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О действии тнреолиберина и люлнбернна на цАМФ-зависимую 
протеннкиназу мозга

(Представлено 25/V1I 1080)

Работами ряда авторов показано наличие цАМФ зависимой про- 
теннкииазы в большинстве тканей млекопитающих: мышце, печени, 
мозге, жировой ткани и др, (՝“՝). Грннгардом и соавторами была вы
двинута гипотеза о том. что все эффекты цАМФ в клетках эукариот 
связаны с активирующим действием этого нуклеотида на цАМФ зави
симую протеннкиназу (в).

Обнаружение этого фермента в мозге млекопитающих выдвинуло 
важные вопросы, касающиеся его роли в нейрональной, нейроэндо
кринной и других функциях мозга.

В настоящее время известно, что действие многих гормонов осу
ществляется через систему циклических нуклеотидов. В частности, ра
ботами ряда исследователей (7“*) показано, что гипоталамический 
трнпептнд тиреолмберин (ТРГ) повышает концентрацию цАМФ в 
аденогипофизе. Синтетический люлибернн (ЛРГ) также увеличивает 
концентрацию цАМФ и стимулирует таким образом освобождение 
соответствующих гормонов в аденогипофизе (”). Болес того, этими 
же авторами показано, что только те из испытанных аналогов .1PI 
приводят к высвобождению гормонов аденогипофиза, которые увели
чивают содержание цАМФ в этой ткани.

В настоящей работе предпринята попытка изучения действия TPI 
и ЛРГ на частично очищенную цАМФ-завнснмую протеннкиназу моз
га быка in vitro, а также воздействия IPI на этот фермент из mo.ii • 
крыс in vivo.

Частично очищенная цАМФ-зависимая протеинкина «а была поле
чена нами по методу Грннгарда из мозга быка С 11 )• Протеинкиназ\ 
из мозга крыс получали следующим образом: крыоу обезглавливали, 
извлекали мозг и гомогенизировали его в 5 объемах 10 .яЛ1 К-фосфат- 
ного буфера pl I 7.2, содержащего 5 мМ ЭД ГА. Гомогенат центрнфуги- 
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ровали 20 мин при 10 000 g Супернатант использовали в качестве ис
точника протсннкиназы. Вес операции проводили при 4ЭС.

Принцип определения ферментативной активности основан на из
мерении количества радиоактивною а2Р, переносимого с [у ։2Р]-ЛТФ 
на гистон смесь тимуса теленка. При этом инкубационная смесь в об
щем объеме 0.2 мл содержала следующие компоненты в микромолях: 
трис-НС1 б\фер (pH 7.4) —10. хлористый магний 2, днтнотриэтол— 
0.2, теофиллин—0,4, ЭГТА—0,06, цАМФ—0,5, гистон тимуса теленка—

екг. определенное количество фермента и 5 ммкмолей [;—«!»]-
АТФ (1~5х 10* имп /мин). Смесь инкубировали на водяной бане при 
30°С в течение 5 мин. Дальнейшие процедуры описаны нами ранее (“).

За единицу энзимной активности принимали такое количество 
энзима, которое переносит I пикомоль МР от (т — згР]-АТФ на гистон 
за 5 мин при 30°С в стандартной испытуемой системе.

Счет радиоактивности производили в жидкостном сцинтнлляцнон- 
ном спектрометре марки I гНеНесйтцие 5Ь-30.

Белок определяли по методу Лоури, используя в качестве стан
дарта бычий сывороточный альбумин.

ЛРГ вносили в инкубационную смесь в количестве от 1 до 10 мкг, 
ТРГ—от 0.2 до 1.2 мкг. Крысам ТРГ вводили внутрибрюшинно в дозе 
30 мкг/мл на животное. Контрольным животным вводили физиологи
ческий раствор. Крыс обезглавливали через 30 мин после введения и 
определяли протеннкиназную активность.

Нами измерялась протеннкнназная активность в присутствии цАМФ 
и в отсутствии циклического нуклеотида. Величина отношения этих 
двух измеренных активностей фермента (— цАМФ/+цАМФ) характе- 
ризует степень его активирования под действием цАМФ (12).

Полученные результаты по действию ЛРГ на активность протеин- 
киназы in vitro приведены в табл. 1 Как видно из таблицы. ЛРГ по
вышает отношение — цАМФ/+цАМФ в концентрации 3 и 5 мкг на 
пробу (10~5 и 10՜՜4 М), что свидетельствует об активации фермента. 
Другие использованные нами концентрации гормона не приводят к 
заметным изменениям по сравнению с контролем.

Таблица /
Влияние Л Т на активность нА.МФ-зав ней мой протеннкниаэн In vitro

ЛРГ. .vк2
Активность протеин*инаэы в 

IIMO.OU включенного >2Р 
4-цАМ Ф | -цАМФ՜

—цАМФ 
- цА.МФ

Контроль

1

2

3

5

10

200.1+14.2

204.3+15.4

196*5+11.3

213.7+12.6

194.7+18.2

205.5+18.8

82*0+6.7

84.3+8.5

86.4+7.1

95.1+5.4

98.8+8.7

80.7+6.3

0.41+0.07

U .41+0.05

0.43+0.02

0.44+0*02

0.50 0.07

0.42+0.03

2.34



Данны»- по воздействию I PI на протсникиназпую активност 
щ vitro приведены и табл. 2. Активность фермента в присутствии цАМФ 
остается неизменной при всех концентрациях ТРГ В отсутствии же 
цЛМФ мы наблюдаем повышение, составляющее 30% по сравнению с 
контролем без добавления гормона Величина отношения активностей 
-цАМФ/ + цАМФ при этом возрастает от 0.4 в контроле до 0.52. ко։ 
да содержание ТРГ в пробе равно 1,2 мкг (2-10~*М).

Полученные нами данные по воздействию ЛРГ и ТРГ на актив
ность протеинкиназы из мозга крупного рогатого скота in vitro пока 
<ывают. что эти рилизинг гормоны в концентрации 10՜*—Ю-’М воз
действуют на активность фермента, активируя его. В целом получен- 
иые результаты находятся в соответствии с результатами уже имею
щихся немногочисленных исследований, проведенных на отдельных 
участках мозга. Так, показано, что в присутствии цАМФ эти гормоны 
в концентрации 10••—10 ՝'М не влияют из активность фермента, вы-

Таблица 2
Влияние ТРГ на активное г ь протеннкинзэм in vitro

ТРГ. мкг

Контроль

0.2

0.4

1.2

Активность протеинкинаэм в 
лмолях включенного 35Р
4-цДМФ -цАМФ

204 .0+ I9.S 

206.31-19.5 

190.4+17.3 

206.5+16.2

83.2+5.5

99.4+6.4

97*6+4.5

108.7+7.4

-цАМФ
- цАМФ

0.40+0.07

0*48+0*02

0.51 +0.06

0.52+0.05

Влияние

Таблица 3

ТРГ и.։ активность пАМФ-эависммой лротеимхмнаты in vivo

11ротеннкнназная активность в л молях включение ” Р

ОпытКонтроль
Количество 
фермента на

66 135.2±20.4 121.3+12.5 137.7+21.2 117.7+10.3

88

110

132

100.5+10.2

104.7+9*8

82.0+5.6

79.1±6.4

107.3+8.5

83.1+5.4

135.7x20’5

146.2+19.1

133.7+17*4

122.3+11.2

115.9±8’3

117.3+8.7

деленного из гипоталамуса (”). При этом ферментативная активность 
в отсутствии цАМФ не определялась Другими авторами показано, что 
при действии 3 лкМ ТРГ на нротеннкииазу из гомогената культуры 
клеток гипофиза, продуцирующих пролактин, происходит повышение 
величины отношения активностей от 0,5 до 1,0, что указывает на пол 
ную активацию фермента в гомогенате. Авторы 14• И() ,,зме 
нений в активности протеинкиназы в прнс}тс1вни и ’ 1[ 1
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Результаты экспериментов по действию ТРГ in vivo даны в 
табл 3. В контрольных опытах с повышением концентрации фермен
та в гомогенате наблюдается падение протеннкнназной активности 
мозга крыс на 40%. Это уменьшение, no-видимому, является следстви
ем наличия значительных количеств термостабнльного белкового ин
гибитора протеннкиназы в мозговой ткани (15-|в), .Аналогичное паде
ние ферментативной активности на 40% наблюдалось при действии 
20 мкг ингибитора, полученного из мозга крыс, на гомогенат из той же 
ткани Как видно из табл. 3, при введении животным 30 мкг ТРГ 
торможение протеннкнназной реакции снимается как в присутствии, 
так и в отсутствии цАМФ Возможно, это и является следствием дей
ствия ТРГ на термостабильный ингибитор протеннкиназы, который под 
действием гормона не производит более своего тормошщего действия. 
В настоящее время этот ингибитор рассматривается как одни из вну
триклеточных регуляторов активности протеннкиназы, при изменении 
активности и синтеза которого, по-внднмому, осуществляется действие 
ряда гормонов (”“••). ֊ • Я
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Գ И. IHlPhPbhSUb. Ц. II. Կ1ՓԱ||ՈՍՈՎ11.Հ«յկս>կա1 111Ա ԴԱ ՈՐ<.կի,-ա14ւՍ.ք Ա. 11 ԴէԱՈՅԱՆ
Տ|։ ք-Լ Ո| |ւ բ Լ րփ և ի և । । ո ւ ||. բ Լ րփ քւ ի աւ|է|Լ<|1>ւթ |Ունր 3, •>-<| ի կ | ի 1| ԱՄՖ-կախւալ ս|րոտեէնկի1ւա<լս>փ վրա

Ուսումնասիրվեք ( տ ի րե ո լի ր երին ի և լլուլիրերինի աււէւԼցուքյյուհր |Ո 
՛պայմաններում ցիկ/իկ 1եՄՖ-կախյալ պրոտեինկինապայի վրա՛ Ցույց /. տրված, 
որ օգտագործված կոնցենտրացիաներով յյո՚լիրերինր ապպո՚մ է այս ֆերմեն- 
տՒ ակտ իվ ու յան վբաւ Տիրե ո^իբերինր Նույնպես բարձրացնում I, պրոտեին - 
կինազա յին ակտիվությունր մինչև 30% ԱՄՖ-բացակայոլթյան պայ
մանն ևրում է

8ույղ Լ ւոբված նաև, որ տիրեոյիբ երիհի Ներարկումից հետո սպիտակ 
աոՆ ետն երի Ուղեղի հոմ ո ղենատում տեղի Լ ունենում պ ր ո տ եին կ ին ա զա յեն 
ակտիվ ու քէ յան բարձրացում' կախված ֆերմենտի բանա

Հնարավոր որ աւղ ակտիվացումր պայմանավորված Ւ, տիրեոյիբերինի 
աղղեցուքք յամբ ց ի կ լ ի կ ԱՄՖ-կախ յալ պ րո տ 1 ին կ ին ա ղ ա յի ե ինհիր իտորի ակ
տիվ ութ յա մ ր է
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