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11. Izolarea subunititilor de cromatina din ficatul de soareci
prin cromatografia pe coloana de agaroza

V. A. Blazsek

In cadrul cercetarilor precedente (1) s-a urmarit izolarea nucleozo-
milor din cromatina autolizata de ficat de soareci. Datele experimentale
au aratat cd motoda de autodigestie produce un preparat de subunitati
ale cromatinei de ficat de soareci cu caracteristicile de ultracentrifugare
§i compozitie chimicad similare cu nucleozomii obtinut{i prin digestia
nucleazica exogena. O alti constatare care se referi la echilibrul tio-
lic disulfidic al preparatelor analizate a fost ca, gruparile tiolice sint
oxidate partial (aprox. 20Y¢) in puntile disulfidice.

Eterogenitatea privind gruparile SH si SS, aflata in structura nucleo-
zomala, pune problema daca aceasta corespunde unei realitifi biologice
sau se datoreste unei alterdri cauzate de procesul folosit de noi in cursul
izolarii subunitatilor,

Pentru a aduce precizari suplimentare in aceastd directie, in lucra-
rea de fati, prepararea subunitatilor din ficatul de soareci s-a facut pe
cale distincta de cea folosita in cercetarile precedente (1).

Material si metodd

Prepararea cromatinei. Cromatina s-a preparat din tesutul de ficat
provenit de la un numar de 10 soareci albi, in greutate medie de 20—
22 g, tinuti la regim alimentar normal. Cromatina cruda s-a obtinut din
nuclee spalate dupid metoda descrisa in lucrarea precedentd (1).

Purificarea cromatinei s-a fiacut prin precipitarea ei, la o concen-
tratie de Mg?t 10 mM, din solutia de cromatinad cruda. Precipitatul de
cromatind a fost spalat de doua ori cu o solutie de Mg?*5 mM prin
omogenizare la 40 V (Ultra-Turrax), timp de 30 de seeunde si centri-
fugare la 3500 x g timp de 10 minute. Solubilizarea cromatinei s-a facut
intr-o <olutie de tampon de glicind 5 mM cu un continut de NaEDTA
10 mM. Dupa dizolvarea completad a precipitatului, solutia obtinuta s-a
dializat fata de tampon glicina 10 mM timp de 18 ore. Dializatul a fost
centrifugat la 10000 x g timp de 15 minute. Operatia descrisi a fost
repetatd din nou. Preparatul de cromatina purificatd mentinut la o
temperatura de 1°C mai mult de o saptdmina, nu a fost folosit in cadrul
experientelor.

Tratarea enzimatici a cromatinei purificate, Solutia de cromatini
purificata (0.6—1.2 mg DNH/ml) s-a tinut la o temperaturd de 37°C in-
tr-un tampon de glicina 10 mM, pH 7.5, cu un continut de Mg** 1 mM
si DNaza I (36 ug/ml; NBC: cristalizata 2 X). Durata tratarii enzimatice
se va discuta la capitolul Rezultate si discutii. Tratarea enzimaticad a
preparatelor a fost intrerupta printr-o racire rapida pina la 0°C a ames-
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tecului. Subunitatile de cromatina s-au precipitat, spdlat si solubilizat
conform capitolului Purificarea cromatinei. )

Pentru obtinerea agarozei s-a dovedit ca metoda cea mai adecvatd
cerintelor noastre este cea a lui Russel (5). . _

Cromatografia pe coloand de agarozd. S-a folosit o coloana tip.
Sephadex K 15/30 incarcata cu agaroza perlata (49—140 mesh). Gelul
de agaroza de 2%, a fost perlat dupa indicatiile lui Beng}sson (6). S-a
aplicat o cantitate de 1.0—1.5 ml din solutia cercetata, in functie de
concentratia cromatinei (3.0—8.0 O.D.260nm unititi‘coloana). Elutia s-a
realizat cu tamponul de glicind 10 mM, pH 7.5, la 4°C. S-au cules probe
de 3 ml cu o viteza de elutie de 0.3—0.4 ml/min. Concentratia DNH in
fractiunile culese s-a determinat prin spectrofotometrie (11) la 260 nm.

Rezultate si discutii

Pentru standardizarea conditiilor de degradare a cromatinei prin
actiunea DNazei I s-au studiat unele aspecte cinetice ale reactiei. In acest
scop, s-a urmarit influenta concentratiei de DNaza I asupra ADN-de-
proteinizat (7) din ficat de soareci. In cadrul experientelor s-a folosit
o concentratie egala de ADN cu cea aflata in preparatele de cromatina
folosite de noi. Pe baza rezultatelor obtinute s-a ales o concentratie de
40 ug'ml DNazi, intrucit la aceastd concentratie de enzimad ADN depro-
teinizat a atins valoarea de 1009, a fragmentirii dupa 2 ore de incubare.
S-a aratat cda DNaza I produce din cromatind fragmente similare cu
cele obtinute dintr-o cromatina tratati cu nucleaza micrococica (8,9).
Deci, gelul perlat de agaroza s-a dovedit a fi un suport convenabil si
pentru separarea subunititilor de cromatina. Proprietatile sale mecanice
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Fig. nr. 1. Cromatografierea cromatinei din ficat de i
. gra soareci pe gel de agarozi. Con-
centratia de cromatina 0,400 mg ADN,coloan3 in solutie de glicina, pH 7,2, 10 mM.
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bune, permit o vitezd de scurgere suficient de mare si in cazul gelului
cu o porozitate avansatd cauzatd de concentratia mici de agaroza. Gelul
poate fi refolosit dupd o prealabila spéalare cu eluentul folosit.

Pentru eliminarea eventualelor variatiuni in profilul de separare a
diferitelor cromatine studiate, din cauza constantelor de coloana, s-a
folosit o singurd coloand cu spalarea ei repetatd in cadrul unui lot de
experienta.

In cazul cromatinei normale de ficat, tratatd cu DNazi I, se constatd
doua piscuri bine individualizate (fig. nr. 1). Primul pisc este eluat deja
in probe de la nr. 7 pina la nr. 10 i maximul se afli la proba nr. 8.
Aceastd grupa de nucleohistona (raportul de absorbtie de 230/260 nm
este in jur de 1.00, o valoare specifici unei nucleohistone) este formata
din trei subfractiuni de cromatinid cu diferite valori ale raportului de
absorbtie la 230/260 nm. Urmarind variatia raportului de 230:260 nm
se observa ca aceasta se micsoreaza de la proba nr. 9 (I/2), atingind
valoarea caracteristici de nucleozom la proba nr. 10 (I/3). Din pozitia
volumului de elutie se deduce ci subfractiunea I/1 (din proba nr. 8) ar
putea reprezenta fragment{i de cromatind cu o greutate moleculard mai
mare decit cei din subfractiunea 1/3. Din valoarea de 0.58 a raportului
se deduce prezenta monomerilor de cromozom.

Piscul II pe profilul cromatografic este eluat in probele cu nr.
13—15 cu un maxim la proba nr. 14. El este alcatuit exclusiv din pro-
teine. Aceastd pdrere reiese din faptul cd raportul de absorbtie al aces-
tuia este in jur de 3.0. Prezenta piscului II in cromatinele degradate cu
DNaza I s-ar putea datora prezentei impurificarii de DNaza I folosita
si care nu a fost eliminatd prin purificarea prin precipitare, deoarece
la cromatografierea DNazei I pe coloand de agarozi rezulti un singur
pisc in jur de probe nr. 14 si 15 cu raportul de absorbtie similar cu cel
obtinut in cazul cromatinelor cercetate (fig. nr. 2). Un fapt interesant
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Fig. nr. 2: Profilul cromatografic pe gel de agarozi al DNazei I. Concentrafia de
proteina de 0,250 mg DNaza 1/coloand in solutie de glicind, pH 7, 2, 10 mM
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Fig. nr. 3. Profilul cro-
matografic pe gel de
agarozd8 al cromatinei
neatinse din ficat de
soareci. Concentratia de
cromatina de 0,500 mg
ADN/coloana in solutie
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Fig. nr. 4: Profilul cro-
matografic al cromati-
nei autolizate din ficat
de soarcci pe gel de a-
garozd., Conccntratia de
cromatind de 0380 mg
ADN coloani in solutie
de glicind, pH 7.2, 10
mM.



este ca in cazul cromatinei autolizate apare un pisc identic cu piscul II
de la cromatina degradati cu DNaza I (fig. nr. 3). Nu se stie inca, daca
piscul II din cromatina autolizatd consta din histone, care se elibereazi
in cursul degradarii ADN internucleozomal sau (si) din proteine de alta
natura (endonucleaze).

Profilul cromatografic de cromatina neatinsa prezinta diferente sem-
rificative (fig. nr. 4) fatd de cea tratati. Maximul piscului I este depla-
sat spre proba nr. 6 si raportul respectiv de absorbtie prezinta o varia-
tie in jur de 1.60, totodata, si in acest caz se poate detecta piscul II, insa
intr-o marime mica. Comparind localizirile piscurilor 1 a diferitelor cro-
matine, se constatd cd piscul I de cromatinid autolizatd ocupa un loc
intermediar intre cele studiate. Se vede clar cd maximul acestui pisc se
afla in proba nr. 7 (fig. nr. 3).

Datele noastre asupra fractionarii cromatinelor degradate aduc ar-
gumente in favoarea folosirii metodei cromatografice pe gel de aga-
rozd pentru purificarea acestor particule genetice. Pe aceasti cale se
poate separa, in mod foarte rapid, fractiuni subcromoziale cu raportul
de absorbtie specific la nucleozomi. Rezultatele dozirilor chimice pri-
vind compozitia fractiunilor cromatografice aritate in prezenta lucrare
vor fi redate intr-o lucrare ulterioara.

Sosit la redactie: 22 ianuarie 1982
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V. A Blazsek

RESEARCH ON THE RELATIONSHIP BETWEEN THE NUCLEOSOMAL
THIOL DISULPHIDE RATIO AND THE CELLULAR GENETIC ACTIVITY.
11. ISOLATION OF CHROMATIN SUBUNITS FROM MOUSE LIVER
THROUGH CHROMATOGRAPHY ON AGAROSE COLUMN

The data obtained during fractionation of chromatins degraded with DNase I
stand for the use of the method of chromatography on agarose gel in purifying
these genetic particles. This is a very rapid way of separating subchromosomial
fractions with the absorption rate specific to nucleosomes.
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