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К СТРУКТУРЕ ХРОМАТИНА ГЕНА ИНСУЛИНА ЧЕЛОВЕКА

А.Р. ДЖЕРБАШЬЯН, Р А. ЗАХАРЯП, К.Л. МАНУКЯН, К. Г. АРУТЮНЯН. II.II. КАЗАРЯН

Ипсппугмолекулярном биологии 11АН Армении. 375014. Иренин

Проводили микрококково-нуклеаэпое переваривание очищенных ядер клеток 
HeLa. Полученные фрагменты ДНК хроматина анализировали методом блоч- 
гибридизании с геном инсулина. Дискретных пуклеосомных частиц в хроматине 
инсулинового гена не обнаружено. Структурные изменения хроматина гена инсулина 
при высокой степени транскрипции протекаю! цугом разрушения пуклеосомных частиц.

Կատարվել I: մաքրված 1 !<?Խ1 յրջիջիների կորիզների միկրոկոկային սու կլ1.ա։|ր.վ մշակում: 
Օրոմատինի ստացված ԳՆՌ-ի հատվածներս հետադոտեւ ենք բլոտ-հիրրիտիզացիայով 
ինսուլինի գեսի հետ: Ինսուլինի դեհի քրոմատիկում չի րացահայտվել նակլեոսոմային 
մասնիկների սւսնզղակր: Տառադարձման puip\p արագությունների ժամանակ ինսուլինի դեսի, 
քրոմատիսի կառուցվածքային փոփոխությունները տեգի են ունենում նա կլնտամային մասնիկների 
քանդման միջոցով:

Micrococcal nuclease treatment of HcLa cells nuclei were done as a probe for chromatin 
structure. DNA chromann fragments were analysed by blot-ltybridizaiion with insulin gene. No 
discrete nucleosomal patterns were obtained in insulin gene chromatin of HcLa cells. The structural 
changes of chromatin insulin gene take place tinder high level of transcription by destruction of 
nucleosome particles.
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При регуляции транскрипции хроматин претерпевает структурно-качественные 
изменения, обеспечивая доступ хроматина молекул PIЖ-полпмераз и регуляторных факторов. 
Результаты изучения структуры хроматина рибосомного гена Drosophila metonogastci 
выявили ослабление ДНК-гистоновых взаимодействий в регуляторных и активно 
транскрибируемых  участках без разрушения нуклеосом 11.2. 14]. Ныло также показано, что 
регуляция транскрипции рибосомных генов D. mdanogaster происходит и за счстсцл ктурных 
изменений хроматина рибосомного юна более высокого порядка. Эги результаты были 
получены с использованием метола ковалентной ш sifu пришивки ядерных белков к ДНК. 
Этот метод предложен в работе |15|, разработан и в дальнейшем развит нами |1,14|.
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Результаты наших недавних исследований обнаружили полное разрушение нуклеосом в 
промоторе и кодирующем области человеческого протоопкогспа рецептора эпидермального 
фактора роста при высоком уровне чранскринции 13]. Полное разрушение нуклеосом при 
акгивпой чранскрипцин наблюдали для рибосомных генов амфибий, генов-теплового шока и 
других генов |9. 20]. Описаны чакже следующие тапы счрукчурно-качссчвспных изменений 
хроматина, нуклеосом при активной транскрипции: образование необычных по размеру 
нуклеосом [21|, деление нуклеосом падве половинки ]7|, перераспределение нуклеосом |5|, 
езруктурпые изменения хроматина высокою порядка 11,81.

В некоторых активно транскрибирующихся генах не было обнаружено структурных 
изменений нуклеосом [10, 11]. Эччт результаты, полученные методом микрококково- 
иуклсазного анализа, нс исключают наличия струкгурных изменений нуклеосом. Наши 
исследования обнаружили, что мсгод микрококково-пуклсазного анализа не улавливает 
структурных изменений хромачина, вызванных ослабеванием ДНК-гистоповых 
взаимодействий [1,2, 14].

В данной рабочи продета тите ш»т резульчачы изучения структуры хромачина. нуклеосом 
кодирующей области гена инсулина в клочках Пе1.а с использованием метода мпкрококково- 
пуклеазпого анализа структуры хромачина и блоч-гибридизации.

Материал я метолягд. Коечки НеЬз выращивали во флаконах Карреля в среде Игла, с добавлением 
10%-пой телячьей эмбриональной сыворотки в логарифмической фазе роста.

Использовали плазмиду Р007 - ген инсулина, ироклопировалный в РИД 322 [17].
Выделение ядер, обрабочху стафилококковой нуклеазой и выделение ДПК проводили как описано 

ранее [3] Электрофорез нровояилн к 1,5%-пой агарозе в системе 0,(189 М чрис-борат, pH 8,0. Введение 
метки Р՝' и состав плазмид осуществляли методом "пик-фанеллиин” |12|. Саутерн биот - ио методу [19]. 
։ ибрпдпзацню • как описано [4].

Результаты и обсуждение. Для изучения структуры хромачина гена инсулина при 
активной транскрипции проводили микрококково-пуклсазный анализ очищенных ядер клеток

Рис. 1. ГЛикракокково-нуклс- 
азное переваривание очищенных ядер 
клеток НсЬа. Фрагменты ДНК 
разделяли в 1,5%-ном агарозном геле 
и окрашивали бромистым этидием, а - 
инкубация ядер без фермента 60 мин, 
б, и, г - инкубация ядер с ферментом 
(100 ед. на 1 мг ДНК) 10, 30, 60 мин 
соответственно.

На рис. I приведена электрофореграмма 
образовавшейся лесенки нуклеосом пых частиц после 
переваривания очищенных ядер клеток Пе!.а 
микрококковой нуклеазой в динамике: инкубация ядер 
без фермента 60 мин (1а), инкубация с ферментом 10 
(16), 30 (1 в), 60 мин (1г). Материал того же агарозного 
геля переносили па нитроцеллюлозную мембрану и 
гнбридизовали с геном инсулина. Для контрольной 
гибридизации параллельно электрофоретически 
разделяли и переносили па нитроцеллюлозную мембрану 
ДИК плазмиды РЕ7 [22], состоящую из кодирующею 
участка ДПК человеческого гена эпидермального 
фактора роста и ДПК вектора РВЕ 322. На рис. 2 
приведена авторадиограмма гибридизации с геном 
инсулина. Как видно, тибридизация нс обнаруживает 
наличия нуклсосомной лесенки (рис. 2 б, в, г, д). 
Контрольная гибридизация выявила полоски (рис. 2а, 
полоски, указанныеточками), комплиментарные РВИ 322 
в плазмиде РЕ7, так как ген инсулина проклонирован в 
плазмиде РВИ 322.

Приведенные резульчачы показывают, что 
активация чранскринции гена инсулина сопровождается 
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полным разрушением пуклеосомных 
частиц.

Струкзурпо-качествеппыс изме­
нения хроматина, нуклеосом бывают 
разных типов при высоком уровне 
транскрипции в разных генах, что, не­
видимому, зависит от особенностей 
рлуляции транскрипции данного гопа.

Важную роль в регуляции транск­
рипции играют специфические белки, 
узнающие регуляторные (премоторные, 
усилительные) участки генов 181. Такие 
белковые факторы обнаружены для гена 
инсулина [18]. Описаны случаи 
фосфорилирования [13], ацетилиро­
вания [6], риболизирования [16| 
гистонов, в ри водящие к структурно­

Рис. 2. Микрокохко- 
во-нуклеэзное перевари­
вание очищенных ядер 
клеток Нека и блот-гибри- 
дизация с геном инсулина, 
а - плазмида РЕ7, б • инку­
бация ядер без фермента 
60 мин, а, г, д - инкубация 
ядер с ферментом 10, 30, 
60 мин соответственно.

качественным изменениям хроматина при высоких уровнях транскрипции.
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ГЕНОТИПИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ЗРИТЕЛЬНОГО ВОСПРИЯТИЯ

В Г. ГРИГОРЯН, А.Р. АГАБАБЯН. А.Н. АРАКЕЛЯН

Ереванский тсударственшлй университет, кафедра физиологии человека, 375049

Нейрофизиологический анализ функциональною состояния зрительной коры по 
показателям компонента Р?0 вызванных потенциалов выявил корреляты зрительною 
утомления. Обнаружена межтрупновая разница в преодолении зрительного дискомфорта 
при сосредоточении внимания, который у представюелсй I ipyrmi.i с высокой активностью 
коры приводит к облегчению, а у испытуемых II группы с низкой корковой активностью 
- к дезактивации зрительной коры.

Տեսողական կեղևի զործաոական վիճակի նյարդաֆիղիոլոզիական վերածությունը, ըստ 
հրահրված պոտենցիալների Р70 կոմպոնենտի ցուցանիշների, ի հայտ բերեց տեսողական 
հոգնածության կււրէղիատները: Հայտնաբերված է միշ խմբային տարբերություն տեսողական 
ղիսկոմիորտի հաղթահարման dbg ուշադրության կենտրոնացման դեպքում, որը կեղևի բարձր 
ակտիվությամբ փորձարկվողների մոտ բերում է թեթևացման, իսկ կեղևի ցածր ակտիվությամբ 
անհատների մոտ՛ տեսողական կեղևի ղեզակտիվաւյման:

On a base of neurophysiological analysis of visual cortex active state, by the envoked poten­
tials of P70 component indices, the correlates of visual weariness were revealed The difference in 
groups, overcoming the visual discomfort for concentrating attention, was detected, which brought 
lightness for persons with high acliv ity of cortex and disactivation of visual cortex for persons with 
low activity of cortex

Активность кори - зрительное восприятие - мсхашгтмы адпптаппн

Груд оператора дисплея оказывает нежелательное воздействие прежде всего на 
состояние зрительного анализатора. Исследования показали, что зрительное утомление у 
операторов дисплея связано каке развитом гипофункции периферического аппарата, гак и 
со сниженной активностью центральных мозговых структур. На ухудшение функционального 
состояния (ФС) ЦИС при развитии зрительного дискомфорта указывают характерные 
изменения параметров зрительных вызванных потенциалов (ВП), простой зрительно-моторной 
реакции (ПЗМР) и других показателей, тесно связанных с уровнем и продолжительностью 
зрительной нагрузки |5, 7, 17|.
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