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Синтезированы аналоги фрагментов фибриногена Gly-Pro-Arg и Arg-Gly-Asp: GK-Pro-Arg-Pro (1), 
Gly-Pro—Arg-Pro-Met-OMe (II), Gly-Pro-Arg-Pro-Phe (III). Gly-Pro-Arg—Pro-Asp i\'>, Gly-Pro-Arg- 
Pro-Glu (V). Arg-Asn-Trp-Asp (VI). Методом лизиса фибриновых пластин исследовано их влияние 
на активностьнротеиназ различныхтипов. Обнаружено, что все исследованные пептиды ингибиро­
вали плазмин (степень ингибнрования -  85-60%) и у-субъединицу фактора роста нервен1 55-93%). Те- 
трапептид (VI) оказался эффективным ингибитором тканевою ак тиватора пл&гммногена и у-суб ье- 
днницы фактора роста нервов (степень ингибирования %  и 93%). Пептиды практически не влияли 
на активность урокиназы и умеренно ингибировали активность стрептокинай»і нІІІ fІ \  і. < VI)). па- 
напна ((I). (II). (IV), (VI)), субтилнзина ((V) и (VI)). а-химотринсина ((ІІІі. Л * ' I і метзллопроте- 
иназы Bacillus subtilis (VI). Соединения ингибировали трипсин (за исключением i n  III ■ іри нане­
сении на фибриновые пластины в концентрации 1 х 10 - М, при концентрации 1 ■ ЛГ \t пептиды 
(I) и (II) вызывали повышение иротеолнтической активности на 35 и 47% соогтветствснно

Ключевые слова: фибриногена фрагменты, синтез аналогов, влияние на активні*, ть протеина.}

ВВ ЕДЕН И Е

Известно, что пептидные фрагменты ф ибри­
ногена проявляют самостоятельную биологичес­
кую активность, в том числе антнкоагулянтную, 
антитромботическую и др. |1, 2]. Их модифика­
ции позволяют получать аналоги, часто сущест­
венно превосходящие природные пептиды по 
уровню активности, избирательности действия и 
энзиматической устойчивости. Наиболее изуче­
ны аналоги Arg-Gly-Asp -  центра связывания ф и­
бриногена и других адгезивных гл и коп ро ге и нов с 
мембранным рецепторным комплексом GP IIIb/ГІа 
[3—7 ] и пептиды на основе последовательности 
G ly-Pro-Агц. находящейся па аминоконце ф ибри­
на [8-101.

Известно, что антикоагулянтное действие 
Gly-Pro-Arg и его аналога с остатком пролииа на 
С-конце обусловлено их способностью избира­
тельно связываться с определенными участками 
молекулы фибриногена и блокировать процесс по-

( 'окрашеним: DC0 - А/./У'-дициклогексилкарбодиимид; 
НОВІ -  І-підроксйбензотриазол; TEA -  триэтиламин; 
ONSu - сукциіміммл-А'-іжси-: Pfp - пентафторфенил; Pep - 
пентахлорфеннл; ГАП - тканевый активатор ііла імшіоге- 
на; ФРН -  фактор роста нервов.
Автор для переписки (тел.: +375 (17) 2648263; ->л, почта: 
vennar@iboch.bas-ncl.byj.

лимеризацни фибрин-мономера 19]. Однако струк­
турные особенности большинства аналогов Arg- 
Gly-Asp и Gly-Pro-Arg позволяют предположить, 
что суммарный спектр аитнкоагулянтнон или ан- 
титромботической активности этих пеп тидов оп­
ределяется их взаимодействием с различными 
протеиназами плазмы кровн. В пользу этого 
предположения свиде тельствует обнаруженный в 
наших экспериментах разный уровень антикоагу- 
лянтной активности этих соединений в модельной 
системе фибриноген-тромбин и непосредственно 
в плазме крови.

Цель данного исследования -  синтез аналогов 
G ly-Pro-Arg-Pro. модифицированных но С-концу 
введением остатков дикарбоновых кислот, мети­
онина. фенилаланина, и аналога Arg-Gly-Asp -  
тетрапептида Arg-Asn-Trp-Asp. обладающего, 
наряду с антигромботической. такж е и иммуно- 
модуляторной активностью [III. и исследование 
их влияния на фибрннолитическую активность 
различных типов протеиназ.

РЕЗУЛЬТА ТЫ  И О БС У Ж Д ЕН И Е
Пептиды были синтезированы классическими 

методами пептидной химии, с использованием 
протонирования для блокирования гуанидиновой 
группы аргинина, что позволило исключить ис-
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Boc-Pro-OH + НС1 • Xaa(OMe )„-ОМе 
J гел, іх:с, нові

Вос-Рггн-ONSu + Arg-OH Boc-Pro-Xaa(OMe)„-OMe
І нстаолс

Boc-Pro-Arg-OH + HC1 Pto-Xaa(OMe)„-OMe 
I DCC. HOBi 

Boc-Pfo-Ar«-Prt>-Xaa(( )Me )„-OMc

І ІІП/ШОЛс і
HCI Pixv-Arg-Pro-Xaa(()Me)„A )Me

j TE A ; Hoc-(jlv-OPcp

Boc-GIy-Pro-Arg—Pro-Xaa(OMc)4-OMe
j NrtOH

Boc-Gly-Pro-Arg-Pro-Xaa-OH
j НСІ/ЕЮАс

2HCI Gly-Pro-Arg-Pro-Xaa-OH

Схема I. * ,• t си : пет иции общей формулы 2HCI • Gly-Pro-Arg-f’ro-Xaa-OH. где Хаа - Met, Phe, Asp или Glu:
n = 0. u im  \_a - \fci цлл Ptie./i = I. когда Xaa -  Asp или Glu.

пользование \  -производных аргинина и стадии 
отщепления Л ' ’-зашит. C-Концевые дикарбоно- 
вые кислоты вводили в реакцию в виде днмети- 
ловых эфиров. Пептиды общей формулы G ly- 
Рт-Аге-Рт->- Xjij. синтезировали по схеме I. тет- 
рапеггтил-стандарт G ly-Pro-A rg-Pro был синте­
зирован по аналогичной схеме, с использованием 
Рп>-ОМс с ьдч-гг&с с -концевого фрагмен та. На 
схеме 2 аоі^ііїн  синтез пептида Arg-Asn-Trp- 
Asp. е тэбл. ! -  основные физико-химические 
константы сшггезнрооанны* соединении. Для оп­
ределения стр> vryp ti н однородности пептидов 
применялись stcToibi масскпектрометри 11, 
ВЭЖХ. ТСХ и др.

При исследованиях влияния пептидов на ак ­
тивность протенназ было использовано несколько 
групп протеолитичеекях ферментов. Первая пред­
ставляет собой узкоспеиифичные протеииазы, об­
ладающие способностью активировать плазмино- 
ген -  этоурокиназа, стреп токиназа. у-суб ьедппгща 
фактора роста нервов <ФРНі и тканевый актива­
тор плазмпногена (ТАЛ).

Плазмииоген-активаторную активность оце­
нивали по действию пептидов на плазмпноген че­
ловека. Для этих экспериментов применяли илаз- 
мнноген. специфически связанный с фибрином за 
счет аффинных свойств: этот комплекс всегда 
присутствует вместе с фибрином в организме и 
остается в препарате фибрина при выделении, ес­
ли не использовать специальных методов для из­
бавления от него.

Вторая группа протеолитнческих ферментов 
была представлена сериновыми протеиназамп -  
прежде всего плазмином, а такж е трипсином, хи- 
мотрипсином и субтилизином. Из других се­
мейств иротеиназ мы иссследовалн цпстеиновую 
протеиназу -  папаин и аспартильную -  пепсин, а 
такж е металлопротеиназу из Bacillus subtilis. При

Boc-Trp-OH + Asp(OMe)-()Me 
J ікс:, нові 

Boc-Trp-Asp(OMe)-OMe 
j НСІЛ-ЮАс

HCI • Trp-Asp(OMe)-OMe
j TEA. Hoc- Aui-OPfp

Boc-Asn-Trp-Asp(( )Mc)-OMc 
j HCI/ElOAc

Boc-Asn-Trp-Asp(OMc)-OMe 
j НО/і;к)л<.

Boc—Aig-Asn-Trp-Asp(()Me )-OMc 
j NuOH

Boc-Arg-Asn-Trp-Asp-OH 
j HCI/BlOAc 

2HCI • Arg-Asn-Trp-Asp-OH

Схема 2. Схема синтеза пептида 2НСІ Аги -Asn-Trp- 
Asp-OH.
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Таблица 1. Физико-химические характеристики синтезированных соединений

146 НИКАНДРОВ и др.

Пептид . іai* [ct| f) Т. пл.. °С Rf ( Б)** R f* * . мин

Gly-Pr^Arg-Pro-OH • 2HCI (I) -75 123-125 0.20 0.05 7.332
Gly-Pro-Arg-Pro-Met-OMe • 2HCI (II) -112 118-121 0.62 0.26 15.061
G1 у-Pro-Arg-Pro-Phe-OH • 2HC! (ГП) -73 175-178 0.74 0.13 19.205
Gly-Pro-Arg-Pro-Asp-OH ■ 2HC1 (IV) -42 178-181 0.13 0.25 28.171
Gly-Pro-Arg-Pro-Glu-OH • 2HCI (V) -78 133-136 0.18 0.10 21.836
Arg-Asn-Trp-Asp-OH • 2HCI ( VI) -56 141-143 0.38 0.32 20.149

* Концентрация пептидов -  10 мг/мл, растворитель -  метанол.
** (А) -  н-бутанол-уксуеная кислота-вода 4 :1 :1 ; (Б) - хлороформ-метаиол-20%-ный аммиак 6 :4 : I. 

*** Н, - время удерживания (аналитическую НЭЖХ проводили как описано в “Эксперимент, части”).

Таблица 2. Влияние олигопептидов на плазминоген-актнваторную способность активаторов нлазминогена уро- 
кипазы. 'ГАП н у-субъеднницы ФРН

Пептид с .  M Стрептокииаза Урокиназа ТАП у-Субъединица
ФРН

Gly-Pro-Arg-Pro-OH (I) 10-» 173 ± 17(0.87) не исслед. 462 ± 15* (1.28) 324 ± 11 (1.03)
10-* 157 ±21 (0.79) 282+ 12(1.02) 491 ± 20* (1.36) 1 1 3 ± 14* (0.36)

Gly-Pro-Arg-Pro-Mel-OMe (ID КГ3 173 ± 14(0.87) не исслед. 343 ± 10(0.95) 296 ± 8 (0.94)
10 2 167+ 17(0.84) 290+ 11 (1.05) 188+ 10* (0.52) 32 ±6* (0.10)

G1 y-Pro-A rg-Pro-Phe-OH (III) К)’3 155+ 12* (0.78) не исслед. 350+ 1 1 (0.97) 296 ± 20 (0.94)
КГ2 175 ± 14(0.88) 301 ± 13(1.09) 188 ± 17* (0.52) 138 ±9* (0.44)

Gly-Pro-Arg-Pro-Asp-OH (IV) 10-* 155 ±8* (0.78) не исслед. 332 ± 0 (0.92) 305 ± 10(0.97)
иг2 221 ± 1 1 (1.10) 282 ±7 (1.02) 108 ± 10* (0.30) 139 ± 13* (0.44)

Gly-Pro-Arg-Pro-Glu-OH (V) К)-3 161 ± 16(0.81) не исслед. 332 ± 1 1 (0.92) 295 ± 8 (0.94)
к г 2 163+ 14(0.82) 268 ±  9 (0.97) П 4  ± 13* (0.76) 85 ±6* (0.27)

Arg-Asn-Trp-Asp-OH (VI) Ю-3 176 ± 16(0.88) не исслед. 332 ± 24 (0.92) 280 ± 15(0.89)
10-*’ 155 ± 10* (0.78) 257 ± 8 (0.93) 14 ±4* (0.04) 22 ± 7* (0.07)

Контроль - 199± 10 276+9 361 ± 17 315 ± 13
Примечание. Условия эксперимента: 0.0ft М фосфатный буфер pH 7.4, п 5, М' С, 20 ч; покачана площадь зон лизиса фибри­
новых пластин (.So, мм"); н скобках приведено соотношение площадей лизиса Ŝ /Ŝ , где Sy результат контрольного экспери­
мента.
*/><0.05.

псслсдовапии этих протенназ в качестве субстра­
та использовали фибриновые пластины, не содер­
жащие функционально активного нлазминогена - 
он был инактивирован УФ-облучением по специ­
альной методике 112].

Синтезируемые пептиды (l)-(V I) оказали дей­
ствие на активность протеииаз в зависимости от 
характера протенназы и структуры пептида. Ис­
следования были проведены при использовании 
двух рабочих концентраций пептидов -  I х ДО”* и 
I х 10 ' М. Подавление протеолитической актив­
ности наблюдалось в основном при концентрации 
пептидов 10 ’ М (табл. 2-4).

Результаты исследования влияния пептидов на 
плазминоген-активаторную активность приведе­
ны в табл. 2. 13 отношении урокиназы соединения 
были практически не активны -  величины аф ­

фектов не превышали 10% при их концентрации 
I х 10 М. В отношении стрептокппазы наблюда­
лось умеренное ингибирование активности тетра- 
пептидами (I) н (VI). Следует отметить, что при 
снижении концентрации пептида на порядок ак- 
тнвность пентапептнда (IV) выросла примерно па 
30% (р  < 0.05). На два других представителя этой 
группы -  у-субъединицу ФРН и ТА П . исследуемые 
пептиды в концентрации I х  10 - М оказали силь­
ное действие; плазминоген-активаторную актив­
ность у-субъединнцы ФРН пентапептид (II) и тет­
рапептид (VI) ингибировали на 90-95% . При 
уменьшении концентрации на порядок эф ф ект 
исчезал.

Особенно интересные эфф екты  были обнару­
жены в экспериментах с Т А П -ср ед и  исследуемых 
соединений -  тетрапептид (VI) оказался эффек-
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Таблица 3. ФнбрннОлитическая активность различных протеина? к присутствии олигопептидов

Пептид С. М Трипсин Химотрнпсни 1 I-IU «мни Субтнлизин Папайи 1ІЄИСИН Металлопротен- 
наза И subtilis

(I) |.(Г3 311 ± II ' (1.35) 161 ± 10(0,90) не исслед. не исслед. 105 ± 10 (1.11) 52 ± 6(1.13) не исслед.
ІСГ2 191 і  13 (<Ш) 146 ±7* (0.80) 42 ± 4 ” (0.33) 138 ± 6  (0.94) 71 ± 0* (0.75) 36 ±2* (0.78) 48 ± 3 (0.94)

(II) 10 3 Ш ±  15* (1.47) 164 ± 9 (0.90) 161 ± 0* (1.27) не исслед. 80 ± 7  (0.84) 49 ±5(1.07) не исслед.
10- 174 ± 7* (0.78) 155± II (0.85) 51 ±7* (0.40) 153 ± 12(1.04) 72 ± 4* (0.76) 35 ± 3* (0.76) 53 ±0(1.04)

(III) 10~3 246 ± 8  (1.07 ) 167 ± 14(0.92) не исслед. не исслед. 89 ± 6 (0.94) 50 ±5(1.09) не исслед.
КГ2 191 ± 16(0.83) 137 ±8* (0.75) 39 ± 0* (0.31) 155 ± 8  (1.05) 90 ± 4  (0.95) 32 ± 1* (0.70) 55 ±8 (1.08)

(IV) КГ3 239 ± 10(1.04) 153 ± 13(0.84) не исслед. не исслед. ' 84 ± 4  (0.88) 52 ±5 (1.13) не исслед.
](Н 161 ±9* (0.70) 142 ±9* (0.78) 19 ±3* (0.15) 123 ± 7  (0.84) 63 ±4* (0.66) 25 ± 2* (0.54) 43 ± 6 (0.84)

(V) К)-3 223 ± 8  (0.97) 149 ±22 (0.82) не исслед. не исслед. 85 ±7 (0.89) 52 ± 4(1.13) не исслед.
1(Г2 106 ±7* (0.46) 137 ±0* (0.75) 21 ±4* (0.17)

%

119 ±5* (0.81) 90 ± 7  (0.95) 64 ±3* (1.37) 41 ± 4  (0.80)

(VI) КН 281 ±23 (1.22) 156 ± 12(0.86) не исслед. не исслед. 101 ± 10(1.06) 49 ± 1 (1.07) не исслед.
10“- 143 ± 11* (0.62) 113 ± 10* (0.62) 20± 11* (0.16) 1 К) ±5* (0.75) 64 ± 3* (0.67) 25 ± 2* (0.54) 38 ± 1* (0.75)

Контроль - 230 ± 11 182 ± 9 127 ± 6 147 ± 10 95 ± 5 46 ± 3 51 ±3

Примечание. Условия эксперимента: для пепсина 0.2 М ацетатный буфер pH 1.47, для остальных протеиназ -  0.06 М фосфатный буфер pH 7,4; 37йС, п 4. Остальные 
пояснения см. под табл. 2.
*/><0.05
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Таблица 4. Фибринолцтимеская активность трипсина 
через 2 ч от начала инкубации пластины фибринового 
геля в присутствии пептидов ( КГ' М)

Пептид 5(), мм

(1) 69 ± 3
(И) 35 ±4*
(III) 73 ±2
(IV) 71 ± 0
(V) 0*
(VI) 0*
Контроль 71 ± 4
Примечание. Условия эксперимента: п 4, 37"( . 0.0ft М фос­
фатный буфер.
*  р < 0.05.

тивиым ингибитором, а тетрапептнд (I) проявил 
стимулирующий эффект. Поскольку субстратная 
специфичность ТАП связана с остатком аргинина 
субстрата 113], действие пептидов в определенной 
мере может быть обусловлено наличием в них ос­
татка аргинина. Следует отметить, что эф ф ект 
пептидов вызван воздействием именно на белок- 
активатор, а не на образующийся в ходе актива­
ции плазмин. В пользу этого свидетельствует 
весьма слабое действие пептидов на фибриполиз, 
инициированный стрептокиназой или урокппа- 
зой (или его полное отсутствие).

Все исследуемые пептиды оказали влияние на 
активность серииовых протеииаз, наиболее вы­
раженными были эф ф екты  при концентрации 
пептидов 10 2 М (табл. 3). При указанной концен­
трации активность трипсина угнеталась пептида­
ми (II), (IV), (V) и (VI) на 22,30. 54 и 48% соответ­
ственно. При на порядок меньшей концентрации 
пептидов наблюдалось даже увеличение фибри- 
ноли гической активности трипсина -  соединения
(I). (II) и (VI) повышали ее на 35, 47 и 22% (в по­
следнем случае достоверных изменений не выяв­
лено. наблюдалась лишь тенденция).

При концентрации 10 2 М соединения (I). (III). 
(IV). (V) и (VI) подавляли фибрннолитнческую 
активность а-химотрипсина на 20,25,22, 25 и 38% 
соответственно. При уменьшении концентрации 
на порядок пептиды практически не оказывали 
сколько-нибудь существенного влияния на актив­
ность данной протеиназы.

Наиболее заме тно действие пептидов проявля­
лось на фибринолитическую активность плазми- 
на: при концентрации эф ф екторов 10 2 М эта ак­
тивность угнеталась на 60-85%, причем наиболее 
сильное подавление активности вызвано соедине­
ниями (1V)—(V I) -  на 83-85%. Такое сильное дей­
ствие в сравнении с действием на трипсин и а-хи- 
мотрппсин может объясняться несколькими при­
чинами. в том числе наличием в молекуле 
плазмина беизамидинсвязывающего сайта, кото­
рый. возможно, обеспечивает связывание с иссле­

дуемыми пептидами, а такж е особенностями суб­
стратной специфичности этой протенназы: пред­
почтительным расщеплением пептидных связей, 
образованных остатками лизина и аргинина 114|.

На активность сериновой протенназы иного 
подсемейства -  субтилизина незначительное ин­
гибирующее действие оказали при концентрации 
10 2 М только пептиды (V) и (VI), вызывая сниже­
ние активности на 19-25% (р < 0.05).

Столь же слабым был эф ф ект пептидов на ак­
тивность цпстенновой протенназы - папаина. 
Только при концентрациях 10 : М отмечено угне­
тение активности (за исключением (III) и (V)). ко­
торое не превыш ало 24—33% {р < 0.05).

Несколько неожиданное и разноплановое вли­
яние оказали пептиды на активность пепсина. 
Во всех случаях оно также проявлялось лишь при 
концентрации пептидов 10 - М. причем угнетение 
активности соединениями (I >—(III) составило 22 
30%, тогда как при действии пептидов (IV) п (VI) 
достигалось практически 50%-ное снижение ак ­
тивности Вместе с тем пептид ( V ) вызвал неболь­
шое. но отчетливое увеличение протеолптичес- 
кон активности на 37% (р < 0.05).

Следует отметить, что хотя наиболее сильное 
действие исследуемые пептиды оказали на актив­
ность плазмина (выше были указаны возможные 
причины), нз данных литературы о структуре 
пепсина не следует ни наличия беизамндиисвязы- 
вающего сайта, ни субстратной специфичности, 
подобной плазминовой. Однако нами при иссле- 
доваггии влияния пептидов на активность проте и- 
паз взят лиш ь один белковый субстрат, исходя 
главным образом из отношения структуры синте­
зированных пептидов к фибриногену. Это вовсе 
не означает, что при использовании другого бел- 
ка-субстрата вся описанная картина сохранится. 
Более того, в силу своей природы синтезирован­
ные пептиды в той или иной мере могут расщеп­
ляться различными протеииазами. В какой-то 
степени это иллюстрируется влиянием пептидов 
на фибринолитическую активность трипсина в 
начальной ф азе протеолиза -  через 2 ч (табл. 4). 
Гак, пептид (II) (G ly-Pro-A re-Pro-M et-O M e) вы ­
звал угнетение активности трипсина на 50%. а 
пептиды (V) и (VI) (G ly-Pro-A rg-Pio-G lu-O H  и 
A rg-A sn-Trp-A sp) практически полное ее подав­
ление. И з сопоставления этих результатов видно, 
что в начальный период данные пептиды оказы ­
вали больший эффект. Вместе с тем пептид (IV) 
(G ly-Pro-A rg-Pro-A sp-O H ) не вызвал сколько- 
нибудь заметного изменения фибринолитической 
активности, тогда как через 20 ч наблюдалось не­
большое. но отчетливое ее снижение. Это позво­
ляет думать, что в реализации действия пептидов 
на активность протеиназ участвуют несколько 
различных по механизму путей.

Итак, дана предварительная характеристика 
влияния полученных олигопеп тидов на плазмино­
ген-активаторную способность четырех актива­
торов плазмпногена и фибринолитическую ак­
тивность различных протеиназ. Обнаруженные
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ингибиторы ТА П  и у-субъединицы ФРН могут 
бы ть использованы для разработки аффинной 
хроматографии этих протеиназ. На фнбриноли- 
тическую активность протеиназ исследуемые со­
единения. в целом, оказали умеренное воздейст­
вие. Оно было более сильным лишь в отношении 
плазмина <60-859г угнетения активности) и до­
вольно слабо выраженным в случае субтилизина 
и метаялопротепназы из В. sitbrilis. Несколько не­
ожиданным явилось подавление рядом синтези­
рованных пептидов активности пепсина, а также 
возрастание активности трипсина при более низ­
ких концентрациях пептидов (І і и (II і. Раскрытие 
возможных причин подобпых явлении, как и дей­
ствие пептидов на расщепление протепназами 
других белковых и ни *комолекулярных субсТра- 
тов. составляет предмет наших дальнейших ис­
следований.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В раГкгге были использованы /.-аминокислоты 
и их производные (Reanal Венгрия: Fluka, Швейца­
рия: Sigma. СШ А). Процессы синтеза соединении, 
удаления і ^ л г п і ш  групп контролировали мето­
дом ТСХ •• пластинках с іакрепленньгм слоем си­
ликагеля ' Smbfil. Россия) в системах растворите­
лей: хлорчф 'ом-м=тінол-25^( -ньій раствор амми­
ака. 60 4 ■ : !•• (Аі: бутанол-уксусная кислота- 
вода. —J1 : т■ )п , Б»: нзопропанол-уксусная кисло­
та-вода. 4Г|: ю : 10< В). Вещества обнаруживали на 
пластинках с помошыо хлор-бензидпнового реа­
гента.

Масс-спектры FAB записаны на приборе РЕ 
SCIEX ЛРі І5<>ЕХ і Perkin Elmer, США), ионизация 
осуществлялась п у ч к о м  электронов с энергией 
40 эВ.

Аналитическую ВЖЭХ проводили на хромато- 
графе фирмы "Waters" i Millenium12. 966 фотодиод­
ный детектор, колонка Vydac 201HS52 RP C l8 
(2.1 х 250 мм)). Используемый градиент концент­
рации - от 10 до 40% ацетоннтрнла в воде с добав­
лением 0.1% TFA. Скорость потока I мл/мин.

Аминокислотный состав пептидов, гидролизи­
рованных в запаянных ампулах с 6 и. HCt при 
I Ю°С в течение 20 ч. проводили на автома тичес­
ком аминокислотном анализаторе LMV (Швеция).

Температуры плавления (некорректируемые) 
определяли на приборе Кофлера. Оптическую 
плотность исследуемых соединений измеряли на 
спектроиоляриметре J-20 (Jaseo, Япония).

В работе использованы образцы трипсина (КФ 
3.4.21.4). а-химочриисина (КФ 3.4.2І.І). пепсина 
(КФ 3.4.23.1) фирмы "Sigma” (США), папаппа (КФ 
3.4.22.2) фирмы “ Fluka” Швейцария, урокиназы 
(КФ 3.4.21.73) (J.C.R.. Япония), сгрептокпназы 
О А О  "Бел мед препараты” (Беларусь), субтнлизи­
на В. subiilis (КФ 3.4.21.62), м e ra  л л о п роге и н а з а

В. subtilis (КФ 3.4.24.4) фирмы ‘‘Диагностикум”. 
Москва.

ТАП выделяли из ткани свежего сердца свиньи, 
высушенного ацетоном и эфиром, путем экстрак­
ции 0.1 и. НС1. осаждения активной фракции при 
pH 6.2 и осаждения белков сульфатом аммония но 
ранее разработанной методике [15]. Плазмин (КФ 
3.4.21.7) получали из фракции Кона Ш2 , человече­
ской плазмы крови (из партий, в которых исходно 
определена высокая активность плазмпна) мето­
дом аффинной хроматографии на колонке с лпзин- 
сефарозой [16]. Удельная активность используе­
мых образцов плазмина составляла 20 казеиноли- 
тических ед./мг белка. Образцы были получены 
при электрофорезе іі полиакриламидном геле в 
присутствии додецилсульфата натрия, а после об­
работки 2-меркаптоэтанолом характеризовались 
двумя полосами, соответствующими легкой и тя­
желой цепям плазмина.

Олигомер ФРН получали из гомогенатов под­
челюстных слюнных желез самцов белых мышей 
методом солевого осаждения и хроматографии 
[17]. Образцы были гомогенны при электроф оре­
зе в полиакриламидном геле в присутствии доде- 
цилсульфата натрия и имели специфическую ак­
тивность 3.4 х К г биологических ед./мг белка, у- 
Субъеднннцу ФРН выделяли путем закислення 
раствора н гель-хроматографии на сефадексе 
G-100 [IX]. В работе использовали такж е фибри­
ноген человека и тромбин производства НИИ ге­
матологии и переливания крови М 3 РБ, BrCN- 
сефарозу. реагенты для электрофореза -  Sigma. 
США.

Плазминоген-актнваторпуіо способность ак ти­
ваторов плазминогена определяли методом лизиса 
плазминогенеодержащих фибриновых пластин, а 
для определения фнбринолитической активности 
протеиназ использовали фибриновые пластины, 
подвергнутые УФ-облучению п не содержащие 
функционально активного плазминогена. Подроб­
но определение плазмпноген-активаторной и фнб- 
рпнолитнческой активности (в мм* площади юн 
лизиса фибринового геля) описано нами ранее 112. 
19. 20]. В качестве растворителя при работе с пеп­
сином использовали 0.2 М ацетатный буфер pH 
1.47, при работе с остальными протепназами и ак­
тиваторами -  0.06 М фосфатный буфер pH 7.4.

К растворам энзимов добавляли аликвоты вод­
ных растворов исследуемых пептидов до их конеч­
ном концентрации I х IО-3—1 х И)2 М. а в контроль­
ные пробы -  соответствующее количество деио­
низованной воды. Пластины с нанесенными 
образцами инкубировали при 37°С в течение 20 ч.

Содержание белка в растворах оценивали по 
оптическому поглощению при 280 нм. используя
следующее значение А : плазмин 17.0 [21]. 
стрептокиназа 9.0 [22]. фибриноген человека 16.0 
[23]. трипсин быка 14.4 124]. хнмотрнпсин быка 
20.0 [25]. папани 25.0 [26]. пепсин свиньи 14.0 [27].
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Все исследования выполнены не менее чем че­
тырехкратно. результаты обработаны статисти­
чески с вычислением /-критерия Стыодента.
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Synthesis of Modified Fragments of Fibrinogen and Their Effect 
on the Activity of Proteolytic Enzvmes
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New analogues of ihe Gly-Pro-Arg and Arg-Gly-Asp Iragmenis of fibrinogen «ere synthesized: Gly-Pro-Arg- 
Pro (I). Gly-Pro-Arg-Pro-Mel-dMe (II), Gly-Pro-Arg-Pro-Phe (111i. Glv-Pn>-Arg-Pro-Asp (IV). Gly-Pto- 
Arg-Pro-Glu (V). and Arg-Asn-Trp-Asp (VI). Their effect on the activity of proteases of various lypes was 
studied with Ihe method of lysis of fibrin plates. All the peptides were found lo inhibit plasmin activity (by 60- 
85%) and the у-subunit of nerve growth factor (by 55-93%i. Tetr.ipeptide • \  1) proved to be an effective inhib­
itor of tissue activator of plasminogen and the y-subunit of nerve growth factor (by 96 and 93%. respectively).
The peptides exerted practically no effect on the activity ol urokinase and moderately inhibited the activity of 
streptokinase [(III). (IV), and (VI)|, papain [(I). (II). (IV), and (Vi) |. subtiltsin |(V) and (VI )|, a-chymotrypsin 
I (111), (V). and VI > |. and Bacillus subtilis metal foprotease (VI). They inhibit trypsin |exccpt for (I) and (II1 > |
when applied on librin plates at a concentration of I x 10 - M. while, at a concentration of
(II) induced an increase in proteolytic activity by 35 and 47%, respectively.

x 10 f М. (I) and

The English version of the paper: Russian Journal of Bioorganiv Chemistry. 2006, vol. 32, no. I; see also 
http://www.maik.ru
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