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Èçó÷àëè äåéñòâèå ýôôåêòîðíûõ ìîëåêóë ñèñòåìû âðîæäåííîãî èììóíèòåòà — êàòèîííûõ àíòèìèê-
ðîáíûõ ïåïòèäîâ (ÀÌÏ) èç íåéòðîôèëüíûõ ãðàíóëîöèòîâ (ïðîòåãðèíà 1 ñâèíüè è áàêòåíåöèíà 5 êî-
çû) — íà îïóõîëåâûå è íîðìàëüíûå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ in vitro. Ñðàâíèâàëè öèòîòîêñè÷åñêóþ àê-
òèâíîñòü ðàçëè÷íûõ ïî ñòðóêòóðå ïðîòåãðèíà 1 (ÏÃ1) è áàêòåíåöèíà 5 (Áàê5) â îòíîøåíèè ðÿäà êëåòî÷-
íûõ ëèíèé, à òàêæå îñîáåííîñòè èõ äåéñòâèÿ íà ýòè êëåòêè. Èçó÷àëè, â ÷àñòíîñòè, ñïîñîáíîñòü ïåïòèäîâ
ïðîíèêàòü ÷åðåç êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó â öèòîïëàçìó êëåòîê-ìèøåíåé. Ïîêàçàíî, ÷òî ÏÃ1, èìåþùèé
ñòðóêòóðó áåòà-øïèëüêè, îáëàäàåò áûñòðûì è âûðàæåííûì öèòîòîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì â îòíîøåíèè
áîëüøèíñòâà èññëåäîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, ïðè÷åì ýòî äåéñòâèå ïðîÿâëÿåòñÿ áîëåå çàìåòíî â áåññû-
âîðîòî÷íîé ñðåäå è ñíèæàåòñÿ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, íî íå îò-
ìåíÿåòñÿ ïîëíîñòüþ. Ðàññìîòðåíî âëèÿíèå ñåðïèíîâ (á1-àíòèòðèïñèíà) íà öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü
ÏÃ1. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè á1-àíòèòðèïñèíà öèòîòîêñè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ÏÃ1 ñíèæàåòñÿ, â
ñâîþ î÷åðåäü àíòèïðîòåàçíàÿ àêòèâíîñòü á1-àíòèòðèïñèíà óãíåòàåòñÿ â ïðèñóòñòâèè ÏÃ1. Ïîêàçàíî, ÷òî
Áàê5 (ëèíåéíûé ïåïòèä), èìåþùèé âûñîêîå ñîäåðæàíèå ïðîëèíà â ñîñòàâå ìîëåêóëû, ïðîÿâëÿåò çíà÷è-
òåëüíî áîëåå íèçêóþ, ÷åì â ÏÃ1, òîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè èññëåäîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèé. Ïîëó÷åíû ÏÃ1 è Áàê5, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì (BODIPY F1), ñ ïîìîùüþ
êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïîêàçàíî, ÷òî îáà ìå÷åíûõ ïåïòèäà ñïîñîáíû ïðîíèêàòü ÷åðåç ìåìáðàíû â
öèòîïëàçìó êëåòîê â òå÷åíèå 15—30 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ ïåïòèäîâ ê êëåòî÷íûì ñóñïåíçèÿì. Ñ ïîìî-
ùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ïîêàçàíî, ÷òî ïðîíèêíîâåíèå ïåïòèäîâ â êëåòêè-ìèøåíè çàâèñèò îò òåì-
ïåðàòóðû èíêóáàöèîííîé ñðåäû è óðîâíÿ ýíåðãåòè÷åñêîãî ìåòàáîëèçìà êëåòîê. Ïðè áëîêèðîâàíèè ñèí-
òåçà ÀÒÔ èëè ïîíèæåíèè òåìïåðàòóðû (äî 4 °Ñ) ïðîöåññ òðàíñëîêàöèè îáîèõ ïåïòèäîâ ÷åðåç êëåòî÷-
íûå ìåìáðàíû óãíåòàåòñÿ. Ïðèñóòñòâèå âåùåñòâ, óãíåòàþùèõ ýíäîöèòîç (âèíáëàñòèíà, öèòîõàëàçèíà B
è ìåòèëöèêëîäåêcòðèíà), òîæå ñíèæàåò ýôôåêòèâíîñòü âêëþ÷åíèÿ ÏÃ1-BODIPY è Áàê5-BODIPY â êëåò-
êè, íî íå îòìåíÿåò ïîëíîñòüþ ýòîò ïðîöåññ. Ïîëó÷åííûå äàííûå äàþò âîçìîæíîñòü ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
îáà ïåïòèäà ïðîíèêàþò â êëåòêè êàê ïðè ó÷àñòèè ïðîöåññà ýíäîöèòîçà, òàê è íåçàâèñèìî îò íåãî. Ñïî-
ñîáíîñòü ïåïòèäîâ ïðîíèêàòü âî âíóòðèêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó ïðåäïîëîæå-
íèÿ î òîì, ÷òî ÀÌÏ ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ïðîöåññàõ, ïðîèñõîäÿùèõ â öèòîïëàçìå ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëå-
òîê — êàê îïóõîëåâûõ, òàê è íîðìàëüíûõ, â òîì ÷èñëå â ìîäóëÿöèè àêòèâíîñòè âíóòðèêëåòî÷íûõ ñåðïè-
íîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àíòèìèêðîáíûå ïåïòèäû, áàêòåíåöèí 5, ïðîòåãðèí 1, âðîæäåííûé èììóíèòåò,
öèòîòîêñè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü, ñåðïèíû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÀÒ — á1-àíòèòðèïñèí, ÀÌÏ — àíòèìèêðîáíûå ïåïòèäû, Áàê5 —
áàêòåíåöèí 5, ÂÝÆÕ — âûñîêîýôôåêòèâíàÿ æèäêîñòíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ, ÈÊ50 — êîíöåíòðàöèÿ, ïðè
êîòîðîé äîñòèãàåòñÿ 50%-íîå èíãèáèðîâàíèå ðîñòà êëåòîê, ÏÃ1 — ïðîòåãðèí 1.

Íåéòðîôèëüíûå ãðàíóëîöèòû ÿâëÿþòñÿ âàæíåéøèìè
ýôôåêòîðíûìè êëåòêàìè ñèñòåìû âðîæäåííîãî èììóíè-
òåòà è îáåñïå÷èâàþò ïåðåäîâóþ ëèíèþ çàùèòû îðãàíèçìà
îò èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ. Ðîëü íåéòðîôèëüíûõ ãðàíóëî-
öèòîâ â îñóùåñòâëåíèè ïðîòèâîîïóõîëåâîé çàùèòû îðãà-
íèçìà â íàñòîÿùåå âðåìÿ îñòàåòñÿ ìàëîèçó÷åííîé, à íà-
êîïëåííûå äàííûå ñ òðóäîì ïîääàþòñÿ îáîáùåíèþ (Car-
lo et al., 2001). Îäíàêî áåññïîðíî ïîêàçàíî, ÷òî â
ëèçîñîìîïîäîáíûõ ãðàíóëàõ íåéòðîôèëîâ ñîäåðæèòñÿ
öåëûé àðñåíàë ìîëåêóë, ñïîñîáíûõ ëèçèðîâàòü êàê ìèê-
ðîáíûå, òàê è ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè (Lehrer, Ganz,
2002; Zasloff, 2002; Boman, 2003). Â ñîñòàâ àêòèâíûõ êîì-

ïîíåíòîâ ëèçîñîìîïîäîáíûõ ãðàíóë íåéòðîôèëîâ âõîäÿò
ïðîòåîëèòè÷åñêèå ôåðìåíòû, ìèåëîïåðîêñèäàçíàÿ ñèñòå-
ìà, à òàêæå êàòèîííûå ïåïòèäû ñ ìîë. ìàññîé 2—6 êÄà.
Ýòè ïåïòèäû âíà÷àëå áûëè îòêðûòû êàê ñîåäèíåíèÿ, îá-
ëàäàþùèå âûðàæåííîé àíòèìèêðîáíîé àêòèâíîñòüþ, ïî-
ýòîìó çà íèìè çàêðåïèëîñü íàçâàíèå «àíòèìèêðîáíûå
ïåïòèäû» (ÀÌÏ). Çàòåì áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íåêîòî-
ðûå ÀÌÏ íåéòðîôèëîâ îáëàäàþò ñïåêòðîì áèîëîãè-
÷åñêèõ ñâîéñòâ, îòëè÷íûõ îò àíòèáèîòè÷åñêèõ, ÷òî äàëî
îñíîâàíèå ðàññìàòðèâàòü ýòè ïåïòèäû êàê âîçìîæíûå
ðåãóëÿòîðíûå ìîëåêóëû, îáåñïå÷èâàþùèå âçàèìîäåéñò-
âèå ñèñòåì âðîæäåííîãî è ïðèîáðåòåííîãî èììóíèòå-
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òà (Hancock, Diamond, 2000; Yang et al., 2004; Zanneti,
2004).

Ó ìëåêîïèòàþùèõ èçâåñòíû äâå áîëüøèå ãðóïïû
ÀÌÏ: äåôåíñèíû è êàòåëèöèäèíû. Äåôåíñèíû — ñåìåé-
ñòâî ãîìîëîãè÷íûõ ïåïòèäîâ ñ ìîë. ìàññîé 3.5—4.0 êÄà,
ìîëåêóëû êîòîðûõ ñòàáèëèçèðîâàíû òðåìÿ äèñóëüôèäíû-
ìè ìîñòèêàìè (Lehrer et al., 1993; Lehrer, Ganz, 2002).
Äðóãàÿ îáøèðíàÿ ãðóïïà êàòåëèöèäèíîâ âêëþ÷àåò â ñåáÿ
ïåïòèäû ñ ðàçíîîáðàçíûìè ñòðóêòóðàìè, îáùèì äëÿ êî-
òîðûõ ÿâëÿåòñÿ ëèøü òî, ÷òî âñå îíè ïðîèñõîäÿò èç ìîëå-
êóë-ïðåäøåñòâåííèö, ñîñòîÿùèõ èç äâóõ ÷àñòåé: îäíà ãî-
ìîëîãè÷íà áåëêó êàòåëèíó (èíãèáèòîðó êàòåïñèíà L), à
äðóãàÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñîáñòâåííî àíòèìèêðîáíûé
ïåïòèä, êîòîðûé ïðèîáðåòàåò àíòèìèêðîáíóþ àêòèâíîñòü
ïîñëå ïðîòåîëèòè÷åñêîãî îòùåïëåíèÿ êàòåëèíîâîé ÷àñòè
ìîëåêóëû-ïðåäøåñòâåííèöû (Zanetti et al., 1995).

Äëÿ ðÿäà ÀÌÏ, â ÷àñòíîñòè äåôåíñèíîâ ÷åëîâåêà, ïî-
êàçàíà ñïîñîáíîñòü ëèçèðîâàòü ðàçëè÷íûå îïóõîëåâûå (à
òàêæå â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ è íîðìàëüíûå) êëåòêè îðãà-
íèçìà (Lichtenstein et al., 1986; Lichtenstein, 1991; Lehrer et
al., 1993; Ïëåñêà÷ è äð., 2000). Îäíàêî â íàñòîÿùåå âðåìÿ
èññëåäîâàíèé â ýòîì íàïðàâëåíèè íåìíîãî.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå äåéñòâèÿ
äâóõ ÀÌÏ — ïðîòåãðèíà 1 (ÏÃ1) è áàêòåíåöèíà 5
(Áàê5) — íà îïóõîëåâûå, à òàêæå íà íåêîòîðûå íåòðàíñ-
ôîðìèðîâàííûå êëåòêè â êóëüòóðå. Ýòè äâà ïåïòèäà, ïðè-
íàäëåæàùèå ê ñåìåéñòâó êàòåëèöèäèíîâ è îáëàäàþùèå
âûñîêîé àíòèìèêðîáíîé àêòèâíîñòüþ ïðîòèâ øèðîêîãî
ñïåêòðà ìèêðîîðãàíèçìîâ, çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àþòñÿ ïî
ñâîåé ñòðóêòóðå è ìåõàíèçìó àíòèìèêðîáíîãî äåéñòâèÿ.
Ïîýòîìó ìû ñðàâíèâàëè èõ ýôôåêòû íà ýóêàðèîòè÷åñêèå
êëåòêè. ÏÃ1 ñâèíüè ñîñòîèò èç 18 àìèíîêèñëîò (RGGR-
LCYCRRRFCVCVGR-NH2), ïðè÷åì 6 èç íèõ ïðåäñòàâëå-
íû àðãèíèíîì, ÷òî è îïðåäåëÿåò âûñîêèé ïîëîæèòåëüíûé
çàðÿä ìîëåêóëû ýòîãî ïåïòèäà. Â åå ñîñòàâ âõîäÿò òàêæå
÷åòûðå öèñòåèíà, îáðàçóþùèõ äâà äèñóëüôèäíûõ ìîñòè-
êà (Kokryakov et al., 1993). Îñíîâíîé ìèøåíüþ àíòèìèê-
ðîáíîãî äåéñòâèÿ ÏÃ1, êàê ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÿâëÿþòñÿ
ìåìáðàíû ìèêðîîðãàíèçìîâ. Â îòëè÷èå îò ÏÃ1 Áàê5 êîçû
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ëèíåéíóþ ìîëåêóëó (RFRPPIRRP-
PIRPPFNPPFRPPVRPPFRPPFRPPFRPPIGPFP-NH2), õàðàê-
òåðíîé îñîáåííîñòüþ êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ âûñîêîå ñîäåðæà-
íèå ïðîëèíà è àðãèíèíà (Gennaro et al., 1989; Shamova et
al., 1999). Ìåõàíèçì åãî àíòèìèêðîáíîãî äåéñòâèÿ ñâÿçû-
âàþò íå ñ ïîâðåæäåíèåì ìåìáðàí, à ñ íàðóøåíèåì ðàç-
ëè÷íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ (Gennaro et al., 2002).
Â çàäà÷è íàøåãî èññëåäîâàíèÿ âõîäèëî èçó÷åíèå êàê íå-
ïîñðåäñòâåííîãî òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ïåïòèäîâ â îòíî-
øåíèè ðàçëè÷íûõ îïóõîëåâûõ è íîðìàëüíûõ êëåòîê â êó-
ëüòóðå, òàê è íåêîòîðûõ ôàêòîðîâ, êîòîðûå ìîãóò îãðàíè-
÷èâàòü ýòî äåéñòâèå, â ÷àñòíîñòè ñûâîðîòêè êðîâè è åå
îòäåëüíûõ êîìïîíåíòîâ. Êðîìå òîãî, äëÿ ïîëó÷åíèÿ èí-
ôîðìàöèè î ìåõàíèçìàõ äåéñòâèÿ ÀÌÏ íà êëåòêè ÏÃ1 è
Áàê5 áûëè êîíúþãèðîâàíû ñ ôëóîðåñöåíòíûìè ìàðêåðà-
ìè, ÷òî ïîçâîëèëî èññëåäîâàòü ïðîöåññ ïðîíèêíîâåíèÿ
ïåïòèäîâ ÷åðåç ìåìáðàíû êëåòîê-ìèøåíåé âî âíóòðèêëå-
òî÷íûå êîìïàðòìåíòû ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðî-
ñêîïèè è ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û: ñðåäû è ñûâîðîòêè («Áèîëîò», Ðîññèÿ);
òðèïàíîâûé ñèíèé (Merck, Ãåðìàíèÿ); BODIPY FL SE
(4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene, Sucinimidil Es-

ter) (Molecular Probes, ÑØÀ); MTT (3-[4-5-dimethylthia-
zol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), á1-àíòèòðèïñèí,
p-íèòðîôåíèëîâûé ýôèð áóòèëòðåîêñè-L-àëàíèíà è ýëàñ-
òàçà (Sigma, ÑØÀ).

À í ò è ì è ê ð î á í û å ï å ï ò è ä û. Èñïîëüçîâàëè êàê
õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàííûå, òàê è ïðèðîäíûå ïåïòèäû,
âûäåëåííûå èç ëåéêîöèòîâ æèâîòíûõ. Òàê, ÏÃ1 èç ëåéêî-
öèòîâ ñâèíüè è Áàê5 èç ëåéêîöèòîâ êîçû âûäåëÿëè, êàê
îïèñàíî ðàíåå (Kokryakov et al., 1993; Shamova et al.,
1999, ñîîòâåòñòâåííî). Õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàííûé ÏÃ1
áûë ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí ïðîô. Ð. Ëåðåðîì (Êàëèôîð-
íèéñêèé óíèâåðñèòåò Ëîñ-Àíäæåëåñà, ÑØÀ). Õèìè÷åñêè
ñèíòåçèðîâàííûé Áàê5 ïîëó÷àëè ïîñëåäîâàòåëüíûì íàðà-
ùèâàíèåì ïåïòèäíîé öåïè íà p-ìåòèëáåíçãèäðèëàìèíî-
ïîëèìåðå (Sigma, ÑØÀ) íà ñèíòåçàòîðå Vega Coupler 250
(ÑØÀ) ñ ïîìîùüþ îêñèáåíçîòðèàçîëîâûõ ýôèðîâ è íåé-
òðàëèçàöèåé in situ (Schnolzer et al., 1992), èñïîëüçóÿ
Boc-òåõíîëîãèþ (Merrifield, Barany, 1980). Î÷èñòêó ïåï-
òèäà ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ îáðàùåííî-ôàçîâîé âûñîêî-
ýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè (ÂÝÆÕ). ×èñ-
òîòà ïîëó÷åííîãî áàêòåíåöèíà áûëà áîëåå 99 %. Îí èìåë
óäîâëåòâîðèòåëüíûé àìèíîêèñëîòíûé àíàëèç, áûë èíäè-
âèäóàëåí ïî äàííûì àíàëèòè÷åñêîé ÂÝÆÕ, åãî ìîëåêó-
ëÿðíàÿ ìàññà, ïî äàííûì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè, ñîîòâåòñò-
âîâàëà ðàñ÷åòíîé.

ÂÝÆÕ îñóùåñòâëÿëè íà õðîìàòîãðàôå Gilson
(Ôðàíöèÿ) íà êîëîíêàõ DeltaPak 5 ìêì C18 100A
(3.9�150.0 ìì) äëÿ àíàëèòè÷åñêèõ öåëåé è Waters
Prep-NovaPak 6 ìêì C18 60A (19�300 ìì) äëÿ ïðåïàðà-
òèâíîé î÷èñòêè. Àìèíîêèñëîòíûé àíàëèç ïðîâîäèëè íà
àíàëèçàòîðå Alpha-Plus (LKB, Øâåöèÿ) ïîñëå ãèäðîëèçà
ïåïòèäà 6 Ì HCl â òå÷åíèå 22 ÷ ïðè 110 °Ñ. Ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðèþ îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì MALDI TOF.

Ì à ñ ñ - ñ ï å ê ò ð î ì å ò ð è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïðîâîäè-
ëè íà âðåìÿïðîëåòíîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðå ñ èîíèçàöèåé ñ
ïîìîùüþ ìàòðèöû (MALDI TOF — Matrix Assisted Laser
Desorbtion/Ionization Time of Flight) íà ïðèáîðå PerSeptive
BioSystems «Voyager-DE BioSpestrometry Workstation».
Â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçîâàëè àëüôà-öèàíîêîðè÷íóþ
êèñëîòó. Ìàññ-ñïåêòðîìåòðèþ âûïîëíÿëè íà îáîðóäî-
âàíèè ÖÊÏ «Àíàëèòè÷åñêàÿ ñïåêòðîìåòðèÿ» ïðè Ñ.-Ïå-
òåðáóðãñêîì ãîñóäàðñòâåííîì ïîëèòåõíè÷åñêîì óíèâåð-
ñèòåòå.

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Èñïîëüçîâàëè êëåòêè ýðèòðî-
ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562, êëåòêè ãèñòèîöè-
òàðíîé ëèìôîìû ÷åëîâåêà U937, êëåòêè ïðîìèåëîöèòàð-
íîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà HL60, êëåòêè ýïèòåëèîèäíîé êàð-
öèíîìû ëåãêîãî ÷åëîâåêà A549, êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé
êàðöèíîìû ÷åëîâåêà A431, îñòåîñàðêîìû ÷åëîâåêà
MG63, à òàêæå íåòðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè: íîðìàëü-
íûå ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà, ïåðâè÷íûå ìèîáëàñòû
êðûñ, ôèáðîáëàñòû ëåãêîãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà MRC5,
êëåòêè ýìáðèîíà ìûøè NIH 3T3. Êëåòêè ñóñïåíçèîííûõ
ëèíèé K562, U937 è HL60 êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
RPMI 1640, äîïîëíåííîé ãëóòàìèíîì, ãåíòàìèöèíîì è
10%-íîé ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêîé. Ìîíî-
ñëîéíûå êëåòêè A549, MG63 è äð. êóëüòèâèðîâàëè â ñðå-
äå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé òå æå äîáàâêè. Ñïëåíîöèòû êðûñ
ïîëó÷àëè èç ñåëåçåíêè êðûñ, êîòîðóþ ïîìåùàëè â ôèçèî-
ëîãè÷åñêèé ðàñòâîð (pH 7.4) è îñòîðîæíî èçìåëü÷àëè ñ
ïîìîùüþ ãîìîãåíèçàòîðà (ñòåêëî/ñòåêëî). Ãîìîãåíàò
ïðîöåæèâàëè ÷åðåç íåéëîíîâûé ôèëüòð è ïðîâîäèëè â ïî-
ëó÷åííîé êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè ãåìîëèç ýðèòðîöèòîâ ñ ïî-
ìîùüþ 0.83%-íîãî õëîðèñòîãî àììîíèÿ (4 îáúåìà). Äà-
ëåå êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 300 g,

Äåéñòâèå àíòèìèêðîáíûõ ïåïòèäîâ íà îïóõîëåâûå è íîðìàëüíûå êëåòêè 1001



ïðîìûâàëè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì è ïîìåùàëè â
ñðåäó RPMI 1640.

Ö è ò î ò î ê ñ è ÷ å ñ ê î å ä å é ñ ò â è å ï å ï ò è ä î â î ö å -
í è â à ë è ñ ïîìîùüþ MTT-òåñòà, êîòîðûé ïîçâîëÿåò îöå-
íèòü ñóììàðíóþ àêòèâíîñòü äûõàòåëüíûõ ôåðìåíòîâ ìè-
òîõîíäðèé (Mosmann, 1983). Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçî-
âàëè êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà.
Êëåòêè ñóñïåíçèîííûõ ëèíèé K562, U937 è äð. âíîñèëè â
ëóíêè 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ (Orange Scientific, Áåëü-
ãèÿ) â ñðåäå RPMI 1640, ñîäåðæàùåé èëè íå ñîäåðæàùåé
10%-íîé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè, òàê ÷òîáû â îäíîé
ëóíêå áûëî 10 000 êëåòîê â 90 ìêë ðàñòâîðà. Äàëåå ê
90 ìë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè äîáàâëÿëè ïî 10 ìêë ðàñòâîðà
ïåïòèäà (â ñðåäå RPMI) ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè. Â êîíò-
ðîëüíûå ëóíêè äîáàâëÿëè ïî 10 ìêë ñðåäû. Ïëàíøåòû äà-
ëåå ïîìåùàëè â àòìîñôåðó 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ íà 6, 24 èëè
48 ÷. Êëåòêè ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð (A549, MG63, MRC5
è äð.) âûñåâàëè â ïëàíøåòû (ïî 10 000 êëåòîê íà ëóíêó) çà
20 ÷ äî âíåñåíèÿ ïåïòèäîâ, ÷òîáû ïîçâîëèòü êëåòêàì
ñôîðìèðîâàòü ìîíîñëîé. Ïî ïðîøåñòâèè 20 ÷ ñðåäó ìåíÿ-
ëè è â ëóíêè äîáàâëÿëè ïî 10 ìêë ðàñòâîðà ïåïòèäîâ (èëè
ñðåäû â ñëó÷àå êîíòðîëÿ) è ïîìåùàëè íà 6, 24 èëè 48 ÷ â
àòìîñôåðó 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ. Çà 3 ÷ äî îêîí÷àíèÿ ñðîêà
èíêóáàöèè â ëóíêè ïëàíøåòîâ äîáàâëÿëè ïî 10 ìêë ðàñ-
òâîðà MTT (5 ìã/ìë â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, pH 7.4).
Ïî îêîí÷àíèè èíêóáàöèè â ëóíêè ïëàíøåòà âíîñèëè ïî
100 ìêë èçîïðîïàíîëà, ñîäåðæàùåãî 0.04 Ì HCl. Äàëåå
èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðàñòâîðà â ëóíêàõ ïëàí-
øåòà ïðè äëèíå âîëíû 540 íì, âû÷èòàÿ âåëè÷èíó îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè ïðè 690 íì, íà ôîòîìåòðå Labsystems
Multiskan MS (Ôèíëÿíäèÿ). Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðàôèêîâ è
ðàñ÷åòà ñðåäíåé èíãèáèðóþùåé êîíöåíòðàöèè ïåïòèäîâ
(ÈÊ50) èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó Sigma Plot 9.

Ê î í ú þ ã à ö è þ Ï Ã 1 è Á à ê 5 (õèìè÷åñêè ñèíòåçè-
ðîâàííûõ ïåïòèäîâ) ñ ô ë ó î ð î ô î ð î ì B O D I P Y F L
S E (äëèíû âîëí âîçáóæäåíèÿ è èñïóñêàíèÿ ñîîòâåòñòâåí-
íî 503 è 512 íì) ïðîâîäèëè â 0.2 Ì íàòðèé-ôîñôàòíîì
áóôåðå, pH 6.5, â òå÷åíèå 24 ÷ íà õîëîäå ïðè ïåðåìåøèâà-
íèè ñ ïîìîùüþ ìàãíèòíîé ìåøàëêè. Â äàííûõ óñëîâèÿõ
ìåòêà ïðèñîåäèíÿåòñÿ ê N-êîíöåâîé àìèíîêèñëîòå (Gaud-
rialt, Vincent, 1992). Íà 500 ìêã ÏÃ1 áðàëè 500 ìêã êðàñè-
òåëÿ, íà 500 ìêã Áàê5 — 1 ìã. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè, äî-
áàâëÿÿ òðèôòîðóêñóñíóþ êèñëîòó äî êîíå÷íîé êîíöåíò-
ðàöèè 0.1 %. Äàëåå ïðîâîäèëè î÷èñòêó ìå÷åíîãî
ïðîäóêòà îò íåïðîðåàãèðîâàâøåãî ïåïòèäà è äðóãèõ íå-
æåëàòåëüíûõ ïðîäóêòîâ ðåàêöèè ñ ïîìîùüþ ÂÝÆÕ íà
êîëîíêå Vydac C-18 (ÑØÀ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ëèíåéíîãî
ãðàäèåíòà âîäà—àöåòîíèòðèë îò 0 äî 60 % â ïðèñóòñòâèè
0.1%-íîé òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû. Èäåíòèôèêàöèþ ìå-
÷åíûõ ïåïòèäîâ è îöåíêó èõ ÷èñòîòû ïðîâîäèëè ñ ïîìî-
ùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (MALDI TOF). Êîíöåíòðàöèþ
ïåïòèäîâ, êîíúþãèðîâàííûõ ñ BODIPY FL, îïðåäåëÿëè
ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ïðîèç-
âîäèòåëÿ ôëóîðîôîðà, ó÷èòûâàÿ, ÷òî íà îäíó ìîëåêóëó
ïåïòèäà ïðèõîäèòñÿ îäíà ìîëåêóëà BODIPY. Àêòèâíîñòü
ïîëó÷åííûõ ÏÃ1-BODIPY è Áàê5-BODIPY êàê ïðîòèâ
ìèêðîîðãàíèçìîâ, òàê è ïðîòèâ ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê
ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àëàñü îò àêòèâíîñòè èñõîäíûõ íåìå-
÷åíûõ ïåïòèäîâ.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Çà ïðîöåññîì ñâÿçûâàíèÿ ÏÃ1-BO-
DIPY è Áàê5-BODIPY ñ êëåòêàìè-ìèøåíÿìè íàáëþäàëè
ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî (ÌÈÊÌÅÄ, ËÎÌÎ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) è êîíôîêàëüíîãî (LEICA TCS SL, Ãåð-
ìàíèÿ) ìèêðîñêîïîâ. Êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè ïåðåíîñèëè â
ïëàñòèêîâûå ïðîáèðêè ïî 50 000 êëåòîê íà ïðîáèðêó â

îáúåìå 50 ìêë. Çàòåì ê ýòèì ñóñïåíçèÿì äîáàâëÿëè ïî
1 ìêë ìå÷åíûõ ïåïòèäîâ äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
1—10 ìêÌ èëè 1 ìêë ñðåäû äëÿ êîíòðîëüíûõ ïðîá. Ïðî-
áèðêè ïîìåùàëè â àòìîñôåðó 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ íà
30 ìèí, 1 èëè 2 ÷; çàòåì êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðî-
âàíèåì, îòìûâàëè îò èçáûòêà íåñâÿçàâøåãîñÿ ïåïòèäà è
ïðåïàðàòû (áåç ôèêñàöèè) íåìåäëåííî èñïîëüçîâàëè äëÿ
ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ. Ñâÿçûâàíèå ìå÷åíûõ
ïåïòèäîâ ñ êëåòêàìè íàáëþäàëè, ïðîñìàòðèâàÿ ïðåïàðà-
òû ïîä ôëóîðåñöåíòíûì ìèêðîñêîïîì ÌÈÊÌÅÄ. Òå æå
ïðåïàðàòû ïðîñìàòðèâàëè è â ïðîõîäÿùåì ñâåòå. Êðîìå
òîãî, ïðåïàðàòû èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ìàçêîâ,
êîòîðûå îêðàøèâàëè ïî Ìàé-Ãðþíâàëüäó è àíàëèçèðîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ
ðàñïðåäåëåíèÿ ìå÷åíûõ ïåïòèäîâ â êëåòêàõ èñïîëüçîâàëè
ëàçåðíóþ ñêàíèðóþùóþ êîíôîêàëüíóþ ìèêðîñêîïèþ íà
ìèêðîñêîïå LEICA TCS SL ñî ñëåäóþùèìè ïàðàìåòðàìè:
ëàçåð Ar.488; îáúåêòèâ HCX PL APO CS 63 (àïåðòóðà
1.32); ïîëó÷àëè ñåðèè îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ ñ øàãîì 1.2 èëè
1.0 ìêì; ðàçìåð èçîáðàæåíèé 512 � 512 ïèêñåëåé.

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ì å ò ð è ÿ. Èíòåðíàëèçàöèþ ìå÷å-
íûõ ïåïòèäîâ (BODIPY FL) â êëåòêè-ìèøåíè îöåíèâàëè
êîëè÷åñòâåííî ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè (ïðè-
áîð ACR1000 Brucker, Ôðàíöèÿ) ïî óâåëè÷åíèþ âåëè÷è-
íû ñèãíàëà çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè. Â êàæäîé ñåðèè ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ïðèáîð êàëèáðîâàëè ïî ñâåòîðàññåÿíèþ è
ôëóîðåñöåíöèè ñ ïîìîùüþ êàëèáðîâî÷íûõ øàðèêîâ RCP
30 5A (Spherotech, ÑØÀ), ÷òî äàâàëî âîçìîæíîñòü êî-
ëè÷åñòâåííî ñðàâíèâàòü ðåçóëüòàòû â îòäåëüíûõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ. Ïîëîæåíèå ìîäàëüíîãî çíà÷åíèÿ âåëè÷èíû
ôëóîðåñöåíöèè ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê âûðàæàëè
â îòí. åä.

Ïðîáû äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ãîòîâèëè ñëåäóþùèì îá-
ðàçîì: êëåòêè (75 òûñ. â 50 ìêë ñðåäû RPMI 1640) èíêó-
áèðîâàëè ñ ïåïòèäàìè â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ: ïðè 37 èëè
4 °Ñ (íà ëåäÿíîé áàíå), â ïðèñóòñòâèè 0.1%-íîãî àçèäà
íàòðèÿ è 50 ìÌ íåóòèëèçèðóåìîãî àíàëîãà ãëþêîçû
2-äåçîêñèãëþêîçû (äëÿ îöåíêè çàâèñèìîñòè òðàíñëî-
êàöèè ïåïòèäîâ â êëåòêè îò èíòåíñèâíîñòè èõ ýíåðãåòè÷å-
ñêèõ ïðîöåññîâ), â ïðèñóòñòâèè 10 ìêÌ âèíáëàñòèíà
(ñâÿçûâàþùåãî òóáóëèí è âûçûâàþùåãî åãî äåïîëèìåðè-
çàöèþ), â ïðèñóòñòâèè 10 ìêÌ öèòîõàëàçèíà B (èíãèáè-
ðóþùåãî ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà), â ïðèñóòñòâèè 0.25 ìÌ
ìåòèëöèêëîäåêñòðèíà (äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè ýíäîöèòîçà â
ïåðåíîñå ïåïòèäîâ ÷åðåç êëåòî÷íûå ìåìáðàíû). Çà 1 ÷ äî
âíåñåíèÿ ïåïòèäîâ â êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè âíîñèëè àçèä
íàòðèÿ è 2-äåçîêñèãëþêîçó ëèáî âåùåñòâà, óãíåòàþùèå
ýíäîöèòîç (âèíáëàñòèí, èëè öèòîõàëàçèí B, ìåòèëöèêëî-
äåêñòðèí), ëèáî êëåòêè ïîìåùàëè íà 30 ìèí íà ëåäÿíóþ
áàíþ. Ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâåðÿëè, ÷òî âíîñèìûå âåùåñò-
âà â äàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ íå âûçûâàëè ãèáåëè êëåòîê.
Êîíöåíòðàöèè àçèäà íàòðèÿ, 2-äåçîêñèãëþêîçû è èíãèáè-
òîðîâ ýíäîöèòîçà ïîäáèðàëè ñ ó÷åòîì äàííûõ ëèòåðàòóðû
(Drin et al., 2002; Takeshima et al., 2003; Tomasinsig et al.,
2006). Ïîñëå âíåñåíèÿ ïåïòèäîâ â êîíöåíòðàöèè 3 (ÏÃ1)
èëè 5 (Áàê5) ìêÌ èíêóáàöèþ ïðîäîëæàëè â òå÷åíèå 1 ÷;
çàòåì äëÿ óäàëåíèÿ ïåïòèäîâ, ñâÿçàâøèõñÿ ñ ïîâåðõíîñòÿ-
ìè êëåòîê, èõ îáðàáàòûâàëè òðèïñèíîì (Tomasinsig et al.,
2006), êîòîðûé äîáàâëÿëè äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
1 ìã/ìë; ÷åðåç 5 ìèí êëåòêè îòìûâàëè ôèçèîëîãè÷åñêèì
ðàñòâîðîì, pH 7.4. Êðîìå òîãî, çà 3 ìèí äî èçìåðåíèÿ ê
îòìûòûì êëåòêàì äîáàâëÿëè ðàñòâîð òðèïàíîâîãî ñèíåãî
äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 40 ìêã/ìë (Van Amersfoort,
Van Strijp, 1994), êîòîðûé ñëóæèë â êà÷åñòâå «ãàñèòåëÿ»
ôëóîðåñöåíöèè BODIPY FL è, íå ïðîíèêàÿ âíóòðü æèâûõ

1002 Î. Â. Øàìîâà, Ã. À. Ñàêóòà è äð.



êëåòîê, ýëèìèíèðîâàë ñèãíàë îò ïåïòèäîâ-BODIPY, íàõî-
äÿùèõñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê-ìèøåíåé. Êîíå÷íûé îáú-
åì êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé, êîòîðûå èñïîëüçîâàëè äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà, ñî-
ñòàâëÿë 200 ìêë. Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ èññëåäóåìûõ
ïåïòèäîâ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ó÷èòûâàëè äîëþ
ïîãèáøèõ êëåòîê. Äëÿ ýòîãî ê èññëåäóåìîé ñóñïåíçèè
êëåòîê çà 1 ìèí äî èçìåðåíèÿ äîáàâëÿëè èîäèä ïðîïèäèÿ
è îïðåäåëÿëè äîëþ (â %) îêðàøåííûõ êëåòîê, ò. å. êëåòîê
ñ ïîâðåæäåííîé êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé.

Â ë è ÿ í è å á 1 - à í ò è ò ð è ï ñ è í à (À À Ò) í à ö è ò î -
ò î ê ñ è ÷ å ñ ê ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü Ï Ã 1. Ïåïòèä â êîíöåíò-
ðàöèè 200 ìêã/ìë (100 ìêÌ) èíêóáèðîâàëè ñ ÀÀÒ, âçÿ-
òûì â êîíöåíòðàöèè îò 2.5 äî 80.0 ìêÌ, â òå÷åíèå 1 ÷, çà-
òåì ïî 10 ìêë ïîëó÷åííûõ ñìåñåé âíîñèëè â ëóíêè
ïëàíøåòîâ, â êàæäîé èç êîòîðûõ íàõîäèëîñü ïî 90 ìêë
êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè (10 òûñ. êëåòîê íà ëóíêó). Â êîíòðî-
ëüíûå ïðîáû âíîñèëè ïî 10 ìêë ïåïòèäà (100 ìêÌ) áåç
ÀÀÒ, ëèáî ïî 10 ìêë ñðåäû, ëèáî ïî 10 ìêë ÀÀÒ
(80 ìêÌ) áåç ïåïòèäà. Òàêèì îáðàçîì, êîíå÷íàÿ êîíöåíò-
ðàöèÿ ïåïòèäà â ëóíêå ïëàíøåòà ñîñòàâëÿëà 10 ìêÌ, à
ÀÀÒ — îò 0.25 äî 8.00 ìêÌ. Ïëàíøåòû îñòàâëÿëè íà 24 ÷
â àòìîñôåðå 5 % CO2, çàòåì îöåíèâàëè æèçíåñïîñîáíîñòü
êëåòîê ñ ïîìîùüþ MTT-òåñòà.

Â ë è ÿ í è å ï å ï ò è ä î â í à à í ò è ï ð î ò å à ç í ó þ à ê -
ò è â í î ñ ò ü À À Ò, ò. å. íà ñïîñîáíîñòü èíãèáèðîâàòü ôåð-
ìåíòàòèâíóþ ðåàêöèþ, êàòàëèçèðóåìóþ ýëàñòàçîé èç ëåé-
êîöèòîâ ÷åëîâåêà (Sigma, ÑØÀ), ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ
ÀÀÒ ñ àíòèìèêðîáíûìè ïåïòèäàìè. Àêòèâíîñòü ýëàñòàçû
îöåíèâàëè ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (Visser, Blont, 1972). Ðå-
àêöèþ ïðîâîäèëè â ëóíêàõ 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà. Îáú-
åì ïðîá ñîñòàâëÿë 100 ìêë. Ñóáñòðàòîì ðåàêöèè ñëóæèë
p-íèòðîôåíèëîâûé ýôèð áóòèëòðåîêñè-L-àëàíèíà (NBA).
Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â 0.02 Ì Na-ôîñôàòíîì áóôåðå ñ
0.15 Ì NaCl, pH 7.5; áåëêè è ïåïòèäû ðàñòâîðÿëè â òîì
æå áóôåðå. Ïåïòèäû â êîíöåíòðàöèè îò 6.25 äî
200.00 ìêÌ èíêóáèðîâàëè ñ 20 ìêÌ ÀÀÒ â òå÷åíèå 1 ÷,
çàòåì ðàñêàïûâàëè ïî 10 ìêë ïîëó÷åííûõ ñìåñåé ïåïòè-
äîâ ñ ÀÀÒ â ëóíêè ïëàíøåòà, äîáàâëÿëè ïî 80 ìêë áóôåðà
è ïî 10 ìêë ýëàñòàçû (6 ìêÌ). Êîíòðîëÿìè ñëóæèëè:
1) ïðîáû, â êîòîðûå âíîñèëè ïî 10 ìêë ÀÀÒ áåç ïåïòè-
äîâ, 5 ìêë ýëàñòàçû è 80 ìêë áóôåðà; 2) ïðîáû, â êîòîðûå
âíîñèëè ïî 5 ìêë ýëàñòàçû è 90 ìêë áóôåðà; 3) ïðîáû, â
êîòîðûå âíîñèëè ïî 90 ìêë áóôåðà. Ðåàêöèþ çàïóñêàëè
äîáàâëåíèåì âî âñå ïðîáû ïî 5 ìêë ñóáñòðàòà (1.2 ìã/ìë).
Çà õîäîì ðåàêöèè ñëåäèëè ïî ïîÿâëåíèþ ïðîäóêòà ðåàê-
öèè, ïðîâîäÿ èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðîâ
ïðè äëèíå âîëíû 405 íì íà ôîòîìåòðå Labsystems Multis-
kan MS (Ôèíëÿíäèÿ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ð å ç ó ë ü ò à ò î â.
Èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó Statistica 6. Äîñòîâåðíîñòü ðàç-
ëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ
Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû

Ö è ò î ò î ê ñ è ÷ å ñ ê î å ä å é ñ ò â è å ï å ï ò è ä î â. Èñïî-
ëüçîâàíèå MTT-òåñòà ïîçâîëÿåò îöåíèâàòü àêòèâíîñòü
ìèòîõîíäðèàëüíûõ äåãèäðîãåíàç èññëåäóåìûõ êëåòîê è,
ñëåäîâàòåëüíî, ïîëó÷àòü èíôîðìàöèþ îá èíòåíñèâíîñòè
ìåòàáîëèçìà ýòèõ êëåòîê. Äàííûé ìåòîä ÷àñòî ïðèìåíÿ-
þò äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê, à
òàêæå òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íà êëåòêè ðàçëè÷íûõ ñîåäè-
íåíèé. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ýòîãî òåñòà äëÿ èññëåäîâàíèÿ

öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ïðåïàðàòîâ íåîáõîäèìî ó÷è-
òûâàòü, ÷òî íåêîòîðûå âåùåñòâà ìîãóò íåïîñðåäñòâåííî
âëèÿòü íà ïðîöåññ äûõàíèÿ êëåòîê, ÷òî çíà÷èòåëüíî çà-
òðóäíÿåò òðàêòîâêó ðåçóëüòàòîâ. Ìû ïðîâîäèëè ïðåäâà-
ðèòåëüíûå ýêñïåðèìåíòû ïî îöåíêå òîêñè÷åñêîãî äåéñò-
âèÿ ÏÃ1 è Áàê5 íà ðàçëè÷íûå êëåòêè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðÿäà ìåòîäîâ: MTT-òåñòà, îêðàñêè êëåòîê òðèïàíîâûì ñè-
íèì è îêðàñêè àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì ñîâìåñòíî ñ áðî-
ìèñòûì ýòèäèåì. Òàê êàê ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îêàçà-
ëèñü ñõîäíûìè, â äàëüíåéøåì èñïîëüçîâàëè MTT-òåñò
êàê íàèáîëåå óäîáíûé è âîñïðîèçâîäèìûé è ñ÷èòàëè, ÷òî
ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò îá èçìåíåíèè
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ïåïòèäîâ.
Öèòîòîêñè÷åñêèå ýôôåêòû ÏÃ1 è Áàê5 èññëåäîâàëè ÷åðåç
6, 24 è 48 ÷ ïîñëå èíêóáàöèè èõ ñ êëåòêàìè. Èñïîëüçîâàëè
ñåðèéíûå ðàçâåäåíèÿ ïåïòèäîâ â äèàïàçîíå îò 0.4 äî
25.0 ìêã/ìë — êîíöåíòðàöèè íà ïîðÿäîê âûøå òîé, ïðè
êîòîðîé ýòè ïåïòèäû ïðîÿâëÿþò àíòèìèêðîáíîå äåéñòâèå
â îòíîøåíèè áîëüøèíñòâà èññëåäîâàííûõ ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ (Gennaro et al., 1989; Kokryakov et al., 1993; Shamova
et al., 1999). Â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ áûëè èñïîëüçîâàíû
ïðèðîäíûå ïåïòèäû ÏÃ1 è Áàê5, ïîëó÷åííûå èç ëåéêîöè-
òîâ ñâèíüè è êîçû ñîîòâåòñòâåííî. Îäíàêî â àíàëîãè÷-
íûõ ýêñïåðèìåíòàõ ñ ñèíòåòè÷åñêèìè ÏÃ1 è Áàê5 ìû ïî-
ëó÷èëè òàêèå æå ðåçóëüòàòû, ïîýòîìó â äàëüíåéøåì èñ-
ïîëüçîâàëè ñèíòåòè÷åñêèå ïåïòèäû. Â òàáëèöå ïðåäñòàâ-
ëåíû ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ äåéñòâèÿ ÏÃ1 íà ðàçëè÷íûå
îïóõîëåâûå è íåòðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè in vitro. Ïî-
ëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ÏÃ1 îáëà-
äàåò öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ â îòíîøåíèè âñåõ èñ-
ñëåäóåìûõ êëåòîê, õîòÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê íåìó êëåòîê
ðàçíûõ ëèíèé ðàçëè÷àåòñÿ. Öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå
ÏÃ1 íà íåòðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè â öåëîì áûëî íå-
ñêîëüêî ñíèæåííûì ïî ñðàâíåíèþ ñ åãî ýôôåêòàìè íà
îïóõîëåâûå êëåòêè. Òàê, äëÿ íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ
êîæè ÷åëîâåêà ÈÊ50 áûëà âûøå 25 ìêã/ìë. Ìèîáëàñòû
êðûñ è êëåòêè ýìáðèîíà ìûøè NIH 3T3 òîæå áûëè îòíî-

Äåéñòâèå àíòèìèêðîáíûõ ïåïòèäîâ íà îïóõîëåâûå è íîðìàëüíûå êëåòêè 1003

Öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ïðîòåãðèíà 1
íà ðàçëè÷íûå îïóõîëåâûå è íåòðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè

in vitro ïî ðåçóëüòàòàì MTT-òåñòà

Êëåòêè

ÈÊ50 (ìêã/ìë) ïðè èíêóáàöèè ñ ÏÃ1 â òå÷åíèå
ðàçíîãî âðåìåíè, ÷

6 24 48

+S –S +S –S +S –S

U937 17.2 5.2 23.9 5.1 24.9 6.7

K562 >25 >25 >25 25.0 >25 21.6

HL60 >25 7.6 6.4 3.0 4.9 1.8

A549 >25 7.1 >25 2.9 >25 6.2

A431 >25 4.1 25.0 3.6 >25 5.3

MG63 21.4 5.0 >25 4.8 >25 6.2

MRC5 >25 14.4 >25 >25 >25 >25

NIH 3T3 >25 20.6 >25 13.5 >25 >25

Ìèîáëàñòû êðûñû 25.0 >25 >25 >25 >25 >25

Ôèáðîáëàñòû êîæè
÷åëîâåêà

>25 >25 >25 >25 >25 >25

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðåäñòàâëåíû ìåäèàííûå èíãèáèðóþùèå
êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà (ÈÊ50) â ìêã/ìë ïðè åãî äåéñòâèè íà êëåòêè â
ñîäåðæàùåé (+S) è íå ñîäåðæàùåé (–S) 10%-íîé ýìáðèîíàëüíîé
ñûâîðîòêè êîðîâ ñðåäàõ.



ñèòåëüíî óñòîé÷èâû ê äåéñòâèþ ÏÃ1. Îäíàêî ìû íàáëþ-
äàëè, ÷òî äîáàâëåíèå ÏÃ1 â ñðåäó êëåòîê âñåõ òðåõ òèïîâ
õîòÿ è íå ïðèâîäèëî ê ãèáåëè 50 % êëåòîê è áîëåå, íî âñå
æå âûçûâàëî ñíèæåíèå èõ æèçíåñïîñîáíîñòè ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì (íà 10—20 %). Òàêèì îáðàçîì, õîòÿ íå-
òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè áûëè áîëåå óñòîé÷èâû ê ïî-
âðåæäàþùåìó äåéñòâèþ ÏÃ1, â öåëîì ýòîò ïåïòèä, êàê è
áîëüøèíñòâî äðóãèõ èññëåäîâàííûõ ÀÌÏ, íå èìååò âû-
ðàæåííîé öèòîòîêñè÷åñêîé èçáèðàòåëüíîñòè â îòíîøå-
íèè îïóõîëåâûõ êëåòîê.

Â çàäà÷è íàøåãî èññëåäîâàíèÿ âõîäèëà òàêæå îöåíêà
öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÀÌÏ â ïðèñóòñòâèè â èíêó-
áàöèîííîé ñðåäå ñûâîðîòêè êðîâè, òàê êàê èçâåñòíî, ÷òî
áåëêè, ñîäåðæàùèåñÿ â ñûâîðîòêå êðîâè, ìîãóò âëèÿòü íà
äåéñòâèå öèòîòîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ ðàçëè÷íîé ïðèðîäû
(Åðîïêèí, Åðîïêèíà, 2003). Â ÷àñòíîñòè, àíòèìèêðîáíûå
ïåïòèäû èç ñåìåéñòâà äåôåíñèíîâ, äëÿ êîòîðûõ áûëà ïî-
êàçàíà öèòîòîêñè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè ýóêàðèî-
òè÷åñêèõ êëåòîê, ïîëíîñòüþ òåðÿëè ýòó àêòèâíîñòü â ïðè-
ñóòñòâèè ñûâîðîòêè êðîâè (Lichtenstein et al., 1986; Lich-
tenstein, 1991). Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå â òàáëèöå,
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå
ÏÃ1 áîëåå âûðàæåíî â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå, õîòÿ è â
ïðèñóòñòâèè 10%-íîé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êðîâè
êîðîâ ïåïòèä ñîõðàíÿë òîêñè÷åñêèå ñâîéñòâà â îòíîøå-
íèè íåêîòîðûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, ïðè÷åì â êàæäîì ñëó-
÷àå âëèÿíèå ñûâîðîòêè íà àêòèâíîñòü ïåïòèäîâ ïðîÿâëÿ-
ëîñü ïî-ðàçíîìó.

Äðóãîé èññëåäóåìûé àíòèìèêðîáíûé ïåïòèä, Áàê5,
îòëè÷àþùèéñÿ îò ïðîòåãðèíà ñòðóêòóðîé è ìåõàíèçìîì
àíòèìèêðîáíîãî äåéñòâèÿ, ïðîÿâèë çíà÷èòåëüíî áîëåå
íèçêóþ öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè âñåõ
èñïîëüçîâàííûõ ëèíèé îïóõîëåâûõ êëåòîê. Âî âñåõ ïðî-
âåäåííûõ íàìè ýêñïåðèìåíòàõ ÈÊ50 áûëà áîëåå
25 ìêã/ìë êàê â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå, òàê è â ïðèñóòñò-
âèè 10%-íîé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ. Íåîáõîäè-
ìî, îäíàêî, çàìåòèòü, ÷òî äîáàâëåíèå Áàê5 (äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 25 ìêã/ìë è ìåíüøå) ê êëåòî÷íûì ñóñïåí-
çèÿì âñå æå âûçûâàëî äîñòîâåðíîå ñíèæåíèå æèçíåñïî-
ñîáíîñòè áîëüøèíñòâà èññëåäîâàííûõ îïóõîëåâûõ êëå-
òîê (íà 10—30 %), õîòÿ äîçîçàâèñèìîñòè ìû íå íàáëþäà-
ëè. Â ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ñ êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè U937 è
K562, à òàêæå ñî ñïëåíîöèòàìè êðûñ èñïîëüçîâàëè áîëåå
âûñîêèå êîíöåíòðàöèè ñèíòåòè÷åñêîãî Áàê5 — äî
200 ìêã/ìë. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè èíêóáàöèè êëåòîê
U937 c Áàê5 â òå÷åíèå 24 ÷ ÈÊ50 ñîñòàâèëà 74 ìêã/ìë â
áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå è áîëåå 200 ìêã/ìë â ïðèñóòñòâèè
ñûâîðîòêè; äëÿ êëåòîê K562 — 150 è áîëåå 200 ìêã/ìë ñî-
îòâåòñòâåííî; äëÿ ñïëåíîöèòîâ êðûñû — áîëåå
200 ìêã/ìë â îáîèõ ñëó÷àÿõ. Òàêèì îáðàçîì, íåêîòîðûå
òîêñè÷åñêèå ýôôåêòû Áàê5 â îòíîøåíèè îïóõîëåâûõ êëå-
òîê ïî ñðàâíåíèþ ñ ÏÃ1, à òàêæå ñ îïèñàííûìè â ëèòåðà-
òóðå ýôôåêòàìè äåôåíñèíîâ (Lichtenstein, 1986, 1991;
Ïëåñêà÷ è äð., 2000) çíà÷èòåëüíî ìåíåå âûðàæåíû.

Â ë è ÿ í è å À À Ò í à ö è ò î ò î ê ñ è ÷ å ñ ê ó þ à ê ò è â -
í î ñ ò ü À Ì Ï. Ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå ñû-
âîðîòêè êðîâè â îòíîøåíèè öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ
àíòèìèêðîáíûõ ïåïòèäîâ èç ñåìåéñòâà àëüôà-äåôåíñèíîâ
îïðåäåëÿåòñÿ ñâÿçûâàíèåì èõ ñ ðÿäîì ñûâîðîòî÷íûõ áåë-
êîâ (áåëêîâ èç ñåìåéñòâà ñåðïèíîâ — èíãèáèòîðîâ ñåðè-
íîâûõ ïðîòåèíàç, à òàêæå èíãèáèòîðà ïðîòåàç á2-ìàêðî-
ãëîáóëèíà), ïðè÷åì â ðåçóëüòàòå òàêîãî ñâÿçûâàíèÿ íå
òîëüêî îòìåíÿëèñü öèòîòîêñè÷åñêèå ýôôåêòû äåôåíñè-
íîâ, íî è ñíèæàëîñü èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå ýòèõ áåëêîâ
â îòíîøåíèè ïðîòåèíàç (Panyutich, Ganz, 1991; Panyutich

et al., 1995). Íàìè áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå îäíîãî èç ïðåä-
ñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà ñåðïèíîâ — ÀÀÒ — íà öèòîòîêñè-
÷åñêóþ àêòèâíîñòü ÏÃ1. Ïåïòèä èíêóáèðîâàëè ñ ÀÀÒ,
âçÿòûì â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ, â òå÷åíèå 1 ÷, çàòåì
ñìåñü ïåïòèäà ñ ÀÀÒ äîáàâëÿëè ê ñóñïåíçèÿì êëåòîê
U937 èëè K562 è îöåíèâàëè öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü
èññëåäóåìîãî ïðåïàðàòà ñ ïîìîùüþ MTT-òåñòà. Íà ðèñ. 1
ïðåäñòàâëåíû äàííûå, äåìîíñòðèðóþùèå, ÷òî äîáàâëå-
íèå â èíêóáàöèîííóþ ñðåäó ÀÀÒ ñíèæàåò àêòèâíîñòü
ÏÃ1 â îòíîøåíèè êëåòîê ëèíèè U937 è K562. Öèòîòîêñè-
÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ÏÃ1 (â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ) â îòíî-
øåíèè êëåòîê K562 ñíèæàåòñÿ, åñëè ïåðåä äîáàâëåíèåì
ïåïòèäà ê êëåòêàì åãî èíêóáèðîâàëè ñ ÀÀÒ, ïðè ñîîòíî-
øåíèè êîíöåíòðàöèé ïåïòèäà è ÀÀÒ, ðàâíîì 20 : 1,
10 : 1, 5 : 1, 2.5 : 1.0 èëè 1.25 : 1.00, ïðè÷åì â ïîñëåäíåì
ñëó÷àå òîêñè÷åñêèå ýôôåêòû ÏÃ1 ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ
îòìåíÿëèñü, òàê æå êàê è ïðè äîáàâëåíèè â ñðåäó 10%-íîé

1004 Î. Â. Øàìîâà, Ã. À. Ñàêóòà è äð.

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå á1-àíòèòðèïñèíà (ÀÀÒ) íà öèòîòîêñè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü ïðîòåãðèíà 1 (ÏÃ1) â îòíîøåíèè êëåòîê ëèíèé

U937 è K562.

Ïî ãîðèçîíòàëè: 1 — 8 ìêÌ ÀÀÒ, 2 — 10 ìêÌ ÏÃ1, 3 — 10 ìêÌ ÏÃ1 +
10%-íàÿ ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà êîðîâ, 4 — 10 ìêÌ ÏÃ1 + 8 ìêÌ ÀÀÒ
(1.25 : 1), 5 — 10 ìêÌ ÏÃ1 + 4 ìêÌ ÀÀÒ (2.5 : 1), 6 — 10 ìêÌ ÏÃ1 +
2 ìêÌ ÀÀÒ (5 : 1), 7 — 10 ìêÌ ÏÃ1 + 1 ìêÌ ÀÀÒ (10 : 1), 8 — 10 ìêÌ
ÏÃ1 + 0.5 ìêÌ ÀÀÒ (20 : 1), 9 — 10 ìêÌ ÏÃ1 + 0.25 ìêÌ ÀÀÒ (40 : 1); ïî
âåðòèêàëè — äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê (ÆÑÊ), % ê êîíòðîëþ, ò. å. ê
êëåòêàì, ê êîòîðûì íå äîáàâëÿëè íè ïåïòèä, íè ÀÀÒ (äëÿ ãðóïïû 3 êîí-
òðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, èíêóáèðîâàâøèåñÿ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
10%-íóþ ñûâîðîòêó). Çâåçäî÷êîé îòìå÷åíû äîñòîâåðíûå îòëè÷èÿ îò
ãðóïïû 1 ïðè P < 0.05 (êîëè÷åñòâî ïàðàëëåëüíûõ ïðîá 4—6). Ïåïòèä èí-
êóáèðîâàëè ñ ÀÀÒ (êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»), çàòåì
äîáàâëÿëè ê êëåòî÷íûì ñóñïåíçèÿì. Öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïðå-

ïàðàòîâ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ MTT-òåñòà.



ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ. Öèòîòîêñè÷åñêàÿ àê-
òèâíîñòü ÏÃ1 (10 ìêÌ) â îòíîøåíèè áîëåå ÷óâñòâèòåëü-
íûõ ê åãî äåéñòâèþ êëåòîê ëèíèè U 937 ñíèæàëàñü ïîñëå
ïðåèíêóáàöèè ïåïòèäà ñ ÀÀÒ íåñêîëüêî ìåíåå è íå îòìå-
íÿëàñü ïîëíîñòüþ äàæå ïðè ñîîòíîøåíèè ïåïòèä : ÀÀÒ
ðàâíîì 125 : 1.00, òàê æå êàê è ïðè äîáàâëåíèè ñûâî-
ðîòêè.

Èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ ÀÀÒ íà öèòîòîêñè÷åñêóþ àê-
òèâíîñòü Áàê5 ìû ñî÷ëè íåöåëåñîîáðàçíûì, òàê êàê òîê-
ñè÷åñêèå ýôôåêòû Áàê5 áûëè îòíîñèòåëüíî ñëàáî âûðà-
æåííûìè è äëÿ âûÿâëåíèÿ ñïîñîáíîñòè ÀÀÒ ìîäóëèðî-
âàòü ýòè ýôôåêòû íåîáõîäèìî áûëî áû èñïîëüçîâàòü
ñëèøêîì âûñîêèå êîíöåíòðàöèè ýòîãî ïåïòèäà, çíà÷èòå-
ëüíî ïðåâûøàþùèå ôèçèîëîãè÷åñêèå. Îäíàêî âñå æå íå-
îáõîäèìî áûëî âûÿñíèòü, èìååò ëè ìåñòî âçàèìîäåéñòâèå
Áàê5 ñ ÀÀÒ, òàê êàê îíî ìîãëî áû ó÷àñòâîâàòü â ïðîöåñ-
ñàõ, ñâÿçàííûõ ñ ðåãóëÿöèåé àêòèâíîñòè ñåðïèíîâ.

Íàìè áûëî èçó÷åíî â ë è ÿ í è å Ï Ã 1 è Á à ê 5 í à
ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü À À Ò è í ã è á è ð î â à ò ü ô å ð ì å í ò à -
ò è â í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü ý ë à ñ ò à ç û (ñåðèíîâîé ïðîòåè-
íàçû). Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû äàííûå, îòðàæàþùèå âëèÿ-
íèå ïåïòèäîâ íà àíòèïðîòåàçíóþ àêòèâíîñòü ÀÀÒ. ÀÀÒ â
êîíöåíòðàöèè 2 ìêÌ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ èíãèáèðî-
âàë ôåðìåíòàòèâíóþ ðåàêöèþ, êàòàëèçèðóåìóþ ýëàñòàçîé
èç ëåéêîöèòîâ ÷åëîâåêà. Îäíàêî åñëè ïåðåä äîáàâëåíèåì
ê ôåðìåíòó ÀÀÒ (20 ìêÌ) èíêóáèðîâàëè ñ ïåïòèäàìè,
âçÿòûìè â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ (200, 100, 50, 25,
12.5 èëè 6.25 ìêÌ), â òå÷åíèå 1 ÷, à çàòåì ïîëó÷åííûå
ñìåñè äîáàâëÿëè ê ïðîáàì, ñîäåðæàùèì ýëàñòàçó (ïîñëå
÷åãî êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÀÀÒ ñîñòàâëÿëà 2 ìêÌ, à
ïåïòèäîâ 20, 10, 5, 2.5, 1.25 èëè 0.63 ìêÌ), òî èíãèáèðóþ-
ùåå äåéñòâèå ÀÀÒ ñíèæàëîñü ïðè ñîîòíîøåíèÿõ ÏÃ1:
ÀÀÒ, ðàâíûõ 2.5 : 1.0 è 1.25 : 1.00, è ïîëíîñòüþ îòìåíÿ-
ëîñü ïðè ñîîòíîøåíèÿõ 10 : 1 è 5 : 1. Èñïîëüçîâàíèå áî-
ëåå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ÏÃ1 îêàçàëîñü íåýôôåêòèâíûì.
Áàê5 âî âñåì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé íå îêàçûâàë âëèÿ-
íèÿ íà àíòèïðîòåàçíóþ àêòèâíîñòü ÀÀÒ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîçâîëè-
ëè îöåíèòü öèòîòîêñè÷åñêèå ýôôåêòû ÏÃ1 è Áàê5 â îòíî-
øåíèè ðàçëè÷íûõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ è íåòðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòîê. Áûëî ðàññìîòðåíî âëèÿíèå ñûâîðîòêè
êðîâè íà àêòèâíîñòü ïåïòèäîâ, à òàêæå èçó÷åíî âçàèìî-
äåéñòâèå ÀÀÒ (îäíîãî èç êîìïîíåíòîâ ñûâîðîòêè) ñ èñ-
ñëåäóåìûìè ïåïòèäàìè. Äàëåå ìû èññëåäîâàëè îñîáåííî-
ñòè äåéñòâèÿ ïåïòèäîâ íà êëåòêè-ìèøåíè áîëåå äåòàëüíî.
Â ÷àñòíîñòè, ïðîâåëè ñ ð à â í è ò å ë ü í î å è ç ó ÷ å í è å
ñ ï î ñ î á í î ñ ò è Á à ê 5 è Ï Ã 1, í å ñ ó ù è õ ô ë ó î ð å ñ -
ö å í ò í ó þ ì å ò ê ó, ï ð î í è ê à ò ü ÷ å ð å ç ì å ì á ð à í û
ê ë å ò î ê â î â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î å ï ð î ñ ò ð à í ñ ò â î ï ð è
ð à ç ë è ÷ í û õ ó ñ ë î â è ÿ õ.

Íàìè áûëà îñóùåñòâëåíà êîíúþãàöèÿ ÏÃ1 è Áàê5 ñ
ôëóîðåñöåíòíûì ñîåäèíåíèåì BODIPY-FL. Öèòîòîêñè-
÷åñêèå ñâîéñòâà ïîëó÷åííûõ ìå÷åíûõ ïåïòèäîâ ïðàêòè-
÷åñêè íå îòëè÷àëèñü îò ñâîéñòâà íàòèâíûõ ìîëåêóë. Ñ ïî-
ìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè óñòàíîâèëè, ÷òî
ñâÿçûâàíèå ÏÃ1-BODIPY ñ êëåòêàìè ïðîèñõîäèò â òå÷å-
íèå ïåðâûõ 10—15 ìèí èíêóáàöèè.

Àíàëèç ìàçêîâ êëåòîê, îêðàøåííûõ ïî Ìàé-Ãðþíâà-
ëüäó, ïîêàçàë, ÷òî ÷åðåç 15—30 ìèí ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ ÏÃ1-BODIPY â êîíöåíòðàöèè 5—10 ìêÌ (10—
20 ìêã/ìë) âûÿâëÿëèñü âûðàæåííûå äåñòðóêòèâíûå èçìå-
íåíèÿ â êëåòêàõ, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê äåéñòâèþ ïåïòèäà (â
êëåòêàõ U937, HL60, A549 è â ìåíüøåé ñòåïåíè K562),
ïðîÿâëÿëèñü äåãåíåðàòèâíûå äèñòðîôè÷åñêèå èçìåíåíèÿ
öèòîïëàçìû è ÿäðà êëåòîê, à â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ âîçíè-
êàëè âàêóîëè â öèòîïëàçìå êëåòîê. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðî-
ñêîïèÿ ïðè ýòîì âûÿâèëà çåëåíóþ ôëóîðåñöåíöèþ â ìåì-
áðàíàõ êëåòîê, öèòîïëàçìå, ÿäåðíûõ ìåìáðàíàõ è â ÿäðàõ
ïîâðåæäåííûõ êëåòîê (ðèñ. 3, à, á). Ïðè èñïîëüçîâàíèè
ÏÃ1-BODIPY â áîëåå íèçêîé (1—2 ìêÌ) êîíöåíòðàöèè çà-
ìåòíîãî ïîâðåæäàþùåãî äåéñòâèÿ íå áûëî. Îäíàêî ïîêà-
çàíî, ÷òî è â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ïåïòèä ïðîíèêàåò ÷å-
ðåç ìåìáðàíû êëåòîê âî âíóòðèêëåòî÷íûå êîìïàðòìåíòû
(ðèñ. 3, â, ã). Ïðè èñïîëüçîâàíèè ÏÃ1-BODIPY â êîíöåíò-
ðàöèè íèæå 1 ìêÌ ïðîíèêíîâåíèÿ ïåïòèäà âíóòðü êëåòîê
íå íàáëþäàëîñü, ëèøü íà öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàíàõ
ðåãèñòðèðîâàëàñü ñëàáàÿ çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ.

Àíàëîãè÷íûå èññëåäîâàíèÿ áûëè ïðîâåäåíû è ñ
Áàê5-BODIPY. Ýòîò ïåïòèä â êîíöåíòðàöèè 1—10 ìêÌ
(5—50 ìêã/ìë) íå âûçûâàë çàìåòíûõ ïîâðåæäåíèé èññëå-
äóåìûõ êëåòîê. Îäíàêî îí, êàê è ÏÃ1, ñïîñîáåí ïðîíè-
êàòü ÷åðåç êëåòî÷íûå ìåìáðàíû è íàêàïëèâàòüñÿ â öèòî-
ïëàçìå êëåòîê (ðèñ. 3, ä, å).

Èñïîëüçîâàíèå ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ïîçâî-
ëèëî ïîëó÷èòü äîïîëíèòåëüíóþ êîëè÷åñòâåííóþ èíôîð-
ìàöèþ î äåéñòâèè ïåïòèäîâ íà èññëåäóåìûå êëåòêè. Áûëà
èçó÷åíà êèíåòèêà ïðîíèêíîâåíèÿ ìå÷åíûõ ïåïòèäîâ
(â íåòîêñè÷åñêèõ êîíöåíòðàöèÿõ) â êëåòêè U937 è K562;
ñâÿçàâøèåñÿ ñ ïîâåðõíîñòüþ êëåòîê ïåïòèäû óäàëÿëè
êðàòêîâðåìåííîé îáðàáîòêîé êëåòîê òðèïñèíîì (Toma-
sinsig et al., 2006) è, êðîìå òîãî, ðàñòâîðîì òðèïàíîâîãî
ñèíåãî, êîòîðûé, íå ïðîíèêàÿ â öèòîïëàçìó êëåòîê, ýëè-
ìèíèðîâàë ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë BODIPY FL íà ïîâåðõ-
íîñòè êëåòîê-ìèøåíåé (Van Amersfoort, Van Strijp, 1994).
Îêàçàëîñü, ÷òî â òå÷åíèå 15 ìèí îáà ïåïòèäà ïðîíèêàëè â
êëåòêè (ðèñ. 4). Êîëè÷åñòâî ïîãèáøèõ êëåòîê îöåíèâàëè,
äîáàâëÿÿ â èçìåðÿåìûå ïðîáû èîäèä ïðîïèäèÿ. Äîëÿ ïî-
ãèáøèõ êëåòîê â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ïðàêòè÷åñêè íå îò-
ëè÷àëàñü îò òàêîâîé â êîíòðîëüíûõ ïðîáàõ (áåç äîáàâëå-
íèÿ ïåïòèäîâ). Ëèøü â ñëó÷àå èíêóáàöèè êëåòîê U937 ñ
ÏÃ1-BODIPY â òå÷åíèå 3 ÷ äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê óâåëè-
÷èâàëàñü äî 12 %.

Äåéñòâèå àíòèìèêðîáíûõ ïåïòèäîâ íà îïóõîëåâûå è íîðìàëüíûå êëåòêè 1005

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ÏÃ1 (1) è áàêòåíåöèíà 5 (Áàê5, 2) íà ñïîñîá-
íîñòü ÀÀÒ èíãèáèðîâàòü ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü ýëàñ-

òàçû.

Ïî âåðòèêàëè — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ðàñòâîðîâ ïðè äëèíå âîëíû
405 íì. 3 — ïðîáû, â êîòîðûõ ñîäåðæàëàñü òîëüêî ýëàñòàçà áåç èíãèáèòî-
ðà è ïåïòèäîâ, 4 — ïðîáû, â êîòîðûõ ñîäåðæàëèñü ýëàñòàçà è ÀÀÒ áåç
ïåïòèäîâ. Êîëè÷åñòâî ïàðàëëåëüíûõ ïðîá 4—6. Ïåïòèäû â ðàçëè÷íîé
êîíöåíòðàöèè èíêóáèðîâàëè ñ ÀÀÒ, ïîëó÷åííûå ñìåñè äîáàâëÿëè ê ïðî-

áàì, ñîäåðæàùèì ýëàñòàçó (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»).



Äàëåå âûÿñíÿëè áîëåå äåòàëüíî, êàê ïðîèñõîäèò ïðî-
íèêíîâåíèå ïåïòèäîâ â êëåòêè è êàêîâà ðîëü ýíäîöèòîçà â
ýòîì ïðîöåññå. Äëÿ îöåíêè çàâèñèìîñòè òðàíñëîêàöèè
ïåïòèäîâ ÷åðåç ìåìáðàíû êëåòîê-ìèøåíåé îò èíòåíñèâ-
íîñòè èõ ýíåðãåòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ êëåòêè èíêóáèðîâàëè
ñ ïåïòèäàìè â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ: ïðè 37 è 4 °Ñ (íà ëå-
äÿíîé áàíå), â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ ñèíòåçà ÀÒÔ
(0.1 % àçèäà íàòðèÿ ñîâìåñòíî ñ 50 ìÌ 2-äåçîêñèãëþêî-
çû), äîáàâëåííûõ çà 1 ÷ äî âíåñåíèÿ ïåïòèäîâ. Ñíèæåíèå
òåìïåðàòóðû ñðåäû çíà÷èòåëüíî óãíåòàëî ïðîöåññ ïðî-
íèêíîâåíèÿ îáîèõ ïåïòèäîâ â êëåòêè K562 (ðèñ. 5). Áëî-
êèðîâàíèå ñèíòåçà ÀÒÔ â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè êëåòîê
àçèäîì íàòðèÿ è 2-äåçîêñèãëþêîçîé òîæå âûçûâàëî óãíå-
òåíèå ïåðåíîñà ÷åðåç ìåìáðàíû êëåòîê Áàê5-BODIPY è â
ìåíüøåé ñòåïåíè ÏÃ1-BODIPY.

Äëÿ îöåíêè ðîëè ýíäîöèòîçà â ïåðåíîñå ïåïòèäîâ ÷å-
ðåç êëåòî÷íûå ìåìáðàíû êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ïðèñóò-
ñòâèè 10 ìêÌ âèíáëàñòèíà (ñâÿçûâàþùåãî òóáóëèí è âû-
çûâàþùåãî äåïîëèìåðèçàöèþ ìèêðîòðóáî÷åê), ëèáî
10 ìêÌ öèòîõàëàçèíà B (èíãèáèðóþùåãî ïîëèìåðèçàöèþ

àêòèíà), ëèáî ìåòèëöèêëîäåêñòðèíà (0.25 ìÌ). Êîíöåíò-
ðàöèÿ àçèäà íàòðèÿ, 2-äåçîêñèãëþêîçû è èíãèáèðóþùèõ
ýíäîöèòîç ñîåäèíåíèé ïîäáèðàëè ñ ó÷åòîì äàííûõ ëèòå-
ðàòóðû (Drin et al., 2002; Takeshima et al., 2003; Tomasinsig
et al., 2006). Âñå âåùåñòâà âíîñèëè çà 1 ÷ äî äîáàâëåíèÿ
ïåïòèäîâ, ïðè÷åì ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâåðÿëè íåòîêñè÷-
íîñòü ýòèõ âåùåñòâ â äàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Îêàçàëîñü,
÷òî ïðèñóòñòâèå ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðîâ ýíäîöèòîçà óã-
íåòàëî, íî íå îòìåíÿëî ïðîöåññà òðàíñëîêàöèè ïåïòèäîâ
÷åðåç ìåìáðàíû êëåòîê-ìèøåíåé êàê â ñëó÷àå áàêòåíåöè-
íà-BODIPY, òàê è â ñëó÷àå ïðîòåãðèíà-BODIPY (ðèñ. 5).

Îáñóæäåíèå

Êàòèîííûå ÀÌÏ, ñîäåðæàùèåñÿ â ëèçîñîìîïîäîá-
íûõ ãðàíóëàõ íåéòðîôèëîâ, ÿâëÿþòñÿ îäíèìè èç êëþ÷å-
âûõ ýôôåêòîðíûõ ìîëåêóë ñèñòåìû âðîæäåííîãî èììó-
íèòåòà (Lehrer, Ganz, 2002). Îíè ïðîÿâëÿþò ìèêðîáîöèä-
íóþ àêòèâíîñòü ïðîòèâ øèðîêîãî ñïåêòðà áàêòåðèé,

1006 Î. Â. Øàìîâà, Ã. À. Ñàêóòà è äð.

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå ÏÃ1-BODIPY è Áàê5-BODIPY â êëåòêàõ U937 è K562.

à, á — ïîñëå 30 ìèí èíêóáàöèè êëåòîê ñ 6 ìêÌ ÏÃ1-BODIPY; â, ã — ïîñëå 60 ìèí èíêóáàöèè êëåòîê ñ 2 ìêÌ ÏÃ1-BODIPY; ä, å — ïîñëå 60 ìèí èíêó-
áàöèè êëåòîê ñ 5 ìêÌ Áàê5-BODIPY; êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Ïîêàçàíû îïòè÷åñêèå ñðåçû, ïðîõîäÿùèå ïðèìåðíî ÷åðåç ñåðåäèíó êëåòîê (îáúåê-

òèâ HCX PL APO CS 63). Ïðåïàðàòû ïðîñìàòðèâàëè íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå îêîí÷àíèÿ ýêñïåðèìåíòà áåç ôèêñàöèè êëåòîê.



ãðèáêîâ è îáîëî÷å÷íûõ âèðóñîâ. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîêà-
çàíî, ÷òî ïîìèìî àíòèìèêðîáíîé ÀÌÏ îáëàäàþò öåëûì
ñïåêòðîì ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷åñêèõ àêòèâíîñòåé â îòíî-
øåíèè ñîáñòâåííûõ êëåòîê îðãàíèçìà, ïðè÷åì õàðàêòåð
äåéñòâèÿ ÀÌÏ íà ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè âî ìíîãîì çà-
âèñèò îò êîíöåíòðàöèé ýòèõ âåùåñòâ â ñðåäå. Â êîíöåíò-
ðàöèÿõ â íåñêîëüêî ðàç áîëüøèõ, ÷åì íåîáõîäèìû äëÿ
ïðîÿâëåíèÿ àíòèìèêðîáíûõ ýôôåêòîâ, ìíîãèå ÀÌÏ îêà-
çûâàþò òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå â îòíîøåíèè ñîáñòâåííûõ
êëåòîê îðãàíèçìà — êàê íîðìàëüíûõ, òàê è òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ. Â ìåíüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÀÌÏ ñïîñîáíû âû-
çûâàòü õåìîòàêñèñ ìàêðîôàãîâ, íåéòðîôèëîâ, íåçðåëûõ
äåíäðèòíûõ êëåòîê (Yang et al., 2004), äåãðàíóëÿöèþ òó÷-
íûõ êëåòîê (Befus et al., 1999), îêàçûâàòü ìèòîãåííîå äåé-
ñòâèå â îòíîøåíèè ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê è ôèáðî-
áëàñòîâ (Murphy et al., 1993), ñâÿçûâàòü áàêòåðèàëüíûé
ëèïîïîëèñàõàðèä (Hancock, Diamond, 2000), âëèÿòü íà ïðî-
öåññèíã èíòåðëåéêèíà 1 (Perregaux et al., 2002).

Äåéñòâèå ÀÌÏ èç ñåìåéñòâà äåôåíñèíîâ íà êëåòêè
ìàêðîîðãàíèçìà íà÷àëè èçó÷àòü â 1980-å ãîäû, ïðè÷åì
îñíîâíîå âíèìàíèå áûëî ñîñðåäîòî÷åíî íà èññëåäîâàíèè
èõ öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè â îòíîøåíèè îïóõîëåâûõ
êëåòîê â êóëüòóðå (Lichtenstein et al., 1986; Lichtenstein,

1991). Îäíàêî èññëåäîâàíèÿ â ýòîì íàïðàâëåíèè îñòàþòñÿ
íåìíîãî÷èñëåííûìè, è ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè åñòü òîëü-
êî åäèíè÷íûå ïóáëèêàöèè, â êîòîðûõ ðàññìàòðèâàþòñÿ
ýôôåêòû ÀÌÏ íà ðàçëè÷íûå ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè.

Ìû èçó÷èëè öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå äâóõ ðàçëè÷-
íûõ ïî ñòðóêòóðå ïåïòèäîâ èç ñåìåéñòâà êàòåëèöèäè-
íîâ — ÏÃ1 è Áàê5 — íà ðÿä îïóõîëåâûõ è íîðìàëüíûõ
êëåòîê â êóëüòóðå. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÏÃ1, êàòèîííûé
ïåïòèä, èìåþùèé êîíôîðìàöèþ áåòà-øïèëüêè è îáëàäà-
þùèé àíòèìèêðîáíîé àêòèâíîñòüþ øèðîêîãî ñïåêòðà
äåéñòâèÿ, ñâÿçàííîé ñ åãî âûðàæåííîé ìåìáðàíîòðîïíîé
è ïîðîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòüþ, ñïîñîáåí áûñòðî è ýô-
ôåêòèâíî ïîâðåæäàòü îïóõîëåâûå, à òàêæå, õîòÿ è â ìåíü-
øåé ñòåïåíè, íåòðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ìëåêîïèòà-
þùèõ. Öèòîòîêñè÷åñêèå ñâîéñòâà ÏÃ1 â îòíîøåíèè ðàç-
ëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ïðîÿâëÿëèñü ïðè èñïîëüçîâàíèè
åãî â êîíöåíòðàöèè 1.5—12.0 ìêÌ (3—25 ìêã/ìë), â òî
âðåìÿ êàê åãî àíòèìèêðîáíàÿ àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè áîëü-
øèíñòâà èññëåäîâàííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ âûðàæåíà óæå
ïðè êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà 0.5—1.0 ìêÌ (Kokryakov et
al., 1993). Äðóãîé èññëåäîâàííûé íàìè ÀÌÏ, Áàê5, îòëè-
÷àþùèéñÿ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ïðîëèíà â ñîñòàâå ìîëå-
êóëû, èìåþùèé êîíôîðìàöèþ ïîëèïðîëèíîâîé ñïèðàëè
2-ãî òèïà è òîæå îáëàäàþùèé çíà÷èòåëüíîé àíòèìèêðîá-
íîé àêòèâíîñòüþ (ïðåèìóùåñòâåííî â îòíîøåíèè ãðàìîò-
ðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé), íåçíà÷èòåëüíî ïîâðåæäàþùèé
ìèêðîáíûå ìåìáðàíû è âëèÿþùèé íà âíóòðèêëåòî÷íûå
ïðîöåññû (Gennaro et al., 2002), ïðîÿâèë çíà÷èòåëüíî áî-
ëåå íèçêóþ öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè

Äåéñòâèå àíòèìèêðîáíûõ ïåïòèäîâ íà îïóõîëåâûå è íîðìàëüíûå êëåòêè 1007

Ðèñ. 4. Êèíåòèêà âêëþ÷åíèÿ ÏÃ1-BODIPY (3 ìêÌ) è Áàê5-BO-
DIPY (5 ìêÌ) â êëåòêè U937 è K562.

1 — ÏÃ1-BODIPY, 2 — Áàê5-BODIPY, 3 — ñîáñòâåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ
êëåòîê. Äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ïîëó÷åííûå â òðåõ íåçàâèñèìûõ
ýêñïåðèìåíòàõ, ïðåäñòàâëåíû ñðåäíåé âåëè÷èíîé è åå ñðåäíåêâàäðà-

òè÷íûì îòêëîíåíèåì.

Ðèñ. 5. Âëèÿíèå íèçêîé òåìïåðàòóðû (2), óãíåòåíèÿ ñèíòåçà
ÀÒÔ (3) è ýíäîöèòîçà (4—6) íà âêëþ÷åíèå ÏÃ1-BODIPY
(òåìíûå ñòîëáèêè) è Áàê5-BODIPY (ñâåòëûå ñòîëáèêè) â

êëåòêè K562.

Ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, %; ïî ãîðèçîíòàëè:
1 — êîíòðîëü — ôëóîðåñöåíöèÿ êëåòîê, êîòîðûå èíêóáèðîâàëè ïðè
37 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷ ñ ÏÃ1-BODIPY (3 ìêÌ) èëè Áàê5-BODIPY (5 ìêÌ);
2 — êëåòêè ïîìåùàëè íà 30 ìèí íà ëåäÿíóþ áàíþ, çàòåì äîáàâëÿëè ïåï-
òèäû è îñòàâëÿëè íà ëåäÿíîé áàíå åùå íà 1 ÷; 3 — êëåòêè èíêóáèðîâàëè
1 ÷ ñ 0.1%-íûì àçèäîì íàòðèÿ è 50 ìêÌ 2-äåçîêñèãëþêîçû, çàòåì äîáàâ-
ëÿëè ïåïòèäû è èíêóáèðîâàëè åùå 1 ÷; 4—6 — êëåòêè èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 1 ÷ ñ âèíáëàñòèíîì (4), öèòîõàëàçèíîì B (5) èëè ìåòèëöèêëî-
äåêñòðèíîì (6), äîáàâëÿëè ïåïòèäû è èíêóáèðîâàëè åùå 1 ÷; ïî îêîí÷à-
íèè èíêóáàöèè êëåòêè îáðàáàòûâàëè, êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë
è ìåòîäèêà», ÷òîáû èñêëþ÷èòü ñèãíàë îò ïåïòèäîâ, ñâÿçàâøèõñÿ ñ ìåì-
áðàíàìè êëåòîê, è ïîëó÷åííûå ïðîáû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
òî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ãðóïïîé 1 è ãðóïïàìè 2—6

äîñòîâåðíû â ñëó÷àå êàæäîãî ïåïòèäà ïðè P < 0.05.



êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ. Êîíöåíòðàöèè, â êîòîðûõ ïåïòèä
èìåë òîêñè÷åñêèå ýôôåêòû â îòíîøåíèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ
êëåòîê, áûëè íà îäèí-äâà ïîðÿäêà âûøå, ÷åì íåîáõîäèìû
äëÿ åãî ïðîòèâîìèêðîáíîãî äåéñòâèÿ.

Èç ëèòåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî êîíöåíòðàöèÿ ÀÌÏ â
êðîâè â íîðìå íåâûñîêà, íî ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîôèçèîëî-
ãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ (èíôåêöèè, âîñïàëåíèè è ñòðåññå)
ïðîèñõîäÿò ìàññîâàÿ äåãðàíóëÿöèÿ íåéòðîôèëîâ è âûñâî-
áîæäåíèå âî âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî ñîäåðæèìîãî èõ
ëèçîñîìîïîäîáíûõ ãðàíóë, â ðåçóëüòàòå ÷åãî êîíöåíòðà-
öèÿ ÀÌÏ â êðîâè è äðóãèõ áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ âîç-
ðàñòàåò â íåñêîëüêî ðàç. Íàïðèìåð, äëÿ ÷åëîâåêà ïîêàçà-
íî, ÷òî â íîðìå êîíöåíòðàöèÿ á-äåôåíñèíîâ â ïëàçìå êðî-
âè ñîñòàâëÿåò îêîëî 42 íã/ìë, à ïðè èíôåêöèîííîé
ïàòîëîãèè ïîâûøàåòñÿ â äåñÿòêè ðàç — íàïðèìåð, ïðè
ñåïñèñå äîñòèãàåò 9—179 ìêã/ìë (Panyutich, Ganz, 1991).
Êîíöåíòðàöèÿ ïðîòåãðèíîâ â æèäêîñòè, ïîëó÷åííîé èç
àáñöåññà, äîñòèãàëà 15—150 ìêã/ìë (Shi, Ganz, 1998). Ïî-
ýòîìó íåñîìíåííà àêòóàëüíîñòü èçó÷åíèÿ ôàêòîðîâ, îãðà-
íè÷èâàþùèõ ïîâðåæäàþùåå äåéñòâèå ÀÌÏ â ñëó÷àÿõ,
êîãäà èõ êîíöåíòðàöèÿ â êðîâè èëè òêàíÿõ ñòàíîâèòñÿ
êðèòè÷åñêè âûñîêîé.

Äëÿ ðÿäà èññëåäîâàííûõ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè
ÀÌÏ, â òîì ÷èñëå äåôåíñèíîâ, ïîêàçàíî, ÷òî èõ òîêñè÷å-
ñêèå ýôôåêòû â îòíîøåíèè êàê ìèêðîîðãàíèçìîâ, òàê è
êëåòîê ìàêðîîðãàíèçìà ñíèæàþòñÿ èëè ïîëíîñòüþ îòìå-
íÿþòñÿ â ïðèñóòñòâèè ñûâîðîòêè êðîâè. Äëÿ ÏÃ1 èçâåñò-
íî, ÷òî â îòëè÷èå îò äåôåíñèíîâ åãî àíòèìèêðîáíàÿ àê-
òèâíîñòü ñîõðàíÿåòñÿ ïðè íàëè÷èè â ñðåäå 2—10 % ñûâî-
ðîòêè (Shi, Ganz, 1998). Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ íàìè
èññëåäîâàíèé ïîêàçàíî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè 10%-íîé ñûâî-
ðîòêè öèòîòîêñè÷åñêèå ýôôåêòû ÏÃ1 ñíèæàþòñÿ, õîòÿ è â
ðàçíîé ñòåïåíè äëÿ ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé.

Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ïðèñóòñòâèå â ñðåäå îäíîãî èç
îñíîâíûõ êîìïîíåíòîâ ñûâîðîòêè êðîâè — áåëêà ÀÀÒ èç
ñåìåéñòâà ñåðïèíîâ — ñíèæàåò öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâ-
íîñòü ÏÃ1. Ïðè ýòîì ïðåèíêóáàöèÿ ÏÃ1 ñ ÀÀÒ â ñâîþ
î÷åðåäü ñíèæàëà ñïîñîáíîñòü ÀÀÒ èíãèáèðîâàòü ôåð-
ìåíòàòèâíóþ ðåàêöèþ, êàòàëèçèðóåìóþ ñåðèíîâîé ïðî-
òåèíàçîé ýëàñòàçîé, â òî âðåìÿ êàê Áàê5 íå âëèÿë íà àíòè-
ïðîòåàçíóþ àêòèâíîñòü ÀÀÒ. Ïîëó÷åííûå äëÿ ÏÃ1 ðåçó-
ëüòàòû íàõîäÿòñÿ â õîðîøåì ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûìè
äðóãèõ àâòîðîâ (Panyutich et al., 1995), êîòîðûå äåòàëüíî
èññëåäîâàëè ñâÿçûâàíèå äåôåíñèíîâ ñ ÀÀÒ è íåêîòî-
ðûìè äðóãèìè ñåðïèíàìè, à òàêæå ñ á2-ìàêðîãëîáóëè-
íîì. Èíòåðåñíî, ÷òî ìîëÿðíûå ñîîòíîøåíèÿ ïåïòèäà
è ÀÀÒ, ïðè êîòîðûõ ìû íàáëþäàëè áëîêèðîâàíèå öèòî-
òîêñè÷åñêèõ ýôôåêòîâ ÏÃ1, à òàêæå îòìåíó àíòèïðîòåàç-
íîãî äåéñòâèÿ ÀÀÒ, áûëè áëèçêèìè ê òàêîâûì äëÿ äåôåí-
ñèíîâ è ÀÀÒ, èçâåñòíûì èç ëèòåðàòóðû (Panyutich et al.,
1995).

Äåôåíñèíû èìåþò ëèøü íåçíà÷èòåëüíóþ ñòåïåíü
ñòðóêòóðíîé ãîìîëîãèè ñ ïðîòåãðèíàìè, îäíàêî, êàê è
ïðîòåãðèíû, ñîäåðæàò äèñóëüôèäíûå ìîñòèêè, âñëåäñò-
âèå ÷åãî á*îëüøàÿ ÷àñòü ìîëåêóëû ïðåäñòàâëåíà â-òÿæàìè,
êàê è ó ïðîòåãðèíîâ. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ëèíåéíûé ïåïòèä
Áàê5 íå âëèÿë íà àíòèïðîòåàçíóþ àêòèâíîñòü ÀÀÒ, ìîæ-
íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äåôåíñèíî- è ïðîòîòåãðèíîïî-
äîáíûå ïåïòèäû ñâÿçûâàþòñÿ ñ ÀÀÒ â ñàéòå, èãðàþùåì
âàæíóþ ðîëü äëÿ ïðîÿâëåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíî-
ñòè ñåðïèíîâ. Èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ
ÀÌÏ ñ ñåðïèíàìè âàæíî êàê äëÿ ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìîâ
çàùèòû ñîáñòâåííûõ êëåòîê îðãàíèçìà îò ïîâðåæäàþùå-
ãî äåéñòâèÿ ÀÌÏ, òàê è äëÿ àíàëèçà âîçìîæíîãî ó÷àñòèÿ
ÀÌÏ â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè áåëêîâ èç ñåìåéñòâà ñåðïè-

íîâ. Ýòè áåëêè âûïîëíÿþò â îðãàíèçìå ðàçíîîáðàçíûå
ôóíêöèè, ó÷àñòâóÿ â îáðàçîâàíèè è äåãðàäàöèè ðàçëè÷-
íûõ ãóìîðàëüíûõ ôàêòîðîâ áåëêîâîé ïðèðîäû, à òàêæå
ÿâëÿÿñü ïåðåíîñ÷èêàìè ðàçíîîáðàçíûõ ìîëåêóë, â ÷àñòíî-
ñòè öèòîêèíîâ (Ãóðèí, 2003). Òàêèì îáðàçîì, ñâÿçûâàíèå
ñåðïèíîâ ñ ÀÌÏ ìîæåò èãðàòü âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè
ýòèõ ôóíêöèé.

Ñëåäóþùåé çàäà÷åé íàøåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ìå-
õàíèçìà äåéñòâèÿ ïåïòèäîâ íà êëåòêè-ìèøåíè, äëÿ ÷åãî
ìû èñïîëüçîâàëè ÏÃ1 è Áàê5, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóî-
ðåñöåíòíûì ìàðêåðîì BODIPY FL. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî â
âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÏÃ1-BODIPY áûñòðî ïðîíèêàåò
÷åðåç ìåìáðàíû êëåòîê â öèòîïëàçìó è äàëåå â ÿäðà, ïî-
âðåæäàÿ ïðè ýòîì êëåòêè. Îäíàêî è â áîëåå íèçêèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ ÏÃ1-BODIPY èíòåðíàëèçèðóåòñÿ â öèòîïëàç-
ìó êëåòîê, íî íå ïîâðåæäàåò èõ. Áàê5-BODIPY, íå ïðîÿâ-
ëÿþùèé çíà÷èòåëüíûõ òîêñè÷åñêèõ ýôôåêòîâ, òîæå
ïðîíèêàåò â êëåòêè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé âñå áî-
ëüøå ïðèâëåêàþò ïåïòèäû, ñïîñîáíûå ê òðàíñëîêàöèè ÷å-
ðåç ìåìáðàíû ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê (CPP — cell penet-
rating peptides) (Lindgren et al., 2000; Suzuki et al., 2002;
Richard et al., 2003). Ïîäîáíîå ñâîéñòâî ðÿäà ïåïòèäîâ èí-
òåðíàëèçèðîâàòüñÿ â êëåòêè, íå íàðóøàÿ öåëîñòíîñòè êëå-
òî÷íûõ ìåìáðàí è íå âûçûâàÿ ãèáåëè êëåòîê, áûëî ïîêà-
çàíî äëÿ ðÿäà êàòèîííûõ ïåïòèäîâ, òàêèõ, íàïðèìåð, êàê
Tat-ïåïòèäû, pAntp, òðàíñïîðòàí è äð. (Lindgren et al.,
2000). Ïîäîáíûå èññëåäîâàíèÿ â ïîñëåäíåå âðåìÿ ñòàëè
ïðîâîäèòüñÿ è äëÿ ÀÌÏ íåéòðîôèëîâ è èõ ñòðóêòóðíûõ
àíàëîãîâ.

Òàê, ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå ñïîñîá-
íîñòè ìåìáðàíîëèòè÷åñêîãî ïåïòèäà LL-37 è ôðàãìåíòîâ
ïåïòèäà Áàê7 ïðîíèêàòü â êëåòêè-ìèøåíè (Tomasinsig et
al., 2006). Îñîáåííîñòüþ Áàê7, êàê è Áàê5, ÿâëÿåòñÿ âûñî-
êîå ñîäåðæàíèå ïðîëèíà â ñîñòàâå ìîëåêóëû (õîòÿ ýòè äâà
ïåïòèäà è íå îáëàäàþò ñóùåñòâåííîé ñòðóêòóðíîé ãîìî-
ëîãèåé), è åãî àíòèìèêðîáíîå äåéñòâèå òàêæå ñâÿçûâàþò
íå ñ ïîâðåæäåíèåì ìåìáðàí, à ñ íàðóøåíèåì âíóòðèêëå-
òî÷íûõ ïðîöåññîâ. Àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî èíòåðíàëèçàöèÿ
ôðàãìåíòà Áàê7 (1—35) â êëåòêè U937 çàâèñåëà îò òåìïå-
ðàòóðû èíêóáàöèîííîé ñðåäû, óðîâíÿ ìåòàáîëèçìà êëå-
òîê, à òàêæå îò ïðèñóòñòâèÿ èíãèáèòîðîâ ýíäîöèòîçà (To-
masinsig et al., 2006). Ïðè òåìïåðàòóðå 4 °Ñ, à òàêæå ïðè
áëîêèðîâàíèè ñèíòåçà ÀÒÔ òîëüêî îêîëî 3—5 % ïåïòèäà
ïðîíèêàëî â êëåòêè U937; ïðèñóòñòâèå èíãèáèòîðîâ ýíäî-
öèòîçà (ìåòèëöèêëîäåêñòðèíà, àìèëîðèäà, öèòîõàëàçèíà
D è íîêîäàçîëà) òîæå óãíåòàëî ïðîöåññ ïåðåíîñà ïåïòèäà
÷åðåç ìåìáðàíû êëåòîê U937, õîòÿ è â ìåíüøåé ñòåïåíè
(íà 50—70 %); â ñëó÷àå êëåòîê NIH 3T3 äåéñòâèå âñåõ ïå-
ðå÷èñëåííûõ ôàêòîðîâ áûëî â öåëîì ñõîäíûì, íî çíà÷è-
òåëüíî ìåíåå âûðàæåííûì.

Ïîíèæåííàÿ òåìïåðàòóðà è óãíåòåíèå êëåòî÷íîãî ìå-
òàáîëèçìà ñíèæàëè ýôôåêòèâíîñòü òðàíñëîêàöèè ÷åðåç
ìåìáðàíû êëåòîê U937 ïðèìåðíî íà 80 % è äðóãîãî ïåï-
òèäà LL-37; ïðèñóòñòâèå èíãèáèòîðîâ ýíäîöèòîçà — íà
30—50 % (çà èñêëþ÷åíèåì àìèëîðèäà, êîòîðûé íå âëèÿë
íà èíòåðíàëèçàöèþ LL-37 â êëåòêè) (Tomasinsig et al.,
2006). Äëÿ ðÿäà ëèíåéíûõ ïåïòèäîâ, ÿâëÿþùèõñÿ ìîäè-
ôèêàöèÿìè ïðîòåãðèíîâ, òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî èíòåðíàëè-
çàöèÿ èõ â êëåòêè çàâèñèò îò òåìïåðàòóðû ñðåäû è èíòåí-
ñèâíîñòè ýíåðãåòè÷åñêîãî ìåòàáîëèçìà êëåòîê è ïðîèñõî-
äèò ñ ó÷àñòèåì ýíäîöèòîçà (Drin, Temsamani, 2002).
Îäíàêî êîðîòêèé ôðàãìåíò Áàê7 (1—24), êàê ñîîáùàëîñü,
ïðîíèêàë ÷åðåç ëèïèäíûå áèñëîè ïóòåì ïðÿìîé òðàíñëî-
êàöèè (Sadler et al., 2002). Ëèíåéíûé ïåïòèä áóôîðèí
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òîæå ïðîíèêàë â êëåòêè HeLa âíå çàâèñèìîñòè îò òåìïå-
ðàòóðû ñðåäû è èíòåíñèâíîñòè ìåòàáîëèçìà ýòèõ êëåòîê
(Takeshima et al., 2003).

Òàêèì îáðàçîì, ïðîöåññ òðàíñëîêàöèè ðàçëè÷íûõ
ÀÌÏ ÷åðåç ìåìáðàíû ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê çàâèñèò îò
îñîáåííîñòåé ñòðóêòóðû ïåïòèäîâ è îò ñïåöèôèêè êëå-
òîê. Â íàøåì ñëó÷àå íàèáîëüøåå èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå
íà ïðîöåññ âêëþ÷åíèÿ ÏÃ1-BODIPY è Áàê5-BODIPY â
êëåòêè K562 îêàçûâàëî ïîíèæåíèå òåìïåðàòóðû èíêóáà-
öèîííîé ñðåäû äî 4 °Ñ (âêëþ÷åíèå Áàê5 ñíèæàëîñü íà 94,
à ÏÃ1 — íà 80 %). Óãíåòåíèå ìåòàáîëèçìà êëåòîê-ìèøå-
íåé òàêæå èíãèáèðîâàëî ïðîöåññ èíòåðíàëèçàöèè îáîèõ
ïåïòèäîâ â êëåòêè, õîòÿ è â ìåíüøåé ñòåïåíè. Ïðèñóòñò-
âèå èíãèáèðóþùèõ ýíäîöèòîç âèíáëàñòèíà, öèòîõàëàçè-
íà B è ìåòèëöèêëîäåêñòðèíà òàêæå óãíåòàëî ïðîöåññ
âêëþ÷åíèÿ ìå÷åíûõ ïåïòèäîâ â êëåòêè, íî íå îòìåíÿëî
ïîëíîñòüþ ýòîò ïðîöåññ. Ïîýòîìó ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî íàðÿäó ñ ïåðåíîñîì ïåïòèäîâ ñ ïîìîùüþ ýíäîöèòîçà
èìååò ìåñòî è íå çàâèñèìîå îò ýíäîöèòîçà ïðîíèêíîâåíèå
ÀÌÏ ÷åðåç ìåìáðàíó êëåòîê â öèòîïëàçìó è äàëåå, âîç-
ìîæíî ÷àñòè÷íî, â ÿäðî.

Î÷åâèäíî, ÷òî èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ ïðîíèêíîâå-
íèÿ ÀÌÏ â êëåòêè íóæäàåòñÿ â äàëüíåéøåì ïðîäîëæå-
íèè. Ïðè ýòîì íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ñïîñîáíîñòü
ïåïòèäîâ ïðîíèêàòü âî âíóòðåííèå êîìïàðòìåíòû êëåòîê
ïðåäñòàâëÿåò íåñîìíåííûé èíòåðåñ, òàê êàê äàåò âîçìîæ-
íîñòü ïðåäïîëîæèòü ó÷àñòèå ýòèõ ïåïòèäîâ â ðàçëè÷íûõ
âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, â ÷àñòíîñòè â ïðîöåññàõ,
ñâÿçàííûõ ñ îãðàíè÷åíèåì àêòèâíîñòè ñåðïèíîâ. Êðîìå
òîãî, èçó÷åíèå èíòåðíàëèçàöèè ïåïòèäíûõ ìîëåêóë âî
âíóòðèêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî ìîæåò èìåòü è âàæíîå
ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ âåäåòñÿ ïîèñê
ïåïòèäîâ, êîòîðûå ìîãóò ñëóæèòü ïåðåíîñ÷èêàìè ðàçëè÷-
íûõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ ÷åðåç ìåìáðàíû îïóõîëåâûõ
êëåòîê â ñëó÷àÿõ, êîãäà òåðàïåâòè÷åñêèå àãåíòû, äåéñòâèå
êîòîðûõ èçáèðàòåëüíî íàïðàâëåíî íà îïóõîëåâûå êëåòêè,
íå ìîãóò ñàìîïðîèçâîëüíî ïðîíèêàòü â ýòè êëåòêè (Dietz,
Behr, 2004). Ñ ýòîé òî÷êè çðåíèÿ îñîáåííî ïåðñïåêòèâ-
íûì ìîæåò ñòàòü èçó÷åíèå Áàê5 è åãî àíàëîãîâ, òàê êàê
ýòîò ïåïòèä, ëåãêî òðàíñëîöèðóþùèéñÿ ÷åðåç ìåìáðàíû
êëåòîê-ìèøåíåé, èìååò íèçêóþ öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâ-
íîñòü â îòíîøåíèè ñîáñòâåííûõ êëåòîê îðãàíèçìà.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Öåíòðó êîëëåêòèâ-
íîãî ïîëüçîâàíèÿ «Ìàòåðèàëîâåäåíèå è äèàãíîñòèêà â
ïåðåäîâûõ òåõíîëîãèÿõ» (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), ãäå âûïîë-
íÿëàñü ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ. Àâòîðû òàêæå ãëóáîêî
ïðèçíàòåëüíû ñîòðóäíèêàì Öåíòðà êîëëåêòèâíîãî ïîëü-
çîâàíèÿ «Àíàëèòè÷åñêàÿ ñïåêòðîìåòðèÿ» ïðè ÑÏáÃÏÓ
çà ïðåäîñòàâëåííóþ âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàòü îáîðóäî-
âàíèå Öåíòðà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 03-04-49747, 03-04-49576, 03-04-49349) è INTAS
(ïðîåêò 03-51-4984).
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EFFECTS OF ANTIMICROBIAL PEPTIDES OF NEUTROPHILS ON TUMOR

AND NORMAL CELLS IN CULTURE

O. V. Shamova,1, * G. A. Sakuta,2 D. S. Orlov,1 V. V. Zenin,2 G. I. Shtein,2 N. I. Kolodkin,3

I. V. Afonina,3 V. N. Kokryakov1

1 Institute of Experimental Medicine RAMS, 2 Institute of Cytology RAS, and
3 Research Institute of Pure Biochemicals, St. Petersburg;

* e-mail: oshamova@yandex.ru

We performed a comparative study of effects of two structurally different cationic antimicrobial peptides of
cathelicidin family, porcine protegrin 1 (PG1) and caprine bactenecin 5 (Bac5) on selected tumor and normal
mammalian cells in vitro. Protegrins are amphiphilic â-hairpin molecules having broad-spectrum antimicrobial
activity due to their marked membranolytic properties. Bac5 belongs to the group of proline-rich peptides,
which adopt a polyproline type II extended helix and kill microorganisms rather by a non-lytic mechanism. We
have shown that while PG1 exerts distinct and fast cytotoxic effects on most of used tumor cells being slightly
less toxic for nontransformed host cell, the proline-rich Bac5 is much less cytotoxic for all the cells tested. The
toxic effects of PG1 were partially declined in the presence of 10 % fetal calf serum. It was revealed that PG1
was able to interact with proteins of serpin family (as had been previously established for human defensins by
Panyutich et al., 1995). Pre-incubation of PG1 with á1-antitrypsin caused the decrease of the cytotoxic activity
of the peptide and, on the other hand, the antiprotease activity of á1-antitrypsin was reduced after interaction of
the serpin with PG1 (not with Bac5). Confocal microscopy experiments allowed to monitor the internalization
of fluorescent labeled (by BODIPY FL) peptides into target cells and their intracellular distribution. Bac5-BO-
DIPY (at 5 ìM) was rapidly taken into the cells. PG1-BODIPY at non-toxic concentrations was also able to en-
ter the cells without significant damage to them. The comparative study of the kinetics of the peptides uptake in-
to the target cells and the influence of low temperature, energy-depletion and endocytosis inhibitors on the pro-
cess of the internalization of the peptides into the cells was carried out using flow cytometry.

K e y w o r d s: antimicrobial peptides, caprine Bac5, protegrin 1, innate immunity, cytotoxicity, serpins.
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