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Полипептидный комплекс эпифиза (ПКЭ) представ�
ляет собой комплекс пептидов с молекулярной мас�
сой менее 10 кДа без примеси мелатонина и дру�
гих индолов. ПКЭ участвует в регуляции нейроим�
муноэндокринного статуса организма через воз�
действие на гипоталамо�гипофизарную систему:
нормализует синтез пинеального мелатонина, цир�
кадианные ритмы организма, функциональное
состояние головного мозга, сетчатки глаза, сер�
дечно�сосудистой, эндокринной, иммунной систем,
обладает антиоксидантным эффектом, оказывает
стресспротекторное и геропротекторное действие
в исследованиях на культурах клеток, животных
и при применении в качестве лекарственного пре�
парата у людей разного возраста [1�4,6,8].

При анализе аминокислотного состава ПКЭ
было установлено, что с наибольшей частотой в
нем встречаются глутаминовая кислота (Glu), ас�
парагиновая кислота (Asp), аланин (Ala) и глицин

(Gly). Из этих аминокислот был сконструирован и
синтезирован тетрапептид Ala�Glu�Asp�Gly (AEDG)
[3,9]. Установлено, что пептид AEDG обладает те�
ми же биологическими эффектами, что и ПКЭ, но
в меньших концентрациях [1,4�6,9,10]. Введение
ПКЭ или пептида AEDG восстанавливает мела�
тонинобразующую функцию пинеальной железы у
людей пожилого возраста и у старых обезьян [1,2],
а также приводит к увеличению активности СОД,
снижению количества продуктов ПОЛ, диеновых
конъюгатов, АФК [2,4,9]. ПКЭ и пептид AEDG восста�
навливали репродуктивную функцию старых крыс,
повышая концентрацию тестостерона в крови у сам�
цов и восстанавливая периодичность эстральных
циклов у самок [6,8]. Сходные биологические эф�
фекты этих пептидных биорегуляторов позволили
предположить, что в составе ПКЭ содержится пеп�
тид AEDG. При этом ранее анализ пептидного со�
става ПКЭ не проводился.

Целью данной работы являлся поиск пептида
AEDG в составе ПКЭ методами масс�спектромет�
рии и ВЭЖХ.
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МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе исследовали ПКЭ, который был пред�
ставлен в виде раствора, содержащего в качестве
вспомогательных веществ воду для инъекций и
аминокислоту глицин. Концентрация ПКЭ состави�
ла 2.5 мг/мл. Пептиды и свободные аминокислоты
в составе ПКЭ выявляли методом масс�спектро�
метрии во фронтальном зависимом тандемном ре�
жиме сканирования и направленном тандемном
режиме с предварительной изоляцией ионов�пред�
шественников (прекурсорных ионов) на времяпро�
летном квадрупольном масс�спектрометре высо�
кого разрешения “Agilent G6550A Q�TOF LC/MS”
(“Agilent”). Разделение компонентов, содержащих�
ся в составе ПКЭ, выполняли в системе ВЭЖХ в
различных условиях градиента элюции для направ�
ленного разделения нейтральных, полярных или
гидрофобных компонентов системы на модульной
UPLC�системе в микропотоковом режиме “Agilent
Infinity Series 1290” (“Agilent”) с помощью диодно�
матричного детектора с переменной длинной вол�
ны (UV�детектор) и объемом ячейки 10 мкл. Выде�
ление коротких пептидов, входящих в состав ПКЭ,
осуществляли с использованием хромато�масс�
спектрометрии методом селективного мониторинга
реакций (SRM�метод) на хроматографической ко�
лонке с обращенной стационарной фазой Eclipse
Plus C�18 RRHD и размером 2.1100 мм, с разме�
ром частиц 1.8 мкм (“Agilent”). Хроматографическая
колонка имела следующие характеристики: рабо�
чий диапазон рН 3�8, максимальное давление на
колонку 600 бар, общее время анализа образца
составило 60 мин. Распределение выделенных и
идентифицированных пептидов регистрировали по
коэффициенту относительной гидрофобности [13].
Масс�спектры ПКЭ снимали в диапазоне отноше�
ния массы к заряду (m/z) 420�1200 [7,11,12,15]. Для
получения масс�спектров производили отбор не
более 5 ионов�предшественников за один полный
цикл сканирования во фронтальном режиме с ин�
тенсивностью не менее 300 единиц, с относитель�
ной интенсивностью ионов�предшественников к
базовому пику в спектре не менее 0.05%. Селек�
ция ионов�предшественников по зарядному состо�
янию осуществлялась в следующем приоритетном
порядке: 2+>3+>1+>(3+/N+), где N — любой заряд,
кроме тех, которые указаны.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В составе ПКЭ был идентифицирован 341 органи�
ческий компонент. В составе компонентов выявле�
ны свободные аминокислоты и короткие пептиды.
Распределение аминокислот и коротких пептидов

в составе ПКЭ: свободные аминокислоты — 3.26%,
дипептиды — 23.19%, трипептиды — 50.72%, тетра�
пептиды — 22.10%, пентапептиды — 0.72%. Среди
выявленных коротких пептидов и свободных ами�
нокислот было зарегистрировано 87% молекул с
L�изомерами аминокислотных остатков и 17% — с
модифицированными аминокислотными остатками
(амидирование, окисление, лактамизация). При этом
обнаруженные модификации относятся к индуци�
рованным и посттрансляционным модификациям.

Методом фронтальной хромато�масс�спектро�
метрии не были получены убедительные данные,
свидетельствующие о присутствии пептида AEDG
в составе ПКЭ. Причиной этого может быть содержа�
ние пептида AEDG в составе ПКЭ в концентрации
ниже пороговой чувствительности квадрупольной
времяпролетной хромато�масс�спектрометричес�
кой системы. В связи с этим для идентификации
пептида AEDG в составе ПКЭ использовали высо�
кочувствительную хромато�масс�спектрометричес�
кую систему с тройным квадрупольным масс�ана�
лизатором и конверсионным диодным детектором
с электронным умножителем и программное обе�
спечение “Skyline”. Были рассчитаны и отобраны
первичные транзиции, специфичные для пептида
AEDG, и оптимизированы условия регистрации сиг�
нала: ускоряющий потенциал на выходе из ячей�
ки соударения, энергия активации однозарядных
ионов, время накопления ионов за дискретный цикл
сканирования и параметры ионного источника. Так�
же было минимизировано число интерферирую�
щих ионов с использованием расчетных данных,
полученных после анализа первичных результатов
в srm2prot и SRMCollider. Удалось зарегистрировать
и идентифицировать сигнал для коротких пептидов
(не менее 75%, но не более 90% по фрагментным
ионам и не менее 95% по прекурсорным ионам).
Среди них был получен SRM�сигнал (сигнал селек�
тивного мониторинга реакций) с высокой гомоске�
дастичностью и схождением фрагментных ионов
от пептида AEDG (рисунок).

Полученные данные свидетельствуют о том,
что 22.1% состава ПКЭ представлено тетрапеп�
тидами, среди которых обнаружен пептид AEDG.
Пептид AEDG содержится в ПКЭ в низкой концент�
рации, так как именно такие концентрации необхо�
димы для реализации его физиологической актив�
ности. Это подтверждают данные по изучению ак�
тивности пептида AEDG, проявляющейся в низких
(наномолярных) концентрациях. Так, в исследова�
нии влияния пептида AEDG на синтез фермента
арилалкиламин�N�ацетилтрансферазы (AANAT) и
транскрипционного протеина pCREB, регулирую�
щих синтез мелатонина в пинеалоцитах, пептид
AEDG применяли в концентрации 100 нг/мл. При
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Хроматограмма SRM+сигнала фокусированного ионного тока изолированных фрагментных ионов пептида AEDG
в составе ПКЭ.

этом контрольное биологически активное вещест�
во норадреналин, стимулирующее синтез AANAT
и pCREB в пинеалоцитах, использовали в значи�
тельно большей концентрации — 1 мкг/мл [5,14].

Таким образом, в составе ПКЭ с помощью
высокотехнологичных физико�химических мето�
дов анализа выявлен пептид AEDG, обладающий
биологическими эффектами ПКЭ и являющийся
его активным началом.
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