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In cadrul cercetirilor anterioare (1, 2, 3) s-a urmirit prepararea
subunitatilor de cromatind din ficat de soareci si din celulele tumorale
ascitice Ehrlich (TAE), precum si purificarea lor prin cromatografia pe
coloani de agaroza. Pe aceasti cale s-a reusit separarea fractiunilor
subcromozomiale cu raportul de absorbtie specific la nucleozomi.

Lucrarea de fati este continuarea preocupirilor noastre anterioare
lcgate de unele aspecte moleculare ale activitatii genetice celulare si
pentru aceasta ne-am propus si urmarim compozitia chimica a subu-
nitatilor din cromatina de ficat de soareci.

Material §i metodd

Prepararea cromatinei normale din ficatul de soareci si purificarea
ei printr-o metodd cromatografici pe gel de agaroza s-a fiacut dupi teh-
nica descrisa in lucrdrile anterioare (2, 3).

Dozarea compozitiei de cromatind fractionatd. Raportul de prote-
inda/ADN nucleozomal s-a calculat cu ajutorul formulei generale propuse
de Tuan si Bonner (4):

DNH ADX‘TH AADN
Continutul proteic in g/g = E i S — R~
30,99 - Ey,° Az Ansy
unde
Aceastd valoare a fost calculati pe baza absorbtiei DNH
Eﬁ",:, = 6650 sintetica (artificiald), preparati de noi din histona totala
si ADN din ficat de soareci, raportul H/ADN = 1,08.
Ene ' =425 ®)
ADN .
f}m —0.37 Aceastid valoare a fost calculatd pe baza absorbtiei de
AAO?N ’"" ADN, preparat de noi din ficat de soareci.
3

Dozarea grupdrilor SH actual-neaccesibil s-a ficut cu reactivu] DTNB
in uree 4,0 M dupa metoda Ellman (5), modificati de noi (6) si adaptata
la conditiile prezente de lucru:

Amestecul de reactie a continut 1,0 ml solutie de nucleozom, 0,25 ml
tampon fosfati (u=0,4) pH 7,0, 01 ml EDTA (50 mM) in tampon fos-
fati pH 7,0 (u=0.1), 1.3 ml solutie de uree (9,22 M) in tampon fosfati
pH 7,0 (u=0,1), 0,35 ml tampon fosfati pH 7,0 (u=0,1) si 0,02 ml

" solutie de DTNB (10 mM) in tampon fosfati pH 7,0 (u= 0,1). Dupi o
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incubaiie de 15 min. la temperatura camerei, absorbanta solutiei s-a
maésurat la 412 nm fatd de martor lipsit de nucleozomi.

Dozarea gruparilor SH s-a facut si in absenta ureei (SH-actual
accesibil).

Dozarea grupdrilor SH (total) s-a facut prin folosirea borohidridei
de sodiu ca agent reducitor dupid metoda Cavallini (7), modificatd de
noi (6) si adaptata la conditiile prezente de lucru:

Amestecul de reactie a continut 1,0 ml solutie de nucleozom, 0,25 ml
tampon fosfati pH 7,0 (u =0,4), 0,15 m] EDTA (50 mM) in tampon fos-
fati pH 7,0 (u=20,1), 1,95 ml solutie de uree (9,22 M) in tampon fosfati
pH 7,0 (u=0,1), 0,3 ml NaBH, (5%). Dupd o incubatie de 30 min. la
40° C, reactia s-a oprit printr-un adaos de 0,1 ml HCI 5 N. Amestecul s-a
incubat din nou la 40rC timp de 10 min., dupa ce acidul clorhidric a
fost neutralizat printr-un adaos de 0,1 ml NaOH 5N. Apoi s-a adiugat
0,5 ml acetona si 0,1 ml tampon fosfati pH 7,0 (u=0,1), precum si
0,03 m] solutie de DTNB (10 mM) in tampon fosfati pH 7,0 (u=0,1).
Dupi o incubatie de 15 min. la temperatura camerei, absorbanta solu-
{iel s-a masurat la 412 nm fati de martor, lipsit de nucleozomi.

Dozarea s-a ficut si in absenta fireei (SH-total accesibil).

Calcularea continutului de SH spa facut pe baza ecuatiei

DTND

—- 4~ 147, obtinind continutul de tiol in muM SH/100 ug ADN.
A230

Calcularea continutului de SS s-a exprimat ca o diferenta intre
tiol-total (in prezenta NaBH,) si tiol-actual (faira NaBH,).

Calcularea continutului proteic §i a ADN al preparatelor nucleozo-
male s-a facut prin utilizarea factorului de 4,25 unitdti de Aag pentru
un mg proleind si factorul de 20 unitdi de Asg pentru un mg ADN.
Valoarea de Ay a trebuit sa sufere o ajustare din cauza contributiei
de ADN ia vaioarea absorbtiei la 230 nm. In acest scop s-a folosit
ecuatia

DN'1
a5 -
—sni= 2,40 (7).
239

Rezultate i discufii

Pentru studierea compozitiei de fractiuni obtinute, recoltarea pro-
belor s-a realizat din subfractiunea nr. 3 din piscul I, care a prezentat
un raport de absorbtie in jur de 0,50 (2).

Rezultatele dozirilor chimice si datele compozitiei fractiunilor cro-
matografice din ficatul de soareci sint redate in tabelele nr. 1 si 2.

Cifrele expuse in coloana 1 a tabelelor sint valorile raportului de
absorbtie a diferitelor probe recoltate din piscuri si calculate din datele
absorbtiei la 230 nm, respectiv la 260 nm. Coloana 2 contine valorile
raportului de continut proteic/con{inut ADN, iar coloana 3 aratd valo-
rile continutului de ADN in fragmente de cromatini. Coloanele 4 si 5
coniin date asupra continutului SH-total si SH-actual exprimate in muM
SH/100 ug ADN (=10"% M ADN), iar ultimele coloane 6 si 7, contin
valorile raportului de SH-actual si SH-total, precum si ale continutului de
SH-oxidat.
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Tabelul nr. 1

Compozitia chimici a subunitdtilor de cromatind normali
(in absenta ureei)

[ Cont.
T _Am  _P__ in SH-total | SH-actual [-S0-3¢t | gy _ox
Anp ADN ADN SH-total
Nr. ,
probei muM SH muaM SH
. ge % 100 ug 100 ug %
ADN ADN
-
1. 0,56 0.95 | 51 | 0,83 | 0,80 5.96 3.6
2. 0.51 071 50 ‘ 0.93 0.90 0.96 3.8
3 0.60 115 47 096 0.81 0.84 7.5
y 0.58 1,05 19 1.00 0.95 0.95 7.5
5. 0,58 1,05 49 0.91 0.91 1.00 0.0
Media l 056 | 098 51 ‘ 0.92 0.87 ] 094 | 44

Dupd cum am mai semnalat. un continut egal de histond cu ADN
este o caracteristicA a modelului actual de nucleozom (1, 2, 8). Faptul
ca continutul ADN in fragmente cromatografice de cromozom prezinti
o cifra mai mare (519, tabelul nr. 1), decit cel din fractiunea obti-
nuta prin ultracentrifugare (48%;, /1/), ne-a condus la concluzia ci
metoda cromatografica pe gel de agaroza este mai adecvati pentru
studiile noastre. Din datele consemnate in tabelul nr. 1 rezulti ci conti-
nutul tiolic-actual (accesibil de citre moleculele de DTNB) in subunitati
intacte (in absenta ureei) din cromatina normald este egal cu o grupare
tiolicd pe nucleozom (tabelul nr. 1).

Dublarea continutului tiolic-total, fati de tiol-actual al subuniti-
tilor de cromozom s-ar putea explica prin eliberarea unei grupéri tiolice
neaccesibile prin desfacerea structurii intacte a particulelor de citre
urce (tabelul nr. 2).

Tabelul nr. 2

Compozitia chimicd a subunititilor de cromatind normala
(in prezenta ureei)

Cont.
Ay P s, SH-act.
20, —_— in SH-total SH-actual'l-=""=">_| SH-ox.
Ao ADN | ADN SH-total
Nr.
probei , o muMSH | muMSH
ge o 100 ug 100 ug %
ADN ADN
1. I o056 0.95 51 ] 364 159 0,43 56,3
2. 0,51 0,71 59 324 1,76 0,45 45,6
3. . 060 115 a7 384 [ 176 0.45 541
ry | 058 1.05 49 | 449 1.89 0,42 57.9
5. ' 0,58 1.05 49 i 3,93 171 0,43 56,4
1
Media I 0.56 l .98 I 51 T 3.82 1,74 ‘ 0,43 54.0 |

87




In prezenta ureei, continutul tiolic-total al particulelor este o cifra
de patru ori mai mare, decit cifra de tiol-actual accesibil, aratind pre-
zenta gruparilor disulfurice neaccesibile, aditionale (tabelele nr. 1 si 2).
Astfel, continutul tiolic oxidat-neaccesibil in subunititile de cromozom
este de doud ori mai mare, decit cantitatea grupérilor tiolice actuale (ac-
cesibile) (tabelul nr. 2). .

Un fapt interesant este existenta unei grupari disulfurice neacce-
sibile (fatid de moleculele de DTNB) in structura intacta. Acest rezultat
permite si se presupuni o legdtura secundara intre corpurile histonice
invecinate in suprastructura crpmozomiald, formindu-se prin aceasta o
suprastructura aditionald, In consecintia, o grupare tiolica va deveni
neaccesibila fatd de DTNB.

Din datele aratate rezultd posibilitatea ca cel putin doui, din cele
patru grupari tiolice ale corpului histonic, sa fie implicate in unirea
componentilor lui.

Dupa parerea noastra, ca o ipotezi, lantul histonic de Hj este sinte-
tizat sub formi redusa, al carui rest de cisteini se oxideazid in ultima
faza a biosintezei nucleozomilor, prin formarea puntilor disulfurice inter-
moleculare.

Bibliografie

1. Blazsek V. A.: Rev. med. (1981), 27, 209; 2. Blazsek V. A.: Rev.
med. (1982), 28, 67; 3. Blazsek V. A.: Rev. med. (1983), 29, 88; 4. Tuan
D. Y. H.,, Bonner J.: J. Mol. Biol. (1969), 45, 59; 5. Ellman G. L.: Arch.
Biochem. Biophys. (1953), 82, 70; 6. Blazsek V. A.: Rev. Roum. Biochim.
(1972), 9, 95; 7. Cavallini D., Graziani M. T., Dupre S.: Nature (1966),
212, 294; 8. Ionescu-Varo M., Dimitriu Gh., Deliu C.: Biologie celulara,~
Bucuresti, 1981.

Sosit la redactie: 23 februarie 1984.

V. A. Blazsek

‘RESEARCH ON THE RELATIONSHIP BETWEEN THE NUCLEOSOMAL
THIOL DISULPHIDE RATIO AND THE CELLULAR GENETIC ACTIVITY.
( IV. CHEMICAL COMPOSITION OF THE CHROMATIN SUBUNITS FROM
MOUSE LIVER

The data show that the available-thiol content (accessible by DTNB mole-
cules) in intact subunits (in the absence of urea), obtained from normal chro-
matin (mouse liver), by a chromatographic method on agarose gel. is equal to one
thiol group per nucleosome. The doubling of the available-thiol content of the
subunits of chromosome, in the presence of urea, might be accounted for by
the release of a formerly inaccessible thiol group due to the breaking up of the
intact structure of the particles by the urea.

In the presence of urea, the total-thiol content of the particles is a figure
four times greater than - the figure of accessible-thial, indicating the presence
of additional inaccessible disulphide groups. Thus, the oxidized thiol content
(inaccessible) in the cromosomial subunits is twice as high as the amount of
available-thiol groups (accessible).
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