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Àíàëèç âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû ëèíêåðíîãî ãèñòîíà H1 ïî ñïåêòðàì èíôðàêðàñíîãî ïîãëîùåíèÿ

Â ðàáîòå ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ýôôåêòèâíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäîâ èíôðàêðàñíîé (ÈÊ) ñïåêòðî-
ñêîïèè â îáëàñòè êîëåáàíèé ïîëîñû àìèä I, à òàêæå ñïåêòðîñêîïèè êðóãîâîãî äèõðîèçìà (ÊÄ) â äàëüíåì
óëüòðàôèîëåòîâîì (ÓÔ) äèàïàçîíå ïðè àíàëèçå âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêîâ íà ïðèìåðå ëèíêåðíîãî ãè-
ñòîíà Í1 è áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ). Óñòàíîâëåíî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå àëìàçíîé ÿ÷åéêè
ÍÏÂÎ äàåò êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó äîëè a-ñïèðàëåé è b-ñëîåâ â ñòðóêòóðå áåëêîâ, õîðîøî ñîãëàñóþ-
ùóþñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ÓÔ ÊÄ. Ïîêàçàíî, ÷òî ãèñòîí Í1 ñïîñîáåí ê àãðåãàöèè, â ðåçóëüòàòå êîòîðîé çíà-
÷èòåëüíî èçìåíÿåòñÿ åãî âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãèñòîí Í1, ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèÿ, ñòðóêòóðà áåëêîâ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÈÊ — èíôðàêðàñíûé, ÊÄ —
êðóãîâîé äèõðîèçì, ÍÏÂÎ — íàðóøåííîå ïîëíîå âíóòðåííåå îòðàæåíèå, ÓÔ — óëüòðàôèîëåòîâûé.

Îäíèì èç êëþ÷åâûõ áåëêîâ õðîìàòèíà ÿâëÿåòñÿ ëèí-
êåðíûé ãèñòîí Í1 (Ðàìì è äð., 1995; Jerzmanowski, 2004;
Eirin-L *opez, Ausi *o, 2009; Bannister, Kouzarides, 2011; Lu-
ger et al., 2012; Smolle, Workman, 2013). Îí âçàèìîäåéñò-
âóåò ñ ìåæíóêëåîñîìíîé îáëàñòüþ ÄÍÊ è îòâå÷àåò çà îá-
ðàçîâàíèå âûñøèõ óðîâíåé ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè
õðîìàòèíà (Ðàìì è äð., 1995; Jerzmanowski, 2004; Luger
et al., 2012; Smolle, Workman, 2013). Í1 ñîñòîèò èç ãëî-
áóëÿðíîãî äîìåíà, êîòîðûé îêðóæåí êîíôîðìàöèîííî
ïîäâèæíûìè Ñ- è N-êîíöåâûìè ó÷àñòêàìè (×èõèðæèíà,
Âîðîáüåâ, 2002). Îïðåäåëåíèå âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû
ýòîãî áåëêà îáû÷íûìè ìåòîäàìè, òàêèìè êàê êðóãîâîé
äèõðîèçì (ÊÄ) â óëüòðàôèîëåòîâîì (ÓÔ) äèàïàçîíå, çà-
òðóäíåíî, ïîñêîëüêó ñïåêòðû ÊÄ äðóãèõ áåëêîâ ìàëî
ïðèãîäíû â êà÷åñòâå ðåïåðíûõ äëÿ àíàëèçà ÓÔ ÊÄ ãèñòî-
íà Í1. Ãèñòîí Í1 îòëè÷àåòñÿ îò äðóãèõ ãèñòîíîâ áîëüøåé
âèäî- è òêàíå-ñïåöèôè÷íîñòüþ (×èõèðæèíà, Âîðîáüåâ,
2002), è ïðè ðàñ÷åòàõ âêëàäà ðàçëè÷íûõ êîíôîðìàöèé
âî âòîðè÷íóþ ñòðóêòóðó ýòîãî áåëêà íåîáõîäèìî ó÷èòû-
âàòü îñîáåííîñòè åãî àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè. Òàê, ñïåðìèé-ñïåöèôè÷åñêèé ãèñòîí Í1 â îòëè÷èå îò
ñîìàòè÷åñêîãî èìååò á *îëüøèå äëèíó ïîëèïåïòèäíîé
öåïè è ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó, îáîãàùåí àðãèíèíîì â áîëü-
øåé ñòåïåíè ïðè ïðèáëèçèòåëüíî òîì æå ñîäåðæàíèè ëè-
çèíà (Ðàìì è äð., 1995; ×èõèðæèíà, Âîðîáüåâ, 2002; ×è-
õèðæèíà è äð., 2011; Chikhirzhina et al., 2012). È èìåííî
ýòè îñîáåííîñòè ñòðóêòóðû Í1 îïðåäåëÿþò åãî ôóíêöèè
â ÿäðå è îñîáåííîñòè åãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ìîëåêóëîé
ÄÍÊ.

Ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíîé îöåíêå ïàðàìåòðîâ âòîðè÷-
íîé ñòðóêòóðû áåëêîâ íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåí ìåòîä ÊÄ
â äàëüíåì ÓÔ-äèàïàçîíå. Â ïðîñòåéøåì ñëó÷àå ìåòîä ïî-

çâîëÿåò îïðåäåëèòü ñòåïåíü a-ñïèðàëüíîñòè ïî âåëè÷èíå
ÊÄ ïðè äëèíå âîëíû 222 íì, èñïîëüçóÿ ýìïèðè÷åñêîå ñî-
îòíîøåíèå (Polyanichko et al., 2011). Áîëåå äåòàëüíûé
àíàëèç, îñíîâàííûé íà ñðàâíåíèè ñïåêòðà ÊÄ áåëêà ñ ðå-
ïðåçåíòàòèâíûì íàáîðîì ñïåêòðîâ áåëêîâ ñ èçâåñòíîé
âòîðè÷íîé ñòðóêòóðîé (Sreerama, Woody, 2000), ïîçâîëÿ-
åò òàêæå îöåíèòü äîëþ b-ñëîåâ â ñîñòàâå áåëêîâîé ìîëå-
êóëû. Îòíîñèòåëüíî íåäàâíî ïîëó÷èë ðàçâèòèå ìåòîä
îïðåäåëåíèÿ âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêîâ, îñíîâàííûé
íà àíàëèçå ñïåêòðîâ ÈÊ-ïîãëîùåíèÿ (Byler, Susi, 1986;
Barth, Zscherp, 2002) è ÊÄ (Keiderling, 2002; Polyanichko,
Wieser, 2007) â îáëàñòè êîëåáàíèé ïåïòèäíîé ñâÿçè. Îä-
íàêî äî ïîñëåäíåãî âðåìåíè ìåòîä èìåë ëèøü îãðàíè÷åí-
íóþ ïðèìåíèìîñòü èç-çà òðóäíîñòåé â ïîäãîòîâêå îáðàç-
öîâ, íåîáõîäèìîñòè èçîòîïíîãî çàìåùåíèÿ ïðè ðàáîòå â
ðàñòâîðàõ ëèáî íåîäíîçíà÷íîñòè â èíòåðïðåòàöèè ðå-
çóëüòàòîâ ïðè ðàáîòå ñ ïëåíêàìè.

Ñèòóàöèÿ íåñêîëüêî èçìåíèëàñü ñ ïîÿâëåíèåì âûñî-
êî÷óâñòâèòåëüíûõ äåòåêòîðîâ è âíåäðåíèåì ïðèíöèïà
íàðóøåííîãî ïîëíîãî âíóòðåííåãî îòðàæåíèÿ (ÍÏÂÎ).
Îäíàêî øèðîêîå èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà ÍÏÂÎ ïîñòàâèëî
âîïðîñ îá îïòèìàëüíîì âûáîðå ìàòåðèàëà, êîòîðûé èñ-
ïîëüçóåòñÿ ïðè èçãîòîâëåíèè ðàáî÷åé ïîâåðõíîñòè ÿ÷åé-
êè ÍÏÂÎ. Îêàçàëîñü, ÷òî ìíîãèå ìàòåðèàëû, óäîáíûå ñ
òî÷êè çðåíèÿ ñïåêòðîñêîïèè ÍÏÂÎ, âûçûâàþò ïîâûøåí-
íóþ ñîðáöèþ áèîìîëåêóë, êîòîðàÿ çà÷àñòóþ ïðèâîäèò ê
íàðóøåíèÿì èõ âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîâåëè ñðàâíåíèå ýôôåêòèâ-
íîñòè èñïîëüçîâàíèÿ àëìàçíîé ÿ÷åéêè îäíîêðàòíîãî
ÍÏÂÎ è òðàäèöèîííîé ÿ÷åéêè ïðîïóñêàíèÿ ïðè àíàëèçå
âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêîâ íà ïðèìåðå ëèíêåðíîãî ãèñ-
òîíà Í1 è áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ).
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â û ä å ë å í è å á å ë ê à è å ã î õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è.
Äëÿ ðàáîòû áûëè èñïîëüçîâàíû ëèíêåðíûé ãèñòîí Í1 è
êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáó-
ìèíà. Ãèñòîí Í1 (ñ ìîë. ìàññîé 21 000 Äà) áûë ïîëó÷åí
èç õðîìàòèíà òèìóñà òåëåíêà ýêñòðàêöèåé 5%-íîé õëîð-
íîé êèñëîòîé ñ ïîñëåäóþùèì îñàæäåíèåì áåëêîâ èç ðàñ-
òâîðà ïîäêèñëåííûì àöåòîíîì ïðè –20 °Ñ (×èõèðæè-
íà è äð., 1998). Êîíòðîëü ÷èñòîòû è èäåíòèôèêàöèþ áåë-
êîâûõ ïðåïàðàòîâ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
ýëåêòðîôîðåçà â 15%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðè-
ñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (Laemmly, 1970).
Ïðè ïðîâåäåíèè ñïåêòðîñêîïè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñó-
õèå ïðåïàðàòû áåëêîâ ðàñòâîðÿëè â âîäíîì ðàñòâîðå â
êîíöåíòðàöèè ïðèìåðíî 1 ìã/ìë. Òî÷íîå çíà÷åíèå êîí-
öåíòðàöèè îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè, èñïîëü-
çóÿ êîýôôèöèåíòû ìîëÿðíîé ýêñòèíêöèè e279(ÁÑÀ) =
= 43 824 Ì–1ñì–1 è e230(Í1) = 41 000 Ì–1ñì–1.

Ð å ã è ñ ò ð à ö è þ ñ ï å ê ò ð î â Ó Ô Ê Ä îñóùåñòâëÿëè
íà ñïåêòðîïîëÿðèìåòðå Jasco-815 â ðåæèìå ïîøàãîâîãî
ñêàíèðîâàíèÿ (Step Scan) ñî âðåìåíåì íàêîïëåíèÿ ñèãíà-
ëà 0.5 ñ. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â êâàðöåâîé êðóãëîé êþ-
âåòå ñ äëèíîé îïòè÷åñêîãî ïóòè 0.5 ñì â äèàïàçîíå îò 190
äî 260 íì ñ øàãîì â 1 íì. Äëÿ óñòðàíåíèÿ âëèÿíèÿ íèç-
êî÷àñòîòíûõ ñëó÷àéíûõ ïðîöåññîâ ñïåêòðû îáðàçöà çà-
ïèñûâàëè 3 ðàçà ñ ïîñëåäóþùèì óñðåäíåíèåì. Îáðàáîòêó
ïîëó÷åííûõ ñïåêòðîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-
ãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ, ïîñòàâëÿåìîãî ñ ïðèáîðîì.
Ñïåêòðû ÊÄ áåëêîâ ïðåäñòàâëåíû â òåðìèíàõ ìîëÿðíîé
ýëëèïòè÷íîñòè. Êîíöåíòðàöèÿ áåëêîâ â ïðîáàõ ñîñòàâëÿ-
ëà 30 ìêã/ìë.

È Ê - ñ ï å ê ò ð î ñ ê î ï è ÿ. Âîäíûå ðàñòâîðû áåëêîâ
âûñóøèâàëè, èñïîëüçóÿ êîíöåíòðàòîð áèîìîëåêóë (Ep-
pendorf, Ãåðìàíèÿ), ïîñëå ÷åãî ðàñòâîðÿëè âíîâü â íóæ-
íîì îáúåìå D2O (Sigma, ÑØÀ, 99.9 %). Êîíå÷íàÿ êîíöåí-
òðàöèÿ áåëêîâ â ïðîáå ñîñòàâëÿëà äëÿ ÁÑÀ 26, äëÿ Í1 —
30 ìã/ìë. Èçîòîïíîå çàìåùåíèå H2O íà D2O äîñòèãàëîñü
ïîñðåäñòâîì òðåõêðàòíîãî ïåðåðàñòâîðåíèÿ áåëêà â òÿæå-
ëîé âîäå ñ ïðîìåæóòî÷íûì âûñóøèâàíèåì. Äëÿ ðåãèñòðà-
öèè ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ â ñðåäíåì ÈÊ-äèàïàçîíå èñïî-
ëüçîâàëè Ôóðüå-ñïåêòðîìåòð Tensor 27 (Bruker, Ãåðìàíèÿ)
â ñî÷åòàíèè ñ ðàçáîðíîé êþâåòîé íà îñíîâå êðèñòàëëîâ
BaF2 ñ äëèíîé îïòè÷åñêîãî ïóòè 50 ìêì. Îïòè÷åñêèå ïóòè
ïðèáîðà ïðîäóâàëè ãàçîîáðàçíûì àçîòîì. Ðåãèñòðàöèþ
ñïåêòðîâ ïðîèçâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì íèçêîøóìÿùåãî
MCT-äåòåêòîðà (HgCdTe), îõëàæäàåìîãî æèäêèì àçîòîì.

Äëÿ ðåãèñòðàöèè ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ÍÏÂÎ èñïîëüçîâàëè Ôóðüå-ñïåêòðîìåòð Nico-
let 8700 (Thermo Scientific, ÑØÀ) è ïðèñòàâêó îäíîêðàò-
íîãî ÍÏÂÎ íà îñíîâå àëìàçà. Îïòè÷åñêèå ïóòè ïðèáîðà
ïðîäóâàëè ñóõèì âîçäóõîì. Ðåãèñòðàöèþ ñïåêòðîâ ïðîèç-
âîäèëè ñ ïîìîùüþ íèçêîøóìÿùåãî äåòåêòîðà MCT
(HgCdTe), îõëàæäàåìîãî æèäêèì àçîòîì. Êîððåêöèþ
ñïåêòðîâ ÍÏÂÎ ïðîèçâîäèëè àâòîìàòè÷åñêè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ, ïîñòàâëÿåìîãî ñ ïðè-
áîðîì. Ñïåêòðû êàæäîãî îáðàçöà ðåãèñòðèðîâàëè c ðàçðå-
øåíèåì 2 ñì–1, íàêàïëèâàëè ïî 500 ñïåêòðîâ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïîãëîùåíèå ýëåêòðîìàãíèòíîãî èçëó÷åíèÿ â ñðåäíåì
ÈÊ-äèàïàçîíå îáóñëîâëåíî êîëåáàíèÿìè àòîìîâ â ìîëå-
êóëå, ñîïðîâîæäàþùèìèñÿ èçìåíåíèåì äèïîëüíîãî ìî-

ìåíòà ñâÿçè èëè õèìè÷åñêîé ãðóïïû. Ïðè ýòîì õàðàêòåð
êîëåáàíèé è èõ ÷àñòîòû áóäóò ñõîäíûìè äëÿ îäèíàêîâûõ
õèìè÷åñêèõ ãðóïï äàæå â òîì ñëó÷àå, êîãäà ýòè ãðóïïû
íàõîäÿòñÿ â ñîñòàâå ðàçëè÷íûõ ñîåäèíåíèé. Ïîñëåäíåå
îáñòîÿòåëüñòâî ïîçâîëÿåò âûäåëÿòü â ÈÊ-ñïåêòðàõ õàðàê-
òåðíûå îáëàñòè, ñîîòâåòñòâóþùèå êîëåáàíèÿì îïðåäå-
ëåííûõ õèìè÷åñêèõ ãðóïï. Ïîãëîùåíèå áåëêîâûõ ìîëå-
êóë â ñðåäíåì ÈÊ-äèàïàçîíå îáóñëîâëåíî â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü êîëåáàíèÿìè â ïåïòèäíîé ñâÿçè. Ýòè êîëåáàíèÿ
ïðîÿâëÿþòñÿ â ñïåêòðàõ â âèäå íåñêîëüêèõ øèðîêèõ ïî-
ëîñ, èçâåñòíûõ êàê ïîëîñû «àìèä». Êîëåáàíèÿ ñâÿçåé
Ñ=Î è N—Í îêàçàëèñü âåñüìà ÷óâñòâèòåëüíûìè ê èçìå-
íåíèþ êîíôîðìàöèè ïîëèïåïòèäà, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëü-
çîâàòü ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ áåëêîâ äëÿ àíàëèçà èõ âòî-
ðè÷íîé ñòðóêòóðû. Íàèáîëåå èíôîðìàòèâíûì, ñ ýòîé
òî÷êè çðåíèÿ, ÿâëÿåòñÿ àíàëèç ïîëîñû àìèä I, êîòîðàÿ
îáóñëîâëåíà ïðåèìóùåñòâåííî êîëåáàíèÿìè êàðáîíèëü-
íîé ãðóïïû è íàáëþäàåòñÿ â ñïåêòðàõ îêîëî 1650 ñì–1.

Íà ïðàêòèêå ðåãèñòðàöèÿ ÈÊ-ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ
âîäíûõ ðàñòâîðîâ áåëêîâ ñîïðÿæåíà ñ íåñêîëüêèìè ìåòî-
äè÷åñêèìè òðóäíîñòÿìè. Ïðåæäå âñåãî èçìåðåíèÿ îñëîæ-
íÿþòñÿ ñèëüíûì ïîãëîùåíèåì âîäû (H2O) â ýòîé îáëàñòè
ñïåêòðà. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñïåêòðîâ ñ óäîâëåòâîðèòåëüíûì
ñîîòíîøåíèåì ñèãíàë/øóì òðåáóåòñÿ óìåíüøàòü äëèíó
îïòè÷åñêîãî ïóòè îáðàçöà äî 3—5 ìêì, ÷òî íåèçáåæíî
âëå÷åò çà ñîáîé íåîáõîäèìîñòü ïîâûøàòü êîíöåíòðàöèþ
áåëêà â ïðîáå äî 20—30 ìã/ìë. Ïî ýòîé ïðè÷èíå òðàäèöè-
îííî èñïîëüçóåòñÿ èíîé ïîäõîä, ñâÿçàííûé ñ ïðîâåäåíè-
åì èçìåðåíèé â òÿæåëîé âîäå (D2O) â êà÷åñòâå ðàñòâîðè-
òåëÿ, ó êîòîðîé â îáëàñòè êîëåáàíèé àìèä I èìååòñÿ îêíî
ïðîçðà÷íîñòè. Ýòî ïîçâîëÿåò óâåëè÷èâàòü òîëùèíó îá-
ðàçöà äî 50—60 ìêì, óìåíüøàÿ ïðîïîðöèîíàëüíî êîí-
öåíòðàöèþ áåëêà â ïðîáå. Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîëó÷èë øè-
ðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ìåòîä ÍÏÂÎ. Ìåòîä îñíîâàí íà
ýôôåêòå ïîëíîãî âíóòðåííåãî îòðàæåíèÿ ýëåêòðîìàãíèò-
íîé âîëíû íà ãðàíèöå ðàçäåëà äâóõ ñðåä. Êàê èçâåñòíî,
ïðè òàêîì îòðàæåíèè ïðîèñõîäèò ÷àñòè÷íîå ïðîíèêíîâå-
íèå ýëåêòðîìàãíèòíîé âîëíû â ïðèãðàíè÷íûå îáëàñòè ñî-
ñåäíåé ñðåäû íà ãëóáèíó îêîëî ÷åòâåðòè äëèíû âîëíû èç-
ëó÷åíèÿ. Â ðåçóëüòàòå îòðàæåííîå èçëó÷åíèå ñîäåðæèò
èíôîðìàöèþ î ñâîéñòâàõ ïðèãðàíè÷íîãî ñëîÿ ñîñåäíåé
ñðåäû.

Ïðè ïðàâèëüíîì âûáîðå ãåîìåòðèè êðèñòàëëà è íà-
ïðàâëåíèÿ ðàñïðîñòðàíåíèÿ ëó÷à îòðàæåíèå ìîæåò ïðî-
èñõîäèòü ìíîãîêðàòíî, óâåëè÷èâàÿ ïîëåçíûé ñèãíàë. Ïðè
òàêîé ñõåìå ïðîâåäåíèÿ èçìåðåíèé âëèÿíèå ðàñòâîðèòåëÿ
îêàçûâàåòñÿ ìèíèìàëüíûì âñëåäñòâèå ìàëîé ãëóáèíû
ïðîíèêíîâåíèÿ ëó÷à â ñðåäó. Íà ïðàêòèêå äëÿ ñîçäàíèÿ
ïîëíîãî âíóòðåííåãî îòðàæåíèÿ èñïîëüçóþò ïðîçðà÷íûå
â ÈÊ-îáëàñòè ìàòåðèàëû ñ âûñîêèì ïîêàçàòåëåì ïðåëîì-
ëåíèÿ, íàïðèìåð êðèñòàëëû ZnSe, íà «îòðàæàþùóþ» ïî-
âåðõíîñòü êîòîðûõ íàíîñÿò èññëåäóåìûé îáðàçåö. Îäíà-
êî ñîðáöèÿ ìàòåðèàëà íà ïîâåðõíîñòè êðèñòàëëà ìîæåò
èñêàæàòü ðåçóëüòàòû ïî ñðàâíåíèþ ñ èçìåðåíèÿìè â òîë-
ùå ðàñòâîðà. Â ÷àñòíîñòè, ñîðáöèÿ áåëêîâûõ ìîëåêóë ìî-
æåò ñîïðîâîæäàòüñÿ èçìåíåíèåì èõ âòîðè÷íîé ñòðóêòó-
ðû. Èíòåíñèâíîñòü ïðîöåññà ñîðáöèè áóäåò çàâèñåòü íå
òîëüêî îò ñâîéñòâ áåëêà, íî è îò âûáîðà êðèñòàëëà. Ñðåäè
èñïîëüçóåìûõ â ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè ìàòåðèàëîâ îäíèì èç
íàèáîëåå èíåðòíûõ ÿâëÿåòñÿ àëìàç. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ìû ïðîâåëè àíàëèç âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû ëèíêåðíîãî ãèñ-
òîíà Í1 ïðè èçìåðåíèè îáðàçöîâ â îäèíàêîâîé êîíöåíò-
ðàöèè ìåòîäîì ïðîïóñêàíèÿ â ñòàíäàðòíîé ÿ÷åéêå BaF2 è
ìåòîäîì ÍÏÂÎ, èñïîëüçóÿ àëìàçíóþ ÿ÷åéêó îäíîêðàòíî-
ãî îòðàæåíèÿ.

Àíàëèç âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû ëèíêåðíîãî ãèñòîíà H1 ïî ñïåêòðàì èíôðàêðàñíîãî ïîãëîùåíèÿ 317



Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíîãî îáðàçöà, ò. å. áåëêà ñ õîðî-
øî èçâåñòíîé âòîðè÷íîé ñòðóêòóðîé, èñïîëüçîâàëè ÁÑÀ.
Ñîãëàñíî äàííûì ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà (Bujacz,
2012; Majorek et al., 2012), âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà ìîëåêóëû
ÁÑÀ âêëþ÷àåò â ñåáÿ 67 % a-ñïèðàëüíûõ ó÷àñòêîâ, 16 %
b-ïîâîðîòîâ, îêîëî 3 % ñïèðàëåé òèïà 310, 14 % ñîñòàâ-
ëÿþò îñòàëüíûå, ïðåèìóùåñòâåííî íåóïîðÿäî÷åííûå,
ó÷àñòêè. Íàìè áûë ïðîâåäåí àíàëèç ñòðóêòóðû ìîëåêóë
ÁÑÀ â âîäíî-ñîëåâîì ðàñòâîðå â ðàçëè÷íûõ ðåæèìàõ
ðåãèñòðàöèè ÈÊ-ñïåêòðîâ ìåòîäîì ïðîïóñêàíèÿ. Òèïè÷-
íûé ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ ÁÑÀ â ðàñòâîðå D2O ïðåäñòàâ-
ëåí íà ðèñ. 1. Â ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ îò÷åòëèâî âûäå-
ëÿþòñÿ äâå ïîëîñû: ïîëîñà àìèä I (1700—1600 ñì–1), ñî-
îòâåòñòâóþùàÿ âàëåíòíûì êîëåáàíèÿì êàðáîíèëüíîé
ãðóïïû C=O ïåïòèäíîé ñâÿçè, à òàêæå ïîëîñà àìèä II
(1500—1400 ñì–1), ñîîòâåòñòâóþùàÿ ñóïåðïîçèöèè äå-
ôîðìàöèîííûõ êîëåáàíèé ñâÿçè N—D, ñâÿçàííûõ ñ âà-
ëåíòíûìè êîëåáàíèÿìè ñâÿçè C—N. Êàê óæå îòìå÷àëîñü
âûøå, ïðè îïðåäåëåíèè âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêîâ ïî
ñïåêòðàì ÈÊ-ïîãëîùåíèÿ íàèáîëåå äîñòîâåðíûå ðåçóëü-
òàòû äàåò àíàëèç ñóïåðïîçèöèè êîëåáàíèé, ñîñòàâëÿþ-
ùèõ ïîëîñó àìèä I (ðèñ. 2, à). Êîëè÷åñòâî òàêèõ êîëåáà-
íèé è ïîëîæåíèå ñîîòâåòñòâóþùèõ èì ïîëîñ â ñïåêòðå
ïîãëîùåíèÿ îïðåäåëÿëè ïî ÷èñëó è ðàñïîëîæåíèþ ìèíè-
ìóìîâ íà ãðàôèêå âòîðîé ïðîèçâîäíîé (ðèñ. 2, á). Àï-
ïðîêñèìàöèþ èñõîäíîãî êîíòóðà ïðîâîäèëè ñóïåðïîçè-
öèåé ïîëîñ, èìåþùèõ Ãàóññîâ ïðîôèëü (ðèñ. 2, â). Äîëþ
êàæäîãî òèïà âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû îöåíèâàëè ïî âêëàäó
ñîîòâåòñòâóþùåãî êîíòóðà â ðàçëîæåíèå êîíêðåòíîãî
ñïåêòðà. Äàëåå ýòîò ðåçóëüòàò óñðåäíÿëè ïî âñåì ñïåêò-
ðàì, ïîëó÷åííûì â õîäå íåçàâèñèìûõ èçìåðåíèé.

Ðåçóëüòàò óñðåäíåíèÿ ïðèâåäåí â òàáë. 1. Ïðåäñòàâ-
ëåííûå â òàáëèöå äàííûå â öåëîì äîñòàòî÷íî õîðîøî
ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà.
Îäíàêî íàáëþäàåòñÿ îäíî ñóùåñòâåííîå îòëè÷èå: äîëÿ
b-ñëîåâ, ïî äàííûì ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè, êîëåáëåòñÿ â ïðå-
äåëàõ 15—25 %, â òî âðåìÿ êàê ðåíòãåíîñòðóêòóðíûé
àíàëèç âîâñå íå âûÿâèë òàêèõ ó÷àñòêîâ. Çäåñü ñëåäóåò îò-
ìåòèòü äâà îáñòîÿòåëüñòâà. Âî-ïåðâûõ, â âîäíîì ðàñòâîðå
ìîëåêóëû ÁÑÀ ìîãóò «ñëèïàòüñÿ», îáðàçóÿ îëèãîìåðû.

Âî-âòîðûõ, íàáëþäàåìàÿ â èíòåðâàëå 1615—1635 ñì–1 ïî-
ëîñà ìîæåò ðåãèñòðèðîâàòüñÿ â ÈÊ-ñïåêòðàõ áåëêîâ ïðè
îáðàçîâàíèè ìåæìîëåêóëÿðíûõ b-ñëîåâ, ò. å. òàêèõ b-ñëî-
åâ, êîòîðûå ôîðìèðóþòñÿ ïðè ìåæìîëåêóëÿðíûõ âçàèìî-
äåéñòâèÿõ ëèáî âñëåäñòâèå ñîðáöèè áåëêà íà ïîâåðõíî-

318 À. Ì. Ïîëÿíè÷êî è äð.

Ðèñ. 1. Ñïåêòð ÈÊ-ïîãëîùåíèÿ áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáó-
ìèíà (ÁÑÀ) â ðàñòâîðå D2O â îáëàñòè ïîëîñ àìèä I (1650 ñì–1)

è àìèä II (1450 ñì–1).

À — ïîãëîùåíèå. Ñïåêòð ïîëó÷åí â ÿ÷åéêå ïðîïóñêàíèÿ ñ äëèíîé îïòè-
÷åñêîãî ïóòè 50 ìêì.

Ðèñ. 2. Àíàëèç ñïåêòðà ÈÊ-ïîãëîùåíèÿ ÁÑÀ â ðàñòâîðå D2O.

à — ïîëîñà àìèä I; á — ãðàôèê âòîðîé ïðîèçâîäíîé ïîëîñû àìèä I; â —
àïïðîêñèìàöèÿ ñïåêòðà ñóïåðïîçèöèåé Ãàóññîâûõ ïîëîñ.



ñòè êþâåòû (Susi, Byler, 1986; Husband et al., 2001; Barth,
Zscherp, 2002; Murayama, Tomida, 2004). Òàêèì îáðàçîì,
íàëè÷èå äàííîé ïîëîñû â ñïåêòðàõ ÈÊ-ïîãëîùåíèÿ ìî-
æåò ñëóæèòü èíäèêàòîðîì âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ìîëå-
êóëàìè áåëêà è (èëè) ïðîöåññîâ ñîðáöèè, ñîïðîâîæäàþ-
ùèõñÿ îáðàçîâàíèåì b-ñëîéíûõ ó÷àñòêîâ. Ýòè äàííûå
òàêæå õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè àíàëèçà ñïåê-
òðîâ ÊÄ â ÓÔ-îáëàñòè (ðèñ. 3). Äëÿ îöåíêè ñòåïåíè
a-ñïèðàëüíîñòè áåëêîâ ìîæíî ïîëüçîâàòüñÿ âåëè÷èíîé
ÊÄ â îêðåñòíîñòè 222 íì (Polyanichko et al., 2011).

Äëÿ áîëåå äåòàëüíîãî àíàëèçà âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû
ðàíåå áûë ïðåäëîæåí àëãîðèòì, îñíîâàííûé íà èñïîëüçî-
âàíèè ìåòîäà íåéðîííûõ ñåòåé (Perez-Iratxeta, Andrade-
Navarro, 2008). Ïîñëåäíèé ïîäõîä ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü áî-
ëåå ïîäðîáíîå îïèñàíèå âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû, îäíàêî
äëÿ äîñòèæåíèÿ íàèëó÷øèõ ðåçóëüòàòîâ ìîæåò ïîòðåáî-
âàòüñÿ äîïîëíèòåëüíàÿ íàñòðîéêà (îáó÷åíèå) ïðîãðàììû
â ñîîòâåòñòâèè ñî ñïåöèôèêîé èçó÷àåìîãî áåëêà. Ïî ðå-
çóëüòàòàì àíàëèçà ñïåêòðîâ ÊÄ ñðåäíèå ïîêàçàòåëè äëÿ
ýëåìåíòîâ âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû ÁÑÀ â ðàñòâîðå ñîñòàâè-
ëè 50—70 % a-ñïèðàëüíûõ ó÷àñòêîâ è 5—10 % ñòðóêòóð
òèïà b-ñëîÿ. Òàêèì îáðàçîì, ñòåïåíü a-ñïèðàëüíîñòè
ÁÑÀ, îïðåäåëåííàÿ ïî ñïåêòðàì ÊÄ â ïðåäåëàõ ñòàòèñòè-
÷åñêîãî ðàçáðîñà, óäîâëåòâîðèòåëüíî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðå-
çóëüòàòàìè èçìåðåíèé â ÈÊ-îáëàñòè.

Äëÿ äîëè b-ñëîåâ äàííûå ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè äàþò
çíà÷åíèå ïðèáëèçèòåëüíî íà 10 % âûøå, ÷åì äàííûå ÓÔ
ÊÄ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî 10%-íîå óâåëè÷åíèå êî-
ëè÷åñòâà b-ñëîåâ îòðàæàåò èçìåíåíèå êîíôîðìàöèè
âñëåäñòâèå ñîðáöèè áåëêà íà ïîâåðõíîñòè êþâåòû. Ñëå-
äóåò òàêæå îáðàòèòü âíèìàíèå íà âûñîêóþ èíôîðìàòèâ-
íîñòü ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè â ñðàâíåíèè ñ òðàäèöèîííûì
àíàëèçîì ñïåêòðîâ ÓÔ ÊÄ. ÊÄ ïîçâîëÿåò äîñòàòî÷íî äî-
ñòîâåðíî îöåíèòü ñòåïåíü a-ñïèðàëüíîñòè áåëêîâ; íå-
ñêîëüêî ñëîæíåå áûâàåò ïîëó÷èòü äîñòîâåðíóþ îöåíêó
êîëè÷åñòâà b-ñëîåâ. Ê îñòàëüíûì ýëåìåíòàì âòîðè÷íîé
ñòðóêòóðû ìåòîä ïðàêòè÷åñêè íå÷óâñòâèòåëåí, è ÷àñòî
âñå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, íå âîøåäøèå â a-ñïèðàëè è
b-ñëîè, îòîæäåñòâëÿþò ñ íåóïîðÿäî÷åííûìè ó÷àñòêàìè.
Âìåñòî ýòîãî ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèÿ ïîçâîëÿåò îöåíèòü êîëè-
÷åñòâåííî íå òîëüêî äîëþ íåóïîðÿäî÷åííûõ ôðàãìåíòîâ,
íî ðàçëè÷àåò ïî íåñêîëüêî âèäîâ b-ñëîåâ, ïîâîðîòîâ è íå-
êàíîíè÷åñêèõ ñïèðàëåé.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû ëèíêåðíîãî
ãèñòîíà Í1 ìû ïîëó÷èëè ñïåêòðû ÈÊ-ïîãëîùåíèÿ áåëêà
â ðàñòâîðàõ D2O, çàðåãèñòðèðîâàííûå ìåòîäàìè ïðîïóñ-
êàíèÿ (ðèñ. 4, à) è ÍÏÂÎ (ðèñ. 4, á). Â ñïåêòðàõ ÈÊ-ïî-
ãëîùåíèÿ áåëêîâ íàáëþäàþòñÿ äâå äîìèíèðóþùèå ñïåê-
òðàëüíûå ïîëîñû — àìèä I (1700—1600 ñì–1) è àìèä IIR
(1500—1400 ñì–1). Îòñóòñòâèå â ñïåêòðàõ ïîëîñû àìèä II
(1600—1500 ñì–1) óêàçûâàåò íà äîñòèæåíèå ïîëíîãî èçî-
òîïíîãî çàìåùåíèÿ â ïðîáå. Ñîãëàñíî îïèñàííîé âûøå
ìåòîäèêå ïðîâåëè ðàçëîæåíèå ñïåêòðàëüíûõ ïîëîñ ïî Ãà-
óññîâûì êîìïîíåíòàì (ðèñ. 5). Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ñïåê-
òðîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2. Âèäíî, ÷òî ðåçóëüòàòû èçìå-
ðåíèé ñèëüíî ðàçíÿòñÿ ìåæäó ñîáîé, â îñîáåííîñòè ïðè
îöåíêå äîëè íåóïîðÿäî÷åííûõ ó÷àñòêîâ. Äëÿ ñðàâíåíèÿ
ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñ ðåçóëüòàòàìè òðàäèöèîííîãî
àíàëèçà íàìè áûëè ïîëó÷åíû ñïåêòðû ÓÔ ÊÄ òîãî æå
áåëêà â âîäíîì ðàñòâîðå (ðèñ. 6). Â ñïåêòðàõ ÊÄ äîìèíè-
ðóåò îòðèöàòåëüíàÿ ïîëîñà ñ ìèíèìóìîì â îáëàñòè
198 íì, ÷òî óêàçûâàåò íà ïðåèìóùåñòâåííî íåóïîðÿäî-
÷åííóþ óêëàäêó ïîëèïåïòèäíîé öåïè. Ñðåäíåå ñîäåðæà-
íèå a-ñïèðàëåé è b-ñòðóêòóð ïî ñïåêòðàì ÓÔ ÊÄ äëÿ ðàñ-
òâîðîâ Í1 ñîñòàâèëî 8—16 è 28—32 % ñîîòâåòñòâåííî.

Àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, âõîäÿùèå â íåóïîðÿäî÷åííûå
ó÷àñòêè ïîëèïåïòèäíîé öåïè, ïî äàííûì ÊÄ ñîñòàâëÿþò
55—60 % îò ïîëíîãî ÷èñëà àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â
ìîëåêóëå áåëêà.

Ñðàâíèâàÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñ äàííûìè, ïðåä-
ñòàâëåííûìè â òàáë. 2, ìîæíî çàìåòèòü õîðîøåå ñîãëàñèå
ìåæäó äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ìåòîäàìè ÍÏÂÎ è ÓÔ
ÊÄ. Åäèíñòâåííûì ñóùåñòâåííûì ðàçëè÷èåì ìåæäó
íèìè ìîæíî ñ÷èòàòü íåêîòîðûé èçáûòîê b-ñëîåâ â ñòðóê-
òóðå áåëêà ïî îöåíêå, ïîëó÷åííîé ìåòîäîì ÍÏÂÎ. Ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî èçìåðåíèÿ â ÓÔ-îáëàñòè ïðîâîäèëè
ïðè êîíöåíòðàöèÿõ áåëêà 60 ìã/ë, òîãäà êàê â ìåòîäå
ÍÏÂÎ êîíöåíòðàöèÿ Í1 â ïðîáå ñîñòàâëÿëà 26 ã/ë. Ñòîëü
ñóùåñòâåííîå ðàçëè÷èå îáóñëîâëåíî ìàëîé ãëóáèíîé
ïðîíèêíîâåíèÿ ëó÷à â îáðàçåö â ìåòîäå ÍÂÏÎ, ÷òî â ñî-
÷åòàíèè ñ îäíîêðàòíûì îòðàæåíèåì â èñïîëüçîâàííîé
íàìè ÿ÷åéêå ïðèâîäèò ê ýôôåêòèâíîé òîëùèíå îáðàçöà â
íåñêîëüêî ìèêðîìåòðîâ. Ïðè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
áåëêà ìîëåêóëû ãèñòîíà Í1 ìîãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü
ìåæäó ñîáîé, ÷òî ïðèâîäèò ê íåáîëüøîìó èçìåíåíèþ èõ
âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû. Â ÷àñòíîñòè, ýòèì îáñòîÿòåëüñò-
âîì ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû ôîðìèðîâàíèå ìåæìîëåêó-
ëÿðíûõ b-ñëîåâ è ïîÿâëåíèå â ñïåêòðå ñîîòâåòñòâóþùèõ
èì ïîëîñ â îáëàñòè 1615—1635 ñì–1. Âàæíî, îäíàêî, îò-
ìåòèòü, ÷òî äàæå â ýòèõ óñëîâèÿõ âêëàä b-àãðåãàöèè â
ñïåêòðû ÈÊ-ïîãëîùåíèÿ íå ÿâëÿåòñÿ äîìèíèðóþùèì,
÷åãî ìîæíî áûëî áû îæèäàòü ïðè ñîðáöèè áåëêà íà ïî-
âåðõíîñòè êðèñòàëëà àëìàçà ÿ÷åéêè ÍÏÂÎ.

Ñîâñåì èíóþ êàðòèíó ïðåäñòàâëÿþò ðåçóëüòàòû èç-
ìåðåíèé â ñòàíäàðòíîé ðàçáîðíîé êþâåòå (òàáë. 2). Çäåñü
íàáëþäàåòñÿ çàìåòíûé ðîñò ñîäåðæàíèÿ ó÷àñòêîâ â ñî-
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Ò à á ë è ö à 1

Âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà ÁÑÀ â ðàñòâîðå D2O
ïî äàííûì ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè

Òèï âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû
Ïîëîæåíèå
ìàêñèìóìà

ïîëîñû, ñì–1

Ñîäåðæà-
íèå, %

a-Ñïèðàëè 1650—1658 60—70

Íåóïîðÿäî÷åííûå ôðàãìåíòû è
ñïèðàëè 310

1640—1648 10—20

b-Ïîâîðîòû 1660—1680 5—15

b-Ñëîè 1615—1635 15—25

Ðèñ. 3. Ñïåêòð ÓÔ êðóãîâîãî äèõðîèçìà ÁÑÀ â âîäå.



320 À. Ì. Ïîëÿíè÷êî è äð.

Ðèñ. 4. Ñïåêòð ÈÊ-ïîãëîùåíèÿ ëèíêåðíîãî ãèñòîíà Í1 â ðàñòâîðå D2O, çàðåãèñòðèðîâàííûé â ÿ÷åéêàõ ïðîïóñêàíèÿ (à), è íàðó-
øåííîãî ïîëíîãî âíóòðåííåãî îòðàæåíèÿ (ÍÏÂÎ) (á).

Ò à á ë è ö à 2

Âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà áåëêà Í1 â ðàñòâîðå D2O ïî äàííûì ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè

Òèï âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû
Ìàêñèìóì ïîëîñû,

ñì–1

Cîäåðæàíèå, %

ÿ÷åéêà ÍÏÂÎ
ðàçáîðíàÿ

êþâåòà BaF2

a-Ñïèðàëè 1650—1658 5—6 19—20

Íåóïîðÿäî÷åííûå ôðàãìåíòû 1640—1648 56—58 13—15

b-Ïîâîðîòû 1660—1670 16—18 25—27

b-Ñëîè 1615—1635
1670—1690

11—13
7—8

25—27
7—12



ñòàâå b-ñëîåâ çà ñ÷åò ðåçêîãî ñîêðàùåíèÿ äîëè íåóïîðÿ-
äî÷åííûõ ôðàãìåíòîâ. Íàèáîëåå ñèëüíûé ðîñò (ïîðÿäêà
10—15 %) îòìå÷àåòñÿ äëÿ êîëåáàíèé â èíòåðâàëå
1615—1635 ñì–1, îáóñëîâëåííûõ ôîðìèðîâàíèåì b-ñëîÿ
íà ïîâåðõíîñòè áåëêà ïðè åãî âçàèìîäåéñòâèè ñ äðóãèìè
ìîëåêóëàìè èëè ñ ïîâåðõíîñòüþ êþâåòû. Ïîõîæèé ðåçó-
ëüòàò áûë ïîëó÷åí íàìè ðàíåå äëÿ ðàñòâîðîâ ÁÑÀ. Ìû
ïîëàãàåì, ÷òî, êàê è â ñëó÷àå ñ ÁÑÀ, äîïîëíèòåëüíûå
10—15% b-ñëîåâ â ñòðóêòóðå ãèñòîíà Í1 ÿâëÿþòñÿ ñëåä-
ñòâèåì åãî ÷àñòè÷íîé àãðåãàöèè, êîòîðàÿ ìîãëà áûòü
ñïðîâîöèðîâàíà íå ñòîëüêî âûñîêèìè êîíöåíòðàöèÿìè,
ñêîëüêî ïîâûøåííîé ïî ñðàâíåíèþ ñ àëìàçîì ñîðáöèåé
áåëêà íà ïîâåðõíîñòè êþâåòû. Êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå,
âçàèìîäåéñòâèå ìîëåêóë ãèñòîíà Í1 ñ äðóãèìè ìàêðîìî-
ëåêóëàìè ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ äîëè a-ñïèðàëüíûõ
ó÷àñòêîâ â åãî âòîðè÷íîé ñòðóêòóðå (Ramm et al., 1982;
Chikhirzhina et al., 2011). Â íàøåì ñëó÷àå ìåæìîëåêóëÿð-
íûå âçàèìîäåéñòâèÿ, ñïðîâîöèðîâàííûå àãðåãàöèåé, òàê-
æå ïðèâåëè ê îáðàçîâàíèþ íå òîëüêî äîïîëíèòåëüíûõ
b-ñëîåâ, íî è ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà a-ñïèðàëüíûõ
ó÷àñòêîâ, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïîëó÷åííûìè ðàíåå äàííûìè
(Ramm et al., 1982; Chikhirzhina, Vorob’ev, 2002; Chikhir-
zhina et al., 2011; Polyanichko, Chikhirzhina, 2012).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîçâî-
ëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî àíàëèç âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêîâ
ñ èñïîëüçîâàíèåì ÈÊ-ñïåêòðîâ äîëæåí ïðîâîäèòüñÿ ñ èç-
âåñòíîé ñòåïåíüþ îñòîðîæíîñòè. Ýòî â îñîáåííîñòè îò-
íîñèòñÿ ê ýêñïåðèìåíòàì ñ áåëêàìè, ñêëîííûìè ê àãðåãà-
öèè, êîòîðàÿ ìîæåò ñîïðîâîæäàòüñÿ çíà÷èòåëüíûì èçìå-
íåíèåì âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû ìîëåêóë. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
äîñòîâåðíûõ ðåçóëüòàòîâ íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü ïî
âîçìîæíîñòè ìàëûå êîíöåíòðàöèè áåëêà â ðàñòâîðå.
Â ðàáîòå òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå àëìàçíîé
ÿ÷åéêè ïðè àíàëèçå âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêîâ áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷åì òðàäèöèîííî èñïîëüçóåìûå ìàòå-
ðèàëû. Ìàëàÿ ãëóáèíà ïðîíèêíîâåíèÿ ëó÷à â îáðàçåö ìî-
æåò áûòü â ýòîì ñëó÷àå îò÷àñòè ñêîìïåíñèðîâàíà èñïîëü-
çîâàíèåì ÿ÷åéêè ìíîãîêðàòíîãî îòðàæåíèÿ. Ñóùåñòâåí-
íûì ïðåèìóùåñòâîì ìåòîäà ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè ÿâëÿåòñÿ
åãî âûñîêàÿ èíôîðìàòèâíîñòü. Ìåòîä íå òîëüêî ïîçâîëÿ-
åò îïðåäåëèòü â ñòðóêòóðå áåëêîâ äîëþ a-ñïèðàëüíûõ
ó÷àñòêîâ, íî è ñïîñîáåí ðàçëè÷àòü ðàçíûå òèïû b-ñëîåâ,
òàêèå ýëåìåíòû âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû, êàê ñïèðàëè 310, à
òàêæå ðàçëè÷íûå òèïû b-ïîâîðîòîâ. Ïîñëåäíåå îáñòîÿòå-
ëüñòâî äåëàåò, íà íàø âçãëÿä, ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèþ âåñüìà
ïåðñïåêòèâíûì ìåòîäîì àíàëèçà âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû
áåëêîâûõ ìîëåêóë, íåñìîòðÿ íà âîçìîæíûå ýêñïåðèìåí-
òàëüíûå òðóäíîñòè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (ÔÖÏ «Íàó÷íûå è
íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè»)
è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 12-08-01134). ×àñòü èññëåäîâàíèé ïðîâåäåíà ñ
èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ ðåñóðñíîãî öåíòðà «Îï-
òè÷åñêèå è ëàçåðíûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ âåùåñòâà»
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.
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ANALYSIS OF THE SECONDARY STRUCTURE OF LINKER HISTONE H1 BASED

ON IR ABSORPTION SPECTRA
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This work was carried out to compare the effectiveness of the methods of infrared spectroscopy in the ami-
de I region and UV circular dichroism to the analyze the protein secondary structure by the example of linker
histone H1 and bovine serum albumin (BSA). It has been shown that the application of a diamond ATR cell qu-
antifies the proportion of a-helices and b-structures in a good agreement with UV circular dichroism spectros-
copy. It has been shown that histone H1 is able to aggregate, which results in considerable changes in its secon-
dary structure.
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