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%
Два флуоресцентных производных каллидина и одно производное нейротензина по

лучены с помощью химической модификации нативных пептидов пнрилокс-ib-5-фосф:։- 
том (ПЛФ). Анализ аминокислотного Состава полученных аналогов покатал в од
ном из производных каллидина g-эмнногрулпй лизинового остатка замсшсш: ПЛФ 

|Р-рху)-каллидин). тогда как в другом—замещение происходит как по е-. гак и 
а-киниевон аминогруппам пентила («. fd։-(P-p.xy) каллидин); ан .лог иеИротеИ’ 

зьна модифицируется по ։ аминогруппе лизинового остатка (в"(Р-рху)-не»։роте!«знн1. 
Беи полученные апплош обладают сократи тельной ахршаостъю, соизмеримой с актмз- 
ностыд нативных пептидов. Нод действием плазмы человека они расщепляются мед
леннее, чем иатпиные пептиды.
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Флуоресцентные производные пептидных гормонов могут быть ис
пользованы для изучения .тшанд-ренепторных взаимодействий, транс
порта гормонов, локализации рецепторов и т. д. Их применение может 
быть эффективным при условии наличия у них биоло։ ическон активно- 
стн. соизмеримой с активностью натв.чого пептида, высокой флуорес
ценцией в иодных растворах и относительной резистентностью к метк- 
солизмх. ПЛФ- коферментная форма витамина Вс—часто использу- 
гтс.ч дли химической модификации белков [1 ]. Известно, что ПЛФ об
разует с «-аминогруппой лизинового остатка и N-пищевой аминогруп
пой белков шиффовы основания, которые могул быть восстановлены до 
стабильного вторичного амина с помощью ХаВН.։ [ IJ. Такие ПЛФ- 
прриз.врДные обычно обладают УФ поглощением в области 300—-335 им 
и флуоресценцией 400—430 нм.

В настоящей работе сообщается о получении и изучении некоторых 
свойств П.ТФ֊ производных каллидина и ией- о-.. нзина (рис. I).

Материал и методика, В работе использовали кпллнлип 1՛ нейротензин (Peninsula 
I "b.. США). Плазму человек;։ получали из гспзриннлироьанной крови восьми здоро
вых доноров и хранили при 10°. у(Р-рХу)-кэлл։шпг. a, e*di-(P-pxy)-каллидин л 
Б-(Р-рху)-нейротензин получ ли при -.•меишпанпи калл.шиh:i (4.2X10-3 Л4 п нейро
тензина (3X10 3 54 с -^.кратлым избытком ПЛФ » боратном буфере, рИ '?.7. Через 
10 мин к реакционной смеси постепенно юозплялп NaBJI. до утраты желтого инег.т. 
Разделение модифицированных пептидов проводили с помощью электрофореза на бу
маге Ватман ЗММ (60 v/см, пнрпдня-апетатный буфер. pH 5,5, 40 мин) Контро
лем служили пробы, содержащие каллидин, нейротензин и ПЛФ. обработанные NaBH.. 
Положение пептидных аналогов на бумаге определяли ио их ярко-голубой флуорес
ценции п ультрафиолетовом свете. Контрольные полоски бумаги окрашивали нин
гидриновым реагентом. Пягн;:, соответствующие модпфвиирОллнным аептндам, элю
ировали 0.1 М уксусной кислотой. После сушки полу-генные пептиды рнспюрял.;
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, битном буфере, pH 7.6, и хранили при —10°. Гомогенность пептидов проверяли с 
1ЮН01Ш.Ю электрофореза на бумаге в формиат-аистнтиом буфере, pH 1,9. Определе
нии \’-копцевой аминокислоты и аминокислотного состава пепгидон проводили по опи
санному ранее методу [2]. Р-рху-лизин был приготовлен как в [31 Спектры погло
щении модифицированных пептидов снимали п 0,05 \\ фосфатном буфере, pH 7,6. 
па спектрофотометре «СпекОрл Ъ’У» (ГДР). Сократительную активность пепти- 
дез измеряли на полированной кишке морской свинки [1] Для сравнения бко- 

к--«ческой лктипностн нативного пептида и аналогов были сняты кривые зависимости 
-га—эффект. Для определения деградации каллидина, яейротспзнни и их ана.-.<нхш 

Г..ПП1ДЙ (2X10 -5 М) инкубировали с плазмой крови человека (-10 мкл) при 37° 
л разное время и 65 мкл 0.05 М фосфатного буфера. pH 7.6. Содержание исшидов оде- 
|՛ -33.111 цо остаточной сократительной активности на изолированной кишке морской 
СТИП1ЮТ.

Результаты и обсуждение. Как каллидин, так и нейротензин, при 
]՝г! 9.7 образуют с ПЛФ шиффовы основания, регистрируемые по длин- 
иозолнрвому сдвигу максимума поглощения хромофора (415 нм). По-

£ (Р^у)֊^.л^нн
.М-С^Агс-Рга-С^Су-^-^г-Рп-Пс-А^

{&/Н.Ч!

шьСу^Агу-Рго-Рго-Му-РОе-Ьег-Рго-РЬе-Аге

У 1
Мнп-Р

6-(Р-р/у) - нейро /лензин

;>У{и-1,еи-Тцг-б(и-А$п-Су5 - Рго-Агу-Агу-Рго-Гуг- Ке-^еи 
> I

I
С7/.

I

Рис. 1. Структур:։ :.г(Р-рху)•каллидина, а. р-гГНР-рху)-каллидина :։ 
е-(Р-рху)-нейротензина.

еле обработки реакционной смеси МзВН4 электрофорез продуктов ре- 
аннии выявляет наличие двух новых флуоресцентных пятен для калли- 
ивна и одного для нейротензина. При окрашивании нингидрином ока
залось, что один из аналогов каллидина является нннгндрин-ноложи- 
тельным, тогда как второй, как и аналог нейротензина,—ннигндрии-от- 
р и нательным. Определение аминокислотного состава показало нали
чие всех составляющих аминокислот в молярном соотношении у всех 
пептидных производных за исключением лизинового остатка, который
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не детектируется ни в нингндрнн-положительном пятне, ни в нингидрин* 
отрицательных пятнах.

Наличие Р-рху-лизина в гидролизатах аналогов нейротензина я 
каллидина (нннгндрнн-положительном аналоге) было установлено е 
помощью синтетического Р-рху-лизина. Из полученных эксперименталь
ных данных следует, что нингндрин-положнтельный аналог каллндищ։ 
соответствует пептиду, модифицированному ПЛФ по е-грулпе лнзипо* 
ного остатка, тогда как нннгндрнн-отрнцательный аналог—по е- и н՛ 
концевой аминогруппам пептида; в аналоге нейротензина ПЛФ связан 
с г.-аминогруппой (рис. I). Максимум поглощения для полученных ани* 
.101 он наблюдается при 330 нм. что характерно для восстановленных ос
нований Шиффа (рис 2). Молярный коэффициент экстинкции поля

Рис 2 Спектры поглощении а. у dl <Р.рху)-ИО» 
лмдлна (I). е-(Р-рху)-калл>1Д11ка (3) и с(Р-рху|՛ 
нейротензина (2) ։» 0.05 М фосфат ном буферу 

pH 7,6. конченгрлины пептидов֊֊ЗУ 10 ' М.

ценных аналогов составляет од--18 800 см՜1 для и. е—di— (Р-рху)- 
каллидина, 9 200 см “։ для е-(Р-рху)-каллидина и 10 500 ем -1 длч 
в-(Р-рху)-нейротензина. Приведенные для аналогов каллидина коэф֊, 
финиелты экстинкции подтверждают наличие двух эквивалентов ПЛФ- 
остатка в a-. s-di-(P-pxy)-каллидине.

Xfjunutfal f&ytr) С՝
Рис. 3. Кривые гон нс и мости <лкрятн тельной активности от концинтрлцнн
Пептидов для л) к.-ллн шил ®>, f-(P-pxy| «оллнд»н՛ (0,1. а, г-«1։-(Р- 
рху)-кпллилнни (X) »1 б) I > й; (HCinilll.l (•). Е (1',рХу).|Ц‘ЙриГЛЯ.1И։П| (X)

Интенсивность флуоресценции ПЛФ-апалогов позволяет обнару-i 
жить 0,5 пнкомоль а, е-д1-(Р-рху)-халлнднна, I пикомоль е*(Р-рху)-кал-1 
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дидкна и е-(Р-рху)-нейротензина (у=1 мл. 0.05 М фосфатный буфер, 

pH 7.6).
На изолированной кишке морской свинки была измерена сократи

тельная активность полученных аналогов. Все модифицированные пен
тилы обладают биологической активностью, соизмеримой с активностью 
п.ынвных пептидов. ЭДэо для каллидина- 1.2Х1(|--Д\, е-(Р-рху)-кал- 
лиднна—3.4X10-8М, а, (Р-рху)-каллидина 0X10 УМ, для нсй- 
ротспзина—1.3Х10՜8 М, г-(Р-рху)-нейротензина—2,4X10 ЙМ (рис.3)

Полученные ПЛФ-произвбдпые каллидина и нейротензина метабо
ла -тески более стабильны, чем нативные пептиды. Как видно из рис 1. 
при инкубации пептидов и их аналогов с плазмой крови человека натпв-

Рпс 4. Растепление пептидов к их аналогов под действием плазмы тело- 
века ։) каллидин । •), 8-(Р-р.ху)-халлнднн (О). «• е-.1։-к.։л.'1идип (X) » 
б) нейротензин ( • ') 8-(Р-рху)-нейротензин (X) Исходная биологиче

ская активность пептидов (0 время) принята за 100%.

иые пептиды расщепляются быстрее, чем их флуоресцентные произ 
водные, что. очевидно, связано с резистентностью аналогов к действию 
трипсиноподобных ферментов.

Таким, образом, изучение свойств аналогов каллидина и нейротен- 
зниа показывает, что полученные производные удовлетворяют требова
ниям, предъявляемым к флуоресцентным аналогам гормонов, нсноль- 
зуемых для исследований лиганд-реценториых взаимодействий.
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ներ կալլիղինի և ածան ց յալ նեյրոտենսինի Համար։ Ստացված ածանց
յալների ամ ին աթ թվային կազմի ուսումնասիրությունը .։}пЧИ տալիս, որ 
կալլիղինի մեկ ածանց յալի մեջ ՊԼՖ-ն կապված Ւ, - ամին աի։մրին, իսկ մյոէ- 
ւ/ի մեջ ինչպես այնպես Լլ \-ծայրայ ին ամինա խմբին։ հեւրոտենսինի
ածանցյւպի մեջ ՊԼՖ-ն միացած Լ է-ամինախմրին։ Բոլոր ստացված ածանց
յալները Հարթ մկանների նկատմամբ կծկողական ակտիվություն են ցուցա
բերում, որր Հատուկ Լ նաթիվ պեպտիղներին։ Ածանցյալների կազմի մեջ 
մտնող ՊԼՖ-ի ֆլուորես ցեն ցիան թույլ Լ տալիս որոշել — պիկոմոլիղ 
պես/տիդի րանակութ շունը. նշված կալլիղինի և ն ե յրո ս>են ч ին ի ած անցյալները 
մարղո։, արյան շիճուկի ազդեցության տակ րա յրս։ չվում են Համեմատաբար 
ավելի ղան ղազ, բան նաթիվ պեպտիղներր։

NEW FLUORESCENT DERIVATIVES OF KALLIDIN 
AND NEUROTENSIN

T. N. AKOPYAN, Л. M. ARZUMANYAN, II. G. AGHAJANYAN.
A. A. ARUTUNYAN, A. Kh. KIIANAZADYAN

Two fluorescent derivatives of kallidin and one—of neurotensin have 
been prepared by chemical modification of native peptides by pyrido’ 
xal-o'-phosphate (PLP). The determination of amino acid composition 
shows that in one of the derivatives of kallidin E— amino group and It 
the other 6 — as well as N—terminal amino groups have been subsib 
Cited by PLP. In the derivative of neurotensin b amino group ha- 
been substituted by PLP. All th* derivatives possess sp
genic activity like native peptides. The fluorescence of PLP residua o| 
derivatives permits to detect 0.5֊ 1 pmcl.ml of peptides. The mentioned 
analogues are degraded by human plasma slower than the native pep
tides.
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АКТИВАЦИЯ ГЛЮКОКОРТИКОИДОМ Си -зависимой
ЭНДОНУКЛЕ АЗЫ В КЛЕТКАХ ЛИМФОПДНОН ТКАНИ

Р. А. ЗАКАРЯН

Уст.'июплено, что в клетках лнмфоадяой ткани—селезенке, тпмоиптзх крыс«. лйй« 
|.<нИ1гах перпфернческой лровп человека активируемый 1.1юкокортпконаом фермент, 
ответственный тп межиуклеосомвлывто деструкцию хроматина, олчклися к клпссу

232


	228
	229
	230
	231
	232

