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ВЛИЯНИЕ ГИББЕРЕЛЛИНА И ЗЕЛЕНОГО ПРОЧНОГО НА 
ГИСТОНЫ ПРОРАСТАЮЩИХ ЗАРОДЫШЕЙ ПШЕНИЦЫ

А. О. ВАРДЕВАНЯН. Р. Р. ВАРДЛ11ЕТЯН, Г. Л НАНОСЯ!!

Результаты исследований свидетельствуют о существенных изменениях относи­
тельной» содержания гистоновых фракций, иолу ченных хроматографии и из бисгеле 
Р-СО и выявляемых электрофоном в ИЛЛГ при обработке зародышей пшеницы гиб- 
береллнном и зеленым прочным. Показано также изменение относительного содержа­
ния гистона III л коровых гистонов.
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Обработка зародышей пшеницы гиббереллином (ГБ) сопровожда­
ется увеличением матричной активности хроматина [5], что отражает­
ся на структурных перестройках ДНК в хроматине, выявляемых ме­
тодами плавления и кругового дихроизма (КД) [2—4]. Рансе нами 
было показано, что изменение темпов роста проростков изолированных 
зародышей пшеницы под действием стимулятора роста и урожайности 
сельскохозяйственных культур на фоне действия зеленого прочного 
(ЗП) отражается на дифференциальных кривых плавления (ДКГ1) 
хроматина [2] и положительной эллиптичности спектра КД [3]. На­
блюдаемое смещение температуры плавления (Тм) нуклеосомной ча­
ст хрома։ина в сторону снижения, г также возрастание амплитуды 
положительной эллиптичности спектра КД хроматина под действием 
I Б может быть вызвано изменениями в конформации ДНК в результа­
те модификации суперструктуры хроматина гистонами или негистог.о- 
вымн белками.

Выяснение интимных механизмов, лежащих в основе регуляции 
экспрессии и модификации генной активности, может быть полным при 
детальном исследовании изменений, происходящих в отдельных компо­
нентах хроматина. В настоящей работе исследовались изменения в 
гистонах при обработке изолированных зародышей пшеницы ГБ и ЗП.

Материал и методика. Зародыши семян сорта Безостая 1 препарировали по Джон­
стону н Штерну [7] Хроматин и гистоны выделяли но методам, гяпкзнным в рабо­
те [10]. фракционирование гистонов осу тсс։ и.шли па колонке с биогс.тем Р-60 (BIO­
RAD, США) Для приготовления образцов гистоны растворяли в смеси, состоящей 
из 6 М мочевины, 0.02 н HGI, 0,5%-ного дитиотреитола (pH 1.7), и оставляли на 
тян. при -1°. Высота столбика геля 90 см, диаметр колонки -1,1 см (объем 133 мл). 
Элюцию осуществляли раствором, содержащим 0,05 ,М ЧаС1 и 0.02 и НС Фракцио­
нирование пропалили при комнатной температуре [7] Количество наносимого на ко­
лонку белка составляло 17 оптических единиц при длине волны 230 -гл. Регистр;:; ю 
профилей этюпии осуществляли в проточной кювете объемом 0.3 мл гпелтрпф отгмегра 
Specord I’V-VIS, присоединенного к самописцу «К-200». Фракция отбирали на к д- 
ле-хгоре ОЕ-606 (Венгрия), по 1.25 мл. Скорость элюции 5 мл/чзс.
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Электрофорез гнетши»» и окрэшийэмкс гелей проводили по методам, описанным н 
работах |2. 12]. Дслснтометрнроиание гелей осуществлял։։ па денсцтомстрической 
приставке спектрофотометра Цтсат 81’ 8-100

Колшюстиеннае соотношение отдельных гистоновых фракций рассчитывали по фор-

муяе Сбел.=1рН( — высота инка на депентограмме. а, —его ширина Общее

количество белка принимали за 100% и вычисляли процентное соотношение фракций. 
Для определения мольного соотношения фракций проводили пересчет, принимай мо­
лекулярный нес 111 равным 23000, Н2в—13800. Н2а 11000, 103—15300 u III 11300.

Проращивание и обработка зародышей описаны в работе [4].
Все результаты статистически обработаны. Ошибка в расчетах содержания ги­

стоновых фракций и.» хроматограмм и денентограмм не превышала 0,2%.

Результаты и обсуждение. На рис. I приведены профили элюции и 
содержание отдельных гистоновых фракций из сухих (А), прорастаю­
щих (В), обработанных 311 (С) и ГБ (Д) зародышей. Видно, что при 
прорастании происходят изменения в количественном составе фракций

Рис. 1 Профили элюции тотальных 
гистонов из сухих (А), прорастаю­
щих (В), обрабатываемых ЗП (С) 
и • 5 (Д) н течение 21 ч зароды­

шей пшеницы.

и частичная редукция гистонов Н1 и НЗ. Одновременно несколько уве­
личивается суммарное содержание фракций Н2а и 112а. а также Н4. 
Нод действием ГБ наблюдаемая тенденция усиливается. В присутствии 
ЗП содержание о։ дельных фракций практически не отклоняется от кон­
троля.

Сопоставление денентограмм электрофоретического профиля то- 
тал; пых гистонов из хроматина тех же объектов показывает, что общая 
тенденция наблюдаемых изменений сохраняется. Однако численные 
значения отдельных фракций, рассчитанных на основании денсито- 
грамм. несколько отличаются от таковых, вычисленных па основании 
профилей элюции (табл. 1). На рис. 2 приведены электрофореграммы 
и де.чеитограммы тотальных гистонов, выделенных нз сухих (А), про­
растающих в течение 21 ч (В) и обрабатываемых ГБ (С) и ЗП (Д) в 
течение 24 ч зародышей пшеницы.

В ряде работ показано, что количественные соотношения гистонов, 
богатых аргинином и лизином, не эквимолярны, не одинаковы в этом 
отношении также аргииинбогатые коровые гистоны (7], в частности, обо­
гащенные гистоном НЗ.

Наблюдаемая нами редукция гистона Н1 при прорастании и обра­

1028



ботке зародышей может принести к дскоидснсации хроматина. Воз­
растание матричной активности хроматина зародышей пшеницы пол 
действием ГБ [2] отражается на ДКП (смешение Тм в сторону сниже-

Ряс. 2. Электрофореграммы и дсп- 
сятогра м м ы электрофоретнческ о го
профиля тотальных гистонов, выде­
ленных из сухих (Л), прорастающих 
(В), обрабатываемых ГБ (С) и ЗП 
|Д) в течение 2՜՛ ч зародышей пше­

ницы.

ния) и спектрах КД [3]. Одной из причин структурных изменений в 
хроматине может быть изменение в его гистоновых компонентах. Нами 
была показана различная тсрмол-абильиость комплексов ДНК с гисто­
нами из сухих и прорастающих зародышей, являющаяся, по-видимому, 
следствием существенных изменений относительного содержания гисто­
на Н1 и коровых гистонов. О। мстим, что при одновременной обработ­
ке зародышей ГБ Тм нуклеосом ной части хроматина понижается з той 
же мере, в какой это имеет место у контрольных двухдневных зароды­
шей, и оказывается значительно ниже, чем у контрольных однодневных 
[4]. Сопоставление этого показателя с уменьшением количества Н1 и 
НЗ у зародышей, обработанных ГБ, по сравнению с аналогичным по­
казателем контрольных показывает, что одной из причин различий я 
ДКП хроматина, стимулированного к активной транскрипции ГБ и 
нестимулированного, является редукция гистона Н1. Л существенные 
изменения в ДКП нуклеосом ной части хроматина [2, 4] являются ре­
зультатом падения относительного содержания коровых гистонов 
(табл.) и, возможно, модификации гистонов при обработке ГБ [I], 
когда мольное содержание фракций Н2а, Н2в, 114 возрастает равно­
мерно, с сохранением эквимолярности.

Результаты изучения скорости включения меченого предшественни­
ка РНК в хроматин зародышей, обработанных 311, свидетельствуют о 
том. что доступность матрицы ДНК для транскрипции увеличивается. 
Возрастание а мили । уды положительной эллиптичности спектра КД хро­
матина при этом отражает увеличение матричной активности [3. 8]. 
Активация хроматина под действием 311 сопровождается смещением
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Таблица
Относительное содержание отдельных фракций гигтонпз из хроматина сухих (0). 

прорастают» 3 те сине 24 ч (24). обработанных гиббереллином (ГБ) и 
зеленым прочным (ЗП» зародышей пшеницы*

Фрак­
ции ГИ­
СТ 04 0.1

Вр-СМЯ Пр. рдсыипи

0 21 ГБ ЗЯ

ЭФ ХР ЭФ | ХР ЭФ ХР ЭФ ХР

III Я. 1+0.2 9.6+0.2 6.9±0.2 8.4+0.2 5 6+0.1 6 1+0,1 6.7+0,1 Ч 2+0.2
П2А
Н2В

12 1 • и '
13.8+0.3 2S.3+0.15

։5.б+о.з’„,
'31.5+0 414.1+0.3 ։

17.S+O.3
116.3+0.4

U .7+0 .5
15.0+0.3
15д:+о.з

31 0+0.4

113 3$. 3-0.5 39 0+0 7 34.0+0.6'35 8+0.6 30 9+0.3 33.7+0.5 ■12.9+0.5 35.2+0.6
144 27.4+0.5 23.1+0 4 29.1+0.б|24.3+0.5|30 7±0.5j27.5+0.5j23.9+0 1 24 8d 0.4

• Расчеты сделаны из декентогрзмм 
мвтограым (ХР) Фракции Н2А и 112В 
ются одним пиком

электрофоретических профилей (?»Ф) и хрп- 
прн xpuM3r։Hpoitin'.ui».։«M разделении >.;и՝иру-

легкоплавких участков в сторону низких температур и их количествен­
ным увеличением. Определенный вклад п возрастание положительной 
.члл1!11ТН'л»01՝ги спектра КД и параметров плавления может вносить мо­
дификация гистонов или уменьшение количества гистона III Однако 
анализ отнесительного содержания фракции гистонов, полученных ме­
тодами хроматографии и электрофореза, показывает, что обработка 
зародышей ЗП не вызывает сколько-нибудь заметной разницы в гисто­
нах. Видимо, изменения эллиптичности спектра КД is параметрон плав­
ления в данном случае скорее всего связаны или с модификацией гисто­
нов, или с другим компонентом хроматина—нег-«стоповыми белками.

Таким Образом, при прорастании зародышей пшеницы, наряду с 
редукцией гистонов III и 113. увеличивается мольное содержание ги­
стонов Н2а —Н2в и Н4. При обраСюткс ГБ наблюдаемая тенденция 
усиливается, и мольные соотношения гистоновых фракций становятся 
характерными для «нормальных» нуклеосом. Эти данные указывают 
на то, что возрастание матричной активности .хроматина при прораста­
нии может быть вызвано упорядочением мольных соотношений гисто­
нов. Причиной усиления этого процесса под действием ГБ является, 
по-видимому, дальнейшее упорядочение синтеза гистонов. Под дей­
ствием ЗП наблюдаемые эффекты выражены меньше, а мольные соот­
ношения гистонов мало чем отличаются от таковых прорастающих за­
родышей. Следовательно. стимулирующее действие ЗП не отражается 
на составе гистонов.

Обобщая вышеизложенное, можно прийти к выводу, что механизм 
действия ЗП НО уровне генома НГ связан • КОЛИЧССТВекНЫМИ .ммснепия- 
ми гистоновых компонентов хроматина, в то время как ГБ вызывает 
существенные сдвиги в гистонах. Следовательно, ГБ и ЗП по-разному 
действую։ па геном. Наблюдаемые особенности в составе гистонов су­
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хих зародышей пшеницы свидетельствуют о необходимости проведения 
дальнейших исследований в этом направлении.
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ԳԻՐԵՐԵԼհՆԻ ԵՎ ԿԱՆԱ2 ԱՄՈՒՐԻ ԱԱԴԵՅՈՒԹՅՈՒՆէ! ՑՈՐԵՆ!» 
ԱՃՈՎ ՍԱ'ԼՄԵՐ1» ՀՒՍՏՈՆՆԵՐՒ ՎՐԱ

Ա. 2. ՎԱՐԴԽԼԱնՅԱՆ. 2. ft. ՎԱՐԴԱՊնՏՅԱՆ. Դ. 2. ՓԱՆ (III ՅԱՆ

Կատարվել Լ ցորենի աճող և ղիրերելինով ու կանաչ ամուրով մ շտկված 
սաղմերի րրոմ ատինի հիստոնների հեչ-րրոմատոգրաֆիա: Ս տարված հիս֊ 
տոնների ֆրակցիաների կազմի գնահատման համար անց Լ կացվեք այղ 
ֆրակցիաների և տոտալ հիստոնների էքեկտրաֆււրեղ:

Ս տարված տվյալներր վկայոէմ են հիստոնների ֆրակցիաների հա­
մեմատական րանակաք} յան Լական ւիսւիոիէսւք) յունների մասին՝ հայտնա­
բերված րրոմատողրաֆիա յի ե Լլեկտ րաֆո րեզի մ եթողներով, սաղմերր 
զիրերելինով և կանաչ ամւսրով մշտկելտց հետու Տսւյց են տրվել հիս֊ 
տոն HI ե նուկյեոսոմայի կորի հիստոնների համեմատական րանակութրււն- 
ն երի փոփոիւութ յա ններր .•

INFLUENCE OF GIBBERELLIN AND FAST GREEN
ON HISTONES OF GERMINATING WHEAT GERMS

A. O. VARDEVANYAN, R. R. VARDAPETYAN, G. 11. PANOSYAN

Gel-chromatography of histones from the chromatin of germinated 
and treated with gibberellin and fast green wheat germs has been carried 
out. For the evaluation of component composition of obtained histone 
fractions, an electrophoretical analysis of these fractions and total histon 
has been held.

The obtained results testify abont essential changes of relative 
content of histone fractions received with chromatography on Bio-Gel 
P—60, obtained by electrophoresis in poiyacrilamide gel during treatment 
of wheat germs with gibberellin and fast green. Changes of relative 
content of histone Hl and of content of core histones have beene 
shown.
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ФРАКЦИОНИРОВАНИЕ КИСЛЫХ ВОДОРАСТВОРИМЫХ 
БЕЛКОВ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫСЫ МЕТОДОМ

ПЕРЕКРЕСТНОГО ИММУНОЭЛЕКТРОФОРЕЗА

A .V КОСТАПЯН. Р. А. КАЗАРЯН, Э С ГЕВОРКЯН. К. Б НАЗАРЯН

Использован метод пе|юкрестного иммуноэдскгрофррсаа для фракционирования 
кислых иодорастворнмых белков головного мозга крысы Обнаружено 10 зон пре­
ципитации для неистощенной йятйсыворчткя и 2 зоны после се истощения. Получена 
возможность для их идентификации н количественного анализа.

Ключевые слова: перекрестный иммуноолсктрофоре:!. нейроспецифиКеские белки.

Разделение и количественный анализ нативных белков головного 
мозга сопряжены со значительными трудностями ввиду их высокой ге­
терогенности и лабильности [5]. Например, широко распространен­
ный метод электрофореза в ПЛАТ в неденатуркрующих условиях по­
зволяет различить лишь 10 12 белковых фракций со значительным фо­
ном и плохой воспроизводимостыо, что сильно за трудпяст количествен­
ные исследования и идентификацию. Более адекватными для решения 
подобных задач могут быть различные модификации и.ммупоэлектричс- 
ского метода, в котором сочетаются мягкие условия проведения экспе­
римента с высокой воспроизводимостью и широкими возможностями 
идентификации полученных фракций.

Настоящая работа посвящена разработке высокочувствительного 
метода количественного анализа кислых белков головного мозга, боль­
шинство которых являются нейроспенифически.ми белками [4. II]. с 
целью дальнейшего изучения количественных сдвигов их пула при раз­
личных физиологических состояниях и патологических проявлениях 
нервной системы. Кроме того, существует большая вероятность обна­
ружения новых нсйроспенифических белков, поскольку величина транс­
крибируемых участков генома нервной системы более чем в 2 раза пре­
восходит таковую других тканей JI].

Материал и методика. Ткани головкою мозга беспородных белых крыс гомогени­
зировали н 0.01 М трпс-фосфатиом буфере, pH 7.5 (буфер А), и центрифугировали 
*0 мим при 105 000 •> Надоси точную жидкость сгущали ди концентрации белка 
50 мг/мл и подавали на колонку с ДЭАЭ-целлюлозой (ДЕ-32. «Whatman». Англия), 
которую промывали буфером А до снижении оптической ii.ioTitocrii элюата ниже 
0.01 О Е. при 280 нм. Затем элюировали связавшиеся кислые белки тремя объемами 
I М \'аС1. приготовленного ла буфере А. К полученному белковому пулу добавляли 
(NH4)2SO4 до 80%-ного насыщения, центрифугировали 30 мин при 15000 g и белхо-
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