
Ти мо зин-бе та 4 (Т4) — высоко кон сер ва -
тив ный пеп тид, со дер жа щий 43 ами но кис ло ты (рI 
= 4,6), ко то рый был впер вые вы де лен из тка ни ви -
лоч ко вой же ле зы круп но го ро га то го ско та [1] и яв -
ля ет ся основ ным кле точ ным ком по нен том во мно -
гих тка нях [2]. T4 име ет мно го чис лен ные фи зио -
ло ги че ские фун к ции, наи бо лее зна чи мой из ко то -
рых яв ля ет ся ре гу ли ро ва ние по ли ме ри за ции ак ти -

на в яд ро со дер жа щих клет ках мле ко пи та ю щих.
Та ким об ра зом, ти мо зин-бе та 4 опо сре до ван но
уча ст ву ет в ор га ни за ции ци то ске ле та, не об хо ди -
мо го для кле точ ной по движ но с ти, ор га но ге не за и
дру гих важ ных кле точ ных фун к ций [2, 3].

В 2004 г. было по ка за но, что T4 сти му ли ру -
ет миг ра цию и спо соб ст ву ет вы жи ва нию кар ди о -
ми о ци тов и эн до те ли а ль ных кле ток [4], а в 2006 г.
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Раз  ра  бот  ка спо со  бов  п о лу че  ния а на ло гов ти  мо зин -бе та 4 
в в и де к о нь ю  га  тов,  усто й чи вы х к д е гра да  ции в то к е  кро  ви

В ра бо те пред с тав лен спо соб по лу че ния мо но конъ ю га тов ре ком би нан т но го ти мо -
зин - бе та 4 (Т4) че ло ве ка с кап ро но вой кис ло той, по ли си а ло вой кис ло той и по ли э -
ти лен г ли ко лем (ПЭГ). Ре ак цию аци ли ро ва ния про во ди ли с ис поль зо ва ни ем ан гид -
ри да гек са но вой кис ло ты, си а ли ро ва ния — бу ти раль де гид но го про из вод но го по ли -
си а ло вой кис ло ты (14 кДа) и ПЭ Ги ли ро ва ния — про пи о наль де гид но го про из вод но -
го ПЭГ (10 кДа). В ре зуль та те мно го фак тор ных эк с пе ри мен тов бы ли оп ре де ле ны
ком по нен ты ре ак ци он ной сме си и оп ти ми зи ро ва ны ус ло вия про ве де ния дан ных ре -
ак ций. Для каж до го из ана ло гов раз ра бо та на схе ма од нос та дий ной очис т ки с по -
мощью ОФ - ВЭЖХ; сте пень чис то ты при этом сос та ви ла не ме нее 98%. Ре зуль та ты
пеп тид но го кар ти ро ва ния в со во куп нос ти с хро ма то- мас с - с пек т ро мет ри чес ким и
элек т ро фо ре ти чес ким ме то да ми ана ли за по ка за ли, что по лу чен ные ана ло ги ти мо -
зин - бе та 4 яв ля ют ся мо но конъ ю га та ми, в ко то рых ис ход ный пеп тид мо ди фи ци ро -
ван по N-концевому се ри ну. По лу чен ные ана ло ги об ла да ют по вы шен ной ус той чи -
вос тью к дег ра да ции в плаз ме кро ви по срав не нию с не мо ди фи ци ро ван ным ти мо зи -
ном-бе та 4 и рас с мат ри ва ют ся как пер с пек тив ные кан ди да ты для даль ней ших би о -
ло ги чес ких ис пы та ний.

Клю че вые сло ва: ан гид рид гек са но вой кис ло ты, по ли си а ло вая кис ло та, по ли эти лен г ли коль, ти мо зин-бе та 4, хи ми че -
ская мо ди фи ка ция бел ка.

                             
Ма ка ров Дмит рий Алек сан д ро вич, Еси пов Ро ман Ста нис ла во вич.

Спи сок со кра ще ний: ВЭЖХ —вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ОФ-ВЖХ — об ра щен но-фа зо вая ВЭЖХ;
ПААГ — по ли ак ри ла мид ный гель; ПСК — по ли си а ло вая кис ло та; ПЭГ —  по ли эти лен г ли коль; ТФУ — триф то рук сус ная кис -
ло та; Ac — аце тат; AcCN — аце то нит рил; SDS — до де цил су ль фат на трия; Т4 — ти мо зин-бе та 4.
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было об на ру же но, что ти мо зин-бе та 4 иг ра ет су -
ще ст вен ную роль во всех клю че вых про цес сах
раз ви тия сер деч ных со су дов: ва с ку ло ге не зе, ан ги -
о ге не зе и ар те ри о ге не зе [5]. Ре зу ль та ты упо мя ну -
тых ис сле до ва ний под твер ди ли, что T4 име ет су -
ще ст вен ный те ра пев ти че ский по тен ци ал в ка че ст -
ве пре па ра та для за щи ты ми о кар да и спо соб ст -
вует вы жи ва нию кар ди о ми о ци тов в ост рой ста -
дии ише ми че ской бо лез ни сер д ца. 

Ти мо зин-бе та 4 яв ля ет ся ко рот ко жи ву щим
пеп ти дом, что со зда ет труд но сти при его вве де -
нии, а пе ри од его по лу вы ве де ния из кро ви на пря -
мую за ви сит от вво ди мой в ор га низм дозы [6, 7].
Стан дар т ный под ход, при ме ня е мый для по вы ше -
ния ста би ль но сти те ра пев ти че ско го бел ка, за клю -
ча ет ся в при со е ди не нии к нему хи ми че ски ми или
эн зи ма ти че ски ми ме то да ми раз лич ных групп,
обес пе чи ва ю щих за щи ту от про те о ли ти че ских
фер мен тов [8—11].

Наи бо лее из ве ст ны ми спо со ба ми хи ми че -
ской мо ди фи ка ции те ра пев ти че ских бел ков яв ля -
ют ся си а ли ро ва ние и ПЭ Ги ли ро ва ние. По ли си а ло -
вая кис ло та (ПСК) не им му но ген на и по двер га ет ся 
био дег ра да ции, а кро ме того, уме нь ша ет им му но -
ген ность са мо го мо ди фи ци ру е мо го бел ка. Мо ди -
фи ци ро ван ные по ли си а ло вой кис ло той мо ле ку лы
бел ка не под вер же ны фа го ци то зу, а вре мя их цир ку -
ля ции в кро ви зна чи те ль но уве ли чи ва ет ся [12, 13].
Ис по ль зо ва ние ПЭГ (как и ПСК) для хи ми че ской
мо ди фи ка ции мо ле ку лы бел ка ад рес но на прав ле -
но на улуч ше ние пе ре но си мо сти пре па ра та, сни -
же ние его им му но ген но сти и по вы ше ние пе ри о да
по лу жиз ни [14]. Важ ным свой ст вом мо ди фи ци ро -
ван ных по ли эти лен г ли ко лем мо ле кул бел ков яв ля -
ет ся их вы со кая гид ро фи ль ность; кро ме того, мо -
ле ку ла ПЭГ, об во ла ки вая мо ле ку лу бел ка, при да ет 
ему прин ци пи а ль но но вые фи зи ко-хи ми че ские
свой ст ва [15, 16]. Вы со кое со дер жа ние ато мов во -
до ро да по зво ля ет мо ле ку ле ПЭГ свя зы ва ть ся с мо -
ле ку ла ми воды, что вле чет за со бой фор ми ро ва -
ние “во дно го об ла ка” во круг мо ди фи ци ро ван ной
мо ле ку лы “ПЭГ—бе лок”, за счет чего зна чи те ль -
но по вы ша ет ся ее гид ро ди на ми че ский ра ди ус по
срав не нию с ис ход ной бел ко вой мо ле ку лой [17].

Еще од ним спо со бом хи ми че ской мо ди фи -
ка ции те ра пев ти че ских бел ков яв ля ет ся аци ли ро -
ва ние жир ны ми кис ло та ми, при да ю щее мо ле ку ле
бел ка ли по фи ль ные свой ст ва, что при во дит к уве -
ли че нию срод ст ва мо ди фи ци ро ван но го бел ка с
мем б ра на ми и по сле ду ю ще му взаи мо дей ст вию с
дру ги ми бел ка ми си с тем кле точ ной сиг на ли за ции 
[18—22].

Цель на сто я щей ра бо ты за клю ча лась в раз -
ра бот ке хи ми че ских спо со бов се лек тив ной мо ди -

фи ка ции ре ком би нан т но го ти мо зин-бе та 4 по N-кон -
це во му се ри ну, а так же эф фек тив но го ме то да очи -
ст ки по лу чен ных ана ло гов ти мо зин-бе та 4 (мо но -
гек са но ил ти мо зин-бе та 4 и мо но конъ ю га тов ПЭГ
и по ли си а ло вой кис ло ты с ти мо зин-бе та 4) для
уве ли че ния сро ка жиз ни дан ных пеп ти дов в ор га -
низ ме.

УСЛО ВИЯ ЭК С ПЕ РИ МЕН ТА

Ма те ри а лы. В ра бо те ис по ль зо ва ли очи -
щен ный ре ком би нан т ный дез аце тил ти мо зин-бе та 
4 че ло ве ка, ра нее по лу чен ный в ла бо ра то рии био -
тех но ло гии ИБХ РАН [23], ци ан бор гид рид на трия 
(Sig ma-Al d rich, США), бу та нол (Cat ro sa, Ис па -
ния), аце то нит рил (Cat ro sa), ле дя ную ук сус ную
кис ло ту (Cat ro sa), аце тат на трия (Cat ro sa), гид ро -
ксид на трия (Cat ro sa) и триф то рук сус ную кис ло ту 
(Sig ma-Al d rich). В ка че ст ве мо ди фи ци ру ю щих
аген тов применяли ли ней ное ак ти ви ро ван ное про -
пи о на ль де гид ное про из вод ное ПЭГ с мо ле ку ляр -
ной мас сой 10 кДа SUN B RIGHT ME-100AL (NOF
Cor po ra ti on, США); ли ней ное ак ти ви ро ван ное бу -
ти ра ль де гид ное про из вод ное по ли си а ло вой кис -
ло ты со сред ней мо ле ку ляр ной мас сой 14 кДа, по -
лу чен ное от Li po xen Fa ci li ti es (Ан г лия); ан гид рид
гек са но вой кис ло ты (Sig ma-Al d rich) и Asp-N-про -
те и на зу из му тан т но го штам ма Pse u do mo nas fra gi
(Sig ma-Al d rich). Co u mas si R-250 по лу ча ли от Bio-
 Rad, США; иодид ба рия — от Sig ma-Al d rich.

Под бор усло вий про ве де ния ре ак ции аци -
ли ро ва ния дез аце тил ти мо зин-бе та 4 ан гид ри -
дом гек са но вой кис ло ты. К 1 мл бу фер но го рас -
тво ра (50 мМ аце та та на трия,0—30% аце то нит ри -
ла, 0—30% бу та но ла, рН 3,0; 4.5; 6,0), со дер жа ще -
го ре ком би нан т ный дез аце тил ти мо зин-бе та 4 в кон -
цен т ра ции 1 мг/мл, до бав ля ли 2,25 мкл ан гид ри да 
гек са но вой кис ло ты (мо ль ное со от но ше ние 1:50).
Ре ак цию про во ди ли при 25° и тща те ль ном пе ре ме -
ши ва нии в те че ние 5 ч. Кон т роль об ра зо ва ния мо -
но гек са но ил ти мо зи на-бе та 4 про во ди ли с ис по ль -
зо ва ни ем ме то да ОФ-ВЭЖХ. 

Мас ш та би ро ва ние ре ак ции аци ли ро ва -
ния де а це тил ти мо зин-бе та 4 ан гид ри дом гек са -
но вой кис ло ты. К 10 мл бу фер но го рас тво ра (50
мМ аце тат на трия, 30% аце то нит ри ла, 15% бу та но -
ла, рН 3,0), со дер жа ще го ре ком би нан т ный дез аце -
тил ти мо зин-бе та 4 в кон цен т ра ции 1 мг/мл, до бав -
ля ли 22,5 мкл ан гид ри да гек са но вой кис ло ты (мо -
ль ное со от но ше ние 1:50). Ре ак цию про во ди ли
при 25° и тща те ль ном пе ре ме ши ва нии в те че ние 3
ч. Кон т роль об ра зо ва ния мо но гек са но ил ти мо -
зин-бе та 4 про во ди ли с ис по ль зо ва ни ем ме то да
ОФ-ВЭЖХ.
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Очи ст ка мо но гек са но ил ти мо зин-бе та 4.
Ре ак ци он ную смесь объ е мом 10 мл раз бав ля ли в
10 раз ди с тил ли ро ван ной во дой и на но си ли на ко -
лон ну «Диа сорб» 130 С16Т, 8 мкм, 15  250 мм. Раз -
де ле ние про во ди ли в гра ди ен те сме си 80%-но го
аце то нит ри ла с 0,1%-ной ТФУ (15—30% за 60 мин). 
Фрак ции, со дер жа щие бо лее 98% мо но гек са но ил -
ти мо зин-бе та 4, объ е ди ня ли и ли о фи ли зо ва ли.

Под бор усло вий про ве де ния ре ак ции си а -
ли ро ва ния дез аце тил ти мо зин-бе та 4. К 1 мл бу -
фер но го рас тво ра (50 мМ аце тат на трия, 0—30%
аце то нит ри ла, рН 3,0; 4,0; 5,0; 6,0), со дер жа ще го
ре ком би нан т ный дез аце тил ти мо зин-бе та 4 в кон -
цен т ра ции 1 мг/мл, до бав ля ли 8 мг ци ан бор гид ри -
да на трия и от 2,8 до 28 мг (с ша гом в 2,8 мг) бу ти -
ра ль де гид но го про из вод но го по ли си а ло вой кис ло -
ты ( ко неч ное мо ль ное со от но ше ние бе лок —
ПСК = 1:2, 1:3, 1:4, …, 1:10) и ин ку би ро ва ли при
25° и тща те ль ном пе ре ме ши ва нии в те че ние 5 ч.
Об ра зо ва ние конъ ю га та по ли си а ло вой кис ло ты с
ти мо зи ном-бе та 4 кон т ро ли ро ва ли с ис по ль зо ва -
ни ем ме то дов ОФ-ВЭЖХ и SDS-элек т ро фо ре за в
15%-ном ПААГ. 

Мас ш та би ро ва ние ре ак ции си а ли ро ва ния
дез аце тил ти мо зин-бе та 4. К 10 мл бу фер но го рас -
тво ра (50 мМ аце тат на трия, 30% аце то нит ри ла,
рН 4,5), со дер жа ще го ре ком би нан т ный дез аце тил -
ти мо зин-бе та 4 в кон цен т ра ции 1 мг/мл, до бав ля -
ли 80 мг ци ан бор гид ри да на трия и 140 мг бу ти р -
а ль де гид но го про из вод но го по ли си а ло вой кис ло -
ты (мо ль ное со от но ше ние 1:5). Ре ак ци он ную
смесь тща те ль но пе ре ме ши ва ли и ин ку би ро ва ли в 
те че ние 3 ч при 25°. Кон т роль об ра зо ва ния мо но -
си а ли ро ван но го ти мо зин-бе та 4 осу ще ст в ля ли с
ис по ль зо ва ни ем ме то да ОФ-ВЭЖХ.

Очи ст ка мо но си а ли ро ван но го ти мо зи на-
 бе та 4. Ре ак ци он ную смесь объ е мом 10 мл раз бав -
ля ли ди с тил ли ро ван ной во дой в 10 раз и на но си ли 
на ко лон ну «Диа сорб» 130 С16Т, 8 мкм, 15  250 мм. 
Раз де ле ние про во ди ли в гра ди ен те сме си 80% аце -
то нит ри ла с 1% NH4OAc (8—23% за 60 мин).
Фрак ции, со дер жа щие бо лее 98% мо но си а ли ро -
ван но го ти мо зи на-бе та 4, объ е ди ня ли и ли о фи ли -
зо ва ли.

Под бор усло вий про ве де ния ре ак ции ПЭ -
Ги ли ро ва ния дез аце тил ти мо зин-бе та 4. К 1 мл
бу фер но го рас тво ра (50 мМ аце тат на трия,
0—30% аце то нит ри ла, рН 3,0; 4,5; 6,0), со дер жа -
ще го ре ком би нан т ный дез аце тил ти мо зин-бе та 4 в 
кон цен т ра ции 1 мг/мл, до бав ля ли 8 мг ци ан бор -
гид ри да на трия и от 2 до 10 мг (с ша гом в 1 мг) про -
пи о на ль де гид но го про из вод но го ПЭГ (ко неч ное
мо ль ное со от но ше ние бе лок — ПЭГ = 1:2, 1:2,5,
1:3, 1:3,5, …, 1:5). Ре ак цию про во ди ли при 25° и

тща те ль ном пе ре ме ши ва нии в те че ние 5 ч. Об ра зо -
ва ние конъ ю га та ПЭГ с ти мо зи ном-бе та 4 кон т ро -
ли ро ва ли с ис по ль зо ва ни ем ме то дов ОФ-ВЭЖХ и 
SDS-элек т ро фо ре за в 13%-ном ПААГ. 

Мас ш та би ро ва ние ре ак ции ПЭ Ги ли ро ва -
ния дез аце тил ти мо зин-бе та 4. К 10 мл бу фер но -
го рас тво ра (50 мМ аце тат на трия, рН 4,0), со дер -
жа ще го ре ком би нан т ный дез аце тил ти мо зин-бе та
4 в кон цен т ра ции 1мг/мл, до бав ля ли 80 мг ци ан -
бор гид ри да на трия и 80 мг про пи о на ль де гид но го
про из вод но го ПЭГ (мо ль ное со от но ше ние 1:4). Ре -
ак ци он ную смесь тща те ль но пе ре ме ши ва ли и ин -
ку би ро ва ли в те че ние 3 ч при 25°. Кон т роль об ра -
зо ва ния мо но ПЭГ ли ро ван но го ти мо зин-бе та 4
про во ди ли с ис по ль зо ва ни ем ме то да ОФ-ВЭЖХ.

Очи ст ка мо но ПЭ Ги ли ро ван но го ти мо зин-
 бе та 4. Ре ак ци он ную смесь объ е мом 10 мл раз бав -
ля ли в 10 раз ди с тил ли ро ван ной во дой и на но си ли 
на ко лон ну «Диа сорб» 130 С16Т, 8 мкм, 15  250 мм.
Раз де ле ние про во ди ли в гра ди ен те сме си 80% аце -
то нит ри ла с 0,1% ТФУ (30—70% за 60 мин). Фрак -
ции, со дер жа щие бо лее 98% мо но ПЭ Ги ли ро ван но -
го ти мо зин-бе та 4, объ е ди ня ли и ли о фи ли зо ва ли.

Опре де ле ние струк ту ры мо ди фи ци ро ван -
но го ти мо зин-бе та 4. Ли о фи ли зо ван ные про из -
вод ные ти мо зин-бе та 4 в ко ли че ст ве 200 мкг (мас -
су рас счи ты ва ли по пеп ти ду) рас тво ря ли в 50 мкл
бу фе ра (50 мМ трис-HCl, рН 8,0), за тем до бав ля ли 
5 мкл 0,067 мг/мл рас тво ра Asp-N-про те и на зы
(0,335 мкг) и ин ку би ро ва ли в те че ние 3 ч при 37°.
Про те о ли ти че скую смесь ана ли зи ро ва ли ме то дом
хро ма то-масс-спек тро мет рии. Рас щеп ле ние ан ги -
о тен зин-кон вер ти ру ю щим фер мен том про во ди ли
сра зу по сле об ра бот ки пеп ти да Asp-N-про те и на -
зой. К 55 мкл гид ро ли за та до бав ля ли 4 мкл 4 М
NaCl до ко неч ной кон цен т ра ции 300 мМ, 5 мкл
(0,03 мг/мл) рас тво ра ан ги о тен зин-кон вер ти ру ю -
ще го фер мен та, и смесь ин ку би ро ва ли в те че ние 3
ч при 37°, а за тем ана ли зи ро ва ли ме то дом хро ма -
то-масс-спек тро мет рии.

Те с ти ро ва ние ста би ль но сти ана ло гов ти -
мо зин-бе та 4 и хи ми че ски син те зи ро ван но го ти -
мо зин-бе та 4 с ис по ль зо ва ни ем сы во рот ки кро -
ви. Ста би ль ность пеп ти да опре де ля ли как вре мя,
за ко то рое в сы во рот ке кро ви оста ва лось 50% пеп -
ти да от его ис ход но го ко ли че ст ва (T1/2). Ко ли че ст -
во остав ше го ся пеп ти да опре де ля ли как от но ше -
ние пло ща ди хро ма тог ра фи че ско го пика ис сле ду е -
мо го об раз ца в мо мент вре ме ни t к пло ща ди хро ма -
тог ра фи че ско го пика ис сле ду е мо го об раз ца в на ча -
ль ный мо мент вре ме ни (St/S0, где St — пло щадь
пика ис сле ду е мо го об раз ца в мо мент вре ме ни t, S0
— пло щадь пика ис ход но го ис сле ду е мо го об раз -
ца). Сы во рот ку вы де ля ли из кро ви кро ли ка в со от -
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вет ст вии с ре ко мен да ци я ми, опи сан ны ми в ста тье 
[24], рас фа со вы ва ли по 50 мкл и за мо ра жи ва ли
при –70°. Рас фа со ван ную сы во рот ку кро ви ис по -
ль зо ва ли од но крат но. Те с ти ру е мые об раз цы в ко -
ли че ст ве 50 мкг (по пеп ти ду) рас тво ря ли в сте ри -
ль ном фи зио ло ги че ском рас тво ре и вво ди ли в кон -
цен т ра ции 10 мг/мл в 50 мкл сы во рот ки кро ви. Ин -
ку ба цию про во ди ли в те че ние 1—12 ч при 37°.
Смесь ана ли зи ро ва ли ме то дом хро ма то-масс-спек -
тро мет рии.

Ана ли ти че ские ме то ды кон т ро ля. Раз де -
ле ние бел ков про из во ди ли на элек т ро фо ре ти че -
ской си с те ме Po wer Pac HC (Bi o Rad, США) в 15%-
и 13%-ном ПААГ в де на ту ри ру ю щих усло ви ях в
трис-гли ци но вой бу фер ной си с те ме. Гели об ра ба -
ты ва ли рас тво ром Co u mas si R-250 (2,5 мг/мл) для
про яв ле ния бел ка и 5%-ным рас тво ром иоди да ба -
рия для окра ши ва ния ПЭГ [25]. Ана лиз фрак ций,
со дер жа щих про из вод ные T4, осу ще ст в ля ли с
по мо щью ОФ-ВЭЖХ на ко лон ке Pro sphe re C18
300 A 5  (Al ltech). Пеп тид ные про дук ты ре ак ции
ПЭ Ги ли ро ва ния и аци ли ро ва ния ти мо зин-бе та 4
элю и ро ва ли в гра ди ен те кон цен т ра ции 80%-но го
аце то нит ри ла (30—70%, 19 мин и 15—50%, 13 мин,
со от вет ст вен но) в 0,1%-ной ТФУ со ско ро стью
элю ции 0,7 мл/мин. Пеп тид ные про дук ты си а ли -
ро ва ния элю и ро ва ли в гра ди ен те кон цен т ра ции
80%-но го аце то нит ри ла (15—50%, 13 мин) в
1%-ном NH4OAc со ско ро стью 0,7 мл/мин. Хро ма -
то-масс-спек тро мет ри че ский ана лиз про во ди ли
на при бо ре 6224 TOF LC/MS (Agi lent Тec h no lo gi -
es, США).

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

Био ло ги че ская ак тив ность ти мо зин-бе та 4
опре де ля ет ся его ак тив ны ми сай та ми, пред став ля -
ю щи ми со бой ко рот кие пеп тид ные по сле до ва те ль -
но сти. Так, на при мер, его основ ной ак тин-свя зы -
ва ю щий сайт пред став лен ами но кис лот ны ми
остат ка ми 17—22 [2, 26], а основ ной сайт, про яв -
ля ю щий ан ти апоп тоз ную ак тив ность, — ами но -
кис лот ны ми остат ка ми 1—15 [27]. С-Кон це вой
тет ра пеп тид 40—43 влия ет на миг ра цию эм б ри о -
на ль ных кар ди о ми о ци тов и фун к ци о на ль ную ста -
би ль ность сер д ца по сле ише мии [28], а сайт, пред -
став ля ю щий со бой пер вые че ты ре ами но кис лот -
ных остат ка SDKР, об ла да ет ши ро ким спек тром
био ло ги че ской ак тив но сти [27, 29, 30]. В ра бо те
Х. Li и др. [31] по ка за но, что не а це ти ли ро ван ная
фор ма пеп ти да так же об ла да ет пол но цен ной био -
ло ги че ской ак тив но стью, со по ста ви мой с био ло -
ги че ской ак тив но стью на тив но го ти мо зин-бе та 4.
Ли те ра тур ные дан ные и в пер вую оче редь тот

факт, что аце ти ль ная груп па, при со е ди ня е мая в ре -
зу ль та те по стран с ля ци он ной мо ди фи ка ции к пер -
вой ами но кис ло те ти мо зин-бе та 4 се ри ну, ни как
не свя за на с био ло ги че ской ак тив но стью пеп ти да
и не об хо ди ма то ль ко для уве ли че ния про дол жи те -
ль но сти его жиз ни в токе кро ви, сви де те ль ст ву ют
о том, что за ме на этой груп пы на дру гие ста би ли -
зи ру ю щие груп пы яв ля ет ся наи бо лее ло гич ным
под хо дом к раз ра бот ке се лек тив но го спо со ба по -
лу че ния ана ло гов ти мо зин-бе та 4 с про лон ги ро -
ван ным вре ме нем жиз ни.

Аци ли ро ва ние дез аце тил ти мо зин-бе та 4 
ан гид ри дом гек са но вой кис ло ты

Гек са но вая кис ло та об ла да ет си ль ны ми гид -
ро фоб ны ми свой ст ва ми: при со е ди не ние этой
груп пы к мо ле ку ле по ли пеп ти да уве ли чи ва ет его
ли по фи ль ные свой ст ва, что в свою оче редь по вы -
ша ет рас тво ри мость по ли пеп ти да в ли поп ро те и -
нах низ кой плот но сти. В ка че ст ве аци ли ру ю ще го
аген та ис по ль зо ва ли ан гид рид гек са но вой кис ло -
ты. По ско ль ку по след ний об ла да ет низ кой рас тво -
ри мо стью в воде, в ре ак ци он ную смесь до бав ля ли 
ме нее по ляр ные, чем вода, рас тво ри те ли, та кие
как аце то нит рил и бу та нол. Был про ве ден мно го -
фак тор ный эк с пе ри мент по ис сле до ва нию за ви си -
мо сти вы хо да мо но гек са но ил ти мо зин-бе та 4 от
вре ме ни ре ак ции, рН сре ды, со дер жа ния бу та но ла 
и аце то нит ри ла при по сто ян ной тем пе ра ту ре 25°
(табл. 1).

В ре зу ль та те мно го фак тор но го эк с пе ри мен -
та были опре де ле ны усло вия для про ве де ния ре ак -
ции (рН ре ак ци он ной сме си 3,0, 15% бу та но ла,
30% аце то нит ри ла, 25°), при ко то рых вы ход ре ак -
ции со ста вил 30% от те о ре ти че ски воз мож но го.

Сле ду ю щей ста дией ис сле до ва ний ста ло изу -
че ние ки не ти ки ре ак ции аци ли ро ва ния при по до -
бран ных ра нее усло ви ях (рис. 1). Ис сле до ва ние ки -
не ти ки ре ак ции аци ли ро ва ния по ка за ло, что вы ход 
мо но гек са но ил ти мо зин-бе та 4, так же, как и в слу -
чае аце ти ли ро ва ния дез аце тил ти мо зин-бе та 4 [23],
до сти га ет опре де лен но го зна че ния, по сле чего с те -
че ни ем вре ме ни уве ли чи ва ет ся не зна чи те ль но.
При этом про ис хо дит на коп ле ние по боч ных про -
дук тов ре ак ции. Для аци ли ро ва ния ти мо зин-бе та 4
ан гид ри дом гек са но вой кис ло ты оп ти ма ль ным вре -
ме нем ин ку би ро ва ния ока за лось 180 мин.

За тем осу ще ст в ля ли пре па ра тив ное по лу че -
ние гек са но ил ти мо зин-бе та 4 и его очи ст ку с по мо -
щью по лу пре па ра тив ной ОФ-ВЭЖХ (рис. 2). Пер -
вый пик на про фи ле по лу пре па ра тив ной хро ма тог -
ра фии от но сит ся к фрак ции, со дер жа щей не про ре -
а ги ро вав ший дез аце тил ти мо зин-бе та 4. Пики под
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но ме ра ми 2, 3, 4 и 5 со от вет ст во ва ли фрак ци ям с
оди на ко вой мо ле ку ляр ной мас сой 5018,55 Да (см.
рис. 2, С), ко то рые раз ли ча лись вре ме нем удер жи -
ва ния (см. рис 2., В). Для опре де ле ния струк ту ры
по лу чен ных ана ло гов ти мо зин-бе та 4 про во ди ли
пеп тид ное кар ти ро ва ние (см. раз дел «Усло вия эк с -
пе ри мен та», по драз дел «Опре де ле ние струк ту ры
по лу чен ных ана ло гов ти мо зин-бе та 4»). Как по ка -
за ло ис сле до ва ние, то ль ко вто рая фрак ция со дер -
жа ла ти мо зин-бе та 4, мо ди фи ци ро ван ный по

N-кон це вой аль фа-ами ног руп пе. Оста ль ные ана -
ло ги Т4 были про дук та ми мо ди фи ка ции эп си -
лон- ами ног рупп ли зи нов.

Си а ли ро ва ние дез аце тил ти мо зин-бе та 4

В ка че ст ве си а ли ру ю ще го аген та ис по ль зо -
ва ли бу ти ра ль де гид ное про из вод ное по ли си а ло -
вой кис ло ты (14 кДа). Ре ак ция си а ли ро ва ния про -
те ка ет в две ста дии: ре зу ль та том пер вой яв ля ет ся
об ра зо ва ние не ста би ль ной крат ной свя зи —СH=N— 
(осно ва ния Шиф фа), ко торая на вто рой ста дии
при вос ста нов ле нии ци ан бор гид ри дом на трия пе -
ре хо дит в проч ную связь —CH2—NH— [32].

Оп ти ма ль ные усло вия для ука зан ной ре ак -
ции опре де ля ли эк с пе ри мен та ль но пу тем из ме не -
ния со от но ше ния ПСК—бе лок от 1:1 до 10:1, а так -
же рН (3—6) и со дер жа ния аце то нит ри ла
(0—30%) при вре ме ни ин ку ба ции ре ак ци он ной
сме си 3 ч (рис. 3). По сле пер вых эк с пе ри мен тов
мы об на ру жи ли, что из ме не ние рН рас тво ра в диа -
па зо не от 4,5 до 6,0 прак ти че ски не вли я ло на вы -
ход си а ли ро ван но го ти мо зин-бе та 4, а при рН
ниже 4,0 про ис хо ди ло раз ру ше ние по ли си а ло вой
кис ло ты. По э то му мы при ня ли ре ше ние про во -
дить все по сле ду ю щие эк с пе ри мен ты с фик си ро -
ван ным зна че ни ем рН выше 4,0. В ре зу ль та те ис -
сле до ва ний были по до бра ны та кие усло вия ре ак -
ции, при ко то рых до сти гал ся 58%-ный вы ход:
30% аце то нит ри ла, от но ше ние бе лок—ПСК=1:5,
рН 4,5—6,0.
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Та б ли  ца  1

Tab le  1

Со дер жа ние мо но гек са но ил ти мо зин-бе та 4 в ре ак ци он ной сме си, %, че рез 3 ч 
по сле на ча ла ре ак ции

Con tents of mo no he xa no yl thy mo sin beta 4 in re ac ti on mix tu re, %, 3 h 
af ter the re ac ti on be gin ning

С4Н9ОН, % 0 15 30

AcCN, %

рН
0 15 30 0 15 30 0 15 30

3,0 3 5 15 7 22 30* 8 15 26

4,5 5 8 14 8 20 22 10 18 20

6,0 6 10 11 8 15 10 8 14 15

*Жир ным шриф том вы де ле но мак си ма ль ное на коп ле ние про дук та.
*Ma xi mum pro duct ac cu mu la ti on is ty ped bold.

Рис. 1. За ви си мость со дер жа ния про дук тов ре ак ции
аци ли ро ва ния от вре ме ни ин ку ба ции при рН 3,0, 15% бу та но -
ла, 30% аце то нит ри ла и 25°: 1 — де за це тил ти мо зин - бе та 4; 2
— мо но гек са но ил ти мо зин - бе та 4; 3 — по боч ные про дук ты

Fig. 1. Dependency of acylation reaction product
contents on time of incubation at pH 3.0, 15% butanol, 30%
acetonitrile and 25°C: (1), deacetyl thymosin beta 4; (2),
monohexanoyl thymosin beta 4; (3), by-products
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Рис. 2. Ана лиз про дук тов ре ак ции аци ли ро ва ния де за це тил ти мо зин - бе та 4 ан гид ри дом гек са но вой кис ло ты: А — про -
филь по луп ре па ра тив ной хро ма тог ра фии (ко лон ка «Ди а сорб» 130 С16Т, 8 мкм, 15Ч250 мм). Раз де ле ние про во ди ли в гра ди ен те
сме си 80% аце то нит ри ла с 0,1% ТФУ (15—30%): 1 — де за це тил ти мо зин - бе та 4, 2 — мо но гек са но ил ти мо зин - бе та 4, 3—5 — по -
боч ные про дук ты ре ак ции; B — ре зуль та ты ОФ - ВЭЖХ фрак ций 2—5 (ко лон ка Prosphere C18 300 A 5 ); С — мас с - с пектр фрак -
ций ана ли ти чес кой ОФ - ВЭЖХ

Fig. 2. Products of deacetyl thymosin beta 4 acylation by hexanoic acid anhydride: A, profile of semi-preparative
chromatography (column Diasorb,130 С16Т, 8 м, 15250 mm). Separation was performed in the gradient of mixture of 80% acetonitrile
with 0.1% TFA (15—30%): (1), deacetyl thymosin beta 4; (2), monohexanoyl thymosin beta 4; (3)—(5), reaction by-products; B, RP
HPLC of fractions 2—5 (column Prosphere C18 300 A 5 ); С, mass-spectra of fractions after analytical RP HPLC

Рис. 3. За ви си мость со дер жа ния мо но си а ли ро ван но -
го ти мо зин - бе та 4 от моль но го со от но ше ния ПСК—бе лок
при раз ной кон цен т ра ции аце то нит ри ла и тем пе ра ту ре 25°: 1 — 
30% AcCN; 2 — 15% AcCN; 3 — 0% AcCN

Fig. 3. Dependency of monosialylated thymosin beta 4 on 
molar polysialic acid/protein ratio at various concentrations of
acetonitrile at 25°C: (1), 30% AcCN; (2), 15% AcCN; (3), 0%
AcCN



Да лее была опре де ле на за ви си мость вы хо да 
мо но си а ли ро ван но го ти мо зин-бе та 4 от вре ме ни
ре ак ции (рис. 4). Ре ак ция си а ли ро ва ния прак ти че -
ски пол но стью оста нав ли ва лась че рез 180 мин; да -
ль ней шее ин ку би ро ва ние рас тво ра было не це ле со -
об раз ным.

За тем осу ще ст в ля ли пре па ра тив ное по лу че -
ние си а ли ро ван но го ти мо зин-бе та 4 и очи ст ку по -
лу чен но го ана ло га с по мо щью по лу пре па ра тив ной 
ОФ-ВЭЖХ (рис. 5, А). При этом сре ди про дук тов
си а ли ро ва ния ти мо зин-бе та 4 было об на ру же но
не ско ль ко фрак ций мо ди фи ци ро ван но го пеп ти да
с раз лич ной мо ле ку ляр ной мас сой (см. рис 5, В).
Свя за но это было с не од но род но стью са мой ис ход -
ной ПСК, в ко то рой при сут ст во ва ли ее бу ти ра ль -

де гид ные про из вод ные с мо ле ку ляр ной мас сой от
10 до 18 кДа, что и при во ди ло к об ра зо ва нию про -
дук тов си а ли ро ва ния дез аце тил ти мо зин-бе та 4 с
раз ной мо ле ку ляр ной мас сой. Фрак ции с 3 по 7,
пред став ля ю щие со бой си а ли ро ван ный ти мо -
зин-бе та 4 с мо ле ку ляр ной мас сой от 18 до 13 кДа, 
объ е ди ня ли и ли о фи ли зо ва ли. По лу чен ный ли о -
фи ли зат ис по ль зо ва ли для био ло ги че ских ис сле -
до ва ний.

ПЭ Ги ли ро ва ние дез аце тил ти мо зин-бе та 4

На се год няш ний день фар ма цев ти че ский
ры нок пред став лен ши ро ким спек тром ПЭ Ги ли ру -
ю щих аген тов. В на шем эк с пе ри мен те мы ис по ль -
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Рис. 4. Ки не ти ка ре ак ции си а ли ро ва ния де за це тил ти -
мо зин - бе та 4 при со от но ше нии бе лок—ПСК = 1:5, со дер жа -
нии аце то нит ри ла 30%, рН 4,5 и тем пе ра ту ре 25°

Fig. 4. Kinetics of sialylation of deacetyl thymosin beta 4
at protein/PSA ratio of 1:5, acetonitrile content 30%, рН 4,5 and
25°C

Рис. 5. Ана лиз про дук тов ре ак ции си а ли ро ва ния де за -
це тил ти мо зин - бе та 4: A — про филь хро ма тог ра фи чес кой
очис т ки про дук тов пу тем ОФ - ВЭЖХ (ко лон ка «Ди а сорб»
130 С16Т, 8 мкм, 15 Ч 250 мм). Раз де ле ние про во ди ли в гра ди -
ен те сме си 80% аце то нит ри ла с 5% NH4OAc (8—23%); B —
элек т ро фо рез фрак ций; циф ры 1—9 — но ме ра фрак ций; М — 
мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы бел ков. Фрак ции с мо ле ку ляр -
ной мас сой 9—15 кДа — про дук ты ре ак ции си а ли ро ва ния де -
за це тил ти мо зин - бе та 4

Fig. 5. Products of deacetyl thymosin beta 4 sialylation:
A, profile of RP HPLC preparative chromatography (column
Diasorb,130 С16Т, 8 м, 15 Ч 250 mm). Separation was performed 
in the gradient of a mixture of 80% acetonitrile with 5% NH4OAc
(8—23%); B, electrophoresis of fractions; figures 1—9, fraction
numbers; M, protein MM markers. Fractions with MM 9—15 kD
are products of deacetyl thymosin beta 4 sialylation



зо ва ли про пи о на ль де гид ное про из вод ное ПЭГ
вто ро го по ко ле ния с мо ле ку ляр ной мас сой 10 кДа
(NOF Сor po ra ti on, США). По ме ха низ му ре ак ция
ПЭ Ги ли ро ва ния ана ло гич на ре ак ции си а ли ро ва -
ния: она идет с об ра зо ва ни ем осно ва ния Шиф фа и
по сле ду ю щим вос ста нов ле ни ем крат ной свя зи ци -
ан бор гид ри дом на трия. Как и в слу чае си а ли ро ва -
ния, мы по про бо ва ли ис по ль зо вать аце то нит рил в
ка че ст ве ор га ни че ско го рас тво ри те ля для уско ре -
ния ре ак ции и уве ли че ния вы хо да мо но ПЭ Ги ли ро -
ван но го ти мо зин-бе та 4. Од на ко пер вые эк с пе ри -
мен ты по ка за ли, что ис по ль зо ва ние аце то нит ри ла
при во ди ло к зна чи те ль но му уве ли че нию доли ди-
и три ПЭ Ги ли ро ван ных про дук тов в ре ак ци он ной
сме си, по э то му в да ль ней ших опы тах от ис по ль зо -
ва ния аце то нит ри ла мы от ка за лись. В ка че ст ве пе -
ре мен ных па ра мет ров ис по ль зо ва ли рН сре ды и
мо ль ное со от но ше ние ПЭГ—бе лок с ша гом 0,5
(рис. 6). Все эк с пе ри мен ты про во ди ли при по сто ян -
ной тем пе ра ту ре 25° в те че ние 24 ч.

В ре зу ль та те про ве ден ных эк с пе ри мен тов
было об на ру же но, что при зна че нии рН 4,0 и мо ль -
ном со от но ше нии бе лок—ПЭГ = 1:4 вы ход ре ак -
ции ПЭ Ги ли ро ва ния до сти гал 63%.

Па рал ле ль но с опре де ле ни ем оп ти ма ль но го 
мо ль но го со от но ше ния и рН сре ды ис сле до ва ли
ки не ти ку ре ак ции ПЭ Ги ли ро ва ния (рис. 7). Про ве -
ден ные ис сле до ва ния по ка за ли, что при зна че нии
рН 4,0, со от но ше нии бе лок—ПЭГ = 1:4 и 18 ч ин -
ку ба ции до сти га ет ся мак си ма ль ный вы ход ПЭ Ги -
ли ро ван но го ти мо зин-бе та 4, рав ный 68%. Уме нь -
ше ние вы хо да це ле во го про дук та со вре ме нем свя -
за но с об ра зо ва ни ем по боч ных про дук тов ре ак -
ции, а имен но ди- и три ПЭ Ги ли ро ван но го ти мо -
зин-бе та 4. На рис. 8, А изоб ра жен про филь по лу -
пре па ра тив ной хро ма тог ра фии мо но ПЭ Ги ли ро -
ван но го ти мо зи на-бе та 4. Чис то ту по лу чен но го
конъ ю га та под твер ж да ли ме то дом элек т ро фо ре ти -
че ско го ана ли за (см. рис 8, В).

Из ве ст но, что мо ле ку ла ПЭГ об ла да ет вы со -
кой гид ро фи ль но стью и спо соб на об во ла ки вать

мо ле ку лу бел ка, при да вая ей со вер шен но но вую
элек т ро фо ре ти че скую по движ ность. Как вид но
из элек т ро фо рег рам мы, мо ди фи ци ро ван ная мо -
ле ку ла ти мо зин-бе та 4 рас по ла га ет ся в об ла с ти
30 кДа, что не со от вет ст ву ет рас чет ной мас се в
15кДа. ПЭГ-бу ти ра ль де гид рас по ла га ет ся в об ла -
с ти 25 кДа (см. рис 8, В, до рож ка Р), т.е. на 5 кДа
(мас са пеп ти да) ниже ПЭ Ги ли ро ван но го ти мо -
зин-бе та 4, что яв ля ет ся пря мым до ка за те ль ст -
вом того, что по лу чен мо но ПЭ Ги ли ро ван ный ти -
мо зин-бе та 4.

Опре де ле ние струк ту ры по лу чен ных 
ана ло гов ти мо зин-бе та 4

Струк ту ру по лу чен ных ана ло гов под твер ж -
да ли пеп тид ным кар ти ро ва ни ем. В ка че ст ве про те -
о ли ти че ско го фер мен та ис по ль зо ва ли Asp-N-про -
те и на зу из Pse u do mo nas fra gi. Про дук ты про те о ли -
за ана ли зи ро ва ли с по мо щью ОФ-ВЭЖХ (рис. 9).
Из ли те ра тур ных ис точ ни ков из ве ст но, что дан -
ная про те и на за кро ме Asp-N-ак тив но сти об ла да ет 
еще и Glu-N-ак тив но стью [33], по э то му рас щеп ле -
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Рис. 6. Со дер жа ние мо но ПЭ Ги ли ро ван но го ти мо зин -
 бе та 4 в ре ак ци он ной сме си в за ви си мос ти от со от но ше ния
бе лок—ПЭГ при 25° и раз лич ных зна че ни ях рН: 1 — 4,0; 2 — 
5,0; 3 — 3,0

Fig. 6. Content of monoPEGylated thymosin beta 4 in
reaction mixture depending on protein/PEG ratio at 25°C and
various pH values: (1) — 4,0; (2) — 5,0; (3) — 3,0

Рис. 7. Ки не ти чес кая кри вая ПЭ Ги ли ро ва ния ти мо -
зин - бе та 4 при рН 4,0, 25° и со от но ше нии бе лок—ПЭГ = 1:4

Fig. 7. Kinetic curve of thymosin beta 4 PEGylation at рН 
4,0, 25°C and protein/PEG ratio 1:4



ние про ис хо ди ло кро ме ас па ра ги но вой так же по
N-кон цу глу та ми но вой кис ло ты. Ре зу ль та ты
масс-спек тро мет ри че ско го ана ли за пред став ле ны 
в табл. 2; там ука за на так же мас са по лу чен ных ко -
рот ких пеп тид ных по сле до ва те ль но стей, со от вет -
ст ву ю щих фрак ци ям на рис. 9.

Из дан ных, при ве ден ных на рис. 9 и в табл.
2, мож но сде лать сле ду ю щие вы во ды о дей ст вии
ис по ль зо ван ной про те и на зы на раз лич ные суб ст -
ра ты и их со ста ве.

Ти мо зин-бе та 4. Asp-N-про те и на за при рас -
щеп ле нии дан но го со е ди не ния гид ро ли зо ва ла пеп -

тид ную связь меж ду N-кон це вы ми остат ка ми се -
ри на и ас па ра ги но вой кис ло ты то ль ко на 10%; об
этом сви де те ль ст ву ет на ли чие фрак ции, со дер жа -
щей не рас щеп лен ный тет ра пеп тид Ac-SDKP (пик
3) в ре ак ци он ной сме си (см. рис. 9, А). Три пеп тид
DKP (пик 1) при сут ст ву ет в ре ак ци он ной сме си в
ма лых ко ли че ст вах (см. рис. 9, А). 

Гек са но ил ти мо зин-бе та 4. Asp-N-про те и -
на за пол но стью гид ро ли зо ва ла пеп тид ную связь
меж ду остат ка ми мо ди фи ци ро ван но го се ри на и ас -
па ра ги но вой кис ло ты (см. рис. 9, В). Ме то дом
масс-спек тро мет ри че ско го ана ли за был об на ру -
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Рис. 8. Ана лиз про дук тов ре ак ции ПЭ Ги ли ро ва ния ти мо зин - бе та 4: A — про филь по луп ре па ра тив ной ОФ - ВЭЖХ: 1 —
де за це тил ти мо зин - бе та 4; 2 — мо но ПЭ Ги ли ро ван ный ти мо зин - бе та 4; 3 — по боч ные про дук ты ре ак ции; B — элек т ро фо рез
фрак ций пос ле ОФ - ВЭЖХ: М — мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы бел ков; 1—3 — но ме ра фрак ций, Р — ПЭГ

Fig. 8. Products of deacetyl thymosin beta 4 PEGylation: A, profile of RP HPLC semi-preparative chromatography: (1), deacetyl 
thymosin beta 4; (2), monoPEGylated thymosin beta 4; (3), reaction by-products; B, electrophoresis of RP HPLC fractions; M, MM
markers; (1)—(3), fraction numbers; P means PEG

ТриПЭГТ4, диПЭГТ4 and мо но ПЭГТ4 mean triPEGylated, diPEGylated and monoPEGylated thymosin beta 4,
respectively; ПЭГ means PEG



66 Биотехнология, 2016, № 2

 МА КА РОВ и др.



Биотехнология, 2016, № 2 67

РАЗ РА БОТ КА СПО СО БОВ ПО ЛУ ЧЕ НИЯ АНА ЛО ГОВ ТИ МО ЗИН-БЕ ТА 4 В ВИ ДЕ КО НЬ Ю ГА ТОВ

Та б ли  ца  2
Tab le  2

Ре зу ль та ты про те о ли ти че ско го рас щеп ле ния ти мо зин-бе та 4 и его ана ло гов (см. рис. 9) 
по дан ным масс-спек тро мет ри че ско го ана ли за
Re sults of pro te o ly tic cle a va ge of thy mo sin beta 4 and its ana logs (Fig. 9) 
ac cor ding to spec t ro mas smet ric da ta

SDKPDMAEI EK F D K S K LK KTET QEK N P L P S KE TI E QEK QA GES*

Но мер пика
на рис. 9

Pe ak num ber
in Fig. 9

Эк с пе ри мен та ль -
ное зна че ние m/z

m/z ex pe ri men tal
va lue

Рас чет ное
зна че ние m/z

m/z ra ted va lue

Со от вет ст ву ет
пеп ти ду 

Cor res ponds
to a pep ti de

Ами но кис лот ная
по сле до ва те ль ность

Ami no a cid se qu en ce

А 1 358,19 358,40 2—4 DKP
2 335,12 335,38 5—7 DMA
3 487,24 1305,49 1—4 SDKP +acetate
4 1304,74 1306,47 13—23 DKSKLKKTETQ
5 1305,74 675,75 13—23 DKSKLKKTET(Q)E
6 2243,13 2242,41 24—43 EKNPLPSKETIEQEKQAGES
7 664,36 664,76 8—12 EIEKF
8 981,47 982,11 5—12 DMAEIEKF

В 1 358,19 358,4 2—4 DKP
2 335,12 335,38 5—7 DMA
3 1304,74 1305,49 13—23 DKSKLKKTETQ
4 1305,74 1306,47 13—23 DKSKLKKTET(Q)E
5 675,29 675,75 2—7 DKPDMA
6 377,31 376,37 21—23 ETQ
7 2243,13 2242,41 24—43 EKNPLPSKETIEQEKQAGES

203,12 203,1 1 S + C6H11O
8 664,36 664,76 8—12 EIEKF
9 997,44 998,11 5—12 DMAEIEKF+Oxidation(M)
10 981,47 982,11 5—12 DMAEIEKF

С 1 358,19 358,4 2—4 DKP
2 335,12 335,38 5—7 DMA
3 1304,74 1305,49 13—23 DKSKLKKTETQ
4 1305,74 1306,47 13—23 DKSKLKKTET(Q)E
5 2243,13 2242,41 24—43 EKNPLPSKETIEQEKQAGES
6 664,36 664,76 8—12 EIEKF
7 981,47 982,11 5—12 DMAEIEKF

D 1 1004,43 1005,00 35—43 EQEKQAGES
2 335,12 335,38 5—7 DMA
3 1304,74 1305,49 13—23 DKSKLKKTETQ
4 2243,13 2242,41 24—43 EKNPLPSKETIEQEKQAGES
5 664,36 664,76 8—12 EIEKF
6 981,47 982,11 5—12 DMAEIEKF

* Од но бук вен ная по сле до ва те ль ность дез аце тил ти мо зин-бе та 4.
* One-let ter se qu en ce of de a ce tyl thy mo sin beta 4.



жен ион, со от вет ст ву ю щий мо ди фи ци ро ван но му
се ри ну (рис. 10), на хо дя щий ся во фрак ции, ко то -
рая со от вет ст ву ет пику 7 (см. рис. 9, В), что яв ля ет -
ся пря мым до ка за те ль ст вом мо ди фи ка ции N-кон -
це во го се ри на.

Си а ли ро ван ный ти мо зин-бе та 4. При ана -
ли зе гид ро ли за та си а ли ро ван но го ти мо зин-бе та 4
мо ди фи ци ро ван ный се рин об на ру жен не был. Си а -
ли ро ван ный се рин име ет си ль ный от ри ца те ль ный 
за ряд и не свя зы ва ет ся с сор бен том, ис по ль зу е -
мым при ана ли ти че ской ОФ-ВЭЖХ. Сто ит от ме -
тить, что про фи ли гид ро ли за та си а ли ро ван но го
ти мо зин-бе та 4 и гид ро ли за та ис ход но го ти мо -
зин-бе та 4 по хо жи (см. рис. 9, С). Если бы мо ди фи -
ци ро ван ным ока зал ся лю бой дру гой ами но кис лот -
ный оста ток в мо ле ку ле пеп ти да, то на блю да лись
бы зна чи те ль ные раз ли чия в хро ма тог ра фи че ских 
про фи лях про те о ли ти че ско го рас щеп ле ния ис ход -
но го ти мо зин-бе та 4 и си а ли ро ван но го про дук та.
Ис по ль зуя по лу чен ные дан ные, мы мо жем с вы со -
кой до лей ве ро ят но сти утвер ж дать, что мо ди фи ка -
ции под вер г ся N-кон це вой се рин ти мо зин-бе та 4.

ПЭ Ги ли ро ван ный ти мо зин-бе та 4. Хро ма -
тог ра фи че ский ана лиз гид ро ли за та ПЭ Ги ли ро ван -
но го ти мо зин-бе та 4 в со во куп но сти с масс-спек -
тро мет ри че ским ана ли зом по лу чен ных фрак ций
по ка зал, что мо ди фи ка ции под вер г ся N-кон це вой
тет ра пеп тид SDKP (см. рис. 9, D). Од на ко иден ти -
фи ци ро вать тет ра пеп тид было не воз мож но из-за
того, что ПЭ Ги ли ро ван ный фраг мент утра тил точ -
но фик си ру е мую мас су. Не об хо ди мо от ме тить,
что в тет ра пеп ти де SDKP кро ме ами ног руп пы
N-кон це во го остат ка се ри на со дер жит ся ами ног -
руп па остат ка ли зи на, ко то рая так же мог ла ока за -
ть ся мо ди фи ци ро ван ной. Для до ка за те ль ст ва кор -

рек т но го ПЭ Ги ли ро ва ния ти мо зин-бе та 4 мо ди фи -
ци ро ван ный тет ра пеп тид об ра бо та ли ан ги он тен -
зин-кон вер ти ру ю щим фер мен том. Этот фер мент
яв ля ет ся ди пеп ти дил-кар бок си пеп ти да зой и спо -
со бен рас щеп лять тет ра пеп тид SDKP на два ди -
пеп ти да [34]. Ан ги о тен зин-кон вер ти ру ю щий фер -
мент до бав ля ли в смесь по сле про те о ли ти че ско го
рас щеп ле ния ПЭ Ги ли ро ван но го ти мо зин-бе та 4
Asp-N-про те и на зой. В ре зу ль та те та ко го про те о ли -
за мо ди фи ци ро ван ный тет ра пеп тид SDKP рас щеп -
лял ся на мо ди фи ци ро ван ный ди пеп тид SD и ди -
пеп тид KP, ко то рый был об на ру жен в про те о ли ти -
че ском гид ро ли за те ме то дом масс-спек тро мет рии 
(рис. 11).

Та ким об ра зом, дан ные масс-спек тро мет ри -
че ско го ана ли за гид ро ли за та тет ра пеп ти да по ка за -
ли, что мо ди фи ка ции под вер г ся ди пеп тид SD, ко -
то рый со дер жит един ст вен ную сво бод ную ами -
ног руп пу, по ко то рой мог ло про и зой ти ПЭ Ги ли ро -
ва ние — аль фа-ами ног руп пу N-кон це во го се ри на.

Опре де ле ние ста би ль но сти по лу чен ных 
ана ло гов ти мо зин-бе та 4

Ста би ль ность по лу чен ных ана ло гов ти мо -
зин-бе та 4 и са мо го ти мо зин-бе та 4 опре де ля ли в
сре де сы во рот ки кро ви кро ли ка. Ли о фи ли зо ван -
ные об раз цы рас тво ря ли в фи зио ло ги че ском рас -
тво ре и вво ди ли в 50 мкл сы во рот ки кро ви. Смесь
ин ку би ро ва ли при 37є в те че ние 12 ч; про бы от би -
ра ли с ин тер ва лом в 1 ч. Для каж до го пеп ти да эк с -
пе ри мент по вто ря ли 10 раз. Ис сле до ва ние ки не ти -
ки де гра да ции ти мо зин-бе та 4 и его ана ло гов по ка -
за ло, что вре мя, за ко то рое со дер жа ние пеп ти да
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Рис. 10. Мас с - с пектр фрак ции 7 (см. рис. 9, В) из сме си про дук тов про те о ли за мо но гек са но ил ти мо зин - бе та 4

Fig. 10. Mass spectrum of fraction 7 (see Fig. 9, B) from mixture of proteolysis products of monohexanoyl thymosin beta 4



уме нь ши лось вдвое, для ти мо зин-бе та 4 со от вет ст -
ву ет 2 ч, для мо но гек са но ил ти мо зин-бе та 4 — 8 ч,
для мо но си а ли ро ван но го ти мо зин-бе та 4 — 6 ч и
для мо но ПЭ Ги ли ро ван но го ти мо зин-бе та 4 — 10 ч. 
Та ким об ра зом, все ана ло ги ти мо зин-бе та 4 по ка за -
ли про лон ги ро ван ное время жиз ни в сы во рот ке кро -
ви кро ли ка по срав не нию с ис ход ным пре па ра том.

Итак, в на сто я щей ра бо те были по лу че ны
мо но конъ ю га ты ПЭГ, по ли си а ло вой и кап ро но -
вой кис лот с ти мо зин-бе та 4. Был раз ра бо тан эф -
фек тив ный ме тод ре ги о се лек тив ной мо ди фи ка -
ции пеп ти да про пи о на ль де гид ным про из вод ным
ПЭГ, бу ти ра ль де гид ным про из вод ным по ли си а ло -
вой кис ло ты и ан гид ри дом гек са но вой кис ло ты.
Было по ка за но, что по лу чен ные ана ло ги яв ля ют ся 
про из вод ны ми ти мо зин-бе та 4, мо ди фи ци ро ван -
но го по N-кон це вой аль фа-ами ног руп пе пеп ти да.
Ис сле до ва ние ста би ль но сти по лу чен ных ана ло -
гов по ка за ло, что вне сен ные мо ди фи ка ции зна чи -
те ль но уве ли чи ли время жиз ни пеп ти да. Сле ду ю -
щей ста дией ис сле до ва ний пред по ло жи те ль но бу -
дет про вер ка био ло ги че ской ак тив но сти по лу чен -
ных ана ло гов на мы ши ных тест-мо де лях.

Ан ги о тен зин-кон вер ти ру ю щий фер мент лю -
без но пре до ста вил О.А. Кость, со труд ник ка фед -
ры хи ми че ской эн зи мо ло гии МГУ име ни М. В. Ло -
мо но со ва.

An gi o ten sin was kin d ly pro vi ded by Dr. O.A.
Kost’, a Dept. Che mi cal En zy mo lo gy, Mos cow Sta te
Uni ver si ty staff.

По лу че но 23.03.16
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De ve lop ment of  Met hods for  Ob ta i ning 
Thy mo sin Beta  4 Ana  logs as Con ju ga tes Re -
sis tan t  to  De gra  da t i  on  in Blo od s t re  am

A met hod for the pro duc ti on of mo no co ju ga tes of re com -
bi nant hu man thy mo sin 4 (Т4) with cap ro nic acid, po ly si a lic
acid (PSA) and po ly et hy le ne gly col (PEG) has been de ve lo ped.
The acy la ti on re ac ti on was car ri ed out using he xa no ic an hyd ri de;
sy a li la ti on, by bu ty ral de hy de de ri va ti ve of po ly si a lic acid (14
kDa) and PE Gy la ti on, by a PEG pro pi o nal de hy de de ri va ti ve (10

kDa). As a re sult of mul ti fac to ri al ex pe ri ments, the com po nents
of the re ac ti on mix tu res were iden ti fi ed, and con di ti ons of tho se
re ac ti ons were op ti mi zed. For each ana log, we de ve lo ped a sin g -
le-sta ge RP HPLC pu ri fi ca ti on pro ce du re that enab led to at ta in
the pu ri ty of no less than 98%. The pep ti de map ping re sults bac -
ked up by chro ma tog rap hy-mass spec t ro met ry and elec t rop ho re -
sis de mon s t ra ted that the pro du ced Т4 ana logs are mo no con ju -
ga tes in which the ini ti al pep ti de is mo di fi ed at the N-ter mi nal se -
ri ne re si due. The pro du ced ana logs fe a tu re a hig her re sis tan ce to
de gra da ti on in the blo od plas ma as com pa red to non-mo di fi ed
Т4, and they can be re gar ded as pro mi sing can di da tes for fur t her 
bi o lo gi cal tes ting.

Key words: che mi cal mo di fi ca ti on of pro te ins, he xa no ic
an hyd ri de, po ly et hy le ne gly col, po ly si a lic acid, thy mo sin beta 4.

Bi o tek h no lo giya (Bi o tec h no lo gy), 2016, V. 32. P. 57—71.
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