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Представлені результати дослідження спроекто
ваних та синтезованих сукцинільованих пептидів 
— інгібіторів сигналів ядерної локалізації. Пока
зано, що найбільшу активність проявили пептиди 
— продукти ферментативного гідролізу ацильо-
ваного янтарним ангідридом бичачого сироват
кового альбуміну. Фактично всі досліджені пеп
тиди мали противірусну активність відносно ві
русу простого герпесу у наднизькій концентрації 
100 нг/мл, які не тільки гальмували цитопатичну 
дію вірусів, а й різко зменшували титр вірусу в 
культуральному середовищі. При моделюванні 
інгібіторів встановлена закономірність, завдяки 
якій може бути розроблений повністю синтетичний 
інгібітор сигналів ядерної локалізації і яка перед
бачає наявність у структурі пептидів з макси
мальним ступенем афінності двох лізинів підряд. 

Персистенція вірусів герпесу є однією з основ
них причин ряду хронічних захворювань та однією 
з етіологічних причин атеросклерозу. До цього 
часу ще не знайдені засоби, які б виліковували 
клітину від персистуючих вірусів шляхом зупинки 
синтезу незрілих вірусних часток. Складний ме
ханізм вірусної персистенції часто призводить до 
неспроможності імунологічних механізмів люди
ни виліковуватися від хронічної (персистуючої) 
вірусної інфекції [7, 14]. Тому розробка засобів, 
які б, не руйнуючи клітину, гальмували синтез та 
збірку вірусних часток, є важливою та актуальною 
задачею сучасної фармацевтичної науки [13]. 

Один з механізмів, який використовує біль
шість вірусів для введення їх ДНК до клітинного 
ядра, є використання власної клітинної транс
портної системи а-р-імпортинів [15]. Це білки, які 
переносять через ядерні пори вірусний полінуклео-
тид. Вони містять пептидний сигнал ядерного 
імпорту (або сигнал ядерної локалізації (СЯЛ) в 

інших джерелах), який розпізнає ядерні пори [11] 
та пропускає до ядра комплекс імпортин+вірус-
ний полінуклеотид [6, 8]. Структура більшості сиг
налів ядерного імпорту встановлена та дослідже
на, але як мішень для противірусних засобів ім
портний ще не використовувались. Герпесвіруси 
та референтний вірус везикулярного стоматиту 
також використовують систему імпортинів для 
перенесення до ядра своєї генетичної інформації, 
але віруси використовують димер р-імпортину, 
тоді як фізіологічний імпортин складається з чо
тирьох субодиниць, тобто є тетрамером. Відпо
відно для димерного р-імпортину існує свій влас
ний сигнал ядерного імпорту, який добре до
сліджений у віруса БУ-40 [10]. Його структура 
представлена на рисунку. 

Для моделювання структури інгібітора пептиду 
ядерної локалізації були використані програмні 
комплекси ЫеигоРго та № и г о С п е т [5]; для О П Т И -
мізації структури молекули пептиду-мішені вико
ристовували силове поле молекулярної механіки 
ММ2 [1] та напівемпіричний квантово-хімічний 
метод РМЗ [3] з використанням програми Нурег-
С п е т 6,0. 
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Рис. Структура сигнального пептиду ядерної локалізації 
Р-імпортину (оптимізація структури з використанням 
силового поля М М 2 з урахуванням зарядів атомів). 
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Таблиця 1 
Характеристики спроектованих сукцинільованих пептидів 

Речовина-дже-
рело гідроліз
них пептидів 

Пептиди, схожі на СЯЛ, які були 
знайдені у структурі речовини-

джерела (за даними літератури) 
Прогноз ступеня афінності 

до СЯЛ-імпортину*, К 
Кількість сукциніл-пептидів 

після гідролізу** (експе
риментальні дані) 

ЛСА 

Lys - Val - Lys - Lys - Arg - Lys 
Lys-Lys-Arg-Val-Tre-Lys 
Lys-Phe-Arg-Vai-Val-Arg 
Val -Tre-Ala - Arg-Arg - Lys 
Lys-Lys-Arg-Val-Phe-Lys 
Lys-Phe-Tyr-Val-Val-Arg 

0,96 
0,92 
0,68 
0,80 
0,95 
0,60 

12 

КСА 

Lys-Arg-Tre-Lys-Arg-Lys 
Lys-Lys-Tre-Val-Phe-Lys 
Lys-Phe-Tyr-Val-Val-Arg 
Val -Tre - Phe -Arg - Lys- Lys 
Ala-Lys-Arg-Val-Val-Lys 

0,62 
0,95 
0,65 
0,85 
0,60 

6 

БСА 

Ala-Tre-Lys-Lys-Ala-Lys 
Val-Tre-Ala-Lys-Lys-Arg 
Arg-Arg-Val-Lys-Lys-Arg 
Arg - Arg - Lys- Lys-Tre-Tyr 
Lys-Lys-Tre-Tre-Lys-Lys 

0,96 
0,90 
0,90 
0,95 
0,95 

7 

* За даними програми ІЧеигоРго, що вивчалася на прикладі взаємодії ендорфінового рецептора з різними ендорфінами 
та їх синтетичними аналогами; 
К — ступінь афінності (від 0 до 1); 
** — кількість плям на пластинці імпульсного гель-електрофорезу в області молекулярних мас СЯЛ. 

Відомий феномен гібридизації білків з їхніми 
ацильованими похідними [4]. Завдяки цьому методу 
досліджують ізоформи білків та встановлюють їх 
структуру. Відповідно гібридизація призводить до 
інактивації специфічного пегггиду та часто утворює 
нерозчинні комплекси. Ряд вірусів використовує 
ефект гібридизації сигнального пептиду ядерної ло
калізації з так званим пептидом "кеп" на той час, поки 
у цитоплазмі пройде процес "дозрівання" вірусних 
компонентів [16]. Коли цей процес закінчується, 
протеази руйнують "кеп", а імпортин вносить вірус
ний глікопротеїд до ядра. Часто віруси замість 
"кепа" використовують фосфорилювання самого 
сигналу ядерної локалізації. Відповідно існує при
родний механізм блокади імпорту вірусних по-
лінуклеотидів до ядра — це маскування пептиду 
ядерного імпорту чи його фосфорилювання. 

Метою роботи було спроектувати та синтезува
ти декілька сукцинільованих похідних пептидів — 
претендентів на роль інгібіторів сигналу ядерного 
імпорту і дослідити їх противірусні властивості. 

Матеріали та методи 
При пошуку сировини для синтезу пептидів за 

допомогою програми ЫеигоРго серед понад 50 
промислово доступних білків були відібрані струк
тури людського сироваткового альбуміну (ЛСА) , 
конячого сироваткового альбуміну (КСА) та би
чачого сироваткового альбуміну (БСА) з бази да
них РиЬМесі у вигляді РБВ-файлів [9]. Всі ці білки 
містили послідовності, багаті лізином та аргіні
ном, та у разі гідролізу пепсином могли перетво
рюватися на набір пептидів, схожих за зарядами 
та структурою на сигнали ядерної локалізації. 
Сукцинільовані за залишками лізинів та аргінінів 

пептиди з великою імовірністю могли гібридизу
ватися із сигналом ядерної локалізації та утворю
вати штучний "кеп". Вірогідність гібридизації ви
ражали у відсотках афінності (комплекс повинен 
був мати найменшу потенційну енергію та макси
мальну стабільність при нагріванні при молеку
лярно-динамічних дослідженнях). Синтез сукци
нільованих альбумінів проводили за методикою 
[12]. Гідроліз отриманих сукциніл-пептидів про
водили з використанням промислового ацидин-
пепсину за методикою [4]. Для всіх синтезованих 
сукциніл-пептидів проводили пептидне картуван
ня після гідролізу за методикою [4]. Замість ніт
рату срібла (як проявника) використовували ніт
рат ртуті. Пептиди, які за молекулярною масою та 
даними пептидного картування відповідали роз
мірам інгібітора ядерної локалізації, вилучали з 
гелю екстрагуванням. Потім досліджували про
тивірусну активність вилучених пептидів мікро-
методом у плашках [2] на моделі герпесвірусної 
інфекції (вірус герпесу 1 типу, штамм Л-2 був 
люб'язно наданий завідувачкою лабораторії вірус
них інфекцій ДорСЕС Південної залізниці к. мед. 
н., ст. н. с. Коробковою І.В.) Противірусні влас
тивості пептидів досліджували на моделі in vitro 
на культурі клітин M D B K , інфікованих ВПГ1 у 
концентрації 7 lg за методикою з [14], також 
встановлювали титр вірусу у середовищі після 
лікування на другу добу. Цитопатична дія вірусу 
спостерігалася на другу добу у контрольних про
бірках (до 70% ЦПД). Інфіковані клітини інкубу-
вали з дослідними пептидами через 2 години після 
інфікування клітин вірусом та заміни живильного 
середовища. Пептиди залишали до закінчення 
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Таблиця 2 
Противірусна активність ацил-пептидів, продуктів гідролізу сукцинільованих білків 

Речовина-джерело 
сукциніл - пептидів 

№ смуги з пластинки 
гель-електрофорезу Rf Титр вірусу на другу добу 

після лікування, Ід 
Противірусна активність 

(100 нг/мл), % 

5 0,60±0,05* 100 
ЛСА 6 0,70+0,02** — 75 

8 0,72±0,02 4 25 

3 0,65+0,05 2 50 
5 0,68+0,02 2 50 

КСА 6 0,72±0,02 7 0 
7 0,75+0,05 4 25 
9 0,77+0,05 2 50 

3 0,56±0,02 100**** 
БСА 4 0,70+0,05 — 100 БСА 6 0,72+0,02 1 75 

7 0,75+0,05 1 75 

Контроль (неацильо-
ваний БСА) 7 Q*** 

* Розмиті плями; 
** чіткі смуги до 0,02 см; 
*** 100% клітин загинуло внаслідок цитопатичної дії вірусу; 
**** цитопатична дія вірусу не спостерігається. 
досліду, а середовище не міняли. Не спостеріга
лося ні закислення середовища, ні його залуження. 

Результати та їх обговорення 
Синтезований набір сукцинільованих пепти

дів, які за масою та характеристиками були схожі 
на сигнал ядерної локалізації вірусу SV-40, пред
ставлений у табл. 1. 

Як видно з табл. 1, спостерігається деяка за
лежність між ступенем афінності до СЯЛ знайдених 
амінокислотних послідовностей та їх структурою. На
явність двох лізинів, які йдуть підряд один за одним 
у структурі пептиду, різко збільшує ступінь афінності 
пептиду до СЯЛ. Відповідно, найбільша кількість 
пептидів з двома лізинами знайдена в амінокислотній 
послідовності бичачого сироваткового альбуміну. Всі 
такі пептиди мають ступінь афінності, більший за 0,8. 

Концентрація пептидів у середовищі при до
слідженні противірусної дії in vitro становила 
100+10 нг/мл. Як було спроектовано, такої над
низької концентрації пептидів повинно вистачати 
для повного гальмування реплікації вірусів. Ре
зультати дослідження противірусної активності 
синтезованих ацил-пептидів представлені у табл. 2. 

Як видно з таблиці, 100% противірусну ак
тивність (повну відсутність цитопатичної дії при 
відсутності у середовищі вірусу у концентрації 
менше 1,0 lg) мали пептиди №5 ЛСА, №3 та №4 
БСА. При цьому в контролі всі клітини загинули. 
Цікавим є той факт, що інші пептиди теж прояви
ли противірусні властивості. Цей факт може свід
чити про неспецифічну гібридизацію ацил-пеп
тидів із сигналами ядерної локалізації та відпо
відно про недоцільність препаративного виділен
ня окремого пептиду. Тобто, при збільшенні кон
центрації ацил-пептидів противірусну активність 
будуть мати всі досліджені речовини. Концент

рація у 100 нг/мл є наднизькою і була обчислена 
з врахуванням із кількості ядерних nop у клітині. 

ВИСНОВКИ 
1. Спроектовано ряд пептидів, які у разі аци-

лювання їх лізинових аміногруп можуть проявити 
противірусну активність. Ці ацил-пептиди мають 
високий ступінь афінності до сигналів ядерної 
локалізації вірусу SV-40 та бета-імпортину. 

2. Завдяки програмному комплексу NeuroPro 
був проведений пошук амінокислотних послідо
вностей, схожих із сигналом ядерної локалізації, 
серед промислово доступних та недорогих білків. 
Показано, що найбільшу кількість таких пептидів 
містить бичачий сироватковий альбумін. 

3. При моделюванні інгібіторів була встановле
на закономірність, завдяки якій може бути роз
роблений повністю синтетичний інгібітор сиг
налів ядерної локалізації: у структурі пептидів з 
максимальним ступенем афінності повинні бути 
присутні два лізини підряд. Наявність двох лізинів 
у структурі пептидів значно збільшує їх афінність 
до сигналу ядерної локалізації. 

4. Отримані та виділені окремі сукцинільовані 
пептиди — продукти ферментативного гідролізу 
сукцинільованих похідних бичачого сироватково
го альбуміну, конячого сироваткового альбуміну 
та людського сироваткового альбуміну. Встанов
лена висока противірусна активність досліджених 
речовин на моделі in vitro відносно вірусу герпесу 
1 типу у наднизькій дозі 100 нг/мл. 

5. Розроблена нова перспективна методика по
шуку противірусних засобів з використанням тех
нологій Drug-Design та комп'ютерних нейросис-
тем, яка може бути використана у пошуку біо
логічно активних речовин з іншими формами 
фармакологічної активності. 
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УДК 576.858.097.22 
ПРОЕКТИРОВАНИЕ И СИНТЕЗ ПРОТИВОВИРУСНЫХ 
СРЕДСТВ ГРУППЫ СУКЦИНИЛИРОВАННЫХ ПЕПТИ
ДОВ - ИНГИБИТОРОВ СИГНАЛОВ ЯДЕРНОЙ ЛОКА
ЛИЗАЦИИ 
А.В.Мартынов, В.П.Черных 
Представлены результаты изучения спроектированных и син
тезированных сукиинилированных пептидов — ингибиторов 
сигналов ядерной локализации. Показано, что наибольшую 
активность проявили пептиды — продукты гидролиза ацили-
рова иного янтарным ангидридом бычьего сывороточного аль
бумина. Фактически все исследованные пептиды обладали 
противовирусной активностью в очень низкой концентрации 
100 нг/мл. Они не только тормозили цитопатическое действие 
вирусов, но и резко уменьшали титр вируса в культуральной 
среде. При моделировании ингибиторов была установлена 
закономерность, благодаря которой может быть разработан 
синтетический ингибитор сигналов ядерной локализации: в 
структуре всех пептидов с максимальным коэффициентом 
афинности должны присутствовать два лизина подряд. 

U D C 576.858.097.22 
DESIGN A N D SYNTHESIS OF ANTIVIRAL AGENTS SUC-
C I N Y L A T E D PEPTIDES G R O U P - N U C L E A R LOCALI
ZATION SIGNALS INHIBITORS 
A.V.Martynov, V.P.Chernykh 

The work deals with the results of study of designed and 
synthesized succinylated peptides group — nuclear localiza
tion signals inhibitors. It has been shown that the greatest 
activity was shown by peptides — hydrolysates products 
accelerated by amber anhydride of succinylated bull sera 
albumin. As a matter of fact all investigated peptides had 
antiviral activity in very low concentration = 100 ng/ml. 
They did not only inhibit viral cytopathic effect, but they 
also sharply decreased titer of virus in culture environment. 
At modeling inhibitors the conformity to natural law has 
been fixed, due to which the synthetic inhibitor of nuclear 
localization signals can be developed: in frame of all pep
tides with maximum quotient affinity should be present two 
lysins in successions. 
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