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Исслслованные методом дифференциальных кривых плавления структур- 
ные изменения ДНК в комплексе с -I различными белками выявили неоди
наковый эффект белков ча параметры плавления ДНК. Наблюдалась кор
реляция меж.л содержанием ароматических аминокислот а белке и стабн- 
ли ։руюш:».м действием белка на ДНК. Предполагается что взаимодей
ствии происходит по ннтеркаляцнонному механизму

Կիրաովւսծ /ւիիերենցիայ ’.այման կորերի մեթոգր РП‘Ц ' ՚ովեյ եզրակս, r/եէչ 
ԴՆ^-ի կաոուցվածքի փոփոխությունների մասին՝ ււտացված չորս տարբեր սպի
տակուցների հեւՈ կոմպյե րսավորմ ան րնթսւցրումէ U պիաւսկուրնե րից յՕլրարան- 
չյո.րր յուրովի / Ներգործում ԴՆ& ի հայմւսն պարամետրերի վր>41 /' Հայտ է ւ/ա- 
չիս կոոեչյացիա ււպիսրակո, ցի արոմատիկ ամինաթթուների բաղադրության ե 
Դնթ-ի պւսրույրր կայունացնող նրա ազդեցության միչն, Ենթադրվում Լ սպի- 
Աէէսկուց — ԴՆե* փոխազդեցության իևտերկւէւյիացիոն մեխանիզմի դո յՈլթյՈլնր:

The structural alterations ol ПХ \ .:։ ti.u complexes >.-ith four dlifercni 
proteins Were studied using the dihexeniial melting curve--. The eiie. : of 
these lour proteins on the U.X’A melting parameters was different. A 
correlation was observed between the aromatic amino acids contents in 
the protein and tne protein -tab zing action on i>X'A. If was suggested 
tha՛ rhe intern ւ.՚՚ո too . place using the Intercalating mechanism.

Бел։ . .'.пЛрашил — ^НК—’.'лчн.и'ты—дифференциальные кривые кмв/ения.

Mexairtj.՝: транслокации тили электролитной молекулы ДИК через гид
рофоба липндно-белкоаый бислой клеточной мембраны пзучей пели- 
с:ато։ 3 основном исследованы движущие силы процесса перенос- 
ДНК че поверхностную мембрану прокариотических клеток |ь։. вза^ 
кмодевствпе ДНК с искуссгвеиным липидным бислоем [li. Проникно
вение молекул ДНК в кл-и и последующая экспрессия наиболее эф
фективны при предварительном заключении ДНК в липосомы, впугон 
котор: она защищена от нуклеаз и сохраняет свою биологическою ак
тивное?։. [lj. Возможен и прямой пуп. проникновения ДПК через мем
брану ; пнгонлазму клетки. Участки связывания ДНК находятся н.՜. 
плазматической мембране клеток [11]. Имеются данные, свидетель- 
свуюш^ с важной роли ДН К-связывающихся белков плазма ւ л чески.\ 
•.тембра- 15, 8. 13] в процессах грялсмсмбраннсно перехода ДНК. Ол- 
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нако почти ничего не известно об особенностях ко \ш.։екеообг'.тюкания 
ДНК-связыааюшнхся мембранных белком с ДНК. о структурных изме
нения.՝. последней в комплексе с ,тнл:։՛. 6c.-k.ivi՛. [2. 8|.

Нами изучались некоторые снойсгвл ДНК в комплексе е ДПК-свя- 
зывающнмися белками клеток тимуса крупного репного скот:։

Материал и ■!1՝?б<7л'л֊а. ДНК тимуса геленкл фирмы «Сигма» пепел: дашн после 
З-кратной фенольной депротепнптации. ДНК плазмиды рАОЗ | 12] < молекулярной 
массой 1,1Х1ДОД была переведена и линейную. пригодную (Л» .".тав.ннкя форму, ре
стрикций Есой). Веред п аахенцем _1НК перевод։ ш л буфер । I ч՝^ । • .п.-фи-Пг 
։ранней на еефзрозе 4В.

Плазматические мембраны нз тиму-а крупного рогатин՝.- сю.-ти бд.л։ выле.н’ны но 
ошк линой методике 19]. Белки плазматических мембран получали методом солюби- 
лнзамнм тритоном Х-1Ы) и последу няней аффинной хроматографией -:а колонках АЭ- 
пеллюлозй-нлтнкная (или денатурированная) ДНК тимуса теленка | . ] Элюкрующнн. 
буфер (pH 7,5| содержа.; <1.3 или I М ХаС- Элюаты пыли н-.а.Т'човпны и лпофяли- 
зованы, затем растворены п 201) Н1 о.IХ>ч՛ н фракнч՛՛ 'ир-.л;;.н ча к--՛....ье < гсфа

рилом Ч ЗИП с помощью мнкроколоночного жидкостного хроме п-графя «Обь*.
Методом электрофореза в ПЛАТ с маркерными белками по .1 нем мл: [10] били 

тц-ис1о.< молекуля]И1ые массы по дчеиль։.՝; белков. На спектрофотометре $ресон! М-40> 
получены гп|-ктрй.;ьные характеристики белков. Комплексы .отовили смешиванием 
растворов ДНК и белка (>\ ежовой пропорции ::10) непосредственно пере; плавлением.

Дифференциальные кривые плавления ДКИ ДНК и их комплексов - белками но- 
,учены на спектрофотометре «Сагу-219» с гермопристаякой. Скорость нагрева 0,4ф/.мян.

Кривые. 331:111 анные па перфоленту, тфференцнраинли на ЭВМ Искри 226» с 
лспольлозаиием программы ДСЕ-К («Бейсик*)

ь/о՛.՛■.՛„• ц аб(улденис. При фракцнинпроваиии на хроматогра
фе «Обь» но молекулярным массам и спектральным, свойствам из то
тального ДНК-связываюЕЮГося белка плазматических мембран было 
||(.-.|учегп I белк:. [I] с молоку.1ярн1։?мн массами: I ,51.000» И 12.000. 
’II 38.000. IV 25.000 Д и максимумами УФ-ши.юнн-нпя: И :: .н 260. 
II!—при 270. IV при 275 нм.

Для оценки влияния каждого из бе-шеш на пирометры .тлаьлення 
ДНК было проведено пла.н.тенве ДНК тимуся теленка ь присутствии 
.тих белков. Как видно из рис. I. белок I проявляет заметный эффект

Рис. I. Нормированная дифференциальная кривая плавления ДНК 1имуса 
в 0.1XSSC без белке i— । и я ирису к гзип 10 вгепвы-х д<,ле..; белков

Ц- -). Н( • •), Ш(- - - ).

предправления, не изменяя самой ДКН ДНК тимуса. Белен-. II, дефор
мируя ДКП. к заметным лзме чеп :я-.՛ играметров клаилеиия также не 
привили г. Белок III, сужая кривую плавления, сдвигает ее э։ нано, вы
зывая значительное увеличение термостабилъностн ДНК.
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Для более детального изучения особенпостен комплексообразова
ния этнх белков с ДНК были получены Л КП ДНК пАОЗ в линейной 
форме Как известно. ДКП гтон ДНК имеет два сильно paзнесенных 
по температуре инка, отвечающих выплавлению ХТ-обогашенпых н GC- 

гых участков. Как показали полученные результаты- белки I и II 
практически нс влияю։ на Л КП рЛОЗ Заметим, что эффект прслплав- 
дения I белка наблюдается и ^тлм случае Белок III, а еще больше 
белок IV (рис 2, 3) приводят ь сльнгу 1КП вправо и некоторому су же

Ри Ло|»М»1р>/|։Я1И .,И >КЦ ДНК рЛОЗ Гч-1 бСЛ-.Э (---------- 1 II П пр I >Г-
»типи ’едка II (---------),

0,4

0,32

0,24

0.16

Ofib

P։i 3. Нормированная ДКП 1НК рАОЗ без белкз (-------- ) н е белком
К .-------- ).

ню кривой плавления (сближению никои) Таким образом, белки 111 
:։ 1\ являются стабилизатора ми ДНК Однако заметной специфично* 
С1ыс к \ Г- пли (ЗС-парам нс обладаю։ Э:о отличает их от белка-сга- 
бплизатора плазматической мембраны печени крысы, для которою па- 
||| была обнаружс!:.։ ДТ-спенвфичность [2] К «оме юго мембранный 

нелок сюбилплагор Печени крысы получился лишь при ■».|юцни с наши- 
нон Д11К֊цг.|.1ю.ичиой колонки, но нс с денатурированной [3] \ \ievb 
бранные белки, получаемые н» тимуса крупного рогатою ско։а, выдели- 
пПГСЯ при ыюпин как с нативной, так и с денатурированной ДНК-иел- 
люлозных колонок Раллпчакося лишь относительные ко.тич<։сп։а рл »• 
иы.\ бел кои [1].

Отмстим также лучшую реассоциацию после дела гурлции ДНК. 
если плавление происходило н прнсу чтнни белков III и IV. Р.нумсс։- 
՛ и. любые факторы, стабнли.знру кицие ДНК. имею։ нсспеинфнческим 
своим выражением сдвиг кривой пллплсинн вправо, сужение се и луч
шую реассоциацию ДНК при охлаждении Однако в данном случае су 
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шествует корреляция между сдвигом максимума поглощения бел коз 
вправо, происходящим при увеличении содержания ароматических ами
нокислот в белке [14]. и стабилизирующим действием белка. Можно 
предположить, что стабилизация структуры ДНК происходит по ннтер- 
кал я ии ои по м у м с х апизму.
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ПРОТЕОЛИТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ МЕЗОФИЛЬНЫХ
If ТЕРМОФИЛЫ1ЫХ ДРОЖЖЕЙ CANDIDA MALTOSA

Н1‘И ТЕМПЕРАТУРНОМ И ЭТАНОЛЬНОМ СТРЕСС!

Г. С. СИНАНЯН. л. л. ДАВТЯН, г р ДАВИДОВ
l essHi: • ri дарственный университет, кафедра биохимии и проблемна# 

..б-jpaгорня Сравшиельной ։՛- yuci.tMMiuoHUOfi бнехимнк

Рыян.цч-а повышенная чувегвитгльнигть к этанолу мезофильного штамма 
!:։ежжс/| Cc.t:a:da niultosa по сравнению с термофильным мутантом, кото- 
.ый оказался жизнеспособным как в условиях термошока, так и при нали
пл. высоких концентраинн этанола и среде Показано, что воздействие вы-

•.икой юмнературы и этанола приводят к активации системы протеолиза у 
1ермоп1лерантного штамма дрожжей, в то время хак у его лнкото пред- 
cjccгвенппкз. в аналогичных условиях ояа снижалась.

2^ijuiLiU(-l.li>li,[ /. {fhubir;!. X $ шт d iti 2 p qtjwtrtthntf)jiitb j- .ujtntiuiffaid (,Gf.di(ia
ir.tlliOSajud dl'nn^pi .nl.uiiiltp dttut d.pd tuf/uijnib ',iud!.dtuinnc~
Pjmdf /lit՛ ^LpdntPjuit ftuntipuifidudi h ph՛ </7нгЬм/Д pn.-pAp J< >}h4/-

Сокращения: БТШ—белки термошока
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