
В заключение отметим, чго предлагаемые критерии количественной 
оценки активности штаммов-продуцентов биологически активных ве­
ществ и идентификация этих штаммов просты и могут быт», применены 
как в исследовательской практике, так и в промышленности.
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ДНК-СВЯЗЫВАЮЩИХ БЕЛКОВ ПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ 

МЕМБРАНЫ ПЕЧЕНИ КРЫСЫ
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Аннотация -Изучалась растворимость нуклеозидов при наличии и отсут­
ствии в растворах ДНК-саязываюшнх белков плазматической мембраны 
печени крысы. Особое внимание уделено белковой фракции, вызывающей 
значительное увеличение термостабнльностн и изменение формы дифферен­
циальных кривых плавления ДНК. Величины свободной энергии переноса 
гуанозина, аденозина, шгтндннз в белковые растворы нз безбелковых не

превышают ±200 - . Перенос тимидина оказался термодинамически не­

выгодным. Как значения свободной энергии, так и большое различие и 
энтальпиях и отрицательные величины энтропий переноса свидетельству­
ют о важной роли гидрофобных взаимодействий н о специфичности дей­
ствия белка на нуклеозидыԱէոտացիօ. _ Ո,ս„յնտաիր,(աէ աաԱԱ,
‘սւտկ"ւթրոնն1էք<Ր Դհ^-ի հետ կապվազ սպիտակուցների Ներկա/ութրսմր ե Հս>^սւ- 
կար^թ^մր, Սպիտակա^եերր անքատէ եե աիիՆտյիե րրամատօցրաֆիաքի եդտ- 
Նաէէո>1 տոննաների էյարցք, պրագմատիկ մեմրրաններիք, Նռկ^ագիղեերի տեղա-

փ»խյ.^Ն ւՈրմացինտյիկ֊կտՆ պարամետրերի մIմաէթր.նների րննարկռմր րերո,մ
կ աքՆ ե4րակտքՈ,թր^, աք ապիտակաէքի և միքե ա,եի

Տար/ւկք նո<կ11,»1ւխ}ներ1, Հրս, ագգեքիա ապք-տակւցր հանցէս Է /.երաւմ ^պ!,֊
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Abstract — The peculiarities of nucleosides hydration have been studied 
in the j rcsence and absence of DNA-binding proteins from rat 
liver plasmatic membrane. The thermodynamic parameters of transfer of 
nucleosides from solutions, not containing proteins Into protein — contai­
ning ones have been calculated. The result֊ testify the important role of 
the hydrophobic Interactions, as well as tills protein specific action on 
the nucleosides.

Ключевые слова: нуклеозиде-!, мембранные белки.

Известно, что важным этапом в ряде биологических процессов являет­
ся проникновение нуклеиновых кислот через мембраны прокариотиче­
ских [19] и эукариотических [12. 17] клеток. Полученные к настояще­
му времени данные о механизме транслокации нуклеиновых кислот че­
рез мембрану касаются в основном общих характеристик этого процес­
са [7, 19] Проникновение молекул ДНК в клетки и последующая 
экспрессия наиболее эффективны при предварительном заключения 
ДН1\ в липосомы, внутри которых ДНК защищена от нуклеаз и сохра­
няет свою биологическую активность [2]. Возможен и прямой путь 
проникновения ДНК через плазматическую мембрану в цитоплазму 
клетки. Участки связывания ДНК находятся на плазматической мем­
бране клеток :i7j. Природа взаимодействия с мембранами в процессе 
трансмембранного перехода нуклеиновых кислот не установлена Было 
показано участие липидов мембран во взаимодействии ДНК мембра­
на [10. 13] При этом претерпевают изменения как ДНК [13], так и 
липиды [10]. Однайо высокой специфичности контакта ДНК—мем­
брана липиды обеспечить не могут На роль компонентов мембран, 
обеспечивающих стабильность, специфичность, функциональную актив­
ность контакта, предлагались мембранные РНК |9| и белки [8, 14, 19]. 
Изучение роля мембранных белков представляется нам важным, так 
как именно белки определяют специфичность каждого типа мембран. 
Малочисленность работ объясняется трудностями получения внутрен­
них мембранных белков в достаточно большом количестве в чистом 
i. i.ie. Если и удавалось отделять их от липидов, то они теряли свою ак­
тивность ;։ нативную конформацию и агрегировали.

В иск.it-.л iiv годы пробел стал восполняться благодаря-усовершсн- 
сг;ю::ы.ию мето. ив получения «теней» мембран, ДНК-аффиннон хро­
матографии и .ель-электрофорез у в присутствии детергентов, разруша­
ющих агрегаты белка [14. 17, 19].

Нами «ыделены и рзефракннонироваиы ДИК-связываюшис белки 
плазматнче . л; мембраны печени крысы, изучены некоторые физико- 
химические свойства комплексов белков с ДНК различного лроисхож- 
.let- .я [3. 4]. Тягальный белок, так же как одна из его фракций, обл.: 
дж . дестабилизирующим действием на ДНК [4]. Другая фракция 
белка, вызывающая значительное увеличение термостабильности ДНК 
н сужение интервала плавления, была выделена с колонок нативная 
ДНК целлюлоза. Изменение формы дифференциальных кривых плав­
ления ДНК различного происхождения указывает на преимуществе ■- 
ную стаойлиаз’дию этим белкОм-стабнлнзатором участков ДНК. бога­
тых АТ-парами. С целью уточнения вопроса о специфичности взаимо­
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действия мембранных ДНК-связываклцнх белкой со структурными эле­
ментами нуклеиновых кислот, нами изучалась растворимость нуклеози­
дов при наличии и отсутствии белков плазматической мембраны пече­
ни крысы.

Материалы и методика. Плазматические мембраны из печени крыс получали со­
гласно описанному методу [1]. ДНК-связывакмние мембранные белки выделяли ме­
тодом аффинной хроматографии [11] с колонок нативная ДНК тимуса теленка—цел­
люлоза. Элюинх։ связанных белков проводили буфером с 0.5 М N'aCI, разрушающим 
образовавшиеся комплексы белка с ДНК-неллюлозон Общую фракцию мембранных 
ДНК-связывающих белков фракционировали затем на колонке с сефадексом G-50 
fine н переводили в Na-фосфатный буфер (ионная сила 0,02) на микрокояоночном жид­
костном хроматографе «Обь», Спектры белков снимали на спектрофотометре «Specord* 
М И). Концентрацию белка-стабилизатора (0.33 млг/мл) определяли методом ,1оу- 
Р«» [16].

Растворимость нуклеозидов измеряли по описанной методике [5]. Относительную 
растворимость определяли как отношение растворимости нуклеозида в растворе, со­
держащем белок (С), к растворимости в безбелковом растворе (Со) при той же темпе 
ратуре. По температурной зависимости относительной растворимости оценивали не- 
личицы свободной энергии, энтальпии и энтропии переноса нуклеозида в белковый рас- 
таор нл буфера, не содержащего белок [5].

Результаты и обсуждение. На рис. 1 приведены спектральные ха­
рактеристики тотального белка (кр. I) и белка-стабилизатора (кр. 2). 
Спектры сняты относительно буферного раствора. Спектр белка-ста- 
бнлнзатора обладает выраженным максимумом при 280 нм, свидетель­
ствующим о большом количестве ароматических боковых групп в поли- 
нептндной цепи.

Рис. 1. Ультрафиолетовые спектры поглощения белков: 1) тотального: 
2) фракции—стабилизатора,

Рис. 2, Относительная растворимость нуклебзидов при наличии (С) н от­
сутствии (Со) белка-стабнлнзаторз как функция температуры для: цнти-

дпиа, (х) гуанозина, <■ аденозина. ((А) тимидина.
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Измерялась растворимость гуанозина, аденозина; цитидина в при­
сутствии белка и в безбелковом растворе. Как известно, такие исследо­
вания дают информацию о механизме воздействия растворителя и его 
составляющих на биополимеры [5, 18]. Качественно данные о раство­
римости нуклеозидов в присутствии тотального белка и белка-стабилиза­
тора схожи. Поэтому мы приведем лишь данные, касающиеся интере­
сующей нас фракции белка-стабилизатора.

Растворимость аденозина, гуанозина, цитидина п безбелковом рас­
творе и в присутствии белка примерно одинакова (рис. 2). Точки, от­
вечающие величинам С/Со, располагаются вблизи прямой С/Со= 1. Ис­
ключение составляет лишь тимидин, растворимость которого в белко­
вом растворе вдвое меньше растворимости его в буфере. С повыше­
нием температуры (от 25° до 55°) относительная растворимость адено­
зина и гуанозина несколько уменьшается, а цитидина н тимидина уве­
личивается. Но сильных температурных эффектов нет.

Вычисленные величины свободной энергии переноса (рис. 3) позво­
ляют заключить, что перенос гуанозина, аденозина. цитидина в белко-

3. Рис. 4.
Рис 3 Свободней энергия переноса иухлеоЗкдла из буфера н белковый 

раствор и зависимости от температуры дли > ф } цитидина. (:•:) гуанозн- 
< на, (д} аденозина, (д՛ тимидина.

Рии 4 Эш розня переноса нуклеозидов в белковый раствор как функция 
температуры для: (ф) цитидина, (м гуанозин.՛ ՛£) аденозина, (А) ти­

мидина.

ный раствор приводит к изменению свобод . энергии не более чем ՝ а 
кал _±200------ . Энергетическая невыгодность переноса тимидина в белко-

моль
ный раствор коррелирует с преимущественным увеличением термоста- 
бильности участков ДНК, богатых АТ-парами [3, 6, 15, 18].

Величины энтальпий переноса, вычисленные с использованием кри­
вых Вант-Гоффа [5], существенно различны для разных нуклеозидов. 
Энтропии переноса (рис. 4) имеют небольшие отри дательные значения 
для всех изученных соединений. Это говорит о . труктурированш։ во­
ды, окружающей молекулы нуклеозидов, и о дегидратации растворен­
ных веществ в присутствии белка.

Поведение термодинамических функций переноса указывает на 
наличие гидрофобных взаимодействий между нуклеозидами и белко- 
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ними .молекулами. Результаты, полученные с тимидином, и значитель­
ные различия в тепловых эффектах свидетельствуют о специфичности 
действия белка. Это согласуется с результатами изучения плавления 
различных ДНК, продемонстрировавшими преимущественную стаби­
лизацию белком областей ДНК, богатых АТ-парами.
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Аннотация — Исследовано влияние ароматических амино» 2.3-кснлидииа и 
сернокислого о- толуидина на выход индуцибельной формы медьсодержа­
щей голубой оксидазы лакказы.

Максимальный выход фермента получается г.рн добавлении а качестве 
индуктора 2,5—ксилидина с конечной концентрацией 2X10 < М к 9 12-су­
точной культуре в стационарной фазе роста индукции в течение трех 
суток при pH 5,0.
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