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Обоснование. Серьезной проблемой здравоохранения является резистентность к традиционным антибио-
тикам микроорганизмов, вызывающих опасные для здоровья человека инфекции. В связи с  этим разработка 
новых эффективных антимикробных препаратов и  терапевтических подходов представляется актуальной за-
дачей. Антимикробные пептиды считают перспективной альтернативой традиционным антибиотикам в борьбе 
с  резистентными микроорганизмами.

Цель  — изучение влияния новых синтетических антимикробных пептидов медицинской пиявки Hirudo 
medicinalis на функциональную активность гранулярных белков нейтрофилов — основных эффекторных кле-
ток иммунитета, в  том числе в  условиях развития окислительного/галогенирующего стресса.

Материалы и  методы. Пероксидазную активность миелопероксидазы оценивали по скорости окис-
ления o-дианизидина. Амидолитическую активность нейтрофильной эластазы определяли флуоресцентным 
методом с использованием специфического субстрата MeOSuc-AAPV-AMC. Железосвязывающую активность 
лактоферрина оценивали спектрофотометрическим методом по изменению поглощения раствора при добавле-
нии соли Fe3+. Активность лизоцима определяли по скорости лизиса бактериальных клеток M.  lysodeikticus.

Результаты. Нативные антимикробные пептиды 536_1 и 19347_2 ингибировали, а антимикробный пеп-
тид 12530  — усиливал пероксидазную активность миелопероксидазы, данная тенденция сохранялась и  после 
модификации указанных пептидов хлорноватистой кислотой  (HOCl). В отличие от нативного галогениро-
ванный антимикробный пептид 3967_1 усиливал ферментативную активность миелопероксидазы. В присут-
ствии антимикробного пептида 3967_1 амидолитическая активность нейтрофильной эластазы незначительно 
увеличивалась, в  то время как антимикробный пептид 19347_2 ингибировал активность фермента. После 
модификации HOCl данные соединения сохраняли свою способность регулировать активность нейтрофильной 
эластазы. Синергетические эффекты (~20 %) против грамположительных бактерий M. lysodeikticus выявлены 
для комбинации лизоцима с  антимикробными пептидами 12530 и  3967_1. Ингибирование антимикробной 
активности лизоцима наблюдалось в присутствии антимикробных пептидов 19347_2 и 536_1, но выраженность 
данного эффекта снижалась после их модификации под действием HOCl. После модификации HOCl анти-
микробный пептид 3967_1 усиливал, в  то время как 12530, наоборот, приобретал способность ингибировать 
муколитическую активность лизоцима.

Заключение. Использование препаратов на основе исследуемых антимикробных пептидов медицинской 
пиявки будет оказывать благоприятное влияние на борьбу организма с  возбудителями инфекций не только 
за счет антимикробного действия самих антимикробных пептидов, но и  за счет модуляции данными со-
единениями биологической активности собственных эндогенных антимикробных белков и  пептидов: уси-
ления  — в  случае необходимости элиминации патогена и  ингибирования  — для защиты от повреждения 
собственных тканей организма.

Ключевые слова: антимикробные пептиды; медицинская пиявка; миелопероксидаза; лизоцим; эластаза; 
лактоферрин; нейтрофилы; хлорноватистая кислота; галогенирующий стресс.

Список сокращений
АМП — антимикробные пептиды; ЛФ — лактоферрин; МПО — миелопероксидазы; НЭ — нейтрофильная эластаза; ПАМПО — 
пероксидазная активность миелопероксидазы; HOCl — хлорноватистая кислота.
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BACKGROUND: Resistance of microorganisms caused dangerous to human health infections to traditional an-
tibiotics is a serious problem for healthcare. In this regard, the development of new effective antimicrobial drugs and 
therapeutic approaches is an urgent task. Antimicrobial peptides (AMPs) are considered a promising alternative to 
traditional antibiotic in the fight against resistant microorganisms.

AIM: The aim of this work is to study the effect of new synthesized AMPs of the medicinal leech Hirudo me­
dicinalis (including under conditions of development of oxidative/halogenative stress) on the functional activity of 
neutrophils granular proteins  — the main effector cells of the immune system.

MATERIALS AND METHODS: Myeloperoxidase peroxidase activity was assessed by the rate of o‑dianisi
dine oxidation. Neutrophil elastase activity was determined by the fluorescence method using a specific substrate 
MeOSuc-AAPV-AMC. Lactoferrin iron-binding activity was assessed spectrophotometrically by the change in absorp-
tion of protein solution after addition of Fe3+ salt. Lysozyme activity was determined by the rate of M. lysodeikticus 
bacterial cells lysis.

RESULTS: Native AMPs 536_1 and 19347_2 inhibited and 12530 increased myeloperoxidase peroxidase activity, 
this tendency persisted after these AMPs modification by hypochlorous acid (HOCl). In contrast to the native AMP 
halogenated AMP 3967_1 acquired the ability to enhance myeloperoxidase enzymatic activity. In the presence of 
AMP 3967_1 neutrophil elastase amidolytic activity increased insignificantly, while AMP 19347_2 inhibited neutrophil 
elastase activity. After HOCl modification these AMPs retained their ability to regulate neutrophil elastase activity. Syn-
ergistic effects (~20%) against gram-positive bacteria M. lysodeikticus were revealed for combination of lysozyme with 
AMPs 12530 and 3967_1. Inhibition lysozyme antimicrobial activity was observed in the presence of AMPs 19347_2 
and 536_1, however the severity of this effect decreased after AMPs modification by HOCl. After HOCl modification 
AMP 3967_1 increased, while AMP 12530 on the contrary acquired the ability to inhibit lysozyme mucolytic activity. 

CONCLUSIONS: The use of drugs based on studied AMPs of medicinal leech will have a beneficial effect on 
the body’s fight against infectious agents due to the antimicrobial action of AMPs themselves. But in addition stud-
ied AMPs are capable to modulate the biological activity of own endogenous antimicrobial proteins and peptides: to 
enhance it, if it is necessary to eliminate pathogen and to inhibit  — if it necessary to protect against damage to the 
body’s own tissues.

Keywords: antimicrobial peptides; medicinal leech; myeloperoxidase; lysozyme; elastase; lactoferrin; neutrophils; 
hypochlorous acid; halogenative stress.

Обоснование

Антибиотикорезистентность — это серьезная 
проблема здравоохранения ввиду повышения 
глобальной доступности антибактериальных 
препаратов, ненадлежащего их назначения, на-
рушения дозировок и продолжительности кур-
са при их приеме, а также использования таких 
препаратов в  животноводстве. В связи с  этим 
во всем мире проводятся широкомасштабные 
исследования по разработке новых нетради-
ционных противоинфекционных методов ле-
чения. Антимикробные пептиды  (АМП) бы-
стро привлекли внимание исследователей как 
перспективные кандидаты для создания  на их 
основе препаратов, лишенных ряда недостатков 

традиционных антибиотиков [1]. АМП пред-
ставляют многочисленную и  разнообразную 
группу коротких (от 10 до 50  аминокислотных 
остатков), амфипатических и, как правило, 
положительно заряженных молекул, которые 
продуцируются многими тканями и  типами 
клеток у  различных видов беспозвоночных, 
растений и  животных.

Механизмы действия АМП разнообразны: 
они нарушают целостность плазматической 
мембраны, ингибируют синтез компонентов 
клеточной стенки, модифицируют цитоплаз-
матическую мембрану, ингибируя формирова-
ние септума/перегородки, запускают процессы 
автолизиса, связываются с  ДНК и  подавляют 
процессы репликации, транскрипции и  транс-
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ляции, ингибируют активность ряда ферментов, 
а  также проявляют микробицидный эффект за 
счет регуляции врожденного и  приобретенно-
го иммунитета  [2]. Благодаря такому широко-
му спектру биологических активностей АМП 
представляются перспективными соединения-
ми для разработки на их основе новых анти-
бактериальных, противогрибковых, противо-
вирусных и  противораковых терапевтических 
средств [3, 4].

АМП могут быть получены из микроорга-
низмов, растений и  животных. Такие АМП 
с низкой вероятностью могут вызывать побоч-
ные эффекты, в  связи с  чем природные АМП 
используют в  качестве основы для создания 
новых синтетических АМП с  различного рода 
модификациями, нацеленными на улучшение 
их антимикробной активности, стабильности 
и эффективности, уменьшение токсичности по 
отношению к  собственным клеткам макроор-
ганизма, а  также повышение их устойчивости 
к  пищеварительным ферментам [1, 5].

Секрет слюнных желез медицинской пияв-
ки Hirudo medicinalic является гуморальным 
агентом гирудотерапии  — широко применя-
емого метода лечения многих заболеваний 
путем приставления пиявок. Гирудотерапия 
оказывает многофакторное действие, среди 
которого особо необходимо выделить антими-
кробные и  иммуностимулирующие эффекты, 
обусловленные в  том числе антимикробными 
белками и  пептидами [6,  7]. Ранее биоинфор-
матический анализ генома медицинской пияв-
ки Hirudo medicinalic позволил нам идентифи-
цировать и синтезировать катионные пептиды, 
обладающие антимикробными свойствами: Phe-
Arg-Ile-Met-Arg-Ile-Leu-Arg-Val-Leu-Lys 
(АМП  3967_1), Lys-Phe-Lys-Lys-Val-Ile-Trp-
Lys-Ser-Phe-Leu (АМП 12530), Arg-Trp-Arg-
Leu-Val-Cys-Phe-Leu-Cys-Arg-Arg-Lys-Lys-Val 
(АМП 536_1) и Arg-Pro-Ile-Leu-Ile-Arg-Val-Arg-
Arg-Ile-Arg-Val-Ile (АМП 19347_2) [8]. Однако 
необходимо учитывать, что в  случае исполь-
зования АМП в  качестве антибактериальных 
терапевтических средств в  очагах инфекции 
данные соединения неизбежно будут контакти-
ровать с  нейтрофилами  — клетками, в  первую 
очередь мигрирующими из кровяного русла 
к месту локализации патогена. Нейтрофильные 
гранулоциты служат важнейшими эффектор-
ными клетками системы врожденного имму-
нитета и  обеспечивают первичную линию за-
щиты организма от инфекционных агентов [9]. 
Нейтрофильные гранулоциты обладают мощ-
ными кислородозависимыми и  кислородоне-
зависимыми механизмами, обеспечивающими 
выполнение микробицидной, цитотоксиче-
ской и  цитолитической функций, инициируя 

развитие базисной воспалительной реакции. 
Цитолитический и  цитотоксический потенци-
ал нейтрофилов сконцентрирован в  грануляр-
ном аппарате и секреторных везикулах [10, 11]. 
Необходимо отметить, что секреция содержи-
мого гранул происходит не только во время фа-
гоцитоза в  местах воспаления. В  плазме крови 
в норме всегда присутствуют гранулярные бел-
ки и  пептиды, количество которых может ме-
няться как при физиологических состояниях, 
так и  при некоторых заболеваниях.

При взаимодействии АМП и  гранулярных 
белков нейтрофилов биологические функ-
ции данных соединений могут изменяться. 
Например, в работе [12] было показано, что при 
связывании собственных АМП нейтрофилов де-
фенсинов с белками из семейства ингибиторов 
сериновых протеаз (серпинов) снижается инги
бирующее действие последних в  отношении 
протеаз, а  также блокируется антимикробная 
активность дефенсинов. В работе  [13] были 
получены данные, свидетельствующие в  поль-
зу предположения о  возможности связывания 
дефенсинов и некоторых других АМП с белка-
ми из семейства серпинов, не проявляющими 
антипротеазной активности  [кортикостероид-
связывающим глобулином (транскортином) 
и  тироксин-связывающим глобулином] и  не 
модулирующими биологическую активность 
транскортина. В связи с  этим интерес вызы-
вает изучение влияния новых синтезированных 
АМП медицинской пиявки на биологическую 
активность основных гранулярных белков ней-
трофилов: миелопероксидазы (МПО), нейтро-
фильной эластазы (НЭ), лактоферрина (ЛФ) 
и  лизоцима. 

Необходимо также учитывать, что в  очагах 
воспаления в  результате функционирования 
фермента азурофильных гранул нейтрофилов 
МПО неизбежно будет нарабатываться хлор-
новатистая кислота (HOCl), с  одной стороны, 
являющаяся основным антимикробным аген-
том нейтрофилов, с  другой  — сохраняющая 
способность повреждать собственные биоло-
гически важные молекулы, в  результате чего 
их основные функции могут измениться. Так, 
ранее было показано, что модификация НЭ 
высокими концентрациями HOCl (когда моль-
ное соотношение HOCl/фермент превышало 
10–40  раз) приводила к  инактивации фермен-
та  [14]. Модифицированный HOCl лизоцим 
терял способность лизировать бактериальные 
клетки Micrococcus lysodeikticus [15]. Ранее 
нами было установлено, что после обработки 
HOCl в молекуле МПО происходит деградация 
гема, что ведет к  резкому падению каталити-
ческой активности фермента [16]. После моди-
фикации HOCl железосвязывающая активность 
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ЛФ снижается [17]. Изменится ли после моди-
фикации HOCl способность исследуемых кати-
онных АМП медицинской пиявки регулировать 
биологическую активность основных грануляр-
ных белков нейтрофилов  — неизвестно.

В связи с вышесказанным цель настоящей 
работы состояла в  изучении способности на-
тивных и  модифицированных HOCl новых 
искусственно синтезированных АМП меди-
цинской пиявки Hirudo medicinalic модули-
ровать биологическую активность основных 
гранулярных белков нейтрофилов  — МПО, 
НЭ, ЛФ и  лизоцима.

Материалы и методы

Реагенты
В работе использовали следующие реак-

тивы: лизоцим, гипохлорит натрия (NaOCl), 
M.  lysodeikticus и  о-дианизидин (o-DA) фир-
мы Sigma-Aldrich (США); MeOSuc-AAPV-
AMC фирмы Santa Crus Biotechnology (США); 
остальные реактивы — фирм «Реахим» (Россия) 
и  «Белмедпрепараты» (Беларусь). 

В работе также применяли МПО и НЭ, вы-
деленные из замороженных лейкоцитов здоро-
вых доноров с  помощью аффинной хромато-
графии с  использованием гепарин-сефарозы 
и  апротинин-агарозы, гидрофобной хромато-
графии (фенил-сефароза) и  гель-фильтрации 
(сефакрил S-200 HR), как это было описано 
ранее [18–20]. Соотношение величин погло-
щения препарата МПО на длине волны 430 
и  280  нм (А430/А280) служило характеристикой 
чистоты и  гомогенности выделенной МПО 
и  обычно составляло не менее 0,85. Препарат 
НЭ был гомогенен по данным электрофореза 
и  масс-спектрометрии, не содержал примесей 
катепсина G и  протеиназы-3. 

В данной работе также применяли реком-
бинантный ЛФ человека, выделенный из мо-
лока трансгенных коз-продуцентов, выведен-
ных в  рамках научно-технической программы 
Союзного государства «Разработка технологий 

и  организация опытного производства вы-
сокоэффективных и  биологически безопас-
ных лекарственных средств нового поколения 
и пищевых продуктов на основе лактоферрина 
человека, получаемого из молока животных-
продуцентов» («БелРосТрансген-2») [21]. В ра-
боте [22] было показано, что рекомбинантный 
ЛФ по физическим, биохимическим и  биоло-
гическим характеристикам аналогичен природ-
ному ЛФ человека, выделенному из женского 
молока.

В работе использовали четыре АМП, син-
тезированных на основе биоинформатическо-
го анализ генома медицинской пиявки Hirudo 
medicinalis. Характеристики данных АМП 
(аминокислотная последовательность, моле-
кулярная масса, заряд, МИКmax  — максималь-
ное значение среди минимальных концен-
траций АМП, необходимых для достижения 
100 % ингибирования роста микроорганизмов 
Escherichia coli, Chlamydia trachomatis и  Ba­
cillus subtilis в  стандартном тесте) приведены 
в  таблице.

Модификация антимикробных 
пептидов  HOCl

Раствор NaOCl получали непосредствен-
но перед экспериментом, разбавляя стоковый 
коммерческий раствор в фосфатно-солевом бу-
фере (ФСБ: 137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, 8,7 мМ 
Na2HPO4, 1,5 мМ KH2PO4, pH 7,4). В силу того 
что рК HOCl составляет 7,5 и  при физиоло-
гических значениях рН в  исследуемой среде 
молекулярная форма кислоты (HOCl) и  ее 
анион (OCl–) находятся примерно в  равных 
количествах, под HOCl подразумевается смесь 
HOCl/OCl–. 

Поскольку в состав исследуемых АМП входит 
различное количество аминокислотных остат-
ков, чувствительных к HOCl (см. таблицу), для 
каждого АМП индивидуально подбирали такое 
мольное соотношение АМП к  HOCl, чтобы 
все молекулы HOCl провзаимодействовали 
с АМП. Отсутствие непрореагировавшей HOCl 

Таблица / Table

Характеристики используемых в работе антимикробных пептидов
Characteristics of AMP used in the work

Код АМП Аминокислотная последовательность АМП Длина Молекулярная 
масса, Да Заряд МИКmax, мкМ

3967_1 Phe-Arg-Ile-Met-Arg-Ile-Leu-Arg-Val-Leu-Lys 11 1444,89 +4 10

12530 Lys-Phe-Lys-Lys-Val-Ile-Trp-Lys-Ser-Phe-Leu 11 1423,81 +4 90

536_1 Arg-Trp-Arg-Leu-Val-Cys-Phe-Leu-Cys-Arg-Arg-
Lys-Lys-Val

14 1863,36 +6 17

19347_2 Arg-Pro-Ile-Leu-Ile-Arg-Val-Arg-Arg-Ile-Arg-Val-Ile 13 1660,13 +5 77

П р и м е ч а н и е. Полужирным отмечены наиболее чувствительные к действию HOCl аминокислоты.
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оценивали флуоресцентным методом с исполь-
зованием скополетина, мгновенно окисляю-
щегося в  присутствии HOCl. Модификацию 
АМП проводили при комнатной температуре 
(23 °С) в течение 1,5–2 ч при умеренном пере-
мешивании  — один раз в  начале и  один раз 
в  конце модификации. Мольное соотношение 
АМП : HOCl для АМП 536_1 составило 1 : 20, 
12530 — 1 : 10, 3967_1 — 1 : 10, 19347_2 — 1 : 1.

Амидолитическая активность 
нейтрофильной эластазы

Активность НЭ оценивали флуоресцент-
ным методом с помощью специфического суб-
страта MeOSuc-AAPV-AMC [18]. НЭ  (50  нМ) 
в  ФСБ, содержащем 1  мМ CaCl2 и  0,5  мМ 
MgCl2, инкубировали 3  мин при 37 °С с  раз-
личными концентрациями нативных или мо-
дифицированных под действием HOCl АМП, 
после чего добавляли 20  мкМ субстрата 
MeOSuc-AAPV-AMC и  регистрировали кине-
тику гидролиза субстрата НЭ, сопровождающе-
гося высвобождением флуорофора  — амино-
метилкумарина, по увеличению интенсивности 
флуоресценции на длине волны 460  нм (воз-
буждение  — 380  нм). Для количественной ха-
рактеристики показателя активности НЭ рас-
считывали площадь под кинетической кривой 
изменения интенсивности флуоресценции на 
10 мин после добавления НЭ, включающую 
как максимум величины интенсивности флуо-
ресценции в  результате образования флуорес-
цирующего реагента, так и  скорость его обра-
зования.

Пероксидазная активность 
миелопероксидазы

Пероксидазную активность МПО (ПАМПО) 
оценивали по скорости окисления ферментом 
о-DA [23]. Препарат МПО (0,5  нМ), проин-
кубированный с  различными концентраци-
ями нативных или модифицированных под 
действием HOCl АМП в  течение 5  мин при 
23 °С, вносили в  0,1  М Na-фосфатный буфер 
(рН  6,2), содержащий o-DA (380  мкМ), после 
чего к  смеси добавляли Н2О2 (50  мкМ) и  ре-
гистрировали изменение оптической плотности 
раствора на длине волны 460 нм при 23 °С. Для 
количественной оценки был вычислен тангенс 
начального угла наклона зарегистрированных 
кривых, который характеризовал скорость 
окисления o-DA в  присутствии  МПО.

Муколитическая активность лизоцима
Активность лизоцима определяли по скоро-

сти лизиса бактериальных клеток M. lysodeikti­
cus [24]. Лизоцим (50  мкг/мл) инкубировали 
с  различными концентрациями нативных или 

модифицированных под действием HOCl АМП 
в  течение 5  мин при 23 °С, добавляли к  су-
спензии бактериальных клеток M. lysodeikticus 
в  0,1  М Na2HPO4/KH2PO4 буфере (pH  6,2) 
и  при 37 °С регистрировали изменение свето-
пропускания полученной суспензии на длине 
волны 540  нм. Для количественной характе-
ристики активности лизоцима рассчитывали 
величину изменения светопропускания образ-
цом по сравнению с начальным уровнем свето
пропускания через 3 мин после добавления 
к  бактериальным клеткам лизоцима.

Железосвязывающая активность 
лактоферрина

Способность 10  мг/мл препарата ЛФ свя-
зывать ионы железа в  отсутствие и  в присут-
ствии нативных или модифицированных под 
действием HOCl АМП в  различных концен-
трациях регистрировали спектрофотометри-
ческим методом по изменению поглощения 
исследуемого раствора на длине волны 465  нм 
при последовательном добавлении соли Fe3+ 
[NH4Fe(SO4)2 · 12 H2O] при 23 °С и постоянном 
перемешивании [17]. Для ЛФ в  насыщенной 
железом форме характерно появление допол-
нительного максимума (по сравнению с  апо-
формой) в  области 400–500  нм. Для количе-
ственной характеристики железосвязывающей 
активности ЛФ определяли площадь под кине-
тической кривой изменения оптической плот-
ности раствора ЛФ после 20 последовательных 
добавок соли Fe3+ [NH4Fe(SO4)2 · 12 H2O].

Для реализации всех флуоресцентных ме-
тодов был использован компьютеризирован-
ный спектрофлуориметр СМ2203 (СОЛАР, 
Беларусь), спектрофотометрических мето-
дов  — компьютеризированный спектрофото-
метр PB2201 (СОЛАР, Беларусь).

Статистический анализ данных
Статистический анализ результатов был вы-

полнен с помощью пакета программ Origin 7.0. 
Данные представлены как среднее значе-
ние ± стандартная ошибка среднего. Для ана-
лиза различий между средними значениями 
использовали t-критерий Стьюдента. Различия 
считали статистически достоверными при уров-
не значимости p < 0,05.

Результаты и обсуждение

МПО (донор: Н2О2 оксидоредуктаза, К.Ф. 
1.11.2.2) относится к  семейству гемсодержа-
щих пероксидаз млекопитающих. Основной 
субстрат МПО — Н2О2, продуцируемый in vivo 
при респираторном взрыве нейтрофилов. 
В  присутствии Н2О2 происходит превращение 
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МПО в  высокореакционное соединение I, ко-
торое обладает двумя окислительными экви-
валентами и  осуществляет последовательное 
одноэлектронное окисление различных суб-
стратов (нитрита, аскорбата, тирозина и  др.) 
через образование соединения II c возвраще-
нием фермента в  исходную форму и  замыка-
нием так называемого пероксидазного цикла. 
В отличие от большинства пероксидаз, соеди-
нение I МПО способно также осуществлять 
сразу двухэлектронное окисление галогенидов 
с образованием гипогалоидных кислот [25, 26]. 

На рис. 1 представлены результаты оцен-
ки пероксидазной активности МПО в  при-
сутствии нативных и  модифицированных под 
действием HOCl АМП медицинской пиявки 
Hirudo medicinalis. Видно, что наибольшее 
модулирующее действие оказывал АМП 536_1. 
Так, в  присутствии АМП 536_1 ПАМПО изме
нялась бифазным образом: увеличивалась 
(в  ~1,2 раза) в  концентрационном диапазоне 
0,5–2,5  мкМ и  значительно снижалась при 
концентрациях 20–40  мкМ (например, в  при-
сутствии АМП 536_1 в  концентрации, соот-
ветствующей МИКmax, ПАМПО уменьшалась 
в  ~2  раза) (рис.  1,  a). Менее выраженный 
ингибирующий эффект на ПАМПО оказывал 
АМП  19347_2: в  концентрациях, соответ-
ствующих МИКmax и  выше, данный АМП 
концентрационно-зависимым образом инги
бировал ПАМПО (рис.  1, b). Исследование 
влияния АМП 536_1 и  19347_2 на кинети-
ческие параметры ПАМПО показали, что дан-
ные соединения являются неконкурентными 
ингибиторами МПО поскольку не влияли на 
константу Михаэлиса для Н2О2 (данные не 
представлены). В присутствии АМП 12530 
в  концентрациях, соответствующих МИКmax 
и  выше, ПАМПО увеличивалась в  ~1,2–1,3  раза 
(рис.  1,  c), что может быть связано со ста-
билизацией нативной структуры фермента. 
АМП  3967_1 во всем исследуемом диапазоне 
концентраций не влиял на ПАМПО (рис.  1,  d).

После модификации HOCl способность 
АМП 536_1 модулировать ферментативную 
активность МПО снижалась (в малых концен-
трациях модифицированный АМП 536_1 терял 
способность усиливать ПАМПО, а  в  больших 
концентрациях его ингибирующее действие 
уменьшалось в  ~2 раза) (рис. 1, a). После об-
работки HOCl АМП 19347_2 терял способность 
ингибировать ферментативную активность 
МПО также в ~2 раза (рис. 1, b). В присутствии 
АМП 12530, модифицированного HOCl, ПАМПО 
увеличивалась сильнее (в  ~1,4–1,6  раза), чем 
в  присутствии нативного АМП (рис.  1,  c). 
ПАМПО в  присутствии модифицированного 
HOCl АМП 3967_1 увеличивалась: наиболее 

значительно (на ~30–40 %) в  диапазоне малых 
(0,5–5  мкМ) концентраций АМП (рис. 1, d). 

Из представленных данных можно сделать 
вывод, что АМП 536_1 и  19347_2 можно счи-
тать перспективными соединениями для синте-
за на их основе более эффективных фармако-
логических ингибиторов МПО. Действительно, 
в  ряде случаев для эффективного ингибирова-
ния активности МПО достаточно небольшой 
последовательности аминокислот, состоящей, 
например, из 10 аминокислотных остатков, 
как это было показано для фрагмента церуло-
плазмина в  работе [27]. АМП 12530 усиливает 
каталитическую активность МПО, тем самым 
увеличивая продукцию бактерицидных высоко-
реакционных активных форм галогенов, унич-
тожающих патоген. После модификации HOCl 
способность АМП регулировать ферментатив-
ную активность МПО изменяется. Полученные 
данные необходимо учитывать при разработке 
на основе АМП противоинфекционных тера-
певтических средств.

Затем нами было исследовано влияние АМП 
на еще один маркерный фермент азурофиль-
ных гранул нейтрофилов — НЭ. НЭ относится 
к  группе сериновых протеаз, в активном цен-
тре которых содержится классическая консер-
вативная триада из остатков Ser, Hys и  Asp. 
Эти остатки образуют ансамбль, осуществля-
ющий нуклеофильную атаку на пептидные 
связи белков, итогом которой является их ги-
дролитическое расщепление. Протеазы данного 
класса обладают различной субстратной спец-
ифичностью. НЭ проявляет специфичность 
к  пептидным связям, образованным Gly, Ala, 
Val, Leu, Ile, которые содержат гидрофобные 
радикалы [28]. Следует отметить, что при пато-
логических процессах в  зависимости от физи-
ко-химических факторов НЭ может выступать 
и как провоспалительный, и как противовоспа-
лительный агент  [29], поэтому поиск способов 
регуляции ее активности представляется акту-
альной задачей. 

Поскольку исследуемые АМП могут мо-
дулировать активность МПО в  концентраци-
ях, сопоставимых с  МИКmax, то для изучения 
влияния АМП на биологическую активность 
остальных гранулярных белков нейтрофи-
лов данные соединения были использованы 
в  концентрациях МИКmax и  в 2 раза больших 
и  в  2  раза меньших МИКmax. Как видно из 
данных, представленных на рис. 2, в  присут-
ствии АМП 3967_1 в исследованном диапазоне 
концентраций ферментативная активность НЭ 
увеличивалась примерно на 30 % (рис. 2, a и c). 
АМП 536_1 и  12530 в  используемых концен-
трациях не оказывали достоверного влияния на 
ферментативную активность НЭ (см. рис. 2, c). 
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АМП 19347_2 концентрационно-зависимым 
образом ингибировал способность НЭ расще-
плять флуоресцентный субстрат (рис. 2, b и c). 
Ингибирующий эффект АМП 19347_2 на фер-
ментативную активность НЭ может быть связан 
с тем, что среди всех применяемых нами АМП 
в состав АМП 19347_2 входит больше всего (7) 
алифатических аминокислотных остатков (4 Ile, 
1 Leu и  2  Val). Пептидные связи, образован-
ные этими аминокислотами, конкурируя с  ис-
пользуемым нами субстратом для регистрации 

активности фермента, могут быть мишенями 
для  НЭ. Модифицированные HOCl АМП не 
оказывали какого-либо отличного от их на-
тивных аналогов действия на амидолитическую 
активность НЭ (данные не  представлены).

ЛФ — катионный железосвязывающий гли-
копротеин семейства трансферринов. В основ-
ном ЛФ содержится в  секретах экзокринных 
желез, дыхательной и  репродуктивной систем, 
грудном молоке, слезах, синовиальной жидко-
сти, слюне, что свидетельствует о важной роли 
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Рис. 1. Влияние нативных и  модифицированных хлорноватистой кислотой (HOCl) антимикробных пептидов 
(АМП) 536_1 (a), 19347_2 (b) 12530 (c) и  3967_1 (d) в  различных концентрациях на пероксидазную активность 
очищенной миелопероксидазы (ПАМПО) (0,5 нМ), регистрируемую по окислению ферментом хромогенного суб-
страта o-DA (380 мкМ) в присутствии Н2О2 (50 мкМ). За 100 % принята ПАМПО в отсутствие АМП. * p < 0,05 по 
сравнению с  ПАМПО в  контроле (в отсутствие АМП)

Fig. 1. Effect of native and modified by HOCl AMP 536_1 (a), 19347_2 (b), 12530 (c), and 3967_1 (d) in various 
concentrations on MPO (0.5 nM) peroxidase activity (PAMPO) which was recorded by the oxidation of chromogenic 
substrate o-DA (380 μM) in the presence of Н2О2 (50 μM). PAMPO in the absence of AMP is accepted as 100 %. * p < 0.05 
compared with the PAMPO in the control (in the absence of AMP)
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ЛФ в  неспецифической защите от вторжения 
патогенных микроорганизмов. Источником 
ЛФ в  плазме крови служат нейтрофилы, в  ко-
торых данный белок синтезируется в  процессе 
их дифференцировки и  созревания, хранится 
в  специфических гранулах, а  при воспалении 
успешно дегранулирует во внеклеточное про-
странство. ЛФ обладает антибактериальны-
ми, противовирусными, противогрибковыми, 
иммуномодулирующими, антиоксидантными 
и другими полезными свойствами [30]. Один из 
аспектов антимикробного действия ЛФ  — это 
высокое сродство данной молекулы к  ионам 
железа. Структурно молекула ЛФ разделена на 
две части, называемые N- и C-долями, каждая 
из которых содержит сайт связывания железа, 
состоящий из 1 Asp, 1 His и 2 Tyr [31]. Процесс 
связывания ионов железа является кооператив-
ным — связывание железа в С-доле существен-
но стабилизирует этот процесс в  N-доле.

При изучении влияния АМП на железосвя-
зывающую активность ЛФ было показано, что 
ни один из исследуемых нами новых синтети-
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Рис. 2. Влияние антимикробных пептидов (АМП) на 
ферментативную активность нейтрофильной эласта-
зы  (НЭ). Типичные кинетические кривые (a,  b) уве-
личения интенсивности флуоресценции аминометил-
кумарина, образующегося при расщеплении специ
фического субстрата MeOSuc-AAPV-AMC (20  мкМ) 
очищенной НЭ (50 нМ) в  отсутствие и  в присутствии 
АМП 3967_1 (a) и  19347_2 (b) в  различных концен-
трациях (указаны на легенде). Момент добавления НЭ 
отмечен стрелкой. Длина волны возбуждения флуорес-
ценции — 380 нм, регистрации — 460 нм. Зависимость 
ферментативной активности очищенной НЭ от кон-
центрации АМП (c). За 100 % принята активность НЭ 
в отсутствие АМП. МИКmax — максимальное значение 
среди минимальных концентраций АМП, необходимых 
для достижения 100 % ингибирования роста микро-
организмов Escherichia coli, Chlamydia trachomatis 
и  Bacillus subtilis в  стандартном тесте. *p < 0,05 по 
сравнению с  активностью НЭ в  контроле (в  отсут
ствие АМП)

Fig. 2. Effect of AMP on NE enzymatic activity. Typical 
kinetic curves (a,  b) of an increase in the fluorescence in-
tensity of aminomethylcoumarin formed during the cleavage 
of a  specific substrate MeOSuc-AAPV-AMC (20  μM) by 
purified NE (50 nM) in the absence and in the presence 
of AMP 3967_1 (a) and 19347_2 (b) at various concen-
trations. AMP  concentrations are indicated on the legend 
to the figure. The arrow indicates the moment of NE ad-
dition. Fluorescence intensity was measured at 460  nm, 
excitation wavelength was 380 nm. Dependence of NE 
enzymatic activity on AMP concentration (c). NE activity 
in the absence of AMP is taken as 100%. MICmax — mini-
mal inhibitory concentrations against three bacterial species 
(Escherichia coli, Chlamydia thrachomatis and Bacillus 
subtilis). *p < 0.05  compared to NE activity in the control 
(in the absence of AMP)
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ческих АМП медицинской пиявки в  исполь-
зуемом диапазоне концентраций (МИКmax/2, 
МИКmax и 2 МИКmax) не оказывал достоверного 
влияния на способность ЛФ связывать ионы 
железа (рис. 3). АМП, модифицированные под 
действием HOCl, также не воздействовали на 
железосвязывающую активность ЛФ (данные 
не представлены).

Затем нами было исследовано влияние АМП 
на биологическую активность лизоцима, содер-
жащегося в азурофильных, специфических и же-
латиназных гранулах нейтрофилов. Лизоцим 
(мурамидаза) представляет собой низкомоле-
кулярный катионный белок, фермент клас-
са гидролаз, разрушающий клеточные стенки 
бактерий путем гидролиза β(1-4)‑гликозидной 
связи между N-ацетилмурамовой кислотой 
и  N-ацетилглюкозамином пептидогликанов, 
входящих в  состав плазматической мембра-
ны бактерий, тем самым обеспечивая защиту 
макроорганизма от экзогенной и  эндогенной 
микрофлоры. Пептидогликан при этом связы-

вается с  активным центром лизоцима (в фор-
ме кармана), содержащим два аминокислотных 
остатка, являющихся критичными для функ-
ционирования фермента: Glu в  положении 35 
и Asp в положении 52 [32].

Лизоцим лизирует клетки различных ба-
цилл, микрококков, стафилококков, кишеч-
ной палочки, сальмонелл, шигелл, актиноми-
цетов, некоторых видов дрожжей и  грибов. 
Стандартным тестом для определения муколи-
тической активности лизоцима является реги-
страция лизиса бактерий M. lysodeikticus [33]. 
Однако учитывая способность исследуемых 
АМП медицинской пиявки встраиваться в кле-
точную стенку бактерий и нарушать ее прони-
цаемость, вначале нами было изучено действие 
самих АМП на бактерии M. lysodeikticus, а за-
тем  — совместное действие синтезированных 
АМП и  лизоцима на эти бактерии. 

Установлено, что индивидуальная антими-
кробная активность исследуемых АМП меди-
цинской пиявки в  отношении M.  lysodeikticus 
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Рис. 3. Влияние антимикробных пептидов (АМП) на железосвязывающую активность лактоферрина (ЛФ): 
a  —  типичные кинетические кривые изменения оптической плотности раствора ЛФ (10  мг/мл) на длине вол-
ны 465  нм, соответствующей пику поглощения насыщенной железом формы ЛФ (холо-ЛФ), в  отсутствие 
и  в присутствии АМП 536_1 в  различных концентрациях после 20 последовательных добавок соли железа 
[NH4Fe(SO4)2 · 12 H2O] (по 16 мкМ); b  — влияние АМП 536_1, 12530, 3967_1 и  19347_2 в  различных концен-
трациях на железосвязывающую активность ЛФ. МИКmax  — максимальное значение среди минимальных кон-
центраций АМП, необходимых для достижения 100 % ингибирования роста микроорганизмов Escherichia coli, 
Chlamydia trachomatis и Bacillus subtilis в стандартном тесте. За 100 % принята железосвязывающая активность 
ЛФ в  контроле (в отсутствие АМП)

Fig. 3. Effect of AMP on LF iron-binding activity: a  — typical kinetic curves of LF solution (10  mg/ml) optical den-
sity changes at a wavelength of 465 nm, corresponding to the absorption peak of LF iron-saturated form (holo-LF), 
in  the absence and in the presence of AMP 536_1 at various concentrations after 20 successive additions of iron salt 
[NH4Fe(SO4)2 · 12 H2O] (16 μM each); b — effect of AMP 536_1, 12530, 3967_1 and 19347_2 at various concentrations 
on LF iron-binding activity. MICmax  — minimal inhibitory concentrations against three bacterial species (Escherichia 
coli, Chlamydia thrachomatis and Bacillus subtilis). LF iron-binding activity in the control (in the absence of AMP) 
was taken as 100%
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была достаточно низкой  — добавление всех 
АМП к M.  lysodeikticus приводило лишь к не-
большому уменьшению светопропускания кле-
точных суспензий (данные не представлены), 
что может свидетельствовать о  встраивании 
АМП в мембрану бактерий, нарушении ее про-
ницаемости для ионов и, как следствие, набу-
хании бактериальных клеток. 

При изучении сочетанного действия АМП 
и  лизоцима были выявлены синергетические 
эффекты (~20 %) против грамположительных 
бактерий M.  lysodeikticus для комбинации 
лизоцима с  АМП 12530 (во всем исследуемом 
концентрационном диапазоне АМП), а  также 
АМП 3967_1 в  концентрации 10  мкМ и  мень-
ше. Ингибирование антимикробной активно-
сти происходило при совместном добавлении 

лизоцима и  АМП 3967_1 в  концентрации 
15  мкМ и  выше, а  также АМП 536_1 во всем 
исследованном концентрационном диапазо-
не (рис.  4). Сильное ингибирование муколи-
тической активности лизоцима после пред-
варительной инкубации с  АМП  536_1 может 
быть ассоциировано со взаимодействием ка-
тонных аминокислотных остатков АМП  536_1 
[у  данного АМП наибольший положительный 
заряд  (+6) среди всех исследуемых АМП] 
с  отрицательно заряженными аминокислот-
ными остатками активного центра лизоцима, 
играющими ключевую роль в ферментативном 
расщеплении пептидогликанов бактериаль-
ной стенки. В случае аддитивной комбинации 
лизоцима с  АМП 19347_2 в  концентрациях, 
меньших МИКmax, общий эффект равнялся 
индивидуальному действию лизоцима, при 
увеличении концентрации АМП 19347_2 анти-
бактериальная активность исследуемой смеси 
снижалась (рис.  4), что опять же может быть 
связано с электростатическим взаимодействием 
отрицательно заряженных Asp и  Glu в  актив-
ном центре фермента с положительно заряжен-
ным  (+5) АМП  19347_2.

После модификации HOCl способность 
АМП 536_1 и  19347_2 ингибировать муколи-
тическую активность лизоцима сохранялась, 
но эффект был меньше, чем для нативных 
АМП (данные не представлены), что может 
быть следствием снижения катионного заряда 
АМП после обработки HOCl и  уменьшением 
взаимодействия с анионными аминокислотны-
ми остатками, входящими в  состав активного 
центра фермента. Интересно, что после моди-
фикации HOCl способность АМП 3967_1 уси-
ливать литическую активность лизоцима уве-
личивалась, в  то время как АМП 12530 после 
галогенирующей модификации ингибировал 
муколитическую активность лизоцима (данные 
не представлены).

Заключение

На основании полученных данных можно 
сделать вывод, что использование препаратов 
на основе исследуемых новых АМП медицин-
ской пиявки открывает потенциальную воз-
можность оказывать положительное влияние 
в борьбе организма с возбудителями инфекций 
не только за счет антимикробного действия 
самих АМП, но и  за счет модуляции этими 
соединениями биологической активности соб-
ственных эндогенных антимикробных белков 
и  пептидов: усиления  — в  случае необходи-
мости элиминации инфекции и  ингибирова-
ния  — для защиты от повреждения собствен-
ных тканей организма.
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Рис. 4. Влияние антимикробных пептидов (АМП) 
536_1, 12530, 3967_1 и  19347_2 в  различных концен-
трациях на способность лизоцима лизировать бакте-
риальные клетки M.  lysodeikticus. За 100 % приня-
та муколитическая активность лизоцима в  контроле 
(в  отсутствие АМП). МИКmax  — максимальное зна-
чение среди минимальных концентраций АМП, не-
обходимых для достижения 100 % ингибирования 
роста микроорганизмов Escherichia coli, Chlamydia 
trachomatis и  Bacillus subtilis в  стандартном тесте. 
*p < 0,05 по сравнению с активностью лизоцима в кон-
троле (в  отсутствие  АМП)

Fig. 4. Effect of AMP 536_1, 12530, 3967_1, and 19347_2 
at  various concentrations on lysozyme ability to lyse 
M.  lysodeikticus bacterial cells. Lysozyme mucolytic acti
vity in the control (in the absence of AMP) was taken 
as  100%. MICmax  — minimal inhibitory concentrations 
against three bacterial species (Escherichia coli, Chla­
mydia thrachomatis and Bacillus subtilis). *p < 0.05 
compared to lysozyme activity in the control (in the ab-
sence of AMP)
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