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Резюме 

Синтетический аналог активного центра гранулоцитарно-

макрофагального колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) - пептид ZP2 

обладает широким спектром иммунобиологических эффектов, в том числе 

антибактериальной активностью. Вместе с тем его влияние (в 

субингибиторных концентрациях) на биологические свойства 

грамотрицательных бактерий разных видов остается малоизученным.  Целью 

настоящего исследования явилась сравнительная оценка влияния 

синтетического пептида ZP2 – аналога активного центра ГМ-КСФ на 

антицитокиновую активность грамотрицательных бактерий разных видов, 

выделенных при послеоперационных осложнениях. Материалы и методы.  В 

работе использовано 42 клинических изолята грамотрицательных бактерий 

разных видов (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter braakii, 

C.  freundii, Stenotrophamonas maltophilia, Pseudomonas aeruginosa, P. putida), 

выделенных от пациентов с послеоперационными осложнениями. В 

эксперименте микроорганизмы выращивали в мясо-пептонном бульоне (МПБ) 

с синтетическим пептидом ZP2 при 37°С в течение 24 часов. 

Антицитокиновую активность (АЦА) в отношении IL-4, IL-8, IL-1RA и TNFα 

определяли методом иммуноферментного анализа (ИФА). Для оценки АЦА 

рассчитывали долю инактивации цитокинов в опыте относительно контроля и 

выражали в пг/мл.    

Результаты и обсуждение. В экспериментах in vitro исследована 

способность клинических изолятов грамотрицательных бактерий, 

выделенных при послеоперационных осложнениях, инактивировать 

некоторые про- и противовоспалительные цитокины (IL-4, IL-8, IL-1RA, 

TNFα) и показана ее зависимость от родовой/видовой принадлежности 

микроорганизмов.   

Выявлено, что синтетический пептид ZP2 характеризовался 

ингибирующим и индифферентным действием в отношении способности 

клинических штаммов микроорганизмов инактивировать изученные про- и 
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противовоспалительные цитокины. Установлено, что ZP2 обладает 

модифицирующим потенциалом, который способен изменять как 

распространенность, так и выраженность антицитокиновой активности 

клинических изолятов грамотрицательных бактерий, выделенных при 

послеоперационных осложнениях.   

Выводы. 

1. Грамотрицательные бактерии, выделенные при послеоперационных 

осложнениях, способны секретировать соединения, инактивирующие 

цитокины IL-4, IL-8, IL-1RA, TNFα.  

2.Синтетический пептид ZP2 в субингибиторных концентрациях 

оказывает модифицирующее действие на проявление изученными 

микроорганизмами антицитокиновой активности Выявленные в 

экспериментах in vitro модифицирующие эффекты синтетического пептида 

ZP2 расширяют спектр его потенциального клинического применения.   

Ключевые слова: послеоперационные осложнения, грамотрицательные 

бактерии, антицитокиновая активность, регуляция, синтетический аналог 

активного центра ГМ-КСФ – пептид ZP2.  
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Abstract 

The synthetic analogue of the active center of granulocyte-macrophage colony 

stimulating factor (GM-CSF), the ZP2 peptide, has a wide range of 

immunobiological effects, including antibacterial activity. However, its effect (in 

sub-inhibitory concentrations) on the biological properties of gram-negative bacteria 

of various species remains poorly understood.  The aim of this study was to compare 

the effect of the synthetic peptide ZP2– an analog of the active center of GM-CSF, 

on the anti-cytokine activity of gram-negative bacteria of various species isolated 

during postoperative complications. Materials and methods.  The study used 42 

clinical isolates of gram-negative bacteria of various species (Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Citrobacter braakii, C. freundii, Stenotrophamonas 

maltophilia, Pseudomonas aeruginosa, P. putida) isolated from patients with 

postoperative complications. In the experiment, microorganisms were grown in 

meat-peptone broth (BCH) with synthetic peptide ZP2 at 37 °C for 24 hours. The 

anti-cytokine activity (ACA) against IL-4, IL-8, IL-1RA and TNFα was determined 

by enzyme immunoassay (ELISA). To evaluate ACA, the proportion of cytokine 

inactivation in the experiment relative to the control was calculated and expressed 

in pg/ml.    

Results. In vitro experiments investigated the ability of clinical isolates of 

gram-negative bacteria, isolated during postoperative complications, to inactivate 

some pro- and anti-inflammatory cytokines (IL-4, IL-8, IL-1RA, TNFα) and 

demonstrated its dependence on the genus/species of microorganisms. 

It was shown that the synthetic peptide ZP2 was characterized by an inhibitory 

and indifferent effect on the ability of clinical strains of microorganisms to inactivate 

the studied pro- and anti-inflammatory cytokines. It has been established that ZP2 

has a modifying potential that can change both the prevalence and severity of the 

anti-cytokine activity of clinical isolates of gram-negative bacteria isolated during 

postoperative complications.   

Conclusions.  
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1. Gram-negative bacteria isolated during postoperative complications are 

capable of secreting compounds that inactivate cytokines IL-4, IL-8, IL-1RA, TNFa.  

2. Synthetic peptide ZP2 in sub-inhibitory concentrations has a modifying 

effect on the manifestation of anticytokine activity by the studied microorganisms. 

The modifying effects of synthetic peptide ZP2 revealed in vitro experiments expand 

the range of its potential clinical application. 

Keywords: postoperative complications, gram-negative bacteria, 

anticytokine activity, regulation, synthetic analogue of the active center of GM-CSF 

– peptide ZP2. 
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1 Введение 1 

В настоящее время одними из наиболее перспективных препаратов 2 

являются синтетические пептиды, обладающие широкой биологической 3 

активностью. Такие препараты получают из человеческих активных молекул 4 

пептидной природы – например синтетический пептид активного центра 5 

гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора (ГМ-6 

КСФ) – ZP2. Пептид ZP2 обладает иммуностимулирующим и репарационным 7 

действием, характеризуется антимикробным влиянием на музейные и 8 

клинические изоляты грамположительных и грамотрицательных 9 

микроорганизмов [2-4]. Синтетический пептид ZP2, обладающий широким 10 

спектром иммунобиологических эффектов, является основой косметического 11 

средства Ацеграм, которое используется для местного применения в 12 

терапевтической и хирургической практике [5].  13 

Установлено, что чаще всего инфекционно-воспалительные процессы 14 

ассоциированы с микроорганизмами, обладающими набором факторов 15 

персистенции [6, 10]. Так, в настоящее время в научной литературе широко 16 

изучается способность микроорганизмов инактивировать про- и 17 

противовоспалительные цитокины. Показано, что антицитокиновая 18 

активность (АЦА) встречается у микроорганизмов, выделенных при 19 

различных инфекционно-воспалительных процессах [6, 7, 10].  20 

Ранее было экспериментально установлено, что синтетический пептид 21 

ZP2 способен влиять на выраженность АЦА у клинических изолятов 22 

грамположительных и грамотрицательных бактерий разной видовой 23 

принадлежности [3, 9] и грибов рода Candida [8]. Однако факт влияния ZP2 на 24 

АЦА грамотрицательных микроорганизмов, выделенных от пациентов с 25 

послеоперационными осложнениями, требует более детального изучения.  26 

Целью настоящего исследования явилась сравнительная оценка влияния 27 

синтетического пептида ZP2 – аналога активного центра ГМ-КСФ на 28 

антицитокиновую активность грамотрицательных бактерий разных видов, 29 

выделенных при послеоперационных осложнениях.  30 
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Материалы и методы 31 

В эксперименты in vitro были включены клинические изоляты 32 

грамотрицательных бактерий разных видов: Escherichia coli (n=6), Klebsiella 33 

pneumoniae (n=6), Citrobacter braakii (n=6), C. freundii (n=6), Stenotrophamonas 34 

maltophilia (n=6), Pseudomonas aeruginosa (n=6), P. putida (n=6), выделенные 35 

при послеоперационных осложнениях у пациентов с хирургической 36 

патологией.   37 

Выделение чистых культур микроорганизмов проводили общепринятым 38 

бактериологическим методом, видовую идентификацию осуществляли по 39 

прямому белковому профилированию с помощью масс-спектрометра MALDI 40 

TOF MS серии Microflex LT (BrukerDaltonics, Германия) и программного 41 

обеспечения MaldiBioTyper 3,0.  42 

Для изучения влияния синтетического пептида ZP2 на АЦА 43 

клинических изолятов грамотрицательных бактерий проводили 44 

культивирование 1 мл взвеси бактерий в физиологическом растворе с 1 мл 45 

раствора пептида  ZP2 с концентрацией 0,1 мкг/мл в 2 мл МПБ при 37°С в 46 

течение 24 ч. В качестве контроля использовали пробы без добавления 47 

пептида ZP2. Затем контрольные и опытные пробы центрифугировали в 48 

течение 15 мин при 3000 об/мин, супернатант сливали, добавляли к осадку 2 49 

мл МПБ и ресуспензировали.  50 

АЦА в отношении IL-8, IL-4, TNFα и IL-1RА определяли ИФА по 51 

известной методике в оригинальной модификации с использованием наборов 52 

ООО «Цитокин» (Санкт-Петербург) [1]. Для этого в центрифужные пробирки 53 

вносили в соотношении 1:1 взвесь бактерий и растворы соответствующих 54 

цитокинов, пробы инкубировали в течение 2 часов при 37°С. После инкубации 55 

реакцию останавливали на холоде, центрифугировали при 3000 об/мин в 56 

течение 15 мин (+4 °С) и отбирали супернатанты. В качестве контроля 57 

использовали растворы цитокинов в физиологическом растворе. Конечная 58 

концентрация цитокинов в опытных и контрольных пробах составляла для IL-59 

8 – 62,5 пг/мл, IL-4 – 28,6 пг/мл, TNFα – 41,6 пг/мл, IL-1RА – 416,6 пг/мл.  60 
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Результаты учитывали на фотометре StatFax 2100 (США) при длине 61 

волны 450 нм. Для оценки АЦА клинических изолятов грамотрицательных 62 

бактерий, вычисляли долю инактивации цитокинов в опыте относительно 63 

контроля и выражали в пг/мл.  64 

Полученные данные обработаны с помощью вариационной статистики.  65 

Результаты 66 

Полученные данные свидетельствовали, о том, что штаммы бактерий, 67 

выделенные при послеоперационных осложнениях, способны секретировать 68 

соединения, инактивирующие IL-8, IL-4, TNFα и IL-1RА (рис. 1). При этом 69 

наблюдалась межвидовая вариабельность как по наличию и частоте 70 

встречаемости, так и по выраженности указанного признака. 71 

Так, показано, что 33,3% изолятов E.coli и C. braakii; 50% штаммов 72 

P. aeruginosa и 66,7% штаммов S. maltophilia были способны инактивировать 73 

IL-8 со средним значением выраженности признака 53,3±2,8 пг/мл. 74 

Минимальное значение антицитокиновой активности было характерно для 75 

изолятов P. aeruginosa (38,7±2,8 пг/мл), а максимальное – для штаммов E. coli 76 

(62,0±1,4 пг/мл).  77 

 78 

Под действием синтетического пептида ZP2 количество штаммов E. coli 79 

и P. aeruginosa, обладающих АЦА в отношении IL-8, не изменялось, а 80 

выраженность признака оставалась на прежнем уровне, что указывало на 81 

индифферентность данных бактерий к влиянию указанного пептида. 82 

Напротив, 66,7% штаммов S. maltophilia, проявляющие АЦА к IL-8, под 83 

влиянием синтетического пептида ZP2 теряли такую способность. Число 84 

штаммов C. braakii, характеризующихся наличием АЦА в отношении IL-8, под 85 

влиянием ZP2 увеличивалось вдвое – с 33,3 до 66,7%, хотя выраженность 86 

признака значимо не изменялась.  87 

По 33,3% штаммов E. coli и P. putida и 66,7% изолятов K. pneumonia 88 

обладали АЦА к IL-1RА, среднее значение признака составило 347,3±7,6 89 

пг/мл. Действие пептида ZP2 приводило к ингибированию АЦА в отношении 90 
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IL-1RА у всех штаммов клебсиелл и псевдомонад, но не изменяло 91 

распространенность и выраженность признака среди эшерихий.   92 

Показано, что 33,3% штаммов E. coli, 66,7% изолятов K. pneumonia, 93 

S. maltophilia и C. freundii и все штаммы P. aeruginosa, P. putida и C. braakii 94 

проявляли АЦА в отношении IL-4. Среднее значение признака составило 95 

26,5±2,2 пг/мл, при этом разброс значений был не значительным – минимум 96 

был характерен для штаммов C. freundii (24,8±2,5 пг/мл), максимум – для 97 

изолятов P. putida (30,0±2,4 пг/мл). После влияния ZP2 количество штаммов 98 

P. aeruginosa, P. putida, C. braakii и C. freundii, способных инактивировать IL-99 

4 не изменилось, а количество изолятов E.coli, K. pneumonia и S. maltophilia с 100 

данной активностью увеличилось до 100%. При этом достоверных изменений 101 

выраженности АЦА в отношении IL-4 не было выявлено, за исключением 102 

штаммов P. putida, выраженность признака у которых снизилась в 1,6 (p<0,01).    103 

Треть штаммов P. putida, C. braakii, C. freundii и S. maltophilia; 66,7% 104 

изолятов E.coli и 100% P. aeruginosa обладали АЦА в отношении TNFα. 105 

Среднее значение признака составило 34,9±3,4 пг/мл. Минимальное значение 106 

АЦА в отношении TNFα отмечалось у штаммов E. coli (25,4±3,4 пг/мл), 107 

максимальное – у изолятов P. putida (40,9±3,4 пг/мл). В результате действия 108 

пептида ZP2 число штаммов E. coli, P. aeruginosa и C. braakii с данной 109 

способностью снижалось до 0. С другой стороны, пептид ZP2 увеличивал 110 

количество изолятов S. maltophilia и P. putida, способных инактивировать 111 

TNFα до 66,7 и 100% соответственно, причем выраженность этого признака 112 

достоверно уменьшалась (в 9,8 и 1,9 раза, p<0,01). Среди штаммов C. freundii 113 

под влиянием пептида ZP2 число изолятов с АЦА в отношении TNFα не 114 

изменялось, тогда как выраженность данного признака снижалась в 1,6 раза 115 

(p<0,01).    116 

Таким образом, синтетический пептид ZP2 в зависимости от рода/вида 117 

грамотрицательных бактерий по-разному влиял на проявление ими АЦА к 118 

изученным цитокинам (IL-8, IL-1RА, IL-4, TNFα), что указывало на его родо- 119 
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и видоспецифические эффекты в отношении способности микроорганизмов 120 

инактивировать указанные цитокины.  121 

Обсуждение 122 

В результате проведенных исследований установлено, что все 123 

большинство клинических изолятов грамотрицательных бактерий разной 124 

видовой принадлежности (66,7-100%) за исключением штаммов E.coli (доля 125 

которых составила 33,3%) были способны инактивировать 126 

противовоспалительный цитокин IL-4, тогда как в отношении IL-1RA 127 

антицитокиновая активность обнаруживалась среди энтеробактерий только у 128 

штаммов E. coli и K. pneumoniae, а из группы неферментирующих бактерий – 129 

у P. putida. 130 

Что касается провоспалительных цитокинов, то к инактивации TNFα 131 

были способны все изученные микроорганизмы, кроме изолятов K. 132 

pneumoniae, в отличие от антицитокиновой активности в отношении IL-1RA, 133 

которой обладали только штаммы E. coli, K. pneumoniae и P. putida.  134 

Таким образом, в настоящем исследовании дана сравнительная оценка 135 

способности клинических изолятов грамотрицательных бактерий, 136 

выделенных при послеоперационных осложнениях, инактивировать 137 

некоторые про- и противовоспалительные цитокины и показана ее 138 

зависимость от родовой/видовой принадлежности микроорганизмов.   139 

В то же время, результаты экспериментов in vitro указывали на то, что 140 

синтетический пептид ZP2 проявлял преимущественно ингибирующее 141 

действие на частоту встречаемости и выраженность у изученных клинических 142 

изолятов грамотрицательных бактерий антицитокиновой активности в 143 

отношении про- и противовоспалительных цитокинов (IL-4, IL-8, IL-1RA, 144 

TNFα). При этом выраженность АЦА в отношении IL-8 не изменялась (E. coli, 145 

P. aeruginosa и C. braakii) или критично уменьшалась (S. maltophilia); АЦА в 146 

отношении IL- 1RA не изменялась (E. coli) и исчезала (K. pneumoniae и P. 147 

putida); выраженность АЦА в отношении IL-4 у всех изученных 148 

микроорганизмов существенно не изменялась.     149 
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Эти данные отражают модифицирующий потенциал синтетического 150 

пептида ZP2, который способен изменять как распространенность, так и 151 

выраженность изученного признака.  152 

Ранее аналогичные эффекты были зарегистрированы на примерах 153 

изучения влияния синтетического пептида ZP2 на АЦА различных 154 

микроорганизмов: бактерий рода Enterococcus, выделенных из секрета 155 

предстательной железы мужчин с признаками урогенитальной инфекции [9]; 156 

грибов рода Candida, выделенных из отделяемого влагалища условно-157 

здоровых беременных [8].        158 

В совокупности эти данные свидетельствуют о возможности изменения 159 

концентрации про- и противовоспалительных цитокинов в среде 160 

культивирования микроорганизмов при действии на них синтетического 161 

пептида ZP2, что не исключает подобного действия данного пептида в 162 

условиях in vivo.     163 

Таким образом, выявленные в экспериментах in vitro модифицирующие 164 

эффекты синтетического пептида ZP2, входящего в состав косметического 165 

средства Ацеграм, в отношении способности клинических изолятов 166 

инактивировать отдельные про- и противовоспалительные цитокины  167 

расширяют спектр потенциального клинического применения указанного 168 

препарата.   169 

Выводы. 170 

1. Грамотрицательные бактерии, выделенные при послеоперационных 171 

осложнениях, способны секретировать соединения, инактивирующие 172 

цитокины IL-4, IL-8, IL-1RA, TNFα.  173 

2. Синтетический пептид ZP2 в субингибиторных концентрациях 174 

оказывает модифицирующее действие на проявление изученными 175 

микроорганизмами антицитокиновой активности. 176 
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РИСУНКИ 
 
Рисунок 1. Влияние пептида ZP2 на антицитокиновую активность (АЦА) 
клинических изолятов. 
Figure 1. The effect of peptide ZP2 on the anticytokine activity (АСА) of clinical 
isolates. 
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