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ЧАСТИЧНАЯ ОЧИСТКА РЕЦЕПТОРНОГО БЕЛКА
ГИДРОКОРТИЗОНА ЦИТОПЛАЗМЫ ПЕЧЕНИ КРЫС

P P. КАЗАРЯН. А С ПОГОСЯН. M Л ДАВТЯН

Проведем флуоресцентный анализ хроматина, полученного при реконструкции яд՜ 
с белковыми фракпнямк цитозоля после гель-фнльтрашш последнего на рахткчШ 
сефэдексах (0-50, 0-200). Показано, что при гормональной индукции гадиокорш 
предварительно образует хс-мг-л^.с с С-.-лчовым рецептором цитоплазмы (л ока л ■։.»<»«. 
ны.м 5 высокомолекулярной фракции белкоз) с дальнейшей реализацией влияния обр 
зозлвшегося горчон-белок комплекса ьа хроматин ядра.

К.tuoveeые слова՜ хроматин. рецептор. гидрокортизон.

В настоящее время, в решении вопроса гормонального контрой 
транскрипции, лежащей в основе ферментативной индукции, больше 
значение приобрели игсл<лованич на модельных экспериментах։ 
vitro, касающихся тех структурно-функциональных изменений .хром։ 
тина, которые происходят г. ։-см после акцептирования сгеронд-реие| 
торного комплекса. ՝Л

Предыдущими нашими исследованиями было показано [1. 2], что 
решающим этапом контроля стероидами транскрипции генетически 
информации является связывание стероид (гидрокортизон)—рецептор 
по о комплекса с внутриядерными компонентами, что и вызывает глу 
бокяе н ։мен ния н флуоресцирующих свойствах хроматина. Тем ел 
мым были подтверждены данные многих авторов о пнутриклсточны։ 
механизмах реализации влияния индуцирующих факторов пи хрома 
тин |3).

В настоящей работе приводятся данные о локализации иитоплал 
магического р-. iv -торного 6<д:-.л гидрокортизона печени крыс и модель 
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кых экспериментах, проведенных на уровне субклеточных элементов и 
реконструированной системы.

Материал и методика. В экспериментах использовались белые крысы массой 
120-150 г. Хроматин получали, предварительно выделяя ядра [2]. Структурные эле
менты клеток печени выделяли методом Шнейдера и Хогсбума [4], Осаждение микро
сом пе проводили, вследствие чего полученный супернатант представлял собой объе- 
шонную фракцию микросомы4-гналоплэзмы Для получения белкового спектра 
растворимой фракции гомогената (цитозоля) применяли .метод гель-фильтрации на ко
лоше с сефадексом 6-50 и С-200. На колонку (1,5X80 см) наносили 3 мл надосадоч- 
мой жидкости (цитозоля). Уравновешивание и --люиию проводили 0.01 трис-буфе
ром (pH 8,0). Скорость элюции равнялась о мл за 30 минут. Элювия проходила в 
холодных условиях при температуре 0+3°. Пробы объемом 5 мл собирали на кол- 
лгтпре и в них определяли содержание белка измерением оптической плотности при 
28) си на спектрофотометре СФ-16. Пробы, содержашне белок, и дальнейшем рекой- 
пруировали с ядериой фракцией.

флуоресцентный анализ хроматина проводили на японском флуоресцентном спек
трофотометре МРР-1А (Хитачи) в каэрпсных прямоугольных кюнетах при комнатной 
температуре с высокими чунсгзнтельноетями 85-6

Результаты и обсуждение. Первая серия опытов была посвящена 
изучению флуоресцирующих свойств хроматина, выделенного после ре
конструкции ядер с белковыми фракциями цитоплазмы печени, предын- 
юбированными с гидрокортизоном. Белковые фракции получали гель- 
фильтрацией на колонке с сефадексом 6-50. Для этого полученный 
супернатант (микросомы-г гиалоплазмы) был стабилизирован датнот- 
рнтолом и подвергнут протамин-сульфатной обработке для осаждения 
нуклеиновых кислот и получения более стандартной системы. Готовили 
2%-ный водный раствор протаминсульфата, который нейтралнзовыва- 
.14 по универсальному индикатору до pH 5.5 и добавляли к цитозоли 
нз расчета 1:10 по объему центрнфугата. Затем все перемешивали 
•механической мешалкой с охлаждением (ледово-водяная баня) в тече
ние 45^—60 мин (после добавления протаминеульфата pH доводили до 7,0 
и нейтрализовали его в процессе перемешивания). Центрифугирова
нием в течение 20 мин при 10000 об/мин получали фракцию, лишенную 
нуклеиновых кислот, которую подвергали диализу в течение 2-3 часов. 
Ни каждой стадии до и после обработки определяли количество белка 
по Лоури или слектрофотож : рически. Далее добавляли гидрокорти
зон (Рихтер, ВНР), а концентрации Ю՝6 М и систему инкубировали 
2,5 ч в присутствии избыточных количеств ЛТФ (выше 2 М) ч при низких 
концентрациях ионов Мцт+ (0,01 М). После проведенных операций 
систему подвергали гель-фильтрация сефадексом 6-50. Пробы, содер
жащие белок, в дальнейшем реконструировали с ядериой фракцией и 
инкубировали 2,5 ч при 37°, - осле чего осуществляли полную очистку 
ядериой фракции и получение хроматина.

Результаты исследований показали, что при гель-фильтрации ци
тозоля через колонку с сефадексом 6-50 обнаруживаются два белковых 
пика (рис. 1). Хроматин, полученный после реконструкции ядер с бел
ковыми фракциями 3 7. входящими в состав первого пика, обнаружи
вает качественные изменения флуоресцирующих свойств с проявлением 
новых флуоресцентных комплексов в области волн возбуждения. 237

157



270 нм в пределах спектра эмиссии 350 -465 нм (ряс. 2). в то время кап 
белковые фракции второго пика (фракции 9—11), реконструирования 
с ядсрной фракцией, не вызывали аналогичных перестроек флуореенн 
руютих свойств структуры хроматина.

Рис. I. Гис. 2.
Рис. I Гель-фильтрация растворимой фракции гомогенат^ через колонку 

с сефадексом й-50.
Рис. 2. Спектры г>о.:б\ .пленил (А) при длине толпы эмиссии Ет\\-34О нм 
и спектры эмиссии (5) при длин* толпы п՛. збужде • •я ! х\¥—295 им (1,2) 

и Е XV—270 нм (3, 41 хроматина, полученного из печени белых крыс.
I. Контрольный хроматин, 2. хроматин, полученный при добавлении гид 
рокоргн.чонз к растворимой фракции гомогената <■ конце:։грацией 10~6М, 
инкубации присутствии АТФ н иоиов М" + * (0,01 М) 2.5 ч, гсль-филь- 
трзцнн сефадексами й՝5() и <1-200 и дальнейшей шхубаини 2.5 ч Шири
на щелей монохроматоров ло:>б\ синя и эмиссии 5 нм (1,2), 7 им (3.4)

Рис 3. Гель-фильтрация раег.юримо! 
фракции гомогената через колон

ку с сефадексом <1-200

С целью более летального изучения характера локализации цитоплазя 
ма гического ч .«.игорного бел к л гидрокортизона аналогичные экспери^ 
милы были проведены также при гель-фильтрации цитоэолия на ко*1’ 
лон с сефадексом 6-200. Как видно ил рис. 3, при этом выявляется 
белковый спектр с тремя пиками. Реконструкция ядер с белковыми 
фр; ..тлями первого пик (фракции 6—И) приводи՜; :•< качественны » 
нер стройкам структуры хроматина (выявляются новые флуоресциру
ющие комплексы, характерные для состояния индукции, см. рис. 2). 
Однако эти изменения флуоресцирующих свойств хроматина не обнару
живаются после реконструкции ядер в отдельности с белковыми фрак
циями цитозоля второго (фракции 13 18) и третьего (фракции 19— 
25) -иков. Обнаруживается только характерная для нативного хрома
тина триптофановая флуоресценция при 335—340 нм (рис. 2).
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Таким образом, результаты наших исследований показывают, что 
рецепторный белок для гидрокортизона печени крыс является высоко
молекулярным соединением и фильтруется в составе высокомолекуляр
ных протеидных фракции цитоплазмы. Очевидно, при гормональной 
индукции гидрокортизон предварительно образует комплекс с белко
вым рецептором цитоплазмы, локализованным в высокомолекулярной 
фракции, с дальнейшей реализацией влияния образовавшегося комплек
са па хроматин ядра.

I-.ревакскнй государственный университет,
кафедра биохимии Поступило 23.Ш 1981г.
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IV. IV. 'ULftUPSUk IL. n. 4II'I.I|IIJU։.. IF. U. *HMl.;+3LLb

Ьшглшр^шд /. fi/tnil ni in/ibft ‘pp't npliuijtAiuiutj/ib tuhtutftii uuttiii]i[uib
bhpli iiiuippltp ((.1-50, C1-2Q0) di[-ty{tpn-
iujg[t 111 j(t L'upuipqi/шЛ :nf!< ttiq{nnrul[i>i уш^Ъ fyptuljfi{njifa!ip[t dm։
iintjtj I Uipt[uid, rip htptf пЬпц ftl/rl։nu uihuiq ^[iqpnlftiptrtliqribp 
buj/tituiybu IftnJ нцЪри IfUiqif riitJ tj'pintuqpii’pt и։Д1 titq ]i ui iiitfnt у ui jjili ttLyLtqiillipfi
•'ktti fpil{un{tqiui]iluifr ниДгшш1{П1уЪЦрр ршрлр dщЫрн / juip !/ipml{g[ri;i Utt 1/՜/' 

i’npJiih'i֊iiuj[tuiud{ttt.i) нц/,ftufi iiiqq.Lgrnf} jwb 'dmmrftii idiui(Дри՛Нч/ 
pfiquijftb ppttit u> ш fib ft ifjiut:

PARTIAL CLEANING OF RECEPTOR HYDROCORTIZONE 
PROTEIN OF RAT LIVER CYTOPLASM

R. R. KAZARIAN. A. S. POGHOSS1AN, M. A. DAVTIAN

Fluorescent analysis of chromatin, received during reconstruction of 
nuclei with protein fractions of cytozole after gelfiltration of the latter on 
different sephadexes (G—50. Ci—200) lias been carried out. Il is shown 
that in hormone induction hydrocortlzone'preliminarlly compiles the comp
lex with protein receptor of cytoplasm (localized in high molecular 
protein fraction) with further realization of the influence of the hormone- 
protein complex or chromatin of nucleus-
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