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Ïðåäñòàâëåí ñèíòåç ïîòåíöèàëüíî èììóíîàêòèâíîãî ëèçèíñîäåðæàùåãî òåòðàïåïòèäà

H-Lys-Ala-Val-Gly-OH. Ïîêàçàíà ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäîâ ñìåøàííûõ àíãèäðèäîâ

è àêòèâèðîâàííûõ ýôèðîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ âûñîêèé âûõîä òåòðàïåïòèäà. Ìåòîä ïîëó÷åíèÿ ïåï-

òèäà óñîâåðøåíñòâîâàí òåì, ÷òî â ïðîìåæóòî÷íûõ ñòàäèÿõ âìåñòî ï-íèòðîôåíýôèðîâ èñïîëüçîâà-

ëè N-îêñèñóêöèíèìèäíûå ýôèðû, â ðåçóëüòàòå ïîëó÷èëè êðèñòàëëè÷åñêîå âåùåñòâî ñ áîëåå âûñî-

êîé ÷èñòîòîé, à âìåñòî ÂÎÑ (òðåò-áóòèëîêñèêàðáîíèëüíàÿ ãðóïïà) çàùèòû ïðèìåíÿëè êàðáîáåí-

çîêñèãðóïïó, ÷òî ïîçâîëèëî íà îäíîé ñòàäèè ñíèìàòü çàùèòû îáåèõ àìèíîãðóïï â ëåãêèõ óñëîâèÿõ.

Ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà èììóíîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïîëó÷åííîãî òåòðàïåïòèäà íà ôîíå ïðèìåíå-

íèÿ âàêöèíû ÝÁ íà ìûøàõ ñ äðóãèìè ëèçèíñîäåðæàùèìè òåòðàïåïòèäàìè ïîêàçàëà íàëè÷èå ó íåãî

áîëåå âûðàæåííûé èììóíîñòèìóëèðóþùåé àêòèâíîñòè. Èçó÷åíèå îñòðîé è õðîíè÷åñêîé òîêñè÷-

íîñòè îáíàðóæèëî îòñóòñòâèå òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ó âûáðàííîãî ëèçèíñîäåðæàùåãî òåòðàïåïòè-

äà ïðè ïîäêîæíîì ââåäåíèè ýêñïåðèìåíòàëüíûì æèâîòíûì. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïîëó÷åííûé òåòðà-

ïåïòèä ñîîòâåòñòâóåò 5 êëàññó òîêñè÷íîñòè, òî åñòü ïðàêòè÷åñêè íåòîêñè÷åí.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àìèíîêèñëîòû; ïåïòèäíûå áèîðåãóëÿòîðû; ëèçèí; ñèíòåç ïåïòèäîâ; èììóíîàê-

òèâíîñòü; îñòðàÿ òîêñè÷íîñòü.

Øèðîêîå èñïîëüçîâàíèå â ìåäèöèíå ïåïòèäíûõ áèî-

ðåãóëÿòîðîâ â êà÷åñòâå ãåïàòîïðîòåêòîðîâ è ïðîôèëàêòè-

÷åñêèõ ñðåäñòâ äåëàåò èõ ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ áîëåå ãëó-

áîêîãî èññëåäîâàíèÿ ñ öåëüþ ðàçðàáîòêè îðèãèíàëüíûõ

ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ.

Ñèíòåç ïåïòèäîâ, ñîäåðæàùèõ â ñâîåì ñîñòàâå ïîëè-

ôóíêöèîíàëüíûå àìèíîêèñëîòû, ÿâëÿåòñÿ ñëîæíîé ïðàê-

òè÷åñêîé çàäà÷åé, â ñâÿçè ñ ÷åì íà ïðîòÿæåíèè ïðîøëîãî

ñòîëåòèÿ ñïèñîê ìåòîäîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ñèíòåçà ïåï-

òèäîâ, íå ïîïîëíÿëñÿ. Èññëåäîâàíèÿ ïî óñîâåðøåíñòâî-

âàíèþ ñóùåñòâóþùèõ ìåòîäèê çà÷àñòóþ îñíîâûâàëèñü

íà èñïîëüçîâàíèè òàêòèêè ìàêñèìàëüíîé çàùèòû, à äëÿ

êîíäåíñàöèè àìèíîêèñëîò — ìåòîäà àêòèâèðîâàííûõ

ýôèðîâ [1]. Â ðÿäå ðàáîò ïîêàçàíà ïåðñïåêòèâíîñòü èñ-

ïîëüçîâàíèÿ ïðè ñèíòåçå íåêîòîðûõ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ

èììóíîàêòèâíûõ ïåïòèäîâ ìåòîäà ñòóïåí÷àòîãî íàðàùè-

âàíèÿ ïåïòèäíîé öåïè, íà÷èíàÿ ñ Ñ-êîíöà, ñ èñïîëüçîâà-

íèåì àêòèâèðîâàííûõ ýôèðîâ è ñîáëþäåíèåì òàêòèêè

ìàêñèìàëüíîé çàùèòû [2, 3].

Îñîáîå çíà÷åíèå ïðè ýòîì èìååò âûáîð ïåïòèäîâ ñ

ó÷åòîì èõ àìèíîêèñëîòíîãî ñîñòàâà, ïîñêîëüêó èçâåñòíî,

÷òî áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ïåïòèäîâ ñâÿçàíà ñ àêòèâ-

íîñòüþ ñîäåðæàùèõñÿ â íèõ àìèíîêèñëîò [4, 5]. Îäíîé

èç òàêèõ àìèíîêèñëîò ÿâëÿåòñÿ íåçàìåíèìûé ëèçèí, âõî-

äÿùèé â àêòèâíûé öåíòð çíà÷èòåëüíîãî ÷èñëà áåëêîâ è

ãîðìîíîâ, íàïðèìåð òèìîçèíà �1, òèìîïîýòèíà [6]. Îí

íåîáõîäèì äëÿ ðîñòà è âîññòàíîâëåíèÿ òêàíåé, ïðîèçâîä-

ñòâà àíòèòåë, ãîðìîíîâ, ôåðìåíòîâ, àëüáóìèíîâ.

Ïåïòèäíûé áèîðåãóëÿòîð Âèëîí, ñîñòîÿùèé èç àìè-

íîêèñëîò ëèçèíà è ãëèöèíà, âõîäÿùèõ è â ñîñòàâ âûáðàí-

íîãî òåòðàïåïòèäà, êîððåêòèðóåò íàðóøåíèÿ èììóíèòåòà

è ãåìîñòàçà ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ

[7, 8]. Â êîíöåíòðàöèè îò 10 íã/ë äî 100 ìêã/ë îí óâåëè-

÷èâàåò óðîâåíü âíóòðèêëåòî÷íîãî Ca
2+

â òèìîöèòàõ è

ìàêðîôàãàõ, ÷òî, ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç

ìåõàíèçìîâ àêòèâàöèè êëåòîê.

Ó ïåïòèäîâ, íà÷èíàÿ ñ òåòðàïåïòèäà, ïðîèñõîäèò èç-

ìåíåíèå â ñòðóêòóðå – ïîÿâëÿåòñÿ âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà

(
-èçãèá), ÷òî ïðèâîäèò ê óëó÷øåíèþ èõ ôàðìàêîëîãè÷å-

ñêèõ ñâîéñòâ [9]. Â òî æå âðåìÿ ìîäèôèêàöèåé èñõîäíîé

àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïåïòèäîâ ìîæíî

ïîëó÷àòü íîâûå ôàðìàêîëîãè÷åñêèå ïðåïàðàòû.

Â êà÷åñòâå îáúåêòà äëÿ ñèíòåçà è èññëåäîâàíèÿ íàìè

áûë âûáðàí ëèçèíñîäåðæàùèé òåòðàïåïòèä H-Lys-Ala-

Val-Gly-OH. Âûáîð òåòðàïåïòèäà ñ òàêîé ïîñëåäîâàòåëü-

íîñòüþ àìèíîêèñëîò ñâÿçàí ñ òåì, ÷òî:

1. Âûáðàííûé òåòðàïåïòèä ÿâëÿåòñÿ àíàëîãîì ôðàã-

ìåíòà íåéðîïåïòèäà — îïèîèäíîãî ïåïòèäà äèíîðôè-

íà-32, ïîëèôóíêöèîíàëüíîãî âûñîêîàêòèâíîãî âåùåñòâà,

êîòîðîå èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ðåàëèçàöèè è ðåãóëÿöèè

ðàçëè÷íûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ è ïîâåäåí÷åñêèõ ðåàêöèé

îðãàíèçìà, â òîì ÷èñëå ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ

ðåãåíåðàöèè êëåòîê [10, 11], è èììóíîìîäóëÿòîðà, òàê

æå, êàê è Âèëîí. Íåéðîïåïòèäû, êàê ïðàâèëî, îãðàíè÷å-

íû ñ C- è N-êîíöîâ ïàðàìè îñòàòêîâ îñíîâíûõ àìèíîêèñ-

ëîò — àðãèíèíà è ëèçèíà [11]. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî

ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èçó÷àåìûé òåòðàïåïòèä ïðîÿâëÿåò

îáà ýòèõ ýôôåêòà.

2. Ó ýòîãî òåòðàïåïòèäà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àìèíî-

êèñëîò áûëà èçìåíåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàíåå èññëåäîâàí-

íûìè òåòðàïåïòèäàìè H-Pro-Lys-Lys-Gly-OH, H-Pro-

Ala-Lys-Val-OH. Ëèçèí â âûáðàííîì òåòðàïåïòèäå íàõî-

äèòñÿ íà N-êîíöå (êàê ó Âèëîíà) è, ïî-âèäèìîìó, ïðèíè-

ìàåò ó÷àñòèå â ñâÿçè ñ ðåöåïòîðàìè. Êðîìå òîãî, â ýòîì

òåòðàïåïòèäå, êàê è â Âèëîíå, �- è �-àìèíîãðóïïû íàõî-

äÿòñÿ â ñâîáîäíîì âèäå, à â äðóãèõ âûøåïðèâåäåííûõ

ëèçèíñîäåðæàùèõ òåòðàïåïòèäàõ ó ëèçèíà ñâîáîäíà

òîëüêî �-àìèíîãðóïïà. Òàê êàê �-àìèíîãðóïïà íàõîäèòñÿ
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áëèæå ê êàðáîêñèëüíîé ãðóïïå (COOH), ó �-àìèíîãðóï-

ïû îñíîâíûå ñâîéñòâà áîëåå âûðàæåíû, ÷åì ó �-àìèíî-

ãðóïïû, è ñðîäñòâî ê ðåöåïòîðàì ó íå¸ áîëüøå. Ñëåäîâà-

òåëüíî, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü óâåëè÷åíèå èììóíîìîäó-

ëèðóþùåé àêòèâíîñòè èçó÷àåìîãî òåòðàïåïòèäà.

Â ñâÿçè ñ âûøåñêàçàííûì öåëü äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿ-

ëà â ñèíòåçå è ôàðìàêîëîãè÷åñêîì èññëåäîâàíèè ïîòåí-

öèàëüíî èììóíîàêòèâíîãî ëèçèíñîäåðæàùåãî òåòðàïåï-

òèäà H-Lys-Ala-Val-Gly-OH.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ õèìè÷åñêàÿ ÷àñòü

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè àìèíîêèñëîòû L-ðÿäà è ïðîèç-

âîäíûå àìèíîêèñëîò (Reanal, Âåíãðèÿ). Èíäèâèäóàëü-

íîñòü è ñòåïåíü ÷èñòîòû ïîëó÷åííûõ ñîåäèíåíèé ïðîâå-

ðÿëè ìåòîäîì òîíêîñëîéíîé õðîìàòîãðàôèè íà õðîìàòî-

ãðàôè÷åñêèõ ïëàñòèíêàõ Silufol UV-254 (Chemapol,

×åõèÿ) è Merck (Ãåðìàíèÿ”) â ñëåäóþùèõ ñèñòåìàõ ðàñ-

òâîðèòåëåé: À) õëîðîôîðì — ìåòàíîë — óêñóñíàÿ êè-

ñëîòà, 18:2:1; Á) õëîðîôîðì — ìåòàíîë — óêñóñíàÿ êè-

ñëîòà, 60:45:20; Â) ýòèëàöåòàò — áåíçîë, 3:2; Ã) õëîðî-

ôîðì — ýòèëàöåòàò — ìåòàíîë — óêñóñíàÿ êèñëîòà,

9:3:1:0,3; Ä) õëîðîôîðì — ìåòàíîë — óêñóñíàÿ êèñëîòà,

32:2:1; Å) í-áóòàíîë — ïèðèäèí — óêñóñíàÿ êèñëîòà —

âîäà, 30:20:6:24; Æ) í-áóòàíîë — óêñóñíàÿ êèñëîòà —

âîäà, 4:1:1; Ç) óêñóñíàÿ êèñëîòà — õëîðîôîðì — ìåòà-

íîë, 1:3:2,2; È) óêñóñíàÿ êèñëîòà — õëîðîôîðì — ìåòà-

íîë — ýòèëàöåòàò, 0,1:6:1:3; ïðîÿâëåíèå õðîìàòîãðàìì

— ïîñëåäîâàòåëüíîé îáðàáîòêîé õëîðîì è íàñûùåííûì

ðàñòâîðîì áåíçèäèíà â 2 % óêñóñíîé êèñëîòå.

Äëÿ êàòàëèòè÷åñêîãî ãèäðèðîâàíèÿ â êà÷åñòâå êàòàëè-

çàòîðà èñïîëüçîâàëè 10 % ïàëëàäèé íà àêòèâèðîâàííîì

óãëå ôèðìû Fluka (Ãåðìàíèÿ). Óäåëüíîå îïòè÷åñêîå âðà-

ùåíèå îïðåäåëÿëè íà àâòîìàòè÷åñêîì öèôðîâîì ïîëÿðè-

ìåòðå Perkin-Elmer-241 (ÑØÀ), äëèíà êþâåòû 1 äì, â ìå-

òàíîëå. Ïðèâåäåííûå òåìïåðàòóðû ïëàâëåíèÿ îïðåäåëå-

íû íà íàãðåâàòåëüíîì ñòîëèêå Boetius (Ãåðìàíèÿ).

ÂÝÆÕ îñóùåñòâëÿëè íà âûñîêîýôôåêòèâíîì æèäêî-

ñòíîì õðîìàòîãðàôå Shimadzu LC-20. Ýëþèðîâàíèå ïðî-

âîäèëè íà êîëîíêå Discovery Ñ18 (25 ñì � 4,6 ìì, ðàçìåð

÷àñòèö 5 ìêì), â êà÷åñòâå ïîäâèæíîé ôàçû èñïîëüçîâàëè

ñìåñü àöåòîíèòðèëà è ôîñôàòíîãî áóôåðà (40:60), ñêî-

ðîñòü ïîòîêà ñîñòàâëÿëà 1 ìë/ìèí, äåòåêòèðîâàíèå ïðî-

âîäèëè ïðè äëèíàõ âîëí 254 è 280 íì è âðåìåíè ýëþèðî-

âàíèÿ 30 ìèí.

Àìèíîêèñëîòíûé àíàëèç ñâîáîäíûõ ïåïòèäîâ ïðîâî-

äèëè ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì íà àâòîìàòè÷åñêîì àìèíî-

êèñëîòíîì àíàëèçàòîðå “JLC-GAN” (“JEOL”, ßïîíèÿ)

ïîñëå 24-÷àñîâîãî ãèäðîëèçà â 6 í. HCl â çàïàÿííûõ ïîä

âàêóóìîì àìïóëàõ ïðè 105 °C. Ãèäðîëèç òðèïòîôàíñî-

äåðæàùèõ ïåïòèäîâ îñóùåñòâëÿëè 3 Ì ï-òîëóîëñóëüôî-

êèñëîòîé â òå÷åíèå 48 ÷ ïðè 110 °C. Ðàñòâîðû âåùåñòâ

óïàðèâàëè â âàêóóìå ïðè òåìïåðàòóðå íå âûøå 40 °C;

ðÍ-ìåòðè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà ðÍ-èîíîìå-

ðå MS-20. Ñ çàùèùåííîãî ïåïòèäà Z2-Lys-Ala-Val-

Gly-Îìå êàðáîáåíçîêñèãðóïïó ñíèìàëè êàòàëèòè÷åñêèì

ãèäðèðîâàíèåì, à ìåòèëîâûé ýôèð — ùåëî÷íûì îìûëå-

íèåì.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ôàðìàêîëîãè÷åñêàÿ ÷àñòü

Èçó÷åíèå èììóíîñòèìóëèðóþùåé àêòèâíîñòè ïîëó-

÷åííîãî òåòðàïåïòèäà À, à òàêæå ñèíòåçèðîâàííûõ íàìè

ëèçèíñîäåðæàùèõ òåòðàïåïòèäîâ H-Pro-Lys- Lys-Gly-OH

(Á), H-Pro-Ala-Lys-Val-OH (Â) ïðîâîäèëè íà ìûøàõ ëè-

íèè CBA ìàññîé 18 – 20 ã [12] ïðè ïðèìåíåíèè äëÿ èì-

ìóíèçàöèè (âíóòðèáðþøèííî) âçâåñè (2 %) ýðèòðîöèòîâ

áàðàíà (ÝÁ). Îáùåå êîëè÷åñòâî èñïûòóåìûõ ìûøåé ñî-

ñòàâëÿëî 48 (4 ãðóïïû ïî 12 îñîáåé). Â ïåðâîé ãðóïïå èñ-

ïûòûâàëè òåòðàïåïòèä À, âî 2-é ãðóïïå — òåòðàïåïòèä

Á, â 3-é ãðóïïå — òåòðàïåïòèä Â, â 4-é ãðóïïå — èììó-

íèçàöèÿ ÝÁ, êîíòðîëü.

Ðàñòâîðû (0,01 %) òåòðàïåïòèäîâ ââîäèëè ïîäêîæíî â

ðàâíûõ äîçàõ 0,03 ìë/êã îäíîêðàòíî â 1 ñóò. Îïðåäåëåíèå

óðîâíÿ ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñîñòîÿëî èç ïîäñ÷åòà

÷èñëà àíòèòåëîïðîäóöåíòîâ (ÀÎÊ) â ñåëåçåíêå ìûøåé è

èíäåêñîâ ñòèìóëÿöèè. Äëÿ ýòîãî ïðîâîäèëè èììóíîôåð-

ìåíòíûé àíàëèç (ÈÔÀ), ðåàêöèþ òîðìîæåíèÿ ãåìàããëþ-

òèíàöèè (ÐÒÃÀ) è àããëþòèíàöèè (ÐÀ) ïî îáùåïðèíÿòûì

ìåòîäèêàì.

Èññëåäîâàíèå îñòðîé òîêñè÷íîñòè ïîëó÷åííîãî òåòðà-

ïåïòèäà ïðîâîäèëè ñîãëàñíî [12] íà 32 çäîðîâûõ áåñïî-

ðîäíûõ áåëûõ ìûøàõ ìàññîé 18 – 24 ã, íàõîäèâøèõñÿ â

îäèíàêîâûõ óñëîâèÿõ êîðìëåíèÿ è ñîäåðæàíèÿ. Êàæäàÿ

ãðóïïà ñîäåðæàëà ïî 8 æèâîòíûõ, ñîîòâåòñòâåííî, 1, 2 è

3 ãðóïïàì ìûøåé ââîäèëè âîäíûé ðàñòâîð òåòðàïåïòèäà

â ôèêñèðîâàííûõ äîçàõ 500, 1000 è 1500 ìêã/êã ïîäêîæ-

íî. Îäíà ïîëîâèíà ïîäãðóïï ñîñòîÿëà èç ñàìöîâ, äðóãàÿ

— èç ñàìîê. Æèâîòíûì 4-é êîíòðîëüíîé ãðóïïû ââîäèëè
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Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàò ÂÝÆÕ çàùèùåííîãî ïåïòèäà.
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Ðèñ. 1. ÂÝÆÕ ñâîáîäíîãî òåòðàïåïòèäà H-Lys-Ala-Val-

Gly-OH.



ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð â òåõ æå îáúåìàõ. Íàáëþäåíèÿ

ïðîâîäèëè íà ïðîòÿæåíèè 14 äíåé. Ïðèåì æèâîòíûìè

âîäû è êîðìà áûë îñòàíîâëåí çà 2 ÷ äî íà÷àëà ýêñïåðè-

ìåíòîâ.

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà ðåçóëüòàòîâ ýêñïåðèìåíòîâ

âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû

ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè (Statgraphics plus 5.1).

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Èñïîëüçîâàíèå ÂÎÑ (òðåò-áóòèëîêñèêàðáîíèëüíàÿ

ãðóïïà) çàùèòû äëÿ ëèçèíà îñëîæíåíî òåì, ÷òî

äè-ÂÎÑ-ëèçèí ïîëó÷àåòñÿ â î÷åíü òðóäíûõ óñëîâèÿõ,

òðåáóþùèõ óñòàíîâëåíèÿ òî÷íîãî çíà÷åíèÿ pÍ ñðåäû.

Êàðáîáåíçîêñèàìèíîêèñëîòû ëåãêî îáðàçóþòñÿ áåç ðàöå-

ìèçàöèè ïðè âçàèìîäåéñòâèè âîäíûõ ðàñòâîðîâ àìèíî-

êèñëîò ñ êàðáîáåíñîõëîðèäîì â ñëàáîùåëî÷íîé ñðåäå

ïðè òåìïåðàòóðå 0…– 5 °C.

Êàðáîáåíçîêñèãðóïïà ìîæåò áûòü ëåãêî îòùåïëåíà: à)

êàòàëèòè÷åñêèì ãèäðèðîâàíèåì ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-

òóðå è àòìîñôåðíûì äàâëåíèè; á) HBr/CÍ3COOH – ðåà-

ãåíòîì ñåëåêòèâíîãî îòùåïëåíèÿ êàðáîáåíçîêñèãðóïïû.

Äèêàðáîáåíçîêñèëèçèí áûë ïîëó÷åí ñ âûõîäîì 79,2 % â

âèäå ìàñëîîáðàçíîãî ïðîäóêòà.

N-Îêñèñóêöèíèìèäíûå ýôèðû àìèíîêèñëîò, íàïðî-

òèâ, èìåþò áîëåå âûñîêèå òåìïåðàòóðû ïëàâëåíèÿ ïî

ñðàâíåíèþ ñ ï-íèòðîôåíîëèâûìè ýôèðàìè. Ñèíòåçèðî-

âàííûå ÂÎÑ-Val-OSu, ÂÎÑ-Ala-OSu è Z2-Lys-OSu ëåãêî

êðèñòàëëèçîâàëèñü ïðè îñàæäåíèè èç èçîïðîïàíîëãåêñà-

íà, ïîëó÷àëèñü õðîìàòîãðàôè÷åñêè ÷èñòûìè è ñ õîðî-

øèì âûõîäîì. Âûõîä ïîëó÷åííûõ îêñèñóêöèíèìèäíîãî

ýôèðà òðåò-áóòèëîêñèêàðáîíèëàëàíèíà è òðåò-áóòèë-

îêñèêàðáîíèëâàëèíà ñîñòàâëÿë ñîîòâåòñòâåííî 92,9 %,

Òïë = 143 – 144 °C; 97,9 %, Òïë = 128 – 129 °C, ÷òî íå ïðî-

òèâîðå÷èò ëèòåðàòóðíûì äàííûì [1]. Òàêæå ïîëó÷åíî

82,6 % îêñèñóêöèíèìèäíîãî ýôèðà äèêàðáîáåíçîêñèëè-

çèíà.

Íà ñëåäóþùåé ñòàäèè ñèíòåçà ïîëó÷èëè ìåòèëîâûé

ýôèð (ÎÌå) òðåò-áóòèëîêñèêàðáîíèëâàëèí ãëèöèíà.

Ïðè âçàèìîäåéñòâèè ïîëó÷åííûõ ïðîèçâîäíûõ àìèíî-

êèñëîò ïîëó÷åí äèïåïòèä BOC-Val-Gly-OÌe ñ âûõîäîì

88,2 % ïðè Òïë = 107 – 111 °C. Òàê êàê ñëåäóþùàÿ àìèíî-

êèñëîòà ïðèñîåäèíÿåòñÿ ê äèïåïòèäó ñ êîíöà, òî ïðåäâà-

ðèòåëüíî ïðîâîäèëè ñíÿòèå ÂÎÑ-çàùèòû ñ äèïåïòèäà ñìå-

ñüþ CF3COOH — àíèçîë (425:75) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-

òóðå. Ïîëíîòó ñíÿòèÿ çàùèòíîé ãðóïïû êîíòðîëèðîâàëè

òîíêîñëîéíîé õðîìàòîãðàôèåé.

Ïåðâîíà÷àëüíî âçàèìîäåéñòâèåì BOC-Ala-OSu è

CF3COOH-Val-Gly-OH áûë îñóùåñòâëåí ñèíòåç òðèïåï-

òèäà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ BOC-Ala-Val-Gly-OH. Ïîëó-

÷åííûé òðèïåïäèä ïîä âîçäåéñòâèåì Z2LysOSu (ïðåäâà-

ðèòåëüíî îñâîáîæäåííûé îò ÂÎÑ-çàùèòû) ïðåäñòàâëÿë

ñîáîé õðîìàòîãðàôè÷åñêè ãðÿçíûé àìîðôíûé ïðîäóêò,

êîòîðûé íå î÷èùàëñÿ îáû÷íûì ìåòîäîì ïåðåîñàæäåíèÿ.

Ýòîò ïåïòèä î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ êîëîíî÷íîé õðîìàòî-

ãðàôèè íà ñèëèêàãåëå 100, 160 (×åõèÿ), ðàçìåð êîëîíêè

16 � 2 ñì. Â êà÷åñòâå ýëþåíòà ïîñëåäîâàòåëüíî èñïîëüçî-

âàëè õëîðîôîðì — ìåòàíîë (1:1). Ïîñëå î÷èñòêè ïåïòèä

ïîëó÷èëñÿ õðîìàòîãðàôè÷åñêè ÷èñòûì ñ âûõîäîì 55 % â

âèäå àìîðôíîãî ïðîäóêòà. Ïåïòèä èäåíòèôèöèðîâàí ñ

ïîìîùüþ ÂÝÆÕ íà ñèëèêàãåëüíîé êîëîíêå ðàçìåðîì

25 � 2,2 ñì, õðîìàòîãðàôè÷åñêàÿ ïîäâèæíîñòü ïðåäñòàâ-

ëåíà íà ðèñ. 1.

Òàê êàê àìèíîêèñëîòà ëèçèí èìååò 2 àìèíîãðóïïû â

ìîëåêóëå, äëÿ åå ñèíòåçà âíà÷àëå áûë ïîëó÷åí äèêàðáî-

áåíçîêñèëèçèí, çàòåì ï-íèòðîôåíèëîâûé ýôèð äèêàðáî-

áåíçîêñèëèçèíà. Ïðåèìóùåñòâî òàêîé ìåòîäèêè ïðèìå-

íåíèÿ àêòèâèðîâàííûõ ýôèðîâ â ïîëó÷åíèè ñâîáîäíîãî

òåòðàïåïòèäà H-Lys-Ala-Val-Gly-OH çàêëþ÷àåòñÿ â òîì,

÷òî áåç âûäåëåíèÿ ïðîèñõîäèò îäíîâðåìåííîå ïîëó÷åíèå

è ñíÿòèå çàùèòíûõ ãðóïï áåç äîïîëíèòåëüíîé ñòàäèè õè-

ìè÷åñêîé ðåàêöèè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ò.å. â áî-

ëåå ëåãêèõ óñëîâèÿõ.

Òàêèì îáðàçîì, óñîâåðøåíñòâîâàíèå ñïîñîáà ïîëó÷å-

íèÿ òåòðàïåïòèäà çàêëþ÷àåòñÿ òàêæå â òîì, ÷òî â ïðîìå-

æóòî÷íûõ ñòàäèÿõ âìåñòî ï-íèòðîôåíýôèðîâ èñïîëüçî-

âàëè N-îêñèñóêñèíèìèäíûå ýôèðû, â ðåçóëüòàòå ïîëó÷è-

ëè êðèñòàëëè÷åñêîå âåùåñòâî ñ áîëåå âûñîêîé ÷èñòîòîé,

à âìåñòî ÂÎÑ (òðåò-áóòèëîêñèêàðáîíèëüíàÿ ãðóïïà) çà-

ùèòû ïðèìåíÿëè êàðáîáåíçîêñèãðóïïó, ïîçâîëèâøóþ

ñíÿòü çàùèòó îáåèõ àìèíîãðóïï â ïðåäåëàõ îäíîé ñòà-

äèè.

Àíàëèç çàùèùåííîãî ïåïòèäà ïðîâåäåí â ñëåäóþùèõ

óñëîâèÿõ: ñêîðîñòü ïîòîêà 4 ìë/ìèí, äåòåêòèðîâàíèå

280 íì â ñèñòåìå À = CHCL3; Á = CH3OH. Ðåçóëüòàò

ÂÝÆÕ ïðèâåäåí íà ðèñ. 2.

Ñèíòåç òåòðàïåïòèäà H-Lys-Ala-Val-Gly-OH îñóùåñò-

âëÿåòñÿ ðÿäîì ðåàêöèé ïîñëåäîâàòåëüíîãî íàðàùèâàíèÿ

ïåïòèäíîé öåïî÷êè, íà÷èíàÿ ñ Ñ-êîíöà (ðèñ. 3).

Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ òåòðàïåïòèäîâ íà òèòðû

àíòèòåë â ñûâîðîòêå êðîâè ìûøåé íà 7 è 14 äåíü ââåäå-

íèÿ ïðèâåäåíû â òàáëèöå.
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Èçìåíåíèå òèòðà àíòèòåë ïîñëå ïðèìåíåíèÿ òåòðàïåïòèäîâ è

èììóíèçàöèåé ÝÁ, log2

Ñðîê,

ñóò

Ãðóïïà

îïûòíàÿ, òåòðàïåïòèäû

êîíòðîëüíàÿ

À Á Â

7 5,10 � 0,2 3,33 � 0,2 3,72 � 0,2 2,82 � 0,1

14 5, 64 � 0,2 3,78 � 0,2 4,06 � 0,2 3,1 � 0,1

Ïðèìå÷àíèå: p < 0,05.

Ðèñ. 3. Ñõåìà ñèíòåçà òåòðàïåïòèäà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ

H-Lys-Ala-Val-Gly-OH.



Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî â òå÷åíèå ñðîêà

èñïûòàíèÿ ïðîèçîøëà àêòèâàöèÿ ãóìîðàëüíîãî èììóí-

íîãî îòâåòà ó ìûøåé, èíäåêñ ñòèìóëÿöèè òåòðàïåïòèäà À

íà 14 äåíü îêàçàëñÿ ðàâíûì 1,8, ó òåòðàïåïòèäà Á — 1,2,

ó òåòðàïåïòèäà Â — 1,3, è ýòî îçíà÷àåò, ÷òî òåòðàïåïòèäû

îáëàäàþò èììóíîñòèìóëèðóþùèìè ñâîéñòâàìè, à íàè-

áîëüøèé èíäåêñ ñòèìóëÿöèè îòìå÷åí ó âûáðàííîãî òåò-

ðàïåïòèäà À.

Ñõîæåñòü ñòðîåíèÿ èçó÷àåìîãî òåòðàïåïòèäà ñ íåéðî-

ïåïòèäîì äàëàðãèí ïðåäïîëàãàåò íàëè÷èå ó íåãî äðóãèõ

ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ýôôåêòîâ. Ïðè èñïûòàíèÿõ íà êðû-

ñàõ ñ òðàâìàòè÷åñêèì ïîâðåæäåíèåì ãîëîâíîãî ìîçãà

ïîêàçàíà åãî ñïîñîáíîñòü ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà àíòè-

òåëîîáðàçîâàíèÿ â ñåëåçåíêå â 2 ðàçà, ïðè òàêèõ æå ïðàê-

òè÷åñêè äîçàõ (15 ìêã/êã) è ïîõîæèõ ñïîñîáàõ (âíóòðè-

áðþøèííî) ââåäåíèÿ [13]. Î òàêîé áëèçîñòè ñâîéñòâ

ìîæíî ãîâîðèòü è â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî àìèíîêèñëîòíàÿ ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòü äàëàðãèíà ñîñòîèò èç 6 îñòàòêîâ àìè-

íîêèñëîò: Tyr-D-Ala-Gly-Phe- Leu-Arg (ïðîòèâ 4 îñòàòêîâ

àìèíîêèñëîò ó èñêîìîãî òåòðàïåïòèäà). Ïîñëåäíåå ñðàâ-

íåíèå ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ïåï-

òèäîâ çàâèñèò òàêæå è îò êîëè÷åñòâà àìèíîêèñëîòíûõ

îñòàòêîâ â èõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ïî ìåðå óñëîæíåíèÿ

ñòðóêòóðû ñóáñòðàòà óâåëè÷èâàåòñÿ ñïåöèôè÷íîñòü åãî

äåéñòâèÿ [14]. Â ýòîé ñâÿçè ïðè îäèíàêîâûõ óñëîâèÿõ

ýêñïåðèìåíòà áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü äàëàðãèíà

äîëæíà áûòü âûøå, ÷åì âûáðàííîãî íàìè òåòðàïåïòèäà.

Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ïîêàçàëè, ÷òî âñëåä çà ââåäå-

íèåì òåòðàïåïòèäà è íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ñðîêà íàáëþ-

äåíèÿ â îáùåì ñîñòîÿíèè è ïîâåäåíèè æèâîòíûõ íèêà-

êèõ èçìåíåíèé íå îòìå÷åíî, òàêæå íå çàôèêñèðîâàíû

ñëó÷àè ãèáåëè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ, ò.å. ïðè

ïîäêîæíîì ââåäåíèè â äîçàõ 500, 1000 è 1500 ìêã/êã ïî-

ëó÷åííûé òåòðàïåïòèä íå îêàçûâàë òîêñè÷åñêîãî äåéñò-

âèÿ. Ïîñêîëüêó ïðè èçó÷àåìûõ äîçàõ íå ïðåäñòàâèëîñü

âîçìîæíûì äîñòèãíóòü äîçû ËÄ50, ïîëó÷åííîå ñîåäèíå-

íèå ñîîòâåòñòâóåò 5 êëàññó òîêñè÷íîñòè, òî åñòü ïðàêòè-

÷åñêè íåòîêñè÷íî [15].

Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâàíèè ïðîâåäåííûõ ýêñïåðè-

ìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé óñòàíîâëåíî, ÷òî ñèíòåçèðî-

âàííûå ëèçèíñîäåðæàùèå òåòðàïåïòèäû ÿâëÿþòñÿ ïðàê-

òè÷åñêè íåòîêñè÷íûìè ñîåäèíåíèÿìè â äèàïàçîíå èññëå-

äîâàííûõ äîç, à ñðåäè íèõ òåòðàïåïòèä

H-Lys-Ala-Val-Gly-OH ïðîÿâëÿåò íàèáîëüøóþ èììóíî-

ëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ÷òî äåëàåò åãî ïåðñïåêòèâíûì

äëÿ äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.
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SYNTHESIS AND PHARMACOLOGICAL PROPERTIES OF POTENTIALLY

IMMUNOACTIVE LYSINE-CONTAINING TETRAPEPTIDE
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The synthesis of potentially immunoactive lysine-containing tetrapeptide H-Lys-Ala-Val-Gly-OH is described. Good prospects of using the proposed method involving

mixed anhydrides and activated esters, ensuring a high yield of the target tetrapeptide, are shown. The method of peptide synthesis was improved by the use of N-oxy-

succinimide esters in intermediate stages instead of p-nitrophen ester (which resulted in obtaining a crystalline target substance of higher purity), and by replacing the

tert-butyloxycarbonyl (BOC) group protecting the carbobenzoxy group with carbobenzoxy group (which removed the protection from both amino groups) under relati-

vely soft conditions. A comparative evaluation of the immunological activity of this tetrapeptide against the background of using the EB vaccine in mice showed a more

pronounced immunostimulating activity of the obtained tetrapeptide. The study of acute and chronic toxicity revealed the absence of toxic effects of the lysine-contai-

ning tetrapeptide administered subcutaneously to experimental animals. It was found that the obtained tetrapeptide belongs to the 5th class of toxicity (i.e., is almost

non-toxic).

Keywords: amino acids; peptide bioregulators; lysine; synthesis of peptides; immunoactivity; acute toxicity.
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