
ÂÇÀÈÌÎÑÂßÇÜ ÌÅÆÄÓ ÌÈÖÅËËÎÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈÅÌ
È ÁÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÉ ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜÞ ÏÅÏÒÈÄÀ 562—572 ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ

ËÞÒÅÈÍÈÇÈÐÓÞÙÅÃÎ ÃÎÐÌÎÍÀ,
ÌÎÄÈÔÈÖÈÐÎÂÀÍÍÎÃÎ ÄÅÊÀÍÎÈËÜÍÛÌÈ ÐÀÄÈÊÀËÀÌÈ

© Å. À. Øïàêîâà,1 Â. Í. Ñîðîêîóìîâ,1 À. Â. Àêåíòüåâ,1 Ê. Â. Äåðêà÷,2

Ò. Á. Òåííèêîâà,1 À. Î. Øïàêîâ2, *

1 Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò, Èíñòèòóò õèìèè,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 198504,

è 2 Èíñòèòóò ýâîëþöèîííîé ôèçèîëîãèè è áèîõèìèè èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, 194223;

* ýëåêòðîííûé àäðåñ: alex_shpakov@list.ru

Å. À. Øïàêîâà è äð.
Âçàèìîñâÿçü ìåæäó ìèöåëëîîáðàçîâàíèåì è áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ ïåïòèäà 562—572

Ëèïîôèëüíûå ïðîèçâîäíûå ïåïòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ó÷àñòêàì ñîïðÿæåí-
íûõ ñ G-áåëêàìè ðåöåïòîðîâ (GPCR), ìîãóò ôóíêöèîíèðîâàòü êàê âíóòðèêëåòî÷íûå àãîíèñòû. Ðàíåå ìû
ïîêàçàëè, ÷òî ìîäèôèöèðîâàííûå ñ Ñ-êîíöà ïàëüìèòàòîì è äåêàíîàòîì ïåïòèäû, ñîîòâåòñòâóþùèå ó÷à-
ñòêó 562—572 ðåöåïòîðà ëþòåèíèçèðóþùåãî ãîðìîíà (ËÃÐ), àêòèâèðóþò àäåíèëàòöèêëàçó (ÀÖ) â ñå-
ìåííèêàõ êðûñ. Ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå ïåïòèäà 562—572, ìîäèôèöèðîâàííîãî äåêàíîàòàìè ñ N- è
C-êîíöîâ (ïåïòèä IV), äîñòèãàëî ìàêñèìóìà ïðè êîíöåíòðàöèè 10–5 Ì è ñíèæàëîñü ïðè äàëüíåéøåì ïî-
âûøåíèè êîíöåíòðàöèè. Ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñî ñïîñîáíîñòüþ ïåïòèäà IV ê ìè-
öåëëîîáðàçîâàíèþ. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî èçó÷àëè âçàèìîñâÿçü ìåæäó áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, ãèäðî-
ôîáíîñòüþ è ñïîñîáíîñòüþ ê ìèöåëëîîáðàçîâàíèþ äëÿ ïåïòèäà IV è äðóãèõ àöèëèðîâàííûõ ïðîèçâîä-
íûõ ïåïòèäà 562—572, â òîì ÷èñëå ñ Ñ-êîíöåâûì äåêàíîàòîì (ïåïòèä III) è ïàëüìèòàòîì (ïåïòèä VI).
Ïîêàçàíî, ÷òî ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ïåïòèäà IV â êîíöåíòðàöèè 10–5 Ì íà àêòèâíîñòü ÀÖ â ïëàçìà-
òè÷åñêèõ ìåìáðàíàõ ñåìåííèêîâ è ÿè÷íèêîâ êðûñ ëèøü íåìíîãî óñòóïàåò òàêîâîìó ïåïòèäà VI è ïðå-
âîñõîäèò ñîîòâåòñòâóþùåå äåéñòâèå ïåïòèäà III. Â êîíöåíòðàöèè 10–3 Ì äåéñòâèå ïåïòèäà IV ñíèæàåò-
ñÿ íà 20—27 % è ñîñòàâëÿåò òîëüêî 50—51 è 87—88 % îò òàêîâûõ ïåïòèäîâ VI è III ñîîòâåòñòâåííî. Íå-
ñìîòðÿ íà âûñîêóþ ãèäðîôîáíîñòü, ïðè ïðîâåäåíèè îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ ïåïòèä IV èìåë
àíîìàëüíî íèçêîå âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ ïðè ýëþèðîâàíèè ñ êîëîíêè Nucleosil C8, äàæå íèæå, ÷åì ó íåìî-
äèôèöèðîâàííîãî ïåïòèäà 562—572. Îäíàêî ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû
â ýëþåíòå ñ 0.1 äî 0.5 %, âûçûâàþùåé ðàçðóøåíèå ìèöåëëîïîäîáíûõ ñòðóêòóð, âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ
ïåïòèäà IV â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè óâåëè÷èâàëîñü, â òî âðåìÿ êàê äëÿ äðóãèõ ïåïòèäîâ îíî íå ìåíÿëîñü.
Ïîâåðõíîñòíîå íàòÿæåíèå âîäíîãî ðàñòâîðà ïåïòèäà IV íåçíà÷èòåëüíî ñíèæàëîñü ñ óâåëè÷åíèåì êîí-
öåíòðàöèè, íî ïðè äîñòèæåíèè êîíöåíòðàöèè 7�10–6 Ì îòìå÷àëè åãî ðåçêîå ïàäåíèå è âûõîä íà ïëàòî,
÷òî óêàçûâàåò íà íà÷àëî îáðàçîâàíèÿ ìèöåëë. Òàêèì îáðàçîì, ïåïòèä IV â êîíöåíòðàöèÿõ 10–5 Ì è âûøå
îáðàçóåò ìèöåëëû, ÷òî ïðåïÿòñòâóåò åãî âçàèìîäåéñòâèþ ñ ðåöåïòîðîì. Ñïîñîáíîñòü GPCR-ïåïòèäîâ ê
ñàìîàãðåãàöèè è ìèöåëëîîáðàçîâàíèþ äîëæíà ó÷èòûâàòüñÿ ïðè ðàçðàáîòêå èõ ìåìáðàíîàêòèâíûõ àíà-
ëîãîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïåïòèä, ðåöåïòîð ëþòåèíèçèðóþùåãî ãîðìîíà, ãèäðîôîáíîñòü, ìèöåëëîîáðà-
çîâàíèå, àäåíèëàòöèêëàçà, äåêàíîèëüíûé ðàäèêàë

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, ÊÊÌ — êðèòè÷åñêàÿ êîíöåíòðàöèÿ ìèöåëëîîáðàçîâàíèÿ, ËÃÐ — ðåöåïòîð ëþòåèíèçèðóþùåãî
ãîðìîíà, ÒÔÓÊ — òðèôòîðóêñóñíàÿ êèñëîòà, Dec — îñòàòîê äåêàíîâîé êèñëîòû, GPCR — ñîïðÿæåí-
íûå ñ G-áåëêàìè ðåöåïòîðû ñåðïàíòèííîãî òèïà (G protein-coupled receptors), Palm — îñòàòîê ïàëüìè-
òèíîâîé êèñëîòû.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâèëèñü ìíîãî÷èñëåííûå ñâèäå-
òåëüñòâà òîãî, ÷òî ñèíòåòè÷åñêèå ïåïòèäû, ïðîèçâîäíûå
öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ïåòåëü, ñîïðÿæåííûõ ñ G-áåëêàìè
ðåöåïòîðîâ ñåðïàíòèííîãî òèïà (GPCR), íàäåëåíû àêòèâ-
íîñòüþ âíóòðèêëåòî÷íûõ àãîíèñòîâ è àíòàãîíèñòîâ. Îíè
ñïîñîáíû âëèÿòü íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ðåöåï-
òîðîâ è ìîäóëèðîâàòü ïåðåäà÷ó ÷åðåç íèõ ãîðìîíàëüíîãî

ñèãíàëà (Covic et al., 2002; Shpakov, Pertseva, 2007; Cisow-
ski et al., 2011; Tressel et al., 2011; Severino et al., 2013;
Shpakov, Shpakova, 2014a, 2014b). Áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ
áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè GPCR-ïåïòèäîâ èìååò ìîäè-
ôèêàöèÿ ãèäðîôîáíûìè ðàäèêàëàìè, â òîì ÷èñëå îñòàò-
êàìè æèðíûõ êèñëîò. Ýòè ðàäèêàëû âçàèìîäåéñòâóþò ñ
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé, ÷òî ïîçâîëÿåò GPCR-ïåïòè-

133

2 0 1 7 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 59, ¹ 2



äàì çàÿêîðèâàòüñÿ â íåé è ïðîíèêàòü ÷åðåç ìåìáðàíó
âíóòðü êëåòêè ê öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ïåòëÿì ðåöåïòîðà è
ãåòåðîòðèìåðíûì G-áåëêàì, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ îñíîâíû-
ìè èõ ìèøåíÿìè (Tressel et al., 2011; Shpakov, Shpakova,
2014b; Øïàêîâ, Äåðêà÷, 2015). Íàìè è äðóãèìè àâòîðàìè
ïîêàçàíî, ÷òî íàèáîëüøåé àêòèâíîñòüþ îáëàäàþò
GPCR-ïåïòèäû, ìîäèôèöèðîâàííûå îñòàòêîì ïàëüìèòè-
íîâîé êèñëîòû, êîòîðûé ïî äëèíå ñîïîñòàâèì ñ òðàíñ-
ìåìáðàííûì ó÷àñòêîì ðåöåïòîðà (Covic et al., 2002; Shpa-
kov et al., 2007, 2010; Øïàêîâà è äð., 2013; Øïàêîâà,
Øïàêîâ, 2013; Derkach et al., 2015). Îáåñïå÷èâàÿ çàÿêîðè-
âàíèå GPCR-ïåïòèäîâ âáëèçè ìåìáðàíû, ãèäðîôîáíûå
ðàäèêàëû ñòàáèëèçèðóþò èõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíóþ êîí-
ôîðìàöèþ è ïîçâîëÿþò èì ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâî-
âàòü ñ êîìïëåìåíòàðíûìè ó÷àñòêàìè ðåöåïòîðà, âñëåäñò-
âèå ÷åãî ìîäèôèöèðîâàííûå îñòàòêàìè æèðíûõ êèñëîò
GPCR-ïåïòèäû ïî àêòèâíîñòè â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
ïðåâîñõîäÿò íåìîäèôèöèðîâàííûå àíàëîãè, ÷òî ïîêàçàíî
íàìè â óñëîâèÿõ in vitro è in vivo (Shpakov et al., 2007,
2010, 2012b; Øïàêîâà è äð., 2013; Øïàêîâà, Øïàêîâ,
2013; Äåðêà÷ è äð., 2014; Derkach et al., 2015).

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî àöèëèðîâàííûå ãèäðîôîáíû-
ìè ðàäèêàëàìè ïåïòèäû, ñîîòâåòñòâóþùèå ó÷àñòêó
562—572 òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëè ðåöåïòîðà
ëþòåèíèçèðóþùåãî ãîðìîíà (ËÃÐ), âëèÿþò íà àêòèâ-
íîñòü ÷óâñòâèòåëüíîé ê ãîíàäîòðîïèíàì àäåíèëàòöèêëàç-
íîé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû (ÀÖÑÑ) â ñåìåííèêàõ êðûñ, à
òàêæå ïîâûøàþò óðîâåíü òåñòîñòåðîíà ïðè èíòðàòåñòè-
êóëÿðíîì ââåäåíèè ñàìöàì êðûñ (Øïàêîâà è äð., 2013;
Øïàêîâà, Øïàêîâ, 2013; Äåðêà÷ è äð., 2014). Ëèïîôèëü-
íûå ïðîèçâîäíûå ïåïòèäà 562—572 ïîâûøàëè áàçàëü-
íóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà àäåíèëàòöèêëàçû (ÀÖ), êàòàëè-
òè÷åñêîãî êîìïîíåíòà ÀÖÑÑ, è îñëàáëÿëè àêòèâàöèþ ÀÖ
õîðèîíè÷åñêèì ãîíàäîòðîïèíîì, ñòðóêòóðíûì è ôóíêöè-
îíàëüíûì ãîìîëîãîì ëþòåèíèçèðóþùåãî ãîðìîíà. Ðåãó-
ëÿòîðíîå äåéñòâèå ïåïòèäîâ ñïåöèôè÷íî â îòíîøåíèè
ËÃÐ è âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî â òêàíÿõ, ãäå ýòè ðåöåïòîðû
ïðèñóòñòâóþò (Øïàêîâ è äð., 2011; Øïàêîâà, Øïàêîâ,
2013). Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ äëèíû è ìåñòîïîëîæåíèÿ ãèä-
ðîôîáíûõ ðàäèêàëîâ â ïåïòèäå 562—572 íà åãî áèîëîãè-
÷åñêóþ àêòèâíîñòü èçó÷àëè åãî àöèëèðîâàííûå ïðîèçâîä-
íûå, ìîäèôèöèðîâàííûå äåêàíîèëüíûìè èëè ïàëüìèòî-
èëüíûìè ðàäèêàëàìè êàê ñ îäíîãî, òàê è ñ îáîèõ êîíöîâ.
Íàèáîëüøåé àêòèâíîñòüþ îáëàäàë ïåïòèä, ìîäèôèöèðî-
âàííûé ñ Ñ-êîíöà ïàëüìèòàòîì, êîòîðûé ñ âûñîêîé ýô-
ôåêòèâíîñòüþ ñòèìóëèðîâàë ÀÖ â ñåìåííèêàõ êðûñ.
Ïåïòèä, ìîäèôèöèðîâàííûé ñ C-êîíöà äåêàíîàòîì, áûë
ìåíåå àêòèâåí, ÷åì ïàëüìèòîèëèðîâàííûé àíàëîã, è ñðàâ-
íèì ïî àêòèâíîñòè ñ íåìîäèôèöèðîâàííûì ïåïòèäîì
562—572. Ïåïòèäû, àöèëèðîâàííûå ñ N-êîíöà, áûëè íå-
àêòèâíû. Äîâîëüíî íåîæèäàííûé ðåçóëüòàò ïîëó÷èëè â
îòíîøåíèè ïåïòèäà, ìîäèôèöèðîâàííîãî äåêàíîèëüíû-
ìè ðàäèêàëàìè ñ îáîèõ êîíöîâ. Îí îêàçûâàë ìàêñèìàëü-
íîå ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü ÀÖ â êîíöåí-
òðàöèè 10–5 Ì, íî ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè äî
10–3 Ì åãî âëèÿíèå íà ÀÖ ñíèæàëîñü. Ìû ïðåäïîëîæèëè,
÷òî îäíîé èç ïðè÷èí ýòîãî ÿâëÿþòñÿ îñîáåííîñòè åãî ôè-
çèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ, à èìåííî ñïîñîáíîñòü ïåïòèäà
ê ìèöåëëîîáðàçîâàíèþ.

Äëÿ ïðîâåðêè íàøåãî ïðåäïîëîæåíèÿ ïðîâåëè íàñòî-
ÿùåå èññëåäîâàíèå, öåëüþ êîòîðîãî ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå
âçàèìîñâÿçè ìåæäó áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, ãèäðî-
ôîáíîñòüþ è ñïîñîáíîñòüþ ê ìèöåëëîîáðàçîâàíèþ ïåï-
òèäà 562—572, àöèëèðîâàííîãî äåêàíîèëüíûìè îñòàòêà-
ìè ñ N- è C-êîíöîâ. Îöåíêó ãèäðîôîáíîñòè ïðîâîäèëè

ñ ïîìîùüþ îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ, êðèòè÷åñêóþ
êîíöåíòðàöèþ ìèöåëëîîáðàçîâàíèÿ (ÊÊÌ) îïðåäåëÿëè
èçìåðåíèåì ïîâåðõíîñòíîãî íàòÿæåíèÿ ìåòîäîì âèñÿùåé
êàïëè. Áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü èçó÷àëè â óñëîâèÿõ in
vitro ïî âëèÿíèþ ïåïòèäà íà àêòèâíîñòü ÀÖ â ïëàçìàòè-
÷åñêèõ ìåìáðàíàõ, âûäåëåííûõ èç ñåìåííèêîâ è ÿè÷íè-
êîâ êðûñ. Äëÿ ñðàâíåíèÿ èññëåäîâàëè àíàëîãè ïåïòèäà
562—572, ìîäèôèöèðîâàííûå îäíèì îñòàòêîì äåêàíîàòà
èëè ïàëüìèòàòà. Èíòåðåñíûé ñ òî÷êè çðåíèÿ ïðîâîäèìîãî
èññëåäîâàíèÿ ïåïòèä 562—572, ìîäèôèöèðîâàííûé ñ
îáîèõ êîíöîâ ïàëüìèòàòîì, õàðàêòåðèçîâàëñÿ î÷åíü âû-
ñîêîé ãèäðîôîáíîñòüþ, íå ðàñòâîðÿëñÿ â ïîëÿðíûõ ðàñ-
òâîðèòåëÿõ, ÷òî íå ïîçâîëèëî èñïîëüçîâàòü åãî â ýêñïåðè-
ìåíòàõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï å ï ò è ä û ñ è í ò å ç è ð î â à ë è ñ ïîìîùüþ òâåðäî-
ôàçíîé ñòðàòåãèè ìåòîäîì ïîñëåäîâàòåëüíîãî íàðàùè-
âàíèÿ öåïè íà ïàðà-ìåòèëáåíçãèäðèëàìèííîé ñìîëå ñ åì-
êîñòüþ 1.16 ììîëü/ã, èñïîëüçóÿ çàùèùåííûå Na-òðåò-
áóòèëîêñèêàðáîíèëüíûìè ãðóïïàìè ïðîèçâîäíûå àìèíî-
êèñëîò, êàê îïèñàíî ðàíåå (Øïàêîâà, Øïàêîâ, 2013).
Â îáùåé ñëîæíîñòè ñèíòåçèðîâàëè 1 íåìîäèôèöèðîâàí-
íûé è 5 ìîäèôèöèðîâàííûõ îñòàòêàìè ïàëüìèòèíîâîé
(Palm) èëè äåêàíîâîé (Dec) êèñëîò GPCR-ïåïòèäîâ, ñîîò-
âåòñòâóþùèõ Ñ-êîíöåâîìó ó÷àñòêó 562—572 òðåòüåé öè-
òîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëè ËÃÐ êðûñû: Asn-Lys-
Asp-Thr-Lys-Ile-Ala-Lys-Lys-Nle-Ala562—572-àìèä (I), Asn-
Lys(Dec)-Asp-Thr-Lys-Ile-Ala-Lys-Lys-Nle-Ala562—572-Lys-
Ala-àìèä (II), Asn-Lys-Asp-Thr-Lys-Ile-Ala-Lys-Lys-Nle-
Ala562—572-Lys(Dec)-Ala-àìèä (III), Asn-Lys(Dec)-Asp-Thr-
Lys-Ile-Ala-Lys-Lys-Nle-Ala562—572-Lys(Dec)-Ala-àìèä (IV),
Asn-Lys(Palm)-Asp-Thr-Lys-Ile-Ala-Lys-Lys-Nle-Ala562—572-
Lys-Ala-àìèä (V) è Asn-Lys-Asp-Thr-Lys-Ile-Ala-Lys-Lys-
Nle-Ala562—572-Lys(Palm)-Ala-àìèä (VI). Âûñîêîî÷èùåí-
íûå îáðàçöû ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ îáðàùåííî-ôàçîâîé
ÂÝÆÕ, èñïîëüçóÿ êîëîíêè Nucleosil C-18 è Ñ-8 4.6 �
250 ìì (äëÿ àíàëèòè÷åñêèõ öåëåé) è Supelco C-18 è Ñ-8
25 � 212 ìì (äëÿ ïðåïàðàòèâíîãî ðàçäåëåíèÿ) è õðîìà-
òîãðàô 600E (Waters, ÑØÀ). Ñòðóêòóðó ïåïòèäîâ ïîä-
òâåðæäàëè ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè âûñîêîãî
ðàçðåøåíèÿ ñ ýëåêòðîñïðåé-èîíèçàöèåé ñ ïîìîùüþ ïðè-
áîðà MicrîTOF (Bruker, ÑØÀ) â ðåæèìå ðåãèñòðàöèè
ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ (ðàñòâîðèòåëü — àöåòîíèòðèë,
èîíèçèðóþùàÿ äîáàâêà — òðèôòîðóêñóñíàÿ êèñëîòà
(ÒÔÓÊ), ïîòåíöèàë èîíèçàöèè 70 Â, íàïðÿæåíèå íà êà-
ïèëëÿðå 4500 Â, òåìïåðàòóðà âûñóøèâàþùåãî ãàçà
180 °C). Ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî
Mýêñï. ïåïòèäà I ðàâíà 1227.67 (Mðàñ÷. = 1227.64), Mýêñï.

ïåïòèäà II — 1381.92 (Mðàñ÷. = 1382.02), Mýêñï. ïåïòèäà
III — 1381.89 (Mðàññ÷. = 1382.02), Mýêñï. ïåïòèäà IV —
1735.39 (Mðàñ÷. = 1735.41), Mýêñï. ïåïòèäà V — 1665.16
(Mðàñ÷. = 1665.13), Mýêñï. ïåïòèäà VI — 1665.14 (Mðàñ÷. =
= 1665.13).

Â á è î õ è ì è ÷ å ñ ê è õ ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à õ èñïîëüçî-
âàëè ÀÒÔ, öÀÌÔ, êðåàòèíôîñôàò è êðåàòèíôîñôîêèíàçó
èç ìûøö êðîëèêà (Sigma, ÑØÀ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâ-
íîñòè ÀÖ èñïîëüçîâàëè ìå÷åíûé ñóáñòðàò [a-32P]ÀÒÔ
(150 ÃÁê/ììîëü) (Âñåðåãèîíàëüíîå îáúåäèíåíèå «Èçî-
òîï», Ðîññèÿ), äëÿ ðàçäåëåíèÿ ìå÷åíûõ íóêëåîòèäîâ ïðî-
âîäèëè êîëîíî÷íóþ õðîìàòîãðàôèþ íà íåéòðàëüíîé îêè-
ñè àëþìèíèÿ (Sigma, ÑØÀ). Àêòèâíîñòü ÀÖ îïðåäåëÿëè
ðàäèîèçîòîïíûì ìåòîäîì, êàê îïèñàíî ðàíåå (Shpakov

134 Å. À. Øïàêîâà è äð.



et al., 2012a). Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü (îáùèé îáúåì 50 ìêë)
ñîäåðæàëà 50 ìÌ Tris-HCl (pH 7.5), 5 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ
ÀÒÔ, 37 êÁê [a-32P]-ÀÒÔ, 0.1 ìÌ öÀÌÔ, 20 ìÌ êðåàòèí-
ôîñôàòà, 0.2 ìã/ìë êðåàòèíôîñôîêèíàçû è 50—100 ìêã
ìåìáðàííîãî áåëêà. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 12 ìèí
ïðè 37 °C. Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà âûðàæàëè â ïìîëü
öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã ìåìáðàííîãî áåëêà. Áàçàëüíóþ àê-
òèâíîñòü ôåðìåíòà îïðåäåëÿëè â îòñóòñòâèå ðåãóëÿòî-
ðîâ ÀÖ.

Â û ä å ë å í è å ô ð à ê ö è é ï ë à ç ì à ò è ÷ å ñ ê è õ
ì å ì á ð à í èç ñåìåííèêîâ è ÿè÷íèêîâ êðûñ Wistar (âîç-
ðàñò 5 ìåñ) è îïðåäåëåíèå â íèõ àêòèâíîñòè ÀÖ ïðîâîäè-
ëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Øïàêîâ è äð., 2010; Øïàêîâà,
Øïàêîâ, 2013). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êàæäîé ôðàêöèè áðàëè
5 æèâîòíûõ. Èçìåëü÷åííûå òêàíè ñåìåííèêîâ è ÿè÷íè-
êîâ ãîìîãåíèçèðîâàëè ïðè 4 °C â 40 ìÌ Tris-HCl-áóôåðå
(pH 7.5), ñîäåðæàùåì 5 ìÌ MgCl2, 10 % ñàõàðîçû è èíãè-
áèòîðû ïðîòåàç. Ãîìîãåíàò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1500 g
â òå÷åíèå 10 ìèí, ïîñëå ÷åãî ñóïåðíàòàíò öåíòðèôóãèðî-
âàëè ïðè 20 000 g â òå÷åíèå 30 ìèí. Îáðàçîâàâøèéñÿ îñà-
äîê ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ðåñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå
âûäåëåíèÿ (áåç ñàõàðîçû) è öåíòðèôóãèðîâàëè â òîì æå
ðåæèìå. Îòìûòûå ìåìáðàíû ðåñóñïåíäèðîâàëè â 50 ìÌ
Tris-HCl-áóôåðå (pH 7.4) è èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ àêòèâíîñòè ÀÖ.

Äëÿ îöåíêè ãèäðîôîáíîñòè ïåïòèäîâ èñïîëüçîâàëè
îáðàùåííî-ôàçîâóþ ÂÝÆÕ ñ àíàëèòè÷åñêîé êîëîíêîé
Nucleosil Ñ8. Ýôôåêòèâíîñòü ðàçäåëåíèÿ äîñòèãàëàñü çà
ñ÷åò èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè àöåòîíèòðèëà â ïîäâèæíîé
ôàçå. Íàèëó÷øåå ðàçäåëåíèå äîñòèãíóòî ïðè èñïîëüçîâà-
íèè ãðàäèåíòíîãî ðåæèìà â ñèñòåìå âîäà/àöåòîíèò-
ðèë/0.1 % ÒÔÓÊ ïðè ïîâûøåíèè ñîäåðæàíèÿ àöåòîíèò-
ðèëà â ñìåñè ñ 20 äî 50 % (ñêîðîñòü ïîòîêà 1 ìë/ìèí).
Äëÿ îöåíêè îòíîñèòåëüíîé ãèäðîôîáíîñòè ïåïòèäîâ ðàñ-
ñ÷èòûâàëè ôàêòîð óäåðæèâàíèÿ k’, õàðàêòåðèçóþùèé
ïðîäîëæèòåëüíîñòü íàõîæäåíèÿ àíàëèçèðóåìîãî ñîåäè-
íåíèÿ â íåïîäâèæíîé ôàçå îòíîñèòåëüíî âðåìåíè åãî
ïðåáûâàíèÿ â ïîäâèæíîé ôàçå, ïî ôîðìóëå k’ = (tR – to)/to,
ãäå tR — âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ èññëåäóåìîãî ñîåäèíåíèÿ,
to — âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ ðàñòâîðèòåëÿ, êîòîðîå â íàøåì

ñëó÷àå ñîñòàâèëî 4.37 � 0.12 ìèí. Äëÿ ðàñ÷åòà òåîðåòè-
÷åñêèõ çíà÷åíèé ãèäðîôîáíîñòè ïåïòèäîâ, êîòîðûå â
äàëüíåéøåì ñðàâíèâàëè ñ ïîëó÷åííûìè ýêñïåðèìåíòàëü-
íûìè ðåçóëüòàòàìè, èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó ProtParam
(http:/web.expasy.org/protparam/). Îïðåäåëåíèå ÊÊÌ äëÿ
ïåïòèäîâ ïðîâîäèëè íà îñíîâå èçìåðåíèé ïîâåðõíîñòíî-
ãî íàòÿæåíèÿ íà óñòàíîâêå PAT-1 (Sinterface, Ãåðìàíèÿ)
ìåòîäîì âèñÿùåé êàïëè (Winkel, 1965).

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû Microsoft Excel (AtteStat 12.5). Íîð-
ìàëüíîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ ïîäòâåðæäàëè ñ ïîìîùüþ êðè-
òåðèÿ Øàïèðî—Óèëêà. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå
ñðåäíåå � ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (M � SD) äëÿ òðåõ íå-
çàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ, ðàçëè÷èÿ îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà êàê äîñòîâåðíûå ïðè
p < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ àöèëèðîâàííûõ ïðîèçâîäíûõ
ïåïòèäà 562—572 íà áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ âî ôðàê-
öèÿõ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí, âûäåëåííûõ èç ðåïðîäóê-
òèâíûõ òêàíåé êðûñ — ñåìåííèêîâ è ÿè÷íèêîâ, ïîêàçàëî,
÷òî â îáîèõ ñëó÷àÿõ íàèáîëåå àêòèâíûì áûë ïåïòèä VI,
ìîäèôèöèðîâàííûé ñ Ñ-êîíöà ïàëüìèòàòîì, ïðè÷åì åãî
ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü ÀÖ äîñòèãàëî
ìàêñèìóìà â êîíöåíòðàöèè 10–4 M è â äàëüíåéøåì çàìåò-
íî íå ìåíÿëîñü (ðèñ. 1). Ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå ïåïòè-
äà IV, ìîäèôèöèðîâàííîãî ñ îáîèõ êîíöîâ äåêàíîèëüíû-
ìè îñòàòêàìè, âçÿòîãî â êîíöåíòðàöèè 10–5 M, õîòÿ è
óñòóïàëî òàêîâîìó ïåïòèäà VI, íî çàìåòíî ïðåâîñõîäèëî
ñîîòâåòñòâóþùåå äåéñòâèå íåìîäèôèöèðîâàííîãî àíàëî-
ãà è ïåïòèäà III, ñîäåðæàùåãî Ñ-êîíöåâîé äåêàíîàò.
Â îáåèõ òêàíÿõ ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà IV
îòìå÷àëè îñëàáëåíèå åãî ñòèìóëèðóþùåãî äåéñòâèÿ,
ïðè÷åì â êîíöåíòðàöèè 10–3 Ì äåéñòâèå ïåïòèäà IV áûëî
âûðàæåíî ñëàáåå, ÷åì òàêîâîå ïåïòèäà III. Ýòè çàêîíî-
ìåðíîñòè âûÿâëåíû êàê â ñåìåííèêàõ, òàê è â ÿè÷íèêàõ,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îäíîíàïðàâëåííîñòè äåéñòâèÿ
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Ðèñ. 1. Ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå àöèëèðîâàííûõ ïðîèçâîäíûõ ïåïòèäà 562—572 íà áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü àäåíèëàòöèêëàçû â
ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàíàõ, âûäåëåííûõ èç ñåìåííèêîâ (à) è ÿè÷íèêîâ (á) êðûñ.

I — íåìîäèôèöèðîâàííûé ïåïòèä 562—572, III, IV è VI — àöèëèðîâàííûå ïðîèçâîäíûå ïåïòèäà 562—572. Ïî îñè àáñöèññ — îòðèöàòåëüíûé äåñÿòè-
÷íûé ëîãàðèôì êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà, Ì; ïî îñè îðäèíàò — ïðèðîñò àêòèâíîñòè ÀÖ íàä áàçàëüíûì óðîâíåì ôåðìåíòà, ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã
áåëêà. Áàçàëüíûé óðîâåíü àêòèâíîñòè ÀÖ â ñåìåííèêàõ è ÿè÷íèêàõ ñîñòàâëÿåò 17.9 � 0.7 è 12.8 � 0.3 ïìîëü öÀÌÔ/ìèí íà 1 ìã áåëêà ñîîòâåòñòâåííî.



ïåïòèäîâ â ðåïðîäóêòèâíûõ òêàíÿõ (ðèñ. 1). Òàê, â ñåìåí-
íèêàõ ñîîòíîøåíèå âåëè÷èí ñòèìóëèðóþùèõ ýôôåêòîâ
ïåïòèäîâ IV è VI, âçÿòûõ â êîíöåíòðàöèÿõ 10–5 è 10–3 Ì,
ñîñòàâèëî 0.71 è 0.50, â ÿè÷íèêàõ — 0.78 è 0.51 ñîîòâåò-
ñòâåííî. Ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå ïåïòèäà IV ñíèæà-
ëîñü ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ñ 10–5 äî 10–3 Ì íà
20 % â ñåìåííèêàõ è íà 27 % â ÿè÷íèêàõ. Ó ïåïòèäîâ II è
V, àöèëèðîâàííûõ æèðíîêèñëîòíûìè ðàäèêàëàìè ñ
N-êîíöà, ñïîñîáíîñòü ñòèìóëèðîâàòü ÀÖ íå âûÿâëÿëàñü
(äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).

Ïðè îïðåäåëåíèè ãèäðîôîáíîñòè àöèëèðîâàííûõ
ïðîèçâîäíûõ ïåïòèäà 562—572 ñ ïîìîùüþ îáðàùåí-
íî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ íà êîëîíêå Nucleosil C8 ïîëó÷èëè ñëå-
äóþùèé ðÿä ýëþèðîâàíèÿ: IV < II < III < V < VI (ñì. òàá-
ëèöó). Óâåëè÷åíèå âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ àöèëèðîâàííûõ
ïåïòèäîâ íà ãèäðîôîáíîé ôàçå ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîâû-
øåíèè èõ ãèäðîôîáíîñòè è õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ òåîðå-
òè÷åñêèì ðÿäîì ýëþèðîâàíèÿ, âûñòðîåííûì íà îñíîâå
ðàñ÷åòà ãèäðîôîáíîñòè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ProtParam
(II < III < VI < V < IV). Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâèë ïåïòèä IV ñ
àíîìàëüíî íèçêèì âðåìåíåì óäåðæèâàíèÿ. Îíî áûëî
íèæå, ÷åì ó íåìîäèôèöèðîâàííîãî ïåïòèäà I (tR = 13.22 �
� 0.04 ìèí, k’ = 1.93 � 0.06) ñ î÷åíü íèçêîé ãèäðîôîáíî-
ñòüþ, è ëèøü íåìíîãî îòëè÷àëîñü îò âðåìåíè óäåðæèâà-
íèÿ ðàñòâîðèòåëÿ (ñâîáîäíîãî îáúåìà êîëîíêè). Ðàñõîæ-
äåíèå ìåæäó ýêñïåðèìåíòàëüíûìè è òåîðåòè÷åñêèìè çíà-
÷åíèÿìè ãèäðîôîáíîñòè äëÿ ïåïòèäà IV ìîæåò áûòü
îáóñëîâëåíî îñëàáëåíèåì åãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ãèäðî-

ôîáíîé ôàçîé êîëîíêè. Íàèáîëåå âåðîÿòíîé ïðè÷èíîé
ýòîãî ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå ìèöåëëîïîäîáíûõ ñòðóêòóð
ìîëåêóëàìè ïåïòèäà IV, âåäóùåå ê óìåíüøåíèþ ïëîùà-
äè åãî êîíòàêòà ñ êîëîíêîé.

Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî èññëåäîâàëè ýëþèðîâàíèå ïåïòè-
äà IV ñ êîëîíêè Nucleosil C8 â òîì æå ãðàäèåíòíîì ðåæè-
ìå, íî ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ÒÔÓÊ ñ 0.1 äî
0.5 %. Óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÒÔÓÊ â ýëþèðóþùåé
ñìåñè âåäåò ê ðàçðóøåíèþ âòîðè÷íîé è òðåòè÷íîé ñòðóê-
òóð ïåïòèäîâ è ïðåäîòâðàùàåò îáðàçîâàíèå ìèöåëë (Nae-
em et al., 2006). Äëÿ ñðàâíåíèÿ èññëåäîâàëè ýëþèðîâàíèå
ïåïòèäà III. Âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ ïåïòèäà IV ïðè ïîâûøå-
íèè êîíöåíòðàöèè ÒÔÓÊ ðåçêî óâåëè÷èâàëîñü — ñ
6.72 � 0.03 äî 21.83 � 0.11 ìèí, â òî âðåìÿ êàê âðåìÿ
óäåðæèâàíèÿ ïåïòèäà III íåìíîãî ñíèæàëîñü — ñ 22.37 �
� 0.15 äî 17.24 � 0.09 ìèí. Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà
ñïîñîáíîñòü ïåïòèäà IV ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè ÒÔÓÊ
(0.1 %) îáðàçîâûâàòü ìèöåëëû, êîòîðûå ðàçðóøàþòñÿ
ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè êèñëîòû äî 0.5 %, â òî
âðåìÿ êàê â ñëó÷àå ïåïòèäà III ïðîöåññ ìèöåëëîîáðàçîâà-
íèÿ â èçó÷åííûõ íàìè óñëîâèÿõ âûÿâëåí íå áûë.

Äîïîëíèòåëüíûì ïîäòâåðæäåíèåì ñïîñîáíîñòè ïåï-
òèäà IV ê ìèöåëëîîáðàçîâàíèþ ñòàëè ðåçóëüòàòû ýêñïå-
ðèìåíòîâ ïî ïîèñêó çíà÷åíèÿ ÊÊÌ äëÿ åãî âîäíîãî ðàñ-
òâîðà. Èçó÷èëè øèðîêèé äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé ïåïòè-
äà — îò 10–9 äî 10–4 Ì. Çíà÷åíèå ïîâåðõíîñòíîãî
íàòÿæåíèÿ âîäíîãî ðàñòâîðà ïåïòèäà IV ïîñòåïåííî ñíè-
æàëîñü ñ óâåëè÷åíèåì åãî êîíöåíòðàöèè äî 5.8�10–6 Ì,
íî çàòåì â êîíöåíòðàöèè 8.8 �10–6 Ì îòìå÷àëîñü åãî ðåç-
êîå ïàäåíèå è âûõîä íà ïëàòî (ðèñ. 2). Ïî ïåðåãèáó êðè-
âîé çàâèñèìîñòè ïîâåðõíîñòíîãî íàòÿæåíèÿ îò ëîãàðèô-
ìà êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà îïðåäåëèëè çíà÷åíèå ÊÊÌ, êî-
òîðîå ñîîòâåòñòâîâàëî êîíöåíòðàöèè 7.1�10–6 Ì è
óêàçûâàëî íà íà÷àëî îáðàçîâàíèÿ ìèöåëëîïîäîáíûõ
ñòðóêòóð.

Îáñóæäåíèå

Äëÿ ïîâûøåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè GPCR-
ïåïòèäîâ íåîáõîäèìà ìîäèôèêàöèÿ ãèäðîôîáíûìè ðàäè-
êàëàìè, êîòîðûå ñîïîñòàâèìû ïî ðàçìåðó è ãèäðîôîáíî-
ñòè ñ òðàíñìåìáðàííûìè ó÷àñòêàìè ðåöåïòîðîâ. Ýòè ðà-
äèêàëû îáåñïå÷èâàþò ýôôåêòèâíûé òðàíñïîðò ïåïòèäîâ
÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó ê ìèøåíÿì èõ äåéñòâèÿ,
ñïîñîáñòâóþò èõ çàÿêîðèâàíèþ â ìåìáðàíå âáëèçè òðàíñ-
ìåìáðàííîãî êàíàëà ðåöåïòîðà, ÷òî ïîçâîëÿåò GPCR-ïåï-
òèäàì ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ êîìïëåìåíòàð-
íûìè èì ó÷àñòêàìè ðåöåïòîðà, à òàêæå ñòàáèëèçèðóþò èõ
âòîðè÷íóþ è òðåòè÷íóþ ñòðóêòóðû (Shpakov, 2011; Shpa-
kov, Shpakova, 2014a, 2014b). Íàèáîëåå ýôôåêòèâíîé
ïðèçíàíà ìîäèôèêàöèÿ GPCR-ïåïòèäîâ ïàëüìèòîèëüíû-
ìè ðàäèêàëàìè, êîòîðûå áëèçêè òðàíñìåìáðàííûì ó÷àñò-
êàì ïî ôèçèêî-õèìè÷åñêèì ñâîéñòâàì. Âàæíî îòìåòèòü,
÷òî íåìîäèôèöèðîâàííûå ïåïòèäû îáëàäàþò ñðàâíèòåëü-
íî íèçêîé àêòèâíîñòüþ â ñðàâíåíèè ñ ïàëüìèòîèëèðîâàí-
íûìè àíàëîãàìè, ÷òî ïîêàçàíî íàìè êàê â ýêñïåðèìåíòàõ
in vitro, òàê è ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ GPCR-ïåïòèäîâ íà
ôóíêöèè ýíäîêðèííîé ñèñòåìû in vivo (Äåðêà÷ è äð.,
2014; Derkach et al., 2015). Áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ àêòèâ-
íîñòè GPCR-ïåïòèäîâ èìååò ëîêàëèçàöèÿ â íåì ãèäðî-
ôîáíîãî ðàäèêàëà — îí äîëæåí ðàñïîëàãàòüñÿ â ëîêóñå
ïåïòèäà, êîòîðûé â ïîëíîðàçìåðíîì ðåöåïòîðå ñîñåäñò-
âóåò ñ òðàíñìåìáðàííûì ó÷àñòêîì. Òîëüêî â ýòîì ñëó÷àå
ãèäðîôîáíûé ðàäèêàë ìèìèêðèðóåò òðàíñìåìáðàííûé

136 Å. À. Øïàêîâà è äð.

Âðåìÿ è ôàêòîð óäåðæèâàíèÿ àöèëèðîâàííûõ
ïðîèçâîäíûõ ïåïòèäà 562—572,

ïîëó÷åííûõ ïðè ïðîâåäåíèè îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ
íà êîëîíêå Nucleosil C8

Àöèëèðîâàííûé
ïåïòèä

Âðåìÿ
óäåðæèâàíèÿ tR, ìèí

Ôàêòîð
óäåðæèâàíèÿ k’

Ïåïòèä IV 6.72 � 0.03 0.54 � 0.04

Ïåïòèä II 17.47 � 0.06 3.00 � 0.10

Ïåïòèä III 22.37 � 0.15 4.13 � 0.17

Ïåïòèä V 26.68 � 0.08 5.11 � 0.18

Ïåïòèä VI 31.60 � 0.20 6.24 � 0.15

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü ïîâåðõíîñòíîãî íàòÿæåíèÿ îò êîíöåíòðà-
öèè ïåïòèäà IV.

Ïî îñè àáñöèññ — îòðèöàòåëüíûé äåñÿòè÷íûé ëîãàðèôì êîíöåíòðàöèè
ïåïòèäà IV, Ì; ïî îñè îðäèíàò — ïîâåðõíîñòíîå íàòÿæåíèå, ìÍ/ì.



ó÷àñòîê ðåöåïòîðà è îáåñïå÷èâàåò ïðàâèëüíîå ðàñïîëî-
æåíèå GPCR-ïåïòèäà ïðè åãî çàÿêîðèâàíèè â ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíå (Shpakov, Shpakova, 2014a). Ïîäòâåðæ-
äåíèåì ýòîãî ÿâëÿþòñÿ íàøè äàííûå î òîì, ÷òî ó ïðîèç-
âîäíûõ ïåïòèäà 562—572, àöèëèðîâàííûõ ïàëüìèòàòîì
è äåêàíîàòîì ñ N-êîíöà, ãäå â ËÃÐ ðàñïîëîæåíû ãèäðî-
ôèëüíûå ñåãìåíòû òðåòüåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ïåòëè,
áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü îòñóòñòâóåò, â òî âðåìÿ êàê
àíàëîãè ïåïòèäà, àöèëèðîâàííûå ñ C-êîíöà, ïðåäøåñòâó-
þùåãî øåñòîìó òðàíñìåìáðàííîìó ó÷àñòêó ðåöåïòîðà,
ÿâëÿþòñÿ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûìè.

Ïðè èçó÷åíèè áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïåïòèäà IV,
àöèëèðîâàííîãî äåêàíîèëüíûìè ðàäèêàëàìè ñðàçó ñ îáî-
èõ êîíöîâ, íàìè âûÿâëåíî ïàðàäîêñàëüíîå ÿâëåíèå ñíè-
æåíèÿ ñòèìóëÿöèè èì áàçàëüíîé àêòèâíîñòè ÀÖ â ìåìá-
ðàíàõ ñåìåííèêîâ è ÿè÷íèêîâ êðûñ ïðè ïîâûøåíèè êîí-
öåíòðàöèè ïåïòèäà IV âûøå 10–5 M. Â êîíöåíòðàöèè 10–3

M ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå ïåïòèäà IV ñîñòàâèëî 80 (ñå-
ìåííèêè) è 73 (ÿè÷íèêè) % îò ìàêñèìàëüíîãî ðåçóëüòà-
òà, íàáëþäàåìîãî ïðè êîíöåíòðàöèè 10–5 M. Äëÿ ïåïòèäîâ
III è VI, ìîäèôèöèðîâàííûõ æèðíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè
ñ Ñ-êîíöà, òàêîé êîëîêîëîîáðàçíîé çàâèñèìîñòè âûÿâëåíî
íå áûëî (ðèñ. 1). Ýòî ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ââåäå-
íèå â àöèëèðîâàííûé ñ Ñ-êîíöà ïåïòèä N-êîíöåâîãî äå-
êàíîàòà ìåíÿåò åãî ñòðóêòóðó è ñïîñîáíîñòü ê àãðåãàöèè,
÷òî è ïðèâîäèò ê îñëàáëåíèþ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè
ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè äî 10–3 M.

Ñïîñîáíîñòü ïåïòèäîâ, ìîäèôèöèðîâàííûõ ãèäðî-
ôîáíûìè ðàäèêàëàìè, ê àãðåãàöèè è ôîðìèðîâàíèþ ìè-
öåëëîïîäîáíûõ ñòðóêòóð â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè âëèÿ-
åò íà èõ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, âíóòðèêëåòî÷íûé
òðàíñïîðò, áèîäîñòóïíîñòü è áèîäåãðàäàöèþ (Chopineau
et al., 1998; Avrahami, Shai, 2004; Mas-Moruno et al., 2008;
Vad et al., 2010; Sikorska, Kwiatkowska, 2013). Âñëåäñòâèå
ýòîãî èçó÷åíèå ñïîñîáíîñòè ëèïîôèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ
GPCR-ïåïòèäîâ ê îáðàçîâàíèþ ìèöåëë è äðóãèõ óïîðÿ-
äî÷åííûõ ñòðóêòóð èìååò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ îöåíêè è
ïðåäñêàçàíèÿ èõ ñïåöèôè÷åñêîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè. Äëÿ èçó÷åíèÿ ñïîñîáíîñòè ïåïòèäà IV îáðàçîâûâàòü
ìèöåëëîïîäîáíûå ñòðóêòóðû ìû èñïîëüçîâàëè îáðàùåí-
íî-ôàçîâóþ ÂÝÆÕ è îöåíèëè çíà÷åíèÿ ÊÊÌ äëÿ âîäíîãî
ðàñòâîðà ýòîãî ïåïòèäà.

Ïîêàçàíî, ÷òî âûñîêîãèäðîôîáíûé ïåïòèä IV èìååò
î÷åíü íèçêîå âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ, ñîïîñòàâèìîå ñî âðå-
ìåíåì óäåðæèâàíèÿ ðàñòâîðèòåëÿ. Âðåìÿ åãî óäåðæè-
âàíèÿ íà êîëîíêå Nucleosil C8 óñòóïàåò òàêîâîìó äàæå
ïåïòèäà II ñ íàèáîëåå íèçêîé ãèäðîôîáíîñòüþ èç èçó-
÷åííûõ àöèëèðîâàííûõ ïåïòèäîâ. Â ýòîé ñâÿçè íåîáõî-
äèìî îòìåòèòü, ÷òî ïîëèïåïòèäû, èìåþùèå òðåòè÷íóþ
ñòðóêòóðó, ïðè ïðîõîæäåíèè ÷åðåç êîëîíêó ñ ãèäðîôîá-
íûì ñîðáåíòîì ýëþèðóþòñÿ çíà÷èòåëüíî ðàíüøå, ò. å.
èìåþò ìåíüøèå âðåìåíà óäåðæèâàíèÿ, ÷åì îæèäàåòñÿ
íà îñíîâå òåîðåòè÷åñêèõ ðàñ÷åòîâ èõ ãèäðîôîáíîñòè.
Ýòî âûçâàíî òåì, ÷òî ãèäðîôîáíûå ãðóïïû àìèíîêèñëîò
â ýòèõ ïîëèïåïòèäàõ âîâëå÷åíû âî âçàèìîäåéñòâèå ìåæ-
äó ñîáîé, à íå ñ ãèäðîôîáíîé ïîâåðõíîñòüþ ñîðáåíòà,
÷òî ñíèæàåò ýôôåêòèâíîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ êîìïàêòíî
ñâåðíóòîé ïîëèïåïòèäíîé öåïè ñ íåïîäâèæíîé ãèäðî-
ôîáíîé ôàçîé (Geng, Regnier, 1994). Â íàøåì ñëó÷àå
îñíîâíîé ïðè÷èíîé îñëàáëåíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó
ïåïòèäîì IV ñ ñîðáåíòîì, êàê ìû ïîëàãàåì, ÿâëÿåòñÿ
êàê âíóòðèìîëåêóëÿðíàÿ, òàê è ìåæìîëåêóëÿðíàÿ àãðåãà-
öèÿ ïåïòèäà, îñóùåñòâëÿåìàÿ çà ñ÷åò ãèäðîôîáíûõ âçàè-
ìîäåéñòâèé ìåæäó óãëåâîäîðîäíûìè öåïÿìè äåêàíîèëü-
íûõ îñòàòêîâ. Òàêàÿ àãðåãàöèÿ âûêëþ÷àåò æèðíîêèñëîò-

íûå ðàäèêàëû èç âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ãèäðîôîáíîé ôàçîé
êîëîíêè.

Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî èññëåäîâàëè ýëþèðîâàíèå ïåï-
òèäà IV ñ ïîìîùüþ òîé æå ýëþèðóþùåé ñìåñè, íî ñ ïî-
âûøåííîé â 5 ðàç êîíöåíòðàöèåé ÒÔÓÊ. Êàê èçâåñòíî,
ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ÒÔÓÊ ïðåïÿòñòâóåò àññîöèà-
öèè ëèïîôèëüíûõ ïåïòèäîâ â ìèöåëëîïîäîáíûå ñòðóêòó-
ðû (Naeem et al., 2006). Âñëåäñòâèå ýòîãî òåîðåòè÷åñêè
ïðåäñêàçàííûé ïîðÿäîê ýëþèðîâàíèÿ ãèäðîôîáíûõ ïåï-
òèäîâ ñ îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ êîëîíêè, îïðåäåëÿå-
ìûé ñòåïåíüþ èõ ãèäðîôîáíîñòè, äîëæåí â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè ñîâïàäàòü ñ ïîðÿäêîì èõ ýëþèðîâàíèÿ â ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ, ÷òî è íàáëþäàëîñü â íàøåì ñëó-
÷àå. Ïðè ýëþèðîâàíèè ïåïòèäîâ ñìåñüþ âîäà/àöåòîíèò-
ðèë/0.5 % ÒÔÓÊ ñ ãðàäèåíòîì àöåòîíèòðèëà 20—50 %
âðåìÿ âûõîäà ïåïòèäà IV, ñîäåðæàùåãî äâà äåêàíîèëü-
íûõ ðàäèêàëà, ñóùåñòâåííî ïðåâûøàëî âðåìÿ âûõîäà
ïåïòèäà III ñ C-êîíöåâîé ïàëüìèòîèëüíîé ãðóïïîé, êîòî-
ðûé, â ñîîòâåòñòâèè ñ òåîðåòè÷åñêèìè ðàñ÷åòàìè, óñòó-
ïàë ïî ãèäðîôîáíîñòè ïåïòèäó IV. Äðóãèìè ñëîâàìè, ïî-
ðÿäîê ýëþèðîâàíèÿ â ýòîì ñëó÷àå âîññòàíàâëèâàëñÿ. Ïî-
ëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî àíîìàëüíîå
ïîâåäåíèå ïåïòèäà IV ïðè åãî ýëþèðîâàíèè ñ îáðàùåí-
íî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ êîëîíêè ñìåñüþ ñ íèçêèì (0.1 %) ñî-
äåðæàíèåì ÒÔÓÊ îáóñëîâëåíî åãî ñàìîàãðåãàöèåé ñ îá-
ðàçîâàíèåì ìèöåëëîïîäîáíûõ ñòðóêòóð.

Äîêàçàòåëüñòâîì ñïîñîáíîñòè ïåïòèäà IV ê îáðàçîâà-
íèþ ìèöåëë ñòàëè ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïî èçìåðå-
íèþ ïîâåðõíîñòíîãî íàòÿæåíèÿ åãî âîäíîãî ðàñòâîðà,
êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî ïåïòèä IV íà÷èíàåò îáðàçîâûâàòü
ìèöåëëû â êîíöåíòðàöèè 7�10–6 Ì. Êàê îòìå÷àëîñü âû-
øå, âáëèçè ýòîé êîíöåíòðàöèè îí â íàèáîëüøåé ñòåïåíè
ñòèìóëèðóåò áàçàëüíóþ àêòèâíîñòü ÀÖ âî ôðàêöèÿõ
ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ñåìåííèêîâ è ÿè÷íèêîâ. Â äàëü-
íåéøåì ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ñòåïåíü àãðåãàöèè
óñèëèâàåòñÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ êîíöåíòðàöèè
ñâîáîäíîãî ïåïòèäà, ñïîñîáíîãî ê ôóíêöèîíàëüíîìó
âçàèìîäåéñòâèþ ñ ËÃÐ. Ðåçóëüòàòîì ÿâëÿëîñü ïàðàäîê-
ñàëüíîå ñíèæåíèå ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ íà àêòèâ-
íîñòü ÀÖ. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî â êîíöåíòðàöèè 10–5 Ì ïî
ñâîåìó ñòèìóëèðóþùåìó äåéñòâèþ ïåïòèä IV ñîïîñòàâè-
ì ñ íàèáîëåå àêòèâíûì ïåïòèäîì VI, ìîäèôèöèðîâàííûì
ïàëüìèòàòîì ñ Ñ-êîíöà. Îäíàêî â êîíöåíòðàöèè 10–3 Ì
îí â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè óñòóïàë íå òîëüêî ïåïòèäó VI,
íî áûë ìåíåå àêòèâåí â ñðàâíåíèè ñ ïåïòèäîì III, êîòî-
ðûé ìîäèôèöèðîâàí ñ Ñ-êîíöà äåêàíîàòîì.

Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ñïîñîá-
íîñòü ëèïîôèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ GPCR-ïåïòèäîâ ê ñà-
ìîàãðåãàöèè è ìèöåëëîîáðàçîâàíèþ äîëæíà ó÷èòûâàòüñÿ
ïðè ðàçðàáîòêå èõ íîâûõ ìåìáðàíîàêòèâíûõ àíàëîãîâ.
Îáðàçîâàíèå ìåæìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ ìåæäó
GPCR-ïåïòèäàìè, ìîäèôèöèðîâàííûìè ãèäðîôîáíûìè
ðàäèêàëàìè, ìîæåò ñóùåñòâåííî âëèÿòü íà èõ áèîëîãè÷å-
ñêóþ àêòèâíîñòü êàê in vitro, òàê è in vivo. Ïðè èñïîëüçî-
âàíèè â óñëîâèÿõ in vivo îáðàçîâàíèå ìèöåëëîïîäîáíûõ
ñòðóêòóð GPCR-ïåïòèäàìè ìîæåò îáåñïå÷èòü áîëåå ýô-
ôåêòèâíûé èõ òðàíñïîðò, ìîäèôèöèðîâàòü ñïåöèôè÷å-
ñêóþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ïîâûñèòü ïðîòåîëèòè-
÷åñêóþ óñòîé÷èâîñòü, íî ïðè ýòîì ìîæåò ïðîèñõîäèòü
ñíèæåíèå èëè äàæå ïîòåðÿ GPCR-ïåïòèäàìè ñïåöèôè÷å-
ñêîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ãðàíòîì ÑÏáÃÓ
¹ 12.38.220.2015 è ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ ðå-
ñóðñíîãî öåíòðà ÑÏáÃÓ.
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THE RELATIONSHIP BETWEEN PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERISTICS

AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF PEPTIDE 562—572 OF LUTEINIZING HORMONE

RECEPTOR MODIFIED BY DECANOYL RADICALS AT THE N- AND C-TERMINI
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Lipophilic derivatives of peptides corresponding to the cytoplasmic regions associated with the G-protein
coupled receptors (GPCRs) are capable of functioning as an intracellular agonist. Previously, we have shown
that peptides corresponding to region 562—572 of luteinizing hormone receptor (LHR) and modified by deca-
noate and palmitate at the C-terminus activate adenylyl cyclase (AC) in the testes of rats. The stimulating effect
of peptide 562—572 modified by decanoates at the N- and C-termini (IV) peaked at a concentration of 10–5 M
and then subsequently decreased with increasing concentration. We hypothesized that this may be due to ability
of the peptide IV to micelle formation. To test this suggestion, we examined the relationship between biological
activity, hydrophobicity and ability to micelle formation for peptide IV and other acylated derivatives of pepti-
de 562—572 including the derivatives containing C-terminal decanoate (III) and palmitate (VI). It has been
shown that the stimulating effect of peptide IV at a concentration of 10–5 M on AC activity in the plasma memb-
ranes of rat testes and ovaries is only slightly inferior to that of peptide VI and superior to the corresponding ef-
fect of peptide III. The effect of peptide IV at a concentration of 10–3 M was reduced by 20—27 % and amoun-
ted to 50—51 and 87—88 % of that of peptides VI and III, respectively. Despite the high hydrophobicity, the
peptide IV had abnormally low retention time in reverse-phase HPLC when it was eluted from the Nucleosil C8
column, even lower than that of unmodified peptide 562—572. However, with increasing concentration of trif-
luoroacetic acid in the eluent from 0.1 to 0.5 % causing the destruction of micelle-like structures, the retention
time of the peptide IV was significantly increased, whereas it remained unchanged in the case of the other pep-
tides. Surface tension of aqueous solution of peptide IV insignificantly decreased with the increase of its con-
centration, but then, at peptide concentration of 7�10–6 M, the sharp decline and the plateau were found, which
indicates the beginning of the formation of micelles. Thus, at concentration of 10–5 M and higher the peptide IV
forms micelles which prevents its interaction with the receptor. The ability of GPCR-peptides to self-aggregati-
on and micelle formation should be taken into account when developing their membrane-active analogues.

K e y w o r d s: peptide, luteinizing hormone receptor, hydrophobicity, micellization, adenylyl cyclase, de-
canoyl radical
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