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ГИДРОКОРТИЗОНОМ in vitro

Р. Р. КАЗАРЯН, Ю. М. ДЕМИН, М. А. ДАВТЯН

При инкубации срезов печени крыс в присутствии гидрокортизона наблюдаются 
глубокие сдвиги в флуоресцирующих характеристиках хроматина. Инкубация гомо
гената печени с гидрокортизоном не вызывает каких-либо изменений. Сдвиги четко 
выявляются лишь при добавке к гомогенату нуклеозидтрифосфатов, а также ионов 
Mg1՜4՜ «0,01). Модельные эксперименты с реконструкцией отдельных субклеточных 
элементов печени позволяют предполагать возможное связывание гидрокортизона с 
белковым рецептором цитоплазмы, с дальнейшей реализацией действия образовавше
гося гормон-белок комплекса на ДНК.

В последнее время установлено, что многие гормоны действуют как 
индукторы транскрипции, усиливая или включая в гормончувствитель
ных тканях синтез белков, ответственных за физиологические функции 
данного гормона [5, 6]. В предыдущих наших исследованиях была по
казана возможность улавливания тонких изменений структуры хрома
тина и его компонентов при гормональной индукции и установлено, что 
эти сдвиги (изменение интенсивности эмиссии, сдвиги в коротковолно
вую область, появление новых флуоресцирующих комплексов) отража
ют претерпеваемое при этом изменение как гистоновых, так и негисто
новых белков хроматина [1].

Решение проблемы гормонального контроля транскрипции, лежа
щего в основе ферментативной индукции, следует искать на пути иссле
дования тех структурных и функциональных изменений хроматина, ко
торые происходят в нем после акцептирования стероид-рецепторного 
комплекса. Непосредственных же данных, проведенных в этом направ
лении на модельных экспериментах in vitro, пока очень мало.

В настоящей работе предпринята попытка исследования хроматина 
с помощью флуоресцентного анализа с целью выявления вероятных 
механизмов связывания гормон-рецепторного комплекса.

Материал и методика. В экспериментах использовались белые крысы массой 120— 
150 г. Хроматин из печени животных получали предварительно выделив ядра. После 
забивки животных печень перфузировали 0,9%-ным раствором NaCl, быстро извлека
ли и хорошо измельченную ткань гомогенизировали в растворе 0,25 М сахароза-]-1 мМ 
MgCl2 (pH 7,5), фильтровали через четырехслойный нейлон. На этой стадии прово
дились эксперименты по приведенной ниже схеме.
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СХЕМА ОПЫТА

Гомогенат

Добавлялся гидрокортизон в 
концентрациях 10՜2—10-8М 
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Центрифугирование 600 £
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ной фракции
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т ______

I 
Ядерная фракция

т

Реконструкция гомогената с ресуспендированием
Инкубация 2,5 ч. при 37°
Дальнейшее выделение ядерной фракции
Получение хроматина
--------------------  Г омо гена

Добавлялся гидрокорти
зон в концентрациях 

10՜2—10"8М, инкубация 
2,5 ч. при 37° в присут

ствии нуклеозидтрифос
фатов и М£ + +

Центрифугирование 
600 £

!
Дальнейшее выделение 
ядерной фракции

Получение хроматина

Добавлялся гидрокорти
зон в концентрациях 
10՜2—10'8 М, инкубация 
2,5 ч. при 37°

I
Центрифугирование 
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I
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Тщательное ресуспепдированпе ядерной фракции 
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!

Добавлялся гидрокортизон в концентрациях 
10՜2—10՜8 М в присутствии ионов М£ + ՜՜ 
(0,01) и нуклеозпдтрпфосфатов, инкубация 
2,5 ч. при 37°

4
Термическая обработка растворимой фрак

ции при 70 — 80° 10 мин

I 
Ядерная фракция 

т

Получение хроматина

Реконструкция гомогената с ресуспендпроваиием

Инкубация 2,5 ч. пои 30°
I 

Дальнейшее выделение ядерной фракции
I 

Получение хроматина



Выделение ядер проводили в растворах 0,25 М сахарозы, 0,25 М сахарозы с 0,5%- 
иым тритон х-]00, г дальнейшей очисткой ядерной фракции через слой 2,2 М саха
розы (d=l,291), при pH буферных растворов 7,5.

Хроматин получали отмывкой (по 4—5 раз) очищенных клеточных ядер 0,024 М 
ЭДТА с 0,075 М NaCl буфером (pH 8), а затем по два раза 0,05, 0,01, 0,002 и 0,001 М 
трис-HCl буфером (pH 8). Каждый этап промывки сопровождался тщательным ре
суспендированием и центрифугированием при 7000 g в течение 15 мин.

Все растворы с сахарозой были приготовлены на 0,01 М трис-HCl буфере (pH 7,5). 
Во всех использованных для выделения растворах присутствовал 0,5 мМ метабисуль
фат калия для предотвращения действия протеаз.

Нами применен способ получения хроматина с промежуточным выделением ядер, 
описанный в работе Шово и др. [3J.

В экспериментах использовался также хроматин, полученный из срезов печени 
крыс. После тщательной перфузии 0,9%-ным NaCl печень быстро извлекалась. Го
товились срезы на строгом холоду, после чего проводилась инкубация их в растворе 
С.25М сахарозы с 1 мМ MgCl2 (pH 7,5) в присутствии гидрокортизона в различных 
концентрациях 10~2—40 -8 М. Инкубацию проводили в течение двух часов при 
37°, после чего проводили гомогенизацию и центрифугирование при 600 g в течение 
10-—15 мин. После повторной гомогенизации ядер в растворе 0,25 М сахароза+ 0,5 %- 
иый тритон—х-100+1 .мМ MgCl.,, pH 7,5 (этот этап повторялся дважды), их очи
щали центрифугированием при 16000 g 50 мин через слой 2,2 М сахарозы в присутствии 
1 мМ MgCl2. Дальнейшее получение хроматина проводилось как описано՛ выше.

Концентрацию белка определяли по методу Лоури [8], ДНК—по Дише [4J, 
РНК—спектрофотометрически после гидролиза 1 N НС1О4. Спектральные характерис
тики снимали па спектрофотометрах СФ-4А и СФ-16.

Спектры возбуждения и эмиссии регистрировали на флуоресцентном спектрофо
тометре MPF-2A фирмы «Hitachi» (Япония), в кварцевых прямоугольных кюветах при 
комнатной температуре, с многократными разбавлениями 1ХЮ֊3М трис-HCl буфера 
(pH 8), при высоких чувствительностях SS-5, SS-6. Для устранения градиента тем
пературы раствор в кювете перемешивали механической стеклянной мешалкой.

Результаты и обсуждение. В первой серии экспериментов исследо
вались флуоресцирующие свойства хроматина, полученного после до
бавления гидрокортизона к гомогенату без инкубации. Как показали 
исследования, он обнаруживает один максимум спектра возбуждения 
при 295 нм и один максимум спектра эмиссии при 340 нм, т. е. выяв
ляются характерные спектры максимумов возбуждения и эмиссии ис
ходного состояния хроматина, обусловленные триптофановой флуорес
ценцией [2]. Флуоресцентный анализ на всех длинах волн энергии ак
тивации показал также, что качественных перестроек в флуоресцирую
щих характеристиках хроматина, полученного после добавления гидро
кортизона, нет.

Не выявлены также изменения флуоресцирующих свойств хрома
тина, полученного после добавления гидрокортизона к гомогенату, ин
кубированному 2,5 ч. при 37°.

На следующей стадии работы флуоресцентному анализу подвер- 
I алея хроматин, полученный после добавления гидрокортизона к гомо- 
генату, инкубированному 2,5 ч. при 37е в присутствии нуклеозидтрифос
фатов, а также ионов + + Mg (<0,01). Результаты этих опытов и на 
этот раз не выявили существенных изменений в максимумах спектров 
возбуждения и эмиссии при 295 и 340 нм нативного хроматина, с не
значительной разницей в интенсивности эмиссии. Однако детальный: 
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флуоресцентный анализ препарата на всех длинах волн энергии акти
вации обнаружил качественные изменения в структуре хроматина с про
явлением новых флуоресцирующих комплексов в области длин волн 
возбуждения 237—270 нМ в пределах спектра флуоресценции 330— 
485 нм, при этом максимальный эффект этих изменений достигал при 
добавлении гормона в концентрациях 10՜5 —10 ՜ 7 М (рис. 1, 2).

«оо"а г«« г опогюот ■ гиЯрокорашзои с и««у/оиией 
проз «атои тоста та ои

Рис. 1. Спектры возбуждения (А) и эмиссии (Б) при длине волн воз
буждения Ех\у—295 нм (1, 2, 0, 4), Ех\г—270 нм (5, 6) хроматина, выде- 
деленного из печени крыс. Ширина щелей монохроматоров возбуждения 
и эмиссии—4 нм (1, 2, 3, 4). 6 нм (1,3, 5)—Нативный хроматин, разбавлен
ный Х'20 в 1ХЮ ~ЭМ трис-НС1 буфере, pH 8. 2, 4. 6—Хроматин, получен
ный при добавлении гидрокортизона (в концентрациях 10 ֊5—10-7 М) к 
гомогенату, инкубированному '2,5 ч. в присутствии нуклеозидтрифосфатов 

и ионов ++ М» (<0,01), разбавленный Х^0 в 1ХЮ 3М трис-НС1 буфере, pH 8.

В следующей серии экспериментов исследовались флуоресцирую
щие свойства хроматина после добавления гидрокортизона к раствори
мой фракции гомогената, которая инкубировалась с различными кон
центрациями гормона (10՜2 —10՜8 М), в присутствии нуклеозидтри
фосфатов и ионов М£~+ в течение 2,5 ч, с дальнейшей инкубацией в 
течение 2,5 ч при 37° и добавлением ядерной фракции. Полный флуо
ресцентный анализ препарата и в этом случае выявил конформацион
ные изменения в структуре хроматина, с проявлением аналогичных 
флуоресцирующих комплексов в области длин волн возбуждения 237— 
270 нМ в пределах спектра флуоресценции 340—465 нМ, при этом мак
симальный эффект этих изменений также обнаруживался при добавле
нии гормона к растворимой фракции гомогената в концентрациях 
10_5—10֊7 М.

Однако при добавлении гидрокортизона к растворимой фракции 
гомогената, инкубированного с гормоном в различных концентрациях 
(10՜2 —10՜8 М) в присутствии нуклеозидтрифосфатов и ионов + +
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/.норма 2 гомогенат ՛ гидрокортизон с инку
бацией нуклеозидтри/росгратоми

Рис. 2. Флуоресценция хроматина при длине волны возбуждения Еху/— 
237 им. Ширина щелей монохроматоров возбуждения и эмиссии—8 нм. 

Разъяснения 1, 2 см. на рис. 1.

Рис. 3. Спектр возбуждения (А) при длине волны эмиссии Епт—340 нм 
и спектры эмиссии (Б, В) при длине волн возбуждения Ех\у—295 нм (2), 
Ехау—270 им (4), Ехау—230 нм (3), хроматина—(Б), полученного при 
добавлении гидрокортизона к растворимой фракции гомогената (в кон
центрациях 10 5.—10 -7 М), с инкубацией нуклеозидтрифосфатов и ионов 
+ + М£ (<0.01) 2,5 ч, с последующей термической обработкой и дальней
шей инкубацией с ядерной фракцией 2,5 ч.— (В), полученного при добав
лении гидрокортизона (в концентрациях 10—5—10-՜ М) к ядерной фрак
ции, инкубированного 2,5 ч с нуклеозидтрифосфатом и ионами + + М§ 
(<0,01). Ширина щелей монохроматоров возбуждения и эмиссии—4 нм 

(1, 2), 6 им (4), 8 нм (3).
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(<0,01) в течение 2,5 ч, с последующей термической обработкой при 
70—80° (5—10 мин) и инкубацией с добавленной ядернои фракцией у 
полученного хроматина никаких изменений в флуоресцирующих харак
теристиках не наблюдается (рис. 3). Аналогичная картина была выяв
лена при исследовании флуоресцирующих свойств хроматина, получен
ного при добавлении гидрокортизона на различных стадиях выделения 
ядерной фракции, инкубированной 2,5 ч при 37° в присутствии нуклео
зидтрифосфатов и ионов Мё + + (<0,01) (рис. 3).

На основании анализа полученных данных можно предположить, 
■что для проявления эффекта гидрокортизона необходимо предваритель
ное связывание со своим специфическим цитоплазматическим белком- 
рецептором.

Далее мы исследовали флуоресцирующие характеристики хрома
тина, полученного при инкубации срезов печени с гидрокортизоном. 
Обнаружены такие же изменения флуоресцирующих свойств хроматина 
(сдвиг основного флуоресцирующего комплекса с подавлением кванто
вого выхода флуоресценции; проявление новых флуоресцирующих ком
плексов в области длин волн возбуждения 230—270 нМ, в пределах 
спектра эмиссии 330—485 нМ), какие наблюдались при гормональной 
(гидрокортизон) индукции аргиназы и ряда других катаболических 
ферментов [1], при этом эти перестройки четко выявлялись при инку
бировании срезов печени с гидрокортизоном в концентрации 10՜5— 
— 10-7 М.

Следует отметить, что в отношении тирозинаминотрансферазы ра
ботами Либерта и др. [7] показано, что максимальная индукция этого 
фермента в срезах печени крыс также происходит при концентрации 
кортизона 10-6 М.

Анализ полученных данных позволяет заключить, что, очевидно, ре
шающим этапом контроля стероидом транскрипции является связыва
ние стероид-рецепторного комплекса с внутриядерными компонентами, 
что и вызывает изменения в флуоресцирующих характеристиках хро
матина.

Ереванский государственный университет, кафедра биохимии,
филиал ВНИИК и ЭХ М3 СССР Поступило 6.VII 1979 г.

ՔՐՈՄԱՏԻՆԻ .ՀԵՏԱԶՈՏՈՒԹՅՈՒՆԸ ԳԼՈԻՈՐԵՍՑԵՆՏԱՅԻՆ ԱՆԱԼԻԶԻ ՄԻՋՈՑՈՎ 
ՀԻԴՐՈԿՈՐՏԻԶՈՆԻ ՆԵՐԳՈՐԾՈՒԹՅԱՄԲ IN VITRO

Ռ. Ռ. ՎԱԶԱՐՅԱՆ, Յու. Մ. ԴՅՈՄԻՆ, Մ. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆ

֊y/7/Հ 7//ք I7 A W ներգործությամբ առնետների լյարդի հ յո լս վա ծ ք ա շե ր - 
լոերի ինկոլբա ցիա յի ժամանակ քրոմատինի ֆլոլո ր ես ց են տ ո ղ ց ո լց ան իշն ե ր ո ՚ մ 
ցիտվում են տեղաշարժեր, որ բնորոշ են առնետների լյարդից ստացված և 
արգինտզայի ու մյուս կատաբոլիկ ֆերմենտների հորմոնալ ինդուկցիայի են
թարկված քրոմ ատինին։ Լյարդի հոմոգենատի ինկուբացիան հի դր ո կո ր տ ի ղո ֊ 
նով փոփոխություններ առաջ չի բերում քրոմատինի ֆ լո սո ր ե ս ց են տ ո ղ ցոլ֊ 
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ցանիչներում։ !Լյս փոփոխությունները հստակ արտահայտվում են մ Д ա յն 
1 ո մ ո զեն ա տ ին նոլկլեոզիդտրիֆոսֆատներ, ինչպես նաև ^Mg՜՜*՜՜ (հ-ՀՕ ,01 ) 
իոններ ավելացնելու դեպքում։

Մոդելային փորձերը Աարդի աոանձին ենթաբյջային էլեմենտների վե֊ 
ըականզնելով թույլ են տալիս եզրակացնելու հիդրոկորտիզոնի հնարավոր 
Միացումը ցիտոպլազմայի սպիտակուցային ռեցեպտորին, ստացված ոորմոն- 
աւզիտակուցի կոմպլեքսի հետացա արդյունքով ՂՆՄ֊ի նկատմամբ։

FLUORESCENT ANALYSIS OF CHROMATIN UNDER THE 
ACTION OF HYDROCORTISONE IN VITRO

R. R. KAZARIAN, Yu. M. DYOMIN, M. A. DAVTIAN

During the incubation of rat liver cuts in the presence of hydrocor
tisone, deep shifts in fluorescent characteristics of chromatin, are obser
ved. The incubation of homogenate of the liver with hydrocortisone 
doesn't change the fluorescenting characteristics of chromatine. These 
changes are clearly displayed only when adding nucleozidtriphosphats 
to homogenate, and also ions of Mg++ (<^0,01). Model experiments with 
reconstruction of some subcellular elements of liver allow to conclude 
possible binding of hydrocortisone with protein receptor of cytoplasm, 
with further realization of the effect of hormone-protein complex on DNA.

ЛИТЕРАТУРА

1. Давтян M. ,4., Казарян Р. Р., Демин Ю. М. Биолог, ж. Армении, 32, 1, 1979.
2. Казарян. Р. Р., Демин 10. М., Тирацуян С. Г., Манвелян А. Г. Биолог, ж. Арме

нии, 31, 7, 1978.
3. Chauvean J., Moule Y., Roulller C. Exptl. Cell Res.. 11, 317, 1956.
4. Dlshe L. Microchemie, 8, 9, 1930.
5. Kenney F.. Wicks W., Greenman D. J. Cellular Compar. Physiol., 66, 1, 125, 1965.
6. Knox W. Synthesis of Molecular and Cellular Structure, 13, N. Y., 1960.
7. Liberti J. P„ Pu Vail С. H„ Wood P. M. Canad. J. Blochem., 49, 1359, 1931.
8. Lowry P. U., Rosenbrough N. T. J. Biol. Chem., 193, 265, 1951.

1175


