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ПНРИДОКСАЛЬ-5‘-Ф0СФАТНЬ1Е АНАЛОГИ ВЕЩЕСТВА Р И ЕГО 
С-КОНЦЕВОГО ПЕНТАПЕПТ.ИДА *

Т. Н. АКОПЯН, А. М. АРЗУЛ1Д11ЯН, А. Г. АГАДЖАНЯН.
А. Л. АРУТЮНЯН. Л. X ХАНАЗАДЯН ■

Два флуоресцентных аналога вещества Р (5Р) н одно производное С-концевпго, 
пентзпелтида вещества Р ($Р7_1։) получены путем химической модификации натив­
ных пептидов пиррдбксалЬ’б'.фосфзтом (ПЛ.Ф), Анализ аминокислотного состава 
полученных аналогов показал, что в одном из производных вещества Р ^-аминогруппа 
лизинового остатка заметена ПЛФом [&-(Р-рХу)-5Р]. г<нда как в другом замещение 
происходит как по с-, так и по Х’-концевой ‘аминогруппам пептдда [а. £-гП-(Р-рху)- 
5Р]. В молекуле *ЗР - п ПЛФом модифицируемся Х кслщевая аминокислота ,[а-(Г- 
рху)-5Р;_ц ]. Получсйныс аналоги 5Р обладают сократительной активностью, епк’- 
меримой с активностью нативного пептида. Модификация пентапепгидпого фрагмента 
приводит к двадцаТнкратному повышению сократительной активности по сравнению с 

нативным 5Р 7 п. Флуоресценция фосфопнридоксильных остатков позволяет детск. 
тировать 1 пмоль модифицированных пептидов в I мл раствора. ПЛФ-аналогн 8Р 
расщепляются под действием плазмы человека в 1,6 раз медленнее, чем нативный 
пептид. п ♦•՛ - 1 • • . - х--«

К \!<е(евые слова: вещес-ви Р. С.-ко>щевои пентапетйд вещества Р. флуоресцентные 
аналоги.

Ундека пептид—вещество Р -оказывает сократительное действие на 
гладкую мускулатуру, понижает кровяное давление, стимулирует сек­
реторную активность некоторых.желез [8]. Установлено гакже. что 
оно может играть роль нейротрансмиттера или нейромодулятора в цен­

тральной нервной системе [9]. Биологическая инактивация вещества Р
обусловлена протеолизом пептида [3. 6, 7]. Связывание нативного пеп­
тида с химическими модификавтими является одним из возможных .чу-
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той.получения метаболически более стабильных (в отношении протео­
лиза) аналогов. , *

В настоящей работе сообщается о получении пиридоксаль-5'-фос- 
флт г-; производных вещества Р его С-конневого пентапентида и при­
водится сведения о некоторых их свойствах.

Акг։’риг.'л и методика. В работе использовали $Р и 5Р;_։։ <Реп1П5и1а 1_аЬ., 
США). Плазму человека получали из гепаринизированной крови.восьми здоровых 
.•/•н фрг, и хранили при —10°. Флуоресцентные аналоги получали при смешивании 
псотидов (3,5.10 Л ?4) с пятикратным избытком ПЛФ в боратном буфере, pH 9,7.

!1 мин к реакционной смеси постепенно добавляли К-аВН4 до исчезновения жел­
того цвета раствора Разделение модифицированных пептидов проводили с помощью 
электрофореза на ‘бумаге Ватман 3 ММ (6П У/см. иирндин-ацетатрый буфер, pH 5.5, 
40 мниI Контролями служили пробы, содержащие пептиды и ПЛФ, инкубирован- 
иыс отдельно и обработанные \‘аВН4. Положение пептидных аналогов на бумаге оп- 
рглс.՛- по их ярко-голубой флуоресценции в ультрафиолетовом, свете. Контроль­
ные полоски бумаги окрашивал;: нингидриновым реагентом. Пятна, соответствующие 
моднфицнроранным пептидам, элюировали ($.1 М раствором уксусной .кислоты. После 
сушки полученные пептиды растворяли и фосфатном буфере, pH 7.6. и хранили при 
—10’ Гомогенность пептидов проверяли с помощью электрофореза на бумаге Ват- 
՝'•՛’■ 3 .՝•’. V. а формиат-ацетатном буфере. pH 1,9. Определение К-кониевой аминокисло­
ты । ..Ажиокнслотного состава пептидов проводили, как'описано [1]. Р-рху-лизин 
бил приготовлен по метрду [ 10] Сократительную активность пептидов и их пройд- 
аодни՝՛ и .меряли на препарате изолированной кишки морской свинки [12]. Для срав­
нения биологической активности нативных пептидов с активностью их аналогов были 
сиять՛ кривые зависимости доза -эффект. Для определения деградации БР и его ана­
логов пептиды (2.10 •г’ М) ивкубирозалн с плазмон крови человека (40 мкл) при 37°, 
разное время в 65 мкл 0.05 М фосфатного буфера. pH 7.6., Содержание пептидом оце­
нивали па остаточной сократительной активности на изолнроваянбй кйшкё .морской 
свинки ՝

Результаты и обсуждение. В ряде работ было показано, что в про­
цесс расщепления вещества Р в разных тканях свой вклад вносят 
также в грипенноподобные ферменты [3, 6, 7]. Естественно было пред­
положить, что замещение ПЛФом е-аминогруппы лизинового остатка в 
молекуле SP .может привести к повышению резистентности пептида к 
протеолитическому расщеплению. • Кроме того, высокая флуоресценция 
и хорошая водорастворимость ПЛФ-аналогов позволят использовать 
ПЛФ-прЪизводные БР для изучения лиганд-рецепторных взаимодей­
ствий. При pH 9.7 БР образует с ПЛФ шиффовы основания, регистри­
руемые по длинноволновому сдвигу максимума поглощения ПЛФ (от 
330 нм до 415 нм). После обработки реакционной среды ХаВН4 элек­
трофорез продуктов реакции выявил наличие двух новых флуоресцент­
ных пятен. При окрашивании нингидриновым реагентом оказалось, что 
только один из аналогов БР является нингидрин-ноложительным 
Определение аминокислотного состава показало наличие нсех составля­
ющих §Р аминокислот в молярном соотношении со следующими исклю­
чениями:; лизиновый остаток не детектировался в обоих производных, 
аргишшовый остаток не был обнаружен в нингндрнп-отрицательиом 
пятне. Аргинин был идентифицирован в качестве \’-коицевой амино­
кислоты в нингидрин-положнтсльном՛ пятне, в то время как ни одна 
амино:.ислота не идентифицируется как М-концевая в иингидрин-отри- 
натсльном пятне. Наличие лизина, модифицированного по с-амино-
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: руппе, было установлено в гидролиза!ах обоих аналогов с помощью 
синтетического Р-рху-лизина. Из полученных данных следует, что нин- 
гидрин-ноложнтсльный аналог соответствует 8Р. модифицированному 
но 8-аминогруппе лизинового остатка, тогда как нингндрин-отрица- 
тельный аналог модифицирован как по 8-, так и по Х'-концевой амино­
группам 5Р (рис. 1). ЗР-_П при pH 9,7 также образует шиффово ос­
нование с ПЛФ. Аминокислотный состав и отсутствие свободной Х’-кон- 
невой аминокислоты указывают па то, что ПЛФ связан с Х'-концевой 
аминогруппой в ПЛФ-апалсге 8Р֊_П (рис. 1).

I Р 3 4 $ 6 7 Л 9 Ю » • _ (в.рхи)-ЗР
и Аг^-Рго-^-Рго-^^-ап-РЛе-Рке-а^-^и-^е  ̂֊ НУ,

I " I
И (4) к - Я 

н

и

м _ Аг5-Ргй-Ьу$-Рго-61л-Ь]г1-РГ։е-РРе-0}у-1.еи-Ме1-НН, * </1-(Р-р*д)'$Р

1 IЯ • (£)
н

н — 
I
н - Р/>е-Рье-С}у-1яи~ме1 - НН, А - (Р-рху) 5р7.ц 
1
Я

Рис. 1. Структура е-(Р-рху)-$Р. а. 8-<1։-(Р-рху)-ВР н а-(Р-рху)-$Р7_։։.

Для всех полученных ПЛФ-производных пептидов максимум погло­
щения наблюдается при 330 им, что характерно для восстановленных 
оснований Шиффа (рис. 2 а). Молярные коэффициенты экстинкции со­
ставляют: ег3о= 16.700 см * для а,в-(П-(Р-рху)-5Р, 9.300 см՜’ для 
8-(Р-рху)֊$Р и 8.600 см՜’ для а-(Р-рху)-8Р . _1։. Максимум флуорес­
ценции ПЛФ-авалогов пептидов наблюдается при 410 им (рис. 26). 
Интенсивность флуоресценции фосфопиридоксильных остатков позво­
ляет детектировать 1 нмоль модифицированных пептидов в 1 мл.

На изолированной кишке морской свинки была измерена сократи­
тельная активность полученных аналогов. ПЛФ’Производные 5Р обла­
дают биологической активностью, соизмеримой с активностью ЭР. Как 
видно из рис. 3, 50% активности от максимального ответа пептидов за­
регистрировано при следующих концентрациях: 8Р—1,5-10 0 М, 
е-(Р-рху)-8Р—1,8՛ 10“й М1 а,8.(1|-(Р-рХу)-8Р-110 9 М.

Показано, что при инкубации 8Р с синаптосомальными плазмати­
ческими мембранами С-концевой локус пептида расщепляется значи­
тельно быстрее, чем X'-концевой участок [2, 7]. В то же время извест­
но, что именно С-концевой участок в основном ответствен за физио 
логическую активность, характерную для 8Р. Гак, при определении 
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сократительной активности, веноконстрикторного и сосудорасширяю­
щего действия оказалось, что окта-, гепта- и гексапептиды обладают 
активностью, равной (а в некоторых случаях превышающей) активно­
сти нативного пептида (4. 5]. С-коииевой же пентапептид проявляет

Рил 2 Спектры поглощения (а) н флуоресценции (6) и 0,05 М фосфатном 
буфере, pH 7,6: I-д. е-сП-(Р-рху)-5Р. 2 е-(Р.рху)-БР. 3— ц-(Р-рху)- 

Рт. )(. Концентрация пептидов—3.10՜ 5 М (а) а 5.10 -;М (б).

КамцечфроииР /щгтидоа (Ьу

Рис 3. Зависимость сократительной актнпностн ЧР (0|, е-(Р-рху)-5Р 
(о), а. в-<И-(Р-рху)-5Р (△). ЬРг_п <Е> м «•<Р-рху)-ЧР7..|| (п) от 

концентрации пентила.

только 1—2% от общей активности БР [4]. Це исключено, что относи- 
тсльпо низкая активность пентаиептида связана с его быстрым расщеп­
лением по сравнению с более длинными С-концсвымн фрагментами. как 
это было показано ранее [2]. Модификация 8» . ։1 приводит к двзл- 
пятикратному повышению сократительной активности относительно ис­
ходной активности центапептила. Наблюдаемый скачек в активности 
связан. по-виДнмому, с повышением резистентности модифицированно­
го пептида к протеолизу.

Поскольку кровь является основным руслом транспорта пептидных 
гормонов, были проведены сравнительные измерения по расщеплению
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нативного 5Р и его ПЛФ-апалогов под действием плазмы крови чело­
века. В условиях нашего эксперимента уменьшение контрактурной ак­
тивности на 50% 01 исходной величины наблюдается через 70 мин ин­
кубации плазмы с ЗР и через ПО мин для ПЛФ-аналогов $Р (рис. 4).

Рис. 4. Зависимость деградаций 8Р 
(•’. е (Р'рху} -ЗР (о) и а, р-Ик 
\P-p.\y)- ЗР (Д) от времени инку­
бации пептидов с плазме»'։ крови че­
ловека. Исходная биологическая ак­
тивность пептидов принята за 100%.

Суммируя, можно заключить? что полученные ПЛФ-аналоги БР об­
ладают соизмеримой с нативным пептидом сократительной активно­
стью и одновременно проявляют повышенную резистентность к про­
теолизу в плазме крови человека. Указанные свойства, наряду с высо­
кой флуоресценцией ПЛФ-производных 5Р, позволят применять их в 
дальнейшем при лиганд-рецепторных исследованиях.
Институт экспериментальной бицлогии 

АП Армянской ССР Поступило 27.XI 19*84 г.՛

£ .ՆՅՈՒԹԻ ԵՎ ՆՐԱ С-ՕԱՅՐԱՅԻՆ ՊԵՆՏԱՊԵՊՏԻԳԻ 
Պ1’ՐԻԴ0ՔՍԱԼ-5'-ՖՈՍՖԱՏԱՅԻՆ ԱՆԱԼՈԳՆԵՐԸ

Н֊. Ն. 2ԱԿՈԲ5ԱՆ, Ա. Մ. Ա(»>Ո1՚ՄԱՆՅԱՆ. 2, Գ. ԱՂԱՋԱՆՅԱՆ,
Ա. 2. ,2Ա(։Ո1>1*ՅՈ1'ՆՅԱՆ. Ա. Ա. 1»11ՆԱՐ.ԱԴՅԱՆ

Նաթիւէ պես/տիդների րիմիական մոդիֆիկացիան պիրիդօրսալ-Հ-ֆոսֆա- 
ւոի (ՊԼՖ) օգնությամբ հնարավորություն Լ տվել ստանայ I' նյութի քՏ£^ եր­
կու ֆյուէէրևսցենտային անալոգնիր ե նյութի քՏ£ _ C-ծայրային սյեն-
տապես/տիգի մեկ ածանցյալ։ Ստացված անալոգների ամինաթթվային կազ­

մի վկրլուծութ յունր !}"ւյ<յ Լ >'<վել, որ £ նյութի ածանցյալներից մեկում լիզի- 
նի մնացորդի ]ր.-ամին տխումրր տեղակայված է ՊԼՖ-ով )—

SP վ, մինչդեռ մ լուսում տեղակալում ր կատարվում Լ պեպտիդի ինչպես £ 

այնսքե» էլ քՀ _ ծայրային ամինաիւմրերում [րՀ,, £ — — Ր-^^՚յ —
Տ£վ Տ?_. յ| -ի մոլեկուլում ՊԼՖ-ով մոդիֆիկացվում Լ \֊— ծայրային ամինա­

թթուն [a—(P — [}Xy)—SP 7֊ր_։ /։ SP֊ի սէոացված անալոգները ի հայտ են
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բերում կծկողական ակտիվություն, որը հատուկ 7, նաթիվ պեպտի ղին: Պենտա- 
սքեպտիղի մ ոդիֆիկա ցիան աոայ Լ բերում կծկողական ակտիվության բարձ­

րացում (20 անղամ) SP- ]։-/ր համեմատ: Ֆոոֆոպիրիղոքսիլային մնացորդ­
ների ֆքուորեսցենցիան հնարավորություն Լ տաքիս հայտնաբերեք 1 պմոլ մո- 
էքիֆիկացված սքեսլտիղների բան տկուք) յան ր / մլ լուծույթում: SP-/» ՊԼՖ-ա- 

նաքոդներր մարդու :ղլաղմայի աղդեցաթյան տակ բայբայվում են 1,0 անդամ 
ավեքի դանդաղ, բան նաթիվ պեւղտիդր:

PYRID0XAL-5'-PH0SPHATE DERIVATIVES OF SUBSTANCE 

P AND ITS C-TERMINAL PENTAPEPTIDE

T. N. AKOPYAN, A. M. ARZUMANYAN, H. G. AG’IAJANYAN, 
A. A. ARUTUNYAN. A. Kh. KHANAZADYAN

Two fiuoresceut derivatives of substance P (SP) and one for C-ter- 

mlnal pentapeptide (SP?-ji) have been obtained by chemical modification 
of native peptides by pyridoxal-o'-phosphate (PLP). One of the deriva­

tives of SP e-amlno group of Lys residue [e-(P-pxy)-SP| and in the 
other £-amlno group of Lys residue, as well as N-terminal amino group 

ի, >di-(P-pxy)-SP| have been substituted by PLP.՝ PLP modified 
N-terniinal amino acid of SP7-11. The SP analogues obtained possess 

spasmogenic activity commensurable with the activity of native peptide. 
.Modification of pentapeptide fragment leads to 20—fold increase of 

spasmogenic activity in comparison with the native SP?-։։. The fluores­
cence of P-pxy residua of peptides permits to detect I pmol in 1ml of 
solution. PLP-analogues of SP are degraded by human plasma 1,6-times 
slower (han naturally occurring peptide.
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