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Ïåïòèä 612—627 ðåöåïòîðà òèðåîòðîïíîãî ãîðìîíà è åãî ìîäèôèöèðîâàííûå àíàëîãè

Ðåãóëÿöèÿ ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ùèòîâèäíîé æåëåçû îñóùåñòâëÿåòñÿ òèðåîòðîïíûì ãîðìî-
íîì (ÒÒÃ) ÷åðåç ïîñðåäñòâî ðåöåïòîðà ÒÒÃ (ÒÒÃÐ). Ýòîò ðåöåïòîð ñîïðÿæåí ñ ðàçëè÷íûìè òèïàìè
G-áåëêîâ, â òîì ÷èñëå ñ Gs-áåëêàìè, ÷åðåç êîòîðûå ÒÒÃ ñòèìóëèðóåò àêòèâíîñòü ôåðìåíòà àäåíèëàò-
öèêëàçû (ÀÖ). Ïîñêîëüêó ïðèìåíåíèå ÒÒÃ â ìåäèöèíå îãðàíè÷åííî, âåäåòñÿ ðàçðàáîòêà ñåëåêòèâíûõ
ðåãóëÿòîðîâ ÒÒÃÐ ñ àêòèâíîñòüþ àãîíèñòîâ è àíòàãîíèñòîâ. Îäíèì èç ïîäõîäîâ ê èõ ñîçäàíèþ ÿâëÿåòñÿ
ðàçðàáîòêà ïåïòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ôóíêöèîíàëüíî âàæíûì ó÷àñòêàì ÒÒÃÐ, êîòîðûå ëîêàëèçîâàíû
â åãî öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïåòëÿõ è âîâëå÷åíû â ñâÿçûâàíèå è àêòèâàöèþ G-áåëêîâ. Íàìè áûëè ñèíòåçè-
ðîâàíû ïåïòèä, ñîîòâåòñòâóþùèé Ñ-êîíöåâîìó ó÷àñòêó 612—627 òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëè
ÒÒÃÐ, è åãî ïðîèçâîäíûå, ìîäèôèöèðîâàííûå îñòàòêàìè ïàëüìèòèíîâîé êèñëîòû (ñ N- èëè C-êîíöà)
èëè ïîëèëèçèíîâûì äåíäðèìåðîì (ñ N-êîíöà), è èçó÷åíî èõ âëèÿíèå íà áàçàëüíóþ è ñòèìóëèðîâàííóþ
ÒÒÃ àêòèâíîñòü ÀÖ âî ôðàêöèÿõ ìåìáðàí, âûäåëåííûõ èç ùèòîâèäíîé æåëåçû êðûñ. Íàèáîëåå àêòèâ-
íûì áûë ïåïòèä 612—627-K(Pal)A, ìîäèôèöèðîâàííûé ïàëüìèòàòîì ñ Ñ-êîíöà, ãäå â ÒÒÃÐ ðàñïîëîæåí
ãèäðîôîáíûé òðàíñìåìáðàííûé ó÷àñòîê. Â ìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ îí ïîâûøàë àêòèâíîñòü ÀÖ
è ñíèæàë ñòèìóëèðóþùåå ÀÖ âëèÿíèå ÒÒÃ. Äåéñòâèå 612—627-K(Pal)A áûëî íàïðàâëåíî íà ãîìîëî-
ãè÷íûé åìó ÒÒÃÐ, íà ÷òî óêàçûâàþò ñëåäóþùèå ôàêòû: âûêëþ÷åíèå Gs-áåëêîâ, íèæåëåæàùåãî êîìïî-
íåíòà ÀÖ ñèñòåìû, ñ ïîìîùüþ îáðàáîòêè ìåìáðàí õîëåðíûì òîêñèíîì áëîêèðîâàëî ÀÖ äåéñòâèå ïåï-
òèäà, è ýòîò ýôôåêò íå âûÿâëÿëñÿ â òêàíÿõ, ãäå îòñóòñòâóþò ÒÒÃÐ, ïåïòèä ñóùåñòâåííî íå âëèÿë íà ñòè-
ìóëèðóþùèå ÀÖ ýôôåêòû ãîðìîíîâ, äåéñòâóþùèõ ÷åðåç äðóãèå ðåöåïòîðû. Íåìîäèôèöèðîâàííûé
ïåïòèä è ïåïòèä ñ N-êîíöåâûì äåíäðèìåðîì çíà÷èòåëüíî óñòóïàëè 612—627-K(Pal)A ïî ñïîñîáíîñòè
àêòèâèðîâàòü ÀÖ â ùèòîâèäíîé æåëåçå, â òî âðåìÿ êàê ïåïòèä, ìîäèôèöèðîâàííûé ïàëüìèòàòîì ñ
N-êîíöà, áûë íåàêòèâåí. Â òî æå âðåìÿ ïåïòèä, ìîäèôèöèðîâàííûé äåíäðèìåðîì, áûë ñîïîñòàâèì ñ
612—627-K(Pal)A ïî ñïîñîáíîñòè èíãèáèðîâàòü ÀÖ äåéñòâèå ÒÒÃ, íî ïðè ýòîì îí, õîòÿ è â ìåíüøåé
ñòåïåíè, ñíèæàë ÀÖ äåéñòâèå äðóãèõ ãîðìîíîâ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î åãî íèçêîé ðåöåïòîðíîé ñïåöè-
ôè÷íîñòè. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà âûñîêóþ ýôôåêòèâíîñòü ïåïòèäà
612—627-K(Pal)A êàê ðåãóëÿòîðà ÒÒÃÐ è íà ïåðñïåêòèâû ñîçäàíèÿ íà åãî îñíîâå ïðåïàðàòîâ äëÿ êîíò-
ðîëÿ ôóíêöèé ùèòîâèäíîé æåëåçû â óñëîâèÿõ ïàòîëîãèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òèðåîòðîïíûé ãîðìîí, ðåöåïòîð òèðåîòðîïíîãî ãîðìîíà, òðåòüÿ öèòîïëàçìà-
òè÷åñêàÿ ïåòëÿ, ïåïòèä, àäåíèëàòöèêëàçà, ãåòåðîòðèìåðíûé G-áåëîê, ùèòîâèäíàÿ æåëåçà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÖ — àäåíèëàòöèêëàçà, ÀÖÑÑ — àäåíèëàòöèêëàçíàÿ ñèãíàëüíàÿ ñèñ-
òåìà, ÃÈÄÔ — ãóàíèëèëèìèäîäèôîñôàò, ÊÒ — êîêëþøíûé òîêñèí, ÒÒÃ — òèðåîòðîïíûé ãîðìîí,
ÒÒÃÐ — ðåöåïòîð òèðåîòðîïíîãî ãîðìîíà, ÕÒ — õîëåðíûé òîêñèí, Boc — Na-òðåò-áóòèëîêñèêàðáî-
íèë, GPCR — G protein-coupled receptor, PACAP-38 — pituitary adenylyl cyclase-activating polypeptide-38,
Pal — ïàëüìèòàò.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ çàáîëåâàíèÿ ùèòîâèäíîé æåëåçû
íàðÿäó ñ ñàõàðíûì äèàáåòîì è áîëåçíÿìè ñåðäå÷íî-ñîñó-
äèñòîé ñèñòåìû ÿâëÿþòñÿ ñàìûìè ðàñïðîñòðàíåííûìè â
ìèðå. Îäíîé èç êëþ÷åâûõ ïðè÷èí ýòèõ çàáîëåâàíèé ÿâëÿ-
åòñÿ íàðóøåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ýòîãî îðãàíà ê ÒÒÃ, êî-
òîðûé âûðàáàòûâàåòñÿ òèðåîòðîôàìè ïåðåäíåé äîëè ãè-
ïîôèçà â îòâåò íà èõ ñòèìóëÿöèþ ðèëèçèíã-ôàêòîðîì
ÒÒÃ — òèðîëèáåðèíîì — è ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ðåãóëÿòî-
ðîì ñèíòåçà è ñåêðåöèè òèðåîèäíûõ ãîðìîíîâ ôîëëèêó-
ëÿðíûìè êëåòêàìè ùèòîâèäíîé æåëåçû (Farid, Szkudlins-
ki, 2004). Èçìåíåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ýòèõ êëåòîê ê ÒÒÃ

ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî ìóòàöèÿìè â ðåöåïòîðå ÒÒÃ
(ÒÒÃÐ), ñ êîòîðûì ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàåòñÿ ãîðìîí.
Ýòè ìóòàöèè âûçûâàþò ïåðåõîä ÒÒÃÐ â ãèïåðàêòèâèðî-
âàííîå, íå÷óâñòâèòåëüíîå ê äåéñòâèþ ÒÒÃ ñîñòîÿíèå
èëè, íàïðîòèâ, ñíèæàþò ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ðå-
öåïòîðà, ÷òî âûðàæàåòñÿ â îñëàáëåíèè ïåðåäà÷è ãåíåðè-
ðóåìîãî ÒÒÃ ñèãíàëà ê âíóòðèêëåòî÷íûì ýôôåêòîðíûì
áåëêàì. Ãèïåðàêòèâàöèÿ ÒÒÃÐ ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì
ñâÿçûâàíèÿ ñ íèì ñòèìóëèðóþùèõ àíòèòåë, êîòîðûå âû-
ðàáàòûâàþòñÿ íà âíåêëåòî÷íûå ó÷àñòêè ðåöåïòîðà. ÒÒÃÐ
îòíîñèòñÿ ê ñåìåéñòâó ñîïðÿæåííûõ ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè
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G-áåëêàìè ðåöåïòîðîâ (G protein-coupled receptor, GPCR),
êîòîðûå ñåìü ðàç ïðîíèçûâàþò ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðà-
íó è èìåþò ñåìü òðàíñìåìáðàííûõ ó÷àñòêîâ, ôîðìèðóþ-
ùèõ òðàíñìåìáðàííûé êàíàë è ñîåäèíåííûõ ìåæäó ñî-
áîé òðåìÿ âíåêëåòî÷íûìè è òðåìÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèìè
ïåòëÿìè. Íàðÿäó ñ ýòèì ÒÒÃÐ èìååò çíà÷èòåëüíûé ïî
ðàçìåðó âíåêëåòî÷íûé N-êîíöåâîé äîìåí (ýêòîäîìåí), â
êîòîðîì ëîêàëèçîâàí ñàéò âûñîêîàôôèííîãî ñâÿçûâàíèÿ
ÒÒÃ (Szkudlinski et al., 2002). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â
áîëüøèíñòâå GPCR ëèãàíäñâÿçûâàþùèé ñàéò ðàñïî-
ëîæåí âíóòðè òðàíñìåìáðàííîãî êàíàëà, à N-êîíöåâîé
ó÷àñòîê ñðàâíèòåëüíî íåáîëüøîé. Ýêòîäîìåí â ðåöåïòî-
ðå ÒÒÃÐ âûïîëíÿåò ôóíêöèþ èíãèáèòîðà àêòèâíîñòè ðå-
öåïòîðà, è åãî ñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå ñ ãîðìîíîì
ïðèâîäèò ê ñíÿòèþ èíãèáèðóþùåãî ýôôåêòà, â ðåçóëüòà-
òå ÷åãî íàáëþäàåòñÿ àêòèâàöèÿ ÒÒÃÐ è ñîïðÿæåííûõ ñ
íèì G-áåëêîâ è âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ.
Áîëüøèíñòâî áèîëîãè÷åñêèõ ýôôåêòîâ ÒÒÃ ðåàëèçóåò ÷å-
ðåç äâà òèïà G-áåëêîâ — Gs-áåëêè, êîòîðûå ñòèìóëèðóþ-
ùèì ñïîñîáîì ñîïðÿæåíû ñ ôåðìåíòîì àäåíèëàòöèêëà-
çîé (ÀÖ) è îïîñðåäóþò àêòèâàöèþ öÀÌÔ-çàâèñèìûõ
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, è Gq/11-áåëêè, ÷åðåç ïîñðåä-
ñòâî êîòîðûõ îñóùåñòâëÿåòñÿ ñòèìóëÿöèÿ ôîñôîëèïàçû
Ñ, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíò-
ðàöèè êàòèîíîâ êàëüöèÿ è àêòèâàöèè êàëüöèéçàâèñèìûõ
ýôôåêòîðíûõ áåëêîâ (Claus et al., 2006; Kleinau et al.,
2010).

Ïîñêîëüêó ÒÒÃÐ çàíèìàåò öåíòðàëüíîå ìåñòî â ðåãó-
ëÿöèè ôóíêöèé ùèòîâèäíîé æåëåçû è âñåé ãèïîòàëàìî-
ãèïîôèçàðíî-òèðåèîäíîé îñè, ðàçðàáîòêà ñåëåêòèâíûõ
ðåãóëÿòîðîâ ýòîãî ðåöåïòîðà ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç àêòóàëü-
íûõ ïðîáëåì ñîâðåìåííîé ìîëåêóëÿðíîé ýíäîêðèíîëî-
ãèè. Ïðèìåíåíèå ÒÒÃ â êà÷åñòâå òàêîãî ðåãóëÿòîðà îãðà-
íè÷åíî åãî âûñîêèì îíêîãåííûì ïîòåíöèàëîì, áûñòðûì
íàðàñòàíèåì ðåçèñòåíòíîñòè ê íåìó òêàíåé ùèòîâèäíîé
æåëåçû, èììóíîãåííîñòüþ è âûñîêîé ñòîèìîñòüþ. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ðåêîìáèíàíòíûé ÒÒÃ ïðèìåíÿåòñÿ òîëüêî
äëÿ äèàãíîñòèêè è êðàòêîâðåìåííîé òåðàïèè äèôôåðåí-
öèðîâàííîãî ðàêà ùèòîâèäíîé æåëåçû è äëÿ ïðåäâàðè-
òåëüíîé îáðàáîòêè ïàöèåíòîâ ñ äîáðîêà÷åñòâåííûì ìíî-
ãîóçëîâûì çîáîì ñ öåëüþ ïîâûñèòü ïîãëîùåíèå ðàäèîàê-
òèâíîãî èîäà (Duntas, Cooper, 2008; Fast et al., 2009; Giusti
et al., 2009).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñ ïðàêòè÷åñêîé òî÷êè çðåíèÿ
íàèáîëåå âàæíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ñîçäàíèå ïðåïàðàòîâ,
êîòîðûå îáëàäàþò ñâîéñòâàìè àíòàãîíèñòîâ ÒÒÃÐ. Òàêèå
ïðåïàðàòû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ëå÷åíèÿ ðàêà
ùèòîâèäíîé æåëåçû, à òàêæå äëÿ áëîêèðîâàíèÿ ñòèìóëÿ-
öèè ÒÒÃÐ àíòèòåëàìè, ÷òî ÿâëÿåòñÿ íåïîñðåäñòâåííîé
ïðè÷èíîé áîëåçíè Ãðåéâñà è àóòîèììóííîãî òèðåîèäèòà.
Îäíèì èç íàïðàâëåíèé äëÿ ñîçäàíèÿ ðåãóëÿòîðîâ ÒÒÃÐ ñ
àêòèâíîñòüþ àãîíèñòîâ è àíòàãîíèñòîâ ÿâëÿåòñÿ ðàçðà-
áîòêà íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ëèãàíäîâ, ñïåöèôè÷åñêè âçàè-
ìîäåéñòâóþùèõ ñ àëëîñòåðè÷åñêèì ñàéòîì ÒÒÃÐ, êîòî-
ðûé ðàñïîëîæåí â òðàíñìåìáðàííîì êàíàëå ðåöåïòîðà è
îñòàåòñÿ ñâîáîäíûì ïðè åãî ñâÿçûâàíèè ñ ÒÒÃ (Jaschke
et al., 2006; Neumann et al., 2009; Øïàêîâ, Øïàêîâà, 2010;
Gershengorn, Neumann, 2012).

Äðóãîé ïîäõîä ñîñòîèò â ðàçðàáîòêå ñåëåêòèâíûõ ðå-
ãóëÿòîðîâ ÒÒÃÐ íà îñíîâå ñèíòåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ, ñîîò-
âåòñòâóþùèõ ôóíêöèîíàëüíî âàæíûì ó÷àñòêàì öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ ïåòåëü ýòîãî ðåöåïòîðà (Covic et al.,
2007; Miller et al., 2009; Shpakov, Pertseva, 2007; Shpakov,
2011a, 2011b, 2013; Tressel et al., 2011). Ðàíåå ýòîò ïîäõîä
áûë óñïåøíî ïðèìåíåí äëÿ ñîçäàíèÿ ïåïòèäîâ, ïðîèçâîä-

íûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïåòåëü ðàçëè÷íûõ òèïîâ GPCR,
â òîì ÷èñëå ðåöåïòîðîâ ëþòåèíèçèðóþùåãî è ôîëëèêó-
ëîñòèìóëèðóþùåãî ãîðìîíîâ (Grasso et al., 1995; Mukher-
jee et al., 1999; Shpakov et al., 2011), êîòîðûå ñõîäíû ñ
ÒÒÃÐ ïî ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè è ìå-
õàíèçìó àêòèâàöèè (Øïàêîâ, 2009á; Kleinau, Krause,
2009). Íàèáîëåå àêòèâíûìè áûëè ïåïòèäû, ñîîòâåòñòâó-
þùèå âòîðîé è òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ïåòëÿì,
êîòîðûå èãðàþò îïðåäåëÿþùóþ ðîëü âî âçàèìîäåéñòâèè
ðåöåïòîðîâ ñ G-áåëêàìè è â ïåðåäà÷å ãîðìîíàëüíîãî
ñèãíàëà ê âíóòðèêëåòî÷íûì ýôôåêòîðíûì áåëêàì (Øïà-
êîâ, 2002, 2003). Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî ìîäèôèêàöèÿ
GPCR-ïåïòèäîâ ãèäðîôîáíûìè ðàäèêàëàìè — ôðàãìåí-
òàìè òðàíñìåìáðàííûõ ó÷àñòêîâ èëè ñõîäíûìè ñ íèìè
ïî ôèçèêî-õèìè÷åñêèì ñâîéñòâàì îñòàòêàìè æèðíûõ
êèñëîò — â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïîâûøàåò ýôôåêòèâ-
íîñòü è ñåëåêòèâíîñòü èõ äåéñòâèÿ íà ãîðìîíàëüíûå ñèã-
íàëüíûå ñèñòåìû (Covic et al., 2002a, 2007; Shpakov, Pert-
seva, 2007; Miller et al., 2009; Shpakov, 2011a; Tressel et al.,
2011; O’Callaghan et al., 2012). Òàêèå ëèïîôèëüíûå ïðîèç-
âîäíûå GPCR-ïåïòèäîâ áûëè íàçâàíû ïåïäóöèíàìè (Co-
vic et al., 2002a). Ãèäðîôîáíûå ðàäèêàëû ìèìèêðèðóþò
òðàíñìåìáðàííûå ó÷àñòêè ðåöåïòîðà è, êàê ïîêàçàíî
íàìè íà ïðèìåðå ïåïòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ òðåòüåé
öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëå ðåöåïòîðà ëþòåèíèçèðóþùå-
ãî ãîðìîíà, äîëæíû ðàñïîëàãàòüñÿ â òîì ëîêóñå
GPCR-ïåïòèäà, ãäå â ïîëíîðàçìåðíîì ðåöåïòîðå ðàñïî-
ëîæåí òðàíñìåìáðàííûé ó÷àñòîê (Øïàêîâà, Øïàêîâ,
2013). Ãèäðîôîáíûé ðàäèêàë îáåñïå÷èâàåò ïðîíèêíîâå-
íèå GPCR-ïåïòèäà ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó ê
âíóòðèêëåòî÷íûì áåëêàì-ìèøåíÿì èõ ðåãóëÿòîðíîãî
äåéñòâèÿ è åãî ôèêñàöèþ â ìåìáðàíå, ÷òî îáëåã÷àåò âçàè-
ìîäåéñòâèå GPCR-ïåïòèäà ñ êîìïëåìåíòàðíûìè åìó
ó÷àñòêàìè ðåöåïòîðà è G-áåëêà.

Äðóãèì ïîäõîäîì, îáëåã÷àþùèì ìåìáðàííûé òðàíñ-
ïîðò ïåïòèäîâ è äðóãèõ áèîìîëåêóë, ÿâëÿåòñÿ èõ ìîäè-
ôèêàöèÿ ïîëèêàòèîííûìè ïåïòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòÿìè — ëèíåéíûìè ëèáî ðàçâåòâëåííûìè (Øïàêîâ,
2009à; Shpakov, 2010). Îäíàêî èññëåäîâàíèé áèîëîãè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè òàêèõ ïðîèçâîäíûõ GPCR-ïåïòèäîâ äî
íàñòîÿùåãî âðåìÿ íå ïðîâîäèëîñü.

Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ñèíòåçèðî-
âàííûõ íàìè ïåïòèäîâ, ïðîèçâîäíûõ Ñ-êîíöåâîãî ó÷àñò-
êà òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëè ÒÒÃÐ, íà ôóíêöèî-
íàëüíóþ àêòèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçíîé ñèãíàëüíîé ñèñ-
òåìû (ÀÖÑÑ) â ìåìáðàíàõ ùèòîâèäíîé æåëåçû êðûñ.
Áûëè èçó÷åíû íåìîäèôèöèðîâàííûé ïåïòèä Gln-Tyr-
Asn-Pro-Arg-Asp-Lys-Asp-Thr-Lys-Ile-Ala-Lys-Arg-Nle-
Ala6Gl—627-àìèä, åãî ïðîèçâîäíûå, ìîäèôèöèðîâàííûå
C16-ïàëüìèòîèëüíûìè îñòàòêàìè, à òàêæå àíàëîã, ìîäè-
ôèöèðîâàííûé ñ N-êîíöà ïîëèêàòèîííûì ïîëèëèçèíî-
âûì äåíäðèìåðîì. Äëÿ ïðîâåðêè íàøåé ãèïîòåçû î òîì,
÷òî àêòèâíûìè ÿâëÿþòñÿ òîëüêî òå ïåïäóöèíû, êîòîðûå
èìåþò ãèäðîôîáíûé ðàäèêàë, ìèìèêðèðóþùèé òðàíñ-
ìåìáðàííûé ó÷àñòîê, áûëè ñèíòåçèðîâàíû äâà ïàëüìè-
òîèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ: ïåïòèä, ìîäèôèöèðîâàííûé ñ
Ñ-êîíöà, êîòîðûé íåïîñðåäñòâåííî ãðàíè÷èò ñ øåñòûì
òðàíñìåìáðàííûì ó÷àñòêîì ðåöåïòîðà, è ïåïòèä, ìîäè-
ôèöèðîâàííûé ñ N-êîíöà, êîòîðûé íå êîíòàêòèðóåò ñ
òðàíñìåìáðàííûì ó÷àñòêîì. Ïðèñîåäèíåíèå äåíäðèìå-
ðà ê ïåïòèäó îñóùåñòâëÿëè äëÿ òîãî, ÷òîáû èññëåäîâàòü,
êàê òàêàÿ ìîäèôèêàöèÿ, ïîâûøàþùàÿ ïðîíèöàåìîñòü
ïåïòèäà ÷åðåç ìåìáðàíó, ñêàæåòñÿ íà åãî áèîëîãè÷åñêîé
àêòèâíîñòè. Äëÿ îöåíêè òêàíåâîé è ðåöåïòîðíîé ñïåöè-
ôè÷íîñòè äåéñòâèÿ ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ èçó÷àëè èõ âëèÿíèå

Ïåïòèä 612—627 ðåöåïòîðà òèðåîòðîïíîãî ãîðìîíà è åãî ìîäèôèöèðîâàííûå àíàëîãè 527



íà ÀÖÑÑ â ìîçãå è ìèîêàðäå, à òàêæå íà ñòèìóëèðóþ-
ùèå ÀÖ ýôôåêòû ãîðìîíîâ, äåéñòâèå êîòîðûõ ðåàëèçó-
åòñÿ ÷åðåç ðåöåïòîðû, îòëè÷íûå îò ÒÒÃÐ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à õ ñ æ è â î ò í û ì è èñïîëüçîâàëè
5—6-ìåñÿ÷íûõ ñàìöîâ êðûñ ïîðîäû Wistar, êîòîðûõ ñî-
äåðæàëè íà ñòàíäàðòíîì ðàöèîíå. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâî-
äèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïîëîæåíèÿìè Ðîññèéñêîãî íàöèî-
íàëüíîãî êîìèòåòà ïî áèîýòèêå ÐÀÍ è ñ ìåæäóíàðîäíû-
ìè íîðìàìè ïî áèîýòèêå «Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals».

Ï å ï ò è ä û ñ è í ò å ç è ð î â à ë è ìåòîäîì àêòèâèðî-
âàííûõ ýôèðîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàðà-ìåòèëáåíçãèäðè-
ëàìèííîé ñìîëû (åìêîñòü 1.16 ììîëü/ã, 200—400 ìåø) è
çàùèùåííûõ N?-òðåò-áóòèëîêñèêàðáîíèëüíûìè (Boc)
ãðóïïàìè ïðîèçâîäíûõ àìèíîêèñëîò (òàáë. 1). Ðàñòâîð
1-îêñèáåíçîòðèàçîëèëîâîãî ýôèðà Boc-çàùèùåííîé àìè-
íîêèñëîòû, ïîëó÷åííûé ñ ïîìîùüþ N,N-äèèçîïðîïèë-
êàðáîäèèìèäà, äîáàâëÿëè ê ïåïòèäèë-ïîëèìåðó ñî ñâî-
áîäíûìè àìèíîãðóïïàìè, èñïîëüçóÿ äëÿ äîñòèæåíèÿ
ïîëíîòû ïðîòåêàíèÿ ðåàêöèè òðåõêðàòíûé èçáûòîê àöè-
ëèðóþùåãî àãåíòà. Äåáëîêèðîâàíèå è ñíÿòèå ïåïòèäà ñ
ïîëèìåðíîãî íîñèòåëÿ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ 0.1 Ì ðàñ-
òâîðà òðèôòîðìåòàíñóëüôîêèñëîòû â òðèôòîðóêñóñíîé
êèñëîòå â ïðèñóòñòâèè òèîàíèçîëà è ýòàíäèòèîëà â òå-
÷åíèå 2 ÷. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ðàçáàâëÿëè îõëàæäåííûì
äèýòèëîâûì ýôèðîì, îñàäîê îòôèëüòðîâûâàëè. Ïåïòèä
îòäåëÿëè îò ïîëèìåðà ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðåíèÿ â òðèôòî-
ðóêñóñíîé êèñëîòå è ïîâòîðíîãî îñàæäåíèÿ â äèýòèëî-
âîì ýôèðå. Âûïàâøèé ïðîäóêò îòôèëüòðîâûâàëè, ïðîìû-
âàëè ýôèðîì è âûñóøèâàëè ïîä âàêóóìîì. Äëÿ ñèíòåçà
ïåïòèäà 612—627-K(Pal)A â ïåïòèäíóþ öåïü ñ Ñ-êîíöà
ââîäèëè îñòàòîê ïàëüìèòèíîâîé êèñëîòû. Äëÿ ýòîãî
ïðåäâàðèòåëüíî ñèíòåçèðîâàëè ïàëüìèòîèëèðîâàííîå
ïðîèçâîäíîå ëèçèíà, êîòîðîå ïîëó÷àëè êîíäåíñàöèåé ëè-
çèíà, èìåþùåãî ñâîáîäíóþ a-àìèíîãðóïïó, ñ ïåíòàôòîð-
ôåíèëîâûì ýôèðîì ïàëüìèòèíîâîé êèñëîòû â ïðèñóòñò-
âèè òðèýòèëàìèíà. Ïåïòèä 3, ìîäèôèöèðîâàííûé îñòàò-
êîì ïàëüìèòèíîâîé êèñëîòû ñ N-êîíöà, ïîëó÷àëè åãî
àöèëèðîâàíèåì ïî ñâîáîäíîé àìèíîãðóïïå N-êîíöåâîé
àìèíîêèñëîòû ñ ïîìîùüþ 1-îêñèáåíçîòðèàçîëèëîâîãî
ýôèðà ïàëüìèòèíîâîé êèñëîòû. Ìîäèôèöèðîâàííûé
äåíäðèìåðîì ïåïòèä polyLys-612—627 ïîëó÷àëè ââåäå-
íèåì â ïåïòèäíóþ öåïü äè-òðåò-áóòèëîêñèêàðáîíèëëè-
çèíà ñ öåëüþ ñîçäàíèÿ íà N-êîíöå òî÷êè âåòâëåíèÿ äëÿ

äàëüíåéøåãî êîíñòðóèðîâàíèÿ ïîëèëèçèíîâîãî äåíäðè-
ìåðà.

Ï å ï ò è ä û î ÷ è ù à ë è ïðåäâàðèòåëüíî ñ ïîìîùüþ
ãåëüïðîíèêàþùåé õðîìàòîãðàôèè íà êîëîíêå ñ ñåôàäåê-
ñîì G-10 â 50%-íîé óêñóñíîé êèñëîòå. Äàëüíåéøóþ î÷è-
ñòêó ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ.
Ñòðóêòóðó ïåïòèäîâ ïîäòâåðæäàëè ñ ïîìîùüþ ESI
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ (òàáë. 1).

Ä ë ÿ î ï ð å ä å ë å í è ÿ à ê ò è â í î ñ ò è ÀÖ èñïîëüçî-
âàëè [a-32P]ÀÒÔ (150 ÃÁê/ììîëü) (Âñåðåãèîíàëüíîå îáú-
åäèíåíèå «Èçîòîï», Ðîññèÿ), äëÿ ðàçäåëåíèÿ ìå÷åíûõ
àäåíèíîâûõ íóêëåîòèäîâ ïðîâîäèëè êîëîíî÷íóþ õðîìà-
òîãðàôèþ íà íåéòðàëüíîé îêèñè àëþìèíèÿ (Sigma-Ald-
rich, ÑØÀ).

Â û ä å ë å í è å ô ð à ê ö è é ì å ì á ð à í èç ùèòîâèäíîé
æåëåçû êðûñ ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó (Heyma, Harrison,
1984), ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè. Òêàíè ùèòîâèäíîé
æåëåçû ïðîìûâàëè â îõëàæäåííîì äî 4 °C 40 ìÌ
Tris-HCl-áóôåðå (pH 7.4), êîòîðûé ñîäåðæàë 5 ìÌ MgCl2

(áóôåð À), çàòåì èçìåëü÷àëè è ãîìîãåíèçèðîâàëè ñ ïîìî-
ùüþ Ïîëèòðîíà â 10 îáúåìàõ áóôåðà À, ñîäåðæàùåãî
êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç — 500 ìêÌ O-ôåíàíòðî-
ëèíà, 2 ìêÌ ïåïñòàòèíà è 100 ìêM ôåíèëìåòèëñóëüôî-
íèëôòîðèäà. Ãîìîãåíàò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 500 g â
òå÷åíèå 15 ìèí. Îñàäîê îòáðàñûâàëè, à ïîëó÷åííûé ñó-
ïåðíàòàíò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 10 000 g â òå÷åíèå
30 ìèí. Ôðàêöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí èç ìèîêàðäà è
òêàíåé ìîçãà (êîðû, ãèïïîêàìïà è ñòðèàòóìà) êðûñ ïîëó-
÷àëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Shpakov et al., 2010, 2011).
Ïîëó÷åííûå ìåìáðàíû ðåñóñïåíäèðîâàëè â 50 ìÌ
Tris-HCl-áóôåðå (pH 7.4) è èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ àêòèâíîñòè ÀÖ.

Àêòèâíîñòü ÀÖ îïðåäåëÿëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Shpa-
kov et al., 2010). Èíêóáàöèþ ôðàêöèé ìåìáðàí â ðåàêöè-
îííîé ñìåñè ïðîâîäèëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 12 ìèí. Àê-
òèâíîñòü ÀÖ îöåíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó öÀÌÔ, êîòîðûé
ïîëó÷àëñÿ â õîäå ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè, è âûðàæàëè
â ïìîëü öÀÌÔ çà 1 ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà. Áà-
çàëüíóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà èçìåðÿëè â îòñóòñòâèå
ïåïòèäîâ è ãîðìîíîâ. Ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ÒÒÃÐ-ïåï-
òèäîâ íà àêòèâíîñòü ÀÖ ìåìáðàííûå ôðàêöèè ïðåèíêó-
áèðîâàëè ñ ïåïòèäîì èëè åãî ðàñòâîðèòåëåì â òå÷åíèå
10 ìèí ïðè 4 °C.

À Ä Ô - ð è á î ç è ë è ð î â à í è å ô ð à ê ö è é ì å ì á -
ð à í ùèòîâèäíîé æåëåçû ñ áàêòåðèàëüíûìè òîêñèíàìè
ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Shpakov et al., 2010).
Ôðàêöèè ìåìáðàí ñ êîíöåíòðàöèåé áåëêà îêîëî 1 ìã/ìë
èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °C â òå÷åíèå 45 ìèí ñî 100 ìêã/ìë

528 À. Î. Øïàêîâ è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Ñòðóêòóðà ïåïòèäà, ñîîòâåòñòâóþùåãî ó÷àñòêó 612—627 ÒÒÃÐ, è åãî àíàëîãîâ,
ìîäèôèöèðîâàííûõ ãèäðîôîáíûìè ðàäèêàëàìè è ïîëèëèçèíîâûì äåíäðèìåðîì,

è äàííûå ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà

Ñòðóêòóðà ïåïòèäà Íàéäåíî (m/z) Ðàññ÷èòàíî M, ã/ìîëü

Gln-Tyr-Asn-Pro-Arg-Asp-Lys-Asp-Thr-Lys-Ile-Ala-Lys-Arg-Nle-Ala6Gl—627-àìèä
(612—627, ïåïòèä 1)

950.5338
[M+2H—NH3]

2+
950.5338 1915.0750

Gln-Tyr-Asn-Pro-Arg-Asp-Lys-Asp-Thr-Lys-Ile-Ala-Lys-Arg-Nle-Ala6Gl—627-Lys(Pal)-
Ala-àìèä (612—627-K(Pal)A, ïåïòèä 2)

779.4752
[M+3H—NH3]

3+
779.4779 2352.4369

Pal-Gln-Tyr-Asn-Pro-Arg-Asp-Lys-Asp-Thr-Lys-Ile-Ala-Lys-Arg-Nle-Ala612—627-àìèä
(Pal-612—627, ïåïòèä 3)

713.1056
[M+3H—H2O]3+

713.1070 2153.3048

Lys4-Lys2-Lys-Ala-Gln-Tyr-Asn-Pro-Arg-Asp-Lys-Asp-Thr-Lys-Ile-Ala-Lys-Arg-Nle-
Ala 612—627-àìèä (polyLys-612—627, ïåïòèä 4)

962.2685
[M+3H]3+

962.2679 2883.7804



ÕÒ èëè 10 ìêã/ìë ÊÒ â 50 ìÌ Tris-HCl-áóôåðå (pH 7.8),
êîòîðûé ñîäåðæàë 2 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 10 ìÌ äèòè-
îòðåèòîë, 0.1 ìÌ ÍÀÄ, 1 ìÌ ÍÀÄÔ, 0.1 ìÌ ÃÈÄÔ (äëÿ
ÕÒ) èëè ÃÒÔ (äëÿ ÊÒ), 1 ìÌ ÀÒÔ, 10 ìÌ òèìèäèí è êîê-
òåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç. ÀÄÔ-ðèáîçèëòðàíñôåðàçû
áàêòåðèàëüíûõ òîêñèíîâ ïðåäâàðèòåëüíî àêòèâèðîâàëè â
ïðèñóòñòâèè 20 ìÌ äèòèîòðåèòîëà è 0.1 % SDS (äëÿ ÕÒ)
èëè 1 ìÌ ÀÒÔ è 0.1 % Lubrol-PX (äëÿ ÊÒ) ïðè 37 °C â òå-
÷åíèå 15 ìèí. Äëÿ îñòàíîâêè ðåàêöèè ÀÄÔ-ðèáîçèëèðî-
âàíèÿ ñóñïåíçèþ ìåìáðàí ðàçâîäèëè äî îáúåìà 5 ìë îõ-
ëàæäåííûì äî 4 °C 50 ìÌ Tris-HCl-áóôåðîì (pH 7.5), ñî-
äåðæàùèì 5 ìÌ MgCl2, è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 37 000 g
â òå÷åíèå 15 ìèí. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â òîì æå áó-
ôåðå è èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè
ÀÖ. Êîíòðîëüíûå ìåìáðàíû îáðàáàòûâàëè òàê æå, íî áåç
äîáàâëåíèÿ òîêñèíîâ.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
äàííûõ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ANOVA
(Manugistics Inc., ÑØÀ) è ïðåäñòàâëÿëè â âèäå M � m
òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïðî-
áàìè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà êàê
äîñòîâåðíûå ïðè P < 0.05.

Ì à ò å ð è à ë û: ÒÒÃ èç ãèïîôèçà áûêà, ïèòóèòàðíûé
ÀÖ-àêòèâèðóþùèé ïîëèïåïòèä-38 (pituitary adenylyl cyc-
lase-activating polypeptide-38, PACAP-38), èçîïðîòåðåíîë,
ñåðîòîíèí, êðåàòèíôîñôàò, êðåòèíôîñôîêèíàçà èç ìûøö
êðîëèêà, öÀÌÔ, ÀÒÔ, ÃÒÔ, ãóàíèëèëèìèäîäèôîñôàò
(ÃÈÄÔ), êîêëþøíûé òîêñèí (ÊÒ), õîëåðíûé òîêñèí
(ÕÒ), ÍÀÄ, ÍÀÄÔ, ôîðñêîëèí, òèìèäèí, äèòèîòðåèòîë è
Lubrol-PX ïðîèçâîäñòâà ôèðìû Sigma-Aldrich (ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü ÀÖ â ìåìáðàíàõ ùèòîâèäíîé
æåëåçû êðûñû ñîñòàâèëà 17.7 (1.1 ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà
1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà). Äèòåðïåí ôîðñêîëèí (10–5 M),
êîòîðûé íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâóåò ñ êàòàëèòè÷å-
ñêèì ñàéòîì ÀÖ, è íåãèäðîëèçóåìûé àíàëîã ÃÒÔ —
ÃÈÄÔ (10–5 M), âçàèìîäåéñòâóþùèé ñ ãóàíèííóêëåîòèä-
ñâÿçûâàþùèì ñàéòîì a-ñóáúåäèíèö G-áåëêîâ, ïîâûøàëè
àêòèâíîñòü ôåðìåíòà íà 328 è 184 % ñîîòâåòñòâåííî. ÒÒÃ
(10–8 M) ñòèìóëèðîâàë àêòèâíîñòü ÀÖ íà 244 %, â òî
âðåìÿ êàê ñîîòâåòñòâóþùèé ýôôåêò PACAP-38 (10–6 M)
áûë âûðàæåí ñëàáåå è ñîñòàâèë 68 %.

Èññëåäîâàíèå ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ ÒÒÃÐ-ïåï-
òèäîâ íà áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ â ìåìáðàíàõ ùèòî-

âèäíîé æåëåçû ïîêàçàëî, ÷òî íàèáîëåå àêòèâíûì ñðåäè
íèõ ÿâëÿåòñÿ ïàëüìèòîèëèðîâàííûé ñ Ñ-êîíöà ïåïòèä
612—627-K(Pal)A (ðèñ. 1). Åãî ìàêñèìàëüíîå ñòèìóëèðó-
þùåå ÀÖ äåéñòâèå ñîñòàâèëî 116 %, à çíà÷åíèå êîíöåíò-
ðàöèè, ïðè êîòîðîé äîñòèãàëñÿ ïîëóìàêñèìàëüíûé ýô-
ôåêò (EC50), ñîñòàâèëî 11.3 ìêÌ. Ìàêñèìàëüíîå ÀÖ äåé-
ñòâèå ïåïòèäà, ìîäèôèöèðîâàííîãî ïîëèëèçèíîâûì
äåíäðèìåðîì, áûëî â 2 ðàçà ìåíüøå. Îäíàêî åãî ñòèìó-
ëèðóþùåå âëèÿíèå íà ÀÖ âûÿâëÿëîñü â áîëåå íèçêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ, ÷åì â ñëó÷àå ïåïòèäà 612—627-K(Pal)A,
íà ÷òî óêàçûâàåò áîëåå íèçêîå çíà÷åíèå EC50 (4.9 ìêÌ).
Íåìîäèôèöèðîâàííûé ïåïòèä 612—627 ñóùåñòâåííî
óñòóïàë ïî àêòèâíîñòè ïåïòèäàì 612—627-K(Pal)A è po-
lyLys-612—627, â òî âðåìÿ êàê ïåïòèä Pal-612—627,
ïàëüìèòîèëèðîâàííûé ñ N-êîíöà, ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿë
íà áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ.

Äëÿ îöåíêè òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè äåéñòâèÿ
ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ èçó÷èëè èõ âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü ÀÖÑÑ
â ìîçãå è ìèîêàðäå, ãäå ÒÒÃÐ îòñóòñòâóþò èëè ïðèñóòñò-
âóþò â ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâàõ (Akamizu et al., 1990; Busut-

Ïåïòèä 612—627 ðåöåïòîðà òèðåîòðîïíîãî ãîðìîíà è åãî ìîäèôèöèðîâàííûå àíàëîãè 529

Ðèñ. 1. Ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ íà áàçàëüíóþ
àêòèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) â ìåìáðàíàõ ùèòîâèäíîé

æåëåçû êðûñ.

Ïî îñè àáñöèññ — îòðèöàòåëüíûé äåñÿòè÷íûé ëîãàðèôì êîíöåíòðàöèè
ïåïòèäà, Ì; ïî îñè îðäèíàò — àêòèâíîñòü ÀÖ, ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã

ìåìáðàííîãî áåëêà.

Ò à á ë è ö à 2

Âëèÿíèå ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ è ÒÒÃ íà áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ â ìîçãå è ìèîêàðäå

Äîáàâêè
Ìîçã Ìèîêàðä

àêòèâíîñòü ÀÖ, ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà

Áåç äîáàâîê (áàçàëüíàÿ) 20.2 � 0.5 26.8 � 1.6

612—627, 10–4 Ì 22.1 � 1.4 (+9) 28.2 � 1.0 (+5)

612—627-K(Pal)A, 10–4 Ì 22.0 � 1.1 (+9) 25.9 � 1.8 (–)

Pal-612—627, 10–4 Ì 21.7 � 1.3 (+7) 24.8 � 1.3 (–)

polyLys-612—627, 10–4 Ì 22.4 � 1.5 (+11) 29.3 � 0.8 (+9)

ÒÒÃ, 10–8 Ì 24.3 � 1.3à (+20) 27.0 � 0.9 (–)

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â ñêîáêàõ ïðèâåäåíû ñòèìóëèðóþùèå ýôôåêòû ïåïòèäîâ è ÒÒÃ íà àêòèâíîñòü ÀÖ
â ïðîöåíòàõ (áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà ïðèíÿòà çà 100 %). Çíà÷åíèÿ ïðåäñòàâëåíû, êàê M � m òðåõ
íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. àP < 0.05.



til, Frauman, 2002; Williams, 2011). Íè îäèí èç ïåïòèäîâ,
êîòîðûå áûëè âçÿòû â êîíöåíòðàöèè 10–4 M, ýôôåêòèâíîé
â ñëó÷àå ìåìáðàí ùèòîâèäíîé æåëåçû, ñóùåñòâåííî íå
âëèÿë íà áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ âî ôðàêöèÿõ ïëàçìà-
òè÷åñêèõ ìåìáðàí òêàíåé ìîçãà è ìèîêàðäà êðûñ
(òàáë. 2). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ÒÒÃ (10–8 M) òàêæå íå
âëèÿë íà àêòèâíîñòü ÀÖ â ìèîêàðäå è ëèøü â íåçíà÷è-
òåëüíîé ñòåïåíè ïîâûøàë åå â ìîçãå (íà 20 %). Ýòè äàí-
íûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî äåéñòâèå ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ, êàê è
ÒÒÃ, õàðàêòåðèçóåòñÿ òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòüþ è íå âû-
ÿâëÿåòñÿ â òêàíÿõ, ãäå îòñóòñòâóþò ãîìîëîãè÷íûå ïåïòè-
äàì ðåöåïòîðû.

Äëÿ îòâåòà íà âîïðîñ î òîì, íà êàêîì ýòàïå ÒÒÃÐ-ïåï-
òèäû îêàçûâàþò ñâîå âëèÿíèå íà ÀÖÑÑ, èññëåäîâàëè
ó÷àñòèå â ýòîì ïðîöåññå Gs-áåëêîâ, äëÿ ÷åãî ôðàêöèè

ìåìáðàí ùèòîâèäíîé æåëåçû êðûñ îáðàáàòûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ áàêòåðèàëüíûõ òîêñèíîâ — õîëåðíîãî (ÕÒ) è
êîêëþøíîãî (ÊÒ). Îáðàáîòêà ìåìáðàí ñ ïîìîùüþ
ÀÄÔ-ðèáîçèëòðàíñôåðàçû ÕÒ ïðèâîäèò ê ìîäèôèêàöèè
áîêîâîé ãóàíèäèíîâîé ãðóïïû àðãèíèíà â as-ñóáúåäèíè-
öå Gs-áåëêà, ÷òî ëèøàåò åãî ÃÒÔàçíîé àêòèâíîñòè è ïåðå-
âîäèò Gs-áåëîê â ïåðìàíåíòíî àêòèâèðîâàííîå ÃÒÔ-ñâÿ-
çàííîå ñîñòîÿíèå, â êîòîðîì îí íå÷óâñòâèòåëåí ê äåéñò-
âèþ ãîðìîíîâ. Â ñâîþ î÷åðåäü îáðàáîòêà ìåìáðàí ÊÒ
âûçûâàåò ìîäèôèêàöèþ ÀÄÔ-ðèáîçèëüíûì ðàäèêàëîì
áîêîâîé ñóëüôãèäðèëüíîé ãðóïïû öèñòåèíà, ðàñïîëîæåí-
íîãî â ÷åòâåðòîì îò Ñ-êîíöà ïîëîæåíèè ai/o-ñóáúåäèíèöû
Gi/o-áåëêà, è áëîêèðóåò ôóíêöèîíàëüíîå âçàèìîäåéñòâèå
Gi/o-áåëêà, îïîñðåäóþùåãî èíãèáèðîâàíèå ÀÖ, ñ àêòèâè-
ðîâàííûì ðåöåïòîðîì (Freissmuth, Gilman, 1989; Guder-
mann et al., 1996). Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè îáðàáîòêå ìåìáðàí
ÕÒ àêòèâíîñòü ÀÖ ïîâûøàëàñü íà 203 %, ÷òî îáóñëîâëå-
íî ãèïåðñòèìóëÿöèåé Gs-áåëêîâ, â òî âðåìÿ êàê â ìåìáðà-
íàõ, îáðàáîòàííûõ ÊÒ, àêòèâíîñòü ôåðìåíòà ïðàêòè÷åñêè
íå ìåíÿëàñü (òàáë. 3). Ñòèìóëèðóþùåå ÀÖ äåéñòâèå ïåï-
òèäà 612—627-K(Pal)A (10–4 M) è âçÿòîãî äëÿ ñðàâíåíèÿ
ÒÒÃ (10–8 M) â ìåìáðàíàõ, îáðàáîòàííûõ ÕÒ, ñíèæàëîñü
â 5—6 ðàç, à âëèÿíèå íà ÀÖ ïåïòèäîâ polyLys-612—627 è
612—627 (10–4 M) ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâîâàëî. Â ìåìáðà-
íàõ, îáðàáîòàííûõ ÊÒ, ñòèìóëèðóþùåå ÀÖ äåéñòâèå
ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ è ÒÒÃ ñîõðàíÿëîñü (òàáë. 3). Ýòè äàííûå
óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ÒÒÃÐ-ïåïòèäû, ïîäîáíî ãîðìîíó,
âçàèìîäåéñòâóþò ñ ðåöåïòîðíûì êîìïîíåíòîì ÀÖÑÑ, â
òî âðåìÿ êàê Gs-áåëîê â ýòîì ñëó÷àå âûïîëíÿåò ôóíêöèþ
ñîïðÿãàþùåãî êîìïîíåíòà, ïåðåäàþùåãî ñòèìóëèðóþ-
ùèé ñèãíàë íà ÀÖ. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî Gi/o-áåëîê, ñóáñò-
ðàò ÊÒ, êîòîðûé òàêæå ñïîñîáåí ôóíêöèîíàëüíî ñîïðÿãà-
òüñÿ ñ ÒÒÃÐ, â ýòîì ïðîöåññå íå ó÷àñòâóåò.

Äàëåå èçó÷àëè âëèÿíèå ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ íà ñòèìóëè-
ðóþùåå ÀÖ äåéñòâèå ÒÒÃ â ìåìáðàíàõ ùèòîâèäíîé
æåëåçû. Ïîêàçàëè, ÷òî ïåïòèäû 612—627-K(Pal)A è po-
lyLys-612—627 äîçîçàâèñèìûì ñïîñîáîì ñíèæàþò äåé-
ñòâèå ãîðìîíà, ïðè÷åì â îòëè÷èå îò èõ ÀÖ ýôôåêòîâ ýô-
ôåêòèâíîñòü ïåïòèäîâ â ýòîì ñëó÷àå ÿâëÿåòñÿ ñõîäíîé
(ðèñ. 2). Â êîíöåíòðàöèè 10–4 M ïåïòèäû 612—
627-K(Pal)A è polyLys-612—627 ñíèæàëè ñòèìóëèðóþ-

530 À. Î. Øïàêîâ è äð.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ íà ñòèìóëèðóþùåå àäåíèëàò-
öèêëàçó (ÀÖ) äåéñòâèå ÒÒÃ â ìåìáðàíàõ ùèòîâèäíîé æåëåçû

êðûñ.

Ïî îñè àáñöèññ — îòðèöàòåëüíûé äåñÿòè÷íûé ëîãàðèôì êîíöåíòðàöèè
ïåïòèäà, Ì — ïî îñè îðäèíàò — ñòèìóëèðóþùåå ÀÖ äåéñòâèå ÒÒÃ

(10—8 M), â îòñóòñòâèå ïåïòèäîâ ïðèíÿòîå çà 100 %.

Ò à á ë è ö à 3

Ñòèìóëèðóþùèå ýôôåêòû ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ è ÒÒÃ íà àêòèâíîñòü ÀÖ
â ìåìáðàíàõ ùèòîâèäíîé æåëåçû, îáðàáîòàííûõ áàêòåðèàëüíûìè òîêñèíàìè

Äîáàâêè
Áåç òîêñèíà ÕÒ ÊÒ

àêòèâíîñòü ÀÖ, ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà

Áåç äîáàâîê (áàçàëüíàÿ) 17.7 � 1.1 53.7 � 3.7 16.6 � 0.8

612—627, 10–4 Ì 25.0 � 1.4à

(+41)
51.2 � 3.0

(–)
25.7 � 2.9à

(+51)

612—627-K(Pal)A, 10–4 Ì 38.1 � 2.4á

(+115)
56.8 � 3.6

(+18)
39.5 � 1.0á

(+129)

Pal-612—627, 10–4 Ì 22.0 � 2.3
(+24)

48.4 � 2.0
(–)

19.7 � 1.4
(+18)

polyLys-612—627, 10–4 Ì 27.9 � 1.2à

(+58)
55.1 � 4.1

(+8)
28.4 � 1.9á

(+67)

ÒÒÃ, 10–8 Ì 60.9 � 2.9á

(+244)
62.1 � 5.6

(+47)
58.0 � 2.9á

(+234)

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Öèôðû â ñêîáêàõ îáîçíà÷àþò ñòèìóëèðóþùåå ÀÖ äåéñòâèå ïåïòèäîâ è ÒÒÃ â ïðîöåíòàõ îò áàçàëüíîé
àêòèâíîñòè ôåðìåíòà â íåîáðàáîòàííûõ ìåìáðàíàõ ùèòîâèäíîé æåëåçû (17.7 � 1.1 ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî
áåëêà), ïðèíÿòîé çà 100 %. Çíà÷åíèÿ ïðåäñòàâëåíû, êàê M � m òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. à, á — P < 0.05 è P < 0.001
ñîîòâåòñòâåííî.



ùåå ÀÖ äåéñòâèå ÒÒÃ íà 35 è 33 % ñîîòâåòñòâåííî, à çíà-
÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè ïåïòèäîâ, â êîòîðûõ îíè íà 50 % èí-
ãèáèðîâàëè ýòî äåéñòâèå ãîðìîíà (IC50), ñîñòàâèëè
18—28 ìêÌ. Â ñâîþ î÷åðåäü èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå
ïåïòèäîâ 612—627 è Pal-612—627 ïðàêòè÷åñêè îòñóòñò-
âîâàëî, ÷òî êîððåëèðóåò ñ èõ íèçêîé àêòèâíîñòüþ êàê àê-
òèâàòîðîâ ÀÖ (ðèñ. 2).

Äëÿ îöåíêè ðåöåïòîðíîé ñïåöèôè÷íîñòè äåéñòâèÿ
ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ èññëåäîâàëè èõ âëèÿíèå íà ñòèìóëèðóþ-
ùåå ÀÖ äåéñòâèå ïåïòèäíîãî ãîðìîíà PACAP-38 â ìåìá-
ðàíàõ ùèòîâèäíîé æåëåçû, ñåðîòîíèíà â ñèíàïòîñîìàëü-
íûõ ìåìáðàíàõ è b-àãîíèñòà èçîïðîòåðåíîëà â ìèîêàðäè-
àëüíûõ ìåìáðàíàõ, êîòîðûå, òàê æå êàê ÒÒÃ, àêòèâèðóþò
ÀÖ ÷åðåç ïîñðåäñòâî ñîïðÿæåííûõ ñ Gs-áåëêàìè GPCR.
Èçó÷åííûå íàìè ÒÒÃÐ-ïåïòèäû (10–4 M), çà èñêëþ÷åíèåì
polyLys-612—627, çàìåòíî íå âëèÿëè íà ÀÖ äåéñòâèå ñå-
ðîòîíèíà è èçîïðîòåðåíîëà. Ïåïòèä polyLys-612—627
ñíèæàë ýòî äåéñòâèå íà 14 è 9 %, ÷òî â àáñîëþòíîì âûðà-
æåíèè ñîñòàâèëî 7.5 è 6.8 ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåì-
áðàííîãî áåëêà ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 3). Ñòèìóëèðóþùåå
ÀÖ äåéñòâèå PACAP-38 â ùèòîâèäíîé æåëåçå â íåçíà÷è-
òåëüíîé ñòåïåíè (íà 15 è 19 %), ñíèæàëîñü â ïðèñóòñòâèè
ïåïòèäîâ 612—627-K(Pal)A è polyLys-612—627 ñîîòâåò-
ñòâåííî. Îäíàêî â àáñîëþòíîì âûðàæåíèè ýòî ñíèæåíèå
ñîñòàâèëî òîëüêî 1.8—2.3 ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåì-
áðàííîãî áåëêà, â òî âðåìÿ êàê â ñëó÷àå èíãèáèðîâàíèÿ
òåìè æå ïåïòèäàìè ÀÖ äåéñòâèÿ ÒÒÃ ñíèæåíèå â àáñî-
ëþòíîì âûðàæåíèè áûëî íà ïîðÿäîê âûøå — 14.2—
15.1 ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî èçó÷åííûå
ÒÒÃÐ-ïåïòèäû, â òîì ÷èñëå íàèáîëåå àêòèâíûé ïåïòèä
612—627-K(Pal)A, ñïåöèôè÷íî èíãèáèðóþò îñóùåñòâëÿ-
åìóþ ÷åðåç ÒÒÃÐ ñòèìóëÿöèþ ÀÖÑÑ, íî ïðàêòè÷åñêè íå
çàòðàãèâàþò àêòèâàöèþ ýòîé ñèñòåìû ãîðìîíàìè, êîòî-
ðûå ðåàëèçóþò ñâîå äåéñòâèå ÷åðåç äðóãèå GPCR. Èñêëþ-
÷åíèå ñîñòàâëÿåò ïåïòèä, ìîäèôèöèðîâàííûé äåíäðèìå-

ðîì, â ïðèñóòñòâèè êîòîðîãî íàáëþäàåòñÿ ñíèæåíèå ñòè-
ìóëèðóþùåãî ÀÖ äåéñòâèÿ íå òîëüêî ÒÒÃ, íî è äðóãèõ
ãîðìîíîâ. Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ âëèÿíèåì ïîëîæè-
òåëüíî çàðÿæåííîãî ïîëèëèçèíîâîãî ðàäèêàëà, êîòîðûé,
ñîãëàñíî íàøèì ïðåäûäóùèì èññëåäîâàíèÿì, ñïîñîáåí
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ G-áåëêàìè è íåñïåöèôè÷íî èíãèáè-
ðîâàòü ïåðåäà÷ó ãîðìîíàëüíûõ ñèãíàëîâ ÷åðåç ÀÖÑÑ
(Øïàêîâ è äð., 2008).

Îáñóæäåíèå

Ïåðâûå äàííûå î âëèÿíèè ñèíòåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ,
ñîîòâåòñòâóþùèõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ïåòëÿì GPCR, íà
ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ãîðìîíàëüíûõ ñèãíàëüíûõ
ñèñòåì áûëè ïîëó÷åíû íà ðóáåæå 1980—1990-õ ãîäîâ è
îòíîñÿòñÿ ê ñâåòî÷óâñòâèòåëüíîìó áåëêó ðîäîïñèíó è àä-
ðåíåðãè÷åñêèì ðåöåïòîðàì (Palm et al., 1989; Hedin et al.,
1993). Ïîçäíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî GPCR-ïåïòèäû, ñîîò-
âåòñòâóþùèå âòîðîé è òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ïåò-
ëÿì ðåöåïòîðîâ áèîãåííûõ àìèíîâ, ïåïòèäíûõ è ãëèêî-
ïðîòåèíîâûõ ãîðìîíîâ, ïðîñòàãëàíäèíîâ è êàííàáèíîè-
äîâ, îáëàäàþò áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ è ñïîñîáíû
ðåãóëèðîâàòü GPCR-çàâèñèìûå êàñêàäû â óñëîâèÿõ in vit-
ro è in vivo (Covic et al., 2007; Shpakov, Pertseva, 2007;
Miller et al., 2009; Dimond et al., 2011; Shpakov, 2011a).
Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè íàìè áûëè èçó÷åíû ïåï-
òèä, ñîîòâåòñòâóþùèé Ñ-êîíöåâîìó ó÷àñòêó 612—627
òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëè ÒÒÃÐ, è åãî ïðîèçâîä-
íûå, ìîäèôèöèðîâàííûå ïàëüìèòàòîì èëè ïîëèëèçèíî-
âûì äåíäðèìåðîì, è îáíàðóæåíî, ÷òî â ìèêðîìîëÿðíûõ
êîíöåíòðàöèÿõ îíè ñòèìóëèðóþò àêòèâíîñòü ÀÖ â ìåìá-
ðàíàõ ùèòîâèäíîé æåëåçû êðûñ, ïðè÷åì èõ äåéñòâèå íà-
ïðàâëåíî íà ðåöåïòîðíûé êîìïîíåíò ÀÖÑÑ è ðåàëèçóåò-
ñÿ ÷åðåç Gs-áåëêè. Îáíàðóæåíèå áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè ó ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ, â ïåðâóþ î÷åðåäü ó íàèáîëåå
àêòèâíîãî èç íèõ 612—627-K(Pal)A, ïîäòâåðæäàåò ïðåä-
ïîëîæåíèå î òîì, ÷òî Ñ-êîíöåâîé ó÷àñòîê òðåòüåé öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëè ÒÒÃÐ ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç êëþ÷åâûõ
äåòåðìèíàíò, ó÷àñòâóþùèõ âî âçàèìîäåéñòâèè ðåöåïòîðà
ñ Gs-áåëêàìè (Claus et al., 2006). Ýòî ïðåäïîëîæåíèå áûëî
ñäåëàíî íà îñíîâå äàííûõ ñàéò-íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíå-
çà è èññëåäîâàíèé õèìåðíûõ ÒÒÃÐ. Òàê, áûëî ïîêàçàíî,
÷òî çàìåíà íåïîëÿðíîãî îñòàòêà Ile622, ðàñïîëîæåííîãî â
Ñ-êîíöåâîì ñåãìåíòå òðåòüåé ïåòëè, íà äðóãèå àìèíîêèñ-
ëîòû ïðèâîäèò ê ïîëíîìó áëîêèðîâàíèþ âçàèìîäåéñòâèÿ
ìóòàíòíîãî ÒÒÃÐ ñ Gs-áåëêîì (Claus et al., 2006).

Äåéñòâèå ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ îò÷åòëèâî âûðàæåíî â òêà-
íÿõ ùèòîâèäíîé æåëåçû, îáîãàùåííûõ ÒÒÃÐ, è ïðàêòè-
÷åñêè íå âûÿâëÿëîñü â ìîçãå è ìèîêàðäå, ãäå ýòè ðåöåïòî-
ðû ëèáî îòñóòñòâóþò, ëèáî ýêñïðåññèðóþòñÿ â ñëåäîâûõ
êîëè÷åñòâàõ (Akamizu et al., 1990; Busuttil, Frauman, 2002;
Williams, 2011). Íåçíà÷èòåëüíàÿ ñòèìóëÿöèÿ ÒÒÃÐ-ïåï-
òèäàìè áàçàëüíîé àêòèâíîñòè ÀÖ â ìîçãå êðûñ, êàê ìû
ïîëàãàåì, ñâÿçàíà ñ ïðèñóòñòâèåì â íåéðîíàëüíûõ êëåò-
êàõ è àñòðîöèòàõ íåáîëüøîãî ÷èñëà ÒÒÃÐ (Crisanti et al.,
2001).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïåïòèäû, ñîîòâåòñòâó-
þùèå òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëå ðàçëè÷íûõ òè-
ïîâ ñåðîòîíèíîâûõ ðåöåïòîðîâ è ðåöåïòîðà ëþòåèíèçè-
ðóþùåãî ãîðìîíà, íàèáîëåå àêòèâíû â ìîçãå è òêàíÿõ ðå-
ïðîäóêòèâíîé ñèñòåìû, îáîãàùåííûõ ãîìîëîãè÷íûìè èì
ðåöåïòîðàìè, íî íå âëèÿþò íà ÀÖ â òêàíÿõ, ãäå ýòè ðå-
öåïòîðû îòñóòñòâóþò (Shpakov et al., 2010; Øïàêîâ è äð.,
2011). Äðóãèå àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ïåïòèäû, ñîîòâåòñò-
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ïåïòèäîâ 612—627-K(Pal)A è polyLys-612—
627 íà ñòèìóëèðóþùåå àäåíèëàòöèêëàçó (ÀÖ) äåéñòâèå ãîðìî-

íîâ â ùèòîâèäíîé æåëåçå, ìîçãå è ìèîêàðäå êðûñ.

À — ÒÒÃ (10–8 M), Á — PACAP-38 (10–6 M), Â — ñåðîòîíèí (10–5 M), Ã —
èçîïðîòåðåíîë (10–5 M). À, Á — ùèòîâèäíàÿ æåëåçà, Â — ìîçã, Ã — ìèî-
êàðä. Ñòèìóëèðóþùåå ÀÖ âëèÿíèå ãîðìîíîâ íà àêòèâíîñòü ÀÖ ïðèíÿòî
çà 100 %. Ñòèìóëèðóþùåå ÀÖ äåéñòâèå ÒÒÃ è PACAP—38 â ùèòîâèä-
íîé æåëåçå ñîñòàâèëî 244 è 68 %, ñîîòâåòñòâóþùèå ýôôåêòû ñåðîòîíè-
íà â ìîçãå è èçîïðîòåðåíîëà â ìèîêàðäå — 265 è 280 %. Îäíà çâåçäî÷-

êà — P < 0.05, äâå — P < 0.001.



âóþùèå òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëå è Ñ-êîíöåâî-
ìó äîìåíó ïðîòåàçîàêòèâèðóåìîãî ðåöåïòîðà 1-ãî òèïà,
àêòèâíû òîëüêî ïðè èõ äåéñòâèè íà êëåòêè è òêàíè, ãäå
ýêñïðåññèðóþòñÿ ãîìîëîãè÷íûå èì ðåöåïòîðû (Covic
et al., 2002b; Swift et al., 2006). Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà
íåïîñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå ðåöåïòîðà â ìåõàíèçìå äåéñò-
âèÿ GPCR-ïåïòèäà, â îñíîâå ÷åãî ëåæèò âçàèìîäåéñòâèå
ïîñëåäíåãî ñ êîìïëåìåíòàðíûìè åìó ó÷àñòêàìè öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ ïåòåëü ãîìîëîãè÷íîãî ðåöåïòîðà. Ýòî
ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ êîíôîðìàöèè ïåòåëü è èíèöèèðó-
åò àêòèâàöèþ G-áåëêîâ (Covic et al., 2002a, 2007; Miller
et al., 2009; Shpakov et al., 2011a).

Êàê îòìå÷àëîñü âûøå, ïåïòèä 612—627-K(Pal)A, â
êîòîðîì ïàëüìèòàò ðàñïîëîæåí íà Ñ-êîíöå, ãäå â ÒÒÃÐ
ðàñïîëîæåí øåñòîé òðàíñìåìáðàííûé ó÷àñòîê, ïî àêòèâ-
íîñòè ñóùåñòâåííî ïðåâîñõîäèò íåìîäèôèöèðîâàííûé
àíàëîã. Ðàíåå íàìè è äðóãèìè àâòîðàìè áûëî ïîêàçàíî,
÷òî GPCR-ïåïòèäû, ìîäèôèöèðîâàííûå ãèäðîôîáíûìè
ðàäèêàëàìè (ïåïäóöèíû), íàìíîãî áîëåå àêòèâíû, ÷åì èõ
íåìîäèôèöèðîâàííûå àíàëîãè (Covic et al., 2002a, 2007;
Miller et al., 2009; Shpakov, 2011a, 2013). Ýòî áûëî ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíî íà ïðèìåðå ïåïäóöèíîâ, ñòðóêòóðíî ñîîò-
âåòñòâóþùèõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ïåòëÿì, ñîïðÿæåííûì
ñ Gs-áåëêàìè ìåëàíîêîðòèíîâîãî ðåöåïòîðà 4-ãî òèïà, ðå-
ëàêñèíîâîãî ðåöåïòîðà RXFP1, ðåöåïòîðà ëþòåèíèçèðó-
þùåãî ãîðìîíà, ñåðîòîíèíîâîãî ðåöåïòîðà 6-ãî òèïà, è
ñîïðÿæåííûõ ñ Gq/11- è Gi-áåëêàìè ïðîòåàçîàêòèâèðóå-
ìûõ ðåöåïòîðîâ 1-ãî è 2-ãî òèïîâ (Covic et al., 2002a,
2002b; Shpakov et al., 2007, 2010, 2011). Óñòàíîâëåíî, ÷òî
ëîêàëèçàöèÿ ãèäðîôîáíîãî ðàäèêàëà â ïåïòèäå äîëæíà
ñòðîãî ñîîòâåòñòâîâàòü ìåñòîïîëîæåíèþ òðàíñìåìáðàí-
íîãî ó÷àñòêà â ðåöåïòîðå (Øïàêîâà, Øïàêîâ, 2013). Íà
ýòî óêàçûâàåò òîò ôàêò, ÷òî ïåïòèä Pal-612—627 ñ ïàëü-
ìèòîèëüíûì ðàäèêàëîì íà N-êîíöå, êîòîðûé ñîîòâåòñò-
âóåò ñåðåäèíå òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëè è äàëå-
êî îòñòàâëåí îò ïÿòîãî òðàíñìåìáðàííîãî ó÷àñòêà, ëèøåí
ñïåöèôè÷åñêîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

Âûñîêàÿ áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ïåïäóöèíîâ ñâÿ-
çàíà ñ òåì, ÷òî ãèäðîôîáíûé ðàäèêàë îáåñïå÷èâàåò èõ ýô-
ôåêòèâíûé òðàíñïîðò ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó è
ñïîñîáñòâóåò çàÿêîðèâàíèþ â íåé, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîâû-
øåíèþ êîíöåíòðàöèè ïåïäóöèíîâ âáëèçè ðåöåïòîðîâ è
G-áåëêîâ, ìèøåíåé èõ ðåãóëÿòîðíîãî äåéñòâèÿ. Ïðàâèëü-
íàÿ ëîêàëèçàöèÿ ãèäðîôîáíîãî ðàäèêàëà îáåñïå÷èâàåò
òàêóþ îðèåíòàöèþ ïåïäóöèíà â ìåìáðàíå, êîòîðàÿ ñïî-
ñîáñòâóåò åãî ýôôåêòèâíîìó âçàèìîäåéñòâèþ ñ êîìïëå-
ìåíòàðíûìè ó÷àñòêàìè ãîìîëîãè÷íîãî ðåöåïòîðà. Íå
èñêëþ÷åíî òàêæå, ÷òî ãèäðîôîáíûé ðàäèêàë ìîæåò ïðî-
íèêàòü â òðàíñìåìáðàííûé êàíàë ðåöåïòîðà, ÷òî òàêæå
ñïîñîáñòâóåò åãî òåñíîìó êîíòàêòó ñ ïðîêñèìàëüíûìè ê
ìåìáðàíå ó÷àñòêàìè GPCR, èãðàþùèìè êëþ÷åâóþ ðîëü
â ñâÿçûâàíèè è àêòèâàöèè G-áåëêîâ (Tressel et al., 2011;
Shpakov, 2013).

Îäíèì èç ïîäõîäîâ, êîòîðûé èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ìåìá-
ðàííîãî òðàíñïîðòà áèîìîëåêóë, ÿâëÿåòñÿ ïðèñîåäèíåíèå
ê íèì ìåìáðàíîàêòèâíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, â òîì
÷èñëå ïîëèêàòèîííûõ ëèíåéíûõ èëè ðàçâåòâëåííûõ ïåï-
òèäîâ (Øïàêîâ, 2009à; Shpakov, 2010). Ñèíòåçèðîâàííûé
íàìè ïåïòèä polyLys-612—627 áûë ìîäèôèöèðîâàí ïî
N-êîíöåâîé àìèíîãðóïïå ìåìáðàíîàêòèâíûì ïîëèëèçè-
íîâûì äåíäðèìåðîì. Âûáîð N-êîíöåâîãî ñåãìåíòà äëÿ
ìîäèôèêàöèè áûë îáóñëîâëåí íåîáõîäèìîñòüþ èçáåæàòü
ýêðàíèðîâàíèÿ ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííîãî ìîòèâà Lys-
Ile-Ala-Lys-Arg621—625, êîòîðûé ðàñïîëîæåí â Ñ-êîíöåâîé
÷àñòè ïåïòèäà è ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøåé ìîëåêóëÿðíîé äå-

òåðìèíàíòíîé, îòâåòñòâåííîé çà âçàèìîäåéñòâèå ñ
Gs-áåëêîì. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïî ñïîñîáíîñòè ñòèìóëè-
ðîâàòü ÀÖ â ìåìáðàíàõ ùèòîâèäíîé æåëåçû ïåïòèä poly-
Lys-612—627 çàìåòíî ïðåâîñõîäèë íåìîäèôèöèðîâàí-
íûé àíàëîã, îí çíà÷èòåëüíî óñòóïàë ïî ýòîìó ïîêàçàòåëþ
ïåïòèäó 612—627-K(Pal)A.

Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ÒÒÃÐ-ïåïòèäû ñíèæàþò ñòèìó-
ëèðóþùåå ÀÖ âëèÿíèå ÒÒÃ, äåéñòâóÿ â ýòîì ñëó÷àå, êàê
àëëîñòåðè÷åñêèå ðåãóëÿòîðû, ïðè÷åì äåéñòâèå ïåïòèäîâ
õàðàêòåðèçîâàëîñü ðåöåïòîðíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ ïî îò-
íîøåíèþ ê ãîìîëîãè÷íîìó èì ðåöåïòîðó è ïðàêòè÷åñêè
íå çàòðàãèâàëî ïåðåäà÷ó ãîðìîíàëüíîãî ñèãíàëà ÷åðåç
äðóãèå òèïû Gs-ñîïðÿæåííûõ ðåöåïòîðîâ. Èñêëþ÷åíèå
ñîñòàâèë ïåïòèä polyLys-612—627, êîòîðûé çàìåòíî ñíè-
æàë ñòèìóëèðóþùåå ÀÖ äåéñòâèå ñåðîòîíèíà â ìîçãå,
èçîïðîòåðåíîëà â ìèîêàðäå è PACAP-38 â ùèòîâèä-
íîé æåëåçå. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ýòî ñâÿçàíî ñ âêëþ÷åíèåì
â åãî ñòðóêòóðó ïîëèëèçèíîâîãî äåíäðèìåðíîãî ðàäèêà-
ëà, êîòîðûé, îáëàäàÿ ñèëüíî âûðàæåííûì ïîëîæèòåëü-
íûì çàðÿäîì, ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ îòðèöàòåëü-
íî çàðÿæåííûì Ñ-êîíöåâûì ñåãìåíòîì as-ñóáúåäèíèöû
Gs-áåëêà, îïðåäåëÿþùèì ôóíêöèîíàëüíîå ñîïðÿæåíèå
ïîñëåäíåãî ñ ðåöåïòîðîì. Âñëåäñòâèå ýòîãî íàðóøàåòñÿ
ïåðåäà÷à ãîðìîíàëüíîãî ñèãíàëà ÷åðåç GPCR, ÷òî è ïðè-
âîäèò ê ñíèæåíèþ ÀÖ äåéñòâèÿ ãîðìîíîâ.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîëèêàòèîííûå äåíä-
ðèìåðû îêàçûâàþò èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå íà ïåðåäà÷ó
ãîðìîíàëüíûõ ñèãíàëîâ, ðåàëèçóåìûõ ÷åðåç ðàçëè÷íûå
òèïû GPCR è G-áåëêîâ (Øïàêîâ è äð., 2008). Ñïîñîá-
íîñòü ïåïòèäà polyLys-612—627 âëèÿòü íà ïåðåäà÷ó ãîð-
ìîíàëüíîãî ñèãíàëà ÷åðåç GPCR, îòëè÷íûå îò ÒÒÃÐ, ñó-
ùåñòâåííî îãðàíè÷èâàåò âîçìîæíîñòè åãî ïðàêòè÷åñêîãî
ïðèìåíåíèÿ è òðåáóåò ðàçðàáîòêè äðóãèõ ïîäõîäîâ äëÿ
ìîäèôèêàöèè GPCR-ïåïòèäîâ ïîëèêàòèîííûìè íîñèòå-
ëÿìè.

Âûñîêàÿ ñïåöèôè÷íîñòü äåéñòâèÿ íàèáîëåå àêòèâíî-
ãî ïåïòèäà 612—627-K(Pal)A â îòíîøåíèè ÒÒÃÐ õîðîøî
ñîãëàñóåòñÿ ñ ðàíåå ïîëó÷åííûìè äàííûìè î ðåöåïòîð-
íîé ñïåöèôè÷íîñòè äðóãèõ ïåïäóöèíîâ. Òàê, ïåïäóöèí,
ñîîòâåòñòâóþùèé òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëå ñå-
ðîòîíèíîâîãî ðåöåïòîðà 6-ãî òèïà, ñíèæàë ñòèìóëèðóþ-
ùåå ÀÖ äåéñòâèå ñåðîòîíèíà è â åùå áîëüøåé ñòåïåíè
EMD-386088 — ñåëåêòèâíîãî àãîíèñòà ýòîãî ðåöåïòîðà,
íî íå âëèÿë íà ñîîòâåòñòâóþùèå ýôôåêòû àãîíèñòîâ äðó-
ãèõ òèïîâ ñåðîòîíèíîâîãî ðåöåïòîðà, òàêæå ñîïðÿæåí-
íûõ ñ Gs-áåëêàìè (Shpakov et al., 2010).

Ïåïäóöèí Pal-RCLSSSAVANRS, ñîîòâåòñòâóþùèé
òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëå ïðîòåàçîàêòèâèðóåìî-
ãî ðåöåïòîðà 1-ãî òèïà, èíãèáèðîâàë óñèëåíèå ôîñôîèíî-
çèòèäíîãî îáìåíà è ïîâûøåíèå óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íî-
ãî êàëüöèÿ, âûçûâàåìûå àãîíèñòàìè ýòîãî ðåöåïòîðà, è
áëîêèðîâàë ýôôåêòû ýòèõ àãîíèñòîâ íà àãðåãàöèþ òðîì-
áîöèòîâ, íî ïðè ýòîì íå âëèÿë íà òå æå ýôôåêòû, âûçûâà-
åìûå àãîíèñòàìè ïðîòåàçîàêòèâèðóåìîãî ðåöåïòîðà 2-ãî
òèïà (Covic et al., 2002b; Kubo et al., 2006). Íåáîëüøîå èí-
ãèáèðóþùåå âëèÿíèå ïåïòèäà 612—627-K(Pal)A íà ñòè-
ìóëèðóþùåå ÀÖ äåéñòâèå PACAP-38 â ìåìáðàíàõ ùèòî-
âèäíîé æåëåçû, ñ íàøåé òî÷êè çðåíèÿ, ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíî ñ òåì, ÷òî ýòîò ïîëèïåïòèäíûé ãîðìîí ñïîñîáåí
íåñïåöèôè÷íî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ÒÒÃÐ è çàïóñêàòü ðå-
ãóëèðóåìûå ÷åðåç íåãî öÀÌÔ-çàâèñèìûå êàñêàäû. Òàê,
ïîêàçàíî, ÷òî PACAP-38 ïîâûøàåò ïðîäóêöèþ öÀÌÔ â
ôîëëèêóëÿðíûõ êëåòêàõ ùèòîâèäíîé æåëåçû ñâèíüè in
vitro è ïîâûøàåò ïðîäóêöèþ òèðîêñèíà ùèòîâèäíîé æå-
ëåçû ó ìûøåé â óñëîâèÿõ in vivo (Chen et al., 1993). Íàðÿ-
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äó ñ ýòèì PACAP-38 èíãèáèðóåò ïî êîíêóðåíòíîìó ìåõà-
íèçìó ñâÿçûâàíèå [125I]-ÒÒÃ ñ ìåìáðàíàìè ùèòîâèäíîé
æåëåçû, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î åãî ñïîñîáíîñòè çàíèìàòü
ëèãàíäñâÿçûâàþùèé ñàéò ÒÒÃÐ, êîòîðûé ðàñïîëîæåí â
ýêòîäîìåíå ðåöåïòîðà. Ñëåäîâàòåëüíî, ÀÖ ýôôåêò PA-
CAP-38 â æåëåçå ìîæåò ðåàëèçîâûâàòüñÿ êàê ÷åðåç ñîáñò-
âåííûå ðåöåïòîðû PAC1 è VPAC1, êîòîðûå èäåíòèôèöè-
ðîâàíû â ôîëëèêóëÿðíûõ è ïàðàôîëëèêóëÿðíûõ êëåòêàõ
æåëåçû, òàê è ÷åðåç ÒÒÃÐ (Fahrenkrug, Hannibal, 2011).

Òàêèì îáðàçîì, íàìè âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî ïåïòèäû,
ñîîòâåòñòâóþùèå Ñ-êîíöåâîìó ó÷àñòêó òðåòüåé öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëè ÒÒÃÐ êðûñû, ñòèìóëèðóþò àêòèâ-
íîñòü ÀÖ â ìåìáðàíàõ ùèòîâèäíîé æåëåçû, äåéñòâóÿ ÷å-
ðåç ÒÒÃÐ è ñîïðÿæåííûå ñ íèìè Gs-áåëêè, è èíãèáèðóþò
ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò ÒÒÃ íà àêòèâíîñòü ÀÖ. Äåéñò-
âèå ÒÒÃÐ-ïåïòèäîâ õàðàêòåðèçóåòñÿ ðåöåïòîðíîé ñïåöè-
ôè÷íîñòüþ è ðåàëèçóåòñÿ òîëüêî â ùèòîâèäíîé æåëåçå,
ãäå èìåþòñÿ ãîìîëîãè÷íûå èì ðåöåïòîðû. Íåîáõîäè-
ìîñòü ÒÒÃÐ äëÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïåïòèäîâ îáó-
ñëîâëåíà åãî ó÷àñòèåì â ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìàõ èõ
äåéñòâèÿ íà ÀÖÑÑ.

Ñðåäè èçó÷åííûõ ïåïòèäîâ íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì è
ñåëåêòèâíûì ðåãóëÿòîðîì ÷óâñòâèòåëüíîé ê ÒÒÃ ÀÖÑÑ
áûë ïåïòèä 612—627-K(Pal)A, ìîäèôèöèðîâàííûé ñ
Ñ-êîíöà ãèäðîôîáíûì îñòàòêîì ïàëüìèòèíîâîé êèñëîòû.
Ýòîò ïåïòèä â áóäóùåì ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ðàç-
ðàáîòêè íîâîãî ïîêîëåíèÿ ðåãóëÿòîðîâ ãèïîòàëàìî-ãèïî-
ôèçàðíî-òèðåîèäíîé îñè ñ àêòèâíîñòüþ âíóòðèêëåòî÷-
íûõ àãîíèñòîâ è àíòàãîíèñòîâ, êîíòðîëèðóþùèõ ôóíê-
öèè ùèòîâèäíîé æåëåçû è ïðîäóêöèþ òèðåîèäíûõ
ãîðìîíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò ¹ 12-04-00351).

C ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Øïàêîâ À. Î. 2002. Ìîëåêóëÿðíûå äåòåðìèíàíòû â ðåöåï-
òîðàõ ñåðïàíòèííîãî òèïà, îòâåòñòâåííûå çà èõ ôóíêöèîíàëü-
íîå ñîïðÿæåíèå ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè G-áåëêàìè. Öèòîëîãèÿ.
44 (3) : 242—258. (Shpakov A. O. 2002. The molecular determi-
nants in the serpentine type receptors, responsible for its functional
coupling with the heterotrimeric G-protein. Tsitologiya. 44 (3) :
242—258.)

Øïàêîâ À. Î. 2003. Ó÷àñòèå çàðÿæåííûõ àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïåòåëü ðåöåïòîðîâ ñåðïàíòèííî-
ãî òèïà â ïðîöåññå ïåðåäà÷è ãîðìîíàëüíîãî ñèãíàëà. Æóðí.
ýâîëþö. áèîõèì. ôèçèîë. 39 (3) : 205—217. (Shpakov A. O.
2003. Participation of charged amino acid residues of cytoplasmic
loops of serpentine type receptors in the process of transmission of
hormonal signal. J. Evol. Biochem. Physiol. 39 (3) : 266—280.)

Øïàêîâ À. Î. 2009à. Ïîëèêàòèîííûå ïåïòèäû êàê íåãîð-
ìîíàëüíûå ðåãóëÿòîðû ñèãíàëüíûõ ñèñòåì. Æóðí. ýâîëþö.
áèîõèì. ôèçèîë. 45 (4) : 355—367. (Shpakov A. O. 2009a. Poly-
cationic peptides as nonhormonal regulators of chemosignaling
systems. J. Evol. Biochem. Physiol. 45 (4) : 431—446.)

Øïàêîâ À. Î. 2009á. Ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíàÿ îðãàíè-
çàöèÿ ðåöåïòîðîâ ïîëèïåïòèäíûõ ãîðìîíîâ, ñîäåðæàùèõ
LRR-ïîâòîðû, è èõ âçàèìîäåéñòâèå ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè
G-áåëêàìè. Öèòîëîãèÿ. 51 (8) : 637—649. (Shpakov A. O. 2009.
Structural-functional organization of polypeptide hormones recep-
tors containing LRR-repeats and their interaction with heterotrime-
ric G proteins. Tsitologiya. 51 (8) : 637—649.)

Øïàêîâ À. Î., Ãóðüÿíîâ È. À., Áàÿíîâà Í. Â., Âëàñîâ Ã. Ï.
2008. Ðåöåïòîð ñåðïàíòèííîãî òèïà è ãåòåðîòðèìåðíûé G-áå-
ëîê êàê ìèøåíè äåéñòâèÿ ïîëèëèçèíîâûõ äåíäðèìåðîâ. Öèòî-

ëîãèÿ. 50 (12) : 1036—1043. (Shpakov A. O., Gur’yanov I. A.,
Bayanova N. V., Vlasov G. P. 2009. Receptor of the serpentine-ty-
pe and heterotrimeric G protein as targets of action of polylysine
dendrimers. Cell Tissue Biol. 3 (1) : 14—22.)

Øïàêîâ À. Î., Øïàêîâà Å. À. 2010. Íèçêîìîëåêóëÿðíûå
ðåãóëÿòîðû ðåöåïòîðîâ ïîëèïåïòèäíûõ ãîðìîíîâ, ñîäåðæà-
ùèõ LGR-ïîâòîðû. Áèîìåä. õèìèÿ. 56 (3) : 303—318. (Shpa-
kov A. O., Shpakova E. A. 2009. Low-molecular regulators of poly-
peptide hormone receptors containing LGR-repeats. Biochemistry
(Moscow). Suppl. Ser. B: Biomed. Chem. 3 (4) : 351— 360.)

Øïàêîâ À. Î., Øïàêîâà Å. À., Òàðàñåíêî È. È., Äåð-
êà÷ Ê. Â. 2011. Ðåöåïòîðíàÿ è òêàíåâàÿ ñïåöèôè÷íîñòü äåéñò-
âèÿ ïåïòèäîâ, ïðîèçâîäíûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ó÷àñòêîâ ðå-
öåïòîðîâ ñåðïàíòèííîãî òèïà. Áèîë. ìåìáðàíû. 28 (6) : 453—
462. (Shpakov A. Î., Shpakova E. A., Tarasenko I. I., Der-
kach K. V. 2012. Receptor and tissue specificity of the effect of
peptides corresponding to intracellular regions of the serpentine
type receptors. Biochemistry (Moscow). Suppl. Ser. A: Membrane
and Cell Biol. 64 (1) : 16—25.)

Øïàêîâà Å. À., Øïàêîâ À. Î. 2013. Ðåãóëÿöèÿ àêòèâíîñòè
àäåíèëàòöèêëàçû â ñåìåííèêàõ êðûñ àöèëèðîâàííûìè ïðîèç-
âîäíûìè ïåïòèäà 562—572 ðåöåïòîðà ëþòåèíèçèðóþùåãî
ãîðìîíà. Öèòîëîãèÿ. 55 (10) : 737—744. (Shpakova E. A., Shpa-
kov A. O. 2014. Regulation of adenylyl cyclase activity in rat testes
by acylated derivatives of peptide 562—572 of a luteinizing hor-
mone receptor. Cell Tissue Biol. 8 (2) : 152—159.)

Akamizu T., Ikuyama S., Saji M., Kosugi S., Kozak C., McBri-
de O. W., Kohn L. D. 1990. Cloning, chromosomal assignment, and
regulation of the rat thyrotropin receptor: expression of the gene
is regulated by thyrotropin, agents that increase cAMP levels, and
thyroid autoantibodies. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 87 : 5677—
5681.

Busuttil B. E., Frauman A. G. 2002. TSH receptor expression
in cardiac muscle tissue. J. Clin. Endocrinol. Metab. 87 : 2994.

Chen W., Inui T., Hachiya T., Ochi Y., Nakajima Y., Kajita Y.
1993. Stimulatory action of pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP) on thyroid gland. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 194 : 923—929.

Claus M., Neumann S., Kleinau G., Krause G., Paschke
R. 2006. Structural determinants for G-protein activation and speci-
ficity in the third intracellular loop of the thyroid-stimulating hor-
mone receptor. J. Mol. Med. (Berlin). 84 : 943—954.

Covic L., Gresser A. L., Talavera J., Swift S., Kuliopulos A.
2002a. Activation and inhibition of G protein-coupled receptors by
cell-penetrating membrane-tethered peptides. Proc. Nat. Acad. Sci.
USA. 99 : 643—648.

Covic L., Misra M., Badar J., Singh C., Kuliopulos A. 2002b.
Pepducin-based intervention of thrombin-receptor signaling and
systemic platelet activation. Nat. Med. 8 : 1161—1165.

Covic L., Tchernychev B., Jacques S., Kuliopulos A. 2007.
Pharmacology and in vivo efficacy of pepducins in hemostasis and
arterial thrombosis. In: Handbook of cell-penetrating peptides.
New York: Taylor & Francis. 245—257.

Crisanti P., Omri B., Hughes E., Meduri G., Hery C., Clau-
ser E., Jacquemin C., Saunier B. 2001. The expression of thyrotro-
pin receptor in the brain. Endocrinology. 142 : 812—822.

Dimond P., Carlson K., Bouvier M., Gerard C., Xu L., Co-
vic L., Agarwal A., Ernst O. P., Janz J. M., Schwartz T. W., Gardel-
la T. J., Milligan G., Kuliopulos A., Sakmar T. P., Hunt S. W. 2011.
G protein-coupled receptor modulation with pepducins: moving
closer to the clinic. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1226 : 34—49.

Duntas L. H., Cooper D. S. 2008. Review on the occasion of a
decade of recombinant human TSH: prospects and novel uses. Thy-
roid. 18 : 509—516.

Fahrenkrug J., Hannibal J. 2011. Localisation of the neuro-
peptide PACAP and its receptors in the rat parathyroid and thyroid
glands. Gen. Comp. Endocrinol. 171 : 105—113.

Farid N. R., Szkudlinski M. W. 2004. Minireview: structural
and functional evolution of the thyrotropin receptor. Endocrinolo-
gy. 145 : 4048—4057.

Fast S., Nielsen V. E., Bonnema S. J., Hegedus L. 2009. Time
to reconsider nonsurgical therapy of benign non-toxic multinodular

Ïåïòèä 612—627 ðåöåïòîðà òèðåîòðîïíîãî ãîðìîíà è åãî ìîäèôèöèðîâàííûå àíàëîãè 533



goitre: focus on recombinant human TSH augmented radioiodine
therapy. Eur. J. Endocrinol. 160 : 517—528.

Freissmuth M., Gilman A. G. 1989. Mutations of Gsa desig-
ned to alter the reactivity of the protein with bacterial toxins: subs-
titutions of Arg187 result in loss of GTPase activity. J. Biol. Chem.
264 : 21 907—21 914.

Gershengorn M. C., Neumann S. 2012. Update in TSH recep-
tor agonists and antagonists. J. Clin. Endocrinol. Metab. 97 :
4287—4292.

Giusti M., Caputo M., Calamia I., Bagnara M., Ceresola E.,
Schiavo M., Mussap M., Ferone D., Minuto F., Bagnasco M. 2009.
Long-term outcome of low-activity radioiodine administration pre-
ceded by adjuvant recombinant human TSH pretreatment in elderly
subjects with multinodular goiter. Thyroid Res. 2 : 6.

Grasso P., Leng N., Reichert L. E. 1995. A synthetic peptide
corresponding to the third cytoplasmic loop (residues 533 to 555)
of the testicular follicle-stimulating hormone receptor affects signal
transduction in rat testis membranes and in intact cultured rat Serto-
li cells. Mol. Cell. Endocrinol. 110 : 35—41.

Gudermann T., Kalkbrenner F., Schultz G. 1996. Diversity
and selectivity of receptor-G protein interaction. Annu. Rev. Phar-
macol. Toxicol. 36 : 429—460.

Hedin K. E., Duerson K., Clapham D. E. 1993. Specificity of
receptor-G protein interactions: searching for the structure behind
the signal. Cell. Signall. 5 : 505—518.

Heyma P., Harrison L. C. 1984. Precipitation of the thyrotro-
pin receptor and identification of thyroid autoantigens using Gra-
ves’ disease immunoglobulins. J. Clin. Invest. 74 : 1090—1097.

Jäschke H., Neumann S., Moore S., Thomas C. J., Col-
son A. O., Costanzi S., Kleinau G., Jiang J. K., Paschke R., Raa-
ka B. M., Krause G., Gershengorn M. C. 2006. A low molecular
weight agonist signals by binding to the transmembrane domain of
thyroid-stimulating hormone receptor (TSHR) and luteinizing hor-
mone/chorionic gonadotropin receptor (LHCGR). J. Biol. Chem.
281 : 9841—9844.

Kleinau G., Jaeschke H., Worth C. L., Mueller S., Gonzalez J.,
Paschke R., Krause G. 2010. Principles and determinants of G-pro-
tein coupling by the rhodopsin-like thyrotropin receptor. PLoS
ONE. 5 : e9745. doi: 10.1371/journal.pone.0009745.

Kleinau G., Krause G. 2009. Thyrotropin and homologous
glycoprotein hormone receptors: structural and functional aspects
of extracellular signaling mechanisms. Endocrinol. Rev. 30 : 133—
151.

Kubo S., Ishiki T., Doe I., Sekiguchi F., Nishikawa H., Ka-
wai K., Matsui H., Kawabata A. 2006. Distinct activity of peptide
mimetic intracellular ligands (pepducins) for proteinase-activated
receptor-1 in multiple cells/tissues. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1091 :
445—459.

Miller J., Agarwal A., Devi L. A., Fontanini K., Hamilton J. A.,
Pin J. P., Shields D. C., Spek C. A., Sakmar T. P., Kuliopulos A.,
Hunt S. W. 2009. Insider access: pepducin symposium explores a
new approach to GPCR modulation. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1180 :
1—12.

Mukherjee S., Palczewski K., Gurevich V. V., Hunzic-
ker-Dunn M. 1999. b-arrestin-dependent desensitization of luteini-
zing hormone/choriogonadotropin receptor is prevented by a synt-
hetic peptide corresponding to the third intracellular loop of the re-
ceptor. J. Biol. Chem. 274 : 12 984—12 989.

Neumann S., Huang W., Titus S., Krause G., Kleinau G., Albe-
robello A. T., Zheng W., Southall N. T., Inglese J., Austin C. P.,

Celi F. S., Gavrilova O., Thomas C. J., Raaka B. M., Gershen-
gorn M. C. 2009. Small molecule agonists for the thyrotropin re-
ceptor stimulate thyroid function in human thyrocytes and mice.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 106 : 12 471—12 476.

O’Callaghan K., Kuliopulos A., Covic L. 2012. Targeting
CXCR4 with cell-penetrating pepducins in lymphoma and lympho-
cytic leukemia. J. Biol. Chem. 287 : 12 787—12 796.

Palm D., Munch G., Dees C., Heckman M. 1989. Mapping of
b-adrenoreceptor coupling domains to Gs-protein by site-specific
synthetic peptides. FEBS Lett. 254 : 89—93.

Shpakov A. O. 2010. Natural and synthetic cationic peptides as
regulators of hormone-sensitive signaling systems and molecular
mechanisms of their action. Curr. Topics Peptide Protein Res. 11 :
1—30.

Shpakov A. O. 2011a. GPCR-based peptides: structure, me-
chanisms of action and application. Global J. Biochem. 2 : 96—123.

Shpakov A. O. 2011b. Signal protein-derived peptides as func-
tional probes and regulators of intracellular signaling. J. Amino
Acids. 2011 : DOI : 10.4061/2011/656051.

Shpakov A. O. 2013. Peptides corresponding to intracellular
regions of GPCR as a new generation of selective drugs. Int. J. Bio-
chem. Res. Rev. 3 (4) : 380—400.

Shpakov A. O., Gur’yanov I. A., Kuznetsova L. A., Plesne-
va S. A., Shpakova E. A., Vlasov G. P., Pertseva M. N. 2007. Stu-
dies of the molecular mechanisms of action of relaxin on the adeny-
lyl cyclase signaling system using synthetic peptides derived from
the LGR7 relaxin receptor. Neurosci. Behav. Physiol. 37 : 705—
714.

Shpakov A. O., Pertseva M. N. 2007. The peptide strategy as a
novel approach to the study of G protein-coupled signaling sys-
tems. In: Signal transduction research trends (Grachevsky N. O.,
ed.). New York: Nova Sci. Publ., Inc. 45—93.

Shpakov A. O., Shpakova E. A., Tarasenko I. I., Derkach K. V.,
Chistyakova O. V., Avdeeva E. A., Vlasov G. P. 2011. The influen-
ce of peptides corresponding to the third intracellular loop of lutei-
nizing hormone receptor on basal and hormone-stimulated activity
of the adenylyl cyclase signaling system. Global J. Biochem. 2 :
59—73.

Shpakov A. O., Shpakova E. A., Tarasenko I. I., Derkach K. V.,
Vlasov G. P. 2010. The peptides mimicking the third intracellular
loop of 5-hydroxytryptamine receptors of the types 1B and 6 selec-
tively activate G proteins and receptor-specifically inhibit seroto-
nin signaling via the adenylyl cyclase system. Int. J. Pept. Res.
Ther. 16 : 95—105.

Swift S., Leger A. J., Talavera J., Zhang L., Bohm A., Kuliopu-
los A. 2006. Role of the PAR1 receptor 8th helix in signaling: the
7-8-1 receptor activation mechanism. J. Biol. Chem. 281 : 4109—
4116.

Szkudlinski M. W., Fremont V., Ronin C., Weintraub B. D.
2002. Thyroid-stimulating hormone and thyroid-stimulating hor-
mone receptor structure-function relationships. Physiol. Rev. 82 :
473—502.

Tressel S. L., Koukos G., Tchernychev B., Jacques S. L., Co-
vic L., Kuliopulos A. 2011. Pharmacology, biodistribution, and effi-
cacy of GPCR-based pepducins in disease models. Meth. Mol.
Biol. 683 : 259—275.

Williams G. R. 2011. Extrathyroidal expression of TSH recep-
tor. Ann. Endocrinol. (Paris). 72 : 68—73.

Ïîñòóïèëà 4 II 2014

534 À. Î. Øïàêîâ è äð.



PEPTIDE 612—627 OF THYROTROPIN RECEPTOR AND ITS MODIFIED DERIVATIVES

AS THE REGULATORS OF ADENYLYL CYCLASE IN THE RAT THYROID GLAND
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The regulation of the specific activity of the thyroid gland is carried by thyroid-stimulating hormone (TSH)
through TSH receptor (TSHR). This receptor is coupled to different types of G-proteins, including the Gs-prote-
ins, through which TSH stimulates the enzyme adenylyl cyclase (AC). As the application of TSH in medicine is
limited, the development of selective regulators of TSHR with agonistic and antagonistic activity is carried out.
One of the approaches to their creation is to develop the peptides corresponding to functionally important regi-
ons of TSHR which are located in its intracellular loops (ICL) and are involved in the binding and activation of
G-proteins. We have synthesized peptide corresponding to the C-terminal region 612—627 of the third ICL of
TSHR and its derivatives modified by palmitic acid residue (at the N- or the C-terminus) or by polylysine dend-
rimer (at the N-terminus), and studied their effect on the basal and TSH-stimulated AC activity in the membra-
ne fraction isolated from the rat thyroid. The most active was peptide 612—627-K(Pal)A modified by palmitate
at the C-terminus, where in TSHR the hydrophobic transmembrane region is located. At the micromolar con-
centrations the peptide increased AC activity and reduced the AC stimulating effect of TSH. The action of the
612—627-K(Pal)A has been directed onto TSHR homologous to it, as indicated by the following facts: 1) the
inhibition of Gs-protein, the downstream component of AC system, by treating the membranes with cholera to-
xin led to the blocking of peptide AC effect, 2) this effect was not detected in the tissues where no TSHR, 3) the
peptide did not significantly affect the AC stimulating effects of hormones acting via other receptors. The un-
modified peptide and the peptide with N-terminal dendrimer are far behind the 612—627-K(Pal)A in their abi-
lity to activate AC in the thyroid, while the peptide modified by palmitate at the N-terminus was inactive. At
the same time, the peptide modified by dendrimer was comparable to the 612—627-K(Pal)A in the ability to in-
hibit the AC effect of TSH, but, although to a lesser extent that it decreased the AC effects of other hormones,
demonstrating the low receptor specificity. Thus, these data point to the high efficiency of peptide
612—627-K(Pal)A, as a regulator of TSHR, and the prospects of creating the drugs based on it to control the
thyroid functions in pathology.

K e y w o r d s: thyroid-stimulating hormone, thyroid-stimulating hormone receptor, the third cytoplasmic
loop, peptide, adenylyl cyclase, heterotrimeric G-protein, the thyroid gland.
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