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Общая характеристика работы 
Актуальность проблемы В последнее время все большее значение приобретает изучение 

механизмов врожденного иммунитета животных, который обеспечивает защиту организмов 

на первых этапах взаимодействия с патогенами Важнейшими молекулярными 

компонентами системы врожденного иммунитета являются антимикробные пептиды (АМП) 

(Lehrer etal., 1993, Кокряков, 1999) Исследования АМП животных проводятся уже более 40 

лет, однако, видовой состав изученных организмов составляет весьма незначительную часть 

от общего числа известных видов (Zeya, Spilznagel, 1963, Ganzet al.,1985, Boman, 2000) 

Наиболее широко АМП изучены у представителей позвоночных животных (особенно 

млекопитающих), а так же у насекомых, гораздо меньше извест1ю об этих веществах у 

других групп беспозвоночных животных. 

Изучение защитных систем беспозвоночных важно с точки зрения сравнительной и 

эволюционной иммунологии, так как многие процессы из которых слагается сложнейший 

иммунный ответ у позвоночных животных (распознавание своего и несвоего, фагоцитоз, 

синтез гуморальных факторов), характерны и для беспозвоночных и нередко представлены у 

этих животных в более простой и доступной дпя анализа форме Д;1я понимания 

закономерностей эволюции эффекгорных механизмов врожденного иммунитета необходимо 

дальнейшее накопление знаний о структуре и функциональных свойствах АМП у разных 

видов живых организмов, причем особый интерес представляют исследования ключевых в 

эвалюционном плане групп животных. 

Выбор в качестве объекта исследований представителя класса многощстинковых червей 

(класс I'olychaela, тип Annelida) определялся тем, что, в соотяегствии с существующими 

представлениями, полихеты являются ключевой группой в эволюции трохофориых 

животных, давшей начало моллюскам и членистоногим, антимикробные пептиды которых 

изучены достаточно подробно Специальных же исследований АМП у представителей 

полихет ранее не проводилось. 

Поиск новых АМП важен не только с фундаментальной, но и с практической точки зрения 

Уже сейчас некоторые изученные антимикробные пептиды (протегрин-1, магейнин) проходят 

последние стадии клинических испытаний Кроме того, широкое изучение природных АМП 

может служить основой для синтеза производных, обладающих еще более действенным 

терапевтическим эффеюом 

Цель исследования Целью данной работы было выявление и изучение структурных и 

функциональных свойств антимикробных пептидов из целомоцитов пескохата Arenicola 
marina L. 

'^^ss^^ 
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Задачи исследования 

1. Поиск, выделение и очистка антимикробных пептидов; 

2 Изучение физико-химических свойств, определение первичной струк1уры обнаруженных 

пептидов, 

3. Изучение функциональных свойств выделенных пептидов, 

Научная новизна работъ!. В результате выполненной работы впервые были выявлены и 

комплексно изучены антимикробные пептиды целомоцитов пескожила Arenicola marina L. В 
процессе работы было идентифицировано и получено в чистом виде 11 катиомиых АМП. 

Среди выделенных АМП были подробно исследованы две изоформы новых антимикробных 

пептидов названных нами ареницинами, которые можно отнести к новому структурному 

семейству. 

Получены данные, характеризующие антимикробную (в частности, изучены некоторые 

аспекты механизма аитимикроб|юго действия) и гемолитическую активность арсницнна-! 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Цеяомоциты пескожила содержат набор катионных антимикробных пептидов. 

Из кис;|ых экстрактов целомоцитов выделено в чистом виде II ангимикроб1и>1х пснгидов 

Из них наибольший ингерсс предегавляют новые антимикробные пептиды арсницины, 

обладающие уникальной среди известных антимикробных пептидов стру1сгурой 

2 Ареницин-1 является антибиотическим агентом с широким спектром действия на 

микроорганизмы Его антимикробная активность стабильна в широком диапазоне условий 

По эффективности микробоцидного действия ареницин-1 сравним с самыми сильными 

пептидными антибиотиками (дефснсином кролика NP-1 и протсгрином PG-1) Как и у 

подавляющего большинства антимикробных пептидов бактерицидное действие арвницина-1 

определяется взаимодействием молекул пептида с цитоплазматической мембраной 

микробной клетки. 

Практическая значимость работы Антибиотические свойства ареницинов позволяют 

считать эти АМП псрсг1ектив)1ыми для разработки на их струк-1-урмой основе новых 

лекарственных препаратов, при этом небольшой размер молекул пептидов (21 аминокислота) 

облегчает процесс их химического синтеза. 

Апробация работы Материалы дисеертации были представлены на 1-й медико-

биологической конференции молодых ученых Санкт-Петербурга (СПб.,1997), на 

межгородской конференции для молодых ученых «Актуальные проблемы патофизиологии» 

(СПб , 1999), на Ш-й научной конференции с международным участием « Дни иммунологии 

в Санкт-Петербурге' 99» (СПб , 199'>), на конференции «Актуальные проблемы 

фундаментальнь1Х исследование тгЯИасти биологии и медицины», (СПб, 2000), на 

международНшГ K0Hc[)e|^gi(ii_,'Vt4t""« '̂'<^ial peptides" (Gordon Research Conference, Italy, 

,*••«'•' ' ; 
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Barga, 2003), на V научной сессии МБС Санкт-Петербургского Государственно! о 

Университета (СПб , 2004 г), на Объединенном Иммуноло! ическом Форуме (Екатеринбург, 

2004 г ), на 7-й научной кон|))еренцйи с международным участием «Эйлеровскис чтения» 

(Leonard Euler Symposium, St Petersburg State University, 2004). 

Публикации По материалам диссертации опубликовано 12 работ, из них 3 статьи в 

реферируемых журналах, I заявка на патент, 2 статьи в (,борниках научных работ, 6 тезисов 

Структура и объем рабо1Ъ1. Диссертационная работа сое гоит из введения, обзора литературы, 

описания материалов и методов, использованных в рабоге, результатов исследования, 

обсуждения, выводов и списка литературы, включающе! о 222 ссылки. Работа изложена на 

149 страницах машинописного текста и иллюстрирована 53 рисунками и 5 таблицами 

Материалы и методы исследования 
Исследования проводили на беломорских полихетах - пескожилах, Arenicola manna L 
Червой собирали в августе, после окончания сезона размножения, на верхней литорали в 

районе морской биологической станции СПбГУ (Чупинская губа Белого моря) 

Проводили цитохимический анализ целомоцитов как в интактном состоянии, гак и при 

индуцированном фагоцитозе. Фагоцитарную активность целомоцитов пескожила наблюдали 

при введении в целомическую полость взвеси зимозана 

Для получения целомоцитов в целомическую полость живогаого в районе гуловищпых 

сегментов вводили стерильную иглу для переливания крови и собирали целомическую 

жидкость в стерильные пробирки Целомоциты отделяли центрифугированием при 400 g в 

течении 10 мин и фиксировали 10% уксусной кислогой Полученную суспензию клеток 

центрифугировали при 2000 g в течении 1 часа, (+4 С) Супернагант (Эо) отбирали Осадок 

клеток разрушали гомогенизацией в 10% уксусной кислоте Процедуру экстракции 

повторяли 4-5 раз (Э1-Э5) Для обессоливания и концентрации экстракты подвергали 

ультрафильтрации через фильтр "Amicon" YM-1 (США). Дальнейшее раздслсиис_преларатов 

проводили с помощью препаративного электрофореза в ПААГ (Harwig et al., 1994) на 

приборе Bio-Rad, модель - AG501-X8 (США) Для получения высокоочищенных.препаратоо 

катионных антимикробных пептидов применяли обратно-фазовую вьюоко-эффективную 

жидкостную хроматографию (ОФВЭЖХ) (хроматограф Gold System (Вескхпап, США), 

колоноки Vydac С18, 5мкм, 250x4.1 мм или Zorbach CI8, 5мкм, 150x4.1 мм) В ходе работы 

использовали системы растворителей. 100% ацстонитрил - 0,1% ТФУ или 100% 

ацетонитрил - 0,13% ГФМК. 

На каждом этапе очистки производился электрофоретический анализ препарата в ПААГ в 

кислой буферной системе (Panyim.Chalkey, 1969) и в щелочной буферной системе в 

присутствии ДС-Na (Schugger, Von Jagow, 1987). 
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Молекулярную массу пептидов оценивали по результатам электрофореза в присутствии ДС-
Na (Weber, Osborn, 1969). Точную молекулярную массу устанавливали с помощью масс-
спекгрометричесиого анализа на MALD1-T0F масс-спекгрометре Voyager DE ("Perseptive 
Biosystem Inc ", Framingham, MA, США) на базе ЦКП фонда ТВН. 

Наличие дисульфидных связей в молекуле пептида устанавливали с помощью 
восстановления пептидов дитиотриетолом и последующего алкилирования 4-винил-
пиридином. Образцы анализировали на масс-спектрометре. 

Аминокислотные последовательности пептидов определяли методом автоматической 
дег-радации по Эдману. Секвенирование проводилось в Учебно-Научном Центре Института 
Биоорганической Химии им. М. М Шемякина и Ю А Овчинникова РАН на секвснаторе 
«491 Procisc» (РЕ Applied Biosystem, США). 
Анализ гомологии полученных аминокислотных последовательностей с имеющимися в 
мировых базах данных белковыми и пептидными последовательностями проводили с 
помощью поисковой системы BLAST(http//wwwncbi.nim nih gov/BLASTI 
Антимикробную активность экстрактов оценивали методом наложения геля после 
проведения ЭФ на чашку с культурой микроорганизма (Lehrer et al, 1991) Атимикробную 
активность проб на разных стадиях очистки оценивали методом радиальной диффузии в 
агарозном геле с культурой микроорганизма (Lehrer et al, 1991) В случае изучения влияния 
на активность пептидов различных условий среды в состав буфера для ниж14его геля (в 
норме 10 мМ натрий-фосфатный буфер, рН 7,4) вносились соответствующие изменения 
(вносили 100-300 тМ NaCI, изменяли рН буфера от 5,8 до 8, добавляли 1 мМ цитрат Na или 
0,1% питательную среду) Для определения минимальной ингибирующей концентрации 
(МИК) в отношении микроорганизмов тестировались последовательные разведения пептида 
в два раза от 100 мкг/мл до <1 мкг/мл. Точка пересечения графика линейной регрессии 
значений антимикробной активности с осью абсцисс принималась в качестве МИК 
Влияние на антимикробную активность очищенных пептидов сыворотки крови кролика 
оценивалось с помощью антимикробного теста в жидкой среде в присутствии ресазурина 
Метод основан на превращении этого вещества из окисленной (максимум поглощения при 
602 ни) в восстановленную форму (максимум поглощения при 571 им) под действием 
бактериальных дегидрогеназ (Shiloh et al., 1997; Oabrielson et al., 2002). Рост бактерий 
оценивали фотометрически Результаты, получаемые этим методом, хорошо коррелируют с 
результатами, получаемыми общепринятым в микробиологических исследованиях методом 
подсчета колоний (Shiloh et al., 1997) 

Бактерицидное действие ареницина оценивалось методом подсчета колоний. 
Для определения воздействия пептида на проницаемость внугрсннсй мембраны licoU 
применяли методику, разработанную в лаборатории проф. Р Лерера (Lehrer et al., 19S8), в 
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качестве тест-микроба использовали специальный штамм Escherichia coli Mi-35p, 
характеризующийся конститутивной экспрессией Р-галактозидазы. 

Определение гемолитической активности пептидов проводили по стандартной методике, с 

использованием эритроцитов человека Измерение поглощения проб при длине полны 540 

нм производили на спектрофотометре Multiskan MS-353 (Labsystems, США) Позитивным 

контролем (100% лизис) служил Тритон Х-100, негативным контролем - раствор для проб 

(001% уксусная кислота) За 50% Эффективную Концентрацию (ЭК50) принимали значение 

концентрации пептида, при которой уровень гемолиза составлял 50% от вызванною 

тритоном Х-100. 

Миграция целомоцитов оценивалась по стандартной методике с помощью 48-луночаой 

камеры Бойдема для микрохемотаксиса (Ncuroprobc, MD, USA). Использовались 

поликарбонатные мембраны (Neuroprobe), размер пор 3 мкм 

Высокоочищенные препараты дефенсинов человека (HNP-1,2,3), де<|1енсинов кролика (NP-

1,2,3,4,5) и протегрина-1 получены в лаборатории Обшей Патологии НИИЭМ путем 

выделения из лейкоцитарной массы (Ganz et al, 1985, Harwig et al, 1993a, Kokryakov el 

al ,1993), ИКДОЛИЦИДИН и аренииин-1 синтезированы с использованием Вое-технологии в 

лаборатории химии пептидов НИИОЧБ к х н Колодкиным Н И и Афониной М А 

Статистическую обработку результатов опытов проводили с использованием традиционных 

методов вариационной статистики Представленные данные являются усредненными 

значениями (среднее ± стандартное отклонение), полученными в трех независимых 

экспериментах, в каждом эксперименте проводили три параллельных опыта Достоверность 

различий между средними двух групп оценивали с помощью t-критерия Стьюдента на уровне 

значимости р<0,05 Обработку данных проводили с помощью программ Sigma Plot 4 О и 

Microsoft Excel 2000. 

Результаты исследования и их обсуждение. 
1. Выделение антимикробных пептидов из целомоцитов пескожила 

Электрофоретический анализ экстрактов целомоцитов пескожила в иеденатурирующих 

ус/ювиях (в кислой бу||)ерной системе) выявил присутствие многих фракций, в том числе, по 

подвиж}юсти сравнимых с дефенсинами кролика h№-1-5 Экстракг Эо оказался более 

гетерогенным по составу, чем Э) и последующие, особенно в области катодных компонентов 

(Рис 1, А) Дальнейшее тестирование антимикробной активности методом наложения геля 

показало, что в экстраю-ах присутствует целый ряд фракций, обладающих a^гп^микpoбнoй 

акгивиостыо в олюшении 2-х видов бактерий (Рис 1, Б, В). Фунгицид(юй активное!ыо 

обладала только одна мажорная фракция, по длине пробега соответствующая дефенсинам 

кролика NP-4 и NP-5, которая обнаруживается во всех экстрактах (Рис 1, Г) 



t 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 12 3 4 
Рис 1 Результаты антимикробного теста методом наложения геля. 
А-электрофореграмма в ПА АГ ЭКС1 раггов целоиоцитов пескожила (10% уксусной к-той )в кислой буферной 
системе, 
Б' ягароэный гель с культурой рамотри!дательных бактерий Escherichia coh, после наложения геля Л, 
В- агарозный гель с культурой граиположительных бактерий Listeria monocytogenes, после наложении геля А, 
Г- агарозный гель с культурой фиба Candida albicans, после наложения геля А, 
\- маркерная смесь лсфсмсииов кроликл (NP-1,2,3,4,5), 2-Эо первичный экстракт цсломоцитоп (бет 
гомогенизации), 3- 0 | вторичный экстракт целомот^итов (с гомогениэлмисй), 4 0 ] пторимиый jKcrpaKi 
цсломоцитов (с гомогенизацией) 

В совокупности, в кислых экстрактах целомоцитов пескожила как действующие 

антибактериальные начала б ь и т идентифицированы и выделены в чистом виде I) 

катионных пептидов с молекулярными массами U 2 1 Да , 1159 Да , 1450 Да , 1745 Да , 

2007 Да, 2450 Да, 2758 Да, 2773 Да, 3287 Да, 3627 Да и 4670 Да. Доминирующими 

фракциями являются две изформы пептидов, названных нами ареницин-i (2758 Да) и 

арсницин-2 (2773 Да) , по порядку их элюции с колонки ВЭЖХ (Рис. 2, А) 

*4.j.*'»**V ^^ 

1 2 3 1 2 3 4 

Рис, 2 Получение мнстых фракций ароннцинов с помощью О Ф В Э Ж Х ; 

А- ВЭЖХ хромятограмма обьслтгс1и1ых фракций 1юслс ВОЖХ I, подвсрп1ут1.1х моторному 
разделению о градиенте ацстонитрила СУГ 10 до 40% за 60 минут Разделение процодшюсь на колонке 
VydacC-l8(lx25cM)(By(|)epA 0,1 % ТФУ, Куфср П 100% Лцстонитрил) 
В-Электрофореграмма в ПААГочин(емпых с помоидыо ОФВЭЖХ фракций apCfiHumio» н щелочной 
буферное системе х о присутствии ДС-Na (I -арсницнн-1,2- ареиицнн-2, 3 - смесь маркерных белков,) 
В-Электрофореграмма вПААГочищепиыкспомощью ОФОЭЖХ фратгнй пептидов в кислоП буферной 
системе (1 -ареницин-1, 2-арс11ицнн-2, З-экстрактЭ] цсломоцтои 10% уксусной кислотоГ), 4- смесь 
дефенснноо кролика) 
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Анализ антимикробной активности чистых фракций арсницинов показал, что они обладают 

высокой активностью в отношении трех групп микроор! анизмов, сравнимой с активностью 

дефенснна кролика (NP-1) и протегрина (PG-1) в тех же концентрациях. 

Различий между ареницинами 1 и 2 в действии на микроорганизмы не обнаружшюсь. 

Опыты по выделению ареиициноо проводились нами м1югократно (ма материале разных 

лет), и каждый раз, в результате использования разработанной нами схемы очистки, 

удавалось выделить пептиды с такими же свойствами Эю может свидетельствовать о том, 

что экспрессия данных пептидов является конститутивной, по крайней мере, на данном этапе 

жизненного цикла животных, и, по-видимому, является важным компонентом защиты 

организма сгг инфекции 

2. Определение структуры ареници1юв 

Масс-спектрометрический анализ ареницинов после процедуры алкилирования показал, что 

в результате модификации молекулярная масса каждого пептида возросла на 212 Да. Это 

свидетельствует о наличии в каждом пептиде двух остатков цистеина, образующих 

внутримолекулярную дисульфидную связь. 

После автоматической деградации по Эдману были установлены первичные 

последовательности ареницинов (Рис. 3) 

Ареницин-1 RWCVYAYVRVRCVLVRYRRCW 2758 Да 

Ареницин-2 RWCVYAYVR1. RGVLVRYRRCW 2773 Да 

I'lK. 3 Аминокислотные последовательности ареницинов 

Оба пептида состоят из 21 аминокислотного остатка и отличаются друг от друга всего лишь 

одной консервативной заменой в 10-ом положении (валин на изолейцин) Структуры 

содержат 9 гидрофобных и 6 положительно заряженных аминокислотных остатков Харакгер 

распределения зтих остатков придает молекулам ареницинов амфипатичсские свойства 

Суммарный положительный заряд молекулы равен +6. а расчетная изоэлектрическая точка 

(р1) соответствует 10 9. В 3-ем и в 20-ом положении находятся два остатка цистеина, 

образующие дисульфидную связь Молекула, таким образом, оказывается замкнутой в 

кольцо. 

Ареницины можно отнести к группе пептидов с 1-ой днсульфидной связью (Boman, 2000). В 

составе этой группы описаны многочисленные пептиды из кожи земноводных (в основном 

лягушек), которые хараетеризуются общей структурой, построенной по принципу лассо 

(имеют длинный N-тсрминальный линейный хвост и небольшое 6-члеииос кольцо на С-

юонце) (Morikawa et al., 1992; Simmaco et al,, 1993). К этой же группе относится танатин, 

выделенный из гемолимфы насекомого Podisus maculivcntris (oTp.Ilemiptcra) (Fehlbaum et al, 

1996), его структура содержит 8-члениое кольцо. 
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Молекулы ареницинов формируют 18-членное кольцо Компьютерный анализ 
аминокислотиой последовательности зрелого пептида с помощью поисковой системы 
BLAST не выявил какой-либо гомологии с имеющимися в базах данных белковыми 
последовательностями В свете вышеизложенных данных можно рассматривать ареницины 
как первых представителей нового структурного семейства антимикробных пептидов 
3. Изучение антимикробной активности арениципа-1 

Определение минимальных ингибирующих концентраций ареницина-1 в отношении целого 
ряда микроорганизмов показало, что ареницин-1 является эффективным антибиотическим 
веществом с широким спектром действия (таб. 1) 

Исследуемый пептид проявлял сходную активность против всех тестируемых микробов, его 
МИК во всех случаях не превышали 1 мкМ. 
'Га&пица 1. Минимальные ингабирующис концс1гграции (МИК) ярсницмпм-! и 

о т н о ш е н и и р о с т а н е к о т о р ы х MUKpOOpitlllHIMOB 

грамотрнцателы1ые 
бактерии 

грамположитедьные 
бактерии 

грибы 

Микроорганизм 

/ Escherichia coll Ml^JSp 

lEscherichla colt М-П 
l.luxherichia coli AIVC 25922 
•I.Pseudamorias агги^пюза 
S.UsterIa monocytogenes EGD 

6 SlaphyttxXKcHs aureus MR A1X:C 33591 
7.Slaph^ococcusaHremSGill 
S.Slaphylococcut aureus AlCC 21293 
9. Candida albicans S20 

МИК (MKM) 

0 55*010 
0 93 ± 0 20 
0 44 ±0 10 
0.55 ±0 10 
0 93 ± 0 20 

074±0I5 
081±015 
081*015 
0 55 ± 0 10 

Сравнение антимикробного действия разных пептидов показывает, что ареницин по своей 
эффективности в отношении протестированных микробов, сопоставим с самыми сильными 
пептидными антибиотиками - протегрином и дсфенсином кролика NP-1. Фунгицидная 
активность ареницина почти на порядок больше, чем таковая индолицидина и дс(|)еисина 
человека (таб. 2). 
Таблица 2. Сравнение МИК разных антимикробных пептидов 

Escherichia coli ML-3Sp 
Р aeruginosa 

IJaleria monocytogeneEUD 

S. aureus MR AlVC 33591 
Candid^ albicans SIO 

Миинмадымя ИИ 
Ареннцин-1 
0 55± 0 10 

0 55*010 
0 93± 0 20 

0 74±0 15 
0 55±0.I0 

гибируюшая KoUMinpauHX (мкМ) 

Прагсгрин-1 
0 27±0 05 

0.27*005 
0 19*003 

129*0 20 
0 39* 0 05 

Индолицидин 
1 30* 0 so 

|4№:060 

5 3«* 1 20 

HNP-1 
214* 0 50 

3 66*0 80 

5 36*1 50 

NP-I 
0 45±0 10 
0 45*0 10 

0 27*005 
0 45*0 10 
0 67*0 10 

Изучение влияния на антимикробную активность ареницина-1 различных (JmKTopOB среды 

(повышенной ионной силы, изменения рН, присутствия в среде двухвалентных катионов и 
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уровня метаболизма микробной клетки) показало, что ангабактсриальная аетивность 

ареницина-1 под воздействием исследуемых факторов изменяется незначительно Изменение 

условий тестирования сильнее всего влияет на фунгицидиую активность арсмицина, 

существенно ослабляя ее Наиболее действенными фа1сгорами являются повышенное 

содермсание соли и уровень метаболизма клеток гриба. Тем не менее, хотя и весьма 

ослабленная, эта активность все-таки сохраняется в довольно широком диапазоне условий 

(ТабЗ) 

Таблица 3. Влияние ня антимикробную актнвноеть ареницима-1 различных факторов 

среды. 
Микроорганизм 

/ i coliMI^35p 

L. monocytogenes EGD 
Candida albicans 820 

Минимальные иигибирующие концекграчнн, мкМ 
pin 4 

0 55±О1О 

0 93±0 20 
0 55±0)О 

100 мМ 
N«C1 

1 10±020 

O.S5±0 20 
9 05± 2 50 

pHS8 

0.72±0 15 

0 3± 0 05 
7 00±0 50 

рН8 0 

0 90±0 20 

0 53± 0 10 
0 72± 0 20 

1 мМ 
qirrparNa 
0.47±0 10 

0 43±0|0 
I 50± 0 20 

пкпггелиюя 
среда (0,1*/>) 

0.1»±0.05 

0 32± 0.05 
9 10± 2.50 

С практической точки зрения особенно важным является устойчивость антимикробной 

активности ареницииа в гиперосмотических условиях. Так, при заболевании 

муковисцидозом содержание NaCI в поверхностной жидкости дыхательных путей может 

достигать 120 мМ, и антимикробные пертиды, продуцируемые клетками слизистого 

эпителия дыхательных путей теряют в таких условиях свою активность (Goldman et а!, 1997; 

Bals et al.,1998) На эгом факте базируется одна из гипотез возникновения хронических 

инфекций респираторной системы при этом заболевании (Gibson et al., 2003). 

Микробиологические исследования легких больных муковисцидозом показывают, что 

основными патогенами являются Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus aureus Спектр 

действия ареницина-1, включает в себя штаммы микроорганизмов этих видов (таб I), что 

делает перспективными дальнейшие прикладные разработки терапевтических средств ппя 
лечения данного заболевания на структурной основе аремицинов. 

4. Изучение механизма бактерицидного действия арснициня-! 

В отношении большинства антимикробных пептидов обоснованным считается 

представление о том, что главной мишенью их воздействия на микроорганизмы являются 

поверхностные структуры клеток и собственно цитоплаэматическая мембрана. Однако в 

последнее время появились данные, свидетельствующие, что для некоторых пептидов 

подобный механизм действия не свойственен или же не является основной причиной гибели 

клетки 

Арени1ШН-1 способен к быстрому увеличению проницаемости внутренней мембраны Е coli 
(Рис. 5). Проницаемость начинает резко возрастать практически сразу ЖЕ после 
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добавления пептида, латентный тгсриод составляет всего 2-4 минуты. Эта с1Юсобность 

сохраняется даже при очень низких концентрациях пептида (О 5 мкг/мл), что составляет О 36 

МИК (правда, в этом случае лаг-период увеличивается до 5 минут) Лаг-период перед 

началом процесса псрмеабилизации, соответствует, видимо, стадии аккумуляции пептида на 

поверхности мембраны до достижения пороговой концентрации, необходимой для 

дальнейшего разрушительного действия. 

Поврсхсдение мембран бактерии является ключевым моментом в процессе гибели клетки под 

воздействием арсницина При сопоставлении двух графиков отчетливо видна корреляция 

между увеличением проницаемости цитоплазматической мембраны и бактерицидным 

действием пептида Бактерицидное действие ареницина начинает проявляться в течение 

первых 3 минут инкубации, а через 10 минут уже практически не остается жизнеспособных 

клеток (Рис 6). Скорость с которой ареницин-1 убивает бактериальные клетки является еще 

10000-. 

1000! 

|ю 

Ло 

1 

ж - • 

— Е - ) 

1 
— • контроль 

- - • - • преницин ( 0 6 
мкМ) 

Ж 
"зк 

—, ,—Ы^—чг- w~^-4 
1 7 13 19 25 31 37 43 49 55 

время инкубации (мин) 

Рис. 5 Влияние арсницина-! на изменение 
проницаемости цитоплазматической мембраны 
Escherichia coU; доверкгельные интервалы 
каждого значения не превышали О 04 

• О 5 10 15 20 30 40 ОС 
время инкубации (мин) 

Рис.б Зависимость бактерицидного деНсзвня 
ареницина в отпошенин EKherichia coli от 
времени инкубации 

одной важной функциональной характеристикой этого пептида В сравнительных 

экспериментах по влиянию на проницаемость цитоплазматаческой мембраны Е coli 

различных по структуре пептидов наиболее сходным с ареницином по характеру действия 

оказался прогегрин. Механизм действия протегрина связывают с формированием в мембране 

стабильных, структурированных пор (Yang et a l , 2000), возможно подобный механизм 

действия свойствеиен и ареницину. 

5. Изучение гемолитической активности ареницина-!. 

Известно, что многие антимикробные пептиды способны к проявлению цитотоксичности в 

отношении эукариотических клеток Частным случаем является способность к 

повреждающему воздействию на мембраны эритроцитов Поэтому при изучении новых 

веществ, с потенциалыюй возможностью использования в медицинской практике, 

необходимо установить наличие и характер их гемолитической активности 
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При тестировании ареницина в стандартных условиях выяснилось, что на'шная с 

концентрации 4 мкМ, он проявляет способность к гемолизу эритроцитов человека, хотя даже 

при высоких концентрациях 100%-го гемолиза не происходит (Рис 7) При низких же 

концентрациях ареницина (1 и 2 мкМ) гемолиз практически не наблюдается, однако эги 

концеьгграции уже превышают МИК в отношении всех протестированных микроорганизмов 

(таб. 1). 

В физиологических условиях действие пептида на клетки-мишени должно происходите в 

присупствии различных эндогенных факторов организма, например, белков плазмы крови 

Для многих антимикробных пептидов установлено, что они могут связываться с некоторыми 

белками сыворотки крови, в частности с ингибиторами сериновых протеаз (Panyulich, Ganz, 

1991) Такое взаимодействие может предотвращать гемолиз и является одним из защитных 

механизмов органидма прагап аутоциготоксич1ЮСТИ собственных антимикробных нем гидов 

Тестирование арснициноа, как и протсгринов в присутстаин cbioopoiKH кропи кролика 

показало, что в данном случае гемолитическая активность обоих пептидов резко снижается 

(уже при 2% сыворотке более чем в два раза, 10% сыворотка ингибнровала гемолиз, 

вызываемый ареницином, полностью) (Рис. 7). 

Для препарата, используемого в терапии, важно, чтобы взаимодействие с сывороткой крови 

предотвращая цитотоксичность, не оказывало негативного влияния на антимикробную 

активность тестируемого пептида Как выявилось в наших экспериментах, ареницин-1 

полностью удовлетворяет этому требованию (Рис. 8) Такой же эффект iia6n№flaflc« и в случае 

прагегрина (Shi & Ganz, 1998), а-дефенсинов человека (Chaly et al., 2000) Oio свойсгво так 

же говорит в пользу возмож1юсти применения ареницина на практике. 

Механизмы, лежащие в основе такого дифференциального воздействия белков сыворотки 

крови на различные биологические активности антимикробных пептидов пока недостаточ1ю 

изучены. 

!!! 
а 

г? 

-__ L 
/ 
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-Л 

0 Иктахтнме бактерии Е соЬ 

О Бактерии + аремнцнн-1 (I мкМ^ 

0 Бактерии + сыооротка (5%) 

I 

ivarajim-l 
• ^xneqiM-l, 2%aacfxina 

ЯрСН«И1-1 
- fl(nнц•^) 2%сих]|хлМ1 

i ^ f c m - l , 5%алоро1К1 
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HOta^Htpeu^ n a m w ( м к Ц 

Fttc 7 Гемоли гичсская активность арсннинна-! 
и нротегрин»-!, влияние присутствия 
норижльной сыворотки крови кролика 

Рис. я Влияние сыворотки крови на ят-нмнкробиуго 
активность арсинцнна а отношеннн Escherichia coli; *-
достоверное отличие от кшггроля (интахтиых 6актсриГ|). ** -
достоверное отличие от актимихробното действия сыворотки 
крови, р<0 05 
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Ббльшая часть функциональных свойств ареницинов является вполне объяснимой с позиций 

основных существующих на сегодняшний день представлений о взаимосвязи структуры и 

аюгивкости антимикробных пептидов Ареницины можно кратко охарактеризовать, как 

небольшие амфипатические циклические молекулы, несущие больмюй положительный 

заряд Обычно такая структура является очень стабильной, устойчивой к «оздсйстиию 

протеаз, и должна придавать молекуле сильные мембраиоактивныс свойства Пептиды, 

имеющие подобный тип строения (например, протегрины (Kokryakov et al., 1993)) 

характеризуются широким спектром действия, сильной эффективностью, ус гоичивос i ыо к 

изменению условий среды, в частости к солености, а так же существенной гемолитической 

активностью. 

6. Исследование способности врсницииа-! вызывать направленную миграцию 

целомоцнтов пескожила 

Многие антимикробные пептиды млекопитающих в дополнение к своей основной функции 

микробоцидных агентов обладают целым рядом других биологических активностей В 

частности, они могут выступать в качестве модуляторов защитных реакций (Gallo, 2002, 

Bevins, 2003, Yang et a ] , 2004) В нашей работе была предпринята попытка выявить 

присутствие у ареницина хемогаксичсской активности в опюшении цeJюмoцитoв пескожила. 

Полученные предварительные результаты свидетельствуют о способности ареницина 

вызьпать направленную миграцию клеток целомической жидкости, при этом оптимальными 

концентрациями пептида оказались 4-6 мкг/мл Полученные нами данные согласуются с 

результатами работы японских ученых (Niyonsaba et al, 2004), исследовавших хемотаксис 

нейтрофилов, обработанных TNF-a, к р-дефенсинам человека hBD-1,2 

7, Исслецованне первичной структуры других АМП из цсломоцитои пескожила 

Кроме ареницинов, пока удалось час-гачно расшифровать первичную структуру только двух 

из других выделенных пептидов (1745 Да и 2450 Да). Оказалось, что они имеют гомологию 

с К-коицевыми фра1 ментами гист01юв Ш А и НЗ, соответственно (Рис. 4). 

Op>nMitr(l-9) пептида П45){щ AGLOFPVGR 
Фрагмет-(2|-29)П4сгоивИ2Аиз AGLQFPVGR (100% гомология) 
Pbtynerei» dumefilii (Annelida; Poiychzeta) 

Фрагиеит<1-9) пептида 2450Дя RSAPATGCV 
Фрагмент (28-36) гисгош НЗ из KSAPATGGV (89% гомология) 
РЫуптШттШ 
Рис. 4 Частичные аминокислотные последовательности пептидов 1745 Да и 2450 Да 

Наличие антимикробной активности у частей более крупных молекул, появляющихся в 

результате протеолитического расщепления, было многократно описано (Boman, 2000, 

Scott& Hancock, 2000, ZaslofT, 2002). Наибольшее число производных с антимикробной 
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активностью известно для гис гонов (Kim et al ,1998, Park I et al., 1998, Birkemo et al., 2003). 

В частности, два производных гистона HI А были выделены из активированных 

гранулоцитов человека (Wang et al , 2002/ 

Одновременное присутствие различающихся но струк-iypc АМП в клетках, участвующих в 

защитных реакциях, является обычным для многих изученных видов животных и может 

быть объяснено тем, что в процессе эволюции отбирался набор молекулярных матриц, 

который наиболее эффективно осуществлял защит)' организма-хозяина от патогенов, 

характерных для конкретной экологической ниши. 

Выводы 
I. Осуществлены поиск, выделение, физико-химический и функциональный анализ 

антимикробных пептидов из целомоцитов пескожила {Aremcola marina I,., Annelida). 
Установлено, что в целомоцитах пескожила содержится по крайней мере II катионных 

антимикробных пептидов с различной молекулярной массой (1121 Да , 1159Да, 1450Дя, 

1743Дя, 2007 Да, 2450 Да, 2758 Да, 2772 Да, 3287 Да, 3627 Да и 4670 Да). Получены 

высоиоочищснныс препараты выявленных пептидов. 

2 Среди всех обнаруженных в иеломоци1ах пескожила антимикробных пептидов два (с 

молекулярной массой 2758 Да и 2772 Да) являются доминирующими и проявлямп-

наибольшую антимикробную активность по сравнению с другими пептидами, выявленными 

в настоящей работе Установлена первичная струюура этих антимикробных пептидов, 

представляющих собой изоформы, и названных нами ареницин-1 и ареницин-2. Молекулы 

ареиицинов состоят из 21 аминокислот-ного остатка, среди которых 9 гидрофобных и 6 

положительно-заряженных Остатки цистеииа, расположенные в 3-ем и 20-м положении 

образуют внутримолекулярную дисульфидную связь, формируя 18-членное кольцо. Подобная 

структура является уникальной среди известных антимикробных пептидов, что позволяет 

отнести ареницины к отдельному структурному семейсшу. 

3 Ареницин-1 является эффективным антибиотическим препаратом с широким спектром 

микробоцидного действия Этот пептид проявлял активность в отношении 

грамположительных бактерий Listeria monocytogenes liGD, Staphylococcus aureus MR ATCC 
33591. Staphylococcus aureus SG 511. Staphylococcus aureus ATCC 25293, грамотрицательных 

бактерий' Escherichia call ML-35p, Escherichia coli M-17, Escherichia coli ATCC 25922, 
Pseudomonas aeruginosa и грибов Candida albicans 820. Минимальные ингибирующие 

концентрации ареницииа-1 в отношении всех 9-ти протестировинных штаммов не 

превышают 1мкМ. 

4. Антимикробная активность ареницина-1 стабильна в широком диапазоне условий (при 
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разных концентрациях NaCl (0-ЗООмМ), при различных значениях рН (5 8-8.0), уровне 
метаболизма микробной клетки, в присутствии хелатора двухвалентных катионов цитрата 
натрия). Важной функциональной особенностью ареницина-1 является сохранение 
антимикробной активности в присутствии S% нормальной сыворотки крови кролика. 
S. Изучение механизма бактерицидного действия ареницина-1 в ошошснии 
грамотрицательных бактерий К.соИ ML-35p выявило, что оно связано с повреждением 
цитбплазматической мембраны клетки. Бактерицидное действие ареницина-1 начинает 
проявляться в течении первых 5 минут инкубации, через 10 минут уже практически не 
остается жизнеспособных клеток. 

6 Ареницин-1 способен повреждать эритроциты человека. Гемолитическая активность 
ареницина начинает проявляться при довольно высоких концентрациях (4 мкМ) намного 
превышающих его МИК в отношении микроорганизмов. ЭК50 составляет 25 мкМ 
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