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Настоящей работой установлено, что активным участком молекулы С-молулнна 3 
является фрагмент II—19, обладающий высоким сродством к молекуле каль- 
модулипзаписимой ФДЭ гипоталамуса. ’ Взаимодействие фрагмента с ферментом 
приводит к существенной стимуляции гидролиза сАМР: степень активации ФДЭ 
сравнима с таковой для индуцированной кальмодулином активности ФДЭ. На 
молекуле ФДЭ предполагается существование некоего центра, отличного от каль- 
модулиирегуляторпого и способного взаимодействовать с Са2+-иезависнмымп моду
ляторами.

Ионы кальция—важнейшие регуляторы клеточных метаболиче
ских процессов. Они, как и циклические нуклеотиды, ответственны 
за запуск многих ферментативных механизмов, обеспечивающих жиз
недеятельность клетки. Действие Са2+ опосредовано через Са2+-свя- 
зывающие белки парвальбумннового ряда, характерной чертой ко
торых является наличие в них специфических Са2+-связывающих 
центров. Одним из основных представителей этого семейства яв
ляется кальмодулин, который, связываясь с Са2+, способен активи
ровать многие важнейшие ферментативные системы, например, аде- 
нилатциклазу, ФДЭ циклических нуклеотидов, киназу легких цепей 
миозина, Са2+/М<х2+-АТРазу и т. Д. [1].

Между тем, регуляторная функция кальмодулина внутри клетки 
лимитирована, поскольку известно, что образование активного комп
лекса Са2+-кальмодулпн возможно лишь при увеличении внутрикле
точного содержания 'Са2+ до 10~5М, в то время как в интактной 
клетке оно может колебаться в пределах 10-7М, что исключает уча
стие кальмодулина как внутриклеточного регулятора [2], вызывая в 
то же время недоумение в связи с обнаруживаемым в нормально 
функционирующем мозгу высокой активности многих чувствительных 
к кальмодулину ферментативных систем. В связи с вышеотмеченным, 
не исключено, по-видимому, существование альтернативного ме
ханизма регуляции клеточной активности как возможного замени
теля многих функций, приписываемых кальмодулину при лимитиро
ванном внутриклеточном уровне Са2+. Иными словам» проблема ком- 
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пенсацин регуляторной функции кальмодулина в данной ситуации; 
Са2+-независимыми механизмами становится наиболее актуальной.

В этой связи несомненный интерес представляют обнаруженные՝ 
впервые в 1986 г. Галояном .и соавт. в гипоталамусе крупного ро
гатого скота ранее неизвестные нейропептиды под общим названием 
С-модулины, проявляющие высокое сродство ккальмодулинстимулируе- 
мым ферментам в отсутствие Са2+.. На примере ФДЭ цикличе
ских нуклеотидов было показано, что С-модулины проявляли значи
тельное сходство в регуляторной активности с кальмодулином. Од
нако, в отличие от последнего, процесс стимуляции гидролиза цик
лических нуклеотидов носил Са2+-независнмый характер [3, 4]. В 
дальнейшем было показано участие С-модулинов в регуляции ак
тивности и других Са2+-каль.модулинзависнмых ферментов, таких,, 
например, как киназа легких цепей миозина, кальмодулинстимулп- 
руемая протеинкииаза, 5'-нуклесьтидаза и др. [5].

С использованием масс-спектрального анализа и микросек
венирования была полностью расшифрована первичная струк
тура двух С-модулинов. Молекула одного из них была иден
тифицирована как тимозин 04 (.1—39) [5]. Была высказана-, 
гипотеза о причастности С-модулинов гипоталамуса к регулятор
ной системе нервной и мышечной тканей, ответственной за обес
печение функциональной активности интактной клетки. Значитель
ный интерес представляет выявление участков молекулы С-модули- 
на 3, реализующего действие этого регуляторного нейропептида. В 
этой связи были синтезированы фрагменты нативной молекулы С-мо- 
дулнна 3. Детальному изучению механизма Са2+-иезависимого взаи
модействия синтетического фрагмента (11 —19) молекулы С-модулн- 
на 3 с кальмодулинстимулируемой ФДЭ циклических нуклеотидов- 
гипоталамуса и посвящено настоящее исследование.

Материалы и методы

В работе были использованы сАМР, cGMP, ЭГТА, препараты 
кальмодулина 5 -нуклеотидазы нз яда Ooheoph.igus Hannah (<rSig։naj>, 
США), Dowex 1x2, трис-HCI, MgCl2. CaCl2, NaN3 («-Serva.», ФРГ), 
Phenyl - Sepharose («Pharmacia», Швеция), 8["H]cAMP, 8[՝"H| 
cGMP и остальные реактивы отечественного производства квалифи
кации ос. ч.

Эксперименты проводили на двухкомпонентной системе ВЭЖХ 
«Biotronik ВТ-8100» (ФРГ). Система оснащена инжектором «Rheo- 
бупе» с петлей для образца объемом 10 мкл и детектором с изменяе
мой длиной волны. Спектральный диапазон дейтериевой лампы= 
190—370 нм. Все растворы постоянно дегазировали гелием для пре
дупреждения образования пузырьков в системе. Для регистрации ре
зультатов хроматографии использовали систему хранения и поиска 
данных, включающую компьютер «IBM PC/AT 286» (США). Для. 
аффинной ВЭЖХ использовали колонки Si-1000 CaM-Biosphere;
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(7,5x80 мм) и одноразовый концентрирующий патрон cAMB-Bio- 
sphere («Bioservis», Армения).

Активность ФДЭ определяли по методу Thompson, Appleman [6]Г 
е применением меченного 8[3Н]сАМР пли 8[3H]cGMP. Инкубацион
ная смесь (200 мкл) содержала 50 мМ трис-HCJ, pH 7,0, 10 мМ MgCl2>. 
2мМ СаС12 или 2 мМ ЭГТА, 100 кБк 8[3Н]сАМРили 8[3H]cGMP, 5 мМ. 
(3-меркаптоэтаиол 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 
5'-нуклеотидазы яда Ophsophagus Hamah. Реакцию, катализируемую- 
этим ферментом, проводили при 30° в течение 10 мин. Сорбцию не
гидролизованного субстрата осуществляли на анионообмепнике Do- 
wex 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 сцин
тилляционном спектрометре «Intertechnique 2000» (Франция). Ско
рость ферментативной реакции выражали в относительных единицах 
активности (о.е.а)—процент гидролиза субстрата/концентрацня суб
страта в пробе за 1 мин/1 мкл фермента.

Очистку кальмодулинзавнеимой ФДЭ проводили по ранее опи
санному методу [7]. Измельченную ткань гипоталамуса (100 г), 
хранившуюся при температуре —70°, гомогенизировали 3—5 мин в 
300 мл буферного раствора А (25 мМ трис-НС1, pH 7,0, содержа
щего 2 мМ MgCl2, 1 мМ азид натрия, 1%-ную антппенную эмульсию 
и 1 мМ PMSP) при 4° на гомогенизаторе «Политрон». Гомогенат- 
центрифугировали в течение 60 мни при 24000 g, («Beckman G-21», 
ротор JA-14, США). В супернатант добавляли раствор СаС12 в ко
нечной концентрации 2 мМ и наносили на колонку Phenyl-Sepharose 
(15x200 мм), предварительно уравновешенную буфером В, со
держащим 0,2 М NaCl. Скорость элюции 3 мл/мин. ФДЭ элюировали 
буфером В с добавлением 0.2 мМ ЭГТА. Скорость элюции состав
ляла 2 мл/мин. Контроль осуществляли по изменению оптической 
плотности (% 280 нм) и активности ФДЭ. Все операции проводили 
при 4° жидкостным хроматографом высокого давления «Кпаиег» 
(ФРГ).

Элюат с Phenyl-Sepharc.se, обладающий наибольшей фермента
тивной активностью (30 мл), концентрировали на ультрафильтраторе 
(«Amicon», США), мембрана РМ-30 («Pellicon membrane 30000»,. 
США). Давление в ячейке поддерживали па уровне 3,5 атм. при 0°. 
1 мл образца наносили на тандемную систему последовательно сое
диненных аффинных ВЭЖХ колонок Si-1000 CaM-Biosphere (7,5х 
80 мм), где в качестве неподвижной фазы применяли иммобилизо
ванный кальмодулин. Систему предварительно уравновешивали 0,1 М 
фосфатным буфером С, pH 7,0, содержащим 0.5 М сульфат аммония, 
2 мМ СаС12, 0,1 мМ ЭГТА и 10%-ный глицерин. Колонки промывали 
тем же буфером, после чего первую колонку отсоединяли и регене-



.рировали. Колонку 2 промывали пятью объемами буфера С, содер
жащего 0,1%-ный Brij 35 и дополнительно десятью объемами буфе
ра С. Через инжектор на колонку наносили 1 мл буфера D, (0,1 М 
Ма-фосфат, pH 7,0, содержащего 5 мМ MgCI2, 5 мМ ЭГТА, 0,5 М 
■сульфата аммония и 20%-ный глицерин) и останавливали поток. Че
рез 20 мин элюцию ФДЭ с колонки 2 на одноразовый концентри
рующий патрон сАМР Biosphere осуществляли в режиме линейного 
градиента сульфата аммония от 0,5 до 0 М в присутствии 2 мМ 
ЭГТА и 20%-ного глицерина при скорости потока 0,8 мл/мин за 
60 мни. Концентрирующий одноразовый патрон отсоединяли и хра
нили при температуре —20° в 45%-ном глицерине в течение двух 
недель. За это время активность фермента и степень активации су
щественно не менялись.

Аффинные колонки CaM-Biosphere регенерировали после каждой 
хроматографии следующим образом: колонки промывали пятью объе
мами буфера регенерации F (50 мМ натрий-ацетатный буфер, 
pH 4,5, содержащий 0,5 М NaCl, 10 мМ ЭДТА и 6М мочевину) с 
последующей промывкой десятью объемами воды и буфера С.

Результаты и обсуждение
Аффинная ВЭЖХ может служить не только методом препаратив

ного выделения ФДЭ циклических нуклеотидов, но быть гибким ана
литическим методом, так как степень хроматографического удержи
вания подвижного реагирующего вещества на иммобилизованном ли
ганде позволяет определять равновесную константу связывания для 
взаимодействия аффинной матрицы с подвижным компонентом [8]. 
Кроме того, если в ходе зонального элюирования в подвижную фазу 
включаются биологически активные вещества, влияющие на связыва
ние с аффинной матрицей путем прямого взаимодействия с элюирую
щим подвижным компонентом (например, вследствие конкуренции с 
иммобилизованным ферментом), то могут быть измерены также па
раметры взаимодействия этих эффекторов. И поскольку для аффин
ной матрицы можно варьировать конкурирующие вещества и другие 
эффекторы, а также химическую природу подвижного аффината, то 
могут быть определены специфичность связывания и его зависимость 
от влияния различных биоактивных соединений. Поэтому константы 
связывания для иммобилизованного лиганда можно сравнить с та
ковыми для растворимого аналога. Сопоставление взаимодействий в 
случае аффинной матрицы и раствора может быть использовано для 
конструирования модели и оценки механизма регуляции фермента
тивной активности ФДЭ. Основываясь на вышеизложенном, про
вели серию экспериментов по изучению межмолекулярного взаи
модействия синтетического фрагмента (11—19) молекулы С-модули- 
па 3 и кальмодулинстимулируемой ФДЭ гипоталамуса.

На рис. 1, а представлены результаты, полученные при элюиро
вании зон синтетического фрагмента с колонки PDE-Biosphere. Как 
видно из хроматограммы, элюция в режиме линейного градиента 
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НаС1 от 0 до 1 М приводит к появлению пика в области высоких 
концентраций элюента (0,75 М). Следовательно, можно предполо
жить, что лишь значительное увеличение ионной силы элюента из
меняет гидрофобные свойства синтетического фрагмента, что՛ 
приводит к потере способности пептида связываться с иммо
билизованным ферментом и с последующей его элюцией. Иными- 
словами, можно говорить о высоком сродстве синтетического՛

о ю го 30 40 50 нии

Рис. 1. Аффинная *'ЭЖ.Х синтетического фрагмента (11 —19) С-моду- 
лнна 3 па колонке РОЕ-ВюзрЬсге (4,6.150 мм). Элюцию осуществляли 
в режиме линейного градиента №С1 от 0 до 1 М в 25 мМ трис-НС1 
буфере, pH 7,0, содержащем 2 мМ ЭГТА, 5 мМ МеС12. 0.1 мМ азид 
натрия, I мМ дитиотреитола, со скоростью потока 0.5 мл/мнн при 30°. 
Обнаружение продукта при X 220 нм. В правом верхнем углу представ
лен график зависимости начальной скорости гидролиза сАМР от кон
центрации синтетического фрагмента (11 —19) С-молулина 3 в нмоль. 
Эксперимент проведен в присутствии 2 мМ ЭГТА при концентрации 

субстрата сАМР 5 мкМ

фрагмента (11 —19) С-модулина 3 к молекуле ФДЭ, -что подтверди
лось экспериментами кинетического анализа, результаты которого՛ 
представлены на рис. 1 б. Из графика зависимости начальной ско
рости гидролиза сАМР от концентрации синтетического фрагмента 
следует, что последний оказывает двухфазное влияние на скорость- 
гидролиза сАМР. Активация на диапазоне малых концентраций сме
няется ингибированием в области его насыщающих концентраций. 
При увеличении концентрации субстрата кажущаяся константа акти
вации (Ка) не возрастает (рис. 2, а). Величина Кл, определенная в: 
координатах Хилла, равна 10 нм (рис. 2, б) и практически совпа
дает с величиной Ка для нативной молекулы С-модулина 3.

Для уточнения механизма взаимодействия синтетического пеп
тида с ферментом был проведен хроматографический и кинетический 
анализ с использованием иегидролизируемых структурных аналогов- 
сАМР и сСМР соответственно сАМР (В1)2 135 и сСМР (В()2.

На рис. 3, а представлены результаты аффинной ВЭЖХ па ко
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лонке РОЕ-ВюэрЬеге. Как видно из хроматограммы, элюция буфе
ром, содержащим, сАМР (В();, не приводит к появлению пика, фикси
руемого при А 210 нм. Иными словами, конкуренция пептида за ка
талитический центр па поверхности фермента мало вероятна, по-

Рис. 2. График зависимости начальной скорости гидролиза сАМР от 
концентрации синтетического фрагмента в присутствии двух фиксиро
ванных концентраций сАМР. а: 1—5 мкМ, 2—50 мкМ. Эксперимент про
веден в присутствии 2 мМ ЭГТА. Та же зависимость представлена в 

координатах Хилла (6)

Рис. 3. Аффинная ВЭЖХ синтетического фрагмента (11—19) С-моду- 
лина 3 на колонке РОЕ-Вюзрйегс (4,6X150 мм). Элюцию осуществляли 
в нзократичсском режиме 25 мМ трис-НС! буфером, pH 7,0, содержа
щим 2мМ ЭГТА, 5 мМ МйС12, 0,1 мМ азид-иатрия, |мМ дитиотреи- 
тола и 100 мкМ сАМР (В1)2 со скоростью потока 0,5 мл/мин при 30°. 
Обнаружение продукта при А 220 нм. В правом верхнем углу представ
лена зависимость начальной скорости гидролиза сАМР, индуцированной 
под действием синтетического фрагмента. Эксперимент проведен в при
сутствии 0,2 мМ ЭГТА и двух фиксированных концентраций активатора 

100 им (верхняя кривая) и 10 им (нижняя кривая)

скольку одновременно выполняются два следующих условия: если 
бы в ходе зонального элюирования включенный в подвижную фазу 
аналог субстрата влиял па связывание пептида путем прямого взаи
модействия с иммобилизованной ФДЭ, например, вследствие конку-
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реиции за центр посадки, то насыщающие концентрации сАМР(В()2 
неизбежно привели бы к элюции пептида с колонки. Однако в наблю
даемом случае десорбция пептида (10 нМ) неосуществима даже при 
концентрации аналога сАМР 100 мкМ, и сродство субстрата к фер
менту по активному центру ФДЭ остается неподверженным действию 
синтетического фрагмента при высоких его концентрациях. Послед
ний вывод сделан с привлечением данных, представленных на 
рис. 3, а, из которого следует, что действие нонапептида приобре
тает неконкурентный характер по отношению к субстрату и направ
лено только на изменение скорости гидролиза сАМР.

Рис. 4. Аффинная ВЭЖХ синтетического фрагмента (II—19) С-модулнна 3 
па колонке PDE-Biosphere (4,6X150 мм). Элюцию осуществляли в изо- 
кратическом режиме 25 мМ трнс-IICl буфером, pH 7,0, содержащим 
2 мМ ЭГТА, 5 мМ MgCI2, 0.1 мМ азпд-натрня, 1 мМ дптиотреитода, 
200 мкМ cGMP (Bt)2 со скоростью потока 0,5 мл.мнн при 30°. Обна
ружение продукта при % 220 нм. В правом верхнем углу представлен 
график зависимости начальной скорости гидролиза сАМР от концентра
ции активатора в присутствии фиксированных концентраций cGMP, рав
ных (в мкМ): 1—0. 2—1, 3—10, 4—100, 5—500, 6—1000 в двойных об
ратных координатах. Эксперимент проведен в присутствии 2 мМ ЭГТА 

при концентрации субстрата сАМР 5 мкМ

Для проверки действия пептида на регуляторный сОМР-связы- 
вающий центр молекулы фермента проведен эксперимент, резуль
таты которого представлены на рис. 4, а. Согласно хроматограмме, 
сОМР-зависимая элюция не приводит к появлению в профиле элю
ции пика. Как и в случае сАМР, сделан вывод о неконкурентном 
типе взаимодействия, что подтверждается результатами кинетиче
ского анализа, представленными на рис. 4, б. Согласно полученным 
данным, сСМР нс влияет на сродство активатора к ферменту и ве
личина К1, равная 10 нМ, остается неизменной при существенном 
уменьшении скорости гидролиза сАМР. Таким образом, исключается 
также возможность связывания пептида через сСМР-регуляторный 
центр. §5^. «՛•

Для уточнения характера активации ФДЭ под действием син
тетического фрагмента в присутствии кальмодулина рассмотрим ре
зультаты эксперимента, представленные па рис. 5. 
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График зависимости активности фермента под действием каль
модулина в присутствии фиксированных концентраций синтетиче
ского фрагмента, приведенный на рис. 5, б, показывает, что степень 
активации ФДЭ под действием кальмодулина в сочетании с синтети
ческим фрагментом выше, чем тот же параметр для активации ФДЭ 
комплексом Са2+-кальмодулин. При этом кажущаяся величина Ка 
фермента под действием кальмодулина, равная 2 нМ, остается не
изменной, следовательно, влияние синтетического фрагмента и каль-

Рис. 5. Аффинная ВЭЖХ синтетического фрагмента (II—19) С-моду- 
лнна 3 на колонке СаМ-Вюзрйсге (4,6X150 мм). Элюцию осуществляли 
в изократическом режиме 25 мМ трпс-НС! буфером, pH 7,0, содержа
щим 2 мМ ЭГТА, 5 мМ МцС12, 0.1 мМ азид-патрия, I иМ дитнотреи- 
тола со скоростью потока 0.5 мл. мин при 30°. Обнаружение продукта 
при }, 210 им. В правом верхнем углу представлен график зависимости 

начальной скорости гидролиза сАМР от концентрации кальмодулина в 
присутствии фиксированных концентраций синтетического фрагмента, 
равных (в нМ): I—1000, 2—100, 3—10, 4—1, 5—0 в двойных обратных 
координатах. Эксперимент проведен в присутствии 2 мМ СаС12 при 

концентрации сАМР 5 мкМ

модулина па активность ФДЭ носит аддитивный характер. Можно 
предположить, что связывание синтетического фрагмента и кальмо
дулина с молекулой ФДЭ, по всей вероятности, носит неконкурент
ный характер. Однако не исключается возможность образования ак
тивного комплекса пептид-кальмодулин, способного также индуциро
вать стимуляцию гидролиза сАМР. Поэтому было предпринято спе
циальное исследование с привлечением аффинной ВЭЖХ колонки, 
где в качестве неподвижной фазы применялся иммобилизованный 
кальмодулин. Результаты хроматографии представлены па рис. 5, а. 
Как видно из хроматограммы, как в присутствии, так и в отсутствие 
•ионов Са2՜, элюция синтетического фрагмента с колонки СаМ-В!о- 
ярЬеге достигается уже при незначительном изменении элюирующей 
силы. Поэтому маловероятно, что синтетический фрагмент обладает
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сколь-нибудь специфическим сродством к молекуле кальмодулина, и 
связывание с иммобилизованным биорегулятором является следст
вием неспецифической сорбции на поверхности лиганда за счет ее 
гидрофобности. '

Рис. 6. Аффинная ВЭЖХ синтетического фрагмента (11—19) С-моду- 
лнна на колонке PDE-Biospherc (4,6X150 им). Элюцпю осуществляли 
н нзократнчсско.м режиме 25 мМ трпс-Htl буфером, pH 7,0, содержащим 
2 мМ ЭГТЛ, о мМ MgiClg, о,1 ՝мМ азид-нат; ::я, 1 .՝.:•>! ;■; ՛.!!. >.•.-а и

.500 мкМ фосфатиднлссрина. со скоростью потока 0,5 мл мин при 30°. 
Обнаружение продукта при /, 210 нм. В призом верхнем углу пред
ставлен график зависимости начальной скорости гидролиза сЛМР от 
концентрации активатора в присутствии фиксированны." ".опцеитр ".пй 
фосфатидилссрипа, равных (в мкМ): I—0, 2—I. 3—10, 4—100. 5—500. 
6—1000 п двойных обратных координатах. Эксперимент проведен в при

сутствии 2 мМ ЭГТЛ при концентрации сЛМР 5 мкА4

С использованием аффинной ВЭЖХ с зональным элюированием: 
была изучена взаимодействующая трехкомпонентная система синтети
ческий фрагмент-ФДЭ-фосфатнднлсердн. На рис. 6, а представлены 
результаты, полученные при элюировании зон синтетического фраг
мента с колонки РОЕ-ВюэрЬеге при различных ’концентрациях фос- 
фатидилсерина в элюирующем буфере. Линейность зависимости 
)/У—Уо от концентрации фосфатпдилсернна отражает природу кон
курентного взаимодействия с молекулой ФДЭ. Эта зависимость была 
использована для расчета величины К(( комплекса ’ ФДЭ-синтстнче- 
ский фрагмент, которая практически совпадает с величиной Ка для 
модулятора в кинетических экспериментах (рис. 6, б). Зависимость 
активности ФДЭ в присутствии различных концентраций фосфатиднл
ссрина от концентрации синтетического фрагмента (рис. 6, б) ли
нейна, что свидетельствует об отсутствии кооперативности. Эффек
тивная константа сродства пептида с ФДЭ, равная 10 нм, увеличи
вается с ростом концентрации фосфатидилсерина, одновременно мак- 
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■симальная скорость гидролиза претерпевает лишь незначительное из
менение. Представленный на рис. 6, б эффект действия фосфатидил- 
серина следует отнести к случаю классического конкурентного ин
гибирования. Следовательно, можно говорить о существовании еди
ного центра связывания Са2+-независимых регуляторов на молекуле 
ФДЭ.

Таким образом, результаты проведенных наблюдений позволяют 
заключить о наличии на молекуле кальмодулинстимулируемой ФДЭ 
гипоталамуса некоего центра, способного взаимодействовать с Са2+- 
незавиенмыми регуляторами. Внутримолекулярная связь подобного 
центра направлена на стимуляцию гидролиза циклических нуклеоти
дов при лимитированной концентрации Са2+.

THE ANALYSIS OF PARAMETERS OF THE INTERACTION OF THE 
SYNTHETIC FRAGMENT (11-19) OF C-MODULIN 3 WITH 

CALMODULIN-DEPENDENT CYCLIC NUCLEOTIDES 
PHOSPHODIESTERASE OF HYPOTHALAMUS

A3RAHAMIAN G. E._ ISAD.IANIAN M. A., CHAILIAN S, G„ KIRAKOSOVA A. S. 
GALOYAN A. A.

H. Ch. Bunlatian Institute of Biochemistry, Acad. Set. of Armenia Yerevan

In this paper it is shown that the active part of C-modulin 3 mo
lecule is the fragment 11—19, possessing high affinity lo CaM-depen- 
<lent PDE molecule of the hypothalamus. The interaction of the frag
ment with the enzyme brings to the essential stimulation of cAMP hy
drolysis: the level of PDE activity can be compared with the one for 
PDE activity induced by CaM.

it is supposed the existence of a center on PDE molecule different 
from CaM-regulatinj and able io interne, with Ca2 *՜-independent rnodu- 
ilators.
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