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На примере пептида HLDF�6�амид разработан новый метод фармакокинетики пептидных препаратов в
тканях лабораторных животных, позволяющий практически полностью избежать их протеолитической
деградации в ходе анализа. Гексапептид TGENHR – фрагмент 41–46 фактора дифференцировки лейкоци�
тов (HLDF), обладает широким спектром ноотропной и нейропротективной активности и на основе его
амида TGENHR�NH2 разрабатываются препараты для профилактики и лечения цереброваскулярных и
нейродегенеративных заболеваний. Фармакокинетика и молекулярный механизм действия пептида
TGENHR�NH2 исследованы с использованием меченных тритием и дейтерием производных этого пепти�
да. Меченые пептиды были получены с использованием реакции высокотемпературного твердофазного
каталитического изотопного обмена (ВТКИО). Меченный тритием пептид [3H]TGENHR�NH2 получен с
молярной радиоактивностью 230 Ки/ммоль и меченный дейтерием пептид [2H]TGENHR�NH2 – со сред�
ним включением дейтерия равным 10.5 атомов на молекулу пептида и равномерным ее распределением
метки по молекуле пептида, доказанным методом ЯМР. Равномерность распределения метки в молекуле
меченого пептида открывает возможность его использования для определения в тканях организма как его
самого, так и всех его возможных фрагментов биодеградации. С использованием меченного тритием про�
изводного проведен количественный анализ основных метаболитов пептида TGENHR�NH2, образую�
щихся при его протеолетическом расщеплении в плазме крови, а также исследована фармакокинетика
пептида TGENHR�NH2 при внутривенном и интраназальном введениях мышам, крысам и кроликам. На
основе полученных фармакокинетических профилей TGENHR�NH2 в крови были рассчитаны значения
основных фармакокинетических параметров, проверена гипотеза линейности и изучен метаболизм дан�
ного пептида. Показано, что пептид TGENHR�NH2 обладает чрезвычайно высокой биодоступностью при
интраназальном введении (34% для крыс) Пептид быстро выводится из крови, что связано с его активной
протеолитической деградацией в тканях организма. Показано, что исследованный пептид TGENHR�NH2
обладает высокой устойчивостью к протеолетическому гидролизу при инкубации с плазмой крови. Про�
веден количественный анализ образующихся при этом основных метаболитов.

Ключевые слова: HLDFK6 пептид, фармакокинетика, метаболизм, пептиды, меченные тритием и дейK
терием, 1НK ЯМР, массKспектрометрия.
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нейропротекторных препаратов для лечения це�
ребро�васкулярных и нейродегенеративных забо�
леваний относится к числу важнейших медико�со�
циальных проблем современности. Особенно пер�
спективны для этих целей препараты пептидной
природы, характеризующиеся высокой эффектив�
ностью и чрезвычайно низкой токсичностью. Пеп�
тиды после введения в организм в течение несколь�
ких минут подвергаются биодеградации с образова�
нием пептидных фрагментов, обладающих своим
спектром физиологической активности. В силу это�
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го, задача количественного анализа введенных пеп�
тидов и всех образующихся из них пептидных фраг�
ментов представляет значительную эксперимен�
тальную сложность и остается во многом не
решенной. Одним из походов к ее решению являет�
ся использование в анализе пептидов, содержащих
изотопную метку во всех аминокислотных остатках
[1, 2]. Такие равномерно меченные тритием пепти�
ды были с успехом использованы для радиорецеп�
торного анализа, а также для in vivoK и in vitroKис�
следований метаболизма пептидов. Для получе�
ния таких пептидов и белков использовалась
реакция высокотемпературного твердофазного
каталитического изотопного обмена (ВТКИО),
происходящая без растворителей при повышенной
температуре под действием спилловер�водорода
(СВ) [3, 4]. Применение реакции ВТКИО позволяет
достигнуть высокой степени замещения водорода
на тритий. С помощью этой реакции был получен
целый ряд меченных тритием физиологически ак�
тивных соединений, со степенью замещения водо�
рода на тритий составляющей 70–90%, что невоз�
можно достичь никакими другими методами [5].
Теоретический и экспериментальный анализ кине�
тического изотопного эффекта реакции ВТКИО
показал, что его величина составляет всего 1.1–1.3
[2]. Для сравнения можно отметить, что для реак�
ций замещения водорода происходящих в раство�
рах, кинетический изотопный эффект находится в
интервале от 3 до 30. Исключительно малые значе�
ния кинетического изотопного эффекта приводят к
тому, что тритий и дейтерий замещают водород ор�
ганического соединения с близкими скоростями и
то, что в результате реакций ВТКИО с дейтерием
или тритием, проведенных в одинаковых условиях,
распределение изотопной метки в пептидах, оказы�
вается одинаковым [2].

Ранее из клеток HL�60 промиелоцитарного лей�
коза человека был выделен новый фактор диффе�
ренцировки лейкоцитов (HLDF), в составе которо�
го был идентифицирован шестичленный фрагмент
HLDF�6 (41TGENHR46), полностью воспроизводя�
щий дифференцирующую активность полнораз�
мерного фактора [6, 7]. Получены прямые свиде�
тельства нейропротекторного эффекта HLDF�6�
пептида в экспериментах на первичной культуре
нейрональных клеток гиппокампа, мозжечка, а так�
же иммунокомпетентных клеток крови [8]. На экс�
периментальных моделях клинической патологии –
болезни Альцгеймера, наркозависимости, ише�
мического инсульта – показано, что пептид в до�
зах 1–50 мкг/кг снимает выраженный когнитив�
ный дефицит и способствует восстановлению на�
рушенной памяти [9]. Ранее было показано, что
превращение С�концевой карбоксильной группы в
амидную в пептиде HLDF�6 повышает его стабиль�
ность в плазме крови крысы [10]. Сравнение кис�
лотной и амидной формы пептида HLDF�6 было
выполнено также на моделях болезни Альцгеймера

и ишeмического инсульта. Было показано, что пеп�
тид HLDF�6�амид обладает большей активностью и
более перспективен для создания лечебного сред�
ства [11]. Поэтому, нами в рамках исследования по
созданию нового фармацевтического препарата с
высокой ноотропной и нейропротекторной актив�
ностью была выбрана именно амидная форма пеп�
тида HLDF�6 и проведено исследование его фарма�
кокинетики. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез изотопнозамещенных производных пеп&
тида – TGENHR&NH2 для фармакокинетических
исследований. Замещение водорода на изотопные
атомы в реакции ВТКИО происходит на новых
кислотных центрах, образующихся под действием
спилловер�водорода в твердой фазе, по электро�
фильному одноцентровому синхронному механиз�
му. В переходном состоянии этой реакции возника�
ет пятикоординированный углеродный атом, при
котором образуется трехцентровая связь между уг�
леродом и обменивающимися водородными ато�
мами [12]. Этот механизм реакции ВТКИО осу�
ществляется с сохранением конфигурации асим�
метрического углеродного атома, позволяет
избежать рацемизации при замещении водород�
ных атомов на изотопные. В отличие от этой твер�
дофазной реакции, изотопный обмен водорода в
растворах сопровождается обращением конфигу�
рации и рацемизацией.

Реакция ВТКИО позволяет получить равно�
мерно меченные изотопами водорода пептиды
[1]. Использование таких меченных физиологи�
чески активных пептидов открывает новые воз�
можности для получения корректных результатов
при анализе их фармакокинетики. Для решения
задач, связанных с исследованием фармакокине�
тики пептида HLDF�6�амид и молекулярных ме�
ханизмов его действия, с помощью реакции
ВТКИО были получены его высоко меченные изо�
топами водорода производные: равномерно мечен�
ный дейтерием пептид [2H]TGENHR�NH2, со сред�
ним включением дейтерия равным 10.5 атомов на
молекулу пептида (рис. 1), и меченный тритием
пептид [3H]TGENHR�NH2 с молярной радиоак�
тивностью 230 Ки/ммоль. Следует отметить, что
данные по радиоактивности пептидных фрагмен�
тов, образующихся из этого равномерно меченно�
го тритием пептида [3H]TGENHR�NH2, не позво�
ляют непосредственно рассчитать концентрации
продуктов его ферментативных реакций, т.к. при
равномерном распределении метки по всей моле�
куле молярная радиоактивность его фрагментов
имеет разное значение. 

Для расчета молярной радиоактивности фраг�
ментов, образующихся из меченного тритием
пептида [3H]TGENHR�NH2 были использованы



646

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 41  № 6  2015

ЗОЛОТАРЕВ и др.

данные о распределении изотопных атомов дей�
терия по пептидной цепи пептида [2H]TGENHR�
NH2. Ранее было показано, что проведение реак�
ции ВТКИО с дейтерием и тритием в одинаковых
условиях приводит к одинаковому распределе�
нию изотопных атомов в органических соедине�
ниях. Это связано с тем, что в реакции ВТКИО
дейтерий и тритий реагируют с органическими со�
единениями с близкими скоростями и одинаковой
селективностью, а отношение скоростей этих реак�
ций приближается к единице [2]. Анализ распреде�
ления дейтерия в меченном дейтерием пептиде
[2H]TGENHR�NH2 был выполнен с использовани�
ем спектроскопии ЯМР (рис. 2, табл. 1). Данные о
распределении дейтерия в меченном дейтерием
пептиде [2H]TGENHR�NH2 были использованы
для расчета молярной радиоактивности пептидных

фрагментов, образующихся при биодеградации ме�
ченного тритием пептида [3H]TGENHR�NH2.

Фармакокинетика пептида TGENHRKNH2 
и его фрагментов в плазме крови крысы

Анализ биотрансформации пептида
[3H]TGENHR�NH2 в гепариновой плазме крови
был выполнен с помощью ВЭЖХ. Для этого ис�
пользовали последовательно соединенные УФ�де�
тектор и проточный детектор по радиоактивности.
Для идентификации пептидных фрагментов, об�
разующихся при биотрансформации пептида
[3H]TGENHR�NH2 в плазме крови крысы, в каче�
стве маркеров были синтезированы 2–5�членные
пептидные фрагменты. Образование таких пептид�
ные фрагментов возможно при последовательно
проходящем протеолетическом гидролизе с N� или

Intens.
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735730725715 720 m/z

739

H D

712

Рис. 1. Фрагменты MALDY�масс�спектров легкого пептида TGENHR�NH2 (H) и меченного дейтерием пептида
[2H]TGENHR�NH2 (D).
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C�конца пептидной цепи. С использованием ме�
ченного тритием пептида [3H]TGENHR�NH2 был
впервые проведен количественный in vitroKанализ
не только пептида TGENHR�NH2, но и образую�
щихся из него при протеолетическом гидролизе
фрагментов. 

В проведенном ранее исследовании, посвя�
щенном сравнению пептидов TGENHR�NH2 и
TGENHR по их физиологической активности и
стабильности при протеолетическом гидролизе,
было показано, что пептид TGENHR�NH2 обла�
дает значительно большей ноотропной активно�
стью и устойчивостью к гидролизу[10]. Там же, с
использованием меченных тритием производных
этих пептидов, был проведен количественный
анализ этих пептидов при протеолетическом гид�
ролизе в плазме крови крысы. Анализ же пептид�
ных фрагментов, образовавшихся при протеоле�

тическом гидролизе этих пептидов, был выпол�
нен лишь на качественном уровне, показавшим,
что основным продуктом биодеградации пептида
TGENHR�NH2 является пептид ENHR�NH2, ко�
торый в дальнейшем превращается в дипептид
HR�NH2. 

Задачей настоящего исследования явилось про�
ведение количественного анализа пептидных фраг�
ментов, образовавшихся при протеолетическом
гидролизе пептида TGENHR�NH2 методом радиох�
роватографии, используя данные о распределении
изотопной метки в этом пептиде. Пример радио�
хроматографического ВЭЖХ�анализа продуктов
биодеградации за 80 мин пептида TGENHR�NH2 с
исходной концентрацией 2.5 мкМ в плазме крови
крысы приведен на рис. 3. Отнесение хроматогра�
фических пиков на радиохроматограмме было вы�
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Рис. 2. Спектры ЯМР немеченного пептида TGENHR�NH2 (H) меченного дейтерием пептида [2H]TGENHR�NH2 (D).
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полнено с использованием УФ�детектора и маркер�
ных пептидов.

Для расчета молярной радиоактивности пептид�
ных фрагментов, образующихся при биодеградации
меченного тритием пептида [3H]TGENHR�NH2,

использовали ранее найденную зависимость о том,
что дейтерий и тритий в реакции ВТКИО взаимо�
действуют с органическими соединениями с близ�
кими скоростями и одинаковой селективностью
[2]. C учетом данных по распределению дейтерие�
вой изотопной метки в пептиде [2H]TGENHR�
NH2 было рассчитано включение дейтерия в пеп�
тидные фрагменты ENHR�NH2 и HR�NH2 Сред�
нее количество атомов дейтерия в пептидах
[2H]TGENHR�NH2, [

2H]ENHR�NH2 и [2H]HR�NH2

составило 10.5, 7.2 и 4.2 на молекулу, соответствен�
но (табл. 1). После чего, принимая одинаковым
распределение дейтерия и трития в этих пептидах
и используя данные по молярной радиоактивно�
сти меченного тритием пептида [3H]TGENHR�
NH2, были рассчитаны величины молярной ра�
диоактивности образующихся пептидных фраг�
ментов [3H]ENHR�NH2 и [3H]HR�NH2. Для фраг�
ментов пептида [3H]TGENHR�NH2 с молярной
радиоактивностью 230 Ки/ммоль, была рассчита�
на величина молярной радиоактивности фрагмен�
тов, которая для пептидов [3H]ENHR�NH2 и
[3H]HR�NH2 составляла 158 и 92 Ки/ммоль, соот�
ветственно. Используя эти значения молярной
радиоактивности и численные значения радиоак�
тивности ВЭЖХ�фракций, содержащих эти пеп�
тиды, был проведен количественный анализ со�
става пептидов, образовавшихся при биодеграда�
ции [3H]TGENHR�NH2 в плазме крови.

В результате проведенного анализа было найде�
но, что исследуемый пептид обладает высокой
устойчивостью к гидролизу в плазме крови (рис. 4).

Таблица 1. Степень замещения водорода на дейтерий в
пептиде [2H]TGENHR�NH2

Остаток С–Н�связь D�замещение, %

Thr

CαH 44

CβH 42

CγH3 34

Gly CαH2 72

Glu

CαH 28

CβH2 12

CγH2 27

Asn
CαH 62

CβH2 66

His

CαH 39

CβH2 49

CδH 76

CεH 81

Arg

CαH 22

CβH2 14

CγH2 16

CδH2 21

18161484 62 1210 20 22 24 26 28 30 32 34 36 минRad

27.5 мВ

1

2

3

4

5

6

Рис. 3. Биодеградация пептида TGENHR�NH2 в плазме крови крысы за 80 мин. Радиохроматография в градиенте ме�
танола (0–30%) 0.08% TFA и 0.02% HFBA на колонке Kromasil C18, 8 × 150 мм: Пик 4 – пептид HR�NH2, 5 – ENHR�
NH2. 6 – TGENHR�NH2. 
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Период его полудеградации равен 8 мин, что со�
ставляет значительную величину для пептидов, по�
строенных только из природных аминокислот. Ис�
пользование данных по молярной радиоактивности
фрагментов позволило уточнить определенную ра�
нее величину периода полудеградации пептида
TGENHR�NH2 в плазме крови, составившую
20 мин [10]. Можно отметить, что ранее опреде�
ленный период полудеградации под действием
пептидаз плазмы крови, как пептида TGENHR, не
имеющего защиты на концах пептидной цепи, так и
коротких пептидов Семакс (MEHFPGP), Селанк
(TKPRPGP), находится в пределах 2–3 мин [3, 10].
В результате проведенного исследования по пре�
вращению пептида TGENHR�NH2 в плазме крови,
впервые определены тетрапептид ENHR�NH2 и ди�
пептид HR�NH2 как основные продукты его фер�
ментативного гидролиза. Проведенный ранее
анализ ноотропной активности этих пептидов
показал, что пептид HR�NH2 является активным
метаболитом, обладающим высокой ноотропной
активностью [10]. Полученные в настоящем ис�
следовании данные по количественному содер�
жанию пептида HR�NH2 вносят свой вклад в по�
нимание механизма ноотропной активности пеп�
тида TGENHR�NH2.

Фармакокинетика пептида TGENHRKNH2 
и его фрагментов в организме 

экспериментальных животных

Наиболее сложным моментом при исследова�
нии содержания пептидных фармакологических
препаратов в тканях организма, является их быст�
рая биодеградация пептидазами. Период, в течение
которого пептид наполовину деградирует под дей�
ствием пептидаз, составляет, как правило, всего не�
сколько минут. Традиционный подход в приготов�
лении образцов, заключающийся в измельчении
тканей, проведении экстракции и разделении фаз
центрифугированием, не позволяет избежать
биодеградации исследуемых пептидов, в силу того
что в течение всего этого длительного процесса в
значительной мере сохраняется воздействие пепти�
дазной активности тканей на исследуемый пептид.
Следствием этого, является то, что результаты та�
кого анализа не могут адекватно отражать коли�
чественное содержание пептидов в тканях. 

Попытки решения проблемы пептидазной ак�
тивности, затрудняющей определение количе�
ственного содержания пептидов в тканях организ�
ма, предпринимались разными авторами неодно�
кратно. В качестве удачного примера решения этой
проблемы можно привести метод, описанный в ра�
боте [13]. В этой работе для анализа пептидома го�
ловного мозга мыши была использована разрабо�
танная для этой цели СВЧ�установка. Помещен�
ную в нее декапитированную голову мыши
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Рис. 4. Кинетика биодеградации пептида 2.5 мкМ TGENHR�NH2 в плазме крови крысы.
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нагревали с помощью этой СВЧ�установки в те�
чение нескольких секунд до температуры близкой
к кипению, что приводило к инактивации фер�
ментов тканей. Использование этой методики
позволило избежать действия пептидаз и полу�
чить достоверные результаты по содержанию
пептидов в тканях головного мозга мыши. Не�
смотря на достигнутый несомненный успех пред�
ложенной методики, ее невозможно практически
применить как универсальную.

В нашем исследовании, посвященному опре�
делению пептида TGENHR�NH2 в тканях экспе�
риментальных животных, нами предложена аль�
тернативная методика, позволяющая избежать
влияния протеолиза пептида в ходе анализа на его
результаты. Можно отметить некоторые суще�
ственные моменты этой методики. После введе�
ния экспериментальным животным пептидного
препарата [3H]TGENHR�NH2, животных через
требуемый интервал времени подвергали декапи�
тированию, необходимые органы изымали и
быстро замораживали жидким азотом. Получен�
ные образцы лиофильно высушивали при низкой
температуре до постоянного веса, после чего про�
гревали при 65°C для удаления пептидазной ак�
тивности ферментов тканей и подвергали измель�
чению с последующей экстракцией органически�

ми растворителями. В водно�ацетонитрильный
раствор, использованный для экстракции, добав�
ляли по 10 мкг пептидов TGENHR�NH2, ENHR�
NH2 и HR�NH2, предназначенных для идентифи�
кации фракций при хроматографии. Полученные в
результате экстракции растворы упаривали досуха
при пониженном давлении, подвергали повторной
экстракции метанолом и упариванию. Полученные
образцы исследовали с помощью ВЭЖХ. Радиоак�
тивность фракций, соответствующих пептидам
TGENHR�NH2, ENHR�NH2 и HR�NH2, определяли
с помощью жидкостного сцинтилляционного счета. 

Для количественной оценки достоверности
результатов, полученных с помощью предложен�
ной методики, в образец крови крысы в количе�
стве 400 мг ввели 25 мкКи пептида [3H]TGENHR�
NH2. Образец обработали по описанному выше
методу. В результате проведенного ВЭЖХ�анали�
за было найдено, что во фракции, соответствую�
щей пептиду TGENHR�NH2, содержалось 94%
исходной радиоактивности, а во фракции пепти�
да ENHR�NH2 найдено 3% радиоактивности. Та�
ким образом, было показано, что использованная
методика в высокой степени обеспечивает извле�
чение исследуемого пептида из ткани и не приво�
дит к его дополнительной биодеградации.

Исследование характеристики фармакокине�
тического профиля пептида HLDF�6�амид в кро�
ви при внутривенном введении было выполнено на
самцах кроликов породы Шиншилла. Для анализа
фармакокинетики этого пептида, самцам кролика
ввели по 2000 мкКи меченного тритием пептида
[3H]TGENHR�NH2 в дозе 400 мкг. ВЭЖХ� фрак�
ции, соответствующие пептиду TGENHR�NH2, а
также его фрагментам ENHR�NH2 и HR�NH2 соби�
рали и анализировали с помощью жидкостного
сцинтилляционного счета. По результатам этого
анализа определяли радиоактивную концентрацию
пептида TGENHR�NH2 и его фрагментов, образую�
щихся под действием пептидаз в крови животного,
и рассчитывали объемную концентрацию пептида
TGENHR�NH2 в крови. Данные фармакокинетики
пептида HLDF�6�амид приведены на рис. 5. Точ�
ками обозначены экспериментальные данные,
сплошной линией – расчетные значения, полу�
ченные в результате наилучшего приближения к
экспериментальным данным с помощью нели�
нейной регрессии. Исходя из полученных резуль�
татов, был проведен расчет фармакокинетиче�
ских параметров (табл. 2). Найдено, что время по�
лувыведения пептида TGENHR�NH2 у кроликов
при внутривенном введении составило 3.3 мин.
Пептид характеризуется быстрым выведением из
крови, которое обусловлено его быстрой деграда�
цией в тканях организма. 

Для определения биодоступности при интрана�
зальном введении пептида HLDF�6�амид провели

Таблица 2. Значения основных фармакокинетических
параметров, рассчитанные из данных по внутривенно�
му болюсному введению пептидa TGENHR�NH2 на
самцах кроликов породы Шиншилла

Ф/кинетический параметр

C0 , нг/мл 82

Кel , 1/мин 0.211

T1/2 , мин 3.3

AUC∞ , нг/мл мин 390

MRT, мин 7.3

Vss , мл/кг 2250

Cl, мл/мин кг 308

R2 0.98

Обозначения:
С0 – кажущаяся концентрация вещества в крови в началь�
ный момент времени (t – 0 мин);
Kel – константа скорости элиминации вещества;
T1/2 – время полувыведения вещества; период за который
выводится половина всосавшейся дозы лекарственного ве�
щества.
AUC∞ – площадь под кривой зависимости концентра�
ция/время;
MRT – среднее время пребывания лекарственного вещества
в организме; 
Vss – стационарный объем распределения вещества;
Cl – общий клиренс – объем плазмы, который очищается от
препарата в единицу времени;
R2 – коэффициент детерминации.
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исследование фармакокинетики пептида TGEN�
HR�NH2 на самцах крыс линии Вистар, которым
интраназально или внутривенно вводили по
400 мкК и меченого пептида [3H]TGENHR�NH2 в
дозе 250 мкг/кг. Хроматографические фракции,
соответствующие пептиду TGENHR�NH2 и его
фрагментам ENHR�NH2 и HR�NH2 , собирали и
анализировали с помощью жидкостного сцинтил�
ляционного счета. По результатам этого анализа
определяли радиоактивную концентрацию пептида
TGENHR�NH2 и его фрагментов в крови животно�
го. Данные о концентрации пептидного препарата в
крови крыс приведены на рис. 6 и 7. Исходя из дан�
ных по изменению концентрации пептида опреде�
лили основные фармакокинетические параметры,
рассчитанные из данных по интраназальному и
внутривенному введению пептидa HLDF�6�амид
крысам (табл. 3).

Из величины AUC∞, полученной для интрана�
зального и внутривенного введений пептидa
TGENHR�NH2 крысам линии Вистар, была рас�
считана величина абсолютной биодоступности
препарата [14], составляющая 34%. В этом экспе�
рименте было показано, что исследуемый пептид
обладает чрезвычайно высокой биодоступностью
при интраназальном введении, что по�видимому,
находит свое отражение в том, что при таком спо�
собе введения он проявляет наибольшую физио�
логическую активность как нейропротекторное
средство. Найдено, что время полувыведения
пептида TGENHR�NH2 у крыс при внутривенном

введении составило 2.1 мин. На самцах крыс ли�
нии Вистар было показано, что при интраназаль�
ном способе введения пептид TGENHR�NH2 ха�
рактеризуется как быстрым попаданием в кровь,
так и быстрым из нее выведением, которое обу�
словлено его быстрой деградацией в тканях орга�
низма.

В комплексном исследовании когнитивных
патологий широко используются линейные мы�
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Рис. 5. Изменение концентрации TGENHR�NH2 в крови кролика после его внутривенного болюсного введения в дозе
120 мкг/кг. Данные представлены в прямых (а) и полулогарифмических координатах (б).

Таблица 3. Значения основных фармакокинетических
параметров, рассчитанные из данных по интраназаль�
ному и внутривенному введению пептидa TGENHR�
NH2 крысам линии Вистар

Фармакокинетиче�
ский параметр

Введение пептидa 

внутривенно интраназально

Доза, мкг/кг 250 250

C0, нг/мл 60.4 43.5

Kel, 1/мин 0.158 0.333

T1/2 , мин 4.4 2.1

AUC∞, нг/мл мин 383 131

MRT, мин 6.3 3.0

Vss , мл/кг 4170 5700

Cl (мл/мин кг) 656 1890

R2 0.98 0.99

Обозначения см. в примечании к табл. 2.

2*
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ши Balb/c, обладающие когнитивным дефици�
том. Для описания фармакокинетики пептида
HLDF�6�амид при интраназальном способе вве�
дения провели исследование на мышах этой ли�
нии (табл. 4). Из приведенных данных по распре�
делению пептида между кровью и перифериче�
скими тканями можно видеть, что наибольшая
концентрация пептида наблюдается в тканях

сердца. Несколько меньшее сродство пептид
имеет к тканям почек и сальникам. Можно отме�
тить, что в тканях сальников через 15 мин после
введения наблюдается самая высокая концентра�
ция пептида, возможно, это связано меньшей
скоростью протеолетической деградации пептида
за счет меньшего содержания пептидаз в жировой
ткани. Препарат пептида HLDF�6�амид после
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введения не аккумулируется в тканях в течение
более продолжительного времени измерения, что
является характерным свойством пептидных пре�
паратов. Так уже через 1 ч после интраназального
введения мышам по 25 мкКи меченого пептида
TGENHR�NH2 в дозе 300 мкг/кг его не удается
достоверно обнаружить в крови и исследуемых
тканях. Было также показано, что многократное
интраназальное введение препарата в дозах 300 и
1600 мкг/кг в течение 30 дней не приводит к изме�
нению его закономерной кумуляции и не вызыва�
ет изменения фармакокинетики меченного три�
тием пептида TGENHR�NH2 относительно одно�
кратного введения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Экспериментальные животные

Для исследований использовали 10 здоровых
половозрелых крыс�самцов линии Вистар воз�
растом 180–200 дней, весом 280–300 г; 150 самцов
мышей линии Balb/c возрастом 6–7 недель, весом
20 ± 1 г; и 5 самцов кроликов породы Шиншилла
возрастом 12 недель, весом 3000 ± 300 г. Содержа�
ние животных соответствовало действующим са�
нитарным правилам по обустройству, оборудова�
нию и содержанию экспериментально�биологи�
ческих клиник. Стандартная лабораторная диета
соответствовала действующим нормам. Живот�
ные содержались по 4 в клетке в условиях свобод�
ного доступа к воде и корму при температуре 21°C
и постоянном световом дне 14 ч (включение света
в 8 часов утра). Факторы внешней среды (темпера�
тура, влажность, освещенность, состав подстила)
соответствовали требованиям по содержанию лабо�
раторных животных. Исследование выполнялось
согласно Правилам лабораторной практики в Рос�
сийской Федерации, а также рекомендациям, изло�
женным в”Руководстве по проведению доклини�
ческих исследований лекарственных средств” [14],
и в соответствии с международными требования�
ми по правилам GLP FDA и GLP OECD на лабора�
торных животных (экспериментальных биомоде�

лях) SPF�статуса (свободные от патогенной фло�
ры). Лабораторные животные SPF�статуса
производились в Питомнике лабораторных жи�
вотных ФИБХ РАН, который имеет международ�
ную аккредитацию AAALAC. Система управления
качества производства лабораторных животных в
Питомнике сертифицирована на соответствие меж�
дународным требованиям ИСО 9001:2008. Все про�
цедуры в исследовании выполнялись согласно
утвержденным протоколам. Конкретные процеду�
ры протокола с использованием животных до их
начала рассматривались и утверждались Комис�
сией по гуманному обращению с животными. 

Пептиды TGENHR�NH2, ENHR�NH2 и HR�NH2

синтезировали твердофазным методом с исполь�
зованием Boc/Bzl�методологии и схемы неполно�
го блокирования боковых функций аминокислот.
В синтезе пептида TGENHR�NH2 использовали
серную кислоту в диоксане для удаления N�Boc�
защитной группы, производное треонина с неза�
щищенной боковой цепью и сополимер стирола с
1%�дивинилбензола, модифицированный п�
метилбензгидриламинной якорной группой
(MBHA�resin) [15], к которому первоначально при�
соединяли производное аргинина Boc�Arg(Tos)�
OH. После завершения синтеза, пептиды отщепля�
ли от полимерной подложки безводным HF с до�
бавкой 10% о объему м�крезола. Пептиды очищали
с помощью препаративной ВЭЖХ на колонке Phe�
nomenex Synergy Hydro�RP RP (50 x 250мм). Иден�
тичность полученных препаратов оценивали масс�
спектрометрически, а также с помощью аминокис�
лотного анализа. (Статья с подробным синтезом го�
товится к публикации.)

Получение производных пептида HLDFK6Kамид, 
меченных тритием и дейтерием

Меченные тритием и дейтерием пептиды
[3H]TGENHR�NH2 и [2H]TGENHR�NH2 были
получены реакцией ВТКИО с газообразными
тритием или дейтерием в одинаковых условиях.
Твердофазный изотопный обмен водорода в пеп�

Таблица 4. Концентрация пептидa TGENHR�NH2 в тканях (нг/мл) при интраназальном введении препарата мы�
шам линии Balb/c в дозе 300 мкг/кг через 2–15 мин после введения

Органы
Время, мин

2 4 6 10 15

Кровь 13 ± 3.2 8.5 ± 1.4 5.1 ± 0.8 1.8 ± 0.3 1.3 ± 0.2

Мозг 2.1 ± 0.6 4.3 ± 1.4 3.3 ± 1.1 1.9 ± 0.6 0.9 ± 0.4

Почки 2.7 ± 0.7 4.5 ± 1.5 3.0 ± 1.1 1.3 ± 0.5 0.7 ± 0.3

Печень 1.3 ± 0.3 2.4 ± 0.6 1.5 ± 0.4 0.7 ± 0.3 0.4 ± 0.2

Сердце 11 ± 3.4 14 ± 4.5 17.2 ± 6.7 12.7 ± 4.4 7.4 ± 3.1

Сальник 3.2 ± 1.1 4.1 ± 2.3 6.4 ± 3.4 5.3 ± 3.2 4.2 ± 2.6
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тиде TGENHR�NH2 на тритий или дейтерий про�
водили в твердой смеси, образованной нанесен�
ным на окись алюминия пептидом и высокодис�
персным гетерогенным катализатором Pd/BaSO4, в
присутствии газообразного изотопа водорода в оди�
наковых условиях. Для этого пептид TGENHR�NH2

в количестве 1.0 мг предварительно растворяли в
0.5 мл воды и смешивали с 20 мг окиси алюминия.
Смесь замораживали, воду удаляли лиофильной
сушкой. Полученную твердую смесь смешивали с
катализатором 10 мг 5% Pd/BaSO4 (Fluka). В ам�
пулу объемом 10 мл помещали полученную твер�
дую смесь, вакуумировали, заполняли газообраз�
ным тритием или дейтерием до давления 30 кПа и
выдерживали при 180°C в течение 10 мин. Ампулу
охлаждали, вакуумировали, продували водоро�
дом. Пептид десорбировали 50% водным этано�
лом. Для удаления лабильного трития или дейте�
рия меченый пептид еще дважды растворяли в
50% водном этаноле и упаривали досуха. Очистку
пептидов проводили с помощью ВЭЖХ на колон�
ке Кромасил 8 × 150 в градиенте концентрации
водного раствора ацетонитрила, в присутствии
0.1% гептафтормасляной кислоты (HFBA). Пеп�
тиды упаривали и растворяли в этаноле. Реакцией
с газообразным тритием был получен меченный
тритием пептид [3H]TGENHR�NH2 с молярной
радиоактивностью 230 Ки/ммоль. Для его полу�
чения была использована уникальная цельно па�
яная установка по обмену водорода на тритий
ОВТ�1 (ИМГ РАН). 

Реакцией ВТКИО между исходным пептидом
и газообразным дейтерием был получен мечен�
ный дейтерием пептид [2H]TGENHR�NH2, со�
держащий в среднем 10.5 атомов дейтерия на мо�
лекулу. Замещение водорода на тритий определя�
ли по величине молярной радиоактивности
пептида [3H]TGENHR�NH2. Включение дейтерия
в меченый пептид определяли с помощью масс�
спектроскопии. Данные по распределению дейте�
рия в пептиде [2H]TGENHR�NH2 были получены
с помощью спектроскопии ЯМР и использованы
для расчета распределения трития в пептиде
[3H]TGENHR�NH2. 

Спектроскопия ЯМР. Положение изотопной
метки и степень замещения водорода С–Н связей
на дейтерий в пептиде [2H]TGENHR�NH2 были
определены с помощью сравнения интенсивно�
сти пиков в одно� и двумерных 1H�ЯМР�спек�
трах (1H/1H�TOCSY с временем задержки 60 мс).
1H�ЯМР�спектры были получены с использовани�
ем ЯМР�спектрометра Varian NMR System 700 MГц.

MALDIKмасс�спектры меченного дейтерием
пептида [2H]TGENHR�NH2 получали на приборе
Ultraflex Tof/Tof (Bruker, Germany), укомплекто�
ванном азотным лазером (337 нм). В качестве
матрицы использовали 2,5�дигидроксибензой�

ную кислоту. Образец смешивали с раствором
матрицы (20 мг/мл в 30% растворе ацетонитрила
в 0.1% ТFA) в соотношении 1 : 1. Спектры снима�
ли в диапазоне 400–6000 Да

Введение животным пептидов и отбор крови

В экспериментах на кроликах введение пепти�
да и отбор крови осуществляли через большие
ушные вены. Кроликов фиксировали в ящике с
отверстием для головы. В правое ухо, через боль�
шую ушную вену, инсулиновым шприцом вводили
0.8 мл раствора гепарина (5000 МЕ/мл; ФГУП
”Московский эндокринный завод”) и через 5 мин в
большую ушную вену левого уха устанавливали
внутривенный катетер Flexicath G22, через который
в дальнейшем осуществляли отбор крови. Пептид
[3H]TGENHR�NH2 (2 мКи, в дозе 120 мкг/кг) вво�
дили инсулиновым шприцом в правую ушную вену
и через фиксированные промежутки времени (2, 4,
6, 10, 15, 20 и 30 мин) через катетер отбирали при�
мерно по 1 мл венозной крови. Кровь собирали во
взвешенные пластиковые пробирки и заморажива�
ли жидким азотом.

В экспериментах на крысах введение пептида
(внутривенный способ введения) и отбор крови
осуществляли через яремные вены. Крыс анестези�
ровали хлоралгидратом (300 мг/кг), и через 5–
10 мин с вентральной стороны в области, прилегаю�
щей к грудным конечностям и шее, удаляли шерсть
и делали два продольных разреза кожи (справа и
слева) длиной ок. 3 см, и препарировали яремные
вены. В левую яремную вену устанавливали внутри�
венный катетер Flexicath G24 и вводили через него
80 мкл гепарина. Затем в правую яремную вену
устанавливали катетер Flexicath G22 для отбора
крови. Раствор радиоактивно меченного пептида
(400 мкКи, 46 мкг) в объеме 200 мкл вводили в ле�
вую яремную вену в течение 10–15 С и по истече�
нии определенного времени (2, 4, 6, 10, 15, 20 и
30 мин) из правой яремной вены отбирали при�
мерно по 0.5 мл венозной крови. При интрана�
зальном способе введения раствор радиоактивно�
меченного пептида вводили в объеме 40 мкл (по
20 мкл в каждую ноздрю) в течение 15 с. Забор
крови осуществляли, как описано выше, с ис�
пользованием внутривенного катетера. Кровь со�
бирали во взвешенные пластиковые пробирки и
замораживали жидким азотом.

В экспериментах на мышах введение меченого
пептида [3H]TGENHR�NH2 (25 мкКи) осуществ�
ляли интраназально в дозе 300 мкг/кг. Животных
декапитировали по окончании определенного
протоколом времени, кровь и исследуемые ткани
собирали во взвешенные пластиковые пробирки
и замораживали жидким азотом.

Подготовка проб тканей и анализ фармакокине&
тики пептида [3H]TGENHR&NH2 с использованием
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радиохроматографии. При приготовлении тканей
для ВЭЖХ анализа, замороженные и взвешенные
образцы проб тканей в пластиковых пробирках
подвергались лиофильной сушке в течение 2 сут.
Лиофильно высушенные образцы тканей прогрева�
ли при 65°C в течение 30 мин, после чего измельча�
ли в этих же пластиковых пробирках горизонталь�
ными ножами, вращающимися со скоростью
5000 об/мин. Первую экстракцию этих образцов
проводили 90% водным ацетонитрилом, содержа�
щим 1% TFA. В водно�ацетонитрильный раствор,
использованный для экстракции, добавляли по
10 мкг пептидов TGENHR�NH2, ENHR�NH2 и
HR�NH2, предназначенных для идентификации
фракций при хроматографии. После центрифуги�
рования раствор, содержащий меченный тритием
пептид и компоненты крови, подвергали сушке
под уменьшенным давлением, реэкстракции ме�
танолом и повторному центрифугированию. По�
лученный при этом раствор, содержащий мечен�
ный тритием пептид, подвергали упариванию под
уменьшенным давлением, реэкстракции 0.1%
водным раствором TFA и последующему центри�
фугированию. Количественный анализ пептидов
проводили с помощью ВЭЖХ на колонке Kromasil
C18, 8 × 150 мм в градиенте метанола (0–30%), при�
сутствии 0.08% TFA и 0.02% гептафтормасляной
кислоты (HFBA) . Фракции, содержащие пептиды
TGENHR�NH2, ENHR�NH2 и HR�NH2, собирали
и в них проводили определение радиоактивности с
помощью жидкостного сцинтилляционного счета.
Фармакокинетический анализ провели для опреде�
ления пиковой концентрации вещества в плазме
(Cmax), времени достижения Cmax (Tmax), времени по�
лувыведения (T1/2) и площади под кинетической
кривой (AUC∞) с использованием программы Sig�
maPlot 11.0 (Systat Software, USA) . Все количествен�
ные данные были подвергнуты описательной стати�
стике (среднее, стандартное отклонение).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработан новый метод осуществления количе�
ственного анализа пептидов в тканях организма,
позволяющий практически полностью избежать
протеолиза исследуемых пептидов при проведении
анализа. С целью создания высокоактивных и низ�
котоксичных пептидных препаратов с нейропро�
текторной и психотропной активностью с его помо�
щью проводилось исследование инновационного
фармакологического препарата для профилактики
и лечения цереброваскулярных и нейродегенера�
тивных заболеваний на основе амидной формы
пептида 41TGENHR46, являющегося фрагментом
фактора дифференцировки лейкоцитов HLDF. Для
решения задач связанных с исследованием его фар�
макокинетики и молекулярных механизмов дей�
ствия были получены равномерно меченный трити�

ем пептид [3H]TGENHR�NH2 с молярной радиоак�
тивностью 230 Ки/ммоль и равномерно меченный
дейтерием пептид [2H]TGENHR�NH2, со средним
включением дейтерия равным 10.5 атомов. С ис�
пользованием этих меченых препаратов проведен
количественный анализ пептида TGENHR�NH2

на модельных животных, рассчитаны значения его
основных фармакокинетических параметров и
определена величина его абсолютной биодоступно�
сти. Показано, что пептид обладает чрезвычайно
высокой биодоступностью при интраназальном
введении (34% в случае крыс), что, по�видимому,
находит свое отражение в том, что при таком спосо�
бе введения он быстро попадает в кровь и проявляет
наибольшую физиологическую активность. Пептид
характеризуется быстрым выведением из крови, ко�
торое обусловлено его быстрой протеолитическим
гидролизом в тканях организма. Так, время полувы�
ведения пептида при внутривенном введении со�
ставляет 3.3 мин у кроликов и 2.1 мин у крыс при
интраназальном введении. Отмечено, что наиболь�
шая концентрация пептида наблюдается в тканях
сердца, несколько меньшее сродство пептид имеет
к тканям почек и сальникам.
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The Qualitative Analysis of the Amide Derivative of HLDF&6 Peptide
and Its Metabolites with the Use of Tritium& and Deuterium&Labeled Derivatives

Yu. A. Zolotarev*, #, A. K. Dadayan*, N. V. Kost**, M. E. Voevodina**, O. Y. Sokolov**, V. S. Kozik*, 
S. I. Shram*, V. N. Azev***, E. V. Bocharov****, А. P. Bogachouk****, 

V. M. Lipkin**** and N. F. Myasoedov*
#Phone: +7 (499) 196K02K13; fax: +7(499) 196K02K21; eKmail: zolya@img.ras.ru

*Institute of Molecular Genetics, Russian Academy of Sciences, pl. Akademika Kurchatova 2, Moscow, 123182 Russia
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***Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Pushchino Branch, Russian Academy of Sciences, Pushchino, 
Moscow oblast, Russia

****Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

The goal of the study was to elaborate the pharmacokinetics methods of the amide derivative of peptide
HLDF�6 (TGENHR�NH2) and its range of nootropic and neuroprotective activity is wide. The hexapeptide
41TGENHR46 is a fragment of the HDLF differentiation factor. It forms the basis for the development of pre�
ventive and therapeutic preparations for treating cerebrovascular and neurodegenerative conditions. Pharma�
cokinetic and molecular mechanisms of the action of the HLDF�6 peptide were studied using tritium� and
deuterium�labeled derivatives of this peptide, produced with the use of the high�temperature solid�state cat�
alytic isotope exchange reaction (HSCIE). This reaction was employed to produce the tritium�labeled pep�
tide [3H]TGENHR�NH2 with a molar radioactivity of 230 Ci/mmol and the deuterium�labeled peptide
[2H]TGENHR�NH2 with an average deuterium incorporation equal to 10.5 atoms. It was shown by the
NMR spectroscopy that the isotope label distribution over the labeled peptide’s molecule was uniform, which
allowed qualitative analysis of both the peptide itself and its fragments in the organism’s tissues to be conduct�
ed. The newly developed pharmacokinetics method makes it possible to avoid almost completely losses of the
peptides under study due to biodegradation during the analysis of tissues. These labeled peptides were used in
mice, rats and rabbits to study the pharmacokinetics of the peptide and to calculate the values of its principal
pharmacokinetic parameters. Characteristics of its pharmacokinetic profile in the blood were obtained, the
hypothesis of pharmacokinetics linearity tested, its metabolism analyzed and its bioavailability value, 34%,
calculated. It has been shown that the studied TGENHR�NH2 peptide shows high resistance to hydrolysis in
the blood plasma, with dipeptidyl aminopeptidases making the largest contribution to its hydrolysis.

Keywords: peptide HLDFK6, pharmacokinetics, metabolism, tritium and deuterium labeled peptides, 1Н NMR,
mass spectroscopy
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