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существлен синтез п-азидотетрафторбензойных производных пептидов семакса и 
Pro-Gly-Pro. Показано, что полученные фотоаффинные арилазидные зонды обладают 
цтопротективным действием на культивируемые клетки PC12 в условиях 
окислительного процесса 
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Введение 
Одним из подходов для поиска биоло-

гически мишеней пептидов является метод 
фотоаффинного мечения, в основе которого 
лежит направленная доставка фотоактивного 
радиоактивномеченого аналога природного 
лиганда – пептида (так называемого фото-
активного зонда, ФАЗ) к участку связывания в 
изучаемом белке, последующая фотоакти-
вация и ковалентная сшивка зонда в активном 
центре мишени [1]. Мы предлагаем исполь-
зовать данный метод для поиска мишеней 
пептидов семакса (Met-His-Glu-Phe-Pro-Gly-
Pro) и Pro-Gly-Pro на нервных клетках. Эта 
задача является актуальной, поскольку в 
настоящее время в ряде лабораторий прово-
дятся исследования механизма действия этих 
пептидов на мозг, но их молекулярные мише-
ни еще не выявлены [2–6].  

Целью данной работы являлись синтез и 
сравнительное исследование биологического 
действия фотоактивных арилазидных произ-
водных пептидов семакса и Pro-Gly-Pro. 

Обсуждение результатов 
Синтез фотоактивных зондов 

Выбор арилзамещенных соединений в 
качестве фотоактивируемых предшествен-
ников зондов был связан с их широкой 
распространенностью, относительной просто-
той получения и доступностью исходных 
соединений. В работе мы использовали 
фторированные арилазиды, поскольку присут-
ствие электроноакцепторных заместителей в 
бензольном кольце позволяет увеличить 
скорость фотолиза, что значительно снижает 
вероятность повреждения биологического 
объекта [7]. 

 
Модификацию незащищенного пептида 

семакса по N-концевой аминогруппе 
осуществляли N-оксисукцинимидным эфиром 
п-азидотетрафторбензойной кислоты (АТФБК). 
Выход модифицированного пептида, согласно 
данным ВЭЖХ, составил 33% (относительно 
исходного количества семакса). 

Использование метода активированных 
эфиров, а также метода смешанных ангид-
ридов (с тионилхлоридом в качестве активи-
рующего агента) не привело к успеху в 
синтезе зонда на основе незащищенного Pro-
Gly-Pro вследствие низкой химической реак-
тивности вторичной аминогруппы остатка 
пролина, а также образования большого 
количества побочных продуктов. Поэтому в 
качестве исходного соединения был взят 
пептид, защищенный по карбоксилу бензиль-
ной группой (OBzl). Модификацию Pro-Gly-
Pro-OBzl проводили кабодиимидным методом 
в тетрагидрофуране (ТГФ) с использованием 
1-гидроксибензотриазола для предотвращения 
рацемизации. Выход защищенного производ-
ного составил 75.5% (в пересчете на АТФБК). 
Защитную группу удаляли щелочным гидро-
лизом в метаноле. Целевой продукт был 
получен с выходом 64% (относительно исход-
ного количества кислоты).  

Модифицированные пептиды были про-
анализированы с помощью ВЭЖХ и масс-
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спектрометрии. При облучении УФ-светом в 
растворе 50% водного метанола арилазиды 
легко подвергались фотолизу, что сопровож-
далось снижением интенсивности характер-
ных для фторированных арилазидов пиков 
поглощения в области 260 нм (рис. 1). 
Полученные результаты фотолиза согласуют-
ся с данными, полученными Дрейком и соавт. 
[8]. Согласно данным ВЭЖХ, в указанных 

условиях полный фотолиз полученных 
соединений протекал за 120 с, что сущест-
венно меньше времени, требуемого для фото-
лиза ранее синтезированного в нашей лабо-
ратории п-азидобензойного производного 
семакса [9]. Это свойство важно, поскольку с 
уменьшением времени облучения снижается 
вероятность повреждения биологических 
образцов.  

 

Рис. 1. Изменение спектров поглощения ФАЗ семакса (а) и Pro-Gly-Pro (б) 
при облучении УФ-светом. Концентрация образцов – 38.5 мкг/мл. Числа на спектрах – время облучения (в секундах).
 

Оценка биологической активности 
фотоактивных зондов 

Известно, что успех процедуры фото-
аффинного мечения зависит от того, сохраняет 
ли фотоактивное производное способность к 
связыванию с рецептором, свойственную 
исходному прототипу [10]. Поэтому одним из 
основных требований, предъявляемым к ФАЗ, 
является сохранение структурных параметров, 
необходимых для распознавания пептида 
рецептором. Поскольку молекулярные Мише-
ни семакса и Pro-Gly-Pro неизвестны, то для 
сравнения фотоактивных зондов и пептидов-
прототипов могут быть использованы биоло-
гические тесты.  

Ранее нами было показано, что семакс и 
Pro-Gly-Pro оказывают цитопротективное 

действие на культуру клеток феохромоцитомы 
крысы РС12 [11] в условиях окислительного 
стресса, вызванного 30-минутной инкубацией 
в среде с H2O2 [12, 13]. Такое воздействие 
приводило к развитию некротических про-
цессов, в частности, к нарушению целост-
ности клеточной мембраны, обнаруживаемому 
уже через несколько часов после индукции 
окислительного стресса. В данной работе этот 
тест был использован нами для коли-
чественной оценки активности полученных 
арилазидных производных пептидов. 

На первом этапе проводили сравнительное 
исследование цитопротективной активности 
семакса и Pro-Gly-Pro и их фотоактивных 
производных в концентрации 10 мкМ. Также 
оценивали аддитивность действия ФАЗ. 

 

Рис. 2. Сравнение цитопротективной активности семакса (а), Pro-Gly-Pro (б) и их фотоактивных 
производных в культуре РС12 в условиях окислительного стресса. Н2О2 – 1.5 мМ, 30 мин. 

***p<0.001 по сравнению с контролем (t-тест Стъюдента для выборок с равными дисперсиями).
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Было показано, что зонд на основе семакса 
в концентрации 10 мкМ обладает меньшей 
цитопротективной активностью, чем исходный 
пептид (рис. 2). При этом в концентрации 
50 мкМ он снижал эффект семакса (10 мкМ) 
примерно в 1.5 раза. Фотоактивное про-
изводное Pro-Gly-Pro в концентрации 10 мкМ 
демонстрировало такую же активность, как и 
исходный пептид (рис. 2 б), а в концентрации 
50 мкМ даже несколько увеличивало эффек-
тивность действия Pro-Gly-Pro (10 мкМ). 

Также определяли цитопротективную 
активность ФАЗ в диапазоне концентраций 
0.2–100 мкМ. Достоверное снижение процента 
поврежденных клеток для обоих модифициро-
ванных пептидов наблюдали уже при 
концентрации 0.2 мкМ (табл. 1). Однако при 
больших концентрациях характер действия 
зондов различался. Так, с увеличением концент-
рации производного семакса до 10 мкМ 
наблюдали снижение его цитопротективной 
активности, а при концентрации 50 мкМ процент 
некротических клеток даже увеличивался по 
сравнению с контролем. В то же время фото-
активное производное Pro-Gly-Pro во всех 
протестированных концентрациях достоверно 
снижало количество поврежденных клеток. 

Таблица 1. Зависимость цитопротектив-
ного действия ФАЗ семакса и Pro-Gly-Pro от 

концентрации. 

Концентрация 
ФАЗ, мкМ 

Количество 
поврежденных 

клеток (в % от контроля)
ФАЗ семакса 

0.2 74± 4.8***

10 86±9.6*

50 114±5.1**

ФАЗ Pro-Gly-Pro 

0.2 69±12.5**

1 71±7.9**

10 61±7.7* 
100 63±3.1*

Н2О2 – 1.5 мМ, 30 мин. Контроль – инкубация клеток после 
окислительного стресса без ФАЗ 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 по сравнению с контролем  (t-тест 
Стъюдента для выборок с равными дисперсиями). 

Снижение активности ФАЗ семакса с 
увеличением концентрации могло быть вызва-
но цитотоксическим действием АТФБ-
группы, обладающей высокой липофиль-
ностью. Для проверки этого предположения 
исследовали действие АТФБК в концент-
рациях 10 и 50 мкМ, а также ее смесей с 
семаксом на культуру РС12 в условиях 
окислительного стресса.  

Согласно данным, приведенным в табл. 2, 
АТФБК не обладала цитотоксическим дейст-
вием в указанных концентрациях, однако, 

значительно снижала цитопротективную 
активность семакса. 

Таблица 2. Действие п-азидотетрафтор-
бензойной кислоты на клетки РС12  
в условиях окислительного стресса. 

Концентрация 
вещества, мкМ 

Количество 
поврежденных клеток (в 

% от контроля) 
Семакс 

10 68±9.0** 
50 62±11.1**

АТФБК 

10 113±19.7 
50 92±20.1 

АТФБК + семакс, 1 : 1 
10 : 10 80±8.0* 
50 : 50 92±1.1 

Н2О2, 1.5 мМ – 30 мин. Контроль – инкубация клеток 
после окислительного стресса без добавок 
*p<0.05, **p<0.01 по сравнению с контролем (t-тест 
Стъюдента для выборок с равными дисперсиями). 

Таким образом, в результате проведенной 
работы были получены п-азидотетрафтор-
бензойные производные пептидов семакса и 
Pro-Gly-Pro. Показано, что полученные соеди-
нения способны подвергаться фотолизу под 
действием УФ-света. Также было проведено 
сравнение биологической активности полу-
ченных соединений с активностью исходных 
пепетидов. Показано, что модификация Pro-
Gly-Pro существенно не повлияла на его 
цитопротективную активность, тогда как 
активность ФАЗ семакса оказалась сущест-
венно ниже активности исходного прототипа. 
Предположительно, такой эффект был 
обусловлен действием п-азидотетрафтор-
бензойной группы. Способность полученных 
зондов подвергаться фотолизу под воздейст-
вием УФ-света, а также наличие у них, как и у 
исходных пептидов, цитопротективной актив-
ности указывает на возможность использо-
вания этих соединений в качестве фотоаф-
финных зондов для поиска и характеристики 
мишеней семакса и Pro-Gly-Pro. 

Экспериментальная часть 
В работе использовали 4-азидо-2,3,5,6-

тетрафторбензойную кислоту (Sigma, США), 
дициклогексилкарбодииимд (DCC), 1-гидрокси-
бензотриазол (HOBT) (Fluka, Швейцария), а 
также сульфат магния (безв.), КОН, H2SO4, 
NaHCO3, NaCl, NaOH, триэтиламин (TEA) и 
растворители отечественного производства 
марки «чда» Растворители перед исполь-
зованием перегоняли. Пептиды семакс, Pro-
Gly-Pro и Pro-Gly-Pro-OBzl были любезно 
предоставлены Л.А. Андреевой из Отдела 
химии физиологически активных веществ 
Института молекулярной генетики РАН. 
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ТСХ проводили на силикагелевых плас-
тинках Sorbfil-UF (ПБК ПЛАСТМАШ ИВС, 
Россия) в системе растворителей хлороформ-
метанол, 9 : 1. Детекцию осуществляли с по-
мощью УФ-лампы ЭЗАН (15 Вт, λ 254 нм).  

Масс-спектрометрический анализ прово-
дили на приборе Finnigan LCQ Max (Finnigan, 
США) с ионизацией методом электроспрея. 

ВЭЖХ-анализ проводили на приборе 
МИЛЛИХРОМ А02 (Миллихром, Россия). 
Использовали колонку Prontosil 12C18aq (2х75 
мм, 5 мкм), элюент А – 0.2 М LiClO4, 0.05 M 
HClO4, элюент Б – метанол; градиент 30–100% 
за 30 мин; скорость элюции 0.2 мл/мин. 
Детекцию проводили одновременно на 5-ти 
каналах в диапазоне от 210 до 260 нм. 

п-Азидотетрафторбензоил-Met-His-Glu-
Phe-Pro-Gly-Pro 

Получение п-азидотетрафторбензойного 
производного семакса проводили по методике 
[8]. Получено 1.3 мг продукта с выходом 33% 
относительно исходного количества семакса. 
Масс-спектр, m/z: 1031.2 (M+), MS/MS: 1031.3 
(M+ – H2O). 

п-Азидотетрафторбензоил-Pro-Gly-Pro 
Получение зонда на основе Pro-Gly-Pro 

проводили по методике [14], использованной 
для синтеза Boc-Phe-(трифторметилдиази-
рин)-D-Leu-OMe из Boc-Phe-(трифторметил-
диазирин)-OH и H-D-Leu-OMe. 

п-Азидотетрафторбензоил-Pro-Gly-Pro-OBzl 
124.6 мг (0.53 ммоль) п-азидотетрафтор-

бензойной кислоты и 85.9 мг (0.64 ммоль) 
HOBT растворили в 4 мл ТГФ, охладили до 
0°С, добавили 131.3 мг (0.64 ммоль) DCC и 
перемешивали 60 мин при 0°С. Затем внесли в 
смесь 90 мкл TEA и раствор 228 мг (0.64 
ммоль) Pro-Gly-Pro-OBzl в 2.2 мл ТГФ. Смесь 
перемешивали в течение 3-х суток при 
комнатной температуре. За ходом реакции 
следили с помощью ТСХ. По окончании 
реакции смесь отфильтровали, упарили и 
растворили в 34 мл этилацетата. Полученный 
раствор последовательно промывали равными 
объемами (3×3.3 мл) воды, 10% KHSO4, воды, 
5% NaHCO3, воды и насыщенного раствора 
NaCl. Этилацетатный экстракт высушили 
безв. MgSO4, затем отфильтровали и упарили. 
На последней стадии проводили дополнитель-
ную очистку – сухой остаток растворили в 
3 мл этилацетата и высадили продукт 
гексаном. Полученный осадок сушили под 
вакуумом над P2O5, парафином и KOH, 
несколько раз меняя осушители. Получено 
231.1 мг целевого продукта с выходом 75.5% 
относительно исходного количества кислоты. 
Rf 0.2. Масс-спектр, m/z: 577.1 (М+); MS/MS: 
462.0 (M+ – CH2-C6H6). 

Удаление бензильной эфирной группы 
231.1 мг (0.4 ммоль) п-азидотетрафтор-

бензоил-Pro-Gly-Pro-OBzl растворили в 2.35 
мл метанола и при перемешивании добавили 
440 мл 2 н. NaOH. Реакционную смесь пере-
мешивали при комнатной температуре в 
течение часа, затем разбавили водой до 88 мл 
и отогнали метанол под вакуумом. Продукт 
экстрагировали 44 мл этилацетата. Водную 
фракцию охладили до 0°С, добавили 1 н. 
H2SO4 до рН 3 и дважды экстрагировали 44 мл 
этилацетата. Объединенные экстракты 
промыли 59 мл воды и 59 мл насыщенного 
раствора NaCl, высушили безв. MgSO4 и 
удалили растворитель на роторном испари-
теле. Полученный продукт сушили под ваку-
умом над P2O5, парафином и KOH, несколько 
раз меняя осушители. Получено 191.2 мг 
продукта с выходом 98% относительно 
исходного количества п-азидотетрафтор-
бензоил-Pro-Gly-Pro-OBzl. ВЭЖХ-анализ: 
время удерживания 12.7 мин. Масс-спектр, 
m/z: 487.07 (M+); MS/MS: 469.07.04 (M+ – H2O). 

Фотолиз п-азидотетрафторбензойных 
производных пептидов 

Облучение фотоактивных производных 
пепетидов проводили с использованием УФ-
лампы PHILIPS Hg TUV 15W/G15T8 
(Нидерланды). Источник излучения распола-
гался на расстоянии 15 см от образца, нахо-
дящегося в кварцевой кювете толщиной 1 см. 
Время облучения измеряли на спектрофото-
метре U-2800 в диапазоне длин волн от 230 до 
400 нм с шагом 10 нм, скоростью сканирова-
ния 100 нм/мин в кварцевой кювете 1х1 см. 

Культивирование клеток феохромо-
цитомы крысы РС12 

Исследования проводили с недифферен-
цированной культурой клеток феохромоци-
томы крысы РС12. Клетки РС12 культи-
вировали во флаконах с площадью поверх-
ности 25 см2 (Corning, США) при 37 С в 
атмосфере 5% СО2 в среде Игла в 
модификации Дульбекко – DMEM (БиолоТ, 
Россия), содержащей 5% сыворотки эмбрио-
нов коров (БиолоТ, Россия) и 10% сыворотки 
лошади (БиолоТ, Россия), глутамин (2 мМ), 
стрептомицин (100 мкг/мл) и пенициллин (100 
ед./мл) (ПанЭко, Россия).  

Повреждение клеток перекисью и опреде-
ление количества некротических клеток 

Эксперименты на модели окислительного 
стресса проводили на 24-луночных культу-
ральных планшетах (Corning, США). В лунки 
планшета, предварительно покрытые раство-
ром поли-L-лизина (0.1 мг/мл) (Fluka, США), 
вносили по 1 мл суспензии клеток (30×103 
клеток/мл) в полной среде для культиви-
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рования и выдерживали 15–18 ч при 37 С в 
атмосфере 5% СО2. Для индукции окисли-
тельного стресса клетки помещали в 
бессывороточную среду, вносили свежеприго-
товленный раствор Н2О2 до конечной 
концентрации 1.5 мМ и инкубировали в 
течение 30 мин при 37 С и 5% СО2. Затем 
заменяли среду с Н2О2 на полную среду для 
культивирования, добавляли водно-этаноль-
ные растворы пептидов таким образом, чтобы 
концентрация этанола в среде культивиро-
вания не превышала 0.02%, и инкубировали в 
течение 4 ч. По окончании инкубации клетки 
окрашивали раствором красителя трипанового 
синего по методике [15], позволяющей выяв-
лять клетки с некротическими поврежде-
ниями. Затем клетки фиксировали 2% пара-
формальдегидом в течение 10 мин при 
комнатной температуре, промывали дистил-
лированной водой и рассматривали под 
световым микроскопом при увеличении ×100 
или ×200. Определяли количество поврежден-
ных клеток относительно контроля (инкуба-

ция без пептида – 100%). Каждый экспери-
мент повторяли не менее трех раз. 

Статистический анализ данных  
Анализ данных проводили с использо-

ванием программ Statistica 4.0 (StatSoft, США) 
и SigmaPlot 7.0 (SYSTAT, США). Все 
результаты по цитопротективной активности 
пептидов представляли в виде «среднее ± 
среднее квадратичное отклонение», используя 
результататы трех независимых эксперимен-
тов, в каждом из которых производили три 
независимых измерения показателя цитопро-
тективной активности (отношение числа 
некротических клеток к общему числу 
клеток). 

Работа выполнена при частичной поддержке 
программы фундаментальных исследований РАН 
«Молекулярная и клеточная биология» (руководитель 
проекта – акад. РАН Н.Ф. Мясоедов), программы 
Президента РФ «Ведущие научные школы» 
(проект № НШ-5638.2006.4) и Российского фонда 
фундаментальных исследований (проект 
№ 08-0401760-а). 
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