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Первичная структура гистона I I изучена не полностью. Рисшнф- 
розана последовательность аминокислот лини» !М -кон не во и части моле­
кулы (՛ Надежных способов выяснения первичной структуры фраг 
ментов белков, богатых однотипными остатками аминокислот, и настои 
шее время не имеется. Представляет большие трудности также полу 
ченне гомогенных пептидов. Способ выделения пептидов, включающий 
методы гельфильтрации, ионообменной хроматографии и дополнитель­
ной очистки пептидов электрофорезом или хроматографией на бумаге, 
достаточно трудоемок и требует не менее I микромоля белка Методы 
же расшифровки аминокислотной пос ледовательности достаточно ра •• 
работа ны и высокочувствительны (՝■֊!<) ։иА\).

В последнее время предпринимаются попытки разработать мето­
дические приемы работы с малыми количествами белков и пептидов 
В частности, была показана возможность установления М-концевой 
последовательности белков, очищенных методом аналитического элек­
трофореза в полиакриламидном геле ( I. и получение гомогенных псп 
тидов таких белков методом «отпечатков пальцев» (фннгерпрннг) ('՛։

В настоящей работе мы разработали методический прием выде­
ления пептидов из малого количества белка. Этот метод использован 
для выделения некоторых пептидов из С-концевой части молекулы 
субфракцнн I гистона II тимуса теленка. Аминокислотный состав вы­
деленных пептидов тучен при помощи разработанного нами дансиль­
ного ультрамнкрометода анализа аминокислот.

Гистон П тимуса теленка (НО ,«г) расфракциопирован на амбер­
лите IРС-50, по методу, описанному в работе (*) Расщепление суб- 
фракций гистона Р1 (15 -мс) по остатку тирозина проводили бромсук- 
пинимидом согласно прописи (։). Разделение С и И половинок моле 
кулы осуществляли на колонке сефадекса I 50 при скорости тока 
элюента (0,05М НСООН) 15 мл/ча( Энзиматическое расщеплешь 
«■-конпевых половинок (I мг) трипсином или химотрипсином проводили
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„ 1%-ном ^НдНСОз пр» соотношении фермент-субстрат I 80 в течение 
5 чш при 3/ С Электрофорез при pH 5.0 проводили на бумаге ватман 
ЗММ (4000 а. 40 .чмн). Хроматографию проводили я системе ряство 
ригелей: пиридин-уксусная кислота-бутанол-вода НО 3 14 12|

Выделение пептидов Пептиды разделяли методом фингерпринта 
на бумаге. Для выделения пептидов с бумаги были разработаны два 
специальных приема, смысл которых заключается в получении копии 
или отпечатка фингерпринта. окрашивание которого позволяет восста­
навливать картину разделения на основном фннгерпрннте

Рис. 1. Схема поясняющая получение отпечатков фппг<,р11|»|||то1։ '՛' ।

пептидов 
щипается 
листами.
ЖСС1 КО1 о

к 1в\ м хроматографическим

Первый способ заключается в следующем н՝“ 4 » ь -։р՝>Ь1'!'1 ՛•’ 
на бумаге, полоска электрофореграммы ('). (Р1К ֊ 1 П111 

листам бумаги ватман I Между 
„о всей длине, вставляется ра .двигающий стержень (’> »« 

полиэтилена и виде треугольника, для ' ' ........ вы
грамм в процессе хроматографии После Р . । м
суживания хроматограмм, основной лист «ыщ■ вссгда

имеется большое Р«1Х0*Лепие в Р ожгення пепт„дпого пяг-
"а Разных листах, проводят п^ н |с1от ։ыу мяркерои (там.й пе­
на на основании расхождений а՝111
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ресчег допустим, поскольку пептиды имеют Одинаковую R։ на обоих 
листах). 4

После восстановления картины на основном листе, пятна выреза֊ 
ют и элюируют. Контрольное окрашивание основного листа после 
вырезания пятен показывает, что практически всегда местонахождение 
пептидного пятна определено правильно.

Второй способ более простой и точный: обычный фннгерпрннт 
(ватман ЗММ). гидролизата белка осторожно опрыскивают водой до 
полного увлажнения, после чего, на него стелят сухой лист бумаги 
ватман I. Эти листы помещаю! между двумя листами тонкого пласти­
ка и прокатывают через плотные резиновые ролики согласно рис. 1Б. 
Следует заметить, что сухой лист располагают таким образом, чтобы 
направление его расширения при промокании совпадало с направлени­
ем прокатки. При увлажнении вспомогательного листа на нем получа­
ется отпечаток фпнгерпринта. который проявляют 0,01%-ным раство­
ром флуорескамнна в ацетоне по методу, описанному в работе (•)

Определение аминокислотного состава пептидов. Аминокислотный 
состав пептидов определяли дансильным методом. Дацсилироваиие 
амннокистот проводили в стеклянной ампуле (3>30 льн). В стеклянный 
капилляр, до фиксированной метки набирали 0.5—1 жкл 0.04М раствора 
ДПС С1 в ацетоне, после чего, до той же метки набирали 0.2.М раст 
нор КНСО5. Смесь перемешивали повторным переворачиванием ка­
пилляра, после чего часть полученного раствора (0.5—I .як.») перено­
сили в ампулу, в которой находился пептидный гидролизат. Ампулу՛ 
закрывали парафильмом и выдерживали 40 мин при комнатной тем­
пературе (7| По окончании реакции дансилпрования, при помощи 
специальной установки на хроматографическую пластинку износили 
<•.2 ил» реакционной смеси Двухмерное хроматографическое разделе­
ние ДНС-амннокислот проводили на полиамидных пленках размером 
5 6,5 см с использованием модифицированных хроматографических 
систем, предложенных в работах (*9). I система, вода-муравышаи 
кислота-пролаиол (100 2 5), 2 система: бензол-уксусная кислота- 
бутанол (90 10: 5). и 3 система: этнлацетат-метанол-уксусная кислота 
(-0 1 I). Интенсивность сигнала флуоресценции пятен ДНС-амшю- 
кисло! измеряли высокой узкой щелью (6'0.1 .в.ч) на спектрофотомет­
ре для хроматограмм РМС) II фирмы «Цейс» (ФРГ) Относительное 
содержание аминокислот в смеси определяли после коррекции ЗНЗ 
чений сигнала флуоресценции пятен с помощью специальных коэф­
фициентов. которые связывают сигнал флуоресценции пятна с содер­
жанием соответствующей аминокислоты в смеси.

М-коицсвую последовательность аминокислот в пептидах опрс 
деляли метолом ДНС-Эдмана по методике, описанной в работе (,0)

Па ри< 2 показаны картины разделения триптических и химотрип­
тических гидролизатов С-концевых половинок субфракций 1. 2 и 1 
■ метона Г1 тимуса теленка. Различия фингерприитов С-кониевых участ­
ков разных субфракций гистона II обнаруживаются лишь в некоторых 
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исп гидах. Аминокислотный состав пептидов, полученных из ехбфрак- 
пии I. приведен в табл. I, а на рис. 3—аминокислотный состав неко­
торых пептида» соотнесен к структуре, известной для субфракинн 3 ти­
муса кролика. Видно, что эти пептиды по своему аминокислотному сос­
таву, а также N-конпеиой последовательностью аминокислот полно­
стью совпадают с ожидаемыми на структуре субфракции 3 пептида- 
Mill. Причем, этот факт подтверждается и на триптических и hi 

химотриптических пептидах, Следует заметить, что полная идентич­
ность местоположения изученных триптических пептидов на всех

Рис 2 Пептидные карты |рнптиче.кич । \, Ь и В п химотриптических Н I гидролиз.։ 
тов С концевой части гистона П тимуса теленка В виде кружочков обозначена 
минорные пятна Пронумерованы лишь те пептиды, для которых научен ампнокне ч?.

и ып ст т а и

грех фингерпринтах (рис. 2..1, Б и В| позволяет сделать выводе том, 
что но всех трех субфракцпях этот участок молекулы имеет одинако­
вую структуру. Причем это сходство структур определенных участков 
имеет место не только н субфрак Пнях гистона II. ио такие- а гистонах, 
выделенных из разных источников.

Анализ аминокислотного состава остальных пептидов показыва­
ет, что в этих пептидах имеется очень высокое содержание лизина и 
аланина. Как видно на рис. 2, триптический гидролиз прошел не пол­
ностью. поскольку количество пептидов на пептидной карте гораздо 
меньше, чем следовало ожидать. Этот результат объясняется тем, что 
в С-концевой части гистоновой молекулы имеется около 4.) остатков 
лизина, а лизиновые последовательности, как известно, с трудом и в г՛ 
же время неспецнфическп гидролизуются трипсином Однако, похоже, 
что и последовательности, образованные из этих пентилов у разных 
субфракцин, отличаются не сильно, так как большинство пептидов 
имеет идентичное местоположение на пептидных картах гн цюлн < и ՝в 
всех трех субфракннй.

Предложенные в настоящей работе методические приемы выкк 
пня пептидов с пятна бумажною фингерпринга в отличие от метода 
слабого предварительного окр;ш>|и։а11пя для локализации пептидов 
(«), позволяют получить пептидный материал, который может бы и. 
подвергнут деградация по Эдману. Кроме того, отсутствует риск потери
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Т а б .։ и ц л /

Аминокислотный состав пептидов (Цифрами обозначены аминокислоты М-копцевой 
последовательности)

О1у Бег Тйг Уа1 Ачр ОШ А1а Не Ьеи РЬе 1.у$ Л гк Рго

Триптические пептиды

1 1.0’ 0.9' Ь0 0.9
о
3

1.1 2.0
1.0' 0.9

о.х

4 1.2 1.8 1.0
о 2.0 0.9 1.0 1.0
ь 1.3՛ 2.2’ 1.0 0.8 1.1» 1.3
•• / 3.3' 1.6 0.9’ |.о 1.0 1.7
8 1.2 0.7 ЬО 1.2’ 0.9
9 1.1 1.0 1 ДР 3.5' 2.7 0,7 1.0

10 0.8» 2.8’ 2.0 1.0’
1) 1.0 1.8 4.5 4-0 3.2
12 1 1
13

3.01-1 1.0 0.8 ы 1.2
15 1 5 1
16 1.0 0.9 7.5
17 0.7 1.2’ 1.6' Ь.1 1.0
18 0.9' 0.7’ 1.6 0.7 2.7 0.6
19 1.3 1.3 1.0
20 Ь8» 2.0 1 -9 ЬО 1.0 0.8’ 2.0 0.8
21 1.0 1.4' 0.7» 0.9 0.8 1.0 0.8 Ь0’ 1,8 1.7
22 3-0' 3,0 1.0’ 0.9 0.6 0.7 Ь0
23 3.2 1.9 1.6 1.0 1.2 1.1 ЬО 1.1 0.9
24 2.2 2.2 2.0 0.9 1.1 1.7 1.3
25 1.0 1.1 0.7 Ь2 1.2 0,8

О1у БеГ Т11Г \'а! А՝р б!и Л1а 1.еи |>1м Ьу« Ри»

Химотриптические иепти ты

1 3.4 2.0 2< 0.8 ы 0.8 Ь2 ьо
2 
3

1.2
0.9 з.о ы

1.0
ьо

4 ьо 1.0
5 1.2 1.8 1.0
6 Ь2 1.0 1.0 1.0 0.9 ьо
7 2-8 2,1 2.0 1.0 з.о 1.0 3,0 1 .0
8 1.4 ЬЗ ьо 0.9 0.6 1.5 0.7 0,8 ьо 1.0
9 1.6 1.0 1.0 0 4) 0.3 5.3 1.2 2.1

10 0.6 0.9 1.0 1.0

пептида вследствие недоокраишвания, тем более, если учесть, что 
согласно нашим наблюдениям, кислые пептиды несколько слабее окра- 
шиваются флуорсч камином Метод анализа аминокислот имеет высо­
кую чувствительность (порядка 2 ՝ 10 ‘’’М) и достаточно прост. Отме­
тим. что в наших опытах для определения аминокислотного состава 
использовали лини. 1/50 1/100 часть пептида, полученною из пятна 
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бумажного фин1српр։ппа. На н.нп взгляд, этому методу лмииокт .ют- 
ноги анализа следует отдать предпочтение при работе с пептидами. а

Т1 Т2

ПТ’—3 -Ав р-7в!-С 1и-Ьув-Аоа-Авп-5ег-Ат£-11 е-Ьув-Ьеи~С1у-Ьеи-Ьув-иег-Ьви- 
н.----------- сз------------ ^~С4 ~^С2 ՀՀ

— Т5---------- ----------------------- Тб----------------------- —է-*----------------------- - Т7------------------------

7в1-Зег-Ьув-С1у-ТЬг-Ьеи-Уа1-С1и-ТКг-Ьув-С1у-ТЬг-С1и-Л1а-5<-г-С1у-Ьег-Гпе- 
сб----- ------------------------------------------ с 1------------------------------- ------------

Ьуе (Ьув42>Лор,Т11г р5еГрС1и,Рго1б,С1у4_5,А1а34>7а13Деи)

Рис. 3 Лмниокислотноя последовате льиость С коп целон части гистокл (I тимус* < 
кролика Հ). Амннокш !«>гный состав получении* триптических ։Т) и химптрнш- чгсхих 

(< I пегндев соотнесен к структуре о ноле стрелок

также при необходимости проведения большого количества параллель­
ных определении, так как в этом случае фактическое время одного 
анализа заметно сокращается.
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