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Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ïðîòåîëèçà 5-oxo-Pro-Arg-Pro, 5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH2 è

Phe-Pro-Leu-Pro-Ala â ïðèñóòñòâèè ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçû, êàðáîêñèïåïòèäàç Y è Â.

Îêàçàëîñü, ÷òî 5-oxo-Pro-Arg-Pro óñòîé÷èâ â ïðèñóòñòâèè ïåïòèäàç. Òîëüêî êàðáîêñè-

ïåïòèäàçà Y â òå÷åíèå 26 ÷ ãèäðàëèçóåò ýòîò ïåïòèä, äà è òî â ïðåäåëàõ 50 %. 5-Oxo-Pro-

His-Pro-Gly-ProNH2 óñòîé÷èâ â ïðèñóòñòâèè ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçû è êàðáîêñèïåïòè-

äàçû Y, â òî âðåìÿ êàê Phe-Pro-Leu-Pro-Ala óñòîé÷èâ òîëüêî â ïðèñóòñòâèè êàðáîêñèïåï-

òèäàçû Â. Â ïðèñóòñòâèè íàçàëüíîé ñëèçè, êðîâè è ìèêðîñîìàëüíîé ôðàêöèè ìîçãà êðû-

ñû íàèáîëåå óñòîé÷èâûì îêàçàëñÿ 5-oxo-Pro-Arg-Pro. Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûé ãèäðîëèç

âñåõ ïåïòèäîâ íàáëþäàëñÿ ïîä äåéñòâèåì ôåðìåíòíîé ñèñòåìû êðîâè. Îáíàðóæåíî è

èäåíòèôèöèðîâàíî íåñêîëüêî ïðîäóêòîâ ìåòàáîëèçìà ïåðå÷èñëåííûõ âûøå ïåïòèäîâ.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñäåëàíû âûâîäû î ãëàâíûõ íàïðàâëåíèÿõ ãèäðîëèçà

5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH2 è Phe-Pro-Leu-Pro-Ala, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü íàáîð

ïåïòèäîâ, êîòîðûé ìîæåò îáðàçîâàòüñÿ â ýêñïåðèìåíòàõ in vivo.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àíàëîãè òèðîëèáåðèíà; ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçà; êàðáîêñèïåïòèäàçà;

ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû; ïðîäóêòû ìåòàáîëèçìà.

Ïåïòèä òèðîëèáåðèí ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïåðâûõ

ïðèìåíÿåìûõ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå ðåãóëÿòîðíûõ

ïåïòèäîâ [1 – 3]. Ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû íà îñíîâå

ýòîãî íåéðîïåïòèäà îêàçûâàþò íåïðîäîëæèòåëüíîå

àíòèäåïðåññèâíîå è ïñèõîñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå,

óëó÷øàþò ìîçãîâîå êðîâîîáðàùåíèå, îñëàáëÿþò äåé-

ñòâèå àëêîãîëÿ, áàðáèòóðàòîâ, íåéðîëåïòèêîâ è íàðêî-

òè÷åñêèõ ñðåäñòâ, ó÷àñòâóþò â êîíòðîëå ìíîæåñòâà

íåðâíûõ è ïñèõè÷åñêèõ ôóíêöèé, ñðåäè íèõ — îáó÷å-

íèå, ïàìÿòü, ñîí è ò.ä. [4 – 10]. Äîâîëüíî ìíîãî èç-

âåñòíî îá àíàëüãåòè÷åñêèõ ýôôåêòàõ òèðîëèáåðèíà

[11]. Êîðîòêèå ïåïòèäû, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäÿò

5-oxo-Pro, àëàíèí èëè ëåéöèí òàêæå ïðîÿâëÿþò âûñî-

êóþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü.

Ïåïòèäû, ñîäåðæàùèå àìèíîêèñëîòû ëåéöèí è àëà-

íèí, ñíèæàþò óðîâåíü ñàõàðà êðîâè. Íàïðèìåð, óñòà-

íîâëåíî, ÷òî Pro-Leu-Pro è Pro-Leu-Pro-Ala îêàçûâàþò

íîðìîãëèêåìè÷åñêîå äåéñòâèå ïðè ïîâûøåííîì óðîâ-

íå ñàõàðà ó æèâîòíûõ. Êðîìå ýòîãî, ïîêàçàíî, ÷òî

Pro-Leu-Pro è Pro-Leu-Pro-Ala ñïîñîáíû óëó÷øàòü ïà-

ðàìåòðû æèðîâîãî îáìåíà â óñëîâèÿõ ìåòàáîëè÷åñêî-

ãî ñèíäðîìà. È ýòè ïåïòèäû ìîãóò áûòü îòíåñåíû ê

ïðåïàðàòàì ãèïîëèïèäåìè÷åñêîãî äåéñòâèÿ, áëîêè-

ðóþùèì íàêîïëåíèå íîâûõ æèðîâûõ îòëîæåíèé â îð-

ãàíèçìå â óñëîâèÿõ ðàçâèòèÿ ìåòàáîëè÷åñêîãî ñèíäðî-

ìà [12].

Èç áîëüøîãî ÷èñëà ñèíòåçèðîâàííûõ ïåïòèäîâ, â

ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäèëè 5-oxo-Pro, àëàíèí èëè ëåé-

öèí, áûëè âûáðàíû â êà÷åñòâå ïåðñïåêòèâíûõ 5-oxo-

Pro-Arg-Pro, 5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH
2

è Phe-Pro-

Leu-Pro-Ala. Â ðåçóëüòàòå ðàçëè÷íûõ òåñòîâ óñòàíîâ-

ëåíî, ÷òî ïðè èíòðàíàçàëüíîì ââåäåíèè äàííûå ïåï-

òèäû îêàçûâàëè îïðåäåëåííîå âëèÿíèå íà óñòîé÷è-

âîñòü ê ãèïîáàðè÷åñêîé ãèïîêñèè, à òàêæå íà ïîâåäå-

íèå æèâîòíûõ â òåñòàõ «îòêðûòîå ïîëå» è «ïðèïîäíÿ-

òûé êðåñòîîáðàçíûé ëàáèðèíò» [13].

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå óñòîé÷è-

âîñòè 5-oxo-Pro-Arg-Pro, 5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-

ProNH
2

è Phe-Pro-Leu-Pro-Ala êàê ïîä äåéñòâèåì èí-

äèâèäóàëüíûõ ïðîòåàç, òàê è ôåðìåíòíûõ ñèñòåì íà-

çàëüíîé ñëèçè, êðîâè è ìèêðîñîìàëüíîé ôðàêöèè ìîç-

ãà êðûñû (ÌÔÌÊ), âûäåëåííûõ èç êðûñ. Ýòî èññëåäî-

âàíèå ïîçâîëèò ó÷åñòü âîçìîæíîñòü ïîÿâëåíèÿ ïðè

ïðîòåîëèçå ìåòàáîëèòîâ, îáëàäàþùèõ ñîáñòâåííîé

áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçà (Ê. Ô. 3.4.11.2), êàðáîêñè-

ïåïòèäàçà Y (Ê. Ô. 3.4.16.1) è êàðáîêñèïåïòèäàçà Â (Ê.

Ô. 3.4.17.2), à òàêæå íåîáõîäèìûå ðåàêòèâû — êîì-

ìåð÷åñêèå ïðåïàðàòû. Íàçàëüíàÿ ñëèçü (5,2 ìã áåë-

êà/ìë), ÌÔÌÊ (8,6 ìã áåëêà/ìë) è êðîâü (31 ìã áåë-

êà/ìë) ïîëó÷åíû èç ñàìöîâ êðûñ Wistar [14, 15]. Ðàáî-

òû in vitro ïðîâîäèëè ïî ìåòîäèêàì [14, 15]. Ðàçáðîñ

çíà÷åíèé ïðè èñïîëüçîâàíèè ýòèõ ìåòîäèê â îñíîâíîì

ñâÿçàí ñ òî÷íîñòüþ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ïåïòèäîâ

õðîìàòîãðàôè÷åñêèìè ìåòîäàìè. Îáû÷íàÿ òî÷íîñòü

îïðåäåëåíèÿ � 5 %. Òàêèì îáðàçîì, çíà÷åíèÿ â

òàáë. 2 – 4 ìîãóò îòëè÷àòüñÿ îò ïðèâåäåííûõ â ýòèõ

ïðåäåëàõ è íå ìîãóò èñêàçèòü íàáëþäàåìûå çàêîíî-

ìåðíîñòè.

Àíàëèç ðåàêöèîííûõ ñìåñåé ïðîâîäèëè íà õðîìà-

òîãðàôå Ìèëèõðîì-À02, äëèíû âîëí (íì): 200, 210,

220, 230, 240 ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëîíêè ProntoSIL-120-

5-C
18

AQ DB-2003 (2 � 75 ìì, ðàçìåð ÷àñòèö 5 ìêì), â
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ãðàäèåíòå ìåòàíîëà è áóôåðà (0,2 M LiClO
4

+ 0,005 Ì

HClO
4
, pH 2,24) â òå÷åíèå 12 ìèí ïðè òåìïåðàòóðå

35 °C. Àíàëèç Phe-Pro-Leu-Pro-Ala ïðîâîäèëè, óâåëè-

÷èâàÿ êîíöåíòðàöèþ ìåòàíîëà îò 5 äî 100 % (ñèñòåìà

1). Àíàëèç 5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH
2

è 5-oxo-Pro-

Arg-Pro ïðîâîäèëè, óâåëè÷èâàÿ êîíöåíòðàöèþ ìåòàíî-

ëà îò 1 äî 30 % (ñèñòåìà 2). Ñêîðîñòü ïîäà÷è ýëþåíòà

— 0,2 ìë/ìèí, âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ 5-oxo-Pro-His-Pro-

Gly-ProNH
2

– 7,98 ìèí, 5-oxo-Pro-Arg-Pro — 7,93 ìèí

è Phe-Pro-Leu-Pro-Ala — 8,31 ìèí.

Àíàëèç ïåïòèäîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàññ-ñïåêòðî-

ìåòðè÷åñêèõ äàííûõ ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå LCQ

Advantage MAX (Òåðìîýëåêòðîí, ÑØÀ), ñ èîíèçàöèåé

ýëåêòðîðàñïûëåíèåì, ïðÿìûì ââîäîì ðàñòâîðà îáðàç-

öà ñ êîíöåíòðàöèåé 10 ìêã/ìë â 0,1 % óêñóñíîé êèñëî-

òå è äàëüíåéøåé ôðàãìåíòàöèåé ìîëåêóëÿðíîãî ïèêà â

àíàëèçàòîðå ìåòîäîì èîííûõ ñîóäàðåíèé ïðè 35 ýÂ

(òàáë. 1).

Ìåòîäèêà ïðîâåäåíèÿ ïðîòåîëèçà ïåïòèäîâ

ïîä äåéñòâèåì ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçû,

êàðáîêñèïåïòèäàçû Y è êàðáîêñèïåïòèäàçû Â

Ïðè èñïîëüçîâàíèè ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçû è êàð-

áîêñèïåïòèäàç óñëîâèÿ ïðîòåîëèçà îòðàáàòûâàëè, èñ-

ñëåäóÿ äåãðàäàöèþ èññëåäóåìûõ ïåïòèäîâ ïðè ðàçíûõ

ñîîòíîøåíèÿõ ñóáñòðàòà è ôåðìåíòà. Ïîäáîð óñëîâèé

îñíîâûâàëñÿ íà òîì, ÷òî çà âðåìÿ ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðè-

ìåíòîâ ñîäåðæàíèå ñàìîãî ëàáèëüíîãî â ïðèñóòñòâèè

äàííîãî ôåðìåíòà ïåïòèäà ïàäàëî äî çíà÷åíèé, áëèç-

êèõ ê íóëåâûì. Îïòèìàëüíûì ôåðìåíò-ñóáñòðàòíûì

ñîîòíîøåíèåì â ñëó÷àå ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçû îêàçà-

ëîñü ñîîòíîøåíèå 1,27 ìêìîëü/åä. àêò., â ñëó÷àå êàð-

áîêñèïåïòèäàçû Y — 0,022 ìêìîëü/åä. àêò., â ñëó÷àå

êàðáîêñèïåïòèäàçû Â — 0,0025 ìêìîëü/åä. àêò.

Ïðîòåîëèç ïåïòèäîâ ïðîâîäèëè ïî ñëåäóþùåé

ìåòîäèêå. Ê ðàñòâîðó 0,21 ìêìîëü ïåïòèäà â 120 ìêë

ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áóôåðà (27,4 ìÌ NaCl, 0,4 ìÌ

KCl, 2 ìÌ Na
3
PO

4
â 100 ìë H

2
O, ðÍ 7,4) äîáàâëÿëè

0,17 åä. àêò. ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçû èëè 9,45 åä. àêò.

êàðáîêñèïåïòèäàçû Y èëè 87,52 åä. àêò. êàðáîêñèïåï-

òèäàçû Â â ýòîì æå áóôåðå. Èíêóáàöèîííóþ ñìåñü ïå-

ðåìåøèâàëè è òåðìîñòàòèðîâàëè ïðè 30 °C, îòáèðàÿ

àëèêâîòû ïî 30 ìêë ÷åðåç îïðåäåëåííûå ïðîìåæóòêè

âðåìåíè. Îñòàíîâêà ïðîòåîëèçà îñóùåñòâëÿëàñü äî-

áàâëåíèåì ê îòáèðàåìûì ïðîáàì ðàâíîãî îáúåìà ìå-

òàíîëà.

Âûäåëåíèå áèîìàòåðèàëà. Áèîìàòåðèàë âûäåëÿëè

èç 10 âçðîñëûõ êðûñ ëèíèè Wistar. Íàçàëüíóþ ñëèçü

ñìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì ñ êîñòî÷åê ïåðå-

ãîðîäêè íîñà êðûñ. Êðîâü ñîáèðàëè èç òóëîâèùà êðûñ

â ïðîáèðêó, ñîäåðæàùóþ 200 ìêë ãåïàðèíà

(5000 Å/ìë). Âûäåëåíèå ìåìáðàí ìîçãà êðûñ ïðîâîäè-

ëè ïðè òåìïåðàòóðå 4 °C. Ìîçã êðûñ ãîìîãåíèçèðîâà-

ëè â áóôåðå (10 ìÌ òðèñ-HCl, ðÍ 7,4, 0,32 Ì ñàõàðîçà,

1 ìÌ EDTA, 1 ìÌ áåíçàìèäèí, 0,1 Ì ôåíèëìåòèë-

ñóëüôîíèëôòîðèä). Ãîìîãåíàò öåíòðèôóãèðîâàëè â òå-

÷åíèå 10 ìèí ïðè 1000 g, îñàäîê ïîâòîðíî ãîìîãåíè-

çèðîâàëè â òîì æå áóôåðå è öåíòðèôóãèðîâàëè. Ñó-

ïåðíàòàíòû îáúåäèíÿëè, ïîäâåðãàëè öåíòðèôóãèðîâà-

íèþ ïðè 12000 g â òå÷åíèå 25 ìèí. Îñàäîê ñóñïåíäè-

ðîâàëè â òîì æå áóôåðå è õðàíèëè â æèäêîì àçîòå.
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Ò à á ë è ö à 1

Õðîìàòîìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïåïòèäîâ

Ïåïòèä
Âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ,

ìèí
[M + 1]

+

5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH2 7,98** 517

5-oxo-Pro-His-Pro 6,81** 364

His-Pro-Gly-ProNH2 2,26** 407

Phe-Pro-Leu-Pro-Ala 8,31* 544

Leu-Pro-Ala 4.44* 300

Pro-Leu-Pro-Ala 5,27* 397

Phe-Pro-Leu-Pro 8,61* 473

5-oxo-Pro-Arg-Pro 7,93** 383

* Ñèñòåìà 1; ** ñèñòåìà 2.
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Ðèñ. 1. Îáðàçîâàíèå ìåòàáîëèòîâ ïðè ïðîòåîëèçå 5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH
2

(3) â ïðèñóòñòâèè ôåðìåíòíîé ñèñòåìû êðîâè (à ),

íàçàëüíîé ñëèçè (á ) è ÌÔÌÊ (â ); 1 — 5-oxo-Pro-His-Pro; 2 — His-Pro-Gly-ProNH
2
.



Êîíöåíòðàöèþ áåëêà â îáðàçöàõ íàçàëüíîé ñëèçè,

ÌÔÌÊ è êðîâè îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Õàðòðè — Ëî-

óðè. Êîíöåíòðàöèÿ áåëêà ñîñòàâèëà 5,2, 8,6 è 31 ìã íà

1 ìë ïîëó÷åííîãî ýêñòðàêòà íàçàëüíîé ñëèçè, ÌÔÌÊ

è êðîâè ñîîòâåòñòâåííî. Îïòèìèçàöèþ ôåðìåíò-ñóá-

ñòðàòíîãî ñîîòíîøåíèÿ è â ýòîì ñëó÷àå ïðîâîäèëè ïî

òîìó æå ïðèíöèïó, ÷òî è ïðè ðàáîòå ñ êîììåð÷åñêèìè

ôåðìåíòàìè. Ýòî ñîîòíîøåíèå ïîäáèðàëè òàêèì îáðà-

çîì, ÷òîáû çà âðåìÿ ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ñîäåð-

æàíèå ñàìîãî ëàáèëüíîãî â ïðèñóòñòâèè äàííîãî ôåð-

ìåíòà ïåïòèäà ïàäàëî äî çíà÷åíèé, áëèçêèõ ê íóëå-

âûì.

Èíêóáàöèÿ ïåïòèäîâ â ïðèñóòñòâèè áèîëîãè÷å-

ñêèõ ïðåïàðàòîâ. Ïðîòåîëèç ïåïòèäîâ ïðîâîäèëè ïî

ñëåäóþùåé ìåòîäèêå. Ê ðàñòâîðó 0,37 ìêìîëü ïåïòèäà

äîáàâëÿëè 600 ìêë ýêñòðàêòà íàçàëüíîé ñëèçè (5,2 ìã

áåëêà/ìë) èëè 200 ìêë (8,6 ìã áåëêà/ìë) ÌÔÌÊ èëè

436 ìêë êðîâè (31 ìã áåëêà/ìë). Èíêóáàöèîííóþ

ñìåñü ïåðåìåøèâàëè è òåðìîñòàòèðîâàëè ïðè 30 °C,

îòáèðàÿ àëèêâîòû ïî 50 ìêë ÷åðåç îïðåäåëåííûå ïðî-

ìåæóòêè âðåìåíè. Ïîëó÷åííûå ïðîáû î÷èùàëè òâåð-

äîôàçíîé ýêñòðàêöèåé íà îáðàùåííîé ôàçå, ñóòü êîòî-

ðîé çàêëþ÷àëàñü â íàíåñåíèè ïåïòèäíîé ôðàêöèè íà

ïàòðîí, óïàêîâàííûé îáðàùåííîé ôàçîé Lichroprep

RP-18, ñ ïîñëåäóþùèì ýëþèðîâàíèåì ïåïòèäîâ ñìå-

ñüþ ìåòàíîë — âîäà (4:1) ñ 0,1 % TFA. Äàëåå ñìåñü

óïàðèâàëè è ðàñòâîðÿëè â 200 ìêë ñìåñè ìåòàíîë —

âîäà (10:90). Àíàëèç ñìåñè ïðîâîäèëè ìåòîäîì

ÂÝÆÕ.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Äàííûå, ïîëó÷åííûå ïðè àíàëèçå ðåàêöèîííûõ

ñìåñåé ïîñëå èíêóáàöèè 5-oxo-Pro-Arg-Pro, 5-oxo-Pro-

His-Pro-Gly-ProNH
2

è Phe-Pro-Leu-Pro-Ala â ïðèñóòñò-

âèè ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçû è êàðáîêñèïåïòèäàçû Y è

Â, ïîçâîëèëè èçó÷èòü êèíåòèêó èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ

ýòèõ ïåïòèäîâ in vitro (òàáë. 2) è èäåíòèôèöèðîâàòü

îáðàçóþùèåñÿ èç íèõ ìåòàáîëèòû.

Êàê âèäíî èç ïðèâåäåííûõ äàííûõ, ïåïòèäû, â ñî-

ñòàâ êîòîðûõ âõîäèò N-êîíöåâîé 5-oxo-Pro, îêàçàëèñü

óñòîé÷èâû â ïðèñóòñòâèè ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçû, à

Phe-Pro-Leu-Pro-Ala çà 1 ñóò ïîëíîñòüþ äåãðàäèðîâàë.

Óñòîé÷èâîñòü ïåïòèäîâ â ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ êàð-
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Ðèñ. 2. Îáðàçîâàíèå ìåòàáîëèòîâ ïðè ïðîòåîëèçå Phe-Pro-Leu-Pro-Ala (4) â ïðèñóòñòâèè ôåðìåíòíîé ñèñòåìû êðîâè (à ), íàçàëü-

íîé ñëèçè (á ) è ÌÔÌÊ (â ); 1 — Leu-Pro-Ala; 2 — Pro-Leu-Pro-Ala; 3 — Phe-Pro-Leu-Pro.

Ò à á ë è ö à 2

Óñòîé÷èâîñòü ïåïòèäîâ â ïðèñóòñòâèè ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçû è êàðáîêñèïåïòèäàçû Y è Â

Ôåðìåíò Ïåïòèä

Âðåìÿ, ìèí

2 30 1560

Ëåéöèíàìèíîïåïòèäàçà 5-oxo-Pro-Arg-Pro 100 100 100

5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH2 100 100 100

Phe-Pro-Leu-Pro-Ala 100 88,6 � 3,2 0

Êàðáîêñèïåïòèäàçà Y 5-oxo-Pro-Arg-Pro 100 99,0 � 0,8 45,7 � 1,6

5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH2 100 100 100

Phe-Pro-Leu-Pro-Ala 100 22,8 � 0,6 0

Êàðáîêñèïåïòèäàçà B 5-oxo-Pro-Arg-Pro 100 100 100

5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH2 100 95,7 � 1,6 1,2 � 0,04

Phe-Pro-Leu-Pro-Ala 94,5 � 1,1 93,5 � 1,5 58,4 � 1,1



áîêñèïåïòèäàç çàìåòíî îòëè÷àëàñü. Êàðáîêñèïåïòèäà-

çà Y áûñòðî ãèäðîëèçîâàëà Phe-Pro-Leu-Pro-Ala, çà-

ìåòíî ìåäëåííåå 5-oxo-Pro-Arg-Pro, à 5-oxo-Pro-His-

Pro-Gly-ProNH
2

îêàçàëñÿ óñòîé÷èâûì â ýòèõ óñëîâèÿõ.

Èíîé õàðàêòåð óñòîé÷èâîñòè ïåïòèäîâ íàáëþäàëñÿ â

ïðèñóòñòâèè êàðáîêñèïåïòèäàçû Â. Íàèáîëåå ïîäâåð-

æåí ãèäðîëèçó îêàçàëñÿ 5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-

ProNH
2
, ìåíåå ÷åì íà 50 % äåãðàäèðîâàë Phe-Pro-

Leu-Pro-Ala, à 5-oxo-Pro-Arg-Pro îêàçàëñÿ óñòîé÷èâûì

â ýòèõ óñëîâèÿõ.

Â êà÷åñòâå ïðîäóêòîâ ãèäðîëèçà â ïðèñóòñòâèè ïå-

ðå÷èñëåííûõ ïåïòèäàç áûëè âûäåëåíû è îõàðàêòåðè-

çîâàíû ñëåäóþùèå. Èç Phe-Pro-Leu-Pro-Ala èäåíòèôè-

öèðîâàíû Pro-Leu-Pro-Ala, Leu-Pro-Ala, Phe-Pro-Leu-

Pro. Ïî-âèäèìîìó, ãèäðîëèç äèïåïòèäîâ, êîòîðûå îá-

ðàçóþòñÿ èç 5-oxo-Pro-Arg-Pro, ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëü-

íî áûñòðåå, ÷åì èõ îáðàçîâàíèå èç èñõîäíîãî ïåïòèäà.

Ïîýòîìó èõ íàêîïëåíèå â èíêóáàöèîííîé ñðåäå îêàçû-

âàåòñÿ íåäîñòàòî÷íûì äëÿ èäåíòèôèêàöèè. Îñíîâíûì

ïðîäóêòîì, êîòîðûé îáðàçóåòñÿ èç 5-oxo-Pro-His-Pro-

Gly-ProNH
2

ÿâëÿåòñÿ 5-oxo-Pro-His-Pro.

Âûñîêàÿ óñòîé÷èâîñòü 5-oxo-Pro-Arg-Pro íàáëþäà-

ëàñü è â ïðèñóòñòâèè íàçàëüíîé ñëèçè, êðîâè è ÌÔÌÊ

(òàáë. 3).

Çà 4 ÷ ãèäðîëèç 5-oxo-Pro-Arg-Pro ïðîõîäèë ëèøü

íà 15 – 25 %. Ôåðìåíòíàÿ ñèñòåìà êðîâè â áîëüøåé

ñòåïåíè êàòàëèçèðîâàëà ïðîòåîëèç ýòîãî ïåïòèäà. Â

ïðèñóòñòâèè íàçàëüíîé ñëèçè è ÌÔÌÊ äåãðàäàöèÿ

5-oxo-Pro-Arg-Pro ïðèìåðíî îäèíàêîâà.

Ôåðìåíòíàÿ ñèñòåìà â êðîâè â ñëó÷àå 5-oxo-Pro-

His-Pro-Gly-ProNH
2
, è Phe-Pro-Leu-Pro-Ala òàêæå îêà-

çàëàñü íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì êàòàëèçàòîðîì èõ ãèä-

ðîëèçà (ðèñ. 1,2). Ïðè ýòîì îòíîñèòåëüíî 5-oxo-Pro-

His-Pro-Gly-ProNH
2

óñòîé÷èâîñòü Phe-Pro-Leu-Pro-Ala

îêàçàëàñü âûøå.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî îæèäàòü, ÷òî èíòðàíàçàëü-

íîå ââåäåíèå ýòèõ ïåïòèäîâ îêàæåòñÿ áîëåå ýôôåêòèâ-

íûì â ïëàíå ïîïàäàíèÿ ýòèõ ïåïòèäîâ â òêàíè ìîçãà.

Êàê âèäíî èç ïðèâåäåííûõ äàííûõ, ãèäðîëèç

5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH
2

è Phe-Pro-Leu-Pro-Ala

ïðîèñõîäèòü êàê ñ C-, òàê è ñ N-êîíöà (ðèñ. 1, 2).

È â êðîâè, è â íàçàëüíîé ñëèçè, è â ÌÔÌÊ îñíîâ-

íûì ìåòàáîëèòîì ïðè ãèäðîëèçå 5-oxo-Pro-His-Pro-

Gly-ProNH
2

áûë 5-oxo-Pro-His-Pro, à ïðè ãèäðîëèçå

Phe-Pro-Leu-Pro-Ala ñîîòâåòñòâåííî Leu-Pro-Ala.

Ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî è ïðè ãèäðîëèçå òèðîëèáåðèíà

óñòîé÷èâûì â ýòèõ óñëîâèÿõ òàêæå áûë 5-oxo-Pro-

His-Pro. His-Pro-GlyProNH
2

â êðîâè áîëåå óñòîé÷èâ,

÷åì 5-oxo-Pro-His-Pro. Çà 48 ÷ ñîäåðæàíèå His-Pro-

Gly-ProNH
2

â êðîâè ïàäàåò íà 30 – 35 %, à 5-oxo-

Pro-His-Pro — ïðàêòè÷åñêè äî íóëÿ. Leu-Pro-Ala â êðî-

âè óñòîé÷èâ, çà 48 ÷ åãî ñîäåðæàíèå ïàäàåò íà 20 %, à

ñîäåðæàíèå Pro-Leu-Pro-Ala è Phe-Pro-Leu-Pro — íà

85 – 95 %, ÷òî áëèçêî ê íóëåâûì çíà÷åíèÿì.

Â ïðèñóòñòâèè íàçàëüíîé ñëèçè 5-oxo-Pro-His-Pro

îáðàçóåòñÿ íå òîëüêî áîëüøå, íî è åãî óñòîé÷èâîñòü

îêàçûâàåòñÿ âûøå, ÷åì ó His-Pro-Gly-ProNH
2
. Çà 48 ÷

ñîäåðæàíèå 5-oxo-Pro-His-Pro âîçðàñòàåò íà 20 %, à

ñîäåðæàíèå His-Pro-Gly-ProNH
2

ïàäàåò íà 40 %. Çà

48 ÷ ñîäåðæàíèå Leu-Pro-Ala â ïðèñóòñòâèè íàçàëüíîé

ñëèçè òàêæå âîçðàñòàåò (ïî÷òè â 4 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ

4-÷àñîâîé òî÷êîé), â òî âðåìÿ êàê ñîäåðæàíèå Pro-

Leu-Pro-Ala è Phe-Pro-Leu-Pro ñòàíîâèòñÿ áëèçêèì ê

íóëåâûì çíà÷åíèÿì.

Â ïðèñóòñòâèè ÌÔÌÊ ìàêñèìàëüíûå çíà÷åíèÿ

5-oxo-Pro-His-Pro è His-Pro-Gly-ProNH
2

äîñòèãàþòñÿ

÷åðåç 3 ÷, à ÷åðåç 48 ÷ îíè ïîëíîñòüþ ãèäðîëèçóþòñÿ.

Êàê è â ñëó÷àå ðàáîòû ñ íàçàëüíîé ñëèçüþ, â ïðèñóòñò-

âèè ÌÔÌÊ çà 48 ÷ ñîäåðæàíèå Leu-Pro-Ala âîçðàñòàåò

(ïî÷òè íà 60 % ïî ñðàâíåíèþ ñ 4-÷àñîâîé òî÷êîé), â òî

âðåìÿ êàê Pro-Leu-Pro-Ala è Phe-Pro-Leu-Pro ãèäðîëè-

çóþòñÿ ïîëíîñòüþ.

Íà îñíîâàíèè õðîìàòîìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèõ

äàííûõ îêàçàëîñü âîçìîæíûì îöåíèòü, êàê ìåíÿåòñÿ â

ïðèñóòñòâèè ôåðìåíòíîé ñèñòåìû êðîâè, íàçàëüíîé

ñëèçè è ÌÔÌÊ ñîäåðæàíèå ìåòàáîëèòîâ â èíêóáàöè-

îííîé ñðåäå, è îïðåäåëèòü èõ ìàêñèìàëüíûå çíà÷åíèÿ

(òàáë. 4).

Ïðèâåäåííûå äàííûå òàêæå ïîêàçûâàþò, ÷òî îñíîâ-

íûìè ìåòàáîëèòàìè â ñëó÷àå 5-oxo-Pro-His-Pro-

Gly-ProNH
2

ÿâëÿåòñÿ 5-oxo-Pro-His-Pro, â ñëó÷àå

Phe-Pro-Leu-Pro-Ala — ñîîòâåòñòâåííî Leu-Pro-Ala.

Ñîâîêóïíîñòü âñåé ïîëó÷åííîé èíôîðìàöèè ïîçâîëÿ-

åò ñäåëàòü âûâîäû î íàïðàâëåíèè äåãðàäàöèè 5-oxo-

Pro-His-Pro-Gly-ProNH
2

è Phe-Pro-Leu-Pro-Ala ïîä

äåéñòâèåì ôåðìåíòàòèâíûõ ñèñòåì, âûäåëåííûõ èç

îðãàíèçìà êðûñ.

Ïðî÷íîñòü ñâÿçè ìåæäó 5-oxo-Pro è His îêàçàëîñü

áóëüøåé, ÷åì ìåæäó Pro è Gly-ProNH
2
. Âîïðîñ î òîì,

ïðîèñõîäèò ëè ïîñòåïåííîå îòùåïëåíèå ñíà÷àëà

ProNH
2
, çàòåì Gly èëè ïðîèñõîäèò ñðàçó îòùåïëåíèå

Gly-ProNH
2
, îñòàåòñÿ îòêðûòûì, òàê êàê íè 5-oxo-
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Ò à á ë è ö à 3

Óñòîé÷èâîñòü 5-oxo-Pro-Arg-Pro â ïðèñóòñòâèè íàçàëüíîé ñëèçè, êðîâè è ÌÔÌÊ

Ôåðìåíò

Âðåìÿ, ìèí

2 10 20 30 40 60 90 120 180 240

Íàçàëüíàÿ ñëèçü 100 100 99,3 � 0,7 93,7 � 1,8 91,6 � 1,7 90,7 � 1,8 90,7 � 2,0 90,3 � 2,3 85,5 � 1,8 81,5 � 2,0

ÌÔÌÊ 100 99,7 � 0,2 97,2 � 1,5 91,1 � 2,3 91,0 � 2,5 90,8 � 2,8 90,8 � 2,6 89,5 � 3,0 88,0 � 3,2 85,2 � 3,2

Êðîâü 100 93,6 � 2,5 90,2 � 1,9 85,8 � 2,4 84,6 � 1,5 84,0 � 1,8 82,8 � 2,1 79,9 � 1,5 77,1 � 1,5 74,8 � 1,6

5-oxo-Pro-His-Pro 5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-Pro-NH2 His-Pro-Gly-Pro-NH2

Phe-Pro-Leu-Pro-Ala

Phe-Pro-Leu-Pro Pro-Leu-Pro-Ala Leu-Pro-Ala



Pro-His-Pro-Gly, íè Gly-ProNH
2

îáíàðóæèòü íå óäà-

ëîñü. Ïðî÷íîñòü ñâÿçè ìåæäó Pro è Ala îêàçàëîñü

áóëüøåé, ÷åì ìåæäó Phe è Pro. À ñâÿçü ìåæäó Pro è

Leu åùå ëåã÷å ãèäðîëèçóåòñÿ. Ïîýòîìó ñîäåðæàíèå

Pro-Leu-Pro-Ala â èíêóáàöèîííîé ñðåäå èçìåðÿåòñÿ

åäèíèöàìè ïðîöåíòîâ. Âîçìîæíîñòü ïàðàëëåëüíî èäó-

ùåé ðåàêöèè îòùåïëåíèÿ ôðàãìåíòà Phe-Pro íåäîêà-

çóåìî, òàê êàê â èíêóáàöèîííîé ñðåäå ýòîò äèïåïòèä

íå îáíàðóæåí.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëèëè îï-

ðåäåëèòü íàáîð îñíîâíûõ ìåòàáîëèòîâ, ñîäåðæàíèå

êîòîðûõ ìîæíî äîñòîâåðíî îöåíèòü ïðè àíàëèçå áèî-

ëîãè÷åñêèõ ïðîá â ýêñïåðèìåíòàõ in vivo. Â äàëüíåé-

øåì òàêæå ïëàíèðóåòñÿ èçó÷èòü áèîëîãè÷åñêóþ àê-

òèâíîñòü ìåòàáîëèòîâ, îáíàðóæåííûõ ïðè èññëåäîâà-

íèÿõ in vitro.

Äàííàÿ ðàáîòà ïðîâîäèëàñü ïðè ÷àñòè÷íîé ïîä-

äåðæêå ïðîãðàììû ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé

Ïðåçèäèóìà ÐÀÍ “Ôóíäàìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ

äëÿ ðàçðàáîòêè áèîìåäèöèíñêèõ òåõíîëîãèé”.
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STABILITY OF 5-OXO-PRO-ARG-PRO, 5-OXO-PRO-HIS-PRO-GLY-PRONH2,

AND PHE-PRO-LEU-PRO-ALA UNDER CONDITIONS OF IN-VITRO EXPERIMENTS

K. V. Shevchenko*, L. A. Andreeva, I. Yu. Nagaev, V. P. Shevchenko, and N. F. Myasoedov

Institute of Molecular Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123182 Russia

* e-mail: ATRegister@mail.ru

We have compared the proteolysis of 5-oxo-Pro-Arg-Pro, 5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH
2
, and Phe-Pro-Leu-Pro-Ala peptides in the presence of leucine ami-

nopeptidase and carboxypeptidases Y and B. It was found that 5-oxo-Pro-Arg-Pro was generally stable in the presence of peptidases. Only carboxypeptidase

Y hydrolyzed this peptide for 26 h, but the degree of hydrolysis did not exceed 50%. 5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH
2

was stable in the presence of leucine

aminopeptidase and carboxypeptidase Y, while Phe-Pro-Leu-Pro-Ala was stable to carboxypeptidase B only. In the presence of nasal mucus, blood serum,

and microsomal fraction of rat brain, 5-oxo-Pro-Arg-Pro also proved to be the most stable peptide. The most effective hydrolysis of all peptides studied was

observed under the action of the blood enzyme system. Some metabolites of these peptides were detected and identified. Certain conclusions on the hydroly-

sis pathways of 5-oxo-Pro-His-Pro-Gly-ProNH
2

and Phe-Pro-Leu-Pro-Ala are made, which suggest a set of peptides that can be formed during in vivo expe-

riments.

Keywords: thyroliberin analogs; leucine aminopeptidase; carboxypeptidase; plasmatic membranes; products of metabolism.
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Ò à á ë è ö à 4

Ìàêñèìàëüíûå çíà÷åíèÿ ìåòàáîëèòîâ, îáðàçóþùèõñÿ ïîä äåé-

ñòâèåì ôåðìåíòíûõ ñèñòåì

Ìåòàáîëèò Êðîâü Íàçàëüíàÿ ñëèçü ÌÔÌÊ

His-Pro-Gly-ProNH2 15,6 � 0,7 19,1 � 0,6 13,2 � 0,2

5-oxo-Pro-His-Pro 36,7 � 0,8 41,5 � 1,4 51,2 � 1,2

Leu-Pro-Ala 30,5 � 0,9 39,4 � 1,1 37,9 � 1,5

Pro-Leu-Pro-Ala 5,0 � 0,2 1,9 � 0,07 3,2 � 0,1

Phe-Pro-Leu-Pro 3,2 � 0,1 14,1 � 0,4 8,1 � 0,3


