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НУ KJIЕАЗОЧУВСТВИТЕЛ ЬНОСТЬ И ТЕРМИЧЕСКАЯ 
ДЕНАТУРАЦИЯ ХРОМАТИНА. ЛИШЕННОГО 

ГИСТОНА HI. ПРИ АКТИВАЦИИ

М А. ДАВТЯН П О ВАРЛНВАННН. С Г. 7ИРЛ12УЯН. I. X ШВИ±

! ревпнскай : и՜" дарственный университет, кафедра биохимии, 
кафедра биофизики

Исследгнямш изменения з хроматике, лпшекноу питон։ Н., а « 
надосэдрчиой жидкости, содержаи$ёй негнеюновые белки «месте е им-։ 
ном 141. при негсфМональной индукции, вызванной введением смеси ֊•«» 
нокнелог. и при иидукпии гидрокортизоном. Показано, что пр> ийслснин 
животным смеси аминокислот существенно уменьшается откоентел&ное 
содержание гистона 111. Индукция как смесим аминокислот, так и гидро- 
кортизоном п разной степени затрагивает уровень орган։՛ типи хромат։։- 
нз. чувствительного к действию ДНКазы I. и отражас ;м на параметра? 
плавления хроматина, лишенном тис:л».։ Н!
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И was denioiboaK'd that by introducing am.no acids mixture esseniial 
reduction oi rei.iii'.c conien.ls of h stoc.e II 1 was o!>.՝er\ed. Induct on by 
amino acids hi. .lure and by hydro՝ nciison, in different extent aifevted the 
level oi chromathi «ч..an-.zati.Hi. sensitive (՝• DNAasa vtfect, and was ret 
tec ted on melting chromatin, void of histone II I.
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Выявление роли пи тона Hl п организации :՛. функ-кисипровоиии хрома­
тина является одной из актуальных и дискутируемых проблем [8], наи­
более важной етородза которой является зыясненке пзаимоотиошений 
Лого гистона п транскрипционио актизиого хроматина. Исследование 
хроматина, .инпснног > гистона HI (Х-Hl), может ют՛, существенную ин­
формацию при выяснении иуклеосо.мной структуры хроматина в мо­
дельных экспериментах по изучению ДНК-бслкозого ззаи.модействия и 
лыявлеинн роли гистона HI в образовании структур в юшего порядка 
II՜. Ц настоящее тремя известно, что гпедоп Н! в .'сясаиом связал с 



линкерными участками хроматина [12] Показано, что он может вза- 
имидействовать также и с кором. при этом стабилизируя н защищая 
ДНК внутри и вне кора нуклеосом. [12].

Активация хроматина в ряде случаев сопровождается редукцией 
гистона 111 либо ег՛» модификацией и замещением на негистонопые бе 
ки НМ01 и НАЮ2.

Ранее нами было показано, что введение животным смеси амино­
кислот приводит к активации хроматина, что отражается на выходе 
иуклеазочувствптслъных участков хроматина и его активной фракции 

а также на параметрах плавления активного хроматина [2] Ис­
следование хроматина, лишенного гистона Н1. может дать более су­
щественную информацию о роли последнего и о степени вовлеченное гп 
разных структурных организаций хроматина в процесс его активацнд 
при введении смеси аминокислот.

Материи.՝ и методики. Исс.-л швлипя -раа։՝ шли „а белых беспородных крысах 
с массой челд 100—150 г Опытных жино-ных ьтбнн.члп* через 1 и 5 ч после вьедг- 

՛ иия гадрихортпзояа п смеси лшшыик’Дь- [2|. хрпмаит из ядер печени крыс выделя­
ли кзх описано В рибите [18] Удаление гистопа Н1 из хроматина промзводнлн 
добавлением 0,6 М раствора Х;;С1 П-']. Избирательную жеграхнню гистона Н1 :в 
Хроматина осхщестиляли по методу Джонса [И] Тотальный гнетом экстрагировал։» 
0;25 и НС1 [7].

Гидролиз ядер и ֊рсмагина | ДНКаз.՝. » фирмы «Зева . ФРГ| ираноднлн добаз- 
леннен ДНКазы I то конечной. к-'Ь^пгррШ’Н 200 гл мл (удельная йктявн гь 
2000сд,гМг) [3] пр:։ 37° н и сине 3 -10 «ин. реакинн ос та на или вали быстр м 
охлаждением до -1°. Кислотираетворнму ՛• фрлкиию получали в надссадочпой ж - 
хости после пен гриф} гпровання при 5000 об/мин. Процентное содержание гндрили- 
.-ованион ДНК. определяли сг.ехгрофсюметпичосхи ио увеличению опт ической пл г- 
ИОСти при длине волны 260 нм. Для учета вклада эндогенных нуклеаз хроматин па­
раллельно инкубировали в тех .&.- условиях бел добавления нуклеазы. Тотальный 
гис.'оп и гистон Н! ина. л.трсгНс.и! .՝ помощью электрофореза в системе мочевина— 
ПААГ [б. 16].

Повеление хроматина и Х-Н1 осуществляли и ։срм<л.ш1мр}епаП ячейке спсктрс- 
фотомстра Ппкаят $Р-֊8-10<1 (Англия) после диализа соответствующих образцов прс- 
тив 0,1Х5$С а течение 2-1 ч при 4°. Дифференциальные кривые ллазлення (ДКП) 
строили как описано в работе [14].

Результаты и обсуждение. Исследование особенностей активаций 
генома при негормональной индукции, вызванной введением смеси амн- 
иокислот. по сравнению с гаковой при введении гидрокортизона инте­
ресно тем, что оно .может пролить свет на понимание механизмов и вы­
явление различий в активном хроматине при разных формах индукции 
[2]. Обработка ДНКазой I и термическая денатурация X III может вы­
явить вклад отщепляемых фракций белков в его структурную организа­
цию, с одной стороны, и Х-Н1—с другой, при изменении характера его 
упаковки [5, 15].

Определение соотношений компонентов хроматина может дать су­
щественную информацию о его функциональном состоянии. Отношение 
бс-лок/ДНК в наших экспериментах в контрольном хроматине ржша 
4б±0,07, отношение И1/ДНК—0.19±0,02; После удаления гистона 
Н1 отношение белок ДПК лрно-бретает значение порядка 1,02±0,02, 
что согласуется с данными других авторов [19| Опрсдмеппе огногп- 
тел.ьного содержания гистона Н1 показывает, чп.՝ активация хроматина
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при введении смеси аминокислот сопровождается снижением отпоен- 
тельного содержания гистона III НГДНК» по сравнению с контролем 
(от 0,Г9±0,01 ՛.■> 0.13 = 0.01). В случае же индукции гидрокортизоном 
ено незначительш

При обработке хроматина 0,6 М ХаС1 гистон Н1 полностью удаля­
ется, и чем свидетельствует сравнение электрофореграмм тотально։՛:) 
■истона и гистона, экстрагированного и . осадка после нысокоскорост- 
иого центрифугирования (рис 1). Коровые же гистоны истаю гея в хро-

I

1 ' А 6

Рис I Электрофореграмма гнетонон. н;и- Рис. 2. Элёктрчфорегармма iiicii.hu Н։ из 
д-.'1ГНН1.1Х II I тота.н.ного чрояэпшч и«гак՛-тотального .хроматниа ингз.ктных животных 
н֊:»-х жнвонгых (Л) и осадка ноете нысоки ц ЦСЬрасторимого жчт.рнили ийдозд 

скоростного цешрнфугнровякпя (В| дочкой жядкосгн п еле высокоскор (стнога 
иен։рифу| провцмия. <с.ьк,ь шюг՛՛ циетонпм.

матине, как это видно при сравнении электрофореграмм гистона III. по­
меченного из 1'отальшУг'з хроматина, и квслоторастзорпмого материала 

супернатанта (рис. 2.)
Таким образом, препараты хроматина из контрольных и опытных 

групп животных различаются по соотношению гистона III, а разное его 
количество может привес։и к различию в структурной организации хро­
матина у этих групп животных, поскольку гистон II! играет ключевую 
роль в организации высоких уровней упаковки хроматина. Известно, 
ч го ДНКаза 1 ире ։почтительно гидролизует активный хроматин, :։ из­
менение его активности при разных формах индукции должно в той или 
и тог мерс отражаться на кинетике гидролиза ДНКазой 1 |3].

Результаты, приведенные в табл 1. показываю։.. ։ы Х-Н! ироязля- 
<т лилчительяо б ՛ н.и.'ую чувствительное։ь к действию ДНКазы 1. 
тот. льный хромит•.՛:՛, обнаруживающий в свою очередь более высокую

ЦО



Таблица 1. 
гистона Н1 из

Выход гидролизованний ДНК ядер, 
печени крыс, %

хроматина и хроматина, лишенною

о = 
*

К ЛК ГК

* с _ 
сЛв = ядра

£П О.՜֊
ХР X Я! ядра ХР X 111 ядра ХР Х-Ш

3 9 б 13.7 28.3 15.4 23.0 45.6 11.0 15.9 34 7
±0 5 ±0.9 ±1.1 ±1.1 ±2 2 ±2.2 ±0.8 ±0.1 ±2.3

5 15 4 16.6 37 0 23.0 312 58.2 17 1 18.3 40 6
±0.9 ±0.8 ±0.!՛ ±0.4 ±2.5 ±2.8 ±0.9 ±0.2 ±1 0

10 24.5 28.0 П.6 31.2 48 6 62.2 28 3 33 1 45 1
±0.2 ±1.0 ±1.3 ±0.5 ±2.7 ±2.5 ±0 9 ±1.0 ±2.5

Усяовтге обозначения. К—ноятполъикс животные: АК—животные, которым вво­
дили смесь аминокислот; ГК,—Животные, которым вводили гидрокорт-он: ХР—то­
тальный хроматин.

•I
нукдеазочувствитсльистСть. чем ядра. Исследование кинетики расщеп­
ления хроматина ДНКазой 1 показывает, что н течение 3 мин инкуба­
ции; интактного хромати’й печени крыс с ферментом при 37: в кислото- 
растворимую фракцию переходит почти 15% ДНК. ДНК же Х-Н1 за 
это время расщепляется до кислоторастворнмых продуктов примерно 
на 30%. При дальнейшей инкубации доля кислот.'растворимой фрак­
ции постепенно возрастает, (оститах через 10 мин 28% при расщенлс- 
нии тотального хроматин;-, и 41,6% при расщеплени:։ .Х-1Н. Следова­
тельно. ДНК тотального хроматика печени крыс знячи։е.л и՛ । более ре­
зистентна к ДНКазе 1.

Дальнейшие эксперименты проводились в условиях ограниченного 
гидролиза ДНК. в контрольном хроматине для предотвращения появле­
ния заметного количества кислоторастворимого материала, чтобы нс 
затушевать небольшие различия, проявляемые на начальной стадии 
гидролиза, котла происходят преимущественное разрушение нукле­
азой транскрипционно активных участков хроматина. Из резуль­
татов, приведенных в табл. 1, видно, что при введении смеси аминокис­
лот происходят такие изменения в хроматине, которые заметно нзмсня-

тестируемую в наших условиях чувствительность к ДНКазе I к ։
ядра, так и хроматина и \-rli. Возрастание чувствительности ДНК 
ядра и хроматина при введении смеси аминокислот к действию ДНК­
азы 1 свидетельствует об активанин хроматина, и эта активация затра­
гивает уровень организации хроматина, чувствительный к действию 
ДНКазы 1. Однако возрастании нуклеазочувствиг.ельмосгп хроматина 
и Х-Н1 при .этом происходит не 1 одинаковой мерс (г< случае с хрома­
тином выход гидролизовав пой ДНК увеличивается на 9,3%. а в случае 
с Х-Ш—на 17.2% по сравнению с контролем I. т. с. изменения в хро­
матине при активации, вызванной введением смеси аминокислот, могут 
быть обусловлены вымываемыми при экстракции 0,оМ ХаО комн • 
центами. Индукция хроматина гидрокортизоном также отражается на 
чувствительности к ДНКазе 1. хотя и в меньшей мере (возрастание вы­
хода гидролизата в случае с хроматном на 2.2%. в случае с Х-1II на
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(по сравнению с контролем), чем индукция, вызванная введением 
смеси аминокислот

При сопоставлении этих результатов < получений мл ранее при изу­
чении действия ДНКазы II [2] । незначителен.;? возр.п ганне дели кис­
лот |раствориу<оа фракции!. а также с результатами работ ряда авто­
ров | 3, 5]. утверждающий, что индукция гидрокортизоном либо пезна֊ 
•нисльна, либо новее не отражается па чувствительности к действию 
нуклеазы, можно прийти к выводу о том. Что актива дин гидрокортизо­
ном происходит не за счет разрыхления хроматина, и <я счет специфн- 
ч.'.ый актпваиии генома. Возрастание же чувствительности к ДНК- 
?зе 1 XIII Может быть результатом лабнлизацпи н изменения конфор- 
магии самих нуклеосом, либо возрастание количества мсныпих но раз­
меру олигомеров нуклеосом |1|

Для подтверждения этого предположения было осуществлено плав­
ление Х-П1 (рис 3) Из приведенных па рис. ДКП видно существенное 
изменение профиля плавления л области 50—60 и и. интервале 80 90, 
что привело к увеличению площади под интегральными кривыми плав­
ления активных фракций .82 Отметим, что значения площадей под ин­
тегральными кривыми плавления фракции 82 увеличиваются больше 
при введении смеси аминокислот Площади же иол кривыми плавле­
ния .\ Н1 дольше при индукции гидрокортизоном (табл. 2). Эта инвер­
сия значений площадей активной фракции $2 и Х-Н1 при активации 
гидрокортизоном и смесью аминокислот может быть интерпретирована 
следующим образом: после выделения активной фракции 82 мы опери­
руем фактически только с активным материалом, при изучении же Х-Н1 
имеем дело п с активными, и неактивными участками хроматина. Этот 
факт сам по себе еще раз указывает на глубокие различия в механиз­
мах активаинн хроматина при введении гидрокортизона и смеси ами- 

окислот, с одной стороны, и в изменениях активных фракций— с дру- 
. ՛ ՛•՛!. В пользу этого предположения свидетельствуют также изменения 
в профилях ДКП соответствующих препаратов хроматинов.

Удаление гистона III оказывает более существенное влияние на 
термическую денатурацию Х-Н1 по сравнению с тотальным хроматином 
(рис 4), Наблюдается возрастание количества участков, плавящихся 
при низких температурах [9], в частности, при температуре плавления 
чистой ДНК и ниже. По-впдимому, уменьшение термостабильностй 
участков ДНК вследствие удаления гистона III является причиной воз­
растания доли легкой л анких участков хроматина Отмеченные выше 
ст -уктурные перестройки хроматина при удалении гистона III и могут 
быть причиной повышенной чувствительности Х-Н! к действию ДНК- 
азы I.

Известно, что ге или иные температурные интервалы кривой плав­
ления хроматина характеризуют плавление определенных участков. 
Так. при температурах ниже температуры плавления свободной ДНК 
плавятся участки, связанные с негистоновымн белками, а при более вы­
соких температурах плавятся нуклеосомы [I. 4. 10]. Учитывая этот 
факт, мы предложили метод зонного анализа хроматина [10]. суть ко­
торого заключается в условном разделении кривой плавления на зоны,
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Рис. 3. ДКП тотального хроматина интактных животных (------- ! п Х-Н1 /...

Таблица 2. Значения площадей под интегральными кривыми плавления (1։ 
♦радий активного хроматина (>.) н X I11

К ЛК ГК

М—среднее арифмлтлч*.‘-ое .на’ение. м-•.՝[ :;.ння статистическая ошибка.

$. Х-Н1 <3 Х-Н1 5. Х-Н1

М 31.1

~м 0 2

30 3 43.С 32.7 40.0 35.8

0 3 0,5 0.5 0.5 0.3



характеризующие плавление ра личных участков хроматина, что дела­
ет возможным выявление изменений з структуре хроматина непосред­
ственно из кривых плавления В данном случае из Д1\Г1 можно выя-

Рис I ДКП Х-Н1 интактных животных (Л), животных, которым вводи­
ли смесь аминокислот 1В|, гн.трокортнзон (С|

вить лвс основные зоны: до 75 градусов а выше. В соответствии е этим 
. челе несложных расчетов получи?.։ для контроля 45.4 и 54,7%. при ин­
дукции смесью аминокислот 55.-1 и 44,6%, а гидрокортизоном—47.1 и 
•52.9% соответственно.

Рис. 5 Электрофореграмма неглстоиовых 
бсЛКОВ над<н՝аЛо«1И01'| ЖИДКОСТИ, полученной 
носи- высокоскоростного центрифугирова­
нии. поете удалении гистона III: (А) кон- 
фСЬИ.НЫХ ЖИВОТНЫХ (В| -животных, кото­
рым вводил н смесь аминокислот. (О— 

гидрокортизон.

Учитывая вышесказанное, можно допустить, что активация генома 
•смесью аминокислот или гидрокортизоном обусловлена изменениями в 
составе или организации нуклеосом и (или) вымыванием при экстрак­
ции 0,1՜՝ М \аС1 компонентов, каковыми кроме гистона Н1 являются не­
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гистоновые белки Электрофорез псгистоновых белкой над оса доч ной 
жидкости после удаления гистона HI 1 рис. 5) показал ряд изменении в 
белковом спектре опытных крыс в зонах, обозначенных х, у, z. 6. у. В 
случае с негистоновыми белками из Х-Hl животных, которым вводил i 
смесь аминокислот, наблюдается исчезновение полос 6 и у 11 появление 
х. у и z. При гидрокортизоновой же индукции уменьшается зона у л 
появляются те же три полосы, но х менее выражена. Следует полагЛт . 
чти уменьшение или исчезновение ft и у связано с дерепрессней хро­
матина.

Обобщая вышеизложенное, отмстим, что индукция, вызванная вн>՛ 
дением смеси аминокислот и гидрокортизона, в разной степени затраги­
вает уровни организации хроматина. Введение смеси аминокислот су­
щественно снижает содержание гистона HI в хроматине
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