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В 60-ые годы из гипоталамуса различны-
и соавт. были выделены коронароактивные ве ИВО7ПЫХ А- Галояном 
роды [1, 2]. В дальнейшем были разработаны^^™3 полипептидно" ПРИ՜ 
коронаоорасширяюших соединений, названные °ДЬ' очнстки трсх грУпп
г ш , ,НЫх веществами «К»,

«1 » [2], а также их множественных форм [3] уст 
ные соединения являются нейрогормонами [4]

Принципиально важным было открытие <֊т>л„ ,„ г, г г пи п спе»>։фических белков-носи-
телеи неиоогормонов «К». «С» и «1 » р|. В роцессе очистки и иденти­
фикации кардиотропных белок-гормональных комплексов гипоталамуса об­
наружены также 14 коронаросуживающих Фракций, некоторые из которых 
являются полипептидами [6].

Далее было установлено, что нейрогормоны «К», «С» и «Г», а также 
-пептиды, обнаруженные в составе фракции нейрогормона «С», влияют на 
самые различные метаболические процессы, главным образом, на обмен 
циклических нуклеотидов, биосинтез катехоламинов и транспорт ионов 
кальция [7, 8] .В частности, выявлена способность нативного коронаро- 
расширяющего гликопептидного нейрогормона «С» ингибировать актив­
ность кальмодулинзависимой ФДЭ циклических нуклеотидов мозга я.
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Б составе препа-рата кардиотропного нейрогормона «С», выделенного ранее из ги­
поталамуса быка, обнаружены три термостабильных активатора высокоочищениой- 
кальмодулинзавнеиыой ФДЭ мозга быка. Установлена их способность стимулиро­
вать ФДЭ в 6-10 раз в отсутствие иоиов кальция. Кинетаческий анализ-стимулиру­
ющего действия одного из активаторов выявил его высокое сродство к ферменту. 
Кажущаяся коихтам-га . диссоциации комплекса |активаТОр-ф4рмент составляла 
10 иг/мл; пн = 1-

Активаторы были очищены до гомогенного состояния с помощью обратно-фазо­
вой ВЭЖХ и гель-фильтрации; величины их Мг составляют 3000—7800 Д 

эффект на ФДЭ не проявлялся после обработки 
' мг/мл, мни при 0 ), ֊гго указывает па их возможную пеп- В 

Стимулирующий 
факторов трипсином 
тндную природу.

выделенных

«С», и
что выделен?

78



сердца. Было показано также, что некоторые другие нейрогормоны к коро- 
наросуживающие соединения гипоталамуса являются ингибиторами либо 
активаторами ФДЭ [9—11].

В этой связи большой интерес представляет исследование механиз­
мов действия трех термостабильных Са2~-независимых активаторов ФДЭ 
мозга быка, выделенных из состава нейрогормона «С» при его дальней­
шей очистке методом ВЭЖХ. Эти активаторы были названы нами С-мо- 
дулином, так как они, по: всей вероятности, являются регуляторами кар- 
Диотропного действия нейрогормона «С».

В настоящей работе приведены методы выделения С-модули.чэв, а 
Дакже результаты исследований некоторых из их свойств и кинетических 
•характеристик их стимулирующего действия на активность высокоочи- 
щенной кальмодулинзависимой ФДЭ мозга быка.

Материалы и методы

В работе были использованы следующие реактивы: с АМР, ЭГТА. 
трипсин («Calbiochem», США); трис («Serva», ФРГ); ЭДТА, дитио- 
треитол (ДДТ), NaN., («■Reanal», Венгрия); 3-меркаптоэтанол («Merk»,' 
ФРГ); набор для определения величины М, пептидов («Pharmacia-։ 
Швеция); ацетонитрил («rFluka-», Швейцария); анионообменные смолы 
Дауэкс 1 х'2, 50—100 меш. и Амберлит CG—400, 100—200 меш. («Ser- 
va», ФРГ); хроматографические сорбенты: фенил-сефароза («'Pharma­
cia.», Швеция) и TSK DEAF. Toyopearl 650 М («Toyo Soda», Япония); 
остальные реактивы марок х.ч. и ос. ч. («Союзхимреактив», СССР).

Препарат меченого [8-3Н]сАМР («Союзхимреактив») очищали с по­
мощью ТСХ па пластинах «Силуфол» («Kavalier», ЧССР) в системе: 
изопропанол—водный аммиак (25%)—вода (7:1:2). Полосу, соответствую­
щую [3Н]сАМР, идентифицированную в ультрафиолете, вырезали и хра­
нили в течение длительного времени при —10°. Перед использованием 
метку экстрагировали из слоя силикагеля 50%-ным этанолом, создавая 
требуемую удельнмо радиоактивность. Уровень радиоактивности проб оп­
ределяли с помощью жидкостного сцинтилляционного спектрометра типа 
«Intertechnique» (Франция) с использованием сцинтиллятора ЖС 7А 
(«•Союзхимреактив ). ВЭЖХ проводили на хроматографе «Altex Beck­
man» (США) с применением колонок Cls (4,6 ч250 мм) («Ultrasphere 
ODS, Beckman», США); ДЭАЭ (21,5> 150 мм) (TSK DEAE 3SW 
«LKB», Швеция) и колонки для гель-фильтрации (7,5 600 мм) («Sphe՜ 
rogel TSK 2000, SW, Altex», Япония).

Очистка кальмодулинзависимой ФДЭ. Фермент выделяли из мозга 
крупного рогатого скота по методу .описанному в литературе [12]. разра­

ботанному на основе афхринной хроматографии на фенил-ссфарозе [13]. 
Ткань мозга гомогенизировали в 25 мМ трис-1 ICI буфере, pH 7,0 (1:2:5). 
содержащем 1 мМ ацетата магния. 5 мМ ДТТ или р-меркаптоэтанола. 
0.1 мМ NaN3, с помощью гомогенизатора типа «Политро։:». Гомогенат 
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центрифугировали при 22000 g в течение 1 ч на центрифуге «Beckman՝ 
J-21» (ротор G-14). Супернатант подвергали ионообменной хроматографии 
на колонке (4X11 см) с TSK. ДЭАЭ: элюцию фермента осуществляли с 
помощью 200 мМ NaCl в 25 мМ трис-HCl буфере, pH 7,0. содержащем. 
1 мМ MgCl2 1 мМ ДДТ, 0,1 мМ NaN3 (буфер А). Элюат наносили на 
колонку <4X5,6 см) с фенил-сефарозой, с которой фермент, связывался в 
присутствии Са2+ (1 мМ) и элюировался буфером А, содержащим вместо 
Са-- 0,2 мМ Э1 1 А. Далее фермент подвергали повторной ионообменной 
хроматографии на колонке (3,5X6 см) с TSK ДЭАЭ, элюцию с которой՛ 
осуществлял!’ линейным градиентом концентраций Na С) (50—300 мМ).

Активность ФДЭ определяли по методу Thompson, Appleman [14] 
с использованием двухстадийной реакции гидролиза ["HJcAMP и 
рН]5-АМР с участием ФДЭ и 5'-нуклеотидазы змеиного яда соответ­
ственно. [3Н] аденозин, образовавшийся в результате этой двухстадий­
ной реакции, отделяли от негидролизованных субстратов внесением в ин­
кубационную смесь (200 мкл) водной суспензии Амберлита или Дауэкса 
(1 мл). После центрифугирования определяли уровень радиоактивности 
супернатанта. Результаты представлены в относительных единицах актив­
ности (О.Е.А.), рассчитанных по проценту гидролизованного субстрата в 
мин с учетом остаточной радиоактивности проб в отсутствие фермента и: 
уровня неспецифичеокой сорбции аденозина на ионообменнике при пол- 
ном гидролизе субстрата в присутствии избытка фермента.

Очистка кальмодулина. Кальмодулин выделяли по методу Gopalakri- 
shna, Anaerson [13] с некоторыми модификациями [12]. Дальнейшую- 
его очистку проводили с ֊помощью ВЭЖХ на колонке TSK ДЭАЭ (21,5Х 
150 мм), с которой кальмодулин элюировали линейным градиентом кон— 
цептраций Naci (150—350 мМ) В 25 мМ трис-HCl буфере, pH 6,8. Элюат 
подвергали диализу против дистиллированной воды, после чего лиофили­
зировали. Выделенный таким сбразом кальмодулин оказался гомогенным 
по данным электрофореза в 10%-ном ПААГ в присутствии 0,1%-ного- 
ДДС-Na, проведенным по методу Laemmli [15].

Выделение С-модулинов. Препарат кардиотропного нейрогормона «С», 
■выделенный из магноцеллюлярных ядер гипоталамуса быка [2], подвер­
гали дальнейшей очистке с помощью обратно-фазовой ВоЖХ на колонке 
С] Элюцию проводили со скоростью 1 мл/мин с использованием линей­
ного градиента ацетонитрила в воде (0—ЗС%). Элюированные фракции 
после лиофилизации растворяли в 50 мМ трис-HCl буфере. Пробы, про­
являющие способность активировать ФДЭ, подвергали iv..«-фильтрации 
в системе ВЭЖХ на колонке TSK 2000 SW, уравновешенной 20 мМ. 
трис-HCl буфером, pH 6,8, содержащим 0,1 мМ ЭГТА и 100 мМ NaCl. 
Элюнию проводили тем же буфером со скоростью 0,5 мл/мин. Величину 
Мг С-модулинов определяли в сравнении с результатами гель-фильтрации 
в системе ВЭЖХ в указанных условиях набора стандартных пептидных 
фрагментов миоглобина с ■(՛•■ в диапазоне 1700—172000 Д, содержащих 
различное число аминокислотных остатков: 14, 22, 55, /6, 131 и 153. Вы­
ход белков регистрировали по УФ-поглощению пептидной связи при 
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220 нм с последующей проверкой способности фракции активировать 
ФДЭ.

Трипсинолиз С-модулинов. С-.модулины (0.01 мг/мл) инкубировали 
при 30 в присутствии трипсина (0.1 мг’.мл) в течение 10 мни, после чего 
пробы помещали в кипящую водяную баню на 1.5 мин. Далее исследо­
вали возможность взаимодействия С-модулинов с ФДЭ по стандартной 
методике. Ограниченный трипсинолиз ФДЭ проводили в аналогичных 
условиях, однако фермент инкубировали с трипсином в течение 3 мин.

Результаты и обсуждение

При фракционировании препарата нейрогормона «С» с помощью об­
ратно-фазовой ВЭЖХ на колонке Cis (4,6X250 мм) с использованием 
линейного градиента ацетонитрила в воде были выделены три фактора 
(С։, Се и Сз), обладающие способностью активировать ФДЭ, выделен­
ную из мозга быка (см. «Материалы и методы») (рис. 1). Фермент об­
ладал высоким сродством к кальмодулину (Ка = 3,3 нмоль) в активиро­
вался кальмодулином в присутствии Са24, в 10—15 раз. Из рис. 1, сле-

Рис. 1. Фракционирование С-.чсдулихов путем обратно-фазовой ВЭЖХ 
.на колонке С)^. По оси абсцисс—объем элюата в мл; по .оси ординат 
(слева)—скорость .реакция в лрисутста'си элюируемых фракций 
(0,1 мг/мл). О—О—профиль элюции нейропептндов,------------- градиент

ацеточитрина в воде

дует, что скорость гидролиза сАМР при концентрации субстрата 5 мкМ 
•возрастает в присутствии Сь Се и Сз в 6—10 раз. Максимальную акти­
вацию вызывала фракция Сь

Наблюдаемые эффекты были Са2+-независимыми. Они проявлялись 
в присутствии в инкубационной смеси 0,5 мМ Э1 ТА. и при замене 
ЭГТА на 0,5 мМ СаС1г степень активации ФДЭ под действием С1—Сз 
не изменялась.

Активирующие свойства выделенных факторов полностью сохраня­
лись после кипячения в водяной баневтечение 1,5мин. Послепреинкубацви 
в течение 10 мин каждого из Сь Се и С3 в концентрации 0.01 мг/мл в 
присутствии трипсина (0,1 мг/мл) активация ^ЮДЭ под действием Сь Се 
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или Сз не наблюдалась, что может свидетельствовать-® пептидной приро­
де этих термостабильных активаторов (рис. 2).

По данным гель-фильтрации в системе ВЭЖХ на колонке Т5К 2000

Рис. 2. Действие С-модулинов, подвергнутых ог­
раниченному трипсинолизу на активность ФДЭ 
гипоталамуса („ ое.а.), 7—базальная активность 
ФДЭ; 2—базальная активность ФДЭ в присут­
ствии трипсина, подвергнутого кипячению в во- 
дякои бане в течение 1.5 мин; 3—активация
ФДЭ трипсином; 4֊6—активация ФДЭ под 
„еиствием С(, и С3 соответственно; 7—9— 
активность ФДЭ в „р„сутствии С|> С „ с 
гр. инку бирован, вых с трипсином предварительно 

подвергнутым кипячению

SW (7,5X600 мм) величины эффективной Мг для выделенных пептидов 
Ci, Сг и Сз составили соответственно 7800, 3500 и 3500 Д (рис. 3). 
Нельзя исключить вероятность того, что Сз и Сз являются протеолити­
ческими фрагментами Ci.

Кинетически։։ анализ активации в присутствии одного из вы­
деленных пептидов (С.) показал, что по характеру действия на фермент 
С։ и кальмодулин проявляют значительное сходство (рис. 4, а). На ос­
новании кинетических данных, представленных в координатах Хилла 
(рис. 4, б), можно сделать заключение о высоком сродстве Ci к ферменту 
(кажущаяся величина К<1 комплекса С։ ФДЭ составляет 10 нг/мл). 
пн=1. Характер активации ФДЭ под Действием С2 и С.з аналогичен 
действию С). Полученные результаты позволяют высказать предполо­
жение о структурно-функциональном сходстве выделенных активаторов

В настоящее время известен ряд факторов, вызывающих Си2 -неза­
висимую активацию не только ФДЭ, но и других чувствительных к каль­
модулину систем. К их числу относятся жирные кислоты и фосфолипиды 
[16]; белковый аналог кальмодулина, названный бактериомодулином, об­
наруженный в числе продуктов секреции стафилококкового экзотоксина 
St. aureus [17]; термостабильный полипептид (Л1Г== 17000 Д) из синапто- 
сомной фракции коры головного мозга овцы [18]; ограниченный протео­
лиз [19] и др. Исследование функции этих факторов могло бы значи­
тельно расширить представления о механизмах кальмодулинзависимой 
регуляции клеточной активности, которые в настоящее время остаются 
невыясненными.

Число работ, в которых кальмодулину приписывают регуляторную 
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роль в различных клеточных процессах, быстро растет; список чувстви­
тельных к кальмодулину систем пополняется все новыми и новыми наи­
менованиями. Показано, что с кальмодулином связываются Са2’-зависи- 
мым способом многие белки и пептиды (Р-эндорфип, адренокортикотроп­
ный гормон, глюкагон, соматостатин, основной белок миелина, гистоны) 
[20], различные низкомолекулярные органические соединения, в их чис­
ле—лекарственные препараты [21, 22].

Рис. 3. Гель-фильтрация нейропептидов С։ГаЛ С%(б) н (^(в) в системе 
на колонке ТЭК 2000 5№. По оси абсцисс—объем элюата в мл. по оси 
ординат—оптическая плотность при 210 нм. Стрелками указаны объем 
элюата для стандартных пептидов с Мг (Д): I—17200, 2—14632. 3 8235, 

4—6383. 5—1695

Од.чако множество наблюдаемых in vitro реакций, происходящих с 
участием кальмодулина, еще не означает возможность существования по­
добных взаимодействий in vivo. Можно предположить, что увеличение 
гидрофобности молекулы кальмодулина вследствие ее конформационных 
изменений, индуцированных связыванием Са2г [23], наряду со специ­
фичными реакциями порождает целый ряд наблюдаемых в эксперимен­
тальных условиях неспецифических взаимодействии кальмодулина с раз­
личными белками, пептидами, компонентами мембран, обладающими гид­
рофобными свойствами. При етом следует отметить, что связывание каль­
модулина далеко не всегда является Са՜ -зависимым [241, а некоторые 
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кальмодулинзависимые ферменты обладают Са2'-связывающим։։ свойст- 
.вами [25, 26]. По-видимому. лишь немногие из чувствительных к каль­
модулину in vitro систем являются мишенями действия этого рецептора

Рис. 4. а—активация ФДЭ под действием С։ (в присутствии 0.2 мМ 
ЭГТА) (1); По оси абсцисс—логарифм концентраций С( или кальмоду­
лина. выраженный в нг/мл, но оси ординат—скорость гидролиза с.АМР 
при концентрации субстрата 5 мкМ; б—зависимость степени активации 

ФДЭ от концентрации С| и кальмодулина в координатах Хилла

Са2гв интактной клетке. При определенных условиях, в особенности при 
низком внутриклеточном уровне содержания Са2+, многие функции, при­
писываемые кальмодулину, выполняются Са2’-независимыми регулятора­
ми, к числу которых принадлежат и С-модулины.
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Three heat-stable activators stimulating highly purified bovine 
brain calmodulin-dependent phosphodiesterase (PDE) were detected in 
the preparation of neurohormone C partially purified from bovine hy­
pothalamus and possessing cardiotropic action. These activators stimu­
late PDE activity 6—10 fold in the absence of calcium ions. Kinetic 
analysis of fhe stimulating effect of one such activator demonstrated 
its high affinity towards the enzyme. The apparent dissociation constant 
of the activator-enzyme complex was 10 ng/ml and the Hill coefficient 
(ri„)=l. The activators were purified to homogeneity using reverse 
phase HPLC and gel filtration; their Mr values are equal to 3000— 
7800 D.

Treatment of the purified activators with trypsin (0-1 mg/ml, 10 
tnin at 30 C) abolished their stimulating effect on PDE, suggesting 
their peptipe nature-
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