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Автоматическим твердофазным методом с использованием Fmoc-методологии синтезированы но-
вые пептидные аналоги галанина, соответствующие фрагментам N-концевой последовательности.
При синтезе пептидов было обнаружено неполное отщепление Boc-защиты индольного кольца
остатка триптофана в ходе постсинтетических процедур и предложен метод решения данной про-
блемы. Изучены физико-химические свойства ряда природных и синтетических N-концевых фраг-
ментов галанина. Проведена сравнительная оценка кардиопротективного действия пептидных аго-
нистов рецептора галанина GalR2 на модели региональной ишемии и реперфузии сердца у крыс
in vivo. Установлено, что аналог, содержащий последовательность карнозина, H-Trp-Thr-Leu-Asn-
Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-βAla-His-OH, наиболее эффективно защищает сердце от ишеми-
ческого и реперфузионного стресса.

Ключевые слова: галанин, N-концевые фрагменты, GalR2-рецептор, агонисты, пептидные кардиопро-
текторы, пептиды, твердофазный синтез, деблокирование Trp(Boc)
DOI: 10.1134/S0132342319040079

ВВЕДЕНИЕ
Распространенность заболеваний сердечно-

сосудистой системы требует создания лекар-
ственных средств, способных воздействовать на
адаптационные механизмы в миокардиальных
клетках в условиях изменившегося кислородного
и энергетического обеспечения. Перспективным
подходом для решения этой задачи является ис-
пользование природных пептидов – лигандов ре-
цепторов, сопряженных с G-белками, инициирую-
щих механизмы запрограммированного клеточного

выживания, которые запускаются каскадами ре-
перфузионных киназ. К таким соединениям отно-
сится нейропептид галанин, состоящий из 29 а.о.
(у человека 30 а.о.) [1–4]. Галанин регулирует ряд
жизненно важных процессов – запоминания, по-
требления пищи, невропатической боли, выра-
ботки других гормонов, метаболизма, ионного
гомеостаза и осмоса. В периферических органах и
тканях, включая сердце, галанин действует не
только через нейрональные механизмы, но и ак-
тивируя рецепторы GalR 1–3 [3, 4].

Рецепторы GalR1–3 являются потенциальной
мишенью для лечения различных заболеваний,
но данных о влиянии галанина на сердечно-сосу-
дистую систему немного [2]. Было показано, что
введение экзогенного галанина в определенные
отделы мозга способно оказывать гипотензивный
эффект и вызывать тахикардию у крыс [5]. Гала-
нин снижает резистентность к инсулину и улучша-
ет поглощение глюкозы в диабетическом сердце,
что представляет ценность для изучения сочетан-
ных расстройств [6]. Запуск галанином сигнальных
путей через рецептор GalR2 способен снижать ги-
бель кардиомиоцитов [7]. В связи с этим представ-
ляет интерес изучение свойств агонистов рецептора
GalR2, оказывающих влияние на повреждения
сердца при ишемии и реперфузии.

Сокращения: Boc – трет-бутилоксикарбонил; DBU –
1,8-диазабицикло[5.4.0]-ундец-7-ен; DCM – дихлорметан;
DIPEA – N,N-диизопропилэтиламин; DMA – N,N-диметил-
ацетамид; DMF – N,N-диметилформамид; Fmoc – 9-флуо-
ренилметоксикарбонил; GalR – рептор галанина; MALDI –
масс-спектрометрия методом матрично-активированной
лазерной десорбции/ионизации; 4-MePip – 4-метилпипе-
ридин; NMM – N-метилморфолин; NMP – N-метилпир-
ролидон; Pbf – 2,2,4,6,7-пентаметилдигидробензофуран-
5-сульфонил; TBTU – N,N,N ',N '-тетраметил-О-(бензо-
триазол-1-ил)урония тетрафторборат; TFA – трифторук-
сусная кислота; Trt – тритил; ЗР – зона риска; ИМ – ин-
фаркт миокарда; КК-МВ – креатинкиназа МВ; ЛЖ – левый
желудочек; ПНА – правая нисходящая артерия; САД – си-
столическое артериальное давление; ТФС – твердофазный
синтез; ЧСС – частота сердечных сокращений.
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За связывание с рецепторами отвечает N-кон-
цевой фрагмент галанина, первые 15 а.о. которого
консервативны у большинства видов животных и
человека [5, 8]. В работах [8–12] была изучена
фармакологическая значимость различных ами-
нокислотных остатков N-концевой последова-
тельности при их взаимодействии с рецепторами.
Оказалось, что фармакофорными остатками яв-
ляются Gly1, Trp2 , Tyr9 и Gly12 [8]. Также было
установлено, что делеция N-концевого остатка
Gly1 приводит к значительному падению сродства
к рецептору GalR1 и предпочтительному сродству
к рецептору GalR2 [9]. Путем последовательного
замещения всех аминокислотных остатков в ко-
ротком N-концевом фрагменте галанин-(2-11) на
Ala было показано, что наличие остатков Trp2,
Asn5, Gly8 и Tyr9 при отсутствии Gly1 является не-
обходимым условием преимущественного взаи-
модействия пептида с рецептором GalR2 [12].

Наиболее изученным агонистом рецептора
GalR2 является галанин-(2-11)-амид. Он обладает
более высоким сродством к GalR2, чем к GalR1, и
в меньшей степени связывается с рецептором
GalR3 [12, 13]. Нами было показано, что этот пеп-
тид улучшает восстановление сократительной
функции и метаболического состояния изолиро-
ванного сердца крысы после тотальной ишемии
[14]. Эти эффекты обусловлены снижением обра-
зования активных форм кислорода и ингибиро-
ванием апоптоза [15].

Недостатками галанин-(2-11)-амида в каче-
стве потенциального фармакологического объек-
та оказались плохая растворимость в воде и низ-
кая протеолитическая стабильность, затрудняю-
щие его изучение на моделях in vivo. Более
длинный фрагмент – галанин-(2-15)-ОН обладал
лучшей растворимостью в воде при сохранении
кардиопротективного действия [16]. Настоящая
работа является продолжением исследований в
этой области. Ее основной целью было создание
пептидных агонистов рецептора GalR2 и изуче-
ние их действия при региональной ишемии и ре-
перфузии сердца у крыс in vivo.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Cинтез и свойства пептидных агонистов 

рецепторов галанина
Для синтеза и изучения кардиопротекторных

свойств были выбраны пептиды, соответствую-
щие N-концевой части полноразмерного галанина:
известные агонисты рецепторов GalR2 – галанин-
(2-11)-амид (H-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-
Leu-Leu-NH2 (I)) [9, 12, 13] и [Ala6]галанин-(2-11)-
амид из последовательности желтого тунца H-Trp-
Thr-Leu-Asn-Ala-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-NH2 (II)
[17], которые предполагалось использовать в ка-
честве препаратов сравнения при проведении
биологических тестов; а также галанин-(2-15)-
амид (III) [18], галанин-(2-15)-ОН со свободной

карбоксильной группой Leu (IV) и новые аналоги –
[Nle11, Arg15]галанин-(2-15) (V) и [βAla14, His15]га-
ланин-(2-15) (VI) [19]. Все выбранные пептиды
содержат в последовательности фармакофорные
аминокислотные остатки Trp2, Asn5, Gly8 и Tyr9

[12], необходимые для связывания с клеточными
рецепторами GalR2. Галанин-(2-15) и его аналоги
содержат остатки полярных аминокислот His или
Arg, способствующие увеличению растворимости
пептидов в воде. Наличие в С-концевой части ана-
логов (V) и (VI) неприродной аминокислоты – нор-
лейцина и β-аминокислоты – βAla, соответ-
ственно, потенциально увеличивает их протеоли-
тическую устойчивость [20]. Аналог (VI)
представляет собой химерную молекулу, в кото-
рой последовательность (2-11)-галанина, связыва-
ющаяся с GalR2, соединена с последовательностью
природного дипептида карнозина через дипептид
Gly-Pro, обладающий конформационной лабиль-
ностью. Карнозин хорошо растворим в водных
средах, обладает широким спектром физиологиче-
ской активности и известен как антиоксидант, спо-
собный защищать сердце при гипоксии [21, 22]. По-
добный подход был использован для создания ней-
ропротективных аналогов галанина [23].

Все пептиды были получены автоматическим
твердофазным синтезом с использованием Fmoc-
методологии (см. эксп. часть). Их аминокислот-
ные последовательности, выходы и физико-хи-
мические характеристики приведены в табл. 1.

Интересно, что сырой продукт ТФС пептида
(I) по данным ВЭЖХ, оказался смесью в основ-
ном трех веществ – (Ia), (Iб) и (I), с содержанием
23, 11 и 43% соответственно (рис. 1а). Известно,
что серинсодержащие пептиды легко подверга-
ются N→O-ацильной миграции в кислой среде
при комнатной температуре, эта реакция обрати-
ма, обратная миграция достигается щелочной об-
работкой пептида [24]. Кроме того, известно, что
иногда при деблокировании Trp(Boc)-защищен-
ных пептидилполимеров трифторуксусной кис-
лотой имеет место неполное отщепление Boc-за-
щиты с индольной функции триптофана. Образую-
щийся при отщеплении изобутилена интермедиат
Trp(СООН) предотвращает алкилирование индоль-
ного ядра и разрушается при последующей лиофи-
лизации его раствора в разбавленной уксусной
кислоте [25]. Указанные процессы происходят не
всегда и зависят от конкретной аминокислотной
последовательности.

Для понимания того, какие превращения в на-
шем случае имели место при деблокировании, мы
подвергли сырой пептид как кислой, так и ще-
лочной обработке. После лиофилизации из 5%
АсОН соотношение пиков на профиле ВЭЖХ из-
менилось: практически полностью исчез пик со-
единения (Ia) и соответственно доля целевого
продукта (I) в реакционной смеси увеличилась до
68%, содержание продукта (Iб) при этом осталось
неизменным (11%) (рис. 1б). Полагая минорную
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примесь (Iб) продуктом N→O-миграции, мы про-
вели обработку пептида 5% раствором аммиака, с
10% диоксана – для полного растворения, в тече-
ние 16 ч, до исчезновения побочного изоацил-
пептида (Iб); при этом содержание целевого пеп-
тида (I) в смеси возросло до 80% (рис. 1в). После
этого пептид (I) был очищен методом препара-
тивной ВЭЖХ до 98% чистоты (рис. 1г). Таким
образом, полученные результаты свидетельствуют о
том, что пик (Iа) на рис. 1а соответствует
Trp(СООН)-интермедиату пептида (I), а пик (Iб) –
продукту N → O-ацильной миграции по остатку Ser.

При синтезе пептида (II) сырой продукт де-
блокирования пептидилполимера также был не-
однороден и состоял из двух соединений в про-
центном соотношении 31 : 40. Учитывая отсут-
ствие серина и связанной с ним N→O-ацильной
миграции, сырой пептид подвергли только лио-
филизации из 5% АсОН. Соотношение пиков в
ВЭЖХ лиофилизата практически не изменилось,
полное деблокирование Trp(СООН)-интермеди-
ата было достигнуто только после нагрева сырого
пептида в 5% водной АсОН с добавкой 5% диок-
сана при 45°С в течение 4–5 ч. Конечное содер-
жание целевого вещества в сыром продукте со-
ставило 72% по данным ВЭЖХ.

При отщеплении пептидов (III)–(VI) от поли-
мера и анализе сырых продуктов ТФС с помощью
ВЭЖХ оказалось, что они также в основном со-
стоят из двух веществ. В данном случае лиофили-
зации из 5–7% одного раствора АсОН оказалось

достаточно для существенного обогащения ис-
ходных смесей целевым веществом. По-видимо-
му, N→O-ацильной миграции не наблюдалось,
возможно, благодаря присутствию основного
остатка гистидина. Содержание пептидов в сы-
рых продуктах ТФС до и после лиофилизации
приведено в табл. 2.

Мы изучили растворимость пептидов (I)–(VI)
в воде. Как и ожидалось, полученные нами новые
аналоги галанина-(2–15) – пептиды (V) и (VI)
оказались значительно лучше растворимы в воде
(примерно в 100 раз) по сравнению с пептидами
(I) и (II) (табл. 1). Кроме того, растворимость
пептидов коррелировала с их временами удержи-
вания при ВЭЖХ, что согласуется с литературны-
ми данными [26]. Далее были изучены кардио-
протективные свойства полученных соединений.

Влияние пептидов (I)–(VI) на степень повреждения 
сердца при ишемии и последующей реперфузии1

Действие пептидов (I)–(VI) было изучено на
модели региональной ишемии миокарда и репер-
фузии у наркотизированных крыс in vivo. В каче-
стве критериев защиты использовали: 1) степень
повреждения сердца при инфаркте миокарда (ИМ)
в конце реперфузии; его оценивали процентным
отношением площади ИМ к площади зоны рис-

1 Реперфузия – восстановление кровяного тока к органам или
тканям, которые ранее были лишены кровоснабжения.

Таблица 1. Характеристики фрагментов галанина и их аналогов

Модификации выделены жирным шрифтом.
* Выход приведен в расчете на стартовую аминокислоту, присоединенную к полимеру.

** Аналитическую ВЭЖХ проводили на колонке Kromasil 100-5 C18 (4.6 × 250 мм), размер частиц сорбента 5 мкм; в качестве
элюентов использовали: буфер А – 0.1% TFA, буфер Б – 80% ацетонитрил в буфере А, элюция со скоростью 1 мл/мин гради-
ентом концентрации буфера Б в буфере А от 20 до 80% за 30 мин, детекция при 220 нм.

Пептид Последовательность Мрасч.
Выход*, 

% MALDI-TOF, m/z

Раство-
римость 
в воде, 
мг/мл

ВЭЖХ**

Rt, мин чис-
тота, %

(I) H-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-
Leu-Leu-NH2

1136.3 61.0 1136.77 ≈0.25 16.53 98.1

(II) H-Trp-Thr-Leu-Asn-Ala-Ala-Gly-Tyr-
Leu-Leu-NH2

1120.3 41.4 1120.61, 
1142.60 [M + Na]+, 
1158.58 [M + K]+

≈0.20 17.70 96.7

(III) H-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-
Leu-Leu-Gly-Pro-His-Ala-NH2

1498.68 27.4 1499.72 ≈4 14.85 96.2

(IV) H-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-
Leu-Leu-Gly-Pro-His-Ala-ОН

1499.67 45.4 1498.64 ≈10 15.34 97.1

(V) H-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-
Leu-Nle-Gly-Pro-His-Arg-ОН

1584.88 21.2 1584.66 [М + Н]+ >20 14.25 95.8

(VI) H-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-
Leu-Leu-Gly-Pro-βAla-His-OH

1499.67 46.3 1499.76,
1521.73 [М + Na]+

1537.72 [M + K]+

>20 14.66 98.2
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ка (ЗР) левого желудочка сердца (ИМ/ЗР, %) и
2) активность маркеров некроза – МВ-фракции
креатинкиназы (КК-МВ) и лактатдегидрогена-
зы (ЛДГ) – в плазме крови. Пептиды в дозе 0.5–
3.0 мг/кг вводили внутривенно в момент восста-
новления коронарного кровотока.

В исходном состоянии систолическое артери-
альное давление (СAД) было практически одинако-
вым во всех группах и составляло 83 ± 4 мм рт. ст.,
ЧСС – 331 ± 11 мин–1. В контроле введение рас-
творителя пептидов – 0.5% DMSO в физиологи-

ческом растворе – не приводило к изменению
СAД и ЧСС при последующей региональной ише-
мии и реперфузии. Введение пептидов (I)–(VI) в
дозах 0.5; 1.0; 2.0 или 3.0 мг/кг после региональ-
ной ишемии незначительно снижало САД и ЧСС
в среднем на 15 и 7% соответственно, от исходно-
го уровня ко второй минуте реперфузии; к окон-
чанию реперфузии оба показателя восстанавли-
вались до исходных значений.

Гистохимический анализ срезов левого желу-
дочка (ЛЖ) сердца после реперфузии не выявил

Рис. 1. ВЭЖХ продукта деблокирования пептида (I): а – сырой продукт ТФС; б – продукт лиофилизации из 5% АсОН;
в – продукт обработки лиофилизата (I) 5% раствором аммиака с 10% диоксана в течение 16 ч; г – пептид, очищенный
с помощью препаративной ВЭЖХ. Условия аналитической ВЭЖХ: колонка Диасфер 110-С-18 (4.0 × 250 мм), размер
частиц сорбента 5 мкм. Элюенты: буфер А – 0.05 М КН2РО4, pH 3.0, буфер Б – 70% ацетонитрил в буфере А, элюция
со скоростью 1 мл/мин градиентом концентрации буфера Б в буфере А от 20 до 80% за 30 мин. Детекция при 220 нм.
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достоверных различий в ЗР между эксперимен-
тальными группами. Величина ЗР ЛЖ в контроле
и в группах пептидов (I)–(VI) была близкой и со-
ставляла в среднем 40.2 ± 1.4%. Это означает, что
ишемическое и реперфузионное повреждение серд-
ца было моделировано стандартно у всех животных.
Введение оптимальных доз пептидов (I)–(VI) досто-
верно ограничивало размеры ИМ (рис. 2). В наи-
большей степени отношение ИМ/ЗР снижалось
под действием пептида (VI) в дозе 1 мг/кг – на 40%
от величины в контроле. Пептид (VI) достоверно

эффективнее уменьшал размеры ИМ по сравнению
с оптимальными дозами пептидов (II), (IV) и (V).

Активность КК-МВ и ЛДГ в плазме крови в
исходном состоянии (перед окклюзией передней
нисходящей коронарной артерии) составляла
274.3 ± 27.3 и 91.7 ± 20.5 МЕ/л соответственно.
Развитие ИМ в контроле сопровождалось значи-
тельным увеличением активности маркеров некро-
за в конце реперфузии по сравнению с исходным
состоянием – до 2347.1 ± 78.7 и 1402.7 ± 107.9 МЕ/л
для МВ-КК и ЛДГ, соответственно (рис. 3а, 3б).
Введение пептидов (I)–(VI) в оптимальных дозах
перед началом реперфузии достоверно снижало
активность обоих ферментов по сравнению с
контролем, что указывало на меньшие поврежде-
ния мембран кардиомиоцитов. Под действием
наиболее эффективного пептида (VI) активность
КК-МВ и ЛДГ в плазме была снижена на 38 и 32%
соответственно. Достоверных различий в способ-
ности пептидов (I)–(VI) снижать активность мар-
керов некроза в плазме обнаружено не было. По-
лученные данные указывают на возможность
уменьшения необратимого повреждения кардио-
миоцитов и снижения размеров острого инфарк-
та миокарда с помощью пептидов (I)–(VI) при
незначительных изменениях гемодинамических
показателей у крыс in vivo. При этом, наибольший
кардиопротективный эффект проявил аналог
(VI), являющийся химерной молекулой.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использованы производные L-ами-

нокислот (Novabiochem, ФРГ), TBTU (Fluka,
Швейцария). Для синтеза применяли N-метил-
пирролидон, дихлорметан и трифторуксусную
кислоту (Applied Biosystems, США). DMF очища-
ли перегонкой над нингидрином и окисью бария.

ВЭЖХ проводили на хроматографах (Gilson,
Франция) и Knauer (ФРГ). Для ВЭЖХ использо-
вали ацетонитрил и изопропиловый спирт фир-
мы (Panreac, Испания). Аналитическую ВЭЖХ
проводили на колонке Kromasil 100-5 C18 (4.6 ×
× 250 мм), размер частиц сорбента 5 мкм; в каче-
стве элюентов использовали: буфер А – 0.1% TFA,
буфер Б – 80% ацетонитрил в буфере А, элюция
со скоростью 1 мл/мин градиентом концентра-
ции буфера Б в буфере А от 20 до 80% за 30 мин,
детекция при 220 нм, а также на колонке Диасфер
110-С-18 (4.0 × 250 мм), размер частиц сорбента
5 мкм; в качестве элюентов использовали: буфер А –
0.05 М КН2РО4, pH 3.0, буфер Б – 70% ацетонит-
рил в буфере А, элюция со скоростью 1 мл/мин
градиентом концентрации буфера Б в буфере А от
20 до 80% за 30 мин, детекция при 220 нм. Препа-
ративная ВЭЖХ проводилась на колонке Kromasil
С18 (30 × 250 мм), размер частиц сорбента 10 мкм. В
качестве элюентов использовали буфер А – 0.1%

Таблица 2. Содержание целевых и побочных соедине-
ний в “сырых” продуктах ТФС N-концевых фрагмен-
тов галанина

* Содержание целевого пептида после дополнительной ще-
лочной обработки.

Пептид

Соотношение 
Trp(COОH)-

интермедиат/целевой 
пептид в сыром 

продукте ТФС (%)
до обработки 5% АсОН

Содержание 
целевого 

продукта после 
обработки 5% 

АсОН (%)

(I) 23/43 80*
(II) 31/40 72
(III) 42/31 77
(IV) 25/54 80
(V) 31/39 71
(VI) 27/54 83

Рис. 2. Размеры инфаркта миокарда (ИМ/ЗР) при
внутривенном введении оптимальных доз пептидов
(I)–(VI) после региональной ишемии миокарда у
наркотизированных крыс in vivo. Данные представле-
ны как М ± m для серий из 8–10 опытов. К – кон-
троль. Дозы пептидов в мг/кг: 1.0 для (I), (III), (IV),
(V) и (VI); 0.5 для (II); 2.0 для (I). P < 0.05 от: * контро-
ля, # пептида (II).
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TFA, буфер Б – 80% ацетонитрила в буфере А.
Элюцию проводили градиентом 0.5% в минуту
буфера Б в буфере А от 100% буфера А со скоро-
стью 10 мл/мин. Пептиды детектировали при
длине волны 220 нм. Фракции, соответствующие
целевому веществу, объединяли, концентрирова-
ли в вакууме и лиофилизировали.

Синтезированные пептиды характеризовали
данными 1Н-ЯМР-спектроскопии и масс-спек-
трометрии. 1Н-ЯМР-спектры регистрировали на
спектрометре WH-500 Bruker 500 МГц (ФРГ) в
DMSO-d6 при 300 K, концентрация пептидов со-
ставляла 2–3 мг/мл, химические сдвиги (δ, м.д.) из-
мерялись относительно тетраметилсилана. Масс-
спектры регистрировали на приборе Bruker Dalton-
ics (ФРГ).

Растворимость пептидов в воде измеряли со-
гласно методике [27].

Твердофазный синтез пептидов

Синтез пептидов проводили с С-конца ступен-
чатым наращиванием пептидной цепи с примене-
нием Fmoc-методологии на пептидном синтезаторе
Tribute-UV (Protein Technologies, Inc., США) в соот-
ветствии со стандартным протоколом однократ-
ной конденсации. Для получения амидов пепти-
дов (I)–(III) использовали полимер Ринка, пред-
ставляющий собой сополимер стирола с 1%
дивинилбензола с 4-(2',4'-диметоксифенил-
Fmoc-аминометил)-феноксиметильной якорной
группой (Novabiochem) с содержанием амино-
групп – 0.71 ммоль/г. Синтез пептидов (IV)–(VI)
c С-концевой карбоксильной группой проводили
на полимере Ванга, содержащем соответствую-
щие стартовые аминокислотные остатки (Nov-
abiochem, ФРГ). Все синтезы проводили, исходя
из (0.375 ммоль) соответствующего полимера.
Для блокирования функциональных групп боко-
вых цепей аминокислот применяли следующие
защиты: трет-бутильную для гидроксильной
функции серина, треонина и тирозина, Trt-груп-
пу – для имидазольной функции гистидина и
амидной функции аспарагина, Boc – для индоль-
ного кольца триптофана, Pbf – для гуанидиновой
функции аргинина. Для деблокирования α-ами-
ногрупп в процессе ТФС использовали раствор
25% 4-MePip в DMF.

Для создания амидной связи применяли 4-крат-
ные избытки Fmoc-аминокислот (1.5 ммоль) и
TBTU/NMM-метод [28]. Заключительное отщеп-
ление от носителя и деблокирование пептидов
осуществляли действием смеси TFA–вода–трии-
зопропилсилан–дитиотреитол (85 : 5 : 5 : 5) в тече-
ние 1.5 ч. По окончании реакции полимер отфиль-
тровывали, промывали 2 × 2 мл деблокирующей
смеси, фильтрат упаривали, продукт осаждали су-
хим диэтиловым эфиром, отфильтровывали, про-
мывали на фильтре эфиром и DCM. Сырой про-
дукт ТФС лиофилизировали из 5% АсОН, а в слу-
чае синтеза соединения (I) дополнительно
обрабатывали 5% раствором аммиака с добавкой
диоксана в течение 16 ч. После этого пептиды
(I)–(VI) очищали методом ВЭЖХ, как описано
выше, до 96–98%-й чистоты. Структура пептидов
была подтверждена методами 1Н-ЯМР-спектро-
скопии и масс-спектрометрии. Выходы и харак-
теристики пептидов (I)–(VI) приведены в табл. 1.

Модель региональной ишемии 
и реперфузии у крыс in vivo

У наркотизированных 20% уретаном (1200 мг/кг
веса внутрибрюшинно) самцов крыс Вистар мас-
сой 300–350 г в условиях торакотомии осуществ-
ляли искусственную вентиляцию легких комнат-
ным воздухом с помощью аппарата KTR-5 (Hugo
Sacks Electronik/Harvard Apparatus, США). Ярем-
ную вену катетеризировали для окрашивания
сердца 1% раствором Эванса в конце опыта. Сон-

Рис. 3. Активность креатинкиназы-МВ (КК-МВ) (а)
и лактатдегидрогеназы (ЛДГ) (б) в плазме крови нар-
котизированных крыс in vivo в конце реперфузии при
внутривенном введении оптимальных доз пептидов
(I)–(VI) после региональной ишемии миокарда. Дан-
ные представлены как М ± m для серий из 8–10 опы-
тов. К – контроль. Дозы пептидов в мг/кг: 1.0 для (I),
(III), (IV), (V) и (IV); 0.5 для (II); 2.0 для (I). P < 0.05 от:
* контроля.
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ную артерию катетеризировали для регистрации
артериального давления. После присоединения
артериального катетера к тензометрическому дат-
чику регистрировали САД и ЧСС на полиграфе
Biograph-4 (Cанкт-Петербургский ГУАП, Россия).
Запись на компьютер выполнена с помощью ана-
лого-цифрового преобразователя USB 6210 (Na-
tional Instruments, США) в системе LabView 7 (Na-
tional Instruments, США) [14].

После окончания препарирования животного
следовал 30-минутный период стабилизации ге-
модинамических показателей (исходное состоя-
ние), затем окклюзия правой нисходящей арте-
рии (ПНА) в течение 40 мин, продолжительность
последующей реперфузии составляла 60 мин.
В экспериментальной серии после периода реги-
ональной ишемии вводили пептиды (I)–(VI) в до-
зах 0.5; 1.0; 2.0 или 3.0 мг/кг веса одновременно с
началом реперфузии внутривенно болюсом. Пеп-
тиды растворяли в 0.5% DMSO в физиологиче-
ском растворе. В контрольной серии опытов вво-
дили такой же объем 0.5% DMSO в физиологиче-
ском растворе (0.5 мл). В дополнительных
исследованиях было изучено влияние введения
галанина на параметры гемодинамики и размеры
ИМ у ложнооперированных животных. В конце
опыта для идентификации ЗР и интактной обла-
сти миокарда реокклюзировали ПНА и в ярем-
ную вену вводили болюсно 2% раствор Эванса
(2 мл). Затем вырезали сердце и выделяли ЛЖ для
последующего определения размеров ИМ.

Определение размеров инфаркта миокарда

Замороженный ЛЖ разрезали перпендикуляр-
но длинной оси сердца на 4–5 срезов толщиной
около 1.5–2.0 мм, которые затем инкубировали
10 мин в 1% растворе 2,3,5-трифенилтетразолий-
хлорида в 0.1 М калийфосфатном буфере (рН 7.4
при 37°С). Полученные образцы сканировали,
площади ИМ и ЗР на полученных изображениях
определяли методом компьютерной планимет-
рии, используя программу Imagecal. После этого
срезы взвешивали для определения массы ЛЖ.
В каждой группе рассчитывали процентные от-
ношения ЗР/ЛЖ и ИМ/ЗР [15].

Оценка повреждения клеточных мембран

Повреждение мембран кардиомиоцитов оце-
нивали по увеличению активности маркеров не-
кроза – ЛДГ и КK-MB – в плазме крови в конце
реперфузии. Около 0.5 мл крови собирали в гепа-
ринизированные пробирки из венозного катетера
в исходном состоянии (перед окклюзией ПНА) и
после часа реперфузии. Активность ферментов в
плазме определяли на спектрофотометре Shimad-
zu UV-1800 (Япония) при λ 340 нм, используя на-
боры фирмы BioSystems.

Статистическая обработка результатов
Использован пакет программ SigmaPlot 11.2

(SysStat, США). Значения выражены как среднее
значение ± стандартная ошибка среднего значе-
ния (M ± m). При сравнении нескольких групп с
контролем использовали t-критерий Стьюдента с
поправкой Бонферрони. Статистически значи-
мыми отличия считали при p < 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Настоящая работа была предпринята с целью

создания пептидных агонистов рецепторов гала-
нина, способных улучшать функцию сердца при
ишемии и реперфузии. Выяснено, что экзоген-
ные природные фрагменты пептида галанин (I) и
(III) и их модифицированные аналоги (II), (IV),
(V) и (VI) оказывают защитное действие на сердце
крысы при моделировании ишемического и ре-
перфузионного повреждения in vivo. Их внутри-
венное введение ограничивает размеры инфаркта
миокарда и снижает активность маркеров некро-
за в плазме крови при незначительном влиянии
на гемодинамические показатели. Эти эффекты
обусловлены связыванием пептидов с рецептора-
ми галанина, преимущественно с GalR2, иници-
ирующим сигнальные каскады в ишемизирован-
ных кардиомиоцитах, результатом чего является
снижение необратимых повреждений сердца.
Наиболее эффективным из изученных пептидов
оказался аналог (VI) (H-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-
Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-βAla-His-OH). Полу-
ченные результаты указывают на целесообраз-
ность дальнейшего исследования механизмов дей-
ствия этих соединений. Вероятно, создание синте-
тических лигандов рецепторов галанина и изучение
их фармакологических свойств может привести к
разработке новых лекарственных средств для тера-
пии сердечно-сосудистых заболеваний.
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Galanin Peptide Fragments and Their Synthetic Analogues
with Cardioprotective Action

М. Е. Palkeeva*, #, М. V. Sidorova*, А. S. Molokoedov*, М. V. Оvchinnikov*, А. А. Аzmuko*,
L. I. Serebryakova*, О. М. Veselova*, I. М. Studneva*, and О. I. Pisarenko*

#Phone +7(495)4146716; e-mail: peptide-cardio@yandex.ru
*FSBI “National Medical Research Center of Cardiology”, RF Ministry of Health Care,

3rd Cherepkovskaya str., 15A, Moscow,  121552 Russia

New peptide analogues of galanin corresponding to fragments of N-terminal sequence were synthesized by
automatic solid-phase method using Fmoc-technology. Incomplete cleavage of the Trp(BOC)-protection of
the indole ring was found during post synthetic procedures and a method for solving this problem was pro-
posed. Physicochemical properties of a number of natural and synthetic N-terminal fragments of galanin have
been studied. A comparative evaluation of cardioprotective action of galanine GalR2 receptor peptide ago-
nists on the model of miocardial regional ischemia and reperfusion in rats in vivo was carried out. It was found
that the analogue containing the carnosine sequence, H-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-
Pro-βAla-His-OH, most effectively protects the heart from ischemic and reperfusion stress.

Keywords: galanin, N-terminal galanin fragments, Gal2-receptor, agonists, peptide cardioprotectors, solid-phase
peptide synthesis, Trp(Boc) cleavage



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


