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II1. Izolarea subunitatilor de cromatina din celulele TAE prin
cromatografia pe coloana de agaroza.

V. A. Blazsek

In cadrul cercetarilor noaste anterioare (1, 2) s-a urmarit izolarea
subunitatilor de cromatina din ficat de soareci prin cromatografia pe co-
loana de agaroza. Datele obtinute asupra fractionarii cromatinelor degra-
date cu DNaza I au adus argumeéente:in-favoarea folosirii metodei de
cromatografie pe gel de dgaroza pentru purificarea acestor particule
genetice. Pe aceastd cale’s-a’ reusit' separarea, fractiunii subcromozomiale
cu raportul de absorbtie specific’ /pentru/nucleozomi.

In lucrarea de fata ne-am propls sa urmarim eficienta metodei ela-
borate pentru purificarea |subunitatilor de/ cromatina izolate din celule
tumorale ascitice Ehrlich (TAE). Aceste cepcetari se incadreaza in preocu-
parile noastre referitoare la unele aspecte’ moleculare ale activitatii gene-
tice celulare.

Material—si metodd

Cromatina tumorald a fost extrasa dintr-o cultura de celule TAE ob-
tinuta pe soareci albi purtatori de tumoare grefata. Celulele tumorale
obtinute din soareci s-au spalat in mod repetat cu ser fiziologic, apoi cu
apa deionizata cu un continut de Na-EDTA 1,0 mM, pH 7,9, prin centri-
fugare la 1200 X< g.

Sedimentul celular s-a omogenizat intr-o solutie de zaharoza 10",
Tween 80 1,0°%; Na-EDTA 0,1 mM si Tris 10 mM, pH 7,9, cu Ultra-
Turrax la 40 V, timp de 30 min. si s-a centrifugat la 1200 X g, timp de
15 min. Sedimentul astfel obtinut s-a spalat cu 200 m! solutie de zaha-
roza 10", Tween 80 0.1, si Tris 10 mM, pH 7.5. prin omogenizare la
55V, timp de 15 min. s§i s-a centrifugat la 1200)g, timp de
10 min. In continuare, sedimentul nuclear a fost spalat din nou de trei
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ori cu o solutie de zaharoza 10, Tris 10 mM, pH 7,5 si centrifugat de
fiecare data cite 15 min. la 1200 X g.

Cromatina cruda s-a preparat din nuclee spilate dupa metoda de-
scrisd da noi (1). Purificarea cromatinei s-a facut prin precipitarea ei cu
Mg*t de concentratie 10 mM din solutia cromatind cruda, dupi metoda
descrisa intr-o lucrare anterioara (2).

Degradarea enzimaticd a cromatinei de DNaza I. Cromatina tumorala
purificatd a fost tratati cu DNaza I dupa tehnica descrisa (2).

Purificarea subunitdtilor de cromatind. Operatiile de cromatografie
pe coloana de agaroza si urmarirea spectrofotometrica a densitatilor op-
tice a fractiunilor cromatografice s-a facut dupa metoda elaborata de
noi (2).

Rezultate si discutii

Dupi cum s-a mai semnalat (2), degradarea cromatinei normale in
asubunitati cu ajutorul DNazei I si separarea acestor subunitati prin
cromatografiere pe coloana de agaroza constituie un mijloc eficace pentru
prepararea nucleozomilor.

Pentru standardizarea conditiilor de degradare enzimatici a prepa-
ratelor de cromatina s-au studiat_unele-aspecte cinetice ale reactiei. Ast-
fel, s-a determinat influenta concentratiilor “de enzima asupra gradului
de degradare ADN deproteinizat-din /ficat~de soareci. In cadrul investi-
gatiilor a fost aleasa o concentratie- de ADN\egald cu cea aflata in pre-
paratele de cromatind. S-a gasiticd fragmentarea ADN a atins valoarea
de 90", la o concentratie de 40-ug-ml'de -DNaza I dupi doua ore de incu-
batie. DNaza [ a fost aleasd \penttu degradarea enzimaticdi a ADN din
cromatina, deoarece aceastd” enzima produce/fragmente similare cu nu-
cleaza micrococici (3).

Comparind dinamica aparitiei fragmentelor acido-solubile in cursul
hidrolizei ADN cu DNaza [ se poatelconsidera ca cromatina din celule
normale (ficat de soareci) apare relativ mai rezistenta fata de actiunea
DNazei I, decit cromatina obtinuta din celule tumorale (fig. nr. 1). Deci,
lantul internucleozomal de ADN din celulele canceroase s-a dovedit mai
accesibil moleculelor de DNaza I, decit cel din celule normale.

Se stie ci ADN internucleozomal este asezat intre doud corpuri
hi~tonice adiacente (3) si este accesibil pentru nucleaze, in timp ce, ADN
de pe corpul histonic nu prezintd o a<emenea proprietate. S-a gasit ca
ADN internucleozomal are o conformatie mai deschisa si este sarac in
histone (3. 1).

In cadrul cercetarilor noastre privind cinetica formarii fragmentelor
acido-solubile, aceasta a prezentat o diferentd distincta. Astfel, in cursul
primei ore de incubatie (faza rapida de activitate enzimaticd) s-a degra-
dat o cantitate de 10,4%, din cantitatea totald de ADN normal, iar aceasta
valoare a fost de 19,6", in cazul ADN din celule tumorale (fig. nr. 1).
Valorile obtinute de noi se aseamand cu datele gasite in literatura de
specialitate (9). $i cromatina din embrionul de arici de mare prezinti o
rezistenta redusa fata de activitatea nucleazica, iar cromatina din sper-
matidele aceleiasi specii apare mai rezistenta (5).
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Este posibil ca inversiunea ratei de fragmentare DNazici I a dife-
ritelor cromatine, dupa doua ore de incubatie (fig. nr. 1), sa fie in lega-
tura cu diferenta repartitiei ADN internucleozomal in cele doua croma-
tine studiate de noi, precum si cu unele diferente in structura tertiara a
acestor cromatine.

Dupa cum reiese din figura nr. 2, primul pisc in profilul cromato-
grafic al cromatinei tumorale se afla intre probele nr. 7 si 11 (cu un
maxim la nr. 8) si contine trei subfractiuni, similar cu cel obiinut in cazul
cromatinei celuleloy normale (ficat de soareci), publicat in lucrarea ante-
ricara citata (2) Din valorile raporturilorr de absorbtie ale acestor sub-
fractiuni (11 =20,80, 1 2=0,69, I 3 = 0,47) se deduce un continut scizut
de histone fata de valorile gasite la cromatina normald, ceea ce indica o
degradare mai pronuntati a cromatinei tumorale. Acest fapt este in
concordanta cu cele observate la studierea cineticii hidrolizei in croma-
tina tumorala (fig. nr. 1). Piscul II este identic cu cel aparut la cromatina
normald (2).

Datele noastre asupra fractionirii de cromatina degradata din celu-
lele de TAE aduc argumente in favoarea folosirii metodei de cromatogra-
fie pe gel de agaroza pentru purificarea acestor particule genetice. Pe
aceastd cale se pot separa, foarte rapid, fractiuni subcromozomiale din
celulele normale, precum si din cele tumorale, cu un raport de absorbtie
specific pentru nucleozomi. Rezultatele/dozarilor chimice privind com-
pozitia fractiunilor cromatografice obfinute, vor fi prezentate intr-o
lucrare ulterioara.
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V. A Blazsek

RESEARCHES ON THE CONNECTION BETWEEN THE THIOL DISULPHIDE
RATIO IN NUCLEOSOMES AND THE CELLULAR GENETIC ACTIVITY.
111 1ISOLATION OF CHROMATIN SUBUNITS FROM TAE CELLS BY AGAROSE
COLUMN CHROMATOGRAPHY

Our present study aimed at evaluating the efficiency of our own method in
purifying the chromatin subunits from ascitic tumoural Ehrlich's cells. Comparing
the dynamics of the occurrence of acid-soluble fragments during DNA hydrolysis
with DNase 1. it may be considered that the chromatin of normal cells (liver of
mice) is relatively more resistent to the action of DNase 1 than the chromatin
from tumoural cells. From the values of the absorption ratios of the isolated
subfractions., we deduced a low content of histone, as compared with the values
tound in normal chromatin, which also indicates a more marked degradation of
the tumoural chromatin.
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