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A M I N O AC Y L T R N A S Y N T H E T A S E S A N D 
T H E I R H I G H M O L E C U L A R C O M P L E X E S 
IN A U T O L Y S I S O F P I G H E A R T MUSCLE 

/4. ./. Tamulevicius, L. L. Ivanov, L. J. Luko-
sevicius, A. K. Praskevicius 

Chair of B iochemis t ry , Medical School , Kaunas 

In pig myoca rd ia l e x t r a c t s au to lyzed wi-
th in 15 rniri a l any l - , ^ lycy l - , g l u t a m y l - , leucyl-
and s e r y l - t R N A s y n t h e t a s e a c t i v i t i e s were 
increased as c o m p a r e d w i t h con t ro l s . The enzy-
ma t i c ac t i v i t i e s were decreased a f t e r au to ly s i s 
for 30 min . The 15 min a u t o l y s i s w a s shown 
to decrease the molecu la r mass of t he g lycyl -
t R N A s y n t h e t a s e c o m p l e x . W i t h i n both 15 min 
and 30 min au to lys i s ino rgan ic p y r o p h o s p h a t a -
se was m a r k e d l y a c t i v a t e d e i the r in myocard i -
um e x t r a c t s or in high molecu la r c o m p l e x e s ; 
t h i s p h e n o m e n o n may be respons ib le for act i -
va t ion of a n u m b e r of aminoacy 1-tR N A syn the -
tases . 

УД к 0 I 2 . 3 5 2 . 3 : 6 1 2 . 6 . 0 5 1 . 0 1 4 . 4 6 : 6 1 5 . 2 5 6 . 5 I 

Э. С. Геворкян, А. Ш. Абрамян, К. С. Ма/пинян, Г. А. Паносян 

ИЗУЧЕНИЕ СОСТАВА ЛАБИЛЬНО СВЯЗАННЫХ 
НЕГИСТОНОВЫХ БЕЛКОВ ХРОМАТИНА ПЕЧЕНИ ПЕТУШКОВ 

ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ЭСТРАДИОЛА 

Кафедра биофизики Е р е в а н с к о г о университета 

Эстрадиоловая индукция вителлогени-
на — предшественника специфического 
белка яичного желтка фосвитина — в 
клетках печени петушков является ти-
пичной моделью дерепрессии генов, и 
ее изучение может иметь важное значе-
ние для выяснения механизмов внутри-
клеточной регуляции и исследования 
молекулярных механизмов действия эст-
рогенов. Механизм действия эстрогенов 
на генетический аппарат клеток эука-
риотов в настоящее время интенсивно 
изучают 18, 13, 151. При этом особое 
внимание уделяют вопросу о взаимодей-
ств и и гор мо н - ре це пто р н ы х ко м п л е ксов 

с акцепторными участками хроматина, 
в структуре которых немаловажная роль 
принадлежит негистоновым белкам, обе-
спечивающим в ы со к у ю спец и ф и ч 11 ост ь 
взаимодействия. Однако исследование 
негистоиовых белков хроматина затруд-
нительно ввиду их высокой гетероген-
ности. В последнее время внимание мно-
гих исследователей привлекает опреде-
ленная группа пеги сто новых белков. 
Так называемые лабильно связанные не-
ги стоповые белки (ЛСНБ) в отличие 
от прочно связанных и остаточных пе-
г и сто новых бел ков э кстр а г и р у юте я и з 
хроматина 0,1 -0,4 М хлористым натри-
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ем 17, 14, 16, 17]. Они содержат ряд 
хорошо изученных белков, в том числе 
белки группы высокой подвижности 
(ВВП), по-видимому, ответственные за 
ко н фор м а ци ю тр а не к р и п ци он н о а кг и в -
ного хроматина 1.5, 6.1, белок, стимули-
рующий транскрипцию Д11 К, который 
недавно удалось очистить до гомоген-
ности [10, 141, и др. Среди этих белков 
возможны также фракции, входящие в 
а к це п то р н ы е уча ст к и х р о мат и на, спе-
цифически взаимодействующие с рецеп-
торами стероидных гормонов [4, 7, 181. 
Есть все основания полагать, что ЛСНБ 
играют важную роль в поддержании 
структуры и функции хроматина. 

В настоящей работе мы изучали состав 
ЛСНБ хроматина клеток печени петуш-
ков при активации генетического аппа-
рата эстрадиолом. 

М е т о д и к а 

И с с л е д о в а н и я проводили на неполовозре-
лых п е т у ш к а х породы «Белый леггорн». 
Эстрадиол-17 р («Sigma», США) вводили 
внутримышечно в концентрации 20 мг на 
I кг массы тела . П е т у ш к о в д е к а п и т и р о в а л и 
через 4 ч после введения гормона . Ядра из 
клеток печени в ы д е л я л и к а к описано Шово 
и соавт. [3], а хроматин из очищенных ядер — 
к а к у к а з а н о Умаиским и соавт. | 17 | . Чистоту 
полученных препаратов проверяли путем изме-
рения оптических параметров хроматина при 
р а з н ы х д л и н а х волн и определения соотноше-
ния его основных компонентов (при этом сред-
ние з н а ч е н и я соотношений р а в н я л и с ь : белок / 
Д Н К = 1,67— 1,60, а гистон/Д11 К= = 0 ,80— 
1,00). О достаточной чистоте препаратов свиде-
тельствовал т а к ж е У Ф - с п е к т р х р о м а т и н а . 
СИ Б в ы д е л я л и к а к описано ранее [17] , белок 
о п р е д е л я л и по Л о у р и и соавт . [12], Д Н К — 
по Б а р т о и у [2]. 

Ф р а к ц и о н и р о в а н и е Л С Н Б проводили па 
колонке с Д Э Л Э - ц е л л ю л о з о й . Б е л к и элюиро-
вали ступенчатым градиентом хлористого 
н а т р и я в к о н ц е н т р а ц и я х 0 ,2 ; 0 ,4 ; 0 ,6; 0 ,8 и 
1,0 М в 5 мМ трис-фосфатиом буфере р Н 8,2. 
Элюаты д и а л и з о в а л и против 0 ,06 М трис-
фосфатного буфера р Н 6,7 и концентрирова -
ли против сухой сахарозы . Диск -электрофо-
рез тотальных Л С Н Б и их отдельных фрак-
ций проводили к а к описано ранее [11]. Опреде-
ление м о л е к у л я р н ы х масс г о р м о н ч у в с т в и т е л ь -
ных фракций Л С Н Б проводили по Всберу и 
Осбориу |19] с использованием в качестве 
стандартных белков яичного альбумина , 
т р и п с и н а , гемоглобина , г ексокипазы и арги-
назы («Reanal» , В Н Р ) . 

Р е з у л т а т ы и о б е у ж д е и и е 

На рис. 1 представлены результаты 
экспериментов по электрофоретическому 
разделению тотальных ЛСНБ, выделен-
II ы х со л ево й э кстр а к ци е й п р en а р ато в 
хроматина печени контрольных и под-

Рис. 1. Электрофоретичес-
кое разделение препаратов 
т о т а л ь н ы х Л С Н Б хромати-
на печени петушков в 
контроле (У) и при воз-

действии эстрадиола (2). 

I 2 

опытных животных. Известно, что одно-
мерный электрофорез негистоиовых бел-
ков в системе додецилсульфат натрия 
полиакриламидный гель позволяет об-
наружить от 15 до 30 фракций пол и пеп-
тидов с молекулярными массами от 5 до 
180 кД III. Результаты экспериментов 
показали, что препараты тотальных 
Л С Н Б хроматина в той же электрофоре-
тической системе содержат 22 фракции, 
причем введение гормона животным при-
водит к заметным изменениям белкового 
состава — появлению одних и исчезно-
вению других фракций. Такой резуль-
тат, безусловно, свидетельствует об 
эстр адиол-чу ветви тел ьности п pei i а р ато в 
тотальных ЛСНБ хроматина печени пе-
тушков. Однако их высокая гетероген-
ность (фракция ЛСНБ составляет при-
мерно V3 всех кислых белков хромати-
на) не дает возможности для более точ-
ной идентификации и характеристики 
этих гормончувствительиых фракций. 
В целях более детального исследования 
изменений в составе ЛСНБ проводили 
фракционирование препаратов на колон-
ке с ДЭАЭ-целлюлозой (рис. 2). Фрак-
ционирование на ионнообменпике конт-
рольных препаратов выявило 6 групп 
белков, разделяющихся при ступенчатом 
элюировании хлористым натрием. Ана-
логичную картину наблюдали и при 
хроматографическом разделении ЛСНБ 
хроматина печени подопытных петушков 
(см. рис. 2). 

При получении ЛСНБ из хроматина 
1.17] возможно выделение среди кислых 
фракций и незначительного количества 
некислых белков хроматина так назы-
ваемых гистоноподобных негистоиовых 
белков, имеющих высокие значения изо-
электр и чески х точек. Эти бел ко вые 
фракции при фракционировании на ко-
лонке с ДЭАЭ-целлюлозой могут, не 

108 



Рис . 3. К а р т и н а электрофоретического раз-
деления ф р а к ц и й Л С Н Б , э л ю и р о в а и н ы х 0,2 М 
и 0,4 М хлористым натрием в контроле (Ф2 , 
Ф8) и при воздействии эстрадиола (Ф2> Ф3). 
З д е с ь и на рис. '1 цифрами обозначены э с т р а д и о л -

чувствительные пол и пептиды. 

Рис . 2. Хроматограммы препаратов тотальных 
Л С Н Б хроматина печени контрольных (сплош-
ная линия) и подопытных ( ш т р и х п у и к т и р и а я ) 

петуш ков. 
Около стрелок у к а з а н ы концентрации х л о р и с т о г о 
натрия при ступенчатом э л ю и р о в а н и и препаратов 
Л С Н Б . Ф , Ф в фракции Л С Н Б в контроле , 

ф ; Ф„ то ж е при воздействии э с т р а д и о л а . 
о 

связываясь с ионитом, выходить в сво-
бодном объеме колонки. По-видимому, 
фракции Ф, и Ф|, составляющие при-
близительно 4—5% от количества то-
тальных ЛСЫБ, имеют такую природу. 
Остальные 5 фракций кислых белков 
по-разному реагируют на введение гор-
мона (см. рис. 2). Так, если фракции 
Ф4, Ф5 и Ф({ количественно почти не из-
меняются при воздействии гормона, то 
фракции Ф2 и Ф5 обнаруживают высо-
кую чувствительность к эстрадиолу, так 
как содержание белка в них достоверно 
изменяется. Введение эстрадиола при-
водит к резкому снижению содержания 
белка во фракции Ф2 с одновременным 
заметным повышением его во фракции 
Ф.(, что свидетельствует о возможном 
п ер ер aci I р еде л е 11 и и отдел ь 11 ы х бел ко в 
при гормональной активации генома. 

Для выяснения этого вопроса и опре-
деления молекулярной массы гормон-
чувствительных белков проводили элект-
рофоретическое разделение фракций Ф2, 
ф ' , ф3> ф^ в системе додецилсульфат 
натрия — полиакриламидный гель. Ре-
зультаты экспериментов показали, что 
белковый спектр фракций Ф2 и Ф3 со-
держит 9—13 полипептидов, различаю-
щихся по молекулярной массе (рис. 3). 

Воздействие эстрадиола приводит к 
уменьшен и ю содер жа и и я и л и исчез по-
вели ю 4 полипептидов во фракции Ф2 
и соответственно появлению 4 пол и пеп-
тидов во фракции Ф', (см. рис. 3). Оп-
ределение молекулярных масс гормон-
ч у вств ител ь ных пол и 11 е i ггидов 11 озвол и -
ло установить, что введение эстрадиола 
в основном приводит к исчезновению 
от п ос и тел ь но низ комол е к у л яр н ы х фр а к-
ций в Ф2 (рис. 4; полипептиды 2, 3 и 
4, мол. м. 30,2, 20,4 и 18,0 кД соответ-
ственно) и появлению более высокомо-
лекулярных белков во фракции Ф'3 (см. 
рис. 4, полипептиды 5, 6, 7; мол. м. 65,3, 
57,5 и 52,5 кД соответственно). Во фрак-
ции Ф,'} обнаруживается также пол и пеп-
тид с низким значением молекулярной 
массы (15,1 кД; см. рис. 4, полипептид 
8), также отсутствующий в контроле. 
Наблюдаемое перераспределение, воз-

0 0.1 0.2 0.3 OA 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 Rf 

Рис . 4. Определение м о л е к у л я р н ы х масс гор-
мончувствительных полипептидов во ф р а к ц и я х 
Ф 2 и Ф 3 Л С Н Б хроматина печени петушков . 
По оси а б с ц и с с - о т н о с и т е л ь н а я п о д в и ж н о с т ь , 
по оси о р д и н а т — л о г а р и ф м м о л е к у л я р н о й массы. 
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можно, связано с конформационными 
перестройками в хроматине при его 
взаимодействии с эстрогснрецепгорными 
комплексами. Хотя заметные количест-
венные и качественные сдвиги обнару-
живаются во фракциях Ф2 и Ф3, не 
исключена возможность наличия эстро-
генчувствительиых белков и во фрак-
циях Ф4 , Ф5 и Ф0 , изучение которых 
позволит дать более полную характери-
стику этих сдвигов. 

Обнаруженные перестройки в составе 
ЛСИБ хроматина печени петушков при 
воздействи и эстрадиола, по-видимому, 
с 11 особст в у I от у с и л е и и ю деп рос с и р у ю ще -
го влияния женского полового гормона 
в клетках неполовозрелых самцов, у 
которых индукции вителлогеиииа в нор-
ме не происходит. 
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C O M P O S I T I O N O F L A B I L E - B O U N D NON-
H I S T O N E P R O T E I N S IN C H R O M A T I N O F 
C O C K E R E L L I V E R T I S S U E A F T E R T R E A T -

M E N T W I T H E S T R A D I O L 

E. S. Gevorkyan, A. Sh. A bra my an, К. S. Mu-
tiny an, G. A. Panosyan 

Chair of B iophys ics , S t a t e U n i v e r s i t y , Ye revan 

P r e p a r a t i o n s of c h r o m a t i n and l ab i l e -bound 
n o n h i s t o n e p ro te ins were i sola ted f rom cocke-
rel l iver cells a f t e r t r e a t m e n t of b i rds wi th 
e s t r ad io l as well as f r o m cont ro l s . Six p ro t e in 
f r a c t i o n s were o b t a i n e d by means of co lumn 
c h r o m a t o g r a p h y on D E A E cel lulose; two of 
these f r a c t i o n s were q u a n t i t a t i v e l y a l t e red due 
to the ho rmona l e f fec t . E l e c t r o p h o r e t i c sepa-
r a t ion of both to t a l l ab i l e -bound nonh i s tone 
p ro te ins and the i r h o r m o n e - d e p e n d e n t f rac t i -
ons showed t h a t p ro te in compos i t i on was al te-
red a f t e r t he e s t r ad io l t r e a t m e n t as compared 
w i t h con t ro l s . 
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M. А. Ишханова, И. А. Мшпряева, Л. А. Гайсенюк 

СТРУКТУРНО- Ф У Н к Ц и О Н A JIЬ Н О Е СОСТО Я н И Е 
ГЕНЕТИЧЕСКОГО АППАРАТА ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ 

У ВОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ В ПРОЦЕССЕ 
Ц И ТОСТ AT И Ч ЕС КО Й Г ЕРА IIИ И 

Н И И медицинской радиологии Минздрава УССР, Х а р ь к о в 

Использование в системе комплексно-
го лечения опухолевых заболеваний ци-
тостатической терапии дает определен-
ный противоопухолевый эффект, но при 
этом неизбежно имеет место поражение 
а ктивно 11 рол ифер и р у ющи х пор мал ьных 
тканей организма, к которым относится 
костный мозг. Возникающая миелодеп-
рессия является препятствием для даль-

1 ю 

иейшего лечения онкологических боль-
ных и может сопровождаться развитием 
угрожающих жизни осложнений. 

Поскольку разрушающее действие хи-
миопрепаратов связано прежде всего с 
повреждением ядерной Д Н К клетки II, 
2, 5.1, восстановление структурной цело-
стности и функциональной активности 
ге нети чес кого а п п а р ата к л етк и может 


