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БЕЛКИ КЛЕТОЧНЫХ ЯДЕР ГОЛОВНОГО МОЗГА 
КРЫС В ОНТОГЕНЕЗЕ

ТЕРПИЛОВСКАЯ О. Н„ ИВАНОВ В. А., АБРАМОВА 3. И., БЕЛОВ А М М

Методом градиентного электрофореза в ПААГ обнаоу-
чественные изменения ядерных белков клеток головного^*0"1՞՛ Качественны։ ” коли- 
натального онтогенеза. Процесс развития мозга сопро М°ЗГЭ '<РЫС В пРоиессе посг- 
нительных пиков в зоне высокомолекулярных бслковР ц°Ждастся появлением допол- 
дуальных белков показано, что сыворотка кроликов РезУльтате анализа внднви- 
ДНКазой из ядер печени крыс, реагирует с ядрами’ ”“Мун"3"₽ова""ых нейтральной 
мозга этих животных. В некоторых фракциях, полученны°"ОВ " '1ейрогл,"‘ головного 
новых белков, обнаружена ДНКазная активность с ДвухцепочечпоГ дн^Л^й негисто-

Совокупным использованием различных методов устяНп"Р" ”” 
белковые компоненты хроматина обладают высоко" овлено> что 
функциональной гетерогенностью, которая обусто • СТруктУРной и 
мере наличием кислых (негистоновых) белков (11 ** ЗНач?Тельной
разнообразие которых свидетельствует о наличии ■’ . НКционал1»ное 
ферментных систем, участвующих в процессах метаб64" -Н"Х Сложных 
торных модификациях нуклеиновых -слот и белков Г^Гп^ *' РеГуЛЯ՜ 
чение кислых хроматиновых оелков, функцию ко Поэтому изу- 
следует рассматривать в генетическом аспекте Т°РЫХ пРежде всего 
му, одним из необходимых путей в области исслед™4516™’ по՝виДимо- 
ной активности ткани и органа. Иммунологически°Вания ФУнкциональ- 
в составе негистонов специфические для НС белки аНаЛПЗ обнаружил 
выделены и охарактеризованы биохимическими м ' НекотоРЬ1е из них 
новании экспериментов по выработке условного еТ°Дами I3]- На ос- 
гают, что негистоновые нейроспецифические белю!՝4^3 пРеДП0Ла՜ 
цессы, обеспечивающие обучение животных и во В0Влека'°тся в про- 
ретенного навыка [4]. произведение приоб-

отьно большое количество экспериментальных Несмотря на Дов ставлен в литературе анализ белков голов- 
данных, крайне мало онгогснеза в данной работе приводятся резуль- 
ного мозга в ирон՜ ого исследования белков головного мозга 
тяты электрофорез

их биохимический анализ свидетельствует о 
т „их возрастов, их *

• ХР0“’"Ве'
Материалы и методы

Работу проводили на беспородных крысах-самцах ц кроликах- 
самцах (массой 2 кг) породы шиншилла. Для электрОфоретическоп> 
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анализа белков использовали крыс различного возраста: 1-дневных. 
1-месячных и взрослых (3-месячных). Исследовали различные фракции: 
исходный гомогенат, цитоплазматическую фракцию и ядра клеток.

Получение гомогената и цитоплазматической фракции. Крыс пер
фузировали охлажденным 0,14 М NaCl, декапитировали, быстро из
влекали мозг и гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе Потте
ра с тефлоновым пестиком в 1,9 М сахарозе (pH 6,5) при 1—4°. Все 
последующие операции также проводили на холоду. Гомогенат разбав
ляли 1 мМ фосфатом .калия (pH 6,5). содержащим 1 мМ MgCl2. В ка
честве детергента использовали тритон Х-100 в концентрации 0,125%. 
Полученный гомогенат центрифугировали 15 мин при 3 000 g. Надоса
дочную жидкость отбирали для анализа.

Выделение ядер. Ядерную фракцию получали согласно описанно
му ранее методу [5]. Осадок ресуспендировали в 0,6 М сахарозе и на
слаивали на непрерывный сахарозный градиент 0,6 М—1,6 М с «по
душкой» из 2,2 М сахарозы. Ядерную фракцию получали в осадке 
центрифугированием в течение 60 .мин при 105 000 g.

Электрофорез. Исходный гомогенат, надосадочную жидкость и 
ядра обрабатывали 2—3-минутным кипячением в солюбилизирующем 
растворе, содержащем 0.075 ЛА трис-сульфат. 5 %-ный |3-меркаптоэтанол 
(0-ЛАЭ), 2,5%-ный SDS, pH 9,0, .который приготовляли на 50%-ной саха 
розе [6].

Электрофорез белков проводили в градиентном ПА'АГ в диапазоне 
концентрации от 4 до 20%. В систему добавляли 0.1% SDS. Приготов
ление градиентных микрогелей проводили по методу Dames, Maurer 
[7] на гелевых столбиках диаметром 2,5 мм и длиной 10 см. Трубочки 
изготовляли из молибденового стекла и перед употреблением сялико- 
нировали, используя для этого 0,03%-ный силикон-эластомер Е-301, раст
воренный в эфире, и высушивали при 120° 1 ч. В пробы добавляли 
бром-феноловый синий и об окончании электрофореза судили по про
хождению зоны красителя. На каждую трубочку наносили по 10 мкг 
белка. Электрофорез проводили в течение 7 ч при 0—2°, при силе тока 
0,46 мА на одну трубочку. Первые 40 .мин сила тока составляла половину 
указанной величины.

Гели извлекали, фиксировали 12 ч 12,5%-иой ТХУ, отмывали от 
ТХУ 7%-ной уксусной кислотой 30 мин на водяной бане при 40—45°. 
окрашивали 0,2%-ным раствором Кумасси бриллиантовым синим в те
чение 45 мин при 40—45° и отмывали от излишков красителя уксусной 
кислотой до обесцвечивания фона. Прямую денситометрию гелей про
водили на денситометре оригинальной конструкции [8]. Содержание 
белка в пробах определяли по методу Lowry и соавт. [9]. Для анализа 
индивидуального ядерного белка (ДНКазы) использовали иммунолю- 
манесцёнтный метод [10J методы фракционирования не» истоновых 
белков [11].

Локализацию нейтральной ДНКазы ядер мозга крыс изучали,, 
используя специфические иммунные сыворотки [Ю]. Нейтральная 
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ДНКаза была выделена из ядер печени крыс [12]. Полученные препараты применяли для иммунизации кроликов, состоявшей из четырех введе
ний с интервалами в 7 дней. Фермент вводили в возрастающих дозах 
п 05 до 4 0 мг белка в смеси с адъювантом Фрейнда. Рейм муниза ншо проводили ’через 40 дней с момента последнего введения, при этом фер

мент вводили без адъюванта. Кровь брали через 7 дней после оконча
ния ^иаклмаик тОме.криостате (МК-25) получали срезы мозговой ткани, 

„походящие через область гиппокампа толщиной 5-7 мкм. Срезы фик
сировали в камере криостата 96%-ным этанолом в течение 10 мин. Про
мывали физраствором, содержащим 10 мМ фосфат натрия. На срезы 
наносили специальную иммунную сыворотку, инкубировали 30-40 мин

22° во влажной камере. После тщательной отмывки препараты ин- пр” „„ ’ тр.. условиях с меченой антиглобулиновой сывороткой, 
куоировали о ‘ел -
смешанной с родамином.

фракционирование негистоновых белков хроматина. Из очищенных 
иных ядер выделяли хроматин, который с помощью солевой клето >■ -.ш-сонгпровал на комплекс ДНК с гистонами и негистоно-

а * К'ЦИЮ белков. Для этого использовали методы, описанные ранее 
ГИ1 Негистонсвыё белки наносили на колонку с сефадексом С-200 я 

1И гель-фильтрацию. Фракции негистоновых белков, получен- проводи. 1ьтате гель-фильтрацни, обессоливали и концентрировали 
ные в ра3'п тив 5 фосфата калия (pH 7,1), содержащего 5 мМ 
диализом | гл1ШерИна. ДНКазную активность определяли спектрофо- 
р-МЭ и л ' истрируя кислоторастворимые продукты реакции, ко- 
тометриче ’ ли £ двухцепочечной ДНК в качестве субстрата. Условия 
торую про • акциоПной смеси опубликованы в статье Иванова и 
диализа и состав ։

■ соавт. [13].

Результаты и обсуждение

ыс характеризуется не только увеличением его Созревание мозга ։рржания белков на единицу массы. Установ
ка, но и измеНевН"е0МЖденных крыс содержал около 10% белка, а у 
лево, что мозг0/Н°Л°еличение содержания общего белка в процессе раз- 
пзрослых-15.к- У • также н другие авторы [14]. Но 
пития мозга наблк Д_ ----------

наибольшийинтерес представляют исследования онтогенетических
изменений белкового спектра, поскольку именно они, по-видимому____ л.....иму, отражают функ-, . ’ процесса развития. Подобные данные пред-Г/онально зна.ч'"Ми'достаточно и противоречиво [15, 16]. В связи с 

' давлены крайне недо форетическни анализ белков головного

тим нами был пРовеДД„аста. ьдневных, 1-месячных и взрослых (3-ме- 
уозга «рыс разного вР( денситОграммы общих белковых фрак- 
сячных). На рис- "Р что ИССледуемая фракция имеет гетерогенный 

ИЙ ИЗ которых видно. я денситОграмм было идентифицировано
состав. В Р^У’^^^елшоШИХСЯ белков и установлено, что процесс пост- 
свыше 60 четко РаЗД^сопроВоЖдается увеличением количественных раз- 
натального развит 
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линий между ними. Небольшие различия обнаружены в области низко
молекулярных белков (пики 1—4). С увеличением возраста наблюда
лось усложнение электрофореграмм, в зонах быстро и медленно мигри
рующих белков появлялись более интенсивные пики, отражающие про
цессы созревания мозга, его миелинизацию (пики 9—10, 15—23). В об
ласти со средней электрофоретической подвижностью (пики 30—45 )у 
взрослых по сравнению с новорожденными можно заметить появление 
новых пиков. Подобйое обогащЛше белкового спектра и увеличение 
концентрации отдельных белков происходило и среди высокомолекуляр
ных медленно мигрирующих белков (пики 45—67).

34

21

Рпс. 1. Депсптограммы образцов ПААГ после дпск-электрофореза тоталь
ных белков гомогената головного мозга крыс: а однодневных, б—месяч

ных, в—взрослых

Белковый спектр цитоплазматической фракции отличался менее 
выраженным разнообразием (рис. 2). Сравнивая денситограммы исход
ного гомогената и цитоплазматической фракции, можно сделать важное 
заключение о том, что возрастные изменения белков становятся выра
женными уже к месячному возрасту и незначительно отличаются у 
взрослых крыс. ।

Наибольший интерес представляет анализ ядер.ных белков- Данные 
литературы показывают, что хромосомные белки, в составе которых на
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ходится и нейроспецифические, играют важную роль_в контроле состоя
ния ДНК и регуляции генной активности—процессах, управляющих 
дифференциацией клеток и созреванием ткани. В ядерной фракции, в 
отличие от других исследованных фракций, отмечалось обогащение не
которых групп белков во всех изученных возрастных группах животных 
(рис. 3). У 1-дневных крыс ядерная фракция имела более сложный 
спектр белков по сравнению с цитоплазматической. Особенно большие 
отличия наблюдались в области высокомолекулярных белков. Эта груп
па белков (пики 45—67) имеет больше четко выраженных пиков, и 
идентичные белки (пики 45, 50, 54) содержались в более высокой кон
центрации в ядерной фракции. Аналогичная картина прослеживалась у

2! 21

21

21 21

Рис. 2. Денситограммы образцов ПААГ после днск-элсктрофореза белков 
цитоплазматической фракции. Обозначения те же, что и на рис. 1

животных. Важно отметить, что именно в этой месячных и взро дятся специфические белки мозга. На основании 
области спектра яжности белок 14-3-2 соответствует промежу-
электрофоретическо а беЛок 5-100 — зоне, дальше отстоящей ог
точной зоне (՝пики 45
старта [17]- „„РКтпосЬореграмм ядерной фракции животных раз-

При сравнении эл чт0 ГНСтоиовые белки (пики 2-4) в
ных возрастов можно11рактИчески не изменялись. Содержание 
процессе развития жи было таКое же, как у взрослых. Таким
этих белков у новорожденн
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образом, наши исследования подтверждают известные данные Kelly 
[15]. Некоторые белки (инки 5—21) присутствовали во всех возраст
ных группах и изменялись лишь в относительной концентрации в про
цессе развития (пики 20—21). Белки со средней электрофоретической по
движностью (пики 22—45) с возрастом приобретали более выражен
ную гетерогенность, те же изменения имелись и в области высокомоле
кулярных белков. При этом происходит как усложнение белкового 
■спектра, так и повышение содержания этих белков в онтогенезе. Изме
нения спектра ядерных белков не завершаются к месячному возрасту: 
30-дневные и взрослые крысы имеют выраженные различия (рис. 3).

Данные литературы свидетельствуют о том, что в течение постна
тального развития мозг млекопитающих подвергается характерным из
менениям: 1) образуется такое количество нейронов, которое присуще 
взрослому мозгу; 2) осуществляется период ускоренного роста, в тече
ние которого происходит интенсивная дифференцировка; 3) наступает 
окончательный период консолидации, приводящий к формированию зре
лого головного мозга [18]. Наряду с этими преобразованиями были об
наружены изменения белкового спектра, которые, по-видимому, являют
ся отражением возрастных изменений на уровне процессов метаболизма 
белков. Показано, что белки всех изученных субклеточных фракций 
подвергаются в онтогенезе качественным и количественным изменениям. 
Но только при исследовании ядерных белков имели место изменения у 
взрослых животных по сравнению с месячными, тогда как белки цито
плазматической фракции и исходного гомогената, как уже было сказа
но выше, эти различия утрачивают.

Несмотря на то, что образование числа нейронов, характерное для 
взрослого мозга, и морфологическое созревание органа заканчиваются 
в течение первого месяца развития крысы, формирование .макромоле
кулярной основы мозгоспецифических процессов продолжается, отра
жаясь на метаболизме ядерных белков клеток мозга. Полученные нами 
данные были положены в основу дальнейшего исследования ядерных 
клеточных белковых компонентов головного мозга с целью выявления 
индивидуальных функционально активных белков, для чего применялся 
непрямой метод люминесцирующих антител. На рис. 4 представлена им- 
мунофлуоресцентная картина взаимодействия иммунной сыворотки со 
срезом, проходящим через область гиппокампа крыс. Отчетливо видно 
интенсивное специфическое свечение в ядрах нейронов и нейроглии. Ре- 
зультаты экспериментов свидетельствуют о наличии в клеточных ядрах 
головного мозга белков, иммунологически подобных ядерной ДНКазе 
печени, что находится в соответствии с полученными ранее данными 
[19] Так, в общих белковых фракциях ядер нейронов и глин была об
наружена ДНКазнам активность методом регистрации кислотонераст
воримых продуктов гидролиза ДНК, собранных на мембранных 
фильтрах.

Для более подробной характеристики ядерных белков в данном ис-
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Рис 3. Денситограммы образцов ПААГ после днск-электрофО1։
ков ядериой фракции. Обозначения те же, что и на рис бел՜

следовании использовали методы фракционирования хрома ■
цию негистоновых белков наносили на колонку с сефадексом"3 Фрак՜ 
дили гель-фильтрацию. Как видно из рис. 5, кислые белки • " Прово՜ 
проявляют ДНКазную активность, которая обнаруживается Дроматина 

спектрофо
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тометрически по кислоторастворимым продуктам гидролиза двухцепо
чечной тимусной ДНК. При этом показано, что негистоновые белки го
ловного мозга содержат несколько активных ДНКазных фракций, раз
личающихся величиной М. Данные литературы также свидетельствуют

Рис. 4. Иммупофлуоресцснтное окрашивание среза гиппокампа головного 
мозга крысы. Ок. 5, об. 20ХЮ0. Антцглрбулиновая сыворотка получена 
от кроликов, иммунизированных ядерной нейтральной ДНКазой хромати- 

на печени крыс

Рис. 5. Гель-фильтрация (сефадекс 0-200) негистоновых белков хрома
тина клеток мозга. /—белок (А28о)՛ акТ||вность ДНКазы (ДЕ = Е2-о— 

^290 >

о гетерогенности ядерных ДНКаз других тканей млекопитающих, на
пример, в составе негистоновой фракции белков хроматина клеток Не1а 
были обнаружены 4 различных эндо-ДНКазы [20].
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Подробное исследование функционально активных белков головно
го мозга ассоциированных с хроматином, по-видимому, позволит выяс
нить некоторые закономерности нейроспецифической регуляции актив
ности генов и определить функциональный подход к исследованию био
химических механизмов интегративной деятельности мозга на уровне 
генетического аппарата клетки.
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