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A B S T R A C T  

- .  

The s u s c e p t i b i l i t y  of t h e  D N A  i n  c h r o m a t i n  t o  s i n g l e  s t r a n d -  

- - s p e c i f i c  n u c l e a s e s  was examined u s i n g  n u c l e a s e  P I ,  mung bean n u c l e a s e ,  

and venom p h o s p h o d i e . s t e r a s e .  These  e x p e r i m e n t s  showed t h a t  c h r o m a t i n  

c o n t a i n s  a  l i m i t e d  number of D N A  s i t e s  which a r e  s u s c e p t i b l e  t o  

s i n g l e - s t r a n d  s p e c i f i c  n u c l e a s e s .  These s i t e s  o c c u r  a t  i n t e r v a . 1 ~  o f  

8 t o  8 0  nucleosomes and a r e  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  c h r o m a t i n .  

A n  endogenous n u c l e a s e  was found i n  c h i c k e n  e r y t h r o c y t e  n u c l e i .  

T h i s  enzyme r e s e m b l e s  t h e  n u c l e a s e  of mammali-an n u c l e i  i n  r e q u i r e m e n t s  

f o r  b i v a l e n t  c a t i o n s  and i n  p r o d u c t i o n  of  l a r g e  c h r o m a t i n . f r a g m e n t s  

t h a t  g r a d u a l l y  d e c r e a s e  i n  s i z e ,  b u t  d i f f e r s  i n  t h a t  t h e  p r o d u c t s  

do n o t  go t h r o u g h  t h e  s t a g e  of  d i s c r e t e  bands on ge l  e l e c t r o p h o r e s i s .  

Exper iments  i n  which c h r o m a t i n  f r a g m e n t s  from mic rococca l  
: .  

n u c l e a s e  d i g e s t i o n  were f u r t h e r  d i g e s t e d  w i t h  venom p h o s p h o d i e s t e r a s e  

i n d i c a t e d  t h a t  p h o s p h o d i e s t e r a s e  p r e f e r e n t i a l l y  h y d r o l y z e s  a l l  l i n k e r s ,  

a l t h o u g h  t h i s  p r e f e r e n c e  i s  n o t  marked enough t o  produce  and p r e s e r v e  

p a r t i c u l a t e  s t r u c t u r e s  o f  c h r o m a t i n .  

A n a l y s i s  of  t h e  r i b o s e - c o n t a i n i n g  components r e s u l t i n g  from 

d i g e s t i o n  of chroma't in by m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  and P I  n u c l e a s e  l e d  

t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  a  minimal amount of Poly  (ADP-Rib) i s  nece , s sa ry  

t o  form and p r e s e r v e  t h e  s t r u c t u r e  of nucleosomes .  
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T h i s  f i n a l  r e p o r t  c o v e r s  a l l  r e s e a r c h  p e r t i n e n t  t o  c o n t r a c t  

DEAC02-76EV03225 ( E n z y m a t i c  S t u d i e s  o f  R a d i a t i o n  Damage) f o r  t h e '  

p e r i o d  J a n u a r y  1 9 7 9  t o  S e p t e m b e r  1981 .  I n f o r m a t i o n  p e r t i n e n t  t o  

p r e v i o u s  r e s e a r c h  c a r r i e . d  o u t  o n  t h i s  c o n t r a c t  c a n  be f o u n d  i n  

d o c u m e n t s  C00-3225-1  t h r o u g h  C00-3225-41 .  

The s u s c e p t i b i l i t y  o f  t h e  D N A  i n  c h r o m a t i n  t o  s i n g l e - s t r a n d  

s p e c i f i c  n u c l e a s e s  was e x a m i n e d  u s i n g  n u c l e a s e  PI, mung b e a n  

n u c l e a s e ,  a n d  venom p h o s p h o d i e s t e r a s e .  ' A  s t a g e  i n  t h e  r e a c t i o n  

e x i s t s  w h e r e  t h e  s i z e  r a n g e  o f  t h e  s o l u b i l i z e d  p r o d u c t s  i s  s i m i l a r  

f o r  e a c h  o f  t h e  t h r e e  n u c l e a s e s  a n d  i s  n e a r l y  i n d e p e n d e n t  o f  

i n c u b a t i o n  t i m e .  D u r i n g  t h i s  s t a g e  t h e  c h r o m a t i n  f r a g m e n t s  s e d i -  

m e n t  i n  t h e  r a n g e  o f  3 0  t o  1 0 0  S a n d  c o n t a i n  d u p l e x  DNA r a n g i n g  
. . 

f r o m  1  t o  1 0  m i l l i o n  d a l t o n s .  S t a r t i n g  w i t h  c h r o m a t i n  d e p l e t e d  o f  

h i s t o n e s  H I  a n d  H5 s i m i l a r  f r a g m e n t s  a r e  g e n e r a t e d .  I n  b o t h  c a s e s  

t h e s e  n u c l e o p r o t e i n  f r a g m e n t s  a r e  r e d u c e d  t o  n u c l e o s o m e s  a n d  t h e i r  

mu1 t i m e r s  b y  m i c r o c o c c a l  nuc1,ease. .  Thus ,  c h r o m a t i n  c o n t a i n s  a 

l i m i t e d  number  o f .  D N A  s i t e s  w h i c h  a r e  s u s c e p t i b l e  t o  s i n g l e - s t r a n d  

s p e c i f i c  n u c l e a s e s . '  T h e s e  s i t e s  o c c u r  a t  i n t e r v a l s  o f  8 t o  8 0  

n u c l e o s o m e s  a n d  a r e  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  c h r o m a t i n .  
.. . 

N u c l e o s o m e  monomers ,  d i m e r s ,  o r  t r i m e r . ~  w e r e  n o t  o b s e r v e d  a t  
- 

a n y  s t a g e  o f  s i n g l e - s t r a n d  s p e c i f i c  n u c l e a s e  d i g e s t i o n  o f  n u c l e i , '  

H1- a n d  H 5 - d e p l e t e d  c h r o m a t i n ,  o r  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e - g e n e r a t e d  

o l i g o n u c l e o s o m e s .  Each  ' o f  t h e  t h r e e  n u c l e a s e s  c o n v e r t e d  mononu- 

c l e o s o m e s  ( ~ 1 6 0  b a s e  p a i r s )  t o  n u c l e o s o m e  c o r e s  ( % I 4 0  b a s e  p a i r s )  

p r o b a b l y  b y  e x o n u c l e o l y t i c  a c ' t i o n  t h a t  was f a , c i l i t a t e d  by t h e  p r i o r  

r e m o v a l  o f  H1 a n d  H5. The m i n i c h r o m o s o m e  o f  SV40 i s  h i g h l y  
I 
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r e s i s t a n t  t o  d i g e s t i o n  - b y  n u c l e a s e  PI. 
. . 

F u r t h e r  s t u d i e s  o n  c h i c k e n  e r y t h r o c y t e  n u c l e i  r e v e a l e d  t h e  

p r e s e n c e  o f  an  e n d o g e n o u s  n u c l e a s e .  T h i s  enzyme r e s e m b l e s  t h e  

n u c l e a s e  o f  mammal ian  n u c l e i  i n  r e q u i r e m e n t s  f o r  b i v a l e n t  c a ' t i o n s  

a n d  i n  p r o d u c t i o n  o f  l a r g e  c h r o m a t i n  f r a g m e n t s  t h a t  g r a d u a l l y  

d e c r e a s e  i n  s i z e ,  b u t  d i f f e r s  i n  t h a t  t h e  p r o d u c t s  do  n o t  go t h r o u g h  

t h e  s t a g e  o f  d i s c r e t e  b a n d s  o n  g e l . e l e c t r o p h o r e s i s .  Endogenous  

n u c l e a s e  a n d  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  a r e  a l s o  d e t e c t a b l e  i n  mononu- 

c l e o s o m e s  p r e p a r e d  f r o m  c . h i c k e n  e r y t h r o c y t e s  w i t h  t h e  a i d  o f  

m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e .  B o t h  n u c l e a s e s  a r e  e x t r a c t a b l e  w i t h  0.35 M 

NaC.1, a n d  b o t h  a r e  i n h i b i t e d  b y  pTp.  I n  t h e  a b s e n c e  o f  ca2', t h e  

m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  i s  t o t a l l y  i n a c t i v e ,  w h e r e a s  t h e  e n d o g e n o u s  

n u c l e a s e  shows a  l o w  l e v e l  o f  a c t i v i t y .  

I t  was f o u n d  t h a t  c h r o m a t i n  c o u l d  b e  f r a g m e n t e d  w i t h  m i c r o -  

c o c c a l  n u c l e a s e  t o  y i e l d  t h r e e  f r a c t i o n s  composed  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  

o f  mononuc leosomes- ,  d i n u c l e o s o m e s ,  a n d  o l i g o n u c l e o s o m e s  ( p r e d o m i -  

n a n t l y  h e x a n u c l e o s o m e s ) .  Each f r a c t i o n  was t h e n  d i g e s t e d  w i t h  

venom p h o s p h o d i e s t e r a s e .  D e g r a d a t i o n  o f  mononuc leosome p r o c e e d e d  v i a  

s h n r t e n i n g  o f  l i n k e r - s ;  when t h e  c o r e  p a r t i c l e s  r e a c h e d  t h e  s i z e  o f  

a b o u t  1 2 0  b a s e  p a i r s ,  t h e y  d i s i n t e g r a t e d .  D i n u c l e o s o m e s  f o r m e d  a 

t r a n s i e n t ,  p o o r l y  d e f i n e d , .  b a n d  i n  t h e .  p o s i t i o n  o f  m o n o n u c l e o s o m e ~ s  

w h i c h  d i s i n t e g r a t e d  w i t h i n  1 5  m i n u t e s .  0 1 i g o . n u c l e o s o r n e s  f o r m e d  

p o o r l y  d e f i n e d  b a n d s  o f  c o n s e c u t i v e l y  s m a l l e r  o l i g o m e r s  w h i c h  n e v e r  

became s h a r p l ' y  ' d e l  i n e a t e d .  I t  was c o n c l u d e d  t h a t .  p h o s p h o d i e s t ' e r a s e  

p r e f e r e n t i a l l y  h y d r o l y z e s  a l l  l i n k e r s ,  a l t h o u g h  t h i ' s  p r e f e r e n c e  i s  

n o t  m a r k e d  e n o u g h  . t o  p r o d u c e  a n d  p r e s e r v e  p a r t i c u l a t e  s t r u c t u r e s  

o f  c h r o m a t i n .  . . 



The a c t i o n  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  on  c h i c k e n  e r y t h r o c y t e ' : .  ..' 

.- n u c l e i  was f o l l o w e d '  b y  s o l u b i l i t y  i n  0 .67  ,mM E D T A .  S o l u b i l i t y  - v s  

t i m e  c u r v e s  showed maxima and. m i n i m a .  F r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  EDTA- 

s o l u b l e  m a t e r i a l  o n  B i o - G e l  A-5m y i e l d e d  p e a k s  c o n t a i n i n g  o l i g o -  

n .uc leosomes  w h i c h  d i s a p p e a r e d  a f t e r  3O1 ,  m o n o n u c l e o s o m e s  w h i c h  w e r e  

s t i l l  d e t e c t a b l e  a t  5 0 ' ,  a n d  " a c i d - s o l u b l e "  m a t e r i a l  w h i c h  s t e a d i l y  

i n c r e a s e d .  The n u c l e o s i d e  c o m p o s i t i o n  o f  a l l  f r a c t i o n s  was a n a l y z e d  

b y  H P L C ;  4 d e o x y r i b o n u c l e o s i d e s ,  r A ,  a n d  2 ' ( l " r i b o s y l ) a d e n o s i n e  

( r 2 A )  w e r e  d e t e c t e d .  A l t h o u g h  r 2 A  c o c h r o m a t o g r a p h e d  w i t h  r G  o n  

HPLC, t h e  t w o  w e r e  d i s t i n g u i s h a b l e  b e c a u s e  i n c ' u b a t i o n w i t h  a d e n o s i n e  

d e a m i n a s e  s h i f t e d  t h e  p o s i t i o n  a t  w h i c h  r 2 A  (now r 2 1 )  c h r o m a t o g r a p h e d ,  

b u t  d i d  n o t  a f f e c t  r G .  W i t h  t i m e  t h e  % o f  a d e n ' o s i n e  d e r i v a t i v e s  

i n c r e a s e d  i n  o l i g o n u c l e o s o m e s  a n d  r e a c h e d  %1.5% a t  3 0 ' .  I t  showed 

an  i n i t i a l  d e c r e a s e  i n  m o n o n u c l e o s o m e s ,  r e a c h e d  a  m in imum o f  a b o u t  

0 .5% a t  1 5 '  a n d  r e m a i n e d  o n  t h i s  l e v e l  a s  l o n g  a s  m o n o n u c l e o s o m e s  

l a s t e d .  I n  " a c i d - s o l u b l e "  i t  showed a  maximum a t  1 5 ' .  When t h e  

a c t i o n  o f  P1 n u c l e a s e  on  c h i c k e n  e r y t h r o c y t e  n u c l e i  was m o n i t o r e d ,  

t h e  s o l u b i l i t y  i n  EDTA showed a  p l a t e a u ,  t h e  h e i g h t  o f  w h i c h  was 

a f f e c t e d  b y  t h e  amoun t  o f  enzyme.  No m o n o n u c l e o s o m e s  w e r e  d e t e c t e d ,  

a n d  m o s t  o f  t h e  r i b o s e - c o n t a i n i n g  c o m p o n e n t s  a p p e a r e d  i n  t h e  " a c i d -  

s o l u b l e "  m a t e r i a l  i n  t h e  f i r s t  1 0 ' .  We c o n c l u d e  t h a t  a  m i n i m a l  

amoun t  o f  P O ~ ~ ( A D P - R ~  b )  i s  n e c e s s a r y  . t o  f o r m  a n d  p r e s e r v e - t h e  

s t r u c t u r e  o f  n u c l e o s o m e s .  

I n  a d d i t i o n ,  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  f i n a l  t r i m e s t e r  o f  - t h i s  

c o n t r a c t  c h a p t e r s  o n  t h e  p u r i f i c a t i o n  a n d  p r o p e r t i e s  o f  mung b e a n  
. . 

n u c l e a s e  a n d  p h o s p h o d i e s t e r a s e  w e r e  w r i t t e n ,  a s  was a  r e v i e w  d e a l i n g  

w i t h  an , h i s t o r i c a l  p e r s p . e c t i v e  ori . n u c 1  e a s e s  ( s c c ,  Pub1 i c a t i . o n s ) .  
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