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ПЕПТИДНАЯ КАРТА ГИПОТАЛАМУСА
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Институт биохимии им. Г. X. Бунятяна АН Армении, Ереван

Гипоталамус представляет собой центр нейросекреторной дея
тельности организма. В областях п su.praopt.icus н п. рага'иеи!г1с- 
и.1аг1$ образуются окситоцин и вазопрессин, л биосинтез нейросекре
торных регуляторных гормонов гипоталамуса происходит в области 
evi.nen.tia тесИапа [1].

В последние годы из гипоталамуса различных животных Галоя- 
ном и соавт. выделены коронароактивные вещества полипелтидной 
природы. В дальнейшем были разработаны методы очистки этих био
активных соединений, которые можно подразделить на три основные 
группы: коропарорасширяющие нейрогормоны К. О и С и их множе
ственные формы [2—3], Са2+-независнмые активаторы кальмодулин- 
чувствительных ферментов под общим названием С-мол.улины [4] и 
аллостерические модуляторы активности кальмодулина—нейропептиды, 
условно обозначенные ПФ|—ПФ5 [5]. Как видно, гипоталамус слу
жит источником неизвестных пептидных гормонов и биорегуляторов, 
которые до настоящего времени еще не выделены в чистом виде тра
диционными методами хроматографии.

В последние годы ВЭЖХ становится все более важным методом 
очистки и идентификации биологически активных соединений. Очевидно, 
что ВЭЖХ постепенно вытесняет многие классические методы, осо
бенно на последних стадиях очистки, поскольку она превосходит ста
рые методы по эффективности разделения, выходу продукта, быстроте 
анализа и характеризуется высоким пределом обнаружения. Высокая 
степень разделения, которая достигается при помощи ВЭЖХ, делает 
этот метод пригодным для контроля чистоты и составления пептидпых 
карт.

В настоящей работе приведены результаты по составлению пеп
тидной карты вторичного порошка гипоталамуса (ВПГ), позволяющего 
систематизировать большую группу биологически активных соедине
ний гипоталамуса, обнаруженных в нашем отделе за .последние 30 лет.

Эксперименты проводили на двухкомпопентной системе ВЭЖХ 
В1о1гоп1к ВТ-8100 (ФРГ). Система оснащена инжектором Рйеобупе 
с использованием петли для образца объемом 50 мкл и детектором 
с изменяемой длиной волны. Спектральный диапазон дейтериевой
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лампы 190—370 нм. Все растворы .постоянно дегазировали для пре
дупреждения образования пузырьков в с'истеме. Для регистрации ре
зультатов хроматографии использовали систему хранения и поиска 
данных, включающую компьютер, АВМ ЛТ/РС 286. Для ВЭЖХ ис
пользовали колонки «.Biosphere Si—300 С8, Ci8» и «.Biosphere Si—100 
С8 и С18л (4, 6 X 250 мм; «Bioservis-», Армения и «Lichrosphere С18*

Рис. 1. Пептидная карта вторичного порошка гипоталамуса Типичная 
хромзтограг.мз на тандемной системе обращепнофазових колонок 
Biosphere «Sl-ЗОО 8, и Biosphere <S1-1CO С18»-Элюцню осуществлял. 
.. режиме линеииого градиента ацетонитрил /Н2О֊ 0,1% ТФУ Пр„ скоро
сти потока 1 мл,мни за 80 Обиаружепие* продукта при Л 2Ю нм

Поскольку впг содержит биоактивные соединения с большим 
Диапазоном молекулярных масс, их разделение подразумевает при- 

енение колонок с дифференциальной пористой .структурой. Для вы- 
ора оптимальных условий разделения был использован метод греко- 

•патпнекого квадрата. Эксперименты, проделанные на колонке 
Biosphere Si-.00 С8 и («18». показали, что хроматография в режиме 

'Раднснтного элюирования (ацетонитрил-вода, метанол-вода) ' з 
присутствии трифторуксусной кислоты (ТФУ) позволяет՜ про-
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■водить разделение лишь с высокой эффективностью оолее гидро
фобных соединений. Хроматография на колонке «Biosphere Si-300 С8 
л С18» в тех же условиях позволяла проводить эффективное разде
ление менее гидрофобных высокомолекулярных соединений. Следо
вательно, совмещение сорбентов с дифференциальной пористостью

Рис. 2. Типичная рехроматограмма 
одного из выделенных соединен гч 
(пик № 18). Элюирование с ко

лонки < .(с ЬгохрЬеге С18> (4.6Х 
250 мм) осуществляли в пзокрлтп- 
ческом режиме. В качестве подьяж 
ной фазы, применялась смесь аце
тонитрил (Н2О) 0,1% ТФУ (30 — 
70%). Скорость потока I мл/мип.

обнаружение при Х2Ю им

структур было бы наиболее оптимальным, однако оно технически за
труднено, поскольку происходит неоднородное распределение сор
бентов с дифференциальной пористостью структур. Анал»з полученных 
экспериментальных данных, основанный на методе греко-латинского 
квадрата, позволил оптимизировать процесс хроматографического 
разделения биоактивных соединений гипоталамуса на тандемной си
стеме обращенно-фазовых колонок «Biosphere Si-300 С8» и rBlos' 
phere Si-100 Cl8» в режиме линейно-ступенчатого градиентного элюи
рования с использованием ацетонитрил/вода в присутствии 0,1 %- 
кого ТФУ.

На рис, 1 представлена типичная пептидная карта ВИГ. Как 
видно из хроматограммы, тандемная сиигема колонок позволяет про
водить селективное разделение по крайней мере 50-и пиков. Повтор
ная рехроматография, типичный пример которого представлен на 
рис. 2, свидетельствовала о гомогенности полученных пиков, что поз
волило установить аминокислотный состав 20-и из представленных 
на пептидной карте ВПГ.

THE PEPTIDE MAPING OF HYPOTHALAMUS

GAI.OYAN A. A., CHAll.YAN S. G.

Inslllule of Blochemisiry. Academy of Sciences of Armenia, Yerevan

An high pressure liquid chromatography on tandem reversed phase 
„Biosphere Si 300 C8“ and „Biosphere SI —100 C18“ columns permit
ted to identify 50 ranges of the bioactive neuropeptides and determine 
the amino acid composition of some of them.
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