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ИНГИБИРУЮЩИЙ ЭФФЕКТ АНТАГОНИСТОВ РЕЦЕПТОРА P2X7  
НА ПРОДУКЦИЮ ИНТЕРЛЕЙКИНА-8  

МАКРОФАГАМИ ЧЕЛОВЕКА В ОТВЕТ НА ДЕЙСТВИЕ  
НЕЙТРОФИЛЬНЫХ α-ДЕФЕНЗИНОВ
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Миелоидные α-дефензины  – мультифункциональные катионные пептиды системы врожденного иммуните-
та – играют важную роль в инфекционно-воспалительной патологии человека. Ранее нами было показано участие 
HNP 1–3 (human neutrophil peptides 1–3) в регуляции воспаления за счет стимуляции экспрессии ряда цитокинов, 
в том числе хемокина интерлейкина-8 (ИЛ-8, CXCL8), в моноцитах крови и других клетках человека, однако меха-
низмы подобных эффектов HNP изучены недостаточно. При помощи антагонистов рецептора P2X7 – ингибиторов 
PPADS и KN-62 – показано эффективное подавление продукции ИЛ-8 в ответ на действие HNP в культуре макро-
фагов человека, в то время как вызванная фактором некроза опухолей-α продукция ИЛ-8 практически не инги-
бировалась KN-62. Данные указывают на возможное вовлечение пуринергического рецептора P2X7 в клеточные 
ответы макрофагов при стимуляции миелоидными дефензинами и могут быть полезны для понимания механизмов 
участия НNР в воспалении в норме и при патологии, а также совершенствования методов диагностики и лечения 
дефензин-ассоциированных заболеваний.
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Myeloid α-defensins are multifunctional cationic peptides of innate immune system that play an important role in 
infection, inflammation and human disease. We previously showed participation of HNP 1–3 (human neutrophil peptides 
1–3) in regulation of inflammation by stimulation of monocytes and non-monocytic cells to express some cytokines, 
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i. e. сhemokine interleukin-8 (IL-8, CXCL8), in response to HNP, but mechanisms of this induction retained unclear. 
Using P2X7 receptor antagonists PPADS and KN-62 an effective inhibition of HNP-dependent IL-8 induction in cultures 
of human macrophages was shown. In contrast to the effect of P2X7 antagonists on, TNFα-induced IL-8 induction 
was resistant to the action of KN-62. The data suggest the possible involvement of purinergic P2X7 receptor in cell 
effects of macrophages mediated by neutrophil-released HNP. Our data are useful for understanding of a role of НNР in 
inflammatory responses and pathological events, as well as for development of tools for neutralization of HNP-mediated 
detrimental cell effects and improving of diagnostic and therapy methods for HNP-dependent pathologies.
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Введение
Полиморфно-ядерные нейтрофильные гранулоциты (далее – ПМН) преобладают среди лейкоцитов 

крови и являются важнейшим элементом врожденного иммунитета. В азурофильных гранулах ПМН 
человека присутствуют в основном α-дефензины (human neutrophil peptides, HNP-1, -2, -3, -4), эффек-
тивно нейтрализующие любые инфекционные агенты внутри фаголизосомы, а  также экстраклеточ-
но, после дегрануляции ПМН, чаще всего в ответ на наиболее значимый для ПМН хемотаксический 
и активирующий стимул – α-хемокин интерлейкин-8 (ИЛ-8) [1–3]. Мощные катионные микробициды 
HNP могут накапливаться в высоких концентрациях, которые многократно повышаются локально при 
инфильтрации нейтрофилами тканей в очаге инфекции [1–3]. При этом нередко реализуются не только 
полезные эффекторные функции дефензинов, но и патофизиологические явления, приводящие к раз-
витию патологии с их участием [4 – 8].

Роль HNP как эндогенного антибиотика особенно важна в инфекционной патологии человека. Свои функ-
ции α-дефензины выполняют также в барьерных эпителиальных тканях и физиологических жидкостях, 
где отмечается накопление HNP при развитии патологии (например, в бронхоальвеолярной жидкости па-
циентов с воспалительными заболеваниями легких различного генеза). Генетические дефекты, связанные 
с нарушениями экспрессии и регуляции HNP, часто выступают причиной иммунодефицитных состояний. 
С гиперпродукцией HNP могут быть связаны заболевания кожи, аллергические состояния, онкологиче-
ские изменения [2– 6]. В силу катионности α-дефензины могут оказаться губительными для эукариоти-
ческих клеток при отсутствии защитных белковых факторов организма, обладают исключительной спо- 
собностью сорбироваться на белках и клетках и долго сохраняются в тканях даже после гибели коротко- 
живущих ПМН в очаге инфильтрации, вызывая разнообразные физиологические эффекты [8; 9]. Вну-
трисосудистую активацию и дегрануляцию ПМН рассматривают как механизм, приводящий к развитию 
системного воспалительного ответа, септического шока и мультиорганной дисфункции при генерализи-
рованных гнойно-воспалительных заболеваниях, осложнениях после тяжелых травм, ожогов и т. д. [5–7].

В предыдущих исследованиях [9 –12] нами было показано участие HNP в регуляции воспаления за 
счет стимуляции экспрессии фактора некроза опухолей-α (ФНО-α (англ. tumor necrosis factor, TNF )), 
интерлейкина-1β (ИЛ-1β) и ИЛ-8 в моноцитах и цельной крови, а также в эпителиальных, эндотелиаль-
ных, почечно-эмбриональных и других клетках человека [11–13].

Таким образом, высокая концентрация HNP системно либо локально инициирует (усиливает) вос-
палительный ответ через индукцию ИЛ-8 в клетках различного тканевого происхождения, среди кото-
рых моноциты и макрофаги являются наиболее реактивными и потенциально мощными продуцентами 
провоспалительных цитокинов.

Многие катионные микробициды, в том числе HNP, вызывают в клетках моноцитарного ряда че-
ловека экспрессию хемокинов in vitro [14; 15]. В связи с этим возникает вопрос: отвечают ли сходные 
структурные домены этих катионных молекул за хемокиновую экспрессию и взаимодействуют ли они 
с теми же гипотетическими рецепторами на моноцитах /макрофагах?

Поскольку HNP может выступать стрессовым фактором для моноцитов, вызывая синтез цитокинов 
[8 –13], мы предположили участие механизма пуринергической передачи сигнала в реализации данных 
эффектов HNP. У макрофагов и дендритных клеток пуринергическая передача сигналов, сопровожда-
ющаяся мобилизацией внутриклеточного кальция, служит важным «сигналом опасности» при воспа-
лении, но вместе с тем может играть патофизиологическую роль [16; 17]. В пользу такой гипотезы го-
ворит факт подавления ингибиторами рецепторов P2X7 продукции интерлейкина-1β в супернатантах 
моноцитов крови человека в ответ на катионное производное кателицидина пептид LL-37 [15].

Рецепторы P1 и Р2 (семейств P1, P2Х и P2Y) являются функциональными рецепторами для экстра
клеточных нуклеотидов и участвуют в пуринергической передаче сигнала, важной для функционально-
го ответа на экстраклеточные стимулы [16; 17]. Семейство пуринорецепторов Р2Х (1–7) представляет 
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собой активируемые аденозинтрифосфатом (АТФ) катионные каналы, которые экспрессируются в том 
числе на макрофагах и клетках микроглии [17; 18]. Пуринорецептор P2Х7, кодируемый геном P2RX, 
функционирует как паттерн-распознающий рецептор при апоптозе и воспалении. Присоединение ли-
ганда в случае P2X7 влечет за собой активацию трансмембранных паннексиновых каналов, пропуска-
ющих ионы, АТФ и прочие малые молекулы из клетки, что может приводить к «кальциевым волнам» 
в цитоплазме и в конечном итоге к АТФ-зависимому лизису макрофагов. Активация Р2Х7-рецептора 
макрофагов ведет к быстрому созреванию и высвобождению ИЛ-1β. К антагонистам Р2Х7-рецепто-
ра относят пиридоксальфосфат-6-азофенил-2ʼ,4ʼ-дисульфоновую кислоту (РРАDS), аналог сурамина 
NF279, а также производное изохиномина КN-62 (антагонист Ca2+/кальмодулин-зависимой протеинки-
назы, или II СаМ-киназы), который считают неконкурентным антагонистом рецептора Р2Х7, и др. [18].

В настоящем исследовании изучено влияние ингибиторов рецептора Р2Х7 на HNP-индуцированную 
продукцию ИЛ-8 в клетках дифференцированных макрофагов человека.

Материалы и методы исследования
Очистка и тестирование препарата HNP 1–3. Дефензины были очищены из нейтрофилов здоровых 

доноров, как описано в [19]. Пептиды HNP 1–3 экстрагировали из пулированных азурофильных гранул 
и фракционировали методом гель-фильтрации с Bio-Gel P6 (Bio-Rad, США). Cодержащие HNP фракции 
подвергали высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на хромато-масс-спектрометре 
с  диодно-матричным детектором (Agilent1100, США) с  помощью колонки Zorbax C18 (Pharmacia). 
Элюирование проводили в линейном градиенте с использованием следующей системы: ацетонитрил 
(А), вода и 0,1 % трифторуксусной кислоты (ТФУ) (Б). Полученный препарат HNP растворяли в 0,01 % 
уксусной кислоте и хранили при – 20 °C до проведения анализа. В конечном препарате HNP с помо-
щью хромогенного LAL-теста (Hbt, Уден, Нидерланды) контролировали содержание липополисаха-
рида, которое не превышало 5 пг/мл в расчете на 100 мкг/мл пептидов. Приемлемый уровень чистоты 
препарата (>  98 %) подтверждали с помощью трицин-ДСН-электрофореза в полиакриламидном геле, 
гель-электрофореза для катионных белков и  матрично-активированной лазерной десорбции / иониза-
ции. Очищенный препарат HNP содержал смесь HNP1, -2 и -3 в соотношении 5 : 3 : 2 соответственно.

Протоколы выделения и культивирования клеток. Мононуклеары периферической крови чело-
века получали из гепаринизированной донорской крови по стандартной методике с помощью Ficoll/
Paque (Amersham). Нейтрофилы изолировали из гепаринизированной крови после седиментации эри-
троцитов на декстране с последующим градиентным центрифугированием клеток с использованием 
Ficoll/Paque [20]. Моноциты выделяли по протоколу СС-элютриации, как описано в [21].

Культуру макрофагов получали путем семидневного культивирования моноцитов крови (106 кл./мл) 
в планшетах (Nunc, Висбаден, ФРГ) в среде культивирования DMEM (Biochrom, Берлин, ФРГ), содер-
жащей 10 % фетальной бычьей сыворотки (ФБС) (Roche), 2 ммоль /л глутамина, 1 ммоль /л пирувата 
натрия, 100 ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина, с добавлением 100 нг/мл рекомбинантного 
макрофагального колониестимулирующего фактора (M-CSF) человека (R&D Systems, Висбаден, ФРГ). 
Чистоту зрелых макрофагов по истечении периода культивирования подтверждали проточной цито
флюориметрией после иммуноцитохимической окраски поверхностных маркеров CD1a, CD14, CD83 
и CD209, как описано в [22].

Стимулирование макрофагов. Для проведения in vitro cтимуляции и ингибирования продукции 
ИЛ-8 дифференцированные макрофаги переносили в  96-луночные планшеты для культуры клеток 
(Nunc) в  объеме 0,1  мл на лунку в  среде RPMI-160, содержащей 5  % ФБС. Макрофаги (105 кл./мл) 
культивировали в  течение 30 мин в  присутствии 100  мкмоль /л PPADS, 300  нмоль /л KN-62 (Sigma-
Aldrich, Сент-Луис, США) либо без них. Затем клетки стимулировали нейтрофильными дефензинами 
HNP (30 мкмоль /л) или рекомбинантным TNFα (PeproTech, Роки Хилл, США) в концентрации 5 нг/мл.  
Культивирование продолжали при температуре 37  °C во влажной атмосфере с 5 % CO2. Клеточные 
супернатанты собирали и центрифугировали. Уровень продуцируемого ИЛ-8 тестировали методом им-
муноферментного анализа (ИФА).

Жизнеспособность клеток определяли с помощью анализа UptiBlue (Interchim, Монлюсон, Фран-
ция) согласно рекомендациям производителя либо стандартным методом исключения трипанового си-
него.

ИФА. Содержание ИЛ-8 в супернатантах культур стимулированных клеток выявляли с помощью 
собственного ИФА на основе моноклональных антител (МКА) 4C и биотинилированного МКА 3A, как 
описано в [23], с ИЛ-8 человека (PeproTech) в качестве стандартного белка. Количество HNP определя-
ли методом «сэндвич»-ИФА, используя анти-HNP антитела, как описано в [24], с нативными очищен-
ными HNP 1–3 (Hbt) в качестве стандартных пептидов.
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Статистический анализ. Рассчитывали средние значения и стандартные отклонения уровня ИЛ-8 
(Mean ± SE), измеренные трехкратно в супернатантах стимулированных клеток в культурах in vitro. 
Определения повторяли не менее чем в трех независимых экспериментах. Статистический анализ про-
водили с помощью t-критерия Стьюдента (при p < 0,05 различия считали значимыми).

Результаты исследования и их обсуждение
Нейтрофильные дефензины способны индуцировать синтез ИЛ-8 в культуре моноцитов крови че-

ловека, что было показано ранее в  [7–11]. Мы предположили, что в культуре макрофагов, дифферен-
цированных in vitro из моноцитов в присутствии М-CSF, HNP также вызовут синтез ИЛ-8, причем за-
кономерности и механизмы данного эффекта HNP должны быть общими как для моноцитов, так и для 
макрофагов. В экспериментах в клеточных культурах макрофагов HNP эффективно индуцировали про-
дукцию ИЛ-8 с тем же профилем индукции. Обнаружена чувствительность синтеза ИЛ-8 к ингибирова-
нию фосфорилирования и активации митоген-активированных протеинкиназ (MAP-киназ), экстракле-
точной сигнал-регулируемой киназы 1/2 (ERK1/2) и p38 в клетках макрофагов в ответ на HNP (данные не 
представлены). Полученные результаты свидетельствуют о том, что продукция ИЛ-8 опосредована акти-
вацией клеточных рецепторов, прямо либо косвенно связанных с передачей сигнала через MAP-киназы.

В качестве наиболее вероятного кандидата на роль «HNP-рецептора», опосредующего продукцию 
ИЛ-8 в клетках моноцитарно-макрофагального ряда, в настоящем исследовании выступал пуринерги-
ческий рецептор P2X7. 

На рисунке показано, что антагонисты рецептора P2X7 – ингибиторы PPADS и KN-62 – эффектив-
но подавляли индукцию ИЛ-8 в ответ на действие HNP (более чем на 50 %; p < 0,05) на уровне белка 
в культуре стимулированных макрофагов.

Индукция ИЛ-8 в ответ на лиганд рецептора P2X7 (2ʼ-3ʼ-O-(4-бензоил-бензоил)-ATФ) также эффек-
тивно подавлялась в присутствии антагонистов (результаты не представлены).

В то же время продукция ИЛ-8 в ответ на ФНО-α в контрольном варианте теста была практически 
неизменной в присутствии ингибитора KN-62 и снизилась наполовину под действием PPADS.

Наши предварительные данные относительно активации MAP-киназ ERK1/2 и p38 в клетках мак
рофагов в ответ на HNP и полученные результаты ингибирования у макрофагов индуцированного HNP 
синтеза ИЛ-8 антагонистами рецептора P2X7 [25; 26] поддерживают гипотезу об участии рецептора 
P2X7 моноцитов / макрофагов в реализации описанных эффектов HNP.

Показано, что индукторами ИЛ-8 у клеток в целом и у моноцитов и макрофагов в особенности 
могут быть стрессовые факторы различной природы, к числу которых можно отнести и действие ка-
тионных пептидов на мембраны эукариотических клеток. Так, HNP могут выступать деструктивным 

Влияние антагонистов рецептора P2X7 (PPADS и KN-62) на продукцию ИЛ-8,  
индуцированную в культуре макрофагов человека (105 кл./мл) в присутствии 300 нмоль /л нейтрофильных  

α-дефензинов HNP 1–3 либо 5 нг/мл ФНО-α (контроль – варианты без внесения стимула)

Effects of P2X7 receptor antagonists PPADS and KN-62 on IL-8 production  
induced in the presence of 300 nmol / l neutrophil α-defensins HNP1-3 or 5 ng/ml TNF-α  
in a culture of human macrophages (105 cells/ml) (control – variants without stimulation)
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стрессовым фактором при неадекватной (чрезмерной или аномально локализованной) продукции де-
фензинов в тканях либо кровотоке и таким образом запускать патогенные реакции [8 –13], одним из 
механизмов реализации которых служит активация P2X7, с последующими патофизиологическими эф
фектами.

Изучение роли HNP при патологии и механизмов, лежащих в основе их действия на клетки челове-
ка, а также поиск мишеней для направленной коррекции связанных с HNP нарушений важны для совер-
шенствования методов диагностики и лечения дефензин-ассоциированных заболеваний человека, па-
тогенез которых связан с местным или системным воспалительным ответом. Способы направленного 
влияния на патологические реакции, в которые вовлечены HNP, позволят регулировать их аномальное 
накопление в опасных для собственных клеток концентрациях либо нейтрализовывать их патофизио-
логическую активность.
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