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Cериновые протеазы, сгруппированные согласно 
принятой классификации в 13 кланов и 40 семейств, 
составляют более трети всех известных протеоли-
тических ферментов [1]. Самым большим и наиболее 
охарактеризованным является семейство S1 сери-
новых протеаз клана РА, к которому относятся хи-
мотрипсин-подобные ферменты. Они играют клю-
чевую роль в пищеварении и регулируют многие 
физиологические процессы, включая свёртывае-
мость крови, фибринолиз, оплодотворение, апоптоз, 
воспаление и др., посредством запуска различных 
сигнальных путей. Передача сигнала путём расщеп-
ления внеклеточными протеазами различных ми-
шеней имеет важное значение в патогенезе широ-
кого спектра заболеваний, таких как артрит, рак, 
нейродегенеративные и сердечно-сосудистые. В ка-
честве мишеней протеаз выступают предшествен-
ники рецепторов, активируемых протеазами, рецеп-
торов интегринов и белков адгезии, рецепторов 
инсулина и других ростовых факторов, а также ион-
ных каналов [2].

Контроль активности сериновых протеаз осуще-
ствляется за счёт регулирования экспрессии/секре-
ции, активации проферментов и различных инги-
биторов. Из белковых ингибиторов наиболее 
 изученными являются пептиды Кунитц-типа. Их 
аминокислотная последовательность состоит 
из ~60 аминокислотных остатков, компактная α + β 
укладка фолда стабилизирована тремя консерва-
тивно расположенными дисульфидными свя-
зями [3].

Интерес к ингибиторам сериновых протеаз Ку-
нитц-типа обусловлен широкой представленностью 
этих пептидов в живых организмах, а также их струк-
турным разнообразием и мультитаргетностью. Из-
вестный ингибитор сериновых протеаз Кунитц-
типа —  бычий панкреатический ингибитор трипсина 
(BPTI, апротинин) —  широко применяется в меди-
цине в качестве антипротеолического, антифибри-
нолитического и гемостатического препарата бла-
годаря способности ингибировать трипсин, химо-
трипсин, калликреин, плазмин и другие про-
теа зы [4]. Актинии, морские животные, относящи-
еся к типу Кишечнополостные, являются богатым 
источником пептидов Кунитц-типа. Некоторые 
из них, как было показано в различных эксперимен-
тах, кроме сериновых протеаз проявляют сродство 
к другим клеточным мишеням. Так, AsKC1–AsKC3 
из Anemonia sulcata и ShPI-1 из Stichodactyla helianthus 
являются блокаторами потенциал-зависимых ка-
лиевых каналов [5, 6]. Пептиды APHC1-APHC3 
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и HCRG21 из Heteractis crispa взаимодействуют с ре-
цептором TRPV1, ингибируя капсаицин-индуциро-
ванные токи [7, 8].

В транскриптомах актиний H. crispa и Heteractis 
magnifica нами были обнаружены мультигенные се-
мейства, кодирующие пептиды Кунитц-типа, кото-
рые представлены в ядовитом секрете в виде ком-
бинаторных библиотек [9, 10]. Все исследованные 
нами пептиды Кунитц-типа являются ингибиторами 
трипсина, некоторые из них проявляют антигиста-
минную и противовоспалительную активность 
[11, 12]. Рекомбинантный аналог пептида актинии 
H. magnifica, HMIQ3c1 обладал нейропротективной 
активностью в in vitro модели β-амилоид-инду ци-
ро ванной цитотоксичности на клетках нейробла-
стомы мыши. Механизм цитопротективной актив-
ности этого пептида, возможно, связан с ингибиро-
ванием протеаз, вызывающих окислительный стресс 
и воспаление [12].

С целью выявления биологических мишеней 
в настоящей работе проведено исследование взаи-
модействия HMIQ3c1 с некоторыми сериновыми 
протеазами РА-клана. Пептид был получен в составе 
гибридного белка с тиоредоксином и полигистиди-
новой последовательностью как продукт экспрессии 
гена в бактериальной системе. Для высвобождения 
целевого пептида гибридный белок был выделен 
с помощью металл-аффинной хроматографии, об-
работан бромцианом для отщепления пептида 
по остатку метионина и очищен методом обра-
щённо-фазовой ВЭЖХ. Выход целевого пептида 
составил 7,9 мг/л клеточной культуры. Молекуляр-
ная масса пептида, по данным MALDI-TOF MS, 
составила 6434 Да, что соответствует расчётной [12].

Взаимодействие HMIQ3c1 с сериновыми проте-
азами было исследовано методом поверхностного 
плазмонного резонанса (SPR) на оптическом био-
сенсоре Biacore 3000 (“GE Healthcare”, США). Пеп-
тид был иммобилизован на карбоксиметилирован-
ной подложке чипа СМ4 (“GE Healthcare”), активи-
ро ван ной смесью NHS/EDC (N-гид ро кси сук ци ни-
мид/1-этил-3-(3-ди метиламинопропил)-кар бо ди-
имид гидрохлорид), путём инжекции раствора 
ингибитора HMIQ3c1 (100 мкг/мл) в 10 мМ растворе 
ацетата натрия (pH 5,5) в течение 10 мин со ско-
ростью потока 5 мкл/мин. Количество иммобили-
зованного пептида составило порядка 600 RU (reso-
nance units, 1 RU соответствует 1 пг пептида). Рас-
творы ферментов в концентрациях от 10 до 500 нМ 
пропускали через измерительный и контрольный 
каналы биосенсора при температуре 25 °C в течение 
5 мин при скорости потока 5 мкл/мин. Последу-

ющий распад комплексов регистрировали в течение 
не менее 10 мин. Согласно полученным данным 
HMIQ3c1 взаимодействовал с трипсином (Тр), хи-
мотрипсином (ХТр), панкреатическим калликреи-
ном (КЛК) и эластазой нейтрофилов человека 
(ЭНЧ), рис. 1. Расчёт констант скорости ассо-
циации ka и диссоциации kd комплексов ферментов 
с пептидом, а также равновесных констант ассо-
циации KA и диссоциации KD этих комплексов был 
выполнен на основе данных, полученных при тем-
пературе 25 °C. По величине KA комплексы распре-
деляются в следующем порядке: трипсин > каллик-
реин > химотрипсин > эластаза. Полученные данные 
свидетельствуют об образовании достаточно проч-
ных комплексов и исключают неспецифическое 
связывание (табл. 1). Высокая ингибирующая ак-
тивность HMIQ3c1 в отношении трипсина (Ki = 5,0 × 
× 10-8 М) [12] подтверждает образование прочного 
комплекса пептида с этим ферментом. Значение 
константы диссоциации комплекса HMIQ3c1 
с трипсином оказалось на порядок ниже значения 
KD для InhVJ (7,38 ⋅ 10-8 М), пептида Кунитц-типа 
из актинии H. crispa [13]. Подобная картина наблю-
далась и для комплексов этих пептидов с химотрип-
сином (табл. 1).

Для комплекса HМIQ3c1im/химотрипсин были 
определены термодинамические характеристики. 
Температурная зависимость KD была исследована 
в диапазоне от 10 до 40 °C с интервалом 5 °С. Зна-
чение изменения энергии Гиббса при 298 К (∆G) 
в ходе взаимодействия было получено из уравнения

 ∆G = RT ln(KD), (1)

где ∆G —  изменение энергии Гиббса, R —  универ-
сальная газовая постоянная, Т —  абсолютная тем-
пература, KD —  равновесная константа диссоциации 
комплекса. По уравнению

 ln(KD) = f(1/T) (2)

были построены графики Вант-Гоффа, изменение 
энтальпии (∆H) в ходе взаимодействия молекул было 
получено как значение тангенса угла наклона гра-
фика. Значение изменения энтропии ∆S в ходе взаи-
модействия было получено из уравнения Вант-
Гоффа

 ∆G = ∆H -  T∆S. (3)

Значения изменения энтальпии и энтропии 
в ходе взаимодействия составили 8,13 ккал/моль 
и 60,8 кал/(моль∙К) соответственно. Согласно урав-
нению (3), основным фактором, вносящим суще-
ственный вклад в образование комплекса, является 
энтропия. Таким образом, пептид HМIQ3c1, как 
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и исследованный ранее InhVJ (табл. 1), образует 
энтропийно-зависимые комплексы с химотрипси-
ном, а положительные значения изменения энталь-
пии свидетельствуют о возможных разрывах водо-
родных и электростатических связей или конфор-
мационных изменениях молекул при образовании 
комплекса [14].

Способность пептидов Кунитц-типа взаимодей-
ствовать с сериновыми протеазами во многом зави-
сит от аминокислотного остатка в Р1-положении 
основного протеаз-связывающего сайта, который 
образует большое количество контактов с активным 
центром фермента. В Р1-положении HMIQ3c1 
и BPTI находятся остатки Arg и Lys соответственно, 

тогда как у InhVJ —  остаток Thr. Интересно, что 
замена остатка Lys на Arg в Р1-положении BPTI при-
водила к увеличению свободной энергии ассоциации 
комплекса с трипсином, в то время как замена 
на другие аминокислотные остатки в этом положе-
нии снижали её [15]. Несмотря на широкое исполь-
зование BPTI в медицине, применение его в качестве 
ингибитора ферментов поджелудочной железы в на-
стоящее время приостановлено вследствие высокой 
аффинности к ферменту. Поэтому поиск новых ин-
гибиторов ферментов является актуальной иссле-
довательской задачей и пептиды Кунитц-типа ак-
тиний могут стать перспективными кандидатами. 
Кроме того, взаимодействие HМIQ3c1 с протеазами 
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Рис. 1. Сенсограммы взаимодействия химотрипсина (ХТр, А), трипсина (Тр, Б), эластазы нейтрофилов человека 
(ЭНЧ, В) и панкреатического калликреина (КЛК, Г) c иммобилизованным HMIQ3c1. Справа указаны концентрации 
ферментов.

Таблица 1. Кинетические и термодинамические параметры взаимодействия HМIQ3c1 и InhVJ с сериновыми протеазами

Пептид Фермент ka, M
-1∙c-1 kd, s-1 KA, M-1 KD, M ∆H, ккал/моль ∆S, кал/(моль∙K)

HMIQ3c1 Трипсин 1,42 ⋅ 105 1,52 ⋅ 10-4 9,36 ⋅ 108 1,07 ⋅ 10-9 н.о. н.о.

Химотрипсин 1,50 ⋅ 104 7,07 ⋅ 10-3 2,13 ⋅ 107 4,70 ⋅ 10-8 8,13 60,8

Калликреин 2,56 ⋅ 104 7,18 ⋅ 10-4 3,56 ⋅ 107 2,81 ⋅ 10-8 н.о. н.о.

Эластаза 5,28 ⋅ 104 5,85 ⋅ 10-3 9,03 ⋅ 106 1,11 ⋅ 10-7 н.о. н.о.

InhVJ Трипсин 8,56 ⋅ 104 6,31 ⋅ 10-3 1,36 ⋅ 107 7,38 ⋅ 10-8 44,15 165,60

Химотрипсин 2,39 ⋅ 104 2,37 ⋅ 10-2 1,01 ⋅ 106 9,93 ⋅ 10-7 77,29 276,30
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воспаления, калликреином и эластазой может ука-
зывать на его возможную противовоспалительную 
активность.

Таким образом, нами было показано, что пептид 
Кунитц-типа актинии H. magnifica образует прочные 
комплексы с сериновыми протеазами РА клана, 
включая ферменты, запускающие воспалительный 
процесс. Дальнейшее исследование будет направ-
лено на изучение механизма действия этого соеди-
нения в in vitro и in vivo моделях воспаления.

Источники финансирования. Оптико-биосенсор-
ный анализ межмолекулярных взаимодействий был 
выполнен с использованием оборудования ЦКП 
“Протеом человека” (ИБМХ) и в рамках Программы 
фундаментальных научных исследований государ-
ственных академий наук на 2013–2020 годы (Тема 
0518–2018–0003 “Исследование фармакологических 
мишеней, биологически активных соединений 
и систем их доставки в организм человека”).
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The interaction of Kunitz-type peptide, HMIQ3c1, from sea anemone Heteractis magnifica with several serine 
proteases including inflammatory proteases was investigated using surface plasmon resonance approach. We 
showed that recombinant analog of HMIQ3c1 makes strong enough complexes with trypsin (KD = 1,07 ⋅ 10-9 М) 
and chymotrypsin (KD = 4,70 ⋅ 10-8 М). Analysis of thermodynamic parameters of HMIQ3c1/chymotrypsin 
revealed significant contribution of entropic factor in complex formation. The formation of specific complexes 
of HMIQ3c1 with neutrophil elastase (KD = 1,11 ⋅ 10-7 М) and kallikrein (KD = 2,81 ⋅ 10-8 М) indicates its anti-
inflammatory activity and makes prospects to use the peptide as a potential therapeutic agent.
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