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Исследованы особенности динамики биогетерополимерных структур (нуклеоплазмы, хроматина, ядерного 
матрикса) интерфазных ядер при индукции ростового морфогенеза зрелых зародышей яровой, выведенной из 
неё озимой и вновь выведенной из последней яровой пшениц. Показано изменение локализации Арг-Х зон 
протеолитической активности в гистонах и негистонах, которое может быть связано с изменением плотности 
натяжения и изменения структуры хроматина в процессе реализации морфогенетической программы разви- 
тия растений. 
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Исходя из современного анализа литературы, 
известно, что изучение протеома клеточных ядер 
растений до сих пор остается на начальном этапе 
[1]. Однако первые публикации наших сотрудников 
по динамике протеома клеточных ядер растений 
относятся к 1975 г. [2]. Представленная работа яв- 
ляется развитием идей по дальнейшему исследова- 
нию молекулярно-генетических механизмов дина- 
мики протеома клеточного ядра. 

Доказано, что хромосомы располагаются не 
беспорядочно внутри ядра, а формируют строго 
упорядоченные структуры [3]. Обращает внимание 
то, что из нуклеосомного кора выпячиваются не- 
структурированные аминотерминальные хвосты, 
несущие гуанидиновую группу аргининобогащен- 
ных (Н3, Н4) и умеренно-лизинобогащенных (Н2А; 
Н2В) гистонов, входящих в состав нуклеосомы. 
Эти хвосты подвергаются активной модификации и 
межнуклеосомным взаимодействиям [3]. Однако 
ни биохимические, ни биофизические механизмы, 
функционирующие в этой области протеома кле- 
точного ядра, недостаточно изучены. Известно, что 
аргининбогатые гистоны по аминокислотной по- 
следовательности эволюционно стабильные белки 
[4],  что свидетельствует об их важной роли в со-  
хранении и реализации генетической информации 
у эукариот, биохимические механизмы которой в 
структуризации хроматина ещё предстоит расшиф- 
ровать. 

Целью данной работы был анализ активности 
Арг-Х протеолиза в различных компартментах кле- 
точного ядра при индукции ростового морфогенеза 
зародышей пшеницы. 

 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

Объектом  исследования были  элитные семена 

 

пшеницы (Triticum aestivum L.) сортов Артемовка 
(яровая), выведенный из нее сорт Мироновская 808 
(озимая) и вновь выведенный из последнего сорт 
Мироновская яровая (коллекция семян Всероссий- 
ского института растениеводства им. Н.И. Вавило- 
ва). Подробное описание метода выведения сортов 
представлено в работах [5, 6]. В определенные ин- 
тервалы времени, а именно: 0 ч (воздушно-сухое 
семя, находящееся в состоянии биологического по- 
коя) и через 21 ч от начала замачивания, у прора- 
щиваемых семян отделяли от эндосперма зароды- 
ши, из которых выделяли клеточные ядра [7]. Над- 
молекулярные структуры: нуклеоплазму (Нп), хро- 
матин непрочно (Хр-I) и прочно (Хр-II) связанный 
с ядерным матриксом (ЯМ),  и собственно ЯМ вы-  
деляли из клеточных ядер при повышении ионной 
силы раствора способом, подробно описанным в 
работе [8]. Из выделенных супраструктур клеточ- 
ных ядер негистоновые белки (НГБ) отделяли от 
гистонов способом, представленным в работе [9]. 
Через колонку с полиметакриловой синтетической 
смолой ИРЦ-50 (Amberlite, IRC-50, Serva, 
Heidelberg) пропускали гетерополимерные блоки 
исследуемых супраструктур (Нп, Хр-I, Хр-II, ЯМ). 
Смолу для ионообменной хроматографии готовили 
по методике [10]. Белки элюировали в ступенчатом 
градиенте (6,0; 8,9; 10,6; 13; 40%) гуанидингидро- 
хлорида (Диаэм). В представленной работе данные 
по 13% фракции не приведены. Протеазочувстви- 
тельность Арг-Х в негистоновых и гистоновых бло- 
ках оценивали по расщеплению Арг-Х связей в ар- 
гининобогащенном белке – протамине Salmine-A-1 
(«Merk»), молекула которого состоит из 33 амино- 
кислот (22 молекулы Арг,  4 – Сер,  3 – Про,  по 2 – 
Глу и Вал) во всех фракциях ядер [8]. Активность 
протеолиза выражали в наномолях аргинина за 1 с 

   на 1 мкг белка (нмоль/(с мкг белка). 
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Поскольку клетка и ее органоиды – это слож- 
нейшая организация атомных, молекулярных, над- 
молекулярных систем, то любое изменение внеш- 
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них факторов окружающей среды затрагивает про- 
странственно-временные биохимические уровни 
организации живых систем. В данном случае нас 
интересовала взаимозависимость внутриядерных 
систем (нуклеоплазмы, Хр-I непрочно- и Хр-II 
прочносвязанных с ЯМ, а также самого ЯМ), по- 
строенных на основе сильных (т. е. ковалентных) и 
слабых связей. 

Динамика содержания ДНК, РНК, белка и воз- 
можной степени его гексозилирования на уровне 
целых клеточных ядер представлена на рис. 1. 

Отмечается высокий уровень синтеза ДНК в пе- 
риод активного роста зародыша за счет растяжения 
клеток (рис. 1а, 24 ч). Дальнейшее фракционирова- 
ние клеточных ядер позволило получить супрамо- 
лекулярные структуры (нуклеоплазму, хроматин 
непрочно- и прочносвязанный с ядерным матрик- 
сом, а также ядерный матрикс), компонентный со- 
став которых представлен на рис. 1б. Из рисунка 

видно, что в нуклеоплазме воздушно-сухих заро- 
дышей (0 ч) отмечается наличие свободного нук- 
леозольного пула белков, а также запасенной РНК, 
по-видимому, необходимой для начальных этапов 
трансляции, утилизирующихся при последующем 
росте (рис. 1б, 0 ч → 24 ч). Подобные данные были 
получены на другом растительном объекте [11, 12]. 
Во фракции хроматина I (рис. 1б, Хр I) обнаружи- 
вается депротеинизированная ДНК (24 ч). Возмож- 
но, это активно транскрибируемая ДНК, количест- 
во которой, в период роста (0 ч→24 ч) увеличива- 
ется, в то время как динамика содержания ДНК во 
фракции белков, прочносвязанных с хроматином 
(рис. 1б. Хр II) прямо противоположна (рис. 1б, Хр 
II, 0 ч → 24 ч). Содержание ДНК, РНК во фракции 
ядерного матрикса (0 ч →24 ч) также понижается, 
как и возможная степень гексозилирования белков 
(рис. 1б, ЯМ). 

 

 
Рис. 1. Динамика содержания ДНК, РНК, белка и возможной степени его гексозилирования в целом ядре и его 
надмолекулярных структурах (Нп – нуклеоплазма; Хр I – хроматин непрочно связанный с ЯМ; Хр II – хроматин 
прочно связанный с ЯМ; ЯМ – ядерный матрикс) при индукции ростовых процессов зрелых зародышей пшени- 
цы [13] 



1617 

  Биотехнология  

 

 
На следующем этапе работы из описанных вы- 

ше супрамолекулярных структур (рис. 1б) были 
выделены негистоновые и гистоновые белки, ди- 
намика содержания которых представлена на рис. 
2. Показано, что исходный сорт Артемовка в пери- 
од вступления в S фазу клеточного цикла содержит 
высокий уровень негистоновых (НГБ) и гистоно- 
вых (НI, Н2А+Н2В) белков в супраструктуре Хр II, 
который заметно снижен у Мироновской озимой, 
что, по-видимому, связано с холодовым стрессом. 
Примечательно, что низкий уровень содержания 
НГБ и гистоновых белков сохраняется у Миронов- 
ской яровой. 

Мы специально сфокусировали свое внимание 
на Арг-Х протеазочувствительных зонах НГБ и гис- 
тонах тотального хроматина, исходя из роли арги- 

нина, участвующего в эволюционной стабильности 
аргининбогатых гистонов, а также активности его 
гуанидиновой группы, способной дать резонирую- 
щий эффект биополимерной структуре. На рис. 3 
представлена динамика Арг-Х протеолиза в негис- 
тоновых и гистоновых блоках супраструктур (нук- 
леоплазмы, хроматина, ядерного матрикса). Анализ 
рисунка показывает довольно низкую Арг-Х проте- 
олитическую активность у исходного сорта Арте- 
мовки как во фракциях НГБ, так и гистоновых бел- 
ках. Совершенно другая динамика Арг-Х протеазо- 
активности наблюдается у Мироновской озимой. 
Увеличение Арг-Х протеазоактивности обнаружи- 
вается в НГБ блоках всех супраструктур (рис. 3, 
Мироновская озимая, 0-21 ч). 

 

 
 

Рис. 2. Содержание негистоновых (НГБ) и гистоновых (HI, H2A+H2B, H3+H4) белков в супраструкутрах (Нп – 
нуклеоплазма; Хр I – хроматин непрочно связанный с ЯМ; Хр II – хроматин прочно связанный с ЯМ; ЯМ – 
ядерный матрикс) клеточных ядер при индукции ростовых процессов зрелых зародышей пшениц: Артемовки 
(яровая), Мироновской 808 (озимой) и Мироновской яровой 

 
В гистоновых блоках высокая активность обнару- 
живается во фракции линкерного гистона НI хро- 
матина непрочносвязанного с ЯМ, а также во 
фракции гистонов Н2А+Н2В хроматина непрочно 
и прочносвязанного с ЯМ и в самом ЯМ (рис.3, 
Мироновская озимая, 21 ч). Что касается сорта Ми- 

роновской яровой, на уровне негистоновых блоков 
супраструктур клеточных ядер существенных раз- 
личий с озимым сортом выявлено не было, в то 
время как на уровне линкерных и коровых гисто- 
нов (НI, Н2А+Н2В), динамика Арг-Х протеолиза 
Мироновской  яровой  существенно  отличалась  от 
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озимой пшеницы (рис.3, Мироновская яровая, 0 
ч→21  ч).  В данном случае мы предполагаем,  что 
Арг-Х протеолиз каким-то образом связан со сбор- 
кой нуклеосом и, возможно, нуклеосомным кон- 
тролем генной экспрессии [14]. Таким образом, в 
данной работе мы попытались показать участки в 

гетерополимерных структурах хроматиновой мат- 
рицы, где наиболее активно происходят динамиче- 
ские изменения ядерного протеома и выявляются 
гиперчувствительные сайты к Арг-Х протеолизу на 
уровне НГБ, линкерных и коровых гистонов. 

 

 
Рис. 3. Активность Арг-Х протеолиза в негистоновых (НГБ)  и гистоновых (HI;  H2A  +  H2B;  H3  +  H4)  блоках 
супраструкутр (Нп - нуклеоплазма; Хр I - хроматин непрочно связанный с ЯМ; Хр II - хроматин прочно связан- 
ный с ЯМ; ЯМ - ядерный матрикс) клеточных ядер при индукции ростовых процессов зрелых зародышей пше- 
ниц: Артемовки (яровая), Мироновской 808 (озимой) и Мироновской яровой 
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The properties of the dynamics bioheteropolymer structures (nucleoplasm, chromatin, nuclear matrix) of interphase 
nuclei during induction growth morphogenesis of mature embryos of spring, transformed from it winter and again 
transformed from last spring wheat were studied. The changes in the localization of Arg-X zones of proteolytic activi- 
ty in histones and nonhistones, which may be due to the changes in the density of the tension and changes in chroma- 
tin structure in the implementation of the morphogenetic program of plant development were shown. 
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