), MIP-1β (CCL4), 
RANTES (CCL5). In our studies, we demonstrated the possibility of obtaining mature dendritic 
cells from the bone marrow of mice under the influence of a complex of P. aeruginosa antigens. 
Conclusion. The candidate Pseudomonas aeruginosa vaccine based on its recombinant proteins 
OprF and aTox induces the production of chemokines and Th-1, Th-2, Th-17 cytokines by mice 
dendritic cells.

Zh. Mikrobiol. (Moscow), 2018, No. 2, P. 15—22

Key words: recombinant proteins OprF and aTox Pseudomonas aeruginosa, dendritic cells, Th-1, 
Th-2, Th-17 cytokines

В В Е Д Е Н И Е

Цитокины играют важную роль в развитии иммунного ответа. Они обе-
спечивают взаимодействие между иммунокомпетентными клетками и вы-
полняют роль эффекторных молекул иммунных реакций. Функция цитокинов 
многогранна — они являются мессенджерами, обеспечивающими связь им-
мунной системы с гемопоэзом, с эндокринной и нервной системами [3]. 
Именно посредством цитокинов иммунная система регулирует многие про-
цессы, связанные с метаболизмом, физиологической и репаративной регене-
рацией, оказывая поддерживающее влияние на гомеостаз. На цитокиновый 
баланс огромное влияние оказывает наше окружение, включая различные 
микробы. 

Важной задачей медицинской практики является разработка препаратов, 
обладающих активирующим влиянием на эффекторы врожденного и адап-
тивного иммунитета против Pseudomonas aeruginosa. В НИИВС им. И.И. 
Мечникова ведется разработка кандидатной вакцины против синегнойной 
палочки на основе ее рекомбинантных белков OprF и aTox (делеционной 
атоксической формы экзотоксина А), сорбированных на гидроксиде алюми-
ния. 

Цель работы — изучение влияния рекомбинантных белков OprF и aTox 
P. aeruginosa на цитокиновый профиль дендритных клеток мышей.
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М А Т Е Р И А Л Ы  И  М Е Т О Д Ы 

Препарат: 25 мкг OprF, 50 мкг aTox, сорбированные на 75 мкг гидроксида 
алюминия (НПО «Микроген»). Препарат рекомбинантных белков смешивали 
в равных весовых долях с гелем гидроксида алюминия, разводили в фосфатно-
солевом буфере (ФСБ) и проводили сорбцию в течение 12 часов при темпера-
туре 4°С. 

ДК получали из клеток костного мозга мышей линии BALB/c. Костный 
мозг мышей гомогенизировали в среде RPMI-1640 (Sigma, США), трижды 
осаждали центрифугированием (250 g x 5 мин) и переводили в обогащенную 
среду культивирования (106 клеток в 1 мл среды RPMI-1640 с добавлением 100 
мкг/мл гентамицина сульфата и 10% термоактивированной эмбриональной 
телячьей сыворотки — ЭТС), содержащую по 20 нг/мл рекомбинантные GM-
CSF и IL-4 (Biosource, США). На шестые сутки производили смену среды и в 
культуру незрелых ДК (нДК) мышей вносили вакцинный препарат по 15 мкл 
на миллилитр культуральной жидкости. В качестве классического индуктора 
созревания (позитивный контроль) использовали коммерческий TNF-α (20 
нг/мл, Biosours, США). 

Уровень цитокинов определяли в супернатантах ДК на 9 сутки культиви-
рования с исследуемыми препаратами на приборе Bio-Plex® MAGPIX™ 
Multiplex Reader. Исследовали содержание 23 цитокинов и хемокинов (IL-1α, 
IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10,IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, 
IL-17A, Eotaxin (CCL11), G-CSF, GM-CSF, IFN-γ, KC (CXCL1), MCP-1 
(CCL2), MIP-1α (CCL3), MIP-1β (CCL4), RANTES (CCL5), TNF-α) с ис-
пользованием набора Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine 23-plex Assay (BioRad, 
USA) согласно инструкции производителя. 

Статистическую обработку данных проводили с помощью программы 
Statistiсa 10. Достоверность различий между сравниваемыми величинами 
определяли в рамках непараметрической базовой статистики с использовани-
ем U-критерия Mann-Whitney. Различия рассматривались как значимые при 
p≤0,05.

Р Е З У Л ЬТ А Т Ы

В табл. и на рис. представлены данные влияния рекомбинантных белков 
OprF и aTox P. aeruginosa на синтез цитокинов в культуре дендритных клеток 
мышей. TNF-α, используемый в качестве референс-препарата, в меньшей 
степени индуцировал продукцию цитокинов ДК, чем исследуемые белки си-
негнойной палочки. Индекс стимуляции Th-1 цитокинов относительно кон-
троля (нДК) колебался от 1,9 до 2,9 у.е. Комплекс белков OprF+aTox в 18,7 
— 117,9 раза сильнее стимулировал синтез цитокинов по сравнению с нДК, а 
по сравнению с TNF-α-ДК — в 8,74 — 28,9 раза. Наиболее высокая активность 
наблюдалась в отношении сорбированных белков (OprF + aTox +AL). Их ак-
тивность по сравнению с нДК была повышена в 66,5 — 320,5 раза, а TNF-α-ДК 
— в 18,2 — 110,2 раза. 

Из всех исследованных Th-1 цитокинов отмечено максимальное повы-
шение уровня IL-6 и IL-1α под воздействием OprF + aTox (соответственно 
6809,5 пг/мл и 3362,25 пг/мл) и OprF + aTox +AL (10929 пг/мл и 9888 пг/мл).

Показатели Th-2 цитокинов (IL-4, IL-10 и IL-13) повышались не столь 
активно, как Th-1 (табл.). TNF-α стимулировал в пределах 1,13 — 1,68 у.е., 
OprF+aTox —1,84 — 3,3 у.е, а сорбированные белки — 2,93 — 22,27 у.е. по срав-
нению с нДК. Соответственно эти показатели повышались в 1,62 — 2,19 раза 
и 2,58 — 7,6 раза под воздействием белков без адъюванта и с ним.
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Наиболее высокий уровень выявлен у IL-13, затем у IL-10 под действием 
OprF + aTox +AL (соответственно 1438,8 пг/мл и 906 пг/мл) и OprF + aTox 
(соответственно 716,9 пг/мл и 716,9 пг/мл). 

В отношении регуляторных цитокинов максимально сработали сорбиро-
ванные белки, затем сами белки, действие классического индуктора TNF-α 
на ДК было умеренным. Важным цитокином, участвующим в презентации 
антигена и запуске адаптивного иммунного ответа является IL-12. Цитокин 
IL-12 состоит из двух разных субъединиц: IL-12p35 (MW 35 кДа) + IL-12p40 
(MW 40 кДа). Считается, что субъединица IL-12p70 является биоактивной и 
IL-12p40 — регуляторной. 

Регуляторный гетеродимер IL-12p40 повышался интенсивнее биоактив-
ного гетеродимера IL-12(p70). Если при введении в культуру OprF + aTox ДК 
синтезировали IL-12(p70) в пределах1936 пг/мл, а OprF + aTox +AL — 8435 пг/
мл, то IL-12(p40) соответственно — 10628 пг/мл и 15320 пг/мл. 

В целом, уровень IL-12 под влиянием белков синегнойной палочки повы-
шался в 10,57 — 11,4 раза относительно контроля (нДК) и в 3,34 — 7,29 раза 
по сравнению с классическим индуктором созревания, а под воздействием 
сорбированных белков — соответственно в 16,4 — 46 раза и в 4,82 — 31,7 
раза. 

Уровень цитокинов в супернатантах ДК мышей, пг/мл

Th-1 цитокины

Препарат IL-1α IL-1β IL-6 TNF-α

OprF + aTox 3362,25±220,25*# 1213,5±85,5*# 6809,5±1098,5*# 1600±66,22*#

OprF + aTox +AL 9888±1019*# 4630,75±120,75*# 10929±968,75*# 5701±153,68*#

TNF-α 266,75±1,25* 42±5* 598,5±5,5* 183,13±4,1*

нДК 92±4# 22±1# 57,75±57,75# 85,7±0,2#

Th-2 цитокины

Препарат IL-4 IL-10 IL-13

OprF + aTox 42,22±0,69*# 716,9±77,95*# 906±11,87*#

OprF + aTox +AL 147,55±19,6*# 1293,255±25,47*# 1438,8±50,8*#

TNF-α 19,26±1,09* 395,97±4,09* 557,23±0,2*

нДК 13,09±0,1# 235,87±11,72# 490,89±7,57#

Регуляторные цитокины

Препарат IL-12(p40) IL-12(p70) IFN-γ IL-17A

OprF + aTox 10628±1561*# 1936±124,7*# 7946,7±1202,7*# 456,5±35,5*#

OprF + aTox +AL 15320±2635*# 8435±819*# 8392,5±176,5*# 785,5±210*#

TNF-α 3181±102,5* 265,5±30,6* 458,7±17,25* 117,1±32,3*

нDC 933,5±14,5# 183±0,2# 86±6# 82,7±4,1#

Хемокины

Препарат KC(CXCL1) MIP-1α (CCL3) MIP-1β(CCL4) RANTES (CCL5)

OprF + aTox 7046,7±1202*# 4738±137,75*# 5613,75±378,75*# 14121±1543*#

OprF + aTox +AL 8392,5±176,5*# 1204,5±176*# 8629,25±627,75*# 19672±1332*#

TNF-α 458,75±17,25* 2777,25±18,75* 3911,25±377,75* 796±89*

нDC 86±6# 552,75±66,25# 745,75±16,75# 164±10#

П р и м е ч а н и е. Данные представлены как среднее значение±стандартное отклонение; достоверность 
различий по сравнению: * с контролем (нDC), # TNF-α (классический индуктор), Р<0,01 (тест Манна-
Уитни).
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Действие сорбированных и несорбированных белков на продукцию ДК 
IFN-γ практически было сопоставимым. Они обладали максимальной актив-
ностью по сравнению с классическим индуктором созревания (TNF-α), вы-
явлено повышение с 86 пг/мл (нДК) до 458,7 пг/мл (TNF-α-ДК), 7946,7 пг/
мл (OprF + aTox) и 8392,5 пг/мл (OprF + aTox +AL). 

Отмечены высокий уровень IL-17A под воздействием сорбированных на 
гидроксиде алюминия белков (785,5 пг/мл) и несорбированных (456,5 пг/мл), 
активность классического индуктора была умеренной (117,1 пг/мл), всего 
лишь в 1,42 раза превышала уровень IL-17A в супернатантах нДК. 

Изучение продукции ДК хемокинов показало высокую активность OprF 
+ aTox +AL и OprF + aTox по сравнению с TNF-α и контролем. Белки синег-
нойной палочки повышали уровень продукции KC(CXCL1) в 81,8 и 15,36 раза 
по сравнению с нДК и TNF-α. Сорбированные белки соответственно — в 97,59 
и 18,3 раза. Уровень группы CC хемокинов (MIP-1α, MIP-1β, RANTES) также 
был существенно выше (p<0,05) в супернатантах OprF+aTox+AL-ДК и 
OprF+aTox-ДК. 

О Б С У Ж Д Е Н И Е

Оценка профиля и уровня цитокинов, продуцируемых дендритными клет-
ками мышей, демонстрирует высокую активность зрелых ДК. Под воздействи-
ем рекомбинантных белков OprF+aTox как несорбированнх, так и сорбиро-
ванных на гидроксиде алюминия, ДК синтезировали большое количество 
Th-1 цитокинов: IL-1α, IL-β, IL-6, TNF-α, Th-2 цитокинов: IL-4, IL-10, IL-13, 
регуляторных цитокинов: IL-12, IFN-γ, IL-17A и хемокинов: KC (CXCL1), 
MIP-1α (CCL3), MIP-1β (CCL4), RANTES (CCL5). При этом в культуральной 
жидкости не выявлено уровня других исследованных цитокинов: IL-2, IL-3, 
IL-5, IL-9, Eotaxin (CCL11), G-CSF, GM-CSF, что подтверждает присутствие 
в культуре дифференцированных антигенпрезентирующих клеток. 

Цитокиновый профиль дендритных клеток мышей под воздействием белков Pseudomonas aeruginosa 
OprF и aTox. 
Б — OprF + aTox; Б+АL — OprF + aTox+ AL; TNF — TNF-α; нDC — незрелые ДК.
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IL-1 и IL-6 являются мощным фактором дифференцировки В- и 
Т-лимфоцитов, главным индуктором конечного этапа созревания В-клеток и 
макрофагов, а также цитотоксических лимфоцитов [12]. Действуя синерги-
чески с IL-3, они вызывают дифференцировку стволовых клеток костного 
мозга. Повышение концентрации TNF-α ведет к усилению выработки IL-6 
[13].

Повышенная концентрация IL-12 в культуральной среде генерированных 
клеток индуцирует образование IFN-γ в Т-лимфоцитах, который, в свою оче-
редь, влияет на приобретение Т-лимфоцитами свойств Th-1 типа [1,2]. IL-12 
представляет собой 70 кДа гетеродимерный цитокин, состоящий из двух p35 
(35 кДа) и p40 (40 кДа) субъединиц, связанных дисульфидной цепочкой. IL-12 
в основном продуцируется фагоцитами (моноцитами/макрофагами и нейтро-
филами) в ответ на бактериальные продукты и внутриклеточные паразиты. 
IL-12 способствует иммунной защите, индуцируя Тh-1 иммунный ответ, уси-
ливая цитотоксичность естественных киллеров и продукцию IFN-γ [21]. 
Субъединица p40 секретируется в виде мономера или гомодимера, часто в 10 
— 50-кратном избытке над биологически активным IL-12p70. Предполагается, 
что IL-12p40 является естественным антагонистом IL-12p70, действуя, по 
крайней мере частично, путем конкурентного связывания с рецептором IL-12 
[16]. 

Несмотря на то, что уровень IL-12 и IFN-γ варьировал в зависимости от 
внесенных в культуру ДК препаратов, но в то же время был в десятки раз вы-
ше по сравнению с уровнем их в культуре незрелых ДК. Высокий уровень и 
спектр цитокиновой продукции свидетельствуют о приобретении ДК под воз-
действием белков синегнойной палочки свойств, необходимых для эффек-
тивной презентации антигена и примирования иммунного ответа.

В то же время, в культуре ДК было обнаружено повышенное содержание 
не только Th-1, но и Th-2 противовоспалительных цитокинов, в частности 
IL-10, IL-13 и в меньшей мере IL-4. Воспаление характеризуется сложным 
взаимодействием про- и противовоспалительных медиаторов. Оптимальный 
баланс их поддерживает гомеостаз, тогда как нарушение баланса, связанное с 
мощным высвобождением провоспалительных цитокинов, приводит к не-
желательным последствиям. Провоспалительные цитокины обладают способ-
ностью снижать продукцию провоспалительных цитокинов моноцитами/ 
макрофагами, а также влиять на некоторые из их действий [14].

IL-17А играет центральную роль в защите хозяина от различных патогенов. 
Он продуцируется не только активированными Т-клетками, но и определен-
ными типами клеток врожденной иммунной системы [8]. В нашем исследо-
вании ДК, созревшие под воздействием рекомбинантных белков OprF и aTox 
P. aeruginosa, в 5,5-9,4 раза интенсивнее продуцировали IL-17А, по сравнению 
с незрелыми ДК. 

Активный белок IL-17А функционирует как гомодимер с другими членами 
семейства IL-17, сигналы, передаваемые через рецептор IL-17, способны ин-
дуцировать продукцию провоспалительных цитокинов. IL-17А регулирует 
активность NF-kappaB и митоген-активированных протеинкиназ. Этот цито-
кин может стимулировать экспрессию IL-6 и циклооксигеназы-2 (PTGS2/
COX-2), а также усиливать образование оксида азота (NO) [20].

Было доказано, что IL-17A в основном играет роль в защите от инфекций, 
вызванных внеклеточными бактериями и грибками. Первичная функция Th-
17 клеток, по-видимому, заключается в контроле микробиоты кишечника, 
предотвращающей заражение внеклеточными патогенами, такими как 



21

Klebsiella pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Candida albicans, Coccidioides 
posadasii, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis [5]. Также было вы-
явлено, что IL-17A подавляет вирусную инфекцию, в частности грипп, путем 
стимулирования нейтрофильного воспаления [7].

Было также показано, что антигенспецифические клетки Th-17 распозна-
ют консервативные белковые антигены среди различных штаммов K. pneu-
moniae и обеспечивают защиту от серотипа с широким спектром [6]. Кроме 
того, также было выявлено, что иммунизация пневмококковым антигеном 
обеспечивала опосредованную IL-17, но не зависящую от антител защиту от 
S. pneumoniae [15]. Функцией этих Т-хелперов является защита от внеклеточ-
ных патогенов, которые не могут эффективно эллиминироваться Т-хелперами 
1 и 2 типов. Кроме того, Th-17 часто ассоциированы с различными аутоим-
мунными процессами, в том числе и с аллергическими реакциями. В настоя-
щее время накопилось много свидетельств в участии Th-17 в регуляции про-
тивоопухолевого иммунного ответа [4, 18].

В наших исследованиях ДК экспрессировали большое количество хемо-
кинов: KC(CXCL1), MIP-1α (CCL3), MIP-1β(CCL4), RANTES (CCL5). 

Хемокиновый (CXC мотив) лиганд 1 (CXCL1) представляет собой неболь-
шой цитокин, принадлежащий к семейству хемокинов CXC [22, 23]. CXCL1 
экспрессируется макрофагами, нейтрофилами и эпителиальными клетками 
и хемоаттрактантом для нейтрофилов [17]. CXCL1 играет роль в развитии 
спинного мозга за счет ингибирования миграции предшественников олиго-
дендроцитов и участвует в процессах ангиогенеза, артериогенеза, воспаления, 
заживления ран и опухолевого генеза [10]. Этот хемокин вызывает его эффек-
ты посредством передачи сигнала через хемокиновый рецептор CXCR2 [19]. 
Исследования на мышах показали, что CXCL1 уменьшает тяжесть рассеянно-
го склероза и может оказывать нейрозащитную функцию [11].

Все три изоформы связанные с ростом белка, growth-related protein (GRO), 
представляют собой хемокины CXC, которые могут сигнализировать через 
хемокиновые рецепторы C-X-C 1 или 2 (CXCR1/2). GRO-белки — хемоаттрак-
танты, активирующие нейтрофилы и базофилы. Их основная роль — защита 
хозяина от полимикробного сепсиса, повышение активности межклеточной 
адгезионной молекулы 1 (ICAM-1) и миграции нейтрофилов. Белок также 
активирует митоген-активированные протеинкиназы (MAPK), провоспали-
тельные белки и NF-κB [9].

Таким образом, ДК, обработанные белками синегнойной палочки, синте-
зируют щирокий набор цитокинов in vitro, которые могут индуцировать ак-
тивацию сложных механизмов межклеточных взаимодействий. В наших ис-
следованиях продемонстрирована возможность получения культуры клеток, 
состоящей как из зрелых ДК, так и макрофагов из костномозговых предше-
ственников мышей при цитокиновой стимуляции с использованием в качестве 
индуктора созревания ДК комплекса антигенов P. aeruginosa.
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Цель. Характеристика и изучение распространенности генетического элемента ICE-
emm12, ассоциированного со вспышками стрептококковых заболеваний в Юго-Восточной 
Азии, среди российских и вьетнамских штаммов СГА. Материалы и методы. Изучены 96 
штаммов, выделенных в 2007 — 2014 гг. Молекулярно-генетические эксперименты про-
водили по опубликованным методикам. Полногеномное секвенирование осуществляли 
по технологии MiSeq. Результаты. На основе анализа данных высокопроцессивного 
секвенирования в геноме вьетнамского штамма V31 идентифицирован фрагмент (61028 
п.н.), гомологичный интегративно-конъюгативному элементу ICE-emm12 и содержащий 
гены устойчивости к MLS-антибиотикам (ermB) и тетрациклину (tetM). Этот элемент 
обнаружен у 12 (26,1%, типы emm12.0, emm12.22) из 46 вьетнамских штаммов и у 2 (4,0%, 
типы emm12.0, emm88.2) из 50 российских штаммов. У 13 из 14 штаммов ICE-emm12 
интегрирован в структурную область гена РНК-метилтрансферазы, являющегося «горячей 
точкой» рекомбинаций. Во всех штаммах ICE-emm12 обнаруживался в линейной инте-
грированной форме и в замкнутой циклической форме, что указывает на возможность его 
дальнейшего горизонтального переноса. Заключение. Обнаружение у российских штаммов 
ICE-emm12 элемента, способного к переносу генов устойчивости к антибиотикам с уче -
том активного развития туризма в страны Юго-Восточной Азии указывают на необходи-
мость постоянного молекулярно-эпидемиологического надзора за циркуляцией клонов-
возбудителей стрептококковых заболеваний в России. 
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Aim. Goal of the study is characterization and analysis of an occurrence of ICE-emm12 ge-
netic element associated with streptococcal outbreaks, among Vietnamese and Russian GAS 
strains. Materials and methods. A total of 96 strains isolated in 2007 — 2014 in Moscow, Saint-
Petersburg and different provinces of Vietnam were studied. Molecular genetic experiments were 
done as previously described. Whole genome sequencing was done using MiSeq technology. Results. 
Complete genome sequencing of Vietnamese strain V31 revealed the presence of 61028 bp frag-
ment homologous to integrative and conjugative element ICE-emm12 containing resistance genes 


