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Ìåëàíîêîðòèíîâûå ðåöåïòîðû 4-ãî òèïà (Ì4Ð) èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ïèùåâîãî ïîâå-
äåíèÿ, íåéðîýíäîêðèííûõ ôóíêöèé, ýíåðãåòè÷åñêîãî îáìåíà. Èçìåíåíèÿ èõ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíî-
ñòè ïðèâîäÿò ê îæèðåíèþ, ìåòàáîëè÷åñêîìó ñèíäðîìó, äåïðåññèè è ìåíòàëüíûì ðàññòðîéñòâàì, ÷òî äå-
ëàåò ïîèñê ñåëåêòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ Ì4Ð îäíîé èç àêòóàëüíûõ ïðîáëåì ìîëåêóëÿðíîé ýíäîêðèíîëîãèè.
Ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì â ðàçðàáîòêå òàêèõ ðåãóëÿòîðîâ ÿâëÿåòñÿ êîíñòðóèðîâàíèå ïåïòèäîâ, ñî-
îòâåòñòâóþùèõ ôóíêöèîíàëüíî âàæíûì ó÷àñòêàì Ì4Ð. Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ âïåð-
âûå ñèíòåçèðîâàííîãî íàìè N-ïàëüìèòîèëèðîâàííîãî ïåïòèäà Palm-Thr-Gly-Thr-Ile-Arg-Gln-Gly-Ala-
Asn-(Nle)-Lys-Gly-Ala-Ile232—245-àìèäà (Palm-232—245), ñòðóêòóðíî ñîîòâåòñòâóþùåãî Ñ-êîíöåâîé ïî-
ëîâèíå òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëå (ÖÏ-3) Ì4Ð êðûñû, íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü àäåíè-
ëàòöèêëàçíîé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû (ÀÖÑÑ) âî ôðàêöèÿõ ñèíàïòîñîìàëüíûõ ìåìáðàí, âûäåëåííûõ èç
ìîçãà ñàìöîâ êðûñ. Ïîêàçàíî, ÷òî â êîíöåíòðàöèè 10–7 Ì è âûøå ïåïòèä Palm-232—245 ñòèìóëèðóåò
áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) â ñèíàïòîñîìíûõ ìåìáðàíàõ è ïîâûøàåò â íèõ áàçàëüíûé
óðîâåíü ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ ñî çíà÷åíèÿìè EC50 71 è 267 íÌ ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè
íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ïåïòèäà (10–7—10-6 Ì) è àãîíèñòîâ Ì4Ð — a-ìåëàíîöèòñòèìóëèðóþùåãî ãîðìîíà
(a-ÌÑÃ) è THIQ (10–7 Ì) — íàáëþäàëè àääèòèâíîñòü èõ ñòèìóëèðóþùåãî äåéñòâèÿ íà ÀÖ, êîòîðàÿ èñ-
÷åçàëà ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà äî 10–4—10–3 Ì. Â ñèíàïòîñîìíûõ ìåìáðàíàõ, ïðåèíêó-
áèðîâàííûõ ñ ïåïòèäîì (10–5 Ì), ìàêñèìàëüíîå ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå Ì4Ð-àãîíèñòîâ íà àêòèâíîñòü
ÀÖ áûëî íèæå, ÷åì â êîíòðîëå, à çíà÷åíèÿ EC50, íàïðîòèâ, ïîâûøàëèñü. Â ñëó÷àå ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ
ïåïòèäà è ãîðìîíîâ (g-ÌÑÃ, ñåðîòîíèíà è PACAP-38), êîòîðûå àêòèâèðóþò ÀÖ ÷åðåç äðóãèå ðåöåïòî-
ðû, àääèòèâíîñòü èõ ñòèìóëèðóþùèõ ýôôåêòîâ ñîõðàíÿëàñü âî âñåì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ïåïòèäà.
Äåéñòâèå ïåïòèäà íå âûÿâëÿëîñü â ìèîêàðäíûõ è òåñòèêóëÿðíûõ ìåìáðàíàõ, ãäå îòñóòñòâóþò ãîìîëî-
ãè÷íûå åìó Ì4Ð. Òàêèì îáðàçîì, N-ïàëüìèòîèëèðîâàííûé ïåïòèä Palm-232—245 ñïåöèôè÷íî àêòèâè-
ðóåò ÀÖÑÑ â ìîçãå êðûñ, äåéñòâóÿ êàê âíóòðèêëåòî÷íûé Ì4Ð-àãîíèñò, ÷òî ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî
äëÿ ñîçäàíèÿ ïðåïàðàòîâ, ñòèìóëèðóþùèõ ìåëàíîêîðòèíîâóþ ñèñòåìó ìîçãà è çàâèñèìûå îò íåå ôèçèî-
ëîãè÷åñêèå ïðîöåññû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àäåíèëàòöèêëàçà, àãîíèñò, ãåòåðîòðèìåðíûé G-áåëîê, ìåëàíîêîðòèíîâûé ðå-
öåïòîð, ìåëàíîöèòñòèìóëèðóþùèé ãîðìîí, ìîçã, ïåïòèä, òðåòüÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ïåòëÿ.

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, Ì4Ð è Ì3Ð — ìåëàíîêîðòèíîâûå ðåöåïòîðû 3-ãî è 4-ãî òèïîâ, a-ÌÑÃ è g-ÌÑÃ — a- è g-ìåëàíî-
öèòñòèìóëèðóþùèå ãîðìîíû, ÖÏ-3 — òðåòüÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ïåòëÿ, Boc-ãðóïïà — Na-òðåò-áóòè-
ëîêñèêàðáîíèëüíàÿ ãðóïïà, Gs- è Gi-áåëêè — G-áåëêè ñòèìóëèðóþùåãî è èíãèáèðóþùåãî òèïîâ,
GppNHp — b, g-èìèäîãóàíîçèí-5R-òðèôîñôàò, GPCR — G protein-coupled receptor, PACAP-38 — pituita-
ry adenylyl cyclase-activating polypeptide-38, THIQ — N-[(1R)-1-[(4-õëîðîôåíèë)ìåòèë]-2-[4-öèêëîãåê-
ñèë-4- (1H-1,2,4-òðèàçîë-1-èëìåòèë)-1-ïèïåðèäèíèë]-2-îêñîýòèë]-1,2,3,4-òåòðàãèäðî-3-èçîõèíîëèíêàðáî-
êñàìèä.

Îäíèì èç êëþ÷åâûõ ðåãóëÿòîðîâ ýíåðãåòè÷åñêîãî îá-
ìåíà, àïïåòèòà è ìåòàáîëèçìà ÿâëÿþòñÿ àðêóàòíûå ÿäðà
ìåäèîáàçàëüíîãî ãèïîòàëàìóñà, â íåéðîíàõ êîòîðûõ ýêñ-
ïðåññèðóþòñÿ êàê îðåêñèãåííûå ïîëèïåïòèäû, ïîâûøà-
þùèå àïïåòèò, â ïåðâóþ î÷åðåäü àãóòè-ïîäîáíûé ïåïòèä,
ýíäîãåííûé àíòàãîíèñò ìåëàíîêîðòèíîâûõ ðåöåïòîðîâ
(ÌÐ) 4-ãî òèïà (Ì4Ð), òàê è àíîðåêñèãåííûå ïåïòèäû, ïî-
íèæàþùèå àïïåòèò, âêëþ÷àÿ ïðîîïèîìåëàíîêîðòèí,
ïðåäøåñòâåííèê àäðåíîêîðòèêîòðîïíîãî ãîðìîíà è a- è
g-ìåëàíîöèòñòèìóëèðóþùèõ ãîðìîíîâ (a- è g-ÌÑÃ).

Â ìîçãå a-ÌÑÃ ñâÿçûâàåòñÿ ñ äâóìÿ ñòðóêòóðíî áëèçêè-
ìè ðåöåïòîðàìè — Ì4Ð è ÌÐ 3-ãî òèïà (Ì3Ð), à g-ÌÑÃ
ÿâëÿåòñÿ àãîíèñòîì Ì3Ð. Óñòàíîâëåíî, ÷òî Ì4Ð ýêñïðåñ-
ñèðóþòñÿ òîëüêî â ÖÍÑ (ãèïîòàëàìóñå, òàëàìóñå, êîðå è
ñòâîëå), â òî âðåìÿ êàê Ì3Ð — åùå è â íåêîòîðûõ ïåðè-
ôåðè÷åñêèõ òêàíÿõ (æåëóäêå è ïëàöåíòå). Ì4Ð è Ì3Ð îò-
íîñÿòñÿ ê ñóïåðñåìåéñòâó ðåöåïòîðîâ, ôóíêöèîíàëüíî
ñîïðÿæåííûõ ñ ãåòåðîòðèìåðíûìè G-áåëêàìè (G prote-
in-coupled receptor, GPCR). Îíè ñåìü ðàç ïðîíèçûâàþò
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó è èìåþò òðè öèòîïëàçìàòè÷å-
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ñêèå ïåòëè (ÖÏ), èç êîòîðûõ òðåòüÿ (ÖÏ-3) èãðàåò êëþ÷å-
âóþ ðîëü â ñâÿçûâàíèè è àêòèâàöèè G-áåëêîâ.

Îñíîâíîé ìèøåíüþ àãîíèñòîâ Ì4Ð è Ì3Ð ÿâëÿåòñÿ
àäåíèëàòöèêëàçíàÿ ñèãíàëüíàÿ ñèñòåìà (ÀÖÑÑ), âêëþ÷à-
þùàÿ â ñåáÿ ÌÐ, G-áåëîê ñòèìóëèðóþùåãî òèïà (Gs) è
ôåðìåíò àäåíèëàòöèêëàçó (ÀÖ), êàòàëèçèðóþùóþ îáðà-
çîâàíèå óíèâåðñàëüíîãî âòîðè÷íîãî ïîñðåäíèêà öÀÌÔ
(Shinyama et al., 2003). Ìóòàöèè â Ì4Ð, âûçûâàþùèå ñíè-
æåíèå èõ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè, à òàêæå èçáûòî÷-
íàÿ ïðîäóêöèÿ àãóòè-ïîäîáíîãî ïåïòèäà, Ì4Ð-àíòàãîíè-
ñòà, ïðèâîäÿò ê íàðóøåíèþ ïèùåâîãî ïîâåäåíèÿ, äèñëè-
ïèäåìèè, îæèðåíèþ è ìåòàáîëè÷åñêîìó ñèíäðîìó, â òî
âðåìÿ êàê ãèïåðàêòèâàöèÿ ýòèõ ðåöåïòîðîâ ìîæåò ñòàòü
ïðè÷èíîé äåïðåññèâíûõ è òðåâîæíûõ ñîñòîÿíèé (Noguei-
ras et al., 2007; Rene et al., 2010; Xu et al., 2011; Okubo,
Chaki, 2013). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàç-
ðàáîòàíî ñðàâíèòåëüíî ìíîãî àãîíèñòîâ Ì4Ð, ðàçëè÷àþ-
ùèõñÿ ïî õèìè÷åñêîé ïðèðîäå è ìåõàíèçìàì äåéñòâèÿ,
íè îäèí íå íàøåë øèðîêîãî ïðèìåíåíèÿ â êëèíèêå è íå
ïîêàçàë âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòè ïðè ëå÷åíèè ïàöèåíòîâ
ñ îæèðåíèåì è ìåòàáîëè÷åñêèìè ðàññòðîéñòâàìè, âû-
çâàííûìè äèñôóíêöèÿìè â Ì4Ð-çàâèñèìûõ ñèãíàëüíûõ
ïóòÿõ (Fani et al., 2014). Âñëåäñòâèå ýòîãî ðàçðàáîòêà íî-
âûõ ýôôåêòèâíûõ è ñåëåêòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ Ì4Ð
ïî-ïðåæíåìó îñòàåòñÿ îäíîé èç àêòóàëüíûõ çàäà÷ êëåòî÷-
íîé áèîëîãèè è ýíäîêðèíîëîãèè.

Îäíèì èç ïîäõîäîâ äëÿ ñîçäàíèÿ ñåëåêòèâíûõ ðåãó-
ëÿòîðîâ ãîðìîíàëüíûõ ñèñòåì ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà èõ
âíóòðèêëåòî÷íûõ àãîíèñòîâ è àíòàãîíèñòîâ íà îñíîâå
ñèíòåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ, ñòðóêòóðíî ñîîòâåòñòâóþùèõ
öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ó÷àñòêàì GPCR, êîòîðûå îòâåòñò-
âåííû çà èõ ôóíêöèîíàëüíîå âçàèìîäåéñòâèå ñ ãåòåðî-
òðèìåðíûìè G-áåëêàìè, b-àððåñòèíàìè è äðóãèìè âíóò-
ðèêëåòî÷íûìè áåëêàìè, êîìïîíåíòàìè ñèãíàëüíûõ êàñ-
êàäîâ.

Â áîëüøèíñòâå GPCR íàèáîëüøåå çíà÷åíèå äëÿ ñèã-
íàëüíîé òðàíñäóêöèè èìåþò ïðîêñèìàëüíûå ê ìåìáðàíå
ó÷àñòêè ÖÏ-3, âñëåäñòâèå ÷åãî èìåííî èõ, êàê ïðàâèëî,
èñïîëüçóþò äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ GPCR-ïåïòèäîâ (Øïà-
êîâ, 1996, 2002). Åùå â 2002 ã. ãðóïïîé Àòàíà Êóëèîïóëî-
ñà áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ìîäèôèêàöèÿ GPCR-ïåïòèäîâ
ãèäðîôîáíûìè ðàäèêàëàìè, ñîïîñòàâèìûìè ïî ðàçìåðó è
ëèïîôèëüíîñòè ñ òðàíñìåìáðàííûìè ó÷àñòêàìè GPCR,
ïîâûøàåò èõ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü (Covic et al.,
2002). Â îñíîâå ýòîãî ëåæèò ñïîñîáíîñòü ëèïîôèëüíûõ
ïðîèçâîäíûõ GPCR-ïåïòèäîâ ïðîíèêàòü ÷åðåç ïëàçìàòè-
÷åñêóþ ìåìáðàíó, çàÿêîðèâàòüñÿ â íåé è ýôôåêòèâíî
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ âíóòðèêëåòî÷íûìè áåëêàìè-ìèøå-
íÿìè, îñíîâíûìè èç êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ ãîìîëîãè÷íûé
ïåïòèäàì ðåöåïòîð è ñîïðÿæåííûé ñ íèì ãåòåðîòðèìåð-
íûé G-áåëîê (Miller et al., 2009; Shpakov, 2011; Tressel
et al., 2011; O’Callaghan et al., 2012a). Ðàíåå íàìè è äðóãè-
ìè àâòîðàìè áûëè ñèíòåçèðîâàíû è èçó÷åíû ëèïîôèëü-
íûå ïðîèçâîäíûå GPCR-ïåïòèäîâ, êîòîðûå ñîîòâåòñòâó-
þò öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ó÷àñòêàì ïðîòåèíàçî-àêòèâèðóå-
ìûõ ðåöåïòîðîâ 1-ãî, 2-ãî è 4-ãî òèïîâ, õåìîêèíîâûõ
ðåöåïòîðîâ CXCR1, CXCR2 è CXCR4, ðåöåïòîðà ñôèíãî-
çèí-1-ôîñôàòà 3-ãî òèïà, ñåðîòîíèíîâîãî ðåöåïòîðà 6-ãî
òèïà, ðåëàêñèíîâîãî ðåöåïòîðà RXFP1, ðåöåïòîðîâ ëþòå-
èíèçèðóþùåãî è òèðåîòðîïíîãî ãîðìîíîâ, ðåöåïòîðà
N-ôîðìèëïåïòèäà 1-ãî è 2-ãî òèïîâ (Covic et al., 2002;
Licht et al., 2003; Shpakov et al., 2007, 2010; Agarwal et al.,
2010; Jamieson et al., 2012; O’Callaghan et al., 2012b; Øïà-
êîâà, Øïàêîâ, 2013; Forsman et al., 2013; Øïàêîâ è äð.,
2014; Shpakov, Shpakova, 2014a).

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿëà â ñèíòåçå
N-ïàëüìèòîèëèðîâàííîãî ïåïòèäà Palm-Thr-Gly-Thr-
Ile-Arg-Gln-Gly-Ala-Asn-(Nle) -Lys-Gly-Ala-Ile232-245-àìèäà
(Palm-232—245), êîòîðûé ïî ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå ñîîò-
âåòñòâóåò Ñ-êîíöåâîé ïîëîâèíå ÖÏ-3 Ì4Ð, è â èçó÷åíèè
åãî âëèÿíèÿ íà áàçàëüíóþ è ñòèìóëèðîâàííóþ àãîíèñòà-
ìè ÌÐ àêòèâíîñòü ÀÖÑÑ âî ôðàêöèÿõ ïëàçìàòè÷åñêèõ
ìåìáðàí ìîçãà êðûñ. Äëÿ îöåíêè òêàíåâîé è ðåöåïòîð-
íîé ñïåöèôè÷íîñòè äåéñòâèÿ ïåïòèäà Palm-232—245
âûÿñíÿëè åãî âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü ÀÖÑÑ â ìèîêàðäå è
ñåìåííèêàõ, ãäå îòñóòñòâóþò Ì4Ð, ãîìîëîãè÷íûå ïåïòè-
äó, à òàêæå íà ñòèìóëÿöèþ ÀÖ Ì3Ð-àãîíèñòîì g-ÌÑÃ,
ñåðîòîíèíîì è ãèïîôèçàðíûì ÀÖ-àêòèâèðóþùèì ïîëè-
ïåïòèäîì-38 (pituitary adenylyl cyclase-activating poly-
peptide-38, PACAP-38), äåéñòâóþùèìè ÷åðåç ñîïðÿæåí-
íûå ñ Gs-áåëêàìè GPCR, îòëè÷íûå îò Ì4Ð.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û. Èñïîëüçîâàëè àìèíîêèñëîòû, ìîäèôè-
öèðîâàííûå Na-òðåò-áóòèëîêñèêàðáîíèëüíûìè (Boc)
çàùèòíûìè ãðóïïàìè, êðåàòèíôîñôàò, êðåòèíôîñôîêè-
íàçó èç ìûøö êðîëèêà, öÀÌÔ, ÀÒÔ, ÃÒÔ, b, g-èìèäîãó-
àíîçèí-5R-òðèôîñôàò (GppNHp), äèòèîòðåèòîë, äèòèî-
ýòèëåíãëèêîëü, òèîàíèçîë, Lubrol-PX, N,N-äèèçîïðî-
ïèëêàðáîäèèìèä, òðèôòîðìåòàíñóëüôîêèñëîòó, à òàêæå
ãîðìîíàëüíûå àãåíòû — a-ÌÑÃ, Ì3Ð-àãîíèñò g-ÌÑÃ, ñå-
ðîòîíèí è PACAP-38 ïðîèçâîäñòâà ôèðìû Sigma-Aldrich
(ÑØÀ); Ì4Ð-àãîíèñò N-[(1R)-1-[(4-õëîðîôåíèë)ìåòèë]-2-
[4-öèêëîãåêñèë-4- (1H-1,2,4-òðèàçîë-1-èëìåòèë)-1-ïèïå-
ðèäèíèë]-2-îêñîýòèë]-1,2,3,4-òåòðàãèäðî-3-èçîõèíîëèí-
êàðáîêñàìèä (THIQ) ïðîèçâîäñòâà ôèðìû Tocris Biosci-
ence (Âåëèêîáðèòàíèÿ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ÀÖ
èñïîëüçîâàëè [a-32P]ÀÒÔ (150 ÃÁê/ììîëü) (Âñåðåãèî-
íàëüíîå îáúåäèíåíèå Èçîòîï, Ðîññèÿ), äëÿ ðàçäåëåíèÿ
ìå÷åíûõ íóêëåîòèäîâ ïðîâîäèëè êîëîíî÷íóþ õðîìàòî-
ãðàôèþ íà íåéòðàëüíîé îêèñè àëþìèíèÿ II ñòåïåíè àê-
òèâíîñòè ïî Áðîêìàíó (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ GppNHp-ñâÿçûâàíèÿ G-áåëêîâ — [8-3H]-
GppNHp (18.5 ÃÁê/ììîëü) (Amersham, Àíãëèÿ) è íèòðî-
öåëëþëîçíûå ôèëüòðû òèï HA, 0.45 ìêì (Millipore,
ÑØÀ).

Ñ è í ò å ç ï å ï ò è ä à. N-ïàëüìèòîèëèðîâàííûé ïåï-
òèä Palm-Thr-Gly-Thr-Ile-Arg-Gln-Gly-Ala-Asn-(Nle)-Lys-
Gly-Ala-Ile232—245-àìèä (Palm-232—245), êîòîðûé ñòðóê-
òóðíî ñîîòâåòñòâóåò ÖÏ-3 Ì4Ð êðûñû, áûë ñèíòåçèðî-
âàí ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî òâåðäîôàçíîãî ìåòîäà ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïàðà-ìåòèëáåíçãèäðèëàìèííîé ñìîëû
(200—400 ìåø) ñ åìêîñòüþ 1.16 ììîëü/ã è Boc-çàìå-
ùåííûõ ïðîèçâîäíûõ àìèíîêèñëîò. Õèìè÷åñêè ëà-
áèëüíûé îñòàòîê Met241 áûë çàìåíåí áëèçêèì åìó ïî
ôèçèêî-õèìè÷åñêèì ñâîéñòâàì íîðëåéöèíîì. Ïðèñîåäè-
íåíèå àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ ê ðàñòóùåé ïîëèïåï-
òèäíîé öåïè îñóùåñòâëÿëè êàðáîäèèìèäíûì ìåòîäîì ñ
ïîìîùüþ äèèçîïðîïèëêàðáîäèèìèäà â ïðèñóòñòâèè
1-ãèäðîêñèáåíçîòðèàçîëà. Äëÿ ââåäåíèÿ ïàëüìèòîèëüíî-
ãî îñòàòêà â ìîëåêóëó ïåïòèäà ïàëüìèòèíîâóþ êèñëîòó
ðàñòâîðÿëè â ñìåñè, ñîäåðæàùåé 50 % N-ìåòèëïèððîëè-
äîíà è 50 % ìåòèëåíõëîðèäà, è îñóùåñòâëÿëè åå êîíäåí-
ñàöèþ ñî ñâîáîäíîé N-êîíöåâîé àìèíîãðóïïîé ïðè-
êðåïëåííîãî ê ñìîëå ïåïòèäà â òå÷åíèå íî÷è. Äåáëîêè-
ðîâàíèå è óäàëåíèå ïåïòèäà ñ ïîëèìåðà îñóùåñòâëÿëè ñ
ïîìîùüþ òðèôòîðìåòàíñóëüôîêèñëîòû (1 ìë) â òðèôòî-
ðóêñóñíîé êèñëîòå (10 ìë), ñîäåðæàùåé 1 ìë òèîàíèçîëà

N-ïàëüìèòîèëèðîâàííûé ïåïòèä 232—245 ìåëàíîêîðòèíîâîãî ðåöåïòîðà 4-ãî òèïà êðûñû 605



è 0.5 ìë ýòàíäèòèîëà (âñå êîëè÷åñòâà — íà 1 ã ïåïòè-
äèë-ïîëèìåðà), â òå÷åíèå 2 ÷. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ðàç-
áàâëÿëè îõëàæäåííûì äèýòèëîâûì ýôèðîì, îñàäîê îò-
ôèëüòðîâûâàëè, ïåïòèä îòäåëÿëè îò ïîëèìåðà, ðàñòâî-
ðÿÿ åãî â òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòå, ïîâòîðíî îñàæäàëè
äèýòèëîâûìì ýôèðîì. Âûïàâøèé îñàäîê îòôèëüòðîâû-
âàëè, ïðîìûâàëè ýôèðîì è ñóøèëè ïîä âàêóóìîì. Äëÿ
î÷èñòêè ïåïòèäà ñíà÷àëà èñïîëüçîâàëè ãåëüïðîíèêàþ-
ùóþ õðîìàòîãðàôèþ íà Sephadex G-10, çàòåì îáðàùåí-
íî-ôàçîâóþ ÂÝÆÕ íà êîëîíêå Vydac C18 â ñèñòåìå âî-
äà-àöåòîíèòðèë-0.1%-íàÿ òðèôòîðóêñóñíàÿ êèñëîòà ñ
ëèíåéíûì âîçðàñòàþùèì ãðàäèåíòîì êîíöåíòðàöèè
àöåòîíèòðèëà, ÷òî ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü ïåïòèä ñ ñîäåð-
æàíèåì îñíîâíîãî âåùåñòâà âûøå 95 %. Ñòðóêòóðà ïåï-
òèäà áûëà ïîäòâåðæäåíà ñ ïîìîùüþ ESI ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðèè âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ, ïî ðåçóëüòàòàì êîòîðîé
ýêñïåðèìåíòàëüíîå çíà÷åíèå Mr äëÿ ïåïòèäà
Palm-232—245 ñîñòàâèëî 1654.0041 (ðàññ÷èòàííàÿ Mr

ðàâíà 1653.9963).
Ä ë ÿ á è î ë î ã è ÷ å ñ ê è õ ý ê ñ ï å ð è ì å í ò î â èñ-

ïîëüçîâàëè 5-ìåñÿ÷íûõ ñàìöîâ êðûñ ïîðîäû Wistar, êî-
òîðûõ ñîäåðæàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ è íà ñòàíäàðò-
íîì ðàöèîíå. Âûäåëåíèå ôðàêöèé ñèíàïòîñîìíûõ ìåìá-
ðàí èç òêàíåé ìîçãà (êîðû, ãèïïîêàìïà è ñòðèàòóìà)
ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Shpakov et al., 2010). Òêà-
íè ìîçãà ïðîìûâàëè â îõëàæäåííîì 50 ìÌ Tris-HCl-áó-
ôåðå (pH 7.4), êîòîðûé ñîäåðæàë 5 ìÌ MgCl2, 10 % ñàõà-
ðîçû è èíãèáèòîðû ïðîòåàç, çàòåì èçìåëü÷àëè è ãîìîãå-
íèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè Ïîëèòðîíà â òîì æå áóôåðå ïðè
îõëàæäåíèè äî 4 °C. Ïîëó÷åííûé ãîìîãåíàò öåíòðèôóãè-
ðîâàëè (1000 g, 10 ìèí), îñàäîê îòáðàñûâàëè, ñóïåðíà-
òàíò ïîâòîðíî öåíòðèôóãèðîâàëè (9000 g, 20 ìèí), îñàäîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè â òîì æå áóôåðå, íî áåç ñàõàðîçû è
ñíîâà öåíòðèôóãèðîâàëè (35 000 g, 10 ìèí). Îñàæäåííûå
ìåìáðàíû ðåñóñïåíäèðîâàëè â 50 ìÌ Tris-HCl áóôåðå
(pH 7.4), ñîäåðæàùåì 5 ìÌ MgCl2, è èñïîëüçîâàëè äëÿ
îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ÀÖ è GppNHp-ñâÿçûâàíèÿ. Ìè-
îêàðäíûå è òåñòèêóëÿðíûå ìåìáðàíû, êîòîðûå èñïîëüçî-
âàëè äëÿ îöåíêè òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè äåéñòâèÿ ïåï-
òèäà, âûäåëÿëè èç ìèîêàðäà è ñåìåííèêîâ êðûñ, êàê îïè-
ñàíî ðàíåå (Øïàêîâ è äð., 2011).

À ê ò è â í î ñ ò ü ÀÖ îïðåäåëÿëè ðàäèîèçîòîïíûì ìå-
òîäîì, êàê îïèñàíî ðàíåå (Shpakov et al., 2012). Ðåàêöèîí-
íàÿ ñìåñü (îáùèé îáúåì 50 ìêë) ñîäåðæàëà 50 ìÌ
Tris-HCl-áóôåðà (pH 7.5), 5 ìÌ MgCl2, 0.1 ìÌ öÀÌÔ,
1 ìÌ ÀÒÔ, 37 ÊÁê [a-32P]-ÀÒÔ, 20 ìÌ êðåàòèíôîñôàòà,
0.2 ìã/ìë êðåàòèíôîñôîêèíàçû è 25—50 ìêã ìåìáðàííî-
ãî áåëêà. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 12 ìèí ïðè 37 °C.
Àêòèâíîñòü ÀÖ âûðàæàëè â ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã
ìåìáðàííîãî áåëêà. Áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà
îïðåäåëÿëè â îòñóòñòâèå ãîðìîíîâ è íåãîðìîíàëüíûõ
àãåíòîâ.

Î ï ð å ä å ë å í è å Ã Ò Ô - ñ â ÿ ç û â à þ ù å é ñ ï î ñ î á -
í î ñ ò è ã å ò å ð î ò ð è ì å ð í û õ G - á å ë ê î â ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ èõ ìå÷åíèÿ íåãèäðîëèçóåìûì àíàëîãîì
ÃÒÔ — [8-3H]-GppNHp, êàê îïèñàíî ðàíåå (Shpakov et al.,
2010). Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü (îáùèé îáúåì 50 ìêë) ñîäåðæà-
ëà 25 ìÌ HEPES-Na-áóôåð (pH 7.4), 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 5 ìÌ
MgCl2, 100 ìÌ NaCl, 1 ìÌ äèòèîòðåèòîëà, 0.1 % áû÷üåãî
ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà, 1 ìêÌ íåìå÷åíîãî GppNHp è
18—37 ÊÁê [8-3H]-GppNHp. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â òå÷å-
íèå 45 ìèí ïðè 30 °C. Ïîñëå èíêóáàöèè â ðåàêöèîííóþ
ñìåñü äîáàâëÿëè 100 ìêë 20 ìÌ K+/Na+-ôîñôàòíîãî áó-
ôåðà (pH 8.0), ñîäåðæàùåãî 0.1 % Lubrol-PX. Îáðàçöû
ôèëüòðîâàëè ïîä âàêóóìîì ÷åðåç íèòðîöåëëþëîçíûå

ôèëüòðû ñ ðàçìåðîì ïîð 0.45 ìêì (òèï HA), òðèæäû ïðî-
ìûâàëè òåì æå áóôåðîì (ïî 2 ìë) è ñóøèëè. Ñâÿçàííóþ ñ
ôèëüòðîì ðàäèîàêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè â ñöèíòèëëÿòîðå
ñ ïîìîùüþ ñ÷åò÷èêà LKB 1209/1215 RackBeta (Øâåöèÿ).
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ â ïðîáû
äîáàâëÿëè 10 ìÌ GppNHp. Ñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå
GppNHp ñ G-áåëêàìè îïðåäåëÿëè êàê ðàçíîñòü ìåæäó îá-
ùèì è íåñïåöèôè÷åñêèì ñâÿçûâàíèåì. Óðîâåíü ÃÒÔ-ñâÿ-
çûâàíèÿ âûðàæàëè â ïìîëü [8-3H]-GppNHp íà 1 ìã ìåìá-
ðàííîãî áåëêà. Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ïåïòèäà íà ýôôåê-
òû ãîðìîíîâ îòíîñèòåëüíî àêòèâíîñòè ÀÖ è óðîâåíü
ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè ñ íèì â òå÷å-
íèå 10 ìèí ïðè 4 °C, çàòåì äîáàâëÿëè èíêóáàöèîííóþ
ñìåñü è ãîðìîíû.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà ANOVA (Manugistics Inc., ÑØÀ). Êàæäûé ýêñïå-
ðèìåíò âûïîëíÿëè òðèæäû. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå
ñðåäíèõ çíà÷åíèé è èõ ñòàíäàðòíûõ îòêëîíåíèé èç íå-
ñêîëüêèõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó
ïðîáàìè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà êàê
äîñòîâåðíûå ïðè P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü ÀÖ è áàçàëüíûé óðîâåíü
ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ ãåòåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ âî ôðàêöèÿõ
ñèíàïòîñîìíûõ ìåìáðàí ìîçãà êðûñ ñîñòàâèëè ñîîòâåò-
ñòâåííî 27.2 � 1.3 ïìîëü öÀÌÔ/ìèí è 4.5 � 0.1 ïìîëü
[8-3H]-GppNHp íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà. Ïåïòèä
Palm-232—245, äåéñòâóÿ â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò
10–7 äî 10–3 Ì, ïîâûøàë áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà
ÀÖ âî ôðàêöèÿõ ñèíàïòîñîìíûõ ìåìáðàí ìîçãà êðûñ
(ðèñ. 1). Êîíöåíòðàöèÿ ïåïòèäà, ïðè êîòîðîé ñòèìó-
ëèðóþùèé ýôôåêò (67 %) áûë ìàêñèìàëüíûì, ñîñòàâëÿ-
ëà 10–5 Ì, â òî âðåìÿ êàê äàëüíåéøåå ïîâûøåíèå êîíöåí-
òðàöèè ïåïòèäà äî 10–4 è 10–3 Ì, ïðèâîäèëî ê íåáîëüøî-
ìó îñëàáëåíèþ åãî äåéñòâèÿ. Ïåïòèä òàêæå ïîâûøàë
áàçàëüíûé óðîâåíü ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ, ïðè÷åì â ýòîì ñëó-
÷àå ïðè äåéñòâèè ïåïòèäà â êîíöåíòðàöèÿõ âûøå 10–5 Ì
îñëàáëåíèÿ ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà íå íàáëþäàëè
(ðèñ. 1). Çíà÷åíèÿ EC50 è ñîîòâåòñòâóþùàÿ êîíöåíòðà-
öèÿ ïåïòèäà, ïðè êîòîðîé îí îêàçûâàåò ïîëóìàêñè-
ìàëüíîå ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü ÀÖ è
óðîâåíü ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ, ñîñòàâèëè 71 è 267 íÌ ñîîò-
âåòñòâåííî.

Àãîíèñòû Ì3Ð è Ì4Ð, ñåðîòîíèí è PACAP-38 îêàçû-
âàëè îò÷åòëèâî âûðàæåííîå ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà
ÀÖÑÑ â ñèíàïòîñîìíûõ ìåìáðàíàõ ìîçãà êðûñ. Íåñåëåê-
òèâíûé ÌÐ-àãîíèñò a-ÌÑÃ (10–7 M), âûñîêîñåëåêòèâíûé
Ì4Ð-àãîíèñò THIQ (10–7 M), Ì3Ð-àãîíèñò g-ÌÑÃ (10–7 M),
ñåðîòîíèí (10–5 M) è PACAP-38 (10–6 M) ïîâûøàëè áà-
çàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ íà 173, 125, 76, 368 è 124 % ñîîò-
âåòñòâåííî. Â òåõ æå êîíöåíòðàöèÿõ ýòè àãåíòû ïîâû-
øàëè óðîâåíü ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ íà 81, 63, 44, 163 è 57 %
ñîîòâåòñòâåííî. Äàëåå èçó÷àëè, êàê ïðåèíêóáàöèÿ ñèíàï-
òîñîìíûõ ìåìáðàí ñ ïåïòèäîì âëèÿåò íà ñòèìóëèðóþ-
ùèå ýôôåêòû ïåðå÷èñëåííûõ âûøå ãîðìîíîâ.

Â ìåìáðàíàõ, ïðåèíêóáèðîâàííûõ ñ ïåïòèäîì â íèç-
êîé êîíöåíòðàöèè (10–7—10–6 Ì), ñòèìóëèðóþùèå ÀÖ
ýôôåêòû a-ÌÑÃ è THIQ (10–7 M), êîòîðûå äåéñòâóþò ÷å-
ðåç ãîìîëîãè÷íûå ïåïòèäó Ì4Ð, ñîõðàíÿëèñü. Îòìå÷àëàñü
àääèòèâíîñòü ñòèìóëèðóþùåãî äåéñòâèÿ ýòèõ àãîíèñòîâ
è ïåïòèäà. Ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà äî
10–5—10–3 Ì àääèòèâíîñòü èñ÷åçàëà, ïðè÷åì â ïðèñóòñò-
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âèè 10-3 Ì ïåïòèäà ñòèìóëÿöèÿ ÀÖ ïðè äåéñòâèè a-ÌÑÃ
è THIQ ñíèæàëàñü (òàáë. 1). Ïðè ñîâìåñòíîì âëèÿíèè
ïåïòèäà Palm-232—245 è Ì4Ð-àãîíèñòîâ íà óðîâåíü
ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ áûëà âûÿâëåíà êà÷åñòâåííî ñõîäíàÿ
êàðòèíà. Ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà äî 10–5

Ì àääèòèâíîñòü ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ ïåïòèäà
Palm-232—245 è Ì4Ð-àãîíèñòîâ íà ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå íå
âûÿâëÿëàñü (òàáë. 2).

Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî â ìåìáðàíàõ, ïðåèíêóáèðîâàí-
íûõ ñ ïåïòèäîì Palm-232—245 â êîíöåíòðàöèè 10–5 Ì,
ìàêñèìàëüíûé ñòèìóëèðóþùèé ÀÖ ýôôåêò âûñîêîñåëåê-
òèâíîãî Ì4Ð-àãîíèñòà THIQ áûë íèæå, ÷åì â êîíòðîëü-
íûõ ìåìáðàíàõ, à çíà÷åíèå EC50 äëÿ ýòîãî ýôôåêòà ïîâû-
øàëîñü (1.4 íÌ ïðîòèâ 2.5 â êîíòðîëå) (ðèñ. 2). Â ñëó÷àå
a-ÌÑÃ, íåñåëåêòèâíîãî ÌÐ-àãîíèñòà, òàêæå íàáëþäà-

N-ïàëüìèòîèëèðîâàííûé ïåïòèä 232—245 ìåëàíîêîðòèíîâîãî ðåöåïòîðà 4-ãî òèïà êðûñû 607

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ïåïòèäà Palm-232—245 íà áàçàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ) (à) è ñïåöèôè÷åñêîå ÃÒÔ-ñâÿçû-
âàíèå ãåòåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ (á) â ñèíàïòîñîìíûõ ìåìá-

ðàíàõ ìîçãà êðûñ.

Ïî ãîðèçîíòàëè — îòðèöàòåëüíûé ëîãàðèôì êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà Ì.
Çíà÷åíèÿ ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíåå çíà÷åíèå è èõ îøèáêà. Àêòèâíîñòü
ÀÖ âûðàæåíà â ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà, ÃÒÔ-ñâÿ-

çûâàíèå — â ïìîëü [8-3H]GppNHp íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà.

Ò à á ë è ö à 1

Âëèÿíèå ïðåèíêóáàöèè ñèíàïòîñîìíûõ ìåìáðàí
ñ ïåïòèäîì Palm-232—245 íà ñòèìóëÿöèþ

áàçàëüíîé àêòèâíîñòè àäåíèëàòöèêëàçû àãîíèñòàìè
ìåëàíîêîðòèíîâûõ ðåöåïòîðîâ 4-ãî òèïà (a-ÌÑÃ è THIQ)

Êîíöåíòðàöèÿ
ïåïòèäà, Ì

a-ÌÑÃ, 10–7 M THIQ, 10–7 M

ïðèðîñò ê áàçàëüíîé àêòèâíîñòè ÀÖ,
ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà (n = 9)

0 47.1 � 2.2
100 %

34.0 � 1.6
100 %

10–8 50.5 � 2.9 (49.6)à

102 %á
39.8 � 1.6 (36.5)

109 %

10–7 60.4 � 3.0 (57.8)
104 %

48.0 � 1.9 (44.7)
107 %

10–6 62.5 � 2.0 (63.7)
98 %

47.7 � 2.6 (50.6)
94 %

10–5 57.8 � 3.3 (65.4)
88 %

38.4 � 1.8 (52.3)
73 %

10–4 46.8 � 1.7 (62.2)
75 %

31.5 � 3.1 (49.1)
64 %

10–3 38.7 � 0.9 (59.7)
65 %

23.7 � 2.0 (46.6)
51 %

à Â ñêîáêàõ äàíî ðàññ÷èòàííîå çíà÷åíèå ïðèðîñòà àêòèâíîñòè ÀÖ
ïóòåì ñóììèðîâàíèÿ ïðèðîñòîâ àêòèâíîñòè ôåðìåíòà, âûçâàííûõ ãîð-
ìîíîì è ïåïòèäîì ïðè èõ ðàçäåëüíîì äåéñòâèè. áÝêñïåðèìåíòàëüíî íà-
áëþäàåìûé ïðèðîñò àêòèâíîñòè ÀÖ ïî îòíîøåíèþ ê ðàññ÷èòàííîìó åãî
çíà÷åíèþ, ïðèíÿòîìó çà 100 %. Çäåñü è â òàáë. 2, 3 ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå
çíà÷åíèå è èõ ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ.

Ò à á ë è ö à 2

Âëèÿíèå ïðåèíêóáàöèè ñèíàïòîñîìíûõ ìåìáðàí
ñ ïåïòèäîì Palm-232—245 íà ñòèìóëÿöèþ

áàçàëüíîãî óðîâíÿ ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ a-ÌÑÃ è THIQ

Êîíöåíòðàöèÿ
ïåïòèäà, Ì

a-ÌÑÃ, 10–7 M THIQ, 10–7 M

ïðèðîñò ê áàçàëüíîìó óðîâíþ ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ,
ïìîëü [8-3H]-GppNHp

íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà (n = 6)

0 3.6 � 0.2
100 %

2.8 � 0.1
100 %

10–8 3.5 � 0.3 (3.8)à

92 %á
3.0 � 0.1 (3.0)

100 %

10–7 4.6 � 0.2 (4.4)
105 %

3.4 � 0.2 (3.6)
94 %

10–6 5.4 � 0.2 (5.3)
102 %

4.2 � 0.1 (4.5)
93 %

10–5 4.7 � 0.3 (5.6)
84 %

3.7 � 0.2 (4.8)
77 %

10–4 4.6 � 0.1 (5.8)
79 %

2.9 � 0.2 (5.0)
58 %

10–3 4.0 � 0.2 (5.8)
69 %

3.0 � 2.0 (5.0)
60 %

à Â ñêîáêàõ äàíî ðàññ÷èòàííîå çíà÷åíèå ïðèðîñòà ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ
ïóòåì ñóììèðîâàíèÿ ïðèðîñòîâ ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ, âûçâàííûõ ãîðìîíîì
è ïåïòèäîì ïðè èõ ðàçäåëüíîì äåéñòâèè. á Ýêñïåðèìåíòàëüíî íàáëþäàå-
ìûé ïðèðîñò ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ ïî îòíîøåíèþ ê ðàññ÷èòàííîìó åãî çíà-
÷åíèþ, ïðèíÿòîìó çà 100 %.



ëîñü, õîòÿ è ìåíåå âûðàæåííîå, ñíèæåíèå ìàêñèìàëüíîãî
ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ ãîðìîíà íà àêòèâíîñòü ÀÖ è
ïîâûøåíèå çíà÷åíèÿ EC50 (1.6 íÌ ïðîòèâ 2.9 â êîíòðîëå)
(ðèñ. 2). Ïðè ñîâìåñòíîì âëèÿíèè íà áàçàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü ÀÖ ïåïòèäà Palm-232—245 è ãîðìîíàëüíûõ àãåí-
òîâ — Ì3Ð-àãîíèñòà g-ÌÑÃ, ñåðîòîíèíà è PACAP-38,
äåéñòâèå êîòîðûõ ðåàëèçóåòñÿ ÷åðåç ñîïðÿæåííûå ñ
Gs-áåëêàìè GPCR, îòëè÷íûå îò Ì4Ð, àääèòèâíîñòü èõ
ñòèìóëèðóþùèõ ýôôåêòîâ ñîõðàíÿëàñü âî âñåì èññëåäóå-
ìîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ïåïòèäà (äàííûå íå ïðåä-
ñòàâëåíû). Ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ìèøåíÿìè äåéñòâèÿ
ïåïòèäà è óêàçàííûõ âûøå ãîðìîíîâ ÿâëÿþòñÿ ðàçëè÷-
íûå ðåöåïòîðû.

Äàëåå ìû èññëåäîâàëè òêàíåâóþ ñïåöèôè÷íîñòü äåé-
ñòâèÿ ïåïòèäà Palm-232—245. Äëÿ ýòîãî èçó÷àëè åãî âëè-
ÿíèå íà áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ è óðîâåíü ÃÒÔ-ñâÿçû-
âàíèÿ â ìèîêàðäíûõ è òåñòèêóëÿðíûõ ìåìáðàíàõ. Ïåïòèä
â êîíöåíòðàöèÿõ 10–5 è 10–4 Ì, â êîòîðûõ îí àêòèâèðîâàë
ÀÖÑÑ â ñèíàïòîñîìíûõ ìåìáðàíàõ, ïðàêòè÷åñêè íå âëè-
ÿë íà ÀÖÑÑ â ìèîêàðäå è ñåìåííèêàõ (òàáë. 3). Êðîìå
òîãî, ïðåèíêóáàöèÿ ìèîêàðäíûõ è òåñòèêóëÿðíûõ ìåìá-
ðàí ñ ïåïòèäîì íå âëèÿëà íà ñòèìóëÿöèþ àêòèâíîñòè ÀÖ
b-àãîíèñòîì èçîïðîòåðåíîëîì è õîðèîíè÷åñêèì ãîíàäîò-
ðîïèíîì ÷åëîâåêà, çíà÷åíèÿ êîòîðîé â îòñóòñòâèå ïåïòè-
äà ñîñòàâèëè 267 è 622 % ñîîòâåòñòâåííî. Ýòè ðåçóëüòà-
òû ÿâëÿþòñÿ äîïîëíèòåëüíûì äîêàçàòåëüñòâîì â ïîëüçó
ðåöåïòîðíîé ñïåöèôè÷íîñòè äåéñòâèÿ ïåïòèäà. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå íå òîëüêî ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îñíîâ-
íîé ìèøåíüþ ïåïòèäà Palm-232—245 ÿâëÿþòñÿ òêàíè
ìîçãà, íî è ïîäòâåðæäàþò òî÷êó çðåíèÿ, ñîãëàñíî êîòî-
ðîé äëÿ ïðîÿâëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè GPCR-
ïåïòèäîâ íåîáõîäèìî ïðèñóòñòâèå ãîìîëîãè÷íîãî åìó
ðåöåïòîðà, â íàøåì ñëó÷àå Ì4Ð, êîòîðûé â ìèîêàðäå è ñå-
ìåííèêàõ íå ýêñïðåññèðóåòñÿ.

Îáñóæäåíèå

Â ïîñëåäíèå ãîäû âåäåòñÿ èíòåíñèâíàÿ ðàçðàáîòêà
ñåëåêòèâíûõ è ýôôåêòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ ãîðìîíàëüíûõ
ñèãíàëüíûõ ñèñòåì íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííûõ ãèäðî-
ôîáíûìè ðàäèêàëàìè GPCR-ïåïòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ
ïî ñòðóêòóðå ôóíêöèîíàëüíî âàæíûì ó÷àñòêàì ÖÏ ðå-
öåïòîðîâ ñåðïàíòèííîãî òèïà. Íàèáîëüøèé èíòåðåñ çäåñü
ïðåäñòàâëÿþò GPCR-ïåïòèäû, ïðîèçâîäíûå ÖÏ-3, ïî-
ñêîëüêó â áîëüøèíñòâå ðåöåïòîðîâ ýòà ïåòëÿ, à òî÷íåå,
ïðîêñèìàëüíûå ê ìåìáðàíå åå ñåãìåíòû èãðàþò îïðåäå-
ëÿþùóþ ðîëü â ñâÿçûâàíèè è àêòèâàöèè ãåòåðîòðèìåð-
íûõ G-áåëêîâ è â ñòàáèëèçàöèè àêòèâèðîâàííîé êîíôîð-
ìàöèè ñàìîãî ðåöåïòîðà (Øïàêîâ, 2002). Ìóòàöèè â ýòèõ
ñåãìåíòàõ, êàê ïðàâèëî, ïðèâîäÿò ê èíàêòèâàöèè GPCR,
ïîòåðå èì ñïîñîáíîñòè ïåðåäàâàòü ãîðìîíàëüíûé ñèãíàë
è íàðóøåíèþ åãî ïðîöåññèíãà â êëåòêå, à â íåêîòîðûõ
ñëó÷àÿõ ìîãóò ïåðåâåñòè GPCR â ãèïåðàêòèâèðîâàííîå
ñîñòîÿíèå, íå÷óâñòâèòåëüíîå ê ãîðìîíàëüíûì âîçäåéñò-
âèÿì. Â ÖÏ-3 ðåöåïòîðà Ì4Ð èäåíòèôèöèðîâàíî íåñêîëü-
êî ìóòàöèé, êîòîðûå ïðèâîäÿò ê çíà÷èòåëüíîìó ñíèæå-
íèþ áàçàëüíîé àêòèâíîñòè ðåöåïòîðà è íàðóøåíèþ åãî

608 À. Î. Øïàêîâ è äð.

Ðèñ. 2. Ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå a-ìåëàíîöèòñòèìóëèðóþùå-
ãî ãîðìîíà (a-ÌÑÃ) (à) è THIQ (á) íà àêòèâíîñòü ÀÖ â ïðèñóò-

ñòâèè 10–5 M ïåïòèäà Palm-232—245.

Ïî ãîðèçîíòàëè — îòðèöàòåëüíûé ëîãàðèôì êîíöåíòðàöèè ãîðìîíà, Ì;
ïî âåðòèêàëè — ïðèðîñò ê áàçàëüíîé (1) èëè ê ñòèìóëèðîâàííîé ïåïòè-
äîì (2) àêòèâíîñòè ÀÖ, ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà.
Êðèâûå: 1 — ãîðìîí (a-ÌÑÃ èëè THIQ) â êîíòðîëüíûõ ìåìáðàíàõ, 2 —
ãîðìîí â ìåìáðàíàõ, ïðåèíêóáèðîâàíûõ ñ ïåïòèäîì Palm-232—245.
Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêà, äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé

(ïðè P < 0.05) ïîêàçàíà çâåçäî÷êîé.

Ò à á ë è ö à 3

Âëèÿíèå ïåïòèäà Palm-232—245 íà áàçàëüíóþ
è ñòèìóëèðîâàííóþ ãîðìîíàìè àêòèâíîñòü ÀÖ

â ìèîêàðäíûõ è òåñòèêóëÿðíûõ ìåìáðàíàõ êðûñ

Âîçäåéñòâèå

Áåç
ïåïòèäà

Ïåïòèä,
10–5 Ì

Ïåïòèä,
10–4 Ì

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

(n = 9)

Ì è î ê à ð ä

(Áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü) 26.9 � 1.2 25.1 � 0.5 23.8 � 1.4

Èçîïðîòåðåíîë, 10–5 Ì 98.7 � 2.5 100.6 � 4.7 91.3 � 1.0

Ñ å ì å í í è ê è

(Áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü) 17.5 � 0.6 18.3 � 1.9 18.9 � 0.7

Õîðèîíè÷åñêèé ãîíàäî-
òðîïèí, 10-8 Ì

126.3 � 5.1 130.5 � 4.4 123.7 � 2.8



âçàèìîäåéñòâèÿ ñ G-áåëêàìè, è ìóòàöèÿ Pro230Leu, êîòî-
ðàÿ ïåðåâîäèò åãî â êîíñòèòóòèâíî àêòèâíîå ñîñòîÿíèå
(Kim et al., 2008).

Ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü ÖÏ-3 ñîñòîèò â òîì, ÷òî åå N-
è C-êîíöåâûå ñåãìåíòû, à â íåêîòîðûõ ðåöåïòîðàõ è öåí-
òðàëüíûå ó÷àñòêè ñîäåðæàò îñíîâíûå ìîëåêóëÿðíûå äå-
òåðìèíàíòû, îòâåòñòâåííûå çà ñïåöèôè÷åñêîå âçàèìî-
äåéñòâèå ñ a-ñóáúåäèíèöàìè è bg-äèìåðíûìè êîìïëåêñà-
ìè G-áåëêîâ, äðóãèìè ðåãóëÿòîðíûìè è àäàïòåðíûìè
áåëêàìè, â ÷àñòíîñòè ñ b-àððåñòèíàìè. Íàðÿäó ñ ýòèì
ÖÏ-3, ãðàíè÷àùàÿ ñ ïÿòûì è øåñòûì òðàíñìåìáðàííûìè
äîìåíàìè, âëèÿåò íà êîíôîðìàöèþ òðàíñìåìáðàííîãî
êàíàëà è ëîêàëèçîâàííîãî â íåì ëèãàíäñâÿçûâàþùåãî
ñàéòà è ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì ñòðóêòóðíûì èíòåðôåéñîì,
÷åðåç êîòîðûé âîëíà êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåñòðîåê, èí-
äóöèðîâàííàÿ ñâÿçûâàíèåì ëèãàíäà, ïåðåäàåòñÿ íà
ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèé ñàéò a-ñóáúåäèíèöû G-áåëêà. Ïðåä-
ïîëàãàåòñÿ, ÷òî ëèïîôèëüíûå ïðîèçâîäíûå GPCR-ïåïòè-
äîâ, ñòðóêòóðíî ñîîòâåòñòâóþùèå ÖÏ-3, âíåäðÿþòñÿ â
öèòîïëàçìàòè÷åñêèå äîìåíû ãîìîëîãè÷íîãî èì ðåöåïòî-
ðà è âçàèìîäåéñòâóþò ñ êîìïëåìåíòàðíûìè ó÷àñòêàìè
ýòèõ äîìåíîâ, èçìåíÿÿ èõ êîíôîðìàöèþ, ìèêðîîêðóæå-
íèå è äîñòóïíîñòü äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ G-áåëêàìè. Ïðè
ýòîì îíè ìîãóò áëîêèðîâàòü ïåðåäà÷ó ãîðìîíàëüíîãî
ñèãíàëà, ôóíêöèîíèðóÿ êàê âíóòðèêëåòî÷íûå àíòàãî-
íèñòû, èëè, íàïðîòèâ, îêàçûâàòü íà ãîìîëîãè÷íûé ðåöåï-
òîð àêòèâèðóþùåå äåéñòâèå è â îòñóòñòâèå ãîðìîíà çàïó-
ñêàòü ñèãíàëüíûå êàñêàäû, ÿâëÿÿñü, òàêèì îáðàçîì, âíóò-
ðèêëåòî÷íûìè àãîíèñòàìè (Shpakov, 2011, 2013;
O’Callaghan et al., 2012a). Îáëàäàÿ ñîáñòâåííîé àãîíèñòè-
÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, ìíîãèå ëèïîôèëüíûå ïðîèçâîäíûå
GPCR-ïåïòèäîâ ìîäóëèðóþò ðåãóëÿöèþ ãîìîëîãè÷íîãî
èì ðåöåïòîðà ëèãàíäàìè, êîòîðûå äåéñòâóþò íà îðòîñòå-
ðè÷åñêèé ñàéò GPCR, ÷òî ïîçâîëÿåò èõ îòíåñòè â áîëü-
øåé ñòåïåíè ê ÷àñòè÷íûì àãîíèñòàì.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàçðàáîòàíî áîëüøîå ÷èñëî
GPCR-ïåïòèäîâ ñ àêòèâíîñòüþ âíóòðèêëåòî÷íûõ àíòàãî-
íèñòîâ è ïîëíûõ èëè ÷àñòè÷íûõ àãîíèñòîâ, êîòîðûå îá-
ëàäàþò ñïåöèôè÷åñêîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ in
vitro è in vivo (Miller et al., 2009; Shpakov, 2011; Tressel
et al., 2011; O’Callaghan et al., 2012a). Èõ õàðàêòåðíîé ÷åð-
òîé ÿâëÿåòñÿ ìîäèôèêàöèÿ ñ N- èëè C-êîíöà ãèäðîôîá-
íûìè ðàäèêàëàìè, êîòîðûå ïîçâîëÿþò GPCR-ïåïòèäàì
ëåãêî ïðîíèêàòü ÷åðåç ëèïèäíûé áèñëîé ìåìáðàíû è çàÿ-
êîðèâàòüñÿ âáëèçè òðàíñìåìáðàííîãî êàíàëà è ïðîêñè-
ìàëüíûõ ê íåìó öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ó÷àñòêîâ GPCR. Â
êà÷åñòâå ãèäðîôîáíûõ ðàäèêàëîâ îáû÷íî ïðèìåíÿþò
îñòàòêè ïàëüìèòèíîâîé, ìèðèñòèíîâîé è ëèòîõîëåâîé
êèñëîò, ñîïîñòàâèìûõ ïî ðàçìåðó è ãèäðîôîáíîñòè ñ
òðàíñìåìáðàííûìè ó÷àñòêàìè ðåöåïòîðà. Ýòè ó÷àñòêè íå
òîëüêî îáëàäàþò ìåìáðàíîàêòèâíûìè ñâîéñòâàìè, íî è
ñòàáèëèçèðóþò áèîëîãè÷åñêè àêòèâíóþ êîíôîðìàöèþ
GPCR-ïåïòèäà (Shpakov, 2013; Shpakov, Shpakova,
2014b).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî ìîäèôèöèðîâàí-
íûé ïàëüìèòàòîì ïåïòèä Palm-232—245, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèé ÖÏ-3 Ì4Ð, äåéñòâóåò êàê àãîíèñò ýòîãî ðåöåïòîðà,
ïîâûøàÿ áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ è óðîâåíü ÃÒÔ-ñâÿ-
çûâàíèÿ G-áåëêîâ â ñèíàïòîñîìíûõ ìåìáðàíàõ êðûñ. Åãî
ìàêñèìàëüíûå ñòèìóëèðóþùèå ýôôåêòû ñîñòàâëÿþò
39 % (äëÿ àêòèâíîñòè ÀÖ) è 60 % (äëÿ ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèÿ)
îò àíàëîãè÷íûõ ýôôåêòîâ a-ÌÑÃ, (ýíäîãåííîãî íåñå-
ëåêòèâíîãî ÌÐ-àãîíèñòà) è 54 è 78 % ñîîòâåòñòâåííî îò
ýôôåêòîâ THIQ (ñèíòåòè÷åñêîãî âûñîêîñåëåêòèâíîãî
Ì4Ð-àãîíèñòà). Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âûñîêîé

ýôôåêòèâíîñòè äåéñòâèÿ ïåïòèäà Palm-232—245 íà ÷óâ-
ñòâèòåëüíóþ ê ìåëàíîêîðòèíó ÀÖÑÑ, êîòîðàÿ ñîïîñòà-
âèìà ñ òàêîâîé a-ÌÑÃ è THIQ, îñóùåñòâëÿþùèõ
àêòèâàöèþ Ì4Ð ïóòåì ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ îð-
òîñòåðè÷åñêèì ñàéòîì, ëîêàëèçîâàííûì â òðàíñìåìáðàí-
íîì êàíàëå.

Ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ïåïòèäà íà ÀÖ ñíèæàåòñÿ â
êîíöåíòðàöèè âûøå 10–5 Ì, â òî âðåìÿ êàê åãî ñòèìóëè-
ðóþùåå äåéñòâèå íà ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå ñîõðàíÿåòñÿ. Ñòè-
ìóëÿöèÿ ïåïòèäîì ÀÖ îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ïîñðåäñòâî
Gs-áåëêîâ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûì ïóëîì ãåòåðîòðè-
ìåðíûõ G-áåëêîâ, ñîïðÿæåííûõ ñ Ì4Ð. Îäíàêî Ì4Ð ìî-
ãóò áûòü ñîïðÿæåíû è ñ äðóãèìè òèïàìè G-áåëêîâ, â òîì
÷èñëå ñ G-áåëêàìè èíãèáèðóþùåãî òèïà (Gi), êîòîðûå
îïîñðåäóþò èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè ÀÖ (Breit et al.,
2011). Ïðè ýòîì àêòèâàöèÿ Gi-áåëêîâ íàáëþäàåòñÿ ïðè
äåéñòâèè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé Ì4Ð-àãîíèñòîâ, à
òàêæå ïðè îòñóòñòâèè ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûõ Gs-áåë-
êîâ (Buch et al., 2009).

Ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ïåïòèäà Palm-232—245 â
íèçêîé êîíöåíòðàöèè (10–7—10–6 Ì) è ãîðìîíîâ (a-ÌÑÃ
è THIQ), äåéñòâóþùèõ íà Ì4Ð, èõ ñòèìóëèðóþùåå äåéñò-
âèå íà ÀÖÑÑ áûëî àääèòèâíûì. Â ïðèñóòñòâèè ïåïòè-
äà â êîíöåíòðàöèè 10–5 Ì è âûøå àääèòèâíîñòü ýôôåê-
òîâ èñ÷åçàëà è íà÷èíàëî âûÿâëÿòüñÿ åãî èíãèáèðóþ-
ùåå âëèÿíèå íà ýôôåêòû ãîðìîíîâ, ÷òî ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñî ñíèæåíèåì ÷èñëà Ì4Ð, ñïîñîáíûõ àêòèâèðî-
âàòüñÿ Ì4Ð-àãîíèñòàìè. Òàêèì îáðàçîì, â îòíîøåíèè
âëèÿíèÿ íà ñòèìóëÿöèþ ÀÖÑÑ Ì4Ð-àãîíèñòàìè ïåïòèä
Palm-232—245 âåäåò ñåáÿ êàê ÷àñòè÷íûé àãîíèñò, ñíèæàÿ
ìàêñèìàëüíûé ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò a-ÌÑÃ è THIQ.
Â ïîëüçó ýòîãî ñâèäåòåëüñòâóåò è òîò ôàêò, ÷òî â ïðèñóò-
ñòâèè ïåïòèäà (10–5 Ì) ïîâûøàþòñÿ çíà÷åíèÿ EC50 äëÿ
ýôôåêòîâ THIQ è â ìåíüøåé ñòåïåíè a-ÌÑÃ. Â òî æå
âðåìÿ â ïðèñóòñòâèè ïåïòèäà âî âñåì äèàïàçîíå èçó-
÷åííûõ êîíöåíòðàöèé ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿëñÿ ñòèìó-
ëèðóþùèé ýôôåêò Ì3Ð-àãîíèñòà g-ÌÑÃ, êîòîðûé ëèøü â
íåçíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ñïîñîáåí àêòèâèðîâàòü Ì4Ð, à
òàêæå ñåðîòîíèíà è PACAP-38, êîòîðûå àêòèâèðóþò ðå-
öåïòîðû, íå èìåþùèå ãîìîëîãèè ñ Ì4Ð. Áîëåå òîãî, èõ
ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü ÀÖ áûëî àääè-
òèâíûì ïî îòíîøåíèþ ê äåéñòâèþ ïåïòèäà. Ýòè äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î ðåöåïòîðíîé ñïåöèôè÷íîñòè ïåïòèäà
Palm-232—245, äåéñòâèå êîòîðîãî ðåàëèçóåòñÿ ÷åðåç ïî-
ñðåäñòâî ãîìîëîãè÷íûõ åìó Ì4Ð.

Íà ýòî æå óêàçûâàþò è èññëåäîâàíèÿ òêàíåâîé ñïåöè-
ôè÷íîñòè ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ ïåïòèäà íà ÀÖÑÑ. Â
îòëè÷èå îò äðóãèõ òèïîâ ÌÐ, Ì4Ð ýêñïðåññèðóþòñÿ ïî÷òè
èñêëþ÷èòåëüíî â òêàíÿõ ìîçãà. Íàìè îáíàðóæåíî, ÷òî
ñòèìóëÿöèÿ ïåïòèäîì áàçàëüíîé àêòèâíîñòè ÀÖ â òêàíÿõ
(ìèîêàðä è ñåìåííèêè), ãäå Ì4Ð îòñóòñòâóþò, íå âûÿâëÿ-
åòñÿ. Ýòî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäëàãàåìûìè â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ ìîëåêóëÿðíûìè ìåõàíèçìàìè äåéñòâèÿ ëèïî-
ôèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ GPCR-ïåïòèäîâ, ñîãëàñíî êîòî-
ðûì äëÿ èõ ñïåöèôè÷åñêîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè
íåîáõîäèìî íàëè÷èå ãîìîëîãè÷íîãî ðåöåïòîðà, â êîòî-
ðîì èìåþòñÿ ó÷àñòêè, êîìïëåìåíòàðíûå GPCR-ïåïòèäó.
Ðàíåå íàìè è äðóãèìè àâòîðàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
GPCR-ïåïòèäû, ñòðóêòóðíî ñîîòâåòñòâóþùèå öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêèì ó÷àñòêàì ëþòåèíèçèðóþùåãî è òèðåîòðîïíî-
ãî ãîðìîíîâ, ñåðîòîíèíîâîãî ðåöåïòîðà 6-ãî òèïà, ðåëàê-
ñèíîâîãî ðåöåïòîðà RXFP1, ïðîòåèíàçî-àêòèâèðóåìîãî
ðåöåïòîðà 1-ãî òèïà, àêòèâíû òîëüêî â òåõ êëåòêàõ èëè
òêàíÿõ, ãäå ýêñïðåññèðóþòñÿ ãîìîëîãè÷íûå èì ðåöåïòî-
ðû (Covic et al., 2002; Swift et al., 2006; Shpakov et al.,

N-ïàëüìèòîèëèðîâàííûé ïåïòèä 232—245 ìåëàíîêîðòèíîâîãî ðåöåïòîðà 4-ãî òèïà êðûñû 609



2010; Øïàêîâ è äð., 2011, 2014; Øïàêîâà, Øïàêîâ, 2013).
Òàê, ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå C-ïàëüìèòîèëèðîâàííîãî
ïåïòèäà 612—627-K(Pal)A, ïðîèçâîäíîãî ÖÏ-3 ðåöåïòî-
ðà òèðåîòðîïíîãî ãîðìîíà, íà àêòèâíîñòü ÀÖÑÑ îò÷åòëè-
âî âûðàæåíî â òêàíÿõ ùèòîâèäíîé æåëåçû, îñíîâíîé ìè-
øåíè äåéñòâèÿ òèðåîòðîïíîãî ãîðìîíà, íî íå âûÿâëÿåòñÿ
â ìîçãå è ìèîêàðäå, ãäå ýòè ðåöåïòîðû îòñóòñòâóþò èëè
ýêñïðåññèðóþòñÿ â ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâàõ (Øïàêîâ è äð.,
2014). Ðåöåïòîðíàÿ è òêàíåâàÿ ñïåöèôè÷íîñòü ïåïòèäà
Palm-232—245 èìåþò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ ðàçðàáîòêè
íà åãî îñíîâå ïðåïàðàòîâ äëÿ êîððåêöèè ôóíêöèé ìåëà-
íîêîðòèíîâîé ñèñòåìû ìîçãà, êîòîðûå ìîãóò íàéòè ïðè-
ìåíåíèå â ìåäèöèíå.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè âïåðâûå ñèíòåçèðîâàí è èçó÷åí
N-ïàëüìèòîèëèðîâàííûé ïåïòèä Palm-232—245, ñîîòâåò-
ñòâóþùèé ïî ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå Ñ-êîíöåâîé ïîëîâèíå
ÖÏ-3 ðåöåïòîðà Ì4Ð êðûñû, êîòîðûé äîçîçàâèñèìûì
ñïîñîáîì ñòèìóëèðóåò àêòèâíîñòü ÀÖ è ÃÒÔ-ñâÿçûâàíèå
ãåòåðîòðèìåðíûõ G-áåëêîâ âî ôðàêöèÿõ ñèíàïòîñîìíûõ
ìåìáðàí, âûäåëåííûõ èç ìîçãà êðûñ. Ïåïòèä ìîäóëèðî-
âàë ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå a-ÌÑÃ è âûñîêîñåëåêòèâ-
íîãî Ì4Ð-àãîíèñòà THIQ íà àêòèâíîñòü ÀÖÑÑ, ôóíêöèî-
íèðóÿ êàê ÷àñòè÷íûé àãîíèñò Ì4Ð, íî ïðàêòè÷åñêè íå
âëèÿë íà ñòèìóëÿöèþ ÀÖÑÑ ãîðìîíàìè, äåéñòâóþùèìè
÷åðåç äðóãèå òèïû ðåöåïòîðîâ, â òîì ÷èñëå ÷åðåç Ì3Ð,
ôóíêöèîíàëüíî è ñòðóêòóðíî áëèçêèå Ì4Ð. Ïîëó÷åííûå
äàííûå î ñïåöèôè÷åñêîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïåï-
òèäà Palm-232—245 â óñëîâèÿõ in vitro óêàçûâàþò íà âîç-
ìîæíîñòü ñîçäàíèÿ íà åãî îñíîâå ðåãóëÿòîðîâ ìåëàíîêîð-
òèíîâîé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû ìîçãà â óñëîâèÿõ in vivo.
Òàêèå ðåãóëÿòîðû ñ àêòèâíîñòüþ àãîíèñòîâ ìîãóò áûòü
èñïîëüçîâàíû äëÿ êîððåêöèè ìåòàáîëè÷åñêèõ íàðóøåíèé
è íåéðîýíäîêðèííûõ äèñôóíêöèé, âûçâàííûõ ñíèæåíèåì
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè Ì4Ð.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò ¹ 12-04-00351).
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N-PALMITOYLATED PEPTIDE 232—245 OF RAT TYPE 4 MELANOCORTIN RECEPTOR

POSSESSING AGONISTIC ACTIVITY
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Melanocortin receptors of the type 4 (M4R) play a key role in the regulation of feeding behavior, neuroen-
docrine functions, and energy metabolism. The alterations in their functional activity induce obesity, metabolic
syndrome, depression, and mental disorders, which makes the search of selective regulators of M4R to be one of
the actual problems of molecular endocrinology. Promising for the development of such regulators is to design
peptides corresponding to functionally important regions of M4R. The purpose of this study was to study the in-
fluence of synthesized N-palmitoylated peptide Palm-Thr-Gly-Thr-Ile-Arg-Gln-Gly-Ala-Asn-(Nle)-Lys-Gly-
Ala-Ile232—245-amide (Palm-232—245) structurally corresponding to the C-terminal half of the third intracellu-
lar loop (ICL-3) of rat M4R on functional activity of adenylyl cyclase signaling system (ACSS) in the fractions
of synaptosomal membranes isolated from the brains of male rats. It has been shown that, at a concentration of
10–7 M and higher, Palm-232—245 stimulates the basal activity of adenylyl cyclase (AC) in the synaptosomal
membranes and increases the basal level of GTP binding with the EC50 values of 71 and 267 nM, respectively.
Under the combined action of low concentrations of the peptide (10–7—10–6 M) and M4R agonists, a-melano-
cyte-stimulating hormone (a-MSH) and THIQ (10–7 M), we observed an additivi stimulatory effect on AC,
which disappeared when the peptide concentration was increased to 10–4—10–3 M. In the synaptosomal memb-
ranes preincubated with 10–5 M peptide, the maximum stimulatory effect of M4R agonists on AC activity was
lower than that in controls, and EC50 values for this effect, on the contrary, increased. In the case of combined
action of the peptide and hormones (g-MSH, serotonin, PACAP-38) that activate AC via the other receptors, the
additivity of their stimulating effects on the ACSS persisted throughout the range of peptide concentrations.
The effect of the peptide was not observed in myocardial and testicular membranes no in which there is M4R
homologous to the peptide. Thus, N-palmitoylated peptide Palm-232—245 specifically activates the ACSS in
the rat brain by acting as intracellular M4R agonist. This may be used to create drugs regulating brain melano-
cortin system and physiological processes that depend on it.

K e y w o r d s: adenylyl cyclase, agonist, heterotrimeric G-protein, melanocortin receptor, melanocyte-sti-
mulating hormone, brain, peptide, third cytoplasmic loop.

N-ïàëüìèòîèëèðîâàííûé ïåïòèä 232—245 ìåëàíîêîðòèíîâîãî ðåöåïòîðà 4-ãî òèïà êðûñû 611


