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Èññëåäîâàíû ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ ïðèðîäíûõ è ñèíòåòè÷åñêèõ ïîëèêàòèîííûõ ïåï-
òèäîâ, îáðàçóþùèõ àìôèïàòè÷åñêèå ñïèðàëè, íà ãåòåðîòðèìåðíûå G-áåëêè è ôåðìåíò àäåíèëàòöèêëàçó
(ÀÖ), êîìïîíåíòû ãîðìîíî÷óâñòâèòåëüíîé ÀÖ-ñèñòåìû. Ïîêàçàíî, ÷òî ñèíòåòè÷åñêèå ïåïòèäû
C-åAhx-WKK(C10)-KKK(C10)-KKKK(C10)-YKK(C10)-KK (ïåïòèä I) è (GRGDSGRKKRRQRRRPQ)2-
K-åAhx-C(Acm) (ïåïòèä II) äîçîçàâèñèìî ñòèìóëèðóþò áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ, èíãèáèðóþò ñòèìó-
ëèðîâàííóþ ôîðñêîëèíîì àêòèâíîñòü ôåðìåíòà è ñíèæàþò âåëè÷èíó êàê ñòèìóëèðóþùèõ, òàê è èíãèáè-
ðóþùèõ ÀÖ-ýôôåêòîâ ãîðìîíîâ â òêàíÿõ êðûñû (ñòðèàòóìå ìîçãà è ñåðäå÷íîé ìûøöå) è ãëàäêèõ ìûø-
öàõ ìîëëþñêà Anodonta cygnea. ÀÖ-ýôôåêòû ïåïòèäîâ îò÷åòëèâî ñíèæàþòñÿ ïîñëå îáðàáîòêè ìåìáðàí
õîëåðíûì è êîêëþøíûì òîêñèíàìè è èíãèáèðóþòñÿ â ïðèñóòñòâèè ïåïòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ C-êîí-
öåâûì ó÷àñòêàì 385—394 ás- è 346—355 ái2-ñóáúåäèíèö G-áåëêîâ. Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî
ïåïòèäû I è II âëèÿþò íà ñèãíàëüíûå ïóòè, â êîòîðûõ ó÷àñòâóþò G-áåëêè, îòíîñÿùèåñÿ ê Gs- è Gi-ñåìåé-
ñòâàì. Â òî æå âðåìÿ ïðèðîäíûé ïîëèêàòèîííûé ïåïòèä ìàñòîïàðàí âëèÿåò íà ÀÖ-ñèñòåìó òîëüêî ÷åðåç
Gi-áåëêè è áëîêèðóåò òîëüêî òå ãîðìîíàëüíûå ñèãíàëû, êîòîðûå ðåàëèçóþòñÿ ñ ó÷àñòèåì Gi-áåëêîâ. Ñëå-
äîâàòåëüíî, åãî äåéñòâèå íà G-áåëêè â îòëè÷èå îò òàêîâîãî ñèíòåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ ÿâëÿåòñÿ ñåëåêòèâ-
íûì. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî ïåïòèä II ñ ðàçâåòâëåííîé ñòðóêòóðîé íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâóåò íå
òîëüêî ñ G-áåëêàìè (ìåíåå ýôôåêòèâíî, ÷åì ïåïòèä I ñ ãèäðîôîáíûìè ðàäèêàëàìè è ìàñòîïàðàí), íî è ñ
ôåðìåíòîì ÀÖ, êàòàëèòè÷åñêèì êîìïîíåíòîì ÀÖ-ñèñòåìû. Ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñâèäåòå-
ëüñòâóåò î òîì, ÷òî ôîðìèðîâàíèå àìôèïàòè÷åñêîé ñïèðàëè íå ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íûì óñëîâèåì äëÿ ñå-
ëåêòèâíîé àêòèâàöèè G-áåëêà ïîëèêàòèîííûìè ïåïòèäàìè. Âàæíóþ ðîëü â îáåñïå÷åíèè ñåëåêòèâíîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ïåïòèäàìè è G-áåëêàìè èãðàþò ïåðâè÷íàÿ ñòðóêòóðà ïåïòèäîâ, ðàñïðåäåëåíèå â
íèõ ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ àìèíîêèñëîò è ãèäðîôîáíûõ ðàäèêàëîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àäåíèëàòöèêëàçà, áàêòåðèàëüíûé òîêñèí, ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèé áåëîê, ìàñòîïà-
ðàí, ïîëèêàòèîííûé ïåïòèä, ñåðäå÷íàÿ ìûøöà, Ñ-êîíöåâîé ïåïòèä, ñòðèàòóì ãîëîâíîãî ìîçãà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÖ — àäåíèëàòöèêëàçà, ÀÖ-ñèñòåìà — ãîðìîíî÷óâñòâèòåëüíàÿ àäåíè-
ëàòöèêëàçíàÿ ñèãíàëüíàÿ ñèñòåìà, ÊÒ — êîêëþøíûé òîêñèí, ÕÒ — õîëåðíûé òîêñèí, G-áåëîê — ãåòå-
ðîòðèìåðíûé ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèé áåëîê ñòèìóëèðóþùåãî (Gs) èëè èíãèáèðóþùåãî (Gi) òèïà.

Êëåòêè ýóêàðèîò ðàñïîëàãàþò øèðîêèì íàáîðîì ñèã-
íàëüíûõ ñèñòåì, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ïåðåäà÷è ðàçëè÷-
íûõ ïî ñâîåé õèìè÷åñêîé ïðèðîäå ñèãíàëîâ (ïåðâè÷íûõ
ïîñðåäíèêîâ) ê ëîêàëèçîâàííûì âíóòðè êëåòêè ôåðìåí-
òàì, êîòîðûå ãåíåðèðóþò âòîðè÷íûå ïîñðåäíèêè — öèê-
ëè÷åñêèå íóêëåîòèäû, êàòèîíû êàëüöèÿ, ôîñôîèíîçèòè-
äû, äèàöèëãëèöåðèí, æèðíûå êèñëîòû è ò. ï. Âòîðè÷íûå
ïîñðåäíèêè â ñâîþ î÷åðåäü ðåãóëèðóþò ôóíêöèîíàëü-
íóþ àêòèâíîñòü ýôôåêòîðíûõ ñèñòåì, êîíòðîëèðóþùèõ
çàïóñê è ïðîòåêàíèå ôóíäàìåíòàëüíûõ êëåòî÷íûõ ïðî-
öåññîâ, òàêèõ êàê ðîñò, äèôôåðåíöèðîâêà, ìåòàáîëèçì è
àïîïòîç. Ôóíêöèþ ïåðâè÷íûõ ïîñðåäíèêîâ, êàê ïðàâèëî,
âûïîëíÿþò âûñîêîñïåöèàëèçèðîâàííûå ìîëåêóëû ãîð-
ìîíîâ, íåéðîòðàíñìèòòåðîâ è íåéðîìîäóëÿòîðîâ, ðåãó-
ëÿòîðíûå ýôôåêòû êîòîðûõ â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ðåà-

ëèçóþòñÿ ÷åðåç ñðàâíèòåëüíî ïðîñòî óñòðîåííóþ òðåõ-
êîìïîíåíòíóþ ñèãíàëüíóþ ñèñòåìó. Ýòà ñèñòåìà ñîñòî-
èò èç ðåöåïòîðà, ñïåöèôè÷åñêè îïîçíàþùåãî ãîðìîíàëü-
íûé ñèãíàë, è ãåòåðîòðèìåðíîãî ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùåãî
áåëêà (G-áåëêà), îñóùåñòâëÿþùåãî íàïðàâëåííóþ ïåðå-
äà÷ó ýòîãî ñèãíàëà íà ôåðìåíò — ãåíåðàòîð âòîðè÷íûõ
ïîñðåäíèêîâ, êîòîðûé åãî óñèëèâàåò è çàïóñêàåò êàñêàä
âíóòðèêëåòî÷íûõ ðåàêöèé, âûçûâàþùèõ îòâåò êëåòêè íà
ãîðìîíàëüíîå âîçäåéñòâèå.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâèëèñü óáåäèòåëüíûå äîêàçà-
òåëüñòâà â ïîëüçó òîãî, ÷òî íåêîòîðûå ïåïòèäû ïðèðîä-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ìîãóò çàïóñêàòü ñèãíàëüíûå êàñêà-
äû íå çàâèñèìûì îò ðåöåïòîðà ñïîñîáîì, íåïîñðåäñò-
âåííî àêòèâèðóÿ âòîðîé êîìïîíåíò ñèãíàëüíîé
ñèñòåìû — G-áåëîê. Ê òàêèì ïåïòèäàì îòíîñÿòñÿ ìàñòî-
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ïàðàíû, ìåëèòòèí è MCD-ïåïòèä — êîìïîíåíòû ÿäà íà-
ñåêîìûõ, îòíîñÿùèõñÿ ê îòðÿäó Hymenoptera, à òàêæå
ïåïòèäíûå ãîðìîíû — àíãèîòåíçèí II, äèíîðôèí, áðàäè-
êèíèí è ñóáñòàíöèÿ P (Bueb et al., 1990; Higashijima et al.,
1990; Mousli et al., 1990; Fujimoto et al., 1991; Tomita et
al., 1991; Fukushima et al., 1998; Kusunoki et al., 1998). Õà-
ðàêòåðíîé èõ îñîáåííîñòüþ ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü ê îá-
ðàçîâàíèþ àìôèïàòè÷åñêèõ ñïèðàëåé, ñîäåðæàùèõ çíà-
÷èòåëüíîå ÷èñëî ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ àìèíîêèñ-
ëîò. Ýòè àìèíîêèñëîòû îáðàçóþò ìîòèâû BBXXB-òèïà
(ãäå B — ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííàÿ àìèíîêèñëîòà), ïî-
äîáíûå òåì, êîòîðûå îáíàðóæåíû â ó÷àñòêàõ ðåöåïòî-
ðîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ñâÿçûâàíèå è àêòèâàöèþ G-áåëêîâ
(ïîäðîáíåå ñì.: Øïàêîâ, 2002, 2003). Ñïîñîáíîñòü ïåðå-
÷èñëåííûõ âûøå ïåïòèäîâ îáðàçîâûâàòü ïîëèêàòèîííûå
ñïèðàëè ïîçâîëÿåò èì ïðîíèêàòü ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ
ìåìáðàíó âíóòðü êëåòêè, ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâîâàòü
ñ ðåöåïòîðñâÿçûâàþùèìè ñàéòàìè G-áåëêîâ, êîòîðûå
íåñóò ïðåèìóùåñòâåííî îòðèöàòåëüíûé çàðÿä (Lambright
et al., 1996), àêòèâèðîâàòü èõ è çàïóñêàòü òàêèì îáðàçîì
ñèãíàëüíûé êàñêàä â îòñóòñòâèå àêòèâèðîâàííîãî ãîðìî-
íîì ðåöåïòîðà.

Òîò ôàêò, ÷òî ïåïòèäû ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ,
íå èìåþùèå ãîìîëîãèè íà óðîâíå ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû
ñ ðåöåïòîðàìè è äðóãèìè ñèãíàëüíûìè áåëêàìè, ñïîñîá-
íû çàïóñêàòü ñèãíàëüíûå êàñêàäû ïî íå çàâèñèìîìó îò
ðåöåïòîðà ìåõàíèçìó, ïðåäïîëàãàåò âîçìîæíîñòü ñîçäà-
íèÿ ñèíòåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ, êîòîðûå ñõîäíû ñ ïðèðîä-
íûìè ïåïòèäàìè ïî ñâîåé âòîðè÷íîé ñòðóêòóðå è îáëà-
äàþò òåìè æå ñâîéñòâàìè íåãîðìîíàëüíûõ ðåãóëÿòîðîâ
ñèãíàëüíûõ ñèñòåì. Íàìè áûëè ñèíòåçèðîâàíû ïîëèêà-
òèîííûå ïåïòèäû, ñïîñîáíûå ê îáðàçîâàíèþ àìôèïàòè-
÷åñêèõ ñïèðàëåé, êîòîðûå â îòñóòñòâèå ãîðìîíà ñòèìó-
ëèðîâàëè ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ãåòåðîòðèìåðíûõ
G-áåëêîâ, âëèÿëè íà áàçàëüíóþ è ñòèìóëèðîâàííóþ ãîð-
ìîíàìè àêòèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) — ôåðìåíòà,
êàòàëèçèðóþùåãî ñèíòåç âòîðè÷íîãî ïîñðåäíèêà öÀÌÔ
(Øïàêîâ è äð., 2001, 2003, 2004à, 2004á, 2004ã, 2005).
Ââåäåíèå â ñòðóêòóðó ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ ãèäðî-
ôîáíûõ ðàäèêàëîâ, à òàêæå ñîçäàíèå íà èõ îñíîâå ðàç-
âåòâëåííûõ çâåçäîîáðàçíûõ ñòðóêòóð ïîâûøàëè ýôôåê-
òèâíîñòü äåéñòâèÿ òàêèõ ìîäèôèöèðîâàííûõ ïåïòèäîâ
íà êîìïîíåíòû ãîðìîíî÷óâñòâèòåëüíîé ÀÖ-ñèñòåìû.
Äåéñòâèå ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ íà ÀÖ-ñèñòåìó ïðî-
ÿâëÿëîñü ó æèâîòíûõ ðàçëè÷íîãî ôèëîãåíåòè÷åñêîãî óðîâ-
íÿ (îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò, ìíîãîêëåòî÷íûõ áåñïîçâî-
íî÷íûõ, ïîçâîíî÷íûõ), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá ýâîëþöè-
îííîé êîíñåðâàòèâíîñòè ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, ëå-
æàùèõ â îñíîâå èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ áåëêàìè — êîìïî-
íåíòàìè ÀÖ-ñèñòåìû, â ïåðâóþ î÷åðåäü G-áåëêàìè
(Øïàêîâ è äð., 2005). Íà ñïîñîáíîñòü ïîëèêàòèîííûõ
ïåïòèäîâ èñêóññòâåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ âçàèìîäåéñò-
âîâàòü ñ G-áåëêàìè è âëèÿòü íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü ñèãíàëüíûõ ñèñòåì óêàçûâàþò è äðóãèå àâòîðû
(Leschke et al., 1997; Nurnberg et al., 1999; Breitweg-Leh-
mann et al., 2002). Îäíàêî ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, ëå-
æàùèå â îñíîâå òàêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ, îñòàþòñÿ íåâû-
ÿñíåííûìè. Èññëåäîâàíèå ýòèõ ìåõàíèçìîâ ïðåäñòàâëÿ-
åò ñîáîé îäíó èç àêòóàëüíûõ ïðîáëåì ìîëåêóëÿðíîé
ýíäîêðèíîëîãèè, ïîñêîëüêó åå ðåøåíèå áóäåò ñïîñîáñò-
âîâàòü ðàñêðûòèþ ìîëåêóëÿðíûõ îñíîâ ôóíêöèîíàëüíî-
ãî ñîïðÿæåíèÿ ðåöåïòîðîâ ñ G-áåëêàìè. Íåîáõîäèìî
òàêæå îòìåòèòü, ÷òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîëèêàòèîííûå
ïåïòèäû ïðåäïîëàãàåòñÿ èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ïåðñ-
ïåêòèâíûõ íîñèòåëåé äëÿ òðàíñïîðòèðîâêè ÄÍÊ è äðó-

ãèõ ìàêðîìîëåêóë â êëåòêó, âñëåäñòâèå ÷åãî âàæíî
çíàòü, êàê ñàìè ýòè íîñèòåëè áóäóò âëèÿòü íà ôóíêöèî-
íàëüíóþ àêòèâíîñòü êëåòêè — ìèøåíè òðàíñôåêöèè.

Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â ñðàâíèòåëüíîì èññëåäîâà-
íèè ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ ñèíòåòè÷åñêèõ
è ïðèðîäíûõ ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ íà G-áåëêè è ãîð-
ìîíî÷óâñòâèòåëüíóþ ÀÖ-ñèñòåìó â öåëîì. Äëÿ èññëåäî-
âàíèÿ áûëè âçÿòû: 1) äâà ðàíåå ñèíòåçèðîâàííûõ íàìè
ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäà, îòíîñÿùèõñÿ ê ðàçëè÷íûì èõ
ãðóïïàì, — îäèí, ñîäåðæàùèé ãèäðîôîáíûå ðàäèêàëû,
è äðóãîé, èìåþùèé ðàçâåòâëåííóþ ñòðóêòóðó; 2) íàèáî-
ëåå èçó÷åííûé â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðèðîäíûé ïîëèêàòè-
îííûé ïåïòèä ìàñòîïàðàí èç ÿäà îñû Polistes jadwagae.
Â ðàáîòàõ äðóãèõ àâòîðîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìàñòîïà-
ðàí ñ âûñîêîé ñåëåêòèâíîñòüþ àêòèâèðóåò G-áåëêè, îò-
íîñÿùèåñÿ ê Gi/o-ñåìåéñòâó, íî ñëàáî âëèÿåò íà äðóãèå èõ
òèïû (Higashijima et al., 1990; Tanaka et al., 1998; Whit-
man et al., 2000; Bakker et al., 2004; Olearczyk et al., 2004).
Äëÿ âûÿñíåíèÿ òèïà G-áåëêîâ, êîòîðûå àêòèâèðóþòñÿ
ïîëèêàòèîííûìè ïåïòèäàìè, ïðèìåíÿëè òåõíèêó
ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèÿ õîëåðíûì è êîêëþøíûì òîêñè-
íàìè, êîòîðûå ñåëåêòèâíî âûêëþ÷àþò Gs- è Gi-áåëêè ñî-
îòâåòñòâåííî (Reisine, 1990), à òàêæå ïåïòèäíóþ ñòðàòå-
ãèþ, â îñíîâå êîòîðîé ëåæèò ïðèìåíåíèå Ñ-êîíöåâûõ
ïåïòèäîâ á-ñóáúåäèíèö G-áåëêîâ, êîòîðûå ñåëåêòèâíî
áëîêèðóþò ñèãíàëüíûå ïóòè, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ òå
òèïû G-áåëêîâ, ïðîèçâîäíûìè êîòîðûõ ýòè ïåïòèäû ÿâ-
ëÿþòñÿ (Novotny et al., 1996; Albrizio et al., 2000; Morizu-
mi et al., 2003; Øïàêîâ è äð., 2004â; Shpakov et al., 2005a,
2005b).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ àêòèâíîñòè ÀÖ èñïîëüçîâàëè
ôðàêöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ñåðäå÷íîé ìûøöû
êðûñû è ãëàäêèõ ìûøö ïðåñíîâîäíîãî äâóñòâîð÷àòîãî
ìîëëþñêà Anodonta cygnea, êîòîðûå ïîëó÷àëè ïî ìåòîäó
Êèäâàè è ñîàâòîðîâ (Kidwai et al., 1973), à òàêæå ôðàê-
öèè ñèíàïòîñîìàëüíûõ ìåìáðàí ñòðèàòóìà ãîëîâíîãî
ìîçãà êðûñû, âûäåëåííûå ïî ìåòîäó Õàéîñ (Hajos, 1975).
Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êàæäîé ôðàêöèè áðàëè 6—8 êðûñ è
25—40 ìîëëþñêîâ.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìàñòîïàðàí èç Polistes jadwa-
gae, êîêëþøíûé òîêñèí (ÊÒ), õîëåðíûé òîêñèí (ÕÒ), ñî-
ìàòîñòàòèí, ñåðîòîíèí, èçîïðîòåðåíîë è áðîìêðèïòèí
(Sigma, ÑØÀ); äðóãèå ðåàêòèâû — ôèðì Sigma è Rea-
nal. Ïåïòèäû, ñîîòâåòñòâóþùèå Ñ-êîíöåâûì ó÷àñòêàì
385—394 ás- è 346—355 ái2-ñóáúåäèíèö G-áåëêîâ ÷åëî-
âåêà, à òàêæå ïîëèêàòèîííûå ïåïòèäû C-åAhx-WKK(C10)-
KKK(C10)-KKKK(C10)-YKK(C10)-KK (ïåïòèä I) è (GRG
DSGRKKRRQRRRPPQ)2-K-åAhx-C(Acm) (ïåïòèä II), ãäå
åAhx — îñòàòîê å-àìèíîãåêñàíîâîé êèñëîòû, C10 — îñòà-
òîê êàïðèíîâîé êèñëîòû, Acm — àöåòàìèäîìåòèëüíàÿ
ãðóïïà, áûëè ñèíòåçèðîâàíû, êàê îïèñàíî ðàíåå (Øïà-
êîâ è äð., 2004à, 2004á, 2004â). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâ-
íîñòè ÀÖ èñïîëüçîâàëè [á-32P]ÀÒÔ (1.11 Òáê/ììîëü,
Amersham, Àíãëèÿ).

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÒÔ-ïè-
ðîôîñôàòëèàçà öèêëèçóþùàÿ, ÊÔ 4.6.1.1) ïðîâîäèëè ïî
ìåòîäó Ñàëîìîíà è ñîàâòîðîâ (Salomon et al., 1974) ñ íà-
øèìè ìîäèôèêàöèÿìè (Plesneva et al., 2001). Ñòàíäàðò-
íàÿ ðåàêöèîííàÿ ñìåñü ñîäåðæàëà (êîíå÷íûå êîíöåíòðà-
öèè): 50 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, 0.1 ìÌ ÀÒÔ, 1 ìÌ
öÀÌÔ, 20 ìÌ êðåàòèíôîñôàò, 0.5 ìã/ìë êðåàòèíôîñôî-
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êèíàçû, 5 ìÌ MgCl2, 1—2 ìêÊè [á-32P]ÀÒÔ è 50—
70 ìêã áåëêà â îáùåì îáúåìå 50 ìêë. Ðåàêöèþ íà÷èíàëè
äîáàâëåíèåì áåëêà ê èíêóáàöèîííîé ñìåñè. Ïîñëå èíêó-
áàöèè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 37 (êðûñû) è 30 (ìîëëþñêè)
°Ñ ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì 100 ìêë 0.5 Ì
HCl è çàòåì îáðàçöû êèïÿòèëè â òå÷åíèå 7 ìèí. Äëÿ íåé-
òðàëèçàöèè êèñëîòû â êàæäóþ ïðîáó äîáàâëÿëè ïî
100 ìêë 1.5 Ì èìèäàçîëà, ïîñëå ÷åãî îáðàçöû ïîìåùàëè
íà êîëîíêè ñ îêèñüþ àëþìèíèÿ. öÀÌÔ ýëþèðîâàëè 8 ìë
10 ìÌ èìèäàçîë-HCl-áóôåðà, pH 7.4. Ðàäèàêòèâíîñòü
ýëþàòà èçìåðÿëè ïî ìåòîäó ×åðåíêîâà íà â-ñ÷åò÷èêå
Rackbeta (LKB, Øâåöèÿ). Àêòèâíîñòü ÀÖ âûðàæàëè â
ïìîëü öÀÌÔ çà 1 ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà.

ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèå ôðàêöèé ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìá-
ðàí áàêòåðèàëüíûìè òîêñèíàìè ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî
ðàíåå (Øïàêîâ è äð., 2002). Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïðè 37
(êðûñû) è 30 (ìîëëþñêè) °Ñ â òå÷åíèå 45 ìèí ñ äîáàâëå-
íèåì 10 ìêã/ìë ÊÒ èëè 100 ìêã/ìë ÕÒ â èíêóáàöèîííîé
ñðåäå îáùèì îáúåìîì 400 ìêë, ñîäåðæàùåé (êîíå÷íûå
êîíöåíòðàöèè): 50 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.8, 2 ìÌ MgCl2,
1 ìÌ ÝÄÒÀ, 10 ìÌ äèòèîòðåèòîë, 0.1 ìÌ ÍÀÄ, 1 ìÌ
ÍÀÄÔ, 0.1 ìÌ ÃÒÔ (äëÿ ÊÒ) èëè GppNHp (äëÿ ÕÒ),
1 ìÌ ÀÒÔ è 10 ìÌ òèìèäèí. Êîíöåíòðàöèÿ ìåìáðàííî-
ãî áåëêà ñîñòàâëÿëà 0.95—1.00 ìã/ìë. Òîêñèíû áûëè
ïðåäâàðèòåëüíî àêòèâèðîâàíû â ïðèñóòñòâèè äèòèîòðåè-
òîëà è ÀÒÔ â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ðåàêöèþ
ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèÿ îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì ê
ïðîáàì 5 ìë îõëàæäåííîãî 50 ìÌ Òðèñ-HCl-áóôåðà,
pH 7.5. Ïðîáû öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 100 000 g â òå÷å-
íèå 30 ìèí, îñàæäåííûå ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàííûå ìåìá-
ðàíû ðåñóñïåíäèðîâàëè â òîì æå áóôåðå è íåìåäëåííî
èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ÀÖ. Êîíò-
ðîëüíûå ïðîáû îáðàáàòûâàëè ñõîäíûì îáðàçîì, íî áåç
äîáàâëåíèÿ áàêòåðèàëüíûõ òîêñèíîâ.

Ïðåèíêóáàöèþ ôðàêöèé ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ñ
ñèíòåòè÷åñêèìè ïåïòèäàìè è ìàñòîïàðàíîì â ñîîòâåòñò-
âóþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ ïðîâîäèëè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå
10 ìèí.

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðîâî-
äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû ANO-
VA. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò áûë âûïîëíåí òðåõêðàòíî.
Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî ± ñòàíäàðòíàÿ
îøèáêà ñðåäíåãî èç íåñêîëüêèõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó êîíòðîëüíûìè ïðîáàìè è ïðî-
áàìè, ïîäâåðãíóòûìè âîçäåéñòâèþ ãîðìîíàëüíûõ è íå-
ãîðìîíàëüíûõ àãåíòîâ, ñîãëàñíî t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà,
îöåíèâàëè êàê äîñòîâåðíûå ïðè P < 0.05 (n = 6).

Ðåçóëüòàòû

Ñèíòåòè÷åñêèé ïîëèêàòèîííûé ïåïòèä I â êîíöåíò-
ðàöèè 10–6—10–4 Ì îò÷åòëèâî ñòèìóëèðîâàë áàçàëüíóþ
àêòèâíîñòü ÀÖ âî âñåõ èññëåäîâàííûõ íàìè òêàíÿõ (â
áîëüøåé ñòåïåíè â ñòðèàòóìå ìîçãà êðûñû) (ðèñ. 1). Ïðè
ýòîì ïîâûøåíèå åãî êîíöåíòðàöèè äî 10–3 Ì ïðèâîäèëî
ê ñíèæåíèþ ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà. Ïåïòèä II â êîí-
öåíòðàöèÿõ 10–6 è 10–5 Ì â íåçíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ñòè-
ìóëèðîâàë àêòèâíîñòü ôåðìåíòà, ïðè÷åì åãî ýôôåêò îò-
÷åòëèâî ïðîÿâëÿëñÿ òîëüêî â òêàíÿõ êðûñû. Ïðè ïîâû-
øåíèè êîíöåíòðàöèè ñòèìóëèðóþùèé ÀÖ-ýôôåêò ïåï-
òèäà èñ÷åçàë è ïåðåõîäèë â èíãèáèðóþùèé. Ìàñòîïàðàí,
ïîëèêàòèîííûé ïåïòèä èç ÿäà îñ, ñëàáî âëèÿë íà áàçàëü-
íóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà è ëèøü â êîíöåíòðàöèè 10–3 Ì
çàìåòíî ñíèæàë åå â òêàíÿõ êðûñû (ðèñ. 1). Ïîëó÷åííûå

äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïåïòèä I è ïåïòèä II
(â ìåíüøåé ñòåïåíè) â ìèêðîìîëÿðíîì äèàïàçîíå êîí-
öåíòðàöèé ñòèìóëèðóþò áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ,
â òî âðåìÿ êàê ìàñòîïàðàí íå îáëàäàåò òàêîé ñïîñîá-
íîñòüþ.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ñïîñîáíîñòè ïîëèêàòèîííûõ ïåïòè-
äîâ èíãèáèðîâàòü àêòèâíîñòü ÀÖ íàìè áûëî èçó÷åíî èõ
âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü ÀÖ, ñòèìóëèðîâàííóþ äèòåðïå-
íîì ôîðñêîëèíîì, íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâóþ-
ùèì ñ êàòàëèòè÷åñêèì ñàéòîì ôåðìåíòà. Â îòñóòñòâèå
ïåïòèäîâ ôîðñêîëèí ñòèìóëèðîâàë àêòèâíîñòü ÀÖ â
ñòðèàòóìå íà 207 %, ñåðäå÷íîé ìûøöå — íà 455, ìûø-
öàõ ìîëëþñêà — íà 326 %. Îáíàðóæåíî, ÷òî ïåïòèä II
îò÷åòëèâî ñíèæàë ñòèìóëèðîâàííóþ ôîðñêîëèíîì àê-
òèâíîñòü ÀÖ óæå â êîíöåíòðàöèè 10–6—10–5 Ì, à â êîí-
öåíòðàöèè 10–3 Ì èíãèáèðîâàë ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò
ôîðñêîëèíà íà 50 % è áîëåå, ïðè÷åì èíãèáèðîâàíèå â
ìûøöàõ ìîëëþñêà ïðîÿâëÿëîñü â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì
â òêàíÿõ êðûñû (ðèñ. 2). Ïåïòèä I áûë ìåíåå ýôôåêòèâåí
è çàìåòíî ñíèæàë ñòèìóëèðóþùèé ÀÖ-ýôôåêò ôîðñêî-
ëèíà òîëüêî â êîíöåíòðàöèè 10–4—10–3 Ì, è íå áîëåå ÷åì
íà 20 % îò âåëè÷èíû òàêîâîãî â îòñóòñòâèå ïåïòèäà. Ìà-
ñòîïàðàí áûë íàèáîëåå ñèëüíûì èíãèáèòîðîì ñòèìóëè-
ðóþùåãî ÀÖ-ýôôåêòà ôîðñêîëèíà — åãî äåéñòâèå âûÿâ-
ëÿëîñü â êîíöåíòðàöèè 10–6 Ì, à ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíò-
ðàöèè äî 10–4 Ì îí èíãèáèðîâàë ýòîò ýôôåêò â òêàíÿõ
êðûñû â 5 ðàç, â ìûøöàõ ìîëëþñêà — â 2.5 ðàçà (ðèñ. 2).
Ñëåäóåò, îäíàêî, îòìåòèòü, ÷òî â îòëè÷èå îò ïåïòèäà II
èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå ìàñòîïàðàíà â ìûøöàõ ìîëëþ-
ñêà áûëî âûðàæåíî çíà÷èòåëüíî ñëàáåå, ÷åì â òêàíÿõ
êðûñû, âñëåäñòâèå ÷åãî èíãèáèðîâàíèå ÀÖ-ýôôåêòà
ôîðñêîëèíà ïåïòèäîì II è ìàñòîïàðàíîì â ìûøöàõ ìîë-
ëþñêà áûëî ñîïîñòàâèìûì.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ òèïà G-áåëêîâ, íà êîòîðûå äåéñòâó-
þò ïîëèêàòèîííûå ïåïòèäû, áûëè ïðèìåíåíû äâà ìåòî-
äà — ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèå ôðàêöèé ïëàçìàòè÷åñêèõ
ìåìáðàí ñ ïîìîùüþ áàêòåðèàëüíûõ òîêñèíîâ è ïåïòèä-
íàÿ ñòðàòåãèÿ, îñíîâàííàÿ íà ïðèìåíåíèè Ñ-êîíöåâûõ
ïåïòèäîâ á-ñóáúåäèíèö G-áåëêîâ.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ñåëåêòèâíûõ ðåàêöèé ÀÄÔ-ðèáîçè-
ëèðîâàíèÿ â òêàíÿõ êðûñû è ìîëëþñêà íàìè áûëè èñïî-
ëüçîâàíû õîëåðíûé òîêñèí (ÕÒ), êîòîðûé ÀÄÔ-ðèáîëè-
çèðóåò Gs-áåëîê, ïåðåâîäèò åãî â ïåðìàíåíòíî àêòèâíîå
ñîñòîÿíèå è, òàêèì îáðàçîì, âûêëþ÷àåò èç ïðîöåññà ïå-
ðåäà÷è ñèãíàëà, è êîêëþøíûé òîêñèí (ÊÒ), êîòîðûé
èíàêòèâèðóåò á-ñóáúåäèíèöó Gi/o-áåëêà è áëîêèðóåò ñèã-
íàëüíûå ïóòè, â êîòîðûõ ó÷àñòâóåò ýòîò G-áåëîê. Ïîêà-
çàíî, ÷òî â ìåìáðàíàõ, ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàííûõ ñ ïî-
ìîùüþ ÕÒ, ñòèìóëèðóþùèå ýôôåêòû ïåïòèäîâ I è II
(10–5 è 10–4 Ì) íà àêòèâíîñòü ÀÖ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
ñíèæàëèñü èëè áëîêèðîâàëèñü ïîëíîñòüþ, ïðè÷åì â òêà-
íÿõ êðûñû íà÷èíàë âûÿâëÿòüñÿ èíãèáèðóþùèé ýôôåêò
ïåïòèäà I, âçÿòîãî â êîíöåíòðàöèè 10–4 Ì (ðèñ. 3).
Â ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàííûõ ÕÒ ìåìáðàíàõ òêàíåé êðûñû
(íî íå â ìûøöàõ ìîëëþñêà) îò÷åòëèâî âûÿâëÿëñÿ èíãè-
áèðóþùèé ýôôåêò ìàñòîïàðàíà.

Â ìåìáðàíàõ, îáðàáîòàííûõ ÊÒ, ñòèìóëèðóþùèå
ýôôåêòû ñèíòåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ çàìåòíî ïîâûøàëèñü
(äëÿ ïåïòèäà I â áîëüøåé ñòåïåíè) (ðèñ. 4). Ïðè ýòîì
åñëè â êîíòðîëüíûõ ìåìáðàíàõ ïîâûøåíèå êîíöåíòðà-
öèè ïåïòèäà I ñ 10–5 äî 10–4 Ì ïðèâîäèëî ê îñëàáëåíèþ
åãî ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà (ðèñ. 1), òî â ìåìáðàíàõ,
ïîäâåðãíóòûõ ðèáîçèëèðîâàíèþ ÊÒ, íàáëþäàëàñü îá-
ðàòíàÿ êàðòèíà (ðèñ. 4). Ñòèìóëèðóþùèå ÀÖ-ýôôåêòû
ïåïòèäà II â êîíöåíòðàöèÿõ 10–5 è 10–4 Ì â îáðàáîòàííûõ
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ÊÒ ìåìáðàíàõ áûëè ñîïîñòàâèìû ïî âåëè÷èíå, è â îòëè-
÷èå îò êîíòðîëüíûõ ìåìáðàí îñëàáëåíèÿ ýòèõ ýôôåêòîâ
ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà äî 10–4 Ì íå íà-
áëþäàëîñü. Ñëåäóåò òàêæå îòìåòèòü, ÷òî â ðèáîçèëèðî-
âàííûõ ÊÒ ìåìáðàíàõ â ãëàäêèõ ìûøöàõ ìîëëþñêà (íî
íå â òêàíÿõ êðûñû) âûÿâëÿëñÿ ñëàáûé ñòèìóëèðóþùèé
ÀÖ-ýôôåêò ìàñòîïàðàíà, äåéñòâóþùåãî â êîíöåíòðàöèè
10–4 Ì (ðèñ. 4).

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèÿ
ÊÒ íà ñïîñîáíîñòü ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ àêòèâèðî-
âàòü Gi/o-áåëîê è òåì ñàìûì èíãèáèðîâàòü àêòèâíîñòü
ÀÖ èçó÷àëè âëèÿíèå ýòèõ ïåïòèäîâ íà ñòèìóëèðîâàííóþ
ôîðñêîëèíîì àêòèâíîñòü ÀÖ â ðèáîçèëèðîâàííûõ ìåìá-
ðàíàõ. Â îòñóòñòâèå ïåïòèäîâ ôîðñêîëèí â îáðàáîòàí-
íûõ ÊÒ ìåìáðàíàõ ñòèìóëèðîâàë ÀÖ â ñòðèàòóìå íà
232 %, ñåðäå÷íîé ìûøöå — íà 563, ìûøöàõ ìîëëþñ-
êà — íà 340 %. Ïåïòèä I è ìàñòîïàðàí â ðèáîçèëè-
ðîâàííûõ ìåìáðàíàõ â îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ ìåìáðàí
ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿëè íà ñòèìóëèðóþùèé ÀÖ-ýôôåêò
ôîðñêîëèíà (ðèñ. 5). Â ñâîþ î÷åðåäü èíãèáèðîâàíèå
ñòèìóëèðóþùåãî ÀÖ-ýôôåêòà ôîðñêîëèíà ïåïòèäîì II
â ðèáîçèëèðîâàííûõ ìåìáðàíàõ ñîõðàíÿëîñü, õîòÿ
è áûëî ìåíåå âûðàæåíî, ÷åì â êîíòðîëüíûõ ìåìáðà-
íàõ. Òàê, ïåïòèä II â êîíöåíòðàöèè 10–4 Ì ñíèæàë ýô-
ôåêò ôîðñêîëèíà â ñòðèàòóìå è ñåðäå÷íîé ìûøöå êðû-
ñû è ãëàäêèõ ìûøöàõ ìîëëþñêà ñîîòâåòñòâåííî íà 29,
23 è 39 % (ðèñ. 5). Äëÿ ñðàâíåíèÿ: â êîíòðîëüíûõ ìåìá-
ðàíàõ èíãèáèðîâàíèå ñîñòàâëÿëî ñîîòâåòñòâåííî 44, 39
è 53 %.

Äàííûå, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ áàêòåðèàëüíûõ òîê-
ñèíîâ (ðèñ. 3—5), ïîçâîëÿþò ñäåëàòü ñëåäóþùèå âûâî-
äû. Ïåïòèä I äåéñòâóåò íà ÀÖ êàê ÷åðåç Gs-áåëîê, òàê è
÷åðåç Gi-áåëîê. Ñ îäíîé ñòîðîíû, îáðàáîòêà ÕÒ áëîêèðó-
åò ñòèìóëèðóþùèé ÀÖ-ýôôåêò ïåïòèäà I, îñóùåñòâëÿå-
ìûé èì ÷åðåç Gs-áåëîê, è ïîçâîëÿåò â òêàíÿõ êðûñ âû-
ÿâèòü èíãèáèðóþùèé ýôôåêò ýòîãî ïåïòèäà, âçÿòîãî â
êîíöåíòðàöèè 10–4 Ì (ðèñ. 3). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, îáðà-
áîòêà ÊÒ, èíàêòèâèðóþùèì Gi-áåëîê è âñëåäñòâèå ýòîãî
ïðåïÿòñòâóþùèì èíãèáèðîâàíèþ ÀÖ ïåïòèäîì, âûçûâà-
åò óñèëåíèå ñòèìóëèðóþùåãî ÀÖ-ýôôåêòà ïåïòèäà è
áëîêèðóåò åãî ñïîñîáíîñòü èíãèáèðîâàòü àêòèâíîñòü
ôåðìåíòà, ñòèìóëèðîâàííîãî ôîðñêîëèíîì (ðèñ. 4, 5).
Òàêèì îáðàçîì, ÀÖ-ýôôåêò ïåïòèäà I â êîíòðîëüíûõ
ìåìáðàíàõ — ýòî ñóììàðíûé ýôôåêò, ñêëàäûâàþùèéñÿ
èç àêòèâàöèè èì êàê Gs-áåëêà (ñòèìóëÿöèÿ ÀÖ), òàê è
Gi-áåëêà (èíãèáèðîâàíèå ÀÖ). Ìàñòîïàðàí îñóùåñòâëÿåò

ñâîå äåéñòâèå ÷åðåç Gi-áåëîê, íà ÷òî óêàçûâàåò áëîêèðî-
âàíèå èíãèáèðóþùåãî ýôôåêòà ýòîãî ïðèðîäíîãî ïåïòè-
äà íà ñòèìóëèðîâàííóþ ôîðñêîëèíîì àêòèâíîñòü ÀÖ
ïðè îáðàáîòêå ÊÒ âî âñåõ èññëåäîâàííûõ íàìè òêàíÿõ
(ðèñ. 5). Ïðè ýòîì äåéñòâèå ìàñòîïàðàíà â òêàíÿõ êðû-
ñû áîëåå ñïåöèôè÷íî, ïîñêîëüêó â ìûøöàõ ìîëëþñêà,
ïðåäñòàâèòåëÿ áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, åãî ýôôåêòû
âûðàæåíû â ìåíüøåé ñòåïåíè è, êðîìå òîãî, â ìåìáðà-
íàõ ìîëëþñêà, ðèáîçèëèðîâàííûõ ÊÒ, âûÿâëÿåòñÿ ñòè-
ìóëèðóþùèé ýôôåêò ìàñòîïàðàíà, âçÿòîãî â êîíöåíò-
ðàöèè 10–4 Ì, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà ñòèìóëÿöèþ èì
Gs-áåëêà. Íàêîíåö, ïåïòèä II, òàê æå êàê è ïåïòèä I, àêòè-
âèðóåò îáà òèïà G-áåëêîâ, õîòÿ è ìåíåå ýôôåêòèâíî â
ñðàâíåíèè ñ ïåïòèäîì I (ðèñ. 3, 4). Â òî æå âðåìÿ ìîëåêó-
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ïîëèêàòèîííûõ ñèíòåòè÷åñêèõ è ïðèðîäíûõ
ïåïòèäîâ íà áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) âî
ôðàêöèÿõ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ñòðèàòóìà ìîçãà (à) è ñåð-
äå÷íîé ìûøöû (á) êðûñû è ãëàäêèõ ìûøö ìîëëþñêà Anodonta

cygnea (â).

1 — ïåïòèä I, 2 — ïåïòèä II, 3 — ìàñòîïàðàí. Áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü ÀÖ,
ïðèíÿòàÿ çà 100 %, ñîñòàâëÿëà: â ñòðèàòóìå ìîçãà è ñåðäå÷íîé ìûøöå
êðûñû — 76.9 ± 5.2 è 16.6 ± 1.1 ñîîòâåòñòâåííî, â ãëàäêèõ ìûøöàõ ìîë-
ëþñêà — 23.6 ± 1.8 ïìîëü öÀÌÔ çà 1 ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà.

Fig. 1. The influence of polycationic synthetic and natural peptides
on basal adenylyl cyclase (AC) activity in plasma membrane frac-
tions of brain striatum (à) and heart muscle (á) of rat and of smo-

oth muscles of the mollusc Anodonta cygnea (â).

1 — peptide I, 2 — peptide II, 3 — mastoparan. Axis X — –log[peptide], M;
axis Y — AC activity, %. Basal AC activities in brain striatum and heart musc-
le of rat and in smooth muscles of mollusc are 76.9 ± 5.2, 16.6 ± 1.1 and
23.6 ± 1.8 pmols of cAMP/min per 1 mg of membrane protein, respectively,

were taken as 100 %.



ëÿðíûå ìåõàíèçìû èõ äåéñòâèÿ íà ÀÖ ðàçëè÷àþòñÿ —
ïåïòèä II â îòëè÷èå îò ïåïòèäà I ñîõðàíÿåò ñïîñîáíîñòü
çàìåòíî èíãèáèðîâàòü ñòèìóëèðîâàííóþ ôîðñêîëèíîì
àêòèâíîñòü ÀÖ â ìåìáðàíàõ, îáðàáîòàííûõ ÊÒ (ðèñ. 5).
Ýòî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ïåïòèä II âëèÿåò
íà àêòèâíîñòü ÀÖ íå òîëüêî ÷åðåç ïîñðåäñòâî àêòèâàöèè
G-áåëêîâ, íî è âñëåäñòâèå ïðÿìîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ êà-
òàëèòè÷åñêèì ñàéòîì ôåðìåíòà.

Âûâîäû, ñäåëàííûå íà îñíîâå ðåçóëüòàòîâ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ñ áàêòåðèàëüíûìè òîêñèíàìè, ïîäòâåðæäàþòñÿ
äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ñ ïîìîùüþ Ñ-êîíöåâûõ ïåïòè-
äîâ á-ñóáúåäèíèö G-áåëêîâ, êîòîðûå ñåëåêòèâíî, ïî
êîíêóðåíòíîìó ìåõàíèçìó, íàðóøàþò ïðîöåññû ïåðå-
äà÷è ãîðìîíàëüíûõ ñèãíàëîâ, îñóùåñòâëÿåìûå ÷åðåç
òå òèïû G-áåëêîâ, ïðîèçâîäíûìè êîòîðûõ îíè ÿâëÿþò-
ñÿ. Òàê, â ïðèñóòñòâèè Ñ-êîíöåâîãî ïåïòèäà 385—394
ás-ñóáúåäèíèöû Gs-áåëêà ñíèæàþòñÿ ñòèìóëèðóþùèå
ÀÖ-ýôôåêòû ïåïòèäîâ I è II â ñåðäå÷íîé ìûøöå êðûñû
(ñì. òàáëèöó). Â ïðèñóòñòâèè Ñ-êîíöåâîãî ïåïòèäà
346—355 ái2-ñóáúåäèíèöû Gi-áåëêà ýòè ýôôåêòû ïåïòè-
äîâ âîçðàñòàþò. Ïåïòèä 346—355 ái2 ñíèæàåò èíãèáèðî-
âàíèå ïåïòèäîì I àêòèâíîñòè ÀÖ, ñòèìóëèðîâàííîé ôîðñ-
êîëèíîì, íî ñëàáî âëèÿåò íà èíãèáèðîâàíèå ýòîé àêòèâ-
íîñòè, îñóùåñòâëÿåìîå ïåïòèäîì II. Ïåïòèä 346—355 ái2
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ íà ñòèìóëèðóþùèé
ÀÖ-ýôôåêò ôîðñêîëèíà âî ôðàêöèÿõ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí
ñòðèàòóìà ìîçãà (à) è ñåðäå÷íîé ìûøöû (á) êðûñû, à òàêæå

ãëàäêèõ ìûøö ìîëëþñêà Anodonta cygnea (â).

1 — ïåïòèä I, 2 — ïåïòèä II, 3 — ìàñòîïàðàí. Ýôôåêò ôîðñêîëèíà
(10–5 Ì) â îòñóòñòâèå ïåïòèäîâ ïðèíÿò çà 100 %.

Fig. 2. The influence of polycationic peptides on AC stimulating ef-
fect of forskolin in plasma membrane fractions of brain striatum (à)
and heart muscle (á) of rat and of smooth muscles of the mollusc

Anodonta cygnea (â).

1 — peptide I, 2 — peptide II, 3 — mastoparan. Axis X — –log[peptide], M;
axis Y — stimulating AC effect of forskolin (10–5 M), %. The effect of forsko-

lin without peptides was taken as 100 %.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèÿ õîëåðíûì òîêñèíîì íà
ÀÖ-ýôôåêòû ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ.

à — ñòðèàòóì ìîçãà êðûñû, á — ñåðäå÷íàÿ ìûøöà êðûñû, â — ãëàäêèå
ìûøöû ìîëëþñêà. 1 — ïåïòèä I, 10–5 Ì; 2 — ïåïòèä I, 10–4 Ì; 3 — ïåï-
òèä II, 10–5 Ì; 4 — ïåïòèä II, 10–4 Ì; 5 — ìàñòîïàðàí, 10–5 Ì; 6 — ìàñòî-
ïàðàí, 10–4 Ì. Àêòèâíîñòü ÀÖ, ïðèíÿòàÿ çà 100 %, â ÀÄÔ-ðèáîçèëèðî-
âàííûõ õîëåðíûì òîêñèíîì ìåìáðàíàõ ñîñòàâëÿëà: â ñòðèàòóìå ìîçãà è
ñåðäå÷íîé ìûøöå êðûñû — 138.6 ± 8.9 è 35.2 ± 1.4 ñîîòâåòñòâåííî, â
ãëàäêèõ ìûøöàõ ìîëëþñêà — 45.2 ± 2.9 ïìîëü öÀÌÔ çà 1 ìèí íà 1 ìã
ìåìáðàííîãî áåëêà. Çíà÷åíèÿ àêòèâíîñòè ÀÖ â ïðèñóòñòâèè ïåïòèäîâ,
äîñòîâåðíî îòëè÷àþùèåñÿ îò àêòèâíîñòè ôåðìåíòà â èõ îòñóòñòâèå

(P < 0.05), îòìå÷åíû çâåçäî÷êàìè.

Fig. 3. The influence of ADP-ribosylation by cholera toxin on AC
effects of polycationic peptides.

à — brain striatum of rat, á — heart muscle of rat, â — smooth muscles of mol-
lusc. 1 — peptide I, 10–5 Ì; 2 — peptide I, 10–4 Ì; 3 — peptide II, 10–5 Ì;
4 — peptide II, 10–4 Ì; 5 — mastoparan, 10–5 Ì; 6 — mastoparan, 10–4 Ì.
Axis Y — AC activity, %. AC activity in ADP-ribosylated by cholera toxin
membranes of brain striatum and heart muscle of rat and in smooth muscles of
mollusk are 138.6 ± 8.9, 35.2 ± 1.4 and 45.2 ± 2.9 pmols of cAMP/min per
1 mg of membrane protein, respectively, were taken as 100 %. Statistical sig-
nificance of differences between AC activity in the presence and without the

peptides is indicated by asterisks (P < 0.05).
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Âëèÿíèå ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ íà áàçàëüíóþ è ñòèìóëèðîâàííóþ ôîðñêîëèíîì (10–5 Ì)
àêòèâíîñòü ÀÖ â ñåðäå÷íîé ìûøöå êðûñû â ïðèñóòñòâèè C-êîíöåâûõ ïåïòèäîâ 385—394

as-ñóáúåäèíèöû è 346—355 ai2-ñóáúåäèíèöû G-áåëêà

Âîçäåéñòâèå

Àêòèâíîñòü ÀÖ, ïìîëü öÀÌÔ çà 1 ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà (M ± m)

â îòñóòñòâèè
C-êîíöåâûõ ïåïòèäîâ

ïåïòèäû 385—394 as,
10–4 Ì

ïåïòèä 346—355 ai2,
10–4 Ì

Â î ò ñ ó ò ñ ò â è å ô î ð ñ ê î ë è í à

Áåç äîáàâîê 16.6 ± 1.1 15.8 ± 1.3 16.1 ± 1.4
Ïåïòèä I, 10–5 Ì 24.4 ± 1.4 (+47 %) 17.0 ± 1.5 [+8 %] 26.7 ± 1.0 [+66 %]

10–4 Ì 22.4 ± 1.9 (+35 %) 18.1 ± 1.2 [+15 %] 28.3 ± 2.2 [+76 %]
Ïåïòèä II, 10–5 Ì 20.1 ± 1.8 (+21 %) 17.1 ± 1.0 [+8 %] 22.1 ± 1.1 [+37 %]

10–4 Ì 16.1 ± 1.2 (–3 %) 15.6 ± 1.4 [–1 %] 22.0 ± 1.4 [+37 %]
Ìàñòîïàðàí, 10–5 Ì 14.9 ± 1.2 (–10 %) 14.0 ± 1.3 [–11 %] 16.3 ± 1.2 [+1 %]

10–4 Ì 14.6 ± 0.9 (–12 %) 13.2 ± 0.9 [–16 %] 16.4 ± 0.7 [+2 %]

Â ï ð è ñ ó ò ñ ò â è è ô î ð ñ ê î ë è í à (10–5 Ì)

Áåç äîáàâîê 92.2 ± 4.9 (+455 %) 96.6 ± 5.7 [+511 %] 95.2 ± 7.5 [+491 %]
Ïåïòèä I, 10–5 Ì 84.6 ± 6.2 (+410 %) 78.9 ± 6.0 [+399 %] 88.9 ± 7.2 [+452 %]

10–4 Ì 74.8 ± 4.8 (+351 %) 67.4 ± 5.5 [+327 %] 86.7 ± 5.1 [+439 %]
Ïåïòèä II, 10–5 Ì 79.2 ± 4.1 (+377 %) 75.8 ± 5.2 [+380 %] 80.2 ± 3.6 [+398 %]

10–4 Ì 62.8 ± 5.8 (+278 %) 60.9 ± 4.3 [+285 %] 73.0 ± 5.9 [+353 %]
Ìàñòîïàðàí, 10–5 Ì 67.9 ± 4.2 (+309 %) 65.3 ± 3.2 [+313 %] 79.8 ± 4.8 [+396 %]

10–4 Ì 36.1 ± 2.5 (+117 %) 37.2 ± 3.5 [+135 %] 76.8 ± 4.2 [+377 %]

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â êðóãëûõ ñêîáêàõ ïðèâåäåíû âåëè÷èíû ýôôåêòà ñèíòåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ è ìàñòîïàðàíà íà
àêòèâíîñòü ÀÖ ïî îòíîøåíèþ ê áàçàëüíîìó óðîâíþ ôåðìåíòà; â êâàäðàòíûõ ñêîáêàõ — âåëè÷èíû èõ ýôôåêòà ïî
îòíîøåíèþ ê àêòèâíîñòè ÀÖ â ïðèñóòñòâèè C-êîíöåâûõ ïåïòèäîâ.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèÿ êîêëþøíûì òîêñèíîì
íà ÀÖ-ýôôåêòû ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ.

Àêòèâíîñòü ÀÖ, ïðèíÿòàÿ çà 100 %, â ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàííûõ êîêëþø-
íûì òîêñèíîì ìåìáðàíàõ ñîñòàâëÿëà: â ñòðèàòóìå ìîçãà è ñåðäå÷íîé
ìûøöå êðûñû — 80.4 ± 7.4 è 17.4 ± 1.6 ñîîòâåòñòâåííî, â ãëàäêèõ ìûø-
öàõ ìîëëþñêà — 25.8 ± 1.8 ïìîëü öÀÌÔ çà 1 ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî

áåëêà. Îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 3.

Fig. 4. The influence of ADP-ribosylation by pertussis toxin on AC
effects of polycationic peptides.

AC activities in ADP-ribosylated by cholera toxin membranes of brain stria-
tum and heart muscle of rat and in smooth muscles of mollusc are 80.4 ± 7.4,
17.4 ± 1.6 and 25.8 ± 1.8 pmols of cAMP/min per 1 mg of membrane protein,

respectively, were taken as 100 %. Other designations are as in Fig. 3.

Ðèñ. 5. Âëèÿíèå ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèÿ êîêëþøíûì òîêñèíîì
íà èíãèáèðîâàíèå ïîëèêàòèîííûìè ïåïòèäàìè àêòèâíîñòè

ÀÖ, ñòèìóëèðîâàííîé ôîðñêîëèíîì (10–5 Ì).

Ýôôåêò ôîðñêîëèíà â îòñóòñòâèå ïåïòèäîâ ïðèíÿò çà 100 %. Çíà÷åíèÿ
ñòèìóëèðóþùåãî ÀÖ-ýôôåêòà ôîðñêîëèíà, äîñòîâåðíî ñíèæåííûå â
ïðèñóòñòâèè ïåïòèäîâ (P < 0.05), îòìå÷åíû çâåçäî÷êàìè. Îñòàëüíûå

îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 3.

Fig. 5. The influence of ADP-ribosylation by pertussis toxin on the
inhibition of forskolin-stimulates AC activity by polycationic pep-

tides.

Axis Y — AC stimulating effect of forskolin (10–5 Ì), %. The effect of forsko-
lin without peptides was taken as 100 %. Statistical significance of differences
between AC stimulating effects of forskolin in the presence and without the
peptides is indicated by asterisks (P < 0.05). Other designations are as in

Fig. 3.



â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ñíèæàåò èíãèáèðîâàíèå ìàñòî-
ïàðàíîì ñòèìóëèðóþùåãî ÀÖ-ýôôåêòà ôîðñêîëèíà è
ïîëíîñòüþ áëîêèðóåò åãî ýôôåêò íà áàçàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü ÀÖ â ñåðäå÷íîé ìûøöå (ñì. òàáëèöó). Êà÷åñòâåí-
íî ñõîäíàÿ êàðòèíà íàáëþäàëàñü íàìè â ñòðèàòóìå ìîçãà
êðûñû è ãëàäêèõ ìûøöàõ ìîëëþñêà (äàííûå íå ïðåä-
ñòàâëåíû). Ñëåäóåò, îäíàêî, îòìåòèòü, ÷òî â ãëàäêèõ
ìûøöàõ ìîëëþñêà äåéñòâèå Ñ-êîíöåâûõ ïåïòèäîâ áûëî
âûðàæåíî ñëàáåå, ÷åì â òêàíÿõ êðûñû.

Íà çàêëþ÷èòåëüíîì ýòàïå èññëåäîâàíèé áûëî èçó÷å-
íî âëèÿíèå ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ íà ðåãóëÿöèþ ôóíê-
öèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ÀÖ ãîðìîíàìè, ÿâëÿþùèìèñÿ
êàê ñòèìóëÿòîðàìè, òàê è èíãèáèòîðàìè àêòèâíîñòè ôåð-
ìåíòà. Ñíà÷àëà èññëåäîâàëè âëèÿíèå ïåïòèäîâ íà èíãè-
áèðóþùèå ÀÖ-ýôôåêòû ãîðìîíîâ, îñóùåñòâëÿåìûå èìè
÷åðåç Gi-áåëêè. Ýòè ýôôåêòû âûÿâëÿëèñü ïðè äåéñòâèè
ñîìàòîñòàòèíà (10–7 Ì) è àãîíèñòà D2-äîôàìèíîâûõ ðå-
öåïòîðîâ áðîìêðèïòèíà (10–5 Ì) â ñòðèàòóìå ìîçãà êðû-
ñû, ñîìàòîñòàòèíà (10–7 Ì) â ñåðäå÷íîé ìûøöå è èçîïðî-
òåðåíîëà (10–5 Ì) â ìûøöàõ ìîëëþñêà íà àêòèâíîñòü
ôåðìåíòà, ñòèìóëèðîâàííîãî ôîðñêîëèíîì (ðèñ. 6). Îá
ó÷àñòèè Gi-áåëêîâ â ðåàëèçàöèè ðåãóëÿòîðíîãî âëèÿíèÿ
ýòèõ ãîðìîíîâ íà àêòèâíîñòü ÀÖ ñâèäåòåëüñòâóåò, âî-ïåð-
âûõ, òî, ÷òî ýôôåêòû ãîðìîíîâ ïîëíîñòüþ (ñîìàòîñòà-

òèí) èëè ÷àñòè÷íî (áðîìêðèïòèí è èçîïðîòåðåíîë) áëî-
êèðóþòñÿ îáðàáîòêîé ÊÒ è çàìåòíî ñíèæàþòñÿ â
ïðèñóòñòâèè ïåïòèäà 346—355 ái2-ñóáúåäèíèöû (äàííûå
íå ïðåäñòàâëåíû), è, âî-âòîðûõ, ðåçóëüòàòû íàøèõ ïðå-
äûäóùèõ èññëåäîâàíèé, â êîòîðûõ âûÿâëåíî èíãèáèðó-
þùåå ÀÖ âëèÿíèå áðîìêðèïòèíà â ñòðèàòóìå ìîçãà êðû-
ñû (Øïàêîâ è äð., 2004â) è èçîïðîòåðåíîëà â ãëàäêèõ
ìûøöàõ ìîëëþñêîâ (Pertseva et al., 1992).

Ïîêàçàíî, ÷òî ìàñòîïàðàí â êîíöåíòðàöèÿõ 10–5 è
10–4 Ì äîçîçàâèñèìî ïîäàâëÿë èíãèáèðóþùèå ÀÖ-ýô-
ôåêòû ãîðìîíîâ â òêàíÿõ êðûñû (â ìûøöàõ ìîëëþñêà
âëèÿíèå ìàñòîïàðàíà ïðîÿâëÿëîñü ñëàáî), ïðè÷åì íàèáî-
ëåå ÷óâñòâèòåëüíûì ê åãî äåéñòâèþ áûë èíãèáèðóþùèé
ýôôåêò ñîìàòîñòàòèíà. Ïåïòèä I â òêàíÿõ êðûñû òàêæå
ñíèæàë èíãèáèðóþùèå ÀÖ-ýôôåêòû ãîðìîíîâ, íî ñëà-
áåå, ÷åì ìàñòîïàðàí (ðèñ. 6). Â ìûøöàõ ìîëëþñêà äåéñò-
âèå ïåïòèäà I, íàîáîðîò, áûëî áîëåå îò÷åòëèâûì â ñðàâ-
íåíèè ñ òàêîâûì ìàñòîïàðàíà. Ïåïòèä II áûë ìåíåå ýôôåê-
òèâåí è çàìåòíî ñíèæàë ëèøü èíãèáèðóþùèé ÀÖ-ýô-
ôåêò ñîìàòîñòàòèíà â ñåðäå÷íîé ìûøöå.

Äàëåå èññëåäîâàëè âëèÿíèå ïîëèêàòèîííûõ ïåï-
òèäîâ íà ñòèìóëèðóþùèå ÀÖ-ýôôåêòû 10–5 Ì èçîïðî-
òåðåíîëà (+123 %) â ñåðäå÷íîé ìûøöå è 10–5 Ì ñåðîòî-
íèíà (+94 %) â ñòðèàòóìå ìîçãà, äåéñòâèå êîòîðûõ îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç Gs-áåëêè. Ïîêàçàíî, ÷òî ïåïòèäû I è II
äîçîçàâèñèìî ñíèæàþò ñòèìóëèðóþùèå ÀÖ-ýôôåêòû
ãîðìîíîâ, â òî âðåìÿ êàê âëèÿíèå ìàñòîïàðàíà â ýòîì
ñëó÷àå ïðàêòè÷åñêè íå âûÿâëÿåòñÿ (ðèñ. 7). Ñëåäîâàòåëü-
íî, ñèíòåòè÷åñêèå ïåïòèäû, ñòèìóëèðóÿ Gs-áåëêè, ïî
êîíêóðåíòíîìó ìåõàíèçìó áëîêèðóþò ïðîâåäåíèå ñòè-
ìóëèðóþùèõ ñèãíàëîâ ê ôåðìåíòó ÀÖ, â òî âðåìÿ êàê

456 À. Î. Øïàêîâ, È. À. Ãóðüÿíîâ è äð.

Ðèñ. 6. Âëèÿíèå ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ íà èíãèáèðîâàíèå
ãîðìîíàìè àêòèâíîñòè ÀÖ, ñòèìóëèðîâàííîé ôîðñêîëèíîì.

à — ñîìàòîñòàòèí (10–7 Ì), ñòðèàòóì ìîçãà êðûñû; á — áðîìêðèïòèí
(10–5 Ì), ñòðèàòóì ìîçãà êðûñû; â — ñîìàòîñòàòèí (10–7 Ì), ñåðäå÷íàÿ
ìûøöà êðûñû; ã — èçîïðîòåðåíîë (10–5 Ì), ãëàäêèå ìûøöû ìîëëþñêà.
1 — áåç ïåïòèäà; 2 — ïåïòèä I, 10–5 Ì; 3 — ïåïòèä I, 10–4 Ì; 4 — ïåï-
òèä II, 10–5 Ì; 5 — ïåïòèä II, 10–4 Ì; 6 — ìàñòîïàðàí, 10–5 Ì; 7 — ìàñòî-
ïàðàí, 10–4 Ì. Ýôôåêò ôîðñêîëèíà (10–5 Ì) â îòñóòñòâèå ïåïòèäîâ ïðè-
íÿò çà 100 %. Çíà÷åíèÿ ñòèìóëèðóþùåãî ÀÖ-ýôôåêòà ôîðñêîëèíà, èíãè-
áèðîâàííîãî ãîðìîíîì â îòñóòñòâèå ïåïòèäîâ, äîñòîâåðíî ïîâûøåííûå

â èõ ïðèñóòñòâèè (P < 0.05), îòìå÷åíû çâåçäî÷êàìè.

Fig. 6. The influence of polycationic peptides on the inhibition of
forskolin-stimulated AC activity by the hormones.

à — somatostatin (10–7 Ì), brain striatum of rat; á — bromocryptine
(10–5 Ì), brain striatum of rat; â — somatostatin (10–7 Ì), heart muscle of rat;
ã — isoproterenol (10–5 Ì), smooth muscles of mollusc. 1 — without peptide;
2 — peptide I, 10–5 Ì; 3 — peptide I, 10–4 Ì; 4 — peptide II, 10–5 Ì; 5 —
peptide II, 10–4 Ì; 6 — mastoparan, 10–5 Ì; 7 — mastoparan, 10–4 Ì. Axis
Y — AC stimulating effect of forskolin (10–5 Ì), %. The effect of forskolin
without peptides was taken as 100 %. Statistical significance of differences
between AC inhibiting effects of the hormones on forskolin-stimulated enzy-
me activity in the presence of and without peptides is indicated by asterisks

(P < 0.05).

Ðèñ. 7. Âëèÿíèå ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ íà ñòèìóëèðóþùèé
ÀÖ-ýôôåêò ãîðìîíîâ â òêàíÿõ êðûñû.

à — ñåðîòîíèí (10–5 Ì), ñòðèàòóì ìîçãà; á — èçîïðîòåðåíîë (10–5 Ì),
ñåðäå÷íàÿ ìûøöà. Çíà÷åíèÿ ñòèìóëèðóþùåãî ÀÖ-ýôôåêòà ãîðìîíà, äî-
ñòîâåðíî ñíèæåííûå â ïðèñóòñòâèè ïåïòèäîâ (P < 0.05), îòìå÷åíû çâåç-

äî÷êàìè. Îñòàëüíûå îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 6.

Fig. 7. The influence of polycationic peptides on AC stimulating
effect of the hormones in rat tissues.

à — serotonin (10–5 Ì), brain striatum; á — isoproterenol (10–4 Ì), heart
muscle. Axis Y — AC stimulating effect of hormone, %. Statistical significan-
ce of differences between AC stimulating effects of the hormones in the pre-
sence of and without peptides is indicated by asterisks (P < 0.05). Other desig-

nations are as in Fig. 6.



ìàñòîïàðàí, êîòîðûé íå âëèÿåò íà ôóíêöèîíàëüíóþ àê-
òèâíîñòü Gs-áåëêîâ, ïðîâåäåíèþ ýòèõ ñèãíàëîâ íå ïðå-
ïÿòñòâóåò.

Îáñóæäåíèå

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñèíòåòè÷åñêèå ïîëè-
êàòèîííûå ïåïòèäû, îáðàçóþùèå á-ñïèðàëüíûå ñòðóêòó-
ðû, ñïîñîáíû âëèÿòü êàê íà áàçàëüíóþ, òàê è íà ñòèìóëè-
ðîâàííóþ ãîðìîíàëüíûìè è íåãîðìîíàëüíûìè àãåíòàìè
àêòèâíîñòü ÀÖ â òêàíÿõ ïîçâîíî÷íûõ è áåñïîçâîíî÷íûõ
æèâîòíûõ (Øïàêîâ è äð., 2001, 2003, 2004à, 2004á,
2004ã, 2005). Ýôôåêòèâíîñòü âëèÿíèÿ ïåïòèäîâ íà ôóíê-
öèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ-ñèñòåìû îïðåäåëÿëàñü òàêè-
ìè èõ õàðàêòåðèñòèêàìè, êàê ïðèñóòñòâèå â ìîëåêóëå
ãèäðîôîáíûõ ðàäèêàëîâ, îáðàçîâàíèå ðàçâåòâëåííûõ
çâåçäîîáðàçíûõ ñòðóêòóð, ïëîòíîñòü è ðàñïðåäåëåíèå
ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ,
ïðèñóòñòâèå îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûõ àìèíîêèñëîò, ñïî-
ñîáíîñòü ê îáðàçîâàíèþ àìôèïàòè÷åñêèõ á-ñïèðàëåé.
Îäíàêî ìîëåêóëÿðíûå îñíîâû èõ äåéñòâèÿ íà ñèãíàëü-
íûå áåëêè — êîìïîíåíòû ÀÖ-ñèñòåìû, â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü íà ãåòåðîòðèìåðíûå G-áåëêè, îñòàþòñÿ äî êîíöà íå
âûÿñíåííûìè.

Â ðàìêàõ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëè èçó÷åíû
ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû âëèÿíèÿ ñèíòåòè÷åñêèõ ïîëè-
êàòèîííûõ ïåïòèäîâ íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ãå-
òåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ. Îñíîâûâàÿñü íà ðàíåå ïîëó-
÷åííûõ ðåçóëüòàòàõ, áûëè âûáðàíû äâà ïåïòèäà, îòíîñÿ-
ùèõñÿ ê äâóì ðàçëè÷àþùèìñÿ ïî ñâîåé ñòðóêòóðíîé
îðãàíèçàöèè ãðóïïàì ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ: îäèí èç
íèõ (ïåïòèä I) ñîäåðæàë ãèäðîôîáíûå C10-ðàäèêàëû, â
òî âðåìÿ êàê äðóãîé (ïåïòèä II) èìåë ðàçâåòâëåííóþ
çâåçäîîáðàçíóþ ñòðóêòóðó. Áèîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà êàæ-
äîãî èç ïåïòèäîâ îòðàæàëè íàèáîëåå òèïè÷íûå ñâîéñòâà
äðóãèõ ïåïòèäîâ, îòíîñÿùèõñÿ ê òîé æå ñòðóêòóðíîé
ãðóïïå (Øïàêîâ è äð., 2003, 2004à, 2004á).

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè â ñðàâíèòåëüíîì àñïåêòå.
Âî-ïåðâûõ, â êà÷åñòâå ìèøåíåé áûëè èçáðàíû ÀÖ-ñèñ-
òåìû æèâîòíûõ ðàçëè÷íîãî ôèëîãåíåòè÷åñêîãî óðîâ-
íÿ — êðûñû (ïîçâîíî÷íûå) è äâóñòâîð÷àòîãî ìîëëþñêà
A. cygnea (áåñïîçâîíî÷íûå). Âî-âòîðûõ, â ñëó÷àå êðûñû
èññëåäîâàëè ðàçëè÷íûå òêàíè — ñòðèàòóì ãîëîâíîãî
ìîçãà è ñåðäå÷íóþ ìûøöó. Â-òðåòüèõ, äåéñòâèå ñèíòåòè-
÷åñêèõ ïåïòèäîâ ñðàâíèâàëè ñ äåéñòâèåì ïðèðîäíîãî ïî-
ëèêàòèîííîãî ïåïòèäà ìàñòîïàðàíà — êîìïîíåíòà ÿäà
íàñåêîìûõ (îñ, ï÷åë è øåðøíåé). Êàê èçâåñòíî, ýòîò ïðè-
ðîäíûé òîêñèí ñ âûñîêîé ñåëåêòèâíîñòüþ àêòèâèðóåò
ãåòåðîòðèìåðíûå G-áåëêè Gi/o-ñåìåéñòâà, íî ïðàêòè÷å-
ñêè íå äåéñòâóåò íà äðóãèå èõ ñåìåéñòâà (Higashijima et
al., 1990; Tanaka et al., 1998; Whitman et al., 2000; Bakker
et al., 2004; Olearczyk et al., 2004). Ñëåäóåò, îäíàêî, îòìå-
òèòü, ÷òî íàðÿäó ñ ïîçâîíî÷íûìè ìû èçó÷àëè âëèÿíèå
ìàñòîïàðàíà íà êîìïîíåíòû ÀÖ-ñèñòåìû ìîëëþñêà
A. cygnea, ïðåäñòàâèòåëÿ áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, ÷òî
îòëè÷àåò íàøå èññëåäîâàíèå îò ðàáîò äðóãèõ àâòîðîâ,
êîòîðûå â êà÷åñòâå ìèøåíåé äåéñòâèÿ ìàñòîïàðàíà âû-
áèðàëè òêàíè ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ.

Ïîëó÷åííûå íàìè ñ ïðèìåíåíèåì ðàçëè÷íûõ ïîäõî-
äîâ è ìåòîäîâ äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî õîòÿ ñèíòå-
òè÷åñêèå ïîëèêàòèîííûå ïåïòèäû è ñïîñîáíû äîçîçàâè-
ñèìî ñòèìóëèðîâàòü àêòèâíîñòü ãåòåðîòðèìåðíûõ G-áåë-
êîâ, íî â îòëè÷èå îò ïðèðîäíîãî ïîëèêàòèîíà ìàñòîïàðà-
íà èõ äåéñòâèå íà G-áåëêè íå ÿâëÿåòñÿ ñåëåêòèâíûì —

ñèíòåòè÷åñêèå ïåïòèäû ñòèìóëèðóþò êàê Gs-, òàê è
Gi-áåëêè. Òàê, èõ ýôôåêòû îò÷åòëèâî ñíèæàþòñÿ ïîñëå
îáðàáîòêè ìåìáðàí õîëåðíûì è êîêëþøíûì òîêñèíàìè
è èíãèáèðóþòñÿ â ïðèñóòñòâèè ïåïòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ Ñ-êîíöåâûì ó÷àñòêàì 385—394 ás- è 346—355
ái2-ñóáúåäèíèö G-áåëêîâ. Íàðÿäó ñ ýòèì ñèíòåòè÷åñêèå
ïåïòèäû äîçîçàâèñèìî ñíèæàþò âåëè÷èíó êàê ñòèìóëè-
ðóþùèõ, òàê è èíãèáèðóþùèõ ÀÖ-àêòèâíîñòü ýôôåêòîâ
ãîðìîíîâ, âëèÿÿ, òàêèì îáðàçîì, íà ñèãíàëüíûå ïóòè, â
êîòîðûõ ó÷àñòâóþò G-áåëêè, îòíîñÿùèåñÿ ñîîòâåòñòâåí-
íî ê Gs- è Gi/o-ñåìåéñòâàì. Ìàñòîïàðàí â ñâîþ î÷åðåäü
ñòèìóëèðóåò òîëüêî Gi-áåëêè è áëîêèðóåò òîëüêî òå ãîðìî-
íàëüíûå ñèãíàëû, êîòîðûå ðåàëèçóþòñÿ ñ ó÷àñòèåì ýòèõ
G-áåëêîâ. Íåîáõîäèìî òàêæå îòìåòèòü, ÷òî ïåïòèä II ñ
ðàçâåòâëåííîé ñòðóêòóðîé íå òîëüêî âçàèìîäåéñòâóåò ñ
G-áåëêàìè (ìåíåå ýôôåêòèâíî, ÷åì ìàñòîïàðàí è ïåïòèä
I), íî è èíãèáèðóþùèì îáðàçîì äåéñòâóåò íåïîñðåäñò-
âåííî íà êàòàëèòè÷åñêèé êîìïîíåíò ÀÖ-ñèñòåìû —
ôåðìåíò ÀÖ. Îá ýòîì ñâèäåòåëüñòâóåò îò÷åòëèâîå èíãè-
áèðîâàíèå ïåïòèäîì II ñòèìóëèðîâàííîé ôîðñêîëèíîì
àêòèâíîñòè ÀÖ äàæå â óñëîâèÿõ ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèÿ
ìåìáðàí ÊÒ, êîòîðûé, êàê èçâåñòíî, èíàêòèâèðóåò
Gi/o-áåëêè è òåì ñàìûì ïðåäîòâðàùàåò èíãèáèðîâàíèå
ôåðìåíòà àãåíòàìè, îñóùåñòâëÿþùèìè ñâîå äåéñòâèå
÷åðåç G-áåëêè Gi/o-ñåìåéñòâà. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èí-
ãèáèðóþùåå âëèÿíèå ïåïòèäà I íà àêòèâíîñòü ÀÖ, ñòè-
ìóëèðîâàííóþ ôîðñêîëèíîì, ïîëíîñòüþ áëîêèðóåòñÿ
ÊÒ, è ýòî óêàçûâàåò íà îòñóòñòâèå çàìåòíîãî âëèÿíèÿ
ïåïòèäà, ñîäåðæàùåãî ãèäðîôîáíûå ðàäèêàëû, íî íå
èìåþùåãî ðàçâåòâëåííîé ñòðóêòóðû, íà êàòàëèòè÷åñêèé
ñàéò ôåðìåíòà.

Ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î òîì, ÷òî ôîðìèðîâàíèå ïåïòèäàìè ïîëèêàòèîí-
íîé àìôèïàòè÷åñêîé ñïèðàëè ñàìî ïî ñåáå íå ÿâëÿåòñÿ
äîñòàòî÷íûì óñëîâèåì äëÿ ñåëåêòèâíîé àêòèâàöèè èìè
îïðåäåëåííûõ òèïîâ G-áåëêîâ (íàïðèìåð, Gi-áåëêîâ), è
âàæíóþ ðîëü çäåñü èãðàþò ïåðâè÷íàÿ ñòðóêòóðà ïåïòè-
äîâ, îïðåäåëÿþùàÿ ðàñïðåäåëåíèå ïîëîæèòåëüíî çàðÿ-
æåííûõ ãðóïï íà ïîâåðõíîñòè ýòîé ñïèðàëè, à òàêæå íà-
ëè÷èå êëàñòåðîâ ãèäðîôîáíûõ àìèíîêèñëîò èëè ìîäåëè-
ðóþùèõ ýòè êëàñòåðû ãèäðîôîáíûõ ðàäèêàëîâ. Ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìàñòîïàðàí è äðóãèå ïðèðîäíûå ïî-
ëèêàòèîííûå ïåïòèäû (ìåëèòòèí, áðàäèêèíèí, ñóáñòàí-
öèÿ P è äð.), îáëàäàþùèå ñïîñîáíîñòüþ ñåëåêòèâíî
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ îäíèìè òèïàìè G-áåëêîâ, íî íå çà-
òðàãèâàòü ïðè ýòîì äðóãèå èõ òèïû, ïðèîáðåëè ýòó ñïî-
ñîáíîñòü â ïðîöåññå ýâîëþöèè. Îäíàêî åñëè â òêàíÿõ ïî-
çâîíî÷íûõ æèâîòíûõ ñåëåêòèâíîñòü âëèÿíèÿ ìàñòîïàðà-
íà íà àêòèâíîñòü G-áåëêîâ ïðîÿâëÿåòñÿ îò÷åòëèâî, òî â
ãëàäêèõ ìûøöàõ ìîëëþñêà, ïðåäñòàâèòåëÿ áåñïîçâîíî÷-
íûõ æèâîòíûõ, êàê âïåðâûå ïîêàçàíî íàìè â íàñòîÿùåì
èññëåäîâàíèè, ýòîò ïåïòèä îáëàäàåò áîëåå íèçêîé ñåëåê-
òèâíîñòüþ è ýôôåêòèâíîñòüþ ñâîåãî äåéñòâèÿ íà G-áåë-
êè è â êîíöåíòðàöèè 10–4 Ì ñòèìóëèðóåò, íàðÿäó ñ
Gi/o-áåëêàìè, òàêæå è Gs-áåëêè.

Ïðèìåíåíèå C-êîíöåâûõ ïåïòèäîâ á-ñóáúåäèíèö
G-áåëêîâ ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü, ÷òî ñèíòåòè÷åñêèå ïî-
ëèêàòèîííûå ïåïòèäû, òàê æå êàê è ìàñòîïàðàí, âçàèìî-
äåéñòâóþò ñ îáùèì ñàéòîì íà ìîëåêóëå G-áåëêà —
C-êîíöåâûì ñåãìåíòîì åãî á-ñóáúåäèíèöû. Íà ó÷àñòèå
ýòîãî ñåãìåíòà âî âçàèìîäåéñòâèè ñ ìàñòîïàðàíîì óêà-
çûâàëè è äðóãèå àâòîðû (Higashijima et al., 1990; Tanaka
et al., 1998; Breitweg-Lehmann et al., 2002). Íàìè ïîêàçà-
íî, ÷òî C-êîíöåâîé ïåïòèä 346—355 ái2-ñóáúåäèíèöû
Gi-áåëêà â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè áëîêèðóåò ñíèæåíèå
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ìàñòîïàðàíîì è ñèíòåòè÷åñêèìè ïåïòèäàìè I è II àêòèâ-
íîñòè ÀÖ, ñòèìóëèðîâàííîé ôîðñêîëèíîì, è ýòî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î âçàèìîäåéñòâèè êàê ïðèðîäíûõ (ìàñòîïà-
ðàí), òàê è ñèíòåòè÷åñêèõ ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ ñ
Ñ-êîíöåâûì ó÷àñòêîì ái-ñóáúåäèíèöû. Äåéñòâèå ïåïòè-
äà 346—355 ái2 áîëåå ýôôåêòèâíî â ñëó÷àå ìàñòîïàðàíà,
â îñíîâå ÷åãî, êàê ìû ïîëàãàåì, ëåæèò áîëåå ýôôåêòèâ-
íîå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ýòèì ïåïòèäíûì òîêñèíîì
è Ñ-êîíöåâûì ó÷àñòêîì ái-ñóáúåäèíèöû. Â ïðèñóòñò-
âèè Ñ-êîíöåâîãî ïåïòèäà 385—394 ás-ñóáúåäèíèöû
Gs-áåëêà ñíèæàþòñÿ ñòèìóëèðóþùèå ÀÖ-ýôôåêòû ïåï-
òèäîâ I è II, ÷òî óêàçûâàåò íà ó÷àñòèå Ñ-êîíöåâîãî ó÷àñò-
êà ás-ñóáúåäèíèöû âî âçàèìîäåéñòâèè ñ ñèíòåòè÷åñêèìè
ïîëèêàòèîííûìè ïåïòèäàìè. Ïðè ýòîì ïåïòèä 385—
394 ás íèêàê íå âëèÿåò íà ýôôåêòû ìàñòîïàðàíà, ÷òî, êàê
ìû ïîëàãàåì, ñâÿçàíî ñ íàëè÷èåì â ñòðóêòóðå ïåïòèäíî-
ãî òîêñèíà ìîëåêóëÿðíûõ äåòåðìèíàíò, îòâåòñòâåííûõ
çà ñåëåêòèâíîñòü àêòèâàöèè G-áåëêîâ è ïðåïÿòñòâóþùèõ
òàêîìó âçàèìîäåéñòâèþ. Ýòè äåòåðìèíàíòû áëîêèðóþò
âçàèìîäåéñòâèå ñ G-áåëêàìè Gs-ñåìåéñòâà äî îïðåäåëåí-
íîãî ïîðîãà êîíöåíòðàöèè ìàñòîïàðàíà (îêîëî 2�10–4 Ì),
ïðè ïîâûøåíèè êîòîðîãî ñåëåêòèâíîñòü â äåéñòâèè ìàñ-
òîïàðàíà ïàäàåò. Â ñëó÷àå ìîëëþñêà ýòîò ïîðîã íåñêîëü-
êî ñíèæåí. Ïðè÷èíîé ýòîãî, âåðîÿòíî, è ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî
äàæå íåáîëüøîå èçìåíåíèå êîíôîðìàöèè Ñ-êîíöåâîãî
ñåãìåíòà â ìîëåêóëå ás -ñóáúåäèíèöû G-áåëêà ìîëëþñêà
ìîæåò â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè èçìåíèòü åå ñïîñîáíîñòü
ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ìîëåêóëÿðíûìè äåòåð-
ìèíàíòàìè ìàñòîïàðàíà, îïðåäåëÿþùèìè ñåëåêòèâíîñòü
åãî àêòèâèðóþùåãî äåéñòâèÿ íà G-áåëêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
03-04-49114).
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COMPARATIVE STUDY OF MOLECULAR MECHANISMS OF NATURAL
AND SYNTHETIC POLYCATIONIC PEPTIDES ACTION ON THE ACTIVITY

OF THE ADENYLYL CYCLASE SIGNALING SYSTEM
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The molecular mechanisms of action of natural and synthetic polycationic peptides, forming amphiphilic
helices, on the heterotrimeric G-proteins and enzyme adenylyl cyclase (AC), components of hormone-sensitive
AC system, were studied. It is shown that synthetic peptides C-åAhx-WKK(C10)-KKK(C10)-KKKK(C10)-
YKK(C10)-KK (peptide I) and (GRGDSGRKKRRQRRRPPQ)2-K-åAhx-C(Acm)(peptide II) in dose-dependent
manner stimulate the basal AC activity, inhibit forskolin-stimulated AC activity and decrease both stimulating
and inhibiting AC effects of the hormones in the tissues (brain striatum, heart muscle) of rat and in smooth mus-
cles of the mollusc Anodonta cygnea. AC effects of these peptides are decreased after membrane treatment by
cholera and pertussis toxins and are inhibited in the presence of the peptides, corresponding to C-terminal regi-
ons 385—394 ás- and 346—355 ái2-subunits of G-proteins. These data give evidence that the peptides I and II
act on the signaling pathways which are realized through Gs- and Gi-proteins. At the same time, natural polyca-
tionic peptide mastoparan acts on AC system through Gi-proteins and blocks hormonal signals mediated via
Gi-proteins only. Consequently, the action of mastoparan on G-proteins is selective and differs from the action
of the synthetic peptides. It is also shown that peptide II, with branched structure, directly interacts not only with
G-proteins (less effective in comparison with peptide I with hydrophobic radicals and mastoparan), but also with
enzyme AC, the catalytic component of AC system. On the basis of data obtained the following conclusions we-
re made: 1) the formation of amphiphilic helices is not enough for selective activation of G-protein by polycatio-
nic peptides, and 2) the primary structure of the peptides, the distribution of positive charged amino acids and
hydrophobic radicals in them are very important for selective interaction between polycationic peptides and
G-proteins.

K e y w o r d s: adenylyl cyclase, bacterial toxin, GTP-binding protein, mastoparan, polycationic peptide, he-
art muscle, C-terminal peptide, brain striatum.
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