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(57) Изобретение относится к области биотехнологии. Настоящее изобретение направлено к
полипептиду формулы H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Gly-Glu-Glu-Glu-
Ala-Val-Arg-Leu-Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-D-Arg-
D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-Gly-OH, а также его применению для лечения и
профилактики сахарного диабета 2-го типа и его осложнений, выбранных из диабетической
нейропатии, мышечной дистрофии и эндотелиопатии.
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Область техники, к которой относится изобретение 

Изобретение относится к новому аналогу эксенатида формулы 

 
который может быть использован для лечения и профилактики сахарного диабета, а также для ле-

чения и профилактики осложнений сахарного диабета 2-го типа, таких как диабетическая нейропатия, 
мышечная дистрофия и эндотелиопатия. 

Изобретение относится к области медицины и фармации и может быть использовано в качестве ле-
карственных средств для профилактики и лечения сахарного диабета 2-го типа, а также его осложнений, 
таких как диабетическая нейропатия, мышечная дистрофия и эндотелиопатия. 

Предшествующий уровень техники 

Сахарный диабет 2-го типа (СД 2 или инсулиннезависимый диабет) - это хроническое, полиорган-
ное заболевание, которое проявляется в основном нарушением обмена углеводов. В результате патоло-
гических изменений развивается гипергликемия, кроме того, имеет место дисфункция специализирован-
ных клеток поджелудочной железы, ответственных за выработку инсулина. Основной причиной леталь-
ности пациентов с сахарным диабетом 2-го типа является, прежде всего, развитие макрососудистых ос-
ложнений (поражение коронарных, церебральных и периферических артерий). Также СД 2 является од-
ним из основных компонентов развития метаболического синдрома (инсулинрезистентного или синдро-
ма X) [1]. В последнее время растет число наблюдений того, что СД 2 является патологическим марке-
ром развития болезни Альцгеймера [2]. 

По данным ВОЗ на окончание 2013 года во всем мире насчитывается около 347 миллионов человек 
больных диабетом [3]. В 2004 году 3,4 миллиона человек умерли от последствий высокого содержания 
сахара в крови [4]. В 2010 году число смертельных случаев от осложненного диабета осталось на преж-
нем уровне [5]. По прогнозам ВОЗ, в 2030 году диабет станет седьмой по значимости причиной смерти 
[4]. Было принято считать, что СД 1-го типа в развитых странах встречается у 10-15% пациентов, а СД 2-
го типа - у 85-90%. Но в последние годы частота СД 2-го типа в развитых странах очень быстро растет, а 
число больных СД 1-го типа изменилось мало. 

Согласно последней информации ВОЗ, соотношение СД 1-го и 2-го типов в мире сегодня измени-
лось в сторону увеличения частоты СД 2-го типа [5]. 

Наиболее ранним и частым осложнением сахарного диабета является диабетическая нейропатия [6], 
которая характеризуется расстройством нервной системы, связанным с поражением малых кровеносных 
сосудов (vasa vasorum, vasa nervorum). Данное осложнение не только приводит к снижению трудоспо-
собности, но и нередко является причиной развития тяжелых инвалидизирующих поражений и гибели 
пациентов. Патологический процесс затрагивает все нервные волокна: чувствительные, двигательные и 
вегетативные. По данным разных авторов, диабетическая нейропатия встречается у 90-100% больных 
сахарным диабетом. Частота поражений нервной системы при сахарном диабете прямо пропорционально 
зависит от длительности заболевания, причем в некоторых случаях она предшествует появлению основ-
ных клинических признаков диабета. Так, у 5% пациентов с манифестацией сахарного диабета уже име-
ются симптомы поражения нервной системы, которые с увеличением длительности заболевания возрас-
тают, достигая 60% при сроке диабета более 25 лет. 

При сахарном диабете поражаются все отделы нервной системы: центральная нервная система (эн-
цефалопатия, миелопатия), периферическая нервная система (поли- и мононейропатии) и перифериче-
ская вегетативная нервная система (автономная нейропатия). 

Учитывая вышеизложенное, очевидно, что разработка и внедрение в повседневную практику пре-
парата для терапии как самого сахарного диабета 2-ого типа, так и его осложнений представляется пер-
спективным. 

В настоящее время основу медикаментозного лечения сахарного диабета 2-го типа и его осложне-
ний составляют сахароснижающие препараты, которые объединены в несколько групп: 

первая группа включает в себя два вида препаратов - тиазолидиндионы (розиглитазон и пиоглита-
зон), PPARγ-агонисты, стимуляторы ядерных гамма-рецепторов, и бигуаниды (Метформин, Сиофор, 
Авандамет, Багомет, Глюкофаж, Метфогамма). Препараты этой группы повышают чувствительность 
клеток к инсулину, снижают инсулинорезистентность и всасываемость глюкозы клетками кишечника, 
поэтому они часто назначаются людям с избыточной массой тела; 

вторая группа сахароснижающих препаратов также состоит из двух типов препаратов - производ-
ные сульфонилмочевины (Манинил, Диабетон, Амарил, Глюренорм, Глибинез-ретард), которые стиму-
лируют выработку собственного инсулина, повышая тем самым его эффективность, и меглитиниды (Ре-
паглинид (Новонорм) и Натеглинид (Старликс)), которые усиливают синтез инсулина поджелудочной 
железой, а также снижают постпрандиальные пики (повышение сахара после еды); 

третья группа сахароснижающих препаратов включает в себя препарат Акарбозу (Глюкобай), кото-
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рый снижает всасываемость клетками кишечника глюкозы за счет того, что блокирует фермент альфа-
глюкозидазу, расщепляющий поступающие с пищей полисахариды. 

Новым направлением в лечении и профилактике осложнений СД 2 являются прямые инкретиноми-
метики, агонисты рецепторов глюкагоноподобного пептида - 1 (ГПП-1) и непрямые - блокаторы дипеп-
тидилпептидазы 4 типа. К прямым миметикам инкретинов относятся такие препараты как эксенатид (Ба-
ета), лираглутид (Виктоза), альбиглутид и дулаглютид. К непрямым относятся Ситаглиптин (Янувия), 
Саксаглиптин (Онглиза), Линаглиптин (Тражента) и Вилдаглиптин (Галвус). 

Особый интерес представляет группа инкретиноподобных препаратов. 
Инкретины, такие как ГПП-1, улучшают функцию бета-клеток, подавляют неадекватно повышен-

ную секрецию глюкагона и вызывают усиление глюкозозависимой секреции инсулина. Эксенатид (эк-
сендин-4), представляющий собой миметик инкретиновых рецепторов (ГПП-1Р), является одним из ле-
карственных средств, эффективность лечения и профилактика его осложнений которым инсулиннезави-
симого сахарного диабета является доказанной в клинических испытаниях на людях. 

Эксенатид представляет собой полипептид, известный первоначально под названием экзендин-4 
(exendin-4), способ выделения которого из яда ящерицы Heloderma suspectum и аминокислотная последо-

вательность  впервые были опубликованы в 
апреле 1992 г. [7]. Экзендин-4, являясь представителем семейства инкретиновых пептидов, обладает ши-
роким спектром активностей, таких как глюкозозависимое увеличение секреции инсулина, усиление пе-
реработки глюкозы, подавление аппетита, замедление перемещения пищи из желудка и т.д. 

У пациентов с сахарным диабетом 2-го типа на фоне гипергликемии введение эксенатида подавляет 
избыточную секрецию глюкагона, при этом эксенатид не нарушает нормального глюкагонового ответа 
на гипогликемию. 

Терапия эксенатидом в сочетании с метформином и/или препаратами сульфонилмочевины приво-
дит к снижению концентрации глюкозы в крови натощак, постпрандиальной глюкозы крови, а также 
показателя гликозилированного гемоглобина (HbA1C), улучшая тем самым гликемический контроль у 
данных пациентов. 

Известны области применения эксенатида: так, в патенте США [8] раскрывается применение эксе-
натида для стимуляции выделения инсулина с эффективностью большей, чем у эндогенного гормона 
ГПП-1. В описании изобретения приведенные примеры подтверждают, что эксенатид эффективен для 
лечения сахарного диабета. 

В дальнейшем были обнаружены другие терапевтические эффекты эксенатида: снижение веса [9], 
снижение моторики и замедление опорожнения желудка [10, 11], а также инотропное и диуретическое 
действие эксенатида [12, 13, 14]. Описано применение эксенатида для лечения поликистоза яичника [15, 
16, 17], лечения и профилактики нефропатии [18, 19], профилактики и лечения сердечной аритмии [20], 
для дифференцировки клеток костного мозга [21], лечения сахарного диабета у беременных [22, 23], для 
модуляции уровня триглицеридов и лечения дислипидемии [24, 25], подавления секреции глюкагона [26, 
27], для дифференцировки неинсулинопроизводящих клеток в инсулинопроизводящие [28]. Заявка [29] 
описывает применение эксенатида, агонистов и антагонистов эксенатида для воздействия на централь-
ную нервную систему. Патенты [30, 31] описывают применение эксенатида и других агонистов инкрети-
новых рецепторов, для снижения всасывания пищи. Заявка [32] описывает стабилизированные соедине-
ния эксенатида. Патенты [33, 34] описывают новые применения эксенатида (экзендина и агонистов эк-
зендина). 

Все вышеперечисленное указывает на высокую эффективность эксенатида в профилактике и лече-
нии СД 2. Однако такие осложнения, возникающие при сахарном диабете 2 типа, как диабетическая ней-
ропатия, мышечная дистрофия и эндотелиопатия не корригируются при терапии как эксенатидом так и 
всеми другими вышеперечисленными сахароснижающими средствами. 

Поэтому существует задача создания новых аналогов эксенатида, эффективных при лечении ос-
ложнений, возникающих при сахарном диабете 2 типа, таких как диабетическая нейропатия, мышечная 
дистрофия и эндотелиопатия. 

Ближайшим аналогом заявляемого изобретения является патент США US 5424286 [8], выбранный в 
качестве прототипа, в котором общим с заявляемым изобретением является применение инкретиномиме-
тиков для стимуляции выделения инсулина. 

Основным недостатком известного изобретения является отсутствие у заявленных инкретиномиме-
тиков (эксенатидов) терапевтических эффектов, позволяющих проводить профилактику и лечение таких 
осложнений сахарного диабета как диабетическая нейропатия, мышечная дистрофия и эндотелиопатия. 

Сущность изобретения 

Техническим результатом заявленного изобретения является профилактика и лечение таких ослож-
нений сахарного диабета как диабетическая нейропатия, мышечная дистрофия и эндотелиопатия. 

Технический результат в заявляемом изобретении достигается тем, что используется соединение 
формулы: 
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В связи с этим, настоящее изобретение направлено на полипептид формулы 

 
эффективный при лечении и профилактике сахарного диабета 2-го типа и его осложнений, выбран-

ных из диабетической нейропатии, мышечной дистрофии и эндотелиопатии. 
В одном варианте изобретение направлено на применение полипептида формулы 

 
для лечения и профилактики сахарного диабета 2-го типа и его осложнений, выбранных из диабе-

тической нейропатии, мышечной дистрофии и эндотелиопатии. 
Перечень фигур чертежей и иных материалов 

На фиг. 1 представлено влияние полипептида по настоящему изобретению на снижение уровня 
глюкозы в крови в сравнении с другими известными сахароснижающими препаратами. 

На фиг. 2 представлено влияние полипептида по настоящему изобретению на тактильную аллоди-
нию у крыс с алкогольной нейропатией. Тактильную аллодинию оценивали до моделирования алкоголь-
ной нейропатии и после лечения полипептидом по настоящему изобретению (1, 50 и 100 дней). 

На фиг. 3 показано влияние полипептида по настоящему изобретению на толщину интимы брыже-
ечной артерии в сравнении с другими известными сахароснижающими препаратами. 

Сведения, подтверждающие возможность осуществления изобретения 

Синтез заявляемого соединения описан в примерах 1-5. 

Пример 1. Синтез  
В реакторе для твердофазного синтеза суспендировали 6.0 г 2-хлортритильной смолы (емкость 1.5 

ммоль/г) в 45 мл DCM, выдерживали в течение 5 мин, смолу отфильтровывали, промывали 2×30 мл 
DCM. К смоле добавляли раствор 2.95 г (9.9 ммоль) Fmoc-Gly-OH и 6 мл (36 ммоль) DIPEA в 30 мл 
DCM, перемешивали в течение 60 мин при комнатной температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 
2×30 мл DCM, обрабатывали 2×30 мл смеси DCM/метанол/DIPEA (17:2:1) в течение 10 мин, промывали 
2×30 мл DCM и 3×30 мл DMF. В реактор загружали 30 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, перемеши-
вали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 7.67 г (20.0 ммоль) Fmoc-Ser(tBu)-OH, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 7.67 г (20.0 ммоль) Fmoc-Ser(tBu)-OH, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 6.75 г (20.0 ммоль) Fmoc-Pro-OH, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 3.50 г (20.0 ммоль) Fmoc-Gly-ОН, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, 3×30 мл DCM. Затем смолу обрабатывали 
10×30 мл 1% раствором трифторуксусной кислоты в DCM, получаемые растворы объединяли в колбе, 
содержащей 30 мл 10% раствора пиридина в метаноле. Смесь упаривали до объема ~50 мл, к остатку 
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добавляли 200 мл воды. Выпавший осадок отфильтровывали, промывали водой, сушили. Получено 6.4 г 
продукта (91%) с чистотой по ВЭЖХ 97%. 

Пример 2. Синтез 

 
 

В реакторе для твердофазного синтеза суспендировали 6.0 г 2-хлортритильной смолы (емкость 1.5 
ммоль/г) в 45 мл DCM, выдерживали в течение 5 мин, смолу отфильтровывали, промывали 2×30 мл 
DCM. К смоле добавляли раствор 2.95 г (9.9 ммоль) Fmoc-Gly-OH и 6 мл (36 ммоль) DIPEA в 30 мл 
DCM, перемешивали в течение 60 мин при комнатной температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 
2×30 мл DCM, обрабатывали 2×30 мл смеси DCM/метанол)/DIPEA (17:2:1) в течение 10 мин, промывали 
2×30 мл DCM и 3×30 мл DMF. В реактор загружали 30 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, перемеши-
вали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 11.93 г (20.0 ммоль) Fmoc-Asn(Trt)-OH, 2.98 г 
(22.0 ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной 
температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 
30 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 
5×30 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 9.37 г (20.0 ммоль) Fmoc-Lys(Boc)-OH, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 7.07 г (20.0 ммоль) Fmoc-Leu-ОН, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 10.53 г (20.0 ммоль) Fmoc-Trp(Boc)-ОН, 2.98 г 
(22.0 ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной 
температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 
30 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 
5×30 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 8.51 г (20.0 ммоль) Fmoc-Glu(OtBu)-OH, 2.98 г 
(22.0 ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной 
температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 
30 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 
5×30 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 7.07 г (20.0 ммоль) Fmoc-Ile-ОН, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 7.75 г (20.0 ммоль) Fmoc-Phe-ОН, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 7.07 г (20.0 ммоль) Fmoc-Leu-ОН, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
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мл DMF. 
В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 8.66 г (20.0 ммоль) Fmoc-Arg-OH⋅HCl, 2.98 г (22.0 

ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 6.79 г (20.0 ммоль) Fmoc-Val-ОН, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 6.23 г (20.0 ммоль) Fmoc-Ala-ОН, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 8.51 г (20.0 ммоль) Fmoc-Glu(OtBu)-OH, 2.98 г 
(22.0 ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной 
температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 
30 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 
5×30 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 8.51 г (20.0 ммоль) Fmoc-Glu(OtBu)-OH, 2.98 г 
(22.0 ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной 
температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 
30 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 
5×30 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 8.51 г (20.0 ммоль) Fmoc-Glu(OtBu)-OH, 2.98 г 
(22.0 ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной 
температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, 3×30 мл DCM. Затем смолу обрабаты-
вали 10×30 мл 1% раствором трифторуксусной кислоты в DCM, получаемые растворы объединяли в 
колбе, содержащей 30 мл 10% раствора пиридина в метаноле. Смесь упаривали до объема ~50 мл, к ос-
татку добавляли 200 мл воды. Выпавший осадок отфильтровывали, промывали водой, сушили. Получено 
21.8 г (80%) продукта с чистотой по ВЭЖХ 95%. 

Пример 3. Синтез 

 
 

В реакторе для твердофазного синтеза суспендировали 6.0 г 2-хлортритильной смолы (емкость 1.5 
ммоль/г) в 45 мл DCM, выдерживали в течение 5 мин, смолу отфильтровывали, промывали 2×30 мл 
DCM. К смоле добавляли раствор 2.95 г (9.9 ммоль) Fmoc-Gly-OH и 6 мл (36 ммоль) DIPEA в 30 мл 
DCM, перемешивали в течение 60 мин при комнатной температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 
2×30 мл DCM, обрабатывали 2×30 мл смеси DCM/метанол/DIPEA (17:2:1) в течение 10 мин, промывали 
2×30 мл DCM и 3×30 мл DMF. В реактор загружали 30 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, перемеши-
вали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 12.21 г (20.0 ммоль) Fmoc-Gln(Trt)-OH, 2.98 г 
(22.0 ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной 
температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 
30 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 
5×30 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 9.37 г (20.0 ммоль) Fmoc-Lys(Boc)-OH, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
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мл DMF. 
В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 7.67 г (20.0 ммоль) Fmoc-Ser(tBu)-OH, 2.98 г (22.0 

ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 7.07 г (20.0 ммоль) Fmoc-Leu-ОН, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 8.23 г (20.0 ммоль) Fmoc-Asp(OtBu)-OH, 2.98 г 
(22.0 ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной 
температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 
30 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 
5×30 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 7.67 г (20.0 ммоль) Fmoc-Ser(tBu)-OH, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 7.95 г (20.0 ммоль) Fmoc-Thr(tBu)-OH, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 7.75 г (20.0 ммоль) Fmoc-Phe-ОН, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 7.95 г (20.0 ммоль) Fmoc-Thr(tBu)-OH, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 5.95 г (20.0 ммоль) Fmoc-Gly-ОН, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 8.51 г (20.0 ммоль) Fmoc-Glu(OtBu)-OH, 2.98 г 
(22.0 ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной 
температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 
30 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 
5×30 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 5.95 г (20.0 ммоль) Fmoc-Gly-ОН, 2.98 г (22.0 
ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, добавляли 30 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×30 мл DMF, добавляли 30 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×30 
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мл DMF. 
В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 9.95 г (20.0 ммоль) Boc-His(Trt)-ОН, 2.98 г (22.0 

ммоль) HOBt и 3.42 мл (22.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×30 мл DMF, 3×30 мл DCM. Затем смолу обрабатывали 
10×30 мл 1% раствором трифторуксусной кислоты в DCM, получаемые растворы объединяли в колбе, 
содержащей 30 мл 10% раствора пиридина в метаноле. Смесь упаривали до объема ~50 мл, к остатку 
добавляли 200 мл воды. Выпавший осадок отфильтровывали, промывали водой, сушили. Получено 20.9 г 
(85%) продукта с чистотой по ВЭЖХ 95%. 

Пример 4. Синтез 14-глицин-экзендин-4 (Heloderma suspectum)-(1-39)-пептидил-окта-D-аргинил-
глицина 

 
В реакторе для твердофазного синтеза суспендировали 2.0 г 2-хлортритильной смолы (емкость 1.5 

ммоль/г) в 15 мл DCM, выдерживали в течение 5 мин, смолу отфильтровывали, промывали 2×10 мл 
DCM. К смоле добавляли раствор 0.98 г (3.3 ммоль) Fmoc-Gly-OH и 2 мл (12 ммоль) DIPEA в 10 мл 
DCM, перемешивали в течение 60 мин при комнатной температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 
2×10 мл DCM, обрабатывали 2×10 мл смеси DCM/метанол/DIPEA (17:2:1) в течение 10 мин, промывали 
2×10 мл DCM и 3×10 мл DMF. В реактор загружали 10 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, перемеши-
вали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×10 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 2.60 г (6.0 ммоль) Fmoc-D-Arg-OH⋅HCl, 0.98 г (7.2 
ммоль) HOBt и 1.12 мл (7.2 ммоль) DIC в 10 мл DMF, перемешивали в течение 2 ч при комнатной темпе-
ратуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэтиламина 
в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 10 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×10 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 2.60 г (6.0 ммоль) Fmoc-D-Arg-OH⋅HCl,0.98 г (7.2 
ммоль) HOBt и 1.12 мл (7.2 ммоль) DIC в 10 мл DMF, перемешивали в течение 4 ч при комнатной темпе-
ратуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэтиламина 
в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 10 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×10 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 3.46 г (8.0 ммоль) Fmoc-D-Arg-OH⋅HCl, 1.35 г 
(10.0 ммоль) HOBt и 1.56 мл (10.0 ммоль) DIC в 10 мл DMF, перемешивали в течение 3 час при комнат-
ной температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора ди-
этиламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3x×10 мл DMF, добав-
ляли 10 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промы-
вали 5×10 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 3.46 г (8.0 ммоль) Fmoc-D-Arg-OH⋅HCl, 1.35 г 
(10.0 ммоль) HOBt и 1.56 мл (10.0 ммоль) DIC в 10 мл DMF, перемешивали в течение 4 ч при комнатной 
температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 
10 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 
5×10 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 3.46 г (8.0 ммоль) Fmoc-D-Arg-OH⋅HCl, 1.35 г 
(10.0 ммоль) HOBt и 1.56 мл (10.0 ммоль) DIC в 10 мл DMF, перемешивали в течение 10 час при комнат-
ной температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора ди-
этиламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавля-
ли 10 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промыва-
ли 5×10 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 4.33 г (10.0 ммоль) Fmoc-D-Arg-OH⋅HCl, 1.62 г 
(12.0 ммоль) HOBt и 1.88 мл (12.0 ммоль) DIC в 10 мл DMF, перемешивали в течение 12 ч при комнатной 
температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 
10 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 
5×10 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 4.33 г (10.0 ммоль) Fmoc-D-Arg-OH⋅HCl, 1.62 г 
(12.0 ммоль) HOBt и 1.88 мл (12.0 ммоль) DIC в 10 мл DMF, перемешивали в течение 12 ч при комнатной 
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температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 
10 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 
5×10 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 4.33 г (10.0 ммоль) Fmoc-D-Arg-OH⋅HCl, 1.62 г 
(12.0 ммоль) HOBt и 1.88 мл (12.0 ммоль) DIC в 10 мл DMF, перемешивали в течение 16 ч при комнатной 
температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэти-
ламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 
10 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 
5×10 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 3.07 г (8.0 ммоль) Fmoc-Ser(tBu)-OH, 1.35 г (10.0 
ммоль) HOBt и 1.56 мл (10.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 12 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 10 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×10 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 2.70 г (8.0 ммоль) Fmoc-Pro-OH, 1.35 г (10.0 
ммоль) HOBt и 1.56 мл (10.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 12 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 10 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×10 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 2.70 г (8.0 ммоль) Fmoc-Pro-OH, 1.35 г (10.0 
ммоль) HOBt и 1.56 мл (10.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 12 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 10 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×10 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 2.70 г (8.0 ммоль) Fmoc-Pro-OH, 1.35 г (10.0 
ммоль) HOBt и 1.56 мл (10.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 12 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 10 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×10 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 2.49 г (8.0 ммоль) Fmoc-Ala-OH, 1.35 г (10.0 
ммоль) HOBt и 1.56 мл (10.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, перемешивали в течение 12 ч при комнатной тем-
пературе. Смолу отфильтровывали, промывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэтилами-
на в DMF, перемешивали в течение 5 мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 10 мл 
20% раствора диэтиламина в DMF, выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×10 
мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 5.90 г (8.0 ммоль) Fmoc-
GlyProSer(tBu)Ser(tBu)Gly-OH (продукт примера 1), 1.62 г (12.0 ммоль) HOBt и 1.88 мл (12.0 ммоль) DIC 
в 30 мл DMF, перемешивали в течение 12 ч при комнатной температуре. Смолу отфильтровывали, про-
мывали 6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, перемешивали в течение 5 
мин, отфильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, 
выдерживали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×10 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 11.35 г (4.0 ммоль) 

 
 (продукт примера 2), 0.81 г (6.0 ммоль) HOBt и 0.95 мл (6.0 ммоль) DIC в 30 мл 

DMF, перемешивали в течение 24 ч при комнатной температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 
6×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, перемешивали в течение 5 мин, от-
фильтровывали, промывали 3×10 мл DMF, добавляли 10 мл 20% раствора диэтиламина в DMF, выдер-
живали в течение 20 мин, отфильтровывали, промывали 5×10 мл DMF. 

В реактор загружали охлажденный (4°С) раствор 9.94 г (4.0 ммоль)  

 (продукт примера 3), 0.81 г (6.0 ммоль) HOBt и 0.95 мл (6.0 ммоль) DIC в 30 мл DMF, 
перемешивали в течение 24 ч при комнатной температуре. Смолу отфильтровывали, промывали 6×20 мл 
DMF, 4×20 мл DCM, сушили, добавляли 50 мл смеси TFA/TIS/EDT/H2O (97:1:1:1), выдерживали в тече-
ние 4 ч при комнатной температуре, отфильтровывали, промывали 3×20 мл трифторуксусной кислотой, 
объединенные фильтраты упаривали до объема ~20 мл, к остатку добавляли 60 мл сухого эфира. Выпав-
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ший осадок отфильтровывали, промывали на фильтре эфиром, сушили. Полученный продукт растворяли 
в 50 мл воды, раствор замораживали и лиофилизовали. Лиофилизат растворяли в 40 мл воды и наносили 
на колонку с ионообменной смолой Amberlite IRA-400 (Cl-форма). Колонку промывали водой, фракции, 
содержащие продукт, объединяли, упаривали до объема ~50 мл и наносили на обращеннофазную колон-
ку Waters X-Bridge C18, 10 мкм, 127 Å, 50×250 мм. Элюирование проводили при скорости потока элюен-
та 50 мл/мин. Фаза А: 0,1% HCl/Н2О, В: ацетонитрил. Градиент: 0% (В)-70% (В) за 70 мин. Фракции, со-
держащие основной продукт, объединяли, упаривали до объема ~50 мл, замораживали и лиофилизовали. 
Получено 3.9 г (20%) продукта с чистотой (ВЭЖХ) 97.5%. Масс спектр: вычислено для C231H374N82O70 
MH+ 5420.98, получено MH+ 5420.80. Аминокислотный анализ: аланин 2.02 (2), аргинин 9.0 (9), аспара-
гиновая кислота + аспарагин 2.05 (2), глутаминовая кислота + глутамин 5.80 (6), глицин 7.25 (7), гисти-
дин 1.02 (1), изолейцин 1.03 (1), лейцин 2.96 (3), лизин 2.07 (2), фенилаланин 2.05 (2), пролин 4.10 (4), 
серии 4.85 (5), треонин 1.90 (2), валин 1.02 (1). 

Пример 5. Синтез 

 
при помощи штамма Corynebacterium acetoacidophilum 
1.1. Конструирование вектора pBS∆Cg10278 для удаления гена Cg10278, кодирующего PBP1a. 
Геномная последовательность С.acetoacidophilum ATCC 13032 и нуклеотидная последовательность 

гена Cg1278, кодирующего пенициллинсвязывающий белок PBP1a, известны (GenBank, инвентарный 
номер ВА000036 (версия ВА000036.3 GI: 42602314, locus_tag="NCg10274"). Со ссылкой на эту последо-
вательность синтезировали праймеры P1, P2, P3 и P4. С помощью ПЦР, используя в качестве матрицы 
хромосомную ДНК штамма С.acetoacidophilum ATCC 13869, приготовленную обычным способом (Saito 
H. and Miura K.I., Biochim. Biophys. Acta, 1963, 72:619-629), и праймеры P1 и P2, и P3 и P4, были получе-
ны фрагмент (около 1 т.п.н.) с 5'-стороны и фрагмент (около 1 т.п.н.) с 3'-стороны от Cg10278, кодирую-
щего PBP1a, соответственно. Затем с помощью ПЦР, используя в качестве матрицы оба полученных 
ДНК-фрагмента и праймеры P1 и P4, был получен ДНК-фрагмент (около 2 т.п.н.), состоящий из обоих 
фрагментов, слитых друг с другом. В праймеры P1 и P4 были введены сайты распознавания для фермен-
тов рестрикции BamH I и Xba I, соответственно. Для ПЦР использовали Pyrobest ДНК-полимеразу (про-
изводитель Takara Bio) и условия, рекомендованными производителем. Этот ДНК-фрагмент обрабатыва-
ли ферментами рестрикции BamH I и Xba I и вводили в сайт BamH I-Xba I pBS4, описанного в WO 
2005/113744, с целью получения вектора pBSACg10278 для делеции гена Cg0278. Для лигирования ис-
пользовали DNA Ligation Kit Ver. 2.1 (производитель Takara Bio) и условия рекомендованными произво-
дителем. 

1.2. Конструирование РВР1а-дефицитного штамма. 
Штамм C.acetoacidophilum YDK010, описанный в WO 2004/029254, трансформировали сконструи-

рованным вектором pBSACg10278. Штамм C.acetoacidophilum YDK010 является штаммом, дефицитным 
по белку поверхностного слоя клетки PS2 штамма C.acetoacidophilum AJ12036 (FERM BP-734) (WO 
2004/029254). Штамм отбирали из полученных трансформантов в соответствии тем, как описано в WO 
2005/113744 и WO 2006/057450 с целью получения штамма YDKOlOAPBP1a, дефицитного по гену 
Cg1278. 

Представленные ниже примеры, касаются фармакологических испытаний, полученного пептида. 
Целью исследования явилось выявление сахароснижающей активности и профилактического и те-

рапевтического действия заявляемого соединения (в дальнейшем "пептид Д") при развитии осложнений 
на модели химического экспериментального диабета, индуцированного однократным введением стреп-
тозотоцина (STZ) и никотинамида крысам- самцам [35]. 

В качестве препаратов сравнения были использованы: 
1. Баета (как эталонный препарат для профилактики и лечения осложнений СД 2) - прозрачный 

раствор для подкожного введения 250 мкг/1 мл: шприц-ручки 1,2 мл, BAXTER Pharmaceutical Solutions. 
2. Субстанция синтетический эксенатид. 
3. Метформин (Сиофор 500) (как классическое сахароснижающее средство из группы бигуани-

дов). 
Используемая реагентика и материалы. 
Набор реагентов для определения уровня гликозилированного гемоглобина (ООО "Фосфосорб", 

Россия). 
Используемое оборудование: 
1. Дозатор медицинский лабораторный, 10-100 мкл. 
2. Дозатор медицинский лабораторный, 100-1000 мкл. 
3. Микроцентрифуга Z 216 МК (Hermle Labortechnik GmbH, Германия). 
4. Глюкометр OneTouch UltraEasy (LifeScan, США). 
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5. Тест-полоски OneTouch Ultra (LifeScan, США). 
6. Нити фон Фрея (Stoelting, США). 

Животные 

 
Адаптация и отбор животных. 
Лабораторных животных до начала исследования содержали 7 дней для адаптации при групповом 

содержании в клетках. Во время этого периода у животных каждый день контролировали клиническое 
состояние путем визуального осмотра. Животные с обнаруженными в ходе осмотра отклонениями в экс-
периментальные группы включены не были. Перед началом исследования животные, отвечающие крите-
риям включения в эксперимент, были распределены на группы. 

Распределение по группам. 
Отбор животных осуществляли при помощи метода модифицированной блочной рандомизации 

[36]. Для этого всех поступивших из питомника животных случайным образом помещали в ячейки блока 
рандомизации (число ячеек блока рандомизации кратно числу групп в эксперименте). Далее, пользуясь 
генератором случайных чисел (статистическая программа Statistica 6.0), получали перечень данных, со-
держащий номера ячеек с животными и соответствующие им номера групп, куда в дальнейшем были 
размещены животные [36]. 

Идентификация животных. 
Маркировка клетки кодировала пол, количество животных, дату начала эксперимента, название 

группы. Каждому отобранному в исследование животному был присвоен индивидуальный номер путем 
нанесения метки на хвост. 

Животные содержались в стандартных условиях в соответствии с правилами, утвержденным M3 
СССР 06.07.73 г., по устройству, оборудованию и содержанию экспериментально-биологических клиник 
(вивариев) и ГОСТ Р53434-2009. 

Животные содержались в стандартных прозрачных пластиковых клетках, группами по 5 особей, на 
подстиле; клетки покрыты стальными решетчатыми крышками с кормовым углублением. Площадь пола 
на одно животное - 440 см2 (минимально допустимая площадь 250 см2). 

"Корм для содержания лабораторных животных" ПК-120-1, приготовленный по ГОСТ Р 50258-92 в 
соответствии с нормами утвержденными приказом М3 СССР №755 от 12.08.77 г. давался ad libitum в 
кормовое углубление стальной решетчатой крышки клетки (при измерении уровня глюкозы, животных 
депривировали от корма на 18 ч). Ветеринарное свидетельство №247 №0294922 (ООО "Аллер-Петфуд", 
Россия) сертификат соответствия №POCRU.ПР98.Н00093/0051289 срок действия с 17/05/2011 по 
16/05/2014. 

Животные получали воду, очищенную согласно СОП ОЖ-ОС-4 и нормированную по органолепти-
ческим свойствам, по показателям pH, сухого остатка, восстанавливающих веществ, диоксида углерода, 
нитратов и нитритов, аммиака, хлоридов, сульфатов, кальция и тяжелых металлов в соответствии с СОП 
АБ-38, на основании ГОСТ 51232-98 "Вода питьевая. Общие требования к организации и методам кон-
троля качества". Вода в стандартных поилках со стальными крышками-носиками давалась ad libitum. 

В качестве подстила использовали древесные гранулы 6 мм (ООО "ЗооСПб", Россия). Животные 
содержались в контролируемых условиях окружающей среды (19,5-21°С и относительной влажности 
воздуха 61-75%). Световой режим составлял 12 ч света и 12 ч темноты. Устанавливали режим проветри-
вания, обеспечивающий около 15 объемов помещения в час, концентрацию СО2 не более 0,15 объемных 
%, аммиака не более 0,001 мг/л. Температуру и влажность воздуха регистрировали ежедневно. Никаких 
существенных отклонений этих параметров в период акклиматизации и в ходе эксперимента не про-
изошло. 

Дизайн исследования. 
Характеристика исследуемых групп путь и длительность введения изучаемых веществ 
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В соответствии с графиком эксперимента у животных на 0 день была проведена индукция экспери-
ментального сахарного диабета с помощью однократной инъекции стрептозотоцина (STZ) внутрибрю-
шинно в дозе 65 мг/кг, разведенного предварительно в цитратном буфере (pH=6,5). За 2 ч до этого внут-
рибрюшинно всем животным был введен никотинамид в дозе 230 мг/кг (5% раствор) [35, 37]. 

Уровень глюкозы в периферической крови измерялся у крыс натощак (животные лишались корма 
на ночь) до индукции патологии, затем через 1, 3 и 9 суток после индукции патологии. После начала вве-
дения изучаемых веществ, уровень глюкозы измерялся каждые 10 дней и в день эвтаназии. Регистрация 
массы тела проводилась в те же дни, что и измерение уровня глюкозы. В течение эксперимента тест на 
аллодинию проводили на 60-й, 70-й и 80-й дни введения лекарственных препаратов. При алкогольной 
нейропатии тест на тактильную реактивность проводили на 1, 50 и 100 день введения препаратов. 

В день эвтаназии у животных забирали образец венозной крови для определения уровня гликозили-
рованного гемоглобина. Также на патоморфологическое исследование были взяты следующие органы: 
седалищный нерв, часть артерии брыжейки, часть артерии сетчатки, часть икроножной мышцы, подже-
лудочная железа. 

График эксперимента и манипуляции 

 
Примечание: * измерение уровня глюкозы производили также на 1-й, 2-й, 3-й, 9-й, 10-й и 14-дснь 

после введения STZ дополнительно. 
Пример 6. Определение глюкозы в крови экспериментальных животных. 
Измерение уровня глюкозы в периферической крови у крыс проводили с помощью глюкометра One 

Touch и тест-полосок One Touch глюкозоксидазным методом. Крысы на ночь перед измерением 
уровня глюкозы лишались корма, но не воды. Процесс измерения выглядел следующим образом: живот-
ное с нужной меткой извлекалось из клетки, проводилась обработка хвоста антисептиком, делался про-
кол вены с помощью иглы от шприца, когда выделялась капля крови - подносился глюкометр с тест-
полоской. Полученные данные заносились в первичную карту. 

На фиг. 1 видно, что на фоне применения исследуемых препаратов наблюдалась общая тенденция к 
снижению концентрации глюкозы. Двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с повторными из-
мерениями выявил статистически значимое влияние исследуемых препаратов на концентрацию глюкозы 
в периферической крови (F4,25=3,49, p=0,02). Последующее межгрупповое сравнение достоверно показа-
ло отличие группы, получавшей метформин, начиная с 20 дня введения препарата (р<0,05, тест Бонфер-
рони), а также групп, получавших заявляемый пептид (пептид Д), начиная с 40-го дня введения препара-
та (р<0,05, тест Бонферрони) и эксенатид, начиная с 50-го дня введения препарата (р<0,05, тест Бонфер-
рони), по сравнению с группой контроля. 

Парное сравнение между исходным уровнем глюкозы до терапии ("0"-точка) и последним днем те-
рапии (80-й день) показали статистически значимое различие в группах, принимавших метформин 
(р=0,017, t-test) и пептид Д (р=0,011, t-test) (фиг 1). 

В итоге можно сделать вывод о том, что заявляемый пептид Д оказал сахароснижающее действие 
при терапии длительностью 80 дней, начиная с 40-го дня введения. Инкретиноподобный препарат - эксе-
натид также проявил гипогликемическое действие, начиная с 50-го дня введения, хотя его выраженность 
была ниже, чем у пептида Д. Введение Баеты не оказало влияния на уровень глюкозы в перифериче-
ской крови, но препарат сравнения метформин проявил, как и ожидалось, сахароснижающие свойства, 
начиная с 20-го дня терапии. 

Пример 7. Определение гликозилированного гемоглобина в периферической крови. 
Определение гликозилированного гемоглобина в венозной крови проводили с помощью набора ре-

агентов "Диабет-Тест, HbA1C" (000 "Фосфосорб", Россия), методом аффинной хромотографии гликози-
лированной и негликозилированной фракций гемоглобина в гемолизате крови крыс. 

На 81 день ежедневного введения исследуемых препаратов у экспериментальных животных из хво-
стовой вены были взяты образцы крови для определения гликозилированного гемоглобина в гемолизате 
эритроцитов крови животных. Полученные данные приведены в табл. 1. 
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Таблица 1. Содержание гликозилированного гемоглобина в крови животных, %, M±m 

 
Примечание: 
# - различия статистически значимы по сравнению с интактной группой, t-тест для независимых пе-

ременных при р < 0,05, 
* - различия статистически значимы по сравнению с контрольной группой. Боферрони-тест при р < 

0,05. 
Из данных табл. 1 видно, что у животных контрольной группы наблюдалось статистически значи-

мое повышение концентрации HbA1C в 4 раза по сравнению с интактной группой (р=0,0002, t-тест). Дан-
ные изменения характеризуют выраженное развитие экспериментальной патологии. 

На фоне применения исследуемых препаратов установлено статистически значимое снижение кон-
центрации HbA1C (F4,17=11,83, р<0,0001). Последующее межгрупповое сравнение выявило максимальный 
эффект терапии в группах, получавшей заявляемый пептид Д (р<0,0001) и метформин (р<0,0001), в 
группах, получавших терапию Баетой и эксенатидом, эффект был не столь выражен (р=0,0018 и 
р=0,0015, соответственно). 

Пример 8. Оценка тактильной аллодинии у крыс с диабетической нейропатией. 
Крысу помещали в пластмассовую клетку с решетчатым полом, сделанным из металлической про-

волоки, и оставляли в этой клетке на 5 мин для угасания ориентировочных реакций. Определение сред-
неэффективного порога тактильной реактивности проводили по методу Чаплан и соавторов [38] с помо-
щью набора из 8 стандартных волосков фон Фрея (Stoelting, США). Жесткость волосков, выражаемая как 
минимальное усилие необходимое для сгибания волоска, возрастала логарифмически с абсолютными 
значениями от 0,692 г до 28,840 г. 

У каждой крысы порог вначале определяли на левой лапе, а затем на правой лапе. Кончиком волос-
ка прикасались к середине плантарной поверхности лапы с усилием, необходимым для сгибания волоска, 
и удерживали волосок в таком положении 6-8 с. Положительный ответ регистрировали, если животное 
резко отдергивало лапу во время касания или если после удаления волоска следовало резкое сгибание 
лапы. 

Тестирование начинали с использования волоска, соответствующего усилию в 3,630 г. Затем сти-
мулы (волоски) предъявляли в возрастающей или убывающей последовательности. В случае положи-
тельного ответа предъявляли волосок с меньшей жесткостью, а в случае негативного ответа предъявляли 
волосок с большей жесткостью. После первоначального определения порога чувствительности по тому 
же принципу предъявляли еще 4 волоска. 

Психофизиологический среднеэффективный порог тактильной реактивности рассчитывали по ме-
тоду, описанному Диксоном [39]. 

В табл. 2 представлены результаты экспериментов по изучению влияния 80-дневного введения ис-
следуемых препаратов на степень развития тактильной аллодинии. 

В выполненных экспериментах к 60 дню введения препаратов проявление тактильной аллодинии в 
контрольной группе было максимальным (F1,14=669,8, р<0,0001), что говорит о сформировавшейся моде-
ли диабетической нейропатии, с выраженным болевым синдромом. 

Для дальнейшей оценки полученных результатов была проведена статистическая обработка с ис-
пользованием двухфакторного дисперсионного анализа с повторными измерениями, который позволил 
определить значимость фактора "введение препаратов" на экспрессию тактильной аллодинии 
(F4,43=10,93; р<0,0001). Последующее межгрупповое сравнение (тест Бонферрони) показало уменьшение 
выраженности тактильной аллодинии в группе, получавшей пептид Д, начиная с 60-го дня введения. В 
табл.3 представлены значения критерия F для всех использованных веществ. Последующие межгруппо-
вые сравнения (тест Бонферрони) подтвердили достоверное влияние только в группе, получавшей заяв-
ляемый пептид Д. 



040166 

- 13 - 

Таблица 2. Влияние исследуемых препаратов на тактильную аллодипию у крыс. 
Тактильную аллодипию оценивали до введения исследуемых препаратов. 

Данные представлены как среднее значение порога отдергивания лапы (г) (M±m). 

 
Примечание: 
# - различия статистически значимые по сравнению с интактной группой, 1-тест для независимых 

переменных при р<0,05, 
* - различия статистически значимые по сравнению с контрольной группой, Бонферрони - тест при 

р<0,05. 
Таблица 3. Результаты статистической обработки данных по экспрессии тактильной аллодинии на фоне 

введения исследуемых препаратов 

 
Таким образом, при изучении эффектов исследуемых препаратов было показано следующее: 

Баета, эксенатид и метформин при индивидуальном сравнении показателей несколько снижали выра-
женность проявления аллодинии, однако последующее межгрупповое сравнение не подтвердило стати-
стически значимого влияния. Введение же заявляемого пептида Д, начиная с 60-го дня введения, досто-
верно уменьшало проявления тактильной аллодинии у крыс с диабетической нейропатией (табл. 2-3). 
Данное наблюдение позволяет сделать вывод о том, что при длительном лечении (начиная с 60-го дня 
введения) заявляемым пептидом Д имеет место терапевтический эффект в отношении одного из самых 
распространенных осложнений СД 2, периферической диабетической нейропатии, что обусловлено, ве-
роятно, нейропротекторным действием заявляемого пептида Д. 

Пример 9. Оценка тактильной аллодинии у крыс с алкогольной нейропатией. 
Оценка тактильной аллодинии происходила так же, как и в примере 7. Симптомы алкогольной ней-

ропатии (тактильная аллодиния) наблюдались, начиная с 8 недели (56-60 дней) потребления 30% алкого-
ля крысами по методике форсированного питья [40] (F1,12=26,25; p=0,0003; фиг. 2), что говорит о сфор-
мировавшейся модели алкогольной нейропатии с выраженным болевым синдромом. 

Для дальнейшей оценки полученных результатов была проведена статистическая обработка с ис-
пользованием двухфакторного дисперсионного анализа с повторными измерениями, который позволил 
определить значимость фактора "введение препаратов" на степень развития тактильной аллодинии 
(F1,10=8,79, p=0,014). Последующее межгрупповое сравнение (post hoc) показало уменьшение выражен-
ности тактильной аллодинии в группе, получавшей лечение заявляемым пептидом Д на 100-й день вве-
дения по сравнению с контрольной группой в соответствующей точке измерения (р<0,05; тест Бонфер-
рони; фиг. 2). 

Суммируя вышеизложенное, можно сделать вывод о том, что заявляемый пептид Д обладает ней-
ропротективными свойствами в отношении нейродегенеративных процессов, развивающихся при алко-
гольной и диабетической периферической нейропатии. 

Патоморфологическое исследование. 
Патоморфологическому исследованию подлежали все экспериментальные животные в конце иссле-

дования. 
Патоморфологическое исследование включало в себя некропсию, макроскопическое исследование, 

гистологическое исследование следующих внутренних органов: средняя часть седалищного нерва, арте-
рия сетчатки, часть артерии брыжейки, часть икроножной мышцы, поджелудочная железа. Некропсия 
выполнялась под непосредственным наблюдением патоморфолога. Образцы указанных тканей вырезали 
и фиксировали в 10% растворе нейтрального формалина, а глазное яблоко в фиксаторе Дэвидсона, в те-
чение 24 ч, далее материал проходил стандартную обработку для изготовления гистологических и гисто-
химических препаратов с толщиной серийных парафиновых срезов 5-7 мкм. Для микроскопического ис-
следования срезы тканей и органов окрашивали гематоксилином и эозином. Образцы нервной ткани ок-
рашивали гематоксилином и эозином, толуидиновым синим по Нисслю, пикрофуксином по Ван-Гизону. 
Для выявления миелиновых волокон и продуктов распада миелина, поперечные и продольные срезы 
нервов, полученные на замораживающем микротоме, окрашивали Суданом черным по Лизону [41, 42, 
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43]. Ядра докрашивали гематоксилином Майера. Образцы икроножной мышцы окрашивали гематокси-
лином и эозином и пикрофуксином по Ван-Гизону. 

Морфологическое исследование гистологических препаратов проводилось при помощи светоопти-
ческого микроскопа Carl Zeiss (Германия) при увеличении 100, 200 и 400. Микрофотографирование про-
водили при помощи цифровой фотокамеры Axio Scope A1 (Германия). Морфометрию проводили полуав-
томатически и вручную с помощью программного обеспечения Axio Vision Rel. 4.8. и редактора изобра-
жений PhotoM 1.21. 

Для оценки действия исследуемых субстанций была проведена сравнительная гистологическая 
оценка их влияния: 

1. На островковый аппарат поджелудочной железы, где проведено измерение площади островков. 
2. На артерии мышечного типа и микроциркуляторного русла (артериолы и капилляры) сетчатки 

глаза, артерии брыжейки, где проведено морфометрическое измерение диаметра капилляров и толщина 
интимы артерий. 

3. На состояние седалищного нерва. 
4. На состояние поперечно-полосатой мускулатуры. 
Пример 10. Оценка состояния интимы брыжеечной артерии крыс. 
На фиг. 3 представлены данные по влиянию исследуемых веществ на состояние интимы брыжееч-

ной артерии крыс. При парном сравнении интактной и контрольной групп было показано, что происхо-
дит достоверное увеличение толщины интимы сосудов в контрольной группе (р<0,0001, t-test). Данное 
увеличение толщины и набухание интимы сосудов свидетельствует в пользу развития процессов эндоте-
лиопатии. Последующий дисперсионный однофакторный анализ данных (ANOVA) показал, что дли-
тельное введение исследуемых веществ предупреждает увеличение толщины интимы сосудов брыжееч-
ной артерии у крыс (F4,25=12,87; p<0,0001). Межгрупповое сравнение показало достоверное уменьшение 
толщины интимы сосудов во всех группах по сравнению с контрольной группой (р<0,05, тест Бонферро-
ни). Максимальный эффект был в группе, получавшей заявляемый пептид Д (р<0.0001, тест Бонферро-
ни). 

Пример 11. Оценка состояния нервной ткани седалищного нерва. 
На основании установленных патоморфологических изменений в нервной ткани можно сделать вы-

вод о том, что моделирование STZ-индуцированного сахарного диабета 2-го типа сопровождалось выра-
женной картиной диабетической нейропатии, которая характеризовалась уменьшением толщины и диа-
метра нервных стволов, деформацией и набуханием миелиновых оболочек, поврежденных нервных во-
локон, отеком межуточной ткани, избыточным накоплением липидов в эпи- и периневрии, разрастанием 
эндоневральной соединительной ткани. 

Отдельные волокна находились в состоянии гидропической дистрофии. Также в очагах демиелини-
зации встречались скопления мелких суданофильных гранул, свидетельствующих о продолжающемся 
распаде миелина. 

Введение метформина не оказало терапевтического эффекта на нервную ткань. В образцах ткани 
данной группы обнаруживались грубые повреждения нервных стволов и волокон, проявляющиеся выра-
женной полиморфноядерной инфильтрацией периневрия и эпиневрия с очаговой дегенерацией миелино-
вых оболочек, а также набуханием и деформацией волокон, появлением продуктов распада миелина в 
виде суданофильных гранул, прилежащих к базальной мембране неповрежденных миелиновых волокон. 

При введении Баеты и эксенатида наблюдалось лишь незначительное накопление липидов в пе-
риневрии и эндоневрии. Очевидно, дегенеративные явления в данной группе были существенно ниже 
или не проявлялись вовсе. Напротив, введение заявляемого пептида Д оказало положительный терапев-
тический эффект, при этом выраженных морфологических отличий в строении седалищных нервов от 
группы интактных животных не определялось. 

При патоморфологическом анализе показателей нервной ткани было установлено, что толщина 
нервного ствола достоверно уменьшалась в контрольной группе по сравнению с интактными животными 
(р<0,0001; t-test), что может свидетельствовать о дегенеративных изменениях в ткани и подтверждается 
патоморфологической картиной развития патологии (табл. 4). 

Таблица 4. Морфометричсские показатели нервной ткани под воздействием исследуемых веществ 
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Примечание: 
# - отличие от интактной группы (р<0,05); 
* - отличие от контрольной группы (р<0,05); 
** - отличие от контрольной группы (р<0,01). 
Как было ранее отмечено, патоморфологическая картина образцов нервной ткани в группе, полу-

чавшей метформин, указывает на отек нервного ствола и чрезмерное увеличение его толщины, что сви-
детельствует об усилении патологии, а не о терапевтическом эффекте. В связи с этим был проведен ста-
тистический анализ без включения указанной выше группы. Однофакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) выявил достоверное влияние введения исследуемых веществ на толщину нервного ствола 
(F3,34=4,83; p=0,007). Последующее межгрупповое сравнение (post hoc) подтвердило достоверное увели-
чение толщины ствола нерва в группе, получавшей заявляемый пептид Д (р<0,01; тест Бонферрони), по 
сравнению с контрольной группой. При анализе такого патоморфометрического показателя как площадь 
соединительной ткани эндоневрия, было установлено, что при моделировании патологии происходило 
достоверное разрастании эндоневральной соединительной ткани (р<0,0018; t-test), что может свидетель-
ствовать о преобладании дегенеративных проявлений над репаративными [Карпова и Криштоп, 2013]. 
Проведение однофакторного, дисперсионного анализа (ANOVA) показало достоверное влияние введения 
исследуемых веществ на площадь эндоневральной соединительной ткани (F4,25=8,58; р=0,0002). После-
дующее межгрупповое сравнение (post hoc) подтвердило достоверное уменьшение площади эндонев-
ральной, соединительной ткани во всех группах (р<0,01; тест Бонферрони). Максимальный эффект был 
зафиксирован в группах, принимавших заявляемый пептид Д (р=0,0002; тест Бонферрони) (табл. 4), что 
можно трактовать как усиление репаративных процессов в нервной ткани. 

Пример 12. Оценка состояния мышечной ткани (икроножная мышца). 
На основании установленных патоморфологических изменений в поперечнополосатой мышечной 

ткани икроножных мышц можно сделать вывод о том, что развитие экспериментального СД 2 сопровож-
далось выраженной картиной мышечной дистрофии, которая характеризовалась истончением и дефор-
мацией мышечных волокон, умеренным разрастанием окружающей соединительной ткани, в некоторых 
случаях с замещением атрофированных волокон коллагеновой соединительной тканью, а также увеличе-
нием количества ядер мышечной клетки (миоядер). В соединительной ткани эндо- и перимизия у живот-
ных с атрофией волокон обнаруживалась умеренная воспалительная инфильтрация. 

В группе, получавшей Баету и эксенатид, отмечалось очаговое разрастание соединительной ткани 
с замещением поврежденных мышечных волокон и умеренной лимфоцитарной инфильтрацией. В груп-
пе, где животные получали метформин, на фоне резкого увеличения миоядерного соотношения отмеча-
лась минимальная очаговая воспалительная инфильтрация волокон и межуточной ткани. 

На фоне сформированной патологии введение заявляемого пептида Д оказало выраженное терапев-
тическое действие на мышечную ткань. Патологические изменения встречались в этих группах в еди-
ничных случаях и были минимальны по сравнению с контрольной группой. 

При анализе площади поперечного сечения мышечных волокон было установлено, что развитие 
экспериментального СД 2 типа сопровождается достоверным снижением площади поперечного сечения 
волокон мышечной ткани (р<0,0001; t-test) с параллельным уменьшением количества миоядер в волокнах 
(около 70%), что можно трактовать как признаки мышечной дистрофии. Проведение однофакторного 
дисперсионного анализа (ANOVA) показало достоверное влияние введения исследуемых веществ на 
площадь поперечного сечения мышечных волокон (F4,22=13,67; p<0,0001). Последующее межгрупповое 
сравнение (post hoc), подтвердило достоверное увеличение площади поперечного сечения мышечных 
волокон во всех группах (р<0,01; тест Бонферрони), за исключением группы, получавшей Баету 
(р=0,051; тест Бонферрони). Максимальный эффект был зафиксирован в группах, принимавших эксена-
тид (р<0,0001; тест Бонферрони) и заявляемый пептид Д (р=0,0004; тест Бонферрони) (табл. 5). 

Таблица 5. Площадь поперечного сечения мышечных волокон икроножной мышцы под воздействием 
исследуемых веществ (M±m) 

 
Примечание: 
# - отличие от интактной группы (р<0,05); 
* -отличие от контрольной группы (р<0,05); 
** - отличие от контрольной группы (р<0,0001). 



040166 

- 16 - 

Пример 13. Островковый аппарат поджелудочной железы. 
В табл. 6 представлены обобщенные данные по влиянию исследуемых веществ на островковый ап-

парат поджелудочной железы экспериментальных животных. При парном сравнении интактной и кон-
трольной групп было показано, что происходит достоверное уменьшение островков Лангерганса в кон-
трольной группе (р<0,0001, t-test). Данное уменьшение площади островкового аппарата свидетельствует 
о развитии патологии, которая также коррелирует с увеличением уровня глюкозы в периферической кро-
ви. Попарное сравнение контрольной группы с экспериментальными, выявило статистически значимое 
влияние введения всех исследуемых веществ на площадь островков поджелудочной железы (табл. 7). 
Данное наблюдение указывает на то, что длительное введение исследуемых веществ приводит к увели-
чению площади островков и тем самым способствует процессам репарации островкового аппарата под-
желудочной железы. 

Таблица 6. Морфометричсеские показатели состояния островкового аппарата поджелудочной железы 
после 80-дневного введения исследуемых препаратов 

 
Примечание: 
# -отличие от штатной группы (р<0,05); 
* - отличие от контрольной группы (р<0.05, t-test). 

Таблица 7. Результаты статистической обработки данных по площади островков поджелудочной железы 
после многократного введения исследуемых препаратов, (критерий Стъюдента) 

 
Примечание: 
# - по сравнению с группой интактных крыс (р<0,001); 
* - сравнению с контрольной группой крыс (р<0,05). 
Таким образом, при патоморфологическом анализе органов и тканей было выявлено, что моделиро-

вание стрептозатоцин-индуцированного сахарного диабета 2-го типа сопровождалось эндотелиопатией, 
уменьшением площади островкового аппарата поджелудочной железы, а также выраженной картиной 
развития периферической диабетической нейропатией и дистрофическими изменениями в поперечно-
полосатых мышцах голени. 

Максимальный и выраженный терапевтический эффект наблюдался после 80-дневного введения за-
являемого пептида Д. Введение данного соединения оказало положительное лечебное действие в отно-
шении осложнений сахарного диабета 2-го типа, таких как диабетическая нейропатия, мышечная дис-
трофия, эндотелиопатия, благоприятно влияло на репаративные процессы в островковом аппарате под-
желудочной железы. Анализ гистологических образцов коррелируют с клиническими данными. В част-
ности выраженный лечебный эффект был отмечен в проявлении признаков аллодинии и снижении со-
держания гликозилированного гемоглобина в эритроцитах экспериментальных животных. Также было 
отмечено выраженное гипогликемическое действия данного соединения, которое было сопоставимо с 
таковым у метформина. 

Учитывая вышеизложенное, можно сделать вывод о том, что заявляемый пептид Д является высо-
коэффективным средством терапии и профилактики осложнений сахарного диабета 2-го типа, в частно-
сти диабетической нейропатии, а также обладает нейропротективным действием и в отношении алко-
гольной нейропатии. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Полипептид формулы: H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Gly-Glu-Glu-Glu-
Ala-Val-Arg-Leu-Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-D-Arg-D-Arg-
D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Arg-Gly-OH, эффективный при лечении и профилактике сахарного 
диабета 2-го типа и его осложнений, выбранных из диабетической нейропатии, мышечной дистрофии и 
эндотелиопатии. 

2. Применение полипептида по п.1 для лечения и профилактики сахарного диабета 2-го типа и его 
осложнений, выбранных из диабетической нейропатии, мышечной дистрофии и эндотелиопатии. 

 

 
Фиг. 1 - концентрация глюкозы в периферической крови иод влиянием исследуемых препаратов, M±m. 
ммоль/л. Первый столбец - точка до начала введения препаратов, второй столбец - последний день тера-
пии (80-й день). * - статистически значимые различия в группах, получавших исследуемые препараты, и 

контрольной группой, тест Бонферрони, при р < 0.05: # - статистически значимые различия в группах, 
между исходным уровнем и последним днем терапии (80-й день введения препаратов), t-test, при р<0.05 

 

 
Фиг. 2 - Влияние пептида Д в дозе 10 мкг/кг на тактильную аллодимию у крыс при алкогольной нейропа-

тии. На протяжении 100 дней животным вводили пептид Д согласно плану исследования. Тактильную 
аллодинию оценивали до моделирования алкогольной нейропатии, на 1-й день введения препарата, на 

50-й и 100-й день ежедневного введения. Данные представлены как среднее значение порога отдергива-
ния лапы (г) (M±m) 
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Фиг. 3 - Толщина интимы брыжеечной артерии после 80-днсвного введения исследуемых препаратов, 

мкм, # - отличие от интактной группы (р<0.05); * - отличие от контрольной группы (р<0.05, тест Бонфер-
рони); ** - отличие от контрольной группы (р<0.001. гест Бонферрони) 
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