
дин. ՞ нческого равновесия белков в составе структуры или изменения 
их сродства к структуре ври энзиматических модификациях белков и 
их ближайшего молекулярного окружения.
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ДВУХКООРДИНАТНАЯ ЭКСТРАКЦИЯ БЕЛКОВ ХРОМАТИНА. 
ЭКСТРАКЦИЯ В СИСТЕМАХ pH—.VaC/, рН-МОЧЕВИНА.

ТРЕХ КОО РД И Н АТ Н Ы Е Д И А Г РАММЫ
//. А. СЛРВАЗЯН, А. Ш. АБРАМЯН, К. Л. ШАГИНЯН*.

Т. Н. АКОПЯН. А. А. АРУТЮНЯН
Институт экспериментальной биологии АН АпмССР, г. Ереван 

‘Институт ботаники АН АрмССР, Ереван

Рассматривается новый методический подход к изучению структурных 
белков. Показано, что одновременное воздействие физико-химически разно­
родных экстрагирующих агентов на нативную макромолекулярную струк­
туру позволяет получить количественную и графически оя.и-ываеиую ин­
формацию. характеризующую статус отдельных белков в согтаве лро 
матина.

Այս հողվածում շարունակվում Լ կառոլցվա Հ րա լին սպիտակուցների հետազոտման 
նոր մեթոդական մոտեցման րննարկոլմր։ Ցույց I, տրված, ՛որ Նաթիվ մ ւ; կրո ս ւ։ - 
յԼ1(Ո,յյւսր ստրուկտուրայի վրա ֆիզիկսրիմֆորեն տարարնււլյ/} յուծ արրուոո.) ւ/որ 
Հոնների միտմտմանակյա աղդեցու/էյունր թույլ Լ տւպիս քրոմատին/։ կւս ոմո,մ 
աոանձին սպիտակուցների ստատուսր րնւէրոյող րանակս.‘յս։ն և էյրաֆիկորեն Նկա- 
րագրվոդ ինֆորմացիա ստանալ:

ht this report the discussion ol a new me:h >do!ogic;il app o։<h о su.i- 
tural protein Investigation is co.Hinaetl, I՛ is shown that tne common 
action ol physico-chemica'.Jy different extractive ageais i.-n ih? ii-iivr ma - 
romolecular structure permi.s to obiaiit a quantitative and gra;. >» .i.lr ։ir- 
monstrative Information which is chaiacteristic lor Hie given р .у.е.н л.а- 
էստ quantitation In the chromann srmerme

Белки, хроматина —двухкоордпматная экстракцпк—мния г.о^уамхода.

В предыдущем сообщении [6] были описаны идея и приме;՝ практиче­
ский реализации нового методического подхода к изучению структур- 
ныл белков. На примере белков хроматина эритроцитов кур было про­
демонстрировано. что динамически равновесное состояние бока ь соста­
ве материнской структуры может быть охарактеризовано <? помощью 
поддающихся количественной оценке параметров.
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С целью облегчения изложения мы воспользовались некоторыми 
математическими и физико-химическими терминами, такими, как таб­
лица-диаграмма, поверхность экстракции, изоградиентная линия поверх­
ности экстракции, двумерная константа диссоциации. Следует отме­
тить. что в данной работе эти понятия используются вне их традицион­
ного контекста. При выборе термина мы ориентировались в основном 
на описательное, графическое сходство изучаемого нами процесса с та­
ковым в традиционной терминологии, хотя в некоторых случаях просле­
живается н более глубокая аналогия. Так, например, таблица-диаграм­
ма напоминает известные в физхимии диаграммы состояния вещества, 
физический смысл термина двумерная константа диссоциации аналоги­
чен таковому для одномерной константы, поскольку в нашем случае 
описывается двухфакторный процесс диссоциации и г. и.

Материал и методика. Выделение хроматина подробно описано н пре.'и»-душем 
сообщении [6]. Экстракция хроматина. К пробам хроматина в растворе с 10 мМ 
трис (pH 8,0) 2 мМ МйС12 в 16 эпендорфах добавляли растворы, при готовленные та- 
дим образом, чтобы конечные концентрации мочевины и значения pH в энеилорфах 
соответствовали координатах։ точек сетки экстракции (см текст и рис. I б) Все рас­
творы содержали 2 мМ М^С!, Значения р! 1 в точках pH 5.0 и 6.3 обеспечивали 50 мМ 
нитратным буфером, значения pH в точках pH 7.6 ։։ 9,0- 50 мМ трис-НС1 буфером. В 
пенлорфе А? 9, например, хроматин экстрагировали следующим раствором 2 М мо­

чевина. 50 мМ шгтратныи буфер (pH 5.0), 2 мМ М^СН.
Аналогично экстракцию проводили в сетке экстракции pH—КаС1 (значения кон- 

псп грации соли и значения pH указаны на рис. 1 в).
I дующие операции по экстракции и электрофорезу образцов (рис. 2) подроб­

ен описаны н предыдущем сообщении.

Результаты и обсуждение- Идея нового методического подхода, 
использованного в данной серии работ [1, 5, б], основана на гак назы­
ваемой двухкоордннатпон экстракции белка из структуры (рис. I а). В
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Рис. 1. Двух координатные таблицы и) для сетки экстракции в общем виде, 
б) для сетки экстракции pH—мочевина. Координаты представляют собой 
концентраций мочевины к значения pH о экстрагирующем растворе, в) для 
сетки экстракции pH—ИаС1. Координаты представляют собой концентра­

ции соли и значения pH в экстрагирующем растворе.

качестве координат а и Ь выступают различные экстрагирующие аген­
ты—КаС1» мочевина, pH, тритон н т. п. Значения аь 1=1. X и Ьр ) =
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Рис. 2. ДДС-электрофэрс.а белкой хроматина эритроцитов кур п 30%-ном 
11ААГ. Каждый трек представляет собой супернатант после инкубнрова 
пня хроматина в соответствующем растворе из сетки экстракции. Номер 
грека соответствует номеру точки экстракции, а) Электрофореграмма для 
сетки экстракции рН-мочевнна. б) Электрофореграмма для сетки экс 

тракции pH ЫаС1.
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I, и—конкретные значения концентраций а и Ь соответственно. Точка с 
номером Х = ։ + М 0—1). имеющая координаты з։ и Ьь в эксперименте 
реализуется как раствор X со значениями концентраций экстрагирую­
щих агентов а։ и Ьр Совокупность таких растворов удобно обьедвнить 
под термином «сетки экстракции». Объект исследования после выде­
ления разбивается ня Х’хц идентичных образцов и каждый образец с 
номером X подверт ается экстракции раствором X. а затем центрифуги­
руется. Существенно, что все эти операции производятся одновременно 
л строги идетгтично для всех образцов. В результате мы имеем набор 
Ххп надосадков и осадков, полученный как бы наложением сетки эк­

стракции на исследуемую структуру. После электрофоретического ана­
лиза надосадков, сканирования, идентификации основных белковых 
полос определяются величины выхода А для каждого белка во всех 
■спектрах. Если значение выхода белка в раствор X расположить в мес­
те точки X на двух координатной таблице, то мы получаем гак называе­
мую таблицу-ди а грам му этого белка. Если же данные представить в 
трехмерном пространстве, то в качестве конечного результата можно 
рассматривать поверхности экстракции.

В предыдущей работе обсуждались результаты экстракции белке:։ 
хроматина эритроцитов кур, и в качестве координат сетки экстракции 
использовались _ХаС1 и мочевина. Такой подход позволял оцепить 
вклад электростатических взаимодействии и водородных связей в ста­
билизацию белка в общей структуре.

В данном сообщении обсуждаются результаты экстракции белков 
хроматина эритроцитов кур в сетках рН-мочсвина и рН-МаС! (ряс. 1 а, 
б). Вопросы нумерации белков, идентификации полос, построения по­
верхностей экстракции, линии полувыхода рассматривались в предыду­
щем сообщении.

Анализ поверхностей экстракции и двухкоординатных таблин-диа • 
грамм белков №№ I—21 (белковые полосы № 22—26, представляющие 
собой гистоны в данных условиях не наблюдаются [9]) при экстракции 
хроматина в системе рН-мочевяна позволяет сгруппировать их следую 
щим образом:

Группа I. Представители этой группы—белки № 7 и .\Ь 8. Их эк- 
стракция не зависит от pH среды и определяется концентрацией мочеви­
ны (рис. За).

Группа И. К этой группе принадлежат белки № 4. 5. 6. 10. 11. 
Экстракция имеет минимум при pH 5,0 и существенно возрастает при 
значениях pH больше 6,3, когда концентрация мочевины в растворе до­
стигает 4 М. При меньших значениях концентрации мочевины выход 
белка незначителен н практически не зависит от pH (рис. 3 6).

Группи Ш. В эту группу входят белки № 1, 2, 3. 9. При 1 М моче- 
пине существует сильная зависимость выхода белков от pH, но при уве- 
личенни концентрация мочевины pH среды перестает влиять на этот 
процесс (рис. Зв).

Группа IV. Выход белков это։՜։ группы (№ На, 12, 15, 16, 18, 19) 
плавно возрастает при увеличении концентрации .мочевины в растворе 
и имеет выраженный максимум при pH 6,3 (рис. Зг).

■682



Группа V. К этой группе принадлежат белки № 13, 13 6. 17. 20. 21. 
Для них характерна сильная рН-зависимость: в точке pH 5,0 экстрак­
ция полностью отсутствует, в точках с pH 6,3 и pH 9,0 наблюдается 
резкое возрастание выхода белка (рис. Зд).

Для полосы № 14 при увеличении значения pH среды выход белка 
в раствор плавно увеличивается и достигает максимума при pH 9.0 
(рис. Зе).

Рис. 3. а—е. Поверхности экстракции. характерные для белков групп 
I—V в сетке экстракции рН-мочевнла (см, текст).

Несколько иная картина получается при рассмотрении поверхно­
стен экстракции и таблиц-диаграмм белков хроматина эритроцитов, 
кур, когда в качестве координат сетки экстракции используются pH и 
ХаС1 (рис. 1 в). В этом случае разбиение белков на группы имеет сле­
дующий вид:

Группа Г В эту группу входят белки № 12, 13, 14, 18. рН-зависи 
мость экстракции этих белков, имеющая максимум при pH 6,3, сгла­
живается при увеличении концентрации соли. При значениях ионной 
силы среды более 0,35М выход белка нс зависит от pH (рве. 4 а).

Группа II. Экстракция белков этой группы (№ I, 2, 3, 7, 8, 11 а, 15, 
17) имеет выраженную р! 1-зависимость. Форма поверхности экстрак­
ции, типичная для белков этой группы, очень похожа на форму поверх­
ности экстракции белков группы V в сетке экстракции рН-мочевнна 
(сравн. рис. 4 6 и Зд).

Группа 111. Представители этой группы—белки № 5, 16, 20, 21. Их 
выход сильно зависит от концентрации .\аС1, р] 1-зависимость плавная: 
минимум при pH 5,0, максимум при pH 9,0. Форма поверхности экс­
тракции белков этой группы сходна с формой поверхности белка №14 
в Сетке экстракции рН-мочевина (сравн. рис. 4 в и Зе).
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Группи IV. К этой группе принадлежат белки А® 9. II. Форма по- 
:ве.рхиос։н экстракции этих белков имеет необычный вид: в растворе с 
значением концентрации соли 0,35 М и pH 6,3 наблюдается максимум 
выхода белка (рис. 4 г).

Группи V. Сюда входят гистоновые белки полосы А*» 22 и 23—гис­
тоны Н! и 115. Их выход максимален при кислых pH, причем рН-зави- 
•симостг. круче при значении МаС1 0,35 М. Когда концентрация-соли и 
растворе достигает 0,5 М. разница между выходом белка при pH 5.0 и 
pH 9.0 уменьшается в два раза (рис. -I д ).

Рис. Т а —д Поверхности экстракции, характерные для белков групп 
I— V н сетке экстракции р|{-\!аС>.

Следует отметить, что используемые в данной работе в качестве 
■осей экстракции реагенты неоднотиппы ио своему физико-химическому 
воздействию на структуру белка. В нервом приближении можно счи­
тать. что увеличение количества мочевины в растворе однонаправленно 
действует на структуры белка высшего порядка, и по мерс возрастания 

концентрации мочевины провоцируемый процесс, а именно разворачи­
вание всех структур белка и ослабление водородных связей, все более и 
более усугубляется, В случае изменения pH среды процесс не однонап­
равлен. благодаря перераспределению поверхностного заряда происхо­
дят переходы аз некоего состояния I в состояние II, с возможными 
промежуточными стадиями. При воздействии соли процесс как бы 
двухступенчатый: первоначальная однонаправленность, достигаемая за 
счет экранирования ионогенных групп, при высоких концентрациях со­
ли может быть приостановлена и даже повернута в обратную сторону 
благодаря высаливающему эффекту.

Конкретный выбор осей, а именно мочевины, pH, АгаС1. не един­
ственный, в качестве осей экстракции могут быть рассмотрены другие 
агенты (например, ноны , избирательно влияющие на целостную 
структуру хрома тина [2, 8]). Замена осей может усилить, сделать более 
выраженной специфичность таблицы-диаграммы того или иного белка, 
что будет иметь важное значение при специальных исследованиях, ка­
сающихся конкретного белка.

В принципе, предложенный подход открывает возможности для 
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дальнейшего углубления и схематизации. Так, например, можно рас­
сматривать зъ компонентную экстракцию, включающую в качестве коор- 
лип.'гг нее агенты, как-либо влияющие на экстракцию белка из данной 
макромолекулярной структуры. В таком случае рассматриваемыми пара 
метрам будут п+1-мерные поверхности, п-мерные константы диссоци­
ации •• д. Принципиальные трудности для реализации «многокоорди- 
натной экстракции» отсутствуют, однако в связи с методическими, а 
также графическими ограничениями рассмотрение трех- л более ком 
ионеч'н.';՝. экстракций затруднено.

В данной работе мы прибегли к несколько иному способу углублен­
ного описания поведения белка при его экстракции, а именно экстрак­
ция проводится в трех разных двухкомпонентных системах — р!I—Л'аО. 
р1! -мочевина, МаС!--мочевина. Чтобы представить совокупность ре­
зультатов экстракции белка в трех разных сетках экстракции приходит­
ся пост, питься частью полезной информации, которую можно выявить 
при апалнзе поверхностен экстракции и ограничиться рассмотрением 
линий полувыхода [6]. 11 этом случае в первом приближении можно 
считать, что линии полувыходз па плоскостях pH—\аС1, pH—мочеви­
на, №С!—мочевина являются как бы сечениями трехмерной константы 
диссопчапни, представляющей собой некую поверхность.

Как видно из приведенных выше данных (рис. 3 и 4). двухкоорди­
натные таблицы-диаграммы позволили сгруппировать белки по типу 
экстракции. Однако при анализе объединенных «трехкоординатных» 
диаграмм (рис. 5) типовые разграничения белков уже практически не-

Г1՛՛.. 5 ;|, б, а). Объединенные «трехкоорднкатные* диаграммы на примере 
Гплкон № I. № 20, № 22 соответственно, Каждая плоскость—таблица 

। награмма с обозначенной линией полувыхода. Пунктирной стрелком пока- 
5»мп что плоскость К’аС1—мочевина должна быть смешена по оси pH, так 
ьак экстракция в системе МаС!—мочевина осуществлялась при зна­

чении pH 8,0.

возможны, и экстракция каждого белка отражается в индивидуальном 
специфической «трехмерной» диаграмме с характерными линиями по 
лувыхода. Этот результат подтверждает имеющиеся в литературе дан­
ные о разнородности и специфичности негистоновых белков [4, 7, 10] 
и условности принятой в настоящее время классификации [3. 4]. По­
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этому в отношении белков хроматина помимо поиска путей классифи­
кации может быть информативным подход так называемой паспортиза­
ции белков на основе совокупности диаграмм с обозначенными ли­
ниями полувыхода. Изменения формы этих кривых могут быть обна­
ружены с помощью описанного нами подхода при сравнительных иссле­
дованиях или в эксперименте с ожиданием молекулярных сдвигов в 
хроматине. Нам представляется, что описываемая с помощью таблиц- 
диаграмм, поверхностей экстракции и линий полувыхода некая суммар­
ная физико-химическая характеристика является ценной и поддающей­
ся математизации информацией и может быть использована наряду с 
•акнмн важными и широко используемыми параметрами белков, как 
их аминокислотный состав, первичная структура, pl и другие. И котя 
описанный метод уступает другим физико-химическим подходам к изу­
чению хроматина как целостной структуры, он весьма информативен в 
выявлении локальных сдвигов статуса белка в составе макромолеку­
лярной структуры.
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ПРОСТРАНСТВЕННАЯ ФЕНОТАКСОНОМИЯ МИКРООРГА­
НИЗМОВ НА ПРИМЕРЕ ШТАММА-ПРОДУЦЕНТА / ВАЛИНА

.7. С. КАЗАРЯН. К. Г. ВАРДАНЯН. В. Е АКСЕНОВСКАЯ. Б. П. КАРАБЕКОВ 

Научно-исследовательский технологический институт аминокислот. Ереван

Предлагается математическая модель описания параметров культивиро­
вания штамма-продуцента 1-валина—лзолейцинзависимого мутанта куль­
туры Вгео։Ьас1еПшп Цаиит. Данная модель .может быть базовой для 
таксономических исследований штаммов-продуцентов 1-валнна, являющих­
ся мутантами В. (1аоит. так и других культур
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