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Федерального государственного бюджетного учреждения науки Пермский федеральный исследовательский центр 

Уральского отделения РАН, г. Пермь, Россия

Резюме. Цель работы — изучить взаимодействие нейтрофилов, предобработанных хорионическим гонадо-

тропином, эстриолом, кисспептином, лептином и грелином, с биопленками комменсального и уропатоген-

ного штаммов Escherichia coli. Нейтрофилы периферической крови здоровых небеременных женщин I фазы 

менструального цикла (n = 8) культивировали в течение часа с гормонами в концентрации, соответствующей 

уровню I и III триместра беременности. Взаимодействие нейтрофилов с биопленками комменсального E. coli 

TG1 и уропатогенного E. coli DL82 (UPEС) штаммов оценивали после часового контакта. Биомасса биоплен-

ки штаммов, активность миелопероксидазы и катепсина G оценивалась спектрофотометрически на мульти-

планшетном ридере «Synergy™ H1» (BioTec, США). Установлено, что предобработка нейтрофилов хорионичес-

ким гонадотропином (10; 100 МЕ/мл), эстриолом (2; 20 нг/мл) и лептином (10 нг/мл) усиливала способность 

нейтрофилов разрушать опсонизированную биопленку только у комменсального штамма, не влияя на био-

пленку UPEС. Биомасса неопсонизированной биопленки комменсального E. coli TG1 снижалась после взаи-

модействия с нейтрофилами, предобработанными эстриолом (2 нг/мл), кисспептином (9,6 пМ) и грелином 

(0,83 нг/мл). Для UPEС только при действии на нейтрофилы хорионического гонадотропина (10 МЕ/мл) от-

мечено большее разрушение неопсонизированной биопленки как по сравнению с контролем, так и по срав-

нению с концентрацией гормона 100 МЕ/мл. Секреция миелопероксидазы повышалась при взаимодействии 

UPEС c нейтрофилами, предобработанными эстриолом в концентрации 2 нг/мл. При сравнении двух штам-

мов отмечено, что хорионический гонадотропин (10 МЕ/мл) и эстриол (20 нг/мл) усиливали активность 

миело пероксидазы нейтрофилов после взаимодействия с биопленками UPEС в большей степени по сравне-

нию с биопленками E. coli TG1. Гормоны, эстриол (20 нг/мл) и кисспептин (9 пМ), снижали активность катеп-

сина G нейтрофилов при взаимодействии с биопленками UPEС.

Ключевые слова: биопленки, E. coli, UPEС, нейтрофилы, хорионический гонадотропин, эстриол, лептин, грелин, кисспептин, 

катепсин G, миелопероксидаза.
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IN VITRO INTERACTION OF HORMONE-CONDITIONED NEUTROPHILS WITH COMMENSAL 

AND UROPATHOGENIC ESCHERICHIA COLI BIOFILMS

Maslennikova I.L., Nekrasova I.V., Orlova E.G., Gorbunova O.L., Shirshev S.V.

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms Ural Branch Russian Academy of Science, Perm, Russian Federation

Abstract. The aim of the work was to examine an interaction between neutrophils conditioned with chorionic gonadotro-

pin, estriol, kisspeptin, leptin, ghrelin and commensal and uropathogenic Escherichia coli biofilms. Peripheral blood neu-

trophils isolated from healthy non-pregnant women in the first phase of the menstrual cycle (n = 8) were cultured in vitro 

for 1 hour together with hormones at concentration corresponding to their level in the first and third trimester of pregnancy. 

An interaction of neutrophils with commensal E. coli TG1 and uropathogenic E. coli DL82 (UPEС) biofilms was assessed 

1 hour later. The biofilm biomass, activity of myeloperoxidase and cathepsin G was measured spectrophotometrically 

on a microplate reader Synergy H1 (BioTec, USA). Neutrophils conditioned with chorionic gonadotropin (10; 100 IU/ml), 

estriol (2; 20 ng/ml) and leptin (10 ng/ml) were found to enhance their potential to destroy solely opsonized commensal 

E. coli biofilm, without affecting the UPEC biofilm. The biomass of non-opsonized biofilm of commensal E. coli TG1 de-

creased after interaction with neutrophils conditioned with estriol (2 ng/ml), kisspeptin (9.6 pM) and ghrelin (0.83 ng/ml). 

In contrast, non-opsonized UPEC biofilm was more destroyed by neutrophils exposed to low- vs. high-dose chorionic 

gonadotropin (10 IU/ml and 100 IU/ml, respectively) or control group. Myeloperoxidase secretion increased when UPEC 

interacted with neutrophils conditioned with estriol at concentration of 2 ng/ml. Comparing the two E. coli strains allowed 

to find that chorionic gonadotropin (10 IU/ml) and estriol (20 ng/ml) enhanced activity of neutrophil myeloperoxidase 

after interaction with UPEC biofilms to a greater extent than with E. coli TG1 biofilms. Estriol (20 ng/ml) and kisspeptin 

(9 pM) reduced activity of neutrophil cathepsin G after interaction with UPEC biofilms.

Key words: biofilms, E. coli, UPEC, neutrophils, chorionic gonadotropin, estriol, leptin, ghrelin, kisspeptin, cathepsin G, myeloperoxidase.

Введение

Микробные биопленки, оседлые сообщества 

микроорганизмов особого фенотипа, прикреп-

ленные к субстрату или поверхности друг дру-

га, погруженные во внеклеточный полимерный 

матрикс [13], рассматриваются как один из фак-

торов патогенности оппортунистических бак-

терий. Более 65% микробных инфекций разных 

биотопов вызваны биопленкообразующими 

мик роорганизмами [23]. Источником инфекции 

мочевыводящих путей (ИМП) в 62–80% случа-

ев является Escherichia coli [7, 15, 55], причем сре-

ди изолятов могут встречаться уропатогенные 

E. coli (UPEC) и комменсальные штаммы E. coli 

[27, 31, 45]. UPEC имеет несколько факторов ви-

рулентности, которые позволяют им колонизи-

ровать поверхность слизистых оболочек, обра-

зовывать биопленки или биопленкоподобные 

внутриклеточные сообщества в эпителиаль-

ных клетках, используя гемолизины, фимбрии, 

липо полисахариды, секретируемые белки, кап-

сулы и системы потребления железа [11, 15, 40, 

46, 48, 50]. Элиминация из биопленок бактерий 

затруднена вследствие их устойчивости к раз-

личным антибиотикам и противомикробным 

механизмам клеток врожденного иммунитета.

Инфекция мочевыводящих путей — наибо-

лее часто встречающееся заболевание во всем 

мире. Половина женщин до 32 лет хотя бы раз 

имели данные инфекции [33], в частности, воз-

никающие при беременности. Это может регу-

лироваться гормонами (эстрогенами), влияя, 

с одной стороны, на способность E. coli удер-

живаться на слизистых мочевыводящих путей 

и формировать биопленки [35]. С другой сторо-

ны, функциональная активность нейтрофилов, 

а именно микробицидный потенциал, также 

регулируется гормонами, такими как кисспеп-

тин, хорионический гонадотропин (ХГ), эстри-

ол (E3), лептин и грелин [1, 3, 4, 5, 9].

Бактериальные биопленки являются одной 

из главных причин персистирующих и тяжелых 

деструктивных инфекционных процессов [19]. 

Взаимодействие нейтрофилов с биопленками 

разных видов микроорганизмов характеризуется 

своими особенностями. Так, нейтрофилы мо-

гут разрушать биопленки Staphylococcus aureus [6] 

или закрепляться на поверхности у Pseudomonas 

aeruginosa [25], тем самым увеличивая биомассу. 

Не исключено, что тяжесть ИМП может опре-

деляться функциональной активностью ней-

трофилов, а именно особенностями взаимодей-

ствия их с биопленочными бактериальными 

структурами в зависимости от гормонального 

фона, в частности при беременности.

Цель работы: изучить взаимодействие нейтро-

филов, предобработанных ХГ, E3, кисспептином, 

лептином и грелином, с биопленками коммен-

сального и уропатогенного штаммов E. coli.

Материалы и методы

Гормоны. Все гормоны использовались в кон-

центрациях, соответствующих их уровню в I и III 

триместры беременности: кисспептин (кисспеп-

тин-54, Metastatin, Calbiochem, США) — 4,6 и 9,6 пМ 

[24]; ХГ (Profasi, Италия) — 100 и 10 МЕ/мл [10]; 
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E3 (Biomedical, Inc, Германия) — 2 и 20 нг/мл [26]; 

лептин (Sigma, США) — 10 и 35 нг/мл [20]; грелин 

(Sigma, США) — 1,2 и 0,8 нг/мл [16].

Штаммы бактерий. В работе использова-

ли комменсальный штамм Escherichia coli TG1 

(Apr) [2], способный образовывать массивную 

биопленку, уропатогенный штамм E. coli DL82 

(UPEC), любезно предоставленный профессо-

ром M. Starcic Erjavec из коллекции биотехно-

логического университета Люблянского уни-

верситета (Словения).

Выделение нейтрофилов и предобработка гор-

монами. Нейтрофилы периферической крови 

здоровых небеременных женщин I фазы мен-

струального цикла (n = 8) выделяли на двой-

ном градиенте фиколл-урографина (1,077 г/

мл и 1,112 г/мл). Нейтрофилы культивировали 

в среде RPMI 1640 (Биолот, Россия) с гормона-

ми в течение часа в концентрациях, соответ-

ствующих уровню I и III триместра беременнос-

ти. Затем нейтрофилы центрифугировали при 

200g 5 мин, надосадочную жидкость удаляли. 

Клетки ресуспендировали в среде RPMI 1640.

Анализ бактериальных биопленок. Биопленки 

штаммов E. coli TG1 (Apr), E. coli DL82 выращи-

вали на среде LB (Luria-Bertani) (Sigma-Aldrich, 

США) в течение 24 ч, затем 3-кратно отмыва-

ли физиологическим раствором. Часть пленок 

опсонизировали сывороткой крови человека 

(10% сыворотки в растворе Хенкса) в течение 

15 мин. Нейтрофилы (100 мкл, 107 кл/мл), пре-

добработанные гормонами, взаимодействовали 

с бактериальными биопленками 1 ч, затем меж-

клеточный комплекс отмывали, высушивали 

и окрашивали 1% генцианвиолетом. К окра-

шенной биопленке добавляли 100 мкл 96% 

спирта и определяли оптическую плотность 

(ОП580) на мультипланшетном ридере «Synergy™ 

H1» (BioTec, США) [42].

Оценка микробицидного потенциала нейтро-

филов при взаимодействии с бактериальными 

биопленками. После взаимодействия нейтро-

филов с опсонизированными бактериальными 

биопленками в течение 1 ч суспензия клеток 

осаждалась путем центрифугирования 10 мин 

при 200g. Супернатанты отбирали и замора-

живали при –20°С. Активность миелоперок-

сидазы (МПО) тестировали с использовани-

ем хромогенного пероксидазного субстрата 

О-фенилендиамин дигидрохлорида (Sigma, 

США) в соответствии с инструкциями произ-

водителя. Реакцию останавливали 10% H2SO4, 

оптическую плотность измеряли при 450 нм 

на мультипланшетном ридере «Synergy™ H1» 

(BioTec, США).

Активность катепсина G исследовали с ис-

пользованием N-бензоил-L-тирозин гидро-

хлорида этилового эфира (Sigma, США), рас-

творенного в метаноле. Оптическую плотность 

измеряли при 256 нм 5 мин на мультиплан-

шетном ридере «Synergy™ H1» (BioTec, США). 

Результаты рассчитывали согласно формуле 

Бугера–Ламберта–Бера, данные представляли 

в виде мE/мл.

Статистика. Данные представлены в виде 

среднего арифметического и стандартной ошиб-

ки среднего арифметического. Статистический 

анализ выполнен с применением парного 

t-критерия Стьюдента. Достоверность разли-

чий считали значимой при p ≤ 0,05.

Результаты

Роль гормонов при взаимодействии нейтрофи-

лов с биопленками комменсального штамма E. coli 

TG1. Результаты проведенных исследований 

позволили выявить, что опcонизация биопле-

нок приводила к увеличению ее биомассы как 

в присутствии, так и в отсутствии нейтрофилов 

(табл. 1). В отсутствии гормонов нейтрофилы 

не разрушали биопленки. Предобработка ней-

трофилов ХГ и E3 при всех исследованных кон-

центрациях вызывала эффективную деструк-

цию опсонизированной биопленки. Сходный 

эффект наблюдался при действии лептина, 

но только в концентрации, соответствующей 

I триместру беременности.

Способность нейтрофилов разрушать не-

опсонизированные биопленки комменсально-

го E. coli TG1 усиливалась после их предобра-

ботки E3 (2 нг/мл), кисспептином и грелином 

в концентрации III триместра беременности,

Деструктивное действие нейтрофилов 

на биопленки после предобработки гормонами 

не зависело от опсонизации, за исключением 

2 нг/мл E3, где биомасса неопсонизированной 

биопленки после взаимодействия с нейтрофи-

лами была ниже.

Роль гормонов при взаимодействии нейтро-

филов с биопленками уропатогенного штамма 

E. coli DL82. Биопленкообразующая способ-

ность уропатогенного штамма была ниже, чем 

у комменсального (табл. 1). Опзонизация био-

пленки не приводила к увеличению ее биомас-

сы. В отличие от комменсального штамма вы-

явлена деструкция интактными нейтрофилами 

как опсонизированной, так и неопсонизиро-

ванной биопленки E. coli DL82

В связи с этим, возможно, все изученные гор-

моны не влияли на способность нейтрофилов 

снижать биомассу опсонизированной биоплен-

ки. Только при действии ХГ (10 МЕ), в концен-

трации соответствующей уровню III тримес-

тра, отмечено большее разрушение неопсони-

зированной биопленки нейтрофилами.

Влияние гормонов на активность МПО и ка-

тепсина G нейтрофилов при взаимодействии 

с биопленками комменсального штамма E. coli 



67

2020, Т. 10, № 1 Взаимодействие нейтрофилов с биопленками E. coli

TG1. При взаимодействии нейтрофилов, предоб-

работанных всеми исследованными гормонами, 

с биопленками комменсального штамма актив-

ность МПО не изменялась (табл. 2). В то же время 

отмечено достоверное снижение активности ка-

тепсина G нейтрофилов, предоб работанных ХГ 

в обеих концентрациях, после взаимодействия 

с биопленками.

Влияние гормонов на активность МПО и ка-

тепсина G нейтрофилов при взаимодействии 

с биопленками уропатогенного штамма E. coli 

DL82. Активность МПО нейтрофилов, предоб-

работанных E3 вне зависимости от концентра-

ции, увеличивалась при взаимодействии с био-

пленкой уропатогенного штамма (табл. 2).

При действии ХГ (100 МЕ) активность друго-

го микробицидного агента, катепсина G, сни-

жалась. Напротив, лептин (35 нг/мл) и грелин 

(1,25 нг/мл) повышали активность катепсина G.

Лептин, в концентрации, соответствующей 

уровню III триместра (35 нг/мл), способствовал 

снижению активности МПО нейтрофилов, гре-

лин — уменьшению активности катепсина G 

после взаимодействия с биопленками E. coli 

DL82.

Биопленки UPEC активировали МПО ней-

трофилов сильнее после прединкубации с ХГ 

и E3 в концентрациях, соответствующих III три-

местру беременности, по сравнению с коммен-

сальным штаммом. Активность катепсина G 

нейтрофилов после предобработки E3 и кис-

спептином в концентрациях III триместра при 

взаимодействии с биопленками UPEC, наобо-

рот, снижалась.

Таблица 1. Биомасса биопленки комменсального E. coli TG1 и уропатогенного E. coli DL82 штаммов 

после взаимодействия с нейтрофилами, предобработанных гормонами, in vitro

Table 1. Biofilm biomass of commensal E. coli TG1 and uropathogenic E. coli DL82 strains after interaction with 
hormones exposure neutrophils in vitro

Варианты

Variants

Концентрация 
(триместр 

беременности)

Concentration 
(pregnancy trimester)

№

No.

E. coli TG1 E. coli DL82

Опсонизация/Opsonization

Есть

Present
Нет

Absent
Есть

Present
Нет

Absent

Без нейтрофилов

Without neutrophils
1 1,90±0,08 1,70±0,09* 1,17±0,05 1,14 ±0,04

Контроль

Control
2 1,84±0,11 1,70±0,11*

0,94±0,04
p1–2 ≤ 0,05

0,82±0,03*
p1–2 ≤ 0,05

ХГ

hCG

100 МЕ/мл (I) 3
1,58±0,11
p1–3 ≤ 0,05
p2–3 ≤ 0,05

1,50±0,10
p1–3 ≤ 0,05

0,98±0,04
p1–3 ≤ 0,05

0,81±0,04*
p1–3 ≤ 0,05

10 МЕ/мл (III) 4
1,48±0,09
p1–4 ≤ 0,05

1,33±0,09
p1–4 ≤ 0,05

0,88±0,05
p1–4 ≤ 0,05
p3–4 ≤ 0,05

0,76±0,04
p1–4 ≤ 0,05
p2–4 ≤ 0,05
p3–4 ≤ 0,05

E3

2 нг/мл (I) 5
1,68±0,11
p2–5 ≤ 0,05

1,55±0,10
p1–5 ≤ 0,05
p2–5 ≤ 0,05

0,99±0,05
p1–5 ≤ 0,05

0,87±0,04*
p1–5 ≤ 0,05

20 нг/мл (III) 6
1,68±0,11
p2–6 ≤ 0,05

1,60±0,11
p2–6 ≤ 0,05

0,96±0,04
p1–6 ≤ 0,05

0,82±0,04*
p1–6 ≤ 0,05

Кисспептин

Kisspeptin

4,6 пМ (I–II) 7 1,72±0,12 1,59±0,10 1,00±0,04
0,84±0,04*
p1–7 ≤ 0,05

9,6 пМ (III) 8 1,70±0,11
1,60±0,11
p2–8 ≤ 0,05

1,01±0,05
0,87±0,04*
p1–8 ≤ 0,05

Лептин

Leptin

10 нг/мл (I) 9
1,76±0,11
p2–9 ≤ 0,05

1,68±0,11
0,96±0,04
p1–9 ≤ 0,05

0,81±0,03*
p1–9 ≤ 0,05

35 нг/мл (II–III) 10 1,82±0,12 1,69±0,10 0,98±0,05
0,84±0,04
p1–10 ≤ 0,05

Грелин

Ghrelin

1,25 нг/мл (I) 11 1,75±0,12 1,63±0,11
0,94±0,04
p1–11 ≤ 0,05

0,84±0,04
p1–11 ≤ 0,05

0,83 нг/мл (III) 12 1,77±0,13
1,60±0,10
p2–12 ≤ 0,05

0,96±0,05
0,84±0,04
p1–12 ≤ 0,05

Примечания. * — статистически достоверные отличия по t-критерию Стьюдента между величиной опсонизированных и неопсонизированных 
биопленок при p ≤ 0,05. ХГ — хорионический гонадотропин, E3 — эстриол.
Notes. * — statistically significant differences between opsonized and non-opsonized biofilms according to Students t-test at p ≤ 0,05. hCG — human 
chorionic gonadotropin, E3 — estriol.
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Обсуждение

В 80% случаев UPEC, принадлежащая к фи-

логенетической группе B2, является этиопатоге-

ном ИМП [34]. Комменсальные штаммы E. coli 

(филогенетическая группа А) являются менее 

вирулентными, однако их диссеминация в мо-

чеполовом тракте также возможна при опреде-

ленных условиях. Хотя среди уропатогенных 

и комменсальных штаммов E. coli не выявлено 

существенной разницы в способности форми-

ровать биопленку и уровне гидрофобности кле-

точной поверхности [21], однако на поверхности 

полистиролового планшета биомасса биоплен-

ки уропатогенного штамма E. coli DL82 была 

ниже, чем у комменсального, что может быть 

связано с тем, что в условиях in vitro UPEC пол-

ностью не реализуют свой потенциал биоплен-

кообразования в силу разных причин [14, 36].

Внутри мочевыводящих путей бактерии 

E. coli должны преодолеть несколько линий за-

щиты, среди которых наиболее эффективными 

являются нейтрофилы. Противодействие анти-

микробным механизмам врожденного имму-

нитета может достигаться усиленным синтезом 

структурных и функциональных белков клеточ-

ной оболочки E. coli, позволяя сохранять целост-

ность бактериальной клетки [58]. Нейтрофилы 

играют ключевую роль в борьбе с патогенными 

микроорганизмами при развитии инфекции, 

осуществляя фагоцитоз, высвобождение ток-

сичных ферментов, активных форм кислорода 

(АФК) из гранул или экстрацеллюлярных лову-

шек (NETs) [28, 44, 47]. Однако взаимодействие 

нейтрофилов с микроорганизмами в биопленках 

затруднено по сравнению с планктонными фор-

мами, вследствие отсутствия возможности пря-

мого контакта нейтрофилов с частью по пуляции 

бактерий в толще биопленки [54], а также анти-

фагоцитарного влияния структур внеклеточно-

го матрикса биопленок [6].

Различная частота встречаемости ИМП 

у мужчин и женщин, а также различное про-

явление инфекционного процесса у женщин 

до и после менопаузы указывает на возможную 

роль гормонов в модуляции защитных функ-

ций [41]. Беременность рассматривается как 

один из факторов риска развития ИМП [37] 

в связи с изменениями гормонального фона. 

Нейтрофилы имеют рецепторы ко всем иссле-

дованным гормонам, что определяет возмож-

ность модуляции их функций [22, 38, 39, 49, 52]. 

Таблица 2. Микробицидный потенциал нейтрофилов, предобработанных гормонами, 

при взаимодействии с биопленками комменсального E. coli TG1 и уропатогенного E. coli DL82 

штаммов in vitro

Table 2. Microbicidal potential of hormone exposure neutrophils while interacting with biofilms of commensal E. coli 
TG1 and uropathogenic E. coli DL82 strains in vitro

Варианты

Variants

Концентрации (триместр 
беременности)

Concentration (pregnancy 
trimester)

№

No.

МПО, ОП492

MPO, OD492

Cat G, мE/мл

Cat G, mE/ml

E. coli TG1 E. coli DL82 E. coli TG1 E. coli DL82

Контроль

Control
1 0,053±0,001 0,053±0,001 20,05±2,38 11,14±3,49*

ХГ

hCG

100 МЕ/мл (I) 2 0,054±0,002 0,054±0,001
7,64±3,60
p1–2 ≤ 0,05

4,45±3,12
p1–2 ≤ 0,05

10 МЕ/мл (III) 3 0,053±0,001 0,063±0,006*
4,46±3,12
p1–3 ≤ 0,05

15,59±6,67

E3

2 нг/мл (I) 4 0,052±0,001
0,056±0,001

p1–4 ≤ 0,05
15,60±3,38 15,60±4,31

20 нг/мл (III) 5 0,053±0,001
0,058±0,002*

p1–5 ≤ 0,05
17,82±0,08 11,14±3,50*

Кисспептин

Kisspeptin
4,6 пМ (I–II) 6 0,053±0,001 0,054±0,001 15,27±4,65 8,91±3,60

9,6 пМ (III) 7 0,053±0,001 0,055±0,001 20,04±5,62 6,68±3,49*

Лептин

Leptin

10 нг/мл (I) 8 0,054±0,002 0,055±0,001 15,59±4,32 13,37±4,76

35 нг/мл (II–III) 9 0,053±0,001 0,053±0,001# 26,89±5,31
20,16±3,83
p1–9 ≤ 0,05

Грелин

Ghrelin
1,25 нг/мл (I) 10 0,053±0,001 0,055±0,001 20,05±2,29

20,05±2,38
p1–10 ≤ 0,05

0,83 нг/мл (III) 11 0,052±0,001 0,055±0,001 15,50±4,38 11,13±3,49#

Примечания. МПО — миелопероксидаза, Cat G — катепсин G; * — статистически достоверные отличия по t-критерию Стьюдента между 
уропатогенным и комменсальным штаммами E. coli при p ≤ 0,05; # — статистически достоверные отличия по t-критерию Стьюдента между 
концентрациями гормона в I и III триместрах беременности при p ≤ 0,05.
Notes. MPO — myeloperoxidase, Cat G — cathepsin G; * — statistically significant differences between uropathogenic and commensal E. coli strains 
according Student’s t-test at p ≤ 0,05; # — statistically significant differences between hormone concentrations in the first and third trimesters 
of pregnancy according Student’s t-test at p ≤ 0,05.
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Несмотря на супрессивное действие вышеука-

занных гормонов на фагоцитарную активность 

нейтрофилов [3, 4, 5, 8, 9, 29], влияние гормонов 

на антибиопленочную активность нейтрофи-

лов не проявлялось в случае с UPEC, что, ве-

роятно, связано с более сильным угнетающим 

воздействием бактериальных экзопродуктов.

Известно, что нейтрофилы узнают, адгези-

руются и фагоцитируют биопленки грамполо-

жительных бактерий S. aureus вне зависимости 

от опсонизации IgG и С3 [12, 51]. В настоящей 

работе нами показано, что опсонизация уве-

личивала биомассу биопленки комменсально-

го штамма, не влияя на биомассу биопленки 

UPEС, что может свидетельствовать о низкой 

эффективности опсонизации этого штамма. 

После взаимодействия с нейтрофилами биомас-

са опсонизированной биопленки была достовер-

но выше неопсонизированной у обоих штаммов, 

что может быть обусловлено адгезией нейтро-

филов на биопленке. Нейтрофилы после инку-

бации с ХГ и лептином (в концентрациях, соот-

ветствующих I триместру), и E3, кисспептином 

(в обеих концентрациях) достоверно снижали 

только биомассу неопсонизированной биоплен-

ки UPEC по сравнению с опсонизированной. 

Хотя в статьях не отмечено деструктивное дей-

ствие опсонинов на биопленки грамположи-

тельных бактерий, по всей видимости в случае 

грамотрицательных бактерий, опсонизация, 

как показано ранее, усиливала резистентность 

штаммов E. coli к киллингу нейтрофилами [18], 

что подтверждается и в нашей работе. Также, по-

скольку вариант взаимодействия нейтрофилов 

с неопсонизированными биопленками может 

выступать моделью протекания ИМП на фоне 

иммунодефицита, вероятно, что модулирова-

ние функциональных характеристик нейтро-

филов гормонами, приводящее к деструкции 

биопленок уропатогенного штамма, имеет ме-

сто только при условии дефицита или снижения 

активности системы комплемента.

Рассматривая возможный механизм деструк-

ции биопленок E. coli нейтрофилами, можно 

предположить, что он не связан с фагоцитарной 

активностью из-за отсутствия прямого контак-

та между нейтрофилами и бактериями биопле-

нок, а обусловлен продукцией АФК и секрецией 

ферментов азурофильных гранул. Ранее показа-

но, что среди исследованных гормонов ХГ, леп-

тин и грелин угнетали ЛЗХЛ нейтрофилов, а E3 

и кисспептин стимулировали [3, 4, 5, 8, 9]. Также 

протеомный анализ мочи при ИМП показал 

присутствие в ней 50% белков, специфичных для 

нейтрофилов, включая МПО и катепсин G [30, 

58]. Поэтому МПО, катализируя образование 

хлорноватистой кислоты, также может являть-

ся ключевым компонентом цитотоксического 

потенциала нейтрофилов при взаимодействии 

с биопленками комменсальной E. coli и UPEС 

на фоне гормонального окружения. Так, ранее 

показано, что ХГ, кисспептин, E3 и лептин ока-

зывали активирующее действие на активность 

МПО нейтрофилов и макрофагов [1, 4, 17, 53, 57]. 

По результатам нашей работы только E3 (кон-

центрация III триместра) стимулировал секре-

цию МПО нейтрофилами при взаимодействии 

их с биопленкой уропатогенного штамма. Тем 

не менее, активность МПО нейтрофилов, пре-

добработанных ХГ и E3 (концентрации III три-

местра), была выше при взаимодействии с менее 

массивной биопленкой UPEС, чем с биопленкой 

комменсального штамма. В отношении послед-

них супрессия факторов иммунной системы 

является основной стратегией их выживания 

[23], поскольку предусматривает колонизацию 

биотопа хозяина, препятствуя проникновению 

других бактериальных патогенов. Это, по всей 

видимости, и определяло отсутствие влияния 

всех исследованных гормонов на продукцию 

МПО нейтрофилами при взаимодействии с био-

пленкой комменсала.

Согласно последним данным, нейтрофиль-

ные гранулярные протеазы, в число которых 

входит катепсин G, играют скорее регулятор-

ную, чем микробицидную роль при инфекции 

[43, 56]. Отмечено присутствие в осадке мочи 

пептидов, характерных для катепсина G [58], 

что может быть обусловлено их протеолизом. 

Вероятно, этим объясняется снижение продук-

цию катепсина G при взаимодействии нейтро-

филов с биопленками уропатогенного штамма 

E. coli по сравнению с комменсальным. Что каса-

ется влияния гормонов на функциональную ак-

тивность нейтрофилов, то при взаимодействии 

с биопленками комменсальной E. coli TG1 только 

ХГ снижал секрецию катепсина G. Если учесть, 

что данный гормон в концентрации, соответ-

ствующей I триместру беременности, способ-

ствовал разрушению биопленок данного штам-

ма, то можно предположить, что супрессия се-

креции содержимого азурофильных гранул при 

действии гормона, по-видимому, не позволяет 

запускать дальнейшие механизмы иммунного 

ответа с привлечением макрофагов в зону вос-

паления. Таким образом, регуляция взаимодей-

ствия клеток врожденного иммунитета с ком-

менсальной микрофлорой при гормональном 

воздействии позволяет сохранить баланс взаи-

моотношений микробиота–хозяин. Гормоны, 

грелин (концентрация I триместра) и лептин 

(концентрация III триместра), регулирующие 

метаболический обмен и синтезирующиеся пла-

центой во время беременности, напротив, акти-

вировали секрецию катепсина G нейтрофилами, 

но только при взаимодействии с биопленками 

UPEС. Учитывая регуляторный потенциал ка-

тепсина G, вероятно, что данный гормонально 
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обусловленный механизм может приводить к за-

пуску дальнейших звеньев иммунного ответа 

при ИМП, обусловленных UPEС.

Заключение

Гормоны, детектируемые в кровотоке при бе-

ременности, способны оказывать системное вли-

яния на клетки иммунной системы, в том числе 

модулируя микробицидные и регуляторные 

механизмы нейтрофилов при взаимодействии 

с бактериальными биопленками при ИМП. В ре-

зультате проведенных исследований показано, 

что разрушение нейтрофилами биопленок ком-

менсального штамма E. coli, в отличие от UPEC, 

может модулироваться ХГ, эстриолом и лепти-

ном в концентрациях, соответствующих уров-

ню I триместра беременности. Дополнительно, 

эстриол в данной концентрации ингибировал 

активность МПО, а ХГ — катепсина G нейтро-

филов после взаимодействия с биопленками 

UPEC. При воздействии на нейтрофилы гормо-

нов в концентрациях, соответствующих уров-

ню III триместра беременности, только эстриол 

усиливал деструкцию биопленок комменсала. 

Грелин и лептин активировали катепсин G ней-

трофилов при концентрациях, соответствующих 

I и III триместру соответственно, при взаимо-

действии только с биопленками UPEC. Таким 

образом, гормоны, продуцируемые плацентой 

во время беременности, способны избирательно 

и эффективно модулировать функциональную 

активность нейтрофилов, взаимодействующих 

с биопленками E. coli при ИМП.

Работа выполнена в рамках государственного 

задания, № Гос. регистрации: 01201353248.
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