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Проведена количественна а оценка статуса белкоп п хроматине с помощью 
новых физнко-химнпееких характеристик, подученных методом дпухкоор- 
лннлтиой экстракции, п норме и при гормональном полдсйстнпн Кроме 
изменении общего сродства ь хроматину дли некоторых белков обнару
жены специфические сленги, что указывает на юмонони<с րւաո оэанмодсА* 
crtntft этих бе.-.xnn со структурой при гормональном похдсПСгинн

>/4/7*7/. Հ՞ր՜ՒՀ ֆխք/,կաք/,մ/ւակտ1ւ
Ья/, 9"41աՆՒ^11,Ւ պնահաավհյ ( քր„մաաիՆ[> „uf/iunul/ntifbhf/t իրս,-
•Աճակք հսրմայ^մ ե Հսրմ^այ ա^եքլթյաՆ Լերրս, Րացի իրավիճակի ք.է,Հ«|. 
Ь««Г я/>. я.//; «Л/иг. սպիտակ»,^հէ.րի համար հա յտԼար Լ րվ I. ( 1.1, րնորա, յէ- 
44,մն1,ր, օրոՆք արտատ»)»,» ԼԼ հ^րմսՆա) ազղԼ շութ յա), կաոո^յվաձրի
հէա այ,) սպիտակ*,շների րՆ"4^Ւ ^^ղայարմերր.

New pnvfico-ci cm al fiarac'enst.cs pr-••■ided Խ ։wn-Loonlin.iie extrat- 
и hi niched l!։c chro :-..r n pt te.n; • Hus qua.aitjhon under Ihc Iiohiio- 
ii ։l iiiiluenrc »s cur eJ on. Among nature ch inges lor some protclM 
the specific status shills Were observed, caused by the interaction type 
conversUms ol ihese protcltis wtihin the structure during hormonal action.

£r."... хроматине. -..4 Hu n. -д/1ьлг.й— -.траЗко.:— ко.ичыхада—даухкоо[к1а^
натнпя мстраьци.ч.

Гормональная индукция си:;теза белков является удобной моделью длн 
исследования механизма активация генома, структурных перестроек в 
хроматине, сопровождающихся функциональными изменениями в це-՝1 
лом. В этом плане весьма популярны представления о том. что при мо? 
тфикяцнях экранируются заряженные или функционально нажине 
группы на белках, что приводит либо к ослаблению нзаим<.»де»к՝тв։1й ти
па белок—ДНК, в результате чег* разрыхляется структура хроматния՜' 
и увеличивается степень экспоииропанности ДНК. либо к внутримоле- 
кулярным конформационным перестройкам самих белков с приблнзн*1, 
тельпо аналогичным ••:<։рфг»л։հическим эффектом на уровне хроматннД 
Нсследования в ;он области ш степенно конкретизируют функциональ
ную роль тех или иных белкой хроматина при транскрипции, обеспечь 
пни различных конформационных состояний хроматина и других про* 
цсссах, наблюдаемых, в частности, при гормональных воздействиях. 
Нам представляется, чп дальнейший успех при изучении хрочатнпп 
во многом буле; определяться преодолением методических трудностей. 
Г» настоящее время четко установлены два главных подхода при нзучс-j 
пни хроматина Первый из них ,с помощью фнзико-хпмнческнх ме 
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■;он (оптические калориметрические, рентгеноструктурный анализ) в 
качестве конечного объекта исследования рассматривает хроматин. По
лученные при этом результаты проясняют вопросы, связанные с физико- 
химическими особенностями строения хроматина, как целой структу
ры. Второй подход основан на детальном изучении свойств конкретных 
белков хроматина с помощью биохимических методов и тестов. Он бо
лее информативен для выяснения роли того или иного белка в целост
ной структуре хроматина. В этом плане, на наш взгляд, очень ценной 
является информация, характеризующая статус белков в составе хро
матина. Она в принципе представляется исследователям при изучении 
экстрагируемое™ белков хроматина различными хаотропными агента
ми. Так. например, хорошо известно, что под воздействием растворов 
с повышающейся ионной силой (0—2MNaCI) или мочевины (О—5М) 
из хроматина постепенно высвобождается до 80% негистоновых бел- 
кои и гистоны [6, 7]. С другой стороны, лишь по одному параметру— 
экстрагируемое™ белка при дискретных значениях концентрации эк
страгирующего агента—очень трудно получить однозначные и интер
претируемые результаты на таком сложном объекте, каковым является 
хроматин. Поэтому в настоящей работе мы задались целью изучить 
статус некоторых белков хроматина печени петушков в норме и при 
гормональном воздействии с использованием метода двух координатной 
экстракции белков [2]. Мы ожидаем, что такой подход позволит нам с 
качественно новой позиции описать изменения статуса белков в двух 
различных, функциональных состояниях хроматина.

Материал и методика. Неполово рслым петушкам породы «белый леггорн» вводи
ли эстрад иол-17 р («Sigma» США), внутримышечно в .концентрации 20 мг из I кг 
массы тела Петушков декалнтировалн через 24 ч после введения гормона. Хроматин 
из /.легок печени выделяли по метолу Цанева [9]. Ткань гомогенизировали в раствр- 
!֊.։. содержащем 0.075 М NsCI. 0.025 М ЭЛТА. при pH 8 (раствор А). Гомогенат от- 
фн.п.тровызалн через 2-слойную марлю, после чего инкубировали при 4° в течение 

1Г мин р. указанном растворе, содержащем дополнительно 0 2% Noir.dei Р 40 (Shell 
Chemicals, $. К. Leinited)..»a>CM не. i рифу։ hj ога и п и 600'< g. 5 минут. Процедуру 
повторяли дважды. Полученный описанным методом ядерный осадок гомогенизировали 
в растворе Л с последующим центрифугированием (GOOXg, 5 минут), затем промыве*

в 0,01М тркс-HCI буфере (pH 7,5) с 1 мМ MgCI2 Экстракцию белков хроматина 
[3j проводили в отдельных пробах при одновременном изменения двух компонент 
раствора К 200 мл суспензии хроматина добавляли по 200 мл соответствующих буфе- 
ро.ч для получения возрастающих концентрации экстрагирующих агентов. Для двух* 
|.о(1рдн1:.1гн<1й экстракции использовали пары таких реагентов, действие которых на 
яатнвнух» структуру хроматина нсодистинно (например, различные комбинации кон- 
аентрацдГ. Х:аС1 к мочевины или NaC։ и pH). Все пробы хроматина инкубировали при 
0’ с непрерывным перемешиванием п течение I часа. Надосадочную жидкость, со- 
дермящую солюбилизированные белки, отделяли, определяли и ней содержание белка 
пг» методу Брэдфорда [41 SDS-электрофорез белков проводили по методу Лаэммли 
[А]. При полимеризации гель химически связывался со стеклянной пластинкой с по- 
KGiithX) ■ кивающего агента sila։։ Л-174. Наносимый на каждый трек геля образец со
держал не более 100 мкг белка. После электрофореза пластинку геля окрашивали в 
’2:! ном растпоре кумассн G-250, содержащем 40% изопропилового спирта и 
10% уксусной кислоты. Далее гель обесцвечивали в 7%-ной уксусной кислоте, высу
шивали на воздухе, предварительно выдержав в растворе, содержащем 3% глицерина 

Ib 70Sj ншпропанолз, в течение 5 минут. Ска шровзние проводили на приборе «Uitra- 
ъгоп XI.» (1.КВ)
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Результаты и обсуждение. После сканирования электрофореграмм 
по методике, детально описанной ранее [2], составлялись особые таб
лицы, условно называемые диаграммой состояния или таблицей-диа
граммой. На рис. 1 в качестве примера для описания результатов.

часть—а, в) н хроматина подопытных животных (правая часть- б, г) в 
двухкоордннатной системе экстракции «ХаСЬмочегалз» (верхняя полу» 
плоскость—а. б) и «ХаСЬрН* (нижняя полуплоскость—в, г) Подробные 

объяснения рисунка см в тексте.

встречаемых в наших экспериментах, приведены условные данные с 
характерными линиями полувыходов. По осн абсцисс слева и справа 
от начала координат отложены значения концентрации МаС! (0,0.15 М* 
0,3 М, 0,5 М), по осн ординат вверх и вниз от начала координат отложе 
ны значения концентраций мочевины (0.5 М. 1 М, 2 М, 4 М) я pH среды 
'5,6,3, 7,8, 9) соответственно. В итоге, в верхней полуплоскости рис. I 
приведены диаграммы в «координатах ЫаС1- мочевина», в нижней 
полуплоскости—диаграммы в «координатах \аС1—pH*. Слепа от оси 
ординат приведены диаграммы выхода белка хроматина контрольных 
животных, справа—диаграммы выхода белка подопытных животных.

Каждая диаграмма составляется из 16 точек. Приведенные на
диаграмме числовые значения представляют собой высоты пиков бел
ка № 12 на электрофореграмме в соответствующих экстрагирую։
точках. В качестве примера на рис. 1 число, обозначенное кружи 
является экспериментальной точкой и показывает высоту пика белк։ 
вой полосы X? 12, экстрагируемой из структуры хроматина в среде, со 
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аержащей 0,3 М МаС1, 2М мочевину. Высота пика данной полосы про
порциональна количеству белковой фракции № 12, солюбилизирован
ной при указанных экстрагирующих условиях. Так называемые линии 
■"'лу вы ходов, представленные на диаграмме, проведены через точки 

50%-ного выхода белка из структуры и разграничивают области свя
занного и свободного состояния белковой фракции. Поскольку линия 
։юлувыхо?ча отражает переход белка из связанного состояния в свобод
ен-, то по диаграмме и форме кривой можно, в принципе, оценить харак
тер тех или иных сил, осуществляющих комплексообразование. Очевид
но, что белки, имеющие однотипные, линии полувыходов, должны иметь 
схожий тип взаимодействия со структурой. Описанным способом были 
построены анаграммы для большинства обнаруженных на электрофоре
грамме белков. Количество идентифицированных полос составляло 
около 32. И.» общей форме линий полувыхода диаграммы изучаемых 
белков можно систематизировать следующим образом:

I. Диаграммы «простой.» формы линии полувыхода белковых фрак
ций (рис. 16). В этом случае выход белка зависит только от концент
рации одною из ингредиентов, другой—слабо влияет на его стабиль
ность. Ливия полувыхода горизонтальная или вертикальная.

.2. Диаграммы «диагональной» формы линии полувыхода белковых 
фракции (рис. 1а). Такой тип экстракции белков является наиболее 
распространенным в обеих координатных диаграммах. Эта форма ли
нии свидетельствует о том, что >в составе структуры белок стабилизиро
ван как ионными, так и гидрофобными взаимодействиями, включая так
же механизм стабилизации структур более высокого порядка, посколь
ку выхи;՛ белков из состава структуры зависит от обеих переменных в 
системах \aCI- pH и МаС1—мочевина. Сочетание более высоких зна
чений концентраций соли, мочевины и pH среды понижает порог выхо
да белка в раствор.

3. Диаграммы «сложной» формы линии полувыхода белковых фрак
ций (рис. 1в). Наблюдаются у группы белков, обнаруживающих рез- 
кую дискретность выхода вдоль какой-либо из осей диаграммы. Чаще 
всего этот эффект обусловлен стабилизирующим воздействием физио
логических значений ионной силы и pH среды.

4. Диаграммы «островковой» формы линии полувыхода белковых 
фракций (рис. 1 г). Такой выход обусловлен тем, что белок стабилен в 
составе исходной структуры только в условиях какого-то определенного 
сочетания условий экстрагирующей среды.

С другой стороны, по характеру связывания со структурой хрома
тиновые белки в экстрагирующей паре Х'аС! мочевина можно сгруппи
ровать следующим образом (рис. 2. 3):

1. <1\дС1-мочевннозависимые» белки—№№ •/, 6. 7, 10, 11, 12. Моче- 
пина без соли практически не нарушает связь белка со структурой, нов 
сочетании с солью она усиливает эффект высвобождения. Форма ли
нии нолувыхода этих белков «диагональная». Белковая полоса № 4 
единственная в данной группе, которая имеет сложный характер выхода. 
Белок устойчив при физиологической ионной силе (0,15ММаС1) неза- 
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вионмо от концентрации мочевины. При уменьшении или увеличении 
ионной силы он становится «мочевинозависимым».

2. «Мочевина Х!аС1 зависимые» белки- -№№ 1, 3, 5. 8, 9. 13. 14, 17. 
18, 19, 21 22, 23, 24, 25, 27, 28, 29. 30. 31, 32. В бессолевом растворе 
группа этих белков высвобождается при концентрации мочевины 2 4М. 
но введение в экстрагирующую среду 0.15—0,3 М .\аС1 приводит к пони
жению порога требуемой концентрации мочевины. Форма линии полу
выхода данной группы белков также «диагональная .

Рис. 2. Линии полувыхрдов белков хроматина печени петушков « норме 
(а, в) л при гормональном воздействии (6, г) в двухкоординатноп системе 
экстракции «КаС1-мочевина» и «\aC7plI» (условия указаны на рис. I) 
Каждая из приведенных конкретных диаграмм является наиболее харак
терной для белковых групп, описанных в тексте (номера приведенных на 

рис. 2 белков в тексте набраны курсивом).

3. «Моченинозависимые» белки. В эксперименте обнаружен один 
такой белок—№ 20, выход которого зависит только от концентрации мо
чевины. Повышение ионной силы не влияет на его связь со структурой 
хроматина, а 1 М мочевина уже способствует 50%-ному выходу белка 
из комплекса. Эти данные свидетельствуют о том, что лишь нарушение 
внутримолекулярных водородных связей в белке обеспечивает его пере
ход из связанного с хроматином состояния в диссоциированное. Форма 
линии полувыхода этого белка «простая».

4. «МаС1-зависимые» белки. В эксперименте обнаружен только 
один представитель этой группы—№ 2. Связь этого белка со структу
рой обусловлена исключительно ионными взаимодействиями, поскольку 
при ионной силе выше 0,15 М ХаС! происходит высвобождение белка из 
структуры независимо от присутствия мочевины. Форма линии полу
выхода белков этой группы «простая».

5. В отдельную группу нами выделены белки №№ /5, 16, обнаружи
вающие «островковую» форму ляпян полувыхода. Они стабильны а 
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структуре хроматина в среде, содержащей 0.15. 0.5 М \’аС| и 0,5 М мо
чевину.

В координатах Х’аС!—pH хроматиновые белки можно сгр\ тировать 
следующим образом:

I <р! I зависимые» белки—№Л? /5 16, 26 Выход этих белков сонару 
живается при нейтральных и щелочных pH независимо от полной силы 
раствора. Линия полувыхода белков данной группы имеет горизонталь
ную форму.

ютрссм и работе [3]Боли՝ детально аюлиглчьыс рисунки

Ри,:. За. Из Ь4 треков, анализировании* о работе, и качестве примера ,К| 
рисунке пред:тзи.։сии «.нктркфореграммь хонгро.л.нил (К, к опытных (О| 
треков в точке экстракции (1,3 .4 ХаС1-|>!Т 7.8 системы координат <М. 
.р!Ь. Рисунки ?ллоктр1.форег|ра|мм сальных треков м вреден мл« ■ <4

Де1кито)']!оммы контрольных (К) и опыт, ых (О) ।реков в точке 
тракции 0.3М МаСЬрН 7.8. Преи у мерс малы белки, поведай» ■•՛>՛ 

рых при экстракциях обсуждается и работе.

2. <ИаС1-рН—сложнозаввспмые» белки—№№7,9. 10, II, I֊’. /9. Эта 
группа белков остается в структуре хроматина при определенной ионной 
силе независимо от pH. Уменьшение или увеличение ионной силы при
водит к резкому изменению состояния белка. Так. например, во всех ис- 
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•-ледускых областях pH белкн №№ 10, II, 19 стабильны при физиологи
ческой ионной силе, а белки №№ 7, 9, 12 и при 0.5 М НаС1. Причем в боль
шинстве случае переход этих белков из связанного состояния в диссо
циированное происходит при щелочных pH в условиях отсутствия соли, 
а при повышении концентрации соли выше указанных значений устой
чивость наблюдается лишь в кислой среде. Форма линии полувыхода 
белков данной группы «сложная».

3. «рН֊1\зС1 зависимые» белки—а) №№ 4. 5, 6. 8, 17. 20, 22, 25. Эта 
группа белков не стабильна и структуре хроматина при pH 9. Ионная 
сила существенно влияет на солюбилизацию белка. С повышением кон
центрации ХаС! выход белка увеличивается, б) №№ 18. 21, 24, 28, 30. 
При отсутствии соли эти белки стабильны в структуре в областях pH 5— 
9. По мере повышения концентрации соль экстрагирует данную группу 
белков. Форма линии полувыхода белков этой группы «диагональная •

4. «рН-.ХаС! сложнозависимые» белки—№№ 13. 14. 23, 27, 31. Ха
рактерным для этой группы является то, что при определенных pH наб
людается эффект стабилизации или дестабилизации белка в структуре 
хроматина, что объясняется изменением суммарного поверхностного за
ряда белка, вызванного конформационным изменением его структуры 
Хссоцьироваииое состояние белка при данном значении pH и физиологи 
ческой՜ ионной силе говорит о том, что в этих условиях его конформация 
близка ь: нативной.

Анализ общих закономерностей выхода белков в обеих двухкоордп 
латйых диаграммах свидетельствует о том, что у ряда белков наблюда
ется реагрегация со структурой при высоки՛, значениях концентрации 
соли (уменьшение выхода в раствор при высоких концентрациях ин 
|реднектов) Это явление скорее всею связано с эффектом высаливания 
белка уже после выхода из состава хроматина.

Известно, что при՛гормональном воздействии структура хроматика 
яретерневаег существенные перестройки, которые приводят к изменению 
характера связывания белков с обшей структурой [1. 5]. С помощью 
метода двухкоординатиой экстракции анализировались образцы хрома
тина, подвергнутые гормональной индукции. Иаши данные свидетель
ствуют о том, что по характеру изменения связи со структурой хромати
на белки можно разделить на три принципиальные группы: 1. гормоп- 
«незавиенмые практически не изменяющие характер выхода; 2. гор
мон-слабозависимые—обнаруживающие пезиачигельныс изменения ха
рактера выхода; 3. гормон-завнеимые проявляющие значительные 
сдвиги в характере выхода.

Введение гормона приводит к двум противоположным эффектам. 
Одна группа белков становится более лабильной в своих связях с хро
матином, другая же проявляем большую стабильность, и для се. выхода 
в растворимую фракцию необходимы более высокие концентрации со
любилизирующих агентов, чем в контрольных препаратах. Здесь на
лицо одновременно противоположные эффекты—«разрыхление» и скоп- 
дспсация» структуры хроматина под действием гормона. Лабильная 
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группа включает фракции №№ 10. II. 12, 19, 20, 27, 28, 30 (координаты 
ХаСЬмочевина) и Л*?№ 9, 21.24. 27. 28 (координаты ИаСЬрН). в стабиль 
пую группу входят белки №№ 1. 3. 4, 13. 18, 21,22,25, 3! в системе №аС1— 
мочевина и белки №№5, 6. 8, II. 15. 16. 29, 30 в системе \:аС1 pH. При 
гормональном воздействии обнаруживается, что белки №№ I, 3. 8, 14. 18, 
19, 21, 22, 25. 31 слабее экстрагируются мочевиной из структуры хрома
тина в условиях отсутствия соли или при низких ее концентрациях, а 
для группы белков №№ 8, 13. 14, 18, 19, 20, 22 при повышении порога 
концентрации мочевины, необходимой для их выхода из структуры, по
рог концентрации соли уменьшается. «Разрыхление» структуры хрома
тина в зависимости от концентрации соли наблюдается у белков №№ 8. 
9, 13, 14, 18, 19, 20, 22, 24, 28, 29 в координатах ХаС1—мочевина и у бел֊ 
ков №№21, 24. 27, 28, 29 в координатах Х.1С1 pH. Поскольку у ряда 
белков, полученных с гормон-обработанного хроматина, обнаруживается 
«чувствительность» выхода при физиологической ионной силе, .можно за
ключить. что данное проявление обусловлено «чувствительностью» само
го гормон-обработанного хроматина к физиологическим значениям ион
ной силы. Так, например, у белков №№ 8, 14, 19 наблюдается стабили
зирующий эффект 0,15 М .\’аС1 как в координатах МаСЬ мочевина, так 
в МаС1—pH. Тот же эффект имеет место у белков №№ 8. 14. 23 в коор
динатах МаС1—pH.

Кроме изменения общего сродства белков к хроматину заметны так
же специфические изменения характера выхода или формы линии по
лувыходов некоторых белков, что указывает на изменение типа взаимо
действия этих белков со структурой. В большинстве случаев происхо
дит переход диагональной формы линии полувыхода в сложную. Рас
смотрим эти переходы на характерном примере—белковой фракции 
№19 (координаты ЫаСЬмочевина). Если в контрольных препаратах 
выход этого белка из связанного состояния в диссоциированное завн 
сит от обеих переменных (концентраций .\’аС1, мочевины), причем по
вышение концентрации соли до 0,3 М снижало требуемый для выхода 
белка порог концентрации мочевины, то после гормонального воздей
ствия белок при физиологической ионной силе остается стабильным в 
структуре при всех используемых в опыте концентрациях мочевины

В эксперименте выявляются также белковые фракции, которые 
при гормональной индукции в спектре белков хроматина отсутствуют 
(полосы №№ 7, 17, 32 в координатах \’аС1—мочевина, и полосы №№ 3. 
I. 11. 17 в координатах \аС1—pH).

Таким образом, описанные выше результаты свидетельствуют о 
том. что с помощью двухкоординатной экстракции можно количествен
но описать сдвиги в сродстве белков хроматина, вызванные гормональ
ным воздействием. Помимо обнаруженного факта, что эстрадиол вы
зывает разнонаправленные сдвиги в хроматине (по-видимому, осущест
вляемые в разных локусах), мы ожидаем, что указанным методом нам 
удастся оценить вклад сопутствующего гормональную индукцию фосфо 
рилнровання г сдвиги сродства белков к хроматину.
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ПРОЕКЦИЯ ТЕМЕННОЙ КОРЫ В ЗРИТЕЛЬНУЮ

//. М. ИПЕКЧЯН

Институт физиологии им. Л. А. Орбелн АН Армении. Ереван

Показано, что поле 7. и отличи։- от поли 5. проецируется в зрительную 
кору. Ассоциативные волокна полк 7 оканчиваются ո части латеральной 
изви шиы. расположенной изд латеральной бороздой. Место окончания 

тгнх волокон соответствует полям 19 к 18 зрительной коры.

'‘n‘jU - ,1,րվե{. "Ր 7-րդ ղաՀէոր, /. տարրերու^ յ«։Լ i-րղի, պրոյեկւյվռմ Լ տեսո
ղական կեղևում։ 1-րդ դաշտից սկսվող ն րււրղա^ե [եր ր վերջանում են (ատերա) 
դալարք։ այն մասում, որր հպվում Լ լատերսւլ ակւ։ս[։ն։ Այն համապաւոս/սիւս։- 
նսւմ Լ 1У, IS տեսողական դաշտերին։

1։ has been shorn tli.it area 7 of f; e pirieial cortex. In difference from 
area 5. Is p,ro]ertel ։n the visual cortex. Area 7 associative fibers termi
nate In the pin -Հ lie l.necal <y.-u> localize! r.c.jr under the lateral sul
cus. corresponding to areas 19, is.

Теменная кбра—оссоциигиин.'яе связи -зрите.^ная кора.

Согласно литсратурны” данвы'.г, тсмоиися кор принимает участие и 
функции ; ригель гни о ;им1.;!?зат֊>рг. В чистносги. показаны зрительные 
расстройства, измсн.'иия зрительных условных рефлексов, дефицит зри
тельного 1. шмз։11в: ; зрительного поведения при разрушении поля 7 у 
животных [1. 4, 8| и у человека [19]. Полю 7 отводится командная 

функция в отношении зрительного поведения [15]. Указанные литера
турные далн.де сослужили основанием для изучения морфологического 
субстри։.! с&яздй гемепнйй и зрительной корм. Следует отметить :?d 
многочнслспиость и противоречивость морфологических исследований, 
касающихся связей указанных отделов коры мозга [5, 11, 14, 20]. За- 
дачей пастояще.о исследования явилось определение топографического
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