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Цель. Изучение роли олигопептидов β-субъединицы ХГ (LQGV, AQGV, VLPALP) 

в регуляции экспрессии индоламин-2,3-диоксигеназы (IDO) моноцитами человека в сис-

теме in vitro. 

Материалы и методы. Объектом исследования была периферическая кровь 

женщин репродуктивного возраста (n=7). Синтетические олигопептиды LQGV, AQGV, 

VLPALP применяли в терапевтической концентрации 20 мкг/мл. Полученную 

центрифугированием на градиенте плотности фиколл-верографина суспензию 

мононукеарных клеток (1х10
6
 кл/лунка) инкубировали 24 часа в полной питательной 

среде в присутствии пептидов, а также индукторов экспрессии IDO  -  IFN-γ или LPS. 

Затем методом проточной цитометрии оценивали уровень внутриклеточной экспрессии 

IDO в гейте моноцитов.  

Результаты. Олигопептиды (AQGV, LQGV) стимулировали LPS-индуцированную 

экспрессию IDO, но не влияли на IFN-γ-индуцированную экспрессию фермента. В то же 

время, олигопептид VLPALP оказывал стимулирующий эффект только на IFN-γ-

индуцированную экспрессию IDO.  

Заключение. В целом, олигопептиды β-субъединицы ХГ (LQGV, AQGV, VLPALP) 

повышают экспрессию IDO моноцитами, что можно интерпретировать как антимикроб-

ную активность клеток. Полученные данные открывают перспективы для применения 

олигопептидов (LQGV, AQGV, VLPALP) в клинической практике.  

Ключевые слова: регуляторные олигопептиды (LQGV, AQGV, VLPALP), индоламин-

2,3-диоксигеназа (IDO), моноциты, антимикробная активность, иммунная толерантность. 
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Objective. The role of oligopeptides (LQGV, AQGV, VLPALP), the components of the 

β-subunit of human chorionic gonadotropin (hCG), in the regulation of indolеamine-2,3-

dioxygenase (IDO) expression in human monocytes in vitro was studied.  

Materials and Methods.  The object of study was a peripheral blood of non-pregnant 

women of reproductive age (n = 7). Synthetic oligopeptides LQGV, AQGV, VLPALP used in a 

therapeutic concentration of 20 µg/ml. The resulting density gradient centrifugation on Ficoll - 

verografin mononuclear cell suspension (1x10
6
 cells/well) was incubated for 24 hours in 
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complete culture medium in the presence of IDO expression inducers - IFN-γ or LPS. 

Intracellular IDO expression in monocytes gate after incubation with the peptides was evaluated 

by flow cytometry. 

Results. It is elucidated, that oligopeptides (AQGV, LQGV, 20 µg/ml) stimulated LPS-

induced IDO expression, but had no effect on IFN-γ-induced expression of the enzyme. At the 

same time, the VLPALP oligopeptide (20 µg/ml) provided the stimulatory effect only on the 

IFN-γ-induced IDO expression. In total, hCG β-subunit oligopeptides enhance the IDO expres-

sion by monocytes, which eventually contributes to peripheral immune tolerance development.  

Conclusion. In general, hCG β-subunit oligopeptides (LQGV, AQGV, VLPALP) increase 

IDO expression by monocytes, what can be interpreted as the antimicrobial activity of the cells. 

The findings hold promise for use of oligopeptides (LQGV, AQGV, VLPALP) in clinical prac-

tice. 

Keywords: regulatory oligopeptides (LQGV, AQGV, VLPALP), indoleamine-2,3-

dioxygenase (IDO), monocytes, antimicrobial activity, immune tolerance.  

 

Введение 

Фрагменты функциональных белков формируют «пептидом» (по 

аналогии с «протеомом») и способны оказывать эффекты, аналогичные 

действию целой молекулы. Пептидный «фон», присутствующий во всех тка-

нях и традиционно воспринимаемый в качестве «обломков» функциональных 

белков, также выполняет свою функцию. «Теневые» пептиды формируют 

глобальную систему биорегуляции и гомеостаза, возможно, более древнюю, 

чем эндокринная и нервная системы. Вероятно, это древний эволюционный 

механизм, который важно изучать как с фундаментальных позиций, так и с 

целью использования его терапевтического потенциала. Показано, что ос-

новными компонентами пептидома являются фрагменты функциональных 

белков, некоторые из которых способны проявлять эффекты, аналогичные 

действию гормонов и нейромедиаторов. Терминологически, ряд авторов 

предлагают изучение структуры и функций совокупности молекулярных 

фрагментов называть фрагменторикой [1].  

Особый интерес представляют иммуномодулирующие эффекты пеп-

тидных фрагментов, и в этом плане довольно подробно изучены пептиды ак-

тивного центра гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего 

фактора (ГМ-КСФ) [2, 3]. Кроме того, известно, что пептидные фрагменты 

онкофетальных белков – альфа-фетопротеина (АФП 14-20, EMTPVNPG) [4] и 

трофобластического 1-гликопротеина (PYECE, PYQCE, LYVCS и LYACS) 

[5] также обладают иммуномодулирующими свойствами. Однако наиболее 

изучены пептидные фрагменты хорионического гонадотропина (ХГ), 

который также относится к онкофетальным белкам и рассматривается в каче-
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стве модельной молекулы для поиска регуляторных пептидов, применимых в 

клинической практике. 

 Известно, что ХГ-подобные олигопептиды (из 3-7 аминокислот), 

структура которых аналогична таковой 2 петли -субъединицы ХГ (рис.1), 

могут блокировать воспаление, манифестацию диабета I типа, почечную не-

достаточность и рост опухолей [6]. Один из олигопептидов (AQGV) нейтра-

лизует последствия экспериментальной лучевой болезни у мышей [6]. Не-

давно показано, что введение -субъединицы ХГ (или ее синтетических оли-

гопептидов) в критических состояниях, индуцированных присутствием 

большого количества липополисахаридов (LPS), способно останавливать 

воспалительные реакции [7, 8].  

 

Рис.1. Структура –субъединицы ХГ.  
Примечание: Показана аминокислотная последовательность второй петли -
субъединицы. Стрелки указывают на преференциальные сайты расщепления в 

петле 2 (41-57), красными стрелками выделены исследуемые в работе пептиды 

[Адаптировано из 12, 14] 

 

Известен вклад ХГ-подобных олигопептидов (LQGV, AQGV, LAGV) в 

воспалительный процесс, индуцированный LPS на мышиной модели [7]. По-

мимо этого, показано, что LQGV способствует выживанию после прорыва 

аппендикса в экспериментальной модели на мышах и стабилизации в период 
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острого воспалительного ответа, который осуществляется через NF-κB-

зависимый механизм. Авторы полагают, что LQGV может быть полезен в ле-

чении полимикробного сепсиса [8]. Эти же авторы показали, что LQGV реду-

цирует геморрагический и LPS-индуцируемый системный воспалительный от-

вет, а LQGV стимулирует продукцию кортикостерона и in vivo супрессирует 

TLR-4-опосредованное воспаление [9]. Одним из продуктов распада ХГ явля-

ется NMPF (натуральный модулирующий беременность фактор), который 

после введения высокой дозы LPS мышам ингибирует у них развитие септи-

ческого шока [10].  

В целом, очевидно, что применение синтетических олигопептидов, го-

мологичных второй петле β-субъединицы ХГ, способно модулировать воспа-

лительные реакции как in vitro, так и in vivo. С позиции терапевтического по-

тенциала, наиболее эффективны олигопептиды LQGV, AQGV и VLPALP, ко-

торые успешно работают в моделях на животных, оказывая противовоспали-

тельные эффекты [11, 12]. Ранее нами продемонстрированы иммуномодули-

рующие эффекты LQGV, AQGV и VLPALP на уровне регуляторных субпо-

пуляций Т-лимфоцитов: было установлено, что олигопептиды усиливают 

дифференцировку CD4
+
-клеток в функционально активные Т-регуляторные 

лимфоциты (Treg, FOXP3
+
CTLA-4

+
) [13].  

Экспрессия индоламин-2,3-диоксигеназы (indoleamine-2,3-dioxygenase, 

IDO) является одним из ключевых факторов, формирующих иммунную толе-

рантность [15]. IDO представляет собой фермент, который катаболизирует L-

триптофан по кинурениновому пути и тем самым способствует супрессии Т-

клеточного звена иммунитета из-за образования токсичных для них продук-

тов катаболизма [16]. В последнее время интерес к IDO связан с обнаружени-

ем ее новой роли в качестве фактора антимикробной защиты клетки. Извест-

но, что активация IDO является важным внутриклеточным механизмом за-

щиты от ряда патогенов, в частности, C. trachomatis, S. typhimurium, L. 

monocytogenes и др., посредством лишения их L-триптофана, а также за счет 

прямой антимикробной активности кинурениновых метаболитов [17].  

Таким образом, представлялось важным оценить эффекты регулятор-

ных пептидов β-субъединицы ХГ на экспрессию IDO, которая связана с ан-

тимикробной активностью иммунокомпетентных клеток. 

Цель настоящего исследования состояла в изучении роли олигопепти-
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дов β-субъединицы ХГ (LQGV, AQGV, VLPALP) в регуляции экспрессии 

индоламин-2,3-диоксигеназы (IDO) моноцитами человека в системе in vitro. 

Материалы и методы  

Экспериментальная работа проводилось согласно Хельсинской Декла-

рации ВМА 2000 г. и протоколу Конвенции Совета Европы о правах челове-

ка и биомедицине 1999 г. Исследовали периферическую кровь небеременных 

женщин репродуктивного возраста (n=7). Суспензию мононуклеаров получа-

ли центрифугированием в градиенте плотности фиколл-верографина (1.077 

г/см
3
). Для индукции экспрессии IDO в культуры вносили липополисахарид 

(LPS) (100 нг/мл, «Sigma», США) или интерферон-γ (IFN-γ) (10 нг/мл, «Век-

тор Бест», Россия) [18]. Синтетические олигопептиды (LQGV, AQGV, 

VLPALP (синтез ООО «Научно-исследовательская лаборатория АТГ Сервис 

ген», г. С.-Петербург)) применяли в терапевтической концентрации 20 

мкг/мл. Характеристика пептидов представлена в табл.1. В контрольные про-

бы вместо гормона и олигопептидов добавляли равный объем ППС. 

Таблица 1. Состав и свойства синтетических олигопептидов  

 Примечание: * - аланин-замещенный вариант LQGV. 

Далее полученную суспензию мононуклеаров инкубировали с олиго-

пептидами в плоскодонном 96-луночном планшете (1 × 10
6
/мл) в полной пи-

тательной среде (ППС): RPMI-1640 с 10% ЭТС («Sigma», США), 10 мМ 

Hepes («ICN Рharmaceuticals», США), 2 мМ L-глутамина («ICN 

Рharmaceuticals») и 100 мкг/мл гентамицина («KRKA», Словения) – в течение 

24 ч при 37
0
С и 5% СО2.  

Окрашивание клеток антителами осуществляли согласно методике 

производителя моноклональных антител (FITC anti-human CD14, clone 

HCD14 «BioLegend», США, PE anti-human IDO, clone eyedio «eBioscience», 

США). Окрашивание на IDO осуществляли после пермеабилизации клеток 

Состав  

синтетического 

олигопептида 

Mr 

(молекулярная 

масса) 

pI 

(изоэлектрическая 

точка) 

GRAVY 

(индекс гидро-

фобности) 

LQGV (1мкг/мл) 415,49 5,52 1,025 

AQGV* (1мкг/мл) 373,41 5,57 0,525 

VLPALP (1 мкг/мл) 608,7 5,49 1,733 
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(буфер «BioLegend», США). Учитывая, что присутствие LPS и IFN-ɣ может 

модулировать экспрессию молекулы CD14 на моноцитах и макрофагах [19], 

окрашивание моноклональными антителами к данному маркеру проводили 

только для подтверждения положения на графике светорассеяния моноци-

тарного гейта и контроля выделения из периферической крови достаточного 

количества моноцитов (рис.2 ).  

 

Рис. 2.  Гейтирование моноцитов в культуре мононуклеарных клеток 

для оценки экспрессии IDO. 
               Примечание: по оси ординат – прямое светорассеяние клеток (FSC); 

по оси абсцисс – боковое светорассеяние клеток (SSC). 

 

Рис. 3. Влияние VPALP (20 мкг/мл) на экспрессию IDO на примере 

одного эксперимента. 

              Примечание: по оси ординат –флуоресценция по каналу светорассеяния FL2 

(IDO-PE), по оси абсцисс –число клеток (Count). 

 

Контроль, 

6,42 % 

IDO
+
 -

клеток 

VLPALP, 

26,5 % 

IDO
+
 -

клеток 
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Фенотип клеток оценивали методом проточной цитометрии на цитоф-

люориметре (FACSCalibur «Becton Dickinson», США). Полученные данные 

обрабатывали в «Kaluza Flow Cytometry Analysis v.1.2». Результаты пред-

ставляли в виде процента экспрессирующих IDO клеток (IDO-позитивных) 

внутри гейта моноцитов, в качестве примера обработки данных приведены 

гистограммы одного эксперимента (рис. 3).  

Экспериментальные данные обрабатывали при помощи вариационной 

статистики. Для переменных, представляющих анализируемую выборку, вы-

числялись арифметическое среднее и ошибка вычисления среднего (М±m). 

Для статистической проверки на соответствие закону нормального распреде-

ления применяли критерий Шапиро-Уилка. О достоверности межгрупповых 

различий судили с помощью непараметрического u-критерия Манна-Уитни. 

Проверка статистических гипотез осуществлялась при критическом уровне 

значимости Р≤0,05. Расчеты проводились в Statistica 8.0. 

Результаты и обсуждение 

При оценке олигопептидов на активность IDO использовали индукторы 

(LPS и IFN-γ), поскольку спонтанный уровень экспрессии этого фермента 

крайне низок [20].  

Установлено, что олигопептиды β-субъединицы ХГ (AQGV, LQGV) 

стимулируют экспрессию LPS-индуцированной IDO (рис. 4а). Именно эти 

пептиды стимулировали LPS-индуцированную ферментативную активность 

IDO, оцениваемую спектрофотометрически по уровню кинуренина в услови-

ях кратковременного культивирования моноцитов [21]. В то же время не вы-

явлено достоверного эффекта олигопептида VLPALP на LPS-индуциро-

ванную экспрессию IDO.  

В отношении IFN-γ-индуцированных проб показано, что олигопептид 

VLPALP оказывал стимулирующий эффект на экспрессию IDO, в то время 

как AQGV и LQGV не влияли на исследуемый показатель (рис. 4б).  

Известно, что стимуляция клеток IFN-γ запускает STAT1-зависимый 

путь экспрессии IDO, активирующий транскрипционный фактор ISRE (inter-

feron-stimulated response element), инициирующий транскрипцию мРНК IDO 

[22]. 
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а) 

 

 

 

 

 

 

 

 

б) 

 

 

 

 

Рис. 2 

 

 

 

 

 

Рис. 4. Влияние олигопептидов β-субъединицы ХГ на экспрессию IDO.  

Примечание: а) в условиях индукции LPS; б) в условиях индукции IFN-ɣ; по 

оси абсцисс – экспериментальное воздействие; по оси ординат – процент 

моноцитов, экспрессирующих IDO; * - p < 0.05 по u-критерию Манна-

Уитни по отношению к контролю (белые столбики, n=7). 

 

Относительно недавно стало известно, что один из двух индентифици-

рованных IFN-γ-активированных сайтов (GAS), ранее ассоциировавшийся с 

IFN-α-индуцибельными генами, все же вовлекается в IFN-γ-зависимую ин-

дукцию IDO (рис. 5). Второй путь индукции IDO реализуется через сигналь-

ный путь с TLR, через MyD88-зависимые и MyD88-независимые трансдук-

ционные пути (рис. 5), что в итоге превращает неактивную IDO в биологиче-

ски активный фермент [23].  
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Рис. 5. Возможные механизмы регуляции экспрессии IDO в стимулирован-

ных моноцитах под действием пептидов (LQGV, AQGV, VLPALP).  

              Примечание: CD14 –маркерный белок моноцитов, связывающий LPS; TLR – toll-

like receptor, (MyD88 (Myeloid differentiation Marker 88) – адаптерный белок, ко-

активатор сигнала с TLR; TIRAP, TRAM – адаптерные белки, TRIF - адаптерный 

белок, участвующий в индукции IRF3; MD2 – белок, участвующий в трансдукции 

с TLR4; TAK1 – цитозольная серин/треониновая протеинкиназа семейства 

MAP3K, ERK1/2 - MAP-киназа, р38 - MAP – киназа, JNK - c-Jun-NH2-

терминальная протеинкиназа AP-1 – транскрипционный фактор, IFGR – рецеп-

тор для IFN-, JAK1/JAK2 – янус-киназы, STAT1/2, IRF-9 (Interferon regulatory fac-

tor 9) – транскрипционный фактор; ISGF-3, ISRE – транскрипционные факторы. 

MAPK – митоген-активированные киназы. 

 

 

http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A6%D0%B8%D1%82%D0%BE%D0%BF%D0%BB%D0%B0%D0%B7%D0%BC%D0%B0
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%82%D0%B5%D0%B8%D0%BD%D0%BA%D0%B8%D0%BD%D0%B0%D0%B7%D0%B0
http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=MAP3K&action=edit&redlink=1
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Предположительно, в этот процесс вовлекается транскрипционный 

фактор AP-1 [24]. Присутствие провоспалительных цитокинов дополнитель-

но усиливает экспрессию IDO, инициируя синтез IFNγR через транскрипци-

онный фактор NF-kB [24].    

Исследуемые нами олигопептиды, вероятно, модулируют разные внут-

риклеточные пути и каскадные ферментные системы: VLPALP стимулирует 

трансдукционный путь с участием STAT1/ISRE, а AQGV и LQGV влияют на 

трансдукцию с TLR. По-видимому, это можно объяснить разной гидрофоб-

ностью олигопептидов, в частности у VLPALP она значительно выше, чем у 

AQGV и LQGV (табл. 1). Помимо этого короткие олигопептиды способны 

проникать в клетки и непосредственно взаимодействовать с транскрипцион-

ными факторами [25]. Фактически, LQGV, AQGV и VLPALP, интернализу-

ясь при помощи эндоцитоза, могут модулировать экспрессию IDO в моноци-

тах как непосредственно, так и вовлекая разные ферментные каскады.  

Заключение 

Таким образом, нами установлено, что олигопептиды β-субъединицы 

ХГ (LQGV, AQGV, VLPALP), повышают экспрессию IDO моноцитами. Ре-

гуляция активности IDO как фактора иммунной толерантности, в свою оче-

редь, имеет значение в процессах канцерогенеза, отторжении трансплантата 

и в патогенезе аутоиммунных заболеваний. Учитывая имеющуюся информа-

цию об эффективности этих пептидов в терапии полимикробного сепсиса, 

можно предположить, что активация IDO в клетках моноцитарно-макро-

фагального ряда может быть причастна к купированию данного процесса.  

Вместе с тем необходимо отметить, что соотношение концентраций L-

триптофана во внутриклеточной и внеклеточной среде контролируется не 

только его метаболическими превращениями, связанными с активностью 

IDO, но и специфическими мембранными транспортными системами. Важно 

понимать, что увеличение экспрессии IDO не обязательно будет сопровож-

даться повышением уровня токсичных кинурениновых метаболитов и сни-

жением уровня L-триптофана. В частности, L. Zhu с соавт. [26] показали спо-

собность аутореактивных Т-лимфоцитов депонировать L-триптофан благо-

даря возрастанию активности триптофанил-tRNA-синтазы, что изменяет ха-

рактер метаболизма и делает клетки резистентными к сверхиндукции IDO (и 

депривации триптофана). Кроме того, ранее нами выявлен стимулирующий 
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эффект олигопептидов (LQGV, AQGV, VLPALP) на уровень кинуренина в 

условиях кратковременной инкубации [21], что в совокупности позволяет 

сделать вывод о возможности вышеназванных пептидов в полной мере инду-

цировать моноцитарную IDO как на уровне экспрессии, так и на уровне ее 

функциональной активности.  

В целом, олигопептиды β-субъединицы ХГ (LQGV, AQGV, VLPALP) 

повышают экспрессию IDO моноцитами, что можно интерпретировать как 

активацию антимикробной активности фагоцитарных клеток. Полученные 

данные открывают перспективы для применения олигопептидов (LQGV, 

AQGV, VLPALP) в клинической практике.  

(Исследование поддержано грантом РФФИ 13-04-96024 а-урал) 
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