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Используя гель-фильтрацию на сефадексе G-10. ИОХ на Дауэхсе 50WX8. г.с- 
•'/ирепаратнвную и аналитическую ВЭ/КХ в обращенной фазе, из гипоталамуса круг. 
>-ого рогатого скота выделены в гомогенном виде 5 ксронгро:уя;неаю11!>1х гликопептид- 
1 * х фактора. Как кислотным, так и ферментативный гидролизы (трипсин, химотг։::.- 
гин, катепсин В (К. Ф. 3.4.22.1) приводили к потере ими корснаросуживающей акт.._- 
’«ости.

В 1962 г. в гипоталамусе крупного рогатого скота >бь)л}| обнаружены 
- кардиотропных нейрогормона [1], оказывающие противоположное дей­
ствие на коронарное кровообращение (коронарорасширяющее и коронарс- 
Ч’Живаюшее). Впоследствии была открыта группа коронарорасшнряющих 
нейропептндов, условно обозначенных нейрогормонами «С», «К», «Г» 
[2—3], изучены их физико-химические и биологические свойства и пока­
зано, что они существуют в виде множественных форм [4]. Установлено, 
что эти нейропептиды являются метаболически активными соединениями 
[5—9], действующими также и на обмен циклических нуклеотидов.

В нашей лаборатории накоплен большой фактический материал, сви­
детельствующий о наличии в гипоталамусе крупного рогатого скота цело­
го Ряда коройарссуживающих соединений. Однако до сих пор мало изу­
чена их химическая природа. Поэтому представляло интерес выделить и 
’’«еитифниировать коронаросуживающие соединения гипоталамуса.

В настоящей работе представлены данные о выделении и характери­
стике пептидных факторов гипоталамуса, которые при внутривенном вве­
дении кошкам в условиях Й! situ вызывали заметное снижение объемной 
емкости крови, оттекающей от венозных сосудов сердца.

Материалы и методы

Кардиотропные соединения выделяли из уксуснокислого экстракта 
гипоталамуса по методу Галоя.ча и соавт. [10]. Дальнейшую очистку про-
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водили, используя гель-фильтрацию на сефадексе G-10 и ИОХ на Дауэк- 
се 50 WX8 по ранее описанной схеме [11].

ВЭЖХ пептидов проводили: 1) на колонке Lichrosorb RP-8 (1,бХ 
25 см, диаметр частиц 7 мкм; rKnaver». ФРГ), с использованием сту­
пенчатого градиента ацетонитрила в 0,1%-ной CF3COOH (время из­
менения градиента—1,5 ч), скорость элюции 3 мл/мин; 2) на колонке 
Nucleosil Си (0,4б'<25 см, диаметр частиц 7 мкм; cMacherey-Nagel», 
ФРГ), используя градиент концентрации ацетонитрила от 5 до 60% 
в 0,1%-ной CF;,COOH (время изменения градиента—1 ч), скорость 
элюции—1 мл/мин. Пептиды детектировали при 220 нм.

Аминокислотный анализ пептидов проводили после кислотного гидро­
лиза (5,7 н.НС1, 110°, 24 ч) на аминокислотном анализаторе D-500 
<«Durrum», США).

N-концевые аминокислоты определяли по методу Gray [12]. DNS- 
<производные аминокислот идентифицировали двумерной ТСХ :<а плас­
тинках с закрепленным слоем силикагеля (5X5 см) [13] или на поли­
амидных пластинках (3X3 см) [14].

Наличие углеводного компонента в составе исследуемых пептидов оп­
ределяли по методу Knapp [15]; п-нитробензоатные производные пепти­
дов идентифицировали ТСХ на пластинках «Силуфол UV-254» («Kawa- 
lier», ЧССР) в системе бензолгэтилацетат (10:1).

Катепсин В (К.Ф. 3.4.22.1) выделяли по ранее описанному методу 
[16]. Гидролиз пептидов катепсином В .проводили в 0,1 М фосфатном бу­
фере. pH 6,0, содержащем 2 мМ днтиотрейтол и 2 мМ ЭДТА при 37° в 
течение 4 ч и соотношении фермент/субстрат 1:10.

Гидролиз трипсином и химотрипсином проводили в 0,1 М аммоний- 
бнкарбонатном буфере, pH 8,1 при 37° в течение 4 ч и фермент/субстрат- 
ном соотношении 1:10.

Количество белка определяли по методу Lowry и соавт. [17].
ТСХ ферментативных гидролизатов проводили на пластинках сили­

кагеля («Мегк», ФРГ) (9X12 см) в системе: н-бутанол-пиридин-уксусная 
кислота-вода (15:10:3:12). Хроматограммы проявляли 0,2%-ным раство- 
!ром нингидрина в ацетоне.
Биологическое тестирование проводили з условиях in situ на кошках под 
уретановым наркозом.

В работе использованы следующие реактивы: трипсин, химотрип­
син (eWorthington», США), дитиотрейтол, ЭДТА (eSigma», США), 
ацетонитрил 'Дауэкс 50 W х8 (eMerk», ФРГ), дансилхлорид, сефа­
декс О-Ю, сефадекс G-75, СМ-сефадекс С-502(»Pharmacia», Швеция), 
n-нитробензоилхлорид предоставлен сотрудником нашей лаборатории 
Я. В. Возным, остальные реактивы марок х. ч. и ос. ч. (<Союзхим- 
реактив», СССР).

Результаты и обсуждение
Очистку кардиотропных пептидных факторов (ПФ) проводили, как 

описано ранее (1'1), с той лишь разницей, что вместо стадии ВЭЖХ в об­
ращенной фазе на колонке Nucleosil Cie (1,0X25 см. диаметр частиц 
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7 мкм) с применением изократического разделения раствором 50с/о-ного 
ацетонитрила в 0,1%-ной CF3COOH, были проведены последовательно 
полупрепаративное и аналитическое разделение методом ВЭЖХ в обра­
щенной фазе пептидной фракции гипоталамуса после ИОХ на Дауэксе 
50W Х8. Полупрепаративное разделение было проведено на колонке 
Lichrosorb №-8 (1,6X25 см) с использованием ступенчатого градиента 
ацетонитрила в 0,1%-ной CF3COOH (рис. 1). В результате этого разде-

Рис .1. ВЭЖХ биологически акт иеной пептидной фракции после ИОХ на 
Дауэкее 50 \УХ8 на колонке ЬсЬгозогЬ ОР-8 (1,6X25 см), с использо­
ванием ступенчатого градиента ацетоннтрира (пунктир) в 0.1%СР3СООН. 

Скорость элюции 3 мл/мин
Рис. 2. Рсхроматографня фракции II (см. рис. 1), содержащей смесь ко- 
рохаросуживающих пептидных факторов на колонке 1Чис1ео5|| С)в (0.46Х 
*15 см), с использованием градиента концентрации ацетонитрила (5—60%) 

в 0.1% СЕ3СООН. Скорость элюции 1 мл/мин.



ления в 3-х из пол» чеиных фракций была обнаружена биологическая ак­
тивность. Фракции I и III (время удерживания 13.8 и 62.8 мин соответст­
венно) обладали чстхо зыражс::нь:.м коронарорасширяющнм свойством. Даль­
нейшему исследованию была подвергнута фракция И. в которой обнару­
жилась коронаросуживающая активность. Как видно из рис. 1. она пред­
ставляла собой смесь нескольких соединений (время удерживания их 
20,8; 22,7: 25.2 мин соответственно). Эта фракция была лиофилизована 
и подвергнута рехроматографии на колонке Xuclcosil Си (0.46X25 см) 
с применением градиента концентрации ацетонитрила (5—60%) в 
0.1%-ной CF3COOH (рис. 2)| В результате были получены 5 кардио- 
тропных пептидных факторов (время удерживания их 14; 38.8: 42; 46.2 
52,2 мни соответственно). Наиболее выраженной биологической активно­
стью обладали три из них—ПФ2, ПФ* и ПФ.|, которые при внутривен­
ном введении кошкам в условиях in situ вызывали значительное сниже­
ние объемной емкости крови, оттекающей от венозных сосудов сердца по 
сравнению с нормой.

Гомогенность выделенных пептидных факторов определяли с помо­
щью ТСХ их данейлированных производных. Было показано, что N- 
концевой аминокислотой для ПФ(| 3 4 является валин, для ПФ->—ала­
нин. а для ПФ.՜—пролин-

Результаты изучения аминокислотного состава выделенных пептид­
ных факторов показали, что по гминокислотному составу ПФ (։ обла­
дали сходством. Для них характерны высокое содержание серина, глици­
на. глутаминовой кислоты, составляющее от 34% до 53% от общей суммы 
остатков. Для ПФ-, помимо высокого содержания серина, глицина и глу­
таминовой кислоты, характерно наибольшее ho сравнению с ПФ,։-4| со­
держание аргинина (таблица), а также наличие в его составе нсиденти- 
фицированного соединения основного характера.

Таблица
Аминокислотный состав коронаросуживающих пептидных факторов 

(ПФ) (1—5) гипоталамуса крупного рогатого 
скота (п нмоль/мкг пептида)

Амино­
кислота ПФ։ ПФ. ПФ, ПФ, ПФ.-,

Asp <1.38 1,04 0.37 0,33 0.72
ТЬг 0.15 0.14 0,14 0,58
Ser 0,53 0.51 0,67 1.07 1.96
Gin 0.38 0,77 0.51 0,57 1.87
Pro 0.22 0.17 0.27 0.39
Gly 0.48 0,70 0,73 0,66 1.82
Ala <».26 0,46 0.34 0,47 0.97
Vol 0,28 0.39 0,31 0.21 0,31
Iio 0.15 0,11 0,14 0,28
Lou 0.17 0.18 0.35 0.13 0.45
Tyr 0.14 — — 0,14 0,32
Phe 0.19 — — 0.17 —
His __ — 0,25
Lvs 0.14 0.11 0.16 0.14 0,17
Arg 0.18 0.18 0,19 0.16 0,44

Примечание. Cys. Met. Тгр нс определяли.
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Величина Мг выделенных пептидных факторов, скорректированная по՝ 
данным аминокислотного состава, равна для ПФ,~3 кД, ПФ„ ® 
3.5.кД.аПф5»7кД, ՛ ’

Кислотным гидролиз полученных кардиотропных пептидных факто­
ров (5,7 М.НС1 при 110° в течение 18 ч) приводил к потере биологиче­
ской активности.

При изучении действия ряда протеолитических ферментов (трипсин,՜, 
химотрипсин и ■катепсин В) на короиаросуживающие пептидные факторы 
оказалось. что уже после 4-х часовой инкубации три 37° и соотношении 
фермент/субстрат 1:10 наблюдалось исчезновение хоронаросуживающей 
активности. Исследование ферментативных гидролизатов вышеуказанных 
«ейропептидов обнаружило появление новых иеидентифицированных про­
дуктов при ТСХ на пластинках силикагеля.

Все пять пептидных факторов имели положительную реакцию с п-ии- 
тробсизоилхлоридом. приводящую к образованию ультрафиолетпоглохца- 
кииих пятен с R։ от 0,71 до 0,76 при ТСХ на пластинках Силуфол, что 
свидетельствовало о наличии углеводного компонента в их составе.

Таким образом, из гипоталамуса крупного рогатого скота выделены 
в гомогенном виде 5 кардиотропных гликопептидных факторов. Изучен их 
аминокислотный состав, определены К’-хонцевые аминокислоты.

Интересными, на наш взгляд, представляются данные относительно 
Действия внутриклеточной цистеиновой протеиназы—катепсина В—на вы­
деленные нейропептиды, в результате чего происходят потеря ими корона- 
росуживающей активности. Ранее нами были получены данные относи­
тельно участия высокомолекулярной аспартильной протеиназы, сходной 
по своим свойствам с катепсином Д [18] в образовании коронарорасширя- 
гощего фрагмента из инертного белка-носителя нейрогормона «С» [19]. 
Эти данные позволяют предположить, что внутриклеточные протеиназы и 
в условиях 1« и‘и0 участвуют как в процессинге, так й в деградации кар­
диотропных нейропептидов.

purification and characterization of hypothalamic
CORONARO-CONSTRICTORY PEPTIDE FACTORS

A. A GALOYAN. N. A. BARKHUDARYAN, K. VALKO*, T. R. ZAKARYAN.

Institute of Biochemistry, Armenian Academy of Sciences. Yerevan.
♦Central Research Institute for Chemistry, Hungarian Academy of Sciences.

Budapest

Five coronaroconstrictory glycopeptides were isolated from bovine 
hypothalamus by gel-filtration on Sephadex G-10, ion-exchange chro­
matography on Dowex 50\Vx8, semipreparative and analytical reverse­
phase high-performance liquid chromatography. Acid or enzymatic di­
gestion (trypsin, chymotrypsin, cathepsin B (E.C. 3.4.22.1) resulted in 
the loss of coronaroconstrictory activity of these peptides.
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