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В настоящее время сорбционные свойства различных сефадексов 
и. .ы«ывают сомнении (•). Благодаря наличию фиксированных отри­
цательные зарядов в нейтральном геле ряд пептидов и белков при 
г< ;ь фильтрации сорбируются и определить точно их молекулярный 
вес становится невозможным Обнаружены два типа кислых групп — 
карбоксильные и сульфатные, нейтрализацию которых можно осущест­
вить различными методами. Так, например, Норат и сотр. (։з) под- 
|н пгэют сефадекс щелочным воздействиям. К ним относятся: амнднни- 
рованне, эстернфикаиия, каталитическое восстановление. Другие пред- 
лагают применить непосредственное добавление растворимых солей в 
систем} (*) Однако подавляющее большинство этих реакций приво­
дит к нарушению нативной структуры гидрофильного геля.

В этом аспекте предлагаемый Крэгом метод блокирования карбо- 
кенльных групп глицннамнднрованнем в присутствии водорастворимых 
карболкимидных дериватов достаточно эффективен н имеет несомнен­
ные преимущества по сравнению с остальными способами ('՛). Сущ 
ность глицннамидироваиия заключается, как видно из инжсприведгн- 
ной схемы реакции, в присоединении остатка глицннамида к каждой 
свободной карбоксильной группе; именно этим путем происходит блоки­
рование кислых групп

ОО ОО
-СО֊ +NH Г-МдГМН, «•рушчмц» pH <• 75 _CN CH.-CNH.

10 -50% дныетияформжмнд ц

Глнцннамиднрованне применяется также в исследовании структуры 
белков, в частности, в определении числа аспартильных н глютамин- 
пых остатков в гемоглобине (•).
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В настоящей работе мы задались целью устранить ярмчниы л 
сорбин» карднотропного нейрогормона «С» (НС) при с։о толь-фни \ 
рации на сефадексе С 10. используя обработанный глицинамндиро 
ваннем сефадекс, не исключая также возможности гетерогенности кы 
шс\казанного нейрогормона. Одновременно приобретает болын*. 
значение разработка адекватного метода выдс.тсннч. понюляюшгп 
получить достаточное количество НС.

Рис I. Сравнение действии фракций «С * 
и «С>» на ФДЭ моэга крыс с дгАстввем 

нейрогормона «С»

В качестве основных материалов использовали коммерческие пре 
параты: сефадекс G-10 фирмы Farmacla Fine Chemicals; диметнлфор- 
мамид (ДМФ) —Fisher Scientific Со; Chemical Manufacturing Division. 
N. Y.; глицинямнд-гидрохлорнд—Division ol Becton. Dickinson and 
Co, Orangeburg. N. Y; N։N'—днцнклогекенлкарбо ihhmh i Ferak Berlin; 
какодиловая кислот;!, Ferak Berlin.

Реакцию глнцннамндировзння вели по методу, разработанном) 
Крэгом н сотр. (5) с некоторыми модификациями Сефадекс 6 1‘ н 
количестве 50 г суспендировали в 0.1 н растворе МаС1. промывали с 
помощью декантации сначала 0.5%-ным раствором Ка—ЭДТА. а 1атем 
трижды дистиллированной водой, пока pH декантируемой в»>ды »<• 
стал равным 6. Сефадекс уравновешивали 400 мл смеси, состоящей и • 
50% ДМФ в 0.1 и буфере какодиловой кислоты pH 4,75. сюда 
добавляли 10 ммоль глнцинамнда н 10 ммоле»» водорастворимы 
боди и мнда Для удаления реагентов последовательно промы тали: 0.1 н 
раствором \’аС1, дистиллированной водой до исчезновении реикини с 
нингидрином. Обработанный таким образом сефадекс (.» 1<> или О— 
)паковывали в колонку размерами 1-50 см. В качестве маркера “ 
пользовали 0.01 % ный водный раствор гмубого декстрана Яипцня 
велась дистиллированной водой со скоростью 16 л.</час В ото ран 
ных аликвотах велась проверка биологической активности п<՛ н т<стм»э^ 



методике Моравитна и Цана (7) и определение активности фосфодиэ­
стеразы (ФДЭ) по ранее описанному методу (а). Активность ФДЭ оп­
ределяли по количеству гидролизованпого субстрата циклического аде­
нозинмонофосфата (цАМФ) в процессе сю инкубации с ферментом. 
О гидролизе цАМФ судили по падению радиоактивности 3Н-нАМФ, 
использованного в качестве маркера. За единицу активности нейрогор­
мона «С» принимали такое количество препарата, которое ингибиро­
вало 1и1Е цАМФ фосфодиэстеразы гомогената мозга крысы за 1 ми 
и\т\.

Результаты, полученные при гель-фильтрации нейрогормона <О 
через сефадекс 0 -10, свидетельствовали о том, что указанное актив­
ное соединение выходило во фракции, соответствующей 10-ому объему 
элюирующего буфера. При применении глицннамидированного сефа­
декса были обнаружены две различные короиарорасширяющие фрак­
ции В ожидаемом объеме элюировалась лишь наименьшая часть ак­
тивности. около 30%. При введении активной фракции указанной зоны, 
условно обозначенной нами «Сг», наблюдалось увеличение коронарно­
го кровотока кошек т $Иу на 100—120%. причем действие этого нача­
ла, по сравнению с другой активностью—непродолжительное, в тече­
ние 1.5 часа.

Основная же активность, условно обозначенная нами «Ср, была 
сосредоточена в 1-ом пике, элюируясь 7-ым объемом буфера. Эффект 
указанной фракции продолжался в течение 3-х и более часов, увеличи­
вая коронарный кровоток на 200—250% по сравнению с нормой.

Фракции «Ср и «Сг» отличаются также способностью в различной 
степени ингибировать ФДЭ 3'5'-цАМФ мозга (таблица). При сравне­
нии действия фракции «С։» с действием нейрогормона «С> в наших 
опытах с ферментом гомогенатов мозга крысы удалось показать, что 
вышеуказанная фракция проявляет столь же сильный ингибирующий 
эффект. Наряду с этим выяснилось, что ингибирующий эффект фракции 
«Ср превосходит почти в три раза подобное действие нейрогормона 
«С» (рисунок). \

Г а б .1 и и а
Изменение активности ФДЭ мозга крыс под действием 

коронарорасширяющих фракций

Фракции

Количество гидролизован­
ного субстрата, % Степень ин- 

гнбацнн, %

Активность 
и единицах 

на 1 .»/лконтроль опыт

.С* 84 74 10 0,5

•С,* 85 60 25 1.6

•С»* 80 69,7 10,3 0,6
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Следовательно, вместо ожидаемого суммирования эффекта нигибн 
. ....... аблюдастся обратная картина. Механизм этого явления пока не 
выяснен полностью, можно лишь допустить возможность нал.... ։я г.
активном комплексе другого соединения, которое препятствует про­
явлению характерною для ПС действия как на коронарное кровооб 
ращение, так и на ингибирование ФДЭ цАМФ мозга.

По предварительным данным таким соединением может быть 
коронаросуживающая фракция, которая диссоциируется от нейрогор 
мона «С» лишь при гель-фильтрации через глицина.миднрованный 
сефадекс. Одновременно происходит диссоциация нейрогормона «С 
на две коронарорасширяющие фракции, одна и < которых является вес 
ма эффективным ингибитором ФДЭ цАМФ мозга. Одинаковый про­
филь элюции через неглицинамидированные сефадексы, сходство би- 
логической активности и ингибирующего эффекта на ФДЭ 3'5'-цАМФ 
диссоциированных друг от друга на глнцинамиднроваином сефадексе 
фракции позволяет предположить наличие в гипоталамусе двух ню- 
форм или аналогов карднозктивного нейрогормона <С».
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֊ի երկու իզոձևերի ՐււսյւոսսւբԼրմւսն մասին

Հետազոտությունների արդյունբներր պարզ/ւցին, որ սեֆադեբս G 11) - ի 
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զարս Լր զայիս միայն մեկ զոնայում, այժմ բաժանվում է. երկու մասի, որոնցից 
յուրաքանչյուրն օժտված I. պսակաձև անոթայայնիշ, ինչպես նաև ցիկյիկ-ՍՄՖ 
իոսֆոզիկսթերազայի րն կճման հատկությամբ, Սույն տվյայներյ, վկայում են 
,C* նեյրոհորմոնի երկու խյոձևերի (ՀՀ, ..ՇՀ^ոկայության յասՒն'
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