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Разработан метод гидрофобной ВЭЖХ ФДЭ циклических нуклеотидов из ги­
поталамуса, основанный на ЭГТА-зависимой элюции с колонки, где в качестве не­
подвижной фазы применялся фепмл-полиметакрилатный гель. В сравнении с тради­
ционными методами очистки на фони л-сефа розе, предложенный метод позволяет 
существенно сократить время проводимых процедур и достичь высокой степени эф­
фективности разделения в малых объемах элюции при комнатной температуре.

Са2+-кальмодулинзависимая ФДЭ циклических нуклеотидов, об­наруженная впервые Kakiushi и Yamasaki в мозговом экстракте, яв­ляется важнейшим ферментом метаболизма клетки [J, 2]. Способ ность данного фермента Са2+-зависимым образом взаимодействовать с гидрофобными матрицами легла в основу методик очистки ФДЭ на фенил-сефарозе [3—5]. Но поскольку подобное взаимодействие характерно и для других Са2+-зависимых белков, неизбежно появ­ляется необходимость дополнительных мер очистки, что существенно увеличивает продолжительность проводимых процедур и, как пра­вило, в подобных случаях усиливается подверженность ФДЭ к воз­действию протеолитических ферментов, сопровождающаяся резким снижением индуцированной кальмодулином активности фермента. К тому же, данный метод характеризуется продолжительностью прове­дения экспериментов при 4°, большими объемами элюции, низким пределом обнаружения и малом разрешающей способностью. Изучая регуляцию активности ФДЭ биоактивными соединениями гипо­таламуса, мы пришли к заключению, что традиционные методы хро­матографии не приемлемы для очистки фермента в аналитических целях. В этой связи нами предпринята попытка иного подхода к обсуждаемой проблеме и предлагается быстрый метод очистки ФДЭ, основанный на гидрофобной ВЭЖХ, что позволяет идентифицировать пики ферментативной активности в малых количествах (0,3—■> мт 
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белка) гипоталамической ткани в течение 30 мин при комнатнойг температуре и малых объемах элюции (I—2 мл на пик ферментатив­ной активности), достигая при этом 200-кратной очистки фермента..
Материалы и методыВ работе были использованы сАМР, cGMP, ЭГТА, препараты кальмодулина и 5'-нуклеотидазы из яда Opheophagus Hannah (rSig- inas, США): Dowex 1x2 трис-Н I. MgCL, СаСГ2. NaNs (<Serva>, Гер- ‘•ания); »Phenyl-Sepharose* («-Pharniacla.». Швеция); -s pHJcAMP, все остальные реактивы—отечественного производства квалифика­ции ос. ч. X’SjОчистку ФДЭ осуществляли по методу, предложенному ранее [3], с некоторыми модификациями [4]. Измельченную ткань гипота­ламуса, хранившуюся при температуре —70°, гомогенизировали 3— 5 мин в 10 объемах буферного раствора А, содержащего 25 мМ трис-НС1, pH 7,0. ՛? мМ MgCl2, 0,2 М NaCl при 4° в стеклянном го­могенизаторе. Гомогенат центрифугировали в течение 60 мин при 24000 g, в супернатант добавляли СаС12 в конечной концентрации 2 мМ и наносили на колонку «Pbenyl-Sepbarose* (1,5X10 см), предварительно уравновешенную буфером В, содержащим 0,2.4 NaCl. Скорость элюции 1 мл/мин. ФДЭ элюировали буфером В с добав­лением 0,2 мМ ЭГТА. Скорость элюции 1 мл/мин. Контроль осущест­вляли но изменению оптической плотности (X—280 нм) и фосфоди- эстеразной . активности. Все операции проводили при 4°.Фракции с «Phenyl-Sepharose*, обладающие наибольшей фер­ментативной активностью (2 мл), собирали и концентрировали ультрафильтратором «Amicon» (США) на мембране РМ-30 (Pellicon- membrane 30000). Давление в ячейке поддерживали на уровне 3,5 атм при 0°.Гидрофобную ВЭЖХ проводил на колонке HIC PH-814 («Shodex», Япония, 75X80 мм), (8x20 мм) предварительно уравновешенную 0,1 Д'! фосфатным буферным раствором С, pH 7,0 1М (NH<)2SO2 и 2 мМ CaCli. Колонку промывали 50 мл буфера С. Элюцию ФДЭ осуществили ли­нейным градиентом сульфата аммония от 1 до ОМ за 60 мин в при­сутствии 2 М ЭГТА. Все операции на колонке «Shodex» проводили с постоянной скоростью 1 мл/мин при комнатной температуре с ис­пользованием жидкостного хроматографа высокого давлепия «Кпаиег» (Германия). Положение ФДЭ на профиле элюции определяли, из­меряя ферментативную активность. Фракции, обладающие наиболь­шей активностью, объединяли и концентрировали с использованием ультрафильтратора «Amicon» на мембране РМ-30.Активность ФДЭ определяли по методу Thompson и соавт. [6] с применением меченого 8 [3Н]сАМР или 8 [5H]cGMP. Инкуба­ционная смесь (200 мкл) содержала 50 мМ трис-НС1„ pH 7,0, 10 мМ
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MgCI2, 2 мМ CaClj ил 2 мМ ЭГТА, 100 к&к 8 [3Н]сАМР или 8 [3H]cGMP, 5 мМ р-меркаитоэтанол и 5 мкМ сАМР. Реакцию на­чинали добавлением фермента. Через 5—15 мин инкубации при 30° •пробы кипятили 1,5 мин, охлаждали до 30° и добавляли в них 0,2 мг/мл раствора б'-нуклеотидазы яда Gphe phagus Hannah. Реакцию, катализируемую этим ферментом, проводили при 30° в течение 10 мин. Сорбцию негидролизованного субстрата осуществляли на анионооб- меннике Dowex 1X2 (Cl-форма), добавляя 1 мл суспензии смолы (1:2) в среду инкубации. После перемешивания пробы центрифуги­ровали 5 мин при 12000 g, 0,3 мл супернатанта помещали в 5 мл сцинтиллятора ЖС-7 и проводили измерения радиоактивности на жидкостном сцинтилляционном спектрометре «Intertechnique 2000» (Франция). Скорость ферментативной реакции выражали в относи­тельных единицах активности (о. е. а.)—процент гидролиза субстрата на концентрацию субстрата в пробе за 1 мин на 1 мкл фермента.
Результаты и обсуждениеНа рис. 1 представлен профиль элюции ФДЭ с «Phenyl-Sepha- rose». ФДЭ элюируется двумя симметричными пиками с незначитель­ным запаздыванием относительно общей массы белка. Активность пика I и пика II в присутствии Са2+ и кальмодулина увеличивалась в 3 и 6 раз соответственно, а для пика I характерным являлась сти­муляция гидролиза сАМР под действием микромолярных концентра­ций cGMP. Следовательно, можно говорить о наличии, ио крайней мере, двух изоформ фермента: Са2+-кальмодулинзависимой и cGMP- стимулируемой ФДЭ. Таким образом, при помощи гидрофобной хро- «Phenyl-Sepharosc» удается выделять две формы фермента, отличающиеся по своим физико-химическим и регулятор­ным свойствам.На рис. 2 представлен профиль элюции ФДЭ линейным градиен­том сульфата аммония (1—0 М) в присутствии 2 мМ ЭГТА с ко­лонки ' HCI РН-814. Как видно из рисунка, элюция приводит к появлению хорошо различимых трех пиков ферментативной активно­сти—А (0,77М), В (0,52 М), С (0,4 М). Данные по измерению ак­тивности ФДЭ при использовании в качестве субстратов сАМР и cGMP, приведенные в таблице, показывают, что для субстрата cGMP, активность ФДЭ-1 не изменяется как под действием свободных ионов кальция, так и Са2+-кальмодулина. Скорость гидролиза cGMP при внесении в реакционную среду, содержащую ФДЭ-П и ФДЭ-Ill, Са24 не увеличивается, но возрастает в присутствии Са2+ и кальмодулина. В присутствии субстрата cGMP активность пика II и пика III уве­личивается под действием комплекса Са2+-кальмодулип, но при этом отсутствует активация под действием свободных ионов кальция. По регуляторным свойствам ФДЭ-I отличается от ФДЭ-П и ФДЭ-1 II.
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Наряду с сОМР, скорость гидролиза сАМР увеличивалась свобед- мыми ионами .кальция, что, вероятно, объясняется наличием во фран­ков сопка-] примесей кальмодулинзавнсимой ФДЭ.

Рис. 1. Очистка ФДЭ методом гидрофобной хроматографии па «Р1|спу1- 
ЭсрЬагойс». Супернатант гомогената гипоталамуса наносили па колонку 
(8X150 мм),|-предварптельно уравновешенную 25 мМ трнс-НС1 буфером, 
pH 7,0, содержащим 5 мМ МдС1о, 2 мМ СаС15, 0,1 мМ Р-меркапто- 
этапол, 0,2 М ЫаС1. Колонку промывали тем же буфером, после чего 
белок элюировали в присутствии 2 мМ ЭГТЛ в режиме линейного гра­
диента ЫаС1 от 0,2 до 0 М при скорости потока I мл/мин при 4°. Про­
филь элюции определяли но измерению оптической плотности при

X 280 им (I) и базальной активности ФДЭ (2)

Рис. 2. Очистка ФДЭ методом гидрофобной ВЭ?КХ. Супернатант го­
могената гипоталамуса в количестве 500 мкл (1мг белка) наносили па 
колонку. л51ю(!е.< НС РН-814» (0,75X8 см), предварительно уравнове­
шенную 0,1 М фосфатным буфером, pH 7,0, содержащим 1 М сульфата 
аммония, 5 мМ МйС12 н 2 мМ СаС12. Колонку промывали тем же бу­
фером, после чего элюцию осуществляли в присутствия 2 мМ ЭГТА в ; 
режиме линейного градиента сульфата аммония от 1 до 0 М в течение 

60 мин при скорости потока 1 мл/мнн. Температура комнатная. Об­
наружение продукта осуществляли но измерению оптической плотности

при Х.280 нм (1) и базальной активности ФДЭ (2).141Таким образом, гидрофобная ВЭЖХ на колонке «51*>с1ех Н1С РН-814» позволил,а разделить три формы фермента. Для ФДЭ-1 характерно увеличение скорости гидролиза сАМР под дейст­вием сОМР, что позволяет отнести ее к сОМР-регулируемой изоформе ФДЭ. ФДЭ-11 и ФДЭ-Ш характеризует Са2+-кальмодулинзависимая модуляция, проявляемая для гидролиза как сАМР, так и сО.МР. Сле­довательно, ФДЭ-11 и ФДЭ-Ш можно отнести к Са2+-кальмодулин- стимулируемым изоформам фермента.Поскольку хроматография ФДЭ на гидрофобных сорбентах имеет явно выраженный Са2+-зависимый характер, то можно предположить, что комплекс кальмодулин-ФДЭ при избыточных концентрациях Са2->- взаимодейс-твует с фенильным лигандом за счет гидрофобных участ­ков, расположение которых связано, по всей видимости, непосред-143
3-318



Т а б л и ц а 3
Активность Ф,0Э. элюированных с колонок <Phcny!-Sephаго?е> к «Shodex»

ФДЭ субстрат
Активация

ЭГГА Ca’ >• Ca" • - кальмоду­
лин cGMP Ca5 * -кальмоду- 

лин-i-cGMP
ro

se

I CAMP 0,15 0.3 0,45 0,6 0,75
C3

S "5 cGMP 1.5 1.6 1.5 — —
JC Cj
Q.</>

ТГ cGMP 0.13 0.28 0.4 0.12 0.38
cGMP 1.8 1.7 0.4 — —

cAMP 0,2 1.0 1.0 0.6 1.9
О 1

cGMP 1.0 i ,2 0.9 -- —
a.
-A- II cAMP 0,05 0,05 0.7 0,05 0.67
d cGMP 0.5 0,5 7.8 — —
o

СЛ III cAMP 0.08 0.08 1.6 0.07 1 >5
cGMP 1.0 1.1 13.8 — —ствепно па поверхности кальмодулина либо на индуцированной обла­сти на поверхности ФДЭ за счет Са2+-зависимой ассоциации фер­мента с кальмодулином. При потере Са2+ под действием хелатирую­щего агента происходят изменения в гидрофобных свойствах фер­мента, приводящей к быстрой потере способности ФДЭ связываться с фенильной матрицей. Таким образом, эксперименты, проведенные с использованием гидрофобных фенильных матриц, показали, что пе­реводом очистки ФДЭ на фенильных матрицах в условиях ВЭЖХ можно достичь более четкого разделения пиков изоформ ФДЭ в ма­лых объемах с достаточно высокой степенью ферментативной ак­тивности.

RESOLUTION OF HYPOTHALAMUS CYCLIC NUCLEOTIDE PHOSPHODIESTERASES BY HYDROPHOBIC HPLC
ABRAHAMIAN 0. E._ CHAILYAN S. G., ISAJANYAN M. A..

KIRAKOSOVA A. S, GAI.OYAN A. A.
G. Ch. Bunyalyan lisllliifc of BiochcnHsliy, Academy of Sciences 

of Armenia, YerevanA HPLC method has been developed to separate isizymes of eye. lie nucleotide phosphodiesterase. The method employs a phenyl- hydro- ph ilic pclyrnctacrilale based hydrephedic inleraction column eluted with a EGTA-deper.cent ammonium sulfate gradient. Compared to traditional ch romatography over Fhcnyl-Sepharcse, the method Is more rapid (30 min), dilutes the sample less, achieves betler resolution of kinetical­ly distinct forms, may be applied to littly of tissue protein and is appro­priate for analytical use.
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