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ДЕЙСТВИЕ НОРАДРЕНАЛИНА НА ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ 
ЯДЕРНЫХ БЕЛКОВ ГОЛОВНОГО МОЗГА

МИКЕЛАДЗЕ Д. Г., ФРАИКИНА Т. Я.

Показало, что норадреналин (НА) снижал активность формы 1 сАМР-завя-?::мой 
протеипкиназы (ПКазы) в цитозоле н увеличивал ее в ядрах клеток головного мозга 
крыс.

Изучено также фосфорилирование эндогенных субстратов ядерных ПКаз мозга. 
Обнаружено 4 фракции фосфорилирующихся белков, одна из которых обладала РНК' 
полимеразной активностью. Одним из механизмов действия НА па фосфорилирова­
ние ядерных белков в нервной ткани может быть транслокация цитоплазматической 
сАМР-зависимой ПКазы в ядро. Показано, что влияние НА на генетический аппарат 
нервной ткани может быть опосредовано сАМР. ч

Эффекты сАМР реализуются, в основном, через активацию про- 
теинкиназ (ПКаз), катализирующих фосфорилирование белков [1]. 
Реакции фосфорилирования—дефосфорилирования белков, по-впднмо- 
му, являются одним из важных механизмов, регулирующих функцио­
нальную активность клетки [2]. В последнее время интенсивно иссле­
дуют ядерные ПКазы и их участие в процессах транскрипции и дере­
прессии генома [3]. Показано, что в ядро транслоцируется каталити­
ческая субъединица ПКаз, и ее специфическое воздействие на акцеп­
торные участки хроматина сопровождается фосфорилированием ядер­
ных белков [4—6]. Появились сведения о возможной миграции свобод­
ных регуляторной и каталитической субъединиц, а также компчекса 
холофермент—сАМР из цитоплазмы в ядро [7]- Взаимодействие сАМР 
с регуляторной субъединицей сАМР-зависимой ПКазы может стиму­
лировать не только фосфорилирование белков, но и процессы транс­
крипции по типу стероид-рецепторных комплексов [8].

В нервной, как и в других тканях, ПКазы опосредуют эффекты 
сАМР в ответ на действие гормонов или нейромедиаторов, фосфори­
лируя белки синаптических мембран, ферменты, участвующие в син­
тезе нейромедиаторов и т. д. [9]. Согласно модели, предложенной 
Williams [10], фосфорилирование ядерных белков в нервной ткани, 
осуществляемое ядернымн ПКазами, может принимать участие в дсре- 
прессии генома и контролировать таким образом функциональную ак­
тивность ЦНС, Однако в механизме действия нейромедиаторов л 
сАМР на фосфорилирование ядерных белков мозга многое еще ос­
тается неясным.
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Настоящая работа была посвящена изучению механизма действия 
НА на фосфорилирование ядерных белков и активность ядсрных ПКаз, 
а также выявлению эндогенных субстратов указанных ферментов в 
нервной ткани.

Материалы и методы

Опыты были проведены на белых крысах массой 100—150 г. Ак­
тивность ПКазы определяли по методу Chuang и др. [11]. Инкуба­
ционная среда содержала: 50 мМ трис-НС1 (pH 6,5), 8 мМ MgCl2, 2,5 
мМ теофиллина, 550 мкМ у-32Р-АТР (2-5ХЮ6 имп/мин в пробе), 
6,2% глицерина, 0,6 мг/мл суммарного гистона и 25—40 мкг фермента. 
Инкубацию проводили при 30° в течение 15 мин. Реакцию начинали 
добавлением фермента и останавливали охлаждением инкубационной 
смеси до 4°. К реакционной смеси добавляли 50 мкл 50%-нои ГХУ, со­
держимое пробирки наносили на смоченный стандартный диск диамет­
ром 24 мм из бумаги Whatman 3 ММ, пробирку промывали 200 мкл 
25%-ной ТХУ. Фильтры промывали 4 мл 10%-ной ТХУ, 4 мл раствора со­
левой смеси (10 мМ NaHoPO4, 10 мМ Na4P2O7, 10 мм Na2WO4), далее 
4 мл смеси спирт-ацетон (1:1) и, наконец, 2 мл ацетона. Высушенные 
фильтры заливали 10 мл толуольного сцинтиллятора и измеряли радио­
активность на жидкостно-сцинтилляционном счетчике «Intertechnique- 
SL-ЗО» (Франция).

Определение активности РНК-полимеразы проводили по методу, 
описанному Hirsch, Martelo [12]- Инкубационная смесь в объеме 50 мкл 
содержала в мкмоль: трис-НС1—2 (pH 7,9), А ГР, GTP, СТР по 0,3; 
МпС12—0,1, HC-UTP (1—2ХЮ6 имп/мин в пробе)—0,018, (NH4)2 SO4— 
2,6; ДНК тимуса—20 мкг (в контрольную пробу ДНК не добавляли) и 
белковый раствор—Ю—15 мкг. Инкубацию проводили 10 мин при 37°, 
после чего инкубационную смесь охлаждали до 0° и наносили на смо­
ченный 5%-ной ТХУ стандартный диск диаметром 24 мм из бумаги 
Whatman 3 ММ. В дальнейшем такой фильтр промывали на воронке с 
водоструйным насосом 4 раза по 5 мл охлажденной 5%-ной ТХУ и один 
раз 10 мл охлажденного 95%-ного этанола- Высушенные фильтры по­
мещали в сцинтилляционные флаконы и измеряли радиоактивность.

Срезы готовили на микротоме (d = 0,4 мм) из замороженного моз­
га. Инкубацию срезов с НА в концентрации 500 мкМ [13] проводили 
согласно Reddington и соавт. [14]. Инкубационная среда содержала в 
мМ: NaCl—128; КС1—6,3; СаС12—2,8; MgSO4—1,3; трис-ИС1 (pH 7,4) — 
25; глюкозы—10; АТР—5. Инкубацию проводили при 37° в течение 15 
мин из расчета 5 мл инкубационной смеси па 1 г срезов. В контроле 
срезы инкубировали без НА в тех же условиях. После инкубации смесь 
охлаждали и центрифугировали 10 мин при 11 000 g.

Ядра из срезов мозга крысы получали по методу, описанному Ма- 
jomder [15]. Для получения ядерных белков ядра суспендировали в бу­
фере, содержавшем 1 М NaCl; 0,02 М трис-НС1 (pH 7,5); и гомогенизи­
ровали в стеклянном гомогенизаторе с тефлоновым пестиком. Далее к го- 
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могенату добавляли 1,5 объема 0,02 М трис-НС1 (pH 7,5) и оставляли- 
на 30 мин. Суспензию центрифугировали 1 ч при 20 000 g. Супернатант 
диализовали в течение ночи против 0,4 М NaCI, 0,02 М трис-НС1 (pH 
7,5). Все процедуры проводили при 4°.

Для получения цитозольной фракции белков срезы после инкуба­
ции суспендировали в трех объемах 0,32 М сахарозы, центрифугирова­
ли 45 мин при 20 000 g и собирали надосадочную жидкость- Далее про­
водили хроматографию ядерных и цитоплазматических белков на ко­
лонке с ДЭАЭ-целлюлозой (0,9X30). Элюцию осуществляли в гра­
диенте NaCI (0—0,4 М) со скоростью 20 мл/ч, собирали фракции по 2 
мл, в элюатах определяли активность ПКаз. Содержание белка в про­
бах определяли по методу Lowry и др. [16].

В работе были использованы: f-32-P-ATP „Amersham" [(Англия),. 
14С-АТР, ”C-UTP. ,,UBBRU (Чехословакия), ATP, GTP, СТР „Rea- 
nal“ (Венгрия), суммарный гистон „Sich“ (Польша), сефадекс G-200,. 
G-50, „Pharmacia11 Швеция, тритон Х-100 „Schuchardt*1 (ФРГ), ДЭАЭ-32- 
-целлюлоза „Whatman11 (Англия), ДНК тимуса „Олайн11 (г. Рига),, 
норадреналин „Koch-Light11 (Англия).

Результаты и обсуждение

Действие НА на активность ядерных и цитоплазматических ПКаз 
мозга. Большинство исследователей придерживается гипотезы, согласно 
которой присутствие ПКаз в ядрах клеток является результатом опо­
средованной сАМР транслокации регуляторной или каталитической 
субъединиц фермента из цитоплазмы в ядро [6]. Другая точка зрения 
предполагает присутствие в ядрах собственно ядерных сАМР-зависи­
мых ПКаз; в пользу этого мнения в литературе представлено мало ра­
бот [17, 18].

Ранее нами в мягких условиях очистки также была выделена сАМР- 
зависимая ПКаза из ядер клеток мозга крыс, диссоциирующая на регу­
ляторную и каталитическую субъединицы в присутствии сАМР [19]. 
Полученные данные свидетельствовали в пользу того, что одним из ме­
ханизмов действия сАМР на фосфорилирование ядерных белков яв­
ляется, возможно, непосредственный эффект циклического нуклеотида 
на ядерный фермент.

В настоящей работе транслокация сАМР-зависимых ПКаз из цито­
плазмы в ядро в нервной ткани была исследована в опытах по. изуче­
нию действия НА на активность ядерных и цитоплазматических ПКаз 
в срезах мозга крыс. На рис. 1 представлены данные, указывающие на 
изменения ПКазной активности в растворимой фракции мозга под дей­
ствием НА. При хроматографии цитоплазматических белков из срезов 
мозга на ДЭАЭ-целлюлозе в градиенте NaCI было получено две формы 
ПКазы, что согласуется с литературными данными о том, что в цитозо­
ле клеток различных тканей присутствуют две формы сАМР-зависимых 
ПКаз: I и II [20]. После инкубирования срезов мозга с НА в цитозоле 
уменьшалась активность обеих форм ПКаз (рис. 1).
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При хроматографии ядерных белков из срезов мозга на ДЭАЭ-цел­
люлозе в градиенте ЫаС1 были получены три формы ПКаз (рис. 2). НА 
вызывал увеличение активности формы I ПКазы в ядре. Возможно, уве­
личение ПКазной активности в ядрах мозговой ткани, сопровождав­
шееся уменьшением активности фермента в цитозоле, было обусловле­
но транслокацией сАМР-зависимой ПКазы из цитоплазмы в ядро под 
действием НА. Ранее было установлено [6], что увеличение ядерной 
ПКазной активности может быть результатом транслокации сАМР-за- 
висимых ПКаз из цитоплазмы в ядро.

Рис. 1. Хроматография на ДЭАЭ-целлюлозе цитоплазматических белков из 
срезов мозга, инкубированных с норадреналином. На оси абсцисс—номера 
проб, на оси ординат—активность протсинкиназы (пмоль 32р в пробе). Ус­
ловные обозначения: 1—контроль (срезы инкубировались в отсутствие 
норадреналина); 2—срезы инкубировались в присутствии норадреналина;

3— градиент Х'аС1

Рис. 2. Хроматография на ДЭАЭ-целлюлозе ядерных белков из срезов 
мозга, инкубированных с норадреналином; обозначения те же, что и на 

рис. 1

Таким образом, было выявлено два механизма регуляции Зд™®н° 
сти ядерных ПКаз в нервной ткани: непосредственны!։ эФФект,с 
собственно ядерную ПКазу и транслокация сАМР-зависимои 
из цитоплазмы в'ядро под действием НА. моз-’а.

Фосфорилирование эндогенных субстратов ядерных
При изучении эндогенных субстратов ядерных ПКаз в 
ни вызывает интерес фракция, элюирующаяся в сво одном о) _ 
ломки при гель-фильтрации ядерного экстракта из мозга КРД могут 
Дексе С-200 [19], так как в некоторых тканях ядерные

37



быть ассоциированы с высокомолекулярными белками, в частности, с 
РНК-полимеразой [21]. На рис. 3 дан профиль элюции ядерного экст­
ракта из мозга крысы на сефадексе 0-200.

Оказалось, что указанная выше фракция ядерной ПКазы мозга об­
ладает РНК-полимеразной активностью. Мы предположили, >что она 
ассоциирована с РНК-полимеразой, связь с которой не разрушается 
при мягких условиях выделения и фракционирования. РНК-полимераза 
может быть субстратом для ядерных ПКаз в некоторых тканях [22, 
23], однако в литературе пет сведений о ее фосфорилировании в мозгу. 
В связи с этим была поставлена задача выяснить, может ли РНК-поли­
мераза служить эндогенным субстратом ядерных ПКаз мозга- С этой 
целью высокомолекулярную фракцию ПК инкубировали с у-32Р-АТР. 
После удаления АТР на колонке с сефадексом 0-50 дальнейшее разде-

Рнс. 3. Гель-фильтрация ядерного экстракта из мозга крыс на сефадексе 
0-200. На оси абсцисс—номера проб, на оси ординат—активность протеин- 
кнназы (10~3 пмоль 32Р в пробе), активность РНК-полимеразы (10 —3Х 
имп/мин в пробе). Условные обозначения: 1—активность протеинкиназы, 

2—активность РНК-полимеразы, 3—поглощение при 280 нм

Рис. 4. Разделение фракций белков, фосфорилируемых ядерной протсин- 
киназой мозга, хроматографией па ДЭАЭ-целлюлозе. На оси абсцисс—но­
мера проб, на осн ординат—включение 32Р (10—3 32Р)> активность РНК- 
полимеразы (10-3Х,4С в пробе). Условные обозначения: 1—включение 32Р, 

2—активность РНК-полимеразы

ление смеси проводили хроматографией на ДЭАЭ-целлюлозе в градиенте 
NaCl. В элюатах из колонки было обнаружено 4 эндогенные фракции 
белков, фосфорилируемых ядерной ПКазой (рис. 4), одна из которых 
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(третья по счету) обладала РНК-полимсразной активностью. Эта фрак­
ция элюировалась в свободном объеме колонки с сефадексом G-200, 
что свидетельствовало о ее высокой М; полученные данные согласуются 
с литературными, так как показано, что М РНК-полимеразы мозга со­
ставляет 480—520 кД [24]. ।

Таким образом, удалось установить, что одна из эндогенных фрак­
ций белков, фосфорилируемых ядерной ПКазой в нервной ткани, обла­
дает РНК-полимсразной активностью. По всей видимости, РНК-поли­
мераза является эндогенным субстратом ядерной ПКазы мозга. Что же 
касается остальных трех эндогенных фракций белков, фосфорилируемых 
ядерной ПКазой мозга, то их природа неизвестна.

На основании полученных данных можно заключить, что эффекты 
НА на генетический аппарат в нервной ткани могут быть опосредованы 
циклазной системой. Действие сАМР осуществляется либо через уча­
стие собственно ядерных ПКаз, либо транслоцирующих из цитоплазмы 
ферментов, фосфорилирующих ядерные белки, в том числе и РНК-по­
лимеразу. Это может находить свое выражение и в изменениях функ­
циональной активности ЦНС, в частности в процессе обучения живот­
ных. Так, интракраниальное введение крысам структурных аналогов 
сАМР—ингибиторов активности ПКаз ядер головного мозга сопровож­
далось ухудшением обучаемости животных [25].

EFFECT OF NOREPINEPHRINE ON THE PHOSPHORYLATION 
OF BRAIN NUCLEAR PROTEINS
MIKELADZE D. G., FRAIK1NA T. Ya.

1. S. Beritashvili Institute of Physiology. Georgian Academy of Sciences, Tbilisi

The effect of norepinephrine (NE) on the nuclear and cytosol pro­
tein kinase activity has been studied in rat brain slices. NE increased 
protein kinase activity (form 1) in nuclei and decreased it in cytosol. 
NE may affect the phosphorylation of nuclear proteins in nervous tissue 
by translocation of the cytosol сАМР-dependent protein kinase into nuc­
leus and by direct effect on the nuclear protein kinase. The phosphory­
lation of endogenous substrates of brain nuclear protein kinase has been 
studied. One of the four fractions of phosphorylated proteins was shown 
to possess the RN/\ polymerase activity. It is concluded that biogenic 
amines may act on nervous tissue genome via cAMP and nuclear protein 
kinase activation.
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