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Резюме

Пролинсодержащие пептиды обладают широким спектром биологических эффектов, в том числе 
антиоксидантных. Цель исследования – изучить влияние регуляторных пептидов глипролинового ряда на 
первичную культуру пульмональных фибробластов белых крыс в нормальных условиях и при окислительном 
стрессе. Материал и методы. На монослои первичной культуры фибробластов новорожденных белых крыс 
Wistar наносили растворы пептидов в различных дозах с использованием модели окислительного стресса, 
индуцированного H2O2. Результаты. После введения в культуральную среду глипролинов фиксировали уве-
личение площади ядрышек, положительно коррелирующее с возрастанием белоксинтетической активности. 
При моделировании окислительного стресса в культуре пульмональных фибробластов наблюдали уменьшение 
площади ядрышек. Заключение. Все изученные пептиды (Pro-Gly-Pro-Val в дозах 50, 100 и 500 мкг/л; Arg-Pro-
Gly-Pro и Pro-Gly-Pro-Leu в дозе 100 мкг/л; Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro в дозах 100 и 1000 мкг/л) в той или 
иной степени нивелировали эффект угнетения синтеза белка, возникающий вследствие окислительного стресса. 
Глипролины обладают протекторными свойствами на клеточном уровне in vitro.
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лых крыс.
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Abstract

Proline-containing peptides have a wide range of biological effects, including antioxidant ones. The effect of glyprolines 
on the protein-synthetic activity of cells was studied using a model of oxidative stress in the primary culture of pulmo-
nate fibroblasts in newborn white rats. The aim of the study was to investigate the effect of regulatory peptides of the 
glyproline series on the primary culture of white rat pulmonary fibroblasts under normal conditions and under oxidative 
stress. Material and methods. Peptide solutions in various doses were applied to monolayers of primary fibroblast cul-
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tures from neonatal white Wistar rats using a model of oxidative stress induced by H2O2. Results. After the introduction 
of glyprolins into the culture medium, an increase in the area of the nucleoli was recorded, which positively correlated 
with an increase in protein-synthetic activity. When modeling oxidative stress in the culture of pulmonary fibroblasts, a 
decrease in the area of the nucleoli was observed. Conclusions. All studied peptides (Pro-Gly-Pro-Val in doses of 50, 
100 and 500 mcg/l; Arg-Pro-Gly-Pro and Pro-Gly-Pro-Leu in a dose of 100 µg/l; Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro in doses 
of 100 and 1000 µg/l), to one degree or another, offset the effect of inhibition of protein synthesis after oxidative stress. 
Glyprolines have protective properties at the cellular level in vitro.
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Введение
В настоящее время клиницисты наблюдают 

рост комплексных травматических расстройств, в 
том числе у участников боевых действий. Любое 
патологическое состояние, особенно вызванное 
острым стрессом, сопровождается изменением 
окислительно-восстановительного баланса на 
тканевом уровне [1]. Поиск веществ, обладаю-
щих протекторными, антиоксидантными свой-
ствами на клеточном уровне in vitro, может быть 
расширен списком пролинсодержащих пептидов, 
протестированных в актуальном для веществ 
данного класса диапазоне доз. Пролинсодержа-
щие пептиды, результаты исследования которых 
приведены в настоящей работе, структурно похо-
жи на некоторые анксиолитические и седативные 
препараты.

Глипролины – регуляторные пептиды, кото-
рые образуются в организме в результате внутри- 
и экстраклеточного катаболизма коллагена, эла-
стина и родственных белков, а также протеолиза 
экзогенных белков [2]. Анализ свойств Pro-Gly-
Pro и его потенциальных метаболитов – Gly-Pro и 
Pro-Gly – выявил, что не только Pro-Gly-Pro, но и 
другие молекулы, включающие пролин и глицин, 
также проявляют биологическую активность. Это 
позволило И.П. Ашмарину выдвинуть гипотезу о 
том, что короткие пептиды, содержащие остат-
ки пролина и глицина, можно отнести к отдель-
ной группе регуляторных пептидов, которую он 
впоследствии назвал «глипролинами». Включе-
ние аминокислотной последовательности Pro-

Gly-Pro в структуру синтезируемых активных 
олигопептидов увеличило период полураспада 
пептида in vivo, что расширяло возможности при-
менения синтетических аналогов естественных 
пептидов. Так появился препарат «Семакс»– ста-
билизированная форма адренокортикотропного 
гормона [3]. 

Оригинальные пептиды, содержащие остатки 
пролина и глицина, привлекают внимание ученых 
своими потенциальными биологическими эффек-
тами. Исследования, проводимые в различных 
лабораториях, направлены на изучение влияния 
глипролинов на нейропротекторные функции, 
защиту слизистой оболочки желудка, регуляцию 
воспалительных процессов и процессов реге-
нерации, гемостаз и другие системы организма. 
Отмечены нейропротекторные свойства глипро-
линов, гастропротекторный эффект, воздействие 
на параметры гемостаза, липидный профиль, 
уровень глюкозы крови [4].

Аминокислоты с разветвлёнными боковыми 
цепями, к которым относятся лейцин и валин, 
играют важную роль в синтезе белка, клеточной 
пролиферации, клеточном метаболизме и актива-
ции сигнальных путей [5]. В настоящей работе 
мы изучали потенциальные стресспротекторные 
эффекты пролинсодержащих олигопептидов, в 
том числе содержащих в концевом положении 
валин и лейцин, ввиду доказанного нами раннее 
защитного эффекта таких глипролинов, как Pro-
Gly-Pro и Arg-Gly-Pro [6].

Цель работы – изучить влияние регуляторных 
пептидов глипролинового ряда на первичную 
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культуру пульмональных фибробластов белых 
крыс в нормальных условиях и при окислитель-
ном стрессе.

Материал и методы
Исследование проводили на первичной куль-

туре фибробластов 5-го пассажа, полученных 
от новорожденных белых крыс Wistar. На про-
ведение работ получено заключение локального 
этического комитета Дальневосточного государ-
ственного медицинского университа Минздрава 
России (протокол № 1 от 15.11.2021). У декапи-
тированных двухдневных крысят извлекали одну 
долю легкого и помещали в среду DMEM. Через 
4 ч биоптаты измельчали с помощью стерильных 
препаровальных ножниц, помещали в чашку Пе-
три, добавляли коллагеназу поджелудочной желе-
зы краба (500 ед/мл, Биолот, Россия) и инкуби-
ровали при 37 оС в течение 15 минут в газовой 
среде с 5 % СО2. Затем проводили двухкратную 
отмывку от коллагеназы раствором Хенкса, цен-
трифугировали, переносили материал в культу-
ральные флаконы, добавляли среду DMEM, 10% 
фетальной бычьей сыворотки и культивировали 
при 37 оС в газовой среде с 5 % СО2. В клетки сни-
мали со дна флаконов раствором Трипсин-Версе-
на (1:1), производили всего 5 пассажей (2‒3 дня 
каждый) для получения необходимого количе-
ства монослоев. Последний пассаж выполняли 
на чашки Петри, в которые помещали стерильные 
предметные стекла. На монослои наносили рас-
творы действующих веществ. Пептиды растворя-
ли в 0,9%-м растворе NaCl и добавляли в культу-
ру 0,5 мл раствора. 

Формировали следующие группы: «Интакт-
ные» (контрольная группа монослоя фибробла-
стов на питательной среде); NaCl 0,9 % (группа, 
где вносили в культуральную среду 0,5 мл 0,9% 
раствора NaCl); H2O2 – группа, где добавляли в 
культуру 0,5 мл H2O2 в концентрации 0,5 ммоль/л 
с экспозицией в течение 1 ч); Pro-Gly-Pro-Val 
50  мкг, Pro-Gly-Pro-Val 100 мкг, Pro-Gly-Pro-Val 
500 мкг, Pro-Gly-Pro-Val 1000 мкг, Arg-Pro-Gly-
Pro 100 мкг, Pro-Gly-Pro-Leu 100 мкг, Thr-Lys-
Pro-Arg-Рro-Glу-Рro 100 мкг, Thr-Lys-Pro-Arg-
Рro-Glу-Рro 1000 мкг – группы, где добавляли в 
культуру соответствующие пептиды в соответ-
ствующих концентрациях с экспозицией в тече-
ние 9 ч; Pro-Gly-Pro-Val 50 мкг + H2O2, Pro-Gly-
Pro-Val 1000 мкг + H2O2, Arg-Pro-Gly-Pro 100 мкг 
+ H2O2, Pro-Gly-Pro-Leu 100 мкг + H2O2, Thr-Lys-
Pro-Arg-Рro-Glу-Рro 100 мкг + H2O2, Thr-Lys-Pro-
Arg-Рro-Glу-Рro 1000 мкг + H2O2 – группы, где 
добавляли в культуру соответствующие пептиды 
в соответствующих концентрациях, а через 9 вно-

сили 0,5 мл 0,5 ммоль/л H2O2 с экспозицией в те-
чение 1 ч.

Полученные монослои фиксировали 95%-м 
этанолом, окрашивали азотнокислым серебром по 
методике AgNOR с докрашиванием гематоксили-
ном. Метод AgNOR основан на взаимодействии 
серебра с зонами ядрышкообразующих районов 
(ЯОР), содержащими аргирофильные группы, 
что приводит к окрашиванию ядрышек в бурый 
цвет (рисунок). Цитологические тесты показали, 
что выраженное сродство к нитрату серебра на-
блюдается только в случае деконденсированного 
состояния хроматина зон ЯОР ‒ либо транскри-
бирующегося, либо готового к транскрипции [7]. 
После окрашивания культур и заключения под 
покровное стекло подсчитывали площадь ядер 
и ядрышек фибробластов с использованием про-
граммного обеспечения «Флуденситоморфоме-
трия» (ООО «Медицинские компьютерные систе-
мы» (МЕКОС)). Увеличение площади ядрышек 
(размеров зон ЯОР) отражает увеличение белок-
синтетической активности клеток [8].

Данные подвергали статистической обработ-
ке с использованием программного обеспечения 
STATISTICA 10.0. После проверки на нормаль-
ность распределения по критерию Колмогоро-
ва – Смирнова для сравнения показателей групп 
применяли непараметрический критерий Ман-
на – Уитни. Вычисляли медиану (Me) и 25–75 % 
межквартильный интервал, данные представляли 
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�Первичная культура фибробластов 5-го пассажа. 
Окраска методом AgNOR. Группа «Рro-Glу-Рro-Val 1 
мг». Увеличение 10×100
�Primary culture of fibroblasts of the 5th passage. Staining 
by the AgNOR method. Group “Pro-Glу-Pro-Val 1 mg” 
Magnification 10×100 
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в виде Me [Q1; Q3]. Различия между группами 
считали статистически значимыми при p < 0,05. 

Результаты и их обсуждение 
Добавление в культуральную среду 0,5 мл 

0,9%-го раствора NaCl вызывает уменьшение 
площади ядрышек. Моделирование окислитель-
ного стресса путем введения 0,5 мл 0,5 ммоль/л 
H2O2 приводило к уменьшению площади ядер 
и ядрышек фибробластов по сравнению с ин-
тактными клетками и группой «NaCl 0,9 %». В 
группах Рro-Glу-Рro-Val 100 мкг/л, Рro-Glу-Рro-
Val 500 мкг/л и Thr-Lys-Pro-Arg-Рro-Glу-Рro  
100 мкг/л площадь ядер была больше, чем в груп-
пе «Интактные». Инкубирование фибробластов 
с веществами Рro-Glу-Рro-Val в дозах 50, 100 и 
500 мкг/л, Arg-Рro-Glу-Рro, Рro-Glу-Рro-Leu и 
Thr-Lys-Pro-Arg-Рro-Glу-Рro в концентрации 100 
мкг/л и Thr-Lys-Pro-Arg-Рro-Glу-Рroв дозе 1000 
мкг/л приводит к увеличению площади ядрышек 
по сравнению с интактным контролем, но после 
воздействия Рro-Glу-Рro-Val в высокой концен-
трации (1000 мкг/л) наблюдали уменьшение пло-
щади ядер и ядрышек (таблица).

При моделировании окислительного стресса 
в культурах, предварительно обработанных Рro-
Glу-Рro-Val в концентрациях 50 и 1000 мкг/л, 
Arg-Рro-Glу-Рro и Рro-Glу-Рro-Leu в концентра-
циях 100 мкг/л, а также Thr-Lys-Pro-Arg-Рro-Glу-
Рro в обеих концентрациях (100 и 1000 мкг/л), 
наблюдали увеличение площади ядер и ядрышек 
по сравнению с группами H2O2 и «Интактные». 
При моделировании окислительного стресса на 
фоне введения Arg-Рro-Glу-Рro, Рro-Glу-Рro-Leu 
и Thr-Lys-Pro-Arg-Рro-Glу-Рro в концентрации  
100 мкг/л площади ядер фибробластов была боль-
ше по сравнению с интактными клетками (см. та-
блицу).

Увеличение площади ядрышек, сопровождав-
шееся увеличением белоксинтетической актив-
ности, которое мы наблюдали в некоторых экспе-
риментальных группах, может быть обусловлено 
повышением экспрессии генов, связанных с регу-
ляцией митохондрий через активацию mTORC1 
‒ кодирующих рецептор, активируемый перокси-
сомным пролифератором гамма и альфа (PPAR-
γ,α), коактиватор альфа-1 (PGC-1α), PPAR-гам-
ма-коактиватор бета-1 (PGC-1β) и митофузины 
[9–13].Это способствует биогенезу митохондрий, 
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Экспериментальная группа Площадь ядер Площадь ядрышек 

Интактные 198,76 [162,53;250,65]# 3,19 [2,44; 5,51]#,†

NaCl 0,9% 187,22 [163,01; 227,93]*,# 4,06 [3,05; 5,76]*,#

H2O2 159,88 [123,15; 181,31]*,† 2,64 [1,90; 3,71]*,†

Рro-Glу-Рro-Val 50 мкг/л 212,50 [172,99; 252,79]#,† 3,76 [3,01;5,61]*,#,†

Рro-Glу-Рro-Val 100 мкг/л 228,04 [183,65; 281,40]*,#,† 4,74 [3,29; 6,95]*,#,†

Рro-Glу-Рro-Val 500 мкг/л 235,94 [187,97; 299,35]*,#,† 4,33 [2,84; 6,72]*,#

Рro-Glу-Рro-Val 1000 мкг/л 149,06 [108,83; 205,64]*,† 2,59 [1,72; 3,66]*,†

Arg-Рro-Glу-Рro 100 мкг/л 198,84 [166,30; 246,49]# 5,18 [3,74; 7,15]*,#,†

Рro-Glу-Рro-Leu 100 мкг/л 206,82 [166,48; 268,52]# 6,96 [4,73; 11,2]*,#,†

Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro 100 мкг/л 237,56 [188,59; 274,71]*,#,† 6,63 [4,47; 9,87]*,#,†

Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro 1000 мкг/л 211,44 [170,34; 251,82]#,† 6,04 [4,17; 8,17]*,#,†

Рro-Glу-Рro-Val 50 мкг/л + H2O2 205,55 [174,65; 239,27]# 4,15 [2,83; 6,49]*,#

Рro-Glу-Рro-Val 1000 мкг/л + H2O2 192,32 [139,87; 241,98]# 4,34 [2,56; 6,51]*,#

Arg-Рro-Glу-Рro 100 мкг/л + H2O2 227,77 [176,96; 273,00]*,#,† 6,80 [4,45; 9,89]*,#,†

Рro-Glу-Рro-Leu 100 мкг/л + H2O2 220,18 [190,25; 271,04]*,#,† 6,73 [4,96; 10,42]*,#,†

Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro 100 мкг/л + H2O2 226,55 [197,29; 290,97]*,#,† 6,60 [5,04; 9,19]*,#,†

Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro 1000 мкг/л + H2O2 195,69 [165,18; 230,66]# 5,99 [4,56; 7,91]*,#,†

Примечание. Обозначены статистически значимые (p < 0,05) отличия от величин соответствующих показателей: 
* – группы «Интактные», # – группы «Окислительный стресс», † – группы «NaCl 0,9%». 

Площадь ядер и ядрышек клеток первичной культуры пульмональных фибробластов белых крыс, мкм2

Area of nuclei and nucleoli of primary culture cells of white rat pulmonary fibroblasts, μm2
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увеличению общего содержания АТФ в клетке,  
т. е. окислительному фосфорилированию. Но, 
возможно, при увеличении концентрации валина, 
присутствующего в соединении Рro-Glу-Рro-Val, 
начинается чрезмерная активация митохондрий с 
увеличением генерации активных форм кислоро-
да (АФК) и снижением синтеза белка [14, 15].

Пептиды могут восстанавливать ионы метал-
лов и выступать в роли ловушек АФК. Это зави-
сит от уникальных физико-химических свойств 
аминокислот ввиду наличия в их структуре аро-
матических радикалов и таких функциональных 
групп, как карбоксильные, сульфгидрильные и 
аминогруппы [16]. Большинство групп аминокис-
лот может вступать в реакцию с металлами (ком-
плексообразование, хелатирование, восстановле-
ние). Например, количество связанного кальция 
линейно увеличивается с ростом содержания 
карбоксильных групп, а наиболее вероятными 
участками связывания являются карбоксильные 
группы аспарагиновой и глутаминовой кислот. 
Способность же аминокислот хелатировать ионы 
металлов переменной валентности может решить 
проблему дальнейшей генерации АФК в резуль-
тате реакции Фентона [17, 18]. Наиболее сильно 
окисляются серосодержащие и ароматические 
аминокислоты. У валина вблизи хирального 
атома углерода имеется разветвление радикала, 
и окисление изо-радикала протекает легче, со 
снижением межмолекулярных взаимодействий 
благодаря стерическому препятствованию. Пред-
полагается, что антиоксидантная активность про-
лина обусловлена его низким потенциалом ио-
низации и структурой пирролидинового кольца, 
стабилизирующей образующиеся радикалы. Это 
позволяет пролину выступать в качестве донора 
электронов, нейтрализующего АФК. Кроме того, 
он может физически гасить синглетный кисло-
род, способствуя его возвращению в стабильное 
триплетное состояние без химического окисле-
ния [19]. Пролин, накапливаясь в растениях при 
различных стрессовых воздействиях, оказывает 
антиоксидантное, мембранопротекторное дей-
ствие. Можно предположить, что активным цен-
тром в процессе взаимодействия с АФК выступа-
ет в первую очередь азот и аминогруппы [20].

Предполагается, что низкая молекулярная 
масса глипролинов и высокое содержание в них 
гидрофобных и ароматических аминокислот обе-
спечивают более мощную восстановительную и 
хелатирующую способность. Другим возможным 
механизмом антиоксидантного действия являет-
ся вовлечение аминокислот аргинина, пролина и 
глицина, как субстратов, в цикл глутатиона. Про-
лин служит азотистым субстратом для эндоген-
ного синтеза аргинина, глутамата и полиаминов. 

Короткие пептиды могут действовать через путь 
Keap1/Nrf2/ARE, при индукции которого повы-
шается экспрессия мРНК антиоксидантных фер-
ментов. Общими предпосылками возможности 
активации данной сигнальной системы является 
электрофильность глипролинов и способность 
модифицировать SH-группы ингибиторного бел-
ка Keap1 посредством алкилирования, окисления 
или восстановления [21].

Предполагается, что пептиды за счет неко-
валентных связей (водородных, π-связей, гидро-
фобных взаимодействий) с ферментами могут 
изменять их активность. Показано, что пептид 
Phe-Val-Glu-Gly образует водородную связь с 
остатком Arg143 в активном центре супероксид-
дисмутазы, который притягивает и стабилизиру-
ет супероксидный анион-радикал, что может спо-
собствовать повышению активности фермента. 
Также он взаимодействует с молекулами белка 
Keap1 с низкой энергией связи, что указывает на 
потенциал в повышении активности антиокси-
дантных ферментов и снижении окислительно-
го стресса. Предполагают, что пептиды с массой 
менее 1 кДа лучше проникают в активный центр 
фермента или сильнее взаимодействуют с неак-
тивными центрами, препятствуя каталитическо-
му действию и снижая скорость реакции [22]. 
Пептиды Сето-Шиллера (SS) представляют со-
бой класс катионно-ароматических тетрапепти-
дов, которые эффективны при широком спектре 
митохондриальных заболеваний и, как считается, 
воздействуют на митохондриальные мембраны, 
взаимодействуя с кардиолипином. Терапевтиче-
ская активность SS впервые продемонстрирована 
в исследованиях на клеточных культурах, в ко-
торых пептиды показали способность защищать 
клетки от окислительного стресса, снижая вну-
триклеточный уровень АФК, поддерживая транс-
мембранный потенциал и предотвращая перекис-
ное окисление липидов, причем все эти эффекты 
проявлялись дозозависимым образом. В работе 
[23] показано, что пептиды SS снижают влияние 
Ca2+ на электростатические характеристики по-
верхности митохондрий и уменьшают равновес-
ное связывание Ca2+ с поверхностью анионных 
синтетических мембран, которые служат «погло-
тителем» для двухвалентных катионов.

Аминокислоты, предположительно, про-
являют модулирующие эффекты, подобно ти-
реоидным гормонам. В физиологических кон-
центрациях они обладают анаболическим, 
гипогликемическим, липолитическим действием 
за счет активации гликолиза, бета-окисления и 
др. А в «токсических концентрациях» начинается 
массивный катаболизм для получения множества 
субстратов и интенсивное окисление с генераци-
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ей АФК, снижением белоксинтетической актив-
ности клеток [12, 14, 15].

Введение глипролинов в физиологических 
условиях не всегда вызывает биологические эф-
фекты, но, на фоне стрессогенных воздействий, 
мы чаще регистрировали ответные реакции на 
клеточном уровне (изменение белоксинтетиче-
ской активности, уровня маркеров пролиферации 
и апоптоза) [24, 25]. В настоящем исследовании 
все пептиды в той или иной степени нивелиро-
вали цитотоксический эффект перекиси водорода 
в концентрации 0,5 ммоль/л. Ввиду достаточно 
длительного (9 ч) присутствия пептида в куль-
туральной среде в неизменном виде и наличия в 
его структуре химически устойчивых пролино-
вых остатков, возможно, создаются условия для 
реализации антиоксидантной активности самих 
аминокислот (не через рецепторный или другие 
компоненты).

Схожий антиоксидантный эффект мы наблю-
дали при изучении глипролинов Pro-Gly-Pro и 
Arg-Gly-Pro. В физиологических условиях они 
не оказывали влияния на параметры ЯОР, однако, 
при добавлении перекиси водорода к культуре, 
содержащей исследуемые пептиды, наблюдалась 
коррекция редокс-статуса, сопровождающаяся 
активацией ДНК-синтетической активности и 
ингибированием люцигенин-зависимой хемилю-
минесценции [6]. Предполагают, что одним из 
механизмов протекторного действия пептидов 
является их способность выступать экстренны-
ми субстратами цикла Кребса (анаплеротические 
субстраты), или источником пополнения пула 
аминокислот в период стресса [9, 10, 26, 27].

Заключение
Результаты данной работы обосновывают не-

обходимость проведения экспериментов in vivo. 
Изучаемые глипролины имеют структуру, схо-
жую со структурой официнальных препаратов, 
таких как семакс, и предполагается их активность 
в отношении острых пост-стрессорных синдро-
мов, нарушений как на морфологическом уровне, 
например, после черепно-мозговых травм, так и 
для профилактики или лечения ментальных нару-
шений, таких как посттравматическое стрессовое 
расстройство.
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