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В литературе накоплен большой фактический материал, свиде­
тельствующий о существовании для ряда пептидных гормонов (ин­
сулин, АКТЕ, гастрин, энкефалины, эндорфины) предшественников в 
виде более крупных молекул С1՜3). Нашими работами показано, что 
специфические белки из гипоталамуса крупного рогатого скота, яв­
ляющиеся носителями выделенных нами нейрогормонов, также явля­
ются предшественниками образования кардиоактивных нейрогормонов 
(*). Эти данные давали основание полагать, что протеолитический 
распад указанных соединений является существенным звеном обра­
зования множества новых биологически активных соединений и гор­
монов. В связи с этим возникла необходимость изучения возможнос­
ти образования новых соединений из предшественников, которые 
имеются в поджелудочной железе, под влиянием фермента того же 
органа.

Рассмотрена возможность расщепления глюкагона под действи­
ем калликреина, выделенного и очищенного нами из поджелудочной 
железы свиньи. Вместе с тем нами исследовалось влияние некоторых 
рилизинг гормонов и их аналогов на активность калликреина in vitro.

В работе использовали: К-бензоил-Ь-аргинин-этиловый эфир 
гидрохлорид (,Reanal“, Венгрия), трипсин („Спофа“, Чехословакия), 
Сефадекс Г—100 и ДЕАЕ—Сефадекс А—50 („Pharmacia14, Швеция), 
Амфолин (pH 3—6) („LKB ProdukterШвеция), глюкагон („Calbio-
chem*4, США), ДНС-С1 („Sigma41, США), рлуорескамин („Roche*1,
Австрия), полиамидные пленки („Schleicher Shuir, ФРГ).

Калликреин поджелудочной железы свиньи [ЕС 3.4.21.8| вы­
деляли методом, включающим фракционирование ацетоном, хромато­
графию на ДЕАЕ —Сефадексе А—50, гель-фильтрацию на Сефадексе
G—100 и изоэлектрическое фокусирование на амфолине.

Калликреин обладает способностью гидролизовать известный
субстрат этого рермента — М-Бензоил-Е-аргинин-этиловый эфир
(БАЕЕ). Скорость расщепления БАЕЕ оценивали по приросту опти­
ческой плотности пробы при 253 нм и 1 25° (5) и сравнивали ее с 
таковой трипсина. Активность выражали в единицах: одна единица — 
это количество фермента, которое гидролизует 1 мкмоль субстрата в 
минуту при 25г и pH 8,0 (0,05 М трис-НС1). Изоэлектрофокусиро*



вание проводили на колонке кКВ-8100 („ЛКБ-приборы*, Швеция) 
в градиенте сахарозы в интервале pH 3—6 при концентрации амфоли- 

. Разделение осуществляли на колонке ПО мл в те-нов, равной 1%
чение 24 ч при 4° и напряжении 500 В. По окончании фокусирования 
собирали фракции объемом 1,5 мл, в которых измеряли pH, оптичес-
кую плотность при 280 нм и калликреиновую активность. Фармаколо­
гическую активность калликреина определяли по понижению кровя­
ного давления у кошек (”). Белок определяли по методу Лоури (’).

Условия гидролиза глюкагона:Условия гидролиза глюкагона: 1 мг глюкагона растворяли в 
0,5 мл 0,5%-ного двууглекислого аммония, добавляли 15 мкг каллик-
реина (активность фермента, измеренная по БАБЕ, составляла 
9,5ед/мг белка). Смесь инкубировали при 37э в течение 18 ч.

Для выделения индивидуальных пептидов из гидролизата ис-
пользовали метод препаративного })ингерпринта (8). Электрофорез
проводили в пиридин ацетатном буфере, pH 1,9 (2500 В) 1 ч, хромаю-
графировали в системе растворителей бутанол —уксусная кислота—во­
да (6,5:1:2,5). Вспомогательный фингерпринт окрашивали флуоресками- 
ном, с основного листа вырезали зоны пептидов, элюировали 0,01 М 
муравьиной кислотой и лиофилизировали. М-концевую аминокислоту и 
аминокислотный состав пептидов определяли дансильным методом (*).

В работе исследовалось влияние следующих рилизинг гормонов 
и их аналогов на активность калликреина, выделенного из поджелу- 
дочкой железы свиньи, при инкубации фермента с указанными ве-
ществами при 25° в течение 15—30 мин: люлиберина в дозе 0.1 —
100 мкг, суперактивного люлиберина и Д-Ме5РЬев-люлиберина в
дозе 0» 1 — 50 мкг.

Всю процедуру выделения калликреина из поджелудочной же­
лезы свиньи выполняли при 4՜ по методу (10), примененному автора-
ми для получения фермента из поджелудочной железы крыс и со
бак, с небольшими изменениями.

1. Экстракция. 270 г очищенного от жира фарша поджелудоч­
ной железы смешивали с 13.50 мл дистиллированной воды и осторож­
но перемешивали в течение 6 ч при pH 7,5, доведенной с помощью 

рМ №ОН, при комнатной температуре. Смесь центрифугировали для 
удаления нерастворимого осадка.

2. Первое ацетоновое фракционирование. Добавляли ацетон по 
каплям к перемешиваемому супернатанту на ледяной бане до 40% - 
ной концентрации. Образованный преципитат удаляли центрифугиро­
ванием. Затем к 40%-ному ацетоновому супернатанту снова добавля­
ли ацетон до конечной концентрации 70%. 70%-ный ацетоновый 
°садок, собранный центрифугированием, растворяли в0»1М 1рис-НС1 
(pH 8,0) и доводили объем до 600 мл.

3. Второе ацетоновое фракционирование. Растворенный 70%- 
ч'.1й ацетоновый преципитат снова фракционировали ацетоном до 45% - 
11,11 концентрации и после центрифугирования и удаления осадка 
Фракционировали до 67%-ной концентрации. Полученный 67%-ный 
кетоновый преципитат растворяли в 35 мл 0,1 М Грис-НС1, содер­
жащем 0,1 М №С1 (pH 8,0), ставили на диализ против того же бу­
фера (2,5 лХ2) в течение ночи.
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4. Хроматография на ДЕДЕ-Сефадексе А—50. 67%-ный от­
диализованный ацетоновый преципитат наносили на колонку с ДЕДЕ- 
Сефадексом А—50 (3X45 см), уравновешенную вышеуказанным бу­
фером. После промывания колонки уравновешивающим буфером кал- 
ликреин элюировали линейной градиентной элюцией с помощью 0,1 Д 
Трис-НС1 (0,1-0,6 №С1), pH 8,0.

На рис. 1 дана хроматография калликреина из поджелудочной 
железы свиньи на ДЕАЕ-Сефадексе А-50. БАЕЕ-эстеразная ак-

номера фракции

Рис. 1. Хроматография калликреина поджелудочной железы 
свиньи на ДЕАЕ Сефаде! се А—50. Элюция фермента ли­
нейным градиентом 0,1—0,6 М №С1 в 0,1 М Трис-буфере, 
pH 8.0.------ А280; • -БАЕЕ-активность; |—]—фракции, об­

ладающие вазодиляторной активностью

тивность обнаружена во фракциях № 45—66, вазодиляторная актив- 
ность —во фракциях № 45—56. Наличие эстеразной активности в боль­
шем числе фракций по сравнению с вазодиляторной активностью 
свидетельствует, по-видимому, о наличии ряда других аргинин эс­
тераз. . ՛ • =՝1 ■

Фракции №45—56, обнаруживающие БАЕЕ-эстеразную и вазо- 
диляторную активности, собирали и концентрировали.

5. Гель-фильтрация на Сефадексе 0 — 100. Указанные сконцен-
трированные фракции наносили на колонку с Сефадексом 0 — 100 
(2,5X95 см), уравновешенную 0,02 М НСООМН4 (pH 8,0). На рис. 2. 
показан профиль элюции калликреина поджелудочной железы свиньи 
на колонке с Сефадексом 0 — 100.

Фракции № 27—30 собраны и сконцентрированы на основе их 
БАЕЕ-эстеразной и вазодиляторной активности.

6. Изоэлектрическое фокусирование. Собранные и сконцентри­
рованные фракции подвергнуты изоэлектрофокусированию (см. ме­
тоды).

На рис. 3. изображено изоэлектрофокусирование калликреина 
поджелудочной железы на амфолине.

Фракции № 26—40, обладающие БАЕЕ-эстеразной активностью՛ 
собраны. Судя по характеру кривой, а также интервалу pH, равному 
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3,7—4,2, выделенный нами препарат калликреина при изоэлектрофо­
кусировании в колонке разделяется по-видимому на несколько форм, 
отличающихся по р1 в зоне pH 3,7—4,2, что совпадает с литератур­
ными данными (“)• Выход фермента 6,2 мг. Удельная активность, из­
меренная по БАБЕ, равна 9.5 ед/мг белка.

номера рропций

Рис. 2. Гель- фильтрацил калликреина на Сефадексе 6 — 100 
с 0,02 М муравьинокислым аммонием. pH 8.0. Обозначения 

те же, что на рис. I

Полученным калликреином из поджелудочной железы свиньи 
гидролизовали глюкагон. Для выделения чистых пептидов элюат из 
зоны гидролизованного материала подвергали препаративному элек-

20 зо зо
номера фракций

Рис. 3. Изоэлектрофокусирование калликреина на амфолине.
-------Аав0; • —БАЕЕ-актквность; . . . —pH

трофорезу и хроматографии. Пептидная карта гидролизата глюкагона 
приведена на рис. 4. Пептиды пронумерованы в порядке убывания 
флуоресценции. В гидролизате глюкагона обнаружено 7 пептидов.

Аминокислотный состав и {^-концевые аминокислоты выделен­
ных пептидов представлены в табл. 1. Данные представлены только 
Для трех пептидов глюкагона, так как из-за малого количества ос­
тальных выделенных пептидов аминокислотный состав и 1ч-концевые
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аминокислоты их достоверно определить не представлялось возмож­
ным. Полученные данные указывают на то, что калликреин расщеп­
ляет в глюкагоне пептидные связи, образованные аминокислотными 
остатками Тре-Фен и Лиз-Тир, наряду с этим в третьем пептиде Кт- 
концевой аминокислотой найден Арг, а в составе этого пептида два 
аминокислотных остатка аргинина соседствуют, из чего можно пред-

электрофорез ——

Рис. 4. Пептидная карта гидроли­
зата глюкагона

положить, что разрываются связи 16—17, или 17 — 18, или же 18—19 
(места предполагаемого разрыва пептидных связей указаны пункти-

Таблица I
М-концсные аминокислоты и аминокислотный состав пептидов, полученных из 
гидролизата глюкагона под действием калликрена из поджелудочной железы свиньи

Пептид М-концевая аминокислота Состав аминокислот

Г ис 
Арг 
Фен

184

Гис^Сер’-Гл и’-Гли'-Тре*
Арг><2)
Фен։-Тре* 1-Сер։-Асп։-Тир։-Лиз։

ром). Ниже приводится последовательность аминокислот в молеку­
лах глюкагона свиньи и быка:

10
МН2-Гис-Сер-Гли-Глн-Тре-Фен-Тре-Сер-Асп-Тир-Сер-Лиз-Тир-Лен- *

I <----------------------2------------------------► | <----------------------з------------------------------------------> ।

20
-Ас и-Сер-Арг-А рг-А ла-Гл н-Асп-Фен-Вал-Гл н-Тре-Лей-Мет-Асн-

I— ֊ 5----------*| г

-Тре-СООН

Исследования по влиянию рилизинг гормонов и их аналогов при ин­
кубации их с полученным нами ферментом из поджелудочной желе­
зы свиньи при 25 в течение 15—30 мин не выявили каких-либо из­
менений в эстеролитической активности с БАЕЕ в указанных выше 
дозах (табл. 2).



Влияние люлиберин а и его аналогов на активность каллнкренна нз поджму 
домной железы свиньи

Введенные вещества, мкг Активность БАЕЕ, единиц мл
Люлиберин Od 

0,2 
0,5 
5.0 

10.0 
50.0

4.5
5.4
5.4
4.5
5.4
4.5 
+.5О

Суперактивный 0.1 
люлиберин 

0,2 
0.5 

10.0 
20,0 
50,0

Д-Л1е5РЬеб- 
люлиберн ।

0»1

0,5
1.0

10.0
20,0
50,0

4,5

4.5
5.4
4.5
4,5
5.4

4,5

4.8
4.5
5.0
5,4
4,5
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