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I N T R O D U C T I O N

O ne  o f  th e  m a j o r  p r o b l e m s  o f  m o d e r n  b i o c h e m i s t r y  i s  th e  

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

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

a c c o r d i n g  to  t h e  p a r t i c u l a r  f u n c t i o n s  o f  i n d i v i d u a l  c e l l s .  A n  

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

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

' m u l t i - c e l l u l a r  o r g a n i s m s ,  e a c h  c e l l - t y p e  i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  a  

u n i q u e  m o r p h o l o g y  a n d  c a r r i e s  o u t  a  u n i q u e  f u n c t io n .  S uch  

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

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

o v e r a l l  g e n e t i c  c o m p l e m e n t ,  o r  g e n o t y p e .  ( D a v i d s o n  a n d  L e s l i e ,

1950 a, b;  M i r  s k y  a n d  R i s ,  1951). S in c e  DNA i s  t h e  r e p o s i t o r y  o f  

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

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

o r  r e p r e s s i o n ,  o f  p o r t i o n s  o f  t h e  g e n o m e .  T h a t  i s ,  c e r t a i n  s e g m e n t s  

o f  t h e  DN A m o l e c u l e  a r e  n o t  a v a i l a b l e  to  t h o s e  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  

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

o f  t h e  DNA. DNA i n  m a m m a l i a n  c e l l s  i s  v e r y  l a r g e  a n d  e x i s t s  in  

v iv o  a s  a  c o m p l e x  n u c l e o p r o t e i n  s t r u c t u r e ,  c a l l e d  c h r o m a t i n .  

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  m e c h a n i s m  o f  s e l e c t i v e  r e p r e s s i o n  of  DNA 

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

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

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

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

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

w i t h  t h e  m a m m a l i a n  g e n o m e  h a s  t h u s  e n a b l e d  e x t e n s i v e  

i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  p r o c e s s e s  o f  s e l e c t i v e  r e p r e s s i o n  o f  DNA 

( J a c o b  a n d  M o n o d ,  1961) .  A  m o d e l  o f  th e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  

i n v o l v e d  i n  t h e  s e l e c t i v e  e x p r e s s i o n  of  b a c t e r i a l  DNA h a s  b e e n



c o n s t r u c t e d  on  t h e  b a s i s  o f  t h e s e  s t u d i e s .  In  b a c t e r i a l  c e l l s ,  t h e  

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

o f  th e  c e l l s  to  s o m e  r e g u l a t o r y  m o l e c u l e ,  o r  i n d u c e r .  S u c h  a 

p h e n o m e n o n  i s  t e r m e d  i n d u c t i o n .  T h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  of 

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

b y  J a c o b  a n d  M o n o d  (19 6 1 )  b y  a s s u m i n g  th e  e x i s t e n c e  o f  tw o  

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

S t r u c t u r a l  g e n e s  c o n t a i n  t h e  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  w h i c h  b y  th e  

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

c o m b i n a t i o n  o f  s p e c i f i c  a m i n o  a c i d s  to  f o r m  f u n c t i o n a l  e n z y m e  

m o l e c u l e s .  R e g u l a t o r  g e n e s ,  o n  th e  o t h e r  h a n d ,  p r o d u c e  a  

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

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

to  t h e  s t r u c t u r a l  g e n e s .  T h e  o p e r a t o r  a n d  s t r u c t u r a l  g e n e s  a r e  

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

w i t h  t h e  o p e r a t o r  b l o c k s  th e  f o r m a t i o n  o f  m R N A  b y  t h e  a d j a c e n t  

s t r u c t u r a l  g e n e s  to  p r e v e n t  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  I n t e r a c t i o n  o f  

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

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

T h e  s t r u c t u r a l  g e n e s  c a n  t h u s  b e  f u l ly  e x p r e s s e d ,  p e r m i t t i n g  

t h e  s y n t h e s i s  o f  e n z y m e  m o l e c u l e s .

T h e  s u c c e s s  o f  t h e  o p e r o n  c o n c e p t  i n  d e s c r i b i n g  th e  

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

a  b a s i s  f o r  r e s e a r c h  in to  a n a l o g o u s  p r o c e s s e s  i n  h i g h e r  o r g a n i s m s .  

H o w e v e r ,  e x t r a p o l a t i o n  f r o m  b a c t e r i a l  to  m a m m a l i a n  s y s t e m s  m a y  

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

b e t w e e n  t h e  tw o  s y s t e m s .  P r i o r  to  m i t o s i s ,  t h e  c h r o m a t i n  o f  

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

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

In  c o n t r a s t  t o  t h e  s i t u a t i o n  i n  m a m m a l i a n  s y s t e m s ,  b a c t e r i a l  DNA 

i s  n o t  c o m p l e x e d w i t h  p r o t e i n  a n d  d o e s  n o t  f o r m  v i s i b l e ,  c o m p a c t



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

o f  m a m m a l i a n  a n d  b a c t e r i a l  s y s t e m s  m a k e  i t  u n l i k e l y  t h a t  th e  

m e c h a n i s m s  o f  r e p r e s s i o n  a n d  i n d u c t i o n  of  DNA, d e s c r i b e d  b y  J a c o b  

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

m a m m a l i a n  c e l l s .

N u m e r o u s  s t u d i e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d ,  d e s c r i b i n g  t h e  

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

( P a u l ,  G i l m o u r  a n d  T h o m o u ,  1970;  D a h m u s  a n d  B o n n e r ,  1970; 

B e k h o r ,  K ung ,  a n d  B o n n e r ,  1969;  P a u l  a n d  G i l m o u r ,  1968).

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

i n  s e v e r a l  d i f f e r e n t  m o d e l s  o f  t h e  r e p r e s s i o n  o f  t h e  m a m m a l i a n  

g e n o m e  b e i n g  p r o p o s e d .  ( P a u l  a n d  G i l m o u r ,  1968;  B e k h o r ,  Kung 

a n d  B o n n e r ,  1969).  I t  i s  l i k e l y  t h a t  a  d e t a i l e d  u n d e r s t a n d i n g  o f  

t h e  m e c h a n i s m s  o f  s e l e c t i v e  e x p r e s s i o n  of D N A  i n  m a m m a l i a n  

c e l l s  w i l l  o n ly  b e  o b t a i n e d  w h e n  q u a n t i t a t i v e  i n f o r m a t i o n  i s  

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

A t  p r e s e n t  o n ly  l i m i t e d  d a t a  a r e  a v a i l a b l e  c o n c e r n i n g  t h i s  a s p e c t  

o f  D N A - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n .  T h e  w o r k  r e p o r t e d  i n  t h i s  t h e s i s  

d e s c r i b e s  t h e  d e t a i l e d  c h a r a c t e r i z a t i o n  of  t h e  p h y s i o  c h e m i c a l  

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

h i s t o n e  w i t h  v a r i o u s  f o r m s  o f  DNA.

2. S t r u c t u r a l  O r g a n i s a t i o n  o f  C h r o m a t i n

2. 1 C o m p o n e n t s  o f  C h r o m a t i n

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

c h r o m a t i n  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  b y  B o n n e r  a n d  H u a n g  (1963) ,  

M a r u s h i g e  a n d  B o n n e r  (1966)  a n d  b y  P a u l  a n d  G i l m o u r  (1966 ,  

1968) .  T h e  m a j o r  c o m p o n e n t s  of  c h r o m a t i n  w e r e  i d e n t i f i e d  

a s  DNA, h i  s t o n e s  a n d  n o n - h i  s t o n e  p r o t e i n ,  a l t h o u g h  e s t i m a t e s  

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



A v e r a g e  r e l a t i v e  a m o u n t s  a r e  sh o w n  in  T a b l e - 1.

C o m p o n e n t % by  Wt.

DNA 45

H i s t o n e 30

N o n - h i  s t o n e

p r o t e i n 23

In  a d d i t i o n  to  t h e  m a j o r ,  c o m p o n e n t s  o f  c h r o m a t i n  sh o w n  

a b o v e ,  s m a l l  a m o u n t s  (<C5% b y  w e ig h t )  o f  R N A  w e r e  f o u n d  i n  

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

h o w e v e r ,  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  R N A  i n  c h r o m a t i n  i s  a n  

a r t e f a c t  o f  t h e  m e t h o d  o f  p r e p a r a t i o n  o f  c h r o m a t i n  ( H e y d e n  

a n d  Z a c h a u ,  1971),

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

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

2. 1. 1 DNA

W a t s o n  a n d  C r i c k  (1953)  d e d u c e d  f r o m  t h e  

X - r a y  d i f f r a c t i o n  s t u d i e s  o f  W i l k i n s ,  S t o k e s  a n d  

W i l s o n  (1953)  t h a t  DNA i n  i t s  n a t i v e  s t a t e  e x i s t s  i n  

a  r i g h t - h a n d e d  d o u b le  h e l i c a l  c o n f i g u r a t i o n ,  w i t h  

tw o  p o l y n u c l e o t i d e  c h a i n s  h e l i c a l l y  w o u n d  a b o u t  a 

c o m m o n  a x i s .  T h e  p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  b a s e s  

o f  t h e  DNA p r o j e c t  t o w a r d s  t h e  i n t e r i o r  o f  t h e  

d o u b le  h e l i x  w h i l e  t h e  p h o s p h a t e  g r o u p s  of  t h e  

s u g a r - p h o s p h a t e  b a c k b o n e  o f  e a c h  s t r a n d  a r e  

l o c a t e d  on  t h e  e x t e r i o r  o f  t h e  m o l e c u l e .  A d e n i n e  

b a s i s  on  one  s t r a n d  a r e  l i n k e d  b y  h y d r o g e n  b o n d s  

to  t h y m i n e  b a s e s  on  t h e  o p p o s i n g  s t r a n d ,  w h i l e  

c y t o s i n e  b a s e s  a r e  s i m i l a r l y  l i n k e d  w i t h  g u a n in e  

b a s e s .  T h e  s e q u e n c e  o f  b a s e s  on  e a c h



A v e r a g e  r e l a t i v e  a m o u n t  s a r e  sh o w n  i n  Ta,ble 1,

C o m p o n e n t % b y  Wt.

DNA 45

H i s t o n e 30

N o n - h i s t o n e

p r o t e i n 23

In a d d i t i o n  to  t h e  m a j o r ,  c o m p o n e n t s  o f  c h r o m a t i n  s h o w n  

a b o v e ,  s m a l l  a m o u n t s  (<C5% b y  w e ig h t )  o f  R N A  w e r e  f o u n d  i n  

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

h o w e v e r ,  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  R N A  i n  c h r o m a t i n  i s  a n  

a r t e f a c t  o f  t h e  m e t h o d  o f  p r e p a r a t i o n  o f  c h r o m a T i n  ( H e y d e n  

a n d  Z a c h a u ,  1971).

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

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

2 . 1 . 1  DNA

W a t s o n  a n d  C r i c k  (1953)  d e d u c e d  f r o m  t h e  

X - r a y  d i f f r a c t i o n  s t u d i e s  o f  W i l k i n s ,  S t o k e s  a n d  

W i l s o n  (1953)  t h a t  DNA i n  i t s  n a t i v e  s t a t e  e x i s t s  i n  

a  r i g h t - h a n d e d  d o u b le  h e l i c a l  c o n f i g u r a t i o n ,  w i t h  

tw o  p o l y n u c l e o t i d e  c h a i n s  h e l i c a l l y  w o u n d  a b o u t  a  

c o m m o n  a x i s .  T h e  p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  b a s e s  

o f  th e  DNA p r o j e c t  t o w a r d s  t h e  i n t e r i o r  o f  t h e  

d o u b le  h e l i x  w h i l e  t h e  p h o s p h a t e  g r o u p s  of  t h e  

s u g a r - p h o s p h a t e  b a c k b o n e  o f  e a c h  s t r a n d  a r e  

l o c a t e d  on  t h e  e x t e r i o r  o f  th e  m o l e c u l e .  A d e n i n e  

b a s i s  o n  one  s t r a n d  a r e  l i n k e d  b y  h y d r o g e n  b o n d s  

t o  t h y m i n e  b a s e s  o n  t h e  o p p o s i n g  s t r a n d ,  w h i l e  

c y t o s i n e  b a s e s  a r e  s i m i l a r l y  l in lced  w i t h  g u a n in e  

b a s e s .  T h e  s e q u e n c e  o f  b a s e s  on  e a c h



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

t h a t  i s ,  t h e  o r d e r  i n  w h i c h  t h e  b a s e s  o c c u r  in  one  

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

i n  t h e  o t h e r  c h a in .  In  t h e  B f o r m  of  DNA, w h i c h  

i s  th e  f o r m  fo u n d  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  t h e  b a s e s  

a r e  p e r p e n d i c u l a r  to  t h e  h e l i x  a x i s ,  t h e  d i s t a n c e  

b e t w e e n  e a c h  b a s e - p a i r  b e i n g  3. 4 / ? .  T w o  

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

l o c a t e d  on  th e  e x t e r i o r  o f  t h e  m o l e c u l e  b e t w e e n  

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

s t r a n d s .  M o s t  DNA m o l e c u l e s  h a v e  a  d o u b le  

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

s i n g l e - s t r a n d e d  DNA m o l e c u l e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  

(e ,  g. t h e  DNA f r o m  b a c t e r i o p h a g e  X 174). 

H y d r o d y n a m i c  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  u s e d  to  

d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  s i n g l e - s t r a n d e d  and d o u b l e - 

s t r a n d e d  D N A 's .  M o r e  d e t a i l e d  d i s c u s s i o n  o f  t h e  

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

i n  S e c t i o n  5.

2 . 1 . 2  H i s t o n e  s

T h e  f a c t  t h a t  th e  b a s i c  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  

o f  h i  s t o n e s  b i n d  to  th e  p h o s p h a t e  b a c k b o n e  o f  DNA 

a n d  r e p r e s s  t h e  DNA h a s  s t i m u l a t e d  r e s e a r c h  on  

t h e  d e t a i l e d  c h a r a c t e r i z a t i o n  of  t h e s e  m o l e c u l e s .  

( B a r r  a n d  B u t l e r ,  1963; P a u l  a n d  G i l m o u r ,  1966). 

K n o w le d g e  o f  t h e  s e c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  s t r u c t u r e s  

o f  h i s t o n e 3 i s  a  p r e r e q u i s i t e  to  t h e  c o m p l e t e  

u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  s t i ' u c t u r e  o f  n u c l e o h i s t o n e  

c o m p l e x e s .  T h e  r e l e v a n c e  o f  s t u d i e s  o n  th e  

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

h o w e v e r ,  b y  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  p r o c e d u r e s  u s e d



ü

to  i s o l a t e  t h e  h i s t o r i e s  f r o m  th e  n u c l e o h i s t o n e  

c o m p l e x e s  m a y  a l t e r  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  

h i s t o r i e s .  I n d e e d ,  Z u b a y  a n d  D o ty  (1 9 59 ) ,  W a g n e r  

(1970)  a n d  S i m p s o n  a n d  S o b e r  (1970)  h a v e  sh o w n  

t h a t  th e  c o m p l e x i n g  of  h i  s t o n e s  to  DNA c a u s e s  

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

I n f o r m a t i o n  on  th e  s t r u c t u r e  o f  i s o l a t e d  h i  s t o n e s  

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

c h a n g e s  i n  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  h i s t o n e  s. H i s t o n e  s 

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

b e t w e e n  10, 000 a n d  20, 000 w h i c h  c o n t a i n  no  

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

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

( S t e l l w a g e n  a n d  C o le ,  1969;  H n i l i c a ,  1967;

D e R e u c k  a n d  K n ig h t ,  1964;  B o n n e r  a n d  T s ’o,

1964). E a r l y  S t u d i e s  on  t h e  f r a c t i o n a t i o n  a n d  

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

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

( V e n d r e l y ,  A l f o r t ,  M a t  s u d  a i r  a  a n d  K nob  lo c k ,  1958).  

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

t e c h n i q u e s  i n  w h i c h  p r o t e o l y t i c  a c t i o n  c o u l d  b e  

r i g o r o u s l y  c o n t r o l l e d  ( J o h n s  1964;  S t a r  b u c k ,  

M a u r i t z e n ,  T a y l o r ,  S a r o j a  a n d  B u s c h ,  1968) .

W i th  th e  i n t r o d u c t i o n  o f  s e n s i t i v e  a n a l y t i c a l  

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

e l e c t r o p h o r e s i s  ( F a m b r o u g h  a n d  B o n n e r ,  1969) ,  

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

h i s t o n e  s p e c i e s  w a s  low ,  p r o b a b l y  l e s s  t h a n  t e n .

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

e a r l i e r  w o r k  w a s  a t t r i b u t e d  to  p r o t e o l y s i s  o r  t h e  

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



T h e  l a c k  of  a n y  e n z y m i c  a c t i v i t y  o f  h i  s t o n e s  

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

b e i n g  a d o p te d .  C u r r e n t l y  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  

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

c o m p o s i t i o n  ( S t a r b u c k  e t  a l .  , 1968;  M a u r i t z e n ,  ' 

S t a i 'b u c k ,  S a r o j a ,  T a y l o r  a n d  B u s c h  ( 1967) ;

D e  L a n g e ,  F a m b r o u g h ,  S m i t h  a n d  B o n n e r ,  1968 a,  

b) ,  o r  on  t h e  o r d e r  o f  f r a c t i o n a t i o n  of  h i  s t o n e s  b y  

p r e p a r a t i v e  m e t h o d s  ( J o h n s ,  1964;  L u c k ,  

R a s m u s s e n ,  S a t a k e ,  a n d  T s v e t i k o v ,  1958) .

H i s t o n e  c l a s s i f i c a t i o n  c a n  b e  i n t e r - r e l a t e d  u s i n g  

th e  m o l a r  l y s i n e / a r g i n i n e  r a t i o s  o f  t h e  h i s t o n e s  a s  

a  s t a n d a r d  b a s i s  f o r  c o m p a r i s o n  ( H n i l i c a  (1967))  

a n d  i s  d e p i c t e d  b e l o w : -

N o m e n c l a t u r e  o f  
B u s c h

N o m e n c l a t u r e  o f  
J o h n s

N o m e n c l a t u r e  
o f  L u c k

L y s / A r g

V e r y  l y s i n e  r i c h

S l i g h t l y  L y s i n e  
r i c h

G l y c i n e  A r g i n i n e  
r i c h

A r g i n i n e  - l y s i n e  
r i c h

F^a
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H i s t o n e s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  s o u r c e s  a s  

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

( M a r u s h i g e  a n d  B o n n e r  1966) ,  T h e  t y p e s  a n d  

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

i s o l a t e d  f r o m  d i f f e r e n t  s o u r c e s  w e r e  f o u n d  to  b e



c
c o n s t a n t .  T h i s  l a c k  o f  s p e c i e s  o r  o r g a n  s p e c i f i c i t y  

o f  h i  s t o n e s  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  b y  th e  s t u d i e s  o f  

C r a m p t o n ,  S t e i n  a n d  M o o r e  (19 5 7 ) ;  De L a n g e ,  e t  a l ,  

( 1 9 6 8 ); H n i l i c a ,  T a y l o r  a n d  B u s c h ,  (1 96 3 )  a n d  

H n i l i c a  ( 1967) .  O n ly  i n  o ne  c l a s s  o f  h i  s t o n e s ,  t h e  

v e r y  l y s i n e  r i c h  c l a s s ,  w a s  a  p o s s i b l e  e x c e p t i o n  to  

t h e  g e n e r a l  l a c k  o f  s p e c i e s  s p e c i f i c i t y  o f  h i  s t o n e s  

found .  F a m b r o u g h ,  F u j i m u r a  a n d  B o n n e r  (1968)  

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

t h i s  c l a s s  o f  h i s t o n e s  r i s e s  f r o m  lo w  l e v e l s  to  t h e  

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

w i d e l y  h e l d  t h a t  h i  s t o n e s  sh o w  l i t t l e  s p e c i e s  o r  

o r g a n  s p e c i f i c i t y  ( S t e l l w a g e n  a n d  C o le ,  1969) .

D e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  

s e v e r a l  h i s t o n e  s p e c i e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  i n  a n  

a t t e m p t  to  e l u c i d a t e  t h e  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  o f  th e  

h i  s t o n e  s. T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  GA R  

h i s t o n e  h a s  b e e n  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h r e e  d i f f e r e n t  

s o u r c e  m a t e r i a l s  - c a l f  t h y m u s  ( De L a n g  e e t  a l .

( 1 9 6 8 ), O g a w a  e t  a l .  ( 1 9 6 9 ) ,  p e a  s e e d l i n g s  ( D e L a n g e  

e t  a l .  ( 1 9 6 8 )) a n d  N o v ik o f f  h e p a t o m a  ( W i l s o n ,

S t a r b u c k ,  T a y l o r ,  J o r d a n  a n d  B u s c h ,  (1 97 0 ) ) .  T h e  

a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  o f  GA R i s o l a t e d  f r o m  t h e s e  

s o u r c e  m a t e r i a l s  w e r e  fo u n d  to  b e  e s s e n t i a l l y  

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

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

n a t u r e  o f  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  of  G A R  f r o m  

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

m o l e c u l e  p l a y s  a  v i t a l  b i o l o g i c a l  r o l e  i n  v iv o  

r e q u i r i n g  s t r i c t  e v o l u t i o n a r y  c o n s e r v a t i o n  o f  t h e  

a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s .  T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e



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

b y  Iw a i ,  I s h i k a w a  a n d  H a y a s h i  (1970)  a n d  p a r t i a l  

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

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

f r o m  r a b b i t  t h y m u s  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  ( B u s t i n ,  

R a i l ,  S t e l l w a g e n  a n d  C o l e ,  (19 69 ) ) .  C o m p a r i s o n  

o f  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  o f  t h e  t h r e e  h i s t o n e s  

so  f a r  d e t e r m i n e d  r e v e a l s  s t r i k i n g  s i m i l a r i t i e s  

a l t h o u g h  e a c h  h i s t o n e  h a s  a  u n i q u e  o v e r a l l  s e q u e n c e .  

T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  b a s i c  a m i n o  a c i d s  i s  n o t  r a n d o m ;  

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

h i g h l y  b a s i c  s e g m e n t s  i n  t h e  p o l y p e p t i d e  c h a in .

In  b o t h  GA R a n d  t h e  v - w y - l y s i n e  r i c h  h i s t o n e ,  t h e  

b a s i c  r e s i d u e s  a r e  p r e d o m i n a n t l y  l o c a t e d  a t  th e  

a m i n o  t e r m i n a l  e n d  o f  t h e  p r o t e i n ,  w h i l e  i n  t h e  

v e r y  l y s i n e  r i c h  h i s t o n e ,  t h e  c a r  b o x y - t e r m i n a l  

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

r e s i d u e s .  T h i s  f e a t u r e  h a s  l e d  t o  t h e  p r o p o s a l  

t h a t  h i s t o n e s  h a v e  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  ' s t i c k y  e n d s '  

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

r e s i d u e s  o f  DNA, t h u s  r e p r e s s i n g  s e g m e n t s  o f  t h e  

DNA.

Sung a n d  D ix o n  (1970)  h a v e  c o n s t r u c t e d  s p a c e  

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

t e r m i n a l  e n d  of  G A R  h i s t o n e  a n d  fo u n d  t h a t  t h i s  

r e g i o n  o f  t h e  h i s t o n e  c a n  f o r m  a n  a - h e l i x  o f  

d i m e n s i o n s  w h i c h  p e r m i t  b i n d in g  to  t h e  l a r g e  g r o o v e  

o f  DNA.

T h e  f u n c t i o n  o f  h i  s t o n e s  a s  r e p r e s s o r s  o f  

D NA w i l l  b e  f u r t h e r  d i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  3. 1.



IH i s t o n e s  and ,  i n  p a r t i c u l a r ,  A r g i n i n e - r i c h " ' -  

h i s t o n e  s h a v e  b e e n  f o u n d  to  f o r m  n o n - c o v a l e n t  

a g g r e g a t e s .  ( E d w a r d s  a n d  S h o o t e r ,  1969a ;  1970;

M a u r i t z e n  e t  a l .  , 1967;  J o h n s  1968;  F a m b r o u g h  

a n d  B o n n e r ,  1966;  H n i l i c a  1967;  Ui, 1957.  W i th  

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

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

i t  w a s  p o s t u l a t e d  t h a t  h i s t o n e  a g g r e g a t i o n  c o u ld  t a k e  

p l a c e  i n  a n  i o n i c  e n v i r o n m e n t  b y  th e  f o r m a t i o n  of  

h y d r o p h o b i c  b o n d s  ( D e R e u c k  a n d  K n ig h t ,  1964) .

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

a n  a l t e r n a t i v e  m e c h a n i s m  o f  h i s t o n e  a g g r e g a t i o n  

( F a m b r o u g h  a n d  B o n n e r ,  1968;  N e e l i n ,  1968) ,  a n d  

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

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

t h e m s e l v e s  o r  w i t h  n o n - h i  s t o n e  c h r o m o s o m a l  

p r o t e i n s .  M o s t  h i s t o n e s  c o n t a i n  o n ly  s m a l l  n u m b e r s  

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

n o n e ;  i t  t h e r e f o r e  a p p e a r s  u n l i k e l y  t h a t  v e r y  l a r g e  

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

di  s u l p h i d e  b r i d g i n g .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  a g g r e g a t e s  

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

to  i n t e r a c t  u n i q u e l y  w i t h  i n d i v i d u a l  g e n e s .  T h e  

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

e a r l y  a n a l y t i c a l  w o r k  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  i n  p a r t  to  

t h e  a g g r e g a t i o n  o f  h i s t o n e s  ( S t e l l w a g e n  and C o le ,  1969).

M i n o r  m o d i f i c a t i o n  of  t h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  

o f  h i s t o n e s  h a s  b e e n  s h o w n  to  o c c u r  b y  t h e  

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

r e s i d u e s  o f  t h e  p r o t e i n  ( K l e i n s m i t h ,  A l l f r e y  a n d



1

M i r  sky ,  1966;  S t e v e l y  a n d  S to c k e n ,  1966) .  

M é t h y l a t i o n  ( T i d w e l l ,  A l l f r e y  a n d  M i r  sk y ,  1968;  

B u r d e n ,  1971) a n d  a c é t y l a t i o n  ( G e r s h e y ,  V i d a l i  

a n d  A l l f r e y ,  1968) o f  a m m o  a c i d  r e s i d u e s  i n  

h i s t o n e  s p e c i e s  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d .  T h e  

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

h i s t o n e s  a s  r e p r e s s o r s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  

S e c t i o n  3 . 1 .

2. 1. 3 N o n - H i s t o n e  P r o t e i n s

N o n - h i  s t o n e  p r o t e i n s  c o n s t i t u t e  a  m a j o r  

c o m p o n e n t  o f  c h r o m a t i n  ( P a u l  a n d  G i l m o u r ,  1968;  

B o n n e r  a n d  H u a n g ,  1963) .  P r i o r  r e m o v a l  o f  

h i s t o n e s  f r o m  c h r o m a t i n  b y  e x t r a c t i o n  w i t h  a c i d  

a l l o w s  p r e p a r a t i o n  o f  n o n - h i  s t o n e  p r o t e i n s  f r o m  

th e  r e s i d u a l  p r o t e i n s  b y  a l k a l i - e x t r a c t i o n .  T h e  

lo w  so lub i l i iy r  o f  n o n - h i  s t o n e  p r o t e i n s  i n  d i l u t e  

a q u e o u s  b u f f e r s  h a s ,  h o w e v e r ,  b e e n  a  m a j o r  

o b s t a c l e  to  t h e  f r a c t i o n a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  

o f  t h e s e  p r o t e i n s .  R e c e n t l y ,  M a r u s h i g e ,  B r u t l a g  

a n d  B o n n e r  (1968)  s h o w e d  t h a t  n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  

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

s u l p h a t e  (SDS).  P r e p a r a t i o n s  o f  n o n - h i  s to n e  

p r o t e i n s  i n  s u c h  b u f f e r s  w e r e  s h o w n  to  b e  

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

o f  l e s s  t h a n  20, 000 d a l t o n s .  R e m o v a l  o f  t h e  SDS 

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

o f  n o n - h i  s t o n e  p r o t e i n s .  T h e  h e t e r o g e n e o u s  

n a t u r e  o f  p r e p a r a t i o n s  o f  n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  h a s  

b e e n  c o n f i r m e d  b y  th e  s t u d i e s  o f  W an g  (1967)  a n d

W an g  a n d  J o h n s  (1968)  w h o  s h o w e d  t h a t  l i m i t e d  

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



l b

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

o n  D E A E - c e l l u l o s e .  U n l ik e  h i s t o n e s ,  t h e  r e l a t i v e  

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

b e e n  s h o w n  t o  b e  d e p e n d e n t  on  t h e  t y p e  a n d  

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

a n d  B a l i s ,  1966;  M a r u s h i g e  a n d  O z a k i ,  1967) .

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

o f  n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  h a v e  p r e v e n t e d  d e t a i l e d  

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

h i s t o n e  m o l e c u l e s .  N e v e r t h e l e s s ,  n o n - h i  s t o n e  

p r o t e i n s  h a v e  b e e n  fo u n d  to  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  

i n  t h e  p r o c e s s e s  o f  s e l e c t i v e  r e p r e s s i o n  o f  t h e  

m a m m a l i a n  g e n o n e  ( P a u l  a n d  G i l m o u r ,  1968;  P a u l ,  

G i l m o u r  a n d  T h o m o u ,  1970) .  T h e  b i o l o g i c a l  

f u n c t i o n  o f  n o n - h i s t o n e  p r o t e i n s  i n  s u c h  p r o c e s s e s  

w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  3 . 1 .

2 . 1 , 4  C h r o m o s o m a l  R N A  (cR N A )

S m a l l  a m o u n t s  o f  R N A  h a v e  b e e n  d e t e c t e d  i n  

p r e p a r a t i o n s  o f  c h r o m a t i n  ( H u a n g  a n d  B o n n e r ,  1965;  

P a u l  a n d  G i l m o u r ,  1968;  B e k h o r ,  K ung ,  a n d  

B o n n e r ,  1969;)

T h i s  R N A  s p e c i e s ,  t e r m e d  c h r o m o s o m a l  R N A  

(c R N A ) ,  w a s  fo u n d  to  b e  a b o u t  40 n u c l e o t i d e s  lo n g  

o f  w h i c h  m o r e  t h a n  a  q u a r t e r  w e r e  d i h y d r o u r i d y l i c  

a c i d  r e s i d u e s ,  H u a n g  ( 1967) s h o w e d  t h a t  cR N A  

w a s  c o v a l e n t l y  l i n k e d  t o  a  n o n - b a s i c  c h r o m o s o m a l  

p r o t e i n  a n d  B o n n e r  a n d  H u a n g  ( 1964)  h a v e  

p o s t u l a t e d  t h a t  cR N A  l i n k e d  to  s u c h  a n  R N A - b i n d i n g  

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

c o m p l e x  w h i c h  c o n t a i n s  1 0 - 2 0  h i s t o n e  m o l e c u l e s .



X u
A  r e c e n t  d e t a i l e d  e x a m i n a t i o n  of  t h e  m e t h o d s  u s e d  to  

p r e p a r e  c R N A  h a s ,  h o w e v e r ,  s u g g e s t e d  t h a t  cR N A  

p r e p a r a t i o n s  a r e  c o m p o s e d  l a r g e l y  of  R N A  f r a g m e n t s  

f o r m e d  b y  n u c l e a s e  a c t i o n  o n  t r a n s f e r  R N A  ( tRNA) 

m o l e c u l e s  ( H e y d e n  a n d  Z a c h a u ,  1971) .  C l e a r l y ,  

f u r t h e r  w o r k  i s  n e c e s s a r y  to  i n v e s t i g a t e  t h i s  

p o s s i b i l i t y  t h a t  c R N A  i s  a  p r e p a r a t i v e  a r t e f a c t  a n d  

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

2. 2 N u c l e o p r o t e i n  S t r u c t u r e

X - r a y  d i f f r a c t i o n  h a s  b e e n  u s e d  b y  Z u b a y  ( 1964) a n d  

R i c h a r d s  (19^4)  i n  t h e  s tu d y  of  t h e  s t r u c t u r e  o f  n u c l e o p r o t e i n  

c o m p l e x e s .  T h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  o b t a i n e d  w e r e  i n t e r p r e t e d  

a s  i n d i c a t i n g  t h a t  n u c l e o h i s t o n e  i s  a  s h e e t  - l i k e  s t r u c t u r e  i n  

w h i c h  DN A m o l e c u l e s  r u n  i n  o ne  d i r e c t i o n  a n d  h i s t o n e  m o l e c u l e s  

t r a v e r s e  t h e s e  p a r a l l e l  DNA s t r a n d s  a t  a n  a n g l e  o f  37^,  l i n k i n g  

w i t h  t h e  DN A  i n  e v e r y  s e c o n d  l a r g e  g r o o v e .  T h e  m o d e l  i s  

s h o w n  b e l o w : -

J
HISTONE

y

Fig. 4 ,—A m odel of oriented  
nucleohistone In the gel state. Histone 
bridges formed between DNA molecules , 
lie parallel to the largo groove of the 
DNA, with their long axis at an angle 
of 60“ to the long axis of the DNA. 
Separation of the DNA m olecules is  
sensitive to the amount of water pre
sent, but the spacing of the histone 
bridges is  not. How many DNA mol
ecu les may be held together by the. 
sam e h istone bridges is  unknown.
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( D i a g r a m  t a k e n  f r o m  Z u b a y  (1964)) .

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

Z u b a y  (1964)  i s  t h a t  i f  t h e  h i s t o n e s  a r e  a r r a n g e d  on  o n e  s i d e  

o n ly  o f  e a c h  DNA m o l e c u l e ,  t h e n  a  p l a u s i b l e  m e c h a n i s m  i s  

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

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

( P a r d o n ,  W i l k i n s  a n d  R i c h a r d s ,  1967).
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I, Fig, C.—Diagram suggesting the function of histone bridges in chromosomes.
DNA must form supercoils in mitotic chromosomes. It seem s likely that the ad
jacent coils of the supercoiled DNA are held together by histone bridges. The 
dimensions of the supercoil are unknown.

( D i a g r a m  t a k e n  f r o m  Z u b a y  (1964)) .

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

p r e d i c t s  t h a t  th e  h i s t o n e  i s  w r a p p e d  i n  t h e  l a r g e  g r o o v e  o f  one  

o r  p e r h a p s  tw o  p a r a l l e l  DNA m o l e c u l e s  ( S i n s h e i m e r ,  1964).

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

s t u d i e s  o f  i s o l a t e d  c h r o m o s o m e s  ( D u p r a w ,  1966 a,  b ;  D u p r a w  

a n d  B a h r ,  1968) .  A  m o d e l  o f  c h r o m o s o m e  s t r u c t u r e  b a s e d  

on  t h e s e  s t u d i e s  h a s  b e e n  p r o p o s e d  b y  D u p r a w  (1965)  i n  w h i c h  

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

f i b r e  w h i c h  i s  r e p e a t e d l y  f o l d e d  b a c k  on  i t s e l f  b o t h  

l o n g i t u d i n a l l y  a n d  t r a n s v e r s e l y  to  m a k e  u p  t h e  b o d y  o f  a  c h r o m a t i d .
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T h e  s t u d i e s  o f  R i c h a r d s  (1964)  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  

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

o v e r - s i m p l i f i e d .  X - r a y  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  b y  R i c h a r d s  (1964)
' oi n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  of  a  r e p e a t  u n i t  o f  75A  . b u t  e l e c t r o n  

m i c r o s c o p y  r e v e a l e d  a  c o l l e c t i o n  o f  f i b r e s  r a n g i n g  f r o m  3 0 /?  

to  2007? i n  d i a m e t e r .

I m p o r t a n t  i n f o r m a t i o n  c a n  b e  o b t a i n e d  a b o u t  t h e  s i t e  

o f  b i n d i n g  o f  p r o t e i n s  to  DNA b y  i n v e s t i g a t i n g  t h e  e f f e c t  of  

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

w h o s e  i n t e r a c t i o n  w i t h  DN A  i s  w e l l  c h a r a c t e r i z e d .  A c t i n o m y c i n  

D a n d  e t h i d i u m  b r o m i d e  a r e  tw o  s u c h  d y e s .  T h e  c h r o m o p h o r e  

o f  A c t i n o m y c i n  D m o l e c u l e s  i n t e r a . c t s  w i t h  DNA b y  p a r a l l e l  

i n s e r t i o n  b e t w e e n  tw o  a d j a c e n t  b a s e  r e s i d u e s ,  t h a t  i s  b y  

i n t e r c a l a t i o n  ( M u l l e r  a n d  C r o t h e r s ,  ( 1 9 6 8 ) ) .  E t h i d i u m  b r o m i d e  

h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  to  i n t e r c a l a t e  w i t h  DN A  ( W a r i n g ,  1965) .  

O l i n s  ( 1 969) s h o w e d  t h a t  t h e  b i n d in g  o f  h i s t o n e s  t o  DNA 

c a u s e d  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  n u m b e r  of  e t h i d i u m  b r o m i d e  

m o l e c u l e s  b o u n d  t o  DNA b u t  d id  n o t  a f f e c t  t h e  n u m b e r  o f  

A c t i n o m y c i n  D m o l e c u l e s  b o u n d .  S in c e  b o t h  d y e s  i n t e r c a l a t e  

w i t h  DNA i t  i s  d i f f i c u l t  to  r a t i o n a l i s e  t h e s e  f i n d in g s .  G l u c o s e  . 

r e s i d u e s  a t t a c h e d  t o  DNA b y  th e  a c t i o n  o f  a - g h i c o s y l  

t r a n s f e r a s e  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  l a r g e  g r o o v e  o f  DN A  a n d  i t  w a s  

f o u n d  t h a t  w h e n  F ^  h i s t o n e s  w e r e  b o u n d  to  t h e  DNA, 

g l u c o s y l a t i o n  o f  t h e  DNA w a s  g r e a t l y  r e d u c e d  ( O l i n s ;  1969).

I t  w a s  t h e r e f o r e  a s s u m e d  b y  O l i n s  t h a t  F ^  h i s t o n e s  b i n d  to  t h e  

l a r g e  g r o o v e s  o f  DNA.

O p t i c a l  r o t a t o r y  d i s p e r s i o n  (ORD) a n d  c i r c u l a r  

d i c h r o i s m  (CD) a r e  p o w e r f u l  p h y s i c a l  m e t h o d s  u s e d  f o r  

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

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

DNA ( W a g n e r ,  1970) .  R e g i o n s  o f  O R D  a n d  CD s p e c t r a  a r e



s e n s i t i v e  to  c h a n g e s  i n  p r o t e i n  c o n f o r m a t i o n  a n d  d i f f e r e n t  

r e g i o n s  o f  t h e  s p e c t r a  a r e  s e n s i t i v e  to  c h a n g e s  i n  t h e  

c o n f o r m a t i o n  o f  n u c l e i c  a c i d s  ( A d l e r  a n d  F a s m a n ,  1968) .

O R D  a n d  C D s t u d i e s  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  c a n  t h e r e f o r e  

d i s t i n g u i s h  t h e  i n d i v i d u a l  c o n t r i b u t i o n s  f r o m  b o t h  th e  DNA a n d  

th e  p r o t e i n  to  t h e  o v e r a l l  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x .  C h a n g e s  

i n  o n e  o r  b o t h  o f  th e  r e a c t a n t s  i n  a  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x  m a y  

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

th e  tw o  c o m p o n e n t s  a r e  u n m i x e d ,  w i t h  t h a t  o f  t h e  c o m p l e x .  

D i s s o c i a t e d  h i  s t o n e s  h a v e  b e e n  s h o w n  to  h a v e  a  l o w  h e l i x  

c o n t e n t  w h i c h  c o n t r a s t s  w i t h  th e  h i g h  h e l i x  c o n t e n t  o f  h i  s t o n e s  

i n  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  ( Z u b a y  a n d  D o ty ,  1959;  W a g n e r ,

1970; S i m p s o n  a n d  S o b e r ,  1970).  CD s t u d i e s  b y  S h ih  a n d  

F a s ^ f m a n  (1970)  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  h a v e  s h o w n  t h a t  

t h e  n o r m a l  B c o n f i g u r a t i o n  of  u n c o m p l e x e d  DN A i s  a l t e r e d  b y  

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

i n  c h r o m a t i n  w a s  fo u n d  to  b e  s i m i l a r  to  t h a t  o f  t h e  C f o r m  o f  

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

th e  b a s e s  a r e  t i l t e d .  ( F a s m a n ,  S c h a f f h a u s e n ,  G o l d s m i t h  a n d  

A d l e r  (1 9 7 0 ) ) ,  C h a n g e s  i n  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  DNA c a u s e d  b y  

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

t h e  O R D  a n d  CD s t u d i e s  o f  S i m p s o n  a n d  S o b e r  (1970)  a n d  T u a n  

a n d  B o n n e r  (1969)  a n d  b y  th e  X - r a y  d i f f r a c t i o n  s t u d i e s  o f  

W i l k i n s ,  Z u b a y  a n d  W i l s o n  (1959)  a n d  P a r d o n  e t  a l .  (1967) .

In  c o n t r a s t  to  t h e s e  f i n d in g s ,  h o w e v e r ,  B r a m  a n d  R i s  (1971)  

h a v e  s h o w n  t h a t  DNA i n  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  e x i s t s  i n  t h e  

B f o r m .  C h a n g e  s i n  DNA c o n f o r m a t i o n  h a v e  b e e n  fo u n d  o n  

c o m p l e x i n g  t h e  DNA w i t h  p o l y - 1 - l y s i n e  ( C o h e n  a n d  K idson ,  1968;  

D eng  a n d  F e l s e n f e l d ,  1966) .  In o u e  a n d  A n d o  (1 9 7 0  a, b) h a v e  

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

c l u p e i n e ,  p o l y - a r g i n i n e  a n d  p o l y - l y s i n e .  T h e  i n t e r a c t i o n  o f  

p o l y a m i n e s  w i t h  DN A  h a s  b e e n  s t u d i e d  b y  D i q u o r i ,  e t  a l .  (19 6 7 )
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u s i n g  X . - r a y  d i f f r a c t i o n .  I t  w a s  fo u n d  t h a t  t h e  p o l y a m i n e s  w e r e  

a t t a c h e d  to  t h e  DNA i n  t h e  s m a l l  g r o o v e .

T h e r m a l  d é n a t u r a t i o n  s t u d i e s  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  to  

i n v e s t i g a t e  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s .  D N A - h i  s t o n e  c o m p l e x e s  

h a v e  b e e n  s h o w n  to  e x h i b i t  b i p h a s i c  m e l t i n g  p r o f i l e s ,  t h e  f i r s t - 

s t e p  t r a n s i t i o n  b e in g  due  to  t h e  m e l t i n g  o f  f r e e  DNA s e g m e n t s  

a n d  t h e  s e c o n d - s t e p  t r a n s i t i o n  to  t h a t  o f  t h e  h i  s t o n e - c o m p l e x e  d 

r e g i o n s  (Shih a n d  B o n n e r ,  1970; O l i n s ,  1969). A c c u r a t e  

m e a s u r e m e n t  o f  t h e  f i r s t  d e r i v a t i v e  c u r v e  o f  t h e  a b s o r b a n c e  

m e l t i n g  p r o f i l e s  o f  D N A - F I  h i  s t o n e  c o m p l e x e s  h a v e ,  ’ h o w e v e r ,  

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

t h a t  t h e  h i  s t o n e  c o m p l e x e s  t o  d i f f e r e n t  s t r e t c h e s  o f  DNA w i t h  

d i f f e r e n t  b i n d in g  e n e r g i e s  ( A n s e v i n  a n d  B r o w n ,  1971) .

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

h i s t o n e  f r a c t i o n s  w i t h  DN A  h a s  b e e n  o b t a i n e d  f r o m  t h e  o r d e r  

i n  w h i c h  h i  s t o n e s  a r e  d i s s o c i a t e d  f r o m  w h o l e  c h r o m a t i n  i n  

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

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

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

m a y  r e v e a l  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  t h e s e  f r a c t i o n s  to  t h e  s t r u c t u r e  

o f  w h o l e  c h r o m a t i n .  T i t r a t i o n  o f  w h o l e  c h r o m a t i n  w i t h  a c i d  

r e m o v e s  h i  s t o n e s  i n  t h e  o r d e r  l a ,  Ib, I lb ,  III a n d  IV ( M u r r a y ,  

1964) ,  w i t h  c o n s e q u e n t  d e c r e a s e  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  

o f  t h e  c h r o m a t i n .  M u r r a y ,  B r a d b u r y ,  C r a n e - R o b i n s o n ,  

S t e p h e n s ,  H a y d o n  a n d  P e a c o c k e  (1970)  u s e d  s a l t  t o  d i s s o c i a t e  

h i s t o n e s  f r o m  c h r o m a t i n  a n d  fo u n d  t h a t  h i s t o n e  I  w a s  

d i s s o c i a t e d  i n  0. 4 5 M  N a C l ,  h i  s t o n e s  V a n d  I i n  0. 7M  N a C l ,  

h i  s t o n e s  l ib ,  V a n d  I i n  1. 7M  N a C l ,  a n d  t h a t  a l l  h i  s t o n e s  w e r e  

r e m o v e d  i n  Z. CM N a C l .  I t  w a s  fo u n d  t h a t  t h e  r e m o v a l  of 

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

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

o t h e r  h i  s t o n e  8 c o n t a i n e d  h i g h  h e l i c a l  c o n t e n t s ,  i n  c h r o m a t i n .

3. B i o l o g i c a l  F u n c t i o n  o f  C h r o m a t i n

3.1 T h e  N a t u r e  o f  G e n e  E x p r e s s i o n

DNA i s  t h e  r e p o s i t o r y  o f  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  i n  

b i o l o g i c a l  s y s t e m s .  S in c e  s e l e c t i v e  r e p r e s s i o n  o f  t h e  

m a m m a l i a n  g e n o m e  m a y  b e  b r o u g h t  a b o u t  b y  t h e  b i n d in g  o f  

s p e c i f i c  r e p r e s s o r s  to  t h e  DNA, e x t e n s i v e  r e s e a r c h  h a s  

b e e n  c a r r i e d  o u t  to  i d e n t i f y  t h e  s p e c i f i c  r e p r e s s o r s  o f  th e  

m a m m a l i a n  g e n o m e .

T h e  b a s i c  n a t u r e  o f  h i  s t o n e s  m a k e s  t h e m  l i k e l y  

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

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

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

n u m b e r  o f  g e n e s .  ( S t e d m a n  a n d  S t e d m a n ,  1950) .  T h e  

h y p o t h e s i s  t h a t  h i  s t o n e s  w e r e  t h e  s p e c i f i c  r e p r e s s o r s  o f  

m a m m a l i a n  DNA w a s  s t r e n g t h e n e d  w h e n  i t  w a s  s h o w n  t h a t  

i n  v i t r o , h i s t o n e s  d e c r e a s e d  t h e  a b i l i t y  o f  D N A  to  a c t  a s  a  

p r i m i n g  t e m p l a t e  f o r  D N A - d e p e n d e n t  R N A  s y n t h e s i s  (H u a n g  

a n d  B o n n e r ,  1962;  B a r r  a n d  B u t l e r ,  1963) .  T h e  a p p l i c a t i o n  

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

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

s p e c i e s  w a s  s m a l l  a n d  t h a t  no  s p e c i e  s - s p e c i f i c i t y  o f  h i  s t o n e s  

e x i s t e d  ( F a m b r o u g h  a n d  B o n n e r ,  1966) .  C o n s e q u e n t l y ,  i t  

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

t h e  l a r g e  n u m b e r  o f  g e n e s  i n  t h e  m a m m a l i a n  g e n o m e .  T h e  

o b s e r v a t i o n  t h a t  i n d i v i d u a l  i s o l a t e d  h i s t o n e  f r a c t i o n s  d id  n o t  

b i n d  to  s e l e c t i v e  s e g m e n t s  o f  DNA, b u t  i n s t e a d  w e r e  c a p a b l e  

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

o f  t h e  l a c k  o f  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  b i n d i n g  o f  h i  s t o n e s  to  DNA.



( H u a n g ,  B o n n e r  a n d  M u r r a y ,  1964) .  S p e c i f i c i t y  m i g h t  b e  

c o n f e r r e d  on  h i  s t o n e s  b y  m i n o r  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e i r  t e r t i a r y  

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

o r  a c é t y l a t i o n  ( K l e i n s m i t h ,  e t  a l .  , 1966;  S t e v e l y  a n d  S to c k e n ,  

1 9 6 6 ; T i d w e l l  e t  a l .  , 1968;  G e r s h e y  e t  a l .  , 1968) .  I t  w a s  

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

t h e  p r o t e i n s ,  c a u s e d  b y  t h e s e  p r o c e s s e s  w o u l d  p e r m i t  th e  

. s e l e c t i v e  r e m o v a l  o r  a t t a c h m e n t  o f  h i  s t o n e s  to  DN A  (Sung  

a n d  D ix o n ,  1970) .  A n  a t t r a c t i v e  f e a t u r e  o f  t h i s  h y p o t h e s i s  i s  

t h a t  t h e  b i n d i n g  o f  h i s t o n e  to  DN A  c o u l d  b e  r e g u l a t e d  

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

T h e  a g g r e g a t i o n  o f  h i s t o n e s  i s  a l s o  o f  i n t e r e s t  s i n c e  t h e  

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

r e l a t i v e l y  f e w  h i  s t o n e s  i n  m a n y  c o m b i n a t i o n s .  H o w e v e r ,  no 

d i r e c t  e v i d e n c e  i s  a v a i l a b l e  to  i n d i c a t e  t h a t  th e  i n c r e a s e  i n  

s p e c i f i c i t y  c o n f e r r e d  o n  h i  s to n e  s b y  t h e  p r o c e s s e s  o f  

a c é t y l a t i o n ,  p h o s p h o r y l a t i o n  a n d  m é t h y l a t i o n  o r  b y  a g g r e g a t i o n  

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

i n  t h e  m a m m a l i a n  g e n o m e .

S in c e  h i  s t o n e s  b y  t h e m s e l v e s  do  n o t  s e l e c t i v e l y  b i n d  

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

K u n g  a n d  B o n n e r  (1 96 9 )  t h a t  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  h i  s t o n e s  v / i th  

c R N A  s p e c i e s  c a p a b l e  o f  b i n d i n g  to  s p e c i f i c  b a s e  s e q u e n c e s  

i n  DN A  w o u l d  e n a b l e  d i r e c t i o n  o f  t h e  h i s t o n e s  to  s p e c i f i c a l l y  

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

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

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

s p e c i f i c  R N A - D N A  i n t e r a c t i o n s .  I t  w a s  fo u n d  t h a t  i n  v i t r o  

t r a n s c r i p t i o n  o f  s u c h  r e c o n s t i t u t e d  c h r o m a t i n  p r o d u c e d  R N A  

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

n a t i v e  c h r o m a t i n .  T h e  e x p e r i m e n t a l  o b s e r v a t i o n s  s u p p o r t i n g



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

h y b r i d i - z a t i o n  o f  b o t h  t y p e s  o f  R N A  s p e c i e s  t o  DNA; i t  w a s  

f o u n d  t h a t  t h e  R N A  p r o d u c e d  f r o m  r e c o n s t i t u t e d  c h r o m a t i n  

c o m p e t e d  w i t h  R N A  f r o m  n a t i v e  c h r o m a t i n  o n  h y b r i d i z a t i o n  

t o  c o m p l e m e n t a r y  DN A  s p e c i e s .  T h i s  m o d e l  o f  c R N A  

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

to  b e  r e - e x a m i n e d  i n  v i e w  o f  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  c R N A  

p r e p a r a t i o n s  a r e  c o n t a m i n a t e d  b y  tR N A  f r a g m e n t s  ( H e y d e n  

a n d  Z a c h a u ,  1971).

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

b y  B e k h o r ,  K ung  a n d  B o n n e r  (19^9)  h a s  n o t  b e e n  s u p p o r t e d  b y  

t h e  e x p e r i m e n t s  o f  P a u l  a n d  c o - w o r k e r s  ( P a u l  a n d  G i l m o u r ,

1 9 6 6 , 1 9 6 8 ; G i l m o u r  a n d  P a u l ,  1969;  P a u l ,  G i l m o u r  a n d  

T h o m o u ,  1 9 7 0 ). U s in g  a n  a p p r o a c h  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  B e k h o r  

e t  a l .  ( 1 9 6 9 ), P a u l  a n d  G i l m o u r  (1968)  f o u n d  t h a t  o n l y  v /h en  

h i  s t o n e s  w e r e  c o m p l e x e d  t o  DN A i n  t h e  p r e s e n c e  o f  n o n - h i  s t o n e  

c h r o m o s o m a l  p r o t e i n s  w e r e  R N A  s p e c i e s  p r o d u c e d  o n  i n  v i t r o  

t r a n s c r i p t i o n  w h i c h  w e r e  s i m i l a r  t o  R N A  p r o d u c e d  b y  t h e  

t r a n s c r i p t i o n  i n  v iv o  o f  n a t i v e  c h r o m a t i n ,  u s i n g  c o m p e t i t i v e  

h y b r i d i z a t i o n  t e c h n i q u e s  to  t e s t  t h e  s i m i l a r i t y  o f  t h e  R N A  

s p e c i e s .  P a u l ,  e t  a l .  (1970)  h a v e  p r o p o s e d  a  m o d e l  o f  g e n e  

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

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

' m a s k i n g ’ s u c h  g e n e s  f r o m  t h e  u n s p e c i f i c  r e p r e s s i o n  o f  h i  s t o n e s  

b o u n d  to  DNA.

T h e  d i s c r e p a n c i e s  b e t w e e n  t h e  e v i d e n c e  s u p p o r t i n g  

t h e  a b o v e  m o d e l s ,  o n e  i m p l i c a t i n g  c R N A  a n d  t h e  o t h e r  

n o n - h i s t o n e  p r o t e i n ,  a r e  h a r d  to  r a t i o n a l i z e .  S t e l l w a g e n  a n d  

C o l e  ( 1 9 6 9 ) h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d i f f i c u l t i e s  o f  i n t e i q ) r e l a t i o n  

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

i n c o n s i  s t e n c i e  s.



E v i d e n c e  t h a t  e a c h  of  t h e  a b o v e  m o d e l s  o f  g e n e  

e x p r e s s i o n  m a y  b e  o v e r - s i m p l i f i c a t i o n s  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  

b y  H o a r e  a n d  J o h n s  (1970)  a n d  J o h n s  a n d  Ho a r e  ( 1970) ,  w h o  

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

I t  w a s  f o u n d  t h a t  a d d i t i o n  o f  h i  s t o n e s  to  DN A  c a u s e d  i n c r e a s i n g  

r e p r e s s i o n  o f  t h e  D N A  up  to  a  m a x i m u m  p o i n t  a f t e r  w h i c h  t h e  

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

T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  h i  s t o n e  s c a u s e  a  d e c r e a s e  i n  t h e  i n  v i t r o  

t r a n s c r i p t i o n  o f  DNA b y  s i m p l e  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  DNA c a n  

t h e r e f o r e  b e  d i s c o u n t e d .  T h e  r e s u l t s  o f  J o h n s  a n d  H o a r e  

(1 9 7 0 )  a l s o  i m p l y  t h a t  a f t e r  t h e  p o i n t s  o f  m a x i m u m  r e p r e s s i o n ,  

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

a l t e r  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x  a n d  a l l o w  m o r e  

t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  DNA. S t u d i e s  o f  t h e  c o r r e l a t i o n  o f  t h e  

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

p r e c i p i t a t e d  c h r o m a t i n ,  w i t h  t h e  d e g r e e  o f  r e p r e s s i o n  h a v e  

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

a f f e c t s  i t s  f u n c t i o n  ( J o h n s  a n d  H o a r e ,  1970;  H o a r e  a n d  J o h n s ,  

1970) .

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

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

w i l l  o n ly  b e  o b t a i n e d  b y  q u a n t i t a t i v e  p h y s i c o c h e m i c a l  

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

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

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

M a m m a l i a n  c h r o m a t i n  i s ,  h o w e v e r ,  a  c o m p l e x  

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

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

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

d i f f i c u l t .  O n e  a p p r o a c h  t o  t h i s  p r o b l e m  i s  to c h a r a c t e r i z e  i n  

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



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

c o m p l e x e s  o f  t h e s e  c o m p o n e n t s  m a y  t h e n  b e  p o s s i b l e .  T h e  

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

h o m o g e n e o u s  DNA s p e c i e s ,  w h o s e  p h y s i c o c h e m i c a l  

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

s t u d i e s  ( O l i n s  a n d  O l i n s  1971) .  T h e  e x p e r i m e n t a l  w o r k  

d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  (S e e  R e s u l t s  S e c t io n )  i s  c o n c e r n e d  

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

G l y c i n e  A r g i n i n e  R i c h  h i s t o n e  ( GAR) a n d  o f  G A R  - DNA 

c o m p l e x e s .

4. A s s o c i a t i o n  o f  P r o t e i n s

S in c e  a  m a j o r  p o r t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  

G A R  h i s t o n e  i n  t h i s  w o r k  i s  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  s e l f - a s s o c i a t i o n  

p r o p e r t i e s  o f  t h e  p r o t e i n ,  a  b r i e f  r e v i e w  o f  t h e  p h y s i c a l  a p p r o a c h e s  

u s e d  i n  th e  s t u d y  o f  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s  w i l l  b e  pi* e s  e n t e  d.

M a n y  p r o t e i n s  h a v e  b e e n  fo u n d  to  u n d e r g o  s e l f - a s s o c i a t i o n  (e .  g. 

l y s o z y m e ,  A d a m s  a n d  F i l m e r ,  1966);  i n s u l i n ,  J e f f r e y  a n d  C o a t e s ,  

1966;  o x y h a e m o g l o b i n ;  S c h a c h m a n  a n d  E d e l s t e i n ,  1966;  c h y m o -  

t r y p s i n ,  R a o  a n d  K e g e l e s ,  1958) a n d  i n c r e a s i n g l y  i t  i s  b e i n g  

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

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

s y s t e m s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  c a s e s  o f  a l l o s t e r i c  e n z y m e s  

( M o n o d ,  W y m a n  a n d  C h a n g  eux ,  1965)  a n d  v i r u s  c o a t  a s s e m b l y  

( C a s p a r  a n d  K lu g ,  1962) .

M a n y  p h y s i c a l  t e c h n i q u e s  a r e  a v a i l a b l e  w h i c h  c a n  y i e l d  

i n f o r m a t i o n  o n  p r o t e i n  a g g r e g a t i o n .

A  m a j o r  p r o b l e m  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s  

i s  t h a t  f r e q u e n t l y  t h e  r a t e s  o f  e q u i l i b r a t i o n  b e t w e e n  th e  a s s o c i a t i n g  

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

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



W ci

a s s o c i a t i n g  s p e c i e s ) .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  o n e  a p p r o a c h  u s e d  

f r e q u e n t l y  i s  t h a t  o f  s i m u l a t i o n ,  t h a t  i s ,  c o m p a r i s o n  o f  e x p e r i m e n t a l  

d a t a  w i t h  p r e d i c t i o n s  b a s e d  o n  t h e o r y .  T h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  

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

de  s c r i b e d .

4. 1

S t e i n e r  (1 9 5 2 ,  1953 ,  1954) d e v e l o p e d  e q u a t i o n s  

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

(q .  V .  ) f r o m  l i g h t  s c a t t e r i n g  s t u d i e s  o f  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  

s y s t e m s .  A n  a d v a n t a g e  o f  l i g h t  s c a t t e r i n g  i s  t h a t  i n f o r m a t i o n  

o n  t h e  s h a p e s  a n d  s i z e s  o f  c o m p l e x e s  m a y  b e  o b t a i n e d .  O n  

t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  a m o u n t  o f  d a t a  o b t a i n a b l e  f r o m  l i g h t  

s c a t t e r i n g  s t u d i e s  m a y  b e  l i m i t e d ,  s i n c e  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  

y i e l d s  o n ly  o n e  v a l u e  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t .  S t e i n e r  (1952)  

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

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

o f  i n s u l i n  h a s  a l s o  b e e n  d e t e c t e d  b y  l i g h t  s c a t t e r i n g  ( D o ty  a n d  

M y e r s ,  1953) .

4, 2 O s m o t i c  P r e s s u r e

T h e  t e c h n i q u e  o f  o s m o m e t r y  h a s  s e v e r a l  f e a t u r e s ,  

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

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

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

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

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

w e i g h t  (q, v. ). N e v e r t h e l e s s ,  o n l y  r e l a t i v e l y  f e w  s t u d i e s  o f  

a s s o c i a t i n g  s y s t e m s  b y  o s m o m e t r y  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .  

S t e i n e r  (19 5 4 )  d e r i v e d  t h e o r e t i c a l  e q u a t i o n s  e n a b l i n g  

a s s o c i a t i n g  s y s t e m s  o f  t h e  t y p e  : -

L A  4 m B  = A B  4 A B  4 A B ^  4 -------4



f'rf :

to  b e  a n a l y z e d  b y  O s m o m e t r y .  M o r e  r e c e n t l y ,  A d a m s  e t  a l .  

( 1 9 6 9 ) h a v e  e x t e n d e d  S t e i n e r ' s  e q u a t i o n s ,  to  i n c o r p o r a t e  

q u a n t i t a t i v e  e s t i m a t i o n  o f  n o n - i d e a l  e f f e c t s  (q. v. ).

4. 3 M o l e c u l a r  S i e v e  C h r o m a t o g r a p h y

G e l  f i l t r a t i o n  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  w i d e l y  u s e d  a s  a  

b i o c h e m i c a l  t o o l  f o r  t h e  f r a c t i o n a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  

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

l i n k e d  d e x t r a n  a r e  e q u i l i b r a t e d  w i t h  s o l v e n t ,  t h e y  s w e l l  to  

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

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

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

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

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

g l o b u l a r  p r o t e i n s  the  m o l e c u l a r  w e i g h t  i s  p r o p o r t i o n a l  to  t h e  

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

th e re fo o re  b e  e s t i m a t e d  f r o m  t h e i r  e l u t i o n  p o s i t i o n s  u s i n g  a  

c a l i b r a t e d  g e l  f i l t r a t i o n  c o l u m n .  A n d r e w s  (1964)  h a s  

d e m o n s t r a t e d  e m p i r i c a l l y  t h a t  a  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  e x i s t s  

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

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

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

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

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

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

( 1962 ), b a s e d  on  t h e  S t o k e s  r a d i u s ,  a,  o f  s t a n d a r d  p r o t e i n s .  

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  g e l  f i l t r a t i o n  b e h a v i o u r  o f  a n  e l u t e d  

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

m o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t ,  a  . A c k e r s  (1964)  h a s  s h o w n  t h a t  

0  m a y  b e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  equa t ion .* -  

c r  = V e  .  Vo
Vi
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w h e r e  Ve = t h e  e l u t i o n  v o l u m e  o f  t h e  m a c r o m o l e  c u l a r  s p e c i e s  

Vo = t h e  v o i d  v o l u m e  of  t h e  g e l  

V^ = i n t e r n a l  v o l u m e  o f  th e  g e l  

D e t a i l s  o f  t h e  m e t h o d  p r o p o s e d  b y  A c k e r s  (1964)  to  c a l i b r a t e  

a  g e l  f i l t r a t i o n  c o l u m n  i n  t e r m s  o f  th e  S t o k e s  r a d i u s ,  a,  a n d  

th e  m o l e c u l ' à r  s i e v e  c o e f f i c i e n t ,  0 ’ , a r e  g i v e n  i n  A p p e n d i x  

2(a) ,

In  a d d i t i o n  to  t h e  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  

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

m a y  b e  e x t e n d e d  to  t h e  s t u d y  o f  a s s o c i a t i o n  p r o t e i n  s y s t e m s .

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

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

o t h e r  t r a n s p o r t  m e t h o d s ,  s u c h  a s  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  (q. v. ). 

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

f o r  o t h e r  t r a n s p o r t  m e t h o d s  c a n ,  t h e r e f o r e ,  b e  a p p l i e d  w i t h  

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

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

W i n z o r  a n d  S c h e r a g a  (1 9 6 3 ,  1964) o n  g e l  f i l t r a t i o n  c o l u m n s  

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

s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  e x p e r i m e n t s  ( G i l b e r t ,  1959;  G i l b e r t  

a n d  J e n k i n s ,  1956) .  T h e  e q u i l i b r i u m  o f  a n  a s s o c i a t i n g  s y s t e m  

i s  c o n c e n t r a t i o n  - d e p e n d e n t  ( W i n z o r  a n d  N i c h o l ,  1965;  A d a m s  

a n d  F u j i t a ,  1963) .  T o  e n a b l e  g e l  f i l t r a t i o n  s t u d i e s  o f  

a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s  to  b e  c a r r i e d  o u t  a t  c o n s t a n t  

c o n c e n t r a t i o n ,  W i n z o r  a n d  S c h e r a g a ,  ( 1963)  i n t r o d u c e d  t h e  

p r a c t i c e  o f  a p p ly i n g  l a r g e  s a m p l e  v o l u m e s  t o  a  g e l  f i l t r a t i o n  

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

w h i c h  th e  c o n c e n t r a t i o n  e q u a l s  t h a t  i n i t i a l l y  a p p l i e d .  F o r  a n  

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

th e  m o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t  a r i s i n g  a s  a  r e  s u i t  o f  t h e



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

to  b e  d i f f u s e  ( A c k e r s  a n d  T h o m p s o n ,  1965) .  T h e  c e n t r o i d  

o f  s u c h  a  b o u n d a r y  h a s  b e e n  sh o w n  to  m o v e  w i t h  c o n s t a n t  

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

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

s i e v e  c o e f f i c i e n t ,  a ^ ,  o f  t h e  a s s o c i a t i n g  s y s t e m s  ( A c k e r s  

a n d  S t e e r e ,  1967).  M a t h e m a t i c a l  t h e o r i e s  b a s e d  on  th e  u s e  

o f  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  to  a n a l y s e  a s s o c i a t i n g  s y s t e m s .  

( A c k e r s ,  1967 a,  b;  1968;  1970;  B r u m b a u g h  a n d  A c k e r s ,

1968;  Z i m m e r m a n  a n d  A c k e r s ,  1971) .

In  a n  e x t e n s i o n  o f  t h e  b a s i c  t h e o r i e s  o f  A c k e r s  (1967), 

C hun ,  K i m ,  S t a n l e y  a n d  A c k e r s ,  (1969)  h a v e  s h o w n  t h a t  

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

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

e q u i l i b r i u m  s t u d i e s  of  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s  ( q . v . )  to 

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

t h e i r  a n a l y s i s  a r e  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2(b).

4. 4  A n a l y t i c a l  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n

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

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

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

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

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

b e  p r e s e n t e d .

T h e  s c i e n c e  of  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  w a s  

f o u n d e d  i n  t h e  1 9 3 0 ' s w i t h  th e  i n t r o d u c t i o n  b y  S v e d b e r g  o f  a  

t u r b i n e - d r i v e n  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u i p p e d  w i t h  S c h l i e r e n  o p t i c s  

( S v e d b e r g  a n d  P e d e r s e n  (1 940)) .  T u r b i n e  d r i v e n  i n s t r u m e n t s  

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

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

l a r g e  c e n t r i f u g a l  f o r c e s  o f  up  to  100,  000g_. A  d i s a d v a n t a g e



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

t h a t  l a r g e  a m o u n t s  ( m i l l i g r a m  q u a n t i t i e s )  o f  s a m p l e  w e r e  

r e q u i r e d .  T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  i n s t r u m e n t  w a s  c o n s i d e r a b l y  

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

t h e  R a y l e i g h  i n t e r f e r e n c e  s y s t e m ,  c a p a b l e  o f  a n a l y s i n g  

s e d i m e n t i n g  s p e c i e s  a t  c o n c e n t r a t i o n s  a s  l o w  a s  2 5 0 p g / m l  

( K l a i n e r  a n d  K e g e l e s ,  1956).  E v e n  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  w a s  

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

o f  t h i s  o p t i c a l  s y s t e m  b y  S c h a c h m a n ,  G r o p p e r ,  H a n l o n  a n d  

P u t n e y  (1962)  h a s  r e p r e s e n t e d  a  m a j o r  t e c h n i c a l  a d v a n c e .

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

a u t o m a t e d  s y s t e m  a n d  r e c e n t l y  e q u ip m .e n t  h a s  b e c o m e  a v a i l a b l e  

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

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

p r o c e s s e d  q u i c k l y  a n d  a c c u r a t e l y .

A s  a  r e s u l t  o f  t h e s e  t e c h n i c a l  i n n o v a t i o n s ,  t h e  

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

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

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

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

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

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

d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t ,  s, a n d  t h e  

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

S w a s  e v a l u a t e d  f r o m  t h e  n e t  r a t e  o f  m o v e m e n t  o f  a  s e d i m e n t i n g  

b o u n d a r y  u s i n g  th e  e q u a t i o n ; -

g = — L _  ,  É T a z l
2

w  t  d t



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

t  i s  t i m e  o f  s e d i m e n t a t i o n  

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

f r o m  th e  c e n t r e  o f  r o t a t i o n

D w a s  d e t e r m i n e d  b y  e s t a b l i s h i n g  a  s y n t h e t i c  

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

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

d i f f u s e d  i n to  e a c h  o t h e r .  C o m b i n a t i o n  o f  S a n d  D g a v e  t h e  

S v e d b e r g  e q u a t i o n  f o r  th e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t

w h e r e  M i s  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  m a c r o m o l e c u l e  

R  i s  t h e  g a s  c o n s t a n t  

T i s  t h e  a b s o l u t e  t e m p e r a t u r e

V i s  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  o f  t h e  m a c r o m o l e c u l e  

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

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

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

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

S e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  i s  t h e  e q u i l i b r i u m  s t a t e  a c h i e v e d  

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

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

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

s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  i n  a  tw o  c o m p o n e n t  s y s t e m ,  ( W i l l i  a m  S; 

V a n  H o ld e ,  B a l d w i n  a n d  F u j i t a ,  1958) i s : -

1  I s .  = -M . ( I -V p )w ^ r ___
c d r  R T  ( 1 4 c( d In  y ) \

( dc  ) /

w h e r e  c c o n c e n t r a t i o n  o f  s o l u t i o n

r  = d i s t a n c e  f r o m  c e n t r e  o f  r o t a t i o n

V ~ p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  o f  t h e  m a c r o m o l e c u l e



hJ

p :: d e n s i t y

T  = a b s o l u t e  t e m p e r a t u r e  

a n d  R  -  t h e  g a s  c o n s t a n t

y  i s  d e f i n e d  i n  t e r m s  o f  t h e  a c t i v i t y  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of  

t h e  s o l u t i o n  b y  y ^  = a ^ / c ^ .  W h e n  t h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t  t e r m  

i n  t h e  a b o v e  e q u a t i o n  i s  o m i t t e d ,  t h e  e q u a t i o n  r e d u c e s  t o ; -

T, f 2 R T  d I n  c
M  =---- —7- -----= — •> -----------

wapp (1 - Vp ^^2

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

p e r m i t s  d i r e c t  e v a l u a t i o n  o f  M t h e  w h o l e  c e l l  w e i g h t
 ̂ w c e l l a p p ,  ^

a v e r a g e  a p p a r e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  u s i n g  t h e  g r a d i e n t  o f  a
2

s t r a i g h t  l i n e  f i t t e d  t h r o u g h  a  p l o t  o f  I n  c v s .  r  . T h e  a p p a r e n t

w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  a t  e a c h  p o i n t  i n  t h e  In  c v s .
2

r  d a t a  m a y  b e  e v a l u a t e d  b y  f i t t i n g  c u r v e s  t o  s u c c e s s i v e  g r o u p s
2

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

e a c h  p o i n t .

T h e  R a y l e i g h  o p t i c a l  s y s t e m  h a s  a l s o  b e e n  u s e d  i n  

t h e  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  d e t e r m i n a t i o n  o f  m o l e c u l a r  

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

t h e  c o n c e n t r a t i o n  a t  a n y  p o i n t  i n  t h e  c e l l  i s  s i m p l y  p r o p o r t i o n a l  

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

t h e  n u m b e r  o f  f r i n g e s  w i t h  a b s o l u t e  c o n c e n t r a t i o n s  h a s  to  b e  

s e p a r a t e l y  d e t e r m i n e d .  Y p h a n t i s  (1 9 6 4 )  h a s ,  h o w e v e r ,  

d e s c r i b e d  a  f o r m  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  t e c h n i q u e  

w h i c h  e n a b l e s  a  d i r e c t  c o r r e l a t i o n  o f  c o n c e n t r a t i o n  w i t h  f r i n g e  

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

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

e q u i l i b r i u m ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s o l u t e  a t  t h e  m e n i s c u s  i s  

r e d u c e d  to  z e r o  a n d  so p r o v i d e s  a  r e f e r e n c e  p o i n t  i n  t h e  c e l l  

w h e r e  th e  c o n c e n t r a t i o n  i s  k n o w n  e x a c t l y .  S e p a r a t e  c o r r e l a t i o n



u  u

o f  f r i n g e  n u m b e r  w i t h  c o n c e n t r a t i o n  i s  t h e r e f o r e  u n n e c e s s a r y .

A r c h i b a l d  (1947)  s h o w e d  t h a t  a f t e r  a  s h o r t  t i m e  o f  s e d i m e n t a t i o n  

t h e r e  w a s  no  n e t  t r a n s p o r t  o f  s o l u t e  i n  t h e  r e g i o n  of  th e  

m e n i s c u s  o r  a t  t h e  b o t t o m  of  th e  c e l l ,  t h a t  i s ,  t h e  p r o t e i n  i n  

t h e s e  a r e a s  e x i s t e d  i n  a  s t a t e  o f  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m .

T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e  m a c r o m o l e c u l e s  c o u ld  t h e r e f o r e  

b e  e v a l u a t e d  b y  a p p l i c a t i o n  of  t h e  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  

e q u a t i o n s  to  t h e s e  a r e a s .  T h e  ' A p p r o a c h  t o  E q u i l i b r i u m '  

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

c a n  b e  d e t e r m i n e d  q u ic k ly .  T h e  u s e  o f  s h o r t  c o l u m n s  i n  

s t a n d a r d  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  e x p e r i m e n t s  h a s  r e d u c e d  

s u b s t a n t i a l l y  t h e  t i m e  n e e d e d  to  a t t a i n  e q u i l i b r i u m  a n d  so 

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

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

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

r e v i e w e d  b y  B o w e n  (19 7 0 ) ,  W i l l i a m s  (1963)  a n d  C r e e t h  a n d  

P a i n  (1 9 6 7 ) .

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

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

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

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

s e l f - a s s o c i a t i o n  p r o c e s s e s .  P o l y d i s p e r  s i t y  i n  a  m a c r o m o l e  c u l a r  

s a m p l e  m a y  b e  c o n s i d e r e d  a s  th e  p r e s e n c e  o f  d i s t i n c t  f o r m s  o f  

t h e  m a c r o m o l e c u l e  b e t w e e n  w h i c h  no  i n t e r - c o n v e r s i o n  i s  

p o s s i b l e .  I n  a n  a s s o c i a t i n g  s y s t e m ,  d i s t i n c t  m a c r o m o l e c u l a x *  

s p e c i e s  a r e  p r e s e n t  i n  a  d y n a m i c  e q u i l i b r i u m .  U l t r a c e n t r i f u g e  

a n a l y s e s  a r e  a v a i l a b l e  to  c h a r a c t e r i z e  b o t h  s y s t e m s .

4. 4. 1 U l t r a c e n t r i f u g a l  A n a l y s i s  o f  P o l y d i s p e r  s i t y

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

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

S c h u m a k e r  a n d  S c h a c h m a n  (1 9 5 7 )  i n t r o d u c e d  a

d i s t r i b u t i o n  f u n c t i o n  g ( s) t o  d e f i n e  t h e  d i s t r i b u t i o n

o f  s p e c i e s  o f  d i f f e r e n t  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s

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

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

p r o c e s s  o f  s u m m a t i o n  a n d  d i v i s i o n  to  y i e l d : -
A p O b s  / \3

o b s  /  X \
,  . '  ^ ^ 2 0 ,  w  V ^ o /

" o b s  d s  „ "--:------------  v a c “ ^  ^
C 20, w  A qO > o X

20, w  A X

w h e r e  ^ ^ o  i s  t h e  a v e r a g e  o f  t h e  l a r g e s t  a n d

^  s m a l l e s t  v a l u e s  o f  S^_
20,  w

X i s  t h e  d i s t a n c e  f r o m  t h e  a x i s  o f  r o t a t i o ;

X i s  t h e  d i s t a n c e  o f  t h e  m e n i s c u s  f r o m
o

t h e  a x i s  o f  r o t a t i o n

T h e  v a l u e s  o f  w e r e  c a l c u l a t e d  a t  e a c h  p o i n t20, w
a c r o s s  t h e  s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y  f r o m  t h e  e x p r e s s i o n : -

( 1  -  ^  P20, w )  (  n  )  2 . 303 , X  
  - - - - - - - - - - - — 5— l ° g  —

® 2 0 ,w  =

T h e  a b o v e  e x p r e s s i o n  f o r  g ( s )  a s s u m e s  t h a t  

t h e  b o u n d a r y  s p r e a d i n g  i s  d u e  s o l e l y  to  t h e  d i s t r i b u t i o n  

o f  S v a l u e s ,  i n  o t h e r  w o r d s  t h a t  t h e r e  i s  no 

b r o a d e n i n g  o f  t h e  s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y  due  to  

d i f f u s i o n ,  n o  e f f e c t s  o f  c o n c e n t r a t i o n  a n d  p r e s s u r e  

d e p e n d e n c i e s  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .  C r e e t h  

a n d  P a i n  (19 6 7 )  h a v e  p o i n t e d  o u t  t h a t  c a u t i o n  m u s t  b e  

e x e r c i s e d  i n  a s s e s s i n g  d e r i v a t i v e  c u r v e s  o f  à



o

s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y  i n  t e r m s  o f  t h e  d e g r e e  o f  

h e t e r o g e n e i t y  s i n c e  t h e r e  a r e  s e v e r a l  c a s e s  o f  

a s s o c i a t i n g  s y s t e m s  w h e r e  a  s i n g l e  s y m m e t r i c a l  

p a t t e r n  m a y  b e  o b t a i n e d .  T h e  r e v i e w  b y  N i c h o l ,  

B e t h u n e ,  K e g e l e s  a n d  H e s s  (1 9 64 )  g i v e s  a  f u l l  

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

p h e n o m e n a  to  t h e  s t u d y  o f  h e t e r o g e n e o u s  a n d  

c h e m i c a l l y  r e a c t i n g  s y s t e m s .

4. 4. 2 U l t r a c e n t r i f u g a l  A n a l y s e s  o f  A s s o c i a t i n g  

P r o t e i n  S y s t e m s

S e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  e x p e r i m e n t s ,  

s u c c e s s f u l l y  u s e d  b y  S c h u m a k e r  a n d  S c h a c h m a n  

(1 9 5 7 )  a n d  S c h u m a k e r ,  R i c h a r d s  a n d  F r e e r  (196.7) 

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

s a m p l e s ,  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  i n  t h e  i n v e s t i g a t i o n  

o f  c h e m i c a l l y  r e a c t i n g  s y s t e m s .  F o r  a s s o c i a t i n g  

s y s t e m s  i n  w h i c h  th e  r e a c t i o n  t i m e  i s  s h o r t  r e l a t i v e  

t o  t h e  p e r i o d  o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  t h e  t h e o r e t i c a l  

a n a l y s i s  p r o p o s e d  b y  G i l b e r t  ( G i l b e r t ,  1955 ,  1959;  

G i l b e r t  a n d  J e n k i n s ,  1956,  1959) h a s  m a d e  i t  

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

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

o f  t h e  a s s o c i a t i o n  a n d  o f  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  

i n v o l v e d .  T h e  G i l b e r t  a n d  J e n k i n s  t h e o r y  a l s o  

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

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

o b s e r v e d  w h e n  t h e r e  a r e  m o r e  t h a n  o ne  s e d i m e n t i n g  

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

i n  i n t e r p r e t a t i o n  of  s e d i m e n t a t i o n  p r o f i l e s .  T h e  

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

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



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

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

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

s y s t e m s .  ( F u j i t a ,  1956) ,

F o r  t h e s e  r e a s o n s ,  s e d i m e n t a t i o n  

e q u i l i b r i u m  h a s  b e e n  t h e  m e t h o d  o f  c h o i c e  f o r  

i n v e s t i g a t i o n  o f  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m  a n d  

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

d e v e l o p e d  t o  t h i s  e n d  ( A d a m s ,  1964;  A d a m s  a n d  

W i l l i a m s ,  1964;  A d a m s ,  1965 ;  A d a m s  a n d  F i l m e r ,  

1966;  A d a m s ,  1967 a , b ,  c; S o p h i a n o p o u l o s  a n d  

V a n  H o ld e ,  1964;  T e l l e r ,  H o r b e t t ,  R i c h a r d s  a n d  

S c h a c h m a n ,  1969;  R o a r k  a n d  Y p h a n t i s ,  1969;

C h u n  a n d  K i m ,  1970;  C h u n  a n d  K i m ,  1969;  

H a s c h e m e y e r  a n d  B o w e r s ,  1970) ,

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a n  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  

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

p r e s e n t  a n d  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e q u i l i b r i u m  

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

g e n e r a l  a p p r o a c h e s  h a v e  b e e n  a d o p t e d ,  o n e  

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

d i s t r i b u t i o n s  o f  t h e  p o l y m e r ,  t h e  o t h e r  r e q u i r i n g  

t h e  e v a l u a t i o n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  a v e r a g e s  (q.  v. ).

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

H a s c h e m e y e r  a n d  B o w e r s  ( 1 9 7 0 ) .  T h e y  h a v e  s h o w n  

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

a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s  i n  s e d i m e n t a t i o n  

e q u i l i b r i u m  c a n  be  c h a r a c t e r i z e d  w h e n  th e  

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

e x p r e s s e d  a s  a  s u m  o f  e x p o n e n t i a l  t e r m s  a n d  

h a v e  d e s c r i b e d  c o m p u t e r  e v a l u a t i o n  o f  s u c h
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e x p r e s s i o n s .  U s in g  s i m u l a t e d  d a t a ,  H a s c h m e y e r  

a n d  B o w e r s  (1 97 0 )  fo u n d  t h a t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

r e a l i s t i c  e x p e r i m e n t a l  e r r o r s ,  a c c e p t a b l e  r e s u l t s  

w e r e  p r o v i d e d  b y  th e  a n a l y s i s .  S c h o l t e  (1968)  h a s  

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

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

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

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

p r o t e i n  s y s t e m s  b y  f i t t i n g  e x p o n e n t i a l  e q u a t i o n s  to  

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

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

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

S c h o l t e  ( 1 9 6 8 ), m o l e c u l a r  w e i g h t  a v e r a g e s  c a n n o t ,  

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

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

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

i n  t e r m s  o f  a n  e x p o n e n t i a l  e q u a t i o n  i s  c u r r e n t l y  o n ly  

a p p l i c a b l e  to  t h e r m o d y n a m i c a l l y  i d e a l  s y s t e m s  i s ,  

h o w e v e r ,  a  l i m i t a t i o n  o f  t h e  m e t h o d .  N o n - i d e a l  

e f f e c t s  a r i s e  b e c a u s e  o f  s t e r i c  a n d  e l e c t r o s t a t i c  

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

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

v i r i a l  c o e f f i c i e n t ,  B, w h i c h  r e l a t e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  a  m o l e c u l a r  s p e c i e s  to  i t s  a c t i v i t y  b y  t h e  e q u a t i o n : -

I n  y  = B M j  c

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

c i s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

B i s  t h e  v i r i a l  c o e f f i c i e n t  

y  i s  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  s p e c i e s



T h e  m e t h o d s  o f  a n a l y s i s  o f  a s s o c i a t i n g  

p r o t e i n  s y s t e m s  d e v e l o p e d  b y  A d a m s  (1967)  

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

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

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

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

i n  t h e  m e t h o d  o f  A d a m s  a r e  d e f i n e d : -
y n .  M.

N u m b e r  a v e r a g e  m olecu lax*  w e i g h t ,  M  = ^

y n
W e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  M  = Z-0 _ L _

w T n .  M.
' *"1 1

= — X c .  M.
C 1 1

^  J n  M  3 1
/ -  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  M  = i  i = — X

^ l n . M . 2

T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  m o n o m e r ,  M ^,  i s  a l s o  u s e d

i n  t h e  A d a m s  m e t h o d  a n d  c a n  b e  e s t i m a t e d  b y

e x t r a p o l a t i o n  o f  a  p l o t  o f  M  v s .  c t o  z e r o^  ^ w a p p
c o n c e n t r a t i o n .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  u s e  o f  s u c h

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

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

d a t a  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s .  R o w e  a n d  R o w e  (1 9 70 )

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

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

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

i n d i c a t e  t h e  r e l i a b i l i t y  o f  t h e  v a l u e  o f  o b t a i n e d  b y  

t h e  m e t h o d  o f  Rov/e  a n d  R o w e  ( 1 9 7 0 ) .  O n e  s u c h  

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

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

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

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

a n a l y s e s  m a y  a l s o  b e  u s e f u l  i n  t e r m i n a t i o n s  o f  .

A d a m s  d e f i n e d  s p e c i a l  p a r a m e t e r s ,  o r

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

M  , M  a n d  M ,  a n d  c o n c e n t r a t i o n  c, a n d  u s e d  n a p p  z a p p  i
t h e s e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m o m e n t s  to  c o n s t r u c t  s p e c i f i c  

e q u a t i o n s  b a s e d  o n  t h e s e  o f  S t e i n e r  ( 1 9 5 4 ) . d e s c r i b i n g  

n o n - i d e a l  a s s o c i a t i n g  s y s t e m s .  T h e s e  e q u a t i o n s  

c a n  b e  s o l v e d  f o r  u s i n g  t h e  t e c h n i q u e s  o f

s u c c e s s i v e  a p p r o x i m a t i o n .  T h i s  v a l u e  o f  B M ^ m a y  

t h e n  b e  u s e d  to  c o m p a r e  e x p e r i m e n t a l l y  o b t a i n e d  

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

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

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

t y p e  o f  a s s o c i a t i o n .  V e r i f i c a t i o n  o f  t h e  t y p e  of  

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

^ w a p p  ^ p l o t s ,  u s i n g  t h e  t h e o r e t i c a l  e q u a t i o n s ,  

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

d a t a .  T h e  A d a m s  t h e o r y  o f  t h e  a n a l y s i s  o f  

a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s  i s  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  

i n  A p p e n d i x  1.

T h e  t h e o r i e s  o f  A d a m s  h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l l y  

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

( S o p h i a n o p o u l o s  a n d  V a n  H o l d e ,  1964;  A d a m s  a n d  

F i l m e r ,  1966;  D e o n i e r  a n d  W i l l i a m s ,  1970) ,  to  

s t u d i e s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  m y o s i n  ( G o d f r e y  a n d  

H a r r i n g t o n ,  1970 a, b) a n d  o f  p u r i n e s  ( V a n  H o ld e ,  

R o s s e t t i  a n d  D y s o n  (1969))  •
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S e v e r a l  a u t h o r s  h a v e  d e s c r i b e d  e x t e n s i o n s

a n d  m i n o r  m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  b a s i c  t h e o r y .

( R o a r k  a n d  Y p h a n t i s ,  1969;  C h u n  e t  a l .  , 1969;

C h u n  a n d  K i m ,  1969;  T e l l e r  (1 9 7 0 ) ;  D e o n i e r  a n d

W i l l i a m s  (19 7 0 ) ) ,  A  p a r t i c u l a r l y  s i m p l e  m e t h o d

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

d e s c r i b e d  b y  C hu n  a n d  K i m  (1 9 70 )  b a s e d  o n  t h e  u s e

o f  t h e  w e i g h t  f r a c t i o n  o f  m o n o m e r ,  f l .  T h e y  fo u n d

t h a t  p l o t s  o f  / M  v s .  f  , M , / M  v s .  f _,  M / M ,    w  1 1 I n  1 w  f
v s .  a n d  d ( M ^ /  M^) v s .  d ( M ^ / M ^ )

■ d f ^

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

s y s t e m s .  T h e  C h u n  a n d  K i m  g r a p h i c a l  m e t h o d  h a s  

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

i t  i s  l i m i t e d  t o  c o n s i d e r a t i o n  o f  i d e a l  s y s t e m s .  F o r  

t h i s  r e a s o n ,  i t  i s  u s e f u l  a s  a  p r e l i m i n a r y  a n a l y s i s  

t o  i d e n t i f y  t h e  t y p e  o f  a s s o c i a t i o n  b e in g  s t u d i e d .

T h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  t h e o r i e s  o f  A d a m s  a n d  

o f  C h u n  a n d  K i m  t o  t h e  s t u d y  o f  t h e  s e l f - a s s o c i a t i o n  

o f  G A R  h i s t o n e  w i l l  b e  d e s c r i b e d  i n  t h e  R e s u l t s  

S e c t i o n  o f  t h i s  t h e s i s .

5. H y d r o d y n a m i c  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  DNA

T h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  h a s  d e s c r i b e d  m e t h o d s  u s e d  f o r  t h e  

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

a p p l i e d  to  t h e  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  th e  h i s t o n e  c o m p o n e n t s  o f  

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

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

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



M a m m a l i a n  DNA i s  v e r y  l a r g e  a n d  h e t e r o g e n e o u s  a n d  i s  

c o n s e q u e n t l y  d i f f i c u l t  to  c h a r a c t e r i z e  p r e c i s e l y .  S u c r o s e  d e n s i t y  

g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  h a s  b e e n  u s e d  b y  S c h u m a k e r ,  R i c h a r d s  a n d  

F r e e r ,  ( 1 9 6 ^  i n  a n  a t t e m p t  to  f r a c t i o n a t e  t h e  DNA, T h e y  s h o w e d ,  

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

e x h i b i t e d  c o n s i d e r a b l e  h e t e r o g e n i t y .  E s t i m a t i o n  o f  th e  d i s t r i b u t i o n  

f u n c t i o n  g ( s) ( S c h u m a k e r  a n d  S c h a c h m a n ,  1957) f r o m  b o u n d a r y  

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

c h a r a c t e r i z i n g  s u c h  h e t e r o g e n e i t y .  T h e  l a r g e  s i z e  o f  DN A  h a s  

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

w e i g h t ,  s u c h  a s  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  a n d  s e d i m e n t a t i o n -  

d i f f u s i o n .  M u c h  e f f o r t  h a s  b e e n  d e v o te d ,  t h e r e f o r e ,  to  t h e  

e s t a b l i s h m e n t  o f  ' r e l a t i v e '  m e t h o d s  w h i c h  c o u ld  c o r r e l a t e  t h e  

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

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

t h e  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  DNA. T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  r o t a t i n g  c y l i n d e r  

v i s c o m e t e r s  w h i c h  p r o d u c e  l o w  s h e a r  s t r e s s e s  ( Z i m m  a n d  C r o t h e r s ,  

1 9 6 2 ) i s  a  s i g n i f i c a n t  t e c h n i c a l  i m p r o v e m e n t  w h i c h  h a s  i n c r e a s e d  

t h e  a c c u r a c y  o f  d e t e r m i n a t i o n  o f  th e  r e l a t i v e  v i s c o s i t y  (n) ,  o f  DNA. 

S e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  h a s  a l s o  b e e n  u s e d  to  c h a r a c t e r i z e  DNA.

T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  p h o t o - e l e c t r i c  s c a n n i n g  s y s t e m  ( S c h a c h m a n ,  

1963 a,  b) e n a b l e s  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t ,  

s,  o f  DNA, u s i n g  o n ly  m i c r o g r a m  a m o u n t s .

T h e  a b s o l u t e  v a l u e s  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  DN A n e e d e d  

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

w i t h  S a n d  (q) h a v e  b e e n  o b t a i n e d  b y  u s i n g  h o m o g e n e o u s  p r e p a r a t i o n  

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

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

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

b a n d  o f  D N A  a t  b u o y a n t  e q u i l i b r i u m  i n  a  d e n s i t y  g r a d i e n t  ( S c h m i d  

a n d  H e a r s t ,  1969).



T h e  c o r r e l a t i o n  of  S a n d  (q  ) w i t h  th e  m o l e c u l a r  w e i g h t  of  

DNA h a s  b e e n  s t u d i e d  b y  C r o t h e r s  a n d  Z i m m  (1 9 6 5 )  w h o  d e d u c e d  

t h a t  t h e  o p t i m a l  e m p i r i c a l  e q u a t i o n  f o r  n a t i v e ,  d o u b le  s t r a n d e d  

DN A i s : -

0. 455  lo g  jQ M  = 1. 819 + lo g  (S -2 .  7)

C o r r e l a t i o n  o f  S a n d  q w i t h  t h e  M. W. o f  DNA n o t  o n ly  p e r m i t s  th e  

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

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

i n f o r m a t i o n  h a s  l e d  to  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  d o u b le  h e l i x  i s  a  r i g i d  

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

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

d i s t a n c e s .  ( B l o o m f i e l d ,  1968) .  B e c a u s e  o f  t h i s  b e h a v i o u r ,  DNA 

h a s  b e e n  d e s c r i b e d  a s  a  w o r m l i k e  c o i l .

T h e  h e t e r o g e n e o u s  n a t u r e  o f  m a m m a l i a n  DN A  h a s  m a d e  

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

c o n t r a s t  t o  m a m m a l i a n  DNA, c i r c u l a r  DNA i s o l a t e d  f r o m  c e r t a i n  

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

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

n u m b e r  o f  d u p l e x  t u r n s ,  s u c h  c i r c u l a r  DNA s p e c i e s  a d o p t  a  s u p e r  c o i l e d  

s t r u c t u r e  ( V i n o g r a d  a n d  D e b o w i t z ,  1966).  R e l e a s e  o f  t h e  s t r a i n  i n  

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

t h e m  to  f o r m  a  r e l a x e d  c i r c u l a r  d u p le x ,  w h i c h  s e d i m e n t s  a t  a  

s l o w e r  r a t e  t h a n  t h e  s u p e r  c o i l e d  s t r u c t u r e s .  T h e  t e c h n i q u e s  of  

b a n d  s e d i m e n t a t i o n  i n t r o d u c e d  b y  V i n o g r a d ,  B r u n e r ,  K e n t  a n d  

W e i g le  (19 6 3 )  h a v e  p r o v i d e d  a  c o n v e n i e n t  m e t h o d  f o r  t h e  c o m p a r i s o n  

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

DNA, M o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e  DNA c a n  b e  e v a l u a t e d  f r o m  t h e  

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

e q u a t i o n s  d e r i v e d  f o r  e a c h  f o r m  o f  t h e  DNA b y  G r a y ,  B l o o m f i e l d  a n d  

H e a r s t  (1967)  a n d  H u d s o n ,  C l a y t o n  a n d  V i n o g r a d  (1968) .



T h e  f o r m a t i o n  o f  c o m p l e x e s  o f  h i  s t o n e s  w i t h  t h e  tw o  f o r m s  

o f  s m a l l  c i r c u l a r  DNA m a y  p r o v i d e  a  u s e f u l  m o d e l  s y s t e m  f o r  

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

6. A i m  o f  E x p e r i m e n t a l  S t u d i e s  C a r r i e d  O u t

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

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  G A R - D N A  c o m p l e x e s ,  t h e  i n d i v i d u a l  c o m p o n e n t s  

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

p r o p e r t i e s  o f  G A R  h i s t o n e  w e r e  a n a l y z e d  a t  d i f f e r e n t  s a l t  

c o n c e n t r a t i o n s  a n d  pH . S h a p e s  o f  t h e  p r o t e i n  a g g r e g a t e s  w e r e  

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

e f f e c t s  o f  b i n d i n g  d i f f e r e n t  h i s t o n e  a g g r e g a t e s  to  DNA, th e  

p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  D N A - h i  s t o n e  c o m p l e x e s  w e r e  

i n v e s t i g a t e d ,  u s i n g  d i f f e r e n t  foi*ms o f  DNA.
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

1. M A T E R I A L S

1. 1 B i o c h e m i c a l  s

2X c r y s t a l l i z e d  b o v i n e  s é r u m  a l b u m i n  w a s  o b t a i n e d  

f r o m  A r m o u r  P h a r m a c e u t i c a l  Co. , E a s t b o u r n e ,  S u s s e x ,  

C y t o c h r o m e  C, r i b o n u c l e a s e  A, l y s o z y m e  a n d  h a e m o g l o b i n  

w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  Co. , St ,  L o u i s ,  

M i s s o u r i ,  U . S . A .  a n d  a  c h y m o t r y p s i n  w a s  o b t a i n e d  f r o m  

S e r a v a c  L a b o r a t o r i e s ,  M a i d e n l i e a d ,  E n g l a n d .  M y o g l o b i n  

a n d  c h y m o t r y p s i n o g e n  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  M a n n  R e s e a r c h  

L a b o r a t o r i e s ,  N e w  Y o r k ,  N. Y. , U. S. A. S p e r m i d i n e  

p h o s p h a t e  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  Co.

1. 2 C h e m i c a l s

C s C l  ( o p t i c a l  g r a d e )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  H a r s h a w  

C h e m i c a l  C o . ,  C l e v e l a n d ,  O h io ,  U . S . A .  U r e a  ( U l t r a - p u r e  

g r a d e )  w a s  p u r  c h a s e d  f r o m  M a n n  R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s ,  

N e w  Y oi 'k .  A l l  o t h e r  c h e m i c a l s  w e r e  o f  'A N A L A R ' g r a d e  

a n d  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  B r i t i s h  D r u g  H o u s e s  B io  c h e m i c a l s ,  

P o o l e ,  D o r s e t .

1 . 3

1 . 3 . 1  S t a i n s

A m i  do B l a c k  w a s  o b t a i n e d  f r o m  E d w a r d  G u r r  

a n d  S o n s ,  L o n d o n ,  E n g l a n d .

1 . 3 . 2  P o l y a c r y l a m i d e  g e l  r e a g e n t s

A c r y l a m i d e  w a s  p u i ' c h a s e d  f r o m  K o c h - L i g h t



L a b o r a t o r i e s ,  C o l n b r o o k ,  B u c k s ;  N ' ,  N 

m e t l i y l e n e  b i s - a c r y l a m i d e  f r o m  B .  D. H. 

L a b o r a t o r y  C h e m i c a l s  D i v i s i o n ,  P o o l e ,

D o r s e t ,  a n d  N, N, N ' ,  N '  t e t r a m e t h y l e t h y l e n e - 

d i a m i n e  ( T E M E D )  f r o m  E a s t m a n  O r g a n i c  

C h e m i c a l s ,  R o c h e s t e r  3, N e w  Y o r k ,  U . S . A .

1 . 3 . 3  I n t e r c a l a t i n g  D y e s

E t h i d i u m  b r o m i d e  (E B )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  

C a l b i o c h e m ,  L o s  A n g e l e s ,  U . S . A .

1. 4 D i a l y s i s  T u b in g

D i a l y s i s  t u b i n g  u s e d  w a s  V i s k i n g  t u b in g  s i z e s  8 / 3 2 " ,  

1 8 / 3 2 "  a n d  3 6 / 3 2 " .  T h e  t u b in g  w a s  b o i l e d  f iv e  t i m e s  i n

0. 15M  E D  TA, p H  8. 0 a n d  f ive  t i m e s  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  

p r i o r  to  u s e .

1. 5 U l t r  a f i l t r  a t i o n

A  M o d e l  50 u l t r a f i l t r a t i o n  c e l l  ( A m i c o n  I n d u s t r i e s ,  

I n c .  , C a m b r i d g e ,  M a s s .  , U. S. A, ) w a s  u s e d  f o r  

c o n c e n t r a t i o n  o f  d i lu t e  h i  s t o n e  s o l u t i o n s  u s i n g  a  U M - 2  

m e m b r a n e  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  c u t - o f f  o f  1000 u n d e r  

a  p r e s s u r e  of  50 p .  s. i .  o f  n i t r o g e n .

1. 6 B u f f e r s

D i lu te  M c l l v a i n e  b u f f e r s  o f  c o n s t a n t  l o w  i o n i c  s t r e n g t h  

(0.  0051)  w e r e  p r e p a r e d  b y  d i r e c t  w e i g h i n g  o f  t h e  r e l e v a n t  

c o n s t i t u e n t s  ( E l v i n g ,  M a r k o w i t z  a n d  R o s e n t h a l ,  1956) .

B u f f e r s  w e r e  p r e p a r e d  a s  10 t i m e s  o r  100 t i m e s  c o n c e n t r a t e s ,  

w e r e  s t e r i l i z e d  by  a u t o c l a v i n g  a n d  w e r e  s t o r e d  a t  4 ^ C .  T h e  

p H  o f  t h e  b u f f e r s  w a s  c h e c k e d  a f t e r  d i l u t i o n .
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1. 7 M a t e r i a l s  f o r  C o l u m n  C h r o m a t o g r a p h y  .

S e p h a d e x  G 100, G25 a n d  B lu e  D e x t  r a n  2 0 0 0 B  w e r e  

s u p p l i e d  b y  P h a r m a c i a  F i n e  C h e m i c a l s  (U, K. ) L td ,  ,

L o n d o n ,  C e l l u l o s e  n i t r a t e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  B .  D, H, 

L a b o r a t o r y  C h e m i c a l s  D i v i s i o n ,  P o o l e ,  D o r s e t .  T h e  

c e l l u l o s e  n i t r a t e  w a s  s u s p e n d e d  i n  2X SSC a n d  h o m o g e n i z e d  

f o r  a b o u t  1 m i n  a t  to p  s p e e d  i n  a n  M S E  A t o - m i x  to  p r o d u c e  

a  f in e  s l u r r y .  A  c o l u m n  of  f i n a l  h e i g h t  4 i n c h e s  w a s  

p o u r e d  u n d e r  g r a v i t y  i n  a  p r e v i o u s l y  s t e r i l i z e d  g l a s s  

c o l u m n  o f  d i a m e t e r  1"  f i t t e d  w i t h  a  s i n t e r e d  b a s e .  A b o u t  

5 0 0 m l  o f  s t e r i l e  2XSSC w a s  w a s h e d  t h r o u g h  t h e  c o l u m n  

p r i o r  to  u s e  to  r e m o v e  a n y  U V - a b s o r b i n g  c o n t a m i n a n t s .

1, 8 B i o l o g i c a l  M a t e r i a l

A  p l a q u e - p u r i f i e d  s t r a i n  o f  SV 40 v i r u s  w a s  s u p p l i e d  

b y  D r ,  J .  W i l l i a m s ,  I n s t i t u t e  o f  V i r o l o g y ,  G l a s g o w  

U n i v e r s i t y .

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

V e t e r i n a r y  D e p a r t m e n t ,  C o r p o r a t i o n  o f  G l a s g o w  M a r k e t s

D e p a r t m e n t  a n d  w e r e  i m m e d i a t e l y  d e e p  f r o z e n  a n d  s t o r e d  
o

a t  -70  C u n t i l  u s e d .  In  no  c a s e  w e r e  g l a n d s  s t o r e d  f o r  

p e r i o d s  l o n g e r  t h a n  3 m o n t h s .

C a l f  t h y m u s  DNA l o t  No.  71A  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  

W o r t h i n g t o n  B i o c h e m i c a l  C o r p o r a t i o n ,  F r e e h o l d ,  N e w  

J e r s e y ,  U, S. A.

A f r i c a n  g r e e n  m o n k e y  k i d n e y  c e l l s  ( B S C - 1 )  ( F l o w  

L a b o r a t o r i e s  L td .  , I r v i n e ,  S c o t l a n d )  w e r e  g r o w n  i n  

m o n o - l a y e r  c u l t u r e s  on  g l a s s  i n  a n  a t m o s p h e r e  o f  5% Co^ 

i n  a i r .  M i n i m a l  E a g l e s  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  10%
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f o e t a l  c a l f  s e r u m  ( F l o w  L a b o r a t o r i e s  L td .  , I r v i n e ,  S c o t la n d )

w a s  u s e d  a s  g r o w t h  m e d i u m .  M o n o l a y e r  c u l t u r e s  o f  B S C - 1

c e l l s  i n  p l a s t i c  p e t r i  d i s h e s  (N U N C ,  D e n m a r k ,  9 0 m m  X 4 m m )

w e r e  i n f e c t e d  w i t h  SV 40 v i r u s  a s  d e s c r i b e d  b y  R u s h ,  E a s o n

a n d  V i n o g r a d  (1 9 71 ) .  S e v e n  d a y s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  c e l l s  w e r e

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

a t  lOOOg^ f o r  10 m i n  a t  4 C. T h e  i n f e c t e d  c e l l  p e l l e t  w a s  
o

s t o r e d  a t  -2 0  C.

2. M E T H O D S

2. 1 P u r i f i c a t i o n  o f  t h e  G l y c i n e  A r g i n i n e  R i c h  H i  s t o n e

T h e  G l y c i n e  A r g i n i n e  r i c h  (GA R) h i s t o n e  ( h i s t o n e  IV 

i n  t h e  n o n e m e n c l a t u r e  o f  De L a n g e  e t  a l .  (1968))  w a s  p u r i f i e d  

f r o m  c a l f  t h y m u s  b y  th e  m e t h o d  o f  S t a r b u c k  e t  a l .  (1 9 6 8 ) ,

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

m e t h o d  o f  J o h n s  (1964)  t o  s e p a r a t e  t h e  h i  s t o n e s  o f  c a l f  

t h y m u s  c h r o m a t i n  i n to  f r a c t i o n s  o f  s i m i l a r  a m i n o  a c i d  

c o m p o s i t i o n .  1 OOg o f  c a l f  t h y m u s  g l a n d s  w e r e  t h a w e d  i n

0. 1 5M  N a C l  a n d  a t t a c h e d  f a t t y  o r  m u s c l e  t i s s u e  w a s  r e m o v e d .  

T h e  g l a n d s  w e r e  p a r t i a l l y  m i n c e d  b y  s c i s s o r s  a n d  h o m o g e n i z e d  

i n  5 0 0 m l  i c e - c o l d  0. 1 5M  N a C l  i n  a  W a r i n g  B l e n d e r  f o r  5 m i n  

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

a t  1 1 1 f o r  30 m i n u t e s  i n  a n  M S E  m e d i u m  c e n t r i f u g e  a t  4 ^ C  

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

i n  4 0 0 m l  i c e - c o l d  0. 1 5 M  N a C l  i n  a  W a r i n g  B l e n d e r  a t  h a l f  

s p e e d  f o r  2 m i n ,  f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  i n  a n  M S E  

m e d i u m  c e n t r i f u g e  a t  4 C f o r  15 m i n  a t  llOOg^. T h e  w a s h e d  

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

c h r o m a t i n  i n  4 0 0 m l  o f  i c e - c o l d  E tO H ;  H ^ O  ( 9 0 :1 0  b y  v o l u m e ) .  

T h e  h i  s t o n e s  o f  t h e  c h r o m a t i n  t h u s  p r e p a r e d  w e r e



f r a c t i o n a t e d  b y  e x t r a c t i o n  w i t h  4 0 0 m l  i c e - c o l d  1. 25NHC1: 

E t O H  ( 1 ;4  b y  v o l u m e )  i n  a  r o t a t i n g  b o t t l e  a t  4 C o v e r n i g h t ,  

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

c l a s s  o f  h i s t o n e s ,  c o m p r i s i n g  f r a c t i o n s  a n d  F ^ A .

T h e s e  tw o  f r a c t i o n s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  th e  r e m a i n i n g  

i n s o l u b l e  c h r o m a t i n  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1100g_ a n d  w e r e

s e p a r a t e d  b y  d i a l y s i s  a g a i n s t  s e v e r a l  c h a n g e s  o f  100% 
o

E t O H  a t  4 C f o r  l 6 h .  T h e  A r g i n i n e - l y s i n e  (AL) r i c h  

h i s t o n e  ( F ^  i n  t h e  n o m e n c l a t u r e  o f  J o h n s  (1964)  w a s  

p r e c i p i t a t e d  b y  t h i s  t r e a t m e n t .  A c e t o n e  p r e c i p i t a t i o n  of  

t h e  s o l u b l e  F ^ A  f r a c t i o n  a s  s u g g e s t e d  b y  J o h n s  (1964)  w a s  

a v o i d e d  b e c a u s e  o f  th e  r i s k  of  d e g r a d a t i o n ;  i n s t e a d  th e  

f r a c t i o n  c o n t a i n i n g  h i s t o n e  F ^ A  w a s  d i a l y s e d  a g a i n s t  s e v e r a l  

c h a n g e s  o f  0. 0 1 M H C l  a n d  c o n c e n t r a t e d  to  a  s m a l l  v o l u m e  

o n  a  M o d e l  50 U l t r a f i l t r a t i o n  c e l l  f i t t e d  w i t h  a  UM 2 m e m b r a n e  

( m o l e c u l a r  w e i g h t  c u t - o f f  1000). T h e  h i s t o n e  f r a c t i o n  

o b t a i n e d  b y  t h i s  m e t h o d  i s  h e t e r o g e n e o u s  ( S t a r b u c k  e t  a l .  , 

1968;  J o h n s ,  1964);  b o t h  G A R  h i s t o n e  a n d  a r g i n i n e - l y s i n e  

(A L)  r i c h  h i s t o n e  a r e  p r e s e n t .

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

f r a c t i o n  w a s  l e f t  o v e r n i g h t  a t  4 C i n  6M  u r e a ,  0. O IM  H C l.  

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

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

c h r o m a t o g r a p h y  on  S e p h a d e x  G 100, p r e v i o u s l y  e q u i l i b r a t e d  

w i t h  0. OIM H C l ,  a s  d e s c r i b e d  b y  S t a r b u c k  e t  a l ,  (1968) .  

S e p a r a t i o n  o f  t h e  tw o  h i s t o n e  s p e c i e s  w h i c h  d i f f e r  i n  

m o l e c u l a r  w e i g h t  b y  a b o u t  6000 d a l t o n s ,  w a s  a c h i e v e d  

u s i n g  tw o  1 0 0 m m  X Zj  c m  d i a m e t e r  c o l u m n s  c o n n e c t e d  i n  

s e r i e s  b y  a  f lo w  a d a p t o r  ( P h a r m i c a  F i n e  C h e m i c a l s  (U. K . )  

L t d . ) ) ,  A  p e r p e x  p u m p  ( L K B  S c i e n t i f i c  I n s t r u m e n t s  L td .  )



w a s  u s e d  to  p r o d u c e  a  c o n s t a n t  f lo w  r a t e  o f  1 2 m l / h .

B e c a u s e  of  c r o s s - c o n t a m i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  p e a k s  

c o r r e s p o n d i n g  to  A L  a n d  G A R  h i s t o n e s ,  p e a k s  w e r e  p o o l e d ,  

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

T h e  r e s u l t i n g  p u r e  s p e c i e s  o f  h i s t o n e  w e r e  t h e n  

c h r o m a t o g r a p h e d  s e p a r a t e l y  on  a  2 0 c m  X 1. 5 c m  d i a m e t e r  

c o l u m n  of  S e p h a d e x  G 25 ,  p r e v i o u s l y  e q u i l i b r a t e d  w i t h

0. OIM  H C l ,  to  r e m o v e  a n y  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t

c o n s t i t u e n t s .  P u r e  G A R  a n d  A L  s t o c k s  w e r e  r a p i d l y

f r o z e n  u s i n g  a  D r i k o l d / e t h a n o l  f r e e z i n g  m i x t u r e  a n d  w e r e  
o

s t o r e d  a t  -70  C t i l l  r e q u i r e d .

2. 2 P o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p u r i f i e d  

h i s t o n e  s p e c i e s

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

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

o f  F a m b r o u g h  a n d  B o n n e r  (1969) ,  w h i c h  i s  b a s e d  on  t h e  

m e t h o d  o f  R e i s f e l d ,  L e w i s  a n d  W i l l i a m s  (1 9 62 ) .

S to c k  s o l u t i o n s  w e r e  m a d e  up  a s  f o l l o w s ; -

1. S to c k  a c r y l a m i d e  s o l u t i o n

60g a c r y l a m i d e  )
i n  1 0 0 m l  H O 

4g b i s - a c r y l a m i d e  ) 2

2. S to c k  T E M E D  s o l u t i o n

4 m l  p u r e  T E M E D  ) m a d e  up  to

4 8 m l  I N  K O H  ) 1 0 0 m l  b y

17. 2 m l  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  ) d i s t i l l e d  w a t e r

A  g e l  s o l u t i o n  w a s  m a d e  b y  a d d in g  2 v o l s ,  o f  s t o c k

T E M E D  to  1 v o l .  o f  s t o c k  a c r y l a m i d e  a n d  a d d in g  1 v o l .  o f  a

f r e s h l y  m a d e  s o l u t i o n  of  1% ( ^ / v )  o f  a m o n i u m  p e r s u l p h a t e  

(A P S)  i n  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e  g e l  s o l u t i o n  w a s  p o u r e d  i n to



'A 3

4 ^ "  X d i a m e t e r  g l a s s  t u b e s  a n d  l e f t  f o r  30 m i n  to  a l l o w  

p o l y m e r i s a t i o n  to  t a k e  p l a c e ,  0. 4 M  g l y c i n e ,  p H  5. 0 w a s  

u s e d  a s  e l e c t r o d e  b u f f e r ,  H i s t o n e  s a m p l e s  i n  a  v o l u m e  

o f  n o t  g r e a t e r  t h a n  0. 2m l  w e r e  m a d e  d e n s e  r e l a t i v e  to  t h e  

e l e c t r o d e  b u f f e r  by  t h e  a d d i t i o n  o f  a  f e w  c r y s t a l s  o f  s o l i d  

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

c o l u m n  t h r o u g h  t h e  e l e c t r o d e  b u f f e r  u s i n g  a  1 m l  s y i ' i n g e .  

E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  f o r  3 o r  5h  a t  a  c o n s t a n t  

c u r r e n t  o f  3 m A / g e l ,  a f t e r  w h i c h  t i m e  t h e  g e l s  w e r e  

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

a  s y r i n g e  n e e d l e .  T h e  g e l s  w e r e  s t a i n e d  b y  i m m e r s i o n  

o v e r n i g h t  i n  a  1% ( ^ / v )  s o l u t i o n  o f  A  m i  do b l a c k  i n  7% ( ^ / v )  

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

i n  a  7% ( ^ / v )  a c e t i c  a c i d  so lu t io n .

2, 3 A m i n o - a c i d  a n a l y s i s  o f  p u r i f i e d  h i s t o n e  s p e c i e s

T o t a l  a m i n o  a c i d  a n a l y s e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  a  

JE O L iC O  ty p e  J L C - S A H  a m i n o  a c i d  a n a l y s e r  ( J a p a n  

E l e c t r o n i c s  a n d  O p t i c a l  Co. , L t d . ) .  H i s t o n e  s a m p l e s  w e r e  

e x h a u s t i v e l y  d i a l y s e d  a g a i n s t  0, O IM  H C l ,  l y o p h i l i z e d  a n d  

h y d r o l y z e d  i n  c o n s t a n t  b o i l i n g  6N H C l  i n  s e a l e d  t u b e s  a t  

110 C f o r  20h.  T h e  H C l  w a s  r e m o v e d  b y  r o t a r y  e v a p o r a t i o n  

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

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

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

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

m o l e s .  No c o r r e c t i o n s  w e r e  m a d e  f o r  h y d r o l y t i c  l o s s e s .  

A m i d e  N w a s  n o t  d e t e r m i n e d .

2. 4  I s o l a t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  SV40 DNA

I n t r a c e l l u l a r  c o v a l e n t l y  c l o s e d  SV40 DNA ( f o r m  I) w a s



i s o l a t e d  f r o m  S V 4 0 - i n f e c t e d  B S C - 1  c e l l s  b y  t h e  t e c h n i q u e  of

s e l e c t i v e  a l k a l i n e  d é n a t u r a t i o n  a s  d e s c r i b e d  b y  R u s h ,  E a s o n

a n d  V i n o g r a d  (1 9 7 1 ) ,  w h i c h  i s  b a s e d  o n  t h a t  o f  R u s h  a n d

W a r n e r  (1 9 7 0 ) .  A b o u t  I g  o f  f r o z e n  S V 4 0 - i n f e c t e d  B S C - 1

c e l l s  w e r e  s u s p e n d e d  i n  5 0 m l  o f  0. 1% ( ^ / v )  s o d i u m

d o d e c y l s u l p h a t e ,  0. 1 5 M  E D T A  (pH  8 . 0 ) .  T h e  p H  w a s

a d j u s t e d  to  12. 2 b y  d r  op w i s e  a d d i t i o n  o f  I N  N a O H  a n d  w a s

m a i n t a i n e d  a t  t h a t  p H  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3 m i n  w i t h

v i g o r o u s  s t i r r i n g .  T h e  p H  w a s  t h e n  a d j u s t e d  to  7 , 5  b y

d r  op w i s e  a d d i t i o n  o f  I N  H C l  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  t h u s  f o r m e d

w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  15, 0 OOg f o r  10 m i n  a t  4 ° C

i n  a n  M S E  18 c e n t r i f u g e .  T h e  r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t  w a s

t h e n  i n c u b a t e d  a t  80*^C f o r  3 m i n  w i t h  R N a s e  a t  a  f i n a l

c o n c e n t r a t i o n  of  l O u g / m l ,  T h e  p r e c i p i t a t e  f o r m e d  w a s

r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  i n  a n  M S E  18 c e n t r i f u g e  a t  4*^C

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

u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  a t  25 C t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  a b o u t  

2 0 m l ,  T h e  m a t e r i a l  w a s  t h e n  c h r o m a t o g r a p h e d  o n  a  

1 0 0 c m  X 2 - | c m  d i a m . e t e r  S e p h a d e x  GlOO c o l u m n  a t  4 ° C ,  u s i n g  

2 X SSC a s  e l u t i n g  b u f f e r .  T h e  S e p h a d e x  h a d  p r e v i o u s l y  

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

e l u a t e  w a s  c o l l e c t e d  i n  5m l  a l i q u o t s  i n  s t e r i l e  f r a c t i o n  

c o l l e c t o r  t u b e s  a n d  t h e  e x c l u d e d  v o l u m e s  w e r e  p o o l e d  a n d  

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

a l k a l i - d e n a t u r e d ,  s i n g l e - s t r a n d e d  m a t e r i a l .  T h e  e l u a t e  

c o n t a i n e d  c l o s e d  c i r c u l a r  d u p l e x  DNA a n d  w a s  c o n c e n t r a t e d  

b y  1' O ta r  y  e v a p o r a t i o n  a t  2 5 ° C .  C a r e  w a s  t a k e n  t h r o u g h o u t  

t h e  p r e p a r a t i o n  to  m a i n t a i n  s t e r i l i t y  i n  o r d e r  to  m i n i m i z e  

a n y  n u c le e i s e  c o n t a m i n a t i o n .  S m a l l  a m o u n t s  o f  c i r c u l a r  

d u p l e x  DNA w i t h  on e  o r  m o r e  s i n g l e  s t r a n d  b r e a k s  

( F o r m  II  DNA) w e r e  d e t e c t e d  b y  b a n d  s e d i m e n t a t i o n  i n  t h e



a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  ( q . v . ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  

F o r m  II  DNA i s  a t t r i b u t a b l e  to  t h e  i n t r o d u c t i o n  of  

s i n g l e - s t r a n d e d  b r e a k s  i n to  c l o s e d  c i r c u l a r  d u p l e x  DNA 

d u r i n g  th e  p r e p a r a t i o n .  C l o s e d  c i r c u l a r  d u p l e x  DNA a n d  

n i c k e d  c i r c u l a r  DNA w e r e  r e  s o l v e d  u s i n g  C s C l - e t h i d i u m  

b r o m i d e  e q u i l i b r i u m  c e n t r i f u g a t i o n .  ( R a d lo f f ,  B a u e r  a n d  

V i n o g r a d ,  1967).  DNA s a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  in  

C s C l  g r a d i e n t s  o f  i n i t i a l  d e n s i t y  1. 5 5 g / m l ,  c o n ta in i n g  

1 0 0 p .g /m l  e t h i d i u m  b r o m i d e  f o r  4 0 h  a t  2 0 ^ C  i n  a n  a n g le  

40 r o t o r  a t  39, 000 r .  p . m .  i n  a S p in c o  M o d e l  D 

U l t r a c e n t r i f u g e .  T w o  f l o u r e s c e n t  b a n d s  w e r e  v i s i b l e  on  

i l l u m i n a t i o n  of  t h e  t u b e s  w i t h  u l t r a v i o l e t  l i g h t  a n d  w e r e  

c o l l e c t e d  b y  d i r e c t  t u b e  p u n c t u r e .  E t h i d i u m  b r o m i d e  

w a s  r e m o v e d  b y  e x t r a c t i o n  w i t h  a  s m a l l  a m o u n t  of  

i s o a m y l  a l c o h o l .  C s C l  w a s  r e m o v e d  b y  d i a l y s i s  a g a i n s t  

SSC a n d  t h e  DNA s a m p l e s  w e r e  s t o r e d  i n  s t e r i l e  b i j o u x  

b o t t l e s  a t  -20  C.

2, 5 P r e p a r a t i o n  o f  G A R - D N A  c o m p l e x e s

A  c o n v e n i e n t  m e t h o d  f o r  d e s c r i b i n g  t h e  r e l a t i v e  

a m o u n t s  o f  DNA a n d  h i s t o n e  u s e d  t o  f o r m  n u d e  o p r  o t e i n  

c o m p l e x e s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  b y  S h ih  a n d  B o n n e r  (19 70 ) ,  

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

t h e  h i s t o n e  ( A r g  + L y s )  i s  e x p r e s s e d  a s  a f r a c t i o n  of  t h e  

m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  of  th e  p h o s p h a t e  r e s i d u e s  p r e s e n t  in  

t h e  DNA to  w h i c h  th e  h i s t o n e  i s  b o u n d .  A  It e i ’n a t i v e l y ,  t h e

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

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

c o n s t i t u e n t s .

G A R - D N A  c o m p l e x e s  w e r e  p r e p a r e d  a t  tw o  p H  

v a l u e s ,  7. 0 a n d  5. 0, u s i n g  t h e  l o w  i o n i c  s t r e n g t h  M c l l v a i n e



t y p e  b u f f e r s  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  S e c t i o n  1. 6 . T w o  

m e t h o d s  w e r e  u s e d  to  p r e p a r e  G A R - D N A  c o m p l e x e s  - t h e  

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

(1964)  a n d  O l i n s  e t  a l .  (1968)  a n d  b y  t h e  m e t h o d  of  d i r e c t  

m i x i n g  o f  t h e  tw o  c o n s t i t u e n t s  ( A n s e v i n  a n d  B r o w n ,  1971) .  

U s in g  t h e  s a l t  g r a d i e n t  d i a l y s i s  m e t h o d ,  s a m p l e s  o f  GA R 

a n d  DNA i n  0. 7 M  N a C l  a t  v a r y i n g  r a t i o s  o f  ( A r g  + L y s ) / P © 4 .  

T h e  p r o t e i n  a n d  DNA w e r e  m i x e d  a n d  d i a l y z e d  a g a i n s t  

0. 4 M  N a C l  p H  7. 0 f o r  4 h o u r s .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  

d i a l y s i s  f o r  I h  a g a i n s t  0. 15M  N a C l  a n d  a  f u r t h e r  d i a l y s i s  

f o r  1 Oh a g a i n s t  0. 0 7 5 M  N a C l .

T h e  m e t h o d  of  d i r e c t l y  m i x i n g  h i s t o n e  a n d  DNA a t

lo w  i o n i c  s t r e n g t h s  s u f f e r s  f r o m  t h e  d i s a d v a n t a g e  t h a t
\

p r e c i p i t a t i o n  o f  DNA o c c u r s  u n l e s s  a  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  

h i  s t o n e s  r e l a t i v e  to  DNA i s  u s e d .  T h e  b i n d in g  o f  h i  s t o n e s  

a t  l o w  ( A r g  + L y s ) / P © 4  w a s  a c c o m p l i s h e d  b y  t h e  s lo w  

a d d i t i o n  o f  h i s t o n e  s o l u t i o n s  to  DNA w i t h  v i g o r o u s  a g i t a t i o n  

to  a v o i d  h i g h  l o c a l  c o n c e n t r a t i o n s  of  h i s t o n e ,

2. 6 E s t i m a t i o n  o f  c o n c e n t r a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  s o l u t i o n s

T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  G A R  s o l u t i o n s  w a s  d e t e r m i n e d  

f r o m  t h e  v a l u e  o f  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  a t  t h e  w a v e l e n g t h  

o f  m a x i m u m  a b s o r b a n c e  ( 2 7 5 n m ) .  E x p e r i m e n t a l  

d e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t ,  o f  G A R  w e r e  

o b t a i n e d  b y  e x h a u s t i v e  d i a l y s i s  a g a i n s t  d i s t i l l e d  w a t e r  

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

l y o p h i l i z e d  G A R  p r o t e i n  w e r e  d i s s o l v e d  i n  a c c u r a t e l y  

m e a s u r e d  v o l u m e s  o f  0. O IM  H C l  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  

s o l u t i o n s  I ' e a d  i n  a n  S P  500 s p e c t r o p h o t o m e t e r ,  w i t h  •

0. O IM  H C l  a s  a  r e f e r e n c e  b u f f e r .  S e v e r a l  d e t e r m i n a t i o n s  

w e r e  c a r r i e d  o u t  a n d  a  m e a n  v a l u e  o b t a i n e d .



u  J
A  t h e o r e t i c a l  v a l u e  o f  the  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  w a s  

d e t e r m i n e d  f r o m  th e  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  o f  GAR b y  th e  

m e t h o d  o f  W e t l a u f e r  (1962) .

2. 7 E s t i m a t i o n  o f  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  o f  GAR

E s t i m a t i o n s  o f  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  of  GAR 

w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  th e  t e c h n i q u e  o f  d e n s i t y  p e r t u r b a t i o n  

s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  i n  D ^O  ( S c h a c h m a n  a n d  E d e l  s t e i n  

( 1966) ,  T h o m a s  a n d  E d e l s t e i n  (1 9 7 1 ) ) .  A  s e r i e s  o f  

s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  

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

o f  d e u t e r i u m  o x id e  (D^O) p r e s e n t .  O b j e c t i o n s  to  t h e  

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

R e i s l e r  a n d  E i s e n b e r g  (1 96 9 ) .  A c c o r d i n g l y ,  a  f u r t h e r  

e s t i m a t i o n  o f  th e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  o f  G A R  w a s  m a d e  

o n  t h e  b a s i s  o f  a  s u m m a t i o n  o f  t h e  c o n t r i b u t i o n s  to  t h e  

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

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

c o n t e n t  o f  G A R  p r o t e i n  a s  d e s c r i b e d  b y  S t a r b u c k  e t  a l .

( 1 968 ) w a s  u s e d .

2. 8 A n a l y t i c a l  g e l  f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y

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

o u t  o n  a  W h a t m a n  4 0 c m  X 1 c m  d i a m e t e r  g l a s s  c o l u m n  f i t t e d  

w i t h  s i n t e r e d  e n d  p i e c e s  o r  o n  a  6"  X  3 / 8 "  d i a m e t e r  g l a s s  

c o l u m n .  A  s l u r r y  of  S e p h a d e x  GlOO ( P h a r m a c i a  In c .  , 

U p p s a l a ,  S w ed e n )  w a s  m a d e  i n  t h e  a p p r o p r i a t e  b u f f e r ,

" f i n e s "  w e r e  d e c a n t e d  a n d  th e  s l u r r y  w a s  d e g a s s e d  b y  

p a r t i a l  e v a c u a t i o n .  E q u i l i b r a t i o n  w a s  a c h i e v e d  b y  l e a v i n g  

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

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

s e v e r a l  c o l u m n  v o l u m e s  o f  b u f f e r .  C o l u m n s  w e r e  r u n  a t



r o o m  t e m p e r a t u r e .  E l u t i o n  p r o f i l e s  w e r e  m o n i t o r e d  u s i n g  

a  L K B  U V IC O R D  f low  a b s o r p t i o m e t e r  ( L K B  I n s t r u m e n t s  

Co. , U p p s a l a ,  S w e d e n )  e q u i p p e d  w i t h  a  2 7 7 n m  f i l t e r  o r  by  

d i r e c t  c o l l e c t i o n  o f  0. 4 m l  f r a c t i o n s  u s i n g  a  ISC O  M o d e l  

" T "  f r a c t i o n  c o l l e c t o r .  T h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  f r a c t i o n s  

w a s  m e a s u r e d  a t  2 3 5 n m  i n  a n  U N IC A M  S P 5 0 0  

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

ou t  u s i n g  th e  m e t h o d s  o f  S t e e r e  a n d  A c k e r s  (1969) .

S t a n d a r d  p r o t e i n s  u s e d  w e r e  c y t o c h r o m e  C, l y s o z y m e ,  

h a e m o g l o b i n ,  a n d  c h y m o t r y p  s in ,  b o v i n e  s e r u m  a lb u m i n ,  

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

t h e  c o l u m n s  w e r e  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  e l u t i o n  v o l u m e  of  

B l u e  D e x t r a n  2 0 0 OB a n d  th e  i n t e r n a l  v o l u m e  w a s  o b t a i n e d  

f r o m  th e  e l u t i o n  v o l u m e  of  p o t a s s i u m  d i c h r o r n a t e .  A s  

d e s c r i b e d  b y  A c k e r s  (1 9 6 7 a ,  1967 b) a  m o r e  m e a n i n g f u l  

c a l i b r a t i o n  o f  a  c o l u m n  t h a n  a  c o r r e l a t i o n  o f  m o l e c u l a r  

w e i g h t  w i t h  e l u t i o n  v o l u m e  i s  th e  u s e  o f  t h e  S t o k e s  r a d i u s ,  

a,  o f  t h e  s t a n d a r d  p r o t e i n s .  V a l u e s  o f  a ,  t h e  S t o k e s  

r a d i u s  o f  t h e  s t a n d a r d  p r o t e i n s  u s e d  w e r e  t a k e n  f r o m  

T a n f o r d  (19 6 1 ) ,  V a l u e s  o f  a ,  t h e  m o l e c u l a r  s i e v e  

p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t  a s  d e f i n e d  b y  A c k e r s  (1967)  w e r e  

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

In  o r d e r  to  s t u d y  i n t e r a c t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s  u s i n g  

g e l  f i l t r a t i o n  t e c h n i q u e s ,  l a r g e  v o l u m e s  of  p r o t e i n  s a m p l e s  

w e r e  a p p l i e d  to  t h e  S e p h a d e x  c o lu m n ,  a s  d e s c r i b e d  b y  

A c k e r s  a n d  T h o m p s o n  (1965) .  L a r g e  s a m p l e  v o l u m e s  

e n s u r e  t h a t  o n  e lu t i o n ,  a ' p l a t e a u '  r e g i o n  i s  a c h i e v e d  a t  

w h i c h  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e l u t e d  p r o t e i n  i s  e q u a l  to  t h a t



o f  t h e  a p p l i e d  s a m p l e .  I n i t i a l  s a m p l e  v o l u m e s  o f  4 m l  - 

10m l  w e r e  r o u t i n e l y  u s e d  to  a t t a i n  s u c h  c o n s t a n t  e l u t i o n  

c o n c e n t r a t i o n s .  V a l u e s  o f  t h e  w e i g h t  a v e r a g e  p a r t i t i o n  

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

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

a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  Z.

2. 9 T h e r m a l  D é n a t u r a t i o n  S t u d i e s

M e l t i n g  p r o f i l e s  o f  DNA a n d  DN A c o m p l e x e s  w e r e  

o b t a i n e d  u s i n g  a  U N IC A M  S P 8 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r  e q u i p p e d  

w i t h  a n  S P 8 7 0  c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  a l l  a c c e s s o r y .  

T e m p e r a t u r e  m e a s u r e m e n t s  w e r e  m a d e  u s i n g  a  P y e  

" S c a l a m p "  t h e r m o c o u p l e  g a l v a n o m e t e r .  M e l t i n g  p r o f i l e s  

w e r e  n o r m a l l y  o b t a i n e d  a t  DNA c o n c e n t r a t i o n  r a n g e s  

c o r r e s p o n d i n g  to  a b s o r b a n c e s  a t  2 7 5 n m  o f  0 . 6 - 1 . 0 . 

M e a s u r e m e n t s  o f  t u r b i d i t y  w e r e  m o n i t o r e d  a t  3 2 0 n m .

2. 10 A n a l y t i c a l  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n

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

w i t h  a  S p in c o  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u i p p e d  

w i t h  R T I C  t e m p e r a t u r e  c o n t r o l  a n d  a  p h o t o e l e c t r i c  s c a n n i n g  

s y s t e m .  ( E a r n e r s ,  P u t n e y ,  S t e i n b e r g  a n d  S c h a c h m a n  

( 1963)) .  R o t o r  s p e e d s  w e r e  c o n t r o l l e d  b y  a n  e l e c t r o n i c  

r o t o r  s p e e d  c o n t r o l  s y s t e m  ( B e c k m a n  I n s t r u m e n t s  Co. ).

2. 10. 1 T w o  c o m p o n e n t  e q u i l i b r i u m  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

of  GAR

A l l  p r o t e i n  s o l u t i o n s  f o r  a n a l y s i s  w e r e  

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

to  f u l f i l  t h e  r e q u i r e m e n t s  o f  C a s s a s  s a  a n d  

E i s e n b e r g  (1964)  c o n c e r n i n g  t h r e e  c o m p o n e n t  

s y s t e m s  ( B u f f e r  ion ,  m a c r o m o l e c u l e ,  a n d  s o lv e n t )
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T h e  d i f f u s  a t e  w a s  u s e d  a s  a  r e f e r e n c e  b u f f e r .  

E x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  1 2 m m  

a l u m i n i u m - f i l l e d  e p o n  d o u b l e  s e c t o r  c e n t r e p i e c e s .  

T h e  s e c t o r s  w e r e  l o a d e d  w i t h  p r o t e i n  s o l u t i o n  

a n d  d i f f u s  a t e  i n  t h e  m a n n e r  r e c o m m e n d e d  b y  

A d a m s  (1 9 6 7 ) ,  u s i n g  p o l y e t h y l e n e  s y r i n g e  n e e d l e s  

to  m i n i m i z e  c o n t a c t  w i t h  m e t a l .  In  a l l  c a s e s ,  

t h e  c o l u m n  h e i g h t s  i n  t h e  s o l u t i o n  s e c t o r  w e r e  

c l o s e  to  0. 3 c m .  N o  l a y e r i n g  o i l s  w e r e  u s e d  

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

t h e  p r o t e i n  s o l u t i o n  ( A d a m s ,  1967) .  A l i g n m e n t  

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

a  m i c r o s c o p e  a l i g n i n g  t o o l  ( B e c k m a n  I n s t r u m e n t s  

Co,  ). R u n s  w e r e  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  f o r  a t  l e a s t  

4 0 h  a n d  u s u a l l y  l o n g e r .  S c a n s  w e r e  n o r m a l l y  

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

m e a s u r a b l e  %)en d e f l e c t i o n s  to  b e  r e c o r d e d  o n  t h e  

s c a n n i n g  s y s t e m .  T h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  

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

r e l a t e  a b s o r b a n c e  to  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  

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

s c a n n i n g  s y s t e m .

2. 10. 2 A n a l y t i c a l  B a n d  S e d i m e n t a t i o n

A n a l y t i c a l  b a n d  s e d i m e n t a t i o n  r u n s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  b y  m e t h o d  o f  V i n o g r a d ,  B r u n e r ,  K e n t  

a n d  W e i g l e  (19 6 3 ) ,  u s i n g  an  a l u m i n i u m - f i l l e d  

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

( B e c k m a n  I n s t r u m e n t s  Co.  ). 1 5p l  o f  DNA 

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

0 . 3 5 m l  o f  b u l k  s o l v e n t  ( n o r m a l l y  C s C l )  i n  e a c h  

s e c t o r .  T h e  r a t e  o f  m o v e m e n t  o f  t h e  p e a k



m a x i m u m  w a s  u s e d  to  c a l c u l a t e  t h e  s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t  o f  t h e  DNA. ( B r u n e r  a n d  V i n o g r a d ,

(19 65 ) .

2. 10. 3 B o u n d a r y  s e d i m e n t a t i o n  e x p e r i m e n t s

E x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  1 2 m m  

a l u m i n i u m  " f i l l e d  e p o n  d o u b le  s e c t o r  c e n t r e p i e c e s .  

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

m a i n t a i n e d  a t  a s  c o n s t a n t  a  l e v e l  a s  p o s s i b l e  a n d  

t h e  t o t a l  t i m e  t a k e n  to  o b t a i n  s p e e d  w a s  n o t e d .  T h e  

t i m e  o f  a n y  s c a n  r e l a t i v e  to  t h e  s t a r t  o f  t h e  r u n  w a s  

a l w a y s  c a r e f u l l y  n o t e d .

2 . 1 1  O p t i c a l  R o t a t o r y  D i s p e r s i o n  (ORD)

2. 11. 1 D e t e r m i n a t i o n  o f  a - h e l i x  c o n t e n t  o f  G A R  h i s t o n e

O R D  s p e c t r a  o f  G A R  h i s t o n e  w e r e  o b t a i n e d  

i n  t h r e e  s o l v e n t  c o n d i t i o n s :  - 0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  D IM  

H C l ,  0. 15M  N a C l ,  0. OIM  H C l  a n d  0. O IM  H C l .

T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  h i s t o n e  u s e d  w a s  s u c h  t h a t  t h e  

a b s o r b a n c e  n e v e r  e x c e e d e d  2 . 0 .

O R D  s p e c t r a  w e r e  m e a s u r e d  o n  a  B e n d i x /  

B e l l i n g h a m  a n d  S t a n l e y  P o l a r m a t i c  G2 

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

c a l i b r a t e d  w i t h  s u c r o s e  ( B D H - A n a l a r  g r a d e )  b y  t h e  

p r o c e d u r e  o f  Y a n g  a n d  S a m e j i m a  (1 9 6 3 ) .

T r e a t m e n t  o f  O R D  d a t a

T h e  r o t a t i o n  d a t a  w e r e  e x p r e s s e d  i n  t e r m s  o f

Çr J  , d e f i n e d  a s :
XRh = ( N) (—1—)
^ ^ { 100 ) (n .  + 2)



1 0 0
w h e r e  [ a ]  = — a n d  i s  th e  o b s e r v e d

^ Ic  r o t a t i o n  i n
d e g r e e s

1 i s  t h e  p a t h  l e n g t h  i n  d e c i m e t r e s  o f  t h e  co l .  , 

c i s  c o n c e n t r a t i o n  i n  g / 1 0 0 m l

M  i s  t h e  m e a n  a m i n o  a c i d  r e s i d u e  w e i g h t  w h i c h  w a s  

d e t e r m i n e d  f o r  G A R  f r o m  t h e  a m i n o  a c i d  

c o m p o s i t i o n  of  S t a r b u c k  e t  a l .  (1968)  a n d  w a s  fo u n d  

to  b e  108. 4. R o t a t i o n s  w e r e  r e d u c e d  t o  t h e  v a l u e  

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

c o r r e c t i o n  f a c t o r  3 ; w h e r e  n   ̂ i s  t h e

r e f r a c t i v e  i n d e x  o f  t h e  s o l v e n t .  T h e  v a r i a t i o n  of  

t h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  o f  t h e  s o l v e n t  w i t h  w a v e l e n g t h ,

i .  e.  i t s  d i s p e r s i o n ,  w a s  t a k e n  i n to  a c c o u n t  i n  a l l  

m e a s u r e m e n t s .  T h e  v a l u e s  o f  r e f r a c t i v e  i n d i c e s  

a t  a l l  w a v e l e n g t h s  w e r e  a p p r o x i m a t e d  u s i n g  t h e  

S e l l m e i r  e q u a t io n .

w h e r e  n  i s  th e  r e f r a c t i v e  i n d e x

X i s  t h e  w a v e l e n g t h

a n d  X a n d  a  a r e  c o e f f i c i e n t s  to  b e  d e t e r m i n e d .
2

T h e  e q u a t i o n  w a s  s o l v e d  f o r  a  and .X ^  b y  

s u b s t i t u t i o n  o f  k n o w n  v a l u e s  o f  t h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  

a t  tw o  w a v e l e n g t h s  ( A d l e r  a n d  F a s m a n ,  1968) .

T h e  c o n t r i b u t i o n  to  n  b y  th e  lo w  p r o t e i n
X

c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  w e r e  a s s u m e d  to  b e  

n e g l i g i b l e .



<LJ w

T h e  O R D  s p e c t r a  w e r e  a n a l y z e d  b y  m e a n s  o f  

t h e  M o f f i t - Y a n g  a n d  S c h e c h t e r - B l o u t  e q u a t i o n s .

T h e  M o f f i t - Y a n g  e q u a t i o n  i s :

- • 1 , 2 2  2
| R ' J ( X  - X  ) / X  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t
>• o o

2 2 2
X  ̂ /  ( X -  X̂  ) to  y i e l d  a ^  a s  t h e  i n t e r c e p t  a n d

b ^  a s  t h e  s l o p e .  ( M o f f i t  a n d  Y a n g ,  1956) .

,\ w a s  a s s u m e d  to  b e  2 1 2n m .
o

T h e  S c h e c h t e r - B l o u t  e q u a t i o n  i s :

2 2 
■^193 ^ 193 , ^ 2 2 5  ^ 225

[R'] =  =“  + -
^ (X - X j g j )  ( X -  x" 2 2 Ŝ

T o  e v a l u a t e  t h e  c o e f f i c i e n t s  A  a n d  A_
2 2 2 1 / 3  225

[ R ' I  ( X -  X 193) /  X ^03 w a s  p l o t t e d  a g a i n s t

2 2 2
X 225 /  ( X "  ̂ 225 ) "^225 f r o m

th e  s l o p e .  ^ 1 9 3  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  i n t e r c e p t  

o f  t h e  a b o v e  p l o t .

H e l i c a l  c o n t e n t s  w e r e  c a l c u l a t e d  a c c o r d i n g  to  

S c h e c h t e r  a n d  B l o u t  (1 9 6 4 ) ,  a n d  S c h e c h t e r ,  C a r v e r  

a n d  B l o u t  (1 9 6 4 ) .  H e l i c a l  c o n t e n t s  a r e  g i v e n  b y

“ 193 " 1^193 * ’ 5 0 ) / (3 6 .5 )

« 2 3 5  - - ' ^ 2 5  "

U s in g  M o f f i t - Y a n g  p l o t s ,  a s s u m i n g  X^ = 2 1 2 n m ,  

p e r  c e n t  h e l i x  i s  g i v e n  b y :

% H e l i x  = - ( b ^  - 1 0 0 ) / 8 . 00



T h e  h e l i x  c o n t e n t  o f  G A R  w a s  a l s o  m e a s u r e d  

b y  t h e  m e t h o d  o f  U r n e s  a n d  D o ty  (1 96 1 )  f r o m  t h e  

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

e q u a t i o n :

% H e l i x  =
-b

o

6 . 30

2 . 1 2  D a t a  P r o c e s s i n g

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

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

F O R T R A N  o r  A L G O L  l a n g u a g e s .  C o m p u t e r s  u s e d  w e r e :

UNI V A C  1108 N a t i o n a l  E n g i n e e r i n g  L a b o r a t o r y ,  

E a s t  K i l b r i d e ,  S c o t l a n d .

I C L  K D F 9 U n i v e r s i t y  o f  G l a s g o w  C o m p u t i n g  

S e r v i c e ,  G l a s g o w .

D I G I T A L  P D P 8 L D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y ,  

U n i v e r s i t y  o f  G l a s g o w
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R E S U L T S

111 t h i s  s e c t i o n ,  t h e  r e s u l t s  o f  e x p e r i m e n t a l  i n v e s t i g a t i o n s  

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

h i  s t o n e s ,  t h e  g l y c i n e - a r g i n i n e  r i c h  h i s t o n e  (G A R ),  a n d  of  t h e  

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

s p e c i e s  w i l l  b e  d e s c r i b e d .  A r g i n i n e - r i c h  h i  s t o n e s  h a v e  b e e n  s h o w n

q u a l i t a t i v e l y  to  a g g r e g a t e  i n  s a l t  c o n d i t i o n s  a n d  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  

t h a t  t h e  p r e s e n c e  of  a g g r e g a t e s  o f  t h e s e  h i s t o n e s  i n  v iv o  m a y  a f f e c t  

th e  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n  o f  c h r o m a t i n  ( S t e l l w a g e n  a n d  C o le ,  1969; 

E d w a r d s  a n d  S h o o t e r ,  1970).  A n  i n i t i a l  a i m  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  

w a s  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  s e l f - a s s o c i a t i o n  p r o p e r t i e s  o f  G A R  h i s t o n e  on  

a r i g o r o u s ,  q u a n t i t a t i v e  b a s i s .  C a l f  t h y m u s  w a s  c h o s e n  a s  t h e  s o u r c e  

m a t e r i a l  o f  G A R  h i s t o n e  p r e p a r a t i o n s  b e c a u s e  o f  t h e  r e l a t i v e  a b u n d a n c e  

o f  th e  h i s t o n e  i n  t h i s  t i s s u e .  In  a d d i t i o n ,  p r e p a r a t i v e  t e c h n i q u e s  w e r e  

a v a i l a b l e  to  e n a b l e  t h e  l a r g e - s c a l e  p r e p a r a t i o n  o f  G A R  i n  a  d i s c r e t e ,  

h o m o g e n e o u s  f o r m  f r o m  c a l f  t h y m u s  t i s s u e  ( S t a r b u c k  e t  a l .  , 1968).

1. P u r i f i c a t i o n  a n d  i n i t i a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  f r o m  

c a l f  t h y m u s  t i s s u e

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

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

a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2 . 1 .  T h e  a r g i n i n e  r i c h  c l a s s  o f  

h i  s t o n e s  ( F ^ A ^ )  w a s  i s o l a t e d  f r o m  th e  w a s h e d  c h r o m a t i n  p r e p a r a t i o n  

b y  th e  s e l e c t i v e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  of  J o h n s  (1 9 6 4 ) .  S t u d i e s  of  

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

c a r r i e d  o u t  b y  E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  ( 1969) a n d  h a v e  r e v e a l e d  t h a t  

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

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

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

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

o b t a i n e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  J o h n s  ( 1964) w a s  f u r t h e r  p u r i f i e d  b y  g e l



f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  o n  S e p h a d e x  GlOO a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  

S e c t i o n  2. 1. T h e  e l u t i o n  p r o f i l e  o f  a  p r e p a r a t i o n  of  t h e  c l a s s

of  h i  s t o n e s  on  S e p h a d e x  GlOO i s  s h o w n  i n  F i g .  1(a) .  I t  c a n  b e  s e e n  

t h a t  t h e  F^A.^ g r o u p  o f  h i  s t o n e s  g i v e s  r i s e  to  4 d i s t i n c t  p e a k s ,  o n e  

o f  w h i c h  i s  e l u t e d  a t  a  p o s i t i o n  c l o s e  to  t h e  v o i d  v o l u m e .  S t a r b u c k  

e t  a l .  ( 196 8 ) h a v e  o b t a i n e d  s i m i l a r  e l u t i o n  p r o f i l e s  a n d  h a v e  s h o w n  

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

to  f r a c t i o n s  1 1 9 - 1 3 0  a n d  1 5 0 - 1 6 8  a r e  c o m p o s e d  m a i n l y  o f  t h e  

a r g i n i n e  l y s i n e  r i c h  h i s t o n e  (AL) a n d  t h e  g l y c i n e - A r g i n i n e  r i c h  h i s t o n e  

(GAR) r e s p e c t i v e l y ,  a l t h o u g h  t h e r e  i s  m i n o r  c r o s s - c o n t a m i n a t i o n  

b e t w e e n  th e  p e a k s .  F r a c t i o n s  1 5 2 - 1 7 0  w e r e  p o o l e d ,  c o n c e n t r a t e d  

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

F i g .  1(b). O n ly  o n e  p e a k  i s  o b t a i n e d ,  e l u t i n g  i n  a  p o s i t i o n  s i m i l a r  

to  t h a t  o f  G A R . T h e  f a c t  t h a t  t h e  p e a k  i s  n o t  s y m m e t r i c a l  s u g g e s t s  

t h a t  t h e r e  m a y  b e  s o m e  c o n t a m i n a t i o n  b y  A L  h i s t o n e .  F r a c t i o n s  

1 5 6 - 1 7 2  w e r e  p o o l e d  a n d  a l i q u o t s  c o n t a i n i n g  a b o u t  20ug  o f  p r o t e i n  

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

i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2. 2. A  t y p i c a l  g e l  i s  s h o w n  i n  p l a t e  1. A t  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  h i s t o n e  u s e d ,  o n ly  o n e  b a n d  i s  v i s i b l e .  S t a r b u c k  

e t  a l .  ( 1968) o b t a i n e d  s i m i l a r  g e l  p a t t e r n s  a n d  e s t i m a t e d  t h a t  t h e  

h i s t o n e  w a s ^  96% p u r e .  P r i o r  to  a n a l y s i s ,  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  G A R  

h i s t o n e  w a s  c h r o m a t o g r a p h e d  o n  S e p h a d e x  G 25  to  r e m o v e  a n y  lo w  

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

e l e c t r o p h o r e s i s .  T h e  e l u t i o n  p r o f i l e  o f  G A R  on  G 25  i s  s h o w n  i n  

F i g .  1(c). F r a c t i o n s  1 0 - 1 4  w e r e  p o o l e d  a n d  c o n c e n t r a t e d .

A c c u r a t e l y  w e i g h e d  q u a n t i t i e s  o f  p u r e  G A R  p r o t e i n  w e r e  

d i s s o l v e d  i n  k n o w n  v o l u m e s  o f  0, DIM  H C l  a n d  th e  a b s o r b a n c e  m e a s u r e d .  

T h e  a v e r a g e  v a l u e  o f  4 e s t i m a t i o n s  o f  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  

o b t a i n e d ' b y  t h i s  m e t h o d  w a s  f o u n d  to  b e  0 . 397 w i t h  a  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  

o f  + 0. 01. T h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  pux*e G A R  w a s  a l s o  o b t a i n e d



Ü i
FIG 1 (a)

E l u t i o n  p r o f i l e  o f  c l a s s  o f  h i s t o n e  s o n  a  S e p h a d e x

GlOO c o l u m n  ZOO c m  X 2. 5 c m .

H i s t o n e  f r a c t i o n  E^A^^ w a s  i s o l a t e d  f r o m  100g o f  c a l f  

t h y m u s  t i s s u e  b y  t h e  s e l e c t i v e  e x t r a c t i o n  m e t h o d  o f  J o h n s  (1 96 4 ) ,  a s  

d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2, 1. T h e  p r o t e i n s  w e r e  d i s s o c i a t e d  i n  

6M  u r e a / 0 . OIM H C l  f o r  36h  a t  4 ° C  a n d  a p p l i e d  to  a  200 X 2. 5 c m  

S e p h a d e x  GlOO c o l u m n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0. O IM  H C l .  3m l  f r a c t i o n s  

w e r e  c o l l e c t e d  a n d  t h e i r  a b s o r b a n c e  a t  2 7 5 n m  m e a s u r e d .

F IG  1 (b)

E l u t i o n  p r o f i l e  o f  G A R  h i s t o n e  o n  a  200 X 2. 5 c m  GlOO 

S e p h a d e x  c o lu m n .

H i s t o n e  f r a c t i o n  E ^ A ^  w a s  c h r o m a t o g r a p h e d  o n  a  200 X

2. 5 c m  c o l u m n  o f  S e p h a d e x  GlOO ( E i g  1 ( a ) ) . F r a c t i o n s  1 5 0 - 1 6 8  w e r e  

p o o l e d ,  c o n c e n t r a t e d  a n d  r e - c h r o m a t o g r a p h e d .  3m l  f i ' a c t i o n s  w e r e  

c o l l e c t e d  a n d  t h e i r  a b s o r b a n c e  a t  2 7 5 n m  m e a s u r e d .

F IG  1 (c)

E l u t i o n  p r o f i l e  o f  GA R h i s t o n e  o n  a  10 X 2. 5 c m  S e p h a d e x

G 25 c o lu m n .

G A R  w a s  c h r o m a t o g r a p h e d  o n  S e p h a d e x  GlOO ( F i g  1(b ) ) , 

f r a c t i o n s  1 5 6 - 1 7 2  w e r e  p o o l e d  c o n c e n t r a t e d  a n d  r e - c h r o m a t o g r a p h e d  

on  a  10 X 2, 5 c m  c o l u m n  of  S e p h a d e x  G25 .  2 m l  f r a c t i o n s  w e r e  

c o l l e c t e d  a n d  t h e i r  a b s o r b a n c e  a t  2 7 5 n m  m e a s u r e d .
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P L A T E  1

P O L Y A C R Y L A M I D E  G E L  E L E C T R O P H O R E S I S  O F  GAR H IS T O N E

G A R  h i s t o n e  w a s  i s o l a t e d  f r o m  c a l f  t h y m u s  b y  t h e  m e t h o d  

o f  S t a r b u c k  e t  a l .  (1968)  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2, 1. 0, 2m l

a l i q u o t s  o f  G A R  h i s t o n e  c o n t a i n i n g  20p.g p r o t e i n  w e r e  a p p l i e d  t o  7. 5% 

p o l y a c r y l a m i d e  g e l s ,  w i t h  0. 4 M  g l y c i n e ,  p H  5. 0 a s  e l e c t r o d e  b u f f e r .  

E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  f o r  3h  a t  3 m A / g e l .  T h e  g e l  w a s  

s t a i n e d  i n  1% A m i d o  B l a c k  a n d  de  s t a i n e d  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y .



PLATE 1



u  ,.j

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

m e a s u r e d  b y  t h e  p r o c e d u r e  o f  L o w r y ,  R o s e b o r o u g h ,  F a r r  a n d  

R a n d a l l  (1 95 1 ) ,  u s i n g  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  o f  B SA  f o r  c a l i b r a t i o n  o f  t h e  

m e t h o d ,  a n d  f o u n d  to  b e  0. 236,  T h e  lo w  v a l u e  o f  t h e  e x t i n c t i o n  

c o e f f i c i e n t  o b t a i n e d  b y  t h i s  m e t h o d  c o m p a r e d  to  t h a t  o b t a i n e d  b y  th e  

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

lo w  c o n t e n t  o f  t y r o s i n e  r e s i d u e s  i n  .GAR h i  s t o n e ,  s i n c e  t h e  m e t h o d  o f  

L o w r y  e t  a l ,  (1 9 53 )  i s  s e n s i t i v e  to  t h e  a m o u n t  o f  t y r o s i n e  r e s i d u e s  i n  

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

e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  G A R  h i  s t o n e  w a s  p r o v i d e d  b y  t h e  c a l c u l a t i o n  

o f  t h e  a b s o r p t i v i t y  o f  t h e  G A R  h i  s t o n e  f r o m  i t s  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n ,  

a c c o r d i n g  to  t h e  m e t h o d  o f  W e t l a u f e r  (1 9 62 ) ,  T h e  a m i n o  a c i d  

c o m p o s i t i o n  g i v e n  b y  S t a r b u c k  e t  a l .  (1968)  w a s  u s e d  a n d  t h e  v a l u e  

o f  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  c a l c u l a t e d  to  b e  0. 4 0 2 .  A s  p o i n t e d  o u t  

b y  W e t l a u f e r  (1962)  t h i s  m e t h o d  i s  a t  b e s t  a p p r o x i m a t e ,  s i n c e  l o c a l  

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

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

r e s i d u e s .  T h e  c a l c u l a t e d  a b s o r b a n c e  o f  0. 402  a t  2 7 5 n m  f o r  a  I m g / m l  

s o l u t i o n  o f  G A R  n e v e r t h e l e s s  a g r e e s  w e l l  w i t h  t h e  v a l u e  o f  0. 397 

o b t a i n e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  d i r e c t  w e i g h i n g ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e r e  i s  

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

( W e t l a u f e r ,  (1962)).  T h e  v a l u e  o f  th e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o b t a i n e d  

b y  t h e  m e t h o d  o f  d i r e c t  w e i g h i n g  o f  G A R  h i  s t o n e  w a s  u s e d  i n  a l l  

s u b s e q u e n t  d e t e r m i n a t i o n s  o f  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n *  T h i s  v a l u e  

a p p r o x i m a t e s  to  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  0. 352  e s t i m a t e d  f o r  

a  1 m g  /  m l  s o l u t i o n  o f  w h o l e  h i  s t o n e  a t  2 7 5 n m  ( W a l k e r ,  1965) .  T h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  G A R  h i  s t o n e  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  a b s o r b a n c e  v a l u e s  

a t  v a r i o u s  w a v e l e n g t h s ,  u s i n g  t h e  UV s p e c t r u m  o f  a  s o l u t i o n  o f  G A R  

o f  k n o w n ,  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  of  G A R  h i  s t o n e  

w a s  e s t i m a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2 . 3 a n d  t h e  a v e r a g e  

v a l u e s  o f  t h r e e  s e p a r a t e  d e t e r m i n a t i o n s  a r e  t a b u l a t e d  i n  T a b l e  2, 

a lo n g  w i t h  t h e  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  o b t a i n e d  b y  S t a r b u c k  e t  a l .
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T A B L E  2

A M IN O  A C I D  A N A L Y S IS  O F  GA R H I S T O N E

H i s t o n e  s a m p l e s  w e r e  e x h a u s t i v e l y  d i a l y z e d  a g a i n s t  

0. O IM  H C l ,  l y o p h i l i z e d  a n d  h y d r o l y z e d  i n  6M  H C l  a t  l î O ^ C  f o r  20h .  

A m i n o  a c i d  a n a l y s e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  a  J E O L C O  t y p e  J L C  5. A H  

a m i n o  a c i d  a n a l y z e r  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2. 3

T h e  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  o f  G A R  h i  s t o n e  i s  c o m p a r e d  

w i t h  t h a t  o b t a i n e d  b y  S t a r b u c k  e t  a l ,  (1 9 6 8 ) .  P a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  

a n d  m e a n  r e s i d u e  w e i g h t  o f  G A R  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  th e  i n d i v i d u a l  

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



U  i

H ^ H t r ^ { r ! g < ; o t > O h j 0 ^ i - a î > î > î i î i r '  
tr" % (D O m p) ^  JT y Jr'JÎ h^oï H ^^̂i p" % (D O
0> 4 j:i r+

K—' r—> f'-J
2 H - * o o s û L n » - ' o o o u o t - ' O o t j o o c r ^ i " * i N ) ' r )
Ü o ^ u > u ) - j O ‘- J o c T ' O o o ï j i ' n o o r o H - * - s ]

-v] ro o  ô
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(1 9 6 8 ) .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  h i  s t o n e  m o l e c u l e  h a s  a  h i g h  a r g i n i n e  

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

s o m e w h a t  l o w e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  b y  S t a r b u c k  e t  a l .  (1 9 6 8 ) .  A  

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

c o n t e n t ,  w h i c h  w i t h  t h e  h i g h  a r g i n i n e  c o n t e n t  a c c o u n t s  f o r  t h e  b a s i c  

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

h i s t i d i n e  c o m p r i s e  a b o u t  23% o f  t h e  t o t a l  a m i n o  a c i d s  a n d  f o u r  a m i n o  

a c i d s  ( l y s i n e ,  a r g i n i n e ,  g l y c i n e  a n d  l e u c i n e )  c o n s t i t u t e  o v e r  40% o f  

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

p r o t e i n  m o l e c u l e  c a l c u l a t e d  b y  S t a r b u c k  e t  a l .  (1 9 6 8 )  o n  a  b a s i s  o f  

a  p r o t e i n  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  10, 600 i s  s h o w n  i n  T a b l e  2. T h i s  

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

o f  e a c h  a m i n o  a c i d  to  t h e  o v e r a l l  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  of  t h e  p r o t e i n ,  

u s i n g  t h e  v a l u e s  o f  (Sahn a n d  E d s a l l  (1943.) f o r  t h e  s p e c i f i c  v o l u m e  of  

e a c h  a m i n o  a c i d  ( T a b l e  2). A  v a l u e  of  0. 7 2 9 4  w a s  o b t a i n e d  f o r  v. 

E s t i m a t i o n  of  th e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  a  p r o t e i n  b y  u l t r a  c e n t r i f u g a l  

a n a l y s e s  a r e  d e p e n d e n t  o n  t h e  v a l u e s  o f  v  u s e d ;  f o r  t h i s  r e a s o n ,  a  

r e l i a b l e  v a l u e  i s  e s s e n t i a l .  A t  p r e s e n t ,  h o w e v e r ,  t h e r e  i s  no  s i m p l e  

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

G o o d r i c h ,  S w i n e h a r ^ ,  K e l l y  a n d  R e i t h e l  (19 6 9 )  h a v e  p o i n t e d  o u t  t h a t  

s i n c e  ^ —  =. 1 —vp > e v a l u a t i o n  o f  th e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  t e r m  

i n  t h e  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  e q u a t i o n  m a y  b e  o b t a i n e d  b y  m e a s u r i n g  

t h e  c h a n g e  i n  d e n s i t y  o f  d i a l y z e d  p r o t e i n s  w i t h  r e s p e c t  to  c o n c e n t r a t i o n .  

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

r e p o r t e d  u s i n g  t h i s  m e t h o d  ( G o o d r i c h  a n d  R e i t h e l  (1 9 7 0 ) ) .  T h e  

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

b y  S c h a c h m a n  a n d  E d e l s t e i n  (19 6 6 )  a n d  T h o m a s  a n d  E  d e l  s t e i n  (19 7 1 )  

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

o f  V .  S e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  e x p e r i m e n t s  o n  s o l u t i o n s  of  GAR 

h i  s t o n e  i n  0. O IM  H C l /D ^ O  y i e l d e d  a  v a l u e  o f  0. 715 f o r  v ,  c a l c u l a t e d



b y  t h e  m e t h o d  o f  S c h a c h m a n  a n d  E d e l s t e i n  (1 9 6 6 ) ,  B e c a u s e  o f  

o b j e c t i o n s  to  t h e  t h e o r e t i c a l  v a l i d i t y  o f  t h i s  t e c h n i q u e  ( R e i s l e r  a n d  

E i s e n b e r g ,  1969),  t h e  v a l u e  of  v  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  a m i n o  a c i d  

c o m p o s i t i o n  of  G A R  d e t e r m i n e d  b y  S t a r b u c k  e t  a l .  (1968)  w a s  u s e d  i n  

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

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

t e c h n i q u e s  m a k e  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  th e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  o f  a l l  

i n t e r a c t i n g  s p e c i e s  i s  t h e  s a m e  ( A d a m s ,  1967 c ) . In  s u c h  c a s e s ,  

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

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

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

T h e  m e a n  r e s i d u e  w e i g h t  (M. R .  W. ) o f  GA R  h i  s t o n e  w a s  

c a l c u l a t e d  u s i n g  th e  a m i n o  a c i d  a n a l y s i s  o b t a i n e d  b y  S t a r b u c k  e t  a l .  

( 1968 ).

V a l u e s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  c o n t r i b u t i o n  o f  e a c h  a m i n o  a c i d  

to  t h e  o v e r a l l  M. R.  W.  a r e  sh o w n  i n  T a b l e  2. A  v a l u e  o f  108. 4 f o r  

M. R .  W. o f  G A R  w a s  c a l c u l a t e d .

2. A n a l y t i c a l  g e l  f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  o f  G A R  h i  s t o n e

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

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

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

d a t a  o n  G A R  h i  s t o n e ,  a n a l y t i c a l  g e l  f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  

c a r r i e d  o u t  o n  S e p h a d e x  GlOO a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2. 8.

S in c e  E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  ( 1969) h a v e  s h o w n  t h a t  h i s t o n e  f r a c t i o n  

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

w a s  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0. O IM  H C l .  S a m p l e  v o l u m e s  o f  a b o u t  0. 5 m l  

w e r e  a p p l i e d ;  t h e  e l u t i o n  v o l u m e s ,  S t o k e s  r a d i i  a n d  m o l e c u l a r  

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

i n  T a b l e  3, T h e  e l u t i o n  v o l u m e s  o f  BSA a n d  l y s o z y m e  w e r e  a r b i t r a r i l y  

s e l e c t e d  to  c a l i b r a t e  t h e  c o l u m n  a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2(a) .
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T A B L E  3

A N A L Y T I C A L  G E L  F I L T R A T I O N  C H R O M A T O G R A P H Y  O F  GA R

H IS T O N E

0, 5 m l  s a m p l e s  o f  GA R h i s t o n e  w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  on  

a  4 0 c m  X 1 c m  S e p h a d e x  GlOO c o l u m n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0, O IM  H C l  a n d  

t h e  e l u t i o n  p r o f i l e  m o n i t o r e d  a t  2 7 5 n m  b y  a n  U V IC O R D  f low  

a b s o r p t o m e t e r .  S t a n d a r d  p r o t e i n s  w e r e  a l s o  c h r o m a t o g r a p h e d  a n d  th e  

S t o k e s  r a d i u s ,  a,  o f  GA R  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  th e  e l u t i o n  v o l u m e s  a n d  

S t o k e s  r a d i u s  o f  B SA  a n d  l y s o z y m e  u s i n g  t h e  c a l i b r a t i o n  p r o c e d u r e  

d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2(a) .
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2 .3.

P r o t e i n

E l u t i o n  
V o l u m e  

( m l )

Molecular
S ie v e
C oeff t .

( a )

S to k e  s 
r a d i u s ,  

a, M. W.

Bovine Serum 
Albumin 18 .05 0 .1 9 6 3 6 .1 65000

Chymotrypsin 2 5 .5 0 .4 1 3 2 4 .0 21500
Chymotryp s i n  ogen 2 4 .8 0 .392 2 4 .5 23650
Cytochrome C 2 8 .6 0 .500 1 9 .0 12400
Haemoglobin 19 .50 0 .238 39 .8 64000
Lysozyme 2 8 .7 0 0 .506 2 0 .6 13930
Myoglobin 2 5 .60 0.415 1 8 ,8 18800
Rib on uc l e a s e  A 2 8 .65 0 .5 0 4 1 9 .2 12640

Blue D ex tran
(Vo)

1 1 .3 1 — M —

P o ta s s iu m
Bichromate (Vi)

34.40

•

GAR 2 7 .85 0.480 2 0 .5 3 10000



5 A.

T h e  S to k e s ,  r a d i u s  o f  G A R  h i s t o n e  w a s  d e t e r m i n e d  f r o m  th e  e q u a t i o n  

a  " 5. 25 32. 6 a

w h e r e  a  i s  th e  S t o k e s  r a d i u s  o f  t h e  e l u t e d  s p e c i e s

a n d  o i s  t h e  m o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t  ( A p p e n d i x  2(a)) .

T h e  S t o k e s  r a d i u s  o f  GA R  w a s  fo u n d  to  h e  20. 53A*^, A l t h o u g h  th e  

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

d e m o n s t r a t e d  b y  A c k e r s  (1964)  a n d  C h u n  e t  a l .  ( 1969) to  be  i n a c c u r a t e  

b e c a u s e  of  m o l e c u l a r  a s y m m e t r y ,  A n d r e w s  (19 6 5 )  h a s  s h o w n  

e m p i r i c a l l y  t h a t  a n  a p p r o x i m a t e l y  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  e x i s t s  b e t w e e n  

e l u t i o n  v o l u m e  a n d  l o g ^ Q ^ M o le c u la r  W e ig h t^  T h e  e l u t i o n  v o l u m e s  a n d  

L o g  ( M o l e c u l a r  W e ig h t s )  o f  t h e  s t a n d a r d  p r o t e i n s  u s e d  a r e  s h o w n  i n  

F i g .  2(a) .  I t  m a y  b e  s e e n  t h a t  f o r  t h e s e  p r o t e i n s ,  a  l i n e a r  

r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  V e  a n d  L o g  (MW) d o e s  e x i s t .  T h e  s t r a i g h t  l i n e  

d o e s  n o t ,  h o w e v e r ,  p a s s  t h r o u g h  th e  e l u t i o n  v o l u m e  o f  GA R h i s t o n e .

T h i s  m a y  i n d i c a t e  s o m e  m o l e c u l a r  a s y m m e t r y  i n  G A R  h i s t o n e ,  b u t  

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

e q u i l i b r a t e d  m a y  h a v e  c a u s e d  a g g r e g a t i o n  o r  c h a n g e s  i n  th e  

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

c a l i b r a t i o n  c u r v e .

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

t h e  b a s i s  o f  m o l e c u l a r  s i z e  a n d  c o n s e q u e n t l y ,  i n  t h e  c a s e  of  a s y m m e t r i c

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

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

f i l t r a t i o n  b e h a v i o u r  o f  m a c r o m o l e c u l e s  i s  to  c o r r e l a t e  t h e  S t o k e s

r a d i u s ,  a, o f  a n  e lu t i n g  s p e c i e s  w i t h  i t s  e l u t i o n  v o l u m e .  P o r a t h  (1963)

h a s  fo u n d  t h a t  a l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  e x i s t s  b e t w e e n  th e  c u b e  r o o t  o f  t h e

m o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t  a n d  th e  S t o k e s  r a d i u s  o f  e l u t e d  s p e c i e s .

F i g .  2(b) s h o w s  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  c u b e  r o o t  o f  t h e
1

m o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t ,  a ^ , o f  t h e  s t a n d a r d  p r o t e i n s  u s e d  f o r  th e



F IG  2 (a)

A N A L Y T I C A L  G E L  F I L T R A T I O N  C H R O M A T O G R A P H Y  O F  G A R

H IS T O N E

0. 5 m l  a l i q u o t s  o f  G A R  h i s t o n e  w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  on  

a  4 0 c m  X 1 c m  d i a m e t e r  S e p h a d e x  GlOO c o l u m n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  

0. OIM  H C l  a n d  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e  m o n i t o r e d  o n  a  L K B  U V IC O R D  f lo w  

a b s o r p t i o m e t e r . T h e  e l u t i o n  v o l u m e s  o f  t h e  fo l lo w in g  s t a n d a r d

p r o t e i n s  w e r e  a l s o  m e a s u r e d . * -  c y t o c h r o m e  C, r i b o n u c l e a s e  A,  

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

a n d  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n .

F I G  2 (b)

A N A L Y T I C A L  G E L  F I L T R A T I O N  C H R O h lA T O G R A P H Y  O F  GA R

H I S T O N E

0. 5m l  a l i q u o t s  o f  G A R  h i s t o n e  w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  o n  

a  4 0 c m  X 1 c m  d i a m e t e r  S e p h a d e x  GlOO c o l u m n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  

0. O IM  H C L  T h e  v o i d  v o l u m e ,  V o ,  a n d  t h e  i n t e r n a l  v o l u m e ,  V^, o f  

t h e  c o l u m n  w e r e  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  e l u t i o n  v o l u m e s  of  B lu e  D e x t r a n  

a n d  p o t a s s i u m  d i c h r o m â t e r e s p e c t i v e l y .  T h e  c o l u m n  w a s  c a l i b r a t e d  

u s i n g  t h e  S t o k e s  r a d i i  a n d  e l u t i o n  v o l u m e s  o f  B SA  a n d  l y s o z y m e  a s  

d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2(a) ,  V a l u e s  o f  t h e  m o l e c u l a r  s i e v e  

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

t h e i r  e l u t i o n  v o l u m e s  u s i n g  t h e  e x p r e s s i o n : -

V e  - VoC. =
1



/  4

E l u t i o n  
V o l u n a e , 

Ve  
( m i s )

F IG  2(a)

R N A s e30-r
C y t  C

L y  so

G A R

M yo2 5 . h y ' g e n

Hb

B S A

4. 0 5. 0

1
a  3

F IG  2(b)

s o z y  m  e
® g a r " " - © ^

M y o

0 .

C h y m o t r y p

B SA0 .

Hb

0 .

20 24 3628 3 2 40
o.

S t o k e s  r a d i u s  (A  )



i  a

c a l i b r a t i o n  o f  th e  g e l  f i l t r a t i o n  c o l u m n  a n d  t h e i r  S t o k e s  r a d i u s ,  a.

W i th  th e  e x c e p t i o n  o f  m y o g l o b i n ,  i t  i s  fo u n d  t h a t  a l l  t h e  d a t a  p o i n t s  

l i e  o n  a  s t r a i g h t  l i n e .  T h e  S t o k e s  r a d i u s  o f  G A R  w a s  c a l c u l a t e d  

f r o m  t h e  m o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t s  a n d  S t o k e s  r a d i i  o f  BSA a n d  

l y s o z y m e  a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2(a) . E f f e c t i v e l y  t h i s  

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

b e t w e e n  t h e  S t o k e s  r a d i u s  a n d  th e  m o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t s  o f  

t h e  tw o  p r o t e i n s  u s e d .  I t  i s  t h e r e f o r e  to  b e  e x p e c t e d  t h a t  a  l i n e a r  

r e l a t i o n s h i p  e x i s t s  b e t w e e n  G A R , BSA a n d  l y s o z y m e  i n  F i g .  2(b).

T h e  v a l i d i t y  o f  t h e  c o l u m n  c a l i b r a t i o n  b a s e d  o n  B S A  a n d  l y s o z y m e  i s  

c o n f i r m e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  t h e  d a t a  p o i n t s  f o r  t h e  o t h e r  s t a n d a r d  

p r o t e i n s  u s e d  a l s o  f a l l  on  t h i s  l i n e .  I t  i s  t h e r e f o r e  r e a s o n a b l e  to  

c o n c l u d e  t h a t  G A R  h i s t o n e  c a n  b e  r e p r e s e n t e d  a s  a  s p h e r i c a l  p r o t e i n  

o f  S t o k e s  r a d i u s  20. 53A*^.

T o  a n a l y z e  a s s o c i a t i n g  s y s t e m s  o f  G A R  o n  g e l  f i l t r a t i o n  

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

o f  o l i g o m e r s  o f  G A R  ( A p p e n d i x  2(b)),  V a l u e s  of(j^, t h e  m o l e c u l a r  

s i e v e  c o e f f i c i e n t  o f  i - m e r s  o f  G A R  h i s t o n e ,  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  A .p p en d ix  2(b) a c c o r d i n g  to  tw o  e x t r e m e  m o d e l s  o f  

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

Q, c a l c u l a t e d  f o r  t h e s e  f o r m s  o f  m o l e  c u l a r  c o m p l e x e s  a r e  s h o w n  i n  

T a b l e  4. F o r  l i n e a r  c o m p l e x e s  o f  m o r e  t h a n  6 m o n o m e r i c  s p e c i e s ,  

t h e  v a l u e s  ofo^^, a r e  so  s m a l l  t h a t  e x p e r i m e n t a l  r e s o l u t i o n  of  h i g h e r  

a g g r e g a t e s  w o u l d  b e  u n a t t a i n a b l e .  G e l - f i l t r a t i o n  a n a l y s i s  o f  G A R  

c o m p l e x e s  o f  m o r e  t h a n  6 m o n o m e r i c  u n i t s  i s  t h e r e f o r e  d i f f i c u l t  u s i n g  

S e p h a d e x  GlOO b u t  c o u l d  b e  c a r r i e d  o u t  o n  g e l s  o f  l a r g e r  p o r e  s i z e .

In  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s ,  g e l  f i l t r a t i o n  a n a l y s e s  o f  GA R c o m p l e x e s  w e r e  

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

b e i n g  l i m i t e d  to  t h e  c o n s i d e r a t i o n  o f  a g g r e g a t e s  o f  n o t  m o r e  t h a n  

6 m o n o m e r i c  u n i t s .



T A B L E  :4

M O L E C U L A R  S I E V E  C O E F F I C I E N T S  O F  C O M P L E X E S  O F  G A R

H IS T O N E

T h e  m o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t  o f  u n a g g r e g a t e d  GA R h i s t o n e

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

w i t h  0. OIM  H C l .  M o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t s  o f  a g g r e g a t e s  o f

G A R  h i s t o n e  w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  b o t h  l i n e a r  a n d  c o m p a c t

a g g r e g a t i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2(b).  E q u a t i o n s  u s e d  w e r e : -
1

C o m p a c t  a g g r e g a t i o n  = e r f c  (a ,  i^  - a ^ ) / b ^ )

1
L i n e a r  a g g r e g a t i o n  “ e r f c  ( ( f / f ^ )  a, i^ - a ^ ) / b ^

F o r  l i n e a r  a g g r e g a t i o n ,  v a l u e s  o f  f / f ^  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  r a t i o  

o f  l e n g t h  to  d i a m e t e r  o f  t h e  a g g r e g a t e s  u s i n g  t h e  e q u a t i o n s  o f  P e r r i n  

(1 9 36 )  a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2(b).
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i
a
b

f
f
0

A pp.  2(b)

Oi
L i n e a r
A g g r e g a t e s

O i
C o m p a c t
A g g r e g a t e s

1 0 .8165 0 .4760 0 .4760
2 1 .6330 1 .022 0.3583 0 .3 5 8 3
3 2 .4495 1 .074 0.2495 0 .2 9 0 3
4 3.2660 1 .1 3 1 0 .1 7 0 3 0 .2 3 5 1
5 4.0825 1 .1 8 8 0 .0952 0 .1947
6 4.8990 1 .2 4 3 0.0745 0 .1 6 3 8
T 5.7155 1 .296 0 .0517 0 .1 3 9 4
8 6 .5320 1 .3 4 7 0 .0297 0 .1198
9 7.3485 1 .396 0.0184 0 ,1036

10 8.1650 1 .4 4 3 0.0115 0 .0902
11 8 .9815 1 .4 8 8 0.0065 0 .0 7 9 3
12 9 .7980 1.532 0 .0 0 3 8 0 .0 6 9 7
13 10.6145 1.575 0 .0021 0 .0616
l 4 11.4310 1 .616 0.0016 0 .0 5 4 7
15 12.2475 1 .657 0 .0007 0 .0487
16 13 .0690 1 .6 9 6 0 .0004 0 .0434



U i t r a c e n t r i l u g a X  a n a l y s e s  o f  GA R h i s t o n e  i n  s a l t  c o n d i t i o n s

S e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  a n a l y s i s  o f  G A R  h i s t o n e  w a s

c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2. 10. 1 i n  tw o  d i f f e r e n t

s o l v e n t  c o n d i t i o n s ,  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  a n d  0. 15M  N a C l / 0 .  O IM

H C l .  A l l  r u n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  UV o p t i c s  a t  a  s p e e d  o f  26, 000

r p m  a t  2 0 ^ C. T h e  a p p a r e n t  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t s

( M  ) o f  G A R  h i s t o n e  i n  0, 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  o b t a i n e d  f r o m  
w a p p

s e v e n  s e p a r a t e  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  e x p e r i m e n t s  a r e ,  s h o w n

a s  a  f u n c t i o n  o f  c o n c e n t r a t i o n  i n  F i g .  3, a n d  M v a l u e s  o b t a i n e d^ w a p p
f r o m  e i g h t  s e p a r a t e  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  e x p e r i m e n t s  i n  0. IBM

N a C l / 0 .  O IM  H C l  a r e  s h o w n  i n  F i g .  4, I t  m a y  b e  s e e n  t h a t  u n d e r  b o t h

s o l v e n t  c o n d i t i o n s ,  M i n c r e a s e s  w i t h  c o n c e n t r a t i o n .  T h i s  m a y  b ew a p p  ^
a t t r i b u t a b l e  t o  e i t h e r  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m  o r

to  p o l y d i s p e r s i t y  w i t h i n  t h e  s a m p l e .  C a s s m a n  a n d  S c h a c h m a n  (1971)

h a v e  p o i n t e d  o u t  t h a t  o n ly  i n  a n  a s s o c i a t i n g  s y s t e m  i s  t h e  v a l u e  o f  M ^ ^ ^ ^

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

o f  t h e  e q u i l i b r i u m  r u n .  C o m p a r i s o n ,  a t  a  s i n g l e  c o n c e n t r a t i o n ,  o f
2

M v a l u e s  e v a l u a t e d  f r o m  1 n c  v s .  r  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  s e p a r a t ew a p p  ^  ^
s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  e x p e r i m e n t s  a t  d i f f e r e n t  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n

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

s y s t e m s .  I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g s .  3 a n d  4  t h a t  a t  a n y  s i n g l e

c o n c e n t r a t i o n  t h e  v a l u e s  o f  M f r o m  s e p a r a t e  s e d i m e n t a t i o nw a p p  ^
e q u i l i b r i u m  e x p e r i m e n t s  a r e  s i m i l a r ,  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f

r e v e r s i b l y  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s .  In  p r i n c i p l e ,  v a l u e s  o f

M  f r o m  s e p a r a t e  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b i ’i u m  r u n s  s h o u l d  f o r mw a p p  ^
a  c o n t i n u o u s  c u r v e  w h e n  p l o t t e d  a g a i n s t  c o n c e n t r a t i o n  b u t  i n  p r a c t i c e ,  

d i s c o n t i n u i t i e s  o f  t h e  t y p e  s h o w n  i n  F i g s .  3 a n d  4 a r e  c o m m o n  ( A d a m s  

a n d  F i l m e r ,  1966;  A l b r i g h t  a n d  W i l l i a m s ,  1968;  D e o n i e r  a n d  

W i l l i a m s ,  1970;  K e l l y  a n d  R e i t h e l ,  1971). S u c h  d i s c o n t i n u i t i e s  

h a v e  b e e n  a t t r i b u t e d  to  p r e s s u r e  e f f e c t s  a t  t h e  e x t r e m i t i e s  o f  t h e  

s e d i m e n t i n g  c o l u m n  (Deonie i*  a n d  W i l l i a m s ,  1970) .  T h e  d i s c o n t i n u o u s
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FIG. 3

A P P A R E N T  W E I G H T  A V E R A G E  M O L E C U L A R  W E I G H T S  O F  GA R

H I S T O N E  IN  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l

S a m p l e s  o f  G A R  M s t o n e  a t  d i f f e r e n t  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n s

w e r e  d i a l y z e d  e x h a u s t i v e l y  a g a i n s t  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  a n d

c e n t r i f u g e d  a t  26, 000 r p m  f o r  a t  l e a s t  36 h  a t  20*^C i n  a n  A N - G  r o t o r

i n  a  B e c k m a n  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u i p p e d  w i t h

a b s o r p t i o n  o p t i c s .  A p p a r e n t  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t s

( M  ) w e r e  d e t e r m i n e d  f r o m  c o m p u t e r  e v a l u a t i o n  o f  th e  g r a d i e n t  
 ̂ w a p p /  2 2
o f  In  c v s .  r  d a ta .  T h e  g r a d i e n t  a t  e a c h  p o i n t  i n  t h e  I n  c v s .  r

d a t a  w a s  e v a l u a t e d  b y  f i t t i n g  a  q u a d r a t i c  p o l y n o m i a l  to  s u c c e s s i v e
2

a n d  o v e r l a p p i n g  s e t s  o f  5 d a t a  p o i n t s  on  t h e  In  c v s .  r  c u r v e ,  a n d  

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

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

1 m g  / m l  "  0. 3^17 O. D. u n i t s  a t  2 7 5 n m

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

c o n s t r a i n e d  to  p a s s  t h r o u g h  M  = 10, 600 a t  C = O^ ^ w a p p

E x p e r i m e n t a l  M c u r v e s^  w a p p
B e s t  f i t t i n g  c u r v e
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FIG. 4

A P P A R E N T  W E I G H T  A V E R A G E  M O L E C U L A R  W E I G H T S  O F  G A R

H I S T O N E  IN  0. 15M  N a C l / 0 .  O IM  H C l

S a m p l e s  o f  G A R  h i s t o n e  a t  d i f f e r e n t  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n s

w e r e  d i a l y z e d  e x l i a u s t i v e l y  a g a i n s t  0. 15M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  a n d

c e n t r i f u g e d  a t  26, 000 r p m  f o r  a,t l e a s t  3 6 h  a t  2 0 ^ C  i n  a n  A N - G  r o t o r

in  a  B e c k m a n  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e ,  e q u i p p e d  w i t h

a b s o r p t i o n  o p t i c s .  A p p a r e n t  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t s

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

of  I n  c v s .  r ^  d a ta .  T h e  g r a d i e n t  a t  e a c h  p o i n t  i n  t h e  In  c v s ,  r ^

d a t a  w a s  e v a l u a t e d  b y  f i t t i n g  a  q u a d r a t i c  p o l y n o m i a l  to  s u c c e s s i v e
2

a n d  o v e r l a p p i n g  s e t s  o f  5 d a t a  p o i n t s  o n  t h e  I n  c v s .  r  c u r v e  a n d  

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

e s t i m a t e d  f r o m  a b s o r b a n c e  m e a s u r e m e n t s ,  u s i n g  th e  r e l a t i o n  

I m g / m l a O .  3 Ü  O. D. u n i t s  a t  2 7 5 n m .

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

to  p a s s  t h r o u g h  M  = 10600  a t  C = O. ̂ ° w a p p

E x p e r i m e n t a l  M ^ ^ ^ ^  v a l u e s

B e s t  f i t t i n g  c u r v e
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m o l e c u l a r  w e i g h t  d a t a  s h o w n  i n  F i g s .  3 a n d  4 w e r e  p r o c e s s e d  b y  th e  

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

t e c h n i q u e s  o f  c u r v e - f i t t i n g  b y  t h e  m e t h o d  o f  l e a s t  s q u a r e s .  ( A d a m s ,  

1967 c; G o d f r e y  a n d  H a r r i n g t o n ,  1970 a, b), A  t h i r d  d e g r e e  

p o l y n o m i a l  r e l a t i n g  to  C w a s  c o n s i d e r e d  a d e q u a t e  to  d e s c r i b e

th e  d a t a  o f  F i g s .  3 a n d  4. I t  w a s  fo u n d  t h a t  b o t h  f i t t e d  c u r v e s  

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

m o n o m e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  M ^ ,  o f  10, 600 c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  a m i n o  

a c i d  a n a l y s i s  o f  G A R .  T h e s e  d i s c r e p a n c i e s  i l l u s t r a t e  t h e  

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

w e i g h t  d a t a  d e s c r i b i n g  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s ,  to  i n f i n i t e  

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

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

I n  t h e  p a r t i c u l a r  c a s e  o f  G A R  h i s t o n e ,  t h e  r e l a t i v e l y  l o w  e x t i n c t i o n

c o e f f i c i e n t  o f  t h e  p r o t e i n  m a k e s  a c c u r a t e  m e a s u r e m e n t  o f  M a t^ w a p p
lo w  c o n c e n t r a t i o n s  d i f f i c u l t  w h e n  a b s o r p t i o n  o p t i c s  a r e  u s e d .  I t  i s

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

u n w e i g h t e d  p o l y n o m i a l  c u r v e - f i t t i n g .  U s in g  t h i s  t y p e  of  c u r v e - f i t t i n g

i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  p r e p o n d e r a n c e  of  d a t a  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s

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

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

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

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

to  t h e  a c c u r a c y  w i t h  w h i c h  t h e  d a t a  w e r e  d e t e r m i n e d  e x p e r i m e n t a l l y .

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s ,  no  s u c h  w e i g h t e d  c u r v e - f i t t i n g  p r o c e d u r e  w a s

a v a i l a b l e .  E v e n  w i t h  w e i g h t e d  c u r v e - f i t t i n g  p r o c e d u r e s ,  a c c u r a t e

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

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

w h i c h  a l lo w ,  i n  s o m e  c a s e s ,  m o r e  a c c u r a t e  e x t r a p o l a t i o n  o f  M^  w a p p
d a t a  to  z e r o  c o n c e n t r a t i o n .  F i g .  5(a) s h o w s  p l o t s  o f  t h e  r e c i p r o c a l



FIG 5

E S T I M A T I O N  O F  M O N O M E R .  M O L E C U F A R  W E I G H T S  O F  G A R

H IS T O N E

S e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  a n a l y s e s  o f  G A R  h i s t o n e  i n  

0, 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  a n d  0. 15M  N a C l / 0 .  D IM  H C l  w e r e  c a r r i e d  

o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2. 10. 1, a t  v a r i o u s  i n i t i a l  

c o n c e n t r a t i o n s .  W h o le  c e l l  a p p a r e n t  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  

w e i g h t s  ( " wor e  e v a l u a t e d  f r o m  t h e  g r a d i . e n t  o f  t h e  b e s t  

s t r a i g h t  l i n e  t h r o u g h  t h e  I n  c v s .  r ^  d a t a .

A ---------------A 0. 0 7 5 M  N a C l / O - O I M  H C l

o O 0. 15 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l

F i g .  5(a)  T h e  r e c i p r o c a l  o f  p l o t t e d  a s  a  f u n c t i o n

o f  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n .

F i g ,  5(b) T h e  l o g a r i t h m  o f  ^ . ^ ^ e l l a p p  p l o t t e d  a s  a  f u n c t i o n

o f  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n .

F i g .  5(c)  R o w e  a n d  R o w e  (1970)  p l o t s  o f  d a t a  f r o m  o n e  s i n g l e
2

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

a  q u a d r a t i c  p o l y n o m i a l  to  t h e  d a t a  a n d  v a l u e s  o f  Z a n d  T w e r e  

e v a l u a t e d  u s i n g  a  P D P 8 / L  c o m p u t e r  a s  d e s c r i b e d  b y  R o w e  a n d  

R o w e  (1 97 0 ) .
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o f  t h e  w h o l e  c e l l  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  M  , a s  a
w c e l l a p p

f u n c t i o n  o f  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n .  F o r  a s s o c i a t i n g  s y s t e m s ,  s u c h

p l o t s  a r e  g e n e r a l l y  c u r v e d .  V a l u e s  o f  1 / ^ y ^ e l l a p p G a c h  o f  th e

s e p a r a t e  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  e x p e r i m e n t s  u s e d  to  c o n s t r u c t

F i g s ,  3 a n d  4 f o r m e d  d i s t i n c t  c u r v e s ,  a n d  a c c o r d i n g l y  o n ly  v a l u e s

o f  M  o b t a i n e d  f r o m  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  e x p e r i m e n t s
w c e l l a p p

w i t h  s t a r t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  l e s s  t h a n  2. 5 m g / m l  w e r e  p r o c e s s e d ,

to  a l l o w  l i n e a r  e x t r a p o l a t i o n  t h r o u g h  t h e  d a t a .  B e s t - f i t t i n g  s t r a i g h t

l i n e s  t h r o u g h  th e  d a t a  a r e  s h o w n  i n  F ig ,  5(a) a n d  y i e l d e d  v a l u e s  o f

o f  12390  a n d  12090 i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  a n d  0. 15M  N a C l

/ 0 .  O IM  H C l  r e s p e c t i v e l y .  T h e  l a c k  o f  a  g o o d  f i t  t o  t h e  d a t a  i s

p r o b a b l y  due  to  t h e  i n a c c u r a c i e s  i n v o l v e d  i n  t h e  e s t i m a t i o n s  o f
2

^ w c e l l a p p  f i t t i n g  a  s t r a i g h t  l i n e  to  n o n - l i n e a r  In  c v s ,  r  d a ta .

F i g .  5(b) s h o w s  p l o t s  o f  l o g ^ w c e l l a p p  c o n c e n t r a t i o n .  A g a i n  

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

w i t h  s t a r t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  l e s s  t h a n  2. 5 m g / m l  w e r e  p r o c e s s e d .

B e s t - f i t t i n g  s t r a i g h t  l i n e s  t h r o u g h  t h e  d a t a  a r e  s h o w n  i n  F i g .  5(b) 

a n d  y i e l d e d  M ^ v a l u e s  o f  11850  a n d  11750  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  

a n d  0, 1 5M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  v a l u e s  o f  M^ a r e  

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

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

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

R e c e n t l y ,  R o w e  a n d  R o w e  (1970)  h a v e  d e r i v e d  e q u a t i o n s  w h i c h  e n a b l e
I

m o r e  a c c u r a t e  e v a l u a t i o n  o f  M^ f r o m  a  s i n g l e  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m

r u n .  T h e y  d e f i n e d  t h e  f u n c t i o n s  Z = In  c J a n d  

%

r.
3

c.
J

c.
J

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



o f  T m a y  b e  u s e d  to  c a l c u l a t e  . P l o t s  o f  Z a s  a  f u n c t i o n  o f  T, 

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

F i g .  5 (c) .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  i n  b o t h  0, 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  a n d  

0. IB M  N a C l /O ,  O IM  H C l ,  Z - T p l o t s  f o r  G A R  h i s t o n e  a r e  n o n - l i n e a r ,  

i n d i c a t i n g  p o l y d i s p e r  s i t y  w i t h  r e s p e c t  to  m o l e c u l a r  w e i g h t  ( R o w e  

a n d  R o w e ,  1970).  In  t h e  c a s e  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  p u r e  G A R  

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

R e g r e s s i o n  l i n e s  t h r o u g h  t h e  d a t a  g a v e  v a l u e s  f o r  M^ o f  10, 800 a n d  

11200  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  a n d  0. IB M  N a C l / 0 .  OIM  H C l  

r e s p e c t i v e l y .

T h e  g r a p h i c a l  m e t h o d s  d e p i c t e d  i n  F i g .  5 a, b ,  c a l l  y i e l d

d i f f e r e n t  v a l u e s  o f  M ^ ,  w i t h  t h e  m e t h o d  of  R o w e  a n d  R o w e  (1970) ,

( F i g .  5(c))  y i e l d i n g  v a l u e s  o f  M^ c l o s e s t  to  t h a t  o b t a i n e d  f r o m  th e

a m i n o  a c i d  a n a l y s i s .  I n  v i e w  o f  th e  s i g n i f i c a n t  n o n - l i n e a r i t y  o f  t h e

Z - T p l o t s ,  h o w e v e r ,  t h e  a c c u r a c y  o f  th e  d e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e

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

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

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

t h i s  r e a s o n  th e  v a l u e  o f  M^ u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  w a s  t h a t

b a s e d  o n  a m i n o  a c i d  a n a l y s i s ,  n a m e l y  10, 600 d a l t o n s .  S e v e r a l

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

t h a t  e x t r a p o l a t e d  M  d a t a  a t  C = O d o e s  n o t  a g r e e  w i t h  t h e^ w a p p  ®
m o n o m e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  e s t i m a t e d  b y  a l t e r n a t i v e  m e t h o d s  s u c h  a s

a m i n o  a c i d  a n a l y s i s .  ( K e l l y  a n d  R e i t h e l ,  1971;  G o d f r e y  a n d

H a r r i n g t o n ,  1970 a, b; A l b r i g h t  a n d  W i l l i a m s ,  1968;  D e o n i e r  a n d

W i l l i a m s ,  1970) .  T h e s e  a u t h o r s  h a v e  a t t r i b u t e d  t h e  i n c o n s s i s t e n c y

to  i n a c c u r a c i e s  i n  t h e  M  d a t a  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  h a v ew a p p
a r t i f i c i a l l y  c o n s t r a i n e d  t h e  b e s t - f i t t i n g  c u r v e  t h r o u g h  t h e  v s .

c o n c .  d a t a  to  p a s s  t h r o u g h  M p  t h e  m o n o m e r  m o l e c u l a r  w e i g h t

o b t a i n e d  b y  a m i n o  a c i d  a n a l y s i s .  S u c h  a  p r o c e d u r e  w a s  a d o p t e d  i n

t h e  p r e s e n t  s t u d i e s ;  t h e  b e s t - f i t t i n g  c u r v e s  t h r o u g h  t h e  M» o w a p p
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v s .  c d a t a  a s s u m i n g  = 10600  a r e  s h o w n  i n  F i g s .  3 a n d  4. T h e  

a p p a r e n t  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  d a t a  r e p r e s e n t e d  i n  F i g s .  3 a n d  

4 w e r e  u s e d  to  c a l c u l a t e  t h e  p a r a m e t e r s  r e q u i r e d  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  

a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s  d e v e l o p e d  b y  A d a m s  ( 1 9 6 7 a ) ,  a s  d e s c r i b e d  i n  

A p p e n d i x  r .  D a t a  p r o c e s s i n g  w a s  p e r f o r m e d  on  a  UNI V A C  1108  c o m p u t e r  

p r o g r a m m e d  i n  F O R T R A N .  T h e  c o m p u t e r  p r o g r a m  w a s  e x t e n s i v e l y  t e s t e d  

u s i n g  s t a n d a r d  d a t a  o f  A d a m s  a n d  F i l m e r  (1 9 6 6 ) ,  S o p h i a n o p o u l o s  a n d  V a n  

H o l d e  ( 1964 ) a n d  A l b r i g h t  a n d  W i l l i a m s  (1 96 8 ) .  In  a l l  c a s e s ,  t h e  c o m p u t e d  

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

T h e  v a l u e s  o f  M o b t a i n e d  f r o m  t h e  p r o c è s  s in g  o f  M  d a t an a p p  \  ̂ ° w a p p
( A p p e n d i x  1) a r e  s h o w n  i n  F i g ,  6(a) a n d  p l o t s  o f  / M  a n d  M ,  / M ̂ > to w  % w a p p  1 n a p p
a r e  s h o w n  i n  F i g .  6 (b ) . T h e  v a l u e s  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m o m e n t s

M l /  c M  a n d  c M ,  / M  a n d  o f  th e  p a r a m e t e r s  a n d  f , , w h i c h  w e r e1 w a p p  1 n a p p  ^  1
u s e d  i n  t h e  A d a m s - t y p e  a n a l y s i s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  5. T h e  g r a p h i c a l  

p r o c e d u r e  o f  C h u n  a n d  K i m  (1 97 0 )  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  

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

t r e a t m e n t  o f  A d a m s ,  s i n c e  t h e  t y p e  o f  a s s o c i a t i o n  m a y  b e  i d e n t i f i e d  

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

t h e o r e t i c a l l y .  In  t h e  a n a l y s i s  o f  C h u n  a n d  K i m  (19 7 0 )  r e d u c e d  m o l e c u l a r  

w e i g h t  m o m e n t s  a r e  u s e d  w h i c h  a r e  d e f i n e d  a s :

( ^ w a p p ^  "  ^ w a p p / ^ 1  ( ^ n a p p ) '  " ^ n a p p ' ^ ^ l

F i g .  7(a)  s h o w s  p l o t s  o f  ( M  ) '  v s .  1 / ( M  ) '  w h i c h  c h a r a c t e r i z e^  ̂  ̂ ^  ̂ wapp^ napp^
t h e o r e t i c a l  i d e a l  a s s o c i a t i n g  s y s t e m s  o f  t h e  m o n o m e r - n - m e r  t y p e  f o r

l< Z n  <C8, t h e  s t a n d a r d  g r a p h  d e s c r i b i n g  a n  i d e a l  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n  a n d

a l s o  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  o b t a i n e d  d a t a  f o r  G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l

a n d  0. IB M  N a C l / 0 .  O IM  H C l .  F o r  G A R  i n  0. 07BM N a C l / 0 .  O IM  H C l ,  i t  c a n

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

a n  i d e a l  m o n o m e r  - d i m e r  t y p e  o f  a s s o c i a t i o n .  A t  v a l u e s  o f  1 / ( M  ) '< ^ 0 .  6, ̂^  ̂ n spp '
t h e r e  i s  a  s l i g h t  d o w n t u r n  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  a w a y  f r o m  t h e  p r e d i c t e d  

c u r v e .  T h i s  s l i g h t  d e v i a t i o n ,  w h i c h  o c c u r s  i n  t h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n
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M ^ ^ p p  a n d  M!j^ ^ p p  o f  g a r  H I S T O N E  I N  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C E

A N D  0. 1 5 M  N a C l / 0 .  Q IM  H C l

A p p a r e n t  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  ( M  ) o f
w a p p

GA R  h i  s t o n e  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  a n a l y s e s  a t

d i f f e r e n t  s t a r t i n g  c o n c e n t r a t i o n s .  B e s t - f i t t i n g  c u r v e s  t h r o u g h  t h e

e x p e r i m e n t a l  M  d a t a  w e r e  c o n s t r a i n e d  to  p a s s  t h r o u g h  t h e  v a l u e  o fw a p p  ^ ^
t h e  m o n o m e r  m o l e c u l a r  v / e ig h t  o f  G A R  ( 1 0 6 0 0  d a l t o n s )  a s  e s t i m a t e d

f r o m  a m i n o  a c i d  a n a l y s i s ,  M  v a l u e s  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  M
: ia p p  w a p p

d a t a  u s i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p ;

cM^

M  M
w a p p  n a p p

 -------- -----— ^ M  of  G A R  i n  0, 1 5M  N a C l / 0 .  O lM - H C iw a p p
o-------------- — O M  o f  G A R  i n  0. 15M  N a C l / 0 .  O IM  H C ln a p p
A----------------- A  M  o f  G A R  i n  0, 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C lw a p p
CÎ 0  M  o f  G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 ,  O IM  H C ln a p p

FIG...6(.b)

M  / M a p p  o f  g a r  H IS T O N E  IN  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 ,  D IM  H C l  a n d  0, IB M

N a C l /O .  D IM  H C l

M  o f  GA R h i s t o n e  w e r e  e v a l u a t e d  f r o m  s e d i m e n t a t i o n
w a p p

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

v a l u e s  c a l c u l a t e d  u s i n g  th e  e x p r e s s i o n ;

^ ^ 1  cM^
M  M

w a p p  n a p pu
B e s t - f i t t i n g  c u r v e s  t h r o u g h  t h e  M ^ ^ ^ ^  d a t a  W e r e  c o n s t r a i n e d  to  p a s s

t h r o u g h  M^ = 10600 d a l t o n s .

n ___________ a  M  / M  o f  G A R  h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 ,  O IM  H C l^  1 n a p p
A------------------A  M ,  / M  o f  G A R  h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l

1 w a p p
o 0 M ,  / M  o f  G A R  h i s t o n e  i n  0. 15M  N a C l / 0 .  O IM  H C l1 n a p p
«----------------------------M ,  / M  o f  G A R  h i s t o n e  i n  0. IB M  N a C l / 0 .  O IM  H C l1 w a p p
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C o n c e n t r a t i o n  ( m g / m l )

M.

M a p p

1 . 0  2. 0 3 . 0  4. 0
C o n c e n t r a t i o n  ( m g / m l )

1 . 0

0, 5

OJ 0
5. 0



T A B L E  5

A N A L Y S IS  O F  S E  L E - A S S O C I A T I O N  OF G A R  H I S T O N E  IN 0, 0 7 5 M  

N a C l / 0 .  Q IM  H C l  a n d  0. 1 5 M  N a C I / 0 .  QI M  H C l  B Y  A D A M S  T H E O R Y

T h e  M  v s ,  c d a t a  ( F i g s .  3 a,nd 4) o b t a i n e d  f r o m  u l t r a -  
w a p p

c e n t r i f u g a l  a n a l y s i s  o f  G A R  h i s t o n e  i n  0. 0 7 5M  N a C l / 0 .  OIM  H C l  a n d  

0, I 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  w a s  p r o c e s s e d  b y  c o m p u t e r  to  e v a l u a t e : -

f - , a  , M ,  / c M  a n d  c M . / M  a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  1
1 1 w a p p  1 i iapp

E q u a t i o n s  u s e d  w e r e  : -

M.
_

w a p p

.c

c M ,  /  M

M  \  M
n a p p  ^  w a p p

do

j (sA- -> ) :
^ w a p p  /
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r a n g e  o f  t h e  d a t a ,  m a y  b e  a  r e s u l t  o f  n o n - i d e a l  e f f e c t s .  F o r  G A R

i n  0, IB M  N a C l / 0 ,  OIM  H C l  i t  m a y  b e  s e e n  t h a t  i n  t h e  lo w  c o n c e n t r a t i o n

r a n g e ,  t h a t  i s ,  f o r  v a l u e s  o f  1 / ( M  ) '  g r e a t e r  t h a n  0. 7, t h e
napp^

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

p l o t s  d e s c r i b i n g  m o n o m e r - d i m e r  o r  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n .  A t

h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  do n o t  c o r r e s p o n d  to

a n y  o f  t h e  s t a n d a r d  c u r v e s .  In  F i g ,  7(b) ,  t h e o r e t i c a l  p l o t s  of

( M  )'  v s .  t h e  w e i g h t  f r a c t i o n  of  m o n o m e r ,  f . ,  a r e  d e p i c t e d  f o r  
wapp^ ^ 1 ^

i d e a l  m o n o m e r  - n - m e r  a s s o c i a t i o n  w h e r e  4  5. T h e  e x p e r i m e n t a l

d a t a  o b t a i n e d  f o r  G A R  i n  0, 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l ,  a p p r o x i m a t e

b e s t  to  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  f o r  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n ,  w h i l e

t h e  d a t a  o b t a i n e d  i n  0, IB M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  do n o t  s a t i s f a c t o r i l y

a g r e e  w i t h  a n y  o f  t h e  s t a n d a r d  c u r v e s .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  f o r  b o t h

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

v a l u e  o f  f^ o f  a p p r o x i m a t e l y  0. 7S. In  g e n e r a l ,  e r r o r s  i n  th e

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

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

t h e  d a ta ,  In  t h e  c a s e  o f  F i g .  7(b) i t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  t h e  s m a l l

d e v i a t i o n s  o b s e r v e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  a t  f ^ t^ O .  75 a r e  a

r e s u l t  o f  t h e  l a t t e r  s o u r c e  o f  e r r o r .  A t  t h i s  v a l u e  of  f^ , t h e

c o n c e n t r a t i o n  i s  lo w  a n d  i t  i s  t h e r e f o r e  to  b e  e x p e c t e d  t h a t  n o n - i d e a l

e f f e c t s  w i l l  b e  s m a l l ,  M o r e o v e r ,  a t  t h i s  l o w  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e

i t  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g s .  3 a n d  4 t h a t  i n  b o t h  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s ,

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

c o n c e n t r a t i o n .  I n  t h i s  r a n g e  o f  s h a r p l y  i n c r e a s i n g  M ^ ^ ^ ^  v a l u e s  a s

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

p r o c e d u r e s  u s e d  to  e v a l u a t e  M  a n d  f_ m a y  i n t r o d u c e  e r r o r sn a p p  I ^
w h i c h  g i v e  r i s e  to  t h e  s m a U  d e v i a t i o n  o f  F i g ,  7(b) .  T he  s a m e  

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

l o w  c o n c e n t r a t i o n  c a n  b e  e m p l o y e d  to  e x p l a i n  t h e  d e v i a t i o n s  s h o w n  

b y  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  i n  F i g ,  7(d) w h e r e  p l o t s  o f  1 / (



FIG 7

A n a l y s i s  o f  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l

a n d  0. 1 5M  N a C l /O ,  O IM  H C l  b y  t h e  g r a p h i c a l  m e t h o d  o f  C h u n  a n d  K i m

(1 9 7 0 ) .  E x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  ( M  ) ' ,  ( M  ) '  a n d  f .  w e r e
'   ̂ w a p p  napp^ 1
d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  M  d a t a  o f  F i g . 3,4 a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  1

w a p p  .

 ------------------------T h e o r e t i c a l  c u r v e s

0---------------  o  G A R  h i s t o n e  i n  0. 1 5M  N a C l / 0 .  D IM  H C l

*----------------------   G A R  h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l

F I G  7(a)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  (M w ) '  v s .  l / ( M n ) *  f o r  i d e a l  m o n o m e r - n -  

m e r  a s s o c i a t i o n s  w e r e  c o n s t r u c t e d  u s i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  (M w ) '  =

- n  ■/' V"   f  n  4 1 a n d  f o r  i d e a l  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n  u s i n g  th e
( Mn) '

r e l a t i o n s h i p  (M w ) '  = 2 ( M n ) ' -1

F I G  7(b)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  ( M w ) ' v s .  f^ w e r e  c o n s t r u c t e d  f o r  i d e a l  

m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n s  u s i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  ( M w ) ' = - ( n - l ) f ^ + n .

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  ( M w ) ' a n d  ( M n ) ' v s .  ( f^)   ̂ w e r e  

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

(M w ) '  = 2 (1^)  ̂ a n d  f^ = 1 / ( M n ' )

F I G  7(d)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  ( 1 / M n ) '  v s .  f^ w e r e  c o n s t r u c t e d  f o r

i d e a l  m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n s  u s i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  1 / ( M n ) ' =

( I  - ” ) f  + a n d  f o r  i d e a l  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n  u s i n g  th e  r e l a t i o n s h i p  n  1 n  \
^ 1 2 q _______.q  ( M w a p p ) ' v s .  f^ 0. 15M  N a C l ,  0. O IM  H C l

1 ( M n ) '  ^ ------— ù. ( M n a p p ) '  v s .  f ,  0. 1 5 M N a C l ,  0. O IM  H C l

* ( M w a p p ) '  v s .  f^ 0. 0 7 5 M  N a C l ,  0, D IM  H C l

O ( M n a p p ) '  v s .  f ^ " 2  ̂ 0. 0 7 5 M  N a C l ,  0. O IM  H C l
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v s .  a r e  d e p i c t e d  f o r  i d e a l  m o n o m e r - n ~ m e r  a s s o c i a t i o n s  a n d  f o r

i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n .  In  p l o t s  o f  t h i s  k in d ,  e r r o r s  i n t r o d u c e d  b y

i n t e g r a t i o n  a f f e c t  t h e  p a r a m e t e r s  of  b o t h  a x e s ,  w h i c h  m a y  a c c o u n t

f o r  t h e  l a r g e r  d e v i a t i o n s  i n  F i g ,  7(d). A t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s ,  f^

0, 5, i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  o b t a i n e d  i n  0. 0 7 5M

N a C l / 0 .  D IM  H C l  a p p r o x i m a t e  b e s t  to  t h e  m o n o m e r - d i m e r  s t a n d a r d

g r a p h  w h i l e  i n  0. 15M  N a C l / 0 .  OIM  H C l  th e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  i n i t i a l l y

c o i n c i d e  w i t h  th e  s t a n d a r d  m o n o m e r - t r i m e r  c u r v e  b u t  d e v i a t e  f r o m

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

th e  f a c t  t h a t  F i g s .  7(a)  a n d  7(b) do n o t  s h o w  a g r e e m e n t  b e t w e e n  the

e x p e r i m e n t a l  d a t a  i n  0. 15M  N a C l / 0 .  OIM  H C l  a n d  s t a n d a r d  c u r v e s

f o r  m o n o m e r - t r i m e r  m a k e s  i t  s e e m  u n l i k e l y  t h a t  t h e  a s s o c i a t i o n  o f

G A R  h i s t o n e  i n  t h e s e  s o l v e n t  c o n d i t i o n s  c a n  b e  a d e q u a t e l y  d e s c r i b e d

b y  a  m o n o m e r - t r i m e r  o r  i n d e e d  b y  a n y  m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n

o r  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n .  A  m o r e  r e l i a b l e  t e s t  o f  i n d e f i n i t e

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

( M  ) ' a n d  (M  ) '  v s .  t h e  r e c i p r o c a l  o f  t h e  s q u a r e  r o o t  o f  t h e   ̂ w a p p  n a p p '   ̂ ^ ^
w e i g h t  f r a c t i o n  o f  m o n o m e r  f^  ̂ , w i t h  e x p e r i m e n t a l  d a t a .  F o r

G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 ,  O IM  H C l ,  n e i t h e r  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  c u r v e s

o f  M  o r  M v s .  ( f ,  )  ̂ a p p r o x i m a t e d  t o  t h e  t h e o r e t i c a l l yw a p p  n a p p  1' ^
p r e d i c t e d  c u r v e s  f o r  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n ^ F i g .  7 (c )^  T h e  e x p e r i m e n t a l

c u r v e s  o f  M  v s .  ( f  )  ̂ f o r  G A R  i n  0. 15M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  w e r e  
^PP 1

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

e i t h e r .  O v e r a l l ,  i t  t h e r e f o r e  a p p e a r s  f r o m  F i g .  7 t h a t  w h i l e  t h e  

a s s o c i a t i o n  of  GA R h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  m a y  b e  

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

t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  i n  0. 15 M  N a C l /O .  O IM  H C l  i s  n o t  s a t i s f a c t o r i l y  

d e s c r i b e d  b y  m o n o m e r - n - m e r  o r  b y  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n s .  T h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  d a t a  o b t a i n e d  i n  0, 15 M  N a C l /O -  O IM  H C l  m a y  

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

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

c u r v e s  f o r  a s s o c i a t i o n  o f  th e  g e n e r a l  t y p e  m o n o m e r - d i m e r - n - m e r .



^VJ-vi^app^'
T h e  d e r i v a t i v e  o f  ( M  ) '  w i t h  r e s p e c t  to  f . ,  -----------------  i s  p l o t t e dw a p p '  1 df^

a g a i n s t  th e  d e r i v a t i v e  o f  ( 1 / M ^ ^  ) ’) w i t h  r e s p e c t  to  f^, d( 1 /  ( )
df^

i n  F i g ,  8 (a) ,  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  f o r  G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l ,  

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

m o n o m e r - d i m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n ;  f o r  G A R  i n  0. 1 5 M  N a C l ,  t h e r e  

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

p r e d i c t e d  c u r v e  f o r  a  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n .  I t  c a n  b e  

s e e n  t h a t  t h e r e  i s  a  ' t a i l '  o n  t h e  e x p e r i m e n t a l  c u r v e  w h i c h  i s  p r o b a b l y  

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

„  , „  " " w a p p ) '  , » / < « . . p p ) ' )  . , „
t h e  e v a l u a t i o n  o f  b o t h  ------ — a n d  -----------------------— ----- i n v o l v e  t h e

d f i  df^

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

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

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

d i m e r - t e t r a m e r  c u r v e .  F i g .  8(b)  s h o w s  t h a t  t h e r e  i s  no  a g r e e m e n t  b e t w e e n  

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

m o n o m e  r - t r i m e  r  ~n - m e  r ,

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

i n  F i g s .  7 a n d  8, t h e  f o l lo w in g  t e n t a t i v e  c o n c l u s i o n s  w e r e  m a d e .

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

G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 ,  O IM  H C l  a n d  0. 1 5 M  N a C l / 0 ,  D IM  H C l  w a s  

p o s s i b l e ,  n e v e r t h e l e s s  t h e  C h u n  a n d  K i m  a n a l y s i s  i n d i c a t e d  t h e  m o s t  

l i k e l y  m o d e s  o f  a s s o c i a t i o n  t o  b e  m o n o m e r - d i m e r  i n  0. 0 7 5 M  N a C l  

/O, O IM  H C l  a n d  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  i n  0. IB M  N a C l / 0 .  O IM  H C l .

T h e  d i s c r e p a n c i e s  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  a n d  t h e  p r e d i c t e d  

c u r v e s  a r i s e  f r o m  o n e  o r  b o t h  o f  tw o  p o s s i b l e  s o u r c e s ,  n a m e l y ,  

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

f r o m  t h e r m o d y n a m i c  i d e a l i t y .  T h e  t h e o r i e s  o f  A d a m s  (1967b)  

h o w e v e r ,  i n d o r p o r a t e  q u a n t i t a t i o n  o f  n o n - i d e a l  e f f e c t s .  F o r  t h e s e  

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

p r o c e d u r e  o f  C h u n  a n d  K i m  (1970)  i s  a s  a  p r e l i m i n a r y  p r o c e s s  p r i o r



FIG 8

A N A L Y S IS  O F  A S S O C I A T IO N  O F  G A R  m S T O N E  IN 0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  

H C l  a n d  0. IBM  N a C l / 0 .  QIM H C l  BY T H E  G R A P H I C A L  M E T H O D  O F  

CHUN A N D  ICIM (1970)

E x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  ( M  ) ’, ( M  ) '  f_ w e r e  
^  ̂ w a p p  n a p p  1

e v a l u a t e d  f r o m  t h e  M  v s .  c d a t a  o f  F ig s .S ,4  as d e s c r i b e d  i n
w a p p

A p p e n d i x  1, D i f f e r e n t i a t i o n  o f  ( M  ) '  a n d  1 / ( M  ) ’ w i t h  r e s p e c t
^ wapp^  ̂ napp^

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

d i f f e r e n t i a t i n g  a n a l y t i c a l l y .

T h e o r e t i c a l  c u r v e s

G A R  h i s t o n e  i n  0, 15M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  

GA R  h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l

F IG  8(a)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  f o r  i d e a l  m o n o m e r - d i m e r - n - m e r  

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

d l à M l  = _2n . + n - l
df  d f j

F I G  8(b)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  f o r  i d e a l  m o n o m e r - t r i m e r - n - m e r  

a s s o c i a t i o n s  v / e r e  c o n s t r u c t e d  u s i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p :

= _3n . + n - l
d f i  df^



( M napp )

d( Mwapp)*

- 2

d( M w ap p)  

df .

F i g .  8(a)

d( 1 /  M n a p p )

F i g .  8(b)



t o  m o r e  r i g o r o u s  a n a l y s i s .

U s e d  i n  t h i s  c o n te x t ,  t h e  p r o c e d u r e  o f  C h u n  a n d  K i m  

(1 9 70 )  m a y  l i m i t  t h e  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  a s s o c i a t i o n  m o d e l s  to  b e  

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

T h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  d e s c r i b i n g  G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l  

/ 0 .  D IM  H C l  a n d  0, 15M  N a C l / 0 ,  O IM  H C l  w e r e  a n a l y z e d  b y  t h e  

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

to  e a r l i e r .

I n i t i a l  a n a l y s i s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  M  d a t a  o f  G A Rw a p p
i n  0. 0 7 5M  N a C l / 0 ,  O IM  H C l ,  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  t e c h n i q u e s  o f  

s u c c e s s i v e  a p p r o x i m a t i o n  to  f in d  v a l u e s  o f  B M ^ w h i c h  s a t i s f i e d  

e q u a t i o n  No. 1, 1 i n  A p p e n d i x  1. T a b l e  6 l i s t s  t h e s e  v a l u e s  o f  BM^ 

w h i c h  s a t i s f y  b e s t  t h e  A d a m s  e q u a t i o n  f o r  a  m o n o m e r » n - m e r  

a s s o c i a t i o n  w i t h  2 <Tn<;[^l 0, a t  f o u r  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s .  O n ly  i n  

t h e  c a s e  o f  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n ,  i s  t h e  b e s t  v a l u e  o f  B M ^ 

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

t h i s  i s  th e  t y p e  o f  a s s o c i a t i o n  i n v o lv e d .  T h e  v a l u e s  o f  B M ^ o b t a i n e d  

f o r  t h i s  t y p e  o f  a s s o c i a t i o n  a r e  s m a l l ,  a n  a v e r a g e  o f  a b o u t  0. 0 0 6 m l / m g ,  

S i m i l a r  t e c h n i q u e s  w e r e  u s e d  to  d e t e r m i n e  t h e  b e s t  v a l u e  o f  B M ^ 

u s i n g  A d a m s  e q u a t i o n  (No,  1. 2, A p p e n d i x  1), f o r  i n d e f i n i t e  

a s s o c i a t i o n .  A t  t h e  f o u r  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  i n  t h i s  a n a l y s i s ,  no  

c o n s i s t e n c y  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  B M j  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  t h i s  t y p e  

o f  a s s o c i a t i o n .  ( T a b l e  7). T h e  i m p l i c a t i o n  o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  

m o n o m e r - d i m e r  t y p e  o f  a s s o c i a t i o n  w i t h  s m a l l  B M ^ s u g g e s t e d  t h a t  

a  c o m p l e t e  a n a l y s i s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  b y  t h e  m e t h o d s  o f  A d a m s  b e  

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

0. 0 0 6 m l / m g  f o r  B M ^ t h e  e q u a t i o n s  ( N o s .  1. 3 a n d  1, 4, A p p e n d i x  1) 

d e s c r i b i n g  a  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n  w e r e  e v a l u a t e d  a t  s e v e r a l  

d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  ( T a b l e  8).



T A B L E  6

A N A L Y S IS  O F  S E L F - A S S O C I A T I O N  O F  GA R H I S T O N E  IN 0. 0 7 5 M

N a C l / 0 .  O IM  H C l

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

a n d  M  w e r e  o b t a i n e d  b y  c o m p u t e r  a n a l y s i s  o f  t h e  M d a ta ,
w a p p  w a p p

( A p p e n d ix  1). S u c c e s s i v e  a p p r o x i m a t i o n  t e c h n i q u e s  w e r e  u s e d  to  

d e t e r m i n e  b e s t - f i t t i n g  v a l u e s  o f  B M ^ f o r  m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n  

u s i n g  th e  e q u a t i o n s

n  c - ( n - 1 )  a  e x p  ( - B M ,  C) ( M  / M  - B M  c ) - c  = o
'  '  ^  ̂ I  ̂  ̂ I w a p p  1 '



T A B L E  6

C
m gA
m l

BM^ F o r D i s c r e t e  A s s o c i a t i o n  ( m l / m g )

1 - 2 1 -3 1 - 4 1 -5 1 -6 1 -7 1 - 8 1 -9 1 - 1 0

1. 5 . 008 . 1119 . 1909 - - - - - -

3. 5 . 005 . 0539 . 0839 . 1019 . 1139 . 1230 . 1290 . 1340 . 138

4. 5 . 006 . 043 . 0 66 079 . 088 . 095 . 099 . 104 . 107

5. 5 . 004 . 036 . 054 065 . 073 . 078 . 082 . 085 , 088



T A B L E  7

A N A L Y S IS  O F  S E L F - A S S O C I A T I O N  O F  G A R  H I S T O N E  IN 0. 0 7 5 M

N a C l / 0 .  O IM  H C l

M  a s  a  f u n c t i o n  o f  c w a s  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  s e d i m e n t a t i o n
w a p p

e q u i l i b r i u m  a n a l y s e s  a n d  v a l u e s  o f  t h e  p a r a m e t e r s ,  a  a n d  M  w e r e  

o b t a i n e d  b y  c o m p u t e r  a n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  ( A p p e n d ix  1).

S u c c e s s i v e  a p p r o x i m a t i o n  t e c h n i q u e s  w e r e  u s e d  to  d e t e r m i n e  b e s t -  

f i t t i n g  v a l u e s  o f  BM^ f o r  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n  u s i n g  th e  e q u a t i o n ; -

( 2 / p  -1)  ( M , / M  - B M  c) -1 = 0 
'  '   ̂ 1 w a p p  1

w h e r e  p = M  / M  - B M ,  c / 2  
1 n a p p  1



-E- - . tï:

T A B L E  7

C o n c e n t r a t i o n
( m g / m l )

B M  f o r  
I n d e f i n i t e  A s s o c i a t i o n

1. 5 - 0 . 0 0 0 4

3. 0 0 . 0 0 4 0

4. 5 0 . 0 1 3 0

5. 5 0 . 0 2 8 0



T A B L E  8

A N A L Y S IS  O F  S E L F - A S S O C I A T I O N  O F  G A R  H IS T O N E  IN 0, Q75M 

N a C l / 0 .  O IM  H C l  USING A D A M S  T H E O R Y  ( A P P E N D I X  1)

V a l u e s  o f  M  o f  G A R  a s  a  f u n c t i o n  o f  c w e r ew a p p
d e t e r m i n e d  b y  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  a n d  t h e  p a r a m e t e r s ,  vp ,

c M .  / M  , M ,  / c M  w e r e  e v a l u a t e d  f r o m  t h e  M v s .  c 
1 n a p p  1 w a p p  w a p p

d a t a  ( A p p e n d i x  1). M o d e s  o f  a s s o c i a t i o n  a r e  t e s t e d  b y  c o m p a r i s o n  

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

A d a m s  ( A p p e n d i x  1).

E q u a t i o n s  u s e d  w e r e :

2
a) 2 c M  / M  - c = a  e x p  ( - B M  c) + B M ,  c 

'  1 n a p p  1  ̂ 1
2

b) 2 c M ,  / M  - c = vp+ '2 (M ,  / c  M  -  B M j  + B M ,  c
'  1 n a p p  1 w a p p  V  1

2
c) 6 c M , / M  - 5 c  = 2 a  e x p  ( - B M  c) + 3 B M ,  c -1 / ( M _  /  c M w - B M )

 ̂ 1 n a p p  1 1 ' * 1

d) 30 cM- /  M  - 19c  = 12 a  e x p  ( - B M ,  c) + vp + 15 B M
' 1 n a p p  1 1

e) 8 ^cM , /  M  - 6c = 3 a  e x p  ( - B M  c) + 4 B M  -1 / ( M  c M w - B M  )
1 n a p p  1 1 1 1

2
f) 24 c M ,  / M  - 2 6 c  = 6 a  e x p  ( - B M  c) + 12 B M  c - vp - 9 / ( M -  / c M w )

 ̂ 1 n a p p  1  ̂ 1 ' 1

- B M j )

g) 3 c M , / M  - c = vp + 3 / ( M ,  c M w - B M j  -I 3 / 2  ( B M _ c ^ )
1 n a p p  1 1 1



T A B L E  8

M o d e
E q .

u s e d

B M
1

u s e d
D a t a

V a l u e
C d l^ ,

V a lu e
C on c .

( m g / m l )

M - D a 0. 006 0. 70 0. 91 2. 0
a 0, 006 0. 95 1. 20 3. 0
a 0, 006 L  358 1. 775 5. 0
b 0. 006 0. 840 0. 920 2. 5
b 0. 006 1. 26 1. 33 4, 5

M - D - T r c 0. 006 -1.  876 - 1 . 3 5 8 2. 0
c 0. 006 -3.  15 -2,  60 3. 0
d 0. 006 -5.  92 -5 .  09 5. 0
d 0, 006 2. 51 2. 70 2. 5
d 0. 006 0. 90 1. 30 4. 5

M - D - T e t e 0. 006 -2 .  2 -1 .  456 3. 0
e 0. 006 -4 .  78 -3 .  32 5. 0
f 0. 006 0. 45 0. 62 2. 0
f 0. 006 30. 6 31. 5 3. 0

M - T i ' g 0. 006 2. 92 7. 98 3. 0



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

th e  e x p e r i m e n t a l  a n d  c a l c u l a t e d  v a l u e s  o f  t h e  e q u a t i o n s ,  i n d i c a t i n g  t h a t

a  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n  c o r r e c t l y  d e s c r i b e s  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  GAR

h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  OIM  H C l .  A d d i t i o n a l  v e r i f i c a t i o n  o f  th e  ty p e

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

d a t a  w i t h  t h o s e  c a l c u l a t e d  b y  e q u a t i o n s  1. 6 a n d  1. 7 ( A p p e n d i x  1),

d e s c r i b i n g  a  m o n o m e r - d i m e r - t r i m e r  t y p e  o f  a s s o c i a t i o n  a n d  b y  e q u a t i o n s

1. 8 a n d  1. 9 o f  A p p e n d i x  1, d e s c r i b i n g  a  m o n o m e r  - d i m e r  - t e t r a m e r

a s s o c i a t i o n .  A s  p o i n t e d  o u t  b y  A d a m s  a n d  F i l m e r  (1966)  a n d  G o d f r e y

a n d  H a r r i n g t o n  ( 1 9 7 0 a ,  b) a  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n  i s  a  s p e c i a l

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

a s s o c i a t i o n s .  A  m o n o m e r - d i m e r  t y p e  o f  a s s o c i a t i o n  c a n  b e  r e g a r d e d

a s  a  m o n o m e r - d i m e r - t r i m e r  a s s o c i a t i o n  w i t h  = 0 a n d  a s  a

m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n  w i t h  K .  = 0. A s  c a n  b e  s e e n4
f r o m  T a b l e  8, t h e r e  i s  a p p r o x i m a t e  a g r e e m e n t  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l

a n d  c a l c u l a t e d  v a l u e s  o f  t h e  e q u a t i o n s  d e s c r i b i n g  m o n o m e r - d i m e r -

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

0. 0 0 6 m l / m g  f o r  BM^^. T h e  l a c k  of  e x a c t  a g r e e m e n t  b e t w e e n  e x p e r i m e n t a l

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

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

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

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

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

o f  t h e  d a t a  i s  t h e  e v a l u a t i o n  o f  \p, w h i c h  r e q u i r e s  n u m e r i c a l  d i f f e r e n t i a t i o n

t e c h n i q u e s .  I t  w a s  c o n s i d e r e d  t h a t  i n  v i e w  o f  t h e  r e l a t i v e l y  s m a l l  a m o u n t

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

w e r e  p o t e n t i a l l y  e r r o r - p r o d u c i n g .  D i f f e r e n t i a t i o n  w a s  t h e r e f o r e

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

p o l y n o m i a l  b y  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s .  E x t e n s i o n  o f  t h e  r a n g e  o f

c o n c e n t r a t i o n  u s e d  i n  t h e  i n i t i a l  e v a l u a t i o n  o f  M to  b o t h  h i g h e r  a n dw a p p  ^
l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  w o u l d  a l s o  i m p r o v e  t h e  a n a l y s i s .  C o m p a r i s o n  o f  

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



m o n o m e r - t r i m e r  t y p e  o f  a s s o c i a t i o n  ( E q u a t i o n  1. 5 o f  A p p e n d i x  1) i s  

a l s o  i n d i c a t e d  i n  T a b l e  8. I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e r e  i s  c o m p l e t e  

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

of  a s s o c i a t i o n ,  t h e  e x t e n t  o f  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  c a l c u l a t e d  a n d  

e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  b e i n g  m u c h  g r e a t e r  t h a n  t h o s e  f o r  m o n o m e r - d i m e r ,  

m o n o m e r - d i m e r - t r i m e r  a n d  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n s ,  

w h i c h  a r e  p r o b a b l y  due  to  s l i g h t  e r r o r s  i n  n u m e r i c a l  p r o c e s s i n g .  S in c e  

a  m o n o m e r - t r i m e r  a s s o c i a t i o n  i s  n o t  a  s p e c i a l  c a s e  o f  a  m o n o m e r - d i m e r  

a s s o c i a t i o n ,  no  a g r e e m e n t  i s  e x p e c t e d  b e t w e e n  c a l c u l a t e d  a n d  

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

of  a s s o c i a t i o n  i s  m o n o m e r - d i m e r .  O v e r a l l ,  t h e  d a t a  o f  F i g .  8 i n d i c a t e  

t h e  l i k e l i h o o d  of  a  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n  b e s t  d e s c r i b i n g  t h e  

a s s o c i a t i o n  of  GAR h i s t o n e  i n  0. 0 7 5M  N a C l / 0. D IM  H C l  a n d  a c c o r d i n g l y  

t h e  v a l u e  of  K^ ,  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  o f  t h e  m o n o m e r - d i m e r  

a s s o c i a t i o n  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  a  v a l u e  of  0, 0 0 6 m l / m g  f o r  B M ^ ,  a s  

d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  1, w a s  fo u n d  t o  b e  2. 2 0 3 m l / m g .  T o  e l i m i n a t e

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

t h e o r e t i c a l  v a l u e s  o f  1 / M  v s .  c w e r e  g e n e r a t e d  f o r  a  m o n o m e r - d i m e r
w a p p

a s s o c i a t i o n  w i t h  Ko -  2. 2 0 3 m l / m g .  G e n e r a t i o n  o f  t h e o r e t i c a l  M  d a t a2 w a p p
w a s  a c c o m p l i s h e d  a s  r e c o m m e n d e d  b y  A d a m s  (1 96 7  c), u s i n g  t h e  e q u a t i o n ; -

M^ M^
 ------ ~ — ;—  + B M  c w h e r e  M  i s  g i v e n  b y  t h e
M  M  1 w  ^ ^w a p p  w

e q u a t i o n  M  = ^ 1  ( c ,  + 2K_ c , ^ ) .  F o r  e a c h  v a l u e  o f  c ( t h e  t o t a lw    1 2  1 '  ^
^ 2 

c o n c e n t r a t i o n ) ,  c_ i s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  q u a d r a t i c  ,K c + c .  - c  = 0 .
A w i  1

T h u s  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  g e n e r a t i o n  o f  t h e o r e t i c a l  M_ / M  v s .  c
^ 1 w a p p

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

u s e d  i n  th e  A d a m s '  t y p e  o f  a n a l y s i s  a n d  i s  t h e r e f o r e  i n d e p e n d e n t  o f  a n y

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

C o m p a r i s o n  o f  t h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  M .  / M  v s .  c w i t h  t h e  o r i g i n a l   ̂ 1 w a p p  ^
e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  t h u s  p r o v i d e s  a  r i g o r o u s l y  v a l i d  m e t h o d  o f  v e r i f y i n g  

t h e  m o d e  o f  a s s o c i a t i o n  ( A d a m s ,  1967 b ) . I n  F i g .  9 (a ) ,  t h e  o r i g i n a l



E F F E C T  O F  V A R IA T IO N  O F  B M ^ ON  M O N O M E R - D I M E R  A S S O C IA T IO N

V/ITH = 2. 2 0 3 1 m l / m g

V a l u e s  o f  M  / M  w e r e  p r e d i c t e d  f o r  a  m o n o m e r - d i m . e r  1 ^
a s s o c i a t i o n  w i t h  = 2. 2 0 3 1 m l / m g  a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  1.

= 0. l O m l / u g  

= 0. 01 m l / m g  

= 0. 0 0 5 m l / m g  

= 0, 01 m l / m g  

= 0, 1 0 m l / m g

o -------- --------o B M

— - — A B M

Or------ -------- a B M

âh------- ------ ^ B M

--------- » B M

D a t a  o b t a i n e d  e x p e r i m e n t a l l y  f o r  G A R  i n  0, 0 7 5 M  N a C l /

0. OIM  H C l  a r e  s h o w n  a s  * • ♦

F I G  9 (b)

E F F E C T  O F  V A R IA T IO N  O F  B M ^ ON  M O N O M E R - D I M E R - T E T R A M E R  

A S S O C IA T IO N  W IT H  = 0. 16 9 m l / m g  a n d  = 1. 2 3 7 m l / m g

V a l u e s  o f  M ,  / M  w e r e  p r e d i c t e d  f o r  a  m o n o m e r - d i m e r - 1 wapp ^
t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n  w i t h  = 0. 1 6 9 m l / m g  a n d  = 1. 23 7 m l / m g  a s  

d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  1.

B M ,  = 0. 1 0 m l / m g

-------------- A  B M

O----------------- O  B M

^ ^  B M  

A----------------- ^  BM

= 0, 01 m l / m g  

= 0. 0 0 5 m l / m g  

= 0. 01 m l / m g  

= 0. 1 0 m l / m g

D a t a  o b t a i n e d  e x p e r i m e n t a l l y  f o r  GA R i n  0. 15M  N a C l / 0 .  OIM  

H C l  a r e  s h o w n  a s  . .  .
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e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  M ,  / M  a r e  s e e n  to  a g r e e  c l o s e l y  w i t h  t h o s e
1 w a p p  ^ ^

p r e d i c t e d  f o r  a  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n  w i t h  K„ = 2. 2 0 3 m l / m g
-3

(2.  081 X 10 1 / m o l e )  a n d  = 0. 0 0 6 m l / m g ,  t h u s  v e r i f y i n g  t h a t  t h i s

m o d e  o f  a s s o c i a t i o n  a c c u r a t e l y  d e s c r i b e s  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  GA R  h i s t o n e

i n  0, 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C L  A l s o  s h o w n  i n  F i g .  9(a)  a r e  t h e  p r e d i c t e d

c u r v e s  o f  M ,  / M  v s .  c f o r  a  v a r i e t y  o f  BM^ v a l u e s .  T h e  f r e e - e n e r g y
1 w a p p  1 ^ ^

c h a n g e ,  A G, f o r  t h e  d i m e r i z a t i o n  o f  GA R  h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0. O IM  

H C l  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n  AG = - R T  I n  K  a n d  f o u n d  to  b e  

-5 .  S 6 l K  c a l s / m o l e .  T h i s  v a l u e  o f  A G i s  o f  t h e  s a m e  o r d e r  o f  m a g n i t u d e  

a s  v a l u e s  o f  A G c a l c u l a t e d  f o r  o t h e r  a s s o c i a t i n g  s y s t e m s  (e .  g. -6 .  02K  

c a l s / m o l e  f o r  t h e  d i m e r i z a t i o n  o f  p - l a c t o g l o b u l i n  ( K e l l y  a n d  R e i t h e l ,  

1971)) .

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

t h a t  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  i n  0. 15 M  N a C l / 0. O IM  H C l  c o u l d  p o s s i b l y  b e  

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

o f  a s s o c i a t i o n  w a s  t e s t e d  u s i n g  th e  m o r e  r i g o r o u s  a n a l y s i s  o f  A d a m s ,  

V a l u e s  o f  BM^^ w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  e q u a t i o n  1. 1 o f  A p p e n d i x  1 f o r  

m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n  b y  s u c c e s s i v e  a p p r o x i m a t i o n  t e c h n i q u e s  

( T a b l e  9). F o r  a s s o c i a t i o n s  o f  t h e  m o n o m e r - n - m e r  t y p e  i t  c a n  b e  s e e n  

t h a t  t h e r e  i s  no  c o n s i s t e n c y  i n  t h e  c a l c u l a t e d  B M ^ v a l u e s  a t  t h e  t h r e e  

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

t y p e  o f  a s s o c i a t i o n  i n v o lv e d .  A l s o  s h o w n  a r e  t h e  c a l c u l a t e d  B M ^ v a l u e s  

u s i n g  e q u a t i o n  1, 2 o f  A p p e n d i x  I . f o r  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n .  No 

c o n s i s t e n c y  o f  B M ^ v a l u e s  a t  t h e  t h r e e  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  i s  o b s e r v e d .  

V a l u e s  o f  B M ^ c a l c u l a t e d  f o r  m o n o m e r  - d i m e r  - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n  u s i n g  

e q u a t i o n  1, 8 o f  A p p e n d i x  1 w e r e  f o u n d  to  b e  c o n s i s t e n t  a t  t h e  t h r e e  

c o n c e n t r a t i o n s  u s e d .  ( T a b l e  9). T h e  v a l u e  o f  0. 0 0 4 m l / m g  f o r  BM^ w a s  

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

p r o c e d u r e  o f  A d a m s .  ( T a b l e  10). I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e r e  i s  v e r y  g o o d  

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

1. 8 a n d  1. 9 o f  A p p e n d i x  1 d e s c r i b i n g  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  

a s s o c i a t i o n s .  F o r  m o n o m e r  - d i m e r  a s s o c i a t i o n ,  u s i n g  e q u a t i o n s  1 . 3  a n d
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A N A L Y S IS  O F  S E L F - A S S O C I A T I O N  O F  G A R  H I S T O N E  IN 0. 1 5M  N a C l /

0, O IM  H C l

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

M  w e r e  o b t a i n e d  b y  c o m p u t e r  a n a l y s i s  o f  t h e  M  d a t aw a p p  .  ̂ w a p p
( A p p e n d i x  1). S u c c e s s i v e  a p p r o x i m a t i o n  t e c h n i q u e s  w e r e  u s e d  to  

d e t e r m i n e  b e s t - f i t t i n g  v a l u e s  o f  B M ^ f o r  m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n  

( T a b l e  7(a))  a n d  f o r  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n  ( T a b l e  7(b)) ,  u s i n g  t h e  

e q u a t i o n s :  -

n o  - ( n - 1 )  a  ex p  ( -B M ^  c) (M^ / M ^ ^  - B M ^ c )  - c  = 0

a n d  ( 2 / p  -1) = 0

w h e r e  p = M  / M  - B M  c / 2  
^ 1 n a p p  1
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1. 4 o f  A p p e n d i x  1, t h e r e  a r e  l a r g e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  c a l c u l a t e d  a n d  

e x p e r i m e n t a l  d a ta .  A l s o ,  f o r  m o n o m e r - t r i m e r  a s s o c i a t i o n  t h e  

c a l c u l a t e d  a n d  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  e q u a t i o n  1 . 5  o f  A p p e n d i x  1 do n o t  

a g r e e  c l o s e l y .  F o r  m o n o m e r - d i m e r - t r i m e r  a s s o c i a t i o n s  t h e  d i f f e r e n c e s  

b e t w e e n  t h e  c a l c u l a t e d  a n d  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  e q u a t i o n s  1. 6 a n d  1. 7 

a r e  s m a l l e r  t h a n  t h o s e  f o r  m o n o m e r - d i m e r  a n d  m o n o m e r - t r i m e r  

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

t h e  c a l c u l a t e d  a n d  e x p e r i m e n t a l  d a t a  f o r  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  

a s s o c i a t i o n .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  u n l i k e  t h e  c a s e  o f  m o n o m e r - d i m e r  

a s s o c i a t i o n ,  w h i c h  i s  a  s u b - s e t  o f  m o n o m e r  - d i m e i '  - t e t r a m e r  a n d  

m o n o m e r  - d i m e r  - t r i m e r  a s s o c i a t i o n s ,  a  m o n o m e r - d J m e r - t e t r a m e r  

a s s o c i a t i o n  i s  no t ,  c o n v e r s e l y ,  a  s u b - s e t  o f  a  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n  

o r  o f  a  m o n o m e r - d i m e r - t r i m e r  a s s o c i a t i o n .  T h i s  d i s t i n c t i o n  i s  c l e a r l y  

m a d e  b y  A d a m s  (196 7  a) a n d  e x p l a i n s  t h e  i n c o n s i s t e n c y  of  v a l u e s  i n

T a b l e  9 f o r  m o n o m e i * - d i m e r  a n d  m o n o m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n s .  O n  

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

f o r  o n ly  t h e  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n  ( T a b l e  10) s u g g e s t s  

t h i s  m o d e  o f  a s s o c i a t i o n  a s  b e s t  d e s c r i b i n g  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  i n  

0. 1 5 M  N a C l / 0 .  0 1 M  H C l .  C a l c u l a t e d  v a l u e s  o f  t h e  e q u a t i o n s  d e s c r i b i n g  

m o n o m e r - d i m e r - t r i m e r ,  m o n o m e r - d i m e r  a n d  m o n o m e r - t r i m e r  

a s s o c i a t i o n s  a r e  u n l i k e l y  t o  a g r e e  w i t h  t h e  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  u s i n g  a  

v a l u e  o f  0. 0 0 4 m l / m g  f o r  B M ^ i f  t h e  m o d e  o f  a s s o c i a t i o n  i s  m o n o m e r - 

d i m e r - t e t r a m e r .  T h e  a p p r o x i m a t e  a g r e e m e n t  b e t w e e n  c a l c u l a t e d  

a n d  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  f o r  t h e  m o n o m e r - d i m e r - t r i m e r  e q u a t i o n s  

( T a b l e  10) i s  l e s s  c l o s e  t h a n  t h a t  f o r  t h e  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  

a s s o c i a t i o n .  O v e r a l l ,  t h e  d a t a  o f  T a b l e  10 i n d i c a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  

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

a s s o c i a t i o n  o f  G A R  i n  0. 1 5M  N a C l / 0 .  0 1 M  H C l  a n d  a c c o x -d in g ly  t h e  

v a l u e s  o f  a n d  K^,  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  d e s c r i b i n g  t h e  m o n o m e r - 

d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  1.

w a s  f o u n d  t o  b e  0. 1 6 9 m l / m g  a n d  1. 2 3 7 m l / m g .  R i g o r o u s

c o n f i r m a t i o n  o f  th e  a s s i g n e d  m o d e  of  a s s o c i a t i o n  i s ,  h o w e v e r ,  o n ly  

a c h i e v e d  b y  c o m p a r i s o n  o f  t h e  o r i g i n a l  v s .  c d a t a  w i t h  t h a t
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A N A L Y S IS  O F  S E  L E -A S S O C IA T IO N  O F  G A R  HIS T O N E  IN  0, 15M  N a C l /

0. O IM  H C l  USING T H E  T H E O R Y  O F  A D A M S

V a l u e s  o f  M  o f  G A R  a s  a  f u n c t i o n  o f  c w e r e  d e t e r m i n e d  w a p p

n a p p
b y  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  a n d  t h e  p a r a m e t e r s  a ,  'I' , c M ^ / M

M , / c M  w e r e  e v a l u a t e d  f r o m  t h e  M  v s .  c d a t a  ( A p p e n d i x  1).
1 w a p p  w a p p

M o d e s  o f  a s s o c i a t i o n  a r e  t e s t e d  b y  c o m p a r i s o n  o f  e x p e r i m e n t a l  d a t a  

w i t h  t h o s e  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  t h e o r i e s  o f  A d a m s  ( A p p e n d i x  1). 

E q u a t i o n s  u s e d  w e r e :

2
a) 2 c M  / M  - c “ a  e x p  ( - B M  c) + B M ,  c

1 n a p p  1  ̂ 1
2

b) 2 c M , / M  - c = q; + 2 / ( M , / c M  - B M j  + B M ,  c
'  1 n a p p  1 w a p p  r  1

c) 8 c M ,  / M  - 6 c  = 3 a  e x p  ( - B M ,  c) + 4 B M ,  c -1 / ( M ,  / c M  - B M . )
' 1 n a p p  1 1 1 w  1

2
d) 24 c M ,  / M  - 2 6 c  = 6 a  e x p  ( - B M  c) + 12 B M  c - vp - 9 / ( M .  /‘ 1 n a p p  1 1 1

c M  - B M . )  
w  r

2
e) 6 c M ,  /  M  - 5 c  = 2 a  e x p  ( - B M  c) + 3 B M .  c - 1. 0 / ( M  /  c M  -

' 1 n a p p  1 1 1 w

B M  )
1

3 2
f) 3 c M  / M  _ c = vp + 3 / ( M  / c M w - B M  ) + 2 B M  c

1 n a p p  1 1 1
2

g) 30 c M ,  / M  - 19 c = 12 a e x p  ( - B M  c) + vp+ 15 B M .  c
1 n a p p  1 1
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M o d e
E q .

u s e d

B M
1

u s e d
D a t a  

V a lu e
Cal,d
V a l u e

C o n c .
( m g / m l )

. .  -  . ............. -  -  - /o

M - D a 0. 004 0. 406 0. 872 2. 0
a 0. 004 0. 220 1. 023 3. 0
b 0. 004 -0 .  458 -1.  54 5. 0
b 0. 004 0. 420 0. 13 1. 5

M - D - T e t c 0. 004 -2 .  37 - 2 . 3 1 3 2. 0
c 0, 004 -5 .  11 -5 .  164 3, 0
c 0. 004 4 1 .  87 4 0 .  30 5. 0
d 0. 004 4 5 .  95 4  6. 51 1. 5

M - D - T r e 0. 004 -2 .  77 - 3 . 1 4 2 2. 0
e 0. 004 -5.  35 »6. 182 3. 0
g 0. 004 0. 30 1. 95 1. 5

M - T r f 0. 004 1. 80 5. 30 5. 0

----------- ---------------------------



g e n e r a t e d  f r o m  t h e  e q u a t i o n s  d e s c r i b i n g  th e  a s s o c i a t i o n .  G e n e r a t i o n

o f  t h e o r e t i c a l  M ,  / M  v s .  c d a t a  w a s  c a r r i e d  o u t  f o r  a  m o n o m e r -1 w a p p
d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n  u s i n g  th e  e q u a t i o n : -

M  M

^  = M“  "
w a p p  w

w h e r e
M  c

w

A t  e a c h  v a l u e  o f  c ( t h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n ) ,  v a l u e s  o f  

c^ w e r e  e s t i m a t e d  b y  N e w t o n - R a p h s o n  s o l u t i o n  o f  t h e  e q u a t i o n  

2 2
- K . c ,  + K_ c -f c ,  "C = 0. T h e  p r e d i c t e d  v a l u e s  o f  / M  

4 1 2  1 1  ^  1 w a p p

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

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

e v a l u a t i o n  o f  t h e s e  p a r a m e t e r s .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  g e n e 3:a t e d  /

M  d a t a  w i t h  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  i s  t h e r e f o r e  a  r i g o r o u s  t e s tw a p p  ^ ^
o f  t h e  p o s t u l a t e d  m o d e  o f  a s s o c i a t i o n .  F i g .  9(b) s h o w s  t h a t  t h e r e

i s  c l o s e  a g r e e m e n t  b e t w e e n  t h e  o x d g in a l  e x p e r i m e n t a l  M ,  / M
1  ̂ w a p p

v s .  c d a t a  a n d  t h o s e  g e n e r a t e d  t h e o r e t i c a l l y  f o r  a  m o n o m e r - d i m e r -

t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n  w i t h  = 0. I 6 9 r n l / m g  a n d  = 1. 2 3 7 m l / m g

a n d  = 0. 0 0 4 m l / m g .  T h i s  c o n f i r m s  t h a t  a  m o n o m e r - d i m e r -

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

G A R  i n  0, 1 5M  N a C l / 0 .  O IM  H C l .  A l s o  s h o w n  i n  F i g .  9(b) a r e  t h e

t h e o r e t i c a l  M „ / M  d a t a  f o r  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r1 w a p p
a s s o c i a t i o n s  w i t h  “ 0, 1 6 9 m l / m g  a n d  = 1. 2 3 7 m l / m g ,  f o r  a  

v a r i e t y  o f  BM ^ v a l u e s .

F r o m  e a c h  o f  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s ,  K = 0. 1 6 9 m l / m g



"“3 Q
(1.  59 X  10 1 / m o l e )  a n d  = 1. 2 3 7 m l / m g  ( 1. 168 X 10 1 / m o l e ) ,

t h e  f r e e  e n e r g y  c h a n g e s ,  A G ,  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  w e r e  c o m p u t e d

u s i n g  t h e  e q u a t i o n  A G  ~ - R T  In  K  a n d  w e r e  f o u n d  t o  b e  *-5. 47 K

c a i s / m o l e  a n d  -5, 52 K c a l s / m o l e  r e s p e c t i v e l y  f o r  t h e  m o n o m e r -

d i m e r  a n d  d i m e r - t e t r a m e r  e q u i l i b r i a .  T h e s e  v a l u e s  o f  A G a r e

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

a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s  (e ,  g, -5 .  32 K c a l s / m o l e  f o r  t h e

d i m e r i z a t i o n  o f  i n s u l i n  ( J e f f r e y  a n d  C o a t e s ,  1966)) .

4, G e l  F i l t r a t i o n  A n a l y s e s  o f  t h e  A s s o c i a t i o n  o f  G A R

T h e  a n a l y s e s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  p r o p e r t i e s  o f  G A R  i n  

0. 15M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  a n d  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  d e s c r i b e d  a b o v e ,  

a r e  a l l  b a s e d  on  m o l e c u l a r  w e i g h t  d a t a ,  so no  i n d i c a t i o n  i s  g i v e n  o f  

t h e  s h a p e  o f  c o m p l e x e s  f o r m e d .  A n a l y s e s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  of  GA R 

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

d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2, 8 u s i n g  c o l u m n s  e q u i l i b r a t e d  w i t h  t h e  

s a m e  s o l v e n t  a s  u s e d  i n  t h e  u l t r a c e n t r i f u g a l  a n a l y s e s ,  0, 0 7 5 M  N a C l /

0. O IM  H C l  a n d  0. 1 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l .  L a r g e  s a m p l e  v o l u m e s  (u p  

to  1 0 m l)  o f  G A R  h i  s t o n e  w e r e  a p p l i e d  to  th e  c o l u m n  to  p r o d u c e  a  

p l a t e a u  r e g i o n  i n  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e .  V a l u e s  o f  , t h e  w e i g h t  a v e r a g e  

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

b y  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  A c k e r s  a n d  S t e e r e ,  (1967)  ( S e e  A p p e n d i x  

2 ( b ) ) . V a l u e s  o f  w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  s e v e r a l  d i f f e r e n t  p l a t e a u  

c o n c e n t r a t i o n s  a n d  a r e  t a b u l a t e d  i n  T a b l e s  11 a n d  12.

F o r  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  GAR h i  s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l  v a l u e s  o f

f j  o b t a i n e d  f r o m  t h e  u l t r a c e n t r i f u g a l  a n a l y s i s  o f  t h e  p r o t e i n  ( T a b l e  5)

w e r e  s u b s t i t u t e d  i n  e q u a t i o n  1 o f  A p p e n d i x  2(b) a lo n g  w i t h  t h e  v a l u e s  o f

O' . p r e d i c t e d  f o r  c o m p l e x e s  o f  GA R w i t h  i ^  6 a c c o r d i n g  to  tw o  e x t r e m e s

o f  m o l e c u l a r  s h a p e ,  ( T a b l e  4). A  K D F - 9  c o m p u t e r  p r o g r a m m e d  i n

A L G O L  w a s  u s e d  to  c a l c u l a t e  t h e o r e t i c a l  O' ' s a s  a  f u n c t i o n  o f
w



T A B L E  11

A N A L Y S IS  O F  T H E  SE L E - A S S O C IA T IO N  O F  GA R HIS T O N E  IN  0. 0 7 5 M  

N a C l / 0 .  OIM  H C l  BY G E L  F I L T R A T I O N  C H R O M A T O G R A P H Y

G A R  M s t o n e  w a s  c h r o m a t o g r a p h e d  o n  S e p h a d e x  GlOO

c o l u m n s  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  u s i n g  s a m p l e

v o l u m e s  o f  4 - 1 0 m l ,  V a l u e s  o f  v / e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  e l u t i o n
w

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

a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2(b).  S i m s o n ' s  r u l e  w a s  u s e d  a s  t h e  m e t h o d  

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

t h a t  p o i n t  w h e r e  t h e  a r e a  b e n e a t h  t h e  t r a i l i n g  b o u n d a r y  e q u a l s  t h e  a r e a  

a b o v e  t h e  t r a i l i n g  b o u n d a r y  u p  to  a n  e x t e n s i o n  o f  t h e  p l a t e a u  r e g i o n  

(S e e  A p p e n d i x  2(b)) .  V a l u e s  o f  q ,  r e q u i r e d  f o r  t h e  g e l - f i l t r a t i o n  

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

e q u a t i o n :  -

r  c r  C dc  I w

n =  2 ---------------------

c
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i

c o n c .
m g / m l Ow'" (cF c d ^  ) w 

o

2
c ^ 2

c

1. 50 0. 450 0. 675 0. 4 5 4 2. 25 0. 201
2. 70 0. 420 1. 133 1. 525 7. 29 0 . 2 0 9 5
3. 27 0, 386 1, 270 2. 099 10. 68 0. 196
4. 42 0. 382 1, 682 3. 685 19. 52 0. 189



T A B L E  12

A N A L Y S IS  O F  T H E  S E L F - A S S O C I A T I O N  O F  G A R  HISTOIRE IN  Q. 1 5M  

N a C l / 0 .  OIM H C l  BY G E L  F I L T R A T I O N  C H R O M A T O G R A P H Y

G A R  h i  s t o n e  w a s  c h r o m a t o g r a p h e d  o n  a  S e p h a d e x  GlOO c o l u m n

e q u i l i b r a t e d  w i t h  0. 15M  N a C l / 0 .  O IM  H C l ,  u s i n g  s a m p l e  v o l u m e s  o f

4 - 1 0 m l .  V a l u e s  o f  O* w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  e l u t i o n  v o l u m e  o f  t h ew
c e n t r o i d  o f  t h e  t r a i l i n g  b o u n d a r y  o f  t h e  p l a t e a u  r e g i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  

A p p e n d i x  2(b). S i m s o n ' s  r u l e  w a s  u s e d  a s  t h e  m e t h o d  o f  i n t e g r a t i o n  to  

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

a r e a  b e n e a t h  t h e  b o u n d a r y  e q u a l s  t h e  a r e a  a b o v e  t h e  t r a i l i n g  b o u n d a r y  up  

to  a n  e x t e n s i o n  o f  t h e  p l a t e a u  r e g i o n  ( S e e  A p p e n d i x  2(b)).  V a l u e s  o f  q , 

r e q u i r e d  f o r  t h e  g e l - f i l t r a t i o n  a n a l y s i s  o f  m o n o m e r - d i m e r - n - m e r ,  w e r e  

e v a l u a t e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n : -

cÎ<y c dc
w
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C
( m g /m l )

Ci0 2c n-0  . .
‘ 2

C

1. 65 0. 348 0. 573 0. 474 2. 22 0. 174
2. 15 0. 320 0. 688 0. 816 4. 62 0. 177
2. 90 0. 295 0. 856 1. 378 8. 41 0. 164
4. 25 0. 260 1. 105 2. 63 18. 05 0. 145
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c o n c e n t r a t i o n  f o r  t h e  m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n  w i t h  n T h e  

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

C hu n  e t  a l .  (1969) .  T h e  p r e d i c t e d  c u r v e s  a r e  p l o t t e d  i n  F i g s ,  10(a)  

a n d  10(b), a n d  sh o w  t h a t  th e  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  a  a g r e e  m o s t  

c l o s e l y  w i t h  the  c u r v e  p r e d i c t e d  f o r  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n .  A s  

e x p e c t e d  f o r  m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n s  w i t h  n ^ 3 ,  t h e  p r e d i c t e d  

v a l u e s  o f  o a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  a r e  l o w e r  f o r  l i n e a r  a s s o c i a t i o n  

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

c o r r e s p o n d i n g  to  l i n e a r  a n d  c o m p a c t  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n s  a r e  

i d e n t i c a l .

A  d i r e c t l y  a n a l o g o u s  p r o c e d u r e  u s i n g  e q u a t i o n  3 o f  A p p e n d i x  

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

a s s o c i a t i o n s  o f  l i n e a r  a n d  c o m p a c t  s h a p e s  f o r  G A R  i n  0. 0 7 5M  N a C l /

0. O IM  H C l .  T h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  do n o t  f i t  e i t h e r  o f  t h e  t h e o r e t i c a l  

c u r v e s  ( F i g .  1 0 ( c ) ) ,  c o n f i r m i n g  t h a t  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n  d o e s  n o t  

a d e q u a t e l y  d e s c r i b e  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0. O IM  

H C l .  I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g .  10(c) t h a t  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  do 

n o t  l i e  b e t w e e n  th e  tw o  p r e d i c t e d  c t i r v e s ,  e l i m i n a t i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  

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

s h a p e  i n t e r m . e d i a t e  b e t w e e n  t h e  tw o  e x t r e m e  m o d e l s  o f  s h a p e ,  l i n e a r  

a n d  c o m p a c t .

T h e  p r o c e d u r e  o f  C h u n  e t  a l .  (1969)  a n d  C h u n  a n d  K i m  ( 1969) 

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

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

w i t h  d a t a  ( i n  p a r t i c u l a r ,  v a l u e s  o f  f^, t h e  w e i g h t  f r a c t i o n  o f  m o n o m e r ) ,  

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

i s  s i g n i f i c a n t  t h a t  no  a t t e m p t  i s  m a d e  to  d e r i v e  f^ o r  m o l e c u l a r  w e i g h t s  

f r o m  th e  g e l - f i l t r a t i o n  d a ta ;  v a l u e s  o f  f^ o b t a i n e d  i n  t h e  a n a l y t i c a l  

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

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

f i l t r a t i o n  d a ta .  T h i s  n e c e s s i t y  f o r  c o m b i n i n g  d a t a  o b t a i n e d  b y  one



FIG 10

f
G E L  F I L T R A T I O N  A N A L Y S IS  O F  G A R  IN 0. Q75M N a C l /Q ,  O IM  H Cl

A p p r o x ,  1 0 m l  s a m p l e s  o f  G A R  w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  o n  a 

4 0 c m  X 1 c m  S e p h a d e x  GlOO c o l u m n ,  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0. 0 7 5 M  N a C l /

0, O IM  H C l .  V a l u e s  o f  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  t r a i l i n g  b o u n d a r y  

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

A p p e n d i x  2(b). T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  o  ^  v s .  c w e r e  c o n s t r u c t e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2(b) u s i n g  f^ v a l u e s  o b t a i n e d  f r o m  u l t r a 

c e n t r i f u g a l  a n a l y s i s  ( T a b l e  4),

F IG  10(a)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  w e r e  c o n s t r u c t e d  f o r  i d e a l  m o n o m e r - 

n - m e r  a s s o c i a t i o n s  u s i n g  v a l u e s  o f  o . c a l c u l a t e d  f o r  l i n e a r  

a g g r e g a t i o n  ( T a b l e  4), u s i n g  e q u a t i o n  1 o f  A p p e n d i x  2 ( b ) .

T h e o r e t i c a l  C u r v e s

o----------------o  G A R  h i  s t o n e  i n  0, 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l

F I G  10(b)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  w e r e  c o n s t r u c t e d  f o r  i d e a l  m o n o m e r - n -  

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

T h e o r e t i c a l  c u r v e  s

G A R  h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 ,  O IM  H C l

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  w e r e  c o n s t r u c t e d  f o r  i d e a l  i n d e f i n i t e  

a s s o c i a t i o n ,  u s i n g  e q u a t i o n  3 o f  A p p e n d i x  2(b),

O O o  G A R  h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l /O .  O IM  H C l

^  C o m p a c t  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n

O----------- -—tf> L i n e a r  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n
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t e c h n i q u e  w i t h  t h o s e  f rom , a n o t h e r  t e c h n i q u e  r e p r e s e n t s t h e  m a j o r  

d r a w b a c k  o f  t h e  a n a l y s i s  o f  C h u n  e t  a l .  (197 0 ) .  D e s p i t e  t h e  f a c t  

t h a t  t h e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n d  g e l - f i l t r a t i o n  a r e  c a r r i e d  o u t  u n d e r  

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

e r r o r s  u n i q u e  to  e a c h  t e c h n i q u e  m a y  a f f e c t  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  t h e s e  

tw o  s e t s  o f  d a ta .  F o r  e x a m p l e ,  p r e s s u r e  e f f e c t s  i n  s e d i m e n t a t i o n  

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

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

d a t a ,  i n  w h i c h  p r e s s u r e  e f f e c t s  a r e  a b s e n t .  N e v e r t h e l e s s ,  i t  h a s  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  c l e a r l y  b y  C h u n  e t  a l .  (1969)  t h a t  t h e  a p p r o a c h  

u s i n g  t h e  tw o  t e c h n i q u e s  o f  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n d  g e l - f i l t r a t i o n  i s  

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

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

A s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2(b), t h e  m e t h o d  o f  C h u n  e t  a l .

(1970)  f o r  a n a l y s i n g  m o n o m e r - m - m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n s  w a s

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

f^ o b t a i n e d  f r o m  u l t r a c e n t r i f u g a l  s t u d i e s  i n to  t h e  g e l - f i l t r a t i o n

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

a n a l o g o u s  to  t h a t  u s e d  a b o v e  f o r  m o n o m e r - n - m e r  a n d  i n d e f i n i t e

a s s o c i a t i o n ,  i t  w a s  fo u n d  m o r e  c o n v e n i e n t  to  g e n e r a t e  s t a n d a r d  c u r v e s

o f  f- v s .  c f r o m  t h e  g e l  f i l t r a t i o n  v a l u e s  o f  a  . T h e  t e s t  o f  t h e  1 w
e x i s t e n c e  o f  a p a r t i c u l a r  m o d e  o f  m o n o m e r - m - m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n  

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

v s .  c. F o r  t h e  a s s o c i a t i o n  of  G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  t h e  

e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  ( T a b l e  4) w e r e  s u b s t i t u t e d  in to  E q u a t i o n  2 

o f  A p p e n d i x  2(b) a n d  t h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  f^ v s .  c w e r e  e v a l u a t e d  b y  

c o m p u t e r ,  f o r  c o m p a r i s o n  w i t h  th e  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  f^

o b t a i n e d  f r o m  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t a b u l a t e d  i n  T a b l e  5.
cT h e  v a l u e s  of n = f   ̂ r e q u i r e d  f o r  t h i s  p r o c e d u r e  w e r e

' ' y cd c ,w

c a l c u l a t e d  b y  i n t e g r a t i o n  o f a  c a s  a  f u n c t i o n  o f  c. ( T a b l e  11).w  \ /



U s in g  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  o b t a i n e d  v a l u e s  o f  a n d  î] t o g e t h e r  w i th

th e  p r e d i c t e d  v a l u e s  o f  ( T a b l e  4), t h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  f^ v s .  c w e r e

g e n e r a t e d  a n d  a r e  s h o w n  i n  F i g s .  1 1 a  a n d  b  f o r  m o n o m e r - d i m e r - n - m e r

a s s o c i a t i o n s  a c c o r d i n g  to  t h e  tw o  s h a p e  m o d e l s ,  c o m p a c t  a n d  l i n e a r .

F i g .  11(a)  d e m o n s t r a t e s  t h a t  th e  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  f^ o b t a i n e d

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

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

n - m e r  a s s o c i a t i o n .  A t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  ( ^ 1 .  5m g / m l )  i t  c a n  b e

s e e n  t h a t  t h e  e x p e r i m e n t a l  c u r v e  c o i n c i d e s  w i t h  t h e  p r e d i c t e d  c u r v e

f o r  m o n o m e r - d i m e r - t r i m e r  a s s o c i a t i o n .  T h i s  m a y  b e  d u e  to  t h e

f a c t  t h a t  t h e r e  a r e  no  p o i n t s  b e t w e e n  C = O a n d  c = 1, 5 r n g / m l  o n  t h e

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

c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  i s  u n c e r t a i n .  T h e  l a c k  o f  p o i n t s  i n  t h i s

c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  i s  a  c o n s e q u e n c e  o f  th e  g e n e r a t i o n  o f  th e  p r e d i c t e d

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

o f  cr v s .  c f r o m  f- d a ta ,  w h i c h  a r e  a v a i l a b l e  o v e r  t h e  w h o l e  w  1
c o n c e n t r a t i o n  r a n g e .  S i m i l a r l y ,  F i g .  l i b ,  d e m o n s t r a t e s  t h a t  a l t h o u g h  

t h e r e  i s  a g r e e m e n t  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  

o b t a i n e d  d a t a  a n d  th e  p r e d i c t e d  c u r v e  f o r  a  l i n e a r  m o n o m e r - d i m e r - 

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

b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  a n d  th e  s t a n d a r d  c u r v e s .  A g a i n ,  t h e  

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

1. 5 m g / m l  a r e  u n lm o w n  b e c a u s e  o f  th e  l a c k  o f  d a t a  p o i n t s  i n  t h i s  

r e g i o n .

C o m p l e t e  g e l  f i l t r a t i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  GA R i n  

0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  t h e r e f o r e  c o n f i r m s  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  

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

a n d  p r e d i c t e d  c u r v e s  o n ly  o c c u r s  i n  t h e  c a s e  o f  a  m o n o m e r  - d i m e r  

a s s o c i a t i o n .

G e l  f i l t r a t i o n  a n a l y s e s  w e r e  a l s o  c a r r i e d  ou t  o n  G A R  i n

0. 15M  N a C l ,  0, O IM  H C l ,  T h e  v a l u e s  o f  o b t a i n e d  a r e  sh o w n  i nw



FIG II

G E L  F I L T R A T I O N  A N A L Y S IS  O F  G A R  IN  0. Q75M N a C l / 0 .  QIM  H C l

A p p r o x i m a t e l y  1 0 m l  s a m p l e s  o f  G A R  w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d

o n  a  4 0 c m  X 1 c m  S e p h a d e x  GlOO c o l u m n ,  e q u i l i b r a t e d  wi.th 0. 0 7 5M

N a C l / 0. O IM  H C l .  V a l u e s  o f  <j w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  th e  t r a i l i n gw
b o u n d a r y  o f  t h e  p l a t e a u  r e g i o n s  i n  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e s  a s  d e s c r i b e d  i n  

A p p e n d i x  2(b). T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  v s .  c w e r e  c o n s t r u c t e d  u s i n g  

e q u a t i o n  2 o f  A p p e n d i x  2(b).

F I G  11(a)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  f^ v s .  c v / e r e  c o n s t r u c t e d  f o r  i d e a l  

m o n o m e r - d i m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n s  u s i n g  v a l u e s  o f  cr c a l c u l a t e d  f o r  

c o m p a c t  a g g r e g a t i o n  ( T a b l e  4).

-------------- o  T h e o r e t i c a l  c u r v e s

A-------------- A  E x p e r i m e n t a l  c u r v e s  o b t a i n e d  f r o m

u l t r a c e n t r i f u g e  a n a l y s i s  o f  G A R  i n  

0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l

F I G  11(b)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  f^ v s .  c w e r e  c o n s t r u c t e d  f o r  i d e a l  

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

l i n e a r  a g g r e g a t i o n  ( T a b l e  4).

-o  T h e o r e t i c a l  c u r v e s

^  E x p e r i m e n t a l  c u r v e s  o b t a i n e d  f r o m

u l t r a c e n t r i f u g a l  a n a l y s i s  o f  G A R  i n  

0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  OIM  H C l
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T a b l e  12. U s in g  t h e  v a l u e s  o f  s h o w n  i n  T a b l e  5, w h i c h  w e r e

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

c o m p a c t  a n d  l i n e a r  a s s o c i a t i o n  o f  th e  m o n o m e r  « n - m e r  t y p e  w e r e

g e n e r a t e d  u s i n g  e q u a t i o n  ! o f  A p p e n d i x  2b, C o m p a r i s o n  of  th e

e x p e r i m e n t a l  a n d  t h e o r e t i c a l  c u r v e s  a r e  s h o w n  i n  F i g s .  12(a) ,  (b) .

I t  m a y  b e  s e e n  t h a t  t h e r e  i s  l i t t l e  a g r e e m e n t  b e t w e e n  t h e o r e t i c a l  a n d

e x p e r i m e n t a l  c u r v e s ,  A  s i m i l a r  p r o c e d u r e  w a s  u s e d  to  g e n e r a t e

t h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  v s . c for  c o m p a c t  and l in e a r  id e a l  in d e f in i te

a s s o c i a t i o n ,  u s i n g  e q u a t i o n  3 of  A p p e n d i x  2(b),  ( F i g ,  12(c)) ,  No

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

W h e n  e q u a t i o n  2 o f  A p p e n d i x  2(b) i s  u s e d  to  g e n e r a t e  c u r v e s  of  f^ v s .

c f r o m  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  of  ( T a b l e  12) a n d  th e  t h e o r e t i c a l

v a l u e s  o f  a ^  ( T a b l e  4), i t  c a n  b e  s e e n  ( F i g s ,  13 a ,  b) t h a t  t h e  v a l u e s  o f

f^ v s .  c o b t a i n e d  e x p e r i m e n t a l l y  b y  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a g r e e

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

t r i m e r  a s s o c i a t i o n  a n d  a  c o m p a c t  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n

T h e  va lued  of  t] r e q u i r e d  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  t h e  t h e o r e t i c a l  c u r v e s

w e r e  e v a l u a t e d  f r o m  i n t e g r a t i o n  o f  th e  c u r v e  o f a  c v s .  c ( T a b l e  12),
w

T h e  i n a b i l i t y  o f  th e  a n a l y s i s  to  d i s t i n g u i s h  u n a m b i g u o u s l y  b e t w e e n  

l i n e a r  m o n o m e r  - d i m e r  - t r i m e r  a s s o c i a t i o n s  a n d  c o m p a c t  rnonom ex*-  

d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n s  i s  p r o b a b l y  du e  to  t h e  s i m i l a r i t y  i n  s i z e  

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

s i m i l a r i t y  o f  t h e i r  p r e d i c t e d  a   ̂ ' s o f  0. 2495  a n d  0, 2351 r e s p e c t i v e l y .  

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

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

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

w a s  i n v o l v e d ,  w a s  d i s c o u n t e d .  I t  w a s  t h e r e f o r e  c o n c l u d e d  t h a t  GA R  

h i s t o n e  u n d e r g o e s  a  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n  i n  w h i c h  

t h e  c o m p l e x  f o r m e d  i s  o f  a  c o m p a c t  s h a p e ,  s i m i l a r  to  a  t e t r a h e d r o n ,

5, E f f e c t  o f  p H  on  th e  a s s o c i a t i o n  o f  GAR h i s t o n e
— -  ■■ *  -  -  -  ..................  -* ■ ' ■ ■ -------  — • " -  -  ■ -  I in iiiÉ  ■ • -  • • r - - -  É-T - h ni I r

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



FIG 12

G E L  F I L T R A T I O N  A N A L Y S IS  O F  G A R  IN  0, 15M  N a C l /Q .  Q IM  H C l

4 - 1 0 m l  s a m p l e s  o f  G A R  w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  o n  a  4 0 c m

X 1 c m  S e p h a d e x  GlOO c o l u m n ,  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0, 1 5M  N a C l / 0 .  OIM

H C L  V a l u e s  o f  o w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  th e  t r a i l i n g  b o u n d a r y  o f  t h e

p l a t e a u  r e g i o n s  i n  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e s  a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2(b).

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f a  v s .  c w e r e  c o n s t r u c t e d  a s  d e s c r i b e d  i nw
A p p e n d i x  2(b) u s i n g  f^ v a l u e s  o b t a i n e d  f r o m  u l t r a c e n t r i f u g a l  a n a l y s i s  

( T a b l e  5).

F IG  12(a)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  w e r e  c o n s t r u c t e d  f o r  i d e a l  m o n o m e r -  

n - m e r  a s s o c i a t i o n s  u s i n g  v a l u e s  o f a  . c a l c u l a t e d  f o r  l i n e a r  a g g r e g a t i o n  

( T a b l e  4) ,  u s i n g  E q u a t i o n  1 o f  A p p e n d i x  2(b)

©---------------- Q T h e o r e t i c a l  c u r v e s

0---------------- o g a r  h i s t o n e  i n  0 / 1 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l

F I G  12(b)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  w e r e  c o n s t r u c t e d  f o r  i d e a l  m o n o m e r -  

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

a g g r e g a t i o n  ( T a b l e  4),. u s i n g  E q u a t i o n  1 o f  A p p e n d i x  2(b)

#  © T h e o r e t i c a l  c u r v e s

<3 o G A R  h i s t o n e  i n  0. 15M  N a C l / 0 .  D IM  H C l

F IG  12(c)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  w e r e  c o n s t r u c t e d  f o r  i d e a l  i n d e f i n i t e  

a s s o c i a t i o n ,  u s i n g  E q u a t i o n  3 o f  A p p e n d i x  2(b).

o---------------o G A R  h i s t o n e  i n  0. 15M  N a C l / 0 .  O IM  H C l

Cx--------— A  C o m p a c t  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n

O'------------ Q L i n e a r  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n
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FIG 13

G E L  F I L T R A T I O N  A N A L Y S IS  O F  G A R  IN  Q. 15M  N a C l /Q .  O IM  H C l

4 - 1 0 m l  s a m p l e s  o f  GAR w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  on  a  4 0 c m  

X 1 c m  S e p h a d e x  GlOO c o l u m n ,  e q u i l i b r a t e d  w i t h  0. 15M  N a C l / 0. OIM  

H C l .  V a l u e s  o f  q  ^  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  th e  t r a i l i n g  b o u n d a r y  o f  t h e  

p l a t e a u  r e g i o n s  i n  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e s  a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2(b), 

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  f^ v s .  c w e r e  c o n s t r u c t e d  u s i n g  e q u a t i o n  2 o f  

A p p e n d i x  2(b).

F I G  13(a)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  f  ̂ v s .  c w e r e  c o n s t r u c t e d  f o r  i d e a l  

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

f o r  c o m p a c t  a g g r e g a t i o n  ( T a b l e  4),

o--------------o  T h e o r e t i c a l  c u r v e s

A--------------------- E x p e r i m e n t a l  c u r v e  o b t a i n e d  f r o m

u l t r a c e n t r i f u g a l  a n a l y s i s  o f  G A R  i n  

0. 1 5M  N a C l / 0 ,  O IM  H C l

F I G  13(b)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  f^ v s .  c w e r e  c o n s t r u c t e d  f o r  i d e a l  

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

f o r  l i n e a r  a g g r e g a t e s  ( T a b l e  4).

-o T h e o r e t i c a l  c u r v e s

A A E x p e r i m e n t a l  c u r v e  o b t a i n e d  f r o m

u l t r a c e n t r i f u g a l  a n a l y s i s  o f  G A R  i n  

0. 1 5M  N a C l / 0 .  O IM  H C l



1 . 0

0, 5

0 . 0
1-, 0 2 . 0 3. 0 4. 0 5 . 0

C o n c e n t r a t i o n  ( m g / m l )

F ig .  13(b)

. 5

-  6

1 . 0 2 . 0 3. 0 4. 0 5 / 0
C o n c e n t r a t i o n  ( m g / m l )



c o m p l e x e s  f o r m e d  b y  th e  i n t e r a c t i o n  of  GAK a n d  DNA. S in c e  t h e s e

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

p H  v a l u e s  n e a r  n e u t r a l i t y ,  u l t r a c e n t r i f u g a l  s t u d i e s  o n  p u r e  G A R  h i s t o n e

w e r e  c a r r i e d  o u t  to  i n v e s t i g a t e  t h e  t y p e  of  a s s o c i a t i o n  o f  GA R h i s t o n e

a t  h i g h e r  p H  v a l u e s .  T h e  p r e l i m i n a r y  u l t r a c e n t r i f u g a l  a n a l y s i s  o f

E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  (1969)  o n  t h e  a g g r e g a t i o n  o f  E  A  h i s t o n e

f r a c t i o n s  h a d  sh o w n  t h a t  t h e  s t a t e  o f  a g g r e g a t i o n  w a s  i n d e p e n d e n t  o f

p H  i n  t h e  r a n g e  1 - 7 .  T h e  g r a p h i c a l  a n a l y s i s  o f  C h u n  a n d  K i m  (1970)

o f  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  i n  0, 0 7 5 M  N a C l / 0. O IM  H C l  a n d  0. 15M

N a C l / 0. OIM H C l  h a d  s u g g e s t e d  t h a t  th e  m o d e s  o f  a s s o c i a t i o n  i n  t h e s e

c o n d i t i o n s  w e r e  m o n o m e r - d i m e r  a n d  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r ,

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

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

a n d  K i m  w a s  a g a i n  u s e d  to  s t u d y  th e  a s s o c i a t i o n  a t  h i g h e r  p H  v a l u e s .

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

s t u d i e s  a n d  F i g .  14(a) s h o w s  th e  v a l u e s  o f  M  o b t a i n e d  f r o m
w a p p

s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  o n  G A R  h i s t o n e  i n

0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  7. 0. A s  i n  t h e  a n a l y s i s

o f  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  i n  0, 0 7 5M  N a C l / 0 .  O IM  H C l ,  th e

v a l u e  o f  M ^,  t h e  m o n o m e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  w a s  t a k e n  to  b e  10600 ,

a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  a m i n o  a c i d  a n a l y s i s .  T h e  b e s t - f i t t i n g  c u r v e

t h r o u g h  t h e  M d a t a  w a s  c o n s t r a i n e d  to  p a s s  t h r o u g h  M .  a t  c = o"  w a p p  1
a n d  i s  s h o w n  i n  F i g .  14(a) .  F o r  e a c h  pH  v a l u e ,  t h r e e  s e p a r a t e  

s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  ou t .  A  l a r g e  

c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  ( f r o m  a b o u t  0. 5m g / m l  to  5. O m g / m l )  i s  

n e v e r t h e l e s s  c o v e r e d  b y  t h e s e  t h r e e  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  s t u d i e s  

a n d  i t  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g .  14(a) t h a t  a  s i n g l e  c o n t i n u o u s  c u r v e  c a n  

b e  d r a w n  t h r o u g h  t h e  d a t a  w i t h o u t  l a r g e  d e v i a t i o n s  b e t w e e n  t h e  

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

i n t r o d u c e d  b e c a u s e  of  th e  r e l a t i v e l y  s m a l l  n u m b e r  of  s e p a r a t e  

s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  s t u d i e s  u s e d  to  d e s c r i b e d  t h e  a s s o c i a t i o n s



F IG  14(a)

A S S O C I A T IO N  O F  GA R  H I S T O N E  IN 0. Q75M N a C l ,  p H  5. 0 a n d

0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  7. Q

P r e p a r a t i o n  o f  GA R h i s t o n e  a t  d i f f e r e n t  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n s

w e r e  e x h a u s t i v e l y  d ia ly j s e d  a g a i n s t  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5, 0 a n d  0. 0 7 5 M

N a C l ,  p H  7. 0 a n d  c e n t r i f u g e d  a t  26, 000 r p m  f o r  a t  l e a s t  3 6 h  a t  2 0 ^ C

i n  a n  A N - G  r o t o r  i n  a  B e c k m a n  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e ,

e q u i p p e d  w i t h  a b s o r p t i o n  o p t i c s .  A p p a r e n t  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r

w e i g h t s  ( M  ) w e r e  d e t e r m i n e d  f r o m  c o m p u t e r  e v a l u a t i o n  o f  t h e  w a p p '  2 ^
g r a d i e n t  o f  In  c v s .  r  d a ta .  A  t h i r d  d e g r e e  p o l y n o m i a l  w a s  f i t t e d

to  t h e  d a t a  u s i n g  a l e a s t  s q u a r e s  c u r v e - f i t t i n g  p r o c e d u r e  a n d  c o n s t r a i n e d

to  p a s s  t h r o u g h  M^ = 10600.

G A R  h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0

-o G A R  h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  7. 0 

B e s t - f i t t i n g  c u r v e

F IG  K b )

A N A L Y S IS  O F  A S S O C IA T IO N  O F  G A R  IN 0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0 A N D  

0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  7. 0 BY T H E  G R A P H I C A L  P R O C E D U R E  O F  CHUN 

A N D  IH M  (1970)

E x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  ( M  ) ' ,  ( M  ) ’ a n d  f,  w e r e^  ̂ w a p p '  ' n a p p  1
d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  M ^ ^ ^ ^  d a t a  o f  F ig -  14(a) a s  d e s c r i b e d  i n  

A p p e n d i x  1. T h e o r e t i c a l  c u r v e  f o r  a n  i d e a l  m o n o m e r - d i m e r  

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

( M  ) = - f  + 2
w  1

.— -------------  T h e o r e t i c a l  c u r v e

E x p e r i m e n t a l  c u r v e  f o r  G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5, 0

-o E x p e r i m e n t a l  c u r v e  f o r  GA R i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  7. 0



w a p p

( M  )  ̂ w a p p

F ig .  ( 14 (a)
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C o n c e n t r a t i o n  ( m g / m l )

F i g .  14(b)

5. 0

. 0

1 . 0

0. 5 1. 00 .  0



a r e  t h e r e f o r e  l i k e l y  to  b e  s m a l l .  A l th o u g h  th e  a b s o l u t e  v a l u e s  o f

M  f o r  G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5, 0 a r e  d i f f e r e n t  f r o m  t h o s e  w a p p  ^
i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  7. 0, t h e  M  v s .  c c u r v e s  a r e  b r o a d l yw a p p  ^
s i m i l a r  i n  b o t h  c a s e s .  F i g .  14(b) s h o w s  c l o s e  a g r e e m e n t  b e t w e e n

b o t h  s e t s  o f  e x p e r i m e n t a l  d a t a  a n d  th e  p r e d i c t e d  p l o t  o f  (M  )'
w a p p

v s .  f^ f o r  a  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n .  T h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a

foem :a  c u r v e  o v e r  t h e  w h o l e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e ,  w i t h  a  s l i g h t

d o w n w a r d  d e v i a t i o n  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s .  T h i s  m a y  b e  due  to

n o n - i d e a l  e f f e c t s . F i g ,  15(a) c o n f i r m s  t h a t  a  m o n o m e r - d i m e r

a s s o c i a t i o n  s a t i s f a c t o r i l y  d e s c r i b e s  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a .  P l o t s

o f ( M  ) ' v s .  1 / ( M  )* f o r  e x p e r i m e n t a l  d a t a  o b t a i n e d  i n  b o t h ̂ w a p p  n a p p
0, 0 7 5 M  N a C l  p H  5. 0 a n d  p H  7, 0 a g r e e  w e l l  w i t h  t h e  s t a n d a r d

m o n o m e r  - d i m e r  c u r v e .  I d e a l  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n  i s  s h o w n  i n

F i g .  15(c) to  b e  i n a d e q u a t e  a s  a  d e s c r i p t i o n  of  t h e  e x p e r i m e n t a l

a s s o c i a t i o n .  N o n e  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  p l o t s  o f  ( M ^ ^ ^ ) '  v s .  ( f^)  ^

a g r e e  w i t h  th e  s t a n d a r d  c u r v e s  f o r  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n .  S i m i l a r l y

F i g .  15(b), e f f e c t i v e l y  e l i m i n a t e s  m o n o m e r - d i m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n s .

P l o t s  o f  d (M  ) ' / d f _, v s .  d ( l / M  )'  / d f . f o r  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a ̂ w a p p '  1 ' n a p p '  1
do n o t  a g r e e  w i t h  t h e  s t a n d a r d  c u r v e s  f o r  m o n o m e r - d i m e r - n - m e r  

a s s o c i a t i o n s .  In  F i g .  15(d) ,  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a 

t i o n s ,  t h a t  i s  a t  f,  < 1 ^ '  5, p l o t s  o f  1 / ( M  ) ' v s .  f ,  o f  t h e
1 ^  n a p p  1

e x p e r i m e n t a l  d a t a  a p p r o x i m a t e  b e s t  to  t h e  s t a n d a r d  p l o t  d e s c r i b i n g  a

m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n .  A t  lo w  c o n c e n t r a t i o n s ,  s m a l l

d e v i a t i o n s  f r o m  l i n e a r i t y  a r e  o b s e r v e d ,  s i m i l a r  t o  t h o s e  o b s e r v e d  i n

th e  C hu n  a n d  K i m  a n a l y s i s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  in  0, 0 7 5M  N a C l /

0. O IM  H C l  a n d  0. 1 5M N a C l / 0 .  O IM  H C l .  T h e  d e v i a t i o n s  a r e

p i ' o b a b l y  d u e  to  e r r o r s  i n t r o d u c e d  in  t h e  i n t e g r a t i o n  p r o c e s s e s  u s e d

to  d e r i v e  f ,  a n d  M  . W h i l e  t h e  C h u n  a n d  K i m  (1970)  g r a p h i c a l  1 n a p p   ̂ / t=> sr
a n a l y s i s  d o e s  n o t  p e r m i t  c o m p l e t e l y  u n a m b i g u o u s  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  

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

n e v e r t h e l e s s  g r a p h i c a l  a n a l y s i s  o f  the  s e l f - a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e



F IG  15

A N A L Y S IS  O F  A S S O C IA T IO N  O F  G A R  IN  0. Q75M N a C l ,  p H  5. 0 A N D  
0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  7. 0 BY T H E  G R A P H I C A L  P R O C E D U R E  O F  CHUN 
A N D  m M  ( 1 9 7 0 )

E x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  (M  (M  )'  a n d ’f,  w e r e
w a p p /   ̂ n a p p  1

c a l c u l a t e d  f r o m  d a t a  o f  F i g .  14(a)  a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  1.

.— -----------  T h e o r e t i c a l  c u r v e s

a----------- o G A R  h i  s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  7, 0

4 G A R  h i  s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0

F I G  15(a)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  ( M  ) '  v s .  1 / ( M  )' f o r  i d e a l  m o n o m e r - n -w  n
m e r  a s s o c i a t i o n s  w e r e  c o n s t r u c t e d  u s i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p ;

( M  )* = - n  ■ -■ -■ ' +  n  + 1 a n d  f o r  i d e a l  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n  u s i n g  th e  
w  (M  )'n

r e l a t i o n s h i p :  ( M ^ ) '  = Z ( M ^ ) ' -1

F I G  1 5 (b)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  f o r  i d e a l  m o n o m e r - d i m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n s  

w e r e  c o n s t r u c t e d  u s i n g  th e  r e l a t i o n s h i p ;

d ( M j '  d ( l / ( M ) ' )

- d f  = -^  - d f f -
F I G  15(c)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  ( M  ) '  a n d  (M  ) '  v s .  ( f . )   ̂ w e r e  c o n s t r u c t e d  

f o r  i d e a l  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n s  u s i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p :
1

(M  )'  = Z ( f  ) “  ̂ -1 a n d  f ,  = 1 / ( M  )
 ̂ w  H 1 '  n '

2

’■o E x p e r i m e n t a l M w a ^ p ,  G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0
A'------------ E x p e r i m e n t a l  M A a p p  G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0
O'------------- o  E x p e r i m e n t a l  M w a p p ,  G A R  i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  7. 0
p ------------- Q E x p e r i m e n t a l  M n a p p ,  G A R  i n  0. 0 7 5M  N a C l ,  p H  7. 0

F I G  1 5 ( d )

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  ( 1 / ( M ^ ) '  v s ,  f^ f o r  i d e a l  m o n o m e r - n - m e r

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

1 / ( M  )  ̂ = ( l - “ ) f  + 1 / n  a n d  f o r  i d e a l  i n d e f i n i t en''  ̂ n   ̂ 1 ^
a s s o c i a t i o n  u s i n g  th e  r e l a t i o n s h i p ;  f,  = (    !;—

\  ( M J O  7
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i n  0, 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  7, 0 s u g g e s t e d  t h a t  t h e  m o s t  l i k e l y  m o d e

o f  a s s o c i a t i o n  i n  b o t h  c o n d i t i o n s  w a s  m o n o m e r - d i m e r .  T h e

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  M  v s .  c c u r v e s  ( F i g .  14(a))  f o r  t h e  tw o
w a p p

s o l v e n t  c o n d i t i o n s  a r e  p r o b a b l y  due  to  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  e q u i l i b r i u m

c o n s t a n t  g o v e r n i n g  t h e  a s s o c i a t i o n ,  o r  i n  t h e  v i r i a l  c o e f f i c i e n t ,  B M ^ .

T h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i  s t o n e  i n  0, 15M  N a C l  a t  p H  5. 0 a n d  7, 0 w e r e

a l s o  a n a l y z e d  b y  t h e  g r a p h i c a l  p r o c e d u r e  o f  C h u n  a n d  K i m  (19 70 ) .

F i g .  16(a) s h o w s  t h e  M v s .  c d a t a  o b t a i n e d  i n  t h e s e  c o n d i t i o n s .^  ̂  ̂ w a p p
F o r  e a c h  s o l v e n t  c o n d i t i o n ,  o n ly  tw o  s e p a r a t e  s e d i m e n t a t i o n

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

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

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

( M j )  a s  d e t e r m i n e d  b y  a m i n o  a c i d  a n a l y s i s  (1 0 ,  600 d a l t o n s )  a r e  a l s o

s h o w n  i n  F i g .  16(a) .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e s e  b e s t - f i t t i n g  c u r v e s

a d e q u a t e l y  r e p r e s e n t  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a ,  s u g g e s t i n g  t h a t  e r r o r s

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

e q u i l i b r i u m  e x p e r i m e n t s  m a y  b e  m i n i m a l .  In  F i g .  16(b) p l o t s  o f

( M  ) '  v s .  f,  f o r  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  a r e  c o m p a r e d  w i t h  s t a n d a r d  ' w a p p '  1 ^
g r a p h s  r e p r e s e n t i n g  m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n s .  N o  a g r e e m e n t

b e t w e e n  e x p e r i m e n t a l  a n d  t h e o r e t i c a l  g r a p h s  i s  o b s e r v e d .  In  F i g .  17

(a ) ,  a n  a g r e e m e n t  i s  a p p a r e n t  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  p l o t s  o f

( M  ) ' v s .  1 / ( M  ) '  a n d  t h e  t h e o r e t i c a l  g r a p h s  d e p i c t i n g ̂ w a p p '   ̂ n a p p '  >=> r  e
m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n .  A t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s ,  t h e  e x p e r i m e n t a l  

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

a s s o c i a t i o n  of  G A R  h i  s t o n e  i n  0. 15M  N a C l / 0. O IM  H C l .  T h e  

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

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

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

0. 1 5 M  N a C l / 0 -  O IM  H C l ,  p r o b a b l y  a l s o  h o l d  a t  p H  5. 0 a n d  p H  7. 0.

F i g ,  17(b) d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  e x p e r i m e n t a l  p l o t s  o f  d ( M ^ ^ ^ ^ )  ' / d f

v s .  d( 1 / t a p p r o x i m a t e  b e s t  t o  t h e  s t a n d a r d  g r a p h  d e p i c t i n g



FIG 16(a)

S E L F - A S S O C I A T I O N  O F  G A R  H IS T O N E  IN 0. 15M  N a C l ,  p H . 5. 0 A N D

0. 15M  N a C l ,  p H  7. Q

P r e p a r a t i o n s  o f  G A R  h i  s t o n e  a t  d i f f e r e n t  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n s  

w e r e  e x h a u s t i v e l y  d i a l y z e d  a g a i n s t  0, 15M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  0. IB M  N a C l ,  

p H  7. 0 a n d  c e n t r i f u g e d  a t  26, 000 r p m  f o r  a t  l e a s t  3 6 h  a t  2 0 ° C  i n  a n  A N - G  

r o t o r  i n  a  B e c k m a n  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u i p p e d  w i t h  

a b s o r p t i o n  o p t i c s .  A p p a r e n t  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  ( M ^ ^ ^ ^ )  

w e r e  d e t e r m i n e d  f r o m  c o m p u t e r  e v a l u a t i o n  o f  t h e  g r a d i e n t  o f  In  c v s .  r ^  

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

s q u a r e s  c u r v e - f i t t i n g  p r o c e d u r e  c o n s t r a i n e d  t o  p a s s  t h r o u g h  M^ = 10600

G A R  h i  s t o n e  i n  0, IB M  N a C l ,  p H  5, 0 

G A R  h i  s t o n e  i n  0. IB M  N a C l ,  p H  7. 0 

— B e s t - f i t t i n g  c u r v e

F I G  16(b)

A N A L Y S IS  O F  S E L F - A S S O C I A T I O N  O F  G A R  IN  0. IB M  N a C l ,  p H  S. 0 A N D  

0. IB M  N a C l ,  p H  7. 0 BY T H E  G R A P H I C A L  P R O C E D U R E  O F  CHU N A N D  

KIM  (1970)

E x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  ( M  ) ' ,  ( M  ) ’ a n d  f  w e r e  
^   ̂ w a p p  n a p p '  1

d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  M  d a t a  o f  F i g .  16(a)  a s  d e s c r i b e d  i nw a p p  ®  ̂ ^
A p p e n d i x  1. T h e o r e t i c a l  c u r v e s  f o r  i d e a l  m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n s  

w e r e  c o n s t r u c t e d  u s i n g  th e  r e l a t i o n s h i p  ( M ^ ) ^  = - ( n - l ) f ^  + n

T h e o r e t i c a l  c u r v e

*

o ------- ------—o
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J  . i f

A N A L Y S IS  O F  S E L F - A S S O C I A T I O N  O F  G A R  IN  0. 1 5 M  N a C l ,  p H  5, 0 

A N D  0. IBM  N a C l ,  p H  1. 0 BY T H E  G R A P H I C A L  P R O C E D U R E  O F  

CHU N A N D  K IM  (1970)

E x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  ( M  ( M  U a n d  f
w a p p '  n a p p '  1

w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  M  d a t a  o f  F i g .  16(a) a s  d e s c r i b e d  i n
w a p p   ̂ '

A p p e n d i x  1,

 -----------   T h e o r e t i c a l  c u r v e s

0-1---------- o  G A R  h i  s t o n e  i n  0. 15M N a C l ,  p H  7. 0

G A R  h i  s t o n e  i n  0. IB M  N a C l ,  p H  5. 0

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  ( M  ) '  v s .  1 / ( M  )' w e r e
w  n

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

(M ^)*  = - n  1/(M^)^' + n  + 1 a n d  f o r  i d e a l  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n  u s i n g  t h e  

r e l a t i o n s h i p  ( M ^ ) ’ = Z ( M ^ ' )  -1 ,

F I G  17(b)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  f o r  i d e a l  m o n o m e r - n - m e r  ' 

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

d ( M ^ ) » / d f j  = - 2 n  d ( l / ( M j ' )  / d f ^  + n  -1

F I G  17(c)
1

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  ( M  )* a n d  ( M  ) '  v s .  ( f . )   ̂ w e r ew  n  1
c o n s t r u c t e d  f o r  i d e a l  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n  u s i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  ( M ^ ) ’

= 2 -1 a n d  = 1 / ( M ^ ' ) ^

^ ^  E x p e r i m e n t a l  GA R i n  0. IBM  N a C l ,  p H  S. 0

ùsr~ A  E x p e r i m e n t a l  M  , GA R i n  0, IBM  N a C l ,  p H  B. 0w a p p
c----------- —o E x p e r i m e n t a l  M  , G A R  i n  0. IB M  N a C l ,  p H  7. 0^ n a p p
□ ------------O E x p e r i m e n t a l  G A R  i n  0. IB M  N a C l ,  p H  7. 0

F IG  17(d)

T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  1 / ( M ^ ) '  v s .  f^ w e r e  c o n s t r u c t e d  

f o r  i d e a l  m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n s  u s i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  1 / ( M ^ ) '

= ( 1 - 1 / n )  f^ + 1 / n  a n d  f o r  i d e a l  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n  u s i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p

f ,  ( 1 / ( M J ' ) ^
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m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n .  A g a i n  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  

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

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

e x p e r i m e n t a l  p l o t s  o f  ( ^ a p p ^ ' ^^1^  ̂ w i t h  t h e  s t a n d a r d  g r a p h s  f o r

i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n  ( F i g .  17(c)) .  F i g .  17(d)  i l l u s t r a t e s  t h a t  t h e  

e x p e r i m e n t a l  d a t a  a r e  n o t  a d e q u a t e l y  d e s c r i b e d  b y  m o n o m e r - n - m e r  

a s s o c i a t i o n s .  T h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  i n  F i g .  17(d)  do n o t  a g r e e  

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

m a y  b e  s e e n  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e s e  

d e v i a t i o n s  a r e  s i m i l a r  to  t h o s e  fo u n d  i n  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  i n  

0. 1 5M  N a C l / 0. O IM  H C l  w h i c h  w e r e  a t t r i b u t e d  to  n u m e r i c a l  e r r o r s  

i n t r o d u c e d  i n  t h e  d a t a  p r o c e s s i n g .  I t  a p p e a r s  t h a t  p l o t s  o f  1 / ( M ^ ^ ^ ^ )  ' 

v s .  f^ a r e  p a r t i c u l a r l y  s e n s i t i v e  to  t h e s e  e r r o r s .

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

f r o m  t h e  C h u n  a n d  K i m  (19 7 0 )  t y p e  of  a n a l y s i s  m u s t  b e  c o n s i d e r e d  

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

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

e r r o r s ,  n e v e r t h e l e s s  t h e  g r a p h i c a l  a n a l y s e s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  

G A R  h i  s t o n e  i n  0. 1 5 M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  7. 0, d e p i c t e d  i n  F i g s .  1 6(b) 

a n d  17, i n d i c a t e  t h a t  t h e  m o s t  l i k e l y  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  

m a y  b e  i n  t e r m s  o f  a  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n .  W i t h i n  

t h e  l i m i t a t i o n s  i m p o s e d  b y  t h e s e  r e s e r v a t i o n s ,  i t  t h e r e f o r e  a p p e a r s  

t h a t  t h e  m o d e s  o f  a s s o c i a t i o n  d e t e c t e d  i n  0. 07 5M  N a C l / 0. D IM  H C l  a n d  

0. 1 5 M  N a C l / 0 .  D IM  H C l  a r e  u n a l t e r e d  a t  p H  5. 0 a n d  7 . 0 ,  a t  t h e  s a m e  

s a l t  c o n c e n t r a t i o n s .

6. OR D A n a l y s i s  o f  G A R  h i  s t o n e

T h e  a s s o c i a t i o n s  o f  G A R - h i s t o n e  d e s c r i b e d  a b o v e ,  w e r e  

f u r t h e r  a n a l y z e d  u s i n g  O R D  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  f o r m a t i o n  of  

c o m p l e x e s  o f  G A R  c a u s e d  a n  a l t e r a t i o n  i n  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f



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

l i g h t  i n  t h e  v i s i b l e  r a n g e ,  u n d e r  d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s ,  0. 15M  N a C l /

0. O IM  H C l ,  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  a n d  0. O IM  H C l  a s  d e s c r i b e d  

i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2. 11. O R D  d a t a  w e r e  p r o c e s s e d  o n  a D I G I T A L  

P D P 8 / L  c o m p u t e r  u s i n g  a  t e s t e d  p r o g r a m  k i n d l y  s u p p l i e d  b y  

M r .  D. S. L o c h e a d ,  D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y ,  U n i v e r s i t y  o f  

G l a s g o w .  S c h e c h t e r - B l o u t  a n d  M o f f i t t - Y a n g  p l o t s ,  w h i c h  c a n  

pro^î/ide i n f o r m a t i o n  o n  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  p r o t e i n  i n  s o l u t io n ,  

w e r e  c o n s t r u c t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2 , 1 1  a n d  a r e  

r e p r e s e n t e d  i n  F i g .  18(a) ,  (b) .  F i g .  18(a)  s h o w s  t h a t  t h e  g r a d i e n t s  o f  

t h e  b e s t  s t r a i g h t  l i n e  t h r o u g h  t h e  d a t a  o b t a i n e d  i n  0. 0 7 5 M  N a C l /

0. O IM  H C l  a n d  0. 15M N a C l / 0 .  OIM  H C l  a r e  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  

w h i l e  t h e  g r a d i e n t  o f  t h e  b e s t - û t t i n g  s t r a i g h t  l i n e  t h r o u g h  t h e  d a t a  

o b t a i n e d  i n  0. O IM  H C l  i s  m u c h  s m a l l e r .  T h e  M o f f i t t - Y a n g  p l o t s  

s h o w n  i n  F i g .  18(b) a l s o  r e v e a l  t h a t  t h e  g r a d i e n t s  o f  b e s t - f i t t i n g  

s t r a i g h t  l i n e s  t h r o u g h  t h e  d a t a  o b t a i n e d  i n  0. 0 7 5 M  N a C l /O .  O IM  H C l  

a n d  0. IB M  N a C l / 0. OIM H C l  a r e  s i m i l a r  w h i l e  t h e  g r a d i e n t  t h r o u g h  

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

g r a d i e n t s  a n d  i n t e r c e p t s  o f  t h e s e  p l o t s  ( F i g s .  18 a  a n d  b) a r e  s h o w n  i n  

T a b l e  13, a n d  t h e  v a l u e s  w e r e  u s e d  to  c a l c u l a t e  t h e  h e l i x  c o n t e n t s  o f  

GA R  h i s t o n e  i n  t h e  d i f f e r e n t  s o l v e n t  c o n d i t i o n s ,  % h e l i x  c o n t e n t s  w e r e  

e s t i m a t e d  f r o m  t h e  S c h e c h t e r - B l o u t  p a r a m e t e r s ,  A ^ ^ ^  a n d  u s

d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2. 11. H e l i c a l  c o n t e n t s  w e r e  a l s o  

c a l c u l a t e d  f r o m  th e  M o f f i t t - Y a n g  p a r a m e t e r ,  b ^ ,  b y  t h e  m e t h o d s  o f  

S c h e c h t e r ,  C a r v e r  a n d  B l o u t  (1964)  a n d  U r n e s  a n d  D o ty  (1 96 1 ) .

H e l i c a l  c o n t e n t s  c a l c u l a t e d  b y  t h e s e  m e t h o d s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  14. 

F o r  G A R  i n  s a l t - f r e e  c o n d i t i o n s ,  t h e  m e t h o d  u s i n g  th e  A ^ ^ ^  c o e f f i c i e n t  

o f  t h e  S c h e c h t e r - B l o u t  p l o t s  a n d  t h e  U r n e s  a n d  D o ty  (1961)  m e t h o d  

u s i n g  b ^  o f  M o f f i t t - Y a n g  p l o t s  y i e l d e d  s m a l l  n e g a t i v e  v a l u e s  o f  h e l i x  

c o n te n t .  *



F I G  18

O R D  O F  G A R  I N  0. OIM  H C l ,  Q. Q75M N a C l / 0 .  O IM  H C l  a n d  0. I S M  N a C l /

0 , O IM  H C l

O R D  s p e c t r a  w e r e  o b t a i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  

S e c t i o n  2 , 1 1  a n d  w e r e  a n a l y z e d  b y  m e a n s  o f  t h e  S c h e c h t e r - B l o u t  a n d  

M o f f i t t - Y a n g  e q u a t i o n s .  B e s t  f i t t i n g  s t r a i g h t  l i n e s  w e r e  c o n s t r u c t e d  

t h r o u g h  th e  e x p e r i m e n t a l  p o i n t s  u s i n g  t h e  m e t h o d  o f  l e a s t  s q u a r e s .

F I G  18(a)

S c h e c h t e r - B l o u t  p l o t s  o f  t h e  d a t a

D-------- ---------a G A R  i n  0. OIM  H C l

A------- ---------^ G A R  i n  0, 0 7 5 M  N a C l / 0 .  OIM  H C l

o----- 0 G A R  i n  0, I S M  N a C l / 0 .  DIM  H C l

F I G  18(b)

M o f f i t t - Y a n g  p l o t s  o f  t h e  d a t a

O ---------- -O G A R  i n  0. O IM  H C l

A-----------A GA R  i n  0. 0 7 S M  N a C l /O ,  O IM  H C l

o— --------o G A R  i n  0. I S M  N a C l / 0 ,  O IM  H C l



F ig .  18(?,a)

193

-30Ü.

0 . 0 1 . 0 2
^ 225

F i g .  1 3 ( b )

( x b  x ^ 2 5 )

-300
0 . 60 . 20 0. 4 1 . 0  2 1 . 20 . 8

o

( x '  - x 5



T A B L E  13

O P T I C A L  R O T A T O R Y  P A R A M E T E R S  F O R  G A R  H I S T O N E

O R D  s p e c t r a  o f  G A R  w e r e  o b t a i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  

S e c t i o n  2. 11. P a r a m e t e r s  w e r e  e s t i m a t e d  f r o m  S c h e c h t e r - B l o u t  

p l o t s  a n d  M o f f i t t - Y a n g  p l o t s  ( F i g s .  17 ( a ,  b)).



TABLE 13

S o l v e n t ■^193 ■^225
b

0
a

0

0. O IM  H C l -3 2 0 -10 +21 - 2 4 9

0. O IM  H C l /  
0. 0 7 5 M N a C l

- 2 1 2 - 6 4 -33 -17 7

0. O IM  H C l /  
0. I S M N a C l -228 -6 2 -2 6 - 1 9 6

. . . .  . . . .



T A B L E  14

H E L I X  C O N T E N T  O F  GA R  H IS T O N E

H e l i x  c o n t e n t s  o f  G A R  h i s t o n e  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  

o p t i c a l  r o t a t o r y  p a r a m e t e r s  o f  T a b l e  13 u s i n g  t h e  f o l lo w in g  e q u a t i o n s ;

H , , 3  -  (Aj 33 t  750)/(36.5)

» 2 2 5  •  -<^225  *

% H e l i x  = " (b^  - 100) /  8 . 0

% H e l i x  = - b ^  /  6. 30



TABLE 14

S o l v e n t
% H e l i x  b y  v a r i o u s  m e t h o d s

•^193 ^ 2 2 5
b

o
U r n e s /
D o ty

b
o

0, O IM  H C l 11. 84 -2.  51 9. 77 -3 .  33

0. O IM  H C l /  
0. 0 7 5 M  N aC l 14. 74 0. 20 16. 62 5. 24

0. O IM  H C l /  
0. 1 5 M  N a C l 14. 54 0. 10 15. 75 4. 12



X
T h e  e s t i m a t i o n  o f  h e l i c a l  c o n t e n t s  b y  O R D  m e t h o d s  i s  a n  

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

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

s y n t h e t i c  p o l y p e p t i d e s  c o n t a i n i n g  100%. a  - h e l i x .  E x p e r i m e n t a l  v a l u e s  

b e t w e e n  t h e s e  tw o  e x t r e m e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  of  a  

c o m p l e t e l y  h e l i c a l  s t r u c t u r e .  O n  t h i s  b a s i s ,  n e g a t i v e  v a l u e s  o f  h e l i x  

c o n t e n t  a r e  t h e r e f o r e  i m p o s s i b l e  i n  p r i n c i p l e .  E x p e r i m e n t a l  

d e t e r m i n a t i o n s  o f  h e l i x  c o n t e n t  u s i n g  O R D  a r e  a t  b e s t  o n ly  a c c u r a t e  

to  w i t h i n  5% ( T o m i m a t s u  a n d  G a f f i e ld ,  1965) .  W i t h i n  e x p e r i m e n t a l  

e r r o r ,  t h e  n e g a t i v e  v a l u e s  o f  h e l i x  c o n t e n t  f o u n d  i n  t h e  c a s e  of  G A R  

h i s t o n e  i n  s a l t - f r e e  c o n d i t i o n s  u s i n g  t h e  A ^ ^ ^  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  

S c h e c h t e r  " B l o u t  p l o t s  a n d  t h e  U r n e s  a n d  D o ty  (1961)  m e t h o d  u s i n g  

b ^  o f  t h e  M o f f i t t - Y a n g  p l o t s ,  c o u ld  t h e r e f o r e  r e p r e s e n t  s m a l l  

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

b e s t - f i t t i n g  s t r a i g h t  l i n e  t h r o u g h  t h e  M o f f i t t - Y a n g  p l o t s  o f  t h e  d a t a  

f o r  G A R  i n  s a l t - f r e e  c o n d i t i o n s  i s  a l s o  h a r d  t o  r a t i o n a l i z e  e x c e p t  

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

b y  t h e  m e t h o d  o f  U r n e s  a n d  D o ty  (1961)  u s i n g  b ^  h a s  b e e n  s h o w n  to  b e  

l e s s  r e l i a b l e  t h a n  e s t i m a t e s  b a s e d  on  t h e  m e t h o d s  o f  S c h e c h t e r  e t  a l .

( 1 9 6 4 ) u s i n g  b ^ .  ( T o m i m a t s u  a n d  G a f f i e l d ,  1965) ,  H e l i c a l  c o n t e n t s  

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

u s i n g  A ^ ^ ^ ,  b o t h  m e t h o d s  i n d i c a t i n g  lo w  h e l i x  c o n t e n t s  i n  G A R  h i s t o n e  

i n  s a l t - f r e e  c o n d i t i o n s .  ( T a b l e  14). H e l i x  c o n t e n t s  i n  0. 0 7 5M  N a C l  

a n d  0. 1 5M  N a C l  a r e  s l i g h t l y  g r e a t e r  t h a n  t h a t  i n  s a l t - f r e e  c o n d i t i o n s  

b u t  n o t  b y  m o r e  t h a n  t h e  m i n i m u m  e x p e r i m e n t a l  e r r o r  o f  + 5%, so 

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

t h e  h e l i c i t y  o f  G A R  h i s t o n e .  F o r  a l l  c o n d i t i o n s  e x a m i n e d ,  l a r g e  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  h e l i x  c o n t e n t  c a l c u l a t e d  f r o m  A ^ ^ ^  a n d  f r o m  A ^ ^ ^  

c o e f f i c i e n t s  w e r e  fo u n d  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  i n  G A R  h i s t o n e  o f  

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

b o n d s  a n d  [3- s h e e t  s t r u c t u r e s )  o t h e r  t h a n  r a n d o m  c o i l s  a n d  h e l i c e s .  

( S c h e c h t e r  a n d  B l o u t ,  1964) .



T h e  a n a l y s e s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  b y  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  g e l - f i l t r a t i o n  a n d  ORD , a s  d e s c r i b e d  a b o v e  

p r o v i d e  q u a n t i t a t i v e  i n f o r m a t i o n  on  th e  a s s o c i a t i o n  p r o c e s s .  T h e  

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

c o n c e r n e d  w i t h  s t u d i e s  o f  t h e  b i n d in g  o f  GA R to  DNA a n d  th e  e f f e c t  

o f  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  o n  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  DNA.

T h e s e  s t u d i e s  i n i t i a l l y  u s e d  c a l f  t h y m u s  DNA (C .  T,  DNA) 

a n d  to  p e r m i t  m e a n i n g f u l  i n t e r p r e t a t i o n s  o f  t h e  p r o p e r t i e s  o f  C T - DNA 

G A R  c o m p l e x e s ,  s o m e  p h y s i c o - c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  DNA 

a l o n e  w e r e  i n v e s t i g a t e d .

7. C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  C, T.  DNA

M a m m a l i a n  D N A s  a r e  g e n e r a l l y  o f  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  

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

p r o p e r t i e s .  T h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  b y  S c h u m a k e r  a n d  S c h a c h m a n  

( 1 9 5 7 ) to  a n a l y z e  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  a c r o s s  

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

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

c o e f f i c i e n t s  a c r o s s  a  s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y  g( s) o f  C. T.  DNA i n  

0. 1 5 M  N a C l ,  p H  5. 0 w a s  c a l c u l a t e d  b y  th e  m e t h o d  of  S c h u m a k e r  a n d  

S c h a c h m a n  ( 1 957) u s i n g  a  P D P 8 / L r  c o m p u t e r .  T h e  g( s) d i s t r i b u t i o n  

i s  s h o w n  i n  F i g .  19(a) a n d  c a n  b e  s e e n  to  e n c o m p a s s  a  w i d e  r a n g e  o f  

s v a l u e s ,  f r o m  13fe to  3 3 s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  DN A i s  h e t e r o g e n e o u s .  

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

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

g ( s ) ,  g i v e s  a m e a s u r e  o f  t h e  r e l a t i v e  n u m b e r  o f  s p e c i e s  o f  DNA w i t h  

a  g i v e n  s v a lu e .  T h e  v a l u e s  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  DNA 

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

th e  g (s )  p l o t  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  e m p i r i c a l  e q u a t i o n  o f  C r o t h e r s  

a n d  Z i m m ( 1 9 6 5 )  r e l a t i n g  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  l i n e a r  

d u p l e x  DNA to  i t s  m o l e c u l a r  w e i g h t ; -

O  ’ % \ Pv “  \ ^   ̂̂ ^



X T
F IG . 19(a)

H E T E R O G E N E I T Y  O F  G. T. DNA

S o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  2 5 p g / m l  o f  G. T .  DNA w e r e  c e n t r i f u g e d  

a t  2 0 ^ 0  i n  a n  A N -D  r o t o r  i n  a  B e c k m a n  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a - 

c e n t r i f u g e  a t  44,  000 r p m .  S e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  a c r o s s  t h e  

s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n  ;

_  ’2 0 , /  T] \  2, 303S
20,  w -  ( 1 - v p  ) \  \ o , w y 2

W  t

T h e  d i s t r i b u t i o n  g( s) o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  a c r o s s  t h e

s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y  w a s  c a l c u l a t e d  b y  th e  m e t h o d  o f  S c h u m a k e r

a n d  S c h a c h m a n  (1957)  u s i n g  t h e  e q u a t i o n ;
o b s  3

g( s) = — —  ' V %
X  \  o-

?  . / ' î V
20, w  A x  f x^J

F IG .  19(b)

H E T E R O G E N E I T Y  O F  G. T. DNA

U s in g  t h e  e q u a t i o n  o f  C r o t h e r s  a n d  Z i m m  (1965) ,

S ” 2. 7 + 0. 0157 X (M . W. )^  m o l e c u l a r  w e i g h t s  w e r e  c a l c u l a t e d
o

f r o m  S v a l u e s  a c r o s s  a  s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y  o f  DNA ( F i g .  19(a)) .
, w

T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  a r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  g (s )  v a l u e s  c o r r e s p o n d i n g

to  th e  S«rt v a l u e s  f r o m  w h i c h  t h e y  w e r e  d e r i v e d ,20, w  ^



g(s)

XIO
~2

. 0

. 0

. 0

28 30 32 34 36

S

FIG .  19(b)

XIO

2 010

M _ J X 1 0 " ’ )



J. r f

T h e  v a l u e s  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  C. T. DNA e v a l u a t e d  f r o m  

t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  sh o w n  i n  th e  g( s) p l o t  a r e  d e p i c t e d  i n  

F i g ,  19(b),  M o l e c u l a r  w e i g h t s  i n  t h i s  F i g u r e  a r e  p l o t t e d  a g a i n s t  the  

g (s )  v a l u e  c o r r e s p o n d i n g  to  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  f r o m  w h i c h  

th e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  w e r e  d e r i v e d .  A l t h o u g h  g( s) v a l u e s  a r e  

c u s t o m a r i l y  u s e d  to  i n d i c a t e  th e  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t s  o f  a  h e t e r o g e n e o u s  s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y ,  g( s) v a l u e s  

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

s e d i m e n t i n g  p o p u l a t i o n ,  a n d  g( s) c a n  t h e r e f o r e  b e  u s e d  to  i n d i c a t e  t h e  

d i s t r i b u t i o n  of  m o l e c u l a r  w e i g h t s .  F i g ,  19(b) d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  

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

t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  s h o w n  i n  F i g .  19(a), 

w i t h  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  d i s t r i b u t i o n  b e in g  s l i g h t l y  m o r e  s k e w e d  

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

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

e x p o n e n t i a l  n a t u r e  o f  t h e  e m p i r i c a l  e q u a t i o n  o f  C r o t h e r s  a n d  Z i m m

( 1 96 5 ), u s e d  t o  e v a l u a t e  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e  DNA f r o m  i t s  

s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s .  S i n c e  g (s)  r e p r e s e n t s  t h e  r e l a t i v e  

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

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

o f  t h e  p a r t i c u l a r  s p e c i e s  i n  t h e  p o p u l a t i o n .  A c c o r d i n g l y ,  t h e  v a l u e  

o f  M  , t h e  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  c a n  b e  e v a l u a t e d  f o r  

t h e  h e t e r o g e n e o u s  p o p u l a t i o n  o f  DNA u s i n g  t h e  b a s i c  e q u a t i o n  f o r  M ^ ; -

I c .  M. 

w  Xc.

T h e  v a l u e  of  M ^  f o r  t h e  d i s t r i b u t i o n  of  C. T .  DNA s h o w n  i n  F i g .  19(b)

w a s  c a l c u l a t e d  to  b e  8, 2 X 10 d a l t o n s .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  v a l u e

o f  M d o e s  n o t  c o r r e s p o n d  to  the  m a x i m u m  of  t h e  d i s t r i b u t i o n .  T h e  
w

f a c t  t h a t  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( F i g ,  19(a)) 

i s  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  d i s t r i b u t i o n  of m o l e c u l a r  w e i g h t s  ( F i g ,  19(b)),  

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



f r o m  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  a n d  t h e  s u b s e q u e n t  

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

w e i g h t - a v e r a g e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .

T h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  C. T.  DNA s h o w n  b y  t h e  d i s t r i b u t i o n  of  

s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  g( s) i n  F i g .  19(a) w a s  c o n f i r m e d  b y  b a n d  

s e d i m e n t a t i o n  o f  C. T. D N A  t h r o u g h  1. 2M N a C l  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  

S e c t i o n  2. 10. 2. A  t y p i c a l  t r a c e  i s  s h o w n  i n  F i g .  20. A  s e d i m e n t a t i o n  

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

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

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

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

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

c o e f f i c i e n t  w i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n .  In  b o u n d a r y  s e d i m e n t a t i o n  

( F i g .  19) t h e  l e a d i n g  e d g e  o f  t h e  b o u n d a r y  p e n e t r a t e s  a  z o n e  

c o n t a i n i n g  a  f i n i t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  DNA, t h e  c o n c e n t r a t i o n  e f f e c t  t h u s  

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

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

p e n e t r a t e  a  z o n e  c o m p o s e d  of  t h e  b u l k  s o l v e n t ,  1. 5 M  N a C l ,  o f  z e r o  

DNA c o n c e n t r a t i o n .  E f f e c t i v e l y ,  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  

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

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

T h e  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  C. T. DN A  p ro v i -d e d  b y  t h e  g( s) 

d i s t r i b u t i o n  a n d  t h e  b a n d  s e d i m e n t a t i o n  d a t a  p r o v i d e s a  b a s i s  f o r  t h e  

i n v e s t i g a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  - DNA c o m p l e x e s .

8, A n a l y s i s  o f  G A R  h i s t o n e  - C. T.  DNA c o m p l e x e s

8. 1 T h e r m a l  d é n a t u r a t i o n  s t u d i e s

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

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



F IG . 20

B A N D  S E D I M E N T A T I O N  O F  C. T. DNA

1 5pl  o f  C. T.  DNA i n  SSC w e r e  i n t r o d u c e d  i n to  t h e  s a m p l e  

w e l l  o f  a  V i n o g r a d  t y p e  I II  d o u b le  s e c t o r  b a n d - f o r m i n g  c e n t r e p i e c e ,

c o n t a i n i n g  0. 3 5 m l  o f  C s C l  ( d e n s i t y  1. 3 2 0 g / m l )  a s  b u l k  s o l v e n t .  

S e d i m e n t a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  2 0 ^ C a t  40,  000 r p m  i n  A N - D  r o t o r .  

T h e  s c a n n i n g  w a v e l e n g t h  w a s  2 6 5 n m .



F IG ,  20



i n t e r a c t i o n  o f  p r o t e i n s  w i t h  DNA. B i n d in g  o f  h i s t o n e  s t o  D N A

s t a b i l i z e s  t h e  d o u b l e  h e l i x  a g a i n s t  t h e r m a l  d é n a t u r a t i o n  ( O l i n s ,

1969;  S h ih  a n d  B o n n e r ,  1970) a n d  h i s t o n e - D N A  c o m p l e x e s  a r e

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

t h a n  t h o s e  o f  f r e e  DNA. In  c e r t a i n  s o l v e n t  c o n d i t i o n s ,  t h e  i n c r e a s e d

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

t h a n  100 C a n d  t h e r e f o r e  b e  u n a b l e  to  b e  m e a s u r e d  b e c a u s e  o f  b o i l i n g ,

F o i '  t h i s  r e a s o n ,  t h e r m a l  d é n a t u r a t i o n  s t u d i e s  o f  h i s t o n e - D N A

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

t h e  m e l t i n g  t e m p e r a t u r e  o f  b o t h  f r e e  DNA a n d  DN A  - h i s t o n e  c o m p l e x e s .
-4In  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s ,  E D  TA a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2. 5 X 10 M  

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

E D  T A  p r e s u m a b l y  a c h i e v e s  t h i s  e f f e c t  b y  c h e l a t i o n  o f  c a t i o n s  w h i c h  

s t a b i l i z e  t h e  d o u b l e  h e l i x .

F o r m a t i o n  of  D N A - h i s t o n e  c o m p l e x e s  c a n  b e  a c h i e v e d  b y  tw o  

m e t h o d s ,  t h e  s a l t  g r a d i e n t  d i a l y s i s  m e t h o d  o f  H u a n g  e t  a l .  (1964)  

o r  b y  t h e  m e t h o d  o f  d i r e c t  a d d i t i o n  of  h i s t o n e s  t o  DNA ( A n s e v i n  a n d  

B r o w n ,  1971) ,  In  b o t h  m e t h o d s ,  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  DNA m a y  o c c u r  

i f  a  h i g h  r a t i o  o f  h i s t o n e  to  DN A  i s  u s e d .  T h e  n o m e n c l a t u r e  s y s t e m  

o f  S h ih  a n d  B o n n e r  (1970)  ( M e t h o d s  S e c t i o n  2. 5) c a n  b e  u s e d  to  d e s c r i b e  

t h e  r e l a t i v e  a m o u n t s  o f  DN A a n d  h i s t o n e .  C o m p l e x e s  of  G A R  h i s t o n e  

a n d  C. T. DNA w e r e  f o r m e d  u s i n g  t h e  s a l t - g r a d i e n t  d i a l y s i s  m e t h o d  

o f  H u a n g  e t  a l .  (1964)  a t  v a r i o u s  r a t i o s  o f  ( A r g  H- L y s ) / P o ^ .
- 4

A b s o r b a n c e  m e l t i n g  p r o f i l e s  o f  t h e s e  c o m p l e x e s  i n  2. 5 X 10 M  

E D T A ,  p H  5. 0 w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  S e c t i o n  2. 5. 

T h e  m e l t i n g  p r o f i l e s  s h o w n  i n  F i g .  21 (a) ,  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  

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

m e l t i n g  p r o f i l e ,  w i t h  o ne  t r a n s i t i o n  a t  a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  

t e m p e r a t u r e  a s  t h a t  o f  f r e e  DNA a n d  a  s e c o n d  t r a n s i t i o n  a b o u t  

30-40*^ h i g h e r .  In  t h e  c o m p l e x  f o r m e d  a t  a n  A r g  + L y s / P o ^  r a t i o  

o f  0. 35, t h e  s e c o n d  t r a n s i t i o n  i s  n o t  c l e a r l y  i n d i c a t e d  b u t  c a n  b e
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FIG 21

T H E R M A L  D E N A T U R A T IO N  O F .G A R  _ Ç , T,  ̂DNA C O M P L E X E S

F i  g. 21(a) C, T. DNA - G A R c o m p l e x e s  v / e r e  p r e p a r e d  b y  th e  s a l t -  

g r a d i e n t  d i a l y s i s  m e t h o d  o f  H u a n g  e t  a l .  (1964) a t  s e v e r a l  ( A r g  4 L y s ) /  

PQ ^ r a t i o s  a n d  w e r e  d i lu t e d  w i th  th e  f i n a l  b u f f e r  to  a n  a b s o r b a n c e  v a lu e  

b e tw e e n  0, 7 a n d  2. 0 a b s o r b a n c e  u n i t s  a t  2 6 0 n m . T h e r m a l  

d é n a t u r a t i o n  w a s  fo l lo w e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  S e c t io n  2 , 9 ,  u s in g  

a  U N IC A M  S P 5 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r .

O  C, T . DNA

 A  ( A r g  4 L y s ) / P 0 ^  = 0 ,3 5

O -------------P  ( A r g  4 L y s ) / P 0 ^  = 0, 55

F ig ,  21(b) C. T , DNA - G A R  c o m p l e x e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  th e
- 4

d i r e c t  a d d i t i o n  o f  G A R to  DNA in  0, 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5, 0 4 2. 5 X 10 M  

E D T A  a t  v a r i o u s  r a t i o s  o f  h i s t o n e  to  DNA, a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  

S e c t io n  2 .5 ,

O O C. T. DN A

A ---------------- A  G A R /D N A  = 0. 20

Q-------------G A R /D N A  = 0. 30

F ig ,  21(c) C. T . DNA - G A R  c o m p l e x e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  th e

d i r e c t  a d d i t i o n  o f  G A R to  DNA in  a  d i lu t e  M c l lv a in e  t y p e  p h o s p h a t e  

b u f f e r ,  o f  i o n ic  s t r e n g t h  < 0 .  01 , a t  p H  5, 0-

0 ----------------O  C. T. DNA

q ---------------- Û G A R /D N A  = 0. 25
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q u a l i t a t i v e l y  e s t i m a t e d  to  o c c u r  o v e r  a p p r o x i m a t e l y  th e  s a m e  r a n g e  

a s  t h a t  o f  th e  c o m p l e x  f o r m e d  a t  a n  ( A r g  + L y s)  / P o ^  r a t i o  o f  0, 55.

I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  F ig .  21 (a ) ,  t h a t  th e  f i r s t  t r a n s i t i o n  i n  t h e  

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

c o r r e s p o n d  e x a c t l y  w i th  t h a t  o f  f r e e  DNA, b u t  i n s t e a d  i s  l e s s  s h a r p  

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

p r o n o u n c e d  w i th  a  c o m p l e x  o f  a  h i g h e r  A r g  + L y s / P o  . r a t i o .

Fig, 21(b), s h o w s  th e  m e l t i n g  p r o f i l e s  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  

p r e p a r e d  b y  th e  d i r e c t  a d d i t i o n  o f  h i  s t o n e s  to  DNA a t  v a r i o u s  r a t i o s  

b y  w e i g h t  o f  h i  s t o n e /D N A  in  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0 X 2. 5 X l O '  M 

E D T A . A s s u m i n g  t h a t  th e  E D T A  d o e s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t  th e  

s e l f - a s s o c i a t i o n  o f  G A R h i  s to n e ,  th e  p r o t e i n  e x i s t s  in  t h e s e  c o n d i t i o n s  

i n  a  m o n o m e r - d i m e r  e q u i l i b r i u m .

T h e  v a l i d i t y  o f  th e  a s s u m p t i o n  t h a t  E D T A  d o e s  n o t  a f f e c t  th e  

s t a t e  o f  a g g r e g a t i o n  o f  G A R  c a n  o n ly  b e  v e r i f i e d  e x p e r i m e n t a l l y .  

N e v e r t h e l e s s ,  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  o n  th e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  a s  w e l l  

a s  t h o s e  o f  E d w a r d s  a n d  S h o o te r  (1970) on  c r u d e  F _ A  h i  s to n e  f r a c t i o n s  

h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  th e  a g g r e g a t i o n  o f  th e  a r g i n i n e - r i c h  h i  s to n e  i s  

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

t h a t  E D T A  w h ic h  c h e l a t e s  d i v a l e n t  c a t i o n s ,  w i l l  a f f e c t  th e  a g g r e g a t i o n .  

H o w e v e r ,  i n  th e  l a c k  o f  a n y  d i r e c t  e x p e r i m e n t a l  p r o o f ,  th e  

a s s u m p t i o n  t h a t  E D T A  d o e s  n o t  a f f e c t  th e  a g g r e g a t i o n  o f  G A R  i s  

e n t i r e l y  a r b i t r a r y .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  c o m p le x in g  o f  h i  s to n e  to  

D NA u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  c a u s e s  p a r t  o f  t h e  DN A to  m e l t  a t  a  

h i g h e r  t e m p e r a t u r e  t h a n  t h a t  o f  f r e e  DNA. T h e  e x a c t  m e l t i n g  

t e m p e r a t u r e  o f  th e  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x  c a n n o t  b e  a c c u r a t e l y  

a s c e r t a i n e d  b e c a u s e  o f  t h e  h ig h  t e m p e r a t u r e s  in v o lv e d ,  I t  m a y  b e  

s e e n  t h a t  f r e e  DN A i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5 . 0 ,  + 2, 5 X  1 0 E D T A  

m e l t s  a t  a  h i g h e r  t e m p e r a t u r e  t h a n  f r e e  DNA in  2. 5 X 10 M  E D T A , 

p H  5 . 0  ( F i g ,  2 1 ( a ) ) .  T h i s  i s  a l m o s t  c e r t a i n l y  d u e  to  th e  s t a b i l i z i n g  

i n f l u e n c e s  o f  th e  s a l t  i o n s  o n  th e  d o u b le  h e l ix ,  F ig .  21(c) s h o w s  th e



m e l t i n g  p r o f i l e  o f a  G A R h i  s to n e  -D N A  c o m p l e x  f o r m e d  b y  th e  d i r e c t  

a d d i t i o n  o f  h i  s to n e  to  DN A  a t  a  w e ig h t  r a t i o  o f  0 . 2 5  i n  2 . 5  X 10 E D T A , 

p H  5 . 0 ,  T h e  s t u d i e s  o f  E d w a r d s  a n d  S h o o te r  (1 9 5 9 a )  h a v e  sh o w n  t h a t  

in  s a l t  f r e e  c o n d i t i o n s ,  t h e  E ^ A ^  c l a s s  o f  h i  s t o n e s  e x i s t s  i n  a n  u n a g g r e g a t e d  

s t a t e .  T h e  m e l t i n g  p r o f i l e  o f  D N A -G A R  h i  s t o n e s  c o m p l e x  i n  t h e s e  

c o n d i t i o n s  i s  s i m i l a r  to  th e  m e l t i n g  p r o f i l e  o f  D N A -G A R  c o m p l e x e s  

p r e p a r e d  b y  t h e  s a l t - g r a d i e n t  d i a l y s i s  m e t h o d  o f  H u a n g  e t  a l .  (196 4 )

( F i g .  2 1 (a )) ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  m e t h o d  o f  p r e p a r a t i o n  o f  th e  c o m p l e x e s  

d o e s  n o t  a f f e c t  s i g n i f i c a n t l y  t h e i r  m e l t i n g  p r o p e r t i e s .  A s  in  th e  c o m p l e x e s  

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

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

i s  n o t  e x a c t l y  e q u i v a l e n t  to  th e  m e l t i n g  p r o f i l e  o f  f r e e  DNA, b e in g  i n s t e a d  

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

S e d i m e n t a t io n  a n a l y s e s  o f  G A R h i  s to n e  C. T . D N A  c o m p l e x e s

C o m p le x e s  o f  C. T . D N A  w i th  G A R  h i  s t o n e  w e r e  p r e p a r e d  a t  

p H  5. 0 b y  t h e  s a l t - g r a d i e n t  d i a l y s i s  m e t h o d  o f  H u a n g  e t  a l .  (1964 )  a n d  

w e r e  a n a l y z e d  b y  b a n d  s e d i m e n t a t i o n  t h r o u g h  d e u t e r i u m  o x id e .

D e u t e r i u m  o x id e  w a s  u s e d  to  p r o v i d e  a  s t a b i l i z i n g  d e n s i t y  g r a d i e n t  t h r o u g h  

w h ic h  th e  s e d i m e n t i n g  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x  c a n  m i g r a t e .  S a l t  s o l u t io n s  

c a n n o t  b e  u s e d  f o r  t h i s  p u r p o s e  s in c e  d i s s o c i a t i o n  o f  th e  p r o t e i n  f r o m  t h e  

c o m p l e x  o c c u r s  i n  h ig h  s a l t  c o n d i t i o n s .  V a l u e s  o f  th e  s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t s  a c r o s s  th e  s e d i m e n t i n g  b a n d  w e r e  c a l c u l a t e d  u s in g  th e  e q u a t io n :

2 .3 0 3  XS =   lo g  '—  w h e r e  x  i s  th e  r a d i a l  d i s t a n c e  o f  t h e  m e n i s c u s .
X  o

w  t  o

T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  a c r o s s  t h e  s e d i m e n t i n g  z o n e  

i s  sh o w n  in  F i g .  2 2 (a ) .  T h e  e f f e c t  o f  d e u t e r a t i o n  o f  t h e  r e p l a c e a b l e  

h y d r o g e n  a t o m s  i n  th e  c o m p l e x  w a s  n o t  t a k e n  i n to  a c c o u n t .  D e u t e r a t i o n  

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

m a y  a l s o  a f f e c t  th e  b in d in g  o f  p r o t e i n s  to  DNA. I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  

F ig .  22(a) t h a t  th e  c o m p l e x  i s  h e t e r o g e n e o u s  w i th  r e s p e c t  to  

s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t ,  h a v in g  a n  Son v a lu e  d i s t r i b u t i o n  m a x i m u m
,Cj U  ,  W ^
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H E T E R O G E N E IT Y .  O F  C, T, DNA - G A R  H IS T O N E . C O M P L E X E S

F ig .  22(a) C, T . DNA - G A R  h i  s to n e  c o m p l e x e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  th e  

m e t h o d  o f  s a l t  g r a d i e n t  d i a l y s i s  a s  d e s c r i b e d  in  M e th o d s  S e c t io n  2. 5 

a n d  w e r e  a n a l y z e d  b y  b a n d  s e d i m e n t a t i o n  t h r o u g h  100% D^O. V a l u e s  

o f  th e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  a c r o s s  th e  s e d i m e n t i n g  b a n d  w e r e  

c a l c u l a t e d  u s in g  th e  e q u a t io n :

= = ^  (I
w  X \  ô

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

p o in t  t h r o u g h o u t  th e  s e d i m e n t i n g  b a n d .

F ig .  22(b) C. T. DNA - G A R c o m p l e x e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  th e  m e t h o d  

o f  s a l t - g r a d i é n t  d i a l y s i s  a s  d e s c r i b e d  in  M e th o d s  S e c t io n  2. 5 a n d  w e r e  

a n a l y z e d  b y  b o u n d a r y  s e d i m e n ta t io n .

V a l u e s  o f  g (s ) ,  th e  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  

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

s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  a t  e a c h  p o in t  i n  th e  b o u n d a r y .

O--------- 0  C o m p le x  f o r m e d  in  p H  7. 0, G A R / DNA = 0 .2

*  • C o m p le x  f o r m e d  in  p H  5. 0, G A R / DNA = 0 .2
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a t  a r o u n d  50 s, t h a t  i s  a b o u t  29 s u n i t s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  p u r e  C. T. DNA. 

T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s ,  g ( s ) ,  o f  th e  c o m p l e x  w a s  

a l s o  e s t i m a t e d  f r o m  b o u n d a r y  s e d i m e n t a t i o n  e x p e r i m e n t s  a n d  i s  sh o w n  in  

F ig ,  22(b), T h e  d i s t r i b u t i o n  i s  b r o a d l y  s i m i l a r  to  t h a t  sh o w n  in  F ig .  22(a) 

o b t a in e d  b y  b a n d  s e d i m e n ta t io n ,  i n d i c a t i n g  t h a t  th e  d e u t e r a t i o n  o f  h i  s to n e  - 

DNA c o m p l e x  d o e s  n o t  a f f e c t  s i g n i f i c a n t l y  i t s  s e d i m e n t a t i o n  p r o p e r t i e s .

A l s o  sh o w n  in  F ig .  22 (b ) , i s  t h e  g( s) d i s t r i b u t i o n  o f  c o m p l e x e s  f o r m e d  b y  

s a l t - g r a d i e n t  d i a l y s i s  a t  pH  7. 0. I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  c h a n g e s  in  pH  o v e r  

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

d i s t r i b u t i o n .

F o r  G A R  h i  s to n e  -D N A  c o m p l e x e s  f o r m e d  b y  th e  m e t h o d  o f  

d i r e c t  a d d i t i o n  o f  th e  h i  s t o n e s  to  th e  DNA, th e  n u m b e r  o f  h i  s to n e  

m o l e c u l e s  b o u n d  p e r  DNA m o l e c u l e  -, w a s  c a l c u l a t e d  u s in g  th e  a p p r o a c h  u s e e  

b y  S t e in b e r g  a n d  S c h a c h m a n  (1966) to  e s t i m a t e  th e  n u m b e r  o f  m o l e c u l e s  o f  

m e t h y l  o r a n g e  b o u n d  to  BSA . In  t h e i r  m e th o d ,  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  

e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  m i x t u r e s  o f  BSA a n d  m e t h y l  o r a n g e ,  w i th  

m e t h y l  o r a n g e  in  e x c e s s .  B e c a u s e  o f  t h e i r  l a r g e  s i z e ,  c o m p l e x e s  o f  BSA 

a n d  m e t h y l  o r a n g e  s e d i m e n t e d  r a p i d l y ,  l e a v in g  u n b o u n d  m e t h y l  o r a n g e  

b e h in d .  F r o m  e s t i m a t e s  o f  th e  c o n s t i t u e n t  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  

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

BSA m o l e c u l e  w a s  c a l c u l a t e d .  S i m i l a r  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  in  

th e  p r e s e n t  s t u d i e s  o f  GA R h i  s to n e  C. T. DN A  c o m p l e x e s  b u t  th e  m e t h o d  

in v o lv in g  c o n s t i t u e n t  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  w a s  n o t  u s e d .  I n s t e a d  th e  

a p p r o a c h  a d o p te d  i n  th e  p r e s e n t  s t u d i e s  w a s  to  a d d  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

o n e  c o m p o n e n t ,  e i t h e r  h i  s to n e  o r  DNA, to  e x c e s s  k n o w n  a m o u n t s  o f  t h e  

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

m i x t u r e  u s in g  UV a b s o r p t i o n  o p t i c s .  T h e  r a t i o n a l e  b e h in d  t h i s  a p p r o a c h  

i s  t h a t  t h e  G A R - h i s to n e - D N A  c o m p l e x e s  w i l l  s e d i m e n t  r a p i d l y  a n d  l e a v e  

b e h in d  a  ' s u p e r n a t a n t '  r e g i o n  c o m p r i s i n g  e x c e s s  u n b o u n d  c o m p o n e n t  w h o s e  

c o n c e n t r a t i o n  m a y  b e  e s t i m a t e d  f r o m  i t s  a b s o r b a n c e .  U s in g  th e  o r i g i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  b o th  r e a c t a n t  a n d  th e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  u n b o u n d
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e x c e s s  c o m p o n e n t ,  th e  s t o i c h i o m e t r y  o f  th e  h i  s to n e  - D N A  c o m p l e x  m a y  b e  

d e t e r m i n e d  in  a  m a n n e r  d i r e c t l y  a n a lo g o u s  to  t h a t  u s e d  to  c a l c u l a t e  th e  

n u m b e r  o f  l i g a n d s  b o u n d  to  a  m a c r o m o l e c u l e  i n  e q u i l i b r i u m  d i a l y s i s  

e x p e r i m e n t s  (K lo tz ,  1946, 1953; K lo tz ,  W a l k e r  a n d  D iv a n ,  1946). I t  i s  

e v id e n t  t h a t  e q u i l i b r i u m  d i a l y s i s  e x p e r i m e n t s  c a n n o t  b e  d i r e c t l y  c a r r i e d  

o u t  o n  G A R - h i s to n e - D N A  i n t e r a c t i n g  s y s t e m s  b e c a u s e  o f  th e  s i z e s  o f  th e  

m o l e c u l e s  in v o lv e d .  T h e  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  a n a lo g u e  o f  e q u i l i b r i u m  

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

d i a l y s i s  m e t h o d s .  T h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  d i s t r i b u t i o n  o f  th e  

s e d i m e n t i n g  c o m p l e x  m a y  b e  e s t i m a t e d  f r o m  a  g( s) a n a l y s i s .  In  a d d i t io n ,  

t h e  s e d i m e n t a t i o n  p r o p e r t i e s  o f  th e  e x c e s s ,  u n b o u n d  c o m p o n e n t  in  th e  

's u p e r n a t a n t*  r e g i o n  c a n  b e  d i r e c t l y  a n a ly z e d ,  a g a i n  b y  m e a s u r i n g  th e  

g (s)  d i s t r i b u t i o n .

I n i t i a l l y ,  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i th  G. T . DNA in  

e x c e s s  a n d  a d d in g  s m a l l  a m o u n t s  o f  GA R h i  s to n e .  T h e  e x p e r i m e n t s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  u n d e r  t h r e e  s o lv e n t  c o n d i t io n s ,  0. Ô75M N a C l ,  p H  5. 0, i n  w h ic h  

G A R h i  s to n e  w a s  sh o w n  to  e x i s t  m o s t  p r o b a b l y  in  a  m o n o m e r - d i m e r  

e q u i l i b r i u m ;  0, 15M  N a C l ,  p H  5. 0 i n  w h ic h  G A R  p r o b a b l y  e x i s t e d  i n  a  

m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  e q u i l i b id u m ;  a n d  0. 4 M  N a C l ,  p H  5. 0. A l th o u g h  

th e  a g g r e g a t i o n  p r o p e r t i e s  o f  G A R w e r e  n o t  a c c u r a t e l y  k n o w n  a t  t h i s  

l a t t e r  s a l t  c o n c e n t r a t i o n ,  i t  w a s  n e v e r t h e l e s s  c o n s i d e r e d  d e s i r a b l e  to  

e x te n d  th e  r a n g e  o f  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  s t u d i e d  to  0. 4 M  N a C l  f o r  th e  

fo l lo w in g  r e a s o n s .  T h e  p r i n c i p l e  o f  th e  s a l t - g r a d i e n t  d i a l y s i s  m e t h o d  o f  

p r e p a r a t i o n  o f  h i  s to n e  - DNA c o m p l e x e s  i n v o lv e s  i n i t i a l  m ix in g  o f  th e  tw o  

c o m p o n e n t s  a t  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  in  w h ic h  t h e r e  i s  l i k e l y  to  b e  l i t t l e  

b in d in g .  S u b s e q u e n t  g r a d u a l  r e d u c t i o n  o f  th e  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  r e s u l t s  in  

a  c o n d i t io n  in  w h ic h  b in d in g  o f  h i  s t o n e s  to  DNA i s  b a l a n c e d  b y  t h e i r  

d i s s o c i a t i o n  f r o m  DNA, t h a t  i s ,  t h e  b in d in g  i s  r e a d i l y  r e v e r s i b l e .  U n d e r  

t h e s e  c o n d i t i o n s ,  h i  s to n e  m o l e c u l e s  m ig h t  b e  e x p e c t e d  to  c o m b in e  w i th  

a n d  d i s s o c i a t e  f r o m  th e  DNA u n t i l  a  ' p r e f e r r e d '  b in d in g  t a k e s  p l a c e ,  

t h a t  i s ,  th e  h i  s to n e  c o m b i n e s  w i th  a  s e g m e n t  o f  th e  DNA m o l e c u l e  w h o s e



c h e m i c a l  s t r u c t u r e  i s  s u c h  t h a t  th e  a t t r a c t i v e  f o r c e s  b e t w e e n  th e  DNA 

a n d  th e  h i  s to n e  a r e  s t r o n g e r  t h a n  th e  f o r c e s  t e n d in g  to  d i s s o c i a t e  th e  

c o m p le x .  D N A - h i s to n e  c o m p l e x e s  f o r m e d  in  s u c h  c o n d i t i o n s  m ig h t  

t h e r e f o r e  h a v e  d i s t i n c t i v e  p r o p e r t i e s  a s  a  r e s u l t  o f  th e  'p r e f e r r e d *  b in d in g .  

S in c e  th e  e x a c t  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a t  w h ic h  r e v e r s i b l e  b in d in g  o f  G A R 

h i  s to n e  to  C. T. DNA o c c u r s  i s  u n k n o w n , th e  r a n g e  o f  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  

u s e d  in  th e  p r e s e n t  s t u d i e s  w a s  e x te n d e d  to  0, 4M  N a C l ,  d e s p i t e  th e  f a c t  

t h a t  no  d e t a i l e d  k n o w le d g e  o f  th e  a g g r e g a t i o n  p r o p e r t i e s  o f  t h e  h i  s to n e  in  

t h e s e  c o n d i t i o n s  i s  a v a i l a b l e ,  E d w a r d s  a n d  S h o o te r  (1 9 6 9 )  h a v e  m e a s u r e d  

th e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  th e  h e t e r o g e n e o u s  h i  s to n e  f r a c t i o n  F ^ A ^ ,  

a n d  sh o w n  t h a t  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  i n c r e a s e s  w i th  i n c r e a s i n g  s a l t  

c o n c e n t r a t i o n s .  W ith in  th e  r e s e r v a t i o n s  i m p o s e d  b y  th e  u s e  of 

h e t e r o g e n e o u s  h i  s to n e  f r a c t i o n s  a n d  th e  u s e  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  a s  

a  m e a s u r e  o f  a g g r e g a t i o n ,  t h e  r e s u l t s  o f  E d w a r d s  a n d  S h o o te r  (1969) s u g g e s t  

t h a t  in  0. 4 M  N a C l ,  G A R  h i  s to n e  e x i s t s  in  a m o r e  a g g r e g a t e d  f o r m  t h a n  in

0. IB M  N a C l .

G A R  h i  s to n e  a n d  C. T , DNA s o lu t io n s  w e r e  d i a l y z e d  e x t e n s i v e l y  

a g a i n s t  th e  a p p r o p r i a t e  b u f f e r  a n d  m i x e d  a t  v a r i o u s  r a t i o s  b y  w e ig h t  o f  GA R 

to  DNA, w i th  DN A in  e x c e s s ,  a s  d e s c r i b e d  in  M e th o d s  S e c t io n  2. 5. A  

r e p r e s e n t a t i v e  t r a c e  o f  th e  s e d i m e n t a t i o n  p r o f i l e  o f  th e  c o m p l e x  i n  0. 4 M  

N a C l ,  p H  5. 0 i s  sh o w n  in  Fig- 2 3 (a ) .  O n ly  o n e  h e t e r o g e n e o u s  b o u n d a r y  

w a s  p r e s e n t  so  t h a t  n e i t h e r  d i s c r e t e  s p e c i e s  o f  c o m p l e x  noi* f r e e  DNA 

' c o u ld  b e  d i s t i n g u i s h e d .  In  t h i s  c a s e ,  th e  c o n c e n t r a t i o n  o f  th e  r e m a i n i n g  

u n b o u n d  DNA c a n n o t  b e  e s t i m a t e d ,  t h u s  p r e v e n t i n g  c a l c u l a t i o n s  o f  th e  

s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e  c o m p l e x  f o r m a t io n .  T h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  

d i s t r i b u t i o n  g( s) a c r o s s  th e  s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y  w a s  m e a s u r a b l e .

F ig .  23(b) i l l u s t r a t e s  th e  g( s) d i s t r i b u t i o n  o f  th e  c o m p l e x e s  i n  0. 075 M  N a C l  

p H  5. 0, 0. IB M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  0. 4M  N a C l ,  p H  5. 0. I t  c a n  b e  s e e n  

t h a t  th e  d i s t r i b u t i o n s  a r e  v e r y  b r o a d  a n d  i n  a l l  c a s e s  e n c o m p a s s  th e  g( s) 

d i s t r i b u t i o n  o f  f r e e  DNA ( F ig .  19(a)) .  In  0. 4M  N a C l ,  th e  g( s) m a x i m u m  

i s  a p p r o x i m a t e l y  57 s, w h i le  t h e  c o r r e s p o n d i n g  m a x i m a  f o r  0. IB M  N a C l



FIG 23(a)

H E T E R O G E N E I T Y  O F  G A R - H I S T O N E - C ,  T . DNA C O M P L E X E S

P r e p a r a t i o n s  o f  GA R h i  s to n e  a n d  C. T. DNA w e r e  d i a l y z e d  

e x t e n s i v e l y  a g a i n s t  0, 4 M  N a C l ,  p H  5 , 0 .

C o m p le x e s  o f  G A R h i  s to n e  a n d  C. T . DNA w e r e  p r e p a r e d  b y  

th e  m e t h o d  o f  d i r e c t  a d d i t io n  ( M e th o d s  S e c t io n  2. 5), a t  a  h i  s to n e  to  

DNA r a t i o  o f  0. -1. T h e  c o m p l e x  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  10, 000 r p m  in  a n  

A N -G  r o t o r  in  a  B e c k m a n  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u ip p e d  

w i th  UV o p t i c s  a n d  a  p h o t o - e l e c t r i c  s c a n n in g  d e v ic e ,  u s in g  l i g h t  o f  

w a v e le n g th  2 6 5 n m ,

F IG  23(b)

D IS T R IB U T IO N  O F  S E D IM E N T A T IO N  C O E F F I C I E N T S  O F  G A R -H IS T O N E

C, T . DN A  C O M P L E X E S

P r e p a r a t i o n s  o f  G A R  h i  s to n e  a n d  C. T. DNA w e r e  d i a l y z e d  

a g a i n s t  b u f f e r s  o f  0. 075M  N a C l ,  p H  5. 0, 0. 15M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  

0, 4 M  N a C l ,  pH  5. 0. C o m p le x e s  o f  G A R  h i  s to n e  a n d  C. T, DNA w e r e  

p r e p a r e d  b y  th e  m e t h o d  o f  d i r e c t  a d d i t i o n  ( M e th o d s  S e c t io n  2. 5), a t  

lo w  h i  s to n e  to  DNA r a t i o s .  T h e  c o m p l e x e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  

10000 r p m  a t  20 ^C  in  a n  A N -G  r o t o r  in  a  B e c k m a n  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  

u l t r a c e n t r i f u g e  e q u ip p e d  w i th  a b s o r p t i o n  o p t i c s .  g( s) d i s t r i b u t i o n s  

w e r e  c a l c u l a t e d  u s in g  th e  e q u a t io n  o f  S c h u m a k e r  a n d  S c h a c h m a n  ( 1 9 5 7 ) ; -

o b s

A S
g ( s)  =

20, v; '

o
20, w

20, w
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a n d  0. 0 7 5 M  N a C l  a r e  a p p r o x i m a t e l y  42 s a n d  48 s r e s p e c t i v e l y .  T h e  

d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  i n  0. 4 M  N a C l  h a s  a  h i g h e r  

p r o p o r t i o n  o f  m a t e r i a l  s e d i m e n t i n g  w i th  g r e a t e r  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s .  

T h e  g( s) d i s t r i b u t i o n s  a r e  b r o a d l y  s i m i l a r  to  t h o s e  e x h ib i t e d  b y  c o m p l e x e s  

p r e p a r e d  b y  th e  s a l t - g r a d i e n t  d i a l y s i s  m e t h o d  a t  p H  5. 0 a n d  p H  7. 0 

( F ig .  22 (b )) ,  i n d i c a t i n g  t h a t  th e  m e t h o d  o f  p r e p a r a t i o n  o f  th e  c o m p l e x e s  

a n d  th e  p H  a t  w h ic h  th e y  a r e  p r e p a r e d  do n o t  a f f e c t  th e  s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t  d i s t r i b u t i o n s .  T h e s e  r e s u l t s  c o n f i r m  th e  t h e r m a l  d é n a t u r a t i o n  

d a t a  w h ic h  do n o t  sh o w  a n y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  c o m p l e x e s  

p r e p a r e d  b y  d i f f e r e n t  m e t h o d s .  T h e  u l t r a  c e n t r i f u g e  a n a l y s e s  o f  p u r e  G A R  

r e p o r t e d  e a r l i e r  i n d i c a t e d  t h a t  i n  0. 07 5M N a C l  th e  p r o t e i n  e x i s t e d  in  a  

m o n o m e r  “d i m e r  e q u i l i b r i u m  a n d  in  a  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  

e q u i l i b r i u m  i n  0, 15M  N a C l .  C o m p le x e s  o f  C. T. DNA w i th  G A R  in  t h e s e  

d i f f e r e n t  a g g r e g a t i o n  s t a t e s  sh o w  s i m i l a r  g( s) d i s t r i b u t i o n s  ( F i g .  23(b)). 

H o w e v e r ,  th e  g( s) d i s t r i b u t i o n  o f  th e  c o m p l e x e s  f o r m e d  in  0. 4M  N a C l ,  

p H  5. 0 s h o w s  a  s l i g h t  s h i f t  to  h i g h e r  s v a l u e s  c o m p a r e d  w i th  t h o s e  of 

c o m p l e x e s  i n  0. 0 7 5M  N a C l  a n d  0. 15M  N a C l .  A l th o u g h  d e t a i l e d  

a n a l y s i s  o f  th e  a g g r e g a t i o n  s t a t e  o f  G A R  h i  s to n e  i n  0, 4 M  N a C l  w a s  n o t  

c a r r i e d  ou t, t h e  w o r k  o f  F d w a r d s  a n d  S h o o te r  (19 69 )  i n d i c a t e s  t h a t  th e  

p r o t e i n  e x i s t s  i n  a  m o r e  a g g r e g a t e d  s t a t e  t h a n  i n  0. IB M  N a C l ,  t h a t  i s ,  

t h e  p r o t e i n  f o r m s  s p e c i e s  h i g h e r  t h a n  t e t r a m e r  i n  0. 4 M  N a C l .  I t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  th e  h i g h e r  s v a l u e s  o f  th e  c o m p l e x  f o r m e d  in  0. 4M  N a C l  

a r e  a r e s u l t  o f  th e  m o r e  a g g r e g a t e d  s t a t e  o f  th e  p r o t e i n .

S in c e  th e  c o m p l e x e s  f o r m e d  b y  th e  d i r e c t  a d d i t i o n  o f  h i  s t o n e s  

to  e x c e s s  DNA a t  lo w  h i  s to n e  -D N A  r a t i o s ,  w e r e  so  h e t e r o g e n e o u s  a s  to  

p r e v e n t  d e t e r m i n a t i o n  o f  th e  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n b o u n d  DNA, t h u s  p r e v e n t i n g  

c a l c u l a t i o n  o f  th e  s t o i c h i o m e t r y  o f  th e  c o m p l e x e s ,  a n a lo g o u s  e x p e r i m e n t s  

w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  e x c e s s  h i  s to n e  a n d  a d d in g  k n o w n  a m o u n t s  o f  C. T. 

DNA. A t  h ig h  r a t i o s  o f  h i  s t o n e  to  DNA, h o w e v e r ,  t h e  DN A  i s  p r e c i p i t a t e d  

b y  th e  h i  s to n e  a n d  th e  r e s u l t i n g  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x  s e d i m e n t s  so  q u ic k ly  

a s  to  p r e v e n t  a c c u r a t e  m e a s u r e m e n t  o f  i t s  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .



F IG . .  24

A M O U N T S  O F  GA R H IS T O N E  B O U N D  TO C. T. DNA

P r e p a r a t i o n s  o f  G A R h i s t o n e  a n d  C, T. DNA w e r e  d i a l y z e d  

a g a i n s t  0. 0 75 M  N a C l ,  p H  5. 0, 0. IB M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  0. 4 M  N a C l ,  

pH  5 . 0 .  S m a l l  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a  s o lu t io n  o f  DNA o f  

c o n c e n t r a t i o n  0. 2 8 m g / m l  w e r e  a d d e d  to  k n o w n  e x c e s s  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  G A R h i s t o n e  i n  a  t o t a l  v o lu m e  o f  0, 4 m l .  C o m p le x e s  w e r e  

s e d i m e n t e d  a t  30000  r p m  in  a n  A N -G  r o t o r  a t  7 0 ° C i n  a  B e c k m a n  

M o d e l  E  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u ip p e d  w i th  UV o p t i c s .  T h e  w a v e l e n g th  

o f  th e  l i g h t  u s e d  w a s  2 7 Bnm. T h e  n u m b e r  o f  m o l e s  o f  GA R h i s t o n e  

b o u n d  to  a  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  o f  C. T. DNA w a s  e s t i m a t e d  f r o m  th e  

a b s o i 'b a n c e  o f  th e  r e m a i n i n g  u n b o u n d  G A R  h i s t o n e .  In  a l l  c o n d i t i o n s  

th e  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  G A R  h i s t o n e  w a s  t a k e n  a s  10600 a n d  t h a t  o f  

DNA a s  8. 2 X 10^ d a l to n s .

 ----------   0. 0 7 5M  N a C l ,  pH  5. 0

0, IB M  N a C l ,  pH  5. 0 

o  o 0. 4M  N a C l ,  p H  5. 0



M o le s  GA R b o u n d
M o le s  DNA b o u n d

(xio’-̂)

0. 025 0. 05 0. 075

DNA a d d e d  (m l)  

F ig ,  24



N e v e r t h e l e s s ,  d e t e r m i n a t i o n  o f  th e  s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e s e  c o m p l e x e s  c a n  

s t i l l  b e  c a l c u l a t e d ,  s in c e  th e  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n b o u n d  e x c e s s  h i s t o n e  

m o l e c u l e s  c a n  b e  m e a s u r e d  f r o m  th e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s u p e r n a t a n t .

V a r y in g  a m o u n t s  o f  C. T . DN A  w e r e  a d d e d  to  k n o w n  e x c e s s  a m o u n t s  o f  

G A R  h i s t o n e  i n  t h r e e  d i f f e r e n t  s o lv e n t  c o n d i t i o n s :  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5, 0;

0. 15M  N a C l ,  p H  5 .0 ;  a n d  0. 4 M  N a C l ,  p H  5 . 0 .  T h e  n u m b e r  o f  h i s t o n e  

m o l e c u l e s  b o u n d  to  a  s in g le  m o l e c u l e  o f  C. T , DN A  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  th e  

k n o w n  i n i t i a l  a m o u n t s  o f  b o th  c o m p o n e n t s  a n d  th e  a m o u n t  o f  u n b o u n d  

h i s t o n e .  F o r  t h e  c a l c u l a t i o n ,  th e  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  th e  C. T . DN A w a s  

t a k e n  a s  t h e  w e ig h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e ig h t  (8 . 2 X 1 0 ^ d a l to n s )  e s t i m a t e d  

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

w h ic h  w e r e ,  in  t u r n ,  o b t a i n e d  f r o m  th e  g (s )  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t  a c r o s s  a  s e d i m e n t i n g  b o u n d a i 'y  ( F i g s .  1 9 a , b ) .  T h e  i m p l i c a t i o n s  

o f  u s i n g  a  s in g le  m o l e c u l a r  w e ig h t  to  d e s c r i b e  a  h e t e r o g e n e o u s  p o p u l a t i o n  

i n  s t u d i e s  on  t h e  b in d in g  o f  p r o t e i n s  to  DN A w i l l  b e  d i s c u s s e d  l a t e r .  T h e  

m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  G A R  h i s t o n e  i n  t h e  c a l c u l a t i o n  w a s  t a k e n  a s  th e  

m o n o m e r  m o l e c u l a r  w e ig h t  b a s e d  o n  a m in o  a c i d  a n a l y s i s ,  n a m e l y ,  10600 

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

a l s o  b e  d i s c u s s e d  i n  t h e  D i s c u s s i o n  S e c t io n .  F i g .  2 4  d e p i c t s  t h e  r a t i o  

o f  th e  n u m b e r  o f  m o l e s  o f  G A R b o u n d  to  th e  n u m b e r  o f  m o l e s  o f  D N A  b o u n d ,  

a s  a  f u n c t io n  o f  t h e  a m o u n t  o f DN A a d d e d ,  f o r  a l l  t h r e e  c o n d i t i o n s .  T h e  

b e s t  " f i t t in g  s t r a i g h t  l i n e s  t h r o u g h  th e  d a t a  a r e  a l s o  sh o w n . A l th o u g h  t h e r e  

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

on  a p p r o x i m a t e l y  h o r i z o n t a l  l i n e s  in d ic a t in g  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  in d iv id u a l ;  

h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  to  e a c h  DN A  m o l e c u l e  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  

a m o u n t  o f  DNA a d d e d .  T h e  f a c t  t h a t  th e  r a t i o  o f  m o l e s  o f  h i s t o n e  b o u n d  

to  m o l e s  o f  D N A  b o u n d  i s  i n d e p e n d e n t  o f  a m o u n t  o f  DN A  a d d e d  i n d i c a t e s  

t h a t  t h e r e  e x i s t s  a  d i r e c t  p r o p o r t i o n a l i t y  o f  h i s t o n e  b o u n d  to  D N A  a v a i l a b l e ,  

d e s p i t e  th e  f a c t  t h a t  t h e  DN A  i s  h e t e r o g e n e o u s .  F r o m  th e  d a t a  o f  F i g .  24, 

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



b in d  G A R h i s t o n e .  I f  o n ly  o n e  s p e c i e s  o f  DNA of a  p a r t i c u l a r  s i z e  a n d

b a s e  s e q u e n c e  w e r e  c a p a b le  o f  b in d in g  G A R  h i s t o n e  t h e n  th e  r e m a i n i n g

u n b o u n d  DNA w o u ld  b e  d e t e c t e d  in  t h e  u l t r a c e n t r i f u g e  a s  a  b o u n d a r y

s e d i m e n t i n g  a t  a  r a t e  e q u iv a l e n t  to  t h a t  o f  f r e e  DN A ( F i g .  19a). I t  w a s

fo u n d  e x p e r i m e n t a l l y ,  h o w e v e r ,  t h a t  th e  ' s u p e r n a t a n t '  r e m a i n i n g  a f t e r

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

v e r y  lo w  r a t e ,  l e s s  t h a n  3 s, i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  c o m p o s e d

o f  h i s t o n e .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i th  th e  f a c t  t h a t  t h e s e  e x p e r i m e n t ;

w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  c o n d i t i o n s  o f  e x c e s s  h i s t o n e .  I t  c a n  b e  s e e n  f r o m

F ig ,  24  t h a t  th e  r a t i o  o f  m o l e s  o f  G A R  b o u n d  to  m o l e s  o f  D N A  b o u n d  i s

a f f e c t e d  b y  th e  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a t  w h ic h  th e  c o m p l e x  i s  f o r m e d .  M o s t
6

m o l e c u l e s  a r e  b o u n d  p e r  DNA m o l e c u l e  o f  m o l e c u l a r  w e ig h t  8. 2 X 10 , 

in  0. 0 7 5M  N a C l ,  s l i g h t l y  f e w e r  i n  0. 15M  N a C l  a n d  f e w e r  in  0. 4 M  N a C l,  

T a b le  15 s h o w s  th e  n u m b e r  o f  G A R h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  to  C. T . DNA 

in  th e  s a l t  c o n d i t i o n s  u s e d ,  a s s u m i n g  a  v a lu e  o f  8. 2 X  10^ f o r  th e  

m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  th e  C. T . DNA. A  s u b s id ia , r y  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  

o u t  in  w h ic h  s p e r m i d i n e  p h o s p h a t e  a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0. I m M  w a s  

a d d e d  to  th e  d i a l y z e d  C, T . DNA p r e p a r a t i o n s .  V a r y i n g  a m o u n t s  o f  th e  

D N A - s p e r m i d i n e  m i x t u r e s  w e r e  t h e n  a d d e d  to  k n o w n , e x c e s s  a m o u n t s  o f 

G A R  h i s t o n e .  T h e  n u m b e r  o f  G A R  m o l e c u l e s  b o u n d  w a s  c a l c u l a t e d  a s  

d e s c r i b e d  a b o v e  a n d  fo u n d  to  b e  e f f e c t i v e l y  th e  s a m e  a s  th e  n u m b e r  

b o u n d  in  t h e  a b s e n c e  o f  s p e r m i d i n e  p h o s p h a te .  T a b l e  15 a l s o  s h o w s  

th e  c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  c o m p o n e n t  o f  th e  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x  to  

th e  o v e r a l l  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  t h e  c o m p le x ,  c a l c u l a t e d  o n  th e  b a s i s  o f  

th e  n u m b e r  o f  G A R  m o l e c u l e s  b o u n d  to  th e  DNA, u s i n g  a  v a lu e  o f  10600 

f o r  th e  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  o n e  G A R h i s t o n e  m o l e c u l e .  T h e  h e t e r o g e n e i t y  

o f  C. T. DN A  m a k e s  th e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  p r o p e r t i e s  o f 

G A R  h i s t o n e  - C. T. DNA c o m p l e x e s  d i f f ic u l t .  T o  m i n i m i z e  th e  

a n a l y t i c a l  p r o b l e m s  c a u s e d  b y  th e  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  DNA, s t u d i e s  w e r e
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E S T IM A T IO N  O F  A M O U N T  O F  GAR H IS T O N E  B O U N D  T O  C. T. DNA

P r e p a r a t i o n s  o f  G A R  h i s t o n e  a n d  C. T , DNA w e r e  d i a l y z e d  

e x h a u s t i v e l y  a g a i n s t  b u f f e r s  o f  0, 0 75 M  N a C l ,  p H  5, 0, 0. 15M  N a C l ,  

p H  5. 0 a n d  0. 4M  N a C l ,  p H  5 ,0 .  A l i q u o t s  o f  v a r y in g  k n o w n  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  DNA w e r e  a d d e d  to  k n o w n  e x c e s s  a m o u n t s  o f  G A R 

h i s t o n e  a n d  th e  m i x t u r e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  6000 r p m  in  a n  A N -G  

r o t o r  in  a B e c k m a n  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u ip p e d  w i th  

UV o p t i c s .  T h e  w a v e le n g th  o f  th e  l i g h t  u s e d  w a s  2 7 5 n m .

T h e  a m o u n t  o f  G A R h i s t o n e  b o u n d  to  k n o w n  a m o u n t s  o f  C, T. 

DNA w a s  e s t i m a t e d  f r o m  th e  a b s o r b a n c e  o f  th e  h i  s t o n e s  r e m a i n i n g  

u n b o u n d  in  th e  ' s u p e r n a t a n t ' .  T h e  m o l e c u l a r  w e ig h t  c o n t r i b u t i o n  o f  

th e  b o u n d  G A R h i s t o n e  w a s  e s t i m a t e d  f r o m  th e  n u m b e r  o f  m o l e c u l e s  

b o u n d , u s in g  a  v a lu e  o f  10, 600 f o r  th e  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  e a c h  

h i s t o n e  m o le c u l e .  T he  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  th e  c o m p le x  w a s  

e s t i m a t e d  b y  a d d in g  th e  w e ig h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  th e  DNA 

( 8 . 2 X 1 0  d a l to n s )  to  th e  t o t a l  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  th e  h i s t o n e s  b o u n d  

to  th e  DNA,
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S a l t
C one .

No. o f  
G A R 

m o le  c u l e s  
b o u n d  
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XIO
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b u t to n  
b y  G A R

( x i o " ^ )

T o ta l  
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o f  c o m p l e x  

"6
(X IO  )

0, 40 1. 9 20. 1 28. 3
0. 150 2. 59 27. 4 3 5 . 6
0. 075 2. 84 28, 5 36. 7
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c a r r i e d  o u t  u s in g  s m a l l  v i r a l  DNA w h ic h  i s  m o r e  h o m o g e n e o u s  t h a n  

m a m m a l i a n  DNA,

9. P r e p a r a t i o n  a n d  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  SV40 DNA

C o v a le n t ly  c l o s e d  c i r c u l a r  SV 40 DNA w a s  p r e p a r e d  f r o m  

SV40 i n f e c t e d  B S C «1 c e l l s  a s  d e s c r i b e d  in  M e th o d s  S e c t io n ,  B a n d  

s e d i m e n t a t i o n  o f  th e  p r e p a r a t i o n  o f  SV40 DNA t h r o u g h  C s C l  o f  d e n s i t y

1. 3 2 0 g / m l  ( F ig ,  25(a))  r e v e a l e d  t h a t  th e  p r e p a r a t i o n  w a s  c o n t a m i n a t e d  

b y  a  s m a l l  a m o u n t  o f  n i c k e d  c i r c u l a r  DNA s e d i m e n t i n g  w i th  a  l o w e r  

s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  t h a n  th e  c o v a le n t ly  c l o s e d  DNA. T h e  s u p e r  c o i l e d  

c i r c u l a r  DNA a n d  r e l a x e d  c i r c u l a r  DNA w e r e  r e s o l v e d  u s in g  th e  C s C l -  

e t h i d i u m  b r o m i d e  e q u i l i b r i u m  c e n t r i f u g a t i o n  t e c h n iq u e  o f  R a d lo f f ,  B a u e r  

a n d  V i n o g r a d  (1 9 6 7 ) ,  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  S e c t io n  2. 10. 2. T h e  

a b s o r b a n c e  p r o f i l e  o b t a in e d  a f t e r  h a r v e s t i n g  th e  g r a d i e n t  i s  sh o w n  in  

F ig .  26(b). F r a c t i o n s  3 0 - 3 6 ,  c o n ta in in g  o n ly  c l o s e d  c i r c u l a r  DN A w e r e  

p o o l e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  a s  w e r e  f r a c t i o n s  4 1 - 4 8  c o n ta in in g  n i c k e d  

c i r c u l a r  DNA. B a n d  s e d i m e n t a t i o n  o f  t h e s e  p r e p a r a t i o n s  o f  SV 40 DN A 

t h r o u g h  C s C l  o f  d e n s i t y  1. 3 2 0 g / m l  r e v e a l e d  t h a t  b o th  p r e p a r a t i o n s  w e r e  

e s s e n t i a l l y  p u r e  ( F i g s .  26 (a ) ,  26(b)) , a l th o u g h  th e  p r e p a r a t i o n  o f  s in g ly  

n i c k e d  c i r c u l a r  DN A  w a s  c o n t a m i n a t e d  w i th  a  s m a l l  a m o u n t  o f  n o n 

s e d i m e n t  in g  m a t e r i a l .  T h e  p r e p a r a t i o n s  o f  s u p e r  c o i l e d  SV 40 DN A  a n d

r e l a x e d  c i r c u l a r  SV 40 DNA s e d i m e n t e d  w i th  S^n v a l u e s  o f  21. 2 a n d20, w
16. 8 r e s p e c t i v e l y .  T h e  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  e a c h  f o r m  o f  SY40 DNA 

w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  th e  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  S ^ q ^  u s in g  th e  e m p i r i c a l  

e q u a t io n s  o f  G r a y ,  B l o o m f i e ld  a n d  H e a r s t ,  (1967 )  a n d  H u d s o n ,  C la y to n  

a n d  V i n o g r a d  (1 9 6 8 ) ,  C o v a le n t ly  c l o s e d  c i r c u l a r  SV 40 DN A  w a s  fo u n d  

to  h a v e  a  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  3. 05 X 10^ d a l t o n s  a n d  r e l a x e d  c i r c u l a r  

SV40 DNA w a s  fo u n d  to  h a v e  a  m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  2, 97 X 10^ d a l to n s ,  

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

f o r m s  o f  t h e  s a m e  DNA.



F IG ,  25(a)

A N A L Y T IC A L  B A N D  S E D IM E N T A T IO N  O F  SV40 DNA

P r e p a r a t i o n s  o f  SV40 DNA i s o l a t e d  from . S V 4 0 - in f e c t e d  B S C -1  

c e l l s  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  S e c t io n  2. 4  w e r e  a n a l y z e d  b y  b a n d  

s e d i m e n t a t i o n  a s  d e s c r i b e d  in  M e th o d s  S e c t io n  2. 10. 2, 1 5 u l  o f  

DNA s o lu t i o n s  w e r e  i n t r o d u c e d  in to  t h e  s a m p l e  w e l l  o f  a d o u b le  

b a n d - f o r m i n g  c e n t r e p i e c e  w i th  0. 3 5 m l  o f  C s C l  ( d e n s i t y  1. 3 2 0 g /m l )  

a s  b u lk  s o lv e n t .  R u n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  40 , 000 r p m  a n d  th e  

s c a n n in g  w a v e l e n g th  w a s  2 6 5 n m .

F IG . 25(b)

F R A C T IO N A T IO N  O F  C L O S E D  C IR C U L A R  SV 40 DNA A N D  N IC K E D

C IR C U L A R  SV40 DNA

DNA s a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  i n  C s C l  o f  d e n s i ty  1. 5 5 g / m l ,  

c o n ta in in g  lO O u g /m l  e t h i d i u m  b r o m i d e  fo r  4 0 h  a t  20*^C i n  a n  a n g le  

40 r o t o r  a t  39, 000 r p m  in  a  S p in c o  M o d e l  L  u l t r a  c e n t r i f u g e ,

5 - d r o p  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  b y  d i r e c t  tu b e  p u n c tu r e .

E th i d i u m  b r o m i d e  w a s  r e m o v e d  b y  e x t r a c t i o n  w i th  i s o a m y l  a l c o h o l .

C s C l  w a s  r e m o v e d  b y  d i a l y s i s  a g a i n s t  SSC a n d  a b s o r b a n c e  o f  th e  

f r a c t i o n s  m e a s u r e d  a t  2 5 9 n m  in  a  U N IC A M  S P 5 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r .
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iv"' :;'ŷ - •j'-'—""

• I I___ b

1. 5

A 260

1 . 0

0. 5

F ig .  25(a)

D e n s e F  f a c t i o n  Nô.

F i g .  25 (b)

2b 30 40 50
D ig h t



FIG. 26(a)

BA N D  S E D IM E N T A T IO N  O F  C L O S E D  C IR C U L A R  SV40 DISIA

C l o s e d  c i r c u l a r  SV40 DNA w a s  o b t a i n e d  f r o m  S V 4 0 - in f e c t e d  

B S C “ 1 c e l l s  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  S e c t io n  2. 4 a n d  f r e e d  f r o m  

c o n ta m i n a t i o n  b y  n i c k e d  c i r c u l a r  SV40 DNA b y  C s C l - e t h i d i u m  b r o m i d e  

d e n s i ty  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n .  15^1 a l i q u o t s  o f  th e  p u r i f i e d  c l o s e d  

c i r c u l a r  SV40 DNA i n  SSC w e r e  i n t r o d u c e d  in to  t h e  s a m p le  w e l l  o f  a  

d o u b le  s e c t o r  b a n d  f o r m in g  c e n t r e p i e c e  w i th  0. 3 5 m l  C s C l  ( d e n s i t y

1. 3 2 0 g /m l )  a s  b u lk  s o lv e n t .  C e n t r i f u g a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  

40 , 000 r p m  a t  2 0 ^ C , S c a n n in g  w a v e l e n g th  w a s  2 6 5 n m .

F IG . 26(b)

A N A L Y T IC A L  B A N D  S E D IM E N T A T IO N  O F  N IC K E D  C IR C U L A R  SV40

DNA

SV 40 DNA w a s  p r e p a r e d  f r o m  S V 4 0 - in f e c t e d  B S C -1  c e l l s  a n d

n i c k e d  c i r c u l a r  SV40 DNA w a s  f r e e d  f r o m  c o n ta m i n a t i o n  b y  c l o s e d

c i r c u l a r  SV40 DNA b y  C s C l - e t h i d i u m  b r o m i d e  d e n s i ty  g r a d i e n t

c e n t r i f u g a t i o n .  1 5 p l  a l i q u o t s  o f  th e  p u r i f i e d  n i c k e d  c i r c u l a r  SV40

DNA in  SSC w e r e  i n t r o d u c e d  i n  t h e  s a m p l e  w e l l  o f  a  d o u b le  s e c t o r  b a n d

f o r m in g  c e n t r e p i e c e  w i th  0, 3 5 m l  C s C l  ( d e n s i t y  1. 3 2 0 g /m l )  a s  b u lk
o

s o lv e n t .  C e n t r i f u g a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  40 , 000 r p m  a t  20 C. 

S c a n n in g  w a v e l e n g th  w a s  2 6 5 n m .
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10, A n a l y s i s  o f  GAR h i s t o n e - S V 4 0  DNA c o m p l e x e s

S tu d ie s  o f  th e  f o r m a t i o n  o f  G A R h i s t o n e - C .  T . DNA c o m p l e x e s  

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

to  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t ,  t h u s  m a k in g  d e t a i l e d  i n v e s t i g a t i o n  o f  th e  

b in d in g  p i* o c e s s  d i f f ic u l t .  S in c e  b o th  f o r m s  o f  SV40 DNA h a v e  b e e n  sh o w n  

to  b e  a l m o s t  c o m p l e t e ly  h o m o g e n e o u s ,  s t u d i e s  o f  th e  b in d in g  o f  GA R 

h i s t o n e  to  SV40 DNA w e r e  c a r r i e d  o u t  to  a l lo w  d e t a i l e d  a n a l y s i s  o f th e  

b in d in g  p r o c e s s .  C o m p le x e s  w e r e  f o r m e d  b y  th e  d i r e c t  a d d i t i o n  o f  th e  

tw o  c o m p o n e n t s  i n  tw o  s o lv e n t  c o n d i t io n s ,  0. 15M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  0. 0 7 5M  

N a C l ,  p H  5 .0 .  S m a l l  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  GA R h i s t o n e  w e r e  a d d e d  to  k n o w n  

e x c e s s  a m o u n t s  o f  b o th  f o r m s  o f  SV40 DNA a n d  t h e  c o m p l e x e s  f o r m e d  w e r e  

a n a l y z e d  b y  b o u n d a r y  s e d i m e n t a t i o n ,  u s i n g  a b s o r p t i o n  o p t i c s .  T o  p e r m i t  

th e  a n a l y s i s  o f  h ig h  c o n c e n t r a t i o n  o f  DNA, th e  u l t r a  c e n t r i f u g e  w a s  o p e r a t e d  

a t  s e v e r a l  w a v e l e n g th s .  R e p r e s e n t a t i v e  t r a c e s  a r e  sh o w n  i n  F i g s .  27(a) 

a n d  27(b). F i g .  27 (a)  i l l u s t r a t e s  th e  t r a c e  o b t a i n e d  in  0, 15M  s a l t  by  th e  

a d d i t i o n  o f  lOp.1 o f  a s to c k  s o lu t io n  o f  G A R (0 . 3 8 m g / m l )  to  e x c e s s  

s u p e r  c o i l e d  SV 40 DNA, to  a  f i n a l  v o lu m e  o f  1 m l,  F ig .  27(b) i l l u s t r a t e s  

th e  t r a c e  o b t a i n e d  i n  0. 15M  s a l t  b y  th e  a d d i t i o n  o f  1 Oui o f  a  s t o c k  s o lu t io n  

o f  GAR (0 . 4 m g / m l )  to  e x c e s s  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV 40 DNA to a  f i n a l  

v o lu m e  of 1, 0 m l.  In  b o th  c a s e s  th e  m a j o r  s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y  r e p r e s e n t s  

u n b o u n d  e x c e s s  DNA a n d  th e  s h o u l d e r  r e p r e s e n t s  D N A - h i s to n e  c o m p l e x e s .  

E s t i m a t e s  o f  th e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  u n b o u n d  DNA c a n  t h u s  b e  o b t a i n e d  f r o m  

th e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  f r e e  DNA. U s in g  t h i s  v a lu e  o f  th e  a m o u n t  o f  

u n b o u n d  DNA, t o g e t h e r  w i th  th e  a m o u n t  o f  GA R a n d  DNA o r i g i n a l l y  a d d e d ,  

th e  a m o u n t  o f  h i s t o n e s  b o u n d  to  th e  DNA c a n  b e  e s t i m a t e d .  F i g .  28, 

sh o w s  th e  r a t i o  o f  GA R b o u n d  to  s u p e r c o i l e d  SV 40 DNA b o u n d  a s  a  f u n c t io n  

o f  th e  a m o u n t  o f  h i s t o n e  a d d e d  i n  b o th  0. 0 75M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  0. IBM  

N a C l ,  pH  5. 0 a n d  F ig .  29 s h o w s  th e  c o r r e s p o n d i n g  d a t a  f o r  r e l a x e d  

c i r c u l a i '  SV40 DNA. I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  of. a d d e d  

G A R , th e  r a t i o  o f  h i s t o n e  b o u n d  to  DNA b o u n d  b e c o m e s  a p p r o x i m a t e l y  

c o n s t a n t  a n d  i s  i n d e p e n d e n t  o f  th e  a m o u n t  o f  G A R a d d e d .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  

w e r e  a lw a y s  c a r r i e d  o u t in  c o n d i t i o n s  o f e x c e s s  DN A, a n d  so  s u c h  an  e f f e c t



n  I

F I G .  27

S E D IM E N T A T IO N  O F  GA R H IS T O N E  SV4Q DNA C O M P L E X E S

P r e p a r a t i o n s  o f  G A R  h i s t o n e  a n d  b o th  s u p e r c o i l e d  a n d  

r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DNA w e r e  d i a l y z e d  a g a i n s t  0. 0 7 5 M  N a C l ,  

p H  5. 0 a n d  0. 15M  N a C l ,  p H  5. 0. S m a l l  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  G A R 

h i s t o n e  w e r e  a d d e d  to  k n o w n  e x c e s s  a m o u n t s  o f  SV40 DNA in  a  t o t a l  

v o lu m e  o f  1. 0 m l.  M i x t u r e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  in  a n  A N -G  r o t o r  a t  

20^C  in  a  B e c k m a n  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u ip p e d  w i th  

UV o p t i c s  a n d  a  p h o t o - e l e c t r i c  s c a n n in g  d e v ic e .  W a v e le n g th  o f  

th e  l i g h t  u s e d  w a s  g e n e r a l l y  2 6 5 n m  b u t  f o r  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

DNA, h i g h e r  w a v e l e n g th s  w e r e  u s e d .  F ig .  27(a) s h o w s  a

t y p i c a l  t r a c e  o b t a in e d  on  c e n t r i f u g i n g  a  m i x t u r e  o f  s u p e r c o i l e d  SV 40 

DNA in  0, 15M  N a C l ,  pH  5. 0 to  w h ic h  1 Oui o f  a  s to c k  s o lu t io n  o f  G A R  

h i s t o n e ,  c o n c e n t r a t i o n  0. 3 8 m g / m l  h a d  b e e n  a d d e d  to  a  f i n a l  v o lu m e  

o f  1. 0 m l.  F ig .  27(b) s h o w s  a  t y p i c a l  t r a c e  o b t a in e d  on  c e n t r i f u g in g  

a  m i x t u r e  o f  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV 40 DNA i n  0. 15M  N a C l ,  p H  5. 0 to  

w h ic h  lO p l o f  a  s to c k  s o lu t io n  o f  G A R c o n c e n t r a t i o n  0. 41 m g / m l  h a d  

b e e n  a d d e d  to  a  f i n a l  v o lu m e  o f  1. 0 m l.



n  ' 1

M

I

F i g ,  27(a)

Fig. 27(b)



F IG .  28

BIK D IN G  O F  GA R H IST  O N E  TO S U P E R  C O IL E D  SV40 DNA

P r e p a r a t i o n s  o f  G A R  h i  s to n e  a n d  c l o s e d  c i r c u l a r  SV40 DNA 

w e r e  d i a l y z e d  a g a i n s t  0. 0 75 M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  0, 15M  N a C l ,  p H  5. 0.

S m a l l  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  a  s o lu t io n  o f  G A R h i  s to n e  o f  c o n c e n t r a t i o n  

0. 3 8 m g / m l  w e r e  a d d e d  to  k n o w n  e x c e s s  a m o u n t s  o f  c l o s e d  c i r c u l a r  SV40 

DNA in  a  t o t a l  v o lu m e  o f  1. 0 m l ,  w i th  v i g o r o u s  a g i t a t i o n  a s  d e s c r i b e d  in  

M e th o d s  S e c t io n  2. 5, A l i q u o t s  w e r e  s e d i m e n t e d  in  a n  A N -G  r o t o r  a t  

2 0 ^ 0  in  a  B e c k m a n  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u ip p e d  w i th  

a b s o r p t i o n  o p t i c s  a n d  a  p h o t o - e l e c t r i c  s c a n n in g  d e v ic e .  'T h e  w a v e le n g th  

o f  th e  l i g h t  u s e d  w a s  g e n e r a l l y  2 6 5 n m  b u t  f o r  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

DNA, h i g h e r  w a v e l e n g th s  w e r e  u s e d .  R u n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  200 00  r p m .  

B l a n k s  w e r e  r u n  w i th  no h i  s to n e  a d d e d .  T h e  a m o u n t s  o f  DNA to  w h ic h  

th e  k n o w n  a m o u n t s  o f  G A R h i  s to n e  w e r e  b o u n d  w e r e  e s t i m a t e d  f r o m  th e  

a b s o r b a n c e  o f  th e  b o u n d a r y  c o r r e s p o n d i n g  to  th e  r e m a i n i n g ,  f r e e  u n b o u n d  

DNA. T h e  d a ta  a r e  e x p r e s s e d  a s  th e  r a t i o  o f  m o l e s  o f  G A R b o u n d  to  

DNA b o u n d  a s  a  f u n c t io n  o f  t h e  a m o u n t  o f  a d d e d  h i  s to n e .  T h e  m o l e c u l a r  

w e ig h t  o f  GA R h i  s to n e  w a s  t a k e n  a s  10600 in  b o th  s a l t  c o n d i t i o n s  a n d  th e  

m o l e c u l a r  w e ig h t  o f  th e  DNA w a s  t a k e n  a s  3. 0 X 10^.

® 0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0

^ --------0. 15M  N a C l ,  p H  5. 0



M o le s  GAR bound 
M ole  s DNA bamd

20 25

A m o u n t  GA R a d d e d  (;il) 
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BIN D IN G  O F  G A R H IS T Q N E  T O  R E L A X E D  C IR C U L A R  SV40 DNA

P r e p a r a t i o n s  o f  G A R h i  s to n e  a n d  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DNA 

w e r e  d i a l y z e d  a g a i n s t  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  0. IB M  N a C l ,  p H  5. 0.

S m a l l  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  a  s o lu t io n  o f  G A R h i  s to n e  o f  c o n c e n t r a t i o n  

0. 41 m g / m l  w e r e  a d d e d  to  k n o w n  e x c e s s  a m o u n t s  o f  r e l a x e d  c i r c u l a r  

SV40 DNA in  a  t o t a l  v o lu m e  o f  1. 0 m l  w i th  v i g o r o u s  a g i t a t i o n  a s  d e s c r i b e d  

in  M e th o d s  S e c t io n  2, 5. A l i q u o t s  w a r e  s e d i m e n t e d  in  a n  A N -G  r o t o r  a t  

20*^C in  a  B e c k m a n  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a  c e n t r i f u g e  e q u ip p e d  w i th  

a b s o r p t i o n  o p t i c s  a n d  a  p h o t o - e l e c t r i c  s c a n n in g  d e v ic e .  T h e  w a v e l e n g th  

o f  th e  l ig h t  u s e d  w a s  g e n e r a l l y  2 6 5 n m  b u t  f o r  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

DNA, h i g h e r  w a v e l e n g th s  w e r e  u s e d .  R u n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  20 , 000 r p m .  

B l a n k s  w e r e  r u n  w i th  no  h i  s to n e  a d d e d .  T h e  a m o u n t  o f  DNA, to  w h ic h  th e  

k n o w n  a m o u n t s  o f  G A R  h i  s to n e  w e r e  b o u n d  w a s  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  

a b s o r b a n c e  o f  th e  b o u n d a r y  c o r r e s p o n d i n g  to  th e  r e m a i n i n g  f r e e ,  u n b o u n d  

DNA. T h e  d a t a  a r e  e x p r e s s e d  a s  th e  r a t i o  o f  m o l e s  o f  G A R  b o u n d  to  DNA 

b o u n d  a s  a  f u n c t io n  o f  t h e  a m o u n t  o f  a d d e d  h i  s to n e .  T h e  m o l e c u l a r  w e ig h t  

o f  G A R  h i  s to n e  w a s  t a k e n  a s  10600 in  b o th  s a l t  c o n d i t io n s  a n d  th e  

m o l e c u l e s  w e ig h t  o f  t h e  DNA w a s  t a k e n  a s  3 , 0  X 10^.

o — — o  0. IB M  N a C l ,  p H  5. 0 

A, Ù. 0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0
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A m o u n t  o f  GA R a d d e d  (pi)  

F i g .  29
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m a y  b e  a t t r i b u t e d  to  c o - o p e r a t i v e  b i n d in g  o f  G A R  m o l e c u l e s  t o  t h e  DNA, 

t h a t  i s ,  t h e  b in d in g  of  o n e  G A R  m o l e c u l e  to  a  DNA m o l e c u l e  f a c i l i t a t e s  

t h e  s u b s e q u e n t  b i n d in g  of  m o r e  G A R  m o l e c u l e s  to  t h e  s a m e  D N A  m o l e c u l e ,  

i n  p r e f e r e n c e  t o  o t h e r  DN A m o l e c u l e s .  I f  t h e  b i n d i n g  o f  G A R  t o  SV40 

DNA w a s  n o n - c o - o p e r a t i v e ,  t h a t  i s ,  w a s  a  r a n d o m  p r o c e s s ,  t h e n  i t  m i g h t  

b e  e x p e c t e d  t h a t  i n  c o n d i t i o n s  o f  e x c e s s  DNA, a s  t h e  a m o u n t  o f  a d d e d  

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

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

F i g s .  28 a n d  29 a t  t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  G A R ,  c l e a r l y  i n d i c a t e  

t h e  c o - o p e r a t i v i t y  o f  t h e  b i n d in g  p r o c e s s .  N e v e r t h e l e s s ,  a t  v e r y  l o w  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  G A R  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  m o l e c u l e s  

o f  b o u n d  G A R  i n c r e a s e s  w i t h  th e  a m o u n t  o f  G A R  a d d e d .  A t  l o w  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  G A R , i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  b i n d in g  o f  h i s t o n e s  to  

DNA i s  s t i l l  c o - o p e r a t i v e  b u t  t h a t  s a t u r a t i o n  o f  e a c h  DNA m o l e c u l e  i s  

i m p o s s i b l e  b e c a u s e  o f  t h e  l i m i t i n g  a m o u n t s  o f  G A R  p r e s e n t .  T h e  

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

c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  G A R  i s  t o o  s m a l l  to  p e r m i t  a p p l i c a t i o n  of  a  g( s) 

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

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

c o n d i t i o n s  c a n n o t  b e  d e t e c t e d .  A t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  G A R, t h e  

a m o u n t  o f  c o m p l e x e d DN A  i s  c o r r e s p o n d i n g l y  s m a l l ,  t h u s  m a k i n g  a c c u r a t e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  r e m a i n i n g  ' s u p e r n a t a n t '  o f  

u n b o u n d  DNA d i f f i c u l t ,  s i n c e  t h e  b o u n d a r y  b e t w e e n  f r e e  DNA a n d  c o m p l e x  

i s  v e r y  s m a l l .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  e f f e c t  f o r  b o t h  f o r m s  o f  SV 40  DNA 

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

i s  r e a l  a n d  n o t  due  t o  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .

T h e  e s t i m a t e d  n u m b e r  o f  G A R  m o l e c u l e s  b o u n d  to  e a c h  f o r m  

o f  SV40 DNA i n  b o t h  s a l t  c o n d i t i o n s  i s  s h o w n  i n  T a b l e  16. T a b l e  16 

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

SV40 DNA i s  s l i g h t l y  m o r e  t h a n  h a l f  th e  n u m b e r  b o u n d  to r e l a x e d  c i r c u l a r  

SV40 DNA. T a b l e  16 a l s o  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  h i  s t o n e



T A B L E  16

E S T I M A T I O N S  O F  A M O U N T  O F  GA R H IS T Q N E  B O U N D  TO SV40 DNA

P r e p a r a t i o n s  o f  G A R  h i  s t o n e  a n d  o f  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 

DNA a n d  s u p e r  c o i l e d  SY40 DN A  w e r e  d i a l y z e d  a g a i n s t  b u f f e r s  o f  0, 075 

M N a C l ,  p H  5, 0 o r  0. 15M  N a C l ,  p H  5, 0, V a r y i n g  a m o u n t s  o f  G A R  

h i  s t o n e  o f  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  w e r e  a d d e d  to  k n o w n  e x c e s s  a m o u n t s  

o f  DNA a n d  t h e  m i x t u r e s  s e d i m e n t e d  i n  a n  A N - G  r o t o r  i n  a  B e c k m a n  

M o d e l  E  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u i p p e d  w i t h  UV o p t i c s .  T h e  a m o u n t  o f  

DNA b o u n d  to k n o w n  a m o u n t s  o f  GAR h i  s t o n e  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  th e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  DNA r e m a i n i n g  u n b o u n d .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  

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

n u m b e r  o f  h i  s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d ,  u s i n g  a  v a l u e  of  10600 f o r  t h e  

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  e a c h  h i  s t o n e  m o l e c u l e .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  

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

m o l e c u l e  ( 3 . 0  X 10 d a l t o n s )  to  t h e  t o t a l  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  h i s t o n e s  

b o u n d  p e r  DNA m o l e c u l e ,
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> < ')

DNA
S a l t
C o n e .

No. G A R  
m o l e c u l e s  
b o u n d

( X  w " ^ )

m o l .  w t .  
c o n t r i b u 
t i o n  b y  G A R

(X  1 0 ' ^ )

T o t a l  
m o l .  w t .  
o f
C o m p l e x

S u p e r
c o i l e d
SV40
DNA

0. 075 2. 22 2. 35 5. 35

(I) 0. 15 2. 320 2. 46 5. 46

R e l a x e d
c i r c u l a r
SV40

0. 075 4. 05 4. 29 7. 29

(j i ) 0. 15 4. 19 4. 44 7. 4 4



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

c o n c e n t r a t i o n .  I t  t h e r e f o r e  a p p e a r s  t h a t  t h e  s t a t e  o f  a g g r e g a t i o n  o f  G A R  

m a y  n o t  a f f e c t  s i g n i f i c a n t l y  t h e  b i n d in g  to  t h e  DNA, In  T a b l e  16 a r e  a l s o  

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

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

h i  s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d ,  u s i n g  a  v a l u e  o f  10600  f o r  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  

o f  G A R .

A p p r o x i m a t e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  

t h e  SV40 D N A  -G A R  h i  s t o n e  c o m p l e x e s  b y  m e a s u r i n g  t h e  r a t e  o f  m i g r a t i o n  

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

R e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  17. I t  m a y  b e  s e e n  t h a t  i n  e a c h  c a s e ,  t h e  

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

h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  G A R  h i  s t o n e  to  e x c e s s  SV 40 DN A  i s  i n d e p e n d e n t  o f  

t h e  a m o u n t  o f  G A R  a d d e d .  F o r  b o t h  f o r m s  o f  DN A  a n d  i n  b o t h  s a l t  

c o n d i t i o n s ,  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  c o m p l e x  d e c r e a s e s ,  h o w e v e r  

a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  G A R  h i  s t o n e .  I n  t h i s  r e s p e c t ,  t h e  

s e d i m e n t a t i o n  d a t a  a r e  b r o a d l y  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  d a t a  on  t h e  n u m b e r  of  

G A R  m o l e c u l e s  b o u n d  ( F i g s .  28 a n d  29). T h e  e x p e r i m e n t a l  a c c u r a c y  of  

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

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

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

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

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

t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  t h e  S V 4 0 - D N A - G A R  h i  s t o n e  c o m p l e x e s ,

v a l u e s  w e r e  c a l c u l a t e d  a n d  a r e  s h o w n  i n  F i g .  30 a s  a  f u n c t i o n  of  20, w  ^
m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  c o m p l e x .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  c o m p l e x

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

b o u n d  ( T a b l e  16), I n c l u d e d  i n  F i g .  30 a r e  d a t a  p o i n t s  c o r r e s p o n d i n g

to  r e l a x e d  c i r c u l a r  a n d  s u p e r c o i l e d  SV40 DN A w h i c h  h a v e  a  c o m m o n

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3. 0 X  10 b u t  h a v e  v a l u e s  o f  16. 0 a n d  21.  0°  20, w
S v e d b e r g  u n i t s  r e s p e c t i v e l y .  I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g .  30 t h a t  i n  g e n e r a l ,
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S E D I M E N T A T I O N  C O E F F I C I E N T S  Q F  G A R  H I S T Q N E -S V4Q DNA

C O M P L E X E S

S m a l l  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  G A R  h i  s t o n e  (o f  c o n c e n t r a t i o n  

0. 41 m g / m l  f o r  b i n d in g  to  r e l a x e d  c i r c u l a r  DNA a n d  0. 3 8 m g / m l  f o r  

b i n d in g  to  s u p e r c o i l e d  DNA) w e r e  a d d e d  w i t h  v i g o r o u s  a g i t a t i o n  to  

k n o w n  e x c e s s  a m o u n t s  o f  SV40 DN A i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5 , 0  o r  

0. 15M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  th e  m i x t u r e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  i n  a  B e c k m a n  

M o d e l  E  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u i p p e d  w i t h  UV o p t i c s .  T h e  

w a v e l e n g t h  o f  th e  l i g h t  u s e d  w a s  g e n e r a l l y  2 6 5 n m  b u t  f o r  h i g h e r  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  DNA, h i g h e r  w a v e l e n g t h s  w e r e  u s e d .  T h e  

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

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

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

c o m p l e x .  S e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  w e r e  c o n v e r t e d  to  S ^ q ^  v a l u e s  

u s i n g  v a l u e s  o f  t h e  d e n s i t y  a n d  v i s c o s i t y  o f  t h e  s o lv e n t .  D e n s i t y  a n d  

v i s c o s i t y  v a l u e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  I n t e r n a t i o n a l  C r i t i c a l  T a b l e s .
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X •:

T y p e s  o f  DNA i n  
C o m p l e x  a n d  
s a l t  c o n c e n t r 
a t i o n

®20, w
c o m p l e x

(X IO ^^)

------------------------------- — — .............

A m o u n t  of  
G A R  a d d e d  

(Pl)

SV40 I DN A 21. 0 0
0. 0 7 5 M  N a C l , 24.  1 10
p H  5. 0 26.  6 15

26. 6 20
27. 0 25

SV 40 I  DNA 21. 0 0 1
0. 15M  N a C l 26. 5 10
p H  5. 0 29. 4 15

29. 2 20
28. 6 25

SV40 II  DNA 16. 0 0
0. 0 7 5 M  N a C I , 26. 6 10
p H  5. 0 30. 8 Ï5

31. 0 20
31. 0 25

SV40 II DNA 16. 0 0
0. 1 5M  N a C l 27. 2 10
p H  5. 0 33. 6 1 5 .

33. 2 20
33. 0 25



JL . J

FIG. 30

R E L A T I O N S H I P  O F  T H E  S E D I M E N T A T I O N  C O E F F I C I E N T S  O F  GAR 

HIS T O N E  - SV40 DNA C O M P L E X E S  W IT H  M O L E C U L A R  W E I G H T  O F  

T H E  C O M P L E X

T h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  c o m p l e x e s  o f  G A R  h i  s t o n e

w i t h  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DNA a n d  w i t h  c l o s e d  c i r c u l a r  SV40 DNA

w e r e  e s t i m a t e d  f r o m  th e  r a t e  o f  m i g r a t i o n  o f  t h e  h a l f - h e i g h t  p o i n t

o f  th e  s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y  c o r r e s p o n d i n g  to  t h e  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x ,

f o r m e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  s m a l l  a m o u n t s  to  e x c e s s  a m o u n t s  o f  DNA i n

0, 0 7 5 M N a C l ,  pH5,  0 a n d  0. 15M N a C l ,  p H  5. 0. S„^  v a l u e s  w e r e^ u , w
c a l c u l a t e d  u s i n g  v a l u e s  o f  t h e  v i s c o s i t y  a n d  d e n s i t y  o f  t h e  s o l v e n t  

o b t a i n e d  f r o m  I n t e r n a t i o n a l  C r i t i c a l  T a b l e s .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  

o f  th e  c o m p l e x  v /a s  c o m p u t e d  f r o m  t h e  t o t a l  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  

h i s t o n e s  b o u n d  to  e a c h  m o l e c u l e  o f  DNA. T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  

GAR h i  s t o n e  i n  a l l  c o n d i t i o n s  w a s  t a k e n  a s  10, 600 d a l t o n s .

Ch—— Q C o m p l e x  f o r m e d  b e t w e e n  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DNA a n d  G A R  

i n  0, 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0

A C o m p l e x  f o r m e d  b e t w e e n  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DNA a n d  G A R

i n  0. IBM  N a C l ,  p H  5. 0,

C o m p l e x  f o r m e d  b e t w e e n  c l o s e d  c i r c u l a r  SV40 DNA a n d  G A R  

i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0.

^  t* C o m p l e x  f o r m e d  b e t w e e n  c l o s e d  c i r c u l a r  SV40 DNA a n d  GA R 

i n  0. IB M  N a C l ,  p H  5. 0.
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f o r  b o t h  f o r m s  o f  SV40 DNA a n d  i n  b o t h  0. 1 5M  N a C l ,  a n d  i n  0. 0 7 5M  

N a C l ,  t h e r e  i s  a n  a p p r o x i m a t e l y  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  th e
20, w

v a l u e s  a n d  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  G A R  h i  s t o n e  -D N A  c o m p l e x e s .  T h e s e  

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

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

s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s .

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

c o e f f i c i e n t s  f o r  SV40 D N A - h i s t o n e  c o m p l e x e s ,  a  g ( s )  a n a l y s i s  o f  t h e  

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

G A R  v / i th  b o t h  f o r m s  of  SV40 DN A  e a c h  i n  b o t h  0. 0 7 5M  N a C l ,  p H  5, 0 a n d  

0. 15M  N a C l ,  p H  5 . 0 .  T h e  a n a l y s i s  o f  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t s  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  c o m p l e x e s  f o r m e d  b y  th e  a d d i t i o n  of  

r e l a t i v e l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  G A R  h i  s t o n e  to  e x c e s s  a m o u n t  s o f  DNA. 

E a r l i e r  s t u d i e s  ( F i g s .  28 a n d  29) h a d  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  

m o l e c u l e s  o f  G A R  h i  s t o n e  b o u n d  i n  s u c h  c o m p l e x e s  i s  i n d e p e n d e n t  o f  

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

o c c u p i e d .  F i g .  31(a)  s h o w s  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  

o f  th e  c o m p l e x  f o r m e d  b e t w e e n  GA R h i  s t o n e  a n d  s u p e r  c o i l e d  SV40 DNA 

a n d  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DN A  i n  0. 0 7 5M  N a C l ,  p H  5 . 0 .  I t  c a n  b e  s e e n  

t h a t  tw o  m a x i m a  o c c u r .  T h e  f a s t e r  c o m p o n e n t s  f o r  s u p e r c o i l e d  SV40 

D N A - G A R  c o m p l e x e s  a n d  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 D N A - G A R  c o m p l e x e s  

h a v e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  26 s a n d  31 s r e s p e c t i v e l y .  T h e  s l o w e r  

c o m p o n e n t  m a y  r e p r e s e n t  c o m p l e x e s  o f  l o w e r  S v a l u e  o r  a l t e r n a t i v e l y  

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

o v e r l a p p i n g  d i s t r i b u t i o n  of  f r e e  DN A  a n d  DNA h i  s t o n e  c o m p l e x e s  i n  t h e  

o r i g i n a l  b o u n d a r y  s e d i m e n t a t i o n  t r a c e s .  F i g .  31(b) s h o w s  t h e  g (s )  

d i s t r i b u t i o n  o b t a i n e d  f o r  c o m p l e x e s  f o r m e d  i n  0. 1 5 M  N a C l ,  p H  5. 0. 

P a t t e r n s  s i m i l a r  to  t h o s e  i n  0. 0 7 5M  N a C l ,  p H  5. 0 w e r e  o b t a i n e d ,  t h e  

f a s t e r  c o m p o n e n t  f o r  s u p e r c o i l e d  SV40 D N A - G A R  c o m p l e x e s  a n d  r e l a x e d  

c i r c u l a r  SV40 D N A - G A R  c o m p l e x e s  h a v in g  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  

o f  28 8 a n d  34 s r e s p e c t i v e l y .



FIG. 31

D I S T R I B U T I O N  O F  S E D I M E N T A T I O N  C O E F F I C I E N T S  O F  C O M P L E X E S  

O F  G A R  m S T O N E  W IT H  R E L A X E D .  C I R C U L A R  A N D  C L O S E D  C I R C U L A R  

SV4Q DNA

P r e p a r a t i o n s  o f  G A R  M s t o n e  a n d  b o t h  f o r m s  o f  SV40 DN A  w e r e  

d i a l y z e d  a g a i n s t  0, 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0 a n d  0. 15M  N a C l ,  p H  5. 0. 2 5 u l  o f  

a  s t o c k  s o l u t i o n  o f  G A R  h i  s t o n e  ( c o n c e n t r a t i o n  0. 4 1 m g / m l )  w e r e  a d d e d  to  

e x c e s s  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DN A i n  a  t o t a l  v o l u m e  of  1, 0 m l  a n d  2 5 u l  o f  

a  s t o c k  s o l u t i o n  of  G A R  h i  s t o n e  ( c o n c e n t r a t i o n  0. 3 8 m g / m l )  w e r e  a d d e d  to  

e x c e s s  s u p e r c o i l e d  SV40 DNA i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  1. 0 m l ,  T h e  m i x t u r e s  

w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  20000 r p m  a t  2 0 ^ 0  i n  a  B e c k m a n  M o d e l  E  a n a l y t i c a l  

u l t r a c e n t r i f u g e  e q u i p p e d  w i t h  a b s o r p t i o n  o p t i c s .  g ( s )  d i s t r i b u t i o n s  w e r e  

c a l c u l a t e d  by  th e  m e t h o d  o f  S c h u m a k e r  a n d  S c h a c h m a n  (1957) .  S_^
w U , W

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

o b t a i n e d  f r o m  I n t e r n a t i o n a l  C r i t i c a l  T a b l e s .

U" ^  C o m p l e x  o f  GA R  w i t h  s u p e r  c o i l e d  SV40 DNA i n  0. 07 5M  N a C l ,  

p H  5. 0

-̂------ » C o m p l e x  o f  GA R w i t h  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DNA i n  0. 1 5M

N a C l ,  p H  5 . 0 .

F i g .  31(b)

^  ^ C o m p l e x  o f  GA R w i t h  s u p e r  c o i l e d  SV40 DNA i n  0, 1 5 M  N a C l ,

p H  5 . 0

C o m p l e x  o f  GAR w i t h  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DNA i n  0. 15M  

N a C l ,  p H  5 . 0 .
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F r o m  t h e  n u m b e r  o f  G A R  h i  s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  to  b o t h  

f o r m s  o f  SV40 DN A  ( T a b l e  16) a n d  t h e  r e l a t i v e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  

b o t h  t h e  p r o t e i n  a n d  DN A  m o i e t i e s  o f  t h e  c o m p l e x e s ,  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  

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

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

w h i c h  th e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  c o m p l e x  c o m b i n e d .  T h i s  a s s u m p t i o n  i s  

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

a l t h o u g h  t h e r e  i s  l i t t l e  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  t o  j u s t i f y  i t .  I n d e e d ,

B a n c r o f t  a n d  F r e i f e l d e r  (1970)  h a v e  s h o w n  i n  t h e  c a s e  o f  T5 b a c t e r i o p h a g e ,  

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

f r o m  d e n s i t y  m e a s u r e m e n t s .  H o w e v e r ,  i n  m o s t  c a s e s ,  e x p e r i m e n t a l  

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

o f  t h e  r e l a t i v e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e s  o f  t h e  c o m p o n e n t s  o f  a  c o m p l e x ,  

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

to  c a l c u l a t e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e s  o f  SV40 D N A - G A R  h i  s t o n e  c o m p l e x e s  

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

v a l u e s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  18.

No e m p i r i c a l  e q u a t i o n ,  a n a l o g o u s  to  t h a t  o f  C r o t h e r  s a n d  Z i m m  

(1965)  r e l a t i n g  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  l i n e a r  d u p l e x  DN A  w i t h  

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

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

T h u s ,  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  D N A - h i  s t o n e  c o m p l e x e s  c a n n o t  

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

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

H o w e v e r ,  D, t h e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  a n d  f, t h e  f r i c t i o n a l  c o e f f i c i e n t  

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

v a l u e s  o f  S^Q ^  a n d  M  a n d  f r o m  t h e s e  p a r a m e t e r s  p r e l i m i n a r y  i n f o r m a t i o n  

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

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

c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e r r o r s  i n t r o d u c e d  b y  f a i l i n g  to  c o n s i d e r  t h e
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F r o m  t h e  e s t i m a t e d  m o l e c u l a r  c o m p o s i t i o n  o f  SV40 D N A - G A R  

c o m p l e x e s  ( T a b l e  16), v a l u e s  o f  v  f o r  t h e  c o m p l e x e s  w e r e  c a l c u l a t e d  

u s i n g  v a l u e s  o f  0. 556 a n d  0. 729 f o r  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  o f  

DNA a n d  G A R  h i  s t o n e  r e s p e c t i v e l y .  V a l u e s  o f  f^ t h e  f r i c t i o n a l  

c o e f f i c i e n t  w e r e  c a l c u l a t e d  b y  t h e  e q u a t i o n ;

f  = ' r . Y .P...)  ̂ u s i n g  t h e  s e d i m e n t a t i o n
N  s

c o e f f i c i e n t s  o f  T a b l e  17. w a s  t a k e n  a s  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  s o l v e n t

a n d  o b t a i n e d  f r o m  I n t e r n a t i o n a l  C r i t i c a l  T a b l e s .  T h e  d i f f u s i o n

c o e f f i c i e n t  D w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  ^  _ K T
f

V a l u e s  o f  R , t h e  r a d i u s  o f  th e  e q u i v a l e n t  h y d r o d y n a m i c  s p h e r e  o f  
e

th e  c o m p l e x e s  w e r e  e v a l u a t e d  u s i n g

f  = 6 TT rt R _' e
-vj w a s  t a k e n  a s  t h e  v i s c o s i t y  o f  t h e  s o l v e n t  a n d  w a s  o b t a i n e d  f r o m

I n t e r n a t i o n a l  C r i t i c a l  T a b l e s .  F o r  SV40 v i r u s ,  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  

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

H u a n g  a n d  P a g a n o ,  (1 9 71 ) ,  T h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  SV40 

v i r u s  w a s  t h a t  r e p o r t e d  b y  B l a c k ,  C r a w f o r d  a n d  C r a w f o r d  (196 4 ) .
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A °

0. 075 S V 4 0 I
D N A -
G A R

0. 633 3. 36 1. 205 644

0. 150 SV40 I
D N A -
GA R

0. 638 3. 48 1 . 1 6 0  ' 616

0. 075 , SV40 II
D N A -
G A R

0. 661 3. 075 1. 316 696

0. 150 SV40 I I
D N A -
G A R

0. 662 3. 26 1. 248 654

- SV40 I 
DNA

0. 556 5. 35 0. 75 -

- SV40 II 
DNA

0. 556 2. 92 1. 38 "

.......................................

SV40
V i r u s

0. 681 16. 9 23. 90 -



kd *
c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c e  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  c o m p l e x  

a r e ,  h o w e v e r ,  l i k e l y  to  b e  s m a l l  s i n c e  th e  e x p e r i m e n t a l  s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t s  w e r e  e v a l u a t e d  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s .  f, t h e  f r i c t i o n a l  

c o e f f i c i e n t  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n : -  .

f  ^ M . ( l - v p  )
NS

w h e r e  M  i s  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  c o m p l e x

V i s  th e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e

p i s  t h e  d e n s i t y

N i s  A v o g a d r o ’s n u m b e r

a n d  S i s  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  c o m p l e x

D, t h e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  c o m p l e x ,  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  

e q u a t i o n : -

D = ^
f

w h e r e  K  i s  B o l t z m a n n ’ s c o n s t a n t

T i s  a b s o l u t e  t e m p e r a t u r e

F o r  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  D a n d  f, t h e  v a l u e  o f  v  u s e d  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  

m o l e c u l a r  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  c o m p l e x  a n d  th e  v a l u e  o f  p w a s  t a k e n  a s  th e  

d e n s i t y  o f  t h e  s o l v e n t ,  w h i c h  w a s  o b t a i n e d  f r o m  I n t e r n a t i o n a l  C r i t i c a l  

T a b l e s .  T h e  v a l u e s  o f  D a n d  f  c a l c u l a t e d  f o r  G A R  h i  s to n e  c o m p l e x e s  

w i t h  b o t h  f o r m s  o f  SV40 DNA i n  0. 0 7 5 M  N a C l / p H  5. 0 a n d  0. 1 5 M  N a C l ,  

p H  5. 0 a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  18. T h e  v a l u e s  o f  D a n d  f f o r  t h e  SV40 D N A -  

G A R  c o m p l e x e s  a r e  o f  t h e  s a m e  o r d e r  o f  m a g n i t u d e  a s ' t h o s e  r e p o r t e d  b y  

M o l l e r  (1964)  f o r  s p h e r i c a l  r i b o n u c l e o p r o t e i n  p a r t i c l e s .  A s  p o i n t e d  o u t  

b y  T a n f o r d  ( 1 9 61 ), t h e  f r i c t i o n a l  c o e f f i c i e n t  o b t a i n e d  f r o m  s e d i m e n t a t i o n  

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

s e d i m e n t i n g  s p e c i e s .  U s e  o f  S t o k e s '  l aw ,  f = 6 n r |  R ^ ,  w h e r e  Tj i s  t h e  

s o l v e n t  v i s c o s i t y ,  p e r m i t s  t h e  e v a l u a t i o n  o f  R ^ ,  t h e  r a d i u s  o f  t h e  

e q u i v a l e n t  h y d r o d y n a m i c  s p h e r e .  V a l u e s  o f  R ^ ,  c a l c u l a t e d  f r o m  f, a r e  

s h o w n  i n  T a b l e  18, F o r  t h i s  c a l c u l a t i o n ,  x] w a s  o b t a i n e d  f r o m



I n t e r n a t i o n a l  C r i t i c a l  T a b l e s .  T h e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  b o t h  f o r m s  

of  SV40 DN A a r e  a l s o  s h o w n  in  T a b l e  18. T h e s e  w e r e  c a l c u l a t e d  b y  

t h e  S v e d b e r g  e q u a t i o n  u s i n g  v a l u e s  of  3. 0 X 10 f o r  m o l e c u l a r  w e i g h t ,

0. 556 f o r  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e ,  293*^K f o r  t e m p e r a t u r e  a n d  v a l u e s  o f  

16 s a n d  21 s f o r  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  r e l a x e d  c i r c u l a r  a n d  

s u p e r c o i l e d  SV40 DNA, r e s p e c t i v e l y .  F o r  m o l e c u l e s  o f  t h e  s a m e  

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

e f f e c t  o f  c o n f o r m a t i o n  a n d  c o n f i r m i n g  t h a t  s u p e r c o i l e d  SV40 DNA i s  m u c h  

m o r e  c o m p a c t  t h a n  t h e  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DNA.

A l s o  s h o w n  i n  T a b l e  18 a r e  h y d r o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  f o r  a  

n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x  in v o lv i n g  SV40 DNA, n a m e l y  SV40 v i r u s  i t s e l f .

T h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  i n t a c t  v i r u s  w a s  t a k e n  f r o m  t h e  

s t u d i e s  o f  B l a c k ,  C r a w f o r d  a n d  C r a w f o r d  ( 1964) a n d  C r a w f o r d  a n d  

B l a c k  (1 9 6 4 ) .  T h e  m o l e c u l a r  v /e ig h t  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  th e  m o l e c u l a r  

w e i g h t s  o f  t h e  c o m p o n e n t s  o f  SV40 a s  e s t i m a t e d  b y  E s t e s ,  H u a n g  a n d  

P a g a n o  (1971) .

W i t h  th e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  m o le c u l a x '  c o m p o s i t i o n  a n d  o f  t h e  

e x p e r i m e n t a l  h y d r o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  c h a r a c t e r i z i n g  th e  c o m p l e x e s ,  

i n f o r m a t i o n  c a n  b e  o b t a i n e d  o n  th e  s h a p e  of  t h e  c o m p l e x e s  f o r m e d  b y  t h e  

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

s t r u c t u r e s  o f  t h e  c o m p l e x e s  o f  v a r y i n g  g e o m e t r i c a l  s h a p e s .  C o m p a r i s o n  

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

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

11. M o d e l  s t r u c t u r e s  o f  SV4Q D N A -G A R  h i  s t o n e  c o m p l e x e s

F o r  c o n s t r u c t i o n  o f  m o d e l  c o m p l e x e s ,  i t  i s  d e s i r a b l e  to  k n o w  

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

DNA. S i n c e  t h e  m o l e c u l a r  d i m e n s i o n s  o f  SV40 DN A  a r e  k n o w n  a c c u r a t e l y ,  

a n d  t h e  n u m b e r  of  h i  s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  i s  a l s o  k n o w n ,  s u c h  a  

p r o c e d u r e  s e e m s  p o s s i b l e  i n  t h e  c a s e  o f  SV40 D N A - G A R  c o m p l e x e s .



T h e  c o n t o u r  l e n g t h  o f  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV 40 DNA i s  1 . 7  m i c r o n

( R u s h ,  E a s o n  a n d  V i n o g r a d ,  1971). A s s u m i n g  t h e  d i a m e t e r  o f  th e  d o u b le

h e l i x  s t r u c t u r e  to  b e  27A , i t  c a n  be  s h o w n  b y  g e o m e t r i c a l  c o n s i d e r a t i o n s ,

t h a t  t h e  m a x i m u m  n u m b e r  o f  h i  s t o n e  m o l e c u l e s ,  t a k e n  a s  s p h e r e s  o f

r a d i u s  20, 53J?  ̂ ( f r o m  th e  S e p h a d e x  s t u d i e s  i n  S e c t i o n  2) w h i c h  c a n  b e

l o c a t e d  a r o u n d  th e  d o u b le  h e l i x  i n  a n y  c r o s s  s e c t i o n a l  a r e a  a t  a n y  o n e

p o i n t  i s  5. A g a i n  t a k i n g  a  h i  s t o n e  m o l e c u l e  a s  a  s p h e r e  o f  r a d i u s  20. 5 3 /? ,

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

r o w  a lo n g  a 1700|A. s t r e t c h  o f  DNA i s  415,  T h e  t o t a l  p o s s i b l e  n u m b e r  of

h i  s t o n e  m o l e c u l e s ,  a s s u m i n g  a  h i  s t o n e  to  b e  a  s p h e r e  o f  20. 5 3 /?  r a d i u s ,

w h i c h  c a n  b e  b o u n d  a lo n g  a n d  a r o u n d  a  r e l a x e d  c i r c u l a r  m o l e c u l e  o f

SV40 DNA i n  t h e  f o r m  o f  a  h o l lo w  c y l i n d e r  o f  h i  s t o n e  m o l e c u l e s  i s

t h e r e f o r e  5 X 415 = 2075.  T h e  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  r e p o r t e d  i n  t h i s

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

c i r c u l a r  m o d e l  o f  SV40 DN.A. w a s  a b o u t  400.  A  l i k e l y  m o d e l  o f  r e l a x e d

c i r c u l a r  SV40 D N A -G A R  h i  s t o n e  c o m p l e x e s  i s  t h e r e f o r e  a s  a  l e n g t h  of

DNA w i t h  s p h e r i c a l  h i  s t o n e  m o l e c u l e s  a t t a c h e d  l i n e a r l y  a lo n g  t h e  DNA.

F r o m  t h e  e x p e r i m e n t a l  n u m b e r  o f  h i  s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d ,  i t  s e e m s

u n l i k e l y  t h a t  t h e  DNA i s  a t  t h e  c e n t r e  o f  a  ' c y l in d e r * ’ o f  h i  s t o n e  m o l e c u l e s .

O l i n s  (1969)  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  h i s t o n e s  b i n d  to  t h e  l a r g e  g r o o v e  o f  DNA.

A c c o r d i n g l y ,  th e  t o t a l  l e n g t h  o f  t h e  l a r g e  g r o o v e  i n  a  m o l e c u l e  o f  r e l a x e d

c i r c u l a r  DNA w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  g e o m e t r i c a l  c o n s i d e r a t i o n s  a n d  fo u n d

to  b e  a p p r o x i m a t e l y  30000./?.  A s s u m i n g  h i s t o n e  m o l e c u l e s  t o  b e
o

s p h e r e s  o f  r a d i u s  20. 53A , a  m a x i m u m  n u m b e r  o f  730 h i s t o n e  m o l e c u l e s  

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

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

b o u n d  to  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DNA, c o u ld  b e  r e s o l v e d  b y  a s s u m i n g  t h a t  

o n  a s s o c i a t i o n  w i t h  th e  DNA, t h e  h i s t o n e  m o l e c u l e  l o s t  i t s  s p h e r i c a l  

s h a p e  a n d  a d o p t e d  a  m o r e  a s y m m e t r i c  s h a p e .  N e v e r t h e l e s s ,  f o r  

s i m p l i c i t y ,  i t  w a s  a s s u m e d  t h a t  a  l i k e l y  m o d e l  f o r  t h e  r e l a x e d  c i r c u l a r  

SV40 D N A - G A R  h i s t o n e  c o m p l e x  w a s  a  s t r e t c h  o f  DN A  w i t h  a  l i n e a r  a r r a y  

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



/G - ,

T h e  t o t a l  l e n g t h  o f  a  m o l e c u l e  o f  s u p e r  c o i l e d  SV 40  DNA m a y  b e  

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

0, 81 m i c r o n s  ( R u s h ,  E a s o n  a n d  V i n o g r a d ,  1971) .  T h e  t h i c k n e s s  o f  t h e  

m o l e c u l e  m a y  b e  a s s u m e d  to  b e  t w i c e  t h a t  o f  t h e  d o u b le  h e l i x ,  n a m e l y  

a p p r o x i m a t e l y  547?, On g e o m e t r i c a l  c o n s i d e r a t i o n s ,  a  m a x i m u m  

n u m b e r  o f  7 GA R  m o l e c u l e s ,  e a c h  a s s u m e d  to  b e  a  s p h e r e  o f  r a d i u s  

20. 53A  , c o u ld  b e  b o u n d  r o u n d  th e  DNA a t  a n y  o n e  p o i n t .  A lo n g  a  t o t a l  

l e n g t h  o f  DNA o f  a p p r o x i m a t e l y  8000./?, t h e  m a x i m u m  p o s s i b l e  n u m b e r  

o f  h i s t o n e s  b o u n d  i s  a p p r o x i m a t e l y  1400 w h i c h  i s  m u c h  h i g h e r  t h a n  th e  

n u m b e r  fo u n d  e x p e r i m e n t a l l y  to  b e  b o u n d .  A g a i n ,  t h i s  d i s c r e p a n c y  c o u ld  

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

s h a p e  o n  a s s o c i a t i o n  w i t h  DNA a n d  b e c o m e  m o r e  a s y m m e t r i c .  F o r  

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

o n ly  o n e  h i s t o n e  m o l e c u l e  w a s  a t t a c h e d .  I n  t h i s  m o d e l ,  t h e  n u m b e r  o f  

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

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

On t h i s  b a s i s ,  the  number* of  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  i s  a p p r o x i m a t e l y  

200,  w h i c h  i s  i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  n u m b e r  b o u n d  fo u n d  

e x p e r i m e n t a l l y .  T h i s  a g r e e m e n t  i s  s u b j e c t  to  t h e  s a m e  r e s e r v a t i o n s  a s  

t h o s e  p u t  f o r w a r d  i n  t h e  c a s e  o f  m o d e l s  o f  G A R  h i s t o n e  c o m p l e x e s  w i t h  

r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DNA. N e v e r t h e l e s s ,  d e s p i t e  t h e s e  r e s e r v a t i o n s ,  

t h e  p r o p o s e d  m o d e l s  o f  c o m p l e x e s ,  p r o v i d e  a  r e a s o n a b l e  b a s i s  f o r  

c o m p a r i s o n  o f  l:he h y d r o d y n a m i c  p r o p e r t i e s  o f  v a r i o u s  c o n f o r m a t i o n s  of  

t h e  m o d e l  c o m p l e x e s  w i t h  the  e x p e r i m e n t a l l y  o b s e r v e d  p r o p e r t i e s .

O n e  a p p r o a c h  to  th e  p r o b l e m  o f  i d e n t i f y i n g  t e n t a t i v e l y  t h e  

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

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

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

o b s e r v e d  r a d i u s  o f  e q u i v a l e n t  h y d r o d y n a m i c  s p h e r e .  O ne  e x t r e m e  m o d e l  

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

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



c o m p l e x e s  w i t h  t h o s e  o f  t h e  m o d e l  s t r u c t u r e s ,  t h e  d i m e n s i o n  of  t h e  m o d e l  

s t r u c t u r e s  m u s t  b e  e x p r e s s e d  i n  t e r m s  o f  t h e  r a d i u s  o f  t h e  e q u i v a l e n t  

h y d r o d y n a m i c  s p h e r e .  A  r o d - s h a p e d  m o d e l  i s ,  h o w e v e r ,  b e s t  

a p p r o x i m a t e d  by  a n  o b l a t e  e l l i p s o i d .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  r a d i u s  o f  g y r a t i o n  

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

e x p e r i m e n t a l l y  i s  l i k e l y  to  b e  m o r e  u s e f u l .  T h e  r a d i u s  o f  g y r a t i o n  o f  a
2 2

r o d  i s  g i v e n  b y  t h e  e q u a t i o n  R _ E  w h e r e  L i s  t h e  l e n g t h  o f  t h e
®  "  “ 12 ’

r o d  ( T a n f o r d ,  1961). A s s u m i n g  th e  c o m p l e x e s  o f  G A R - h i s t o n e  w i t h  

b o t h  f o r m s  of  SV40 DN A to  b e  r o d - s h a p e d ,  t h e  r a d i i  o f  g y r a t i o n  w e r e  

c a l c u l a t e d  to  b e  a p p r o x i m a t e l y  23007? f o r  c o m p l e x e s  w i t h

r e l a x e d  c i r c u l a r  DNA a n d  s u p e r c o i l e d  DNA ' A l l o w i n g  f o r

t h e  f a c t  t h a t  t h e  r a d i u s  o f  g y r a t i o n  o f  a  r o d  i s  l i k e l y  to  b e  l a r g e r  t h a n  t h e  

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

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

o b t a i n e d  e x p e r i m e n t a l l y  ( T a b l e  18), s h o w s  l i t t l e  a g r e e m e n t  b e t w e e n  

o b s e r v e d  a n d  p r e d i c t e d  v a l u e s .  I t  t h e r e f o r e  a p p e a r s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  

G A R - h i s t o n e  SV40 DNA c o m p l e x e s  e x i s t  i n  r o d - s h a p e d  s t r u c t u r e s .  

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

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

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

o f  t h e  DNA m o l e c u l e  a n d  t h e  c o m b i n e d  w i d t h  o f  t h e  DNA d o u b le  h e l i x  a n d  

th e  h i s t o n e  m o l e c u l e .  A s s u m i n g  th e  c o m p l e x  t o  h a v e  a  s p h e r i c a l  f o r m ,  

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

c o m p l e x  m a y  t h e n  b e  c a l c u l a t e d .  Fox* c o m p l e x e s  o f  GA R  h i s t o n e  w i t h  

b o t h  f o r m s  of  SV40 DNA, r a d i u s  o f  s u c h  a  s p h e r e  w a s  c a l c u l a t e d  to  b e  

a p p r o x i m a t e l y  1 3 0 /? .  I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  T a b l e  18, t h a t  t h i s  v a l u e  i s  

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

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

p r o t e i n  c o m p l e x e s  a r e  o f  a  s p h e i ' i c a l ,  c o m p a c t  s h a p e .  S u c h  a

c o n c l u s i o n  i s  s u p p o r t e d  b y  th e  f a c t  t h a t  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  o b se i* v ed  

d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  t h e  c o m p l e x e s  ( T a b l e  18) a r e  v e r y  s m a l l ,



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

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

t h e  r e l a t i v e  c o n t r i b u t i o n s  o f  a s y m m e t r y  a n d  m o l e c u l a r  s i z e  to  t h e

s m a l l n e s s  o f  th e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  c a n n o t  a d e q u a t e l y  be  d i s t i n g u i s h e d .

T h e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DN A  a t  2 0 ^ C  i s  
-8  2

2. 92 X 10 c m  / 'gee. a n d  t h a t  o f  c l o s e d  c i r c u l a r  SV 40 DNA i s  5. 35 
-8  2

X 10 c m  / s e c ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e s e  m o l e c u l e s  a l t h o u g h  of  th e  s a m e  

m o l e c u l a r  w e i g h t  h a v e  d i f f e r e n t  c o n f o r m a t i o n s ,  w i t h  t h e  s u p e r c o i l e d  SV40 

DNA h a v i n g  t h e  m o r e  c o m p a c t  s h a p e .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  on  c o m p l e x i n g  

of  GA R h i s t o n e  to  s u p e r  c o i l e d  SV40 DNA t h e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  b e c o m e s  

s l i g h t l y  s m a l l e r  w h i l e  o n  th e  f o r m a t i o n  o f  c o m p l e x e s  o f  G A R  h i s t o n e s  to  

r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DNA, th e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  i n c r e a s e s  s l i g h t l y .

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

w e i g h t  t e n d s  to  c a u s e  a  c o n c o m i t a n t  d e c r e a s e  i n  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t .  

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

h i s t o n e s  to  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DNA, th e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  th e  

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

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

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

SV40 DNA, th e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  d e c r e a s e s  on  t h e  b i n d in g  o f  GAR 

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

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

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

a s y m m e t r y ,  s i n c e ,  b y  d e f i n i t i o n ,  t h e y  e x p r e s s  th e  r a t i o  o f  s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t  to  m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h u s ,  t h e  l a r g e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  of  

i n t a c t  SV40 w l r u s  d o e s  n o t  i m p l y  t h a t  t h e  v i r u s  i s  s m a l l e r  t h a n  SV40 DNA 

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

w e i g h t  i s  l a r g e r  t h a n  t h a t  f o r  SV40 DNA. T h i s  i s  s u p p o r t e d  b y  th e  f a c t  

t h a t  t h e  i n t a c t  v i r u s  i s  r e l a t i v e l y  c o m p a c t  s t r u c t u r e ,  n a m e l y  a  s p h e r e  of  

d i a m e t e r  a p p r o x i m a t e l y  5 0 0 /? .
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DISCUSSION

T h e  a i m  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  h a s  b e e n  to  s t u d y  s e p a r a t e l y  

t h e  p h y s i c a l  p i ' o p e r t i e s  o f  tw o  of  t h e  c o m p o n e n t s  o f  c h r o m a t i n ,  n a m e l y  

GA R  h i  s to n e  a n d  DNA, a n d  to  u t i l i z e  t h i s  i n f o r m a t i o n  to  i n v e s t i g a t e  t h e  

n a t u r e  o f  G A R - D N A  c o m p l e x e s .  S u c h  c o m p l e x e s  o f  GAR h i  s t o n e  a n d  

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

e x t r e m e l y  c o m p l e x  a g g r e g a t e  o f  DNA, s e v e r a l  h i  s t o n e  a n d  n o n - h i  s to n e  

p r o t e i n  s p e c i e s  a n d  c h r o m o s o m a l  RNA .

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

i s  i l l u s t r a t e d  b y  t h e i r  a b i l i t y  to  r e p r e s s  t h e  DNA to  w h i c h  t h e y  a r e  b o u n d  

i n  v iv o  ( B a r r  a n d  B u t l e r ,  1963;  H u a n g  a n d  B o n n e r ,  1962) .  C o n s e q u e n t l y  

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

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

o f  p r o t e i n s .  U n f o r t u n a t e l y  t h e  v a l u e  of  m u c h  o f  t h e  e a r l y  w o r k  w a s  

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

R e c e n t l y ,  h o w e v e r ,  p r e p a r a t i v e  m e t h o d s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  w h i c h  a l l o w  

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

h i  s t o n e  s p e c i e s  (D e  L a n g e  e t  a l . ,  1968;  S t a r  b u c k  e t  a l .  , 1968;  M a u r i t z e n  

e t  a l .  , 1968).  T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  o f  s e v e r a l  o f  t h e  h i  s t o n e  s p e c i e  

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

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

t e c h n i q u e s  s u c h  a s  ORD , CD, a n d  p r o t o n  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  ( W a g n e r ,  

1970;  W a g n e r  a n d  S p e l s b e r g ,  1971;  L i ,  I s e n b e r g  a n d  J o h n s o n ,  1971;  

B o u b l ik ,  B r a d b u r y  a n d  C r a n e - R o b i n s o n ,  1970;  B o u b l ik ,  B r a d b u r y ,

C r a n e  " R o b i n s o n  a n d  J o h n s ,  1970), O ne  a s p e c t  o f  t h e  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  

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

q u a n t i t a t i v e  b a s i s ,  h o w e v e r ,  i s  t h e  a b i l i t y  o f  c e r t a i n  h i  s to n e  s p e c i e s ,  

p a r t i c u l a r l y  t h e  a r g i n i n e - r i c h  h i s t o n e s ,  t o  a g g r e g a t e  n o n - c o v a l e n t l y .

1. A s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i  s t o n e

T h e  r e c e n t  d e v e l o p m e n t  o f  e x t e n s i v e  m a t h e m a t i c a l  t h e o r i e s  

f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  a s s o c i a t i n g  s y s t e m s  ( e . g .  A d a m s ,  1965 a, b ) .



1967; E l i a s  a n d  B a r e i s ,  1967;  R o a r k  a n d  Y p h a n t i s ,  1970;  H a s c h e m e y e r

a n d  B o w e r s ,  1970) e n a b l e s  t h e  d e t a i l e d  i n v e s t i g a t i o n  of  t h e  s t o i c h i o m e t r y

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

t e c h n i q u e s .  Of t h e  c u r r e n t l y  a v a i l a b l e  m a t h e m a t i c a l  t e c h n i q u e s  f o r  t h e

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

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

M  v s .  c d a t a .  A d a m s '  t h e o r y  ( A p p e n d i x  1), w h i c h  w a s  u s e d  i n  t h ew a p p  ^
p r e s e n t  s t u d i e s  o n  G A R  h i  s t o n e  i s  o n e  s u c h  m o l e c u l a r  w e i g h t  m o m e n t s  

m e t h o d .  T h e  p r e c i s i o n  of  t h i s  m e t h o d  d e p e n d s  o n  t h e  r e l i a b i l i t y  o f  th e  

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

r e q u i r e d  to  g e n e r a t e  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m o m e n t s .  T h e  u s e  o f  t h e  

p h o t o e l e c t r i c  s c a n n i n g  s y s t e m ,  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  a b s o r p t i o n  o p t i c a l  

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

o f  o v e r  a  l a r g e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e .  U n f o r t u n a t e l y ,  i n  t h e

p a r t i c u l a r  c a s e  o f  G A R  h i  s t o n e ,  th e  l o w  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  p r o t e i n  

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

( F i g a  3 a n d  4 R e s u l t s  S e c t io n ) ,  t h u s  r e d u c i n g  t h e  a c c u r a c y  o f  t h e  v a l u e  o f  

o b t a i n e d  b y  e x t r a p o l a t i o n  to  z e r o  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  m i n i m u m  

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

e s t i m a t e d  b y  s e v e r a l  g r o u p s  of  w o r k e r s .  H n i l i c a  (1967)  o b t a i n e d  a  v a l u e  

o f  13, 000 f o r  t h e  m i n i m u m  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  F ^ A  g r o u p  o f  h i s t o n e s  

u s i n g  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  i n  5. 2M  g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e ,  w h i l e  

E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  (19 6 9 b ) ,  a l s o  u s i n g  5. 2 M  g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  

fo u n d  t h a t  o f  t h e  s a m e  g r o u p  o f  h i s t o n e s  w a s  8, 300.  T h e s e  

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

o f  t h e  v a l u e s  o f  r e p o r t e d  b y  H n i l i c a  (1967)  a n d  E d w a r d s  a n d  S h o o t e r

( 1969 ) m a y  b e  a f f e c t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  i n  t h e i r  s t u d i e s  no  c o r r e c t i o n  w a s  

m a d e  f o r  t h e  b i n d in g  of  g u a n i d i n e  to  t h e  p r o t e i n .  H i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

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

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



w e i g h t s  o b t a i n e d  b y  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m .  In  a d d i t i o n ,  s i n c e  

h e t e r o g e n e o u s  p r e p a r a t i o n s  of  h i s t o n e s  w e r e  u s e d  i n  b o t h  th e  s t u d i e s  o f  

H n i l i c a  (1967)  a n d  E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  (1 9 6 9 b ) ,  d i f f e r e n c e s  i n  p r e p a r a t i v e  

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

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

U s in g  N - t e r m i n a l  a n a l y s i s ,  P h i l l i p s  (1963)  e s t i m a t e d  t h e  

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  h i  s t o n e  f r a c t i o n  ^ 2( 3-) to  b e  i n  t h e  r a n g e  9, 000 - 12, 500.  

I t  i s  i n t e r e s t i n g  to  n o t e  t h a t  t h i s  r a n g e  e n c o m p a s s e s  t h e  m o n o m e r  m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  GAR h i  s t o n e  d e t e r m i n e d  b y  a m i n o  a c i d  a n a l y s i s  ( S t a r b u c k  e t  a l .  

1 9 6 8 ). L a r g e  v a r i a t i o n s  i n  th e  e s t i m a t i o n  o f  t h e  m i n i m u m  m o l e c u l a r  

w e i g h t s  o f  o t h e r  h i  s t o n e  f r a c t i o n s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .  ■ U s in g  

s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  i n  5. 2 M  g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e ,  H n i l i c a  (1967)  

e s t i m a t e d  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  F ^ b  h i  s t o n e  f r a c t i o n  t o  b e  1 2 , 000 

w h i l e  P h i l l i p s  (1963)  o b t a i n e d  a  v a l u e  i n  th e  r a n g e  10, 000 - 11, 000 a n d  

E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  ( 1 969b)  r e p o r t e d  a  r a n g e  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  i n  

g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  f r o m  8 , 000 to  1 2 , 600 f o r  t h e  s a m e  h i  s t o n e  f r a c t i o n .  

P u b l i s h e d  v a l u e s  o f  h i s t o n e  r a n g e  f r o m  8 , 400  t o  21, 000 (Ui ,  1957;

T r a u t m a n a n d  C r a m p t o n ,  1959;  S a t a k e ,  R a s m u s s e n  a n d  L u c k ,  1966;  T e l l e r ,  

K i n k a d e  a n d  C o le ,  1965) .  S e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  s t u d i e s  o n  F ^  h i s t o n e  

b y  H a y  d o n  a n d  P e a c o c k e  (1968)  i n d i c a t e d  s i g n i f i c a n t  n o n - i d e a l i t y  w h i c h  w a s  

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

e s t i m a t i o n s  o f  t h i s  c l a s s  o f  h i s t o n e .  T h e  s i g n i f i c a n c e  of  t h e  f i n d i n g s  of  

H a y  d on  a n d  P e a c o c k e  (1968)  m u s t ,  h o w e v e r ,  b e  c o n s i d e r e d  i n  t h e  l i g h t  o f  

t h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  F ^  h i s t o n e s  ( K i n k a d e  a n d  C o le ,  1966).  T h e  l a c k  o f  a n y  

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

h i s t o n e  s p e c i e s  j u s t i f i e s  to  s o m e  e x t e n t  t h e  u s e  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  

b a s e d  on  t h e  a m i n o  a c i d  a n a l y s i s  a s  i n  s t u d i e s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  th e  

h i s t o n e s .  M i n i m u m  m o l e c u l a r  w e i g h t s  (M.^) c a l c u l a t e d  f r o m  a m i n o  a c i d  

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

( D e o n i e r  a n d  W i l l i a m s ,  1971;  A l b r i g h t  a n d  W i l l i a m s ,  1968;  K e l l y  a n d  

R e i t h e l ,  1971) .



A, \  '

O n e  b a s i c  r e q u i r e m e n t  o f  m e t h o d s  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  

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

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

a s s o c i a t i o n .  In  t h i s  r e s p e c t ,  t h e  m e t h o d  u s i n g  m o l e c u l a r  w e i g h t  m o m e n t s  

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

t h e  p r e d i c t e d  c u r v e s  f o r  d i f f e r e n t  m o d e s  o f  a s s o c i a t i o n  i n t e r s e c t  ( A d a m s  

a n d  F i l m e r ,  1966) ,  T h e  a g r e e m e n t  a t  s e v e r a l  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s ,  

b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n d  t h e  p r e d i c t e d  d a t a  f o r  m o n o m e r - d i m e r  

a s s o c i a t i o n  i n  0. 0 7 5 M  N a C l  a n d  f o r  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  i n  0. IB M  

N a C l  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  o n  G A R  h i s t o n e  r u l e s  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  

th e  m o d e  o f  a s s o c i a t i o n  h a s  b e e n  f a l s e l y  a s s i g n e d .  ' I n  a d d i t i o n ,  t h e  

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

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

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

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

d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  i n  t e r m s  of  t h e  b i o l o g i c a l  

s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  a s s o c i a t i o n s .

O n e  f e a t u r e  o f  t h e  a s s o c i a t i o n s  o f  G A R  h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l /  

0. O IM  H C l  a n d  0. 1 5 M  N a C l / 0. O ÎM  H C l  i s  t h e  r e l a t i v e l y  l o w  v a l u e  o f  t h e  

s e c o n d  v i r i a l  c o e f f i c i e n t ,  B M ^ (0. 0 0 6 m l / m g  a n d  0, 0 0 4 m l / m g  r e s p e c t i v e l y ) .  

N o n - i d e a l  e f f e c t s  i n  s o l u t i o n s ,  w h i c h  a r e  q u a n t i t a t e d  b y  B M ^ ,  g e n e r a l l y  

a r i s e  f r o m  o n e  o r  b o t h  o f  tw o  e f f e c t s .  T h e  f i r s t  e f f e c t  a n d  p r o b a b l y  t h e  

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

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

m o l e c u l e s .  T h e  i d e a l  p h y s i c a l  b e h a v i o u r ,  m o r e  p a r t i c u l a r l y  t h e  m o b i l i t y  

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

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

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

i s  t h a t  due  to' t h e  D o n n a n  e f f e c t  i n  w h i c h  s m a l l  b u f f e r  i o n s  a r e  n o t  

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

m o l e c u l e s .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  b y  T a n f o r d  (1 96 1 )  t h a t  t h e  v a l u e  o f



c a l c u l a t e d  f o r  s p h e r i c a l l y  s h a p e d  m o l e c u l e s  on  t h e  b a s i s  o f  e x c l u d e d

v o l u m e  c o n t r i b u t i o n s  to  n o n - i d e a l i t y  a lo n e ,  m a y  b e  g i v e n  b y  B M ^ = 4 v

w h e r e  v  i s  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e .  F o r  GA R h i s t o n e ,  on  t h e  b a s i s

o f  e x c l u d e d  v o l u m e  e f f e c t s  w o u l d  e q u a l  0. 0 0 2 9 5 6 m l / m g  w h i c h  i s  s l i g h t l y

l o w e r  t h a n  t h e  v a l u e s  o f  BM ^ f o u n d  e x p e r i m e n t a l l y  f o r  t h e  a s s o c i a t i o n s  of

G A R . In  s o l u t i o n s  of  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  D IM  H C l  a n d  0. 15 M  N a C l / 0 .  O IM

H C l ,  h o w e v e r ,  G A R  h i s t o n e  w i l l  u n d o u b t e d l y  b e  p o s i t i v e l y  c h a r g e d .  F r o m

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

n e t  p o s i t i v e  c h a r g e  o f  21 a t  t h e  p H  o f  0. OIM H C l .  T a n f o r d  (1961)  h a s

d e s c r i b e d  a  r e l a t i o n  b e t w e e n  BM ^ a n d  t h e  c o n t r i b u t i o n  to  s o l u t i o n  n o n - i d e s l i t

i m p o s e d  b y  th e  D o n n a n  e f f e c t  w h i c h  p r e d i c t s  a  v a l u e  of  BM ^ a p p r o x i m a t e l y

e q u a l  to  0. 01 m l / m g  f o r  a  p r o t e i n  w i t h  a  n e t  c h a r g e  o f  21:* A n  o v e r a l l

v a l u e  o f  a p p r o x i m a t e l y  0. 0 1 2 m l / m g  m i g h t  t h e r e f o r e  b e  e x p e c t e d  f o r  BM^^

of  G A R  h i s t o n e  o n  t h e  b a s i s  o f  b o t h  e x c l u d e d  v o l u m e  e f f e c t s  a n d  D o n n a n

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

0. 0 0 6 m l / m g  a n d  0. 0 0 4 m l / m g  f o r  t h e  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n  a n d

m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n s  o f  G A R  r e s p e c t i v e l y .  T h e  m o s t

l i k e l y  e x p l a n a t i o n  of  t h e  d i s c r e p a n c y  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  o b t a i n e d

v a l u e  ■ o f  B M j  a n d  t h e  c a l c u l a t e d  v a l u e  due  to  e x c l u d e d  v o l u m e  a n d  D o n n a n

e f f e c t s  i s  t h a t  a t  l o w  v a l u e s  o f  BM^ t h e  p r e c i s i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l

v a lu e  o f  B M .  i s  p o o r .  I n  F i g .  6(b) o f  R e s u l t s  S e c t i o n ,  M - / M  v a l u e s ,
1 1 w a p p

p r e d i c t e d  u s i n g  a  r a n g e  o f  BM^^ v a l u e s  o f  m o n o m e r - d i m e r  a s s o c i a t i o n  

w i t h  = 2. 2 0 3 m l / m g  and ,  f o r  a  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n  

w i t h  = 0. 1 6 9 m l / m g  a n d  = 1. 2 3 7 m l / m g  a r e  c o m p a r e d  w i t h  

e x p e r i m e n t a l l y  o b t a i n e d  v a l u e s  o f  / ^ w a p p '  c a n  b e  s e e n  t h a t  o v e r  

t h e  r a n g e  o f  B M ^ v a l u e s  + 0. O l m l / m g  t o ^ O .  0 1 m l / m g ,  t h e r e  i s  

a p p r o x i m a t e  a g r e e m e n t  b e t w e e n  e x p e r i m e n t a l  a n d  p r e d i c t e d  v a l u e s  o f  BMj^. 

S in c e  e x c l u d e d  v o l u m e  a n d  D o n n a n  e f f e c t s  b o t h  t e n d  t o  m a k e  BM ^ p o s i t i v e ,  

m o d e l s  o f  a s s o c i a t i o n  r e q u i r i n g  n e g a t i v e  v a l u e s  o f  BM ^ m u s t  b e  

c o n s i d e r e d  s u s p e c t .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  a p p r o x i m a t e  a g r e e i n e n t  o f  

e x p e r i m e n t a l  a n d  t h e o r e t i c a l  d a t a  o v e r  t h e  r a n g e  o f  0 <C.BM^<C Q. O l m l / m g .



i l l u s t r a t e s  t h e  r e l a t i v e l y  lo w  p r e c i s i o n  of  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  o b t a i n e d  . 

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  lo w  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  BM ^ f o r  t h e  s e l f -  

a s s o c i a t i o n  o f  G A R  c o m p a r e d  to  t h e  c a l c u l a t e d  v a l u e  m a y  b e  du e  t o  t h e  f a c t  

t h a t  t h e  t h e o r e t i c a l  e q u a t i o n s  r e l a t i n g  BM^ to  t h e  D o n n a n  e f f e c t s  a r e  v i r t u a l ]  

i d e a l  e x p r e s s i o n s  i g n o r i n g  a l l  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  o t h e r  t h a n  t h e  

D o n n a n  e f f e c t .  I n  G A R  h i s t o n e ,  t h e  c o n t r i b u t i o n  to  s o l u t i o n  n o n - i d e a l i t y  

due  to  t h e  D o n n a n  e f f e c t  m a y  b e  s m a l l  c o m p a r e d  to  t h a t  due  to  o t h e r  t y p e s  

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

D e o n i e r  a n d  W i l l i a m s  (1971)  h a v e  r e p o r t e d  a  s i m i l a r  d i s c r e p a n c y  b e t w e e n  

c a l c u l a t e d  a n d  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  BM^ f o r  t h e  d i m e r i z a t i o n  o f  

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

B M j i n  a s s o c i a t i n g  s y s t e m s ,  d e t a i l e d  i n t e r p r e t a t i o n  of  t h e  d i s c r e p a n c i e s  

m u s t  b e  a c c e p t e d  w i t h  r e s e r v a t i o n .

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

(1970)  i n  c o r r e c t l y  i d e n t i f y i n g  t h e  m o d e s  o f  a s s o c i a t i o n  of  G A R  h i s t o n e  i n  

0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  a n d  0. 15M  N a C l / 0 .  OIM  H C l  c a n  b e  a t t r i b u t e d  

to  t h e  l o w  s o l u t i o n  n o n - i d e a l i t y ;  t h e  m i n o r  d i s c r e p a n c i e s  b e t w e e n  t h e  

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

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

( 1970) h a v e  a p p l i e d  t h e i r  i d e a l  g r a p h i c a l  p r o c e d u r e  to  t h e  r e - a n a l y s i s  o f  

p u b l i s h e d  d a t a  o n  th e  a s s o c i a t i o n  o f  g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e  

( E i s e n b e r g  a n d  T o m k i n s ,  1968) ,  l y s o z y m e  ( A d a m s  a n d  F i l m e r ,  1966), 

c h y  m o  t r y p s i n  ( R a o  a n d  K e g e l e s ,  1958) a n d  c o n f i r m e d  t h e  m o d e s  of  

a s s o c i a t i o n  p r e v i o u s l y  a s s i g n e d  to  t h e s e  a s s o c i a t i n g  s y s t e m s ,  d e s p i t e  t h e  

f a c t  t h a t  t h e  e a r l y  s t u d i e s  h a d  i n d i c a t e d  s o m e  n o n - i d e a l i t y .  T h i s  r a i s e s *  

t h e  g e n e r a l  q u e s t i o n  of  t h e  n e c e s s i t y  o f  e v a l u a t i n g  B M ^  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  

a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s ,  w h i c h  i s  o f  s i g n i f i c a n c e  s i n c e  s e v e r a l  

r i g o r o u s  i d e a l  a n a l y s e s  ( f o r  e x a m p l e ,  t h e  t h e r m o d y n a m i c a l l y  i d e a l  m e t h o d  

o f  H a s c h e m q y e r  a n d  B o w e r s  ( 1970) de s c r i b i n g  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  

d i s t r i b u t i o n  o f  a n  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m  i n  t e r m s  o f  a n  e x p o n e n t i a l  

e q u a t io n )  h a v e  b e e n  n e g l e c t e d  i n  f a v o u r  o f  t r e a t m e n t s  w h i c h  i n c o r p o r a t e



q u a n t i t a t i o n  o f  n o n - i d e a l  e f f e c t s .  S o lu t io n  n o n - i d e a l i t y  d ue  to  e l e c t r o 

s t a t i c  i n t e r a c t i o n  c a n  b e  m i n i m i z e d  b y  c a r r y i n g  o u t  t h e  a n a l y s i s  a t  th e  

i s o e l e c t r i c  p H  o f  t h e  p r o t e i n  a n d  a t  h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s ,  t h u s  a l low in g  

i n  s o m e  c a s e s ,  a c c u r a t e  a p p l i c a t i o n  o f  i d e a l  t r e a t m e n t s .  H o w e v e r ,  i t  

i s  f r e q u e n t l y  o f  b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  to  i n v e s t i g a t e  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  

p r o t e i n s  i n  o t h e r  c o n d i t i o n s .  In  a d d i t i o n ,  l a r g e  a s y m m e t r i c  m o l e c u l e s  

e x h i b i t  v e r y  l a r g e  n o n - i d e a l  e f f e c t s  b e c a u s e  o f  e x c l u d e d  v o l u m e  e f f e c t s .

In  t h e  c a s e s  o f  t h e  d i m e r i z a t i o n  o f  m y o s i n  a t  h i g h  i o n i c  s t r e n g t h  t h e s e  

e f f e c t s  a r e  so  l a r g e  a s  to  m a k e  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  d i f f i c u l t  

( G o d f r e y  a n d  H a r r i n g t o n ,  1970 a ,  b) . S u c h  c a s e s  n e c e s s i t a t e  t h e  

a p p l i c a t i o n  of  n o n - i d e a l  t r e a t m e n t s  t h u s  i l l u s t r a t i n g  t h e  l i m i t a t i o n s  o f  i d e a l  

a n a l y s e s .  A  p a r t i c u l a r l y  e f f e c t i v e  a p p l i c a t i o n  o f  i d e a l  a n a l y s e s  i s  t h e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  m o d e  o f  a s s o c i a t i o n ,  p r i o r  t o  t h e  u s e  o f  m o r e  d e t a i l e d  

n o n - i d e a l  a n a l y s e s  ( C h u n  a n d  K i m ,  1970) .

T h e  v a l u e s  o f  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  -for th e  m o n o m e r - 

d i m e r  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0 .  O IM  H C l  ( K ^  = 2.203 

m l / m g )  a n d  f o r  t h e  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  a s s o c i a t i o n  of  G A R  i n  0. 15M  

N a C l / 0. O IM  H C l  (K ^  = 0. 1 6 9 m l / m g ,  K ^  = 1. 2 3 7 m l / m g )  i n d i c a t e  t h a t  t h e  

e q u i l i b r i u m  p o s i t i o n s  o f  t h e  r e v e r s i b l y  a s s o c i a t i n g  s y s t e m s  f a v o u r  t h e  

f o r m a t i o n  o f  h i g h e r  a g g r e g a t e s .  U l t r a c e n t r i f u g e  s t u d i e s  o f  F ^ A ^  c l a s s  

o f  h i s t o n e s  ( E d w a r d s  a n d  S h o o t e r ,  1969 a) h a v e  a l s o  i n d i c a t e d  p r o g r e s s i v e  

a g g r e g a t i o n  a s  t h e  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  i s  r a i s e d  a b o v e  0. 05M .

Q u a l i t a t i v e  a s s e s s m e n t  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  h i s t o n e s  i n  s a l t  c o n d i t i o n s  

w a s  o b t a i n e d  b y  E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  (1 9 69  a) b y  m e a s u r e m e n t s  o f  t h e  

i n c r e a s e  i n  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  w i t h  i n c r e a s i n g  s a l t  c o n c e n t r a t i o n .*  

T h i s  a p p r o a c h  i s  s a t i s f a c t o r y  f o r  o b t a i n i n g  q u a l i t a t i v e  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  

e f f e c t  o f  s a l t  i n  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  t h i s  c l a s s  o f  h i s t o n e s  b u t  s u f f e r s  f r o m  

t h e  d r a w b a c k  t h a t  i n  c e r t a i n  c a s e s  t h e  n u m b e r  o f  d i s c r e t e  s e d i m e n t i n g  

p e a k s  d o e s  n o t  c o r r e s p o n d  to  t h e  n u m b e r  o f  a g g r e g a t e s  f o r m e d  ( G i l b e r t  

1959;  G i l b e r t  a n d  J e n k i n s ,  1959) .  E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  (1 9 6 9  a)



e v a l u a t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t s  f r o m  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  th e  

g r o u p  o f  h i s t o n e s  in  i n c r e a s i n g  s a l t  c o n d i t i o n s  u s i n g  t h e  d i f f u s i o n  

c o e f f i c i e n t  a n d  th e  S v e d b e r g  e q u a t i o n  ( S v e d b e r g  a n d  P e d e r s e n ,  1940). 

M o l e c u l a r  w e i g h t s  c a l c u l a t e d  in  t h i s  m a n n e r  a r e  s m a l l e r  t h a n  th e  w e i g h t  

a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  c o r r e s p o n d s  to  t h e  m e a n  m o l e c u l a r  w e i g h t  

of  t h e  m a j o r  c o m p o n e n t  p r e s e n t  ( P a i n ,  1965) .  T h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  

F ^ A f  g r o u p  o f  h i s t o n e s ,  w h i c h  i s  s t r i k i n g l y  i l l u s t r a t e d  b y  c h r o m a t o g r a p h y  

on  S e p h a d e x  GÎOO ( F i g .  1(a)) o f  R e s u l t s  S e c t io n ,  i s  l i k e l y  to  d e t r a c t  f r o m  

t h e  v a l u e  o f  t h i s  a p p r o a c h .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  r e s u l t s  o f  E d w a r d s  a n d  

S h o o t e r  (1969  a) c o n f i r m  t h e  g e n e r a l  e f f e c t  o f  s a l t  on  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  

GA R  h i s t o n e  d e t e c t e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s .  E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  (1969b)  

h a v e  c a r r i e d  o u t  s i m i l a r  a n a l y s e s  o n  th e  s l i g h t l y  l y s i n e  r i c h  g r o u p  of  

h i s t o n e s  F ^ b ,  u s i n g  th e  S v e d b e r g  e q u a t i o n  a n d  th e  A r c h i b a l d  (1947)  m e t h o d  

f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s .  F r o m  t h e i r  m o l e c u l a r  

w e i g h t  d a t a  o n  h i s t o n e  f r a c t i o n  F ^ b ,  E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  (1969b)  p o s t u l a t e d  

t h a t  th e  e x t e n t  o f  a g g r e g a t i o n  o f  t h i s  h i s t o n e  f r a c t i o n  w a s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  

o f  t h e  F ^ A  h i s t o n e  f r a c t i o n  a t  s i m i l a r  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s .  O n  th e  b a s i s  

o f  t h e i r  m o l e c u l a r  w e i g h t  m e a s u r e m e n t s ,  E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  (1 96 9b )  

s u g g e s t e d  t h a t  h i s t o n e  f r a c t i o n  F ^ b  e x i s t e d  i n  a n  u n a g g r e g a t e d  s t a t e  a t  

0. OIM N a C l ,  a s  a g g r e g a t e s  of, o n  a v e r a g e ,  3 m o l e c u l e s  i n  0. lO M  N a C l  

a n d  of  a b o u t  t e n  m o l e c u l e s  i n  1. OM N a C l .  T h e s e  e s t i m a t e s  w e r e  o b t a i n e d  

b y  c o n s i d e r i n g  t h e  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  a s  a  m u l t i p l e  o f  t h e  

m o n o m e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  t h e r e f o r e  s u g g e s t  t h a t  t h e  e q u i l i b r i u m  

p o s i t i o n  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  l i e s  f a r  to  t h e  r i g h t .  I t  i s  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,  

t h a t  t h e  m e a s u r e d  M ^ ^ ^ ^  v a l u e s  c o r r e s p o n d  to  i n t e r m o l e c u l a r  a g g r e g a t e s  

f o r m e d  b y  i n t e r - a s s o c i a t i o n  o f  d i s c r e t e  p r o t e i n  s p e c i e s  i n  t h e  h e t e r o 

g e n e o u s  h i s t o n e  f r a c t i o n .

D e t a i l e d  a n a l y s e s  o f  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s  n o t  o n ly  

p e r m i t  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  m o d e  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  b u t  a l s o  a l l o w  

e v a l u a t i o n  of  t h e r m o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  c h a r a c t e r i z i n g  t h e  a s s o c i a t i o n .

O f  t h e s e  p a r a m e t e r s  p r o b a b l y  t h e  m o s t  u s e f u l  i s  t h e  f r e e  e n e r g y  c h a n g e  

o f  th e  r e a c t i o n ,  A G ,  w h i c h  i s  a  d i r e c t  m e a s u r e  o f  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e



r e a c t a n t s  ( M o o r e ,  1962) .  T h e  n e g a t i v e  v a l u e s  f o r  AG o f  -5 .  8 6 1 K  c a l s /  

m o l e  f o r  t h e  d i m e r i z a t i o n  o f  GAR i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0. OIM  H C l  a n d  o f  

-5 .  47 K  c a l s / m o l e  a n d  -5 .  52K  c a l s / m o l e  f o r  t h e  m o n o m e r - d i m e r  a n d  

d i m e r - t e t r a m e r  e q u i l i b r i a  r e s p e c t i v e l y  o f  G A R  i n  0. 15M  N a C l / 0 .  OIM  

H C l ,  r e f l e c t  th e  e x t e n t  to  w h i c h  t h e s e  e q u i l i b r i a  l i e  i n  f a v o u r  o f  th e  

f o r m a t i o n  o f  c o m p l e x e s .  T h e  o v e r a l l  f r e e  e n e r g y  c h a n g e  o f  a n y  

r e a c t i o n  c a n  b e  c o n s i d e r e d  a s  t h e  s u m  o f  c o n t r i b u t i o n s  f r o m  d i f f e r e n t  

p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  f e a t u r e s  o f  th e  r e a c t i o n ,  T a n f o r d  (1964)  h a s  

p o i n t e d  ou t  t h a t  i n  t h e  c a s e  o f  p r o t e i n  a s s o c i a t i o n ,  t h e s e  c o n t r i b u t i o n s  

i n c l u d e  t h e  i n t r i n s i c  f r e e  e n e r g y  o f  d i s s o c i a t i o n  ( w h i c h  i s  w h a t  AG 

w o u l d  b e  i f  t h e r e  w e r e  n o  n o n - c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  p r o t e i n  

m o l e c u l e s  o r  b e t w e e n  t h e  p r o t e i n  m o l e c u l e s  a n d  t h e  s o l v e n t ) ,  a n d  a l s o  

t h e  e f f e c t  o f  n o n - c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  s u c h  a s  h y d r o g e n - b o n d i n g  a n d  

h y d r o p h o b i c  b o n d in g .  F i n a l l y  t h e r e  i s  t h e  e l e c t r o s t a t i c  f r e e  e n e r g y  

t e r m ,  w h i c h  r e f l e c t s  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c h a r g e s .  T h e  e l e c t r o s t a t i c  

f r e e  e n e r g y  t e r m  m a y  b e  c a l c u l a t e d  on  a  t h e o r e t i c a l  b a s i s  u s i n g  t h e  D e b y e - 

H u c k e l  t h e o r y  ( T a n f o r d ,  1961) o r  b y  u s i n g  t h e  t h e o r y  o f  V e r w e y  a n d  

O v e r b e e k  (1948)  to  c a l c u l a t e  t h e  s u r f a c e  p o t e n t i a l  o f  a  c h a r g e d  s p h e r e .  

K e l l y  a n d  R e i t h e l  (1971)  h a v e  u s e d  b o t h  a p p r o a c h e s  i n  t h e i r  s t u d y  o f  

th e  d i m e r i z a t i o n  o f  l a c t o g l o b u l i n  a n d  o b t a i n e d  s i m i l a r  r e s u l t s  f r o m  b o t h  

m e t h o d s .  In  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  l a c k  of  k n o w l e d g e  o f  th e  d i e l e c t r i c  

c o n s t a n t s  o f  t h e  p a r t i c u l a r  s o l v e n t s  u s e d  p r e v e n t e d  d e t a i l e d  c a l c u l a t i o n s  

b y  a n y  o f  t h e  a b o v e  t h e o r i e s  o f  t h e  e l e c t r o s t a t i c  f r e e  e n e r g y  o f  G A R  a n d  

a g g r e g a t e s  o f  G A R . H o w e v e r ,  t h e  f a c t  t h a t  u n d e r  t h e  e x p e r i m e n t a l  

c o n d i t i o n s  u s e d 'G A R  h i s t o n e  a l m o s t  c e r t a i n l y  c a r r i e s  a  l a r g e  p o s i t i v e  

c h a r g e  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  w i l l  b e  a  l a r g e  e l e c t r o s t a t i c  r e p u l s i o n  

b e t w e e n  G A R  m o l e c u l e s ,  t h a t  i s ,  t h e  e l e c t r o s t a t i c  f r e e  e n e r g y  w i l l  b e  

l a r g e  a n d  p o s i t i v e .  To  y i e l d  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  AG o f  a p p r o x i m a t e l y  

-6 K  c a l s / m o l e ,  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e r e  m u s t  e x i s t  s o m e  p o w e r f u l  

c o m p e n s a t o r y  a t t r a c t i v e  f o r c e  ( A G o f  a t t r a c t i o n  l a r g e  a n d  n e g a t i v e ) .

T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  G A R  h i s t o n e  r e v e a l s  t h a t  t h e  h y d r o p h o b i c  

r e s i d u e s  i n  t h e  p r o t e i n  o c c u r  i n  c l u s t e r s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  f o r m a t i o n



,  . .  I

w A,
of  S t r o n g  h y d r o p h o b i c  b o n d s  f r o m  th e  ' s a l t i n g  o n t '  of  t h e s e  c l u s t e r s  p r o v i d e s  

th e  s i g n i f i c a n t  a t t r a c t i v e  f o r c e s  n e c e s s a r y  to  o v e r c o m e  e l e c t r o s t a t i c  

r e p u l s i o n  ( O g a w a  e t  a l .  1968; D e L a n g e  e t  a l .  1968),  S in c e  a g g r e g a t i o n  

i n c r e a s e s  w i t h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  i t  a p p e a r s  u n l i k e l y  t h a t  h y d r o g e n  

b o n d in g  c o u ld  c a r r y  o u t  t h i s  fu n c t io n .  T h e  i m p l i c a t i o n  o f  h y d r o p h o b i c  

b o n d in g  i n  th e  a g g r e g a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  b y  t h e  

p r o t o n  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  s t u d i e s  o f  B o u b l ik ,  B r a d b u r y ,  a n d  C r a n e - R o b i n s o n  

( 1970). U s in g  th e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  of  G A R, B o u b l i k  e t  a l .  (1970)  

w e r e  a b l e  to  i d e n t i f y  p a r t s  o f  t h e  p r o t o n  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  s p e c t r u m  

w i t h  th e  h y d r o p h o b i c  s e g m e n t s  o f  t h e  p o l y p e p t i d e  c h a i n  a n d  w e r e  t h u s  

a b l e  to  d e t e c t  t h e  f o r m a t i o n  o f  h y d r o p h o b i c  b o n d s  u n d e r  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  

E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  ( 1969b) h a d  d e m o n s t r a t e d  q u a l i t a t i v e l y  t h e  

a g g r e g a t i o n  o f  t h e  E ^ A ^  g r o u p  o f  h i s t o n e s .

G e l - f i l t r a t i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  i n  0. 1 5M  N a C l /

0. O IM  H C l  b y  th e  m e t h o d  o f  C h u n  e t  a l .  (1969)  i n d i c a t e d  t h a t  th e  

t e t r a m e r  f o r m e d  i n  s u c h  c i r c u m s t a n c e s  h a d  a  c o m p a c t  s h a p e ,  s i m i l a r  

to  a  t e t r a h e d r o n .  A  p o s s i b l e  s o u r c e  o f  e r r o r  i n  t h e  C h u n  e t  a l .  ( 1969) 

t h e o r y  i s  t h e  f a c t  t h a t  i t  c o n s i d e r s  o n ly  i d e a l  s o l u t i o n s .  T h e  s m a l l  e x t e n t  

o f  n o n - i d e a l i t y  o f  t h e s e  a s s o c i a t i o n s  a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  u l t r a c e n t r i f u g a l  

s t u d i e s  m a k e s  i t  u n l i k e l y ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h i s  f a c t o r  w i l l  a f f e c t  s e r i o u s l y  

t h e  v a l i d i t y  o f  t h e  a n a l y s i s .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u d i e s  o n ly  tw o  m o d e l s  o f  m o l e c u l a r  s h a p e  w e r e  u s e d  i n  t h e  g e l - f i l t r a t i o n  

a n a l y s i s ,  n a m e l y  c o m p a c t  a n d  l i n e a r  a g g r e g a t i o n .  T h e  e x p e r i m e n t a l  

d a t a  w e r e  fo u n d  to  f i t  b e s t  t h e  t h e o r e t i c a l  d a t a  p r e d i c t e d  f o r  c o m p a c t  

a g g r e g a t i o n  b u t  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  o t h e r  m o d e l s  m a y  p r o v i d e  c l o s e r  f i t s  

w i th  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a ta .  A l t e r n a t i v e  m o d e l s  o f  m o l e c u l a r  s h a p e  

i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  l i n e a r  a g g r e g a t i o n  a n d  c o m p a c t  a g g r e g a t i o n ,  f o r  

e x a m p l e  a l i n e a r  t r i o  o f  m o n o m e r  u n i t s  w i t h  a  f o u r t h  m o n o m e r  u n i t  

a t t a c h e d  l a t e r a l l y  t o  t h e  o t h e r  t h r e e ,  c o u ld  b e  t e s t e d  b y  t h e  t h e o r y  o f  

C h u n  e t  a l .  (1969)  i f  g e o m e t r i c a l  e x p r e s s i o n s  w e r e  a v a i l a b l e  to  e n a b l e  

c a l c u l a t i o n  of  t h e  m o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t  ( vT̂ ) o f  a g g r e g a t e s .  A t



p r e s e n t ,  s u c h  e x p r e s s i o n s  a r e  a v a i l a b l e  o n ly  f o r  l i n e a r  a n d  c o m p a c t  

a g g r e g a t i o n .  C a l c u l a t i o n  of  t h e  s h a p e  of  a  c o m p l e x  f r o m  t h e  d i m e n s i o n s  

a n d  j u x t a  p o s i t i o n  o f  i t s  c o n s t i t u e n t  m o n o m e r  s p e c i e s  i s  a  r e l a t i v e l y  

s i m p l e  p r o b l e m  o f  t h r e e - d i m e n s i o n a l  g e o m e t r y  b u t  i n  p r a c t i c e  i t  i s  

u n l i k e l y  t h a t  a p r o t e i n  c o m p l e x  w i l l  b e  a c c u r a t e l y  d e s c r i b e d  b y  m o d e l s  

o f  t h e  c o m p l e x  w h i c h  a s s u m e  t h a t  t h e  m o n o m e r  u n i t s  a s s o c i a t e  a s  d i s c r e t e  

e n t i t i e s  l i k e  a  c l u s t e r  o f  b i l l i a r d  b a l l s .  T h e  f o r m a t i o n  of  h y d r o p h o b i c  

b o n d s  b e t w e e n  m o l e c u l e s  o f  G A R  h i s t o n e ,  w h i c h  a r e  p r o b a b l y  t h e  m o s t  

i m p o r t a n t  f o r c e s  m a i n t a i n i n g  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  c o m p l e x ,  w o u l d  i n v o l v e  

t h e  a g g r e g a t i o n  o f  t h e  h y d r o p h o b i c  s e g m e n t s  o f  t h e  m o l e c u l e s  i n  a  

c e n t r a l  c o m p a c t  c o r e  f r o m  w h i c h  t h e  r e s t  o f  e a c h  m o l e c u l e  , t h a t  i s  t h e  

p o l a r  p a r t s ,  w o u l d  r a d i a t e  o u t w a r d s .  T h e  p r o t o n  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  

s t u d i e s  o f  B o u b l i k  e t  a l .  (1970)  i m p l i c a t e  s u c h  a  m o d e l  i n  t h e  a s s o c i a t i o n  of  

G A R. E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  (1970)  h a v e  u s e d  g e l - f i l t r a t i o n  to  s t u d y  th e  

s h a p e  o f  c o m p l e x e s  o f  t h e  c l a s s  o f  h i s t o n e s  a n d  fo u n d  t h a t  t h e  S t o k e s  

r a d i u s  o n ly  i n c r e a s e d  s l i g h t l y  w i t h  i n c r e a s i n g  s a l t  c o n c e n t r a t i o n ,  

i n d i c a t i n g  t h a t  a g g r e g a t i o n  o c c u r s  w i t h  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  c o m p a c t  c o m p l e x .  

In  t h e i r  s t u d i e s ,  t h e y  u s e d  s m a l l  s a m p l e  v o l u m e s  w h i c h  do n o t  g iv e  r i s e  

to  c o n c e n t r a t i o n - i n d e p e n d e n t  p l a t e a u  r e g i o n s  i n  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e .  S u c h  

e x p e r i m e n t s  a r e  d i r e c t l y  a n a l o g o u s  to  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  e x p e r i m e n t s  

a n d  s u f f e r  f r o m  th e  d r a w b a c k  t h a t  e a c h  m o l e c u l a r  a g g r e g a t e  w i l l  o n ly  b e  

c h a r a c t e r i z e d  b y  a u n i q u e  p e a k  i f  t h e  a s s o c i a t i o n  i s  i r r e v e r s i b l e ,  t h a t  i s  

i f  t h e  c o m p l e x  can. e x i s t  i n d e p e n d e n t l y .  T h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  h i s t o n e  

f r a c t i o n s  s t u d i e d  b y  E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  (1 97 0 )  a n d  B o u b l i k  e t  a i .  (1970)  

m a y  a l s o  b e  p o t e n t i a l  s o u r c e s  o f  e r r o r  i n  t h e i r  s t u d i e s .  N e v e r t h e l e s s  

i t  a p p e a r s  r e a s o n a b l e  to  c o n c l u d e  th e  t h e s e  tw o  h i s t o n e  f r a c t i o n s  a g g r e g a t e  

b y  t h e  f o r m a t i o n  of  a  c o m p a c t  h y d r o p h o b i c  c o r e  w i t h  p o l a r  r e s i d u e s  

r a d i a t i n g  o u t w a r d s .  T h i s  f i n d in g  r a i s e s  th e  p o s s i b i l i t y  t h a t  s u c h  

b e h a v io u x '  i s  c o m m o n  to  a l l  h i s t o n e  f r a c t i o n s ,  s i n c e  a l l  t h e  h i s t o n e s  w h o s e  

a m i n o - a c i d  s e q u e n c e s  h a v e  so  f a r  b e e n  s t u d i e d  p o s s e s s  i r r e g u l a r l y - s p a c e d  

c l u s t e r s  o f  h y d r o p h o b i c  r e s i d u e s .  ( B u s t i n  e t  a l .  1969;  Iw a i  e t  a l .  , 1970;



D e L a n g e  e t  a l .  1968;  W i l s o n  e t  a l .  , 1970) .  I n d e e d ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

t h e  s t r i c t  e v o l u t i o n a r y  c o n s e r v a t i o n  o f  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  i n  h i s t o n e s  

f r o m  d i f f e r e n t  s o u r c e  m a t e r i a l s  i s  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  i m p o r t a n t  

b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  i r r e g u l a r l y - s p a c e d  c l u s t e r s  o f  h y d r o p h o b i c  

r e s i d u e s ,  f o r  e x a m p l e  t h e i r  r o l e  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  a g g r e g a t e s .  T h e  

s t u d i e s  o f  H a y d o n  a n d  P e a c o c k e  (1968)  o n  t h e  v e r y  l y s i n e  r i c h  f r a c t i o n  

o f  h i s t o n e  (P ^ )  l e s s e n  t h i s  p o s s i b i l i t y .  T h e y  s h o w e d  t h a t  e v e n  a t  h i g h  

s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  t h i s  h e t e r o g e n e o u s  c l a s s  o f  h i s t o n e s  d id  n o t  a g g r e g a t e  

S t u d i e s  o f  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  of  t h i s  c l a s s  o f  h i s t o n e  h a v e  i n d i c a t e d  

t h e  p r e s e n c e  o f  c l u s t e r s  o f  h y d r o p h o b i c  a n d  b a s i c  r e s i d u e s  ( B u s t i n  e t  a l .  

1969). A p p a r e n t l y ,  h y d r o p h o b i c  b o n d i n g  b e t w e e n  t h e s e  c l u s t e r s  to  

f o r m  a g g r e g a t e s  o f  t h e  h i s t o n e  d o e s  n o t  o c c u r  i n  t h i s  h i s t o n e  f r a c t i o n .

A n  i n c r e a s e  i n  p H  m i g h t  b e  e x p e c t e d  t o  a f f e c t  t h e  a g g r e g a t i o n  

o f  G A R  h i s t o n e  b y  d e c r e a s i n g  t h e  n e t  c h a r g e  o n  t h e  m o l e c u l e ,  t h e r e b y  

d i m i n i s h i n g  e l e c t r o s t a t i c  r e p u l s i o n  b e t w e e n  t h e  m o l e c u l e s  a n d  so  

i n c r e a s i n g  t h e  e x t e n t  o f  a g g r e g a t i o n .  T h e  p r e s e n t  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  

u n d e r  t h e  s a m e  s a l t  c o n d i t i o n s  G A R  h i s t o n e  u n d e r g o e s  t h e  s a m e  m o d e  o f  

a s s o c i a t i o n  a t  p H  5. 0 a n d  7 . 0  a s  i t  d o e s  i n  0. O IM  H C l .  T h e  e q u i l i b r i u m  

c o n s t a n t s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  a t  p H  5. 0 a n d  7. 0 w e r e  n o t  m e a s u r e d  b u t  i t  

i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e y  a r e  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d .  A  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  

f o r  t h e  l a c k  o f  a  p H  e f f e c t  on  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  i s  t h a t  t h e  

r e p u l s i v e  i o n i c  c h a r g e  e f f e c t s  i n v o l v e d  i n  t h e  a s s o c i a t i o n  p r o c e s s  a r e  o f  

l e s s  s i g n i f i c a n c e  t h a n  t h e  a t t r a c t i v e  n o n - c o v a l e n t  f o r c e s .  In  v i e w  o f  

t h e  l a r g e  m a g n i t u d e  o f  t h e  p o s i t i v e  c h a r g e s  o n  G A R  h i s t o n e  a t  p H  7. 0 

t h i s  e x p l a n a t i o n  s e e m s  u n l i k e l y .  T h e  l a c k  o f  a  p H  e f f e c t  h a s  b e e n  

c o n f i r m e d  b y  t h e  s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  s t u d i e s  o f  E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  

( 1 9 6 9 a) b u t  B o u b l i k  e t  a l .  (1970)  h a v e  i n t e r p r e t e d  t h e i r  X - r a y  d a t a  o n  

E  A  h i s t o n e s  a t  p H  7. 0 a s  i n d i c a t i n g  t h e  e x i s t e n c e  o f  h i g h e r  a g g r e g a t e s  

t h a n  a t  l o w e r  p H ’s. B o t h  t h e s e  s t u d i e s  a r e  s u b j e c t  to  t h e  l i m i t a t i o n s  

i m p o s e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  h e t e r o g e n e o u s  f r a c t i o n s  h a v e  b e e n  u s e d .



T h e  O R D  s t u d i e s  c o n f i r m  t h e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  lo w  

h e l i c i t y  o f  h i s t o n e s  ( W a g n e r ,  1970) .  T h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  

m i g h t  be  e x p e c t e d  to  b e  a c c o m p a n i e d  b y  c h a n g e s  i n  t h e  s e c o n d a r y  

s t r u c t u r e  o f  t h e  p r o t e i n .  W i t h i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  a c c u r a c y ,  h o w e v e r ,  

no  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i s  o b s e r v e d  i n  t h e  h e l i x  c o n t e n t  o f  G A R  i n  0. O IM  

H C l  a s  t h e  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  i s  i n c r e a s e d  f r o m  z e r o  to  0, 1 5M  N a C l .

In  t h e  l i g h t  o f  th e  p r o b a b l e  i n v o l v e m e n t  o f  h y d r o p h o b i c  f o r c e s  i n  t h e  

s e l f - a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  i t  i s  s i g n d f i c a n t  t h a t  t h e  A ^ ^ ^  a n d  A ^ 2 ^ 

c o e f f i c i e n t s  o f  t h e  S c h e c h t e r - B l o u t  a n a l y s i s  a r e  m a r k e d l y  d i f f e r e n t ,  

s u g g e s t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  s t r u c t u i ’e s  o t h e r  t h a n  a - h e l i x  a n d  r a n d o m  co i l .

2. A n a l y s i s  o f  C. T. D N A - G A R  h i s t o n e  c o m p l e x e s

T h e  t h e r m a l  d é n a t u r a t i o n  s t u d i e s  ( F i g .  18, R e s u l t s  S e c t io n )  

o f  c o m p l e x e s  f o r m e d  b e t w e e n  C. T. DNA a n d  G A R  i n  t h e  m o n o m e r  s t a t e  

a n d  G A R  i n  a  m o n o m e r - d i m e r  e q u i l i b r i u m  r e v e a l  t h a t  t h e  m e l t i n g  

t e m p e r a t u r e  c o r r e s p o n d i n g  to  th e  c o m p l e x e s  a p p e a r s  to  b e  u n a f f e c t e d  b y  

th e  s t a t e  o f  a g g r e g a t i o n  o f  t h e  h i s t o n e  m o l e c u l e ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  

i n t e r a c t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  w i t h  DNA m a y  b e  i n d e p e n d e n t  o f  i t s  

a g g r e g a t i o n  s t a t e .  T h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a ,  h o w e v e r ,  a r e  o f  l i m i t e d  

p r e c i s i o n ,  b e c a u s e  o f  t h e  h i g h  m e l t i n g  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  n u c l e o p r o t e i n  

c o m p l e x .  D e t a i l e d  s t u d y  o f  t h e  t h e r m a l  d é n a t u r a t i o n  o f  n u c l e o p r o t e i n  

c o m p l e x e s  b y  A n s e v i n  a n d  B r o w n  (1971)  i n d i c a t e d  t h a t  a n a l y s i s  o f  t h e  

f i r s t  d e r i v a t i v e  c u r v e  c a n  a l l o w  d e t e c t i o n  o f  s m a l l  m e l t i n g  t r a n s i t i o n s  

w h i c h  a r e  d i f f i c u l t  to  i d e n t i f y  i n  t h e  a b s o r b a n c e  m e l t i n g  p r o f i l e .  T h e  

e x p e r i m e n t a l  d a t a  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  a r e  n o t  o f  h i g h  e n o u g h  a c c u r a c y  

to  w a r r a n t  s u c h  a  p r o c e d u r e .  S m a r t  a n d  B o n n e r  (1971)  h a v e  p o i n t e d  

o u t  t h a t  i t  m a y  n o t  b e  p o s s i b l e  to  r e l a t e  i n  a  s i m p l e  m a n n e r  t h e  e x t e n t  

o f  s t a b i l i z a t i o n  b y  h i s t o n e s  o f  t h e  DNA d o u b le  h e l i x ,  a s  i n d i c a t e d  b y  

t h e r m a l  d é n a t u r a t i o n  s t u d i e s ,  t o  t h e  e x t e n t  o f  t r a n s c r i p t i o n  o f  DNA i n  

t h e  c o m p l e x  b y  R N A  p o l y m e r a s e .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  h i s t o n e s  

p r e v e n t  s e p a r a t i o n  o f  t h e  tw o  p o l y n u c l e o t i d e  c h a i n s  o f  t h e  DN A  w h i l e  

t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x  m a y  b e  s u c h  t h a t  t h e



t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  g e n o m e  b y  R N A  p o l y m e r a s e  i s  p e r m i t t e d .

A c c e p t i n g  t h i s  r e s e r v a t i o n  a b o u t  t h e  r e l e v a n c e  o f  t h e r m a l  d é n a t u r a t i o n  

s t u d i e s  to  t h e  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s ,  s u c h  

s t u d i e s  c a n  n e v e r t h e l e s s  p r o v i d e  u s e f u l  i n f o r m a t i o n  on  t h e  m e c h a n i s m s  

o f  t h e  b i n d in g  o f  h i s t o n e  to  DNA. In  g e n e r a l ,  t h e  b i p h a s i c  n a t u r e  o f  t h e  

a b s o r b a n c e  m e l t i n g  p r o f i l e s  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  h a s  b e e n  t a k e n  

a s  a n  i n d i c a t i o n  t h a t  t h e  b i n d in g  o f  h i s t o n e s  to  DN A  i s  c o - o p e r a t i v e ,  

t h a t  i s ,  t h e  b i n d in g  o f  on e  h i s t o n e  to  a s e g m e n t  o f  t h e  DN A f a c i l i t a t e s  

t h e  b i n d i n g  o f  a  s e c o n d  h i s t o n e  a t  a  s i t e  a d j a c e n t  t o  t h e  f i r s t  h i s t o n e  

m o l e c u l e ,  i n  p r e f e r e n c e  to  a n o t h e r  s i t e  o n  a  d i f f e r e n t  DNA m o l e c u l e  

( O l i n s ,  1969;  S m a r t  a n d  B o n n e r ,  1971) .  I f  t h e  h i s t o n e  m o l e c u l e s  w e r e  

to  b i n d  to  th e  DN A b y  a  c o m p l e t e l y  r a n d o m  p r o c e s s  t h e n  i t  m i g h t  b e  

e x p e c t e d  t h a t  t h e  t h e r m a l  d é n a t u r a t i o n  p r o f i l e  o f  t h e  n u c l e o p r o t e i n  

c o m p l e x  w o u l d  b e  r e p r e s e n t e d  b y  a  c o n t i n u o u s l y  r i s i n g  m o n o p h a s i c  

c u r v e .  W h i l e  t h e  d e t a i l e d  a n a l y s e s  o f  A n s e v i n  a n d  B r o w n  (1971)  s u g g e s t  

t h a t  t h e  b i p h a s i c  m e l t i n g  p r o f i l e s  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  m a y  i n  

f a c t  b e  c o m p o s e d  o f  s e v e r a l  s m a l l  t r a n s i t i o n s ,  m o s t  t h e r m a l  

d é n a t u r a t i o n  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  th e  m e l t i n g  p r o f i l e  o f  n u c l e o p r o t e i n  

c o m p l e x e s  t o  be b i p h a s i c ,  t h e  tw o  t r a n s i t i o n s  b e i n g  talc e n  t o  r e p r e s e n t  

t h e  n a e R in g  o f  f r e e  DNA a n d  o f  DNA c o m p l e t e l y  c o m p l e x e d w i t h  h i s t o n e s ,  

r e s p e c t i v e l y .  A c c e p t i n g  th e  b i p h a s i c  n a t u r e  o f  t h e  m e l t i n g  c u r v e s  o f  

n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  a s  i n d i c a t i n g  c o - o p e r a t i v i t y  o f  b i n d in g ,  t h e  

q u e s t i o n  i s  r a i s e d  a s  to  w h a t  c h e m i c a l  f o r c e s  e n a b l e  h i s t o n e s  to  b i n d  

to  DNA a t  s i t e s  a d j a c e n t  to  o t h e r  h i s t o n e  m o l e c u l e s  i n  p r e f e r e n c e  to  

o t h e r  r e g i o n s  o f  f r e e  DNA. O n e  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  t h e  i n i t i a l  b in d in g  

o f  on e  h i s t o n e  m o l e c u l e  to  a  D N A  s t r a n d  a l t e r s  t h e  c o n f o r m a t i o n  of  t h e  

DN A  s u c h  t h a t  t h e  c h e m i c a l  f o r c e s  c a u s i n g  o t h e r  h i s t o n e  m o l e c u l e s  to  

b i n d  a r e  m a g n i f i e d .  C i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  f o r  s u c h  a  m e c h a n i s m  

i s  p r o v i d e d  b y  O R D  a n d  CD s t u d i e s  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  w h i c h  

i n d i c a t e  t h a t  t h e  n o r m a l  B s t r u c t u r e  of  DNA i n  s o l u t i o n  i s  a l t e r e d  to  t h e  

C s t r u c t u r e  w h e n  p r o t e i n s  a r e  b o u n d  (F  a s  m a n  e t  a l .  , 1970;  S i m p s o n  

a n d  S o b e r ,  1970;  W a g n e r ,  1970;  S h ih  a n d  F a s m a n ,  1970). H o w e v e r ,
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i t  i s  d i f f i c u l t  to  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h e  tw o  p o s s i b i l i t i e s  t h a t  s u c h  

c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  t h e  DN A c a u s e  t h e  b i n d in g  o f  h i s t o n e s  o r ,  

a s  i s  m o r e  l i k e l y ,  s u c h  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  r e s u l t  f r o m  t h e  b in d in g  

o f  h i s t o n e s .  A n a l y s i s  of  t h e  m e c h a n i s m  o f  t h e  b i n d in g  of  h i s t o n e s  to  

D N A  i s  f u r t h e r  c o m p l i c a t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  c u r r e n t l y  m u c h  o f  t h e  

e x p e r i m e n t a l  d a t a  o n  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  i s  d e r i v e d  f r o m  s t u d i e s  

i n  w h i c h  h e t e r o g e n e o u s  D N A 's  o f  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  a r e  u s e d .  T h e  

h e t e r o g e n e i t y  w i t h  r e s p e c t  t o  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  a n d  m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  t h e  C. T. D N A  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  i s  d e m o n s t r a t e d  b y  

t h e  a s y m m e t r i c  g(s)  d i s t r i b u t i o n s  o f  F i g .  19(a)  a n d  (b) ( R e s u l t s  S e c t io n ) .  

T h i s  h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  C. T.  DNA p r e p a r a t i o n  c a n  a c c o u n t  f o r  t h e  

b i p h a s i c  m e l t i n g  p r o f i l e s  o f  C, T. D N A - h i s t o n e  c o m p l e x e s  i n  t h a t  c e r t a i n  

s p e c i e s  o f  t h e  h e t e r o g e n e o u s  DNA p o p u l a t i o n  m a y  b e  c o m p l e t e l y  b o u n d  

w i t h  h i s t o n e ,  w h i l e  o t h e r s  a r e  c o m p l e t e l y  f r e e .  T h i s  c o n c e p t  o f  

m o l e c u l e s  o f  DNA b e i n g  e i t h e r  c o m p l e t e l y  f r e e  o f  h i s t o n e  o r  c o m p l e t e l y  

b o u n d  w i t h  h i s t o n e  s e e m s  r e a s o n a b l e  s i n c e  i t  i s  u n l i k e l y ,  b u t  c e r t a i n l y  

n o t  i m p o s s i b l e ,  t h a t  a n  i n d i v i d u a l  DNA m o l e c u l e  c o n t a i n s  r e g i o n s  w h i c h  

a r e  c o m p l e t e l y  b o u n d  w i t h  h i s t o n e  w i t h  o t h e r  r e g i o n s  o f  t h e  s a m e  

m o l e c u l e  d e v o i d  o f  h i s t o n e s .  H o w e v e r ,  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  i t  w a s  

o b s e r v e d  t h a t  i n  th e  m e l t i n g  p r o f i l e  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s ,  t h e  

f i r s t - s t e p  t r a n s i t i o n ,  a t t r i b u t e d  to  t h e  m e l t i n g  o f  u n b o u n d  DNA, i s  i n  

f a c t  m o r e  d i f f u s e  a n d  o c c u r s  a t  a  h i g h e r  t e m p e r a t u r e  t h a n  t h e  t r a n s i t i o n  

due  to  t h e  m e l t i n g  o f  p r e p a r a t i o n s  o f  D N A  a lo n e .  T h i s  o b s e r v a t i o n ,  

a l s o  r e p o r t e d  b y  A n s e v i n  a n d  B r o w n  (19 7 1 ) ,  S h ih  a n d  B o n n e r  (1970)  a n d  

O l i n s  ( 1 96 9 ), c o u ld  b e  a  r e s u l t  o f  t h e  s l i g h t l y  g r e a t e r  e n e r g y  r e q u i r e d  . 

to  m e l t  r e g i o n s  o f  u n b o u n d  D N A  w h i c h  a r e  a d j a c e n t  t o  r e g i o n s  o n  t h e  

s a m e  m o l e c u l e  w h i c h  a r e  c o m p l e t e l y  b o u n d  w i t h  h i s t o n e s .

C l a r k  a n d  F e l s e n f e l d  (1971)  h a v e  r e c e n t l y  r e p o r t e d  s t u d i e s  i n  

w h i c h  c h r o m a t i n  w a s  t i t r a t e d  w i t h  d e o x y r i b o n u c l e a s e ,  t h e  r a t i o n a l e  

b e h i n d  t h e  e x p e r i m e n t s  b e i n g  t h a t  o n ly  r e g i o n s  o f  DNA u n c o m p l e x e d  w i t h  

c h r o m o s o m a l  p r o t e i n s  v / i l l  b e  a f f e c t e d  b y  t h e  n u c l e a s e ,  w h i l e  r e g i o n s  

o f  DN A  c o v e r e d  b y  p r o t e i n s  w i l l  b e  u n a f f e c t e d .  F r o m  t h e i r  s t u d i e s ,



i t  w a s  d e d u c e d  t h a t  a s  m u c h  a s  one  h a l f  o f  t h e  t o t a l  DN A  i n  t h e i r  

p r e p a r a t i o n s  o f  c h r o m a t i n  w a s  n o t  c o m p l e x e d  w i t h  p r o t e i n s .  S tudi .es  o f  

t h e  b i n d in g  o f  h i s t o n e  t o  DNA m u s t  t h e r e f o r e  b e  c o n s i d e r e d  i n  t h e  l i g h t  

o f  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  o n ly  p a r t s  o f  t h e  DN A  m o l e c u l e  a r e  c o m p l e x e d 

w i t h  p r o t e i n .

T h e  p r o b l e m  o f  a n a l y s i n g  h e t e r o g e n e o u s  p o p u l a t i o n s  o f  

DNA p r e p a r a t i o n s  a l s o  m a k e s  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  s t u d i e s  

o f  C. T. D N A - G A R  h i s t o n e  c o m p l e x e s  d i f f i c u l t  ( F i g s .  22 a n d  23). T h e  

h e t e r o g e n e i t y  w i t h  r e s p e c t  to  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  GA R  h i s t o n e  - 

C. T .  DNA c o m p l e x e s ,  e n c o m p a s s i n g  t h e  r a n g e  o f  s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t s  of  t h e  DNA a lo n e ,  m a k e s  i t  d i f f i c u l t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  

a n y  s p e c i e s  o f  DN A  i s  c o m p l e t e l y  d e v o id  o f  h i s t o n e s .  T h e  o b s e r v a t i o n  

t h a t  t h e  g( s) d i . s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  t h e  n u c l e o 

p r o t e i n  c o m p l e x e s ,  e n c o m p a s s e s  t h e  r a n g e  o f  t h e  g( s) d i s t r i b u t i o n  f o r  

D N A  a lo n e ,  a l l o w s  th e  p o s s i b i l i t y  o f  c e r t a i n  D N A  s p e c i e s  b e i n g  

c o m p l e t e l y  d e v o i d  o f  h i s t o n e .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  g ( s )  d i s t r i b u t i o n  o f  

s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  c o m p l e x e s  p r e p a i ' e d  a t  d i f f e r e n t  p H  a n d  a l s o  

b y  b o t h  th e  s a l t  g r a d i e n t  d i a l y s i s  m e t h o d  a n d  t h e  m e t h o d  o f  d i r e c t  

a d d i t i o n  s u g g e s t s  t h a t  n o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  t h e  s e d i m e n t a t i o n  

p r o p e r t i e s  o f  c o m p l e x e s  r e s u l t s  f r o m  s u c h  v a r i a t i o n s  i n  t h e  m e t h o d s  a n d  

c o n d i t i o n s  o f  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s .  T h i s  

c o n c l u s i o n  c o n t r a s t s  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  O l i n s  a n d  O l i n s  (1971)  w ho  

s h o w e d  t h a t  t h e  s t r u c t u r e ,  a s  v i s u a l i z e d  i n  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e ,  o f  

c o m p l e x e s  o f  t h e  F ^ A ^  c l a s s  o f  h i s t o n e s  w i t h  T7 D N A  p r e p a r e d  b y  th e  

Scilt g r a d i e n t  d i a l y s i s  m e t h o d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  u r e a  d i f f e r e d  f r o m  t h a t  

o f  c o m p l e x e s  p r e p a r e d  b y  th e  s a m e  m e t h o d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g u a n i d i n e  

h y d r o c h l o r i d e .  C o m p l e x e s  p r e p a r e d  b y  s a l t  d i a l y s i s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

u r e a  s e d i m e n t e d  a s  a  s i n g l e  h e t e r o g e n e o u s  c o m p o n e n t  a n d  r e s e m b l e d  

r o s e t t e  - l i k e  s t r u c t u r e  i n  th e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e ;  c o m p l e x e s  f r o m  

g u a n i d i n e " s a l t  d i a l y s i s  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t o r o i d a l  ' d o u g h - n u t '

s t r u c t u r e s .  On  t h e  b a s i s  o f  t h e s e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s t u d i e s ,  i t  

a p p e a r s  f r o m  t h e  w o r k  o f  O l i n s  a n d  O l i n s  (1 9 71 )  t h a t  t h e  c o n d i t i o n s



o f  f o r m a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x e s  a f f e c t  th e  s h a p e  o f  t h e  c o m p l e x e s  f o r m e d .  

T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  s h a p e  of  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  w a s  d e p e n d e n t  

on  th e  e x t e n t  to  w h i c h  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  w a s  r e n d e r e d  m o r e  

' o p e n '  b y  t h e  d e n a t u r i n g  a g e n t  u s e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  a n a l y s e s ,  

t h a t  i s ,  to t h e  e x t e n t  o f  th e  d é n a t u r a t i o n  o f  t h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  

p r o t e i n .

O n e  a i m  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  h a s  b e e n  to  d e t e r m i n e d  w h e t h e r  

t h e  s t a t e  o f  a g g r e g a t i o n  o f  GA R h i s t o n e  f r o m  c a l f  t h y m u s  a f f e c t s  i t s  

b i n d in g  to  c a l f  t h y m u s  DNA. In  0. 0 7 5 M  N a C l  a n d  0, 15M N a C l ,  p H  5. 0, 

t h a t  i s  i n  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  GA R h i s t o n e  p r o b a b l y  e x i s t s  i n  m o n o m e r - 

d i m e r  a n d  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  e q u i l i b r i a  r e s p e c t i v e l y ,  c o m p l e x e s  

o f  G A R  h i s t o n e  w i t h  C, T .  DNA e x h i b i t e d  t h e  s a m e  d i s t r i b u t i o n  of  

s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s .  B e c a u s e  o f  t h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  c o m p l e x e s  

t h e  c o n c l u s i o n  c a n n o t  b e  d r a w n  f r o m  t h e s e  f i n d i n g s  t h a t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  

c o m p l e x  i s  u n a f f e c t e d  b y  t h e  s t a t e  o f  a g g r e g a t i o n  o f  t h e  h i s t o n e ,  s i n c e  

s i m i l a r  o v e r a l l  s e d i m e n t a t i o n  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n s  m a y  b e  o b t a i n e d  f o r  

tw o  p o p u l a t i o n s  o f  s e d i m e n t i n g  m a c r o m o l e c u l e s  o f  d i f f e r e n t  s t r u c t u r e .

F o r  e x a n a p le ,  a  p a r t i c l e  s e d i m e n t i n g  w i t h  a  g i v e n  s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t  c o u ld  c o n s i s t  o f  a  r e l a t i v e l y  l a r g e  m o l e c u l e  o f  DNA w i t h  o n ly  

a  s m a l l  n u m b e r  o f  h i s t o n e s  b o u n d  o r  c o u ld  c o n s i s t  o f  a  r e l a t i v e l y  s m a l l  

l e n g t h  o f  DN A w i t h  a  l a r g e  n u m b e r  o f  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d .  H o w e v e r ,  

i n  0, 4 M  N a C l ,  p H  5. 0, a  g( s) d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  

w a s  o b t a i n e d  w h i c h  s h o w e d  a  g r e a t e r  p r o p o r t i o n  o f  s e d i m e n t i n g  s p e c i e s  

w i t h  h i g h e r  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  t h a n  i n  0. 1 5 M  N a C l  o r  0. 0 7 5 M  

N a C l .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  i s  due  to  th e  a g g r e g a t i o n  o f  G A R  i n  0, 4 M  

N a C l  a f f e c t i n g  t h e  b i n d in g  of  t h e  h i s t o n e  to  t h e  DNA i n  s u c h  a  w a y  a s  t o '  

p r o d u c e  c o m p l e x e s  o f  r e l a t i v e l y  h i g h  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s .

E d w a r d s  a n d  S h o o t e r  (1 9 6 9 a )  h a v e  sh o w n  t h a t  i n  0. 4 M  N a C l  t h e  F^Aj^ 

g r o u p  o f  h i s t o n e s  e x i s t s  i n  a  m o r e  a g g r e g a t e d  s t a t e  t h a n  a t  l o w e r  s a l t  

c o n c e n t r a t i o n s .  H i s t o n e s  b i n d  to  DNA b e c a u s e  o f  d J . rec t  e l e c t r o s t a t i c  

i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  b a s i c  g r o u p s  of  t h e  h i s t o n e  m o l e c u l e  a n d  t h e  

n e g a t i v e l y - c h a r g e d  p h o s p h a t e  b a c k b o n e  o f  DNA. T h e  s t r e n g t h  o f  t h i s  

b i n d in g  i s  i n d i c a t e d  b y  t h e  h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  n e e d e d  to  d i s s o c i a t e



( h  r*  y
h i s t o n e s  f r o m  DN A  ( M u r r a y  e t  a l ,  1970).  B e c a u s e  o f  t h e  h i g h  s t r e n g t h  

o f  t h e  DN A  "h i  s t o n e  i o n i c  i n t e r a c t i o n s ,  i t  m i g h t  b e  e x p e c t e d  t h a t  t h e s e  

a t t r a c t i v e  f o r c e s  w o u l d  ' o v e r w h e l m '  t h e  f o r c e s  w h i c h  c a u s e  h i s t o n e s  to  

a g g r e g a t e ,  so  t h a t  h i s t o n e s  a r e  b o u n d  to  DN A  i n  a  m a n n e r  i r r e s p e c t i v e  

o f  t h e i r  a s s o c i a t i o n  s t a t e .  T h e  p r e s e n t  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  

t e t r a m e r s  o f  G A R  h i s t o n e  p r o b a b l y  e x i s t  i n  a  c o m p a c t  f o r m ,  a n d  i t  h a s  

b e e n  p o s t u l a t e d  t h a t  s u c h  a g g r e g a t i o n  a r i s e s  b e c a u s e  o f  i n t e r a c t i o n s  

b e t w e e n  r e g i o n s  o f  h y d r o p h o b i c  r e s i d u e s  i n  t h e  h i s t o n e  f o r m i n g  a n  

a g g r e g a t e  w i t h  a  c o m p a c t  h y d r o p h o b i c  c o r e  f r o m  w h i c h  p o l a r  r e s i d u e s  

o f  t h e  h i s t o n e  m o l e c u l e s  e x t e n d  o u t w a r d s .  A l t h o u g h  t h e  e x p e r i m e n t a l  

o b s e r v a t i o n s  l e a d i n g  t o  t h i s  c o n c l u s i o n  a b o u t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  a g g r e g a t i o n  

o f  G A R  h i s t o n e  w e r e  n o t  e x t e n d e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  to  t h e  h i g h e r  

s a l t  c o n c e n t r a t i o n  o f  0. 4 M  N a C l ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  s a m e  b a s i c  

m e c h a n i s m  o f  a g g r e g a t i o n  a p p l i e s  a t  t h i s  s a l t  c o n c e n t r a t i o n .  W i th  t h i s  

f o r m  o f  a g g r e g a t i o n  o f  h i s t o n e s ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  e x t e r n a l  b a s i c a l l y  

c h a r g e d  r e g i o n s  o f  t h e  c o m p a c t  a g g r e g a t e  w i l l  b i n d  t o  t h e  p h o s p h a t e  

r e s i d u e s  o f  t h e  DNA, so  t h a t  t h e  h i s t o n e  a g g r e g a t e  a s  a  w h o l e  w i l l  a t t a c h  

i t s e l f  t o  t h e  DNA. W i t h  t h e  f o r m  o f  h i s t o n e  a g g r e g a t i o n  d e s c r i b e d  a b o v e ,  

i t  a p p e a r s  l e s s  l i k e l y  t h a t  t h e  s t r o n g  e l e c t r o s t a t i c  f o r c e s  b i n d i n g  th e  

h i s t o n e  to  t h e  DN A  w i l l  t e n d  to  d i s s o c i a t e  a n  i n d i v i d u a l  h i s t o n e  m o l e c u l e  

f r o m  a  c o m p a c t  a g g r e g a t e  a n d  b i n d  h i s t o n e s  a s  s i n g l e  m o l e c u l e s .  I t  i s  

i n t e r e s t i n g  to  n o t e  t h a t  i n  a n  e l e c t r o n  m i . c r o s c o p e  s t u d y  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  

o f  D N A  p o l y m e r a s e  w i t h  DNA, G r i f f i t h ,  H u b e r  m a n  a n d  K o r n b e g  (1971)  

o b s e r v e d  t h a t  t h e  e n z y m e  w a s  b o u n d  to  t h e  D N A  i n  t h e  d i m e r  s t a t e  r a t h e r  

t h a n  a s  i n d i v i d u a l  m o n o m e r  u n i t s ,  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  t h e  b o n d s  b e t w e e n  

t h e  tw o  m o n o m e r  u n i t s  o f  t h e  e n z y m e  w e r e  so  f l e :c ib le  a s  to  p e r m i t  

s e v e r a l  c o n f i g u r a t i o n s  o f  t h e  e n z y m e  b e i n g  b o u n d  t o  DNA. T h e  e x p e r i 

m e n t a l  o b s e r v a t i o n  t h a t  c o m p l e x e s  o f  G A R  h i s t o n e  a n d  C. T .  DNA 

e x h i b i t e d  a  d i f f e r e n t  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  i n  0. 4 M  

N a C l  t h a n  t h o s e  i n  0, 1 5 M  N a C l  a n d  0. 0 7 5M  N a C l ,  i n  w h i c h  t h e  GA R 

h i s t o n e  i s  i n  a  l e s s  a g g r e g a t e d  f o r m ,  m a y  b e  i n t e r p r e t e d  a s  c o n f i r m a t i o n  

o f  t h e  a b o v e  s p e c u l a t i o n  r e g a r d i n g  th e  b i n d i n g  o f  a g g r e g a t e s  o f  h i s t o n e s  

to  DNA. H o w e v e r ,  i t  i s  e q u a l l y  p o s s i b l e  t h a t  t h e  o b s e r v e d  g(s)



d i s t r i b u t i o n  f o r  GA R h i s t o n e - D N A  c o m p l e x e s  i n  0. 4 M  N a C l  c o u l d  r e s u l t  

f r o m  th e  a g g r e g a t i o n  of  t h e  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  t h e m s e l v e s .  L i t t l e  

i s  k n o w n  a b o u t  t h e  n a t u r e  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  w h i c h  c o u l d  j u s t i f y  

v a l i d  p r e d i c t i o n s  c o n c e r n i n g  t h e i r  a g g r e g a t i o n  p r o p e r t i e s .  I n d e e d  i t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  o b s e r v e d  h e t e r o g e n e i t y  of  G A R  h i s t o n e - 

C. T. DNA c o m p l e x e s  i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  0. 15M  N a C l  a n d  0. 4 M  N a C l  

c o u ld  r e s u l t  f r o m  r a n d o m  a g g r e g a t i o n  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  w h i c h  

c o n t a i n  a  c o n s t a n t  n u m b e r  of  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  p e r  u n i t  l e n g t h  of  

DNA.

S in c e  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s ,  t h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  c o m p l e x  

f o r m e d  b y  a d d i t i o n  o f  s m a l l  a m o u n t s  o f  G A R  h i s t o n e  to  e x c e s s  a m o u n t s  

o f  C. T. DNA p r e v e n t e d  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n b o u n d  

DNA, e v a l u a t i o n  o f  t h e  s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e  c o m p l e x  c o u ld  n o t  b e  c a r r i e d  

ou t .  I n s t e a d ,  t h e  l e s s  s a t i s f a c t o r y  s y s t e m  o f  s m a l l  a m o u n t s  o f  C. T ,  DNA 

a d d e d  to  e x c e s s  a m o u n t s  o f  h i s t o n e  w a s  u s e d  f o r  t h i s  p u r p o s e .  T h e  

s e d i m e n t a t i o n  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  In  t h e  R e s u l t s  S e c t i o n  u s i n g  

c o m p l e x e s  of  C. T. DNA w i t h  G A R  h i s t o n e  a n d  c o m p l e x e s  o f  GA R w i t h  

SV40 DNA a r e  a n a l o g o u s  to  e q u i l i b r i u m  d i a l y s i s  m e t h o d s  f o r  th e  

e v a l u a t i o n  o f  th e  s t o i c h i o m e t r y  of  c o m p l e x e s  o f  s m a l l  m o l e c u l e s  w i t h  

m a c r o m o l e c u l e s . One  b a s i c  a s s u m p t i o n  i n  t h e  t h e o r y  o f  e q u i l i b r i u m  

d i a l y s i s  m e t h o d s  i s  t h a t  t h e  s m a l l  m o l e c u l e  i s  u n i v a l e n t ,  t h a t  i s ,  

c o m b i n e s  w i t h  o n ly  o ne  m o l e c u l e  o f  t h e  l a r g e r  s p e c i e s ,  w h i l e  t h e  l a r g e r  

m o l e c u l e  c a n  b i n d  m a n y  of  th e  s m a l l e r  m o l e c u l e s .  I n  c o n d i t i o n s  o f  

e x c e s s  h i s t o n e ,  w h e r e  p r e c i p i t a t i o n  o f  DNA o c c u r s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

e a c h  h i s t o n e  m o l e c u l e  i s  i n  c o n t a c t  w i t h  a n d  b o u n d  to  s e v e r a l  d i f f e r e n t  

DNA m o l e c u l e s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  p h y s i c a l  f o r m a t i o n  o f  a  p r e c i p i t a t e  

m a y  e n t r a p  o t h e r w i s e  u n b o u n d  h i s t o n e  m o l e c u l e s  l e a d i n g  o n  s e d i m e n t a t i o n ,  

to  e r r o n e o u s l y  h i g h  a m o u n t s  o f  h i s t o n e s  a p p a r e n t l y  b o u n d  t o  DNA i n  

t h e s e  c o n d i t i o n s .  T h e  n u m b e r  of  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  to  DNA m u s t  

t h e r e f o r e  b e  c o n s i d e r e d  i n  th e  l i g h t  o f  t h e s e  p o s s i b l e  s o u r c e s  o f  e r r o r s .

A  m o r e  s e r i o u s  o b s t a c l e  to  t h e  m e a n i n g f u l  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e s e  

r e s u l t s  i s ,  h o w e v e r ,  t h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  c o m p l e x .  T h e  

s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x  i n  t h e s e  s t u d i e s  w a s  

e v a l u a t e d  s i m p l y  b y  m e a s u r i n g ;  t h e  a m o u n t  o f  h i s t o n e  r e m o v e d  b v



c o m b i n a t i o n  w i t h  a  k n o w n  a m o u n t  o f  DNA. To e x p r e s s  t h e s e  a m o u n t s  o n

a m o l e  f o r  m o l e  b a s i s  th e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  D N A  w a s  t a k e n  a s  t h e

w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  h e t e r o g e n e o u s  p o p u l a t i o n  o f  DNA

s p e c i e s ,  n a m e l y ,  8. 2 X 10^ d a l t o n s .  T h e  n u m b e r  o f  h i s t o n e  . m o l e c u l e s

b o u n d  m u s t  t h e r e f o r e  b e  c o n s i d e r e d  a s  r e l a t i v e  t o  a  m o l e c u l e  o f  DNA o f

t h i s  m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h e  h e t e r o g e n e o u s  n a t u r e  o f  C. T. DNA m a k e s  i t

d i f f i c u l t  to  d e t e r m i n e  w h e t h e r  o n ly  c e r t a i n  s e q u e n c e s  o f  C. T .  DNA

m o l e c u l e s  a r e  a b l e  to  b i n d  G A R  h i s t o n e ,  o r  w h e t h e r  s o m e  DNA m o l e c u l e s

a r e  c a p a b l e  o f  b e i n g  e n t i r e l y  b o u n d  w i t h  h i s t o n e  m o l e c u l e s  w h i l e  o t h e r

DNA m o l e c u l e s  b i n d  no  h i s t o n e  a t  a l l .  T h e  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r

w e i g h t  o f  C. T. DN A  w a s  t a k e n  a s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  p o p u l a t i o n  o f  D N A

s p e c i e s  o f  d i f f e r e n t  l e n g t h s ,  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  DN A  b o u n d  to  t h e

h i s t o n e  w a s  e x p r e s s e d  on  a  m o l e s  b a s i s  u s i n g  t h i s  v a l u e  o f  t h e  m o l e c u l a r

w e i g h t  o f  t h e  DNA. H o w e v e r ,  no  o n e  v a lu e  of  m o l e c u l a r  w e i g h t  a d e q u a t e l y

d e s c r i b e s  t h e  h e t e r o g e n e o u s  p o p u l a t i o n  o f  DN A s p e c i e s .  F o r  t h i s  r e a s o n ,

i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  DNA m o l e c u l e s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  8 . 2 X 1 0 ^  d a l t o n s

do n o t  b i n d  a n y  h i s t o n e  m o l e c u l e s ,  a l t h o u g h  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  o b t a i n e d

n u m b e r s  o f  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  a r e  e x p r e s s e d  p e r  D N A  m o l e c u l e

o f  t h i s  m o l e c u l a r  w e i g h t .  B e c a u s e  o f  t h e s e  p r o b l e m s  o f  h e t e r o g e n e i t y

o f  th e  G. T. DNA, i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  o f  b i n d i n g  s t u d i e s  a r e

l i m i t e d  to  c o m p a r i s o n  o f  t h e  r e l a t i v e  n u m b e r  o f  G A R  h i s t o n e  m o l e c u l e s

b o u n d  i n  d i f f e r e n t  c o n d i t i o n s .  O f  t h e s e  r e s u l t s ,  i t  i s  s i g n i f i c a n t  t h a t  i n

0, 4 M  N a C l  t h e  n u m b e r  o f  G A R  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  p e r  DNA
6m o l e c u l e  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  8. 2 X 10 i s  c o n s i d e r a b l y  l e s s  t h a n  t h o s e  

b o u n d  i n  0. 0 7 5 M  N a C l  a n d  0. 1 5M  N a C l ,  a l t h o u g h  t h e  g( s) d i s t r i b u t i o n  

o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  c o m p l e x e s  f o r m e d  i n  0. 4 M  N a C l  s h o w s  

a  g r e a t e r  p r e p o n d e r a n c e  o f  s p e c i e s  o f  l a r g e r  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s .  

A s  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  i s  i n c r e a s e d ,  s e v e r a l  e f f e c t s  i n f l u e n c e  t h e  

p r o p e r t i e s  o f  n u c l e o h i s t o n e  c o m p l e x e s  a n d  t h e i r  c o m p o n e n t  m o l e c u l a r  

s p e c i e s .  A r g i n i n e - r i c h  h i s t o n e s  a g g r e g a t e  i n  h i g h  s a l t  c o n d i t i o n s  

w h i l e  p r o t e i n s  i n  g e n e r a l  t e n d  to  b e  d i s s o c i a t e d  f r o m  n u c l e o p r o t e i n  

c o m p l e x e s  a s  t h e  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  i s  i n c r e a s e d .  F o r  G A R  h i s t o n e .



s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  0. 4 M  a r e  r e q u i r e d  f o r  d i s s o c i a t i o n  

f r o m  D N A  c o m p l e x e s  ( M u r r a y  a t  a l .  , 1970;  G e o r g i e v ,  A n a n i e v a ,

K o z lo v ,  ( 1 9 6 6 )). T h e  r e l a t i v e l y  s m a l l  n u m b e r  o f  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  

i n  0, 4 M  N a C l  c a n n o t  t h e r e f o r e  b e  t o t a l l y  a t t r i b u t e d  to  d i s s o c i a t i o n  f r o m  

t h e  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x .  T h e  s t a t e  o f  a g g r e g a t i o n  o f  GA R  h i s t o n e  i s  

u n k n o w n  i n  0. 4 M  N a C l ,  b u t  i s  l i k e l y  to  b e  c o n s i d e r a b l e .  T h i s  r a i s e s  t h e  

q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  i t  i s  v a l i d  to  c a l c u l a t e  t h e  n u m b e r  o f  m o l e s  o f  h i s t o n e  

m o l e c u l e s  b o u n d  u s i n g  a  v a l u e  o f  10, 600, t h e  m o n o m e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  

o f  G A R , w h e n  i n  0. 4 M  N a C l  G A R  h i s t o n e  p r o b a b l y  e x i s t s  i n  a  m o r e  

a g g r e g a t e d  s t a t e .  S i n c e  t h e  u s e  o f  a h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  w o u l d  

r e s u l t  i n  a n  a p p a r e n t l y  l o w e r  n u m b e r  of  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d ,  t h e  

r e l a t i v e l y  l o w  n u m b e r  o f  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  i n  0. 4 M  N a C l  c a n n o t  

b e  c o m p l e t e l y  a c c o u n t e d  f o r  b y  t h e  u s e  o f  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  w h i c h  

w a s  n o t  r e p r e s e n t a t i v e  o f  G A R  h i s t o n e .  O ne  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  i s  

t h a t  a l t h o u g h  G A R  h i s t o n e  i s  n o t  e n t i r e l y  d i s s o c i a t e d  f r o m  c h r o m a t i n  a t  

0. 4 M  N a C l ,  n e v e r t h e l e s s  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  s o m e  m o l e c u l e s  m a y  b e .

T h e  d i f f i c u l t i e s  o f  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e s e  r e s u l t s  a r e  t h e  

p r i m a r y  j u s t i f i c a t i o n  f o r  u s i n g  t h e  b i o l o g i c a l l y  h e t e r o l o g o u s  s y s t e m  o f  

SV40 DNA a n d  G A R  h i s t o n e  f r o m  c a l f  t h y m u s .  P r i o r  to  a  d i s c u s s i o n  o n  

t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d  on  t h e  b i n d i n g  o f  G A R  h i s t o n e  to  

t h e  h o m o g e n e o u s  f o r m s  o f  SV40 DNA, i t  m a y  b e  c o n s i d e r e d  r e l e v a n t  t o  

d i s c u s s  b r i e f l y  t h e  b i o l o g i c a l  i m p l i c a t i o n s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  o f  t h e  

a g g r e g a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  a n d  o f  i t s  b i n d i n g  to  C. T ,  DNA. T h e  

s m a l l  n u m b e r  o f  d i s c r e t e  h i s t o n e  s p e c i e s  i s o l a i t e d  f r o m  m a m m a l i a n  

c h r o m a t i n  m a k e s  i t  u n l i k e l y  t h a t  i n d i v i d u a l  h i s t o n e s  s p e c i f i c a l l y  r e p r e s s  

c e r t a i n  g e n e s  a n d  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  m u l t i p l i c i t y  a n d  

s p e c i f i c i t y  r e q u i r e d  o f  s p e c i f i c  g e n e t i c  r e p r e s s o r s  m i g h t  b e  c o n f e r r e d  on  

h i s t o n e s  b y  s e l f - a g g r e g a t i o n  ( S t e l l w a g e n  a n d  C o l e ,  1969) .  A t  p h y s i c o 

c h e m i c a l  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s ,  t h e  e x t e n t  o f  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  

i s  l i m i t e d  to  t e t r a m e r  f o r m a t i o n  a n d  i t  a p p e a r s  i n  t h e  c a s e  o f  t h i s  

h i s t o n e  a t  l e a s t  t h a t  t h e  m u l t i p l i c i t y  c o n f e r r e d  o n  h i s t o n e s  a s  a  r e s u l t  

o f  a g g r e g a t i o n  p r o c e s s e s  i s  so  l i m i t e d  a s  t o  m a k e  i t  u n l i k e l y  t h a t  t h e



h i s t o n e  a c t s  a s  a  s p e c i f i c  r e p r e s s o r  o f  g e n e s .  P r o p o s e d  m o d e l s  o f  

g e n e  f u n c t i o n  s u g g e s t  t h a t  t h e  p o r t i o n  o f  the  m a m m a l i a n  g e n o m e  w h i c h  

i s  n e v e r  t r a n s c r i b e d  m  v iv o  i s  c o v e r e d  b y  a  n u m b e r  of  h i s t o n e  m o l e c u l e s  

w h i c h  do n o t  r e a d i l y  d i s s o c i a t e  f r o m  t h e  DNA o f  t h e  g e n o m e ,  w h i l e  t h e  

s m a l l e r  p o r t i o n  o f  t h e  g e n o m e  w h i c h  i s  s e l e c t i v e l y  t r a n s c r i b e d  m  v iv o  

i s  b o u n d  w i t h  n o n - h i  s t o n e  p r o t e i n s  w h i c h  c a n  b i n d  to  o r  d i s s o c i a t e  f r o m  

th e  DN A  a c c o r d i n g  to  w h e t h e r  t h e  s p e c i f i c  g e n e s  w h i c h  a r e  m a s k e d  b y  

t h e  n o n - h i s t o n e  m o l e c u l e s  I’e q u i r e  to  b e  e x p r e s s e d  o r  r e p r e s s e d .  

C i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  i n  s u p p o r t  o f  t h i s  m o d e l  i s  p r o v i d e d  b y  t h e  

s t r e n g t h  o f  t h e  i o n i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  h i s t o n e s  a n d  DNA. H i s t o n e s  

r e q u i r e  s a l t  a t  h i g h e r  t h a n  p h y s i o l o g i c a l  c o n c e n t r a t i o n  to  d i s s o c i a t e  

t h e m  f r o m  t h e  D N A  ( M u r r a y  e t  a l .  , 1970;  G e o r g i e v ,  A n a n i e v a ,  K o z lo v ,  

( 19 66 )). In  t h e  l i g h t  o f  t h i s ,  i t  s e e m s  u n l i k e l y  t h a t  h i s t o n e s  b i n d  

r e v e r  s i b l y  to  r e g i o n s  o f  t h e  DNA, b u t  r a t h e r  t h a t  h i s t o n e s  a r e  p a s s i v e ,  

u n  s e l e c t i v e  r e p r e s s o r s  w h i c h  a r e  r a r e l y  i f  a t  a l l  r e m o v e d  f r o m  t h e  DNA. 

L e w i n  (19 7 0 )  h a s ,  h o w e v e r ,  s u g g e s t e d  t h a t  a l t h o u g h  h i s t o n e  m o l e c u l e s  

s e e m  u n l i k e l y  t o  a t t a c h  to  o r  d i s s o c i a t e  f r o m  s e g m e n t s  o f  DNA a c c o r d i n g  

to  w h e t h e r  t h e  DNA s h o u l d  b e  r e p r e s s e d  o r  n o t ,  n e v e r t h e l e s s  

r e p r e s s i o n  o r  e x p r e s s i o n  o f  t h e  DNA c o u ld  b e  a c h i e v e d  b y  m o d i f i c a t i o n  

of  t h e  s t r u c t u r e  o f  th e  a t t a c h e d  h i s t o n e  m o l e c u l e s  t o  p r e v e n t  o r  a l l o w  th e  

a t t a c h m e n t  o f  R N A  p o l y m e r a s e  m o l e c u l e s  to  t h e  g e n o m e .  I n  p a r t i c u l a r ,  

D e w i n  (197  0) i m p l i c a t e d  h y d r o g e n  b o n d s  a s  th e  m e a n s  w h e r e b y  th e  

c o n f o r m a t i o n  of  h i s t o n e s  m a y  b e  a l t e r e d  to  a l l o w  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  

g e n o m e ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  h i s t o n e  m o l e c u l e s  w h i l e  a l w a y s  a t t a c h e d  to  

t h e  DNA, c o u ld  s w i v e l  o u t w a r d s  a l l o w i n g  t h e  a t t a c h m e n t  o f  R N A  

p o l y m e r a s e  to  t h e  DNA. No d i r e c t  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  i n  s u p p o r t  o f  s u c h  a n  h y p o t h e s i s .  In  t h e  l i g h t  o f  t h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  h i s t o n e s  a r e  r e l a t i v e l y  u n s p e c i f i c  r e p r e s s o r s ,  

p e r m a n e n t l y  a t t a c h e d  to  DNA i t  s e e m s  s t r a n g e  t h a t  h i s t o n e s  i s o l a t e d  

f r o m  w i d e l y  v a r y i n g  s o u r c e s  h a v e  v e r y  s i m i l a r  s e q u e n c e s ,  s u g g e s t i n g  

t h a t  e v e n  m i n o r  m o d i f i c a t i o n  o f  h i s t o n e  s t r u c t u r e  i n t e r f e r e s  w i t h  t h e  

n o r m a l  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e s .  A l s o ,  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e  

r a t h e r  l i m i t e d  d e g r e e  o f  s e l f  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e ,  w h i c h  m a k e s



i t  i m p r o b a b l e  t h a t  th e  m u l t i p l i c i t y  a n d  s e l e c t i v i t y  r e q u i r e d  of  g e n e t i c  

r e p r e s s o r s  i s  c o n f e r r e d  on  h i s t o n e s  b y  a g g r e g a t i o n  p r o c e s s e s ,  th e  

b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e ,  i f  any ,  of the  a g g r e g a t i o n  p r o c e s s  r e m a i n s  m i c l e a r .  

P o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  o f  t h e  e x c e p t i o n a l  e v o l u t i o n a r y  c o n s e r v a t i o n  of th e  

s e q u e n c e  of  h i s t o n e s  a n d  of  th e  a g g r e g a t i o n  of c e r t a i n  h i s t o n e  s p e c i e s  m a y  

be  t h a t  t h e s e  p r o p e r t i e s  of h i s t o n e s  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h e  m a i n t e n a n c e  of 

c h r o m o s o m a l  s t r u c t u r e  o r  th e  f o r m a t i o n  in  v ivo  of c o m p a c t  c h r o m o s o m e s  

f r o m  r e l a t i v e l y  d i f f u s e  i n t e r p h a s e  c h r o m a t i n .

T h e  w o r k  r e p o r t e d  in  t h e s e  s t u d i e s  c o n c e r n s  o n l y  o n e  s p e c i e s  of  

h i s t o n e .  I n  v ivo ,  h o w e v e r ,  m a m m a l i a n  DNA.'s  a r e  f o u n d  c o m p l e x e s  w i th  

s e v e r a l  d i s c r e t e  s p e c i e s  o f  h i s t o n e .  T h e  r e s p e c t i v e  r o l e s  o f  e a c h  d i s c r e t e  

h i s t o n e  s p e c i e s  in  m a i n t a i n i n g  c h r o m o s o m a l  s t r u c t u r e  o r  p o s s i b l y  in  

s p e c i f i c a l l y  r e p r e s s i n g  p o r t i o n s  of th e  m a m m a l i a n  g e n o m e  a r e  t h e r e f o r e  of 

i n t e r e s t  b i o l o g i c a l l y .  I n  t h i s  r e s p e c t ,  W a g n e r  a n d  S p e l s b e r g  (197 I) h a v e  

r e c e n t l y  s h o w n  th a t  w h e n  GA.R h i s t o n e  i s  r e m o v e d  f r o m  c h r o m a t i n ,  the  

c o n f o r m a t i o n  of DNA,, a s  i n d i c a t e d  by  t h e  C . D .  s p e c t r u m ,  i s  s i g n i f i c a n t l y  

a l t e r e d .  T h e y  h a v e  c o r r e l a t e d  t h i s  c h a n g e  i n  c o n f o r m a t i o n  of  DNA. w i t h  th e  

t e m p l a t e  a c t i v i t y  o f  t h e  c h r o m a t i n  a n d  t h e r e f o r e  d e d u c e  t h a t  t h e  b in d in g  of  

G A R  h i s t o n e  to  D N A  i n d u c e s  s p e c i f i c  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  th e  D N A  

w h i c h  r e s u l t  i n  s p e c i f i c  t e m p l a t e  p r o p e r t i e s .  In  c o n t r a s t ,  h o w e v e r ,  L i ,  

I s e n b e r g  a n d  J o h n s o n  (1971)  h a v e  fo u n d  t h a t  w h e n  G A R  i s  c o m p l e x e d  to  DN A  

by  s a l t - g r a d i e n t  d i a l y s i s  th e  C. D. s p e c t r u m  of th e  D N A  r e m a i n s  a l m o s t  

i d e n t i c a l  to  t h a t  of f r e e  DNA., s u g g e s t i n g  t h a t  G A R  h i s t o n e  d o e s  n o t  p l a y  a  

m a j o r  r o l e  in  i n d u c i n g  s p e c i f i c  c o n f o r m a t i o n s  of t h e  DNA. I n  a n o t h e r  r e c e n t  

s t u d y  of  t h e  c o m p l e x i n g  of G A R  to  C. T, DNA. u s i n g  C.  D. , S h ih  a n d  F a s m a n  

(1971) r e p o r t e d  t h a t  b o t h  th e  s t r u c t u r e s  o f  D N A  a n d  G A R  a p p e a r e d  to  be  

a l t e r e d  on  c o m p l e x  f o r m a t i o n ,  w i th  th e  s t r u c t u r e  o f  t h e  h i s t o n e  i n  th e  

c o m p l e x  d e p e n d e n t  on  i t s  b i n d in g  to  DNA., a n d  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  i o n ic  

s t r e n g t h  i n  w h i c h  t h e  c o m p l e x  i s  f o r m e d ,

3. A n a l y s i s  o f  SV40 D N A - G A R  c o m p l e x e s

T h e  h e t e r o g e n e i t y  of  C,  T,  DNA. p r e v e n t e d  d e t a i l e d  i n t e r p r e t a t i o n  of 

th e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  c o n c e r n i n g  G A R  h i s t o n e - C .  T. D N A  c o m p l e x e s .  B o th  

t h e  n i c k e d  c i r c u l a r  a n d  s u p e r c o i l e d  f o r m s  of  SV40 DNA. w e r e  t h e r e f o r e



I t  w a s  c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  h o m o g e n e i t y  o f  th e  SV 40 DNA w h i c h  

p e r m i t t e d  m o r e  d e t a i l e d  a n a l y s i s  o f  G A R - D N A  c o m p l e x e s  t h a n  i n  t h e  

c a s e  o f  t h e  G A R  h i s t o n e - C .  T. DNA s y s t e m ,  j u s t i f i e d  t h e  u s e  of  t h i s  

b i o l o g i c a l l y  h e t e r o l o g o u s  s y s t e m .  T h e  i n t e r a c t i o n  of  h i s t o n e s  w i t h  

DNA i s  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  a s  o n e  o f  lo w  s p e c i f i c i t y  a n d  on  t h i s  

b a s i s  i t  s e e m s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  p r o p e r t i e s  o f  G A R  h i s t o n e  "SV40 DN A 

c o m p l e x e s  w i l l  b e  so  u n i q u e  a s  to  p r e v e n t  c o n c l u s i o n s  b e i n g  d r a w n  

r e g a r d i n g  t h e  g e n e r a l  n a t u r e  o f  t h e  b i n d in g  of  G A R  h i s t o n e  to  DNA 

m o l e c u l e s .  H o w e v e r ,  SV40 DNA m o l e c u l e s  a r e  c i r c u l a r  a n d  t h i s  

m a y  i m p o s e  s p e c i a l  r e s t r i c t i o n s  on  t h e  b i n d in g  o f  h i s t o n e s  t o  SV40 

DNA.

A s  w e l l  a s  b e i n g  a  c o n v e n i e n t  s y s t e m  f o r  t h e  d e t a i l e d  

a n a l y s i s  o f  h i s t o n e - D N A  i n t e r a c t i o n ,  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  

w i t h  SV40 D N A  m a y  a l s o  s e r v e  a s  a  m o d e l  s y s t e m  f o r  t h e  s t u d y  of  

th e  i n t e r a c t i o n  o f  SV40 DNA w i t h  b a s i c  v i r a l  p r o t e i n s .  I n  t h i s  

r e s p e c t  i t  i s  o f  i n t e r e s t  to  c o m p a r e  s t u d i e s  o f  t h e  b i n d in g  o f  SV40 

v i r u s  c o r e  p r o t e i n s  to  SV 40 DN A  w i t h  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  o f  t h e  

b i n d in g  o f  h i s t o n e s  to  SV40 DNA, ( A n d e r e r ,  K o c h  a n d  S c h l u m b e r g e r ,  

1 9 68 ). I n  a  r e c e n t  s tu d y ,  E s t e s ,  H u a n g  a n d  P a g a n o ,  (1971)  h a v e  

e s t i m a t e d  t h a t  a  t o t a l  n u m b e r  o f  194  p r o t e i n  m o l e c u l e s  o f  m o l e c u l a r  

w e i g h t  e q u i v a l e n t  to  t h o s e  o f  .hi s to n e  m o l e c u l e s  a r e  b o u n d  t o  s u p e r - 

c o i l e d  c l o s e d  c i r c u l a r  SV40 DNA. T h e y  a l s o  s u g g e s t ,  h o w e v e r ,  t h a t  

a n  a d d i t i o n a l  80 p r o t e i n  m o l e c u l e s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a p p r o x i m a t e l y  

23,  000 d a l t o n s ,  m a y  b e  b o u n d  to  t h e  DNA. T h e  a d v a n t a g e  o f  u s i n g  

b o t h  f o r m s  of  SV40 DNA i n  t h e  s tu d y  of  t h e  b i n d i n g  o f  G A R  h i s t o n e  i s  

i l l u s t r a t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  on  a d d i t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  to  e x c e s s  DNA, 

th e  s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y  du e  to  the  e x c e s s  u n b o u n d  DN.A c o u l d  b e  

d i s t i n g u i s h e d  f i m m  t h a t  du e  to  t h e  n u c l e o h i  s t o n e  c o m p l e x .  T h u s  

s t u d i e s  o f  G A R  h i s t o n e - S V 4 0  DNA i n t e r a c t i o n  w e r e  p o s s i b l e  i n  

c o n d i t i o n s  o f  l o w  h i s t o n e  to  DNA r a t i o s ,  t h a t  i s  i n  c o n d i t i o n s  w h e r e  

p r e c i p i t a t i o n  o f  DNA by t h e  h i s t o n e  m o l e c u l e s  i s  u n l i k e l y ,  I n  a d d i t i o n  

v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  G A R  h i s t o n e  w e r e  p o s s i b l e  s i n c e  t h e



e x t r e m e l y  h i g h  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  DN A c o m p a r e d  to  t h e  

h i s t o n e  e n a b l e d  q u a n t i t a t i o n  o f  th e  a m o u n t  o f  DN A b o u n d  to  l o w  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  G A R  h i s t o n e .  T h e  f a c t  t h a t  s e p a r a t e  b o u n d a r i e s  

c o u ld  b e  d e t e c t e d  f o r  c o m p l e x  a n d  f o r  u n b o u n d  DN A s u g g e s t e d  t h a t  

t h e  b i n d in g  p r o c e s s  w a s  n o t  a  r a n d o m  on e  w h i c h  m i g h t  b e  e x p e c t e d  

to  f o r m  a  h e t e r o g e n e o u s  d i s t r i b u t i o n  o f  DNA m o l e c u l e s  w i t h  v a r y i n g  

a m o u n t s  o f  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d ,  r a n g i n g  f r o m  e f f e c t i v e l y  no  

h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  to  a  s i t u a t i o n  of  c o m p l e t e  s a t u r a t i o n .  T h i s  

c o n c l u s i o n  i s  c o n f i r m e d  b y  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  r e l a t i v e  n u m b e r  o f  

h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  p e r  DNA m o l e c u l e  a s  a  f u n c t i o n  o f  a d d e d  

h i s t o n e  c o n c e n t r a t i o n .  In  c o n d i t i o n s  o f  e x c e s s  DNA, t h e  c o n s t a n t  

n u m b e r  of  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  

G A R  c l e a r l y  s u g g e s t s  c o - o p e r a t i v i t y ,  s i n c e  a  r a n d o m  p r o c e s s  o f  

b i n d in g  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  g iv e  r i s e  to  a  h e t e r o g e n e o u s  p o p u l a t i o n  o f  

n u c l e o h i  s to n e  m o l e c u l e s .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  to  n o t e  t h a t  b o t h  f o r m s  of  

SV40 DN A  e x l i i b i t e d  c o - op e r  a t i  v i t y  i n  th e  b i n d i n g  of  G A R  h i s t o n e ,  

d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  s u p e r  c o i l e d  c l o s e d  c i r c u l a r  SV40 DN A  h a s  a  m u c h  

m o r e  c o m p a c t  t i g h t l y  w o u n d  s t r u c t u r e .  T h i s  r a i s e s  t h e  q u e s t i o n  o f  

t h e  n a t u r e  o f  t h e  c h e m i c a l - i n t e r a c t i o n s  w h i c h  r e s u l t  i n  c o - o p e r a t i v i t y ,  

t h a t  i s  t h e  q u e s t i o n  of  w h a t  p r o p e r t i e s  a r e  e n d o w e d  o n  a  n u c l e o p r o t e i n  

c o m p l e x  b y  t h e  a t t a c h m e n t  o f  t h e  f i r s t  G A R  h i s t o n e  m o l e c u l e  w h i c h  

r e s u l t  i n  o t h e r  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b e i n g  s u b s e q u e n t l y  b o u n d  to  t h e  

s a m e  DN A  m o l e c u l e  r a t h e r  t h a n  to  a n o t h e r  c o m p l e t e l y  u n b o u n d  DNA 

m o l e c u l e .  O ne  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  t o  a c c o u n t  f o r  t h i s  co - o p e r a t i v e  

e f f e c t  i s  t h a t  t h e  b in d in g  o f  t h e  f i r s t  m o l e c u l e  o f  G A R  h i s t o n e  to  DNA 

i n d u c e s  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  e i t h e r  o r  b o t h  o f  t h e  h i s t o n e  o r  

DNA m o l e c u l e  c a u s i n g  t h e  e x p o s u r e  o f  p o w e r f u l  a t t r a c t i v e  f o r c e s  

w h i c h  w i l l  p r e f e r e n t i a l l y  b i n d  s u b s e q u e n t  G A R  m o l e c u l e s .  S u c h  

c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  t h e  DNA m o l e c u l e s  m u s t  b e  p o s s i b l e  i n  

b o t h  s u p e r  c o i l e d  c i r c u l a r  DNA a n d  i n  r e l a x e d  c i r c u l a r  DNA, s i n c e  

b o t h  m o l e c u l e s  e x h i b i t  t h e  co  - o p e r a t i v e  b i n d i n g  e f f e c t .  O n  t h e  f a c e  

o f  i t ,  t h e  l i m i t a t i o n s  i m p o s e d  b y  t h e  t i g h t l y  w o u n d  s t r u c t u r e  o f  c l o s e d



c i r c u l a r  DNA s e e m  t o  s u g g e s t  t h a t  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  o f  t h e  t y p e  

d e s c r i b e d  a b o v e  i n  t h i s  DNA m o l e c u l e  a r e  u n l ik e ly .  C h a n g e s  i n  t h e  

c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  h i  s t o n e  m o i e t y  of  t h e  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x  

s e e m  t h e r e f o r e  m o r e  l i k e l y  to  p r o d u c e  t h e  f o r c e s  w h i c h  c a u s e  

CO-ope r a t i  v i t  y  o f  b i n d i n g .  E v i d e n c e  f o r  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  in  

h i  s t o n e  m o l e c u l e s  on  b i n d i n g  to  DNA h a s  b e e n  r e p o r t e d  b y  W a g n e r  

( 1 9 7 0 ) a n d  S i m p s o n  a n d  S o b e r  (1970)  u s i n g  C. D. t e c h n i q u e s .  T h e  

c h a n g e s  o f  c o n f o r m a t i o n  o f  h i  s t o n e  m o l e c u l e s  o n  b i n d i n g  t o  DNA h a v e  

g e n e r a l l y  b e e n  i n t e r p r e t e d  a s  b e i n g  an  i n c r e a s e  i n  t h e  h e l i x  c o n t e n t  

o f  t h e  h i  s t o n e  m o l e c u l e .  I t  i s  d i f f i c u l t  to  v i s u a l i z e  e x a c t l y  h o w  a n

i n c r e a s e  i n  h e l i c i t y  o f  h i  s t o n e s  b o u n d  to  a  D N A  m o l e c u l e  c o u l d  

i n d u c e  t h e  p r e f e r e n t i a l  b i n d i n g  o f  s u b s e q u e n t  h i  s t o n e  m o l e c u l e s  to  

t h e  s a m e  D N A  m o l e c u l e  b u t  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  h y d r o p h o b i c  f o r c e s  

o f  t h e  s a m e  t y p e  a s  t h o s e  i m p l i c a t e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  i n  t h e  

a g g r e g a t i o n  o f  h i  s t o n e s  a r e  i n v o l v e d .  T h e  a b o v e  d i s c u s s i o n  o f  t h e  

c h a n g e s  i n  c o n f o r m a t i o n  o f  h i s t o n e  m o l e c u l e s  c a u s i n g  c o - o p e r a t i v e  

b i n d i n g  o f  h i  s t o n e s  to  DN A  i s  p u r e l y  s p e c u l a t i v e  a n d  i t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  c h a n g e s  i n  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  DNAj w h i c h  a r e  s t e r i c a l l y  

p o s s i b l e  i n  b o t h  s u p e r c o i l e d  a n d  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 D N A  m o l e c u l e s ,  

c a u s e  t h e  c o - o p e r a t i v e  e f f e c t .  I n  v i e w  o f  t h e  l a r g e  d i f f e r e n c e s  i n  

c o n f o r m a t i o n  o f  r e l a x e d  c i r c u l a r  DNA a n d  n i c k e d  c i r c u l a r  DN A  i t  i s  

o f  i n t e r e s t  t h a t  t h e  f o r m e r  a p p e a r s  to  b i n d  a p p r o x i m a t e l y  t w i c e  a s  

m a n y  h i s t o n e  m o l e c u l e s  a s  t h e  l a t t e r  t y p e  o f  DNA, T h e s e  f i n d i n g s  

c o u l d  r e s u l t  f r o m  a  d e c r e a s e  i n  t h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  s u r f a c e  a r e a  

i n  s u p e r  c o i l e d  SV40 D N A  o r  f r o m  c o n f o r m a t i o n a l  r e s t r i c t i o n s  i m p o s e d  

on  t h e  b i n d i n g  b y  t h e  s h a p e  o f  t h e  s u p e r  c o i l e d  SV 40  D N A. A l s o  of  

i n t e r e s t  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  on  t h e  b in d in g  o f  G A R  h i s t o n e  to  

SV40 D N A  i s  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  a t  v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  

h i s t o n e ,  t h e  n u m b e r  o f  h i  s t o n e s  b o u n d  p e r  DNA m o l e c u l e  i s  l o w e r  

t h a n  t h e  n u m b e r  b o u n d  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  h i s t o n e  a n d  

t h a t  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  n u c l e o h i s t o n e  c o m p l e x e s  f o r m e d  

a t  l o w  a d d e d  h i s t o n e  c o n c e n t r a t i o n s  i s  s m a l l e r  t h a n  t h o s e  o f  c o m p l e x e s  

f o r m e d  a t  h i g h e r  a d d e d  G A R  c o n c e n t r a t i o n s .  I n  c o n d i t i o n s  o f  l o w



c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  G A R , i t  t h e r e f o r e  a p p e a r s  t h a t  e a c h  DNA 

m o l e c u l e  i s  n o t  s a t u r a t e d  w i t h  h i s t o n e  m o l e c u l e .  T h i s  c a n  b e  

r a t i o n a l i z e d  w i t h  t h e  e a r l i e r  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  b i n d in g  o f  h i s t o n e s  

w a s  a c o - o p e r a t i v e  e f f e c t  by  p o s t u l a t i n g  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  G A R  

h i s t o n e  to  t h e  DNA a t  lo w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  G A R  s t i l l  c a u s e d  

c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  w h i c h  n o r m a l l y  w o u l d  r e s u l t  i n  m o r e  G A R  

h i s t o n e  m o l e c u l e s  b e i n g  b o u n d  to  t h e  s a m e  DN A  m o l e c u l e .  In  t h e s e  

c o n d i t i o n s  o f  l o w  a d d e d  h i s t o n e  c o n c e n t r a t i o n s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  no  

h i s t o n e  m o l e c u l e s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  l o c a l  e n v i r o n m e n t  o f  t h e  

n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  t h u s  s u b s e q u e n t  h i s t o n e  m o l e c u l e s  c o u l d  n o t  

b e  b o u n d  to  t h e  o r i g i n a l  D N A - h i s t o n e  c o m p l e x  so  t h a t  D N A  m o l e c u l e  

r e m a i n s  l e s s  t h a n  c o m p l e t e l y  s a t u r a t e d  w i t h  h i s t o n e  m o l e c u l e s .  In  

s u c h  c o n d i t i o n s  i t  w o u l d  b e  i n t e r e s t i n g  to  s t u d y  th e  d i s t r i b u t i o n  o f  

s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  t h e  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  s i n c e  i t  

m i g h t  b e  e x p e c t e d  t h a t  t h e  n u m b e r  of  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  p e r  

D N A  m o l e c u l e  w o u l d  v a r y  r a n d o m l y  s i n c e  t h e  n u m b e r  b o u n d  w o u l d  

o n ly  b e  d e p e n d e n t  o n  t h e  n u m b e r  o f  h i s t o n e  m o l e c u l e s  t h a t  h a p p e n e d  

to  b e  i n  t h e  l o c a l  v i c i n i t y  o f  t h e  DNA m o l e c u l e .  T h e  s m a l l  s i z e  o f  

t h e  s e d i m e n t i n g  b o u n d a r y  c o r r e s p o n d i n g  to  t h e  c o m p l e x  p r e c l u d e d  t h e  

a c c u r a t e  a p p l i c a t i o n  o f  a  g ( s )  a n a l y s i s .  T h e  a b o v e  e x p l a n a t i o n  o f  

t h e  b i n d in g  o f  G A R  h i s t o n e  t o  b o t h  f o r m s  of  SV40 D N A  a t  lo w  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  G A R  m u s t ,  h o w e v e r ,  b e  c o n s i d e r e d  w i t h  t h e  

f a c t  t h a t  e v e n  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d d e d  G A R ,  DNA i s  i n  

e x c e s s  a n d  t h u s  i n  t h e  l o c a l  e n v i r o n m e n t  o f  som.e DNA m o l e c u l e s  

t h e r e  i s  e f f e c t i v e l y  z e r o  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n b o u n d  G A R  h i s t o n e .  I t  

m i g h t  t h e n  b e  e x p e c t e d  t h a t  s u c h  DN A m o l e c u l e s ,  h a v i n g  a l r e a d y  

c o - o p e r a t i v e l y  b o u n d  s o m e  G A R  h i s t o n e  m o l e c u l e s ,  w o u l d  b e  u n a b l e  

t o  b i n d  m o r e .  A  h e t e r o g e n e o u s  p o p u l a t i o n  o f  n u c l e o h i s t o n e  

c o m p l e x e s  of  v a r y i n g  h i s t o n e  c o n t e n t  w o u l d  t h e r e f o r e  b e  f o r m e d .

T h u s  t h e  n u m b e r  o f  h i s t o n e  m o l e c u l e s  q u o t e d  a s  b o u n d  p e r  DNA 

m o l e c u l e  m i g h t  o n ly  b e  a n  a v e r a g e  v a lu e  r e p r e s e n t i n g  t h e  m e a n  

n u m b e r  o f  h i  s t o n e s  b o u n d  p e r  DN A m o l e c u l e  i n  a  p o p u l a t i o n  w h i c h



fv "t

c o m p r i s e s  n u c l e o h i s t o n e  c o m p l e x e s  w i t h  h i s t o n e  c o n t e n t s  v a r y i n g  

f r o m  e f f e c t i v e l y  z e r o  to  a  n u m b e r  g r e a t e r  t h a n  th e  m e a n  v a l u e  of  

h i  s t o n e s  b o u n d .  T h e  a p p r o x i m a t e  c o n s t a n c y  o f  s e d i m e n t a t i o n

c o e f f i c i e n t s  o f  t h e  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x  p r e c l u d e s  t h i s  p o s s i b i l i t y  

a n d  v e r i f i e s  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  h i  s t o n e s  b o u n d  p e r  D N A  m o l e c u l e  

p r o b a b l y  r e p r e s e n t s  t h e  n u m b e r  o f  h i  s t o n e s  r e q u i r e d  to  s a t u r a t e  

e a c h  f o r m  of  DN A  m o l e c u l e .  On the  b a s i s  o f  th e  a b o v e  d i s c u s s i o n  

i t  s e e m s  d i f f i c u l t  to  r a t i o n a l i z e  t h e  a p p a r e n t l y  i n c o n s i s t e n t  m o d e  Of 

b i n d i n g  o f  GAR h i s t o n e  to  SV40 DNA a t  b o t h  lo w  a n d  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  a d d e d  h i s t o n e .  I n  f a c t ,  t h e  a n s w e r  to  t h e  a p p a r e n t  p a r a d o x  m a y  b e  

s u p p l i e d  b y  c o n s i d e r i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a d d e d  h i s t o n e  a s  a n  

a b s o l u t e  a m o u n t  a n d  n o t e  a s  a n  a m o u n t  r e l a t i v e  to  t h e  a m o u n t  o f  DNA, 

s i n c e  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  DN A i s  a l w a y s  i n  e x c e s s .  T h u s  a  DNA 

m o l e c u l e  w i th  a  h i s t o n e  m o l e c u l e  a l r e a d y  b o u n d  w i l l  o n ly  b e  a b l e  to  

b i n d  a  s e c o n d  h i s t o n e  m o l e c u l e  i f  the  c o n c e n t r a t i o n  o f  h i  s t o n e s  i n  t h e  

s o l u t i o n  i s  h i g h  e n o u g h  to a l l o w  t h e  f o r c e s  c a u s i n g  c o - o p e r a t i v e  

b in d in g  t o  i n t e r a c t  w i t h  a  s e c o n d  m o l e c u l e ,  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e  

p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  of  o t h e r  DN A  m o l e c u l e s  w i t h  o r  w i t h o u t  h i s t o n e  

m o l e c u l e s  a l r e a d y  b o u n d .  I n  s u c h  a  p r o c e s s ,  t h e  n u c l é a t i o n  s t e p ,  

t h a t  i s  t h e  b i n d in g  o f  t h e  f i r s t  m o l e c u l e  o f  G A R  to  t h e  D N A  i s  o b v i o u s l y  

i m p o r t a n t .  T h e  m e c h a n i s m s  w h e r e b y  a  p a r t i c u l a r  DNA m o l e c u l e ,  

a m o n g  a  p o p u l a t i o n  o f  m a n y  i d e n t i c a l  DNA m o l e c u l e s ,  c a n  b i n d  a  h i s t o n e  

m o l e c u l e ,  t h u s  s u b s e q u e n t l y  b i n d in g  s e v e r a l  m o r e  h i s t o n e  m o l e c u l e s  

i n  a  c o - o p e r a t i v e  m a n n e r ,  r e m a i n s  u n c l e a r .  O ne  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  

t h e  o r i g i n a l  b i n d in g  of  t h e  f i r s t  h i s t o n e  m o l e c u l e  i s  a  r e l a t i v e l y  s lo w  

p r o c e s s  w h i l e  t h e  s u b s e q u e n t  b i n d in g  o f  o t h e r  h i s t o n e  m o l e c u l e s  to  

a  DNA m o l e c u l e  w i t h  t h e  f i r s t  h i s t o n e  a l r e a d y  a t t a c h e d  i s  r e l a t i v e l y  

m u c h  fastei* . I n  t h i s  w a y  h i s t o n e  m o l e c u l e s  c a n  c o m p l e t e l y  b i n d  to  

o ne  D N A  m o l e c u l e  w i t h  o n e  h i s t o n e  a l r e a d y  a t t a c h e d ,  b e f o r e  a  s e c o n d  

DN A m o l e c u l e  h a s  b o u n d  i t s  f i r s t  h i s t o n e  m o l e c u l e .

A l l  o f  t h e  a b o v e  d i s c u s s i o n  c o n c e r n i n g  t h e  b i n d i n g  o f  G A R  

h i s t o n e  m u s t  b e  c o n s i d e r e d  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  o n ly  p a r t



o f  t h e  DN A  i s  c o m p l e x e d  w i t h  p r o t e i n  a s  i n d i c a t e d  i n  t h e  s t u d i e s  on  

m a m m a l i a n  c h r o m a t i n  o f  C l a r k  a n d  F e l s e n f e l d  ( 1 9 7 1 ) .  T h e  c o n c l u s i o n s  

r e g a r d i n g  c o - o p e  r a t i  v i t y  o f  b i n d in g  of  h i  s t o n e s  to  D N A  r e m a i n  v a l i d ,  

h o w e v e r ,  e v e n  i f  t h e  DN A  i s  o n ly  c o v e r e d  i n  p a r t  b y  h i  s t o n e s .  T h e  

p r e s e n t  r e s u l t s  do n o t  a l l o w  e s t i m a t i o n  o f  t h e  e x t e n t  o f  t h e  c o v e r a g e  

o f  t h e  DN A  b y  h i s t o n e .

C o m p a r i s o n  o f  t h e  g( s) d i s t r i b u t i o n s  o f  t h e  n u c l e o p r o t e i n

c o m p l e x e s  r e v e a l  t h a t  f o r  c o m p l e x e s  w i t h  b o t h  f o r m s  o f  SV40 DNA, t h e

g( s) m a x i m a  o c c u r  a t  s l i g h t l y  g r e a t e r  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  i n

0. 15M  N a C l  t h a n  i n  0. 0 7 5 M  N a C l .  A s  i n  t h e  c a s e  o f  C. T. DNA, t h i s

r a i s e s  t h e  q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  t h e  i n c r e a s e  i n  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t

i n  h i g h e r  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  i s  d u e  to  a g g r e g a t i o n  o f  t h e  n u c l e o p r o t e i n

c o m p l e x e s  t h e m s e l v e s  o r  to  t h e  b i n d in g  o f  h i s t o n e s  i n  d i f f e r e n t

a g g r e g a t i o n  s t a t e s .  A l l i e d  t o  t h i s  p r o b l e m  i s  t h e  q u e s t i o n  o f  w h e t h e r

t h e  n u m b e r  o f  h i  s t o n e s  b o u n d  s h o u l d  b e  c a l c u l a t e d  i n  b o t h  s a l t  c o n d i t i o n s

u s i n g  a  h i s t o n e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  10, 600,  s i n c e  t h e  e x p e r i m e n t a l

s t u d i e s  o n  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  i n d i c a t e d  t h a t  i n  0. 0 7 5 M  N a C l  th e

p r o t e i n  w a s  i n  a  m o n o m e r  - d i m e r  e q u i l i b r i u m  a n d  i n  a  m o n o m e r - d i m e r -

t e t r a m e r  e q u i l i b r i u m  i n  0. IB M  N a C l .  A l t h o u g h  t h e s e  e q u i l i b r i a  w e r e

fo u n d  to l i e  to  t h e  r i g h t ,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  h i s t o n e  m o l e c u l e

d o e s  n o t  e x i s t  s o l e l y  a.s a  d i m e r  o r  t e t i ' a m e r  r e s p e c t i v e l y  i n  t h e s e

c o n d i t i o n s .  T h e y  a r e  i n  a n  e q u i l i b r i u m  s t a t e .  I f  t h e  h i  s t o n e s  e x i s t e d

a s  d i m e r  o r  t e t r a m e r  s p e c i e s  w h i c h  c o u l d  b e  p h y s i c a l l y  i s o l a t e d ,  t h e n

M  v s .  c c u r v e s  w o u l d  b e  h o r i z o n t a l  l i n e s  a t  a r o ü n d  20,  000 d a i t o n s  w a p p
a n d  40,  000 d a i t o n s ,  w i t h  p e r h a p s  s o m e  d i s s o c i a t i o n  a t  l o w e r  

c o n c e n t r a t i o n s .  T o  s o m e  e x t e n t  t h i s  j u s t i f i e s  t h e  u s e  o f  10, 600 a s  t h e  

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  G A R  h i s t o n e  i n  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  h i s t o n e  b o u n d .  I t  

s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  o b s e r v a t i o n s  o n  c o - o p e r a t i v e  b i n d i n g  a r e  n o t  

a f f e c t e d  b y  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  h i s t o n e  u s e d  to  c a l c u l a t e  t h e  n u m b e r  

o f  h i  s t o n e s  b o u n d .  T h e  r e l a t i v e  n u m b e r  o f  h i  s t o n e s  b o u n d  to  s u p e r c o i l e d  

a n d  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 D N A  i s  a l s o  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  h i s t o n e  u s e d .  I n d e e d ,  e v e n  th e  m o d e l s  o f  n u c l e o p r o t e i n



c o m p l e x e s  d e s c r i b e d  i n  R e s u l t s  S e c t i o n  11 a r e  n o t  s e r i o u s l y  a f f e c t e d  

b y  t h e  u s e  o f  10, 000 f o r  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  G A R .  I f  a  h i g h e r  

m o l e c u l a r  w e i g h t  w a s  u s e d ,  t h e  n u m b e r s  o f  m o l e c u l e s  b o u n d  to  DNA 

w o u l d  b e  c o r r e s p o n d i n g l y  r e d u c e d ,  b u t  e a c h  m o l e c u l e  b o u n d  w o u l d  

i t s e l f  b e  o f  p r o p o r t i o n a l l y  g r e a t e r  m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h i s  l a s t  • 

o b s e r v a t i o n  c o n f i r m s  t h e  v a l i d i t y  o f  u s i n g  10, 600 a s  t h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  G A R  i f  t h e  n u m b e r  o f  h i s t o n e s  b o u n d  i s  e x p r e s s e d  a s  

c o r r e s p o n d i n g  to  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  10, 600.

T h e  s h a p e  o f  t h e  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  f o r m e d  i s  a l s o  o f  

i m p o r t a n c e .  I n  t h i s  r e s p e c t ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  i n f o r m a t i o n  c a n  b e  

o b t a i n e d  b y  c o n s i d e r i n g  s e v e r a l  m o d e l s  o f  G A R - h i s t o n e - S V 4 0  DN A  

c o m p l e x e s  ( R e s u l t s  S e c t i o n  11), A g a i n ,  t h e  v a l i d i t y  o f  t h e  m o d e l s  

c o n s t r u c t e d  i s  s u b j e c t  to  t h e  p o s s i b l e  l i m i t a t i o n  t h a t  o n ly  p o r t i o n s  o f  

t h e  DNA a r e  c o v e r e d  b y  p r o t e i n  a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  w o r k  o f  C l a r k  a n d  

F e l s e n f e l d  (1971)  on  m a m m a l i a n  c h r o m a t i n .  N o  e s t i m a t e  i s  p o s s i b l e  

o f  t h e  a m o u n t  o f  DNA c o v e r e d  b y  p r o t e i n  i n  t h e  p r e s e n t  w o r k ,  a n d  f o r  

s i m p l i f i c a t i o n  i t  w a s  c o n s i d e r e d  t h a t  a l l  t h e  D N A  w a s  c a p a b l e  o f  

b i n d i n g  h i  s t o n e  s. I t  s h o u l d  b e  p o i n t e d  o u t  t h a t  b e c a u s e  o f  t h e  

s i m p l i f y i n g  a s s u m p t i o n  m a d e  t o  c o n s t r u c t  m o d e l  s t r u c t u r e s  o f  DNA - 

h i s t o n e  c o m p l e x e s ,  t h e  a g r e e m e n t  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  n u m b e r  o f  

h i  s t o n e s  b o u n d  a n d  t h e  n u m b e r  p r e d i c t e d  f o r  b i n d i n g  to  D N A  a s  a  l i n e a r  

r o w  o f  s p h e r e s  a t t a c h e d  t o  t h e  DN A  m o l e c u l e s  m a y  b e  f o r t u i t o u s .  N o t  

t h e  l e a s t  o f  t h e s e  a s s u m p t i o n s  i s  c o n s i d e r i n g  t h e  h i s t o n e  m o l e c u l e  a s  

a  s p h e r e .  I t  h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  b y  Sung  a n d  D i x o n  (1971)  t h a t  o n ly  

t h e  s m a l l  r e g i o n s  o f  h i g h  p o s i t i v e  c h a r g e  o f  t h e  h i s t o n e  m o l e c u l e  

c o m b i n e  w i t h  t h e  DNA. A l t h o u g h  th e  S e p l i a d e x  s t u d i e s  o f  G A R  h i s t o n e  

a n d  i t s  a g g r e g a t e s  r e p o r t e d  i n  t h i s  w o r k  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  s h a p e  o f  the  

h i s t o n e  m o l e c u l e  w a s  l i k e l y  t o  b e  s p h e r i c a l ,  t h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  to  

i n d i c a t e  t h a t  t h e  s p h e r i c a l  s h a p e  i s  r e t a i n e d  o n  a s s o c i a t i o n  w i th .D N A .  

A l s o ,  i t  i s  f o u n d  t h a t  w h e n  t h e  t o t a l  l e n g t h  o f  t h e  m a j o r  g r o o v e  o f  e a c h  

SV40 D N A  m o l e c u l e  i s  c a l c u l a t e d ,  n o  a g r e e m e n t  i s  o b s e r v e d  b e t w e e n  

t h e  e x p e r i m e n t a l  n u m b e r  o f  h i  s t o n e s  b o u n d  a n d  t h e  n u m b e r  o f  G A R



m o l e c u l e s  c a l c u l a t e d  to  b e  b o u n d  to  t h e  l e n g t h  o f  t h e  m a j o r  g r o o v e ,  

a s s u m i n g  e a c h  h i s t o n e  m o l e c u l e  to  b e  a s p h e r e  o f  r a d i u s  20. 5 3 i f .

E v i d e n c e  s u p p o r t i n g  th e  b i n d in g  o f  h i  s t o n e s  to  t h e  l a r g e  g r o o v e  o f  

DNA h a s  b e e n  c i t e d  b y  O l i n s  (1969)-  T h e  o b s e r v a t i o n  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u d i e s  t h a t  s p e r m i d i n e  p h o s p h a t e  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  d o e s  n o t  

a p p a r e n t l y  a f f e c t  t h e  n u m b e r  of  G A R  m o l e c u l e s  b o u n d  to  C. T.  DNA, 

a l s o  s u g g e s t s  t h a t  i n  t h i s  s y s t e m  G A R  m o l e c u l e s  m a y  b e  b o u n d  to  t h e  

l a r g e  g r o o v e  s i n c e  L i q u o r i  e t  al- (1967)  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  b i n d in g  

o f  p o l y  a m i n e s  to t h e  m i n o r  g r o o v e  of  DNA. T h e s e  o b s e r v a t i o n s  t e n d  

to  i n v a l i d a t e  m o d e l s  o f  n u c l e o h i s t o n e  w h i c h  i n v o l v e  s p h e r i c a l  G A R  

m o l e c u l e s .  N e v e r t h e l e s s  i n  t h e  l a c k  o f  a n y  a l t e r n a t i v e  i n f o r m a t i o n  

r e g a r d i n g  s h a p e  th e  a s s u m p t i o n s  o f  s p h e r i c a l  s h a p e  o f  G A R  r e s i d u e s  i n  

n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  a r e  p r o b a b l y  j u s t i f i e d .  I t  w a s  fo u n d ,  ( R e s u l t s  

S e c t i o n  11) t h a t  a  s p h e r i c a l  m o d e l  o f  n u c l e o h i s t o n e  c a l c u l a t e d  b y  s u m m i n g  

t h e  h y d r o d y n a m i c  v o l u m e s  o f  b o t h  t h e  h i s t o n e  c o m p o n e n t  a n d  t h e  SV40 

DN A c o m p o n e n t  o f  t h e  c o m p l e x e s  h a d  a c a l c u l a t e d  r a d i u s  m u c h  l o w e r  

t h a n  t h a t  o f  t h e  e q u i v a l e n t  h y d r o d y n a m i c  s p h e r e  c a l c u l a t e d  e x p e r i m e n t a l l y  

f r o m  t h e  s e d i m e n t a t i o n  p r o p e r t i e s  of  t h e  n u c l e o h i s t o n e  c o m p l e x e s .

T h i s  i m p l i e s  t h a t  t h e  n u c l e o h i s t o n e  c o m p l e x  i s  a  m o r e  d i f f u s e  s t r u c t u r e  

t h a n  a  d e n s e l y  c o m p a c t  s p h e r e .  A t  t h e  o t h e r  e x t r e m e ,  r o d - l i k e  

m o d e l s  a p p e a r e d  to  h a v e  g r e a t e r  e q u i v a l e n t  r a d i i  t h a n  t h o s e  c a l c u l a t e d  

e x p e r i m e n t a l l y  f o r  t h e  n u c l e o h i s t o n e  c o m p l e x e s ,  M o r e  r i g o r o u s  

i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  s h a p e  of  t h e s e  c o m p l e x e s  m a y  b e  p o s s i b l e  b y  t h e  

a p p l i c a t i o n  o f  t h e  t h e o r y  o f  K i r k w o o d  (1954)  f o r  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  

t h e  h y d r o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  o f  a  m o l e c u l e  w h i c h  c o u l d  b e  r e p r e s e n t e d  

a s  a n  a s s o c i a t i o n ,  i n  m a n y  d i f f e r e n t  c o n f o r m a t i o n s ,  o f  b e a d - l i k e  

s p h e r e s .  U n iq u e  m a t h e m a t i c a l  e q u a t i o n s  a r e  n e c e s s a r y  t o  d e s c r i b e  t h e  

h y d r o d y n a m i c  b e h a v i o u r  o f  f i x e d  c o n f o r m a t i o n s  o f  t h e  m o l e c u l e .  F o r  

t h i s  r e a s o n ,  o n ly  g e n e r a l  s h a p e s  l i k e  r o d s ,  e l l i p s e s ,  t o r i ,  e t c .  c a n  

e a s i l y  b e  c o n s i d e r e d  b y  th e  K i r k w o o d  t h e o r y  a n d  t h i s  a p p r o a c h  w a s  n o t  

p u r s u e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s .  N e v e r t h e l e s s  i t  i s  s i g n i f i c a n t  to  n o te  

t h a t  B l o o m f i e l d ,  V a n  H o l d e  a n d  D a l t o n  (1 9 6 7 ) ,  G r a y  (1 9 6 7 ) ,  B l o o m f i e l d



a n d  Z i m m  ( 1966),  G r a y ,  B l o o m f i e l d  a n d  H e a r s t  ( 1967) s u c c e s s f u l l y  

a p p l i e d  t h e  b a s i c  K i r k w o o d  t h e o r y  to  t h e o r e t i c a l  c a l c u l a t i o n s  of  t h e  

h y d r o d y n a m i c  b e h a v i o u r  o f  c o m p l i c a t e d  s t r u c t u r e s  l i k e  s u p e r c o i l e d  

c l o s e d  c i r c u l a r  DNA a n d  r e p l i c a t i n g  s y s t e m s  o f  c i r c u l a r  DN A  

m o l e c u l e s .  A n o t h e r  t e c h n i q u e  u s e f u l  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  s t r u c t u r e  

o f  t h e  G A R  h i s t o n e - S V 4 0  DNA c o m p l e x e s  i s  l i k e l y  to  b e  l i g h t -  

s c a t t e r i n g  s i n c e  th e  r a d i u s  o f  g y r a t i o n  o f  t h e  s c a t t e r i n g  m o l e c u l e s  i s  

o b t a i n a b l e  e x p e r i m e n t a l l y  a n d  c a n  t h u s  b e  c o m p a r e d  w i t h  t h e  r a d i i  

o f  g y r a t i o n  o f  d i f f e r e n t l y  s h a p e d  m o d e l  c o m p o u n d s .  B y  u l t r a c e n t r i f u g e  

s t u d i e s  a l o n e ,  o n ly  t h e  r a d i u s  o f  a n  e q u i v a l e n t  h y d r o d y n a m i c  s p h e r e  

o r  e l l i p s e  i s  o b t a i n a b l e ,  t h u s  l i m i t i n g  t h e  r a n g e  o f  m o d e l s  t h a n  c a n  b e  

t e s t e d  a g a i n s t  t h i s  e x p e r i m e n t a l  p a r a m e t e r .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  to  n o t e  

t h a t  t h e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  c o m p l e x e s  o f  G A R  h i s t o n e  w i t h  t h e  

r e l a x e d  c i r c u l a r  f o r m  o f  SV40 DN A i s  l a r g e r  t h a n  t h a t  o f  r e l a x e d  

c i r c u l a r  DN A a lo n e .  I n c r e a s e s  i n  m o l e c u l a r  w e i g h t  g e n e r a l l y  t e n d  

to  d e c r e a s e  t h e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  a n d  t h e r e f o r e  i t  m a y  b e  i n f e r r e d  

t h a t  t h e  s t r u c t u r e  o f  G A R  c o m p l e x e s  w i t h  t h i s  f o r m  o f  DN A  i s  m o r e  

c o m p a c t  t h a n  th e  f r e e  DNA. T h i s  m a y  b e  a  r e s u l t  o f  t h e  f o r m a t i o n  

o f  a  c o i l e d - c o i l  o r  ' s u p e r  c o i l '  s t r u c t u r e  o f  t h e  t y p e  s u g g e s t e d  b y  t h e  

X - r a y  d i f f r a c t i o n  s t u d i e s  o f  P a r d o n ,  W i l k i n s  a n d  R i c h a r d s  (1967)  on  

m a m m a l i a n  c h r o m a t i n .  I t  i s  a l s o  o f  i n t e r e s t  t o  n o t e  t h a t  t h e  d i f f u s i o n  

c o e f f i c i e n t  f o r  t h e  i n t a c t  SV 40 v i r u s  i s  c o n s i d e r a b l y  l a r g e r  t h a n  t h o s e  

c a l c u l a t e d  f o r  c o m p l e x e s  o f  G A R  w i t h  b o t h  f o r m s  o f  SV40 DNA. W h i l e  

t h e  e s t i m a t e  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  i n t a c t  v i r u s  b a s e d  on  i t s  

c o m p o s i t i o n  a s  d e s c r i b e d  b y  E s t e s ,  H u a n g  a n d  P a g a n o  (1 9 7 1 ) ,  m a y  n o t  

b e  c o m p l e t e l y  r i g o r o u s ,  n e v e r t h e l e s s  i t  m a y  b e  a s s u m e d  t h a t  t h e ' l a r g e  

d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  v i r u s  i n d i c a t e s  a  c o n s i d e r a b l y  m o r e  

c o m p a c t  s t r u c t u r e  t h a n  t h e  c o m p l e x e s  o f  SV40 DN A  w i t h  GAR h i s t o n e .

E l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  v i r u s  e x i s t s  a s  a  

s p h e r e  o f  d i a m e t e r  450 - 55 0 .^ .  I t  m a y  b e  t h a t  s e v e r a l  c o r e  p r o t e i n :  

a r e  r e q u i r e d  to  f o r m  a  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x  o f  so c o m p a c t  a  s h a p e



w h i l e  c o m p l e x e s  of  SV40 DNA w i t h  G A R  h i s t o n e  a l o n e  a d o p t  a  m o r e  

a s y m m e t r i c  c o n f o r m a t i o n ,  w i t h  a  c o r r e s p o n d i n g l y  l o w e r  d i f f u s i o n  

c o e f f i c i e n t .

4. C o n c l u s i o n s

T h e  e x p e r i m e n t a l  o b s e r v a t i o n s  r e p o r t e d  i n  t h i s  w o r k  h a v e  

a l l o w e d  t h e  q u a n t i t a t i o n  o f  t h e  s e l f - a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  i n  s a l t  

c o n d i t i o n s .  D a t a  o n  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  w i t h  DNA h a s  

a l l o w e d  a n  e v a l u a t i o n  of  t h e  p r o b l e m s  i n v o l v e d  i n  s t u d i e s  o f  t h e  

f o r m a t i o n  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s .  T h e  m o d e l  s y s t e m  o f  G A R  

h i s t o n e  b o u n d  to  SV40 DNA m a y  b e  u s e f u l  i n  m  v i t r o  s t u d i e s  o f  v i r u s  

a s s e m b l y .  In  t h i s  w o r k ,  s o m e  p r o g r e s s  h a s  b e e n  m a d e  i n  

q u a n t i t a t i o n  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  GA R h i s t o n e  w i t h  DN A  s p e c i e s .



S U M M A R Y



S U M M A R Y

1. S e v e r a l  s t u d i e s  o f  c h r o m a t i n  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  c h r o m o s o m a l  

p r o t e i n s  b o u n d  to  t h e  DNA o f  c h r o m a t i n  i n h i b i t  t h e  e x t e n t  o f  

t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  DN A  b y  R N A  p o l y m e r a s e .  S u c h  a n  e f f e c t  c o u ld  

p o s s i b l y  g i v e  r i s e  to  t h e  p h e n o m e n o n  of  c e l l u l a r  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  

e u k e r y o t i c  o r g a n i s m s .  T h e  m e c h a n i s m s  w h e r e b y  c h r o m o s o m a l  p r o t e i n s  

b i n d  to  DN A  a r e  t h e r e f o r e  o f  b i o l o g i c a l  i m p o r t a n c e .  T h e  a p p r o a c h  

a d o p t e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  h a s  b e e n  to  i s o l a t e  tw o  c o m p o n e n t s  o f  

c h r o m a t i n ,  n a m e l y  G A R  h i s t o n e  a n d  DNA a n d  c h a r a c t e r i z e  p h y s i c o 

c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  e a c h  t y p e  o f  m a c r o m o l e c u l e  t h u s  p r o v i d i n g  a  

b a s i s  f o r  t h e  s t u d y  o f  t h e i r  i n t e r a c t i o n .

2. T h e  G l y c i n e - A r g i n i n e - R i c h  h i s t o n e  (G A R ) h a s  b e e n  i s o l a t e d  

i n  a  p u r e  f o r m  f r o m  c a l f  t h y m u s  t i s s u e  a n d  g e l  f i l t r a t i o n  s t u d i e s  h a v e  

i n d i c a t e d  t h a t  t h e  m o l e c u l e  m a y  b e  d e s c r i b e d  a s  a  s p h e r e  o f  r a d i u s  

20. 53/L i n  0. O IM  H C l ,

3. S t u d i e s  o f  t h e  s e l f - a s  s o c i a t i o n  of  G A R  h i s t o n e  b y  u l t r a c e n t r i -  

f u a t i o n  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  h i s t o n e  p r o b a b l y  e x i s t s  i n  a  m o n o m e r - 

d i m e r  e q u i l i b r i u m  i n  0. 0 7 5 M  N a C l / 0. O IM  H C l  a n d  i n  a  m o n o m e i ’ - d i m e r -  

t e t r a m e r  e q u i l i b r i u m  i n  0. 1 5 M  N a C l / 0. O IM  H C l .  T h e  p o s s i b l e  

b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  a g g r e g a t i o n  of  t h e  h i s t o n e  m o l e c u l e  h a s  

b e e n  d i s c u s s e d .

4. T h e  m o d e s  o f  a s s o c i a t i o n  i n d i c a t e d  b y  t h e  u l t r a c e n t r i f u g e  

s t u d i e s  o f  G A R  h i s t o n e  i n  t h e  a b o v e  s a l t  c o n d i t i o n s  w e r e  c o n f i r m e d  b y  

s t u d i e s  u s i n g  a  c o m b i n a t i o n  o f  d a t a  f r o m  g e l - f i l t r a t i o n a n d u l t r a c e n t r i 

f u g a l  t e c h n i q u e s .  T h e s e  s t u  d i e  s i n d i c a t e d  t h a t  t h e  t e t r a m e r  f o r m e d  

i s  o f  a  c o m p a c t  s h a p e ,  s i m i l a r  to  a  t e t r a h e d r o n ,

5. P r e l i m i n a r y  u l t r a c e n t r i f u g a l  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  

m o d e  o f  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i s t o n e  i s  i n d e p e n d e n t  o f  p H  i n  the  r a n g e  

2 . 5 - 7 .  0.



6. O R D  s t u d i e s  o f  G A R  h i s t o n e  i n  0. O IM  H C l ,  0. 0 7 5 M  N a C l ,

0. O IM  H C l ;  0. 1 5M  N a C l ,  0. O IM  H C l ,  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a m o u n t  o f

a  h e l i x  p r e s e n t  i n  t h e  p r o t e i n  w a s  lo w  a n d  a p p r o x i m a t e l y  c o n s t a n t  i n  

a l l  c o n d i t i o n s .

7. U l t r a  c e n t r i f u g a l  a n a l y s i s  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o m p l e x e s  o f  G A R  

h i s t o n e  a n d  C. T.  DN A  f o r m e d  b y  s a l t  g r a d i e n t  d i a l y s i s  a n d  b y  d i r e c t  

a d d i t i o n  o f  G A R  to  C. T,  DNA h a s  i n d i c a t e d  c o n s i d e r a b l e  h e t e r o g e n e i t y  

w i t h  r e s p e c t  to  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .  E s t i m a t e s  w e r e  m a d e  o f  

t h e  n u m b e r  o f  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  t o  t h e  D N A  i n  c o n d i t i o n s  o f  

e x c e s s  h i s t o n e .

8. T h e r m a l  d é n a t u r a t i o n  s t u d i e s  d id  n o t  d e t e c t  a n y  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a b s o r b a n c e  m e l t i n g  p r o f i l e  o f  c o m p l e x e s  f o r m e d  b y  

t h e  d i r e c t  a d d i t i o n  o f  G A R  to C. T.  DNA i n  s a l t - f r e e  c o n d i t i o n s  a t

p H  5. 0 a n d  i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5. 0 + 2. 5 X  1 0 “^ M  E D T A .

9. T h e  u s e  o f  h o m o g e n e o u s  p r e p a r a t i o n s  o f  r e l a x e d  c i r c u l a r  

SV40 DN A a n d  s u p e r c o i l e d  SV40 DNA p e r m i t t e d  e v a l u a t i o n  o f  th e  

n u m b e r  of  h i s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  p e r  m o l e c u l e  o f  e a c h  f o r m  o f  DNA 

a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  h i s t o n e  a d d e d  t o  t h e  DN A 

p r e p a r a t i o n s .  T h e  r e s u l t s  w e r e  i n t e r p r e t e d  a s  i n d i c a t i n g  c o - o p e r a t i v e  

b i n d in g  o f  h i s t o n e s  to  t h e s e  f o r m s  o f  DNA. I t  w a s  f o u n d  t h a t  e a c h  

m o l e c u l e  o f  s u p e r  c o i l e d  c l o s e d  c i r c u l a r  SV40 D N A  b o u n d  a  n u m b e r  o f  

G A R  m o l e c u l e s  a p p r o x i m a t e l y  h a l f  t h a t  b o u n d  b y  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 

DNA. S e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  a n d  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  

d i s t r i b u t i o n s  a r e  p r e s e n t e d  f o r  c o m p l e x e s  o f  G A R  w i t h  e a c h  f o r m  of  

SV40 DNA i n  0. 0 7 5 M  N a C l ,  p H  5, 0 a n d  0. 1 5M  N a C l ,  p H  5. 0.

F r i c t i o n a l  r a t i o s  a n d  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t s  w e r e  a l s o  e v a l u a t e d  a n d  

c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  o f  f r e e  8V 40  DNA a n d  i n t a c t  SV40 v i r u s .  T h e  

s t u d i e s  o f  t h e  b i n d in g  o f  G A R  h i s t o n e  to  SV40 D N A  m a y  b e  u s e f u l  a s  a  

m o d e l  s y s t e m  f o r  s t u d i e s  o f  t h e  b i n d in g  o f  v i r u s  p r o t e i n s  t o  v i r a l  DNA,



10, M o d e l s  o f  t h e  c o m p l e x e s  o f  SV40 D N A  w i t h  G A R  h i s t o n e  w e r e

c o n s t r u c t e d  a n d  c o m p a r i s o n  o f  s o m e  h y d r o d y n a m i c  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  

c o m p l e x e s  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  e x p e r i m e n t a l l y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  

c o m p l e x e s  w e r e  c o m p a c t  s t r u c t u r e s ,  s l i g h t l y  m o r e  a s y m m e t r i c  t h a n  a  

s o l i d  s p h e r e .



A P P E N D I X  I

A D A M S '  T H E O R Y  F O R  A N A L Y S IS  O F  A S S O G A T IN G  P R O T E I N  S Y S T E M S

( A d a m s  a n d  F u j i t a ,  1963;  A d a m s ,  1964;  A d a m s  a n d  W i l l i a m s ,  1964;  

A d a m s ,  1965 a,  b;  A d a m s  a n d  F i l m e r ,  1966;  A d a m s ,  1967 a ,  b ,  c; A d a m s  

a n d  L e w i s ,  1968).

A l l  s y m b o l s  a n d  n o m e n c l a t u r e  u s e d  i n  t h e  f o l lo w in g  d i s c u s s i o n  a r e  a s  

d e f i n e d  b y  A d a m s  (1 96 7  c).

A d a m s  a n d  F u j i t a  (1963)  s h o w e d  t h a t  m e t h o d s  u s e d  f o r  o b t a i n i n g  M ^  a s  a  

f u n c t i o n  o f  c o n c e n t r a t i o n  i n  h o m o g e n e o u s  s y s t e m s  a l s o  a p p l i e d  to  t h e  c a s e  

o f  a s s o c i a t i n g  p r o t e i n  s y s t e m s  a n d  t h a t  i t  w a s  u n n e c e s s a r y  to  a p p l y  t h e  

s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  e q u a t i o n s  s e p a r a t e l y  to  e a c h  s o l u t e  s p e c i e s  i n  

a n  a s s o c i a t i n g  s y s t e m .

F o r  a s s o c i a t i o n s  o f  t h e  t y p e :

o r  n P ^  P n ,  n  = 2, 3 -------

t h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  f o r  i d e a l  o r  n o n - i d e a l  s y s t e m s  c a n  b e  e x p r e s s e d  a s  
2 3

c = c ,  + k .  c ,  + c .  , w h e r e  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s ,  K  , a r e  1 2 1 3 1 n
d e f i n e d  b y :

a  c
IC “ n  ~ n  n . " 2 , 3 — — — —n

a , "  c «

B y  d e f i n i t i o n :

M n(c )  =
I n .  I . ( c . 7 m . ) ’

R e a r r a n g e m e n t  g i v e s :



F o r  a  g e n e r a l  m o n o m e r - n - m e r  e q u i l i b r m m ;

c M ,  K  c ”
1 c + - a - J —  = 2  d c

M n (c )  1 n  I
o

cM^ 1 + K n c j ^ " ' '  M

w T  '  ) , n . i  = )  n j Z )  " "b
o 1 o

F o r  n o n - i d e a l  s y s t e m s  M ^ ( c )  i s  n o t  m e a s u r a b l e  e x p e r i m e n t a l l y .

T h e  e x p e r i m e n t a l l y  o b t a i n e d  p a r a m e t e r ,  r e l a t e d  t o  M ^ (  c) by;

M  M

=  E T ( T  "w a p p  w^ ^

I n t e g r a t i o n  g i v e s :

'  M  ( '  M  (•■=

M—  M — : Mw a p p  ; w(c)  J
o o  ̂ '  o

c M ,  B M ,  c M ,
1 ^ 1  1

M  (c) 2 Mn  n a p p

I n t e g r a t i o n  o f  M_ / M  a s  a  f u n c t i o n  o f  C, t h u s  c a n  g i v e  v a l u e s  o f
1 w a p p  ^

M a s  a  f u n c t i o n  o f  c.n a p p

T h e  w e i g h t  f r a c t i o n  o f  m o n o m e r ,  f^ i s  d e f i n e d  a s : -

.  A
In  n o n - i d e a l  c a s e s ,  a n  a p p a r e n t  w e i g h t  f r a c t i o n  o f  m o n o m e r ,  f , c a n  b e  

d e f i n e d  b y  : -
.c

In  f 1 ~1\ “  dc  = In  f  + B M j C

Q \  w a p p

i . e .  f  =a



A  q u a n t i t y  a  m a y  b e  d e f i n e d  a s  : a = c f

r B M ,  c = c fe. 1

B M ,  c 
= c ^ e  1

" B M  c
F r o m  t h i s ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m o n o m e r ,  c^ ,  i s  g i v e n  b y  c^ = a e  1

a n d  i s  o b t a i n e d  e x p e r i m e n t a l l y  f r o m  i n t e g r a t i o n  o f  j  -----------1
M ' "

w a p p

a s  a  f u n c t i o n  o f  c.

c M  ^
T h e  q u a n t i t y  i  i  w a s  fo u n d  b y  A d a m s  (1966)  to  b e  a  u s e f u l  p a r a m e t e r

i n  t h e  a n a l y s i s  o f  i n t e r a c t i n g  s y s t e m s  a n d  i s  d e f i n e d  a s  f o l l o w s ; -
%c. M ?  

i  i
F r o m  d e f i n i t i o n  M  ,  ̂    f o r  i d e a l  s y s t e m s

z (c )  c M  , \ 
w( c)

F o r  n o n - i d e a l  s y s t e m s  i t  c a n  b e  s h o w n  t h a t :

, /  M, \  -M, M -M, M (c) (1 f  BM , ,)
1 _  I  L   L  1 aaPP  = 1 z w ( c y

 ̂ ^ w app  /  (c  M ( 1 + B M  , ( c M  , ,)^
 ̂ w a p p '   ̂ w (c )   ̂ w(c)^

”M  M  f \
“ 1 g( c) =

R e a r r a n g e m e n t  y i e l d s :
„ d (M  / c M  ) „

( X i  K . c ,  i ) 3   m -W a p E . = j; i2  K. c /  '= VP
1 1 dc  1 1

T h e  e q u a t i o n  i s  r e n d e r e d  m o r e  u s e f u l  b y  s u b s t i t u t i o n  f o r  %i K. c^^,

u s i n g  t h e  e q u a t i o n  — —- —   , _
M  = l i  K . c /

w a p p  1 i

M
t h a t  i s  1 - B M ,  = 1

c M i
w a p p  l i  K, c-1 A



I T  [  t Û  ) = '  Cl'  = ^w a p p

c M
w a p p

A d a m s '  t h e o r y  m a k e s  tw o  b a s i c  a s s u m p t i o n s ;  t h a t  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  

v o l u m e  o f  a l l  a s s o c i a t i n g  s p e c i e s  i s  t h e  s a m e ,  a n d  t h a t  t h e  l o g a r i t h m  of  

t h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t  o f  e a c h  a s s o c i a t i n g  s p e c i e s ,  i ,  c a n  b e  r e p r e s e n t e d  

b y  In  y . = i B M ^ c ,  T h e  a n a l y s i s  a l l o w s  fu l l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a n y  

s e l f - a s s o c i a t i o n  i n  t e r m s  of  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  a n d  n o n - i d e a l i t y  

c o e f f i c i e n t  f r o m  d a t a  c o n s i s t i n g  o n ly  o f  a p p a r e n t  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  

w e i g h t s ,  a n d  c o n c e n t r a t i o n ,  c. T h e  a c c u r a c y  o f  t h e  a n a l y s i s  i s

c o n s i d e r a b l y  i n c r e a s e d  b y  t h e  u s e  o f  d a t a  o v e r  a  w i d e  r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n  

F o r  t h i s  r e a s o n ,  a s  m a n y  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  r u n s  a s  p o s s i b l e  

s h o u l d  b e  c a r r i e d  ou t ,  u s i n g  v a r y i n g  s t a r t i n g  c o n c e n t r a t i o n s .  P r e s s u r e  

d e p e n d e n c e  o f  e q u i l i b r i u m  m a y  b e  c o m p e n s a t e d  f o r  b y  c a r r y i n g  ou t  r u n s  

a t  t h e  s a m e  s t a r t i n g  c o n c e n t r a t i o n s ,  b u t  a t  d i f f e r e n t  s p e e d s .  T h e  g e n e r a l  

t h e o r y  m a y  b e  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  s p e c i f i c  c a s e  o f  a  n o n - i d e a l  m o n o m e r -  

d i m e r  - t r i m e r  ( M - D - T )  a s s o c i a t i o n  a s  d e s c r i b e d  b y  A d a m s  ( 1 9 6 5 ) : -

B y  d e f i n i t i o n :  M n(c)  =

c / M n ( c )  = + ^2  + *̂ 3
^  Mj  2M^ "SM^"

i f  ^ 2  ^1 ^ 3 ° 1 ^  A
= E Ç  - T -  + - J - J

N o n  i d e a l i t y  c a n  b e  a c c o u n t e d  f o r  b y  th e  i n t r o d u c t i o n  of  B, u s i n g  t h e  

p r e v i o u s l y  d e r i v e d  e q u a t i o n : -

c M  c M  B M -  c^
A 1 1

M  Mn( c)n a p p   ̂ ^

B y  s u b s t i t u t i o n : -



C M , K , . . /  S'/ ,

= c . +   + — r----- +

tx J  ■ f

^ n a p p  1 2 3 2 (A)

= - l i ^ K .  cj,^ = .^ M l / ^ w a p p ) / d c

( M J  M - B M , ) ^
J. c w a p p  1

2 3
F o r  the  s p e c i f i c  c a s e  o f  M - D - T ,  \\j -  - c ^  - 4 K ^ c ^  - 9 K ^ c ^  (B)

N o w    = ^ 1 _____  - B M  c
c M w (c )  c M

w a p p

B u t  M w (c)  = ^  i  i  = ^  % c. M,
I C i  c '  '

F o r  t h e  s p e c i f i c  c a s e  o f  M - D - T ,

- B M . C  '
°  '^w app ' ‘" I'^ l ‘=2^^1 '"3^^1 + 2K^c^^+3KgC^^

+ 2 i q c  +3KgC^ = ( M , / c M  -BM  c)
1 w a p p  1 '

(A) ' « I  . S ' /  , « 3 ' /  , = S ' "
a —  °  ' i  + — z ~  * ~ T ~  * — r ~

n a p p

(B) = -Cj -4 iq c ^ ^  -9K^c^^

(C) M /c M  Ib m 7 " '̂ 1 ^^2 ^1 ■'■ ^^3 1̂1 w a p p  1

(D) C = Cj + KgC^2 + SK^Cj

(E) = a e " ® ^ l ' '

T h e  o n ly  v a r i a b l e s  i n  t h e  a b o v e  e q u a t i o n s  w h i c h  c a n n o t  b e  o b t a i n e d  f r o m  ■

e x p e r i m e n t a l  d a t a ,  a r e  K ^ ,  a n d  B, b u t  t h e  e q u a t i o n s  c a n  b e  c o m b i n e d

to  e l i m i n a t e  a n d  b y  s i m p l e  s u b s t i t u t i o n ,  p r o d u c i n g  e q u a t i o n s  i n  o n ly

o n e  u n k n o w n ,  B. S u c h  a n  e q u a t i o n  f o r  t h e  s p e c i f i c  c a s e  o f  M - D - T  i s ; -

12c  M .   ̂ - B M ,  c 2
A  - 4 c  = 6 a  e 1 -t 6BM ^ c 4 q; +

A a p p  ( ^ l / ' ^ ^ w a p p - ^ l



fw ' f

S u c c e s s i v e  a p p r o x i m a t i o n  fox* d i f f e r e n t  v a l u e s  o f  B m a y  b e  u s e d  to  f in d  

t h a t  v a l u e  o f  B w h i c h  s a t i s f i e s  t h e  e q u a t i o n .  S in c e  vp i s  a  f u n c t i o n  of  B ,  

vp m u s t  b e  c a l c u l a t e d  a n e w  f o r  e a c h  B u s e d  i n  t h e  s u c c e s s i v e  

a p p r o x i m a t i o n  p r o c e s s .  W h e n  a  v a l u e  o f  B i s  f o u n d  w h i c h  s a t i s f i e s  t h e  

e q u a t i o n s ,  v a l u e s  of  a n d  ^ a y  b e  c a l c u l a t e d  b y  a  r e v e r s a l  o f  tlie 

s u b s t i t u t i o n  p r o c e s s  w h i c h  l e d  to  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  t h e  g e n e r a l  e q u a t io n .  

U s in g  d i r e c t l y  a n a l o g o u s  m e t h o d s  to  t h o s e  d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  a n  M - D - T  

a s s o c i a t i o n ,  c h a r a c t e r i s t i c  e q u a t i o n s  f o r  a n y  p a r t i c u l a r  s y s t e m s  o f  t h e  

f o r m :

n P

n P

1

«Ç-

n

q P

n  = 2, 3 

+ m P _

m a y  b e  c o n s t r u c t e d .  E q u a t i o n s  f o r  v a r i o u s  a s s o c i a t i o n s  o f  t h e s e  g e n e r a l  

t y p e s  a r e  l i s t e d ; -

T y p e  of  
a s s o c i a t i o n E q u a t i o n E q u a t i o n

No.

M - N ( n C - ( n - l )  a ©  ) ( ( M , / M  ) - B M ,  c)=01 w a p p  1 ' 1. 1

i n d e f i n i t e

- 1 = 0 1.  2

M - D 2 c M t  / M  - c = q e x p  ( - B M ,  c) -t- B M ,  c^  1 n a p p  1 1 1. 3

M - D 2 c M , / M  - c  = v p f 2 / ( M , / c M  - B M , )  
1 n a p p  1 w a p p  - P

+ B M ^ c ^ 1 . 4

M - T 3 c M , / M  - c  =: t [ ^ + 3 / ( M , / c M  - B M , )  
1 n a p p   ̂ 1 w a p p  1 '

-1 1  B M  c^ 1. 5

M - D - T r 6 c M ,  / M  - 5 c  = 2 Q e x p  ( - B M ,  c) + 3 B M ,  c^  
1 n a p p  1 1

- l / ( M , / c M  - B M J  
' 1 w  r 1. 6



h J

T y p e  o f  
a s s o c i a t i o n

M - D - T r

M - D - T e t

M - D - T e t

E q u a t i o n E q u a t i o n
No,

3 0 c M  / M  - 1 9 c  = 1 2 a  e x p  ( - B M  c)+vp
1 n a p p  1

+ 15 BM c2 1 ,7

8cM j/M ^ ^  - 6c = 3 q exp (-BM^c) +

4BM, c - 1 / ( M , / c M  - B M J  1  ̂ 1 wapp 1''

2 4 c M , / M  - 6 c  = 6a  e x p  ( - B M  r) + 12BM,'^
1 n a p p  1 ' 1

- -9 .  0 / ( M , / c M  - B M J  1 . 9
 ̂ 1 w a p p  r

1 . 8
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A P P E N D I X  II (

M O L E C U L A R  S I E V E  C H R O M A T O G R A P H Y

( Ca l i b r a t i o n  o f  c o l u m n

I t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  p e n e t r a b l e  v o l u m e s  w h i c h  c a n  

a c c o m m o d a t e  a  m o l e c u l a r  s p e c i e s  o f  r a d i u s ,  a,  w i t h i n  t h e  g e l ,  

a r e  d i s t r i b u t i o n  r a n d o m l y .  I t  i s  a l s o  a s s u m e d  t h a t  t h e  f r a c t i o n  

o f  t h e  i n t e r n a l  v o l u m e  t h a t  i s  p e n e t r a b l e  b y  a  s o l u t e  m o l e c u l e  o f  

r a d i u s ,  a, c a n  b e  r e p r e s e n t e d  b y  a  g a u s s i a n  p r o b a b i l i t y  c u r v e .

Oa

P ig. G. Distribution of "internal volume" fractions, P, penetrable by a solute 
molecule of radius a. The shaded area represents the total fractional volum e within 
th e,gel that can be occupied by a given molecular species of radius n'.

D i a g r a m  t a k e n  f r o m  A c k e r s  a n d  S t e e r e  (1 9 67 )

T h e  t o t a l  f r a c t i o n a l  v o l u m e  o f  t h e  i n t e r n a l  v o l u m e  

o c c u p i e d  b y  a  s p e c i e s  o f  r a d i u s  a ’ w i l l  b e  r e p r e s e n t e d  a s  t h e  

f r a c t i o n  ^ ( a ' )  t h a t  i s  j u s t  b a r e l y  a v a i l a b l e  to  t h e  m o l e c u l e  p l u s  

t h e  s u m  o f  a l l  s i m i l a r  f r a c t i o n s  a v a i l a b l e  to  l a r g e r  m o l e c u l e s .  

T h i s  v o l u m e  i s  r e p r e s e n t e d  on  t h e  g a u s s i a n  c u r v e  b y  t h e  a r e a  

e x t e n d i n g  o u t w a r d s  f r o m  a '  a n d  i s  g i v e n  b y  t h e  e x p r e s s i o n ;

a ^  a n d  b ^  a r e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  g a u s s i a n  c u r v e  a n d  t h e  s y m b o l  

e r f  c r e p r e s e n t s  t h e  e r r o r  f u n c t i o n  c o m p l e m e n t .



(b)

F o r  c a l i b r a t i o n  o f  t h e  c o lu m n ,  a  a n d  b  a r e  r e q u i r e d .
o o

U s in g  tw o  p r o t e i n s  o f  k n o w n  S t o k e s  r a d i u s  a^ a n d  a^ ,  t h e

c o r r e s p o n d i n g  s i e v e  c o e f f i c i e n t s  a n d  m a y  b e  c a l c u l a t e d .

T h e  r e s p e c t i v e  v a l u e s  o f  ( a - a ^ / b ^ )  m a y  b e  d e r i v e d ,  u s i n g  t a b l e s

o f  t h e  e r r o r  f u n c t io n .  ( A p p l i e d  m a t h e m a t i c  s e r i e s  No.  41,

N a t i o n a l  B u r e a u  o f  S t a n d a r d s ,  U n i t e d  S t a t e s  D e p a r t m e n t  o f

C o m m e r c e ,  1954) .  T h e  s i m u l t a n e o u s  e q u a t i o n s  m a y  t h e n  b e

s o l v e d  f o r  a  a n d  b  .
o o

A n a l y s i s  o f  a s  so  c i  a t  i: u s i n g  t h e  m e t h o d  o f  C hun ,  K im ,

S t a n l e y  a n d  A c k e r s  (1969)  a n d  C h u n  a n d  K i m  (1969)

T h e  e l u t i o n  d i a g r a m  f o r  a n  a s s o c i a t i n g  s y s t e m  i s  r e p r e s e n t e *

b e lo w :  -

0.010

E

P
I  0 0 0 5
S
c3

Volume '— — '

F ig. 9. Chanvcton.slic elution fliajz:rani for an asHOciating .system. The leading and 
trailing edges continually "feed" oiY the plateau, Co, as they spread. The vertical 
dashed lines define the centroid positions for leading an<! trailing edges such that 
in each case the areas A below the elution curve (solid line) arc equal to areas B 
above the curve.

D i a g r a m  t a k e n  f r o m  . A c k e r s  a n d  S t e e r e  (19 6 7 ) .

W e i g h t  a v e r a g e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t s ,  a  , a r e  d e f i n e d  b yw
A c k e r s  (1 9 6 7  a, b) a s :

w 1 1



h J  ■: * '  J '

w h e r e  o .  = m o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t  o f  s p e c i e s  i

f^ = w e i g h t  f r a c t i o n  of  s p e c i e s  i

F o r  a  t h e r m o d y n a m i c a l l y  i d e a l  m o n o m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n  

d e s c r i b e d  b y :

n P -  P n  , n  1

t h e n w = ^ n  + f . { a . " a  ) 
1 1  n (1)

In  t h e  c a s e  o f  a  m o n o m e r - m - m e r - n - m e r  a s s o c i a t i o n  d e s c r i b e d  b y :

q P
1

r P  + S P  , 
m  n

a n  a p p r o a c h  a n a l o g o u s  to  t h a t  u s e d  i n  t h e  m o n o m e r  ~ n ~ n ie r  c a s e  i s  

a p p l i e d ,  g i v in g  r i s e  to  t h e  f o l lo w in g  e q u a t i o n s : -  

. 2
1 + 2 a , + a 0

1 /  ( m - n ) (  G f  o  a  ) - 2 a  ( m o  - n o  )w h e r e  a  = — f w  m n  w  n  m

2(m-Hn) ( a  - a  ) 
m  n

2 a 1 1
1 A ( a  - a  )m  n

( c ^  + m a , ) (  a ^ + n a , ) ( c r ^ - c 5 ^

1 X

( m  f  1) 

m o  + n o

(n  + 1)

n
m + n

A , 2   ̂ ‘̂ n , .2
a j  + —  ( o ,  - o j

m o  4 n o  n  m
m  + n

o  + r n o o T n o

m  + i n  + 1

m  - o
X

n

o  1

F o r  t h e  c a s e  o f  i n d e f i n i t e  a s s o c i a t i o n ,  t h e  f o l lo w in g  e q u a t i o n  w a s

d e r i v e d : "
w l i O f  (1 "

i " l



V a l u e s  o f  f^ a s  a  f u n c t i o n  o f  c a r e  o b t a i n e d  f r o m  m o l e c u l a r  w e i g h t

d a t a  b y  t h e  m e t h o d  o f  A d a m s  ( S e e  A p p e n d i x  I) a n d  a r e  t h e n

s u b s t i t u t e d  i n to  e q u a t i o n s  (1) a n d  (3) to  p r o d u c e  t h e o r e t i c a l  p l o t s  o f

a v s .  c. V a l u e s  o f  a a n d  a .  u s e d  i n  t h e s e  e q u a t i o n s  w e r e  
w  n  1

c o m p u t e d  a c c o r d i n g  to  tw o  e x t r e m e  m o d e l s  o f  m o l e c u l a r  a g g r e g a t i o n :

a) C o m p a c t  A g g r e g a t i o n

I n  t h i s  c a s e  a l l  s p e c i e s  w e r e  a s s u m e d  to  b e  s p h e r i c a l  

k
a n d  a .  a ,  c^ w h e r e  a.  = S t o k e s  r a d i u s  o f  t h e  c o m p l e x  o f

1 1 ‘ 1
i  s p e c i e s .

M o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t s  m a y  b e  c a l c u l a t e d  f r o m
k

t h e  b a s i c  m o l e c u l a r  s i e v e  e q u a t i o n  a* = e r f c  ( ( a , i ^  - a  )^ 1 I ' D
/ b ^ ) .

b)

In  t h i s  c a s e  a l l  s p e c i e s  w e r e  a s s u m e d  to  b e  lo n g  r o d 

s h a p e d  m o l e c u l e s .  T a n f o r d  ( 1961) h a s  s h o w n  t h a t  

m o l e c u l e s  o f  l e n g t h  1 a n d  d i a m e t e r  d c a n  b e  a p p r o x i m a t e d  

b y  p r o l a t e  e l l i p s o i d  w h o s e  s e m i - a x e s  a  a n d  b a r e  r e l a t e d  

t o  1 a n d  d b y  : »

a  /  Li
b  \ 3 y  D

T h e  f r a c t i o n a l  c o e f f i c i e n t s  f o r  a  p r o l a t e  e l l i p s o i d  h a v e  b e e n  

sh o w n  b y  P e r r i n  (1936)  to  b e  r e l a t e d  b y  t h e  f o l lo w in g  

e q u a t i o n ; -

f  ) "

( ^  )^ ( In  (1 H-(1 - “  ) ^ ) b / a )
a _ w



A  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  a b o v e  tw o  e q u a t i o n s  w a s  u s e d  b y  C h u n  e t  a l .

( 1 9 6 9 ) to  p r e d i c t  t h e  m o l e c u l a r  s i e v e  c o e f f i c i e n t s  o f  c o m p l e x e s  

b y  s u b s t i t u t i o n  i n t o  ; -

a .  = e r f  c (( “  a  i^ - a  ) / b  )
1 I 1 o oo

A  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o c e d u r e  o u t l i n e d  b y  C h u n  e t  a l .  (1 9 69 )  w a s  

fo u n d  to  b e  n e c e s s a r y  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  m o n o m e r - m ~ m e r - n - m e r  

e q u i l i b r i u m ,  to  p e r m i t  e a ^ e  o f  c o m p u t a t i o n .

E x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  a  a s  a  f u n c t i o n  o f  c, d e r i v e d  f r o m  ^ w
m o l e c u l a r  s i e v e  d a ta ,  w e r e  s u b s t i t u t e d  i n to  e q u a t i o n  (2) ,  u s i n g  v a l u e s

o f  o a n d  CJ c o m p u t e d  a c c o r d i n g  to  t h e  tw o  e x t r e m e  m o d e l s  o f  m  n
s h a p e .  T h e o r e t i c a l  c u r v e s  o f  f^ a s  a  f u n c t i o n  o f  c w e r e  t h e n  

o b t a i n e d  a n d  c o m p a r e d  w i t h  t h e  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  f^ o b t a i n e d  

f r o m  m o l e c u l a r  w e i g h t  d a ta .

I n  e x p e r i m e n t a l  s t u d i e s ,  t h e  v a l u e  o f  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  

t h e  c e n t r o i d  of  t h e  t r a i l i n g  b o u n d a r y  a s  d e s c r i b e d  b y  A c k e r s  a n d  

S t e e r e  (1967) ,  T h e  q u a d r a t u r e  m e t h o d  of  S i m s o n ’ s r u l e  w a s  t h e  

i n t e g r a t i o n  p r o c e d u r e  u s e d  to  l o c a t e  t h a t  p o i n t ,  t h e  c e n t r o i d ,  on  t h e  

t r a i l i n g  b o u n d a r y  w h e r e  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  t r a i l i n g  b o u n d a r y  w a s  

e q u a l  to  t h e  a r e a  a b o v e  th e  b o u n d a r y  up  to  a n  i m a g i n a r y  e x t e n s i o n  

o f  t h e  p l a t e a u  r e g i o n  ( A c k e r s  a n d  S t e e r e ,  1967) .
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S U M M A R Y

A s  a  f i r s t  a p p r o a c h  to  t h e  s t u d y  o f  t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  

c o n s t i t u e n t  m a c r o m o l e c u l e s  o f  m a m m a l i a n  c h r o m a t i n ,  s o m e  p h y s i c o 

c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  tw o  c o m p o n e n t s  o f  c h r o m a t i n ,  G A R  h i  s t o n e  a n d  

DNA, h a v e  b e e n  c h a r a c t e r i z e d .  S t u d i e s  o f  t h e  s e l f - a s s o c i a t i o n  o f  G A R  

h i  s t o n e  b y  u l t r a c e n t r i f u g a l  t e c h n i q u e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  h i  s t o n e  

p r o b a b l y  e x i s t s  i n  a  m o n o m e r - d i m e r  e q u i l i b r i u m  i n  0. 0 7 5 M  N a C I /G .  O IM  

H C l  a n d  i n  a  m o n o m e r - d i m e r - t e t r a m e r  e q u i l i b r i u m  i n  0. IB M  N a C l /

0. O IM  H C l ,  G e l  f i l t r a t i o n  s t u d i e s  c o n f i r m e d  t h e s e  r e s u l t s ,  a l s o  

i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  t e t r a m e r  f o r m e d  i s  o f  c o m p a c t  s h a p e ,  s i m i l a r  t o  a  

t e t r a h e d r o n .  P r e l i m i n a r y  u l t r a c e n t r i f u g a l  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  

m o d e  o f  a s s o c i a t i o n  o f  G A R  h i  s t o n e  i s  i n d e p e n d e n t  o f  p H  i n  t h e  r a n g e  

2 - 5  - 7 . 0 .  O R D  s t u d i e s  o f  G A R  h i  s t o n e  i n  t h e  a b o v e  c o n d i t i o n s  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a m o u n t  o f  h e l i x  p r e s e n t  i n  t h e  p r o t e i n  w a s  l o w  a n d  

w a s  n o t  a l t e r e d  b y  t h e  s e l f - a s s o c i a t i o n  o f  t h e  h i  s t o n e .

T h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  C. T. DNA a l s o  u s e d  i n  t h e s e  s t u d i e s  

w a s  q u a n t i t a t e d  u s i n g  t h e  g (s )  d i s t r i b u t i o n  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s .  

U l t r a c e n t r i f u g a l  a n a l y s i s  o f  c o m p l e x e s  o f  G A R  h i  s t o n e  - C, T,  DNA 

p r e p a r e d  b y  s a l t - g r a d i e n t  d i a l y s i s  a n d  b y  d i r e c t  a d d i t i o n  of  t h e  tw o  

c o m p o n e n t s ,  r e v e a l e d  c o n s i d e r a b l e  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  c o m p l e x  w i t h  

r e s p e c t  to  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .

T h e r m a l  d é n a t u r a t i o n  s t u d i e s  d id  n o t  d e t e c t  a n y  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a b s o r b a n c e  m e l t i n g  p r o f i l e  o f  c o m p l e x e s  f o r m e d  b y  

t h e  d i r e c t  a d d i t i o n  o f  G A R  h i  s t o n e  to  D N A  i n  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  G A R  

e x i s t e d  a s  a  m o n o m e r  a n d  i n  c o n d i t i o n s  w h e r e  G A R  p r o b a b l y  e x i s t e d  

a s  a  m o n o m e r - d i m e r  e q u i l i b r i u m .

T o  l e s s e n  t h e  d i f f i c u l t i e s  i n  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  p r o p e r t i e s  of  

c o m p l e x e s  o f  G A R  h i  s t o n e  w i t h  h e t e r o g e n e o u s  C, T-. DNA, h o m o g e n e o u s  

p r e p a r a t i o n s  o f  r e l a x e d  c i r c u l a r  SV40 DN A  a n d  s u p e r  c o i l e d  SV 40 DNA 

w e r e  u s e d .  T h e  n u m b e r  o f  h i  s t o n e  m o l e c u l e s  b o u n d  p e r  molecuiv^  o f



e a c h  f o r m  of  DNA w a s  c a l c u l a t e d  a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  a m o u n t  o f  

h i  s t o n e  a d d e d  to  t h e  DNA p r e p a r a t i o n s  a n d  t h e  r e s u l t s  w e r e  

i n t e r p r e t e d  a s  i n d i c a t i n g  c o - o p e r a t i v e  b i n d in g .  S e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t s  a n d  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  d i s t r i b u t i o n s  o f  t h e  

c o m p l e x e s  o f  G A R  w i t h  e a c h  f o r m  of  SV40 DNA i n - v a r i o u s  s a l t  

c o n d i t i o n s  w e r e  m e a s u r e d .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  f r i c t i o n a l  

c o e f f i c i e n t  a n d  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  t h e  c o m p l e x e s  w i th  t h o s e  of  

f r e e  SV40 DNA a n d  SV4Û v i r u s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  . c o m p l e x e s w e r e  

n o t  a s  c o m p a c t  a s  t h e  s p h e r i c a l  v i r u s  p a r t i c l e .


