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Краткие сообщения

Введение
Рецептор Toll-4 (TLR4) является важнейшим 

участником в  сигнальной системе клеток хозя-
ина. В  литературе активно обсуждается участие 
и роль TLR4 и адаптерных к нему белков в акти-
вации клетки, в том числе при фагоцитозе, обра-
зовании активных форм кислорода, синтезе про-
воспалительных цитокинов.

Лигация Toll-рецепторов запускает MyD88-
зависимую сигнализацию через IRAK4 и  p38 
и приводит к повышенной регуляции ряда генов, 
ответственных за фагоцитоз [6, 7, 15]. В исследо-
ваниях последних лет показано, что TLR4 также 
вовлекается в  фагоцитоз, помогая фагоцитам 
узнавать бактерии или  их составные части [8]. 
Однако существует множество противоречивых 
данных по  участию TLR4 фагоцитозе, что объ-
ясняется в  большей мере различиями в  выборе 
объектов исследования и  постановке экспери-
ментов. Важно учитывать также фазу фагоцитоза, 
для которой рассматривается участие TLR4.

Рецепторная система иммунных клеток по-
зволяет распознать малейшие различия в струк-
туре липополисахаридов (ЛПС) и сформировать 
оптимальный ответ клеток на инфекцию. Макси-
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клональных АТ (клон НТА125) к TLR4 поглощать ФИТЦ-меченые бактерии E. coli после активации 
клеток крови липополисахаридами различной структуры. Показано, что TLR4 не играет существен-
ной роли в интернализации бактерий нейтрофилами в цельной крови. Фагоцитарная активность ней-
трофилов в крови возрастает после их праймирования эндотоксинами из E. coli. Липополисахарид 
(ЛПС) из Rb. сapsulatus не влияет на фагоцитоз. В присутствии эндотоксинов степень участия TLR4 
в фагоцитозе нейтрофилами крови зависит от структуры ЛПС. 
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мальный ответ наблюдается на  структуры ЛПС, 
в состав липида А которых входят 6 жирных кис-
лот и 2 фосфатных остатка [12]. Некоторые ЛПС 
не только не активируют клетки к синтезу цито-
кинов, но и блокируют его, выступая в качестве 
антагонистов эндотоксинов. Ранее нами было 
показано, что ЛПС из  Rhodobacter capsulatus PG 
блокирует некоторые активности эндотоксинов, 
в  их числе праймирование нейтрофилов [4], за-
медление апоптоза нейтрофилов и  моноцитов 
[1]. Предполагается, что ЛПС из  Rb.  capsulatus 
блокирует эффекты эндотоксинов, конкурируя 
с ними за связывание с рецепторами.

Для выяснения роли TLR4 в фагоцитозе бак-
терий нейтрофилами человека, праймирован-
ными липополисахаридами различной структу-
ры, была исследована способность нейтрофилов 
в присутствии моноклональных АТ к TLR4 (клон 
НТА125) фагоцитировать ФИТЦ-меченые бакте-
рии E. coli. В нашей работе исследовалась началь-
ная фаза фагоцитоза – интернализация бактерий. 
Эксперименты проводили на  цельной крови, 
обеспечивая тем самым присутствие всех значи-
мых участников процесса фагоцитоза  – белков 
комплемента, иммуноглобулинов и других, при-
ближая исследуемый процесс к условиям in vivo.

Материалы и методы
В  экспериментах были использованы 

ФИТЦ-меченые бактерии E.  coli (штамм K-12) 
BioParticles (Molecular Probes), антитела к  TLR4 
(Mouse anti-human TLR4, clone HTA125, Serotec), 
коммерческие препараты ЛПС из Escherichia coli 
055:B5 (S-хемотип); ЛПС из  E.  coli К12 штамм 
JM103 (R-хемотип, Re-мутант) (Sigma). ЛПС 
из Rhodobacter capsulatus PG (ВКМ В-2381Д Рос-
сийской коллекции микроорганизмов ИБФМ 
РАН) получали фенольной экстракцией по мето-
дике, описанной ранее [3]. 

Интернализация бактерий E. coli нейтрофилами 
крови человека. Исследование выполнено на кро-
ви 5 условно здоровых доноров 25-35 лет (добро-
вольное согласие доноров имеется). В пробирку 
вносили 90  мкл цельной гепаринизированной 
крови (гепарин 20  ед./1  мл крови), добавля-
ли 50  мкл суспензии ФИТЦ-меченых бактерий 
E. coli в растворе Хенкса (2 × 107 кл/мл; соотно-
шение лейкоцит–бактерия  – 1:10), тщательно 
перемешивали и инкубировали 30 мин при 37 °С. 
Затем кровь лизировали добавлением 2 мл лизи-
рующего буфера и выдерживали при комнатной 
температуре 5  мин. Лейкоциты осаждали цен-
трифугированием (21 °С, 200 g, 5 мин), отмывали 
2  мл охлажденного фосфатного буфера, содер-
жащего 0,02% ЭДТА, и  осадок ресуспендирова-
ли в 400 мкл фосфатный буфер-ЭДТА. Образцы 
переносили в цитометрические пробирки и хра-
нили на холоде до анализа на проточном цитоф-
луориметре EPICS XL-MCL (Beckman Coulter). 
На  гистограмме FS-SS выделяли гейт, соответ-

ствующий нейтрофилам. О фагоцитарной актив-
ности нейтрофилов судили по величине средней 
интенсивности флуоресценции (MnI X).

Влияние липополисахаридов на  интернализа-
цию бактерий E. coli нейтрофилами крови челове-
ка. В  экспериментах по  исследованию влияния 
активации клеток эндотоксинами на  фагоцитоз 
перед добавлением ФИТЦ-меченых бактерии 
E.  coli в  гепаринизированную кровь вносили 
по  100  нг/мл различных ЛПС (из  S-E.  coli, Re-
E. coli или Rb. capsulatus) и инкубировали 30 мин 
при 37 °С.

Участие TLR4 в  интернализации бактерий 
E. coli нейтрофилами крови человека. В серии экс-
периментов по  исследованию роли TLR4 в  ин-
тернализации бактерий нейтрофилами перед 
постановкой реакции фагоцитоза цельную ге-
паринизированную кровь инкубировали с  1  мкг 
АТ к  TLR4 30  мин. В  экспериментах по  иссле-
дованию участия TLR4 в  фагоцитозе бактерий 
нейтрофилами, праймированными эндоток-
синами, после инкубации клеток с  АТ к  TLR4 
в кровь добавляли по 100 нг/мл различных ЛПС 
(из S-E. coli, Re-E. coli или Rb. capsulatus) и инку-
бировали 30 мин при 37 °С.

Статистическая обработка данных проведена 
с помощью программы OriginPro 7.5. Результаты 
представлены в  виде средних значений эффек-
тов с  величиной средней квадратичной ошиб-
ки по  результатам пяти независимых экспери-
ментов. Достоверность результатов определяли 
по критерию Стьюдента–Фишера.

Результаты 
Влияние ЛПС различной структуры на фагоци-

тарную активность нейтрофилов человека. Нами 
было исследовано влияние ЛПС из S-E. coli, Re-
E. coli или Rb. capsulatus на фагоцитарную актив-
ность нейтрофилов в экспериментах на цельной 
крови 5 условно здоровых доноров. Из  резуль-
татов, представленных на  рисунке  1, видно, что 
индивидуальные ответы нейтрофилов различных 
доноров заметно отличаются. Однако средние 
значения полученных результатов подчиняются 
определенной зависимости.

На  рисунке 2 представлены усредненные ре-
зультаты фагоцитарной активности нейтрофилов 
в %. Контрольный фагоцитоз для каждого доно-
ра принят за  100%. Из  полученных результатов 
видно, что активация клеток токсичными ЛПС 
из E. coli приводила к статистически значимому 
усилению фагоцитоза в среднем на 14% незави-
симо от  их хемотипа (p  <  0,01). Предактивация 
нейтрофилов ЛПС из Rb. capsulatus практически 
не влияла на уровень фагоцитоза, который оста-
вался близким к контрольному.

Участие TLR4 в процессе интернализации бак-
терий E.  coli нейтрофилами человека. Из  пред-
ставленных результатов (рис.  1 и  2), иллюстри-
рующих вклад TLR4 в фагоцитарную активность 
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нейтрофилов человека, видно, что AT к  TLR4 
стимулируют неспецифическую фагоцитарную 
активность нейтрофилов на 3%.

При ингибировании TLR4 антителами при 
последующем праймировании клеток с помощью 
ЛПС наблюдалась тенденция к снижению фаго-
цитоза (для ЛПС из E. coli S-хемотипа ~ на 9%, 
а  для ЛПС из  E.  coli Re-хемотипа  ~  на  4%).  
(Предварительное добавление в кровь AT к TLR4 
при последующем праймировании клеток с  по-
мощью ЛПС из  E.  coli S-хемотипа приводило 
подавлению фагоцитоза на 9%, а ЛПС из E. coli 
Re-хемотипа – на 4%, по сравнению с активаци-
ей фагоцитоза соответствующим эндотоксином.) 
При праймировании клеток с  помощью ЛПС 
из Rb. capsulatus предварительное добавление АТ 
к TLR4 приводило к незначительному усилению 
фагоцитарной активности.

Обсуждение
Бактериальные эндотоксины (липополисаха-

риды) являются основной причиной септическо-
го шока. В  ответ на  стимуляцию эндотоксина-
ми активируются различные иммунные клетки. 
В  системе врожденного иммунитета нейтрофи-
лы и макрофаги играют ключевую роль в защи-
те клеток хозяина против инфекции. Фагоцитоз 
и  последующее переваривание патогенов фаго-
цитами (моноцитами, макрофагами, нейтрофи-
лами) играют ведущую роль в ответе врожденной 
иммунной системы на микробную инфекцию [5].

В крови грамотрицательные патогены распоз-
наются фагоцитами посредством специфических 
рецепторов: Fcγ и CR3 (CD11b) [13]. Взаимодей-
ствие этих рецепторов с лигандами (иммуногло-
булинами и комплементом крови) активирует ряд 
внутриклеточных сигнальных путей, что приво-
дит к быстрой реорганизации цитоскелета, необ-
ходимой для поглощения бактерий фагоцитами. 
Узнавание и  поглощение патогена начинается 
с  взаимодействия со  специфическими рецеп-
торами на  лейкоцитах с  последующей сборкой 
клеточного актина, образованием псевдоподий 
и смыканием фагосомы. 

У  разных доноров наблюдался значительный 
разброс индивидуальных ответов на  стимулы 
(рис. 1). По-видимому, это связано с состоянием 
иммунной системы донора, предшествующими 
контактами с  различными инфекциями, при-
емом лекарственных препаратов. 

Известно, что фагоцитарная активность ма-
крофагов значительно усиливается после обра-
ботки ЛПС [14]. Нашей задачей было исследовать 
фагоцитарную активность нейтрофилов, прай-
мированных липополисахаридами различной 
структуры в цельной крови. Полученные резуль-
таты показывают, что фагоцитарная активность 
нейтрофилов возрастает при праймировании 
клеток эндотоксинами из  E.  coli, при этом хе-
мотип E. coli не влияет на наблюдаемый эффект. 
Из  представленных результатов следует, что эн-
дотоксины активируют рецептор Toll-like  4, тем 
самым усиливая фагоцитоз. Фагоцитоз нейтро-
филов, праймированных ЛПС из  Rb.  сapsulatus 
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Рисунок 1. Влияние разных ЛПС и АТ к TLR4 на интер­
нализацию бактерий нейтрофилами крови человека
Примечание. К – контрольные нейтрофилы без добавления 
каких-либо стимулов; К1 – нейтрофилы, праймированные ЛПС 
из E. coli S-структуры; К2 – нейтрофилы, праймированные ЛПС 
из E. coli Re-структуры; К3 – нейтрофилы, праймированные ЛПС 
из Rb. capsulatus.

Рисунок 2. Влияние разных ЛПС и АТ к TLR4 на интернализацию бактерий нейтрофилами крови человека
Примечание. Результаты представлены в %, где за 100% взят фагоцитоз контрольных нейтрофилов (К), не подвергнутых никаким 
стимулам. Обозначения аналогичны рис. 1.   * – p > 0,05.
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сохранялся на уровне контроля (рис. 1, 2). TLR4 
является ведущим рецептором в  ответе на  бак-
териальные ЛПС, хорошо известные как  РАМР 
[10]. Участие TLR4 в фагоцитозе широко обсуж-
дается в современной литературе [6, 8, 15].

ЛПС из E. coli активируют клетки через TLR4. 
Активация эндотоксинами TLR4 сопровожда-
ется передачей сигнала по  MyD88-зависимому 
пути и  приводит к  быстрой активации ядерного 
фактора NF-κB и  высвобождению таких провос-
палительных цитокинов, как  TNFα, IL-1β, IL-6 
и других [11]. Интенсивность ответа зависит от со-
става ЛПС. Биологическая активность ЛПС свя-
зана с  составом и  структурой липида  А. В  состав 
липида А из E. coli входит 6 жирных кислот, обеспе-
чивающих максимальную эндотоксическую ак-
тивность. ЛПС из всех хемотипов E. coli включают 
в свой состав липид А/КДО-структуру, оптималь-
ную для проявления эндотоксической активности. 

Из  полученных нами результатов следует, 
что ингибирование TLR4 антителами не  только 
не  снижало, но даже незначительно увеличивало 
уровень фагоцитоза контрольных нейтрофилов, 
т.е. клеток, не активированных с помощью ЛПС. 
Моноклональные антитела к TLR4 (клон НТА125), 
используемые в нашей работе, не выключают уча-
стие рецептора TLR4 в экспериментах на цельной 
крови без предактивации эндотоксинами.

Полученные данные свидетельствуют о  том, 
что в системе цельной крови Toll-like рецептор 4 
не играет существенной роли в интернализации 
бактерий непраймированными нейтрофилами. 
В данной системе фагоцитоз обеспечивается дру-
гими рецепторами нейтрофилов  – рецепторами 
базового фагоцитоза Fcγ и CR3 (CD11b) [9]. 

Праймирование эндотоксинами нейтрофи-
лов, предварительно обработанных антителами 
к  TLR4, заметно снижало уровень фагоцитоза. 
В  этом случае подавление фагоцитоза антитела-
ми было более выражено при активации клеток 
S-структурой ЛПС и  менее при активации ЛПС 
Re-структуры. Известно, что активация клеток ли-
пополисахаридами S- и Re-структуры происходит 
при участии разных механизмов. По-видимому, 
этим определяется различное участие рецептора 
Toll-like 4 в фагоцитозе бактерий клетками, прай-
мированными эндотоксинами разных структур. 

Эффект антител на  фагоцитарную актив-
ность нейтрофилов, праймированных ЛПС 
Rb.  сapsulatus, противоположен эффектам эндо-
токсинов и  сравним с  влиянием антител на  не-
праймированные клетки. ЛПС из  Rb.  сapsulatus 
является нетоксичным соединением в  отноше-
нии фагоцитов, что было показано нами ранее 
в экспериментах in vitro на моноцитах и на ТHР-1 
клетках [2, 3]. Важным результатом, полученным 
в  данной работе, является то, что нетоксичный 
ЛПС из Rb. сapsulatus, являясь антагонистом эн-
дотоксинов, не  отменяет основной защитной 
функции нейтрофилов – фагоцитоза. 
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