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МИМЕТИКИ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ Arg-Gly-Asp: СИНТЕЗ
И ИССЛЕДОВАНИЕ АНТИАГРЕГАЦИОННЫХ СВОЙСТВ
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Известно, что последовательность Arg-Gly-Asp в молекуле фибриногена – ключевая в связывании
с рецепторами, находящимися на поверхности тромбоцитов. С целью поиска соединений, способ-
ных ингибировать данное взаимодействие, были синтезированы аналоги Arg-Gly-Asp-последова-
тельности – 2-ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp, 4-пиперидинкарбонил-βAla-Asp и 4-аминобензоил-
βAla-Asp. Показано, что данные соединения способны в разной степени ингибировать агрегацию тром-
боцитов. Наибольшую способность ингибировать агрегацию тромбоцитов показал 2-ацетоксибензоил-
Arg-βAla-Asp. Также установлено снижение экспрессии маркеров CD62p и CD63 на тромбоцитах при
воздействии на них аналогов Arg-Gly-Asp, что подтверждает способность данных соединений блокиро-
вать сайты связывания фибриногена с гликопротеиновыми рецепторами GP IIb/IIIа.
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ВВЕДЕНИЕ

Сердечно-сосудистые заболевания – основная
причина смерти и инвалидности практически во
всех развитых странах. Превалирующее количе-
ство летальных исходов приходится на инфаркт
миокарда, вызываемый закупоркой сосудов
тромбами. Образованию же тромбов чаще всего
способствуют гликопротеиновые рецепторы
тромбоцитов, поскольку конечным звеном в аг-
регации тромбоцитов оказывается связывание
фибриногена с активированными GP IIb/IIIa-ре-
цепторами тромбоцитов. GP IIb/IIIa-рецептор
относится к суперсемейству структурно род-
ственных гликопротеиновых рецепторов, состоя-
щих из двух субъединиц: GP IIb или αIIb (α-субъ-
единица) и GP IIIa или β3 (β-субъединица), при-
сутствующих в различных клетках и названных
“интегринами” [1] или “цитоадгезинами” [2].

Известно, что некоторые интегрины, включая
GP IIb/IIIa, распознают общую аминокислотную
последовательность – трипептид Arg-Gly-Asp.
Эта последовательность присутствует в цепях
большинства адгезивных гликопротеинов, вы-
полняющих различные функции. Важность Arg-
Gly-Asp-последовательности подтверждается ин-
гибированием процесса адгезии гликопротеинов
в присутствии коротких Arg-Gly-Asp-содержа-
щих пептидов [3]. Несмотря на общий участок
распознавания, интегрины высокоспецифичны
во взаимодействии с различными гликопротеи-
нами [1, 2].

К настоящему времени определены необходи-
мые функциональные группы в структуре Arg-
Gly-Asp-миметиков, участвующие в ионном и
гидрофобном взаимодействии с рецептором [4].

Варьирование структуры Arg-Gly-Asp-после-
довательности [5, 6] позволяет получать соедине-
ния с различными физиологическими временами
жизни. Известно, что низкомолекулярные Arg-
Gly-Asp-содержащие пептиды и пептидомимети-
ки нашли применение при наличии высокого и
среднего риска ишемии при остром коронарном
синдроме, при ангиопластике в комбинации с
клопидогрелем [7, 8]. Например, эптифибатид

Сокращения: GP – гликопротеин; βAla – β-аланин;
DIPC – N,N'-диизопропилкарбодиимид; TEA – триэтил-
амин; HOSu – N-гидроксисукцинимид; HOBt – N-гид-
роксибензотриазол; ESI – ионизация распылением в элек-
трическом поле; ОТП – обогащeнная тромбоцитами плазма.
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(интегрилин), Arg-Gly-Asp-подобный цикличе-
ский гептапептид, отличается достаточно высо-
кой специфичностью по отношению к GP IIb/IIIa
и не оказывает существенного влияния на актив-
ность других интегринов [9, 10]. Было создано
также несколько пептидомиметиков Arg-Gly-Asp-
последовательности, ингибиторов GP IIb/IIIa,
для перорального применения (ксемилофибан,
орбофибан, сибрафибан, лотрафибан) [11]. Пред-
полагалось использовать их с целью длительной
профилактики тромбозов. К сожалению, много-
численные исследования данных веществ [12] не
только не показали преимущества их перед аспи-
рином, но даже выявили их высокую цитотоксич-
ность. Это не дало оснований для их клиническо-
го применения.

Поэтому разработка новых ферментативно
устойчивых, а значит – длительно действующих,
Arg-Gly-Asp-пептидов и пептидомиметиков для
орального применения важна для лечения и про-
филактики сердечно-сосудистых заболеваний и
нарушений мозгового кровообращения.

Цель данного исследования состояла в получе-
нии новых аналогов аминокислотной последова-
тельности Arg-Gly-Asp, способных ингибировать
агрегацию тромбоцитов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Основой для создания миметиков последова-

тельности Arg-Gly-Asp служил трипептид Arg-βAla-

Asp, как показано ранее, эффективный ингибитор
агрегации тромбоцитов [13]. Для создания конъ-
югата с аспирином, способного блокировать тром-
бообразование по двум механизмам – ингибирова-
нию активации тромбоцитов тромбоксаном А2 и
прямому блокированию сайтов связывания глико-
протеиновых рецепторов GP IIb/IIIa, был синте-
зирован 2-ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp (V) –
трипептид Arg-βAla-Asp, ацилированный по
α-аминогруппе аргинина ацетилсалициловой
кислотой, соединением, обладающим собствен-
ной антитромботической активностью.

Исходным соединением в синтезе миметиков
Arg-Gly-Asp был дипептид Boc-βAla-Asp(OMe)-
OMe (I), который получали конденсацией диме-
тилового эфира аспарагиновой кислоты с защи-
щенной аминокислотой Boc-βAla-ОН. В качестве
конденсирующего агента использовали N,N'-ди-
циклогексилкарбодиимид с добавлением N-гид-
роксибензотриазола (схема 1). Далее синтезиро-
ванным сукцинимидным эфиром ацетилсалици-
ловой кислоты ацилировали α-аминогруппу
аргинина. Модифицированный трипептид 2-ацет-
оксибензоил-Arg-βAla-Asp(OMe)-OMe (IV) был
получен конденсацией 2-ацетоксибензоил-арги-
нина с Н-βAla-Asp(OMe)-OMe. Заключительная
стадия синтеза – щелочной гидролиз сложно-
эфирных групп аспарагиновой кислоты. Синтез
включает 6 стадий, общий выход соединения (V)
составил 46%.

Схема 1. Схема синтеза 2-ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp.
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Опираясь на работы [14, 15], мы предположи-
ли, что замена аргинина в последовательности
Arg-βAla-Asp на 4-пиперидинкарбоновую и
4-аминобензойную кислоты вызовет увеличение
антитромботической активности соединений.
Это можно объяснить тем, что циклические фраг-
менты структур пептидомиметиков, имитирую-
щие боковую цепь аргинина, способствуют ста-
билизации необходимой для проявления биоло-
гической активности конформации.

Синтез соединения 4-аминобензоил-βAla-Asp
(VIII) осуществляли по схеме 2. Конденсация
Вос-производного 4-аминобензойной кислоты,
полученного обработкой последней ди-трет-бу-
тилдикарбонатом в водно-диоксановой смеси, с
дипептидом HCl·H-βAla-Asp(OMe)-OMe (II)
протекала с высоким выходом (86%). Деблокиро-
вание соединения (VI) проводили в две стадии –
щелочным (для омыления сложноэфирных групп
аспарагиновой кислоты) и кислотным гидроли-
зом (для удаления кислотолабильной защитной
Вос-группы).

Схема 2. Схема синтеза 4-пиперидинкарбонил-
βAla-Asp и 4-аминобензоил-βAla-Asp.

При синтезе 4-пиперидинкарбонил-βAla-Asp
(XI) использовали вышеописанные синтетиче-
ские подходы. Суммарные выходы 4-пиперидин-
карбонил-βAla-Asp (XI) и 4-аминобензоил-βAla-
Asp (VIII) составили 40 и 51% соответственно.
Идентификацию целевых соединений выполня-
ли методами масс-спектрометрии, 1Н-ЯМР-
спектроскопии, гомогенность подтверждали ме-
тодами ТСХ и аналитической ВЭЖХ.

Антиагрегационную активность полученных
соединений изучали на богатой тромбоцитами
плазме крови человека с использованием ADP в
качестве индуктора агрегации тромбоцитов
(рис. 1). Исследования показали, что все аналоги
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последовательности Arg-βAla-Asp – 2-ацетокси-
бензоил-Arg-βAla-Asp (V), 4-пиперидинкарбонил-
βAla-Asp (XI) и 4-аминобензоил-βAla-Asp (VIII) –
способны в разной степени ингибировать агрега-
цию тромбоцитов, но все они более активны, чем
исходный трипептид Arg-βAla-Asp.

Наибольшую способность ингибировать агре-
гацию тромбоцитов показало соединение 2-ацет-
оксибензоил-Arg-βAla-Asp (V), при добавлении
которого степень агрегации снижалась с 42.6 до
15.0% у первого и с 83.7 до 24.1% у второго донора.

Известно [16], что активация тромбоцитов
связана с изменением экспрессии ряда поверх-
ностных рецепторов. Для выявления активиро-
ванных тромбоцитов при иммунофенотипирова-
нии чаще всего используют маркеры CD36 (ре-
цептор тромбоспондина), CD61 (интегриновая
цепь β3) и CD41 (α-цепь интегрина в комплексе
CD61/CD41, известен также как GPIIb/IIIa,
CD42a [GPIX], CD42b [GPIb]) и CD62P (P-селек-
тин). Эти гликопротеины экспрессируются тром-
боцитами и мегакариоцитами, обеспечивая кле-
точную адгезию и связывание фибриногена, что
приводит к агрегации тромбоцитов и их закреп-
лению на эндотелии [17]. Так, Р-селектин
(CD62P) содержится в α-гранулах тромбоцитов и
выступает кальций-зависимым белком, который
во время активации тромбоцита перемещается к
плазматической мембране, где он участвует во
взаимодействии тромбоцитов с эндотелиальны-
ми клетками и лейкоцитами. Интегриновые ре-
цепторы располагаются на мембране тромбоци-
тов в комплексе с тетраспонинами (CD9 и CD63),
которые поддерживают трансдукцию сигнала и
стабильную адгезию [18].

В подтверждение гипотезы о том, что получен-
ные соединения – 2-ацетоксибензоил-Arg-βAla-
Asp (V), 4-пиперидинкарбонил-βAla-Asp (XI) и
4-аминобензоил-βAla-Asp (VIII) – способны
напрямую блокировать сайты связывания гли-
копротеидных рецепторов GP IIb/IIIa, мы про-
вели оценку экспрессии маркеров тромбоцитов
после контакта и инкубации Arg-βAla-Asp-пепти-
да и его аналогов с образцами клеточного тромбо-
концентрата методом проточной цитофлуори-
метрии (BD FACSCantoII). Экспрессию оценива-
ли, регистрируя процент тромбоцитов,
связавшихся с флуоресцентно мечеными антите-
лами относительно маркеров (табл. 1).

Полученные результаты – изменение экспрес-
сии маркера CD62p, Δ% от 8.10 (для Arg-βAla-Asp)
до 3.10 (для 2-ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp) и
маркера CD63, Δ% от 7.15 (для Arg-βAla-Asp) до
1.40 (для соединения (V)) – свидетельствуют о
снижении экспрессии маркеров CD62p и CD63
на тромбоцитах при воздействии на них исследу-
емых веществ, подтверждая, что синтезирован-
ные соединения (V), (VIII) и (XI) способны бло-
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кировать сайты связывания фибриногена с гли-
копротеиновыми рецепторами GP IIb/IIIа.
Незначительное снижение экспрессии маркера
CD62p и CD63 на тромбоцитах при воздействии
на них 2-ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp (V) ско-
рее всего связано с тем, что немалую роль в инги-
бировании агрегации тромбоцитов играет спо-
собность данного соединения подавлять синтез
тромбоксана А2 – индуктора агрегации тромбо-
цитов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе были использованы аминокислоты,

реагенты, растворители (Sigma, США, Fluka,
Швейцария, Acros Organics, Бельгия). Процессы
синтеза соединений, удаления защитных групп
контролировали методом ТСХ на пластинках с
закрепленным слоем силикагеля (Sorbfil, Россия)
в системах растворителей: хлороформ–метанол–

25%-ный раствор аммиака, 6 : 4 : 1 (А); бутанол–
уксусная кислота–вода, 4 : 1 : 1 (Б); этилацетат–
пиридин–уксусная кислота–вода, 5 : 3 : 2 :1 (В).
Вещества обнаруживали на пластинках с помо-
щью хлор-бензидинового реагента.

Аналитическую ВЭЖХ проводили на хромато-
графе Agilent 1200 (США) с масс-детектором QQQ
(Triple Quadrupole) Agilent 6410, колонка Agilent
Zorbax SB C18 RR (2.1 × 30 мм). Использовали
градиент концентраций ацетонитрила от 10 до
95% в 0.05%-ном растворе муравьиной кислоты.
Скорость потока 0.5 мл/мин.

Спектры 1Н-ЯМР получены на спектрометре
AVANCE 500, Bruker BioSpin (США), с рабочей
частотой 500 МГц для ядер 1Н в CD3OD. Химиче-
ские сдвиги приведены в миллионных долях, а
КССВ – в герцах. В качестве внутреннего стан-
дарта использован сигнал растворителя δН 3.34 м.д.
(CD3OD).

Рис. 1. Агрегация тромбоцитов в присутствии Arg-βAla-Asp и аналогов в концентрации 10–5 М в плазме первого (а) и вто-
рого (б) доноров.
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Температуры плавления (некорректируемые)
определяли на приборе Кофлера. Удельное вра-
щение соединений измеряли на спектрополяри-
метре J-20 “Jasco” (Япония).

Boc-βAla-Asp(OMe)2 (I). К раствору 3.06 г
(15.5 ммоль) хлоргидрата диметилового эфира ас-
парагиновой кислоты в 12.5 мл DMF добавляли
2.80 мл TEA (20.2 ммоль). Реакционную смесь пе-
ремешивали в течение 20 мин и затем добавляли
2.93 г (15.5 ммоль) Вос-βAla-ОН. После охлажде-
ния до 0°С в реакционный сосуд вносили после-
довательно 2.20 г (16.3 ммоль) HOBt и 4.80 г
(23.3 ммоль) DCC. Реакционную смесь переме-
шивали в течение 1.5 ч при 0°С и 4 ч при комнат-
ной температуре, осадок отфильтровывали, про-
мывали на фильтре 4.0 мл DMF. В фильтрат до-
бавляли 40.0 мл этилацетата, полученный раствор
промывали 9%-ным раствором лимонной кисло-
ты, 5%-ным раствором NaHCO3, насыщенным
раствором NaCl, водой, затем сушили над Na2SO4.
После сушки этилацетат упаривали, а образовав-
шийся маслообразный остаток переосаждали из
диэтилового эфира петролейным эфиром и су-
шили над Р2О5. После сушки в эксикаторе про-
дукт закристаллизовался. Получили 3.50 г (68%)
соединения (I),  +9.5° (c 1, MeOH), Rf 0.55 (Б),
0.90 (В).

HCl·H-βAla-Asp(OMe)-OMe (II). К раствору
3.32 г (10.0 ммоль) соединения (I) в 2.0 мл этил-
ацетата добавляли 5.7 мл 4.5 н. раствора HCl в
этилацетате. Перемешивали взвесь в течение
50 мин, осадок отделяли фильтрованием, промы-
вали на фильтре этилацетатом, эфиром, сушили в
эксикаторе над NaOH. Выход продукта (II) соста-
вил 2.70 г (99%).  –3.5° (c 1, MeOH), Rf 0.26 (A),
0.78 (Б).

2-Ацетоксибензоил-Arg (III). К раствору 0.90 г
(5.0 ммоль) 2-ацетоксибензойной кислоты в
5.0 мл диоксана добавляли 0.63 г (5.5 ммоль)
N-гидроксисукцинимида. После охлаждения до
0°С в реакционный сосуд прибавляли 1.23 г
(6.0 ммоль) DCC. Перемешивали 1 ч при охла-
ждении и 2 ч при комнатной температуре. После
окончания реакции осадок дициклогексилмоче-
вины отфильтровывали, а полученный раствор
N-гидроксисукцинимидного эфира 2-ацетокси-
бензойной кислоты добавляли к 4.0 мл охлажден-
ного водного раствора, содержащего 0.65 г
(3.7 ммоль) аргинина. После окончания реакции
(12 ч) диоксан упаривали, а в остаток добавляли
12.0 мл ацетона. Выпавший кристаллический оса-
док соединения (III) дважды промывали этилаце-
татом по 3.0 мл. После сушки в вакууме над P2O5
получали 0.98 г (79%) кристаллического соедине-
ния (III), Rf 0.70 (А), 0.58 (В). Масс-спектр ESI,
m/z: 337.36 [M + H]+, 382.38 [M + 2Na]+.

20[ ]Dα

20[ ]Dα

2-Ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp(OMe)-OMe (IV).
К раствору 0.67 г (2.7 ммоль) соединения (II) в
3.5 мл DMF добавляли 0.90 г (2.7 ммоль) 2-аце-
токсибензоил-Arg (III). Реакционную смесь пе-
ремешивали в течение 1 ч. Охладив реакционный
сосуд до 0°С, вносили последовательно 0.38 г
(2.8 ммоль) HOBt и 0.45 мл (2.9 ммоль) DIPC. Ре-
акционную смесь перемешивали в течение 3 ч
при 0°С и 4 ч при комнатной температуре, осадок
отфильтровывали, промывали на фильтре 0.5 мл
DMF. В фильтрат добавляли 15.0 мл диэтилового
эфира, выпавший осадок переосаждали из мета-
нола диэтиловым эфиром. Очистку соединения
проводили методом колоночной хроматографии
на силикагеле 60 (0.02–0.045 мм), используя в ка-
честве элюента смесь хлороформ–метанол–вода
в соотношении 20 : 24 : 1. Фракции, содержащие
чистый пептид, объединяли и упаривали. После
сушки в эксикаторе получили 0.68 г (49%) соеди-
нения (IV). Rf 0.88 (А), 0.91 (В). По данным ВЭЖХ
содержание целевого соединения (IV) – 98%.
Масс-спектр ESI, m/z: 551.69 [M + H]+, 573.73
[M + Na]+.

2-Ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp (V). К раство-
ру 0.42 г (0.8 ммоль) соединения (IV) в 9.7 мл ме-
танола добавляли 0.9 мл 2 н. NaOH. После окон-
чания гидролиза реакционную смесь нейтрализо-
вывали до рН 2–3 4.5 н. раствором HCl в
этилацетате, растворитель упаривали в вакууме
досуха, а к остатку добавляли 2.0 мл метанола.
Нерастворившийся осадок NaCl отфильтровыва-
ли, в фильтрат добавляли 5.0 мл безводного
эфира. После переосаждения из метанола ди-
этиловым эфиром и сушки в эксикаторе над
Р2О5 было получено 0.39 г (89%) соединения (V)
с т. пл. 95–97°С, Rf 0.67 (А), 0.57 (Б). Масс-
спектр ESI, m/z: 523.69 [M + H]+, 545.73 [M +
+ Na]+. 1H-ЯМР (CD3OD): 1.27 (2H, м,
CHCH2CH2CH2NHC(NH)NH2), 1.31 (2H, м,
CHCH2CH2CH2NHC(NH)NH2), 2.62 (2H, д,
J 20, СH2COOH), 2.73 (3H, c, OCOCH3), 2.84 (2H,
м, CHCH2CH2CH2NH), 3.19 (1H, м,
NHCH(CH2CH2CH2NHC(NH)NH2)CO), 3.48 (1H,
м, CH(CH2COOH)COOH), 3.70–3.75 (4Н, м,
HNCH2CH2CO), 7.21–7.87 (4H, м,
С6H4(OCOCH3)CO).

Вос-4-аминобензоил-βAla-Asp(OMe)-OMe (VI).
К раствору 0.84 г (3.1 ммоль) соединения (II) в
3.5 мл DMF добавляли 0.55 мл TEA (4.0 ммоль).
Реакционную смесь перемешивали в течение
20 мин и затем добавляли 0.74 г (3.1 ммоль) Вос-4-
аминобензойной кислоты. После охлаждения до
0°С в реакционный сосуд добавляли последова-
тельно 0.43 г (3.2 ммоль) HOBt и 0.76 г (3.7 ммоль)
DCC. Реакционную смесь перемешивали в тече-
ние 2 ч при 0°С и 10 ч при комнатной температу-
ре, осадок отфильтровывали, промывали на



820

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

ГРИБОВСКАЯ и др.

фильтре 1.0 мл DMF. В фильтрат добавляли
10.0 мл этилацетата, полученный раствор промы-
вали 9%-ным раствором лимонной кислоты,
5%-ным раствором NaHCO3, насыщенным раство-
ром NaCl, водой, затем сушили над Na2SO4. После
сушки этилацетат упаривали, а к остатку добавля-
ли 7.0 мл петролейного эфира. После выдержива-
ния на холоде продукт закристаллизовался, его
отфильтровали и сушили над Р2О5. Выход соеди-
нения (VI) составил 1.20 г (86%). Rf 0.82 (Б), 0.88
(В). Масс-спектр ESI, m/z: 451.88 [M]+.

Вос-4-аминобензоил-βAla-Asp (VII) образуется
в результате омыления 1.00 г (2.2 ммоль) соедине-
ния (VI) 2.54 мл 2 н. раствора NaOH в течение
45 мин. Выход кристаллического продукта после
обработки, аналогичной для соединения (V), со-
ставил 0.83 г (89%). Rf 0.56 (Б), 0.77 (В). Масс-
спектр ESI, m/z: 423.81 [M]+, 446.82 [M + Na]+.

HCl.4-аминобензоил-βAla-Asp (VIII). К раство-
ру 0.75 г (1.7 ммоль) Вос-4-аминобензоил-βAla-
Asp (VII) в 2.0 мл этилацетата добавляли 6.8 мл
4.5 н. раствора HCl в этилацетате. Раствор пере-
мешивали в течение 1 ч, растворитель удаляли, а
остаток два раза промывали диэтиловым эфиром.
После высушивания в эксикаторе над NaOH по-
лучено 0.63 г (98%) соединения (VII) с т. пл. 280–
285°С, Rf 0.53 (А), 0.45 (В). По данным ВЭЖХ со-
держание целевого соединения (VII) – 96%.
Масс-спектр ESI, m/z: 323.38 [M]+, 359.83 [M +
+ Na]+. 1H-ЯМР (CD3OD) δ: 1.20 (2Н, тр, J 10,
NHСН2СН2СONH), 2.50 (2H, д, J 20, СH2COOH),
3.52 (2H, м, NHСН2СН2СONH), 4.65 (1H, м,
NHCH(COOH)CH2COOH), 6.96; 7.41; 7.91 (4H,
3 д, J 5; 10; 5, NH2–C6H4–CO).

Boc-4-пиперидинкарбонил-βAla-Asp(OMe)-OMe
(IX) К раствору 1.08 г (4.0 ммоль) соединения (II)
в 4.5 мл DMF прибавляли 0.42 мл (5.2 ммоль)
TEA. Реакционную смесь перемешивали в тече-
ние 20 мин и затем добавляли 0.92 г (4.0 ммоль)
Вос-4-пиперидинкарбоновой кислоты. После
охлаждения до 0°С в реакционный сосуд добавля-
ли последовательно 0.57 г (4.2 ммоль) HOBt и
0.99 г (4.8 ммоль) DCC. Реакционную смесь пере-
мешивали в течение 2 ч при 0°С и 10 ч при ком-
натной температуре. Очистку и выделение веще-
ства (VIII) проводили аналогично описанному
для соединения (VI). Выход продукта составил
1.25 г (68.7%). Rf 0.78 (А), 0.84 (В). Масс-спектр
ESI, m/z: 443.36 [M]+, 466.38 [M + 2Na]+, 489.56
[M + 2Na]+.

Boc-4-пиперидинкарбонил-βAla-Asp (X) образу-
ется в результате омыления 0.96 г (2.1 ммоль) со-
единения (IX) 2.52 мл 2 н. раствора NaOH в тече-
ние 45 мин. Выход кристаллического продукта по-
сле обработки, аналогичной для соединения (V),

составил 0.82 г (91%). Rf 0.53 (Б), 0.67 (В). Масс-
спектр ESI, m/z: 415.38 [M]+, 438.36 [M + Na]+.

HCl·4-пиперидинкарбонил-βAla-Asp (XI). К
раствору 0.75 г (1.8 ммоль) Boc-4-пиперидин-
карбоксил-βAla-Asp (X) в 2.0 мл этилацетата до-
бавляли 7.0 мл 4.5 н. раствора HCl в этилацетате.
Раствор перемешивали в течение 1 ч, раствори-
тель удаляли, а остаток два раза промывали ди-
этиловым эфиром. После сушки в эксикаторе над
NaOH было получено 0.61 г (97%) соединения (X)
с т. пл. 120–122°С, Rf 0.58 (А), 0.34 (В). По данным
ВЭЖХ содержание целевого вещества (X) – 98%.
Масс-спектр ESI, m/z: 338.32 [M + Na]+, 361.38 [M
+ + 2Na]+. 1H-ЯМР (CD3OD) δ: 1.28 (1H, кв, J 10,
СH2–CH–CH2пиперидин), 1.92–2.02 (4Н, м, СH2–CH–
CH2пиперидин), 2.87 (2Н, м, NHCH2CH2CONH),
3.06 (2H, тр, J 15, NHCH2CH2CONH), 3.47 (4H, м,
СH2NHCH2пиперидин), 3.74 (2Н, д, J 20, СН2СО-
ОН), 4.18 (1H, м, NHCH(COOH)CH2COOH).

Ингибирование ADP-индуцированной агрегации
тромбоцитов in vitro. Изучение агрегации тромбо-
цитов проводили с использованием обогащенной
тромбоцитами плазмы (ОТП), с информированно-
го согласия доноров. Для исключения контактной
активации тромбоцитов в работе использовали
только пластмассовую или силиконовую посуду
(кюветы, пробирки, пипетки). Донорскую кровь
смешивали с 3.8%-ным раствором цитрата натрия в
соотношении 9 : 1 по объему и центрифугировали
при малых оборотах (7 мин при 200 g). Суперна-
тант, представляющий собой ОТП, отбирали в
пластиковую посуду. Затем оставшуюся кровь
центрифугировали, но уже на более высоких обо-
ротах (15 мин при 2000 g). Образовавшийся после
повторного центрифугирования верхний слой
представлял собой беcтромбоцитную плазму.
ОТП использовали для исследования функцио-
нальной активности тромбоцитов, беcтромбо-
цитную плазму – для калибровки шкалы оптиче-
ской плотности прибора и, при необходимости,
для разведения ОТП до стандартного содержания
клеток, которое должно составлять 200–300 тыс.
тромбоцитов/мкл. Агрегацию тромбоцитов вы-
зывали введением агониста ADP в конечной кон-
центрации 2.5 мкМ и регистрировали турбоди-
метрическим методом Борна [19] на агрегометре
АР 2110 фирмы “Солар” (Беларусь, Минск).
В контрольном опыте ОТП (300 мкл) инкубиро-
вали в течение 2 мин при 37°С с 0.9%-ным раство-
ром NaCl (30 мкл). При исследовании соедине-
ний в ОТП (300 мкл) вносили исследуемое соеди-
нение с концентрацией 10–5 М в 0.9%-ным
растворе NaCl. Затем добавляли ADP (30 мкл) и
фиксировали протекание агрегации в течение
10 мин. Опыты проводили двукратно.

Определение поверхностных маркеров тромбо-
цитов осуществляли методом проточной цито-
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флyориметрии (BDFACSCantoII). Тромбоциты
получали методом автоматического тромбоцито-
фереза в отделении экстракорпоральных методов
лечения ГУ “Минский научно-практический
центр хирургии, трансплантологии и гематоло-
гии” с информированного согласия доноров.
В опытной пробирке соединяли 500 мкл тромбо-
концентрата с 500 мкл раствора исследуемого со-
единения с концентрацией 10–5 М в 0.9%-ном рас-
творе NaCl. В контрольной пробирке использовали
раствор NaCl (0.9%). Исходная концентрация
тромбоцитов в тромбоконцентрате составляла 698.5
(582.0; 786.5) × 109/л. Данные представлены в виде
медианы (25-й процентиль; 75-й процентиль). Ста-
тистический анализ разницы между экспрессией
маркера на тромбоцитах в контрольной и опытных
пробах проводили методом Фридмана. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенной работы получены аналоги

последовательности Arg-βAla-Asp, способные
эффективно ингибировать агрегацию тромбоци-
тов, что делает их перспективными соединения-
ми для дальнейших исследований в качестве по-
тенциальных антитромботических препаратов.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все процедуры в рамках данного исследования, с
участием людей как объектов исследования, были вы-
полнены в соответствии с этическими стандартами на-
ционального комитета и комитета организации, где
выполнено исследование, и в соответствии с Хель-
синкской декларацией 1964 года и последующими ее
изменениями или с сопоставимыми этическими стан-
дартами.

Настоящая статья не содержит описания каких-ли-
бо исследований с участием животных в качестве объ-
ектов исследований.
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Mimetics of Arg-Gly-Asp Sequence: Synthesis and Study of Antiaggregation Activity
O. V. Gribovskaya*, #, V. P. Martinovich*, E. V. Rodko**, E. D. Rasyuk**,

T. V. Ryabtseva***, and V. P. Golubovich*
#Phone: +375 17 374-82-63; e-mail: olymelnik@yandex.ru

*Institute of Bioorganic Chemistry, National Academy of Sciences of Belarus, ul. ak. Kuprevicha 5/2, Minsk, 220141 Belarus
**State Institution “Republican Scientific and Practical Center for Transfusiology and Medical Biotechnologies”,

Dolginovsky Tract 160, Minsk, 220053 Belarus
***State Institution “Minsk Scientific and Practical Center of Surgery, Transplantology and Hematology”,

ul. Semashko 8, Minsk, 220045 Belarus

It is known that the Arg-Gly-Asp sequence in the molecule of fibrinogen is responsible for binding to recep-
tors on the surface of platelet. The purpose of our work was to find new compounds that can inhibit this in-
teraction. Mimetics of Arg-Gly-Asp sequence – 2-acetoxybenzoyl-Arg-βAla-Asp, 4-pipyridinecarbonyl-
βAla-Asp, and 4-aminobenzoyl-βAla-Asp-OH were synthesized. It was shown that these compounds are ca-
pable to inhibit platelet aggregation with varying degrees. The mimetic 2-acetoxybenzoyl-Arg-βAla-Asp
showed the greatest ability to inhibit platelet aggregation. Also, a decrease in the expression of markers
CD62p and CD63 on platelets when exposed to mimetics was found, which confirms the ability of these com-
pounds to block the binding sites of fibrinogen with glycoprotein receptors GP IIb/IIIa.

Keywords: Arg-Gly-Asp-mimetics, platelet aggregation, peptide synthesis, GP IIb/IIIa receptor, platelet markers
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