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Синтезированы пептиды Вос-Trp-Pro-Pro-Trp и Trp-Pro-Pro-Trp, конструктивно подобные ПАМ-43, 
который является позитивным аллостерическим модулятором (ПАМ) AMPA-рецепторов, наруше-
ние функционирования которых рассматривается как симптом многих патологий. Использование 
пептидов, синтезированных из аминокислот природного строения, в отличие от чужеродных для ор-
ганизма химических соединений, как правило, имеющих низкую цитотоксичность, позволяет приме-
нять их в необходимых дозах. Показано, что наиболее удачным при получении Вос-Trp-Pro-Pro-Trp 
и Trp‑Pro‑Pro-Trp оказалось начать синтез с получения Pro-Pro, который конденсировали с Вос-Trp 
и Trp. Определена устойчивость синтезированных пептидов к действию пептидаз. Установлено, что 
основным путем деградации пептидов является разрыв С-концевой связи Pro-Trp с образованием со-
ответствующих метаболитов, которые также деградируют вследствие расщепления пептидных связей 
с С-конца молекулы. Дальнейшие исследования этих пептидов сделают возможным рассмотрение их 
как возможных кандидатов нового направления в поиске эффективных пептидных аналогов ПАМ с 
целью создания в будущем лекарственных средств на их основе.
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ВВЕДЕНИЕ
Глутаматная рецепторная система принадле-

жит к одной из древнейших нейрональных систем 
возбуждения, а синапсы в центральной нервной 
системе (ЦНС) большинства млекопитающих 
используют L-глутамат в качестве основного 
возбуждающего нейромедиатора [1]. Разнообра-
зие типов глутаматных рецепторов очень велико, 
классификация определяет два основных типа – 
ионотропные и метаботропные. Ионотропные 
глутаматные рецепторы также можно подразде-
лить на три подкласса (на основе их молекулярных 
и фармакологических различий) – a-амино-3- 
гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовая кис-
лота (AMPA), N-метил-D-аспарагиновая кислота 
(NMDA) и каинатные рецепторы [2]. В последнее 

время исследователи и клиницисты проявляют 
большой интерес к поиску и применению по-
зитивных аллостерических модуляторов (ПАМ) 
AMPA-рецепторов, поскольку последние обе-
спечивают бóльшую часть возбуждающей ней-
ротрансмиссии в ЦНС млекопитающих, а так-
же участвуют в формировании синаптической 
пластичности и архитектуры нейронных сетей 
головного мозга [3, 4]. AMPA-рецепторы рас-
сматривают сегодня как перспективную ми-
шень при разработке терапевтических методов 
лечения очень большого числа неврологиче-
ских расстройств, включая когнитивный дефи-
цит, депрессию, болезнь Паркинсона, аутизм и 
другие [5–8]. Позитивная аллостерическая мо-
дуляция AMPA-рецепторов – одна из перспек-
тивных стратегий для избирательного усиления 
сниженной глутаматергической синаптической 
передачи, повышения уровня экспрессии ней-
ротрофического (нейротропного) фактора мозга 
(BDNF) (как кальцийзависимыми, так и незави-
симыми путями) и последующего достижения 
желаемого терапевтического эффекта. Известно 
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о нескольких классах позитивных аллостериче-
ских модуляторов АМРА-рецепторов, напри-
мер, пирролидоны (пирацетам, анирацетам), 
бензотиазиды (циклотиазид), бензилпипериди-
ны и биарилпропилсульфонамиды [9].

Другим направлением при создании новых 
классов лекарственных средств для лечения или 
существенной коррекции целого ряда серьезных 
нейродегенеративных и психоневрологических 
заболеваний является использование пептидов. 
Оказалось, молекулы пептидов способны силь-
но влиять на функциональную активность ре-
цепторов, при этом они характеризуются боль-
шей биосовместимостью и меньшим числом 
побочных эффектов. Так, например, было по-
казано, что пептиды из семейства тахикининов 
(нейрокинины А и В, вещество Р), которые в 
норме широко распространены в головном моз-
ге и периферической нервной системе млеко-
питающих, влияют на токи АМРА-рецепторов 
нейронов мозжечка [10]. В свежеизолированных 
нейронах спинного мозга молодых крыс было 
продемонстрировано депрессивное действие 
динорфина на внутренние токи, индуцируемые 
AMPA и каиновой кислотой. Причем токи, ин-
дуцированные AMPA, модулировались динор-
фином не только во время совместного введе-
ния, но и после удаления пептида [11].

Еще одним примером таких пептидов являет-
ся циклопролилглицин, который увеличивает со-
держание мозгового нейротрофического фактора 
в культуре нейрональных клеток и является эндо-
генным положительным модулятором АМРА-ре-
цепторов [12–15]. Предполагается, что накопле-
ние BDNF после активации AMPA-рецепторов 
циклопролилглицином вызывает положитель-
ную динамику при лечении эпилепсии, болезни 
Альцгеймера, болезни Паркинсона, рассеянного 
склероза, возрастных нарушений когнитивных 
функций и памяти, аутизма, депрессии, нарко-
зависимости и др. Синтезированные пептиды 
перспективны для разработки средств лечения 
острых нарушений мозгового кровообраще-
ния, нейродегенеративных болезней, депрессий, 
сахарного диабета, онкологических заболева-
ний [16–19].

Недавно было синтезировано новое соеди-
нение 3,7-бис(2,3-дигидро-1-бензофуран-5-ил-
карбонил)-1,5-диметил-3,7-диазабицикло[3.3.1]- 
нонан-9-он (ПАМ-43) [20]. Проведенные тесты 
свидетельствуют, что ПАМ-43 является класси-
ческим позитивным модулятором АМРА-рецеп-
торов. Причем он является одним из наиболее 

активных из описанных в литературе на сегод-
няшний день соединений и по своему действию 
на токи АМРА-рецепторов, и по своему когни-
тивно-стимулирующему эффекту в поведенче-
ских экспериментах [21, 22].

Неудивительно, что и в этом случае это чи-
сто химическое соединение в перспективе было 
бы рационально заменить пептидом. Пептид, 
который состоит из природных аминокислот, 
как правило, менее токсичен, менее токсичны и 
продукты его деградации, что предполагает бо-
лее широкое его использование.

Несмотря на большой потенциал пептидов 
в качестве основы для лекарственных препара-
тов, существуют мощные ограничительные фак-
торы их применения. Прежде всего, это низкая 
устойчивость пептидных молекул к действию 
эндогенных протеолитических ферментов. Есть 
способы увеличить стабильность пептида за счет 
введения в структуру молекулы аминокислотных 
последовательностей, обогащенных пролином, 
например, сериноподобную короткую, богатую 
пролином последовательность коллагена [23]. 
Подобная стабилизация увеличивает время жиз-
ни модифицированной молекулы, что позво-
ляет добиться реализации ее терапевтического  
эффекта [10, 11, 24].

Пептид – аналог ПАМ-43, таким образом, 
должен соответствовать двум критериям. Отбор 
должен осуществляться по одному из основных 
параметров, который ответственен за биологи-
ческую активность ПАМ-43, и обладать необхо-
димой протеолитической устойчивостью.

Предварительные исследования показали, 
что из ряда возможных вариантов наиболее 
коррелирующими со строением ПАМ-43 ока-
зались пептидные структуры Trp‑Pro‑Pro‑Trp 
и Boc-Trp-Pro-Pro-Trp (где Boc – трет-бутил
оксикарбонильная группа, Trp – триптофан, 
Pro – пролин) (рис. 1) [25]. Преимущество этих 
пептидов основывалось и на предварительных 
оценках способности этих пептидов специфиче-
ски связываться с мембранами мозга крыс [26]. 
Выбранные объекты были охарактеризованы 
как соединения, которые могут конкурировать с 
меченными тритием ПАМ-43 и Glu при специ-
фическом связывании.

Целью работы является синтез Trp-Pro-Pro-
Trp и Boc-Trp-Pro-Pro-Trp и оценка их устойчи-
вости к действию различных протеолитических 
ферментов и ферментативных систем (плазмы 
крови и назальной слизи крысы).
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ЭКСПЕРИМЕНТ
Катализаторы, реагенты и растворители – ком-

мерческие препараты. Образцы назальной слизи 
и плазмы крови крыс предоставлены сотрудни-
ками биологического факультета МГУ. Исходные 
соединения и продукты протеолиза охарактери-
зованы с использованием метода высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии и масс-спек-
трометрии. Анализ проводили на хроматографе 
Милихром  А-02, колонка ProntoSIL-120-5-C18aq 
(Bischoff Chromatography, Германия; 2  ×  75  мм, 
размер частиц 5 мкм): температура колонки 35°С; 
длина волны 210 нм; элюент А – 0.1%-я уксусная 
кислота, Б – метанол; скорость подачи элюента 
200 мкл мин–1.

Масс-спектрометрические данные регистри-
ровали на приборе LCQ  Advantage  MAX (Тер-
моэлектрон, США), с ионизацией электрорас-
пылением, прямым вводом раствора образца с 
концентрацией 10  мкг  мл–1 в 0.1%-й уксусной 
кислоте и дальнейшей фрагментацией молеку-
лярного пика в анализаторе методом ионных со-
ударений при 35 эВ.

Синтез Pro-Pro. Раствор 215 мг Вос-Pro (1 ммоль) 
в 5 мл диоксана смешивали с 127 мг N-оксисук-
цинимида (Su) (1.1 ммоль), инициировали реак-
цию 230  мг N,N'-дициклогексилкарбодиимидом 

(ДЦГК) (1.1  ммоль) и оставляли при переме-
шивании на ночь при комнатной температуре. 
Мочевину отфильтровывали, промывали 2  мл 
диоксана, растворитель упаривали. Осадок рас-
творяли в 8  мл метанола и прибавляли 182  мг 
HCl·Pro (1.2 ммоль), растворенного в 1.6 мл воды, 
и 0.4 мл триэтиламина. Реакцию вели при ком-
натной температуре в течение ночи. Полярные 
вещества отделяли от Вос-Pro-Pro твердофазной 
экстракцией. Для этого раствор упаривали и из-
быток пролина удаляли на патроне Sep-Pack C18, 
который после нанесения реакционной смеси 
промывали 30%-м водным метанолом. Затем 
фракцию, содержащую искомое соединение, 
смывали метанолом. Очистку проводили на ко-
лонке Reprosil pur C18aq (Dr. Maisch, Германия; 
20 × 150 мм, размер частиц 10 мкм): температура 
колонки 25°С; длина волны 226 нм; элюент А – 
метанол–вода–уксусная кислота (50  :  50  :  0.1), 
элюент Б – метанол, градиент Б от 0 до 100% за 
15  мин; скорость подачи элюента 20  мл  мин–1. 
После очистки Вос‑Pro‑Pro выделен с чисто-
той 95–97%. Вос-защиту снимали обработкой 
Вос‑Pro‑Pro 2.4 мл смеси хлороформ–трифтор
уксусная кислота (5 : 1) в течение 90 мин. Выход 
Pro-Pro составил 79–82%. Для дальнейшего син-
теза Pro‑Pro использовали без дополнительной 
очистки.
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Рис. 1. Структуры ПАМ-43, Trp-Pro-Pro-Trp и Boc-Trp-Pro-Pro-Trp.
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Синтез Вос-Trp-Pro-Pro. К раствору 152  мг 
Вос-Trp (0.5  ммоль) и 57.5  мг Su (0.5  ммоль) в 
смеси 2 мл сухого хлороформа с 0.2 мл диметил-
формамида добавляли 125 мг ДЦГК (0.6 ммоль) 
и перемешивали при 15°С в течение 2  ч. Затем 
оставляли при перемешивании на ночь при ком-
натной температуре. Мочевину отфильтровыва-
ли, промывали 2  мл хлороформа, растворитель 
упаривали. Осадок растворяли в 2 мл этанола. В 
смеси 4 мл этанола и 0.25 мл триэтиламина (Et3N) 
растворяли 0.7 ммоль Pro-Pro. Затем раствор Вос-
Trp-Su смешивали с раствором Pro-Pro. Реакцию 
вели при комнатной температуре в течение ночи. 
Соединения очищали от Pro-Pro, как описано 
выше. Выход Вос-Trp-Pro-Pro – 81–86%.

Cинтез Вос-Trp-Pro-Pro-Trp. К раствору 
250  мг Вос-Trp-Pro-Pro (0.5  ммоль) и 60  мг Su 
(0.53  ммоль) в 4  мл сухого хлороформа добав-
ляли 115  мг ДЦГК (0.56  ммоль) и перемешива-
ли в течение ночи при комнатной температуре. 
Мочевину отфильтровывали, промывали 2  мл 
хлороформа, растворитель упаривали. Осадок 
(Вос-Trp-Pro-Pro-Su) растворяли в 5 мл этанола. 
В 9  мл смеси этанол–вода (5  :  1) и 0.2  мл Et3N 
растворяли 144  мг Trp (0.71  ммоль). Затем рас-
творы смешивали. Реакцию вели при комнатной 
температуре в течение ночи. Соединения очи-
щали от Trp, как описано выше. Препаратив-
ную очистку проводили на колонке Reprosil pur 
C18aq (Dr. Maisch, Германия, 20 × 150 мм, раз-
мер частиц 10 мкм): температура колонки 25°С; 
длина волны 226 нм; элюент А – метанол–вода–
уксусная кислота (50 : 50 : 0.1), элюент Б – мета-
нол, градиент Б от 0 до 100% за 15 мин; скорость 
подачи элюента 20 мл мин–1. Время удерживания 
Вос-Trp-Pro-Pro-Trp – 3.81 мин. Выход Вос-Trp-
Pro-Pro-Trp – 60%, чистота 96–97%.

Синтез Trp-Pro-Pro-Trp. Для снятия Вос-за-
щиты 15  мг Вос-Trp-Pro-Pro-Trp обрабатывали 
смесью 0.1 мл дихлорметана и 0.1 мл трифторук-
сусной кислоты в присутствии 0.01 мл анизола в 
течение 40 мин. После удаления растворителей 
остаток смешивали с 0.5 мл воды, заморажива-
ли жидким азотом и лиофилизировали в течение 
15 ч. Выход Trp-Pro-Pro-Trp составил 94%.

Оценка устойчивости тетрапептидов в присут-
ствии лейцинаминопептидазы, карбоксипептидаз Y 
и В и пролиновой эндопептидазы (PEP). При исполь-
зовании лейцинаминопептидазы (К.Ф.  3.4.11.2, 
Sigma-Aldrich, США, Тип  VI, микросомаль-
ная из почки свиньи, 9.2  ед.акт.  мг–1), карбок-
сипептидазы B (К.Ф.  3.4.17.2, Sigma-Aldrich, из 
поджелудочной железы свиньи, 70  ед.акт.  мг–1), 

карбоксипептидазы Y (К.Ф. 3.4.16.1, Sigma-Aldrich, 
из хлебопекарных дрожжей, 17 ед.акт. мг–1) и про-
линовой эндопептидазы (К.Ф.  3.4.21.26, Sigma-
Aldrich, из флавобактерий, 55 ед.акт. мг–1) условия 
ферментативного гидролиза отрабатывали, ис-
следуя деградацию пептидов при разных соотно-
шениях субстрата и фермента. Для дальнейшей 
работы для лейцинаминопептидазы использова-
ли соотношение 1 мкмоль  ед.акт.–1, для карбок-
сипептидазы Y – 0.091 мкмоль ед.акт.–1, для кар-
боксипептидазы В – 0.022  мкмоль  ед.акт. –1, для 
пролиновой эндопептидазы – 0.1 мкмоль ед.акт. –1

Ферментативный гидролиз пролин-трипто-
фановых пептидов проводили по следующей 
методике. К раствору 0.5  мкмоль пептида в 
260  мкл фосфатно-солевого буфера (27.4  мМ 
NaCl, 0.4  мМ KCl, 2  мМ Na3PO4, рН  7.4)  
добавляли 0.5  ед.  акт. лейцинаминопепти-
дазы, или 5.44  ед.  акт. карбоксипептидазы Y, 
или 22.4  ед.  акт. карбоксипептидазы В, или 
4.95 ед. акт. пролиновой эндопептидазы в этом 
же буфере. Инкубационную смесь перемеши-
вали и термостатировали при 30°С, отбирая 
аликвоты по 20 мкл через определенные проме-
жутки времени. Остановка ферментативного ги-
дролиза осуществлялась добавлением к отбирае-
мым пробам равного объема метанола.

Анализ реакционных смесей проводили на 
хроматографе Милихром-А02 с использова-
нием колонки ProntoSIL-120-5-C18aq (Bischoff 
Chromatography, Германия, 2  ×  75 мм, размер 
частиц 5  мкм), в градиенте метанола в буфере 
(0.2 M LiClO4 + 0.005 М HClO4, pH 2.24): темпера-
тура колонки 35°C; длина волны 210 нм; скорость 
подачи элюента – 0.2 мл мин–1. Анализ Вос-Trp-
Pro-Pro-Trp проводили, увеличивая концентра-
цию метанола с 40 до 100% в течение 12 мин. Ана-
лиз Trp-Pro-Pro-Trp проводили, увеличивая 
концентрацию метанола с 20 до 100% в течение 
12  мин. Время удерживания Вос-Trp-Pro-Pro-Trp 
составило 8.42 мин, а Trp-Pro-Pro-Trp – 7.85 мин.

Оценка устойчивости тетрапептидов в при-
сутствии назальной слизи и плазмы крови. Кон-
центрацию белка в образцах назальной слизи и 
плазмы крови определяли по методу Лоури [27].

Гидролиз производных пептидов. К раствору 
0.5  мкмоль пептида в 200  мкл фосфатно-со-
левого буфера (27.4  мМ  NaCl, 0.4  мМ  KCl, 
2 мМ Na3PO4, рН 7.4) добавляли 404 мкл назаль-
ной слизи (5 мг белка/мл) или 256 мкл плазмы 
крови (31 мг белка/мл). Инкубационную смесь 
перемешивали и термостатировали при 30°С, 
отбирая аликвоты по 35 мкл через определенные 
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промежутки времени. Остановка ферментатив-
ного гидролиза осуществлялась добавлением к 
отбираемым пробам равного объема метанола. 
Полученные пробы наносили на патрон, упа-
кованный обращенной фазой Lichroprep RP-18, 
уравновешенной в смеси метанол–вода (1  :  1), 
с последующим элюированием метанолом, со-
держащим 0.1% трифторуксусной кислоты. Со-
бранные метанольные растворы упаривали и 
растворяли в 150 мкл смеси метанол–вода (1 : 4). 
Анализ смеси проводили, как описано выше.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Порядок сборки Вос-Trp-Pro с Pro-Trp, Вос-

Trp с Pro-Pro-Trp из аминокислот оказался суще-
ственен для синтеза этих соединений. Лучшие 
результаты получены при первоначальном син-
тезе Pro-Pro, который конденсировали с Вос-Trp, 
затем с Trp (табл.  1). По-видимому, образование 
на первом этапе синтеза дипептида пролил–про-
лин определяет конечный успех в получении Вос-
Trp-Pro-Pro-Trp. Если же связь Pro─Pro пытались 
образовать после конденсации монопролиновых 
предшественников, это негативно сказывалось на 
конечном выходе пептида. Trp-Pro-Pro-Trp получа-
ли из Вос-Trp-Pro-Pro-Trp удалением Вос-защиты.

Устойчивость синтезированных пептидов к 
действию различных индивидуальных протеоли-
тических ферментов определяли в присутствии 
лейцинаминопептидазы, PEP и карбоксипепти-
даз Y и В. Доверительный интервал посчитан для 
серии из n = 3 повторов, исходя из доверитель-
ной вероятности 0.95.

В присутствии лейцинаминопептидазы в ре-
акционной смеси присутствуют Boc-Trp-Pro-Pro-
Trp, Boc-Trp-Pro-Pro, Trp и Boc-Trp. Интересно 
отметить, что устойчивость N-концевой амино-
кислоты с Вос-защитой накладывает определен-
ное своеобразие на процесс деградации Boc-Trp-
Pro-Pro-Trp (табл. 2).

Как видно из приведенных в табл. 2 данных, 
связь Boc-Trp─Pro меньше подвержена протео-
лизу, чем связь Pro─Trp. Поэтому Boc-Trp при-
сутствует в продуктах реакции в минимальных 
количествах, в то время как Boc-Trp-Pro-Pro и 
триптофан образуются синхронно и являются 
основными продуктами деградации исходного 
пептида.

При использовании карбоксипептидаз B и Y 
процесс деградации идет с С‑концевой амино-
кислоты. В результате протеолиза образуются 
Boc-Trp-Pro-Pro и триптофан (табл. 3 и 4).

Таблица 1. Масс-спектрометрические характеристики полученных соединений

Соединение [M + H]+ [M + H + Na]+ [M + H + 2Na]+ [2M + Na]+ [M – H]– [2M – Н]–

Вос-Pro-Pro 312.9 335.1 – – 311.3 –
Pro-Pro 213.1 – – – 211.3 –
Вос-Trp-Pro-Pro 499.0 521.1 – 1019.2 497.4 995.3
Вос-Trp-Pro-Pro-Trp – 707.2 729.2 1391.2 683.4 1367.4
Trp-Pro-Pro-Trp 585.3 607.3 – – 583.5 –

Таблица 2. Устойчивость Boc-Trp-Pro-Pro-Trp в присутствии лейцинаминопептидазы

Время, мин
Пептид (содержание в %, x ± Dx, количество повторов 3)

Boc-Trp-Pro-Pro-Trp Trp Boc-Trp-Pro-Pro Boc-Trp

 2 97.8 ± 1.5  2.1 ± 0.03  1.3 ± 0.04 0.0
 10 91.9 ± 1.7  7.2 ± 0.1  6.3 ± 0.1 0.0
 30 86.2 ± 1.8 13.5 ± 0.3 11.6 ± 0.2 0.0
 60 80.6 ± 2.3 18.7 ± 0.5 17.6 ± 0.5  0.7 ± 0.02

 120 68.4 ± 2.3 30.2 ± 1.0 27.5 ± 0.9  0.7 ± 0.02
 180 60.0 ± 2.5 38.6 ± 1.6 36.9 ± 1.6  1.4 ± 0.06
 240 55.6 ± 2.5 43.0 ± 1.9 41.6 ± 1.9  1.4 ± 0.06

4320 1.2 ± 0.02 96.7 ± 1.8 90.3 ± 2.0 4.9 ± 0.1
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При этом установлено, что устойчивость 
Boc-Trp-Pro-Pro-Trp к действию карбокси-
пептидазы Y ниже, чем к карбоксипептидазе В. 
Протеолиз С‑концевого триптофана оказался 
эффективным. В результате триптофан обра-
зуется при гидролизе С-концевого триптофа-
на, но, в отличие от других протеаз, происходит 
протеолиз и Boc-Trp-Pro-Pro. В результате обра-
зуется заметное количество Boc-Trp (табл. 4).

В продуктах ферментативного гидролиза  
Boc-Trp-Pro-Pro-Trp не обнаружены Boc-Trp-Pro,  
Pro-Pro-Trp, Pro-Trp и Pro-Pro. Это может свиде-
тельствовать о том, что связь пролина с пролином 
в этом пептиде очень прочная. В первую очередь 
отщепляется С-концевой триптофан. Образую-
щийся трипептид является плохим субстратом для 
используемых ферментов. Поэтому отщепление 
Boc-Trp менее вероятно и происходит менее эф-
фективно и за более длительный период времени.

Устойчивость связи Pro―Pro в Boc-Trp-Pro-
Pro-Trp можно оценить при использовании PEP, 

которая эффективна при гидролизе пролиновых 
связей (табл. 5). Уже через несколько минут ис-
ходный пептид деградирует на 70–80%.

Интересно отметить, что расщепление по 
связи Boc-Trp─Pro не происходит, т.е. Вос-за-
щита и в этом случае надежно прикрывает связь 
триптофан–пролин. Связь пролина с С-конце-
вым триптофаном подвергается более эффек-
тивной атаке. Протеолиз Boc-Trp-Pro-Pro-Trp 
завершается примерно за час. За это время про-
исходит отделение практически всего С‑конце-
вого Trp от исходного пептида. Но даже для PEP 
связь Pro–Pro не доступна: продукты гидролиза 
не обнаружены.

Кроме перечисленных индивидуальных фер-
ментов оценили устойчивость синтезированных 
пептидов к действию протеолитических фер-
ментов, присутствующих в назальной слизи и 
плазме крови крысы (рис. 2 и 3). Доверительный 
интервал посчитан для серии из 5 повторов, ис-
ходя из доверительной вероятности 0.95.

Таблица 3. Устойчивость Boc-Trp-Pro-Pro-Trp в присутствии карбоксипептидазы B

Время, мин
Пептид (содержание в %, x ± Dx, количество повторов 3)

Boc-Trp-Pro-Pro-Trp Trp Boc-Trp-Pro-Pro Boc-Trp
 2 97.8 ± 1.2  2.1 ± 0.06  0.8 ± 0.05 0.0

 10 93.8 ± 1.2  5.2 ± 0.1  4.2 ± 0.2  0.7 ± 0.03
 30 79.6 ± 1.5 17.4 ± 0.3 15.4 ± 0.6  0.7 ± 0.03
 60 70.7 ± 1.1 28.8 ± 1.0 26.5 ± 1.4  0.7 ± 0.02

 120 55.2 ± 1.3 44.0 ± 1.7 42.1 ± 1.5  1.4 ± 0.04
 180 38.6 ± 1.3 61.1 ± 2.1 58.8 ± 1.7  1.4 ± 0.06
 240 33.3 ± 1.0 63.6 ± 1.7 60.0 ± 1.9  2.1 ± 0.08

4320  0.3 ± 0.02 99.0 ± 0.9 92.5 ± 1.1 6.2 ± 0.2

Таблица 4. Устойчивость Boc-Trp-Pro-Pro-Trp в присутствии карбоксипептидазы Y

Время, мин
Пептид (содержание в %, x ± Dx, количество повторов 3)

Boc-Trp-Pro-Pro-Trp Trp Boc-Trp-Pro-Pro Boc-Trp
 2 80.4 ± 2.8 19.5 ± 0.8 10.7 ± 0.4  8.7 ± 0.3

 10 71.8 ± 1.8 28.1 ± 0.7 15.3 ± 0.5 12.5 ± 0.5
 30 36.4 ± 1.4 63.6 ± 2.2 36.7 ± 1.2 26.6 ± 0.9
 60 11.5 ± 0.5 88.6 ± 1.6 57.6 ± 1.9 29.8 ± 1.0

 120  1.02 ± 0.05 99.0 ± 0.8 66.3 ± 0.9 30.9 ± 1.1
 180  0.76 ± 0.04 98.8 ± 1.0 67.5 ± 1.3 31.0 ± 1.6
 240  0.74 ± 0.02 98.4 ± 1.1 63.5 ± 1.5 33.8 ± 1.5

4320  0.25 ± 0.02 98.8 ± 1.0 57.5 ± 1.3 41.2 ± 1.2
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Кинетика деградации Boc-Trp-Pro-Pro-Trp в 
присутствии назальной слизи и плазмы крови 
крыс приведена на рис. 2. При использовании 
плазмы крови крыс для протеолиза Boc-Trp-Pro-
Pro-Trp при суточном отборе проб оказалось, 
что количественный состав Boc-Trp-Pro-Pro-Trp 
и его метаболитов через сутки мало меняется 
(рис. 2а). В случае назальной слизи фермен-
тативная система сохраняет активность более 
длительное время. Через трое суток, по срав-
нению с суточными показателями, количество  
Boc-Trp-Pro-Pro-Trp снизилось примерно на 
25–30%, а количество Trp выросло с 30 до 60%, 
возросло и количество Boc-Trp (рис. 2б).

Для оценки возможности проведения экспе-
риментов по специфическому связыванию, как 

и для Boc-Trp-Pro-Pro-Trp, проверена устойчи-
вость Trp-Pro-Pro-Trp в присутствии назальной 
слизи и плазмы крови крыс (рис. 3). В присут-
ствии назальной слизи и плазмы крови крыс 
устойчивость Trp-Pro-Pro-Trp значительно выше, 
чем у многих пептидов, используемых как ле-
карственные средства (например, семакс). При 
более длительном инкубировании происходит 
быстрое разложение Trp-Pro-Pro-Trp, но для 
проведения специфического связывания это не 
существенно (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Разработанная схема синтеза и, как итог, 

высокий выход конечного продукта являются 

Таблица 5. Устойчивость пептида Boc-Trp-Pro-Pro-Trp в присутствии PEP

Время, мин
Пептид (содержание в %, x ± Dx, количество повторов 3)

Boc-Trp-Pro-Pro-Trp Trp Boc-Trp-Pro-Pro Boc-Trp
 2 33.9 ± 0.7 61.3 ± 1.7 61.6 ± 1.6 0.0

 10 14.5 ± 0.4 82.0 ± 2.9 81.4 ± 3.1 0.0
 30  2.5 ± 0.1 93.8 ± 2.0 93.0 ± 1.7 0.0
 60  0.8 ± 0.04 96.6 ± 2.3 95.8 ± 1.9 0.0

 120  0.8 ± 0.1 96.6 ± 2.3 96.1 ± 2.0 0.0
 180  0.6 ± 0.06 96.6 ± 2.2 96.4 ± 2.3 0.0
 240  0.3 ± 0.02 97.9 ± 1.6 97.5 ± 1.3 0.0

4320  0.0 98.7 ± 1.2 97.6 ± 1.1 0.0
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Рис. 2. Устойчивость пептида Boc-Trp-Pro-Pro-Trp в присутствии плазмы крови крыс (а) и назальной слизи (б)  
(x ± Dx, n = 5).
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немаловажным фактором, влияющим на приме-
нимость будущего препарата. Протестированы 
различные варианты синтеза пептидов. В первом 
варианте Trp-Pro-Pro-Trp получен конденсацией 
Boc-Trp-Pro с Pro-Trp с последующим удалением 
Boc-защиты. Во втором варианте Trp-Pro-Pro-
Trp получен конденсацией Boc-Trp с Pro-Pro-Trp, 
который был синтезирован из Boc-Pro и Boc-Trp 
с последующим удалением Boc-защиты. Мак-
симальный выход получен при первоначальном 
синтезе Pro-Pro, который конденсировали с Boc-
Trp, а затем с Trp. Оказалось, что именно фор-
мирование на первой стадии синтеза дипептида 
Pro-Pro определяет конечный успех в получении 
тетрапептида Trp-Pro-Pro-Trp. Если же связь Pro-
Pro пытались сформировать после конденсации 
монопролиновых предшественников, конечный 
выход пептида ощутимо снижался.

Как отмечалось выше, одной из основных 
проблем, препятствующих успешной разработ-
ке лекарственных средств на основе пептидов, 
является высокий уровень деградации этих мо-
лекул. Оценка устойчивости нового соединения 
при инкубации в различных биологических жид-
костях – это необходимый этап исследований, 
определяющий возможность проведения после-
дующих биологических экспериментов, опре-
деления путей введения (интраназальное или 
внутривенное) будущего препарата, и оценки, 
при каком способе введения продолжительность 
времени жизни пептида в организме выше. Кро-
ме того, можно оценить скорость образования 
метаболитов и их состав (в различных средах ор-
ганизма), получить стандарты для последующей 

работы in vivo. Необходимо установить пути 
деградации как самого пептида, так и его мета-
болитов. Первым шагом в исследовании стала 
оценка биодеградации синтезированных пепти-
дов под воздействием ферментов, содержащихся 
в назальной слизи и плазме крови.

Анализ процессов деградации пептида Boc-
Trp-Pro-Pro-Trp в различных средах показал 
различия в динамике этого процесса (рис. 2). 
Так, в присутствии назальной слизи протеолиз 
Boc-Trp-Pro-Pro-Trp происходит более продол-
жительное время. Суточный рост содержания 
триптофана определяется десятками процен-
тов, соответственно увеличивалось количество 
Boc-Trp-Pro-Pro и падало содержание исходного 
пептида. Концентрация Boc-Trp-Pro-Pro в плаз-
ме крови уже через сутки оставалась относи-
тельно постоянной. Таким образом, основным 
путем деградации пептида Boc-Trp-Pro-Pro-Trp 
в изученных ферментативных системах является 
разрыв С-концевой связи в Pro-Trp с образова-
нием Boc-Trp-Pro-Pro с последующим гидро-
лизом Boc-Trp-Pro-Pro и получением Boc-Trp. 
Кинетика деградации Boc-Trp-Pro-Pro-Trp в фи-
зиологических жидкостях показывает, что соот-
ношение метаболитов различно, но общий на-
бор метаболитов остается неизменным. Пептид 
без Boc-защиты (Trp-Pro-Pro-Trp) при тех же 
условиях оказался гораздо менее устойчивым к 
действию ферментных систем (рис. 3).

Детальный анализ стабильности различных 
связей в структуре пептидов был проведен с ис-
пользованием различных индивидуальных фер-
ментов. Пептид Boc-Trp-Pro-Pro-Trp инкуби-
ровали в присутствии лейцинаминопептидазы, 
карбоксипептидаз Y и В, а также пролинэндо-
пептидазы. Здесь нужно отметить, что наличие 
Вос-защиты не только повысило устойчивость 
пептида, но и сделало возможным определить, 
С-конечный Trp или Trp с N-конца пептида об-
разуются в инкубационной смеси.

В результате установлено, что связь Boc-Trp-Pro 
менее подвержена протеолизу, чем связь Pro-Trp. 
Инкубация Boc-Trp-Pro-Pro-Trp в присутствии 
лейцинаминопептидазы показала, что Boc-Trp-
Pro-Pro и Trp являются основными продуктами 
(табл. 2). Та же закономерность наблюдается при 
использовании карбоксипептидазы В (табл. 3). 
Устойчивость Boc-Trp-Pro-Pro-Trp к действию 
карбоксипептидазы Y была ниже, но также проис-
ходил и протеолиз Boc-Trp-Pro-Pro. В результате 
образуется заметное количество Boc-Trp (табл. 4). 
Стабильность связи Pro–Pro в Boc-Trp-Pro-Pro-
Trp можно оценить с помощью PEP, которая эф-
фективна при гидролизе связей пролина (табл. 5). 
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Рис. 3. Устойчивость пептида Trp-Pro-Pro-Trp в 
присутствии назальной слизи и плазмы крови крыс  
(x ± Dx, n = 5).
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Через несколько минут исходный пептид разру-
шался на 70–80%. Однако, несмотря на специфи-
ческую природу используемого фермента (PEP), 
гидролиз связи Boc-Trp–Pro не происходил. 
Другими словами, объемная трет-бутилокси-
карбонильная группа надежно прикрывает связь 
триптофан-пролин. Между тем, протеолиз про-
теиновых связей происходит по меньшей мере на 
60% быстрее, чем при использовании других фер-
ментов, и завершается в течение часа.

Таким образом, было показано, что действие 
ферментов лейцинаминопептидазы и карбокси-
пептидаз (Y и В) наиболее эффективно в отноше-
нии С-концевой области молекулы. Метаболиты 
со структурами Boc-Trp-Pro, Pro-Pro-Trp, Pro-Trp 
и Pro-Pro не были обнаружены в продуктах фер-
ментативного гидролиза пептида Boc-Trp-Pro-
Pro-Trp. Это может свидетельствовать о том, что 
связь между пролинами в этом пептиде довольно 
прочная. С-концевой остаток триптофана отще-
пляется, оставляя трипептид, который не являет-
ся хорошим субстратом для используемых фер-
ментов. В результате вероятность расщепления 
Boc-Trp-Pro-Pro снижается и проходит менее 
эффективно (занимает более длительный период 
времени). Boc-защита надежно предотвращает 
разрыв связи триптофан–пролин.

ВЫВОДЫ
В настоящей работе были синтезированы 

пептидные потенциальные аллостерические мо-
дуляторы АМРА-рецепторов глутамата – пептид 
с аминокислотной последовательностью Trp-Pro-
Pro-Trp, а также его Boc-защищенный аналог Boc-
Trp-Pro-Pro-Trp. Среди возможных вариантов 
синтеза наилучшим путем стало первоначальное 
получение Pro-Pro с последующей конденсацией 
его с Boc-Trp, а затем с Trp. Исследования фер-
ментативной устойчивости пептидов позволило 
выявить, что основным путем их деградации в 
биологических средах является разрыв С-конце-
вой связи Pro–Trp с образованием соответству-
ющих метаболитов, которые также деградируют 
вследствие расщепления пептидных связей с 
С-конца молекулы. Более детальный анализ ста-
бильности различных пептидных связей в струк-
туре молекул, проведенный с использованием 
индивидуальных ферментов, показал, что лей-
цинаминопептидаза и карбоксипептидазы Y и В 
наиболее эффективны в отношении С-концевой 
области молекулы, а Boc-защита надежно предот-
вращает разрыв связи триптофан–пролин. Таким 
образом, оба пептида и по структуре, и по степе-
ни устойчивости к действию протеолитических 
ферментов оказались перспективны в качестве 

потенциально биологически активных молекул, 
интересных для создания на их основе терапев-
тических лекарственных препаратов, модулиру-
ющих функциональную активность АМРА-ре-
цепторов глутамата.
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SYNTHESIS AND EVALUATION OF THE PROTEOLYTIC STABILITY  
OF ВОС-TRP-PRO-PRO-TRP AND TRP-PRO-PRO-TRP OF PEPTIDE 

ANALOGUES OF PAM-43 OF ALLOSTERIC MODULATOR  
OF AMPA RECEPTORS

V. P. Shevchenkoa,  T. V. Vyunovaa,b,  K. V. Shevchenkoa,  L. A. Andreevaa,  
I. Yu. Nagaeva,#,  Academician of the RAS  N. F. Myasoedova

aNational Research Centre “Kurchatov Institute” (NRC “Kurchatov Institute”), 123182 Moscow, Russian Federation
bLift Center Life Improvement by Future Technologies, 121205 Moscow, Russian Federation

#E-mail: nagaev.img@yandex.ru

Peptides Вос-Trp-Pro-Pro-Trp and Trp-Pro-Pro-Trp were synthesized, structurally similar to PAM-43, which 
is a positive allosteric modulator (PAM) of AMPA receptors, the malfunction of which is considered as a symp-
tom of many pathologies. The use of peptides synthesized from amino acids of a natural structure, unlike che
mical compounds foreign to the body, as a rule, have low cytotoxicity, which allows their use in the necessary 
doses. It was shown that the most successful way to obtain Вос-Trp-Pro-Pro-Trp and Trp-Pro-Pro-Trp was to 
start synthesis by obtaining Pro-Pro, which was condensed with Вос-Trp and Trp. Their resistance to the action 
of peptidases has been determined. It turned out that the main way of degradation of peptides is the cleavage of 
the C-terminal bond of Pro-Trp with the formation of corresponding metabolites, which also degrade due to the 
cleavage of peptide bonds from the C-terminus of the molecule. Further studies of these peptides will make it 
possible to consider them as possible candidates for a new direction in the search for effective peptide analogues 
of PAM, with the aim of creating medicines based on them in the future.

Keywords: synthesis, peptide analog of PAM-43
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