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Пролин-богатые пептиды (ПБП) содержат-
ся в фагоцитирующих клетках некоторых видов 
животных и играют важную роль в функцио-
нировании системы врожденного иммунитета, 
проявляя выраженную антимикробную актив-
ность, а некоторые, также и ранозаживляющее, 
иммуномодулирующее действие. В нейтрофи-
лах человека ПБП не выявлены, но известно, 
что такие пролин-богатые белки и пептиды со-
ставляют одну из основных белковых фракций 
слюны человека, содержатся и в других био-
логических жидкостях, однако биологическая 
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Исследованы эффекты пептидов, имеющих высокое содержание остатка пролина в составе моле-
кулы ‒ пролин-богатых пептидов (ПБП) слюны человека (фрагменты катионного пролин-богатого 
белка слюны 1 (Basic salivary proline-rich protein 1) –  P-H (37‒51), P-F (43‒61), IB6 (98‒116), p1932, 
а также ряда ПБП нейтрофилов животных (бактенецины ChBac3.4, ChBac5, mini-ChBac7.5Nα), 
на клетки, участвующие в функционировании иммунной системы. Показано, что в присутствии 
почти всех исследованных ПБП снижается интенсивность дыхательного взрыва фагоцитов крови 
человека in vitro, инициированного введением Escherichia coli (эффект более выражен для ПБП слю-
ны). Установлено, что при инкубации пептидов с мононуклеарами периферической крови чело-
века, стимулированными липополисахаридом, наблюдается угнетение высвобождения цитокинов 
ИЛ-1β, ФНОα при введении в культуральную среду пептидов ChBac3.4, mini-ChBac7.5Nα, р1932, 
при неизменном уровне ИЛ-10 (для остальных ПБП эффект не выявлен). Таким образом, полу-
чены результаты, подтверждающие противовоспалительное действие ПБП и позволяющие пред-
положить, что катионные пролин-богатые белки и пептиды слюны, могут участвовать в регуляции 
воспалительных процессов в ротовой полости.
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значимость этих ПБП остается выясненной не 
до конца. Известно, что ПБП слюны связыва-
ют танины, но их роль в обеспечении защитных 
функций мало изучена [1]. Однако можно пред-
положить, что эти пептиды могут модулировать 
свойства клеток, участвующих в функциониро-
вании иммунной системы.

Целью данной работы явилось изучение эф-
фектов ПБП слюны человека (фрагментов ка-
тионного пролин-богатого белка слюны 1 (Basic 
salivary proline-rich protein 1) – P-H (37–51), P-F 
(41–63), IB6 (98–116), p1932), а также ряда ПБП 
нейтрофилов домашней козы Capra hircus (бакте-
нецинов ChBac3.4, ChBac5, mini-ChBac7.5Nα) на 
функциональную активность лейкоцитов крови 
человека (интенсивность дыхательного взрыва 
фагоцитов, инициированного внесением E. coli, 
а также выделение цитокинов мононуклеарами 
периферической крови (МКПК), стимулиро-
ванными липополисахаридом (ЛПС).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Использованные в работе пептиды были по-
лучены с помощью твердофазного химическо-
го синтеза с применением Fmoc/tBu-страте-
гии [2] в автоматическом пептидном синтезаторе 
Symphony X (Protein Technologies, США). Моно-
нуклеары периферической крови человека полу-
чали из крови здоровых доноров по стандартной 
методике. Оценку влияния пептидов на интен-
сивность респираторного взрыва в ответ на сти-
муляцию клеток крови микроорганизмом E.coli 
in vitro осуществляли с использованием набора 
FagoFlowEx (EXBIO, Чехия) методом проточной 
цитометрии. При поглощении бактерий фаго-
цитом активируется NADPH оксидаза, что ве-
дет к продукции активных форм кислорода, де-
тектируемых с помощью дигидрородамина 123. 
В гепаринизированную кровь (50 мкл) вносили 
по 10 мкл суспензии E.coli и 5 мкл пептидов или 
5 мкл среды в контрольных пробах, инкубирова-
ли в течение 30 минут при 37 °C. Дополнитель-
ные контроли: положительный ‒ стимуляция 
форбол 12-миристат 13-ацетатом, отрицатель-
ный –  кровь без добавления бактерии. После 
инкубации осуществляли лизис эритроцитов 
и проводили анализ на проточном цитометре 
Navios (Beckman Coulter, США). Для анализа 
эффектов ПБП на выброс цитокинов МКПК 
человека клетки инкубировали с пептидами, 
взятыми в разных концентрациях, в присут-
ствии или в отсутствие ЛПС 20 ч при 37 °C и 5% 

СО2. После осаждения клеток уровень цитоки-
нов ИЛ-1, ФНО и ИЛ-10 в супернатанте опреде-
ляли с помощью наборов для ИФА (ООО Цито-
кин, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В присутствии исследованных катионных 
ПБП слюны (P-H (37–51), P-F(43–61), IB6 (98–
116) и р1932) существенно снижается интенсив-
ность дыхательного взрыва фагоцитов крови 
человека in vitro, стимулированных введением 
Escherichia coli. При использовании их в кон-
центрации 5 мкМ –  на 36‒53%, в концентра-
ции 10 мкМ – на 26‒37% (p<0.05 по сравнению 
с контролем –  клетки с бактерией, без пептидов, 
U-кри те рий Манна-Уитни). Бактенецины в кон-
центрации 1 и 5 мкМ не оказывали выраженного 
эффекта, но в концентрации 10 мкМ ChBac3.4 
и ChBac 5 подавляли реакцию респираторного 
взрыва фагоцитов крови человека. Пептид mini-
ChBac7.5N подобным действием в концентра-
ции 1, 5 и 10 мкМ не обладал. По данным ли-
тературы, ПБП нейтрофилов свиньи ‒ PR-39 
обладает противовоспалительным эффектом –  
этот пептид имеет в составе молекулы последо-
вательности, связывающиеся с рядом пролин-
распознающих участков, присутствующих в SH3 
(Src homology 3), WW, GYF, EVH1 и др. доменах, 
что определяет его взаимодействие с различны-
ми белками и опосредует регуляторное действие 
пептида. В частности, PR-39 связывается с SH3 
доменом р47phox субъединицы NADPH оксида-
зы в нейтрофилах, что приводит к ингибирова-
нию сборки каталитически активного фермента, 
в результате чего блокируется продукция супе-
роксидного аниона [3]. Можно предположить, 
что исследуемые нами ПБП, в состав молекул 
которых тоже входят такие последовательности, 
имеют сходный механизм действия. При инку-
бации пептидов с МКПК человека, стимули-
рованными липополисахаридом, наблюдалось 
угнетение высвобождения цитокинов ИЛ-1β, 
ФНОα при введении в культуральную среду 
пептидов ChBac3.4, mini-ChBac7.5Nα и р1932: 
при введении ChBac3.4 (1 мкМ и 5 мкМ) уро-
вень ФНОα снижался в 1.5 и 1.2 раза, соответ-
ственно, mini-ChBac7.5Nα –  в 2 раза (1 и 5 мкМ 
пептида), р1932 (20 мкМ) –  в 1.2 раза; уровень 
ИЛ-1β уменьшался в 1.5‒2 раза при использо-
вании ChBac3.4, mini-ChBac7.5Nα (5 мкМ) или 
р1932 (20 мкМ); p<0.05 по сравнению с МКПК, 
стимулированными ЛПС без пептидов; при не-
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изменном уровне ИЛ10 (для остальных ПБП 
эффект не выявлен).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Получены результаты, подтверждающие 
противовоспалительное действие ПБП и позво-
ляющие предположить, что катионные пролин-
богатые белки и пептиды слюны, могут участво-
вать в регуляции воспалительных процессов 
в ротовой полости.

Работа поддержана грантом РФФИ № 17–
04–02177а.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ / REFERENCES

1. Вавилова Т. П., Янушев О. О., Островская И. Г. Слю-
на. Аналитические возможности и перспективы. 
М.: Издательство БИНОМ. 2014. 312 с.

2. Merrifi eld R. B., Barany G. Solid-phase peptide synthe-
sis. In: The peptides: analysis, synthesis, biology. 1980, 
New York: Academic Press, No 2, P. 3–284.

3. Shi J., Ross C.R., Leto T.L., Blecha F. PR-39, a pro-
line-rich antibacterial peptide that inhibits phagocyte 
NADPH oxidase activity by binding to Src homology 3 
domains of p47 phox. Proc Natl Acad Sci USA. 1996; 
93(12), 6014–8.

Authors:
Artamonov A. Yu.,  PhD, Research Scientist of the Department of General Pathology and Pathophysiology, Institute for 
Experimental Medicine (IEM), Saint-Petersburg, Russia. E-mail: auartamonov@bk.ru;
Sukhareva M. S., Technician of the Department of General Pathology and Pathophysiology, IEM; Student of Peter the Great 
Polytechnic University, Saint-Petersburg, Russia,
Kopeykin P. M., Junior Research Scientist of the Department of General Pathology and Pathophysiology, IEM, Saint-Petersburg, 
Russia;
Sukhachev A. N., PhD, Research Scientist of the Department of Immunology, IEM, Saint-Petersburg, Russia;
Filatenkova T. A., Research Scientist of the Department of General Pathology and Pathophysiology, IEM, Saint-Petersburg, Russia;
Orlov D. S., PhD, Head of the Laboratory of Immunopathophysiology of the Department of General Pathology and Pathophysiology, 
IEM, Saint-Petersburg Russia;
Shamova O. V., PhD, Dr. of Sci, Head of the Department of General Pathology and Pathophysiology, IEM, Saint-Petersburg, 
Russia.

EFFECTS OF PROLINE-RICH PEPTIDES ON THE FUNCTIONAL ACTIVITY 
OF HUMAN LEUKOCYTES IN VITRO

© 2019     А. Yu. Artamonov1*, M. S. Sukhareva1,2, P. M. Kopeykin1, 
A. N. Sukhachev1, T. A. Filatenkova1, D. S. Orlov1, O. V. Shamova1

*E-mail: auartamonov@bk.ru
1FSBSI Institute of Experimental Medicine, St-Petersburg, Russia;

2Peter the Great Polytechnic University, St-Petersburg, Russia;

Received: 15.03.2019.  Accepted: 28.03.2019

The eff ects of peptides with a high content of proline (Proline-Rich Peptides, PRPs) of human saliva 
(fragments of Basic salivary proline-rich protein 1 –  P-H (37–51), P-F (43–61), IB6 (98–116), p1932), 
as well as of several animal’s neutrophilic PRPs (bactenecins ChBac3.4, ChBac5, mini-ChBac7.5Na), 
towards cells involved in the functioning of the immune system have been explored. In the presence 
of each of the investigated PRPs the intensity of the respiratory burst of human blood phagocytes in 
vitro, challenged by Escherichia coli, was reduced (the eff ect was more pronounced in the case of salivary 
PRPs). Administration of ChBac3.4, mini-ChBac7.5Nα, р1932 to human peripheral blood mononu-
clear cells, stimulated with lipopolysaccharide, caused a decrease of LPS-mediated release of cytokines 
IL1β, TNFα, without aff ecting a level of IL10 (for other PRPs the eff ects were not signifi cant). Thus, the 
results confi rm the anti-infl ammatory action of PRPs and point to the suggestion that cationic proline-
rich proteins and peptides of saliva may be involved in regulation of infl ammation in the oral cavity.
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