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В настоящее время в литературе имеются данные только по частич­
ной очистке гипоталамического фактора, стимулирующего секрецию ро­
стового гормопа (СТГ). Декапептид, выделенный Шелли (3) из гипотала­
муса свиньи и названный рилизппг-фактором, как показали недавно сами 
авторы (4), таковым не является. Целью данной работы было выделение 
и очистка гипоталамического препарата, освобождающего из гипофиза in 
vitro СТГ, и выяснение структуры этого препарата.

Замороженные гипоталамические фрагменты крупного рогатого скота 
размельчали и последовательно обрабатывали ацетоном и 2М уксусной 
кислотой. Уксуснокислый экстракт лиофилизировали и пропускали через 
колонку (1,3 X 4,5 см) с Сефадексом Г-25. Фракцию, элюируемую с Rf 
0,63—0,53, исследовали методом хроматографии на КМ-целлюлозе. Актив­
ный материал адсорбировали па попообмепнике из 0,005 М аммонийно- 
ацетатпого буфера pH 4,5 и элюировали 0,1 М NaCl на 0,04 М аммоппйно- 
ацетатпом буфере pH 6,5. Использование для дальнейшей очистки гель­
фильтрации сначала на колонке с Сефадексом Г-15 (рис. 1), а затем — 
с Г-10 (рис. 16) привело после повторного пропускания через Сефадекс 
Г-10 к получению элюирующегося одним пиком препарата.

Выделенный препарат активен in vitro в нано-пикограммовых дозах. 
Определение активности проводили следующим образом. Гипофиз крыс- 
самцов весом 140—160 г после удаления задней доли делили на две поло­
винки и помещали одну половинку в контрольную пробу, другую — в опыт 
пую. Каждая проба содержала 10—12 половинок аденогипофизов. После 
предварительной 3-часовой предыпкубации в Кребс-Рингеровском раство­
ре pH 7,4 (0,1 мл среды на 2 мг ткани), среду заменяли свежей, в опыт­
ную пробу добавляли исследуемый препарат, и пробы инкубировали в 
течение 1 часа. Ростовой гормон в инкубационной среде определяли с по­
мощью электрофореза в полиакриламидном геле (5). По окончании 
электрофореза столбики геля окрашивали 0,01 % раствором амидо-черного. 
Окрашенные полосы, соответствующие СТГ, вырезали из геля, краску 
элюировали смесью метанол: 1N NaOH = 1:1. О количестве СТГ судили 
по величине поглощения при 570 мц.

На основапии элюции активности с Сефадекса Г-10 в объеме большем, 
чем свободный объем колонки, можпо полагать, что молекулярный вес 
препарата меньше 700. Эти данные подтверждены при определении ами­
нокислотного состава с помощью автоматического микроанализатора Тесй- 
nicon: в препарате обнаружены в эквимолярных соотношениях серин, глу­
таминовая кислота и глицин. Определение А-концевой аминокислоты 
данспл-методом показало, что она не свободна. Наличие блокированной 
N-копцевой аминокислоты в пептиде сделало невозможным использование 
метода Эдмана для установления последовательности. Поэтому в дальней^ 
шем исследовании структуры выделенного пептида мы исходили из сле­
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дующих соображений. На основании отсутствия свободной N-концевой 
аминокислоты и наличия в составе препарата глутаминовой кислоты мы 
предположили, что на N-конце выделенного нами пептида может нахо­
диться пироглутаминовая кислота, как в молекулах рилизинг-факторов 
тиреотропина (6) и гонадотропинов (7). Кроме того, мы полагали, что на 
С-копце исследуемого пептида может находиться глицинамид, который в

Рпс. 1. Голь-фильтрация на колонках с сефадексом Г-15 (а) и с сефадексом
Г-10 (б). Размеры колонок 1,2X0,96 см, объем фракций 2,4 мл. Активная 

зона заштрихована

составе трех аминокислот обнаружен в нашем препарате, а в молекулах 
рплизинг-фактора гонадотропинов (’) и факторов, ингибирующих осво­
бождение мелапоцитстимулирующего гормона (8, э), глицинамид занимает 
С-концевое положение. На основании этих предпосылок твердофазным 
методом был синтезирован трипептндампд ппроглутамил-серпл-глицина- 
мпд. Установлено, что синтетический и природный препараты имеют оди­
наковые R, при гель-фильтрации на колонке с Сефадексом Г-10, аминоки­
слотный состав и блокированную N-концевую аминокислоту. В отношении 
биологической активности оказалось, что оба пептида в дозе 0,1 нг на 
одну половину аденогипофиза способны увеличивать освобождение росто­
вого гормона в 2—3 раза по сравнению с контрольной пробой. Синтетиче­
ски полученные аналоги трипептпдамида: со свободной N-копцевой 
аминокислотой — глутамштпл-серпл-глицпнампд, с измененной последова­
тельностью ппроглутамил-глпцпл-серпнампд и с заменой С-копцевой ами­
нокислоты — пироглутампл-серпл-аспарагинампд в этой и на порядок 
большей дозах не были активны. Полученные данные позволяют предпо­
ложить, что гипоталамический пептид, стимулирующий in vitro освобож­
дение СТГ, представляет ппроглутамил-серпл-глпцинампд.
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