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Показано, что С-модулины являются Са2+-независимыми аллостерическими ре­
гуляторами активируемой кальмодулином ФДЭ мозга быка. Установлено, что взаи­
модействие С-модулинов с ферментом происходит ио центрам, отличным от катали­
тического и кальмодулинсвязывающсго. Взаимодействие С-модулинов с ФДЭ харак­
теризуется кажущейся Кц комплекса порядка 10՜$ М и приводит к увеличению мак- 
•симальной скорости гидролиза сАМР в — Ю раз. При этом образование комплекса 
(ФДЭ.С-модулин) не влияет на сродство субстрата к ферменту. Показано, что 
действие С-модулинов и кальмодулина на активность ФДЭ носит аддитивный характер, 
причем в их присутствии не изменяется константа активации фермента, но заметно 
возрастает максимальная скорость гидролиза сАМР. Установлено также, что сти­
муляция активности ФДЭ при совместном действии С-модулинов и кальмодулина 
значительно подавляется в присутствии антагониста кальмодулина— трифторпсра- 
зина. Полученные в настоящей работе результаты позволяют предположить о суще­
ствовании на поверхности ФДЭ С-модулинсвязывающего участка, отличающегося от 
^каталитического и кальмодулинсвязывающсго центров фермента.ФДЭ циклических нуклеотидов—ключевой 'фермент метаболизма клетки, регулирующий уровень вторичного мессенджера сАМР [1] -В моз­гу этот фермент представлен несколькими формами, одна из которых, Са2+-кальмодулинзависи.мая (КМ-зависимая), является наиболее изу­ченной [2—5]. Характерной особенностью КМ-зависимой ФДЭ яв­ляется наличие специфического аллостерического центра, взаимодей­ствующего с КМ в присутствии Са2+. Образование комплекса (Са2+-КМ-ФДЭ) приводит к значительному увеличению скорости гид­ролиза циклических нуклеотидов [6, 7]. Предполагается, что регуля­ция активности ФДЭ под действием КМ in vivo находится в прямой зависимости от внутриклеточного уровня Са2+ [8]. В этой связи осо­бый интерес представляют КМ-подобные, но Са2‘-независимые регу­ляторные системы, способные при определенных условиях, в особен­ности при лимитированном уровне содержания Са2+, компенсировать многие функции, осуществляемые КМ.В настоящее время известен ряд факторов, вызывающий Са2+-не- завненмую активацию ФДЭ. К их числу относятся жирные кислоты и 450



фосфолипиды [9], бактериомодулин [10], ограниченный протеолиз [II], сульфгидрильные реагенты [12], некоторые простагландины [13] н многие другие соединения.Принципиально важным было открытие Галояно.м и соавт. новых Са2+-независимых активаторов ФДЭ, обнаруженных в составе кардио- тропного нейрогормона «С» [14]. Активаторы были названы С-моду- линами ввиду их высокой биологической активности, коррелирующей с модуляцией активности ФДЭ. Было высказано предположение, что С-модулнны в совокупности с другими органотропными факторами в составе препарата нейрогормона «С», образуют высокоэффективный комплекс, индуцирующий активность нейрогормона «С» [15].Известно, что нейрогормон «С» является универсальным регуля­тором многих внутриклеточных процессов [15], уровня циклических нуклеотидов и Са2+ [16—18], захвата и высвобождения нейромедиа­торов из синаптических окончаний [19], регуляции гликолиза [20, 21]. Кроме того, установлено влияние нейрогормона «С» на сердечную деятельность и коронарное кровообращение [22].Возможное участие С-модулинов в этих и других процессах де­лает их объектом всесторонних 'исследований. Известно, что эти ак­тиваторы являются низкомолекулярными соединениями, по-впдимому, пептидной природы [14], способными Са2+-иезависимым путем стиму­лировать активность ФДЭ. Однако изучение механизмов регуляции активности фермента под действием С-модулннов остается на сегод­няшний день актуальной задачей.В настоящей работе предпринята попытка подхода к обсуждаемой проблеме. Проверена возможность существования комплекса ФДЭ с С-модулипами и исследованы изменения физико-химических парамет­ров фермента при его образовании как в присутствии, так m в отсут­ствие КМ. Материалы и методыВ работе были использованы следующие препараты: сАМР, ЭГТА („Calbiochem”, США), [JH|cAMP („Amercham*, Англия), трис, NaN;1 („Serwa”. ФРГ), трифторуксусная кислота, ацетонитрил („Fluka”, Швейцария), 8-меркаптоэтанол („Merk', ФРГ), анионообменная смола Dowex 1x2, 50—100 меш („Serva”, ФРГ», хромато графические сор­бенты фенил-сефароза („Pharmacia”, Швеция), ДЭАЭ TSK Toyopearl 650 М („Toyo Soda”. Япония). Остальные реактивы производства „Союзхимреактив”, СССР, квалификации ос. ч. Уровень радиоактив­ности проб определяли с помощью жидкостного сцинтилляционного спектрометра типа „Intertechnique” (Франция) с использованием сцин- тиллятора ЖС—7А („Союзхимреактив” СССР). ВЭЖХ проводили на хроматографе „Altex-Beckman” (США) с применением колонок С—18, 4,6X250 мм („Ultrasphere ODS”, США), TSK ДЭАЭ 3SW 21,5X150 мм („LKB”, Швеция) и колонки для гель-фильтрации „Spherogel” TSK 2000, S UZ. 7,5X600 мм („Altex-Beckman”, США). 451



Очистка Саг+-КМ-зависимой ФДЭ из мозга быка. Препарат ФДЭ՛ получали по методу Бобрускина и Шайхина [23]. Мозг (-100 г) го­могенизировали с помощью гомогенизатора типа «Политроп» в 25 мМ трис-НС! буфере, pH 7,0, содержащем I мМ ацетат магния, 3 мМ дитнотреитол илот р-меркаптоэтанол, 0,1 мМ азид-Na. Гомогенат цент­рифугировали на центрифуге «Beckman G-21» (ротор JA-14) при 22000g в течение 60 мни. Супернатант подвергали ИОХ та колонке ДЭАЭ TSK; элюцию осуществляли с помощью буфера А, содержа­щего 25 мМ трис-НС), pH 7,0. 200 мМ NaCl, 1 мМ ;՝AgCI2, I мМ ди­тиотреитол, 0,1 мМ азид-Na. Элюат наносили на колонку с феннл-сс- фарозой, с которой фермент связывался в присутствии Са2! (1 мМ) и элюировался буфером В, содержащим 0,2 мМ ЭГТА.Далее фермент подвергали ионообменной ВЭЖХ па колонке ДЭАЭ TSK 3SW, элюцию с которой осуществляли линейным градиен­том концентраций NaC! (100—350 мМ). На последней стадии очистки фермент подвергали гель-фильтрации методом ВЭЖХ. Элюцию осуще­ствляли буфером, содержащим 25 мМ трис-НС1, pH 7.0, 2 мМ ЭГТА, 0.1 М NaCl. Белок определяли по поглощению в УФ-спектре при 280 им.
Очистка КМ. КМ выделяли по методу Gopalakrishna, Anderson [24], с некоторыми модификациями [23]. Дальнейшую очистку осу­ществляли методом ионообменной ВЭЖХ на колонке TSK ДЭАЭ, с которой КМ элюировали, используя линейный градиент концентраций NaCl (150—350 мМ) в 25 мМ трис-HCl буфере, pH 7,0. Элюат под­вергали диализу против дистиллированной воды, после чего лиофили­зировали. Выделенный таким образом КМ оказался гомогенным в 15%-ном ПЛАТ в присутствии 0,1%-ного ДДС-Na по данным электро­фореза, проведенного по методу Laemmli [25].
Очистка С-мойулинов. Препарат кариотропного нейрогормона «С», выделенный из магноцеллюлярных ядер гипоталамуса быка [26], под­вергали дальнейшей очистке с помощью обратнофазовой ВЭЖХ по методу, предложенному нами ранее [14]. Исходный препарат нейро­гормона «С» наносили ла колонку С-18. Элюцию осуществляли в ре­жиме линейного градиента ацетонитрила в воде (0—30%) со скоро­стью 1 мл мин. Выход продукта контролировали по поглощению в УФ-области 210—220 им. После лиофилизации пробы, проявляющие способность активировать ФДЭ, подвергали повторной рехроматогра­фии. Чистоту препаратов С-модулина проверяли при помощи гель- проникающей ВЭЖХ на колонке TSK SW-2000, уравновешенной 0,05 М натрий-фосфатным буфером, pH 7,0, содержащим 0,1 мМ ЭГТА. Элюцию проводили тем же буфером со скоростью 0,3 мл'мин.Выход продукта регистрировали по поглощению при 210 220 нм.
Определение активности ФДЭ. Активность ФДЭ определяли по методу Thompson, Appleman [27], основанному на измерении концент­рации [3Н] аденозина в реакционной среде, образующегося в резуль­тате двухстадийной реакции гидролиза [’Н]сАМР и [3П]5'-АМР с 452



участием ФДЭ и 5'-нуклеотндазы змеиного яда соответственно. Обра­зовавшийся продукт отделяли от негидролнзированных субстратов внесением в инкубационную смесь водной суспензии анионообменной смолы «Оохсех». После центрифугирования определяли уровень радио­активности супернатанта.Результаты представлены в относительных единицах активности (ОЕЛ), рассчитанных по проценту гидролизованного сАМР в мни с учетом остаточной радиоактивности проб в отсутствие фермента и уровня песпецнфической сорбции аденозина на ионообменнике при полном гидролизе субстрата в присутствии избытка фермента.Результаты и обсуждениеРанее было показано наличие в составе нейрогормона «С» трех термостабильных С-модулннов [14]. Характерная для всех трех моду­ляторов Саг+-независимая стимуляция активности ФДЭ исследована нами на С1. Установлено, что активация фермента увеличивается с ростом концентрации С-.модулина и переходит на постоянный уровень в области насыщающих концентраций (рис. 1, а). График, представ-

Рис. 1. Зависимость начальной скорости гидролиза сАМР от концентра­
ции С-модулпна (/) и кальмодулина (2). Опыты проводили в логариф­
мических координатах (а) и в координатах Хилла (б) в присутствии 
0.2 мМ ЭГТА или Са2+ соответственно. По оси абсцисс—логарифм концент­
рации активаторов (Л), выраженный в нг/мл, по оси ординат—скорость гид­
ролиза сАМР при концентрации субстрата 5 мкМ, выраженная в отно­
сительных единицах активности (ОЕА), где Уа и Уо—скорость реакции 

в присутствии и в отсутствие активатора соответственно

ленный в координатах Хилла (рис. 1, б), свидетельствует о высоком сродстве С-модулина к ФДЭ, так как кажущаяся Кв комплекса (С-мо- дулнн-ФДЭ) составляет 2110-9М_ Значение величины Пц։ равное 1, указывает на отсутствие кооперативности при взаимодействии фер­мента с С-модулином. 453



На рис. 2 представлен график зависимости активности ФДЭ от концентраций субстрата (сАМР) в координатах Лайнупвера-Бэрка под действием С-модулина. Эксперимент проведен, в присутствии 0,2 мМ ЭГТЛ и С-мсдульпа в двух фиксированных концентрациях (100 и 1000 пг/мл) Из графика следует, что величина эффективной константы сродства субстрата к молекуле ФДЭ, равная ~ 100 мкМ, не меняется при увеличении концентрации активатора на порядок. Вместе с тем. значение ^Л,1։1Х претерпевает С-кратиое увеличение. Та­ким образом, связывание С-модулина во всем диапазоне представлен­ных концентраций с.АМР, по всей видимости, происходит неконку­рентно по отношению к активному центру на молекуле ФДЭ. Схему активации можно представить следующим образом:
„•73 ____________

Г т АМР
*‘zOi | С-

’.AMP* °где К]—константа скорости в отсутствие С-модулииа, к»—константа скорости при насыщающих его концентрациях, 1<а—константа актива­ции, Р—продукт резки; и.На рис. 3 представлен график зависимости активности ФДЭ под действием КМ от концентраций активатора в пр* ։сутствин двух фик­сированных,, концентраций С-модулина. Как видно ։:з графика, в при­сутствии С-.модулина наблюдается активация фермента, степень ко­торой мало меняется при увеличении его концентрации. Повышение

Рис. 2. Зависимость начальной скорости гидро­
лиза сАМР от ■концентрации субстрата в коор­
динатах Лайнупвера-Бэрка при различных кон­
центрациях С-модулида в нг/мл: /—0, 2—100, 
3—1000. Измерения выполнены в присутствии 

0.2 мМ ЭГТЛ

на порядок не изменяет точки перегибакривой на оси абсцисс. Представленный та рис. 3. б график в коор­динатах Хилла, отражающий ту же зависимость, показывает, что до­бавление С-модулина в реакционную смесь не приводит к изменению эффективной константы активации ФДЭ под действием 1<М.Можно предположить, что связывание С-модулина и КМ с молс-кулой ФДЭ носит неконкурентный характер. При этом степень акти­вации ФДЭ под действием КМ в сочетании с С-модулином выше, чем тот же параметр для активации ФДЭ комплексом (Са֊+-КМ). Сле- 454



дователыю, влияние С-модулина и КМ на активность ФДЭ носит ад­дитивный характер. О возможном существовании комплекса (КМ ФДЭ-С-модулин) свидетельствует тот факт, что при насыщающих кон­центрациях КМ в присутствии С-модулина графики зависимости ак­тивности ФДЭ от концентраций КМ выхолят на уровень, превышаю­щий максимальную величину степени активации ФДЭ под действием КМ в отсутствие С-модулина (рис 3).

Рис. 3. Зависимость начальной скорости гидролиза сАМР от концентра­
ции кальмодулина при различных концентрациях С-модулина в логариф­
мических координатах (а) и в координатах Хилла (б): 1—0. 2—100, 3— 
1000 нг/мл. По осн абсцисс—-логарифм концентрации кальмодулина, 
выраженной и пг/.мл, но оси ординат—скорость гидролиза сАМР при 
концентрации субстрата 5 мкМ, выраженной в ОБА. Измерения выпол­
нены в присутствии 2 мМ Са2+. Обозначения те же, что и на рис. IАналогичную картину можно 'наблюдать на рис. 4, а, где пред­ставлена зависимость активности ФДЭ под действием С-модулина от концентраций последнего при двух фиксированных концентрациях КМ. Увеличение степени активации фермента и отсутствие изменения точек перегиба с изменением концентрации КМ на порядок очевидны, что показано и на рис. 3, а. Тот же график, представленный в координа­тах Хилла (рис. 4, б) свидетельствует о том, что КМ влияет на кинети­ческие параметры реакции, катализируемой комплексом С-модулин— ФДЭ, посредством 'незначительного изменения сродства С-модулина к ферменту.Последним в этой серии является эксперимент по изучению влия­455֊
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ния антагониста КМ—трифторперазина >1а активность комплекса (Са2;-КМ-ФДЭ-С-модулии). Результаты представлены на рис. 5, из которого следует, что в присутствии 100 мкМ трифторперазина наб­людается ингибирование комплекса (Са2+-КМ-ФДЭ--€-модулин) до уровня, превышающего величину максимальной активности комплекса (Са2*-КМ-ФДЭ) в присутствии антагониста. Трифторперазин тормо-

Рис. 4. Зависимость начальной скорости гидролиза сАМР от концентра­
ции С-модулина при различных концентрациях кальмодулина в логариф­
мических координатах (а) и в координатах Хилла (б): 2—100. 3— 
1000 нг/мл. Г1о оси абсцисс—логарифм концентрации С-модулина, выра­
женной в нг/мл, по оси ординат—скорость гидролиза сАМР при кон­
центрации субстрата 5 мкМ, выраженной в ОНА. Измерения выполнены 

в присутствии 2 мМ Са2г. Обозначения те же, что и на рис. Iзит также стимуляцию активности фермента С-модулииом. Однако в отличие от 90%-ного ингибирования в случае комплекса (Са2+-КМ- ФДЭ), трифторперазии лишь частично (на 40%) снижал активность комплекса (С-модулин • ФДЭ). Следовательно, можно предположить, что инактивация комплекса (Са2+-КМ-ФДЭ-С-.модулин) антагонистом КМ осуществляется за счет блокирования КМ и частичного торможе­ния активирующего действия С-модулина.Таким образом, из экспериментальных данных настоящей работы следует, что С-модулины могут выполнять роль Са24-независимых ал­лостерических активаторов КМ-чувствительной ФДЭ из мозга быка.Неконкурентное связывание с молекулой ФДЭ относительно суб­страта сАМР .является общим свойством С-модулпнов. Иначе говоря, 450



сродство субстрата к активному центру на молекуле ФДЭ не претер­певает сколь-нибудь существенных изменений. Этот вывод согласуется с имеющимися на сегодняшний день литературными данными относи­тельно Сап-иезависимой активации КМ-чувствитсльной ФДЭ из мозг* на примере жирных кислот [28, 29].Некоторыми исследователями [30] предлагается гипотетическая модель взаимодействия Са2+-независимых модуляторов с ферментом посредством КМ-связывающего центра па молекуле ФДЭ. В условиях наших экспериментов, обсуждаемых выше, данная модель не подтвер-

Рис. 5. Влияние трифторперазина (ТФП) на активность 
ФДЭ. Базальная активность ФДЭ (I), активация ФДЭ под 
действием Са2+-кальмодулина (-). С-модулнна (3), С-моду- 
лнна и (Са2+.КМ) (-/). Тс же параметры в присутствии 
100 мкМ тркфторперазипа (о, 6. 7 и 8). Измерения прово­

дили при концентрации субстрата (сАМР) 5 мкМ

дилась. Более того, из результатов экспериментов по определению ак­тивности ФДЭ в присутствии С-модулина и комплекса (Са2+-КМ) следует, что С-модулинсв.чзывающий центр не перекрывается с КМ- связывающпм участком на молекуле фермента, то есть возможно су­ществование комплекса (Са2+-КМ-ФДЭ-С-модулин). Иными словами, конкуренция С-модулина за центр связывания КМ на поверхности фермента маловероятна, поскольку сродство КМ к аллостерическому регуляторному участку ФДЭ не подвергается изменениям под влия­нием С-модулина (рис. 3, «, б). В присутствии КМ неконкурентный по отношению к С-модулипу характер взаимодействия с ФДЭ прояв­ляется во всем диапазоне представленных концентраций С-модулина.Таким образом, можно предположить наличие па поверхности ФДЭ некоторого центра, способного взаимодействовать с С-модулнна- ми. Таксе взаимодействие направлено на увеличение максимальной скорости гидролиза сЛМР как в присутствии, так и в отсутствие КМ. При этом подобное взаимодействие не изменяет сродства субстрата к активному центру ФДЭ.
Авторы выражают благодарность М. В. Муратовой, А. С. Белову (МГУ, кафедра 

биохимии) за техническое содействие. 457



calcium-independet modulation of bovine brain CALMODULIN- ENSITIVE PIIOSPIIODIESTERASE—ACTIVITY BY C-MODULINS
GAI.OYA?; A. A.. *3O.1RU՝KIN I. 1). GUitVITS' B. Ya.. ABRAHAMYAN G. E. 

Institute of Bibchemistry. Armenian of Sciences. Yerevan 
*Moscov State UniversityThe bo.ine hypotalamus contained heat-stable factors posses-sing ■cardiotropic action and stimulating Ca’' CaM-sensitive phosphodiesterase activity 6—10 fold in the absence of calcium ions.Kinetic analysi.՜ ol the stimulating effect of one of such actlvaters demonstrated, that C-modulin mimicked the regulation of phosphodies­terase activity by calmodulin. The apparent dissociation constant of the activater-enzy me complex—was 2-IO՜9 M and hill coefficient (nit) ave­raged 1.The binding of C-modulin to the enzyme was accompanied by the significant increase of the maximal rate of cAMP hydrolisis and was in- competitive respect in cAMP (K„ = 100 mM).The activating of C-modulins on phosphodiesterase beard additve character in presence of Ca”,CaM and caused an insignificant impro­vement in K. for calmodulin activation ammounted to 3,3-10՜9 M.The data presented testily that C-modulins are Ca’*--independent allosteric activators of Ca2*՜ CaM-sensitive phosphodiesterase from bovine brain.
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