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ВЛИЯНИЕ СТРЕПТОКОККОВОЙ АРГИНИНДЕИМИНАЗЫ 
НА ФОРМИРОВАНИЕ ЛЕЙКОЦИТАРНОГО ИНФИЛЬТРАТА 
В МОДЕЛИ ВОЗДУШНОГО КАРМАНА У МЫШЕЙ
Старикова Э.А., Кудрявцев И.В., Бурова Л.А., Лебедева А.М., 
Маммедова Дж.Т., Фрейдлин И.С. 
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия 

Резюме. Многие патогенные микроорганизмы экспрессируют аргининдеиминазу – фермент, ко-
торый катализирует гидролиз L-аргинина в цепи биохимических реакций, направленных на синтез 
АТФ в бактериальных клетках. L-аргинин является условно заменимой, протеиногенной аминокис-
лотой и играет важную роль в регуляции функций клеток иммунной системы в организме млекопи-
тающих. Истощение L-аргинина может приводить к ослаблению иммунной защиты. Многие пато-
генные микроорганизмы используют стратегию истощения L-аргинина в микроокружении клеток 
организма хозяина для улучшения условий диссеминации. Бактериальная аргининдеиминаза может 
являться фактором патогенности, действие которого направлено на дисрегуляцию процессов воспа-
ления и иммунного ответа. В целом влияние аргининдеиминазы на клетки иммунной системы может 
быть обусловлено нарушением продукции регуляторных провоспалительных молекул, таких как NO, 
и, связанными с этим, нарушениями активации, миграции и дифференцировки отдельных популяций 
лейкоцитов. Цель данного исследования состояла в изучении влияния аргининдеиминазы на форми-
рование воспалительного клеточного инфильтрата при стрептококковой инфекции в модели воздуш-
ного кармана у мышей. Исследование проводили с использованием S. pyogenes M49-16, экспрессиру-
ющего аргининдеиминазу и его изогенного мутанта S. pyogenes M49-16delArcA с инактивированным 
геном аргининдеиминазы. В работе с помощью методов проточной цитометрии на разных сроках ин-
фекции проводили анализ субпопуляционного состава воспалительного инфильтрата у мышей, зара-
женных исходным штаммом S. pyogenes M49-16 и его изогенным мутантом S. pyogenes M49-16delArcA. 
Было показано, что воспалительная реакция достигала пика развития через 6 часов и была выражена 
сильнее у мышей, инфицированных мутантным штаммом, о чем свидетельствовало одновременное и 
более выраженное повышение абсолютного количества лейкоцитов всех популяций в очаге воспале-
ния у этой группы мышей по сравнению с мышами, инфицированными исходным штаммом. Несмо-
тря на снижение абсолютного количества лейкоцитов в составе воспалительного инфильтрата в обеих 
группах мышей на сроке 24 часа, в группе мышей, зараженных мутантным штаммом, эта тенденция 
была выражена сильнее. Сравнение формирования воспалительного инфильтрата у мышей, заражен-
ных исходным и мутантным штаммами, показало, что аргининдеиминаза может являться фактором 
патогенности, приводящим к дисрегуляции защитных реакций врожденного иммунитета за счет на-
рушения миграции лейкоцитов в очаг инфекции.

Ключевые слова: аргининдеиминаза, S. pyogenes, L-аргинин, воспаление, субпопуляции лейкоцитов
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INFLUENCE OF STREPTOCOCCAL ARGININE DEIMINASE 
ON THE LEUKOCYTE INFILTRATION IN MURINE AIR POUCH 
MODEL
Starikova E.A., Kudryavtsev I.V., Burova L.A., Lebedeva A.M., 
Mammedova J.T., Freidlin I.S.
Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Numerous pathogens express arginine deiminase, an enzyme that catalyzes the hydrolysis of 
L-arginine in a chain of biochemical reactions aimed at the synthesis of ATP in bacterial cells. L-arginine 
is a semi-essential, proteinogenic amino acid that plays an important role in regulating the functions of the 
immune system cells in mammals. Depletion of L-arginine may cause a weakening of the immune reaction. 
In order to improve the conditions of dissemination, many pathogens use a strategy of L-arginine depletion 
in the microenvironment of host cells. Bacterial arginine deiminase can be a pathogenicity factor aimed for 
dysregulating the processes of inflammation and immune response. In general, the effect of arginine deiminase 
on immune cells may result into disturbed production of regulatory proinflammatory molecules, such as NO, 
and related substances, inhibition of activation, migration and differentiation of individual leukocyte subsets. 
The aim of this study was to investigate the effect of arginine deiminase on the formation of inflammatory 
infiltrate in murine air pouch model of streptococcal infection. Materials and methods: The study was 
performed using S. pyogenes M49-16 expressing arginine deiminase and its isogenic mutant S. pyogenes 
M49-16delArcA with inactivated arginine deiminase gene. The flow cytometry analysis of the inflammatory 
infiltrate leukocytes subpopulation in mice infected with the original strain of S. pyogenes M49-16 and its 
isogenic mutant S. pyogenes M49-16delArcA at different periods of infection was performed. It was shown that 
the inflammation reached its peak 6 hours after streptococcal inoculation, being more pronounced in mice 
infected with the mutant strain. Тhis finding was affirmed by a simultaneous and more pronounced increase in 
the absolute numbers of all leukocyte subsets in the focus of inflammation in this group of mice when compared 
to mice infected with original bacterial strain. Despite the decrease in the absolute number of all leukocyte 
types in the inflammatory infiltrate in both groups of mice for 24 hours, this trend was more pronounced in the 
group of mice infected with mutant microbial strain. Comparison of the inflammatory infiltrates developing in 
mice infected with original versus mutant strains showed that arginine deiminase may be a pathogenicity factor 
leading to dysregulation of protective immune response, due to impaired migration of white blood cells to the 
site of infection.

Keywords: arginine deiminase, S. pyogenes, L-arginine, inflammation, leukocyte subpopulations

Введение
Аргининдеиминаза (АД) является одним из 

белков ферментативной системы аргининдеи-
миназы ADS (от англ. arginine deiminase system) у 
бактерий. ADS способствует выживанию бакте-
рий в условиях дефицита кислорода и нутриен-
тов, а также и при снижении рН среды в разных 
биологических нишах. В рамках этой системы 
АД катализирует гидролиз L-аргинина с образо-
ванием L-цитруллина и аммиака, поэтому актив-
ность фермента может приводить к истощению 
L-аргинина в микроокружении клеток организ-
ма-хозяина при инфекции [13, 18, 30]. 

Биологическая доступность L-аргинина яв-
ляется одним из факторов, которые регулируют 
активацию и эффекторные функции клеток им-
мунной системы [3, 32, 35, 37, 41]. Более того, 
биодоступность L-аргинина обеспечивает реали-

зацию одного из важнейших механизмов микро-
бицидности фагоцитов. Так, L-аргинин является 
единственным субстратом iNOS в реакциях син-
теза оксида азота (NO) [55]. NO не только обла-
дает мощным бактерицидным потенциалом, но 
также является важной регуляторной молекулой. 
Продукция NO амплифицирует воспалительную 
реакцию, что способствует привлечению лейко-
цитов в очаг воспаления [11, 25, 34, 45]. Действие 
АД на клетки иммунной системы также связано с 
регуляцией метаболизма лейкоцитов. Например, 
продукция NO является важным механизмом, 
поддержания устойчивого уровня гликолиза, со-
ответствующего биоэнергетическим и биосин-
тетическим потребностям активированных кле-
ток [4, 16, 21, 50]. Это играет ключевую роль для 
поддержания жизнеспособности лейкоцитов [27, 
50, 54], регуляции их миграции в воспаленные 
ткани, продукции этими клетками цитокинов, 
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хемокинов и липидных медиаторов воспале-
ния [2, 10, 19, 20, 24, 44, 50]. 

Кроме того, L-аргинин играет роль сигналь-
ной молекулы в рамках внутриклеточного каска-
да mTOR, ответственного за гликолитический 
тип метаболизма [12, 14]. Создание дефицита 
L-аргинина может служить дополнительным 
фактором, регулирующим переключение типа 
метаболизма в клетках, отражающееся на их эф-
фекторных функциях.

Истощение L-аргинина может являться одним 
из элементов стратегии патогена, направленной 
на ограничение или дисрегуляцию иммунных ре-
акций, поэтому АД может рассматриваться как 
фактор патогенности, способствующий выжи-
ванию и персистированию патогена. Ранее в на-
ших исследованиях была показана зависимость 
активности диссеминации S. pyogenes от их спо-
собности продуцировать АД [47]. Влияние АД 
на развитие воспаления в ходе инфекционного 
процесса до сих пор слабо изучено. Мобилиза-
ция лейкоцитов в очаг воспаления и продукция 
этими клетками микробицидных факторов игра-
ет ведущую роль в сдерживании патогена на на-
чальных этапах развития инфекции и во многом 
определяет эффективность иммунного ответа. 
С целью оценки влияния АД на формирование 
клеточного воспалительного инфильтрата в дан-
ной работе проводили сравнительный анализ 
субпопуляцион ного состава лейкоцитарного ин-
фильтрата в модели воздушного кармана у мы-
шей, зараженных исходным штаммом S. pyogenes 
M49-16 и его изогенным мутантом с инактивиро-
ванным геном АД S. pyogenes M49-16 delArcA.

Материалы и методы
Бактериальные штаммы
Исследования проводили с использовани-

ем ранее охарактеризованных [46] штаммов: 
S. pyogenes M49-16, экспрессирующего АД и его 
изогенного мутанта S. pyogenes M49-16delArcA с 
инактивированным геном АД. Штаммы были 
любезно предоставлены проф. Суворовым А.Н., 
ФБГНУ «ИЭМ» Санкт-Петербург. 

Стрептококки выращивали в аэробных усло-
виях при 37 °C в среде Todd Hewitt (Difco). Кон-
центрацию бактерий в препарате для инокуляции 
мышам определяли путем высева бактериальной 
суспензии на чашки Петри, покрытые агаром, 
содержащим 5% эритроцитов крови барана и ин-
кубировали ночь при 37 °C, после чего проводи-
ли подсчет колониеобразующих единиц (КОЕ). 
Суспензию бактериальных клеток осаждали 
центрифугированием, производили двукратную 
отмывку забуференным фосфатами физиологи-
ческим раствором («Биолот») и доводили кон-
центрацию до 1 × 106 бактериальных клеток в 1 мл 
физиологического раствора. 

Формирование воздушного кармана и инфици-
рование животных

Исследования проводили на мышах линии 
CBA/C57 Black6 (F1), 18-20 g полученных из пи-
томника «Рапполово». Мышей содержали при 
комнатной температуре при неограниченном 
доступе воды и пищи. Животные были разделе-
ны на три группы: 1-я группа (контроль) полу-
чала физиологический раствор; 2-я группа была 
заражена S. pyogenes M49-16 и 3-я группа была 
заражена S. pyogenes M49-16delArcA. Формиро-
вание воздушного кармана проводили согласно 
методике, описанной [15]. В полость воздушного 
кармана с помощью инсулинового шприца вво-
дили суспензии S. pyogenes M49-16 и S. pyogenes 
M49-16delArcA 1 × 106 бактерий в 1 мл физио-
логического раствора. Через 2, 4 и 24 часа после 
инокуляции животных подвергали эвтаназии и 
производили отбор лаважа воздушного кармана 
путем его промывания с последующей аспираци-
ей 2 мл раствора Хенкса («Биолот»), содержащего 
5 mM ЭДТА. 

Анализ субпопуляционного состава клеточного 
инфильтрата

Подсчет концентрации лейкоцитов в образцах 
проводили с использованием камеры Горяева. 
Предварительно для предотвращения неспец-
ифического связывания антител проводили бло-
кировку Fс-рецепторов на лейкоцитах. Для это-
го клетки инкубировали в присутствии 0,25 мкг 
TruStain FcX™ (анти-CD16/32, BioLegend, кат. 
№ 101319) на 106 клеток в 100 мкл ЗФР в тече-
ние 5-10 минут на льду. Для анализа субпопуля-
ций лейкоцитов производили окрашивание кле-
точной суспензии с использованием коктейля 
антител: Ly6C-FITC (кат. № 128005), Ly6G-PE 
(кат. № 127607), CD11b-PE-Cy7 (кат. № 101215), 
I-A/I-E-APC/Cyanine7 (кат. № 107627, CD11c-
АlexaFluor647 (кат. № 117314), F4/80-PerCp/Cy5.5  
(кат. № 123127) (все BioLegend) в соответствии с 
рекомендациями компании-производителя анти-
тел. Анализ образцов проводили с помощью про-
точного цитометра Navios™ (Beckman Coulter). 

Статистическая обработка данных
Данные статистически обрабатывали с по-

мощью пакетов программ Microsoft Office Excel 
2010, STATISTICA 7.0. Выполнение условия 
нормальности распределения проверяли крите-
рием Колмогорова–Смирнова. Статистическую 
оценку достоверности различий проводили с 
использованием непараметрического критерия 
Краскела–Уоллиса, попарное сравнение средних 
значений групп проводили с использованием 
апостериорного U-критерия Манна–Уитни. При 
указании средних значений после знака «±» при-
ведена стандартная ошибка среднего. Различия 
между группами считали статистически значи-
мыми при p < 0,05.
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Результаты
Исследования показали, что инфильтрат воз-

душного кармана мышей до заражения (кон-
троль) содержал 21,4% нейтрофилов, 24,9% лим-
фоцитов, 21,8% эозинофилов и 8,2% моноцитов. 
При этом суммарная доля макрофагов и дендрит-
ных клеток составляла менее 1% (табл. 1). Эти 
цифры отражали абсолютное количество лейко-
цитов каждой из субпопуляций в составе лаважа 
мышей контрольной группы (табл. 1). 

После инфицирования мышей как исходным, 
так и мутантным штаммом, происходил значи-
тельный сдвиг субпопуляционного состава вос-
палительного инфильтрата в сторону преоблада-
ния нейтрофилов с одновременным снижением 
доли клеток, принадлежащих другим популяци-
ям. Эта тенденция проявлялась раньше у мышей, 

зараженных мутантным штаммом, и достигала 
максимума в обеих группах через 6 часов после 
инокуляции (табл. 1). 

Абсолютное количество лейкоцитов в ин-
фильтрате незараженных мышей (контроль) со-
ставляло 0,8±0,29 млн клеток. Через 2 ч после 
инфицирования мышей исходным штаммом 
происходило достоверное повышение абсо-
лютного количества лейкоцитов в очаге инфек-
ции до 1,8±0,41 млн клеток, которое достигало 
4,4±0,92 млн клеток, через 6 часов и снижалось 
до 1,62±1,62 млн клеток через 24 часа, что по-
прежнему было достоверно выше абсолютного 
количества лейкоцитов в воздушном кармане не-
зараженных мышей (рис. 1). 

В группе мышей M49-16 delArcA абсолютное 
количество лейкоцитов в очаге инфекции через 2 

ТАБЛИЦА 1. ИЗМЕНЕНИЯ ОТНОСИТЕЛЬНОГО КОЛИЧЕСТВА СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛЕЙКОЦИТОВ В ЛАВАЖЕ 
ВОЗДУШНОГО КАРМАНА В ХОДЕ ИНФЕКЦИИ
TABLE 1. CHANGES IN THE RELATIVE AMOUNTS OF LEUKOCYTES SUBPOPULATIONS IN THE LAVAGE OF AIR POUCH 
DURING INFECTION

Популяции 
лейкоцитов
Leukocytes 
populations

Доля субпопуляций лейкоцитов (%, M±m) в лаваже воздушного кармана 
у мышей при инокуляции

Proportion of leukocyte subpopulations (%, M±m) in air pouch lavage 
in mice upon inoculation

Физраст
вора
Saline 

solution

M4916 M4916delArcA

0 часов
0 hours 
(n = 8 )

2 часа
2 hours 
(n = 10)

6 часов
6 hours
(n = 10)

24 часа
24 hours
(n = 10)

2 часа
2 hours 
(n = 8)

6 часов 
6 hours 
(n = 10)

24 часа
24 hours 
(n = 10)

нейтрофилы
neutrophils 21,360 ± 4,495 38,340 ± 5,794

*
77,120 ± 3,141

** ¥¥
32,750 ± 4,121

* ¥¥¥
57,050 ± 6,170

* #
68,440 ± 3,033

** #
34,320 ± 3,537

* ¥¥

лимфоциты
lymphocytes 24,880 ± 7,858 10,600 ± 2,375 3,820 ± 1,830

** ¥
8,070 ± 1,687

* ¥¥
3,280 ± 0,486

*** #
5,970 ± 2,770

**
6,950 ± 1,111

* ¥

эозинофилы
eosinophils 21,780 ± 4,474 26,080 ± 2,953 10,530 ± 1,865

* ¥¥¥
21,210 ± 3,615

¥
22,940 ± 2,970 14,750 ± 2,218

¥
18,680 ± 3,157

моноциты
monocytes 8,200 ± 2,120 5,170 ± 2,146 0,920 ± 0,159

**
4,830 ± 0,850

¥¥¥
3,850 ± 1,781

*
1,850 ± 0,227

*** ##
5,970 ± 1,027

¥¥¥

дендритные 
клетки
dendritic cells

0,630 ± 0,096 0,690 ± 0,185 0,230 ± 0,057 0,460 ± 0,073 0,730 ± 0,280 0,450 ± 0,121 0,430 ± 0,059

макрофаги
macrophages 0,360 ± 0,113 0,210 ± 0,052 0,050 ± 0,012

** ¥¥
0,530 ± 0,120 

¥¥¥ 0,230 ± 0,079 0,140 ± 0,027
* ##

0,470 ± 0,068
¥¥¥

другие 
клетки
other cells

22,800 ± 3,248 18,910 ± 2,280 7,340 ± 1,670
**¥¥

32,160 ± 3,411 
¥¥¥

11,930 ± 2,161
**

8,410 ± 1,528
**

33,190 ± 3,064
*¥¥¥

Примечание. Различия достоверны: по сравнению с контролем (*** – р < 0,001; ** – p < 0,01; * – p < 0,05); по сравнению 
с долей лейкоцитов в лаваже у мышей, зараженных исходным штаммом в той же временной точке (## – p < 0,01;  
# – p < 0,05); по сравнению с долей лейкоцитов в лаваже у мышей в предыдущей временной точке (¥¥¥ – р < 0,001;  
¥¥ – p < 0,01; ¥ – p < 0,05).
Note. The differences are significant: compared to the control (***, р < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05); compared to the fraction 
of leukocytes in lavage of mice infected with the original strain at the same time point (##, p < 0.01; #, p < 0.05); compared to the 
fraction of leukocytes in lavage of mice infected with the same strain at the previous time point (¥¥¥, р < 0.001; ¥¥, p < 0.01;  
¥, p < 0.05).
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часа после заражения достоверно не отличалось 
от контроля. Однако через 6 часов после зараже-
ния абсолютное количество лейкоцитов в очаге 
повышалось до 5,96±1,603 млн клеток, что было 
сопоставимо с эффектом исходного штамма в той 
же временной точке и достоверно отличалось от 
значений, зарегистрированных в контроле. Та-
ким образом, у мышей, зараженных исходным 
штаммом, миграция клеток в очаг воспаления 
происходила быстрее, чем у мышей, зараженных 
мутантным штаммом. Однако через 24 ч в обеих 
группах мышей происходило снижение абсолют-
ного количества лейкоцитов до уровня этого по-
казателя контрольной группы. Как у мышей, за-
раженных исходным, так и мышей, зараженных 
мутантным штаммами, изменения концентрации 
лейкоцитов в очаге достигали максимальных зна-
чений через 6 часов после инокуляции. Это ука-
зывает на то, что на этом сроке наблюдался пик 
развития воспалительной реакции.

Нейтрофилы были преобладающей клеточной 
популяцией, составляющей клеточный инфиль-
трат, в очаге инфекции, вызванной исходным и 
мутантным штаммами на всех сроках инфекции. 
При этом наблюдались некоторые различия в 
динамике накопления нейтрофилов у мышей, 
зараженных исходным и мутантным штаммом. 
Абсолютное количество нейтрофилов в воспали-
тельном инфильтрате мышей, зараженных исход-
ным штаммом, было достоверно ниже, по срав-
нению с этим показателем у мышей, зараженных 
мутантным штаммом, через 6 часов после ино-
куляции (рис. 2А). Однако в дальнейшем сниже-
ние количества этих клеток в очаге происходило 
быстрее у мышей, зараженных мутантным штам-
мом, и через 24 часа количество нейтрофилов в 
очаге при инфекции мутантным штаммом было 
достоверно ниже по сравнению с этим показате-
лем у мышей, зараженных исходным штаммом. 

Абсолютное количество лимфоцитов в ин-
фильтрате мышей, зараженных исходным штам-
мом, в ходе инфекции достоверно не изменялось. 
При заражении мутантным штаммом проис-
ходило достоверное снижение количества этих 
клеток через 2 и 24 часа пост-инфекции. Повы-
шение количества этих клеток через 6 часов пост-
инфекции не было достоверным (рис. 2Б).

Эозинофилы были второй по численности 
после нейтрофилов популяцией лейкоцитов, со-
ставляющей воспалительный инфильтрат как 
при инфекции исходным, так и при инфекции 
мутантным штаммами (рис. 2В). При этом ди-
намика изменения абсолютного количества этих 
клеток была разной. В обеих группах мышей до-
стоверное повышение количества эозинофилов 
происходило уже через 2 часа после инфициро-
вания (рис. 2В). Однако при инфекции исход-
ным штаммом этот показатель в дальнейшем до-
стоверно не изменялся. В то время как у мышей, 

Рисунок 1. Изменения абсолютного количества 
лейкоцитов в составе лаважа воздушного кармана 
в ходе инфекции
Примечание. Различия достоверны: по сравнению 
с контролем (** – p < 0,01; * – p < 0,05); по сравнению 
с количеством лейкоцитов в лаваже у мышей, зараженных 
тем же штаммом в предыдущей временной точке (¥¥ – p < 0,01; 
¥ – p < 0,05).
Figure 1. Changes in the number of leukocytes in the lavage 
of air pouch during infection
Note. The differences are significant: compared to the control  
(**, p < 0.01; *, p < 0.05); compared to the number of leukocytes in 
lavage of mice infected with the same strain at the previous time point 
(¥¥, p < 0.01; ¥, p < 0.05).

зараженных мутантным штаммом, через 6 часов 
пост-инфекции происходило двукратное повы-
шение количества эозинофилов и далее через 
24 часа снижение этого параметра до исходного 
уровня. 

У мышей, зараженных мутантным штаммом 
через 6 часов постинфекции в воспалительном 
инфильтрате было зарегистрировано достовер-
ное повышение абсолютного количества моно-
цитов (рис. 2Г), макрофагов (рис. 2Д) и дендрит-
ных клеток (рис. 2Е). При этом через 24 часа этот 
показатель снижался до уровня близкого к кон-
тролю. При инфекции исходным штаммом нако-
пление макрофагов в очаге происходило только 
через 24 часа после инокуляции. Достоверных 
изменений абсолютного количества моноцитов 
и дендритных клеток при этом не наблюдалось.

Обсуждение
Клетки врожденного иммунитета являются 

ключевыми факторами в уничтожении патоге-
нов. Первую линию защиты при инфекции со-
ставляют резидентные макрофаги. Важная роль 
этих клеток в элиминации стрептококков груп-
пы А (СГА) обусловлена их высокой фагоцитар-
ной активностью и способностью продуцировать 
большие количества провоспалительных цито-
кинов, активных форм кислорода и NO. Способ-
ность макрофагов эффективно элиминировать 
стрептококков продемонстрирована в многочис-
ленных исследованиях in vitro и in vivo. Показано, 
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что деплеция макрофагов или ингибирование их 
фагоцитарной активности приводит к усилению 
диссеминации S. pyogenes [1, 22, 31, 52]. У мышей, 
зараженных мутантным штаммом, накопление 
макрофагов в очаге инфекции происходило на 
более раннем сроке по сравнению с этим показа-
телем у мышей, зараженных исходным штаммом. 
Пул тканевых макрофагов пополняется за счет 
миграции и дифференцировки моноцитов из 
кровеносного русла [42], и этот процесс много-
кратно усиливается при воспалении [52]. Поэто-
му снижение скорости накопления макрофагов в 
очаге при инфекции исходным штаммом может 
быть связано с ингибированием миграции моно-
цитов в очаг или подавлением дифференцировки 
моноцитов в макрофаги. Действительно, только 
при инфекции мутантным штаммом через 6 ча-
сов после инокуляции происходило повышение 
концентрации моноцитов в очаге воспаления 

(рис. 2Г). Концентрация моноцитов при инфек-
ции, вызванной исходным штаммом, на этом 
сроке достоверно не изменялась. 

Дендритные клетки, так же как и макрофаги, 
являются «сенсорами» микробных паттернов и 
инициируют иммунный ответ на патогены [40]. 
В наших экспериментах только у мышей, зара-
женных мутантным штаммом, происходило до-
стоверное по сравнению с контролем повышение 
концентрации дендритных клеток в очаге через 
6 часов после инокуляции. Тогда как концен-
трация клеток данной популяции в очаге вос-
паления мышей, инфицированных исходным 
штаммом, достоверно не изменялась. Выявлен-
ные отличия могут быть связаны со снижением 
миграции в очаг воспаления как моноцитов, так 
и предшественников дендритных клеток, равно 
как и нарушение процессов дифференцировки 
моноцитов в дендритные клетки у мышей, зара-

Рисунок 2. Изменения абсолютного количества лейкоцитов разных субпопуляций в составе лаважа воздушного 
кармана в ходе инфекции
Примечание. А – нейтрофилы; Б – лимфоциты; В – эозинофилы; Г – моноциты; Д – макрофаги; Е – дендритные клетки. По оси 
абсцисс – время после инокуляции (часы); по оси ординат – абсолютное количество клеток × 105.
Различия достоверны: по сравнению с контролем (*** – р < 0,001; ** – p < 0,01; * – p < 0,05); по сравнению с количеством 
лейкоцитов в лаваже у мышей, зараженных исходным штаммом в той же временной точке (## – p < 0,01; # – p < 0,05); по 
сравнению с количеством лейкоцитов в лаваже у мышей, зараженных тем же штаммом в предыдущей временной точке  
(¥¥¥ – р < 0,001; ¥¥ – p < 0,01; ¥ – p < 0,05).
Figure 2. Changes in the number of leukocytes from different subpopulations in the lavage of air pouch during infection
Note. A, neutrophils; B, lymphocytes; C, eosinophils; D, monocytes; E, macrophages; F, dendritic cells. Abscissa, time after inoculation (hours); 
ordinate, number of cells × 105.
The differences are significant: compared to the control (***, р < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05); compared to the number of leukocytes in lavage 
of mice infected with the original strain at the same time point (##, p < 0.01; #, p < 0.05); compared to the number of leukocytes in lavage of mice 
infected with the same strain at the previous time point (¥¥¥, р < 0.001; ¥¥, p < 0.01; ¥, p < 0.05).
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женных исходным штаммом. Дендритные клетки 
располагаются повсеместно в местах первичного 
проникновения СГА в организм хозяина – в коже 
и слизистых. При распознавании консерватив-
ных структур патогенов, дендритные клетки бы-
стро активируются и продуцируют провоспали-
тельные цитокины, определяющие дальнейшее 
направление развития адаптивного иммунного 
ответа [40]. Этот процесс сопровождается повы-
шением экспрессии молекул главного комплекса 
гистосовместимости и костимуляторных моле-
кул, которые усиливают иммуногенность этих 
клеток и способность индуцировать адаптивный 
иммунный ответ [28, 29, 40].

Подавлением дифференцировки и активации 
дендритных клеток в очаге можно объяснить сни-
женное абсолютное количество лимфоцитов у 
мышей группы S. pyogenes M49-16, по сравнению 
с этим показателем у мышей группы S. pyogenes 
M49-16delArcA. Абсолютное количество лимфо-
цитов в очаге инфекции мутантным штаммом до-
стигало пиковых значений в точке 6 часов после 
начала эксперимента, а также превышало в 2 раза 
значения, полученные у мышей, инфицирован-
ных исходным штаммом (рис. 2Б). Абсолютное 
содержание лимфоцитов при инфекции исход-
ным штаммом достоверно не отличалось от кон-
троля. На модели кожной стрептококковой ин-
фекции было показано, что дендритные клетки 
ограничивают диссеминацию СГА [17, 28]. Ден-
дритные клетки являются основным источником 
IL-12, продукция которого необходима для раз-
вития протективного иммунного ответа на вну-
триклеточные патогены [28, 29]. Стрептококки 
традиционно считаются внеклеточно-паразити-
рующими бактериями, однако в последнее вре-
мя появляется все больше экспериментальных 
данных, свидетельствующих о том, что эти бак-
терии используют специфические молекулярные 
механизмы, позволяющие избегать элиминации 
в фаголизосомах, но персистировать и реплици-
роваться внутриклеточно [52]. Показано, что рас-
познавание СГА дендритными клетками мыши и 
человека индуцирует их созревание и продукцию 
цитокинов, связанных с Th1 типом иммунного 
ответа, в частности IFNγ [5, 6, 7, 29]. Это усили-
вает бактерицидную активность макрофагов и 
способность элиминировать внутриклеточно па-
разитирующие бактерии [28, 29].

Активация макрофагов и дендритных клеток 
при первичном контакте с патогеном запускает 
продукцию этими клетками провоспалительных 
цитокинов, привлекающих в очаг другие клет-
ки-эффекторы врожденного иммунитета [23, 33, 
48, 52]. Нейтрофилы являются наиболее много-
численной популяцией лейкоцитов крови и пер-
выми мигрируют из кровеносного русла в ткани. 
В наших экспериментах не было выявлено отли-
чий в накоплении нейтрофилов у мышей, инфи-

цированных исходным и мутантным штаммом, 
в очаге на начальной стадии развития инфекции 
(рис. 2А). Достоверное трехкратное повышение 
концентрации нейтрофилов происходило у мы-
шей обеих групп через 2 часа после инокуляции. 
Однако уже через 6 часов после начала экспери-
мента дальнейший прирост концентрации ней-
трофилов в очаге инокуляции у мышей, зара-
женных мутантным штаммом, был значительно 
выше такового мышей, инфицированных исход-
ным штаммом. Полученные результаты позволя-
ют предположить, что АД подавляет миграцию 
нейтрофилов в очаг воспаления – напрямую или 
опосредованно, возможно, за счет подавления 
продукции хемоаттрактантных молекул и про-
воспалительных цитокинов клетками-резидента-
ми. Нейтрофилы участвуют в ограничении дис-
семинации и элиминации патогена за счет своей 
фагоцитарной активности и продукции широко-
го спектра бактерицидных молекул [53]. Наруше-
ние механизмов рекрутирования нейтрофилов 
в очаг воспаления на ранних стадиях развития 
инфекции может приводить к дальнейшей дис-
регуляции иммунного ответа и снижать эффек-
тивность элиминации патогена [8]. 

Эозинофилы были второй по численности 
после нейтрофилов популяцией лейкоцитов, со-
ставляющей воспалительный инфильтрат при 
инфекции исходным и мутантным штаммом. 
Через 6 часов после инокуляции количество этих 
клеток в очаге у мышей, инфицированных му-
тантным штаммом, было в 2 раза выше по срав-
нению с этим показателем у мышей, зараженных 
исходным штаммом (рис. 2В). Эти результаты 
доказывают, что АД может прямо или опосредо-
ванно снижать эффективность накопления эо-
зинофилов в участке воспаления. Полученные в 
наших экспериментах результаты и данные дру-
гих исследователей показывают, что при стрепто-
кокковой инфекции эозинофилы могут состав-
лять значительную долю клеток воспалительного 
инфильтрата [15]. Несмотря на приобретение в 
ходе эволюции узкой специализации – борьбы 
с гельминтами, эозинофилы сохранили многие 
функциональные характеристики, свойствен-
ные клеткам нейтрофильного ряда [38, 51]. Так, 
эозинофилы экспрессируют широкий спектр 
рецепторов, распознающих бактериальные пат-
терны [36, 56]. Так же как и нейтрофилы, хотя 
и с меньшей эффективностью, они способны к 
фагоцитозу патогенов [43] с последующей эли-
минацией в фаголизосомах с помощью MBP (от 
англ. major basic protein и ECP (от англ. eosinophil 
cationic protein), а также и эозинофильной перок-
сидазы [26, 38]. Эозинофилы способны активно 
участвовать в элиминации патогенных микро-
организмов за счет секреции цитотоксических 
гранул, содержащих антимикробные субстан-
ции [38, 49], и выброса внутриклеточной ДНК 
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(«эозинофильных ловушек») [9, 26, 38, 39]. Поэ-
тому эти клетки могут играть важную роль в эли-
минации патогенов при бактериальной инфек-
ции. Снижение накопления в очаге этих клеток 
при инфекции исходным штаммом, экспресси-
рующим АД может ослаблять защитные иммун-
ные реакции.

После элиминации патогена, макрофаги уча-
ствуют в клиренсе очага, осуществляя фагоцитоз 
апоптотических клеток и элиминацию клеточ-
ного дебриса. Это служит важным механизмом 
ограничения активации клеток иммунной си-
стемы. Фагоцитоз макрофагами апоптотических 
телец в очаге воспаления, индуцирует продукцию 
этими клетками противовоспалительных цито-
кинов. Дисрегуляция функциональной активно-
сти макрофагов может приводить к нарушению 
программы разрешения воспаления в очаге ин-
фекции. Нарушением этих процессов и/или не-
продуктивной воспалительной реакцией можно 
объяснить повышение концентрации макрофа-
гов в составе воспалительного инфильтрата на 

24 часа пост-инфекции у мышей, зараженных 
исходным штаммом. В отличие от этого, у мы-
шей, зараженных мутантным штаммом через 24 
часа происходило достоверное снижение коли-
чества всех лейкоцитов в очаге. Повышенные по 
сравнению с контролем на сроке 24 часа пост-
инфекции исходным штаммом абсолютные зна-
чения нейтрофилов, эозинофилов, дендритных 
клеток и макрофагов говорят в пользу этого пред-
положения. У мышей, зараженных мутантным 
штаммом через 24 часа после инокуляции эти по-
казатели возвращаются к исходным или близким 
к исходным значениям. 

Заключение
Сравнение формирования воспалительного 

инфильтрата у мышей, зараженных исходным 
S. pyogenes M49-16 и его изогенным мутантом 
S. pyogenes M49-16delArcA штаммами показал, что 
активность АД может приводить к дисрегуляции 
защитных реакций врожденного иммунитета. 
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