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Цель. Установить характер влияния синтетического пептида активного центра гра-

нулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) ZP-2 на сек-

рецию цитокинов нейтрофилами периферической крови человека. 

Материалы и методы. Объектами исследования были нейтрофилы перифериче-

ской крови 10 доноров, полученных путем градиентного центрифугирования плазмы кро-

ви на двойном градиенте фиколл-верографин плотностью 1,075-1,093. В экспериментах 

использовали опытный образец синтетического пептида активного центра ГМ-КСФ - ZP2 

(химическая формула - THR NLE NLE ALA SER HIS TYR LYS GLN HIS CYS PRO), по-

лученный твердофазным способом на синтезаторе «Applied Biosystems 430A». Влияние 

данного пептида (концентрация 20 мкг/мл) на секрецию цитокинов определяли на прибо-

ре Macpix-100 (USA), с использованием мультиплексных наборов компании БиоРад 

(США) для определения 17 цитокинов (G-CSF, GM-CSF, IL-10, IL-12p70, INF-γ, IL-13, IL-

17A, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,TNF-α, IL-8, MCP-1,MIP-1β) в супернатантах клеток 

после 1 часа инкубации с нейтрофилами, контролем служили супернатантны нейтрофилов 

инкубированные в питательной среде без препарата.   

Результаты. Синтетический пептид активного центра ГМ-КСФ – ZP2 при добав-

лении к нейтрофилам вызывал усиление секреции следующих цитокинов - G-CSF, GM-

CSF, IL-12p70, INF-γ, IL-17A, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-7,TNF-α, IL-8, MIP-1β, при этом наибо-

лее выраженное усиление секреции было выявлено для 5 цитокинов- IL-17A, IL-1β, IL-6, 

IL-8, MIP-1β.   

Заключение. Синтетический пептид активного центра ГМ-КСФ - ZP2) оказывает на 

секрецию нейтрофилами цитокинов выраженное влияние, при этом более выраженное 

влияние отмечено на секрецию 4 цитокинов - IL-1β, IL-6, IL-8, MIP-1β.    

Ключевые слова: гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 

(ГМ-КСФ), активный центр, синтетический пептид, цитокины. 
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Objective. Set the nature of the effect of synthetic peptide of the active center of 

granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) ZP-2 secretion cytokines by 

human peripheral blood neutrophils. 

Materials and methods.The objects of the study were neutrophils peripheral blood 10 

donors, obtained by gradient centrifugation of blood plasma on a double gradient ficoll-

verografin 1,075-1,093. In experiments using a prototype of a synthetic peptide of the active 

center of the GM-CSF - ZP2 (chemical formul: THR NLE NLE ALA SER HIS TYR LYS GLN 

HIS CYS PRO), the resulting solid-phase method on a synthesizer «Applied Biosystems 430A». 

The effect of this peptide (concentration of 20 µg/ml) on the release of cytokines was determined 

in the device Macpix-100 (USA), using a multiplexed sets of BioRad (USA) to determine the 17 

cytokines (G-CSF, GM-CSF, IL-10, IL-12p70, INF-γ, IL-13, IL-17A, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, 

IL-6, IL-7, TNF-α, IL-8, MCP-1, MIP-1β ) in supernatants cells after 1 hour incubation with 

neutrophils, the control of neutrophil supernatant were incubated in medium without drug. 

Results. A synthetic peptide of the active site of the GM-CSF – ZP2 with incubate to 

neutrophils induced increased secretion of the following cytokines: G-CSF, GM-CSF, IL-12p70, 

INF-γ, IL-17A, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-7, TNF-α, IL-8, MIP-1β, with the most pronounced 

increased secretion were detected for 5 cytokine- IL-17A, IL-1β, IL-6, IL-8, MIP-1β.  

Conclusion. A synthetic peptide of the active center of the GM-CSF – ZP2 has on the 

secretion of cytokines by neutrophils pronounced effect, and the more pronounced the effect 

observed on the secretion of cytokines 4 - IL-1β, IL-6, IL-8, MIP-1β.  

Keywords: granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), the active 

center, synthetic peptide, cytokines. 

 

Введение 

Любые повреждения тканей макроорганизма сопровождаются воспали-

тельной реакцией с выработкой клетками иммунной системы различных ци-

токинов, выполняющих регуляторную функцию [1].  

Одним из таких цитокинов является гранулоцитарно-макрофагальный 

колониестимулирующий фактор (ГМ-КСФ), состоящий из 127 аминокислот 

и стимулирующий костномозговое кроветворение, в частности рост и диф-

ференцировку гемопоэтических клеток таких линий, как гранулоциты, мак-

рофаги и эозинофилы [2]. В то же время результаты последующих исследо-

ваний биологических эффектов активного центра ГМ-КСФ и его синтетиче-

ских аналогов показали, что эти соединения обладают плейотропным дейст-



Бюллетень Оренбургского научного центра УрО РАН (электронный журнал), 2015, №4  

3 
 

вием, проявляя помимо основной функции иммуномодулирующую, репара-

ционную и антибактериальную активность [3-6], что определяет перспектив-

ность их использования в качестве основы при создании новых лекарствен-

ных препаратов для клинической практики [7].  

Особый интерес привлекают синтетические пептиды активного центра 

ГМ-КСФ, в частности ZP2 (химическая формула – THR NLE NLE ALA SER 

HIS TYR LYS GLN HIS CYS PRO), который обладает относительно высокой 

активностью во всем спектре указанных биологических эффектов [4, 5]. Вме-

сте с тем пока отсутствуют данные об особенностях влияния этого синтети-

ческого пептида на секрецию цитокинов различными клетками иммунной 

системы и, в частности, нейтрофилами.   

В этой связи целью настоящего исследования явился анализ характера 

влияния синтетического пептида активного центра ГМ-КСФ – ZP2 на секре-

цию цитокинов нейтрофилами человека in vitro. 

Материалы и методы 

Объектами исследования были нейтрофилы периферической крови 10 

доноров, полученных путем градиентного центрифугирования плазмы крови 

на двойном градиенте фиколл-верографин плотностью 1,093-1,075. Все про-

цедуры осуществляются в силиконированной или пластиковой посуде. Ве-

нозная кровь, взятая в вакуумные пробирки для взятия венозной крови с ли-

тий-гепарином [8, 9], смешивается с 6% раствором декстрана Т-500 (на изо-

тоническом растворе хлорида натрия) в соотношении 10:1. Далее кровь от-

стаивается при температуре 37С в течение 40 минут. Плазма с лейкоцитами 

осторожно наслаивается на двухфазный градиент плотности фиколла-

верографина. Плотность нижнего слоя 1,093-1,095, верхнего – 1,075-1,077; 

объем – 1,5 мл. Недопустимо перемешивание плазмы с градиентом и слоев 

между собой. Плазма с градиентами центрифугируется при 1500 об./мин в 

течение 40 минут. По окончании центрифугирования на интерфазе между 

плазмой и верхним градиентом располагается клеточное кольцо, содержащее 

15-20% моноцитов, 10-15% гранулоцитов и 65-75% лимфоцитов. Между гра-

диентами располагается клеточное кольцо на 98-100% состоящее из нейтро-

филов. Нижнее кольцо осторожно снимается пастеровской пипеткой, шпри-

цом с катетером для внутривенных инфузий или дозатором и переносится в 

другую пробирку. Клеточная взвесь отмывается от примеси градиентов пита-
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тельной средой 199. Для этого в пробирку с клетками добавляют 2,0 мл пита-

тельной среды 199 и центрифугируют при 1500 об./мин в течение 10 минут, 

после чего надосадочную жидкость сливают. Отмывку повторяют трижды. 

По окончании отмывания подсчитывается концентрация клеток в камере Го-

ряева и доводится питательной средой 199 до 510
6
кл/мл нейтрофилов. 

В экспериментах использовали опытный образец синтетического пеп-

тида активного центра ГМ-КСФ - ZP2 (химическая формула: THR NLE NLE 

ALA SER HIS TYR LYS GLN HIS CYS PRO), полученный твердофазным 

способом на синтезаторе «Applied Biosystems 430A».  

Влияние данного пептида (в конечной концентрации 20 мкг/мл) на сек-

рецию нейтрофилами цитокинов определяли на иммуноанализаторе MAGPIX-

100 (USA) с использованием системы мультиплексного анализа Bio-Plex ком-

пании Bio-Rad (USA) для определения 17 цитокинов (G-CSF, GM-CSF, IL-10, 

IL-12p70, INF-γ, IL-13, IL-17A, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,TNF-alfa, IL-8, 

MCP-1,MIP-1beta) в супернатантах клеток после 1 часа инкубации с нейтро-

филами; контролями 1 и 2 соответственно служили среда RPMI-1640 и среда 

RPMI-1640 с добавлением пептида в той же концентрации, а также суперна-

танты нейтрофилов, инкубированные в питательной среде без препарата (опыт 

1). Полученные результаты округляли до 0,1 пкг/мл.  

Полученные данные обработаны с помощью программы Statistica 10 

(StatSoft Inc., 2011) методами вариационной статистики с вычислением из 5 

измерений средней арифметической и ее ошибки (M±m). О достоверности 

отличий между контролем и опытом судили по критерию Стьюдента - t [10].  

Результаты и обсуждение 

Как видно из таблицы 1, использованная в опытах in vitro тест-система 

для выявления 17 цитокинов успешно работала по всей «цитокиновой линей-

ке», позволяя эффективно обнаруживать изменение содержания этих соеди-

нений в среде, в частности при их выделении неактивированными нейтрофи-

лами (контроль 2 против контроля 1), что относилось, прежде всего, к GM-

CSF, IL-12p70, IL-17A, IL-1β и IL-6, концентрация которых в супенатанте 

нейтрофилов превышала контрольный уровень (среда RPMI-1640) в 1,2-7,0 

раз (p<0,05-0,001), а главное – к таким цитокинам-лидерам, как IL-8 и MIP-

1β, кратность увеличения концентрации которых относительно контроля 1 

составила 23,9 и 36,7 раза соответственно (p<0,001).  
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Эти результаты, очевидно, указывают на то, что процедуры выделения, 

подготовки и хранения (инкубации) нейтрофилов периферической крови че-

ловека способны их активировать еще на этапе пробоподготовки.   

Таблица 1. Сравнительная характеристика содержания цитокинов в кон-

трольных и опытных пробах, в том числе при добавлении в среду 

синтетического пептида активного центра ГМ-КСФ – ZP2 (M±m) 

Цитокины Среда RPMI-1640 

 

(контроль 1) 

Среда RPMI-1640 

+ ZP2 

(опыт 1) 

Супернатант 

нейтрофилов 

(контроль 2) 

Супернатант 

нейтрофилов + ZP2 

(опыт 2) 

G-CSF  

пкг/мл 

16,2±1,5 

 

17,1±1,3 

 

19,3±1,6 

 

34,6±2,7 

p2<0,05 

GM-CSF 

пкг/мл 

210,2±6,2 

 

251,3±7,3 

p1<0,05 

250,3±5,6 

p1<0,05 

277,6±7,3 

p2<0,05 

IL-10 

пкг/мл 

32,2±2,6 38,1±3,2 35,4±3,4 42,3±4,3 

 

IL-12p70 

пкг/мл 

13,3±1,7 17,2±1,9 23,5±1,6 

p1<0,05 

60,5±4,2 

p1и p2<0,05 

INF-γ 

пкг/мл 

13,2±1,3 13,1±1,4 13,5±1,5 23,6±2,7 

p1и p2<0,05 

IL-13 

пкг/мл 

10,1±1,1 10,3±1,4 11,4±1,3 18,6±3,8 

 

IL-17A 

пкг/мл 

29,5±2,6 29,4±3,4 62,5±5,6 

p1<0,05 

337,8±11,8 

p1<0,001, p2<0,01 

IL-1β 

пкг/мл 

13,4±1,5 14,1±1,6 42,3±3,4 

p1<0,05 

287,5±16,8 

p1и p2<0,01 

IL-2 

пкг/мл 

35,5±3,5 35,3±3,8 38,4±4,5 49,2±6,8 

 

IL-4 

пкг/мл 

17,3±1,8 18,1±2,1 23,5±2,4 

 

53,5±5,9 

p1и p2<0,05 

IL-5 

пкг/мл 

9,1±1,1 9,4±1,5 9,5±1,3 12,7±2,3 

IL-6 

пкг/мл 

17,6±1,8 18,4±2,1 122,5±9,7 

p1<0,05 

1574,6±76,8 

p1и p2<0,001 

IL-7 

пкг/мл 

10,3±1,2 10,3±1,5 12,5±1,6 18,6±2,2 

p1и p2<0,05 

TNF-α  

пкг/мл 

15,3±1,8 15,4±1,6 16,2±1,9 67,7±6,7 

p1<0,05, p2<0,05 

IL-8 

пкг/мл 

13,4±2,3 14,4±2,2 320,9±14,5 

p1<0,01 

3541,7±211,4 

p1и p2<0,001 

MCP-1 

пкг/мл 

12,7±1,8 12,6±1,6 12,4±1,9 19,4±3,7 

 

MIP-1β  

пкг/мл 

40,7±4,8 40,2±4,9 1492,8±72,7 

p1<0,01 

12538,2±768,9 

p1и p2<0,001 

Примечание: р1 - достоверность различий по отношению к среде RPMI-1640 (контроль 1);  

 р2 - достоверность различий по отношению к супернатантам нейтрофилов 

(контроль 2). 
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Следует отметить, что тест-система оказалась «восприимчивой» к вне-

сению в среду RPMI-1640 синтетического пептида ZP2 (опыт 1) и фиксиро-

вала в пробах (по сравнению с контролем 1) незначительное (на 19,6%), но 

достоверное увеличение концентрации GM-CSF (251,3±7,3 против 210,2±6,2 

пкг/мл; p<0,05). В то же время уровень других цитокинов в этих пробах 

(опыт 1) существенно не отличался от контроля 1, который, фактически, от-

ражает минимальный уровень чувствительности самого метода и/или его по-

грешность (табл. 1). Эти данные, видимо, свидетельствуют о способности ис-

пользуемой тест-системы «улавливать» синтетический пептид активного цен-

тра ГМ-КСФ – ZP2 как гомолога самого цитокина, хотя, скорее всего, степень 

его связывания не велика из-за незначительного размера пептида ZP2. 

Принимая во внимание вышеописанные обстоятельства, наиболее аде-

кватным контролем при оценке влияния синтетического пептида активного 

центра ГМ-КСФ – ZP2 на продукцию/секрецию цитокинов нейтрофилами 

периферической крови человека (опыт) следует считать контроль 2 (суперна-

тант клеток), но при анализе реакции фагоцитов по GM-CSF необходимо 

учитывать его значения в опыте 1 (среда RPMI-1640+ZP2).  

Часовая инкубация нейтрофилов с синтетическим пептидом активного 

центра ГМ-КСФ – ZP2 приводила к повышению в супернатанте клеток 

(опыт) содержания всех изученных цитокинов (таблица). Это, безусловно, 

указывает на способность синтетического пептида ZP2 запускать «цитокино-

вый каскад» (одна из основных характеристик цитокинов), когда под влияни-

ем конкретного цитокина активируется продукция других цитокинов [11].  

Однако выявленный эффект повышения концентрации цитокинов в су-

пернатанте нейтрофилов при действии на клетки синтетического пептида ак-

тивного центра ГМ-КСФ – ZP2 имел разную степень выраженности и досто-

верно регистрировался только в отношении следующего спектра цитокинов: 

G-CSF, GM-CSF, IL-12p70, INF-γ, IL-17A, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-7,TNF-α, IL-8 и 

MIP-1β (табл. 2).  

Сразу оговоримся, что все цитокины, уровень которых в супенатанте 

достоверно повышался при инкубации нейтрофилов с синтетическим пепти-

дом ZP2, условно можно разделить на три подгруппы: 1 – цитокины, увели-

чение концентрации которых в опыте 2 не превышало 100% от контрольного 

уровня (т.е. кратность меньше 2,0); 2 – цитокины со средней степенью повы-

шения их уровня в опыте 2 относительно контроля 2 (кратность – от 2,0 до 
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5,0 раз) и 3 – цитокины с выраженной стимуляцией продукции/выброса после 

воздействия данного пептида на нейтрофилы (кратность > 5,0).  

Таблица 2. Достоверное влияние синтетического пептида активного          

центра ГМ-КСФ – ZP2 на секрецию цитокинов                        

нейтрофилами периферической крови человека (M±m) 

Цитокины 

(пкг/мл) 

Супернатант  

нейтрофилов 

(контроль 2) 

Супернатант 

нейтрофилов + ZP2  

(опыт 2) 

Кратность  

повышения уровня  

(опыт 2 / контроль 2) 

G-CSF  19,3±1,6 34,6±2,7; p<0,05 1,793 

GM-CSF 250,3±5,6 277,6±7,3; p<0,05 1,109 

IL-12p70 23,5±1,6 60,5±4,2; p<0,05 2,574 

INF-γ 13,5±1,5 23,6±2,7; p<0,05 1,748 

IL-17A 62,5±5,6 337,8±11,8; p<0,01 5,405 

IL-1β 42,3±3,4 287,5±16,8; p<0,01 6,797 

IL-4 23,5±2,4 53,5±5,9; p<0,05 2,277 

IL-6 122,5±9,7 1574,6±76,8; p<0,001 12,854 

IL-7 12,5±1,6 18,6±2,2; p<0,05 1,488 

TNF-α  16,2±1,9 67,7±6,7; p<0,05 4,179 

IL-8 320,9±14,5 3541,7±211,4; p<0,001 11,037 

MIP-1β 1492,8±72,7 12538,2±768,9; p<0,001 8,399 

Примечание: р - достоверность различий по отношению к контролю 2. 

 

Так, к первой подгруппе относились 4 цитокина – G-CSF, GM-CSF, 

INF-γ и IL-7, чей уровень в супернатанте нейтрофилов под действием синте-

тического пептида ZP2 повышался на 10,9-79,3% относительно контроля 2; 

во вторую подгруппу вошли три цитокина (IL-12p70, IL-4 и TNF-α), содер-

жание которых в опытных пробах увеличивалось в 2,3-4,2 в сравнении с кон-

трольным уровнем; а 3 подгруппу составили 5 цитокинов (IL-17A, IL-1β, IL-

6, IL-8 и MIP-1β), отреагировавших максимальным подъемом своего уровня в 

супернатантах нейтрофилов после инкубации с синтетическим пептидом ZP2 

– кратность составила 5,4-12,9 (табл. 2).  

Заключение  

Суммируя представленные данные, необходимо подчеркнуть несколь-
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ко ключевых моментов.  

Во-первых, предложенная нами модель оценки продукции цитокинов 

нейтрофилами в процессе часовой их инкубации с синтетическим пептидом 

активного центра ГМ-КСФ – ZP2 показала достаточно высокую ее эффек-

тивность. Выявлено, что в течение 1 часа нейтрофилы способны секретиро-

вать цитокины в достаточно широком спектре. Предложенная модель позво-

ляет не только оценивать секрецию различных цитокинов нейтрофилами, но 

и изучать возможные механизмы регуляции цитокиновой продукции этими 

клетками в условиях инкубиравания с различными биологически активными 

веществами, в том числе цитокинами и синтетическими пептидами их актив-

ных центров.  

Во-вторых, экспериментально установлено, что синтетический пептид 

активного центра ГМ-КСФ – ZP2 значительно усиливает секрецию нейтро-

филами всех изученных цитокинов, но достоверно – G-CSF, GM-CSF, IL-

12p70, INF-γ, IL-17A, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-7,TNF- α, IL-8, MIP-1β, которые по 

своей «реакции» на данный пептид можно условно разделить на три под-

группы: с низким, средним и высоким уровнем продукции. Это указывает на 

то, что синтетический пептид ZP2 ведет себя как полноценный цитокин, так 

как он способен запускать «цитокиновый каскад» (одна из основных харак-

теристик цитокинов), когда под влиянием конкретного цитокина активирует-

ся продукция других цитокинов [11]. 

В-третьих, при анализе результатов обнаружено, что в ответ на воздей-

ствие синтетического пептида активного центра ГМ-КСФ – ZP2 нейтрофилы 

повышали продукцию/выброс как факторов роста (G-CSF, GM-CSF), так 

провоспалительных (INF-γ, IL-17A, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-7,TNF-α) и противо-

воспалительных (IL-12p70) цитокинов, а также хемокинов (IL-8, MIP-1β), хо-

тя наиболее существенно (в 5,4-12,9 раза) усиливалась секреция 5 цитокинов 

– IL-17A, IL-1β, IL-6, IL-8 и MIP-1β, имеющих, как известно, непосредствен-

ное отношение к формированию воспалительной реакции в макроорганизме.  

Кроме того полученные данные свидетельствуют о том, что синтетиче-

ский пептид активного центра ГМ-КСФ – ZP2, помимо иммуностимулирую-

щего, антибактериального и репарационного действия [3-5], обладает спо-

собностью активировать регуляторные механизмы клеток периферической 

крови и, в частности, нейтрофилов. Это расширяет возможности применения 

лекарственных препаратов, создаваемых на его основе, для коррекции со-
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стояний, при которых нарушена функция секреции цитокинов.  

В то же время способность указанного пептида усиливать провоспали-

тельную цитокино-продукцию должна учитываться в тех ситуациях, когда 

активация данных механизмов является противопоказанием для назначения 

препаратов со сходным механизмом действия, или там, где при развитии па-

тологического процесса имеется выраженная секреция таких цитокинов, как 

IL-17A, IL-1β, IL-6, IL-8 и MIP-1β. 

(Работа выполнена по проектам ИИФ УрО РАН № 15-3-4-33 и ИКВС УрО РАН № 15-3-4-34 

в рамках Комплексной программы фундаментальных исследований УрО РАН) 
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