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На модели интенсивной физической нагрузки на фоне предварительного введения препаратов,
модулирующих функции лизосом, изучали изменение спектра гистоновых белков хроматина печени
крыс с помощью электрофореза в ПААГ.

Обнаружили увеличение содержания ацетилированных форм гистона Н4, а также повышение
протеолиза фракций гистонов, богатых лизином (HI и Н2А + Н2В), которое проявлялось при предва-
рительной стимуляции плавающих крыс продигиозаном. Обсуждается роль указанных изменений в
механизме активации хроматина печени крыс при стрессе и возможное участие лизосомальных протс-
иназ в этом процессе
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Введение. Гистоны связываются с ДНК с образованием нуклеосом — структурной
основы хроматина. Они репрессируют считывание информации РНК-полимеразой с
матрицы ДНК [1, 2]. Постсинтетические модификации гистонов, наблюдаемые в ак-
тивном хроматине, дестабилизируют нуклеосомы и усиливают транскрипцию генов
[3, 4].
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В исследованных с применением интеркалирующего зонда акридинового оранжево-
го нами показано, что под влиянием стресса, вызванного интенсивной физической
нагрузкой или частичной гепатоэктомией, происходит активация хроматина печени
крыс [5, 6J. Однако, неизвестно, каким именно образом влияет реализация стресс-
синдрома на изменение гистоновых белков хроматина. ,

Исследования, проведенные нами ранее, указывают на то, что в активации хроматина
при стрессе принимает участие лизосомальная система клеток печени [7]. Наблюдали вов-
лечение лизосомальной системы клеток в процесс активации хроматина, вызванной сте-
роидными гормонами [8], эпидермальным фактором роста [9], диетой с высоким содер-
жанием углеводов после голодания [10]. Установлена способность протеолитических фер-
ментов повышать матричную активность хроматина и стимулировать включение меченого
гуанозина в РНК изолированных ядер [11]. Показана специфическая протеолитическая
активность ферментов в отношении гистонов HI, Н2А [12, 13, 14]. НЗ [15|, Н5 [16]. Про-
теиназы разных классов способны к гидролизу гистонов [17].

Нами изучены изменение спектра гистоновых белков хроматина печени крыс в
условиях его активации под влиянием интенсивной физической нагрузки на фоне мо-
дуляторов лизосомальных функций.

Методика. Исследования были проведены на крысах-самках Wistar массой 150-200
г. Животные содержались на полноценном общевиварном рационе с приемом воды ad
libitum. Моделью стресса являлась физическая нагрузка в интенсивном режиме: плава-
ние крыс в аквариуме в течение 3,5 часов с грузом, составляющим 4% от массы тела
при температуре воды 32-34 °С. Как было показано ранее, такая нагрузка не вызывает
повреждения лизосомального аппарата печени и приводит лишь к повышению свобод-
ной активности лизосомальных ферментов [7].

Для выяснения роли межклеточных взаимодействий (гепатоцит-макрофаг) в акти-
вации хроматина печени при физической нагрузке крыс стимулировали липополиса-
харидом продигиозаном, специфически повышающим активность системы мононук-
леарных фагоцитов (СМФ). Препарат вводили животным внутрибрюшинно в дозе
0,25 мг/кг массы тела за 24 часа до плавания.

Для выявления роли лизосом в изменении спектра гистоновых белков хроматина
при физической нагрузке крысам вводили ингибиторы функций лизосом: иодацета-
мид, подавляющий активность цистеиновых протеиназ [191, в Д° з е 5 мг/кг; хлорохин,
повышающий рН внутри лизосом и моделирующий лизосомальные болезни накопле-
ния [20, 21], в дозе 0,5 мг/кг; винбластин, ингибитор полимеризации микротрубочек
[22], в дозе 0,1 мг/кг массы тела. Последний вводили, чтобы заблокировать перемеще-
ние лизосом к ядру. Растворы ингибиторов в 0,14М NaCl вводили за 1 час до плавания
внутрибрюшинно в объеме, не превышающем 0,5 мл. Контрольным животным перед
плаванием вводили в том же объеме физиологический раствор. Животных забивали
методом декапитации.

Гистоны выделяли из очищенной по методу [23] ядерной фракции, экстрагировали
0,5 N H2SO4 и осаждали ацетоном, как описано ранее [18]. Ингибирование протеиназ в
ходе выделения ядер и гистонов достигалось применением фенилметилсульфонилфто-
рида (0,1 мМ). Электрофорез проводили по методу [24] в модификации [25, 26]. Гель
окрашивали 0,2% раствором Кумасси голубого R-250. Полученные электрофореграммы
денситометрировали на микрофотометре ИФО-451. Площадь пиков отдельных фрак-
ций гистонов считали на ЭВМ "Север" Института автоматики и электрометрии СО
РАН. Статистическую обработку полученных результатов проводили с использованием
параметрического и непараметрического критериев t-Стьюдента и Вилкоксона. Резуль-
таты выражали в % от общего содержания гистонов, считая среднее содержание и
ошибку средней по 3 — 13 животным, и в относительных величинах каждой подфрак-
ции гистонов, принимая за единицу содержание данной подфракции у интактного
животного в качестве контроля (см. рис. 1, 2).

Результаты и обсуждение. При электрофоретическом изучении гистоновых белков
хроматина печени крыс, подвергавшихся интенсивной физической нагрузке, были
идентифицированы все основные фракции гистонов и некоторые их подфракции. В
частности, выявлены моно- и диацетилированные формы гистона Н4. Выявлены так-
же продукты протеолиза гистонов. Мы полагаем, что последний протекает in vivo под
влиянием протеолитических ферментов, активность которых при интенсивной физи-
ческой нагрузке в ядрах повышается [7], так как все стадии выделения гистонов про-
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Рис. 1. Относительное содержание некоторых фракций гистонов в печени крыс
после интенсивной физической нагрузки:

К — интактные животные; 1-5 —плавание в течение 3,5 ч с грузом на фоне введения; 1 — 0,15
М NaCl; 2 —винбластина; 3 — иодацетамида; 4 — хлорохина; 5 — продигиозана. А —продукты
протеолиза гистона HI; В — гистон НЗ; С — столбики со штриховкой — суммарная фракция
гистонов Н2А+Н2В; сплошные столбики — продукты протеолиза этой фракции; D — гистон

Н4. Звездочками указаны достоверные отличия от контроля: * — Р < 0,05; ** — Р < 0,001;
*** — Р < 0,001 Приведены средние данные по 7-12 животным.

изводились в присутствии ингибиторов протеиназ. Следует особо отметить, что физи-
ческая нагрузка — это удобная и очень распространенная модель стресса. Она может
точно дозироваться и позволяет изучать физиологические механизмы адаптации в
широком диапазоне, не приводя к патологическим сдвигам в организме [27].

Спектр гистоновых белков хроматина печени крыс после интенсивной физической
нагрузки не изменялся, за исключением гистона Н4. Суммарное содержание гистона
Н4 (в % от общего содержания гистонов) при плавании достоверно увеличивалось
(Р < 0,05). Это увеличение, вероятно, отчасти связано с некоторым повышением
содержания диацетилированных форм данного гистона, хотя и не достоверным.

Для выяснения роли лизомальных протеиназ в активации хроматина при стрессе
были применены модуляторы лизосомальнои активности. Введение винбластина, пре-
пятствующего перемещению лизосом к ядру, не отразилось на изменении спектра
гистоновых белков при плавании. Суммарное содержание гистона Н4 оставалось повы-
шенным (Р < 0,05; рис. ID), как и его ацетилированных форм.
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Рис. 2. Относительное содержание ацетилированных форм гистона Н4 в печени крыс после
интенсивной физической нагрузки. Обозначения К — 5 аналогичные рис. 1. 2АсН4 —

диацетилированный гистон Н4; АсН4 — моноацетилированный гистон Н4; Н4 —
неацетилированный гистон Н4.

Ингибитор цистеиновьгх протеиназ — иодацетамид — также не влиял на спектр
гистонов при плавании. Суммарное содержание гистона Н4 оставалось повышенным.

Действие хлорохина на гистон Н4 при плавании имело некоторые особенности. Так,
относительное содержание неацетилированного гистона в суммарной фракции Н4 сни-
зилось (Р < 0,001), по сравнению как с интактными, так и с плавающими животными
(рис. 2). Снизилось также и относительное содержание диацетилированных форм Н4
(Р < 0,05; рис. 2). Парадоксальное действие хлорохина на активность лизосомальных
ферментов in vivo отмечали и другие авторы [21].

С целью стимуляции системы мононуклеарных фагоцитов был применен бактерий-
ный липополисахарид продигиозан. Под влиянием продигиозана усиливается секреция
макрофагами в межклеточную среду лимфокинов, монокинов, лизосомальных фер-
ментов и других факторов [28], что приводит, в частности, к ускорению репаративной
регенерации печени после ЧГЭ [7]. Повышению скорости биосинтеза белка в гепатоци-
тах [29].

В условиях активации лизосомального аппарата печени под влиянием продигиозана
обнаружено усиление протеолиза гистона HI при плавании. Содержание продуктов
протеолиза гистона HI повышалось (Р < 0,001; рис. 1А). Содержание суммарной фрак-
ции гистонов Н2А+Н2В снижалось на фоне некоторого усиления главной полосы про-
дуктов протеолиза данной фракции, по сравнению как с интактными (Р < 0,001), так
и с плавающими крысами (Р < 0,01; рис. 1С). Мы полагаем, что это снижение связано
с усилением протеолиза данной фракции гистонов. Достоверных изменений со сторо-
ны гистона НЗ не обнаружено (рис. 1В).

Содержание суммарной фракции гистона Н4 снижалось при плавании на фоне про-
дигиозана, по сравнению с интактными (Р < 0,05; рис. ID), так и с плавающими
крысами (Р < 0,01). По-видимому, указанное снижение связано с протеолизом дан-
ной фракции гистонов, хотя продукты протеолиза не были выявлены на электрофо-
реграмме. Так как гистон Н4 является наиболее быстро мигрирующим белком из всех
гистонов, продукты его протеолитической деградации, движущиеся впереди фронта
данного белка, могли быть утеряны в ходе электрофореза.
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При анализе содержания ацетилированных форм гистона Н4 обнаружен выражен-
ный сдвиг в сторону диацетилированных форм (Р < 0,01; рис. 2). Усиление ацетилиро-
вания гистонов характерно для активно транскрибирующегося хроматина [30].

Таким образом, при плавании наблюдается изменение спектра гистоновых белков
хроматина, выражающееся в относительном повышении суммарного содержания гис-
тона Н4, вызванного, вероятно, повышением его ацетилированных форм. При плава-
нии на фоне стимуляции лизосомального аппарата печени продигиозаном процесс
ацетил и рования гистона Н4 усиливается. Наряду с этим наблюдается протеолиз гисто-
на Н4, а также гистонов, обогащенных лизином — Н2А, Н2В и HI. Все указанные
изменения в спектре гистонов могут ослаблять взаимодействие их с ДНК и делать ее
более доступной для связывания зонда акридинового оранжевого (АО) и экспрессии
генов. Повышение эффективности АО с хроматином при плавании было показано
нами ранее [5, 6]. Вероятно, при плавании усиливаются также процессы ограниченно-
го протеолиза гистоновых белков, так как применение ингибиторов лизосомальной
функции препятствует повышению связывания АО с хроматином [5].

Предварительная стимуляция СМФ продигиозаном приводила к значительному изме-
нению спектра гистоновых белков хроматина печени крыс при плавании. Стимуляция
такого рода сопровождается прежде всего усилением секреции лизосомальных ферментов
в межклеточную среду [28]. В настоящее время можно считать доказанным существование
тесной функциональной связи между макрофагами и гепатоцитами [7|. Повышение сек-
реции лизосомальных ферментов макрофагами в межклеточную среду может приводить к
изменениям, наблюдаемым нами в структуре активированного хроматина (усилению про-
теолиза некоторых гистоновых белков). Лизосомальные ферменты (протеиназы) из вне-
клеточной среды могут включаться в своего рода каскадный механизм, начальны звеном
которого является активация связанной с плазматической мембраной гепатоцита серино-
вой протеиназы [31]. Вероятно, в результате этого в процесс активации вовлекается и
лизосомальная система самих гепатоцитов, что приводит в конечном счете к дестабилиза-
ции хроматина, сопровождающейся протеолизом и повышенным ацетилированием гис-
тоновых белков. Повышенное аиетилирование гистонов может быть следствием снижен-
ного деацетилирования. Не исключено, что регуляция активности деацетилазы гистонов
осуществляется по механизму ограниченного протеолиза.

Близкие к плаванию на фоне введения продигиозана результаты были получены
нами на модели частичной гепатэктомии [13]. Через 3 часа после операции суммарное
содержание фракции гистона Н4 было выше, по сравнению с ложнооперированными
животными, главным образом, за счет диацетилированных форм. У ложнооперирован-
ных животных через 3 часа (по сравнению с 13 часами) было повышено содержание
продуктов протеолиза гистона HI. Еще более выраженным это отличие было у крыс с
ЧГЭ. У ложнооперированных крыс и крыс с ЧГЭ через 3 часа после операции было
снижено содержание суммарной фракции гистонов Н2А+Н2В (Р < 0,001), при неко-
торой тенденции к повышению продуктов протеолиза данной фракции. Содержание
гистона НЗ было выше у крыс с ЧГЭ, и у ложнооперированных животных через 3 часа
после операции (по сравнению с 13 часами), возможно, за счет повышения ацетили-
рованных форм, которые однако в данном случае идентифицированы не были. Что
касается гистона Н4, то его суммарное содержание было выше у животных с ЧГЭ
через 3 часа после операции за счет повышения ацетилированных форм, по сравне-
нию с аналогичной группой спустя 13 часов после операции. У ложнооперированных
животных суммарное содержание гистона Н4 и его ацетилированных форм через 3 и 13
часов после операции существенно не различалось.

Приведенные выше данные позволяют говорить о том, что существуют определен-
ные закономерности в изменении спектра гистоновых белков при активации хромати-
на, вызванной различными факторами. К ним относятся: 1) протеолиз богатых лизи-
ном гистонов (HI, H2A, Н2В) и 2) ацетилирование богатых аргинином гистонов, в
первую очередь Н4 и, возможно, НЗ.

Наши данные согласуются с многочисленными наблюдениями других авторов, об-
наруживших обогащение активно транскрибируемого хроматина ацетилированными
формами гистона Н4 [3, 30, 32], а также быстрое повышение активности гидролаз в
ядре после частичной гепатэктомии [33, 34].

Регуляция функций гистонов в ядре с помощью ограниченного протеолиза заслужива-
ет внимания исследователей. Известно, что основной синтез гистонов сопряжен с спите-
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зом ДНК. Однако, 10% гистонов и некоторые их минорные подфракции синтезируются
на протяжении всего клеточного цикла [35] Это так называемый базальпый синтез гисто-
нов Следовательно, рефляция содержания гистонов с помощью ограниченного протео-
лиза может быть весьма эффективной Особенно интересен в этом плане гистон HI, явля-
ющийся "скрепкой" витков ДНК в основании нуклеосомы Протеолиз этого и других
гистонов может привести к дерепрессии генов и акгивации хроматина
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CHANGING IN H I T O N E PROTEINS PATTERN OF RAT LIVER C H R O M A T I N E U N D E R O R G A N I S M
FUNCTIONAL STRESS C O N D I T I O N S

L E. Panin, I.G. Svechnikova, N .N. Mayansikaya

Institute of Biochemistry Russian Academy of Medical Sciences, Siberian Branch Timakov Str. 2, Novosibirsk
117, 630117 Russia

Pattern of rat liver histones at intensive physical exercises with preliminary injection of lysomotropic drugs was
studied by method of electrophoresis in PAAG. Elevation of the acetylated forms of histone H4 was revealed. The

increased proteolysis of lysine-rich histones (H1, H2A, H2B) was shown in swimming rats previously stimulated by
prodigiosan. The possible role of lysosomal proteinases of liver cells in mechanism of chromatine activation is discussed.
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