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Struktur und Funktion chromosomaler Nucleohistone

Von Eberhard Zimmermann ("

Durch die Fortschritte der molekularen Biologie ist eindeutig bewiesen, daB alle genetischen
Informationen zelluldrer Organismen in der DNA enthalten sind. Der Hauptanteil der DNA
ist in den Zellkernen lokalisiert und bildet mit Histonen und sauren Proteinen das Grundge-
riist der Chromosomen. Dieser DNA/Protein-Komplex, auch Nucleohiston oder Chromatin
genannt, reprisentiert die Anzahl aller vorhandenen Gene eines Zelltypes und ist eine genetisch
funktionelle Einheit. Allen genetischen Strukturen ist dieses Grundelement gemeinsam, und
nur dessen ridumliche Anordnung oder Multiplizitit bestimmt die artgebundene unterschied-
liche Morphologie der Chromosomen. Als strukturerhaltende Elemente konnen die Histone
angesehen werden, die im allgemeinen mit dichtgepackten und metabolisch inaktiven DNA-
Sequenzen assoziiert sind. Das lysinreiche Histon I scheint eine spezielle regulatorische Funk-
tion zu erfiillen, da es die Transkription bestimmter Gene zu unterdriicken vermag. Die sauren
Proteine sind vor allem in metabolisch aktiven chromosomalen Strukturen nachweisbar, die
gestreckte DNA-Sequenzen aufweisen und den Zusammenhang zwischen Struktur und Funk-
tion der Nuclechistone besonders unterstreichen. Ungefihr 509 der DNA im Nucleohiston-
Komplex sind nicht durch Proteine maskiert, obwohl nur ¢in geringer Prozentsatz dieser freien
Nucleotidsequenzen durch RNA-Polymerase transkribiert werden kann. Da die bis jetzt se-
quenzanalytisch untersuchten Histone eine ungleiche Verteilung der basischen Aminosiure-
reste aufweisen und nur durch diese geladenen Sequenzen an die DNA gebunden werden
konnen, ist diese ,,offene* Struktur leicht erklirlich. In dem von Crick vorgeschlagenen Chro-
mosomen-Modell wird die einzigartige Struktur der Histone beriicksichtigt und angenom-
men, daB die histonreichen Heterochromatinbinder nur multiple Kontrollelemente enthal-
ten und nicht transkribiert werden. Dagegen soll das Euchromatin funktionellen Genen ent-
sprechen, die bereits einstringige DNA enthalten und fiir diese spezifische Konformation be-
sondere Proteine bendtigen.

1. Einleitung

Die Nucleohistone (Chromatine) sind natiirlich vorkom-
mende biologische Makromolekiile, die aus DNA und Pro-
teinen bestehen (Abschnitt 3). Sie sind die Grundbausteine
der Chromosomen in den tierischen und pflanzlichen Zel-

[*] Priv.-Doz. Dr. E. Zimmermann
Harvard University, Department of Chemistry,
Cambridge, Massachusetts 02138 (USA)
Gegenwiirtige Anschrift:
Physiologisches Institut der Universitiit
Aligemeines Verfligungszentrum
44 Miinster, Robert-Koch-Strafe 28
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len. Wihrend der Interphase der normalen Zeliteilung
(Mitose) haben die Chromosomen von Organismen mit
einem echten Zellkern (Eukaryoten) einen Durchmesser
von 200-500 A. Aufgrund der aufgelockerten Struktur der
Nucleohistonstriinge konnen sie optisch nicht nachgewie-
sen werden. In der Prophase des Teilungszyklus konden-
sicren sich die Nucleohistonfasern, und das chromosomale
Material wird kompakter angeordnet. In der Metaphase
lassen sich schlieBlich die Chromosomen in der Teilungs-
ebene der Zelle als Gebilde aus zwei Chromatiden beob-
achten, die durch das Centromer zusammengehalten wer-
den. Diese Briicke wird in der folgenden Anaphase abge-
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baut. Von speziellen Organellen der Zelle werden nun
Spindelfasern zum Ansatzpunkt des ehemaligen Centro-
mers gebildet, welche die Chromosomenhiilften auf die
beiden Tochterzellen verteilen. Die folgende Telophase ist
der Bildung der beiden neuen Zellkerne gewidmet; eine
neue Interphase schlieBt sich an (Abb. 1). Die Verdoppe-
lung der Chromosomen und damit die Verdoppelung der
in ihnen enthaltenen DNA ist bereits in der Mitte der Inter-
phase abgeschlossen. Gleichzeitig mit der DNA-Synthese
miissen vor allem Histone gebildet werden, da sie ja die
natiirlichen Bindungspartner der DNA in den Kernen
pllanzlicher und tierischer Zellen sind. (Nur in den Sper-
matozoenkernen einiger Fischarten sind die Histone durch
Protamine ersetzt, eine spezielle Klasse basischer Proteine
mit bis zu 609, Arginin.)

Abb. 1. Links: Metaphase-Chromosom, das aus zwei Chromatiden
(Chr) und dem Centromer (Ce) besteht. Rechts: Metaphase-Stadium
(~-Metaphase-Platte”) eines Zellkerns, Schnitt durch die Aquatorebene.
Beide Abbildungen stark schematisiert.

Der Nachweis der DNA in den Chromosomen gelang erst-
mals Feulgen (1924); spitere Bestimmungen des DNA-Ge-
haltes pro Zellkern ergaben 1.7-10~ '3 bis 15.0-10~ '3 g!),
Am besten untersucht sind die Riesenchromosomen aus
den Speicheldriisen der Dipteren (Fliegen und Miicken);
vor allem in den Interphase-Zellen der Larven lassen sich
diese riesigen chromosomalen Strukturen leicht nachwei-
sen. Sie haben die hundertfache Linge und den mehrfachen
Durchmesser der Metaphase-Chromosomen und enthal-
ten pro Zellkern wesentlich mehr DNA als die entsprechen-
den diploiden Zellen der Mammalier.

Die Riesenchromosomen, deren detaillierte Struktur nach
spezifischer Firbung betrachtet werden kann, reprisentie-
ren zahlreiche Gene mit unterschiedlichen biologischen
Funktionen, von denen jeweils Hunderte identischer Ko-
pien vorliegen k6nnen. Thr transversales Muster alternie-
render Binder chromatischen und achromatischen Mate-
rials fiihrte zu den Bezeichnungen Heterochromatin und
Euchromatin. Ris fand spiter bei elektronenmikroskopi-
schen Untersuchungen an Schnitten durch Chromosomen,
daB Hetero- und Euchromatin-Zonen sich hauptsachlich
durch den Packungszustand der Nucleohistone unter-
scheiden. Diese Muster sind so charakteristisch, daB sie
den Cytologen als Grundlage fiir Vererbungstheorien die-
nen, da Unterschiede in den Chromosomenmustern sich
auch im Phinotyp des Individuums ausprigen. Die meisten
Heterochromatin-Zonen scheinen keine aktiven Gene zu
reprisentieren und nicht an der Weitergabe genetischer
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Informationen beteiligt zu sein. Solche Zonen lassen sich gut
anfirben und weisen demnach einen hohen Proteingehalt
auf>:3) Treten an den Riesenchromosomen sichtbare
lokale Modifikationen auf, so ist diese sogenannte ,,Puff“-
Bildung Ausdruck erhohter biologischer Aktivitit der be-
troffenen Zonen, die mit einer verstirkten RNA- und Pro-
teinsynthese verbunden ist (Abb. 2).

Abb. 2. Bildung eines Puffs (rechts) an Riesenchromosomen aus den
Speicheldriisen von Dipterenlarven.

2. Struktur der Chromosomen

Die faserige Feinstruktur der Metaphase-Chromosomen
lieB vermuten, daB unterschiedlich dicke Nucleohiston-
fasern an deren Aufbau beteiligt sind. Der variierenden
Dimensionen dieser Fasern versuchen mehrere Theorien
gerecht zu werden. Ris'*! entwickelte die Ansicht, daB ein
Chromosom aus vier parallel angeordneten DNA-Doppel-
helices besteht, die mit Histonen beladen und lose umein-
ander gewunden sind. Dabei bilden entsprechend der Mul-
tistrang-Hypothese zwei derartige Nucleohistonfasern mit
einem Durchmesser von 40 A eine chromosomale Unter-
einheit von 100 A Dicke. Die Verkniuelung von zwei sol-
chen Einheiten fithrt dann zu Chromosomen mit einem
ungefihren Durchmesser von 200-250 A. Diese Vorstel-
lung wurde vor allem durch Untersuchungen iiber die be-
sondere Anordnung der DNA in den Spermatozoenkernen
gestiitzt. Nach Rontgen-Beugungsuntersuchungen sind in
den intakten Spermatozoenkdpfen die Nucleoprotamin-
fasern tatsichlich in dichtester Packung parallel angeord-
net und bilden eine Struktur mit speziellen optischen Eigen-
schaften fiir polarisiertes Licht: Sie zeigen eine negative
Doppelbrechung!®).

[4876.3

Abb. 3. Parallele Anordnung von Nucleohistonfasern mit partieller
Aufzwirnung der DNA-Doppethelices.

Nach unseren bisherigen Erkenntnissen muB auch fir die
Riesenchromosomen der Dipterenlarven eine parallele
Anordnung von ungefihr 1000-4000 Nucleohistonfasern
mit einem Durchmesser von jeweils 200~300 A angenom-
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men werden. Jede Faser reprisentiert dabei ein Chromatid,
das sich von einem Ende des Riesenchromosoms zum an-
dern erstreckt, wobei starke Kniduelung mit mehr oder we-
niger gestreckten Strukturen abwechselt (Abb. 3). Diese
Untereinheiten der Riesenchromosomen entsprechen vol-
lig den Nucleohistonstrukturen der Metaphase-Chromo-
somen in diploiden Zellen.

Die Einstrang-Hypothese geht davon aus, daB ein Chro-
mosom durch eine einzige DNA-Doppelhelix reprisentiert
wird, die mit Histonen und sauren Proteinen beladen und
so gefaltet oder gekniuelt ist, daB der Durchmesser des
Chromosoms 200-500 A betriigt. Eine solche Anordnung
begiinstigt die von Watson und Crick!®! vorgeschlagene
semi-konservative Replikation der DNA', bei der je ein
Strang der DNA-Doppelhelix wihrend der mitotischen
Teilung auf die beiden Tochterzellen iibergeht.

Taylor' glaubte aufgrund seiner Untersuchungen anneh-
men zu konnen, daB das Chromosom aus einem makro-
molekularen Band quergelegter kurzer DNA-Helices be-
steht, die alternierend in ihren beiden Stringen iiber Pro-
teinbriicken (,,linker“) verkniipft sind. Solche Proteine mit
strukturerhaltender Funktion konnten allerdings bis heute
nicht nachgewiesen werden (Abb. 4). Gegen diese Vorstel-
lung sprechen weiterhin die vergeblichen Versuche, Chro-
mosomen mit protein-spaltenden Enzymen abzubauen!®),

Das Verhalten der Metaphasen-Chromosomen wihrend
der Zellteilung 1Bt vermuten, daB interchromosomale
Briicken existieren, die die Anordnung einiger oder aller
Chromosomen in der Metaphase-Platte bestimmen (siche
Abb. 1). So sind bei einigen Tierspezies alle Chromosomen
wihrend der Zellteilung als Ring in der Aquatorebene der
Zelle angeordnet, was die Vorstellung stiitzt, daB mehrere
Chromosomen einer einzigen DNA-Doppelhelix zugeord-
net werden miissen und die interchromosomalen Briicken

nur besondere Nucleotidsequenzen des gleichen DNA-
Molekiils sind!®!,

Abb. 4. Taylors Modell der Verkniipfung von DNA-Doppelhelices
durch Proteinbriicken (,linker*) (7].

Ebenfalls fiir die Einstrang-Hypothese sprechen die Unter-
suchungen an den Lampenbiirsten-Chromosomen, die in
Oocyten'™ von Amphibien und anderen Vertebraten nach-
gewiesen werden konnten. Da es sich um diploide Zellen
handelt, bestehen die Chromosomen aus zwei Chromati-

[*] Bei der semi-konservativen Replikation der DNA werden gleich-
zeitig beide Stringe der Doppelhelix kopiert.

[**] Oocyten sind Vorliufer der Eizellen.
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den, die teilweise stark gestreckt sind und paarige DNA-
Schlaufen ausbilden. Diese Schlaufen gehen von den beiden
Chromatiden aus und scheinen bestimmten Genen zu ent-
sprechen, da sich an diesen Nucleotidsequenzen eine inten-
sive RNA- und Proteinsynthese nachweisen 13Bt!*°),

Aufgrund ihrer Untersuchungen an Lampenbiirsten-Chro-
mosomen entwickelten Gall und Callan'*"! die Hypothese
von den ,master*- und ,slave“-Genen. Um die Diskrepanz
zwischen der GroBe solcher DNA-Schiaufen und der mog-
lichen riaumlichen Ausdehnung eines Gens mit begrenzter
Nucleotidsequenz zu iiberbriicken, nahmen sie an, daB die
Schlaufen aus vielen mehr oder minder fehlerfreien Wieder-
holungen der gleichen Sequenz bestehen. Das master-Gen
wird dabei nicht wie die slave-Gene als Matrize fir die
K NA-Synthese herangezogen.

Die Existenz eines einzigen master-Gen stimmt mit der
Vorstellung der klassischen Genetik iiberein, daB nur ein
einziges Gen fiir eine biologische Leistung vorgesehen ist.
Nach Beermanns Theorie iiber die ,,operative Gliederung“
der Chromosomen wird die RNA dagegen am master-Gen
synthetisiert, wihrend die slave-Gene nur der Bindung und
Stabilisierung solcher RNA-Molekiile dienen!* 2,

Derartige repetierende Sequenzen konnten mit der Spiegel-
manschen Hybridisierungstechnik in der DNA aller hohe-
ren Organismen nachgewiesen werden!?*~?"]. Die Kopien
sind dabei oft unvollstindig, so daB Gruppen mit repetie-
renden Sequenzen entstehen, die nicht mehr mit dem Ori-
ginal iibereinstimmen. Noch weil man nicht, ob solche re-
petierenden Sequenzen vollstindige Gene oder nur Teile
davon sind, denen eine spezielle regulatorische Funktion
zugeschrieben werden kann.

3. Chemische Zusammensetzung der Nucleohistone

Durch saure Extraktion kénnen aus dem chromosomalen
Nucleohiston mehrere Histonfraktionen und Teile der
sauren Proteine entfernt und mit Athanol gefillt werden.
Ein spezifisches Extraktionsverfahren zur Gewinnung der
einzelnen Histonfraktionen wurde von Johns!'®! ent-
wickelt; allerdings sind mit dieser Methode die Histone
nicht rein darstellbar. Man erhilt in den meisten Fillen
Gemische mit dhnlichen Fraktionen, die in wiBrigen L6-
sungen eine ausgepragte Neigung zur Aggregation zeigen.
Die priparierten Fraktionen werden nach ihrem chrarak-
teristischen Aminosiuregehalt und den N-terminalen
Gruppen unterschieden und eingeteilt (Tabelle 1). Die Elua-
tionsfolge bei der spiteren siulenchromatographischen
Fraktionierung diente zur Numerierung der Histonfrak-
tionen (I bis IV); Zusatzsymbole unterscheiden die Unter-
fraktionen wie im Falle des Histons I mit den Fraktionen
Ia und Ib oder des Histons II, das in die Unterfraktionen
IIa, IIb, und IIb, aufgetrennt werden kann!'®),

Die lysinreiche Histonfraktion I wurde von Peacocke!2°)
niher untersucht; das Molekulargewicht der relativ mono-
dispersen Fraktion bestimmte er zu 20000. Kinkade und
Cole!?" trennten die gleiche Histonfraktion an Amberlite-
CG-50-Sdulen in vier Unterfraktionen auf, bei denen es
sich in Anbetracht der Peacockeschen Ergebnisse um Mo-
difikationen mit anderer Aminosiurezusammensetzung
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handeln muB. Die argininreiche Fraktion 11b mit acetylier- aufgrund unserer bisher liickenhaften Kenntnisse nicht mit

tem Alanin oder Prolin als endstindige Aminosiure trennte Sicherheit sagen!®3), Fiir das isolierte lysinreiche Histon I
Johns'?*¥) an Carboxymethylcellulose in fiinf Unterfrak- wurde in Athylenchlorhydrin ein Anteil an helicaler Struk-
tionen auf, von denen drei durch eine abweichende Amino- tur von 46% gefunden; bei den Fraktionen IIa und IIb
sdurezusammensetzung hervortreten. sind es 65-70%'*4), Fiir wiBrige Losungen werden dagegen

Werte von 209, angegeben, die allerdings mit der Konzen-
Tabelle 1. Aminosiurezusammensetzung von Histonfraktionen in tration der Histone und dem Alter der Losungen stark

Mol-%. F, : sehr lysinreiche Fraktion; F,,, F,y: leicht lysinreiche Frak- schwanken®®*),
tion; F,, F,: argininreiche Fraktion.

i 1 10
Aminosﬁur:'“""“ FI Flla Flib FII FIV Ac-Ser-Gly-Arg-Gly-Lys-Gly-Gly-Lys-Gly-Leu-Gly-Lys
Alanin 23.5 10.5 10.5 12.5 6.9 .2 .
Arginin 25 11.5 75 130 13.7 Azg-Leu-Val-Lys~Arg-Hls-Arg-Lys-Ala-Gly-Gly
Asparaginsiure 28 6.0 5.5 50 49 (CHy) *t (Ae)
Glutaminsiure 6.0 8.5 90 11.0 59 30
Glycin 6.8 12.5 70 6.5 16.7 Asp-Asn-Ile-Gln-Gly-lle-Thr-Lys-Pro-Ala-lle-Arg-Arg
Histidin 0.5 20 2.5 21 20 + + +
Isoleucin 1.6 4.5 5.0 5.0 6.0 0
Leucin 44 10.5 6.0 85 7.0 Gly-Ser—Ile—Arg —Arg — Lys—=Val-Gly-Gly-Arg-Ala-Leu
Lysin 26.3 10.5 14.5 90 110 + + + +
Methionin - — 0.7 0.7 20 5o ¢
Phenylalanin 08 1.6 20 2.5 20 Ne- . . - . - . . . .
Prolin 29 30 a5 a5 09 Leu-Ile-Tyr-Glu-Glu-Thr A:‘g Gly-Val-Leu LZ-S Val
Serin 6.2 31 9.0 70 20 i
R’:g:;:n 32 ;g g: ;8 ;g Tyr'Thr-Val'Ala-Asp'AIg-Ile-Val'Asn-Glu'Leu-Phe
Valin 5.0 70 6.8 6.0 8.8
80
1003 1018 1001 1023  100.7 Thr-Glu-His-Ala-Lys-Arg-Lys-Thr-Val-Thr-Ala-Met
N-terminaler Rest Acetyl Acetyl Prolin  Alanin  Acetyl + M + M
oder %
Alanin Thr-Arg-Gly-Gln-Arg-Lys-Leu-Ala-Tyr-Val-Val-Asp
+ + +

100
. . Leu-Tyr-Gly-Phe-Gly-Gly-COO
Solche Beobachtungen werfen die berechtigte Frage auf, ob eu-Tyr-Gly-Phe-Gly-Gly-COOH

es sich bei diesen Unterfraktionen tatsichlich um nucleare Abb. 5. Aminosiuresequenz der Histonfraktion IV [23]. Die basischen
Histone und nicht um Komplexe von Artefakten mit Ver- Aminosiuren sind angekreuzt.
unreinigungen handelt'??-24!, Srellwagen'?*! wies solche

cytoplasmatischen Verunreinigungen in Histonfraktionen Zubay und Doty®®® schlieBen aus ihren ORD-Unter-
nach, die aus gereinigten Zellkernen extrahiert wurden, suchungen, daB die Hilfte der DNA-gebundenen Histone
und Johns'*% untersuchte die Bindung saurer Proteine des in der a-Konfiguration vorliegt. Nach Wilkins Vorstellung
Cytoplasmas an das chromosomale Nucleohiston. iiber den riumlichen Aufbau des chromosomalen Nucleo-
Bonner et al.!*") gelang es trotz dieser Schwierigkeiten, die histons ist es vor allem die -Helix-Konfiguration, die die

Aminosiuresequenz des argininreichen Histons IV aus
Bohnenkeimlingen und Kalbsthymuszellen aufzukliren.
Ubereinstimmend mit Stellwagen'*®! und Ogawa'**! konn-
ten sie zeigen, daB die Lysinreste ungleichmiBig iiber das
Molekiil verteilt sind und sich am Aminoende hiufen. Am
C-terminalen Ende befinden sich dagegen die sauren Ami-
nosiuren und die neutralen mit ihren hydrophoben Seiten-
ketten!3% (Abb. 5). Uberraschenderweise haben die beiden
untersuchten Histone bis auf 2 von 102 Aminosiuren die
gleiche Aminosiuresequenz, und auBerdem treten be-
stimmte Peptidfolgen, in denen lediglich eine Aminosiure
ausgetauscht ist, gehiuft auf. Diese Tatsache a8t vermuten,
daB das Histon-1V-Gen méglicherweise aus repetierenden

Sequenzen entstanden ist.

Eine asymmetrische Verteilung der basischen Aminosiu-

ren wurde auch fiir das Histon 11b und eine Unterfraktion Abb. 6. 2) Bindung von Protamin in den schmalen Furchen der DNA-

von F 1 nachgewiesen'>!'32), Die besondere Anordnung Doppelhelix. b) Bindung von Histonen in den tiefen Furchen der DNA-
Doppethelix [37].

positiver Ladungstriger entlang der Histonmolekiile er-
offnet neue Aspekte fiir unser Verstindnis der Wechselwir-
kungen zwischen nuclearen basischen Proteinen und der

Bi . . . R
DNA (Abschnitt 8). indung der Histone in der tiefen Furche der DNA-Dop-

pelhelices erlaubt (Abb. 6)1*"), Allerdings wiirde das vor-
Inwieweit die Konformation der Histone oder ihrer Deri- aussetzen, daB die Ladungen entlang des Histonmolekiils
vate zur Komplexbildung mit der DNA beitrigt, it sich gleichmiiBig verteilt sind, was zumindest fiir die Histone
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IIb und IV ausgeschlossen werden muf3. Dagegen mufl er-
wogen werden, ob nicht Acetylierungs-, Phosphorylie-
rungs- oder Methylierungsreaktionen dazu beitragen, so-
wohl Struktur als auch Funktion der Histone zu differen-
zieren. Stocken'®) konnte zumindest an regenerierenden
Rattenlebern eine Korrelation zwischen dem Ausmafl der
Phosphorylierung des Histons I und dessen biologischer
Aktivitit fir die RNA-Synthese nachweisen. Demgegen-
iiber scheinen Acetylierungsreaktionen bevorzugt an den
argininreichen Histonen IIb und III abzulaufen!*: 4%, Da
die biologische Aktivitit fiir die RNA- und DNA-Synthese
in der regenerierenden Rattenleber innerhalb von 1 bis 2
Stunden ihr Maximum erreicht, wird die schnellere Histon-
acetylierung als erster Schritt der Genaktivierung aufge-
faBit. Der Methylierungsschritt folgt erst relativ spiat, wenn
DNA- und Histonsynthese ihr Maximum iiberschritten
haben. Ganz offensichtlich hat eine solche Reaktion nichts
mit Regulationsvorgingen zu tun, kann aber mit einem
moglichen Transport neu synthetisierter Histone vom
Cytoplasma zu den Zellkernen zusammenhiingen.

4. Stofiwechsel der Histone

Robbins und Borun'*!) fanden geniigend Hinweise, daB zu-
mindest in HeLa-Zellen!" argininreiches Histon im Cyto-
plasma synthetisiert und spiter zum Zellkern transportiert
wird. Gleiche Ergebnisse liegen fiir die Synthese des Prot-
amins in Lachs-Testis vor!42), Wihrend der cytoplasmati-
schen Histonsynthese kann eine bestimmte Form kleinerer
Polysomen im Cytoplasma nachgewiesen werden, die sich
nach der Zellteilung wieder auflssen™?), Sie scheinen die
Orte der cytoplasmatischen Histonsynthese zu sein, denn
sie enthalten fiir diesen Zweck eine spezifische RNA mit
Sedimentationswerten von 7-9 S, die als messenger-RNA
fiir die Histone Ila, IIb und III angesehen wird. Dariiber
hinaus ist diese RNA nur wihrend der Histonsynthese mit
den spezifischen Polysomen verbunden.

Im Gegensatz dazu war es Reid und Cole!**) méglich, in
isolierten Thymuszellkernen die Synthese des argininrei-
chen Histons III nachzuweisen. Im Zusammenhang damit
sind die Untersuchungen von Birnstiel und Flamm'*® in-
teressant, die die Orte der nuclearen Proteinsynthese niiher
untersuchten. Nach Pulsmarkierung von Bohnenkeimlin-
gen und Tabakzellkulturen fraktionierten sie die zellulidren
Komponenten und bestimmten deren Gehalt an markierten
Aminosiuren. In beiden Zellarten enthielten die Nucleoli!™
den iiberwiegenden Anteil an eingebauten Aminosiuren,
was den Schluf zulifit, daB die Histonsynthese hauptsich-
lich in diesen zelluliren Partikeln abliuft. Wir wissen aber
seit langem, daB in den Nucleoli ebenfalls die Synthese ribo-
somaler Proteine stattfindet. So war es von entscheidender
Bedeutung, daB einige der neu synthetisierten Proteine als
Histone charakterisiert werden konnten.

[*] HeLa-Zellen sind epitheliale menschliche Krebszellen, die sich in
Zellkulturen vermehren lassen. Sie wurden 1953 von der Patientin
Helen Lane gewonnen.

(**] Als Nucleoli bezeichnet man sphiirische Strukturen im Inneren
des Zellkernes, die vor allem ribosomale RNA synthetisieren und mit
einem spezifischen chromosomalen Segment, dem nucleolaren Organi-
sator, verbunden sind.
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Der Zusammenhang zwischen nuclearer und cytoplasma-
tischer Histonsynthese wird verstindlicher, wenn man be-
riicksichtigt, daB auch fiir die nucleare Histonsynthese eine
9S-RNA als messenger nachgewiesen werden konnte. In
Ubereinstimmung mit den hauptsichlich vorkommenden
Histonfraktionen LBt sie sich in drei Untereinheiten auf-
trennen®%), Da repetierende Nucleotidsequenzen 20 bis
809, der nuclearen DNA ausmachen kénnen, ist es nicht
zu iiberraschend, daB auch die Histon-Gene derartige Bau-
elemente enthalten, die gehiuft in den Chromosomen vor-
kommen'4”),

Allfrey et al.!*®) glauben Hinweise gefunden zu haben, da
N-Acetyl-seryl-tRNA eine Rolle bei der Initiierung der
Synthese des Histons I1a spielt. Diese Moglichkeit ist nicht
auszuschlieBen, da auch die Synthese des Ovalbumins!*®)
und des Himoglobins!*® durch acetylierte Seryl-tRNA ge-
startet wird.

In sich teilenden Zellen mit Chromosomenreplikation ist
die Histonsynthese zeitlich eng an die DNA-Synthese ge-
koppelt. Wird die DNA-Synthese durch Inhibitoren blok-
kiert, so wird gleichzeitig die Synthese der lysinreichen
Histone zum Erliegen gebracht, wihrend argininreiches
Histon unabhingig von diesen Vorgingen in den Zellen
gebildet wird!*Y,

5. Saure nucleare Proteine

Stedmans und Stedmans Beobachtungen'®® legten die
Grundlage fiir die heute geltende Auffassung, daB die sau-
ren Proteine entscheidend bei der Regulation der biologi-
schen Aktivitit der chromosomalen Nucleohistone betei-
ligt sind. Diese Auffassung ist in den letzten Jahren mehr-
fach angezweifelt worden, und fiir die Regulation der Gen-
aktivitit wurden hiufiger bestimmte Histonfraktionen als
verantwortlich angesehen. Aber die unbestreitbar hohe
Konzentration der sauren Proteine im Zellkern und ihr
enormer Stoffwechselumsatz im Vergleich zu dem der fast
inerten Histone weisen auf deren regulative Funktion hin,
die bis heute noch nicht vollstindig erfaBt werden konnte.
Die Isolierung und quantitative Bestimmung der sauren
Proteine ist methodisch relativ schwierig, da sie zum Teil
bei der Extraktion der Histone mit in Losung gehen.

Busch et al.®3 extrahierten die sauren Proteine mit ver-
diinnten alkalischen Lésungen, was den Nachteil hat, da8
ein Teil der Proteine irreversibel denaturiert wird. Um die-
den Nachteil zu umgehen, fiihrte Wang!**) das Extraktions-
verfahren mit Desoxycholat ein, das spéter von Bonner!*%!
iibernommen und verfeinert wurde. Ein anderer, durchaus
gleichwertiger Weg ist die Extraktion der gesamten Pro-
teine entweder mit Natrium-dodecylsulfat!*s! oder NaCl
und anschlieBende Fraktionierung an Agarose!®”),

Mit Detergentien extrahierte saure Proteine lassen sich an
DEAE-Cellulose-Sdulen in mehrere Unterfraktionen auf-
trennen, die alle mehr oder weniger heterogen sind!*®!, Die
Ursache dafiir mag in ihrem hohen Gehalt an Lipo- und
Phosphoproteinen zu suchen sein, deren Existenz im Zell-
kern mehrfach nachgewiesen wurde!*®- %), Dariiber hinaus
neigen besonders die sauren Proteine zur Komplexbildung
mit basischen Proteinen, was ihre Isolierung und Bestim-
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mung weiterhin wesentlich erschwert. Alle diese Griinde
erkldren auch, warum die Untersuchungen zu ihrer Funk-
tion und metabolischen Aktivitit so spirlich sind und es
fir die einzelnen Fraktionen kaum vergleichbare Daten
gibt.

Wang'®'} untersuchte die metabolische Aktivitit isolierter
Kerne in dem von Allfrey!5?) angegebenen zellfreien Sy-
stem. Solche Kerne sind biologisch funktionsfahige Parti-
kel, die zwischen 40 bis 50%, Proteine, nahezu die gleiche
Menge DNA und 1-2% RNA enthalten'¢®), Nach Wangs
Ergebnissen treten besonders die nuclearen Ribosomen
und die Residualpartikel (Komplexe zwischen sauren Pro-
teinen und RNA) durch ihre hohe metabolische Aktivitit
hervor.

Steele und Busch!é#! verglichen die metabolische Aktivitit
von normalen Zellkernen mit der von Walker-Tumorzellen,
die sie stufenweise mit Losungen steigender Salzkonzentra-
tion extrahierten. Die auf diese Weise aus den Kernen der
Tumorzellen isolierten Histonfraktionen nehmen einen
hoheren Anteil an markierten Aminosiuren als die sauren
Proteine auf.

Diese Beobachtung kann als weiterer Hinweis dafiir gewer-
tet werden, daB den nuclearen Proteinen eine regulatori-
sche Funktion zugeschrieben werden muB. Neuere Ergeb-
nisse lassen die Vermutung zu, daB die sauren Proteine als
Gegenspieler zur Inhibitorfunktion der Histone in die
Transkription eingreifen!® %), Dabei scheinen Phosphory-
lierungsvorginge die Wechselwirkungen zwischen sauren
Phosphoproteinen, DNA und RNA-Polymerase zu kon-
trollieren. AuBlerdem besteht eine direkte Bezichung zwi-
schen einer stimulierten RNA-Synthese durch Hydro-
cortison und Ostradiol und einer gesteigerten Synthese
gewisser saurer Proteine!®’- 8!,

6. Histon-gebundene nucleare RNA

Huang und Bonner'®® machten als erste die erstaunliche
Beobachtung, daB ein spezifischer RNA/Histon-K omplex
im Chromatin vorkommt. Aus dem Basen- und dem Phos-
phorgehalt der isolierten RNA schlossen die Autoren auf
eine Molekiilgro8e von 40 Nucleotiden. Diese ,,cRNA* soll
nach ihrer Vorstellung mit 15-20 Histonmolekiilen einen
Komplex bilden, der als Nucleohiston-Untereinheit be-
trachtet werden kann.

Tabelle 2. Protein/DNA-Relation in Nucleohistonen aus verschiedenen
Geweben (nach [108]).

Gewebe DNA  Histon andere RNA
Proteine

Rattenleber 1.00 1.00 0.67 0.043
Rauen-Ascites-Tumor  1.00 1.16 1.00 0.13
HeLa-Zellen 1.00 1.02 0.7 0.09
Kalbsthymus 1.00 1.14 033 0.007
Secigelblastula 1.00 1.04 048 0.039
Bohnenkeimlinge

(Achse) 1.00 1.03 029 0.26

Da ungefihr ein bis zwei RNA-Molekiile pro Gen vor-
kommen, konnte diess RNA an der Genregulierung be-
teiligt sein (Tabelle 2).
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Ahnliche RNA/Histon-Komplexe konnten auch in Mam-
malierzellen nachgewiesen werden : in Rattenleberzellen!”?),
KB-Zellen!”!), Novikofi-Hepatomzellen!”? und Kalbsthy-
muszellen!”3). Bonners Gruppe gelang es etwas spiter, diese
spezifische RNA aus Ratten-Asciteszellen und embryona-
lem Hiihnergewebe darzustellen!’#). Alle Ergebnisse spre-
chen dafiir, daB eine solche spezifische cRNA existiert, die
hauptséchlich in den Chromosomen zu finden ist und sich
von cytoplasmatischer RNA vor allem durch ihren hohen
Uracilgehalt unterscheidet. Allerdings treten bestimmte
Zweifel an der Existenz einer solchen spezifischen RNA
auf, nachdem von Heyden und Zachau'’®! nachweisen
konnten, daB kurzkettige RNA-Fragmente durch die Ein-
wirkung von Nucleasen auf tRNA im nuclearen Material
gebildet werden konnen.

7. Dissoziation und Rekonstitution
des Nucleohiston-Komplexes

Zahlreiche Untersuchungen befassen sich mit den Struk-
turdnderungen der DNA unter dem Einflu8 gebundener
Proteine und mit der Komplexbildung im allgemeinen.
Offensichtlich liegt aber im nativen Nucleohiston ein so
vielgestaltiger Komplex vor, daB eine Rekonstitution durch
Addition der Bestandteile nur schwerlich einen Zustand
mit gleicher biologischer Aktivitat wiederherzustellen ver-
mag: Die sauren Proteine bilden mit den Histonen Kom-
plexe; beide Proteine konnen sowohl mit der DNA als
auch mit der RNA reagieren, und auBerdem vermag die
DNA mit sequenzanaloger RNA zu hybridisieren. Der stu-
fenweise Abbau des chromosomalen Nucleohistons und die
Verfolgung der biologischen Aktivitit scheint deshalb ein
mindestens gleichwertiger Weg zur Untersuchung des
chromosomalen Materials zu sein.

Im nativen Nucleohiston sind die Histone und sauren Pro-
teine elektrostatisch an die DNA gebunden. Obwohl die
positiven Ladungen der basischen Aminosiurereste nicht
gleichmaBig iiber die Histonmolekiile verteilt sind, erbrach-
ten neue experimentelle Hinweise durch Olins!’%), daB
in Ubercinstimmung mit Wilkins Modell®”) die lysin-
reichen Histone entlang der tiefen Furche der DNA-Dop-
pelhelix gefunden werden. Ob aber die Histone intermole-
kulare Quervernetzungen bilden oder aber zur dreidimen-
sionalen Strukturierung in Form von Superkniuelungen
beitragen!””~79), ist bis heute nicht entschieden (Abb. 7).

Abb. 7. Modell der Superkniuelung von langen DNA-Doppelhelices
mit stabilisierenden Proteinbriicken.

Luzzati und Nicolaieff ®® fanden Anhaltspunkte dafiir,
daB die Nucleohistonstruktur aus Biitndeln von vier DNA-
Helices mit den umgebenden Histonen aufgebaut ist, wih-
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rend das Nucleoprotamin mehr zu einer konzentrischen
Anordnung mit Wasser und Protamin in den Zwischen-
rdumen neigt. Rekonstituierungsversuche an Nucleohisto-
nen zeigen nun, daB selbst nach weitgehender Dissoziation
des Komplexes in 3.5 M Salzlsungen durch anschlieBende
Dialyse gegen Wasser der native Komplex zuriickgebildet
werden kann'®!). Entweder sind in diesem Falle ordnend
wirkende Strukturelemente erhalten geblicben, oder aber
diese Dissoziationsphinomene sind als solche reversibel.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von vorextrahier-
ten Nucleohistonen lassen erkennen, daB die sukzessive
Entfernung der Histone bei unterschiedlicher Ionenstirke
zur Ausbildung von DNA-Schlaufen fiihrt, die sich um
einen strukturerhaltenden DNA/Protein-Komplex grup-
pieren®2-83) Méglicherweise ist dieser Komplex eine
native Substruktur der Chromosomen, so wie Bonner ver-
mutete und wie sie bei den Lampenbiirsten-Chromosomen
beschrieben wurden'®*), Hier konnte auch die Ursache da-
fiir zu finden sein, daB eine Reassoziierung selbst nach fast
volistindiger Dissoziation noch moglich ist. Allfrey und
Mirsky'®%) zeigten an Thymus-Zellkernen, daB vor allem
die Extraktion des lysinreichen Histons I zur reversiblen
Ausbildung solcher DNA-Schlaufen fiihrt, wihrend die
Entfernung der argininreichen Histone III und IV eine
irreversible Auflockerung der Gesamtstruktur zur Folge
hat. Die Autoren schliefien daraus, dal das argininreiche
Histon die Nucleohistonfibrillen quervernetzt, wihrend
das lysinreiche Histon zu einer kompakteren Chromoso-
menstruktur beitrigt.

-
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Abb. 8. Profil der thermischen Denaturierung von DNA (- O - O -),
von partiell extrahiertem Nucleohiston (- + - + -) und von intaktem
Nucleohiston (- ® - ® -).

Grundlegende Untersuchungen iiber die Abhéngigkeit der
Nucleohistonstruktur von den gebundenen Histonfrak-
tionen fihrte Murray!®® durch. Bei Erniedrigung des pH-
Wertes der Losung werden schrittweise die Histonfrak-
tionen aus dem Komplex entfernt, wobei die lysinreiche
Fraktion am langsten haftenbleibt. Mit dem abnehmenden
Histongehalt werden die T,-Werte der thermischen De-
naturierung solcher Restkomplexe zu niedrigeren Tempe-
raturen verschoben (Abb. 8). Da die Histone mit einem
mittleren Molekulargewicht von 10000-50000 wesentlich
kleiner sind als die DNA und das native chromosomale
Nucleohiston ungefihr 50 bis 60%, Protein enthilt, miissen
mehrere Histone mit einem DNA-Molekiil verbunden sein.

Fiir die Verteilung der unterschiedlichen Histone am DNA-
Molekiil lassen sich zwei extreme Anordnungen ableiten:
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Entweder gibt es langere Nucleotidsequenzen mit gleichen
Histonmolekiilen, oder es sind niemals zwei gleiche Histon-
molekiile einander benachbart. Eine schrittweise Extrak-
tion der Histone muBl daher beim ersten Bindungstyp zu
einer Mischung von proteinfreier DNA mit nativen Nucleo-
histonmolekiilen fithren, wihrend beim zweiten Bindungs-
typ nur partiell deproteinierte Molekiile vorliegen diirften.
Nach Murrays Ergebnissen!®®) enthielten die Extrakte in
allen Fillen einen DNA/Protein-Komplex mit hoheren
T,.-Werten als proteinfreie DNA. AuBerdem war die Akti-
vitit dieser Komplexe als Matrize fiir die RNA-Synthese
noch signifikant erniedrigt.

Nach diesen Ergebnissen mufl angenommen werden, daB
stets ungleiche Histonmolekiile einander benachbart sind.
Peacockes Untersuchungen!®”’ iiber den EinfluB hoher
Salzkonzentrationen auf die Konformation der chromoso-
malen Nucleohistone stiitzen diese Vorstellung. Mit stei-
genden Salzkonzentrationen fillt das Molekulargewicht
dieser Komplexe auf 259, des Normalwertes, obgleich der
Radius der DNA-Helix sich nicht lindert. Offensichtlich
tragen die Histone weniger zur raumlichen Strukturierung
der Nucleohistone bei als bisher angenommen wurde, und
die Stabilitit der Faltungen und Kniuelungen wird iiber-
wiegend durch Wasserstoffbriicken garantiert.

In 4 M Harnstofflosungen zeigen die Nucleohistone einen
Anstieg der Viskositit'®8), Da bei Sedimentationsversuchen
im gleichen Solvens nur 2% der Proteine in Losung gehen
und die Hyperchromie der thermischen Denaturierung
noch 389, betrigt, konnte diese reversible Lingenidnderung
auf die Aufhebung einer Superkniuelung zuriickzufiihren
sein. Zubay und Doty'*S) hatten eine derartige Tertidrstruk-
tur aufgrund von hydrodynamischen Messungen und
Lichtstreuungs-Untersuchungen vermutet. Nach Réntgen-
Beugungsdiagrammen miiBte der Durchmesser einer sol-
chen Wendel 120 A betragen(®®- %9,

8. Wechselwirkungen zwischen DNA und Histonen

Die bis heute vorliegenden Ergebnisse zur Struktur der
chromosomalen Nucleohistone erlauben nur eine grobe
Abschitzung der komplizierten Bindungsverhiltnisse. Auf-
grund von Lichtstreuungs- und Sedimentationsanalysen
an DNA-Komplexen mit arginin- und lysinreichen Histo-
nen folgern Touvet und Champagne'®), daB dds lysinreiche
Histon spezifisch, aber nichtionisch an definierte Bindungs-
plitze der DNA gebunden wird, wobei das DNA-Molekiil
eine Lingenausdehnung erfihrt. Demgegeniiber soll das
gebundene argininreiche Histon eine Kontraktion der
Struktur verursachen.

Die bevorzugte Bindung von Histonen oder homogenen
Polypeptiden an definierte Nucleotidsequenzen wurde von
Chargaff** und Lucy'® erstmals experimentell unter-
sucht. Felsenfeld et al.’®# fiihrten diese Untersuchungen
systematisch fort, und nach ihren Ergebnissen reagiert
Polylysin kooperativ mit adenin(A)- und thymin(T)-rei-
chen Sequenzen, wihrend Polyarginin bevorzugt mit cyto-
sin(C)- und guanin(G)-reicher DNA Komplexe bildet.
Felsenfeld beschreibt diese Reaktion als selektiv, reversibel,
kooperativ und stéchiometrisch; als Endprodukt miissen
gleichgroBe, micellenartige Partikeln mit 1700 A Durch-
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messer angesehen werden!®*). Allerdings ist die Spezifitit
der Arginin/DNA-Wechselwirkung nur dann voll ausge-
prigt, wenn der Anteil dieser Aminosiure iiber 60 liegt,
was nur fiir die Protamine als natiirliche Bindungspartner
der DNA zutrifft. ORD-Spektren synthetischer Komplexe
lassen erkennen, daB die Wechselwirkungen zwischen
Polylysin und DNA die DNA-Konformation stabilisie-
ren®®%?7). Diese Strukturinderungen sind entweder auf
eine Verkiirzung der DNA-Helices oder auf eine Super-
kniuelung zuriickzufiihren.

Leider lassen sich diese Ergebnisse nicht durch die Bestim-
mung der Bindungsparameter zwischen den einzelnen
Reaktanden absichern!®®), Wihrend Pyrimidinbasen fast
keine individuellen Unterschiede gegeniiber Polypeptiden
erkennen lassen, ist bei Purinen das Gegenteil der Fall.
Polyarginin und Polylysin zeigen aber eine etwas erhdhte
Aflinitit fir CG-reiche Polynucleotide®®). Die Komplex-
bildung wird jedoch durch Natrium-Ionen stark inhibiert,
die offensichtlich mit den e-Aminogruppen der Lysinreste
um die Ladungstriger der DNA konkurrieren!'°?., Da
Natrium-lonen und bivalente Erdalkalimetall-Ionen be-
vorzugt mit AU- und AT-reichen Polymeren reagieren,
konnten solche Konkurrenzwirkungen eine Verlagerung
basischer Proteine zu CG-reichen Sequenzen bedingen und
so in den Vorgang der Genregulierung eingreifen.

Ahnlich in der Wirkung, nur wesentlich effektiver als di-
valente Kationen, reagieren aliphatische Polyamine wie
Spermin und Spermidin, deren Spezifitit fir AT-reiche
Sequenzen aber angezweifelt wird!!?!~104),

Ihre Bindung ist nicht kooperativ und reversibel, denn die
Profile der thermischen Denaturierung sind monopha-
sisch. Ebenso verhalten sich kurzkettige Polypeptide wie
Tetraarginin und -lysin, wihrend das Octalysin schon be-
stimmte Nucleotidsequenzen vorzieht.

Einen Ubergang zwischen kooperativer Bindung und
Gleichgewichtsreaktion findet man beim DNA/Protamin-
Komplex. Die Profile der thermischen Denaturierung sind
entsprechend der kooperativen Bindung biphasisch, und
die T,-Werte der gebildeten Komplexe sind zu hoheren
Temperaturen verschoben. Der erste T,,-Wert des Kom-
plexes hingt bei gleicher DNA-Konzentration direkt von
der zugesetzten Menge Protamin ab, was offensichtlich als
Ausdruck einer Strukturspezifitit und der besonderen
Affinitit zur DNA gewertet werden kann!'%),

9. Biologische Aktivitiit des chromosomalen
Nucleohistons

Fiir die Untersuchungen spezifischer Wechselwirkungen
zwischen DNA und Proteinen in nativen als auch reassozi-
ierten Nucleohistonen ist die Frage nach der biologischen
Aktivitit von besonderer Bedeutung. Natives chromoso-
males Nucleohiston enthilt im allgemeinen RNA-Poly-
merase, DNA-Polymerase und Nucleosid-Triphosphatase ;
ihre spezifische Aktivitit und Konzentrafion indern sich
mit dem Entwickiungszustand der Zelle. Sicherlich ist dié
DNA-Polymerase im Nucleohiston-Komplex der sich
teilenden Zelle an die DNA gebunden, und auch RNA-
Polymerase kann sowohl spezifisch als auch unspezifisch
mit diesem Komplex assoziiert sein.
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Die Untersuchungen iiber die Matrizeneigenschaft der
Nucleohistone geben Auskunft dariiber, welche Informa-
tionen durch die RNA-Polymerase transkribiert werden
konnen. Fiir derartige Versuche verwendet man RNA-
Polymerase aus Escherichia coli und inkubiert steigende
Mengen DNA oder Nucleohiston mit dem Enzym. Es laBt
sich dadurch zeigen, daB am chromosomalen Nucleohiston
ein Teil der Nucleotidsequenzen wahrscheinlich durch die
gebundenen Proteine maskiert ist und weniger RNA an
diesen Matrizen synthetisiert werden kann!!%6-1°7), Auer-
dem ist die Fihigkeit der am Nucleohiston synthetisierten
RNA, mit freier DNA zu hybridisieren, geringer im Ver-
gleich zur RNA, die an proteinfreien DNA-Matrizen trans-
kribiert wurde!'®®! Im Nucleohiston stehen demnach
nicht nur eine begrenzte Anzahl von Informationen fiir die
RNA-Synthese zur Verfiigung, sondern auch die Trans-
kription der ,freien* Sequenzen ist behindert, denn die an
Nucleochistonen synthetisierten RNA-Molekiile sind we-
sentlich kleiner (Abb. 9)1109-tt01,
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Abb. 9. a) RNA-Synthese an DNA- (- O - O -) und Nucleohiston-
matrizen (- ® - @ -) mit E.-coli-Polymerase. b) Hybridisierung der in
vitro synthetisierten RNA von DNA- (- O - O -) und Nucleohiston-
matrizen (- ® - @ -) (nach [130]).

DaB die Bindung der Proteine die biologische Aktivitit des
chromosomalen Nucleohistons einschrinkt und verindert,
konnten als erste Paul und Gilmour nachweisen!''!), Die
von ihnen aus Knochenmarks- und Kalbsthymuszellen
dargestellten Nucleohistone enthielten zwar gewebsspezi-
fische Sequenzen, die auch transkribiert werden konnten,
aber sie repriisentierten nur 5-129% des Anteiles der freien
DNA. Die an isolierten Nucleohistonen synthetisierte
RNA enthilt dabei keine Sequenzen, die nicht auch in vivo
vorkommen wiirden. Diese Tatsache kann als Beweis dafiir
aufgefaBt werden, daB die angewendeten Extraktionsver-
fahren keine wesentliche Konformationsinderungen her-
vorrufen.

Wird dagegen ein Teil der Histone durch 0.5-0.6 M Salz-
16sungen aus dem Komplex entfernt, so wird an diesen
Matrizen eine RNA synthetisiert, deren Hybridisierungs-
kapazitit sprunghaft auf den Wert der an freier DNA syn-
thetisierten RNA ansteigt!'?%). Da unter diesen Bedingun-
gen nur das Histon I in Losung geht und der grofere Anteil
der Proteine gebunden bleibt, scheint die Vorstellung von
der Maskierung der DNA durch die gebundenen Proteine
nicht mehr ausreichend. Es ist eher zu vermuten, daB bei
der Extraktion mit 0.5-0.6 M Salzldsungen ein Repressor
entfernt wird, der entweder die sterische Konformation
oder die Aktivitit der RNA-Polymerase direkt beeinfluBt.
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Diese Vorstellung wird durch die Tatsache stark gestiitzt,
daB nur 50% der Nucleotidsequenzen im Nucleohiston
mit Proteinen assoziiert sind!12-113],

Spelsberg und Hnilica!**# 113 kommen in dieser Hinsicht
zu widerspriichlichen Ergebnissen: Die selektive Extrak-
tion des Histons I fiihrte zu keinem Anstieg der biologi-
schen Aktivitit des partiell deproteinierten Nucleohistons.
Die Autoren vermuten, daB es sich vielmehr um eine Akti-
vierung des RNA-Synthesesystems durch die gestiegene
Salzkonzentration handelt. Selbst nach Entfernung aller
Histone und eines Teils der sauren Proteine war die biolo-
gische Aktivitit des extrahierten Nucleohistons immer
noch wesentlich eingeschrinkt.

Mit den heute bekannten Standardmethoden zur Trans-
kription und Hybridisierung werden nur solche multiplen
Gene erfa8t, die durch schnelle repetierende Synthese in
geniigendem AusmaB transkribiert werden konnen. Es
darf aber angenommen werden, daB gerade ihnen eine fun-
damentale Bedeutung zukommt, da ihre Aktivitit dem Ent-
wicklungszustand der Zelle entspricht. Ein Beispiel soll
diese Tatsache erhellen: In Seeigel-Eiern kann eine RNA-
Synthese schon im Vier-Zellen-Stadium nachgewiesen wer-
den, wiihrend erst beim Ubergang zur Gastrula diejenigen
Cistrone spezifisch aktiviert werden, die die Synthese der
ribosomalen RNA und tRNA gewihrleisten!' ),

Fiir die allgemeineren Funktionen der Genrepression sind
die Histone verantwortlich zu machen, da sie in fast jeder
Zelle vorkommen und eine artunspezifische Aminosiure-
sequenz aufweisen. Ob dabei die arginin- oder lysinreichen
Histone den Vorzug verdienen, 1Bt sich bis jetzt nicht ex-
perimentell nachweisen, da beiden Histonen eine gewisse
Repressorwirkung zugeschrieben werden mug!*??- 18],

Johns und Hoare!*'?) zeigen fiir dieses Problem eine Alter-
nativldsung auf. Bei der Untersuchung von priizipitieren-
den DNA/Histon-Komplexen konnten sie nachweisen,
daB mit steigendem Histonzusatz der Komplex teilweise
wieder in Losung geht und seine Matrizeneigenschaft wie-
dergewinnt. Unter diesen Umstinden ist der repressori-
sche Effekt der arginin- und lysinreichen Histone eine Frage
der DNA/Histon-Relation und nicht so sehr der Spezifitit.

Wabhrscheinlich aber spielen bei der Genregulation vor
allem die sauren Proteine eine Rolle, da in den aktiven Re-
gionen des chromosomalen Nucleohistons der Gehalt an
solchen Proteinen bei gleichbleibender Histonkonzentra-
tion ansteigt!*2°~ 1221 Damit in Zusammenhang zu stehen
scheinen Pauls und Gilmours Beobachtungen'!3*), daB nur
dann reassoziierte Komplexe mit vergleichbarer biologi-
scher Aktivitit erhalten werden, wenn saure Proteine an
der Reaktion beteiligt sind.

Die gewebsspezifischen Restriktionen der Nucleohistone
als Matrize fiir die RNA-Synthese sind auf die Wirkung der
sauren Proteine zuriickzufihren!'24]. Die Wechselwirkun-
gen zwischen DNA und diesen Proteinen scheinen auBer-
ordentlich kompliziert zu sein, da der Zusatz von sauren
Proteinen zu einer Steigerung der RNA-Transkription an
Nucleohistonmatrizen fiihrt, wie Wang berichtete!*2°},

In einem gewissen Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse
von Bonners Arbeitskreis, der die Mitwirkung der chromo-
somalen RNA als integrierenden Bestandteil fiir die Re-
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assoziierung der Nucleohistone voraussetzt!!?¢), Die spe-
zifischen RNA/Histon-Komplexe wiirden demnach nicht
so sehr der Maskierung von bestimmten Nucleotidsequen-
zen dienen, sondern vor allem an der Genregulation betei-
ligt sein.

Fiir diese Vorstellung sprechen die Tatsachen, daB das ge-
bundene Histon die Matrizeneigenschaft der DNA fiir die
DNA-Polymerase nicht einschrinkt!!?”! und daB weiter-
hin die Wirkung der Histone auf die Aktivitit der RNA-
Polymerase weder zu ihrem charakteristischen Gehalt an
Aminosiuren noch zum Ladungsmuster der Proteine in
Beziehung steht.

Die von Crick!"?®) kiirzlich verdffentlichte Theorie zur
Struktur der Nucleohistone versucht, den erwihnten wi-
derspriichlichen Beobachtungen gerecht zu werden. Seine
Vorstellung basiert auf der Annahme, daB den Proteinen
im Nucleohiston eine entscheidende Rolle fiir die Genregu-
lation zukommt. Auflerdem garantieren die Proteine, dal
die DNA in den biologisch aktiven Chromosomenab-
schnitten entzwirnt und einstringig vorliegt.

Um diese Konzeption verstehen zu kénnen, soll noch ein-
mal auf die Struktur des Nucleohistons eingegangen wer-
den. Wie erwihnt, sind die alternierenden transversalen
Binder des Euchromatins und Heterochromatins lediglich
Ausdruck einer unterschiedlichen Tertidrstruktur : Dichter
gepackte und gestreckte Nucleotidsequenzen wechseln
miteinander ab, so wie es eindeutig an den Riesenchromo-
somen der Dipteren-Larven nachgewiesen werden konnte.
Crick geht nun weiter davon aus, daB in den gestreckten
euchromatischen Zonen die DNA dauernd aufgezwirnt ist
und in Einzelstringen vorliegt. Nur diese Nucleotidsequen-
zen représentieren aktive Gene, die durch RNA-Polymerase
transkribiert werden kdnnen und gro88 genug sind, um voll-
stindige Informationen zur Codierung von Proteinen mit
einem Molekulargewicht zwischen 30000 und 40000 zu
enthalten. Die entzwirnte Struktur der DNA soll durch
spezifische Proteine, wahrscheinlich Histone, gewihrleistet
und aufrechterhalten werden. Das Heterochromatin ist
demgegeniiber biologisch inaktiv und enthilt multiple
Kontrollelemente, die fiir eine abgestufte und regulierte
biologische Aktivitit des Euchromatins notwendig sind.

Zur Bestitigung dieser Theorie und fiir ein besseres Ver-
stindnis der chromosomalen Strukturen sind wir aller-
dings auf neue und zusitzliche experimentelle Informa-
tionen angewiesen. Offensichtlich sind unsere Vorstellun-
gen iiber die DNA/Protein-Wechselwirkungen zu schema-
tisch und zu liickenhaft fiir eine verlaBliche Aussage iiber
die Zusammenhiinge zwischen der Struktur und der biolo-
gischen Aktivitit der chromosomalen Nucleohistone. Un-
ter diesen Gesichtspunkten ist die Aussage Mirskys!!2?
kein Widerspruch, daB méglicherweise die gesamte DNA
mit Proteinen beladen ist und nur der Bindungscharakter
entscheidet, ob dieser oder jener Genabschnitt biologisch
aktiv ist.
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Die Funktion des Metall-Ions in der Carboanhydrase

Von R. H. Prince und P. R. Woolley!"!

Im vorliegenden Fortschrittsbericht soll eine Zusammenfassung iiber die Chemie des Metall-
Ions im Enzym Carboanhydrase gegeben werden. Der Schwerpunkt liegt dabei auf der Ablei-
tung der Wirkungsweise des Enzyms aus dem Studium des Metalls. Die Ergebnisse aus der
Chemie der Metallenzyme scheinen eine Neubewertung einiger Aspekte der herkdmmlichen

Metallkomplex-Chemie zu verlangen.

1. Einleitende Betrachtung:
Die Eigenschaften von Metallkomplexen

1.1. Das freie Metall-Ion

Die Hauptcharakteristika der Komplexchemie lassen sich
durch das quantenmechanische Bild vom Metall-Ion ver-
stehen, in welchem Elektronen in wasserstoffihnlichen
Orbitalen untergebracht werden. Die Elektronen eines
freien fons im Grundzustand besitzen eine charakteristi-
sche Energie- und Ladungsverteilung. Diese Eigenschaften
fihren zur Konzeption von Ionenradius und Nettoladung
und, im Zusammenhang mit angeregten Zustinden, der
Polarisierbarkeit. Diese drei Attribute manifestieren sich
in der Komplexchemie des Metall-Ions als maximale Ko-
ordinationszahl, Polarisierungskraft, Lewissdurestirke, ste-
reochemisches Verhalten, Reaktionsfahigkeit etc. (vgl.
z. B3},
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1.2. Das komplex gebundene Metall

Betrachten wir ein Metall-Ion M, das von einem Liganden
L. mit gegebener Geometrie komplex gebunden wird und
wenigstens eine freie Koordinationsstelle behilt. Diese
freie Koordinationsstelle kann von einem (einzihnigen)
Liganden L’ besetzt werden:

M+ L, ~ ML,
ML, + L' - L'ML,

Die Bildung des Komplexes aus M und L, wird die Eigen-
schaften von M gegeniiber denen des freien, aber auch des
solvatisierten Ions verindern. Dariiber hinaus werden sich
die Eigenschaften von L, (und L") durch die Komplexbil-
dung dndern. Der erste offenkundige Effekt am Metall-fon
wird eine Verringerung der Zahl freier oder von L3sungs-
mittelmolekiilen besetzter Koordinationsstellen der inne-
ren Sphire sein, wenn L, gebunden wird. Auflerdem wird,
falls L, eine Nettoladung triigt, die Komplexbildung von
einer Anderung der Gesamtladung begleitet sein. In jedem
Fall wird die Ladung am Metall-Ion bei der Komplexbil-
dung betriichtlich abnehmen; auch die Elektronenenergien
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