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An Analysis of the Histones Obtained from Calf and Bovine Brains

Na podstawie ostatnio przeprowadzonych badanh mozna sadzi¢, zZe
histony pochodzace z réznych tkanek i réznych gatunkéw zwierzat chara-
kteryzujg sie niejednakows iloscig i stezeniem podfrakeji wykrywanych
w glownych komponentach i ich strukturg 1 — rzedowsg (3, 6, 10, 12, 14).
Wykazano réwniez wyrazne roznice w obrazach elektroforetycznych histo-
noéw pochodzacych z tych samych tkanek w trakcie rozwoju osobniczego
zwierzat (11, 14). Celem naszych badan byla poréwnawcza analiza histonéw
izolowanych z jader komérek mozgowych zwierzagt mlodych i dorostych.

MATERIAL I METODY

Do do$wiadczen uzywano moézgéw cielat 5—6-tygodniowych i moézgdébw zwierzat
dorostych (w wieku 3—4 lat). Mézgi, uzyskane natychmiast po dekapitacji zwierzat,
umieszczano w pojemnikach z lodem. Calag dalszg preparatyke przeprowadzano
w temp. 0-—4°C. Jadra komoérek moézgowych izolowano metodg sacharozows (9) po-
przez dwukrotne wirowanie homogenatéw tkankowych w 0,44 M sacharozie w bu-
forze 0,01 M Tris-HCI pH 7,2 z 0,001 M MgCl, ,a nastepnie w 1,8 M sacharozie w bu-
forze Tris-HCl. Z uzyskanego preparatu jader komérkowych prowadzono ekstrakcje
histonéw przy pomocy 0,25 n HCl1 (15). Kwaény ekstrakt biatkowy frakcjonowano
przez kolejne precypitacje TCA do stezemia 5% (frakcja A), a nastepnie do stezenia
20% (frakcja B). Dla otrzymania histonu catkowitego kwaény ekstrakt bialtkowy
precypitowano TCA przy koncowym stezeniu 20%. Preparaty bialkowe przemywano
nastepnie acetonem i suszono pod préznig. Pomiary zawarto§ci biatka wykonywano
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metoda spektrofotometryczng wg Wadella (16) lub metoda Lowry (8). W otrzy-
manych frakcjach biatek zasadowych oznaczano elektrochromatograficznie po kwas-
nej hydrolizie jakoSciowy sklad aminokwasowy (5), Ilo§ciowe oznaczenia amino-
kwaséw zasadowych lizyny i argininy przeprowadzano metodg Fischera i Dor-
fela (4). Dla dokiadniejszego scharakteryzowania preparatéw histonow mézgowych
(histonu catkowitego oraz frakeji A i B z moézgéw cielecych i wolowych) rozdzie-
lano je metoda chromatografii gradientowej wedlug Bauera (1). Na bibule What-
mann Nr 1 nanoszono pasmowo okolo 50 ug biatka na 1 cm i rozwijano technikg
wstepujaca jednokierunkows. Chromatogramy rozwijano kolejno bez suszenia w ze-
stawie ukladéw: HCl 1 n, HC} 0,25 n, HC1 0,1 n, HCI 0,01 n, i CH;COOH 50%. Chro-
matografi¢ w kazdym ukladzie prowadzono przez 20 minut. Bibule po zakonczeniu
rozwijania suszono i nastepnie barwiono alkoholowym roztworem biekitu bromo-
fenolowego. Chromatogramy plukano nastepnie w 0,5% CH,COOH i suszono nad
parami amoniaku. Z chromatograméw wykonywano wykresy densytometryczne przy
pomocy densytometru firmy MGF Berlin, typ AKF. Histony caltkowite i frakcje
uzyskane stracaniem TCA dzielily sie w trakcie chromatografii na podfrakcje, dla
ktérych okreSlano wspébiczynniki R, Dla okre§lenia wzglednego stezenia: biatka
w poszczegblnych podfrakcjach wycinano zabarwione pasma 2z chromatogramoéw,
eluowano w metanolu, a nastepnie oznaczano ekstynkcje przy 578 nm w spektro-
fotometrze ,,Uvifott”.

WYNIKI BADAN

Ze 100 g tkanki mozgowej cielgt otrzymano okoto 44,8 mg calkowitego
biatka histonowego, natomiast ze 100 g tkanki zwierzat dorostych — 49 mg
biatka. Frakcjonowane stracanie bialka zasadowego izolowanego z mozgow
cielecych i wolowych pozwolito na uzyskanie 2 frakcji. Frakcja A w obu
przypadkach stanowita okoto 80% histonu catkowitego, a frakcja B, stra-
cajaca sie przy 20% nasyceniu TCA — okolo 20% histonu catkowitego.
Jakosciowe sktady aminokwasowe histonow calkowitych i frakcji uzyska-
nych z jader komoérek moézgowych cielat byly identyczne jak odpowiednich
bialek zasadowych z mézgdéw zwierzat dorostych.

Ze wzgledu na sklad aminokwasowy oraz na podstawie rozdziatu chro-
matograficznego na kolumnach z CM-celulozy (16) mozna stwierdzi¢, ze
w sklad frakcji A wchodzily histony umiarkowanie lizynowe oraz bogate
w arginine. Stosunek liz/arg w moézgach zwierzgt mlodych wynosit 0,85,
a w mozgach zwierzat dorostych 0,9. Frakcja B zawierala natomiast histony
bogate w lizyne, stosunek liz/arg w moézgach zwierzat mlodych wynosit
5,25, a dorostych — 5,8. Histony catkowite i ich frakcje dzielity sie w trak-
cie chromatografii gradientowej na podfrakcje, przy czym liczba pod-
frakeji i ich stezenie w badanych preparatach bialek byly niejednakowe.
Zalgczone ryciny ilustrujg rozdzial chromatograficzny histonu caltkowitego
uzyskanego z mézgdéw zwierzat mlodych i dorostych oraz krzywe densyto-
metryczne uzyskane z chromatogramow (ryc. 1, 2, tab. 1).

W histonie calkowitym z moézgéow zwierzat mtodych wykrywano 8 pod-
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Ryc. 2. Densytometryczny profil rozdziatu chromatograficznego histonéw catkowitych
Densitometric tracing of chromatographic separation of total histones obtained from

calf (top) and adult boviine brain (bottom)

Tab. 2. Wartoéé R, i procentowa zawarto§é¢ podfrakcji we frakecji A histond6w moéz-
gowych
R, values and percentage subfractions in fraction A histones obtained from calf
and bovine brains

plgé' Zwierzeta mlode Zwierzeta doroste
frakeji R; % R, %
1 0,00 15,3 0,00 20,0

2 — —_ 0,06 11,1
2a 0,16 19,1 — —

3 0,30 32,3 0,25 20,2

4 0,50 21,2 0,47 34,5

5 0,63 12,1 0,64 14,2

6 — —_ — —

7 — — — —

najwyzsze stezenie biatka bylo we frakeji 5, z tym, ze w histonach mézgoéw
wotowych jej stezenie bylo prawie dwa razy wyzsze niz w histonach
moézgéw cielecych (rye. 3, tab. 2).

We frakeji A histonéw moézgbéw cielecych nie wykazywano podfrakeji
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Ryc. 3. Densytometryczny profil rozdzialu chromatograficznego frakeji A histonéw
Densitometric tracing of chromatographic separation of fraction A obtained from
calf (top) and adult bovine brain (bottom)

2, 6 i 7, natomiast w histonie z mozgdéw wolowych nie bylo podfrakeji 2a
i 7 (podobnie jak w preparacie histonu catkowitego) oraz podfrakcji 6.
Najwyzsze stezenie biatka we frakeji A w histonie cielecym wykazywala
podfrakcja 3, a w histonie wolowym podfrakcja 4 (ryc. 4, tab. 3).

Frakcja B bialka histonowego cielat zawierata 5 podfrakeji, a biatka

Tab. 3. Warto§¢ Ry i procentowa zawarto§é podfrakceji we frakeji B histondw moéz-
gowych
R, values and percentage subfractions in fraction B histones obtained from calf
and bovine brains

pl(‘jé' Zwierzeta miode Zwierzeta doroste
frakeji R, % R %
1 0,00 13,5 0,00 15,8

2 0,06 5,0 0,06 18,9
2a —_ — — —
3 — — —_— —_—
4 J— J— —_— —_

5 0,65 30,7 0,65 35,8

L] 0,81 36,0 0,80 29,5
7 1,00 14,8 — —
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Ryc. 4. Densytometryczny profil rozdzialu chromatograficznego frakeji B histonéw
Densitometric tracing of chromatographic separation of fraction B histones obtained
from calf (top) and adult bovine brain (boitom)

histonowego zwierzat dojrzalych 4 podfrakcje. Najwyzsze stezenie biatka
w histonie cielecym stwierdzano w podfrakcji 6, a w histonie wolowym
w podfrakeji 5.

Z przedstawionych danych wynika, ze histony izolowane z moézgow
cielecych roznig sie od histonoéw izolowanych z mézgoéw zwierzat dorostych.
Zawierajg rowniez dwie dodatkowe podfrakcje 2a i 7 a stezenia pozosta-
Iych sg niejednakowe.

OMOWIENIE WYNIKOW

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zawarto$¢ histonow calkowitych
w przeliczeniu na 100 g tkanki moézgowej cielat i wolow wykazuje war-
tosci zblizone. Réwniez frakcjonowanie histonéw calkowitych za pomoca
réznych stezen TCA czy na kolumnach z CM-celulozg nie wykazalo iloscio-
wych roznic miedzy tkanka moézgowg zwierzagt mlodych i dorostych. Uzy-
skane frakcje charakteryzowal jednakowy sklad jakosciowy aminokwasow
1 stosunek ilo$ciowy lizyny do argininy.

Bondy (2) badajac zawartos¢ 3 glownych frakeji histonéw uzyska-
nych drogg frakcjonowanej ekstrakeji (f;, f2o+£; i f2y) w moézgach embrio-
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néw kurzych i kurczat w réznym wieku roéwniez nie stwierdzit istotnych
roznic iloSciowych. Uzyskane przez niego wartosci byly zblizone do
procentowego skladu histonu grasicy cielecej. Natomiast zastosowa-
nie dla rozdzialu histonéw chromatografii na Amberlicie TRC-50 lub
zelu poliakrylamidowego pozwolilo na wykazanie wyraznych réznic w
ilosci i stezeniu frakeji i podfrakcji histonow, zwigzane z rodzajem tkanki,
gatunkiem i okresem rozwojowym (3, 6, 10, 11, 12, 14). Badania Seale
(13) przeprowadzone na rozwijajacych sie zarodkach jezowca wykazaly
istnienie wyraznych réznic w obrazie elektroforetycznym histonéw pocho-
dzacych z roéznych faz rozwojowych.

W przeprowadzonych przez nas badaniach zastosowanie techniki chro-
matografii gradientowej okazalo sie pomocne dla wykrycia réznic iloscio-
wych i jakosciowych w obrebie podfrakeji histonéw pochodzacych z méz-
gow zwierzat mlodych i dorostych. W moézgach cielecych wykrywano 8 pod-
frakeji, a w wolowych 6 podfrakcji. Na podstawie okreslenia wspdlczyn-
nikéw R; mozna wnioskowaé, ze w mozgach cielecych znajdujg sie dwie
dodatkowe podfrakcje, dla ktérych nie bylo odpowiednich w histonie wo-
lowym. Ponadto odpowiadajgce sobie wartosciami R frakcje wykazuja
réznice iloSciowe w obu badanych preparatach histonowych. Wyniki ba-
dan Gaitonde i Martensona (7) przeprowadzonych na moézgach
szezuréw w roznym wieku wskazujg rowniez na mozliwosé zmian w ste-
zeniu i ilosci podfrakcji histonéw w trakcie rozwoju osobniczego zwie-
rzat. Istnieje wiec uzasadnienie dla sugestii, ze w czasie rozwoju i dojrze-
wania zwierzat wraz ze zmiang funkcji narzadéw zachodzg zmiany w nie-
ktérych wlasnosciach fizykochemicznych zawartych w nich bialek zasa-
dowych.
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PE3IOME

V3yuanmuch I'MCTOHBI, BhIAEJIEHHBbIE U3 AP MO3rOBbIX KJETOK 2-MECAYHBIX TeJAT
# 3-JeTHMX KOPOB. I'MCTOHBI M3BJIEKAJUCh M3 OYMINEHHBLIX sAnep ocaxjaenuem 0,25 u
HCl u dpakumoHmupoBalmuCh Npy NMOMOIUM TPUXJIOPYKCYCHOM KMCIOTBHI Ha ABe dpax-
mwmu (A u B). CymmapHble ajepHble TMCTOHBI M (hpakuuuM A M B npu nomoumy rpa-
IWEeHTHON XxpoMarorpacdmm no merony bBayspa genuaucs Ha noadparkiguu. Kpome
TOTO, OBIIM BLINOJHEHBI AEHCUTOMETPUYECKUEe aAuarpaMMmbl. CpaBHMBAJMCh KadeCTBEH-
Hble ¥ KOJMYECTBEHHbIE COOTHOLLUEHUA cyﬁd)paxumx B 3Tux besKax B mpoumecce InocT-
HATAJBHOTO PAa3BUTHMA KMBOTHBIX. Y CTAHOBNIEHBl DPa3HULBI B KOJMYECTBAX M KOH-
neHTpauuM OeJIKOBLIX NOAMPaKuuil ¥ MOJOALIX U B3POCIbIX FKMBOTHBIX.

SUMMARY

Comparative studies on cerebral histones isolated from nuclei of calf and adult
bovine brains were performed. Histones were obtained from purified nuclei by acidic
extraction, and subsequently fractionated in A and B histone fractions by diffe-
rential TCA precipitation. Fraction were characterized by the amino acid composition
and chromatography according to Bauer. Histones isolated from calf and bovine
brains although similar in many aspects differ markedly in the quantitative and
and qualitative content subfractions.



