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A NUKLEOSZOMAK TIOL CSOPORTJAINAK
OXIDO-REDUKCIOS ALLAPOTA
ES A GENMUKODES KOZUTTI KAPCSOLAT TANULMANYOZASA
1. Onemésztett egér majkromatin SH SHox értékének meghatarozasa*

Blazsek V. S., Buksa K.

A kromatin bazikus fehérjéivel — ‘d hisztonokkal — kapcsolatos
kutatasok kimutattak ezek alapvetd szerepét a genetikai folyamatokban (1).
Az ujabb eredmények felvetették, annak alehetdségét, hogy a génmiikodés
valdsulhat meg (2—5).

Az a régebbi megfigyeléstink, hogy a cisztein is jelen van a Hj-hisz-
ton molekulajaban (6), valamint az a-tény, ‘hogy /a hisztonok intim kap-
csolatban vannak a DNS-molekulaval, arra utal; hogy a Hj-hiszton reduk-
cios-oxidacios allapota is szerepet,jatszik-a genetikai szabalyozasban (2, 7).
Ebben az osszefiiggésben kulonleges'jelentoségli az az adat is, hogy csak
egyetlen hisztonfajtaban, a Hy-ban talalhato cisztein (7, 8), tovabba, hogy
ez az aminosav nemcsak a gerincesek Hj-hisztonjaban (9, 10), hanem a
torzsfejlodés alacsonyabb fokan is eléfordul (10, 11).

Kimutathat6, hogy a Hj; bioszintézise, a tobbi hisztonfajtdhoz viszo-
nyitva, a legintenzivebb (12), ugyanakkor a genetikai informacidk atadasat
is a legnagyobb mértékben ez a hiszton gatolja (13), kiilondsen az oxidalt
forma (14). Az is ismeretes, hogy az eukromatin jelentdsen tobb oxidalt

* Eziton mondunk koszinetet Publik Arankanak az értékes technikai segitségeért.
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Hj-hisztont tartalmaz, mint a heterokromatin (15—17). Az inter-, illetve
metafazisban talalhato sejtekben a Hj-hiszton oxidaciés allapota fajta-
specifikusnak latszik (11). A Hj-hiszton oxido-redukeciés aktivitisa igen
kifejezett (18, 19). Azokban a sejtekben, ahol regeneracié kovetkeztében
(20—21), hormonhatas miatt (22—26), megtermékenyiilés utan (20) vagy
enzimindukcié révén fokozodott a fehérjék bioszintézise, a Hj-hiszton re-
dukalt formajanak a mennyisége nagyobb volt.

A kromoszémak szerkezetének ujabban feltart részletei tovabbi bizo-
nyitékdul szolgalnak a Hj-hiszton fontos szerepének a génmikodésben.
Kideriilt, hogy a kromoszémak szerkezetét a DNS-duplex altal (egy gyongy-
sorhoz hasonléan) 6sszekapcsolt globularis hiszton-testek sorozata alkotja.
Ilyen tipusi szervezddését a kromoszomaknak az eu- illetve heterokro-
matinban (28, 29), valamint a nyugvo, illetve osztod6 sejtekben is meg-
talaltak (30—32). A kromoszomak felépitése nemcsak a magasabbrendiiek
sejtjeiben, hanem az alacsonyabbrendiieknél, igy az egysejtieknél, s6t a
virusoknal is hasonlé képet mutat (33—36). Igy példaul az SV, kromo-
szomaja kor alaku és 21 nukleoszomabél épiil fel.

A sejtmagok vagy a tisztitott kromatin részleges emésztése endonuk-
ledazokkal 11—14 S-el ilileped6é nukleoszomakat eredményez. A mar emli-
tett, gyongysorhoz hasonlé szerkezetben, az egyes ,,gyongyszemeket* ne-
vezték el nu-testeknek (26) vagy nhukleoszomaknak (27). A részleges emész-
téssel nyert nukleoszomak tovabbi kezelése endonukleazokkal egy 140
bazisparbdl allé6 DNS-alegységhez vezetett\(40~—41), ez viszont mar ellen-
allénak bizonyult a nekleaz-hatasgal ‘szemben:” Az ilyen tipusu DNS jelen-
1étét minden esetben nukleoszoma monomérek populacidja kisérte és az
osszes-DNS felét képezte |(42—45). Abban az-esetben, ha a kromoszéma
DNS 10—30 %-at hidrolizaltik, /akkor fdleg nukleoszoma oligomérek vol-
tak kimutathatok (46). A~ kromoszomak hiszton-testeket tartalmazo (nuk-
leaz-rezistens) és ezeket\ Osszekapcsold (nukledz-érzékeny) DNS-bél allo
szerkezetet az érintetlen sejtmagokban is'mégtalaltak.

A részleges emésztéssel nyert nukleoszomak o6t kilonb6zé hisztont
(Hy, H.a, Hyp, Hy és Hy), valamint egy 200 bazisparbol allé DNS-szakaszt
tartalmaztak. A tovabbi enzimatikus kezelés soran ez a részecske egy,
négyféle hisztonbol Hyz. Hop, Hy és Hy) és 140 bazisparbol allé DNS-sza-
kaszt tartalmaz6, ugyvnevezett hiszton-testre és kiilonbéz6 hosszusagu
DNS-téredékekre bomlott. Vilagossa valt tehat, hogy a hiszton-testeket
40—60 bazisparbdl allo DNS-lancok (internukleoszomalis-DNS) kapcsol-
jak o6ssze (36, 40, 47—51). A hiszton-test tulajdonképpen az emlitett négy-
féle hiszton molekulabodl felépitett oktamér és ennek feliiletén helyezke-
dik el a 140 bazisparbol allo (intranukleoszomalis-DNS) DNS-lanc (53—55).
Ugy latszik, hogy a Hz;—H, molekulakbol allé tetramér az, ami a hiszton-
test alegységét képezi és az intranukleoszomalis-DNS tulajdonképpen en-
nek feliletén helyezkedik el. Megallapitottak, hogy ez a tetramér ele-
gendd az eredeti nukleoszomakhoz hasonlé szerkezetek képzddéséhez, ha
ezt a megfeleld DNS-el hoztak 6ssze (53—56).

Elképzelhetd tehat, hogy a H;—H, hisztonparnak lényeges szerepe
van az élévilag genetikai folyamataiban, a nukleoszomak szerkezetének
kialakitdsaban és fenntartasiaban. Ezt megerdsiti még az a megfigyelés is,
hogy a H,; és H,; molckulaknal evolucidés szekvencia-konzervatizmus mu-
tathaté ki (50).
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A kromoszomakban 6rzétt genetikai informaciok atadasédnak mecha-
nizmusa, jollehet, hogy ezekkel a szerkezetekkel kapcsolatban igen sok
morfolégiai és molekuliris adatot ismeriink, kevéssé feltart, a szabalyo-
zasa pedig ennek még ismeretlenebb. Az elébbiekben felsorolt tények arra
utalnak, hogy a Hj-hisztonngk kitiintetett szerepe van a kromoszéma
szerkezet kialakitdsiban, mig ennek oxiddciés dllapota valamilyen médon
a kromoszémdk genetikai mikodésével kapcsolatos. Kisérletsorozatunk a
H;-hiszton genetikai szerepének a tisztazasat kivanja el6segiteni.

Jelen dolgozatunkban egérmaj-sejtekbdl Snemésztéssel nyert kromo-
széma alegységek oxidacios allapotat vizsgaljuk meg.

Anyag és médszer

A sejtmagokat normalis étrenden tartott, 20—22 g sdlyu, fehér ege-
rek majszovetébdl nyertiik. A frissen kivett majat fiziologias oldattal fa-
gyasztottuk. Egy kisérlet keretében 10 allat majat egyesitve dolgoztuk fel.
Minden miveletet 4 °C-ra h{tstt helyiségben végeztink. A fagyasztott
majszovetet Ultra-Turrax tipusii homogenizatorral, 60 V-nal 1 percig,
majd 45 V-nal 4 percig roncsoltuk, 200 ml 10 %-os zaharoz, 0,1 % Tween
80, 0,1 mM NaEDTA és 10 mM Tris (pH 7,9) Osszetételti oldatban. Az igy
nyert homogenizatumot négy réteg gézen-atsziirtik, majd 15 percen ke-
resztiil 1200 xg-nel centrifugaltuk. Az tiledéket.100 ml 10 % zaharéz, 0,1 %
Tween 80 és 10 mM Tris (pH 7.5) 6sszetételii oldatban ujra homogenizal-
tuk 45 V-al 1 percig, majd centrifugaltuk mint elébb. Az igy nyert mag-
tiledéket haromszor mostuk 10 %' zahar6z és 10-mM Tris (pH 7,5) dssze-
tételli oldattal, minden esetben az, elGbbihez hasonlé médon eljarva.

A mosott magvakat elgszér 10 mM-glicin(pH /7,5) oldattal, majd 5 mM
glicin oldattal és végill 1 mM \NaEDTA~(ph’7,5) oldattal homogenizaltuk
60 V-nal 10 percig, majd 40 _V-nal'ujra 10 percig (vigyazva a hémérsék-
letre). Az igy kapott nyers kromatin készitményt 15 percen keresztiil 3500
xg-nal centrifugaltuk.

Ezutin a kromatin készitményiinket (0,6—1,2 mg DNS'ml) endogén
nukleazok hatasanak tettiik ki 10 mM glicin oldatban 37 °C-on 2 éran 4t
(59). Az Onemésztéssel nyert készitményt, tisztitasa érdekében, zaharéz
izokinetikus gradiensen keresztiil ilepitettiik (57).

EbbdSl a célbsl 0.5—1,0 ml készitményt zaharézbol Noll szerint (57)
keészitett izokinetikus gradiensre rétegeztiik fecskendével. A gradiens para-
méterei: Ct = 5%, Cr = 40%, Vu = 11 ml (a nyers kromatin esetében),
illetve Cr = 15 % vagy 45 %, Crk = 60 % vagy 70 %, Vy = 11 ml (emész-.

tett kromatin). Az iilepitést MOM tipusu ultracentrifugaban 16 6ran ke-
resztiil, 45 000 fordulattal, 4 °C-on végeztik. A gradienseket a kévetkezd

-V
egyenlet alapjan szdmitottuk: Cy = Cr—(Cr—Cr1) e —V .Minden gra-
M

dienst 20 frakciéra (0,5 ml) bontottunk (egy sgradiens-adapter hasznala-
taval) 70 %-os zaharéz oldat bevezetésével. A gradiens frakcidit 3,0 ml-re
higitottuk és optikai slimiségiiket 260 nm-nal MOM spectrofotométerrel
mértiik.
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Eredmények és megbeszélés

A nyers kromatinunkat 5—24 %-os zahar6z gradiensen keresztiil iile-
pitve, csak egyetlen csucs jelentkezett a centrifugacsé aljan (1. abra). Ez
az eredmény arra utal, hogy az &ltalunk alkalmazott eljaras nem karositja

kimutathaté mértékben a kromatin makromolekularis szerkezetet, mert
kisebb kromatin toredékek nem jelentkeznek a gradiens mentén.
E
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2/abra; Az inkubacids idé hatisa az

1 dbra: A nyers kromatin. ilepitése
ultracentrifugaban 5—24"3-0s zaha-
réz gradienssel szemben 18 éran ke-
resztiil, 45 000-es fordulattal, 4° C-nAl.
A kromatin koncentriciéja - 0,25
mg'ml 10 mM glicin oldatban, pH
7,1. Ulepedési irany balrél jobbra:

gnemésztett kromatin ilepedésére
5—24 °/-0s zaharéz gradienssel szem-
ben, 45 000-es fordulatnal, 16 6ran
keresztiil, /4° C-on. e gérbe = 120
perc/ b gorbe = 15 perc. A kroma-
tin” koncentraciéja 0,30 mg’ml 10 mM

glicin~oldatban, pH 7.0. Ulepedési
irany balrél jobbra.

Az onemésztett kromatin, az iilepités soran mar eltéré médon visel-
kedett (2. abra). A gradiens mentén 4—16 ml kézott széthuzédva kroma-
tin toredékek észlelheték, a stulypont 9 ml-nal figyelhetd meg, 2 6ras én-
emésztés utin. A kromatin bomlastermékeinek sokkal heterogénebb elosz-
lasa mutathaté ki 15 perces 6nemésztés utan, valdszinlileg a még jelenlevd
kromatin multimerek miatt (2. abra: b-gorbe). A DNaze II-el emésztett
kromatinb6l nyert nukleoszomak iilepedési tulajdonsigai (58) hasonléak
az altalunk onemésztéssel, egérmajbdl kivont kromatin-alegységek iilepe-
dési tulajdonsagaihoz. A 9. ml-nél kivett frakcié (amit nagyobb mennyi-
ségl kromatin — Egg = 10,0 — frakcionalasa utian egy késdbbi kozlemé-
nylinkben koézlendd eljaras segitségével analizaltunk) osszetétele is meg-
erdsiti ezt a megallapitast. Az analizisek (57) eredményeit az 1. tablazat-
ban tiintettiik fel.

A tablazatbdl kitinik, hogy a 9. sz. frakcié fehérje és DNS aranya
megkozeliti az egységet. Ismeretes, hogy a DNaze-val nyert nukleoszomak
P/DNS arinya (58) 1,03. Ez az érték jellemzé a jelenlegi nukleoszoma
modellre (52). A masik kovetkeztetésiink, ami a készitmény exidaciés al-
lapotara vonatkozik, hogy valdszinlleg az Osszes nukleoszomaknak csak
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1. tébldzat

Asso Feh. DNS Osszes Redukalt Red. SH s
Oxidalt SH
Aseo DNS tart. SH SH Oxid. SH
Minta s muM SH | muM SE
p % 100 ug 100 ug %
DNS DNS

1. 0.61 1.22 45 72 6.0 50 166
2. 0.58 1.07 48 6.5 54 49 17.0
3. 0.46 0.56 50 6.8 54 38 20.8
Atlag 055 1.08 48 68 56 45 18.1

egy része, mintegy 20 % van oxidalt allapotban. Az SH'SHyyx csoportok-
nak hasonlé eloszlisat észleltiik az intakt kromatinbél kivont hiszton-
ban is (18).

Még nem vethetjiik el azt a lehetdséget sem. hogy a 9. sz. frakciéban
talalt kromatin-alegységek oxidacios allapota, biolégiai realitas helyett (a
hasznalt eljaras soran adédé mitermék.Ezt a problémat ugy kivantuk
tisztazni., hogy vizsgalatainkat kitérjesztettiik-mas tipusu sejtekre is. va-
lamint egyéb kivonasi eljarast is hasznaltunk! Ilyen iranyu kutatdsainkrél
a kovetkezd kozleményiinkben/szamolunk be.
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INVESTIGATIONS ON THE RELATIONSHIP BETWEEN THE NUCLEOSOMAL
THIOL BISULPHIDE RATIO AND GENETIC ACTIVITY
1. Assay of the SH SHyx value of chromatin autolysed from the liver of mice

The ultracentrifugation of chromatin autolysed from the liver of mice through
a 5—25Y%, sucrose gradient was performed. After a 2 hours’ incubation at 37° C,
the authors revealed a homogenous distribution of the chromatin particles autolysed
in the middle of the gradient.

The value of the protein'DNA ratio shows a moderate oscillation round the
value of 1.0. which is a figure comparable with that corresponding with the present
nucleosome model.

The findings concerning the thiol/bisulphide equilibrium of the preparations

analysed show that some (about 209,) of the nucleosomal thiol groups are oxidized
in the bisulphide bridges,
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