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Для поиска наиболее общих свойств агонистов и антагонистов внешнеклеточных рецепторов 
проведено сравнительное изучение их влияния на транскрипцию in vitro, осуществляемую PHK-
полимеразой фага Т7. Были исследованы обзидан (антагонист β-адренорецепторов), празозин 
(антагонист а\-адренорецепторов), иохимбин (антагонист а2-адренорецепторов), атропин (ан-
тагонист т-холинорецепторов), изадрин (агонистβ-адренорецепторов), мезатон (агонист а\-ад-
ренорецепторов), клонидин (агонист аг-адренорецепторов), карбахол (агонист т-холинореиепто-
ров) и синтетический трипептид fMLP (агонист рецепторов хемотаксиса полиморфноядерных 
лейкоцитов). Установлено, что агонисты в концентрациях IOT5-IO~4 M либо не влияют на 
транскрипцию, либо активируют ее на 8—2! %. Антагонисты в тех же концентрациях 
ингибируют полимеразную реакцию на 15—45 % Обсуждаются качественные различия строения 
агонистов и антагонистов. 

Введение. В последние годы нами разрабатывается 
иерархическая классификация физиологически ак-
тивных веществ (ФАВ). Она строится на основе 
последовательных переходов от наиболее общих 
фармакологических и химических признаков ФАВ 
к частным. Так, на первой ступени данной класси-
фикации все вещества разделены на два исходных 
класса в соответствии с их влиянием на основные 
клеточные сигнальные системы [1—3]. В частно-
сти, ФАВ первого класса активируют аденилатцик-
лазную и подавляют Са-мобилизующую полифос-
фоинозитидную систему. ФАВ второго класса при-
суща обратная направленность действия: они инги-
бируют аденилатциклазную систему и активируют 
Са-мобилизующую полифосфоинозитидную. Пока-
зано, что весьма разнородные ФАВ, объединенные 
в пределах каждого из указанных исходных клас-
сов, вызывают сходные физиологические эффекты 
на модельных клеточных биообъектах и обладают 
некоторыми наиболее общими принципами хими-
ческого строения [3—6 ]. 

В соответствии с концепцией биорегуляторной 
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стереотипии [3, 7, 8], предполагается, что на 
следующей ступени иерархической классификации 
ФАВ в каждом из указанных классов можно будет 
выделить вещества, действующие посредством ак-
тивации и блокады рецепторов сигнальных систем, 
и установить наличие элементов общности в каж-
дой из этих групп. Гипотезы о возможности нали-
чия некоторых общих черт строения и механизмов 
действия лекарственных веществ, действующих за 
счет блокады различных биосубстратов, высказыва-
лись ранее и некоторыми другими авторами [9, 
10 ]. Однако эти идеи не получили дальнейшего 
развития. Экспериментальной проверке данных 
предположений и посвящена настоящая работа. 

Выявить наиболее общие фармакологические 
свойства веществ можно, исследуя их действие на 
неспецифические для них: модели 16, 7]. В данной 
работе исследовали эффекты ФАВ, активирующих 
либо ингибирующих определенные внешние: рецеп-
торы клеточных сигнальных каскадов, на модели, 
заведомо не имеющей данных рецепторов. В част-
ности, оценивали их влияние на процесс транс-
крипции, т. е. ДНК-зависимый синтез РНК. Наи-
более удобной представлялась система транскрип-
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ции in vitro, основанная на применении ДНК-зави-
симой РНК-полимеразы фага Т7. Фермент отно-
сится к так называемым «минимальным полимера-
зам», обладающим достаточно простым строением 
и способным осуществлять полный транскрипцион-
ный цикл. 

Материалы и методы. В работе использовали: 
БСА, РНКзин, Т7 РНК-полимеразу, NTPs («Phar-
macia Biotech», Австрия), рестрикционную эндо-
нл'клеазу NdeI, плазмиду pGEM-3Zf(+) («Ргоше-
ga», США), [U-1 4C]GTP <«UVVVR», Чехия), трис 
(«Fluka», ФРГ). Остальные реактивы отечественно-
го производства квалификации «хч» и «осч». 

Эксперименты π роводили по известным мето-
дикам [11, 12] с некоторыми модификациями. В 
качестве ДНК-матрицы использовали плазмиду 
pGEM- 3Zf(+), содержащую промотор Т7. Д НК пла-
змиды расщепляли рестрикционной эндонуклеазой 
NdeI, экстрагировали смесью фенол — хлороформ, 
осаждали этанолом и ресуспендировали в 10 мМ 
трис-HCl (рН 7,8), содержащем 1 мМ ЭДТА до 
конечной концентрации 1 мг/мл. Инкубационная 
смесь для транскрипции (10 мкл) содержала 40 мМ 
трис-HCl (рН 7,9), 10 мМ MgCl2, 10 мМ NaCl, 
50 мкг/мл БСА, по 0,5 мМ каждого NTP, [U-
l 4 C]GTP (радиоактивность 5-Ю 4 имп/мин) , 10 мМ 
DTT, 1 ед/мкл РНКзина, 0,2 мг /мл линеаризован-
ной ДНКматрицы, исследуемое ФАВ. Реакцию 
инициировали добавлением Т7 РНК-полимеразы 
до конечной концентрации 0,4 ед/мкл. Смесь ин-
кубировали в течение 30 мин при 37 °С. После 
инкубации отбирали 8 мкл, наносили на фильтр 
Вагман 3 ММ. Фильтр последовательно промывали 
10 %-м и 5 %-м раствором грихлоруксусной кис-
лоты, затем этанолом и сушили на воздухе. Радио-
активность кислотонерастворимого материала оп-
ределяли в толуольном сцинтилляторе ЖС-1 на 
сцинтилляционном счетчике «1219 RACKBETA» 
(«LKB», Швеция). 

Результаты и обсуждение. Проведено сравни-
тельное изучение двух групп ФАВ. Из числа'бло-
каторов были исследованы обзидан (антагонист β -
адренорецепторов), празозин (антагонист 
н о р е ц е п т о р о в ) , и о х и м б и н ( а н т а г о н и с т 
а2-адренорецепторов) и атропин (антагонист ш-хо-
линорецепторов). В качестве препаратов группы 
активаторов исследовали нзадрин (агонист /?-адре-
норецепторов), мезатон (агонист а , -адренорецепто-
ров), клонидин (агонист с,-адренорецепторов), ка-
рбахол (агонист m-холинорецепторов) и синтетиче-
ский трипептид fMLP (агонист специфических 
рецепторов Са-мобилизующей полифосфоинози-
гидной системы, инициирующий хемотаксис поли-
морфноядерньтх лейкоцитов). 

Полученные результаты приведены в таблице. 
Вещества первой группы, проявляющие блокирую-
щее действие на рецепторы клеточных сигнальных 
каскадов, в концентрации 1·10~4 M существенно 
подавляют полимеразную реакцию. В ряду актив-
ностей блокаторы расположились следующим обра-
зом. Обзидан ингибирует транскрипцию на 30 %, 
атропин — на 36, празозин на — 38 и иохимбин 
на — 45. В концентрации 1 · IO-5 M достоверно 
угнетает транскрипцию только празозин (на 19 %) 
и иохимбин (на 15 %) . 

В группе активаторов ни одно ФАВ не ингиби-

Влияние ФАВ на транскрипцию in vitro, осуществляемую 
РНК-полимеразой фага Т7 

Препарат Концентрация, 
моль/л 

Ak товносіь фер 
мента, % к кон-

тролю 
P 

Обзидан 1-Ю"6 98±6 >0,05 

1 · IO"5 92±4 >0,1 
1-Ю"4 70±7 <0,001 

Празозин 1-Ю"6 93±4 >0,1 

1-Ю"5 81 + 4 < 0,00! 

I l O - 4 62±4 < 0,001 
Иохимбин 1 · IO"6 97+5 >0,05 

1-Ю"5 85±7 <0,05 

1-Ю"4 55±7 < 0,001 

Атропин 1-Ю"6 96+8 >0,05 

1-Ю"5 97±4 >0,05 

1-Ю"4 64+6 < 0,001 
Изадрин 1-Ю""6 102±5 >0,05 

1-Ю""5 98 ±5 >0,05 

1-Ю"4 98 + 6 >0,05 
Мезатон 1-Ю"6 103+4 >0,05 

1-Ю"5 102±5 > 0,05 

1-Ю"4 108 + 4 < 0,06" 

Клонидин 1-Ю"6 99±6 >0,05 

I l O " 5 107 + 6 >0,05 

1-Ю"4 120+5 < ο,οο; 

Карбахол 1-Ю"6 99±7 > 0,05 
1 ·IO"5 103±5 >0,05 

1-Ю"4 118±6 < 0,01 
fMLP 1-Ю"6 105+7 >0,05 

1 IO"5 115+4 <0,05 

МО"4 121 ±7 < 0,001 
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ровало транскрипции. Напротив, в концентрации 
1 • IO-4 M мезатон, карбахол, клонидин и fMLP 
достоверно активируют полимеразную реакцию на 
8, 18, 20 и 21 % соответственно. Активирующее 
влияние fMLP (на 15 %) проявляется и при кон-
центрации 1 · 10 3 М. Влияние активаторов по своей 
выраженности уступает эффектам блокаторов. 

Однако сам факт достоверной активации про-
цесса транскрипции веществами, являющимися вы-
сокоселективными агониегами внешнемембранных 
рецепторов клетки, на наш взгляд, вызывает осо-
бый интерес, поскольку прямых ксеногенных акти-
ваторов каких-либо ферментативных процессов in 
vitro известно крайне мало. 

Установленное сходство биологических эффек-
тов антагонистов и агонистов рецепторов подтвер-
ждает наличие и некоторых общих черт химиче-
ского строения ФАВ в пределах каждой из данных 
двух групп. На схеме структурные формулы иссле-
дуемых антагонистов (слева) и агонистов (справа), 
расположенные (сверху вниз) в порядке возраста-
ния их действия на процесс транскрипции. 

Как видно, исследуемые ФАВ существенно 
различаются по химическому строению. Причем 
значительные различия существуют как между 
представителями двух оцениваемых групп, так и в 
пределах каждой группы. При гаком разнообразии 
структур выделить какие-либо фармакофорные 
признаки агонистов и антагонистов обычными ме-
тодами невозможно. В подобных случаях необходи-
мо привлечение методов электронно-топологиче-
ского анализа, искусственного интеллекта и рас-
познавания образов, которыми мы успешно 
пользовались на первом этапе построения рацио-
нальной классификации ФАВ [5, 13, 14]. Это 
требует дополнительных специальных исследова-
ний. В рамках, же настоящей работы можно сделать 
только ряд следующих первичных заключений. 

Молекулы агонистов рецепторов имеют отно-
сительно простое строение и значительно более 
конформационно лабильны по сравнению с более 
сложными пространственно затрудненными струк-
турами антагонистов. Достаточно близким химиче-
ским строением среди исследованных ФАВ облада-
ют только три соединения: антагонист обзидан и 
агонисты изадрин и мезатон. Заметим, что эти 
вещества в своих группах наименее активны по 
своему влиянию на процесс транскрипции. По-ви-
димому, в силу близости химического строения 
фармакофорные признаки агонистов и антагони-
стов у них менее выражены, чем у прочих предста-
вителей данных двух групп. Вместе с тем обзидан 
все же существенно ингибирует транскрипцию, в 
го время как изадрин на нее не влияет, а мезатон 

оказывает слабое активирующее действие. На этом 
основании можно предположить, что качественные 
различия строения антагонистов и агонистов опре-
деляются достаточно тонкими особенностями их 
химической структуры. 

Таким образом, результаты настоящей работы 
подтверждают предположение о наличии некото-
рых наиболее общих биологических свойств в груп-
пах ФАВ, активирующих и блокирующих рецепто-
ры внешней клеточной мембраны. Эти свойства 
проявляются в различном характере действия пред-
ставителей данных двух групп веществ даже на 
такую высокоспецифичную и автономную модель-
ную систему, как процесс транскрипции in vitro, не 
имеющий никакой прямой связи с внешнемембрак-
ными рецепторными структурами Проведенные 
эксперименты согласуются с упоминавшейся выше 
концепцией биорегуляторной стереотипии и выте 
кающим из нее подходом к построению иерархиче-
ской классификации ФАВ [3, 5 ]. Дальнейшие исс-
ледования в данном направлении следует сосредо-
точить на выявлении общих черт химического 
строения блокаторов и активаторов клеточных ре-
цепторов современными методами квантовой хи-
мии, искусственного интеллекта и теории распоз-
навания образов. 

В. В. Прокопенко, В. В. Холодовий, О. 1. Луйк 

Пошук найзагальніших властивостей агоністів та антагоністів 
зовнішньоклітинних рецепторів на моделі транскрипції in vitro 

Резюме 

Для пошуку найзагальніших властивостей агоністів та анта-
гоністів зовнішньоклітинних рецепторів здійснено порівняльне 
вивчення їхнього впливу на транскрипцію in vitro, спричинену 
РНК-полімеразою фага Т7. Було досліджено обзидан (анта 
гоніст β-адренорецепторів), празозин (антагоніст аГа:)рено 
рецепторів, йохімбін (антагоніст а^-адренорецепторів), an 
ропін (антагоніст т-холінорецепторів), ізадрин (агоніст β-
адренорецепторів), мезатон (агоніст а,-адренорецепторів), 
клонідин (агоніст а2-адренорецепторів), карбахол (агоніст 
т-холінорецепторів) і синтетичний трипептид fMIJP (аго-
ніст рецепторів хемотаксису поліморфноядеріщх лейкоцитів 
Виявлено, що агоністи в концентраціях 10 —10 abo не 
впливають на транскрипцію, або активують її на S- 21 %. 
Антагоністи в тих же концентраціях пригнічують полі-
меразну реакцію на 15—45 %. Обговорюються якісні від-
мінності будови агоністів та антагоністів 

V. V. Prokopenko, V. V. Kholodovych, А. I. Liuk 

Search for the most common properties of extracellular receptors 
agonists and antagonists in the in vitro transcription as the model 

Summary 

To search the most common properties of extracellular recepiors 
agonists and antagonists the study of their action on the bacte 
riophage T7 RNA-polymerase in vitro transcription was undertaken. 
Propranolol (β-adrenoceptors antagonist), prazosin (ay 
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adrenoceptors antagonist), yohimbine, (a2-adrenoceptors antago-
nist), atropine (muscarinic antagonist), isoproterenol (β-adreno-
ceptors agonist), phenylephrine (at-adrenoceptors agonist), cloni-
dine (a2-adrenoceptors agonist), carbockol (muscarinic agonist) 
and synthetical tripeptide fMLP (polymorphonuclear leucocytes 
chemotaxis receptors agonist) were^ studied. It was shown that 
agonists at the concentration of 10 —JO M either do not affect 
transcription or elevate its activity as much as 8—21 %. Antagonists 
at the same concentrations inhibit the polymerase reaction making 
it 15—45 % less active. The structural differences of the agonists 
and antagonists are discussed. 
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