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Введение. Идентификация молекулярных составляющих способствует реализации таргетных свойств многокомпонентных 
лекарственных препаратов, что позволяет изучить их молекулярный механизм и мишени терапевтического действия. Полипеп-
тидный комплекс, выделенный из тимусов крупного рогатого скота (тималин), и сконструированные, а затем синтезированные 
на основе анализа его аминокислотного состава короткие пептиды EW (Glu-Trp, тимоген), KE (Lys-Glu), EDP (Glu-Asp-Pro) обла-
дают сходными биологическими эффектами. Дипептид EW был ранее обнаружен в составе лекарственного препарата тималин.

Цель исследования. Идентификация коротких пептидов KE и EDP в составе полипептидного комплекса тимуса. 
Метод. С целью подтверждения наличия этих пептидов в составе тималина был использован метод ультраэффективной 

жидкостной хроматомасс-спектрометрии. 
Результаты. В результате исследования установлено, что короткие пептиды KE и EDP входят в состав полипептидного 

комплекса тимуса – тималина, и являются его минорными компонентами.
Заключение. Биологическая и терапевтическая активность лекарственного препарата тималин обусловлена эффектами 

входящих в его состав коротких пептидов KE и EDP, обнаруженных в настоящем исследовании, и дипептида EW, который был 
обнаружен в его составе ранее.
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ВВЕДЕНИЕ
В Санкт-Петербургском Институте биорегуляции 

и геронтологии разработана и описана технология 

выделения полипептидных комплексов из различных 

органов и тканей молодых животных, которая по-

зволяет получать препараты с тканеспецифической 

активностью. На основе анализа аминокислотного 

состава экстрагированных полипептидных комплек-

сов были сконструированы и затем синтезированы 

короткие пептиды, обладающие сходной биологиче-

ской активностью. С целью подтверждения наличия 

этих пептидов в полипептидных препаратах были ис-

пользованы методы масс-спектрометрии и высоко-

эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), 

а также ультраэффективной жидкостной хромато-

масс-спектрометрии (УЭЖХ-МС). Так, например, в 

результате исследования было выявлено, что в состав 

полипептидного комплекса эпифиза (эпиталамин) 

входит биологически активный тетрапептид AEDG, 

обладающий сходными биологическими эффектами 

[1]. Кроме того, в полипептидных комплексах сосу-

дов, хрящей, слизистой оболочки бронхов, головно-

го мозга, поджелудочной железы были обнаружены 

трипептиды KED, AED, EDG, EDR и тетрапептиды 

AEDL, KEDW соответственно [2].

Полипептидный комплекс тимуса (тималин) яв-

ляется лекарственным препаратом, который состоит 

из пептидов с молекулярной массой до 10 кДа. Пре-

парат восстанавливает нарушенный иммунитет, регу-

лирует количество и соотношение Т- и В-лимфоцитов 

и их субпопуляций, стимулирует реакции клеточного 

иммунитета, усиливает фагоцитоз, стимулирует про-

цессы регенерации и кроветворения в случае их угне-

тения, а также улучшает течение процессов клеточ-

ного метаболизма. Введение препарата способствует 

увеличению длительности жизни и снижению частоты 

возникновения опухолей у животных [3–7]. Введение 

тималина также приводит к нормализации функции 

иммунной системы и повышению качества жизни у 

людей старшего возраста. В настоящее время препа-

рат применяется при различных иммунодефицитных 

состояниях и заболеваниях, сопровождающихся на-

рушением функций иммунной системы [8–10].

Из тималина методом обращенно-фазовой вы-

сокоэффективной жидкостной хроматографии (RP-

HPLC) с использованием аналитических и препа-

ративных хроматографических колонок выделены 

пептиды с молекулярной массой до 5 кДа. Затем пеп-

тиды были разделены на ряд фракций (по величине 

молекулярных масс) для дальнейшего определения 

их биологической активности при помощи специаль-

но разработанного метода. Этот метод базировался на 

способности пептидов восстанавливать число рецеп-

торов Т-лимфоцитов на тимоцитах морской свинки 

после воздействия трипсином in vitro. Наибольшая 

статистически значимая активность выявлена во 

фракции коротких пептидов (до 10 аминокислот). 

При дальнейшем исследовании максимальная актив-

ность в этой фракции определена у дипептида Glu-

Trp (EW), который впоследствии был синтезирован 

классическим методом в растворе и получил наиме-

нование тимоген (рис. 1). При экспериментальном и 

клиническом изучении тимогена выявлена его высо-

кая биологическая активность и способность восста-

навливать функцию иммунной системы, нормализо-

вывать количество Т-лимфоцитов и их субпопуляций 

при различных иммунодефицитных состояниях. В 

настоящее время пептид EW применяется в клини-
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spectrometry was used.
Results. As a result of the study, the short peptides KE and EDP were found to be a part (minor components) of the thymus polypeptide 

complex (thymalin).
Conclusion. The biological and therapeutic activity of the thymalin medicine is due to the effects of the short peptides KE and EDP found 
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ческой практике в качестве иммуномодулятора при 

острых и хронических инфекционно-воспалитель-

ных заболеваниях, сопровождающихся снижением 

показателей клеточного иммунитета. Дипептид EW 

стал первым отечественным лекарственным синтети-

ческим пептидным препаратом. Следует подчеркнуть 

отсутствие аллергических и побочных реакций при 

применении препарата в течение 30 лет у >25 млн лиц 

[3–6, 11,12]. 

При экспериментальном изучении биологиче-

ской активности коротких пептидов Lys-Glu (KE) и 

Glu-Asp-Pro (EDP) выявлено их выраженное имму-

нопротективное действие, сходное по биологической 

активности с тималином (рис. 2, 3). 

 В связи с изложенным выше возникло предпо-

ложение, что в тималине аналогично дипептиду EW 

также могут содержаться дипептид KE и трипептид 

EDP, имеющие сходную биологическую активность. 

Цель работы – идентификация коротких пепти-

дов KE и EDP в тималине методом ультраэффектив-

ной жидкостной хроматомасс-спектрометрии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В Институте токсикологии ФМБА России ме-

тодом УЭЖХ-МС был проведен анализ лиофили-

зированного препарата полипептидного комплекса 

тимуса на содержание в его составе двух целевых ко-

ротких пептидов EDP и KE. Анализ выполнен с при-

менением хроматографа Acquity UPLC I-class с тан-

демным МС-детектором TDQ Xevo (Waters, США), 

свидетельство о поверке №242/9964-2019 от 17.12.19 

г. Хроматографическая колонка Acquity UPLC BEH 

C18 1.7um 2.1 x 100mm. Подвижная фаза состояла из 

смеси 0,05% водного раствора трифторуксусной кис-

лоты (компонент А) и ацетонитрила (компонент В). 

Градиентное элюирование проводили в соответ-

ствии с программой, представленной в табл. 1.

Скорость потока элюента составляла 0,2 мл/мин. 

Температура термостата колонки – 40°С. Температу-

ра термостата отделения для проб – 7°С. Объем ввода 

пробы –10 мкл. 

Условия МС-детектирования представлены в 

табл. 2.

Испытуемые и стандартные образцы анализи-

ровали в виде 0,1% и 1% водных растворов соответ-

ственно. Критериями идентификации пептидов слу-

жили хроматографические параметры удерживания и 

массовые числа.

Количественные измерения выполнены методом 

внешнего стандарта. Концентрацию целевого компо-

нента в испытуемых препаратах в мг/г (Х) вычисляли 

по формуле:

 S • C
0
 • 100

X = ––––––––––– ,

 S
0

где S и S
0
 – площади пиков целевого компонента на 

хроматограммах растворов испытуемого и стандарт-

ного образцов соответственно; С
0
 – концентрация 

определяемого пептида в растворе стандартного об-

разца (мг/мл).

Рис. 1. Структурная формула дипептида EW – тимо-

гена (молекулярная масса: 334,35)

Fig.1. The structural formula of the EW dipeptide – 

thymogen (molecular weight: 334.35)

Рис. 2. Структурная формула дипептида KE (молеку-

лярная масса: 275,30)

Fig. 2. The structural formula of the KE dipeptide 

(molecular weight: 275.30)

Рис. 3. Структурная формула трипептида EDP (моле-

кулярная масса: 359,33)

Fig. 3. The structural formula of the EDP tripeptide 

(molecular weight: 359.33)

Таблица 1 

Условия хроматографического элюирования
Table 1

Chromatographic elution conditions

Время, мин Компонент А, % Компонент В, %

0 100 0

3 100 0

9 35 65

12 35 65
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты исследования показали, что трипеп-

тид EDP содержится в тималине в количестве 0,04 

мг/г (рис. 4), а дипептид KE – 0,025 мг/г (рис. 5). 

Многочисленные экспериментальные исследо-

вания показали, что дипептид KE, подобно тима-

лину, является иммуномодулятором, стимулирует 

процессы регенерации и обладает геропротектор-

ной активностью [3–5]. Обнаружено, что дипептид 

является фрагментом многих цитокинов (ILlα, IL2, 

IL4, IL5, IL6, INFα), а также ряда биологически 

активных веществ – тимозина, тимопоэтинов I, II. 

Применение пептида KE приводит к увеличению 

уровня внутриклеточного Са2+ в тимоцитах и макро-

фагах. Кроме того, дипептид стимулирует экспрес-

сию аргирофильных белков областей ядрышковых 

организаторов, которые ответственны за синтез, 

сборку и транспорт рибосом в цитоплазму в тимо-

цитах и эпителиальных клетках. Этот процесс при-

водит к усилению синтеза белка. Следует полагать, 

что KE способен включаться в механизм регуляции 

функционального состояния областей ядрышко-

вых организаторов и локализованных в них рибо-

сомных генов. Дипептид стимулирует синтез мРНК 

цитокина IL2 в лимфоидных клетках. В условиях 

стрессорного воздействия дипептид снижал уровень 

спонтанной клеточной гибели, повышал проли-

феративный потенциал и усиливал резистентность 

клеток к неблагоприятным условиям внешнего ми-

кроокружения, тем самым способствуя регенерации 

тканей. Установлено, что KE приводит к статистиче-

ски значимому увеличению в 2–3,7 раза экспрессии 

генов, отвечающих за клеточное деление, структуру 

клетки, клеточный метабо-

лизм человека [13]. С по-

мощью вычислительных 

ресурсов суперкомпьютер-

ного центра «Политехник» 

СПбПУ Петра Великого 

(560 вычислительных ядер 

Tornado) изучена вероят-

ность специфического 

связывания пептида KE со 

всеми возможными вари-

антами двунитевой ДНК в 

β-форме из 4 пар нуклеоти-

дов методами молекулярно-

го моделирования in silico и 

электрофоретической под-

вижности веществ в полиа-

криламидном геле. Пептид 

KE селективно связывает-

ся с последовательностью 

TCGA указанных генов. 

Результаты теоретических 

расчетов были подтвержде-

ны экспериментально ме-

тодом электрофореза в по-

лиакриламидном геле [14]. 

При изучении биологической активности три-

пептида Glu-Asp-Pro (EDP) была выявлена стимуля-

ция процессов пролиферации и дифференцировки 

лимфоцитов за счет восстановления синтеза ткане-

специфических белков, нормализации метаболиче-

ских и молекулярно-генетических показателей при 

возрастных нарушениях клеточного и гуморального 

иммунитета. Пептид способствует продукции моно-

нуклеарными фагоцитами цитокинов IL1, IL6, TNFα, 

а также усиливает пролиферацию эпителиальных 

клеток тимуса при старении. Выявлено, что введение 

пептида EDP экспериментальным животным в ради-

Таблица 2

Условия МС-детектирования
Table 2

MS detection conditions

Тип ионизации
Ионизация электростатическим 
распылением при атмосферном 

давлении (ESI)

Диапазон массовых 

чисел
50–1250 Да

Полярность 

детектируемых ионов

Детектирование 

положительных ионов

Температура 

газа-осушителя
350°С

Напряжение 

на капилляре
3,0 кВ

Скорость потока 

газа-осушителя
600 л/ч

Рис. 4. Определение трипептида EDP в тималине методом УЭЖХ-МС. Внизу – 

хроматограмма EDP (стандартный образец), сверху – хроматограмма EDP в 

составе тималина

Fig. 4. Determination of EDP tripeptide in thymalin by HPLC-MS. The chromatogram 

of EDP (standard sample) is shown below, the chromatogram of EDP tripeptide in the 

composition of thymalin is shown above
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плекс большого количества 

пептидов, содержащихся 

в центральном органе им-

мунной системы организма 

– тимусе. Этот уникальный 

набор пептидов позволяет 

полноценно функциониро-

вать тимусу и соответствен-

но всей иммунной системе 

организма. Однако для по-

нимания молекулярного 

механизма действия пре-

парата и фармакодинамики 

крайне важно определить 

его компонентный состав. 

Результаты данного и ра-

нее проведенных исследо-

ваний позволяют сделать 

вывод, что биологическая 

и терапевтическая актив-

ность лекарственного пре-

парата тималин связана 

с наличием в его составе 

трех важных компонентов 

– дипептида EW (тимоген), 

дипептида KE, трипепти-

да EDP. Экспериментальные данные показали, что 

короткие пептиды эпигенетически регулируют экс-

прессию определенных групп генов и синтез соот-

ветствующих белков в иммунокомпетентных клет-

ках, тем самым оказывая комплексное воздействие 

прежде всего на функционирование иммунной и на 

другие системы организма. Выявление физиологи-

чески активных пептидов в составе тималина стало 

отправной точкой для изучения фармакогеномики 

препарата. Таким образом, тималин является инте-

гральным лекарственным препаратом, регулирую-

щим функцию тимуса и поддерживающим гомеостаз 

организма.
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ационной модели преждевременного старения усили-

вает пролиферативный потенциал клеток. Трипептид 

также способствует деконденсации гетерохроматина 

в лимфоцитах крови у лиц старческого возраста, что 

коррелирует с восстановлением экспрессии генов. 

Применение трипептида у спортсменов привело к 

увеличению экспрессии генов, регулирующих синтез 

белков теплового шока (HSPA1A) и генов, регулиру-

ющих синтез белков, ответственных за окислитель-

ную способность скелетных мышц (PPARA, PPARG) 

[3, 5, 15]. 

Таким образом, результаты проведенных ранее и 

настоящего исследований показывают, что короткие 

пептиды KE и EDP являются минорными компонен-

тами тималина и обладают сходным с ним по биоло-

гической активности выраженным иммунопротек-

тивным действием.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Идентификация молекулярных составляющих 

способствует реализации таргетных свойств много-

компонентных лекарственных препаратов, что по-

зволяет изучить их молекулярный механизм и мише-

ни терапевтического действия. Ранее установлено, 

что тималин представляет собой суммарный ком-

Рис. 5. Определение дипептида KE в тималине методом УЭЖХ-МС. Внизу – хро-

матограмма KE (стандартный образец), сверху – хроматограмма KE в составе 

тималина

Fig. 5. Determination of KE dipeptide in thymalin by HPLC-MS. The chromatogram 

of KE (standard sample) is shown below, the chromatogram of KE dipeptide in the 

composition of thymalin is shown above
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