
Все рассмотренные факторы воздействия —кислая среда, восста
новление pH до нейтральных значении, влияние ХП оцениваются с 
позиций нарушения бклипидного слоя мембран эритроцитов. Однако 
процесс кислотного гемолиза, несомненно, включает в себя и нарушения 
•белкового компонента мембран, цитоскелета, что также может приве
сти к образованию дефектов в структуре мембран. Роль этих факторов 
в кислотном, гемолизе требует дальнейших исследований.
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ИЗМЕНЕНИЕ ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТИ «ОСТАТОЧНОЙ»
ФРАКЦИИ ХРОМАТИНА ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ЭСТРАДИОЛА

А 111 АБРАМЯН. Ձ. С ГЕВОРКЯН. П О. ВАРЛЕг. УНЯ.Н. { -| Ո АНОСЯН 

Ереванский государственный университет, кафедоп бнофишкп

Показано, что госта точная» фракция белков хромапп .. ^сстригируеман 
при обработке JIM NaCl и 5 И мочевиной, увеличиваете .осле введения 
животным эстрадиола. Методом плавлении выявлена общ г. стабнлнт-ацня 
струн I урм ։1>>й I; '.тпл.'.и lipil I ОрУ.ОПа.П >!<jH uKHiilJ .4.ОМ.;, O.MtCTc С
гем показано небольшое снижение ее термостаби-нш »сгн при относнтслыю 
низких температура՝, плавления Некоторая деч.абклн -.аивя структуры 
может быть непосредственно сняшна с процессами эстрадноло&ои дереп- 
рсссин определенных участков гснётичёскогЪ аппарата.

^ntJS I տրված, որ րրոմ ւԱԱւինի սպիտակուցների մնտցՈր ղտյինււ ֆրակցիան, 
որ էրստր, ոկցվում Լ 3 If նատրիոսէի րւորիցի և .7 Մ ^՛ծայթով,
րանակաօքէւս աձում Լ կ!.ՆրյաՆիՆ1.րքէն Լստրւսղիու նԼրարկեչուց հ1,տո ԳեՆոմք՛ հոր- 
մոՆւսյ ակէոֆվււ՚ցմւսն Յամանակ հարէան մ1,ք1րքքով նկ^ստվում Հ .՛ ՕՆացորդայֆՆ,- 
ֆրակցիայի րնդՀ՚սՆո՚ր կայունացում է Դրա Հ1,ա մհկտհ/յ ! այանարերված / նաև 
քերմ ակա յունաք/յսւն որոշ ի»!,ցում “այմսյՆ համեմասւարար ցածր յևրմաս՚ոիճաՆ֊ 
Ներում՛ Կաոուցվածքի այո որոշ ոււ՚քսէկայունացումր կարոց ( Ոշ անմիքակւ:,նորեն 
կապված է{>նե( ցեն1,ս՚իկս/կան ապարատի որոշակի հատվածների Լ՚էսէրաղիոյային 
ղհրհպրե սիայի հնաւ

It has been shown that ■residual’ fraction of protein of chromatin, ex - 
ra< ted dur -.g the treatment with 3,MN’aCI and 5 M urea ir re.ises in the 
quantity after the adrmnistration of v^radiol to animals By the melting-

Сокращения .ЧСНБ лабильно связанные «егистонозыс белки. ПСН5 npo’in-i сня- 
ззин:;..- негнегоновыё белки. ОСИ С» чостатомные» негнетоковые белки.
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technique the general stabilization of structure of this fraction during 
the hormonal activation of genome has been shown. At the same time 
some decrease of thermostability during comparatively low temperatuie.s 
of meltig has been revealed. Some destabilization of structure can be 
directly connected with the processes of estradiol derepression ol definite 
parts of genetic apparatus.

Плавление хррматина~встрадио говая активация генома.

Эстрадиоловая активация генома сопровождается структурной пере
стройкой хроматина в результат специфического и высокоаффинного 
связывания стероид-рецепторных комплексов с акцепторными участка
ми ядра. До сих пор окончательно нс выяснена природа акцепторных 
участков. Большое количество работ свидетельствует о наличии в них 
негистоновых белков хроматина, видимо, обеспечивающих специфич
ность связывания [3, 10, 12]. При этом в одних работах показан суще
ственный вклад лабильно связанных негнетбпрвых белков во взаимо
действии юрмон-рецелгорных комплексов с хром?.!ином [3, 6], а в дру
гих выявлена ведущая роль прочно связанных с ДНК иегистоновых 
белков в этом процессе [7, 9, 12].

Разноречивость данных свидетельствует и сложной зависимости 
сёчзывания различных стероид-рецепторных комплексов о г белкового 
состава хроматина. По-видимому, при взаимодействии стероидных ре
цепторов с хроматином необходимо учитывать комплексное влияние раз
личных фракций иегистоновых белков.

Ранее нами были выявлены изменения в составе лабильно связан
ных пег ж тоновых белков хроматина печени петушков при дерепресси
рующем геном влиянии эстрадиола [2] и изучена роль этой фракции кис
лых белков в термостабильности хроматина. В настоящем сообщении 
приводятся результаты изучения гермостабильности «остаточной» фрак
ции хроматина печени петушков при воздействии стероида, представ
ляющей собой комплекс ЛИК с прочно связываемыми негистоновыми 
белхами, экстрагируемыми из хроматина при обработке его ЗМ \аС! 
и 5М мочевиной.

Айнтршл и методика. Исследования проаоднлн на неполовозрелых петушках 
породы белый леггорн Эстрадиол-!7 р («Sigma», США) иводпли внутримышечно н 
концентрации 20 мг на I к кассы тела. Петушков декани՛.провали через 1 ч после 
пзедсния гормона. Ядра in клеток печени выделяли как описано Шово и соапт [5]. 
а хрома нш н.< очищенных .-дер по Уманскому и соавг. [II]. Чискчу полученных 
li'TvapnTon проверяли ну.-измерения нд оптических параметров при разных дли
ла՛. В|.лн ՛■ определения соотношения основных компонентов хроматина (при згом 
средин? .значения Соотношений ранпкл։;.!. бслок/ДНК=1,57--1,60, г гистои/ДИК 
0.33—1,00) Белок определяли по Лоури и соав? [8]. ЦНК-по Бартону Н].

Фракционирование истксгояовых билкоь проводили по методу Ванга [12]. Хрв- 
шши! промывали дважды 0.3՜՛ М \aCl u 10 мЧ ipnc HCI буфер-.- (pH 8.2) а течение 
20 мин и центрифугировал;: при 20000 G 20 мил. Пздосадочную жидкость, еодержэ- 

I щук՛ лабильно связанные л ■•ьегоновк- белки, удаляли, осадок растворяли к 10 мМ 
трнс-HCl буфере (pH 8.2), содержащем 2 Ч \пС! 5 Ч мочевину, ра змен: и нал и в геч՛.- 

IDIte С ч и центрифугировали при 105000 G 2 ч. Надослдочную жидкость. садержжпу՛֊- 
прочно снизанные негнетоновые белки. диад и ювалн щи-пт 13-кратно:й объема дш-ц.т 
лироланной воды, осаждая ДНК-гистоновый комплекс Осадок, полученный после уль- 
pattenгрифугиронанин, растпорялн н 10 м.Ч трис-НС’ буфере (pH S.2). содержагд-с i 

ЗМ NaCl н5М мочепину. н-.-шрнфугнрозалн при 105000 G 2ч Надосздочная жндкосг. 
содержала «остаточную» фракцию белков

327
5-229



Пла&лсние ДНК. хроматина и еы «остаточной» фракции проаадили на спектро
фотометре «Гнклпг: в три<о К ’.I буфере (pH 7.0). пр,; ;.֊260нм [I] Перед
плавлением препараты станилн на диализ в течение 24 ՛• против буфера и котором их 
влгкилн. Нагрев осуществлял» с помощью температу( того про: роммшна։ с .шнеыюй; 
скоростью нарастания 0,5 град/мни. Поглощение регистр яр։ ^алн на программируе
мом калькуляторе НР 975 1/0». Точность определения геми-. ;՝.иуры с ост а вл ял а ± 
<!.()5О, оптической плотности -3.10 1 ОЕ. Кривые 1лазлг!։кя каждого «бразиз сни
мали 5—6 раз. Использовали 10-миллиметровые кюв ты с или: но притертым» проб
ками. Измерения проводили и интервале температур от 40 до 100-.

Результаты и обсуждение. Фракционирование негистоновых бел
ков хроматина удобно проводить последовательной экстракцией белков 
растворами с раз личной концентрацией хлористого натрия и мочевины. 
Этим методическим подходом были выделены три фракции негистоно 
пых белков хроматина печени петушков; лабильно связанные белки, 
прочно связанные белки и так называемые «остаточные» негистоновые 
белки, экстрагируемые только при обработке препаратов ЗМ .\!аС1 и 
и 5 Ц мочевиной. Показано, что яри таком фракционировании при
мерно 70% общих негистоновых белков хроматин; находятся во фрак
ции лабильно связанных белков, 20 22 в составе прочно связанных 
белков и 5 7% в составе «остаточной» фракции (табл.). Эстрадно-

Содержание белка в отдельных фракциях негдетоновых 
белков в контроле и после введения животным хтраднола-17 Ц, 

мг на I мг ДНК

Вариант 
эксперимента ДСП 5 ПСНБ ОСНБ

Контроль 0.245+0 015 0.074+0,ОСИ 0.025+0.(102
Эстрадно! 0.250+0.010 0.057+0 003 0.045+0.003

левое воздействие не оказывает существенного влияния на общее сэ- 
держание лабильно связанных иегнето.новых белков (табл.), .-.ня и; чя 
ранее были выявлены изменения и составе отдельных фракцш -гнх бел- 
I.՛ в при дальнейшем их фракционировании ионообменной хромате, ра
фией и электрофорезом в 11ЛАГ [2]. Заметные изменения обнаружи
ваются во фракциях прочно связанных и «остаточных» негистоновых 
белков. При этом количество прочно связанных белков уменьшается 
на 20% с одновременным повышением содержания негистонсшых бел
ков «остаточной» фракции на 50—55% (табл.). Такое существенное 
перераспределение. по всей вероятности, вязано с -ильным дерепресси- 
рующим воздействием гормона. Обращает на себя внимание заметное 
увеличение количества белка в «остаточной» фракции хроматина, инте
рес к которой обусловлен данными о том, что она обогащена последова
тельное ы-ю ДНК. специфически узнаваемой «остаточными» белками 
[13]. В связи с этим представляет интерес изучение изменения термо- 
стабильности -лий фракции в контроле и при активирующем влиянии 
эстрадиола с целью уточнения возможности структурных перестроек 
в ней.

Как видно из • игунка, воздействие эстрадиолом не влияет на плав
ление препаратов нативного хроматина, в то время как кривая плавле-



пня его «остаточной»- фракции смещается в с оранх высоких темпера
тур. Высокая термоетабвльность остаточной фракции при воздействии 
эстрадиола, по-видимому, объясняется повышенным содержанием в ей 
белка. Вместе с тем на фоне п лишения общей термос габильност и об
ращает на себя внимание заметное ее снижение при относительно низ
ких температурах плавления, затрагивающее 7—8% плавящегося х ՝:- 
плекса н области АТ-бога.ых участков ДНК (рис.) Следовател:....

Кривые ллаялепйя: I свободной ДНК. 2. хроматина, 3 «остаточной» 
фракции хроматина н контроле, 4 «кгаточной» фракции хроматина 
при воздействии эстрадиола. На оси абСцвсс -температура, на осн орди

нат—доля распланлсняисгн ДНК

введение гормона приводит к увеличению нскотор: й роли легкоплавких 
участков, соответствующих сайтам связывания «остаточных» пегнечо- 
новых белков с АТ-богатымя участками.

Полученные результаты свидетельствуют о структурных перестрой
ках з достаточной» фракции хроматина при дерелресенруюшем геном 
влиянии эстрадиола в клетках печени петушков. Гормональная актива
ми генома сопровождается обшей стабилизацией структуры «астата 
ной» фракция хроматина, по-видимому, являющейся результатом ш 
метиого перераспределения прочло связанных г ДПК негистоновы.ч б՛. ■ 
ков в хроматине Некоторая дестабилизация структуры может Гл г . 
непосредственно связана с процессами спецнфнчеа-ой дерспресснп 
деленных участков генетического аппарата.
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