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Аннотация. Одной из актуальных проблем современных физиологии и медицины является создание 
биорегуляторных препаратов, способствующих сохранению основных физиологических функций 
многоклеточных организмов. В Санкт-Петербургском институте биорегуляции и геронтологии была 
разработана технология выделения из различных органов и тканей телят полипептидных комплексов, 
оказывающих влияние на органотипическую культуру тканей экспериментальных животных. Методом 
хромато-масс-спектрографии в составе каждого из полипептидных комплексов выявлены наиболее 
часто встречающиеся кодируемые аминокислоты, из них были синтезированы дипептиды и трипептиды. 
На основе этих коротких пептидов созданы лекарственные препараты, каждый из которых способствовал 
усилению клеточной пролиферации при заболеваниях органов, состоящих из тканей различного 
генеза. Однако для решения задачи еще более эффективного воздействия на стимуляцию клеток 
необходимо выявление пролиферотропного влияния сочетаний коротких пептидов. В связи с этим 
целью работы было исследование действия сочетаний ди- и трипептидов на развитие тканей сосудов 
и легких половозрелых крыс в условиях их органотипического культивирования. Особое значение 
подобные исследования приобретают в настоящее время, когда метаболомный анализ рассматривается 
как одно из самых перспективных направлений развития системной биологии и молекулярной 
медицины. 
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Abstract. The development of bioregulatory agents that preserve essential physiological functions in multicellular 
organisms remains a key priority in modern physiology and medicine. At the Saint-Petersburg Institute 
of Bioregulation and Gerontology, a novel technology was established for isolating polypeptide complexes 
from various bovine organs and tissues, which demonstrated significant effects on the organotypic culture 
of tissues from experimental animals. Chromatographic and mass spectrometry analyses identified the most 
common amino acid sequences in these polypeptides, leading to the synthesis of dipeptides and tripeptides. 
Drugs derived from these peptides have been shown to enhance cell proliferation in organ systems composed 
of tissues from different origins. However, to further optimize the proliferative effects, it is essential to explore 
the synergistic impacts of peptide combinations. Therefore, the objective of this study was to examine the 
effects of dipeptide and tripeptide combinations on the development of vascular and pulmonary tissues 
in sexually mature rats, using organotypic cultures to simulate these tissue environments. This research 
is particularly relevant in the context of the increasing significance of metabolomic analysis in advancing 
systems biology and molecular medicine.

Keywords: dipeptides, tripeptides, organotypic tissue culture, vessels, lungs

Введение

Для решения актуальных проблем современ-
ных физиологии и медицины необходимы ис-
следования биорегуляторных веществ, способ-
ствующих стимуляции процессов клеточной 
пролиферации. К таким биорегуляторам от-
носятся полипептидные комплексы, выделенные 
из различных тканей телят. Методом хромато-
масс-спектрографии в составе каждого из по-
липептидных комплексов выявлены наиболее 
часто встречающиеся кодируемые аминокисло-
ты, из которых были синтезированы ди- и три-
пептиды (Журкович и др. 2020; Ashapkin et al. 
2020). Исследовано стимулирующее влияние 
ди- и трипептидов на развитие тканей различ-
ного генеза. Для скрининга биологической ак-
тивности исследуемых веществ используется 

метод органотипического культивирования 
различных тканей организма, который позво-
ляет быстро и эффективно установить проли-
феротропные свойства исследуемых веществ 
и их сочетаний. Целью настоящего исследования 
было выявление действия сочетаний ди- и три-
пептидов на клеточную пролиферацию в орга-
нотипической культуре тканей легких и сосудов 
половозрелых крыс.

Материалы и методы

Проведено органотипическое культивирова-
ние тканей половозрелых (5-месячных) крыс 
линии Вистар из ЦКП «Биоколлекция ИФ РАН 
для исследования интегративных механизмов 
деятельности нервной и висцеральных систем» 
в присутствии сочетаний ди- и трипептидов.
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Исследовали влияние трипептида везугена 
Lys-Glu-Asp (регуляция функции сосудов) и ди-
пептидов Ala-Glu и Asp-Ala на ткань сосудов 
(мезодермального генеза), а также трипептида 
хонлутена Glu-Asp-Gly (регуляция функции 
бронхов) и дипептидов Asp-Gly и Asp-Leu на ткань 
легких (энтодермального генеза).

В экспериментах использовано 400 эксплан-
татов легких, 450 эксплантатов сосудов крыс. 
Для выделения и препарирования ткани ис-
пользовали бинокулярный стереоскопический 
микроскоп МБС. Для забора материала иссле-
дуемых тканей пользовались набором инстру-
ментов для глазной хирургии. Отпрепарирован-
ные в стерильных условиях фрагменты тканей 
крыс разделяли на части величиной около 1 мм3, 
которые помещали в чашки Петри с полилизи-
новым покрытием дна. На дно одной чашки 
помещали 14‒18 эксплантатов. Закрытые чашки 
Петри с эксплантатами помещали в термо- 
стат при температуре 36,8 °С и заливали 3 мл 
питательной среды. Культуральная среда (рН = 7,2) 
содержала 35% раствора Хенкса, 35% среды Игла, 
25% фетальной сыворотки теленка, гентамицин 
(100 ед/мл). В чашки Петри с экспериментальными 
эксплантатами добавляли 3 мл питательной среды 
с полипептидами в концентрации 20 нг/мл  
и дипептидами в концентрации 0,05 нг/мл. 
В чашки Петри с контрольными эксплантатами 
заливали 3 мл питательной среды. Культивиро-
вание эксплантатов тканей происходило в тер-
мостате при температуре 37 ± 0,1°С, 5% СО2 
в течение трех суток (Чалисова и др. 2023). Рост 
эксплантатов ткани в органотипической куль-
туре исследовали с помощью фазово-контраст-
ного микроскопа.

Для количественной оценки влияния иссле-
дуемых препаратов использовали морфометри-
ческий метод и пакет программ «PhotoM 1.2». 

Рассчитывали индекс площади (ИП) как отно-
шение площади всего эксплантата, включая 
периферическую зону роста, к площади цен-
тральной зоны. За условную единицу площади 
принимали квадрат окуляр-сетки микроскопа. 
Значения ИП выражали в процентах по сравне-
нию со значениями ИП контрольных эксплан-
татов, которые принимали за 100%.

Достоверность различий ИП контрольных 
и экспериментальных образцов оценивали с по-
мощью t-критерия Стьюдента (р < 0,05). Стати-
стическую обработку производили с помощью 
пакета программ Microsoft Excel. Для проверки 
нормальности распределения применяли кри-
терий Шапиро — Уилка.

Результаты и обсуждение

При исследовании влияния дипептидов Asp-
Ala и Ala-Glu на клеточную пролиферацию со-
судов крысы установлено, что эти дипептиды 
статистически достоверно (p < 0,05 по сравнению 
с контролем) стимулируют пролиферацию (табл. 1). 
Трипептид Lys-Glu-Asp приводил к сопостави-
мому с действием дипептидов увеличению ИП. 
Сочетание же дипептидов с трипептидом увели-
чивало ИП на 38% и 35% соответственно, что 
превышало эффект действия трипептида в от-
дельности (на 15% при действии Ala-Glu и на 12% 
при действии Asp-Ala).

Аналогичную картину наблюдали при ис-
следовании влияния ди- и трипептидов на кле-
точную пролиферацию ткани легких крыс. До-
бавление в культуральную среду дипептида 
Asp-Gly приводило к увеличению ИП на 25%, 
дипептида Asp-Leu — на 23% (табл. 2). Трипеп-
тид Glu-Asp-Gly оказывал сопоставимое действие, 
вызывая возрастание ИП на 24%. Однако со-
четанное действие дипептидов с Glu-Asp-Gly 

Табл. 1. Влияние дипептидов Ala-Glu и Asp-Ala и трипептида Lys-Glu-Asp  
на индекс площади (ИП, %) эксплантатов сосудов

Дипептиды ИП Трипептид ИП Дипептиды+трипептид ИП

Ala-Glu 25 ± 3* Везуген
Lys-Glu-Asp 23 ± 5*

Ala-Glu + везуген 38 ± 3*
Asp-Ala 21 ± 2* Аsp-Ala + везуген 35 ± 7*

Примечание: * — отличия по сравнению с индексом площади в контроле (р < 0,05).

Table 1. Effect of dipeptides Ala-Glu and Asp-Ala, and tripeptide Lys-Glu-Asp on vessel explant area index (AI, %)

Dipeptides AI Tripeptide AI Dipeptides + tripeptide AI

Ala-Glu 25 ± 3* Vesugen
Lys-Glu-Asp 23 ± 5*

Ala-Glu + vesugen 38 ± 3*
Asp-Ala 21 ± 2* Аsp-Ala + vesugen 35 ± 7*

Note: * — indicates differences compared to the area index in the control (p < 0.05).
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влекло за собой большее усиление клеточной 
пролиферации, достоверно увеличивая ИП 
на 16% при действии Asp-Gly и на 20% при дей-
ствии Asp-Leu.

Таким образом, при действии сочетаний 
стимулирующих клеточную пролиферацию 
дипептидов и трипептидов, по сравнению с изо-
лированным действием одного короткого пеп-
тида, ИП эксплантатов тканей сосудов были 
выше на 12‒15%, тканей легких — на 16‒20%.

В предыдущих работах показано стимулирую
щее влияние отдельных аминокислот, ди- и три-
пептидов на клеточную пролиферацию различ-
ных тканей крысы (Иванова и др. 2022; Хавинсон 
и др. 2015; Чалисова и др. 2021; 2023). В данной 
работе был сделан акцент на исследование со-
четанного эффекта коротких пептидов, содер-
жащих две или три аминокислоты.

Везуген (Glu-Asp-Gly) стимулирует рост экс-
плантатов стенки периферической артерии крыс 
in vitro и способствует восстановлению микро-
циркуляции, укреплению стенок капилляров, 
повышая их резистентность и проницаемость 
(Хавинсон 2020). На чем же может быть осно-
вано усиление стимуляции клеточной проли-
ферации при его сочетании с дипептидами?

Одно из наиболее вероятных объяснений 
связано с аминокислотным составом коротких 
пептидов. Известно, что именно состав амино-
кислот определяет свойства белковых молекул 
(Aftabuddin, Kundu 2007). Оба исследуемых 
дипептида Ala-Glu и Asp-Ala содержат амино-
кислоту аланин (alanine, Ala). Показано сниже-
ние клеточной пролиферации при действии Ala 
на ткани коры головного мозга и селезенки 
(Чалисова и др. 2021), хряща и печени и усиление 
при действии на ткани семенников и поджелу-
дочной железы (Чалисова и др. 2011). Однако 
все эти эффекты не были статистически досто-

верны, что может характеризовать Ala как 
«игрока второго плана» в процессах пролифе-
рации. Разрозненные данные о его влиянии 
на пролиферацию все же имеются. Согласно 
данным Хегглунда и Сандберга L-аланин (но не 
D-аланин) стимулирует пролиферацию тимоци-
тов у морских свинок (Hägglund, Sandberg 1993). 
Совершенно по-новому звучат эти данные сей-
час, когда анализ метаболома, включающий 
аминокислотный профиль, рассматривается как 
одно из самых перспективных направлений раз-
вития молекулярной медицины.

Кроме аланина, в дипептидах присутствует 
аспарагиновая кислота (aspartic acid, Asp). 
Ранее показано ее достоверное стимулирующее 
влияние на клеточную пролиферацию коры 
головного мозга крыс (Чалисова и др. 2011; 
2021), подкорковых структур и мозжечка (Ча-
лисова и др. 2011). Однако Asp угнетает про-
лиферацию печени (Чалисова и др. 2011) и се-
лезенки (Чалисова и др. 2011; 2021). В то же 
время дипептид Asp-Ala усиливает пролифе-
рацию тканей селезенки (Чалисова и др. 2023). 
Вероятно, действие отдельных аминокислот 
и содержащих их коротких пептидов может 
носить разнонаправленный характер. Клеточ-
ный аспартат стимулирует пролиферацию 
раковых клеток. Добавление Asp в культураль-
ную среду достаточно для ослабления HIF1α-
зависимой репрессии пролиферации опухоле-
вых клеток (Meléndez-Rodríguez et al. 2019). 
Аспартат может быть ограничивающим мета-
болитом для роста опухоли (Garcia-Bermudez 
et al. 2018). В последнее время звучит мнение, 
что Asp может быть целевым метаболитом для 
терапии рака (Soon et al. 2024). Показанное 
нами усиление клеточной пролиферации ткани 
сосудов при добавлении к везугену дипептида 
Asp-Ala находится в русле этих современных 

Табл. 2. Влияние дипептидов Asp-Gly и Asp-Leu и трипептида Glu-Asp-Gly  
на индекс площади (ИП, %) эксплантатов легких

Дипептиды ИП Трипептид ИП Дипептиды+трипептид ИП

Asp-Gly 25 ± 5* Хонлутен
Glu-Asp-Gly 24 ± 2*

Asp-Gly + хонлутен 40 ± 7*
Asp-Leu 23 ± 3* Asp-Leu + хонлутен 44 ± 6*

Примечание: * — отличия по сравнению с индексом площади в контроле (р < 0,05).

Table 2. Effect of dipeptides Asp-Gly and Asp-Leu, and tripeptide Glu-Asp-Gly on lung explant area index (AI, %)

Dipeptides AI Tripeptide AI Dipeptides + tripeptide AI

Asp-Gly 25 ± 5* Honluten
Glu-Asp-Gly 24 ± 2*

Asp-Gly + honluten 40 ± 7*
Asp-Leu 23 ± 3* Asp-Leu + honluten 44 ± 6*

Note: * — indicates differences compared to the area index in the control (p < 0.05).
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представлений, подтверждая положение о том, 
что доступность Asp можно использовать в том 
числе и для лечения рака.

Также крайне важно учитывать тканеспе-
цифичный характер действия. В этом кон- 
тексте интересны недавние исследования  
китайских ученых, согласно которым Asp  
способствует пролиферации и дифференци-
ровке эпителиальных клеток толстой кишки 
путем регуляции метаболизма и динамики 
митохондрий (Wang et al. 2022). Это крайне 
важно для тканей сосудов, где работа мито-
хондрий имеет ключевое значение. В настоящее 
время признано, что биосинтез Asp в значи-
тельной степени регулируется митохондри-
альным метаболизмом. Примечательно, что 
доступность Asp связана с чувствительностью 
к различным терапевтическим препаратам 
(Helenius et al. 2021). 

В состав исследуемых дипептидов также 
входит глутаминовая кислота (glutamic acid, 
Glu). Глутамат — основной биоэнергетический 
субстрат для пролиферации нормальных и нео
пластических клеток (Stepulak et al. 2014). Ранее 
выявлен достоверный стимулирующий про-
лиферативный эффект Glu на ткани селезенки 
(Чалисова и др. 2011; 2021), подкорковых струк-
тур, мозжечка, миокарда, печени (Чалисова и др. 
2011), и в то же время подавление пролиферации 
поджелудочной железы (Чалисова и др. 2011). 
Glu стимулирует пролиферацию клеток пиг-
ментного эпителия сетчатки, фосфорилирование 
ERK и CREB (García et al. 2008), а также способ-
ствует пролиферации эмбриональных стволовых 
клеток (Teng et al. 2023). В свете обсуждаемых 
вопросов особо следует упомянуть данные 
о значительном ускорении пролиферации, мигра
ции и инвазии клеток меланомы при добавлении 
в среду Glu в сочетании с Ala (Wasinger et al. 
2018). Повышение клеточной пролиферации 
ткани сосудов при добавлении к везугену ди-
пептида Ala-Glu согласуется с этими данными, 
свидетельствуя о потенциальной роли доступ-
ности Ala-Glu в терапии рака.

В то же время комбинация Asp и Glu про-
являет повышенную антипролиферативную 
активность в отношении клеток гепатомы че-
ловека (Yamaguchi et al. 2016). Согласно данным 
испанских ученых, дипептиды глутамилсерин, 
глутамилпролин и глутамилтриптофан пода-
вляют деление раковых клеток WiDr (Silveira-
Dorta et al. 2015). Очевидно, именно сочетание 
аминокислот определяет характер действия 
коротких пептидов.

Хонлутен (Lys-Glu-Asp) способствует вос-
становлению функциональной активности, 

регенерации и повышению резистентности 
эпителия бронхов при различных патологиях 
и старении (Хавинсон 2020). Оба дипептида, 
усиливающих его действие, содержат Asp, 
о которой мы уже писали выше. Также в их 
состав входят лейцин (leucine, Leu) и глицин 
(glycine, Gly).

Сигнальный путь PI3K/Akt/mTOR относится 
к основным путям, задействованным в регуля-
ции пролиферации, роста, дифференцировки, 
выживаемости, апоптоза клеток. Лейцин во-
влечен в активацию протеинкиназы комплекса 
mTOR1 (mTORC1), главного регулятора роста 
(Ananieva et al. 2016). Данные о том, что лейцин 
стимулирует клеточную пролиферацию, весьма 
многочисленны (Dai et al. 2015; Ke et al. 2023). 
Регуляция пролиферации под влиянием Leu 
может вовлекать и микроРНК (Chen et al. 2013). 
Однако Leu может снижать пролиферацию 
клеток, вызывая повреждение ДНК (da Luz Dias 
et al. 2018).

С сигнальной системой PI3K/Akt/mTOR 
тесно связан и глицин, участвующий в фосфо-
рилировании Akt (Liu et al. 2016; Tsuji-Tamura 
et al. 2020). Вполне закономерно обилие све-
дений о вовлеченности Gly в контроль про-
лиферации, особенно раковых клеток (Guo 
et al. 2020; Jain et al. 2012; Pan et al. 2021). В то 
же время Gly, усиливая пролиферацию сател-
литных клеток и регенерацию мышц, приводит 
к усилению поглощения антисмысловых ну-
клеотидов, одного из основных терапевтических 
подходов для лечения мышечной дистрофии 
(Han et al. 2023). Усиление клеточной проли-
ферации ткани легких при добавлении к хон-
лутену дипептидов Asp-Gly и Asp-Leu созвуч-
но многим литературным данным о стимуляции 
клеточных делений аспарагином, лейцином 
и глицином и важности их доступности для 
терапии различных заболеваний, в том числе 
рака. Однако не следует забывать о возможном 
разнонаправленном эффекте коротких пепти-
дов и отдельных аминокислот и необходимо- 
сти тщательных исследований механизмов  
их действия.

Анализ имеющихся данных подводит к за-
кономерному выводу — регуляция клеточной 
пролиферации может осуществляться за счет 
изменения короткими пептидами экспрессии 
генов. Один короткий пептид может регулиро-
вать экспрессию нескольких десятков генов, 
однако молекулярный механизм этого процес-
са остается непонятым. Методами молекуляр-
ного моделирования показано, что везуген 
и хонлутен характеризуются слабым взаимо-
действием с ДНК (Хавинсон и др. 2016). В этой 
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связи логично предположить, что добавление 
дипептида будет усиливать пролиферативный 
эффект, либо за счет усиления взаимодействия 
ДНК-пептид, либо за счет изменения экспрес-
сии других генов, вовлеченных в контроль 
пролиферации. Стимулирующее клеточную 
пролиферацию влияние сочетаний дипептидов 
с трипептидами может быть обусловлено тем, 
что каждый из коротких пептидов способен 
связываться с ДНК (Fedoreyeva et al. 2011; 
Kolchina et al. 2019; Sinjari et al. 2020). Таким 
образом, сочетанное действие коротких пеп-
тидов оказывает более сильное воздействие  
на клеточную пролиферацию. Полученные 
данные об усилении клеточной пролиферации 
под влиянием сочетаний дипептидов с трипеп-
тидами свидетельствуют о развитии потен- 
циирующих эффектов в результате совместно-
го пролиферотропного действия коротких 
пептидов.

Заключение

Прогресс клинической медицины во многом 
зависит от исследований, проводимых на уров-
не биологически активных молекул. Получен-
ные в настоящей работе данные об усилении 
пролиферотропного действия на ткани сосудов 
и легких при сочетании коротких пептидов 
создают базу для целенаправленной разработ-
ки новых лекарственных препаратов, в том 
числе геропротекторных (Хавинсон 2020; 
Khavinson et al. 2021; Vanyushin, Khavinson 2016). 
На основе этих данных может быть осущест-
влена разработка лекарственных препаратов, 
предназначенных для лечения и профилактики 
заболеваний различных органов с учетом прин-
ципа тканеспецифичности, в том числе для 
усиления регенеративных процессов при па-
тологии тканей сосудов и легких. 
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