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CERCETAREA LEGATURII DINTRE RAPORTUL DE TIOL DISUL­
FURA DIN NUCLEOZOl\11 ŞI ACTIVITATEA GENETICA CELULARA 

III. Izolarea subunităţilor de cromatină din celulele TAE prin 
cromatografia pe coloană de agaroză. 

V. A. Blazsek 

In cadrul cercetărilor noast1:e anterioare (1, 2) s-a unn[trit izolarea 
subunităţilor de cromatim\ din ficat de şoar~i prin cromatografia pe co­
loană de agaroză. Datele obţinute asupra fracţionării cromatinelor degra­
date cu DNază I au adus argumente în favoarea folosirii metodei de 
cromatografie pe gel de agaroz[t pentru purificarea acestor particule 
genetice. Pe această cale s-a reuşit separarea fracţiunii subcromozomiale 
cu raportul de absorbţie specific pentru nucleozomi. 

În lucrarea de faţ[t ne-am propus s[t urmărim eficienţa metodei ela­
borate pentru purificarea subunit<\ţilor de cromatină izolate din celule 
tumorale ascitice Ehrlich (TAE). Aceste cercetări se încadrează in preocu­
pădle noastre referitoare la unele aspecte moleculare ale activităţii gene­
tice celulare. 

.Uaterial şi metodă 

Cronwtina tumorală a fost extra...;[l dintr-o cultură de celule TAE ob­
ţinută pe şoareci albi purtători de tumoare grefat<·!. Celulele tumoralc 
obţinute din şoareci s-au spălat in mod repetat cu ser fiziologic, apoi cu 
apă deionizată cu un conţinut de Na-EDTA 1,0 mM, pH 7,9, prin centri­
fugare la 1200 X g. 

Sedimcntul celular s-a omogenizat intr-o solutie de zaharoză 1011
0 • 

Tween 80 1,0° 11 , Na-EDTA 0,1 mM şi Tris 10 mM, pH 7,9, cu Ultra­
Tun·ax la 40 V, timp de 30 min. şi s-a centrifugat la 1200 X g, timp de 
15 min. Sedimentul astfel obţinut s-a spălat cu 200 m, soluţie de zaha­
roză 1 011 

11 , Tween 80 0.1 ° 11 şi Tris 1 O mM. pH 7 .5. prin omogenizare la 
55 V, timp de 15 min. şi s-a centrifugat la 1200 X g, timp de 
10 min. În continuare, sedimentul nuclear a fost spălat din nou de trei 
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ori cu o soluţie de zaharoză 10n 11 , Tris 10 mi\!, pH 7,5 şi centrifugat de 
fiecare dat.o'i cite 15 min. la 1200 X g. 

Cromatina crudă s-a preparat din nuclee spălate după metoda de­
..,crisă da noi (1). Purificarea cromatinei s-a făcut prin precipitarea ei cu 
Mg~+ de concentraţie 10 ml\1 din soluţia cromatină crudă, după metoda 
descrisă intr-o lucrare anterioară (2). 

Degradarea enzimatică a cromatinei de DNaza 1. Cromatina tumorală 
purificat'ă a fost tratat<i cu DNaza I după tehnica descrisă (2). 

Pw'ificarea subunităţilor ele cromatină. Operaţiile de cromatografie 
pe coloană de agaroză şi urm;irirea spectrofotomett;că a densităţilor op­
ticP a fracţiunilor cromatografice s-a făcut după metoda elaborată de 
noi (2). 

Rezultate şi discuţii. 

După cum s-a mai semnalat (2), degradarea cromatinei normale in 
,;ubunităţi cu ajutorul DNazei I şi separarea acestor subunităţi prin 
cromatografiere pe coloană de agaroză constituie un mijloc eficace pentru 
prPpararea nucleozomilor. 

Pentru standardizarea condiţiilor de degradare enzimatică a prepa­
ratelor de cromatin[t s-au studiat tmele aspecte cinetice ale reacţiei. Ast­
fel, s-a determinat influenţa concentraţiilor de enzimă asupra gradului 
de degradare ADN deproteinizat din ficat de şoareci. In cadrul investi­
gaţiilot· a fo~t aleasă o concentraţie de ADN egală cu cea afl'ată în pre­
paratele de cromatin<i. S-a găsit cii. fragmentarea ADN a atins valoarea 
de !10° 11 la o eoncentraţie de 40 ug mi de DNază I dup~i două ore de incu­
baţie. DNaza I a fost aleasă pentru degradarea enzimatică a ADN din 
c· 1·omati.nă, deoarece aceasti1 enzimă produce fragmente similare cu nu­
cleaza micrococic<i (:3). 

Comparind dinamica apariţiei fragmentelor acido-solubile in cursul 
hidrolizei ADN cu DNaza I se poate considera că cromatina din celule 
normale (ficat de şoareci) apare relativ mai rezistenti.i faţă de acţiunea 
DNazei I, decit cromatina obţinută din celule tumorale (fig. nr. 1). Deci, 
lanţul internucleozomal de ADN din celulele canceroase s-a dovedit mai 
acce..,ibil moleculelor de DNaza I, decit cel din celule normale. 

Se ştie c~i ADN internucleozomal este aşezat intre două corpuri 
hi..,tonice adiacente (3) şi este accesibil pentru nucleaze, in timp ce, ADN 
de pe corpul histonic nu prezintă o a~emenea pl'Oprietate. S-a găsit c;i 
:\DN internucleozomal are o conf<wmaţie ma:i deschisă şi este sărac in 
histone (3. ·l). 

In cadrul cercetărilor noastre privind cinetica formării fragmentelor 
acido-solubile. aceasta a pt·ezentat o diferenţă distinctă. Astfel, in cursul 
primei ore de incubaţie (faza rapid<i de acti\"itate enzimatică) s-a degra­
dat o cantitate de 10,411

., din cantitatea totală de ADN nmmal, iar acea"t<i 
nrloare a fost de 19,611 < in cazul ADN din celule tu morale (fig. nr. 1 ). 
\'alorile obţinute de noi se aseamănă cu datele găsite in literatura de 
specialitate (9). Şi cromatina ctin embrionul de arici de mare prezintă 0 
rezistent<i redusă faţă de activitatea nucleazică, iar cromatina din sper­
matidele aceleiaşi specii apare mai rezistentă (5). 
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Fig_ nr. 2 : Cromatogra­
fia cromatinei tumorale 
asdtiee Ehrlich pe Rei 
de agaroză. Concentra­
tia cromatinei :l-'0 111: 
ADN coloană in soluţie 
de glicină, pH 7.2, 

10 mM. 
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Fig. nr_ 1 : Cinetica de 
hidroliză a diferitt·lor 
cromatme şi a ADN 
deproteinizat in prezen­
ţa DNazei !_ Substratul 
conţine AD!'i 800 l'g mi 
şi DNază 1 ~O ~·g mi in 
soluţie de glicină 10 mM 
C'U un conţinut dt> 
!VIg2+ 5 mM, pH 7.2. la 
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Este posibil ca inversiunea ratei de fragmentare DNazică I a dife­
ritelor cromatine, după două ore de incubaţie (fig. nr. 1), să fie in legă­
tură cu diferenţa repartiţiei ADN internucleozomal in cele două crema­
tine studiate de noi, precum şi cu unele difere'llţe in structura terţiară a 
acestor cromatine. 

· Dup<"l cum reiese din figura nr. 2, primul pisc in profilul cromato­
qrafic al ct·omatinei tumorale se află intre probele nr. 7 şi 11 (cu un 
maxim la nr. 8) şi conţine trei subfracţiuni, similar cu cel obţinut in cazul 
cromatinei celulelot• normale (ficat de şoareci), publicat in lucrarea ante­
rioară dtat[l (2) Din valorile raportudlot· de abso1·bţie ale acestor sub­
fractiuni (1 1 = 0,80, I 2 = O,fl!l, I 3 = 0,47) se deduce un conţinut sdtzut 
de histone faţ~1 de valorile găsite Ia cromatina normală, ceea ce indică o 
degradare mai pronunţată a cromatinei tumm·ale. Acest fapt este in 
concordanţă cu cele observate la studierea cineticii hidrolizei in croma­
tina tumorală (fig. nr. 1). Piscul II este identic cu cel apărut la cromatina 
normahi (2). 

Datele noast.re asupra fracţionării de cromatină degradată din celu­
lele de TAE aduc argumente in favoarea folosirii metodei de cromatogra­
fie pe gel de agaroză pentru pmificarea acestor particule genetice. Pe 
aceast<i cale se pot separa, foarte rapid, fracţiuni subcromozomiale din 
celulele normale, precum şi din cele tumorale, cu un raport de absorbţie 
specific pentru nucleozomi. Rezultatele dozărilor chimice privind com­
poziţia fracţiunilor cromatografice obţinute, \'Or fi pre-.>:entate intr-o 
lucrare ulterioară. 
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V. A Blazsek 

Rt:SE:\RCHES ON THE CONNECTION BETWEEN THE THIOL DISULPHIOE 
R:\TIO IN NUCI.EOSO:\IES 1\ND THE CELLULAR GENETIC ACTIVITl'. 

111 JSOI.ATION OF ('HRO:\IATIN SUBUNITS FROM TAE CEI.l.S Bl' AGI\ROSE 
COI.l':\IN CHRO:\Ii\ TOGR:\PHl' 

Our present study atmed at e\·aJuating the effieieney of our own method m 
purifvinl'! the rhromatin subuntts from ast:itie tumoural Ehrlich's c-ells. Comparing 
the dynamtrs of th•• ocrurrenc-t• of add-soluhle fragml'nts during DN:\ hydrolysis 
wtth DNase 1. tl may Il<' ronsidert•d that the ehrornatin of normal ('t>I!S (livt>r of 
mtr<') 1s relativdy more resistent to the action of ONase 1 than the ehrornatm 
from tumoural rells. From thl' values of the absorpttOn r.lttos of the isolatl'<i 
,ubfractions. we dt'<lueed a low rontent of htstone. as compart•d wtth the va!Ul'S 
found m normal ehromatin. whieh also indic-ates a more marked degradation of 
the turnoural cbromatm. 
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