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Участь протеїнкiназ, що активуються мiтогенами,

i фактора транскрипцiї АР-1 в перенесеннi

регуляторного сигналу кортикотропiну

в адренокортикоцитах щурiв

(Представлено членом-кореспондентом НАН України М.Д. Троньком)

The messenger mechanisms mediating corticotropin regulatory signals in adrenal cortex are
studied. We have measured the secretion of corticosteroids, levels of ERK1/2, JNK, p38 mi-
togen-activated protein kinases, and transcription factors с-jun and с-fos in adrenal cortex of
rats after the corticotropin treatment. ACTH increased the ERK1/2 level by a factor of 1.5 in
adrenocortical tissue. The level of ERK1/2 was decreased in 6 h after the corticotropin injecti-
on. ACTH influence on the JNK level is very significant. The protein kinase JNK level was 2
times higher after 1 h and decreased after 6 h of the corticotropin treatment. The level of p38
kinase was not changed under these conditions. The role of the transcription factor AP-1, whi-
ch includes the c-fos and c-jun factors, attracts attention in realization of corticotropin signal
transduction. C-jun was increased 2-fold by 1 h, and c-fos was increased 1.7-fold after 6 h
of ACTH treatment. Together these findings suggest that JNK kinase and the transcriptional
factor c-jun mediate the fast corticotropin signal transduction in adrenocorticocytes.

Кортикотропiн (АКТГ) є основним регулятором ендокринної активностi та росту наднир-
кових залоз. Зв’язуючись з рецепторами, якi асоцiйованi з Gs-бiлками, вiн активує аденi-
латциклазу, що призводить до збiльшення внутрiшньоклiтинного рiвня cAMP та активацiї
протеїнкiнази А (ПКА) [1, 2]. Дослiдження адренокортикальних неоплазiй дозволило вияви-
ти велику кiлькiсть сигнальних шляхiв, змiнених порiвняно до нормальної тканини кори
надниркових залоз. Хоча трансдукцiя сигналу кортикотропiну в корi надниркових залоз
є необхiдною для забезпечення адренокортикальної функцiї i опосередковується здебiль-
шого сАМР-залежною ПКА, iснує припущення, що цей шлях перенесення сигналу може
водночас призводити до пригнiчення росту адренокортикальної пухлини.

Останнiм часом одержано чiткi данi про те, що дiя АКТГ опосередковується не тiльки
сАМР i протеїнкiназою А, кортикотропiн запускає розгалужену систему трансдукцiї сигна-
лу, окремi компоненти якої взаємодiють на рiзних етапах [3]. Вiн здатен активувати iншi
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протеїнкiнази, особливу увагу дослiдникiв привернула протеїнкiназа С (ПКС) [2, 4–6] i про-
теїнкiнази, що активуються мiтогенами (МАР-кiнази) [7–9]. Вiдомо, що АКТГ викликає
транслокацiю ПКС з цитозолю до мембран та її активацiю [4, 5]. Пiд впливом АКТГ in
vitro у мiкросомальнiй фракцiї адренокортикоцитiв iмовiрно збiльшується загальна актив-
нiсть протеїнкiнази С на тлi збiльшення продукцiї 11-гiдроксикортикостероїдiв тканиною
надниркових залоз [2]. АКТГ викликає швидку активацiю протеїнкiназ, що активуються
мiтогенами, ERK1/2 [7] i JNK [8] у клiтинах Y1, отриманих з пухлини надниркових залоз
мишей.

Ядерний етап перенесення сигналу АКТГ полягає в активацiї факторiв транскрипцiї та
регуляцiї експресiї специфiчних генiв стероїдних гiдроксилаз. Продукти протоонкогенiв c-
jun та c-fos, бiлки jun i fos, утворюючи гомодимернi та гетеродимернi комплекси, входять до
складу фактора транскрипцiї АР-1, який є надзвичайно важливим елементом трансдукцiї
i амплiфiкацiї сигналу кортикотропiну в ядрi [8, 10]. Короткостроковий вплив АКТГ викли-
кає зростання рiвня c-fos бiлка в клiтинах Y1 [7]. При хронiчному введеннi АКТГ мРНК
c-fos знижується до контрольного рiвня. Все це дуже ускладнює перенесення сигналу кор-
тикотропiну, оскiльки встановлено, що експресiя факторiв транскрипцiї i специфiчних генiв
опосередковується, з одного боку, сАМР-залежною протеїнкiназою А [1, 3], з iншого — про-
теїнкiназою С [4–6], можливою є також трансрегуляцiя з боку месенджерного каскаду, до
якого залученi протеїнкiнази, що активуються мiтогенами [7, 8].

Метою роботи було з’ясування механiзмiв трансдукцiї регуляторного сигналу АКТГ
у корi надниркових залоз iз залученням МАР-кiназної сигнальної системи i факторiв транс-
крипцiї c-jun та c-fos, якi входять до складу транскрипцiйного фактора АР-1.

Роботу виконано на дорослих щурах-самцях лiнiї Вiстар масою близько 200 г. Викори-
стовували три експериментальнi групи: контрольнi тварини, яким вводили фiзiологiчний
розчин; тварини, що одноразово отримували АКТГ (“Sigma”, США, 2 од./100 г маси тiла)
i були декапiтованi пiд етамiналовим наркозом (4 мг/100 г маси тiла) через 1 год або 6 год
пiсля iн’єкцiї. Вiдомо, що введення етамiналу не впливає на продукцiю кортикостероїдiв
у корi надниркових залоз. Кров iндивiдуальних тварин збирали у пробiрки з гепарином
(ЗАТ “Iндар”, Україна), центрифугували при 1700 об./хв 10 хв, в отриманiй плазмi прово-
дили кiлькiсне визначення 11-гiдроксикортикостероїдiв (11-ОКС) [11]. За стандарт викори-
стовували кортикостерон.

Наднирковi залози видаляли, очищували на льоду вiд жиру та мозкової речовини. Зрiзи
кори надниркових залоз iндивiдуальних тварин гомогенiзували у 2–3 об’ємах охолоджено-
го буфера, який мiстив: 0,25 М сахарози, 25 мМ трис-HCl (pH 7,4), 3 мМ MgCl2, 2 мМ
ЕГТА, 0,1 мМ спермiдину, 0,1% тритону Х-100, 0,1 мМ фенiлметилсульфонiлфториду. Го-
могенат центрифугували при 1700 об./хв 10 хв, надосадовi фракцiї зберiгали до використа-
ння при -60 ◦С. Отриманий гомогенат кип’ятили у буферi для зразкiв, який мiстив 100 мМ
трис-HCl, 4% додецилсульфату натрiю, 0,2% бромфенолового синього, 20% глiцерину, 2%
2-меркаптоетанолу, 10% дитiотреїтолу. На гель наносили по 40 мкг бiлка на кожний трек,
роздiляли в 9% полiакриламiдному гелi. По завершеннi електрофорезу бiлки переносили на-
пiвсухим способом на нiтроцелюлознi мембрани Hybond C (“Amersham Life Science”, Велика
Британiя). Мембрани блокували буфером, який мiстив 20 мМ трис-HCl, 137 мМ хлориду
натрiю, 0,1% твiн 20 (pH 7,6) i 5% знежиреного сухого молока та iнкубували з первинни-
ми антитiлами до ERK1/2, JNK, p38, с-jun, с-fos (“Cell Signaling Technology” або “Sigma”,
США) протягом 1 год при 4 ◦С. Пiсля триразової промивки буфером мембрани iнкубували
з вторинними антитiлами, сполученими з пероксидазою (“Sigma”, США), протягом 1 год
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Рис. 1. Вмiст 11-гiдроксикортикостероїдiв у плазмi кровi щурiв, що отримували in vivo АКТГ (2 од./100 г
маси тiла):
1 — контроль; 2 — АКТГ 1 год; 3 — АКТГ 6 год. Вiрогiдний вплив АКТГ: ∗ — p < 0,05, ∗∗ — p < 0,01, n = 5

при кiмнатнiй температурi i знову тричi промивали. Комплекси бiлкiв з антитiлами вiзуа-
лiзували за допомогою реагенту ECL (“Amersham Life Science”, Велика Британiя). Пiсля
денситометричного визначення iнтенсивностi засвiчення плiвки Hyperfilm ECL результати
обробляли у програмi PhotoCaptMw. Статистичний аналiз одержаних даних проводили за
t-критерiєм Ст’юдента.

Синтез 11-гiдроксикортикостероїдiв клiтинами кори надниркових залоз збiльшується
пiд впливом кортикотропiну в 3,2 раза — з (1824±156) нмоль/л у контролi до (5845±
±489) нмоль/л у плазмi кровi тварин через 6 год пiсля введення АКТГ (p < 0,01). Че-
рез 1 год пiсля введення АКТГ рiвень сумарних 11-ОКС у плазмi кровi становив (3220 ±
± 168) нмоль/л (рис. 1).

До пострецепторного месенджерного механiзму, що опосередковує дiю АКТГ в адрено-
кортикальних клiтинах, залучено як сигнальнi каскади, що пов’язанi з протеїнкiназами А
i С, так i месенджернi системи, якi використовують в якостi вторинних посередникiв проте-
їнкiнази, що активуються мiтогенами. Через 1 год пiсля введення щурам АКТГ вмiст ERK
1/2 в адренокортикальнiй тканинi зростає бiльш нiж на 50%, а через 6 год починає знижу-
ватись (рис. 2, а). Вважається, що пролiферативна дiя АКТГ реалiзується в клiтинах кори
надниркових залоз за рахунок активацiї ERK 1/2 кiназ (р42/44), якi вiдносяться до роди-
ни серинотреонiнових протеїнкiназ, що активуються мiтогенами. До сiмейства МАР-кiназ
вiдносять також JNK (c-jun NH2-термiнальна кiназа або стрес-активована протеїнкiназа)
та р38 кiназу. Цi серинотреонiновi кiнази в свою чергу є активаторами факторiв транс-
крипцiї, якi iндукують експресiю вiдповiдних генiв. За деякими даними, АКТГ не виявляв
стимулювальної дiї на МАР-кiназну активнiсть [1] та блокував ефекти фактору росту фi-
бробластiв (FGF2) на стимуляцiю ERK1/2 [12]. Проте iншi дослiдження на клiтинах Y1,
отриманих з адренокарцином мишей, довели, що АКТГ здатен iндукувати швидке зроста-
ння активностi ERK1/2 та стимулювати входження клiтин у S-фазу клiтинного циклу [7].
Медiатором мiтогенної дiї АКТГ у цих клiтинах виступає c-fos бiлок [7]. Однак за даними
G. Watanabe et al. [8], активнiсть ERK зменшувалась пiд впливом АКТГ in vivo та in vitro
в адренокортикальних клiтинах лiнiї Y1.

Найбiльш виразний вплив чинить АКТГ на рiвень JNK кiнази. Через 1 год пiсля введе-
ння її вмiст зростає бiльш нiж вдвiчi, через 6 год, вiрогiдно, знижується (рис. 2, в). За лiте-
ратурними джерелами, АКТГ як in vitro у клiтинах Y1, так i in vivo у 3–4 рази стимулював
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Рис. 2. Вплив АКТГ (2 од./100 г маси тiла) на рiвнi МАР-кiназ i факторiв транскрипцiї c-fos i c-jun у го-
могенатах кори надниркових залоз щурiв; n = 3

активнiсть залежних вiд ПКС кiназ, що активуються мiтогенами, а саме JNK. Форболовi
ефiри також iндукували збiльшення активностi JNK у Y1 клiтинах. Пiд впливом сАМР
такий ефект не спостерiгався. Протеїнкiназнi iнгiбiтори Н-89 i Н-8 блокували стимульовану
АКТГ активнiсть JNK [8]. Кальцiєвий iонофор А23 187 збiльшував iндуковану кортикотро-
пiном активнiсть JNK втричi, а хелатор iонiв Са2+ ЕДТА iстотно її зменшував. Можна
зробити висновок, що АКТГ iндукує активнiсть JNK через Са2+-залежний месенджерний
шлях, що залучає ПКС. Пригнiчення активностi ERK може пояснити антипролiфератив-
ний ефект АКТГ i зменшення синтезу ДНК, а стимуляцiя активностi JNK має кореляцiю
з гiпертрофiєю адренокортикальних клiтин [9].

Внаслiдок дiї АКГТ рiвень р38 МАР-кiнази залишається без змiн (рис. 2, б ).
Привертає увагу участь фактора транскрипцiї АР-1, який складається з двох транс-

крипцiйних факторiв — с-jun i с-fos, в перенесеннi сигналу АКТГ. Вiдомо, що продукти
генiв ранньої вiдповiдi (“early genes”) c-myc, c-jun, c-fos, jun В i fos B, якi ще iнколи нази-
вають третинними месенджерами рiзноманiтних чинникiв, що контролюють пролiферацiю
i диференцiювання рiзних типiв клiтин, зокрема беруть участь у регуляцiї структурних
i функцiональних характеристик адренокортикоцитiв. Рiвень с-jun у корi надниркових за-
лоз зростає майже вдвiчi через 1 год пiсля введення АКТГ (рис. 2, г). Звертає на себе увагу
значне збiльшення з часом рiвня с-fos, який, вiрогiдно, зростає в 1,7 раза тiльки через 6 год
пiсля введення кортикотропiну (рис. 2, д). Iндукцiя c-fos та стимуляцiя синтезу ДНК пiд
дiєю АКТГ iстотно гальмувалась iнгiбiтором кiнази МЕК1 PD98059. 90% iнгiбування c-fos
мРНК блокує стимульований АКТГ вступ Y1 клiтин до S-фази клiтинного циклу [7].

Виявилося, що c-jun та c-fos не єдинi протоонкогени, експресiя яких стимулюється
АКТГ. Зокрема показано, що АКТГ значно пiдсилює експресiю протоонкогена c-myc в куль-

ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2007, №7 189



тивованих клiтинах надниркових залоз людини H295R [13] та мишей Y1 [8, 14]. сАМР i фор-
боловi ефiри також пiдсилювали експресiю c-myc. Експерименти з iнгiбiторами ПКА i ПКС
показали, що обидва протеїнкiназних механiзми можуть бути залученi до модулювання
експресiї c-myc [8]. Подiбнi результати отриманi на культивованих клiтинах надниркових
залоз плодiв щурiв. Певно iншi чинники, крiм АКТГ, також регулюють експресiю c-myc
i його експресiя насамперед пов’язана не з регуляцiєю стероїдогенезу, а з диференцiюван-
ням адренокортикальних клiтин.

Короткий термiн дiї АКТГ стимулює мiтотичний цикл у фазi S i викликає актива-
цiю протеїнкiназ, що активуються мiтогенами. Даний ефект не потребує сАМР, оскiль-
ки вiдтворюється в мутантних клiтинах, якi не експресують ПКА. Однак сАМР-залежне
гальмування пролiферацiї спостерiгається при тривалiй присутностi АКТГ у середовищi
культивування клiтин Y1 [7]. Отже, пригнiчення пролiферацiї кортикотропiном може опо-
середковуватись сАМР, а стимулювальний ефект — МАР-кiназами.

Отриманi нами результати дозволяють зробити висновок, що iстотна роль у трансдукцiї
сигналу АКТГ в адренокортикоцитах належить МАР-кiназi JNK i фактору транскрипцiї
с-jun.

Залишається поза сумнiвом, що вплив АКТГ на адренокортикоцити здiйснюється, го-
ловним чином, через месенджерну систему сАМР-залежної ПКА [1, 6]. Проте новi данi
щодо опосередкування дiї кортикотропiну через активацiю фосфолiпаз, утворення iнози-
толфосфатiв та дiацилглiцерину, дозволяють провести переоцiнку ролi Са2+ та сигнальних
ланцюгiв, пов’язаних з ПКС i МАР-кiназами у трансформацiї регуляторного сигналу кор-
тикотропiну в клiтинах [2, 15].
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