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ИНДУКЦИЯ СИНТЕЗА мРНК В ДЕЙСТВИИ 
СТЕРОИДНЫХ ГОРМОНОВ 

Н. П. МЕРТВЕЦОВ 

Явление иидуккин и репрессии генов было открыто и подробно 
исследовано у микроорганизмов [90, 91]. Клетки бактерии быстро при­
спосабливаются к изменениям интательноп среды благодаря синтезу 
адаптивных ферментов. При появлении в среде нового субстрата в 

К бактерий начинается (или ускоряется) .синтез ферментов, 
oGtfrte -икающих его использование • в качестве источника углерода, 
азота и энергии. Обратная ситуация имеет место в случае репрессии 
адаптиипих ферментов. 

ИНДУЦИБЕЛЬНЫЕ СИСТЕМЫ 
В КЛЕТКАХ-МИШЕНЯХ ЖИВОТНЫХ 

У высших организмов регуляция экспрессии генов носит более 
сложный характер , что обусловлено особой организацией генетическо-
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Таблица I. Индукция гормонами синтеза специфических матричных РНК, 
кодирующих индуцибельные белки в тканях животных и культурах клеток 

Матричные РНК белков из тканей животных 
или культур клеток 

Методы 
выявления 

мРНК * 
Г О Р М О Н и его эффект ( + ) Литература 

1 2 3 4 5 

Тирозинаминотрансфераза: 
печень крысы . 
печень крысы 

печень крысы 
клетки гепатомы НТС 
печень крысы 
печень крысы 

Триптофанпиролаза: 
печень крысы 
печень крысы 

Металлотионеин-1: 
печень мыши 

Фосфоэнолпируваткарбоксикиназа: 
печень крысы 
почка крысы 

Глутаминсинтетаза: 
сетчатка куриного эмбриона. 

Фенилаланингидроксилаза: 
клетки гепатомы крыс Н4-П-Е-СЗ 

а 2и-глобулин 
печень крысы 

Альбумин: 
клетки гепатомы 

Овальбумин: 
культура ткани яйцевода . 

ткаиь яйцевода курочек . . 

Овальбумин: 
культура ткани яйцевода цыплят 

яйцевод цыплят . . . . 

ядерная фракция и эксплантаты) 
яйцеводов цыплят . . . . 

ядерная фракция яйцеводов цып­
лят и кур 

тишь яйцевода цыплят . 
КокальА) мшг: 

:• i ура ткани яйцевода цыплят 

IV 

II 

II 

Гидрокортизон 
Гидрокортизон 
Цикло-АМФ 
Глюкагон 
Гидрокортизон 
Дексаметазон 
Гидрокортизон 
Гидрокортизон 

Гидрокортизон 
Гидрокортизон 

| Дексаметазон 

Цикло-АМФ 
Дексаметазон 
Циклогексимид 

Гидрокортизон 

Гидрокортизон 

Гидрокортизон 
Тироксин 
Дигндротестосте-
рон 
Эстрадиол 

Гидрокортизон 
Цикло-АМФ 

Эстрадиол 
Прогестерон 
Эстрадиол 
Прогестерон 

Эстрадиол 

Диэтилстильб-
эстрол 
Эстрадиол 

Прогестерон 
I Тестостерон 

I Эстрадиол 
Прогестерон 

| Эстрадиол 

|
Лизтилстильб-
эстрол 

I Дексаметазон 

I Эстрадиол 
Прогестерон 

+ 
+ 

[132, 82, Щ 

[54J 

[51, 52] 
118] 

.113, 1141 
|3, 18] 

1132, 82] 
|о8] 

[78] 

[88 
1*0] 

[138, 156} 

[43] 

[100] 
58, 59] 

1136] 

[36] 

[120] 

• (130] 

1120, 108, 
158] 
[158, 86, 
115, 45] 
[127, 147, 
150] 

[109, 121] 

+ [164, 144, 
1351 

!"1 
[120] 

* Методы выявления специфической мРНК: трансляция в бесклеточной системе 
из зародышей пшеницы ( I ) , из ретикулоцитов кролика ( I I ) , из асцитных клеток 
КребсП (111), в ооцитах Xenopus laevis ( I V ) , гибридизация с комплиментарной 
Д Н К (V), с иммунопреципитацией продукта в I , I I , IV. 
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Продолжение табл. t 

эксплантат яйцеводов цыплят, . . 
»хрх»« фракция 

ткань яйцеводов цыплят . 
ядерная фракция яйцевода цыплят 
ткань яйцевода цыплят и кур . 

ткань яйцевода цыплят . 
Вителлогенин: 

«ечень шпорцевой лягушки . 

печень самца шпорцевой лягушки 
печень петухов (петушков) . 
печень петушков 

культура печени самцов 
Овомукоид: 

клетки яйцевода 

Лизоцим: 

ткань яйцевода курицы (цыпленка) 

Казеин: 
молочные железы мыши . 
молочные железы крыс . 
культура интактной молочной же­
лезы мыши 

культура эпителиальных клеток 
молочной железы крольчихи . 

эксплантаты молочной железы мы 
шей 

клетки экдометрия кроликов . 

Преобладающая мРНК ВЕНТРАЛЬ­
НОЙ ПРОСТАТЫ 

ткань вентральной простаты крысы 

Эстрадиол 
Прогестерон 

V Шиэтилстильбэстрод 
V [Диэтилстильбэстрол 
V [Эстрадиол 

[Прогестерон 
[Тестостерон 

V |Яексаметазоп 

IV |Эстрадиол 

II Диэтилстильб-
K i p o . i 

V 1Эстрадиол 

V |Диэтилстильб-
рстрол 
|Эстрадиол 

Диэтилстильб-
|эстрол 

[Кортизол 
[Пролактин 
[Прогестерон 
[Пролактин 

Кортизол 
Инсулин 
Пролактии 

Пролактин 
Кортизол 

Кортизол 
Инсулин 

(Пролактин 
Прогестерон 
Эстрадиол 

JTecTOcrepon 

+ + 
+ 
+ 
4-
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
f 

[109] 

[861 
[115] 
150] 
104] 
108] 
77] 

[101, 24, 
152, 167] 
[60, 611 
[71. 168, 37] 
[165] 

[149] 

[163] 

[86, 147] 

[148] 
I [86, 147] 

[27 
[28| 

[83, 84] 

[110] 

[159] 

[63, 112] 

+ [ 107, 139] 

122, 123] 

го материала, наличием такого сложного нуклеопротеидного комплек­
са, как хроматин, содержащий специфические регуляторные белки 
[4, 10, 11, 12, 20, 25, 79, 87, 116, 131, 161]. 

Использование принципа генетической индукции в обеспечении 
процессов жизнедеятельности у многоклеточных организмов не вызы­
вает сомнений. В ряде работ показано, что многие гормоны животных 
осуществляют свое регуляторное действие, изменяя содержание и ак­
тивность определенных ферментов в тканях-мишенях [21, 22, 23, 33, 39, 
41, 67, 128, 137, 143, 154, 158]. 

Возрастание ферментативной активности может быть следствием 
пак активации у ж е предсуществующих ферментов, так и синтеза фер­
ментных белков de novo. Работы по изучению молекулярных механиз­
мов действия гормонов дают нам примеры того и другого рода [9, 128]. 



рын 
40 It и 

i цен 
; п и . 

В соответствии с рекомендацией Комиссии по ферментам Между­
народного биохимического союза гормональной индукцией фермента 
нужно считать вызываемое гормоном увеличение синтеза ферментного 
белка (синтез фермента de novo) [ 7 ] . 

Критерии индуцибелыюсти ферментов в эукариотических системах 
следующие: 

1) повышение активности фермента в ткани-мишени под действи­
ем гормона-индуктора; 2) возрастание скорости синтеза индуцибель-
ного бедка под действием индуктора, тестируемое по включению радио¬
активных предшественников (аминокислот) в иммунопреципптат, кото-

г исследуемый белок и специфические антитела; 3) увечн­
ей станем гормона-индуктора количества M P I I K , кодирую-

нбе.тьный белок, что определяется по накоплению радиоак-
ihii (аминокислот) в специфических иммунопрецппптэ та., 

при трансляции суммарной м Р Н К в бесклеточной системе синтеза бел­
ка и по гибридизации комплементарной Д Н К ( к Д Н К ) , синтезирован­
ной па исследуемой м Р Н К . 

К настоящему времени установлено, что указанным критериям 
пндуппбелыюсти удовлетворяет целый ряд ферментов и других физио­
логически важных белков эукариотических тканей (табл. 1). Наибо­
лее исследованными индукторами являются следующие гормонькглю-
кокортнкоиды (гидрокортизон, кортизон, кортикостерон), минерало-
кортикоиды (альдостерон) , эстрогены (17р-эстрадиол, диэтилстильб-
эстрол) , аидрогены (тестостерон), гестагены (прогестерон), гормоны 
гипофиза, гормоны поджелудочной железы (инсулин, глюкагон). 
Данные анализа специфических м Р Н К , индуцируемых соответствую­
щими гормонами, приведены в табл. 1. На рис. 1 представлена общая 

схема метаболизма Р Н К и белка у эукариот. 
Отдельные районы генома транскрибируются 
РНК-полимеразой I I в РНК-предшественник 
цитоплазматической м Р Н К (первичный РНК-
транскрипт) . A priori можно выделить сле­
дующие уровни модуляции синтеза белка в 
клетке гормонами (рис. 1): изменения в ин­
тенсивности транскрипции гена РНК-полиме­
разой; избирательное влияние на ядерный 
гидролитический процессинг или ядерную мо­
дификацию специфических пре-мРНК; селек­
тивный транспорт специфических м Р Н К в ци­
топлазму; возрастание или снижение нуклеэs-
ной активности в цитоплазме, которое может 

1 избирательно стабилизировать м Р Н К или уси­
ливать ее -1 ! рн [;)11ию; исключение отдельной 
Й Р Н И путем комбинации с нптоплазматиче-

ipeccopoM: плане пин н трансляииои-
щпосгн специфических м Р Н К ; или. 
и емепеппя времени гшдужи.шн сам-»-
и изменения протеатнчй пктивипст. 

лы:ын контроль к а л | о м п< лнх yia-
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nine in он pi* i i - . i i !i ноги белка, 

весьма успешно используются методы экстрак-
» • гклнеи животных, синтез к Д Н К с помощью 

р а н е к р и ы а з ы и меченых дезокси-НТФ, методы 
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И а 1едуя кинетику гибридизации м Р Н К с к Д Н К , можно рассчи-

' в ткани и число ко-ь Ч Н 1 to ра {личных РНК-последовательностей 
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пий каждого вида м Р Н К на клетку. В результате, сравнивая образцы 
«РНК, выделенной из тканей с различным гормональным статусом, 
удается выявить индуцируемые гормонами специфические типы м Р Н К 
[60,61,77, П 2 , 124, 139, 148, 149, 153, 158]. 

ГЛЮКОКОРТИКОИДНЫЕ ГОРМОНЫ - ИНДУКТОРЫ ПРОЦЕССОВ 
ТРАНСКРИПЦИИ И СИНТЕЗА ФЕРМЕНТОВ 

В КЛЕТКАХ-МИШЕНЯХ 

Основным физиологическим эффектом П-оксикортикостероидов 
(глюкокортикоидов) в организме млекопитающих, в частности гидро­
кортизона (кортизола) у человека и собаки и кортикостерона у крысы 
н мыши, является усиление гЛоконеогенеза и активация катаболизма 
аминокислот, вовлекаемых в процесс глюконеогенеза. Молекулярным 
выражением этих процессов является вызываемое глюкокортикоидами 
увеличение активности соответствующих ферментов в клетках тканей-
мишеней (рис. 2) . Повышение активности ферментов катаболизма 

Внеклеточное 
пространство 
Периферические 
ткани, Ьклтаю 
щиеся Ь отЬет 
на на глюкокор-
лшдаЗы 

Печеночная клетна 

Влияние гормокоб на транскрипцию 

\ 
Специфические мРНК 

Медл t " л быстро / й л 5 ы с т р е \ 
•ОАлянин и Траптотан-и Тирозин 
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I 
! 
I 

Г-6-Ф-_ ! 
1 С Глюкоза)^ 
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Н,0 

I 
Лаливмины-

СО, 

TJ цАМФ -

Г-1-Ф ащюрилаза - Ф 
CN актишя 

С Гликоген ) 
Гликоген-
синтетсза 

I 

цюсаярцлаза 

г. Кияпзо 
ороссрорилазы 

Неактивная 
фоарорилаза 

Hnc. 2. .Метаболические эффекты в клетках печени, индуцированных глюкокортикои­
дами [38]. 

Стрелками о б о з н а ч е н ы : * ^ — с т и м у л я ц и я г л ю к о к о р т и к о и д а м и : JJ - п о с л е д у ю щ е е повышение с о ­

д е р ж а н и я инсулина . 

аминокислот, индукция всех ферментов мочевинообразования [62, 140, 
I41, 142] приводят к выделению азота в виде мочевины и вовлечению 
углеводных остатков аминокислот в метаболизм углеводов [134, 151]. 

Индукция триптофаноксигеназы. Хорошо изученным пндуцибель-
ьым ферментом печени крыс является триптофанпирролаза (трипто-
фаноксигеназа — ТО, КФ, 1.11.1.4), катализирующая превращение 
триптофана в кипуреппп. Установлено, что инъекция гидрокортизона 
ннтактным животным приводит к быстрому (уже через 1 ч) возраста­
нию активности этого фермента, которая достигает максимума через 

69 



3—5 ч; через 8—10 ч активность фермента возвращается к исходному 
уровню [44, 58]. Установлено, что глюкокортикоиды — индукторы 
ТО — эффективны также in vitro в интактной печени и в клетках гепа-
томы, переведенных в культуру [95, 166, 169]. 

Используя специфические антитела к ТО печени, исследователи 
показали, что гормональная индукция активности ТО сопровождается 
соответствующим возрастанием в печени уровня иммунохимически 
детектируемого ферментного белка [57] . 

Выявлен следующий ряд событий, обеспечивающих глюкокортико-
идную индукцию ТО в печени: а) гормон (глюкокортикоид) проникает 
в клетки печени; б) в цитоплазме (цитозоле) гормон связывается со 
специфическим цитоплазматическим белком, глюкокортикоидным рецеп­
тором; в) комплекс глюкокортикоид •— рецептор трансформируется 
в цитозоле в активную форму (активируется) ; г) активированный гор-
мон-рецепторный комплекс проникает в ядро и связывается с хрома­
тином; д) в результате индукции транскрипции резко возрастает уро­
вень специфической м Р Н К , кодирующей ТО; е) на конечном этапе 
резко возрастает скорость синтеза этого фермента, что выражается 
Б увеличении количества ТО на гепатоцит. 

Установлено, что на протяжении фазы собственно индукции син­
теза фермента (1—5 ч) содержание м Р Н К для ТО в клетках печени 
пропорционально возрастает. Во время деиндукции, когда уровень фер­
мента падает (6—8 ч) , содержание м Р Н К - Т О т а к ж е снижается. 

Индукция тирозинаминотрансферазы. К группе ферментов печени, 
участвующих в катаболизме аминокислот и индуцируемых кортизо-
лом, относится тирозинаминотрансфераза (ТАТ, 1-тирозип : 2-оксоглу-
таратаминотрансфераза , КФ 2.6.1.5). Индукция синтеза ТАТ в печени 
крыс — один из наиболее детально изученных примеров гормональ­
ной индукции и является адекватной моделью для изучения реализа­
ции генетической информации у млекопитающих. 

ТАТ катализирует процесс переаминирования между L-тирозином 
и а-кетоглутаровой кислотой с образованием глутаминовой и я-окси-
фенилпировииоградноп кислоты — первую и ключевую реакцию ката­
болизма L-тирозина [97] . Продукты этой реакции участвуют в угле­
водном и азотистом обмене и в синтезе пуринов [38, 56, 133]. 

Установлено, что однократное введение как интактным, так и 
адреналэктомированным крысам кортизола приводит к резкому уве­
личению активности ТАТ в печени [105], при этом максимальное 
увеличение активности (в 5 —7 раз) наблюдалось через 5 ч после вве­
дения гормона^, а через 18—20 ч активность фермента снижалась до 
исходного уровня [95, 105, 106]. Возрастание активности ТАТ в печени 
крыс под влиянием кортизола обнаруживает линейную зависимость 
от дозы гормона в пределах от 0,5 до 5 мг/100 г веса тела животного; 
активность ТАТ в почке и сердце при этом не увеличивается [96, 106]. 
Гидрокортизон индуцирует синтез ферментного белка de novo. Убеди­
тельные доказательства этого положения были получены при радио-
иммунологическом определении количества ТАТ в печени крыс после 
введения гидрокортизона [92, 93, 94]. В этих экспериментах установ­
лено, что повышение ферментативной активности при индукции обус-
iов. l e n t ) возрастанием скорости синтеза ТАТ [93, 94] . Аналогичные 

данные получены при иммунохимическом определении количества ТАТ 
в культуре клеток гепатомы, инкубированной с глюкокортикоидом 
дексаметазоном [74] . Возрастание активности ТАТ в печени, вызван­
ное гидрокортизоном, тормозится при введении одновременно с гормо­
ном ингибитора синтеза Р Н К актиномицина и, следовательно, опосре­
дуется ДНК-зависимым синтезом Р Н К [49, 64, 65, 75]. 

При перфузии изолированной печени крыс установлено, что гидро-
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кортизон, так же как и in vivo, вызывает увеличение активности ТАТ 
в клетках печени [29, 72, 76, 117]. Индуцированное гидрокортизоном 
повышение активности ТАТ блокируется ингибитором транскрипции 
актиномицином D [29, 76] и ингибиторами трансляции — пуромицином 
л циклогексимидом [29, 72]. Сходство закономерностей индукции ТАТ 
под действием гидрокортизона in vivo и при действии гормона на изо­
лированную печень указывает на то, что она является результатом 
прямого взаимодействия гормона с органом-мишенью. Это положение 
подтверждается работами по исследованию индукции ТАТ в культуре 
клеток [69, 103, 129, 160]. 

Индукция синтеза мРНК, кодирующих тирозинаминотрансферазу 
и триптофаноксигеназу. В 1968 г. Ланг и др. [102] показали, что под 
действием гидрокортизона в печени крыс усиливается синтез м Р Н К , 
программирующей ТАТ. Синтез этой м Р Н К начинается уже через 
30 мин после введения гормона. Выделенная из печени фракция такой 
мРНК программировала синтез ТАТ в бесклеточной системе. Эта 
фракция сохраняла свою матричную активность после обработки 
трипсином и повторной экстракции фенолом, что служило доказатель­
ством отсутствия в ней примеси ТАТ. Введение в инкубационную смесь 
пуромицина и исключение из смеси хотя бы одной из аминокислот рез­
ко тормозило образование ТАТ под влиянием исследуемой фракции 
РНК. Синтез ТАТ in vi t ro не происходил при замене микросом печени 
рибосомами из Е. coli; обработка фракции м Р Н К рибонуклеазой резко 
снижала матричную активность препарата, тогда как дезоксирибону-
клеаза не оказывала такого влияния. Полученные факты позволили 
авторам заключить, что введение крысам гидрокортизона стимулирует 
в печени накопление информационной Р Н К , программирующей тиро­
зинаминотрансферазу [102]. Позднее исследовали [132] влияние гид­
рокортизона на уровень полисомныд м Р Н К в печени крыс, кодирую­
щих ТАТ и ТО, и сравнили изменение концентрации м Р Н К в ткани 
с кинетикой индукции ферментов. Были выполнены две серии экспери­
ментов, одна с малыми дозами (2 мг/100 г веса тела) и другая с вы­
сокими дозами (20 мг/100 г веса тела) гидрокортизона. Крыс предва­
рительно адреналэктомировали для устранения эффектов эндогенных 
глюкокортпкоидов и других адреналовых факторов. Затем выделяли 
мРНК из цитоплазматических компонентов, преципитируемых MgCb, 
и исследовали количество специфических транслируемых м Р Н К ТАТ 
и ТО. Показано [132], что введение гидрокортизона вызывает резкое 
возрастание количества транслируемых м Р Н К , ТАТ и ТО. Макси­
мальные уровни м Р Н К наблюдаются через 4 и 6 ч в случае малых и 
высоких доз гормона соответственно. Возвращение уровня м Р Н К к 
контрольным величинам наблюдается раньше (через 8 ч) после вве­
дения малых доз гидрокортизона, чем после введения высоких д о з , — 
в последнем случае уровень м Р Н К возвращается к контрольным вели­
чинам через 14 ч. 

Изменение содержания м Р Н К для ТАТ подобно таковому для 
мРНК ТО и параллельно кривой изменения активности фермента с от­
ставанием по фазе в 2 ч. Максимальные уровни м Р Н К для ТАТ и ТО 
после введения высоких доз гидрокортизона были в 3—4 раза выше, 
чем после введения малых доз гормона. 

Эти данные о действии малых доз гидрокортизона на содержание 
мРНК—ТАТ совпадают с более ранними наблюдениями [146, 147], 
согласно которым кривые изменения ферментативной активности па­
раллельны кривым динамики количества м Р Н К ( и пик ферментатив­
ной активности отстает на 2 ч от пика активности м Р Н К ) . Уровни 

М Р Н К хорошо коррелируют с уровнями ферментативной активности, 
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составляя соответственно в 3—4 раза большие величины при введении 
высоких доз гормона, чем при введении низких доз [146]. , • 

Аналогичные результаты получены при трансляции поли-А+-мРНК, 
выделенной из печени индуцированных 
гидрокортизоном крыс, в бесклеточной 
системе из ретикулоцитов кролика [51, 
52]. Показано, что семикратное возра­
стание содержания м Р Н К для ТАТ на­
блюдается через 5 ч после введения гид­
рокортизона, а через 8 ч содержание 
м Р Н К возвращается к нормальному 
уровню. Максимальное возрастание фер­
ментативной активности примерно совпа­
дает с максимумом синтеза мРНК—ТАТ 
(рис. 3) [52]. Сходные результаты были 
получены [95, 96] при трансляции сум­
марной полисомной м Р Н К , выделенной 
из печени индуцированных крыс, в ооци-
тах Xenopus laevis [113, 114]. 

Прослеживается прямая связь меж­
ду концентрацией кортикоетероидов в 
крови и уровнем индукции тирозинами-
нотрансферазы в печени крыс [119]. 
При этом наблюдается т а к ж е прямая 
зависимость между интенсивностью на­
сыщения глюкокортикоидного рецептора 

стероидами, уровнем транслокации гормон-рецепторного комплекса в 
клеточное ядро и связывания его с хроматином и интенсивностью син­
теза специфической м Р Н К и Ферментного белка ТАТ в клетках печени 
[98, 119]. 

Таким образом, косвенные данные свидетельствуют, что накопле­
ние мРНК—ТАТ и м Р Н Х — Т О после гормональной стимуляции есть 
результат возрастания скорости синтеза м Р Н К . Подобное возрастание 
ур1 iincii транслируемых м Р Н К наблюдается в различных тканях после 

ч [-пня разных стероидных гормонов, свидетельствуя о едином меха-
Ш 1 'мс их действия [31, 33, 40, 50, 81, 107, 112, 123, 138, 149, 153, 158, 
168]. 

Влияние гидрокортизона на аппарат трансляции. Известно, что 
при индукции гидрокортизоном в печени крыс усиливается синтез 
р Р Н К и Д — Р Н К (ДНК-подобной Р Н К , относящейся к типу про-
м Р Н К ) . Гидрокортизон стимулирует также синтез Р Н К в изолирован­
ных ядрах печени крыс при инкубации in vitro [13, 30]. В то же время 
влияние стероидных гормонов на процессы накопления матричных 
Р Н К в полирибосомах, изменения их синтеза, распада функциональ­
ной активности при гормональной индукции изучены сравнительно 
слабо. 

Нами было исследовано влияние гидрокортизона на содержание 
вновь синтезированной п о л и - А + - м Р Н К в полирибосомах печени крыс и 
ее трансляционную активность в разные сроки после введения гормо­
на. Изучали также влияние гидрокортизона на распределение полири­
босом печени по размерам в динамике индукции. 

Через 3—5 ч после введения гидрокортизона возрастает удель­
ная радиоактивность полисомной п о л и - А + - м Р Н К ; через" 12—16 ч этот 
показатель снижается до исходного уровня .(рис. 4 ) . Введение гидро­
кортизона существенно не влияет на удельную радиоактивность пула 
•ерндиионых нуклеотидов (предшественников синтеза Р Н К ) . Обнару-

(') (?) 

Рис. 3. Кинетика индукции 
ТАТ и мРНК—ТАТ гидрокор­
тизоном (а) п ,тш">\ I прплапк-

ло-АД\Ф 1>Л. 
h I пиши-] ь мТЧ I К Т Л Т I 

. п и » ) it Т Л Г 
Ci . i i , . , спсцнфаЧ'^'ииЯ .ч,71!Н 

п о с т а ) . У к а з а н н ы е ьс.-ичн п и пред­
с т а в л я ю т с т а н д а р т а hi ошиГ' .с 
оп]н-делен| |я , и с п о л ь н ю щ е т о три 

о т д е л ь н ы х и з м е р е н и я . 
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ж е н о накопление меченой поли-А+-мРНК в полирибосомах печени че-
,. е з з _ 5 ч после введения гормона животным. 

При индукции изменяется функциональная активность самой 
мРНК: удельная трансляционная активность полисомной поли-А + -
мРНК печени существенно (в 2—2,5 раза) повышается через 2—4 ч 
после введения гидрокортизона и снижается к 12 ч посла инъекции. 

Под влиянием гидрокортизона изменяется распределение полири­
босом печени по размерам. Относи­
тельное содержание тяжелых полири­
босом (350—412 S, 12—16 моносом) 
достигает максимума через 4—8 ч ин­
дукции, а спустя 16 ч их содержание 
становится таким же, как в печени 
интактных крыс (рис. 5) . Относитель­
ное содержанке легких полирибосом 

I f 18! 

| £ 401 С 

О 1 5 5 7 9 V 15 15 

Рис. 4. Характер изменения удельно}! 
радиоактивности полн-А'-мРНК С) 11 

активности ТАТ (2) под действием гид­
рокортизона. 

Рис. 5. Изменение относи­
тельного содержания тяже­
лых (а, 350—412S) и лег­
ких (б, 80—150S) полирнбо-
со.м в печени крыс по ..те 
введения жнвогпмм ' и 1 "о-

кор.изопа. 

(80—150 S, 1—3 моносомы) в печени крыс снижается через 5—9 ч 
после введения гидрокортизона, а затем, восстанавливается. 

В последующем было показано, что при трансляции полисомной 
полн- - м Р Н К печени в бесклеточной системе из зародыш;. ненн'ды 
синтезируется белок, специфически осаждаемый антителами к анод-
еому пзоферменту ТАТ. При трансляции in vitro полисомной поли-
А--мРНК из печени крыс, индуцированных гидрокортизоном, наблю­
даемся [10] усиленный приблизительно в 2 раза по сравнению с тико­
вым у интактных животных синтез индуцируемого изофер мента ТАТ: 

Т11 п п од и - А • с о д е р ж a i не й 
P I I \ из полирибосом 
Печени крыс: 
Эндо геи"1,!| | синтез 
(без мРНК печени) 
РНК из пе-тенм 
интактных крыс 
Р! IK из печени крыс, 
индуцированных гидро­
кортизоном 

Общий белок, 
имп мин: 

18 773 

134 316 

142 776 

Белок в н.м.мунонреципи-
т и те , имп.мпн: 

236 

fi36 

I4SI 

При неизменной скорости деградации м Р Н К в процессе индукции 
гидрокортизоном наблюдаемое возрастание синтеза индуцибельного 
фермента в бесклеточной системе должно быть следствием усиленного 
синтеза и накопления в полирибосомах соответствующей специфиче­
ской м Р Н К . 
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В усиленный синтез белка-антигена может вносить определенный 
вклад и вызываемое гидрокортизоном возрастание трансляционной 
активности м Р Н К . 

Анализ синтеза мРНК путем гибридизации со специфической 
кДНК—ТАТ. По результатам бесклеточного синтеза, а также по дан­
ным пммунохимического фракционирования полирибосом печени анти­
телами к индуцируемому изоферменту ТАТ содержание специфической 
мРНК для ТАТ в печени индуцированных гидрокортизоном крыс со­
ставляет 0,5—1,0%- Развитие методов иммунохимического фракциони­
рования полирибосом позволило разработать способ выделения специ­
фической м Р Н К , кодирующей ТАТ [ 1 , 2, 17]. 

Выделение состоит из 2 этапов: 1) получение фракции специфиче­
ских по шриоосом печени путем афинной хроматографии на колонках 
с иммуиосорбентом; 2) выделение п о л и - А + - м Р Н К из^ фракции специ­
фических полнрибосом на колонке с поли-У-Сефарозой 4В (рис. 6 и 7). 

Рис. О. Хроматография полирнОо-
сом, RMir .k i i i iux in in ':r,im крыс, 113 
иммуносорбснте ( a i n i i ТЛТ-Сефаро-

зе 4В). 
/ профиль оптической плотности при 
~'' ( | им, 2 - - профиль р а д и о а к т и в н о с т и . 

Рис. 7. Афинная хроматография 
специфической фракции полирибо­
сом печени на колонке с по­

ли (У)-Сефарозои. 

Выход специфической мРНК-ТАТ в наших экспериментах состав-
ля.! 0,1—0,2 ед. А2бо на 1000 ед. полирибосом (табл. 2); молекуляр­
ная масса выделенной Р Н К — 5—6-10 5, что соответствует молекуляр­
ной массе кодируемого пептида 50 000—60 000. Специфическая 
ыРНК-ТАП обладала матричной активностью в бесклеточной белок-
c i i i i i i о:рлтошен системе и программировала белок, осаждаемый анти¬

: л к I А I п имеющий молекулярную массу до 40 000. 

Выделение из печени крыс специфической мРНК, программирующей 
синтез тирозинаминотрансферазы* 

>6 экспе­
рни Н Г.1 

Кил-»-, 
крыс. п.т. llf'IL'HIi, I" 

Кол-во пплпрн-
бисом, е д . 260 

Кол-во специфи­
ческое! м Р Н К , 

е д . 260 

2<0 280 
Mi I l k 

Выход мРНК, 
е д . мРНК'1000 

е д . ПРС 

1 
•» 
3 

13 
12 
12 

m 
71 

4040 
4510 
2790 

0,85 
0,55 
0,25 

3,7 
2,09 
2,19 

0,21 
0,12 
0,089 

я 4 ч до забоя вводили гидрокортизон-ацетат в дозе 5 мг/100 г веса. 
!ментах использовали одну и ту же колонку с анти-ТАТ-Сефарозой; 

"•(мровалн 0,1 М глицин-HCl рН 2,5; 1 ед. полирибосом (ПРС) соответ-
I. при 260 им [17]. 
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Метод представляется перспективным для выделения минорных 
мРНК из эукариотических клеток, получения к Д Н К и последующего 
изучения структурной организации генома. 

В специальных экспериментах были 
подобраны условия, обеспечивающие син- имн/мим 

Номера фракции 

Рис. 8. Анализ размеров кДНК, 
синтезированной по ыРНК-ТАТ, 
в щелочном градиенте плотности 
сахарозы (5-20%-иый градиент, 
ротор SW 50.1, 5°С, 45 000 

об/мин, 10 ч). 

тез высокополимерных к Д Н К на различ­
ных мРНК эукариот [ 6 ] . Д л я препара­
тов мРНК-ТАТ эти условия были до 
полнительно оптимизированы [ 3 ] . 

В результате удалось повысить дли­
ну синтезируемых продуктов в реакции 
обратной транскрипции до 8—9 S, т. е. 
до 600—650 нуклеотидов, а в отдельных 
экспериментах была получена к Д Н К — 
ТАТ с коэффициентом седиментации 
12—13 S (рис. 8) . Такие препараты 
кДНК пригодны для проведения молеку­
лярной гибридизации с п о л и - А + - м Р Н К , 
выделенной из полирибосом печени крыс 
[169]. Д л я определения изменения кон­
центрации специфической мРНК-ТАТ в полириоосомах печени крыс 
при индукции гидрокортизоном использовали метод молекулярной гиб­
ридизации к Д Н К с п о л и - А + - м Р Н К [ 3 ] . 

Анализ полученных кривых гибридизации показал, что через 4 ч 
после введения гормона в полирибосомах печени крыс содержание 
специфической м Р Н К - Т А Т увеличивается в 3—4 раза, а через 16 ч 
после индукции оно возвращается к норме. Как отмечалось выше 
[132], по анализу радиоактивности специфических преципитатов были 
получены сходные результаты — количество транслируемой мРНК-ТАТ 
I мРНК триптофаноксигеназы в печени увеличивалось после вве­
дения адренал-эктомированным крысам гидрокортизона [132]. Ана­
логичные результаты получены нами [16] при трансляции суммарной 
полисомной поли-А+-мРНК печени в бесклеточной белоксинтезирую-
шей системе из зародышей пшеницы (см. табл. 2) , а т а к ж е при транс­
ляции таких м Р Н К в ооцитах Xenoptis laevis [113] и в бесклеточной 
системе из ретикулоцитов кролика [52] . 

По данным гибридизации суммарных м Р Н К со специфической 
кДНК-ТАТ значительное возрастание содержания мРНК-ТАТ наблю­
дается в период собственно индукции (1—4 ч) , а снижение — в пост­
индукционный период (16 ч ) . Учитывая, что увеличение содержания 
специфической м Р Н К - Т А Т при индукции гидрокортизоном происходит 
на фоне возрастания удельной радиоактивности полисомной поли-А + -
мРНК [16, 17], можно сделать заключение о том, что в индукционный 
период усиливается синтез специфической м Р Н К и накопление ее 
в полирибосомах. В постиндукционный период синтез мРНК-ТАТ тор­
мозится, и происходит ее быстрый распад. Таким образом, усиление 
синтеза специфической мРНК-ТАТ в индукционный период регулиру­
ется на транскрипционном уровне. 

Ранее было показано, что активность ТАТ в печени через 4 ч по­
сле индукции гидрокортизоном возрастает в 8—10 раз , что происходит 
за счет синтеза белка de novo [93, 94] . Несоответствие увеличения 
синтеза фермента с возрастанием количества мРНК-ТАТ в цито­
плазме, по-видимому, можно объяснить усилением общей трансляци­
онной активности полисомного аппарата и возрастанием удельной 
трансляционной активности самой м Р Н К [16, 17]. Возрастание синтеза 
специфической м Р Н К - Т А Т . в первые часы индукции гидрокортизоном 
свидетельствует о. том, что транскрипционный уровень, основанный на 
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активации специфических фракций хроматина, является основным » 
осуществлении гормональной регуляции. 

Как указывалось выше, при индукции гидрокортизоном увеличи­
вается также матричная активность п о л и - А ч - м Р Н К , выделяемой из 
колирнбосом печени. Это может быть связано с особыми структур­
ными свойствами индуцируемых м Р Н К , например изменением степени 
полнаденилирования, изменением размеров молекулы вследствие за­
держки деградации мРНК, изменением вторичной структуры (конфор-
мацип) Р Н К и т. п. Вероятно, под действием гидрокортизона синтези­
руются молекулы поли-А^-мРНК, обладающие повышенной способно­
стью к инициации белкового синтеза [85, 99] . Можно думать , что уве­
личение доли тяжелых полирибосом при индукции гидрокортизоном 
обусловлено возрастанием скорости инициации белкового синтеза на 
индуцированных м Р Н К . 

про-мРНК. 

A D В Е С 

j \7ражкрищи> \ 

\Процессинг | 

мРНК | Кзпииг,попиаденилиробание 

[Модификация структуры 

| [ Деградация мРНК[| 

| [ Трансляций""! 

{Деградация nennuirfl. 

^ 0 

Рис. П. Влияние стероидных гормонов па процессы транскрипции н трансляции в к.тет 
Мх-ммшенях. 

I — . геронднын г о р м с н ; А. В. С — с т р у к т у р н ы ! гены — ькаоны: Г), Е — нитроны: ( - И — у с и л е н и е 
процесса : I - ) — т о р м о ж е н и е процесса . 

глюкокортикондноп индукции усиливается активность белок-
чошего аппарата клеток-мишеней в целом, что отражается 

I . нии активности отдельны* его компонентов. Таким образом-
кается быстрая реализация физиологического эффекта гор-

п I рис . 9 ) . 
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СТЕРОИДНЫЕ ГОРМОНЫ И ОРГАНИЗАЦИЯ ГЕНОВ 

Для выяснения тонких механизмов гормональной регуляции син-
н-за мРНК в клетках эукариот, кодирующих нндуцибсльные фермен­
ты, необходимо изучить структурно-функциональную организацию со­
ответствующих генов, особенно их регуляторных участков, включаю­
щих акцепторные локусы для узнавания стероид-рецепторных комплек­
сов. В последние годы интенсивно развиваются исследования как эк-
зан-«нтронной организации генов, кодирующих индуцируемые гормо­
нами белки, так и первичной структуры акцепторных локусов, опозна­
ваемых в хроматине клеток-мишеней комплексами стероидный гор-
,;<:!: - . .пешвипованиый белок-рсцептор [48, 70, 73, 111, 126, 145, 157J. 

Е результате изучения структурно-функциональной организации 
генов овальбумина [341, триптофанокспгеназы [145], вируса опухолей 
.келез м ы ш е й — ММТ 42, 53] и других генов, анализа структуры ак­
цепторов для гормсн-рецеглорпых комплексов, локализованных в со-
слаге соответствующих генов, проведена предварительная «инвентари­
зация» первичных структур акцепторных участков Д Н К для ряда сте­
роидных гормонов, постулировано существование универсальных пер-
•м:чу лх структур в составе акцепторов гормонов («consensus») [47, 48, 
G6, 111, 125", 15*7]. 

В качестве примера индуцибельнсго гена следует рассмотреть ор-
:оцию гена триптофанокспгеназы (ТО) печени крыс. Ген ТО раз­

мером около 19 тыс. п. н. (килобаз — кЬ) включает 12 экзонов, пре­
рываемых 11 нитронами (рис. 10) [145]. Структурный ген ТО коди-

рс ТО - • 
рс ТО - 2 

5 12 3 7 М И Л 3 
оо-о п — с — с - о—о—о—о о 

с АБС . D : " С Н I j К L ~ 
д п £ 2 и -
шли I 

L I , i ! 2 L , , 

i 
хто? 

I . CR 

25 30 kb 

Рис. Ю. Организация гена, кодирующего ТО печени крыс. 
о — л о л а л и з а п н я э к з о н о в {Л— L ) и нитронов ( / — / / ) , выявленных при г е т е р о д у п л с к с н о м а н а л и з е : 

б — р а с п о л о ж е н и е сайтов рестрикции: г— нп.:.ла в к Ь | 1 4 5 ; . 

руст м Р Н К - Т О . состоящую из 1900 пуклеотидов (за исключением по-
яи-А-сегмсита). О б щ а я длина 12 экзонов гена Т О — 1875±98 нуклео-
nuoD, соответствует определяемо!"] величине м Р Н К - Т О . Ген ТО пред-
мвлен в геноме единственной копией. 

Эксперименты с Si-иуклеазой выявили два отдельных сайта ини­
циации транскрипции в 5-концевом регуляторпом районе гена ТО. 
была определена первичная структура участка Д Н К гена ТО разме­
ром 766 пуклеотидов, начиная с 5'-конца. В этой последовательности 
пуклеотидов большой сайт инициации транскрипции находится в п о л о -
ж-.м.и + 1 , и минорный с а й т — 1 8 0 пуклеотидов, отступя от первого. 
Между нуклеотидами (—23) и (—29) большого сайта инициации 
транскрипции локализована нуклеотидпая последовательность 
САТАААА, представляющая вариант последовательности ТАТАААА 
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(consensus), характерной для промоторв-ого сайта РНК-полимеразы I I 
эукариот [35]. Между нуклеотидами (—72) и (—80) имеется «СААТ-
бокс», соответствующий боксу, присутствующему в большинстве эука­
риотических генов [32] . В позициях от (—203) до (—209) локализо­
ван промоторный ТАТА-бокс. Оба промотора (САТА-промотор и ТАТА-
промотор) эффективно функционируют в системе транскрипции in 
vitro. Трансляция инициируется с кодона АТС, находящегося в 4-93 
положении нуклеотидной цепи. 

С помощью компьютерного анализа авторы сравнили 766 нуклео­
тидов гена ТО с первыми 220 нуклеотидами от старта инициации 
транскрипции в большом терминальном повторе (LTR—long terminal 
repeat) вируса опухолей молочных желез мышей ( M M T V — mouse 
mammary tumor virus) [53] . 

Известно, что для индукции экспрессии гена M M T V L T R синтети­
ческим глюкокортикоидом дексаметазоном необходима специфическая 
нуклеотидная последовательность Д Н К (акцептор) , связывающая гор-
мон-рецепторный комплекс (CRP — glucocorticoid receptor protein). 
После транскрипции эта последовательность локализована в первых 
200 нуклеотидах, начиная от кэпа (шапочки) м Р Н К [46, 73]. Шмид 
и др. [145] нашли в положении от (—101) до (—ПО) гена ТО после­
довательность 5-ТСАСТТСТСА-З, имеющую 7 или 8 (из 10) нуклеотидов, 
сходных с подобной последовательностью, присутствующей в позициях 
(—102—111) гена M M T V L T R : 

ТСАССТСТСА [53] ; ТААССТСТСА; ТСАСТТСТСА ТО [145]; 
ТСАССТСТТА. 

Вероятно, эти последовательности служат контрольными сигнала­
ми в составе акцепторов С Р Р при глюкокортикоидной индукции этих 
генов. 

Аналогичную гену ТО структуру имеет ген тирозинаминотраисфе-
разы печени крыс [155]. На первом этапе работы Шерер и сотр. осу­
ществили клонирование в плазмидном векторе (pBR 322) комплемен­
тарной Д Н К , соответствующей зрелой м Р Н К тирозинаминотрансфе-
разы. 

Клонированная кДНК-ТАТ в последующем использовалась для 
отбора геномных фрагментов Д Н К из библиотеки генов крысы. 

Структурный ген ТАТ был изолирован в составе рестрикциопных 
фрагментов Д Н К крысы, клонированных в /.-векторе. Согласно дан­
ным гетеродуплексного анализа мРНК-ТАТ, имеющая в длину 2,4 кв, 
кодируется геном, насчитывающим 11 кЬ и содержащим 11 нитро­
нов [ 155]. 

Была проанализирована 5'-концевая нуклеотидная последователь­
ность гена ТАТ. В ее составе обнаружена характерная структура 
(5-Т-С-Т-Т-С-Т-З), присутствующая в составе большого концевого 
повтора (I.TR) M M T V и участвующая в специфическом взаимодейст­
вии с I . п о к о к о р I икондным рецептором. В результате выяснения мно­
жественное i п регулирующих воздействий гормонов на транскрипцию 
определенного пндупипелнного гена сложилось представление о муль-
тигормопн.пиши генетической индукции [19 ,58] . 

В рамках -лих представлении уместно допустить существование 
иных акцепторных локусов для различных гормон-рецептор-

•в в составе определенного индуцибелыюго гена; это 
ила бы возможность реализации множественных гормональ­

ных сигналов на генетическом уровне. Наличие же одинаковых ак-
;е е i мри:: •. участков и составе различных генов могло бы обеспечить 
способность одного мимического индуктора включать (или репрес­
сировать) различные единицы транскрипции. 
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Summary 

A survey of world literature on hormonal regulation of mRNA synthesis in ani¬
mals is given. Special attention • is paid to modern methods of mRNA identification 
(reverse transcription, hybridization in vitro). The molecular correspondence of 
acceptors (7—10 nucleotids in DNAs) to glucocorticoid receptor has been shown. It is 
suggested that such acceptors are ,nultiple and correspond to different specialized 
hormonal signals. , 
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