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О 3 ,5 ц АМФ-завнсимой протеинкнназе мозга быка и факторе, 
ингибирующем ее активность

(Представлено 13/Х’ 1977)

Садерлеид и соавторы установили, что циклический нуклеотид— 
3\5'-АМФ играет важную роль в осуществлении эффекта гормонов и 
медиаторов \ организмов, стоящих на самых различных ступенях разви
тия (1 4). Действие циклического 3,5-АМФ (цАМФ) в различных тка
нях осуществляется с участием цАМФ-зависимой протеннкиназы (5՜7). 
цАМФ, связываясь с регуляторной субъединицей протеннкиназы, ведет 
к диссоциации фермента, вызывая высвобождение каталитической 
субъединицы, проявления ее активности и тем самым увеличения уров
ня фосфорилирования (®).

Протеинкнназа, которая катализирует фосфорилирование гистона, 
протамина, казеина в присутствии низких концентраций ЦАМФ. была 
найдена н изучена в скелетных мышцах (•), печени ( °). мозге (31։). 
и ряде других тканей млекопитающих, а также бактерий (7) и бес
позвоночных (и։з).

Нами было показано, что нейрогормон «С» повышает уровень 
цАМФ, ингибируя фосфодиэстеразу ( н). Для дальнейшего изучения 
механизма действия карднотропных нейрогормонов на активность 
цАМФ-зависимой протеннкиназы необходимо было получить цАМФ- 
зависших ю протеннкнна <\ и выяснить ее свойства. |

нА МФ-чанисимая протеинкнназа была получена нами из мозга 
быка ио методу Грннгарда и соавторов ('*• 1а).

Свежие мозги быка были полхчены с бойни н заморожены. Замо
роженную ткань разрезали на мелкие кусочки и гомогенизировали в 
измельчителе тканей РТ-1 в течение 3-х минут с тремя объемами хо
лодного нейтрального ЭДТА. 4тМ. Все использованные буферы содер
жали 2-хтМ ЭДТА. Гомогенат центрифугировали в течение 20 минут 
при 27000 й на УАС 601. Преципитат удаляли, а супернатант дово

дили до р|( 4.8 1.М уксусной кислотой по каплям. Образованный оса- 
I Док через 10 минут удаляли центрифугированием при 27000 р в те



чение 30 минут. pH полученного супернатанта доводили до 6.5 с 
помощью 1М К-фосфатного буфера. pH 7,2. К этому раствору добавля
ли кристаллический сульфат аммония из расчета 32,5 г на 100 .ч.ч 
раствора и перемешивали в течение 30 минут. Центрифугировали 20 
минут при 27000 ц. Полученный осадок собирали н растворяли в не
большом объеме 5тМ К-фосфатного буфера, pH 7,0. Полученный раст
вор диализовали в течение 12 часов против 20 объемов того же буфера 
Диализат центрифугировали при 27000 е в течение 30 минут, осадок 
выбрасывали, а супернатант (энзимный раствор) использовали для 
дальнейшей очистки на ДЕАЕ-целлюлозе.

Супернатант наносили на колонку (1,5x20 см) с ДЕАЕ-целлюло- 
зой ДЕ-32, которая специальной обработкой была превращена нами в 
ДЕ-52. Этот ионообменник уравновешивали 5птМ К-фосфатным буфе
ром, pH 7,0. После нанесения энзимного раствора колонку промывали 
двумя объемами 0.1 М К-фосфатного буфера, pH 7.0.

Адсорбированный на целлюлозе энзим элюировали с колонки 
0,3 М К фосфатным буфером, pH 7,0. Активные фракции собирали по 
3—4 .чл.

Оптическую плотность полученных фракции измеряли на СФ-4А 
при 280 нм. Количество белка определяли по методу Лоури (|б), ис
пользуя бычий сывороточный альбумин в качестве стандарта. В соб
ранных фракциях определяли активность цАМФ-завнсимой протеин 
киназы (*•”). Инкубационная смесь в общем объеме 0,2 .мл содержала 
следующие компоненты в мкмолях: Трнс-НС1 буфер (pH 7,4) —10, 
хлористый магний—2, дитиотрнэтол—0.2, теофиллин—0.4. этилен гли- 
кол Ыз (3 — амнноэтнлэфнр) - X1, X' —тетрауксусной кислоты ֊0,06, 
цА.МФ—0,5,200 мкг гистона тимуса теленка, соответствующее количе
ство энзима и 5 ммкмолей (т-/>и|-АТФ (ог 1 до 5Х10* имп/мин). Смесь 
инкубировали на водяной бане при 30эС в течение 5минут. Реакцию ос
танавливали добавлением 2мл 5%-ной трих лоруксусной кислоты (ТХУ), 
содержащей 0,25% натрий вольфрамат и 0.0514. Н,5О4. Далее добавляли 
0,2 мл 0,63% бычьего сывороточного альбумина в качестве носителя 
протеина. Оставляли при О С на 5 минут. Смесь центрифугировали, 
супернатант удаляли. Осадок растворяли в 0.1 и г IX. ХаОН и добав
ляли 2 мл 5%-ной ТХУ. Белок осаждали снова из раствора, подкисляя 
его 0,1 мл 1.2 X. Н։5О4. центрифугировали, и супернатант удаляли. 
Растворение белка и осаждение повторяли еще раз. Белок оконча
тельно растворяли в 0,1 мл IX. ХаОН. Радиоактивность подсчитывали 
в жидкостном сцинтилляционном счетчике марки 1п1ег1есйп1с.

За единицу энзимной активности принимали такое количество 
энзима, которое переносит 1 пикомоль Р32 от|7֊Р”|. АТФ на получае
мый протеин за 5 минут при 30 С в стандартной испытуемой системе.

Ранее нами проводилось определение нротеннкнназной активности 
не с помощью трихлоруксусного осаждения, а путем адсорбции фос
форилированного гистона на бумаге Ватман ЗММ. Однако мы обнару
жили неспецифическое связывание фосфорилированного гистона с этой 
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бумагой. В литературе также имеется указание на подобный факт 
(|Т). Исходя из вышеизложенного, дальнейшие эксперименты мы 
приводили с помощью ТХУ-осаждення.

Номера фракций

Рис. 1. Элюцпонный профиль активности цАМФ-зависнмоЛ протеннкнназы мозга 
быка после ДЕ \Е-целлюлолион хроматографии

Элюцпонный профиль активности цАМФ-завнснмой протеинкина 
зы мозга быка после ДЕ-52 ионообменной хроматографии показан на 
рис. 1. Все неадсорбированные белки вымывали с колонки ОДЛА К- 
фосфатным буфером pH 7,0. Как видно нз рис. 1, фермент был элюи
рован в протеиновом пике при использовании О.ЗМ К-фосфатного бу* 
фера, pH 7,0.

В другом случае нами проводилась ступенчатая элюция фрак
ций энзимного раствора с колонки при следующих концентрациях 
К-фосфатного буфера: 5тпМ. 50п)М, ЗООтМ с целью возможного вы
деления нз одной ткани одновременно двух протеинкиназ цАМФ- и 
цГМФ-зависимых соответственно.

Нз кривой на рис. 2. видно, чго максимум энзимной активности 
цАМФ-завнснмой протеннкнназы обнаруживается в пике, элюирован
ном ЗООтМ фосфатным буфером, в остальных фракциях не обнару
живается сколько-нибудь заметной активности данного фермента.
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При испытании всех собранных фракций на энзимную активность, 
чувствительную к цГМФ, оказалось, что цГМФ-зависнмая протеинкн- 
наза обнаруживается в нике, элюированном 50тпМ фосфатным буфе 
ром. Кроме того» цАМФ-зависнмая протеннкиназа обладает одновре
менно цГМФ-завнсимон протеннкнназной активностью, но в более 
слабой степени, в то время как, цГМФ-завнсимая протеннкиназа обла
дает также цАМФ-зависимон протеннкнназной активностью, ио также 
в меньшей степени (рис. 2). I

Рис. 2 Элюцноннын профиль активности цАМФ- н цГМФ-зависнмых протеннкиназ 
мозга быка после ДЕАЕ-исллюлозной хроматографии ступенчатым градиентом.
Оптическая плотность |о---------о), протеннкниазная активность в присутствии

цАМФ (х---------х). цГМФ (о---------о)

В литературе в последнее время указывается на наличие в моз
жечке одновременно двух протеннкиназ: цАМФ- н цГМФ-заоиснмых 
(1в); приводятся также данные о выделении обоих протеннкиназ из 
хвостовых мышц омара (19). цГМФ—зависимая протеннкиназа была 
выделена с пика, элюированного 5тМ фосфатным буфером, а цАМФ- 
зависимая протеннкиназа была обнаружена в пике, элюированном 
50тМ фосфатным буфером. В пиках, элюированных 100. 200 и ЗООтМ 
фосфатным буфером, не было найдено какой-либо протеннкнназной 
активности. Возможно, такое различие в молярностях для элюции 
протеннкиназ между нашими и литературными данными можно объяс
нить тем, что метод указан для выделения протеннкиназ из хвостовых 
мышц омара, а мы выделяли их из мозга быка.

Однако в других сообщениях те же авторы применяли этот же 
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метод для выделения только цАМФ-зависимой протеннкиназы из моз- 
га и обнаружили се при элюции ЗООтМ фосфатным буфером 

^5.и.и 1в
По литературным данным, результаты, полученные о опытах с 

частично очищенным энзимом из мозга, а именно до степени очистки 
на ДЕАЕ-целл юлознон колонке, как в нашем случае, хорошо согласу
ются с результатами, полученными ранее с более высокоочнщенным 
ферментом из мозга быка (в-п). Исходя из этого мы использовали в 
наших опытах частично очищенный энзим—после обработки ее на 
ДЕАЕ целлюлозе.

Эффект концентрации субстрата на активность фермента изоб
ражен на рис. 3. Концентрация гистона, при которой наблюдается 
скорость реакции равная половине максимальной, была около 85 мкг. 
В качестве субстратов фосфорилирования использовали гистон ти
муса теленка, гистон Р1։ богатый лизином и протамин. Все эти суб
страты могли служить акцепторами фосфата в цАМФ зависимых про- 
теинкинаэных реакциях.

Рис. 3 Эффект концентрации субстрата на протеннмша «ную активность

Известно, что протеннкиназы осуществляют фосфорилирование 
субстратов при низких концентрациях циклического нуклеотида. На 
рис. 4 показан уровень фосфорилирования гистона при участии цАМФ 



зависимой протеннкиназы в отсутствие и присутствии 5 и 10 и М 
Н \.\\Ф 10'1 М нАМФ не вызывает изменений уровня фосфорилирова
ния по сравнению с контрольной величиной (без применении цАЛФ).

М НАМФ вызывает двукратное увеличение активности протеннки- 
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Ряс 4. Зависимость уровня фосфорилирования от концентрация цАМФ

Рис. 5. Зависимость протеянкянаэиоЛ реакции от коннентраиик фермента
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Зависимость между концентрацией фермента и активностью про- 
теннкиназной реакции изображена на рис. 5. Из кривой видно, что 
концентрация фермента, требуемая для обеспечения половины макси
мальной скорости, была около 12,5 мкг. Кривая пропорциональна 
концентрация фермента до 25 мкг. Выше этой концентрация кривая 
переходит не в плато, как в обычных реакциях по уравнению Михаэ- 
лнса-Ментен. а, наоборот, с увеличением концентрации фермента 

। наблюдается падение скорости ферментативной реакции (рис. 5|. Воз
можно. это можно объяснить наличием в полученном нами ферменте 
примеси фосфопротеин фосфатазы. В литературе имеются данные о 
том. что цАМФ-зависимая протеинкиназа и фосфатаза могут быть 
выделены в комплексе I20). Для обнаружения фосфопротеин фосфа- 

। тазной активности в препаратах нашего фермента была поставлена 
реакция дефосфорилнрования казеина Оказалось, что выделенный 

[нами препарат протеннкиназы обладает фосфопротенн фосфагазной 
активностью при концентрациях фермента оптимальны:՝ для протеин- 
кнназиой реакции, а при более высоких концентрациях, когда наблю
далось торможение протеинкиназной активности, фосфатазная актив- 5* ность была ниже.

С другой стороны, в опытах по определению протеинкиназной 
активности без субстрата в зависимости от концентрации фермента, 
также наблюдалось падение протеинкиназной активности (табл. I).

Т а б л и ц <2 /
Зависимость аутофэсфорнлнрованкя от концентрации 

фермента

Объем фермента, 
.4.1

Количество 
импульсов в 
минуту вклю
ченного РЛ1

0.03 2000
0.04 1670
0.05 1060
0.06 785
0.07 570

н Данные таблицы указывают на то. что происходит торможение и а\ »о- 
Ефосфорилирования при увеличении концентрации протеннкиназы.
№ Исходя из вышеизложенного можно предположить, что пронсхо 
Кдит торможение протеинкиназной реакции, фосфатазнон и ауюфосф ՛ 
Нрилироваиня протеннкиназы, ло-вндимому. за счет присутствия неиден- 
Нгифнцнрованиого фактора в частично очищенном нами ферменте про- 

инкиназы.
Н Приносим нашу благодарность Г. К. Парсаданяну за проверку 
Величия фосфопротенн фосфатазнон активности фермента протеннкн- 
»азы.

Институт биохимии
Академии наук Армянской ССР
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ւղրոտեինկինաղա յին ակտիվություն, բայց ավելի թո*քէ արտահայտված։ 
֊ա յտնա ր երված / պրՈտեին կինադ ային ռեակցիա յի արղեյակոէմ, ոբ[Կ 
Հավանաբար, տեղի Լ ունենում մա սնա կի մարրված ֆերմ ենտի Հետ Հանդես 
եկող չի դեն տ իֆի կ ա ցվ ա ծ ֆակտորի ներկա յո։թ յան Հաշվին։
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