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Исследованы свойства сннтешчсских пептидов-VVYPWT. I.VVYPV.T, : YP- 
WTQ, LVVYPWTQRF, полученных методом |ве;>дофа н >'. о синтез i ш с..one 1>:.яв>еи- 
иой первичной структуры гипоталамических короиаросуживающнх пептидных фак­
торов, 3 из которых, как было установлено нами, оказались фрагментами 33-37, 

33—38 и 32—38 р-депи гемоглобина Исследуя воздействии синтетяческнх пепти­
дов на тест-системы, специфичные для нативных коронаросуживающих пептидных 
факторов, обнаружили идентичность свойств синтетических и нативных пептидов. 
Обсуждается вопрос об образовании коронаросуживающих пептидных факторов 
в условиях in vivo.В 1988 г. мы сообщили о выделении и очистке 5 коронаросужи­вающих пептидных факторов (ПФ, Л из гипоталамуса крупного ро­гатого скота [1]. Нами было установлено, что ПФ, . вызывают Са2+-независимую активацию ряда Са2+-кальмодулинзависимых фер­ментов [2—4], таких как киназа легких цепей миозина (КЛЦМ), кальмодулинчувствитёльпая ФДЭ сАМР, путем Са2+-независимого связывания с кальмодулином [5—7]. Было выдвинуто предположе­ние, что ПФ ,_а являются аллостерическими регуляторами кальмо­дулина, приводящими его структуру, в зависимости от своей концент­рации, в различные активные конформационные состояния [5—6]. Дальнейшие исследования показали, что ПФ, стимулируют про­цесс агрегации тромбоцитов (от 25 до 30%) и сокращение изолиро­ванной аорты кролика (от 20 до 25%) [2, 3]. Стимуляция обоих этих процессов связана с активацией КЛЦМ комплексом кальмодулин— МФ [4]. В данном случае ПФ. выполняют функцию ионов каль­ция, являясь, по-видимому, его эндогенными заменителями. На осно­вании полученных данных мы пришли к заключению, что коронаро- сужпвающне пептидные факторы гипоталамуса можно причислить к числу Са2+-независимых регуляторов в клетке, которые, возможно, и в условиях in. vivo могут принимать участие в регуляции активности КЛЦМ, ФДЭ сАМР и, вероятно, других Са2+-кальмодулинзавнсимых систем (при низком внутриклеточном уровне содержания Са2+).В недавно проведенных исследованиях по выяснению первичной структуры ПФ,_5 было обнаружено, что 3 из них являются фраг­ментами 33—37, 33—38 и 32—38 p-цепи гемоглобина [4, 8]. 146



Интересно отметить, что в литературе имеются данные о том, что՛ сама молекула гемоглобина обладает коронаросуживающими свойст­вами [9, 10]. Кроме того, оказалось, что еще в 1980 г. Чангом и соавт. [11] из гипоталамуса свиньи были выделены 2 пептида, ко­торые являлись фрагментами 32—40 и 31—40 .р-цепн гемоглобина. Однако биологическая активность, этих пептидов не была установлена. Оказалось также, что геморфины—пептиды, полученные в результате протеолитического распада гемоглобина и обладающие сильными опиоидными свойствами, являются фрагментами 34—37 и 34—38 р-цепн гемоглобина [12].Па основании полученных нами данных, а также имеющейся в; литературе информации было сделано предположение, что остальные- 2 коронаросужпвающпх ПФ с невыясненной пока первичной струк­турой также являются фрагментами р-цепн гемоглобина, отличаю­щиеся от структуры вышеуказанных коропаросуживающих ПФ лишь длиной пептидной цепи.Для проверки указанного предположения, а также с целью ис­следования свойств синтетических пептидов (П), полученных согласно выявленной структуре нативных коронаросужпвающпх ПФ, были синтезированы 4 пептида, представляющие фрагменты 32—39 (П։), 32—41 (П2), 32—38 (П3) и 33—38 (П4) р-цепн гемоглобина.Данная статья посвящена изучению воздействия синтетических пептидов на тест-системы, специфичные для нативных ПФ։_5 с целью сравнения активности и механизма действия синтетических и нативных пептидов. 'Материалы и методыКоропаросуживающие пептидные факторы гипоталамуса выделяли по методу Галояна и соавт. [1].Автоматический твердофазный синтез был осуществлен на син­тезаторе «Applied Bjosvstems Model 430Ал, с исиользов; нием Fnioc- защИтных групп [13J.Для определения образования иммунокомплекса кальмодулин֊ антитело был использован метод непрямого фермеитзависимогр им- муносорбептного анализа (ELISA) с некоторыми модификациями по методу Van Eldik и соавт. [14]. Кальмодулин (в концентрации 2,5 мкг/мл) был иммобилизован на платах при 4° в течение 18 ч. Антитела вносили в лунки плат в концентрации 7,5 мкг/мл и платы инкубировали 2 ч при комнатной температуре. В экспериментах по определению влияния ПФ на образование иммунокрмплекса ПФ вносили в лупки плат вместе с антителами. Использовали различные концентрации ПФ (от 0,8 мкМ до 1,6 нМ). Аптп-IgG, копыогирован- ный с пероксидазой хрена вносили в лунки плат в разведении 1:1000 и платы инкубировали 2 ч при комнатной температуре. Через 60 мин после добавления субстрата (Н2О2 и о-фепплендиамин) содержимое 
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лунок фиксировали добавлением 2 и. H2SO4 и измеряли поглощение при 492 нм.Высокоочнщенные препараты КЛЦМ получали ио методу Dab- rowska и соавт. [13—16] из желудков кур. Фосфорилирование легких цепей (ЛЦ) миозина гладкой мускулатуры желудка кур с Мг 20 кД проводили в течение 25 мин при 25° в инкубационной среде, содер­жащей 70 мкг очищенного миозина, 20 мМ фосфатного буфера, pH 8,0, 12,5 мМ MgCI2, 0,1 мМ СаС12, 5 мМ АТР, 1,5 мкМ КЛЦМ и 4,5 мкМ кальмодулина. Включение фосфата в ЛЦ миозина реги­стрировали при электрофорезе в ПААГ в присутствии 8 М мочевины по методу Perrie и соавт. [17]. Относительное содержание фосфори­лированных ЛЦ в миозине определяли при анализе денситограмм ге­лей электрофореза, окрашенных Кумасси R-250.Количество белка определяли по методу Lowry и соавт. [18]. Эксперименты на изолированной аорте кролика проводили по методу Kanamori и соавт. [19].Агрегацию тромбоцитов исследовали на агрегометре «Рау(оп» (США) с использованием в качестве агреганта 5 мкМ ADP. Иссле­дования проводили па крови здоровых доноров. Богатую тромбоци­тами плазму получали центрифугированием крови при 2000 g в тече­ние 10 мин по методу Born [20].В работе были использованы следующие реактивы: ATP, ADP («rSigma», США։, Cad.՜֊актированная сефароза 4В, сефакрил S-300, сефадекс Ci-10, фенил-сефароза («Pharmicia», Швеция). MjCL CaCl,. ацетонитрил .cMerc-:-», ФРГ), ЭГТА, Кумасси R 250, акрилами ։, бис- акрилам։:;՛.. TE.V.ED, персульфат аммония, Dowex SOW;,8. («Serv;iJ>, ФРГ), остальные реактивы марок х.ч. и ос.ч. («Союзхимреактив»).Результаты и обсуждениеОдним из наиболее чувствительных тестов для ПФ։_5 является их способность ингибировать образование иммунокрмплекса кальмо- дулин-антитело путем Са2+-независимого связывания с кальмодули­ном [5—7]. Поэтому прежде всего было изучено влияние синтетиче­ских пептидов па образование иммунокомплекса кальмодулин-аити- тело с помощью метода EL1SA.На рис. 1 представлены данные относительно влияния нативных ПФ3 и ПФ4 и соответствующих им по структуре синтетически* пеп­тидов (П3 и П4), па образование иммунокомплекса. Как видно из рнс. 1, п3 и П4 подобно ПФ3 и ПФ4 в значительной степени ингиби­руют образование иммунокомплекса. Концентрации, вызывающие 50%-пое ингибирование образования иммунокомплекса (1м), равны 5,4; 12,8; 21,8; 33,4 нМ для ПФ3, ПФ4, П3 и П4 соответственно. Для 11. и П2 величины 15(. были равны 24,6 и 29,5 пМ соответственно. При­нимая во внимание тот факт, что для ПФ,_5 величины 130 находятся в диапазоне концентраций от 2,5 до 31,6 нМ [5, 6], мы можем зак- 
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лючнть, что синтетические пептиды обладают таким же сродством к кальмодулину, как и нативные. Тем не менее, нужно отметить, что ПФ3 и ПФ.։ были несколько более активны, чем П3 и ГЦ.Как было указано выше, гипоталамические ПФ։_5 вызывают Са2+-независимое активирование некоторых Са2+-кальмодулинзавпси- мых ферментов [2—4]. В этом аспекте более детально памп было изучено воздействие ПФ։_5 на активность КЛЦМ, выделенной из скелетной и гладкой мускулатуры. В частности, было установлено.

Рис. 1. Влияние нативных коронаросужнвающнх одра.
(ПФ.,—I; ПФ,- 2) и синтетических пептидов (Н3 а. 4 >
зовшие иммунокомплекса кальмодулин-антитело аЛаЬМ°^итела нсполь- 
мобнлизоваи „а „латах в концентрации 2.5 абси1'с՛ -концентрации ней- 
зовалн и концентрации 7,5 мкг/мл. По осн но п,.мочулином
тидов в иМ. По оси ординат—% связывания антит

_ ° осУ|цсствля։от свое воздействие на активность КЛЦМ пу­тем Са-т-пезависимогл ...... •• ?разования комплекса КалД С МОЛеКуЛ°" кальмодУл"на. « об­зываясь с каталитической ......-"ептил"ып *актОр- КОТ°РЬ'"- свя-. ''ои субъединицей фермента, вызывает его ак-ЮОс/ '° /°Т ՝° 10°0/° для КЛЦМ скелетной мышцы и от 80 до00 „ более для КЛЦМ гладкой мускулатуры). С учетом этихДанных представлялось иппл,.~, гл иь целесо°бразным изучить воздействие синтс-тическнх пептидов „а активность КЛЦМ.Пф! Кследов.пшя показали, что синтетические пептиды, также как 
мусЛТн вь,зь1па|от .а֊ -независимое активирование КЛЦМ гладкой У атуры от 80 до 100% (таблица), причем для проявления их 149



активирующего действия необходимо, как и в случае ПФ, д обяза­тельное наличие кальмодулина в инкубационной среде. Этот факт свидетельствовал о том, что механизм действия синтетических нсн- тидов аналогичен механизму действия ПФ։_5 на активность КЛЦМ: происходит Са2+-незавпснмое связывание пептидов с молекулой каль­модулина и образование активного комплекса кальмодулип-псптпд. В данном случае синтетические пептиды, как и ПФ,_5 выполняют по-видимому, функцию ионов кальция.
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5

Рис. 2. Са2+-независнмос активиро­
вание киназы легких цепей миози­
на (КЛЦМ) под воздействием пея- 
тидных факторов гипоталамуса 
(ПФ3—I; Г1Ф,|—2) н синтетических 
пептидов (П3—3; П4—4; П2—5). 
По оси абсцисс—концентрации пеп­
тидов в нМ, по оси ординат—от­
носительная активность КЛЦМ в%. 
За 100%-ную активность фермента 
принимали такое его количество, 
которое вызывало в течение 25 мин 
при 25° фосфорилирование легких 

цепей миозина на 50%

Было изучено также воздействие различных концентраций П2, П3, П.| и ПФз, ПФ4 на активность КЛЦМ (рис. 2). Оказалось, что кон­центрации, необходимые для полумаксималыюй активации КЛЦМ равны 3,9, 3,2, 2,7, 3,0, 2,6 нМ для П3, П3, П.։, ПФ3, ПФ.; соответст­венно. Полученные данные позволили заключить, что и в данном •случае синтетические и нативные пептиды обладают почти одинако­вой активностью.Как было сказано выше, ПФ ,_5 (в концентрации 0,1 мкг/мл) •стимулировали сокращение изолированной аорты кролика в К‘-де- поляризующем растворе, содержащем 40 мМ КС1 от 20 до 25%. ПФ ։ . в той же дозе стимулировали также процесс агрегации тром­боцитов, вызванный 5 мкМ АОР от 25 до 30% [2, 3]. Проведенные эксперименты показали, что синтетические пептиды (в дозе 0,1 мкг/мЛ) стимулировали процесс сокращения изолированной аорты кролика в К+-деполяризующем растворе (рис. 4) и процесс агре- .150



гадин тромбоцитов, вызванный 5 мкМ ADP (рис. 5) почти в той же՛ стежени, что и ПФ։_5. Известно, что такие антагонисты кальмоду­лина, как W-7 и его структурные аналоги в условиях in vitro инги­бируют процесс агрегации тромбоцитов и обеспечивают релаксацию гладкой мускулатуры путем Саа+-завпсимого связывания с кальмо­дулином, что в свою очередь ингибирует активность Са2+-кальмоду-лвнзавпеимых систем и, в частности, активность КЛЦМ [21]. Син­тетические пептиды, как и ПФ ։_3 стимулируют эти процессы, не­видимому, также путем связывания с молекулой кальмодулина, но Са։+-независимым способом, являясь, по существу, эндогенными за- иемнтелями Саа+.
Таблиц* 

Активирование киназы легких цепей миозина (КЛЦМ), выделенной
из гладкой мускулатуры желудка кур, под воздействием коронаро- 
суживаклцих пептидных факторов гипоталамуса (ПФ) и еннапти-

чсских пептидов
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Примечание. Исследуемые соединения использовали в следующих концентра­
циях: кальмодулин—4,5 мкМ, СаС12—0,1 мМ, ЭГТЛ—1 мМ, КЛЦМ—1,5 мкМ, 
ПФ։_к—0,05 мкМ, П,_4 —0,05 мкМ. За 100%-ную активность фермента прини­
мали такое количество КЛЦМ, которое вызывало в течение 25 мин при 25° фос­
форилирование легких цепей миозина на 50%.Таким образом, изучение воздействия синтетических пептидов па тест-системы, специфичные для нативных ПФ,_5> показало, что син­тетические пептиды обладают всеми свойствами нативных ПФ։_5. активность синтетических пептидов во всех рассмотренных тестах была близка к активности нативных коронаросуживающих пептидов, а механизм их действия аналогичен механизму действия ПФ. 5: Полученные результаты подтвердили наше предположение о том, что остальные два коронаросуживающих ПФ с невыясненной пока струк­турой также являются фрагментами p-цепи гемоглобина, отличаю­щимися от структуры вышеуказанных коронаросуживающих ПФ лишь длиной пептидной цепи, и не исключено, что они представляют собой фрагменты 32—39 и 32—41 p-цепи гемоглобина.Существует ли ПФ в условиях in vivo или они—артефакт и образуются в результате частичного аутолиза в ходе очистки. Мы 151



полагаем, что ПФ,_5 существуют in vivo поскольку: 1—различное время хранения гипоталамуса в незамороженном состоянии после забоя животных (от 1 до 6 ч) не изменило существенно состав ос­новных пиков в профиле хроматограмм после последней стадии очи­стки с использованием метода ВЭЖХ; 2—одни и те же пептиды были получены при использовании различных модификаций методов очи­стки. На примере проопиомсланокортина, который является предше­ственником p-липотропина, эндорфинов, р-МСГ, показано, что при­рода предпочитает синтезировать пептиды с разной биологической ак­тивностью в составе общего предшественника, из которого затем они образуются в результате ограниченного протеолиза. В частности, показано, что эндорфины образуются из p-липотропина под воздейст­вием внутриклеточной протеиназы [22—24]. В этом случае ограни-

■ ________ Ь-_ » ։ —1.------- 1------------ ■ ■ ■___________
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Рис. 3. Влияние пептидного фактора гипоталамуса (ПФ3—3) и синте­
тического пептида (П3—2) па сократительную способность изолирован­
ной аорты кролика в К+-деполяризующем растворе. По осн ординат— 
степень сокращения аорты в %. Максимальное сокращение, вызываемое 
40 М1М КС1, принимали за 100%. Воздействие пептидов исследовали 
при достижении максимума сокращения, /—контроль, не содержащий 

пептндевченный протеолиз приводит к образованию соединений с новыми био­логическими свойствами. Тот факт, что фрагмент 32—41 р-цепи ге­моглобина содержит пептиды с разной биологической активностью (геморфины и коронаросуживающие ПФ), свидетельствует о том, что эти пептиды могут синтезироваться в мозгу в составе общего пред­шественника—гемоглобинподобного белка и затем образоваться в результате ограниченного протеолиза этого белка при различных фи­зиологических и патологических состояниях организма.С другой стороны, поскольку гипоталамус принадлежит к тем участкам головного мозга [25—27], где ГЭБ наиболее уязвим и воз­можен свободный обмен биологически активными пептидами и гор­монами между нервными окончаниями и юровыо, це исключена воз­можность, что именно гемоглобин является предшественником этих пептидов, которые могут образоваться в результате его ограничен? 152



кого протеолиза также при различных физиологических и патологи­ческих состояниях организма и затем проникнуть в нервные клетки болитических процессах нерв-гипоталамуса и принять участие в мета ной клетки.1ДО

Рис. 4. Влияние коронаросужпоаю- 
щего пептидного фактора (ПФ.,) и 
синтетического пептида (П-) 
степень агрегации тромбоцитов, 
иызпанной 5 мкМ АВР. К-конт­
роль, ис содержащий п.՝:։ гидов. 
Тромбоциты были проинкубированы 
с пептидами (0,1 мкг/мл) при 37° 

в течение 3 мин в кювете агрего­
метра до стимуляции, аыозмной 
5 икМ ЛОР. По сен ординат—сте­
пень агрегации тромбоцитов в %

Высказанные нами две различные точки зрения для объяснения присутствия ПФ,_5 в ткани гипоталамуса являются лишь нашими предположениями и для четкого ответа на этот вопрос требуется проведение углубленных исследований в этом направлении.HEMOGLOBIN, THE PRECURSOR OF CORONARO-CONSTRICTORY PEPTIDE FACTORS
BARKHUDARYAN N. A.. •KEII ERMANN .1., *LOTTSPEICH I'., 

GALOYAN A. A.

Ci. Ch. Bunyalyan Institute of Blocheir istry, Acadcrry of Sciences of the Amenia, 
Yerevan.

’Max-Planck Institute of Bio.hemistry, MunichThe properties of synthetic peptides—VVYPWT. I.WYPWT, I\ \ YP- WTQ, LVVYPWTQRF (obtained by solid phase peptide syrtl csis cn the basis of the revealed prlm.ry structure of hyp, thalamic ccrc nrro- Constrictory peptide fa tors) were investigated. It was established tha. 3 of coronaro-constrlct ry peptide factors represent f'agn ents 33- 37. 33—38, 32—38 of the fl-chain of hemoglobin. Using test systems specific 153



'for native coronaro-constrictory peptide factors the identify of the p:o- ■perties of synthetic peptides and native coronaro-constrictory peptide factors was established. The possibility of the formation of the hypotha­lamic corc«aro-constrictory peptides in vivo are discussed.
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