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Vom Makromolekul zum biologischen Molekulverband 
(Nobel-Vortrag)* * 

Von Aaron Klug" 

1. Einleitung 

In einer lebenden Zelle laufen viele biochemische Pro- 
zesse ab; an fast allen sind groI3e Molekiile wie Proteine 
und Nucleinsiiuren beteiligt, und viele Prozesse werden 
von solchen Makromolekiilen kontrolliert. Diese Makro- 
molekiile iiben ihre Funktionen nicht isoliert aus, sondern 
sie sind oft in graI3ere geordnete Aggregate oder makromo- 
lekulare Komplexe eingebunden, die manchmal so charak- 
teristische Formen und Funktionen haben, daB man sie als 
Organell bezeichnen kann. Die Eigenschaften der einzel- 
nen Makromolekiile zeigen sich in der Zelle oft nur im 
Molekiilverband. Einige davon habe ich in den vergange- 
nen 25 Jahren untersucht, und sie sind das Thema meines 
Vortrags. 

Es ist das Ziel unseres Gebiets - der strukturellen Mole- 
kularbiologie -, die Funktionsweise der biologischen Ma- 
schinerie im molekularen, das heiBt chemischen Detail zu 
beschreiben. Dieses Forschungsgebiet nahm vor mehr als 
20 Jahren - Max Perufz und John Kendrew erhielten 1962 
den Nobelpreis far Chemie fiir die erste Aufkliirung von 
Proteinstrukturen - seinen Anfang. Im selben Jahr wurden 
Francis Crick, James Watson und Maurice Wilkins mit dem 
Nobelpreis fiir Medizin oder Physiologie ausgezeichnet, 
weil sie die Struktur der DNA-Doppelhelix bestimmt hat- 
ten. In seinem Nobel-Vortrag erinnerte Perutz damals dar- 
an, daB sein friiherer Lehrer, Sir Lawrence Bragg, 40 Jahre 
zuvor, 1922, zusammen mit seinem Vater Sir William Bragg 
den Nobelpreis far Physik far die Entwicklung der Rant- 
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gen-Kristallographie, durch die man die atomare Struktur 
einfacher Verbindungen und kleiner Molekille bestimmen 
konnte, erhalten hatte. Diese Miinner waren nicht nur 
meine wissenschaftlichen Vorfahren, einige waren fiir 
mich auch eine Art iiltere Brilder, und ich bin sehr stolz 
darauf, daB nun auch mir diese hohe Ehrung zuteil wurde. 
Denn Nucleinsiiuren und Proteine sowie die Wechselwir- 
kung zwischen ihnen ziihlten ebenso zu meinen wichtig- 
sten Arbeitsgebieten wie die Entwicklung von Methoden 
zum Studium groI3er Molekiilverbande, die aufgrund die- 
ser Wechselwirkungen entstehen. 

Wenn man die Wechselwirkung zwischen Proteinen und 
Nucleinsluren verstehen will, muI3 man mit einem konkre- 
ten Beispiel anfangen. Ich habe mir mein erstes Thema, die 
Struktur des Tabakmosaikvirus, nicht selbst ausgesucht. 
Ich hatte das Gliick, die inzwischen verstorbene Rosalind 
Franklin zu treffen, als ich 1954 in J. D. Bernals Institut in 
London eintrat. Sie fuhrte mich in den Problemkreis der 
Virusstruktur ein, nachdem sie gerade ihr Arbeitsgebiet ge- 
wechselt hatte; war sie vorher mit DNA beschlftigt, so stu- 
dierte sie jetzt das Tabakmosaikvirus. Die Rantgen-Struk- 
turanalyse beider Molekiilverbiinde war von Bernal 1936 
begonnen worden. Rosalind Franklin gab mir ein Beispiel, 
wie man groBe und schwierige Probleme anpacken mu& 
Wiire ihr Leben nicht so kurz gewesen, hiitte sie vielleicht 
schon an dieser Stelle gestanden. 

2. Struktur dea Tabakmosaikvirus 

Das Tabakmosaikvirus (TMV) ist ein einfaches Virus, 
das nur aus einem einzigen Proteintyp und aus einem 
RNA-Strang besteht, der die genetische Information triigt. 
Die einfache Stiibchenfom des TMV beruht auf seinem 
Bauplan, einer regelmiiBigen helicalen Anordnung der 
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Proteinmolekule, in die ein Molekul der RNA eingebettet 
ist. Dieser allgemeine Strukturplan war bereits 1958 bei 
Rosalind Franklins Tod bekannt (Fig. 1). Er zeigt klar, daB 
die Architektur des Virus letztlich durch das Protein be- 
stimmt wird; es ist in einer flachen Helix rnit 164 Unter- 
einheiten pro Windung angeordnet, und aufeinanderfol- 
gende Windungen stehen miteinander in Kontakt. Die 
RNA hat von der zentralen Achse einen Abstand von 
40 A; sie ist somit nach auBen durch eine Proteinhulle ge- 
schutzt. Die Anordnung des Proteins zwingt die einstrln- 
gige RNA in eine etwas gestreckte Konfiguration. Das Vi- 
rus hat in der Mitte ein zylindrisches Loch rnit einem 
Durchmesser von 40 k Wir glaubten damals, dies sei ein- 
fach die Folge der Packung des Proteins; spater stellte sich 
heraus, daB die Rohre eine wichtige Funktion bei der 
Selbstorganisation des Virus spielt. 

Fig. 1. Modell des Tabakmosaikvirus nach der ersten Stufe der Strukturana- 
lyse 1711. Die Helix enthLlt 164 Proteinuntereinheiten pro Windung und drei 
Nucleotide pro Untereinheit. Die LBnge entspricht 1/6 des vollst&~digen Vi- 
rusteilchens. 

Auf den ersten Blick scheint das Wachstum einer helica- 
len Struktur wie der des TMV leicht verstandlich. Jede 
Proteinuntereinheit hat die gleichen Kontakte rnit ihren 
Nachbarn, so daD sich das Bindungsmuster immer wieder- 
holt. Die Untereinheiten haben eine definierte Form, die 
es ihnen erlaubt, sich wie die Stufen einer Wendeltreppe 
zu organisieren. Die Untereinheiten konnten sich einzeln 
oder mehrere gleichzeitig an das Ende der wachsenden 
Helix anlagern; die herausragende RNA wurde umhiillt, 
und das Virus ware ein Stuck gewachsen. Deshalb war es 
im nachhinein auch nicht sonderlich uberraschend, als 
Fraenkel-Conrat und Williams 19Si6] in ihren klassischen 
Experimenten zeigten, daB das TMV aus seinen isolierten 
Bestandteilen - Protein und RNA - wieder zusammenge- 
baut werden kann. Durch einfaches Mischen der Kompo- 
nenten bilden sich infektiose Virusteilchen, die strukturell 
vom Original nicht zu unterscheiden sind. Alle Informa- 
tion iiber den Bau des Teilchens muBte folglich in seinen 
Komponenten bereits enthalten sein, d. h. das Virus muBte 
zur Selbstorganisation fahig sein. Nach spateren 
Versuchen['' ist diese Aggregation ziemlich spezifisch fur 

virale RNA, der ProzeB verlauft am leichtesten rnit der das 
Hiillprotein codierenden RNA. 

Dieses Bild war zwar sehr zufriedenstellend, doch gaben 
einige Aspekte zu Zweifeln Anlab. Erstens zeigten andere 
Versuche['], daB fremde RNA-Molekiile in Virus-ahnliche 
Stabchen eingebaut werden konnten; damit war es frag- 
lich, ob die Spezifitat in vivo wirklich bei der Selbstorgani- 
sation auftrat. AuDerdem deutete die niedrige Geschwin- 
digkeit darauf hin, daR das Modell noch unvollkommen 
war. Es dauerte 8 bis 24 Stunden, um eine maximale Aus- 
beute an fertigen Teilchen zu erhalten. Fur eine Aggrega- 
tion in vivo schien uns das zu langsam, weil die RNA erst 
am Ende des Prozesses vollkommen geschiitzt ist. Die Lo- 
sung dieser Probleme lag damals noch in der Zukunft; des- 
wegen will ich jetzt erst die Strukturanalyse des Virus und 
des Hullproteins beschreiben. 

2.1. Rontgen-Strukturanalyse des TMV: 
Die Proteindoppelscheibe 

Nach Franklins Tod fiihrten Holmes und ich die Ront- 
gen-Strukturanalyse des Virus fort. Man kann die Proben 
fur die Rontgen-Versuche als Gele herstellen, in denen die 
Stabchen parallel angeordnet, aber nach einer Zufallsver- 
teilung um die Teilchenachse gedreht sind. Von diesen Ge- 
len bekommt man gute Rontgen-Beugungsbilder, aber auf- 
grund der fehlenden kristallinen Ordnung ist die dreidi- 
mensionale Information auf zwei Dimensionen reduziert. 
Die Analyse dieser Daten und die Bestimmung der dreidi- 
mensionalen Struktur stellten sich als gr6Beres Unterfan- 
gen heraus. Erst 1965 enielten Holmes und ich die erste 
dreidimensionale Elektronendichtekarte mit einer Auflo- 
sung von 12A. Holmes wechselte 1968 nach Heidelberg, 
wo er kurzlich mit seinen Mitarbeitern eine Elektronen- 
dichtekarte errechnete, die teilweise eine Auflosung von 
4 A erreicht, in anderen Bereichen aber deutlich schlechter 
id9'. Bei einer solchen Auflosung kann man die Seitenket- 
ten einzelner Aminosauren nicht zuverlPssig erkennen, und 
die Unsicherheiten sind zu grob, um eindeutige atomare 
Modelle zu bauen. Vergleicht man jedoch diese Dichte- 
karte mit unserer eigenen, hochaufgelosten Karte der Pro- 
teinuntereinheiten (diese wurde in Cambridge berechnet, 
siehe unten), dann sind viele Einzelheiten der Wechselwir- 
kung zwischen dem Protein und der RNA zu erken- 
nen["]. 

Die Schwierigkeiten bei der Rontgen-Strukturanalyse 
des Virus waren vorauszusehen, und schon Anfang der 
sechziger Jahre wurde mir klar, daB man sie umschiffen 
konnte, wenn es gelange, das Hiillprotein zu isolieren; 
seine Struktur muDte dann rontgenkristallographisch be- 
stimmt und mit der schlecht aufgelosten Struktur des in- 
takten Virus in Beziehung gesetzt werden. Wir begannen 
daher rnit den Versuchen, die gereinigte Proteinunterein- 
heit zu kristallisieren. Das Protein hat eine Tendenz, zu he- 
licalen Strukturen zu aggregieren; Leberman modifizierte 
das Protein chemisch in vielerlei Weise, um die normalen 
Bindungsstellen zu blockieren, doch auch die modifizier- 
ten Proteine kristallisierten nicht. Ein anderer Ansatz be- 
stand darin, kleine Aggregate des nicht-modifizierten Pro- 
teins zu kristallisieren. Man wul3te schon seit einiger Zeit - 
vor allem durch die Arbeiten von Schramm und Zilligil'l -, 
daB das isolierte RNA-freie Protein auch anders als helical 
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aggregieren kann. Ich wahlte Bedingungen, unter denen 
das Protein hauptslchlich in einer Form aggregierte, die 
eine Sedimentationskonstante von 4s hat und die von 
Caspar als Trimer identifiziert worden war[121. Wir beka- 
men fast sofort Kristalle, aber sie bestanden nicht aus den 
erwarteten kleinen Aggregaten, sondern aus groBen mit ei- 
ner Sedimentationskonstante von 2OS"'l. Die Riintgen- 
Strukturanalyse zeigte, daD dieses Aggregat aus zwei iiber- 
einanderliegenden Proteinringen besteht, die jeweils sieb- 
zehn Untereinheiten enthalten; wir nannten das eine Dop- 
pelscheibe (Fig. 2-4). Diese Struktur rnit einem Molekular- 
gewicht von 600000 erschien uns anfinglich als zu groB, 
doch war es ermutigend, daB wenigstens die Anordnung 
der Proteinuntereinheiten in einer Scheibe eng mit der des 
Virus verwandt war. Die beiden Scheiben enthalten je sieb- 
zehn, jede Windung der viralen Helix enthtilt 16; Unter- 
einheiten; deswegen schien es wahrscheinlich, daD die 
Bindungen in den Scheiben denen im Virus tihneln. Durch 
die Analyse von elektronenmikroskopischen Bildern zeig- 
ten wir auBerdem, daB die Doppelscheibe polar war, d. h. 
eine Vorzugsrichtung besaB, denn beide Ringe hatte die- 
selbe Orientierung, ahnlich wie aufeinanderfolgende Win- 
dungen der viralen Helix. 

Es war damals die grBDte Struktur, die rnit Rontgen-Me- 
thoden im Detail untersucht wurde, und es dauerte etwa 
zw6lf Jahre, bis sie rnit hoher Auflirsung bekannt war. Au- 
Bergewohnliche technische kobleme muDten gelast wer- 
den; wir entwickelten in unserem Labor stirkere Rontgen- 
Generatoren und spezielle Gerite zur Datenaufnahme von 
Strukturen dieser GroBenordnung (Rdntgen-Kameras, 
rechnergesteuerte Film-MeDgerite; diese Entwicklungen 
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waren bereits vorher in London begonnen worden, um 
schwach streuende Objekte wie Viren zu untersuchen). 
Wegen der 17fachen Rotationssymmetrie der Scheiben 
enthielten die RBntgen-Beugungsbilder zusltzliche Infor- 
mation, die wir fur die Strukturanalyse ausnutzen konn- 
ten['4'. Das half uns, die Aufliisung zu erhohen, denn die 
Dichtekarte beruhte anfangs nur auf einem einzigen 
Schweratomderivat. Die Figuren 3 und 4 zeigen Modelle 
des Proteins bei einer Auflbsung der Karte von 2.8 A"']; 
die Einzelheiten der Wechselwirkung rnit der RNA miissen 
noch bestimmt werden. 
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2.2. Proteiapolymorphismus 

Die Untersuchungen uber die Struktur der Doppel- 
scheibe zeigten, daD sie ziemlich eng rnit der Virushelix 
verwandt ist. Damit stellte sich fur mich die Frage, ob die 
Doppelscheibe nicht eine wichtige biologische Funktion 
haben kannte. Es wire leicht gewesen, sie als zufalliges 
Konglomerat eines ,,klebrigen" Proteins oder als eine 
inaktive Speicherform abzutun. Dagegen standen Caspars 
detaillierte Betrachtungen uber den Polymorphismus des 
TMV-Proteins; er hatte 1963 vorausgesagt, daD einige der 
Aggregationsformen Hinweise auf die Funktion des Pro- 
teins enthalten['21. huffier hatte in den fiinfziger Jahren rnit 
der quantitativen Untersuchung des Aggregationsverhal- 
tens begonnen['61, sich jedoch auf einen ziemlich engen Be- 
reich von chemischen Bedingungen beschrankt; das Inter- 
esse galt dem Verstindnis der Krafte, die zur Aggregation 
fiihren (Entropieeffekte stehen im Vordergrund). Wegen 
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Fig. 2. Bereiche, in denen in AbhZLngigkeit von pH und Ionenstarkc die verschiedenen Aggregationsformen des TMV-Pro- 
teins vorliegen I171 Es handelt sich nicht urn ein konventionelles Phasendiagramm. Grenzen sind dort gezogcn, wo ein grii- 
Deres Aggregat sichtbar wird; das bedeutet abcr nicht. daB das kleinere Aggregat abrupt verschwindet. Der ,.Sprungring" an 
der Grenzc mischen der 20s-Scheibe und der Helix ist nicht scharf definiert, er stellt einen metastabilen Zwischenzustand 
dar, der auftritt, wcnn die Proteinscheibcn durch pliitzliches Scnken des pH-Wertes in Helices umgewandelt werden. 
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Fig. 3. Aufsicht auf die Proteinscheibe bei zunehmender Auflbsung. Vom Zcntrum nach aul3en: @ rotationsgefiltertes elektronenmikroskopisches Bild bei etwa 25 
A Aufldsung [72]; @ Schnitt durch die Elektronendichtekarte bei 5 A Aufldsung, berechnet aus der Rantgenanalyse; lingliche a-Helices sind sichfbar (261; @ Teil 
des atomaren Modells. das aus der Elektronendichtekarte bei 2.8 i\ Auflasung abgeleitet wurde (IS]. 

I I -- c 

Fig. 4. Schnitt durch die Proteindoppelscheibe lings der Achse, berechnet aus den Rontgendaten bei 2.8 A Aufldsung (151. Die Bander zeigen den Verlauf 
der Pofypcptidkette der Roteinuntereinheiten. Die Untereinheiten der beiden Ringe benihren sich in einem kleinen Bercich an der AuDenseite der Schei- 
be, klaffen aber in der Mitte auseinander. Die gestrichelten Linien in der Mitte deuten schematisch den beweglichen Teil der Proteindoppelscheibe an; er 
reicht etwa von der RNA-Bindungsstelle bis zum Rand des inneren Loches. 

dieser Lucken in den friiheren Beobachtungen begannen 
Durham, Finch und ich mit einer systematischen Untersu- 
chung der Aggregationszustande. Wir erhielten so einen 
allgemeinen Uberblick uber die polymorphen Formen, die 
man in einem Phasendiagramm (Fig. 2) zusammenfassen 
kann[17. 181. 

Bei niedrigen pH-Werten kann das Protein Helices un- 
bestimmter Unge  bilden, die strukturell dem Virus sehr 
iihnlich sind, es fehlt lediglich die RNA. Oberhalb des 
Neutralpunkts existiert das Protein als Mischung von klei- 
neren Aggregaten vom Trimer an aufwlrts, die im schnel- 
len Gleichgewicht miteinander stehen; diesen Zustand be- 
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zeichnet man als A-Protein. Um pH 7 und etwa bei Raum- 
temperatur ist die bevorzugte Form die Doppelscheibe 
(Doppelscheibe : A-Protein a 4  : I ) ;  das Gleichgewicht stellt 
sich relativ langsam ein. Somit ist der pH-Wert der ent- 
scheidende Faktor, der die Aggregation des Hiillproteins 
kontrolliert. Dies geschieht durch bestimmte Gruppen, 
nach Caspar"'] wahrscheinlich durch Carboxygruppen, de- 
ren Affinitat zu Protonen im A-Protein und in der Doppel- 
scheibe normal ist, im helicalen Zustand aber anormal. Die 
helicale Struktur kann damit entweder im Virus durch die 
Wechselwirkung rnit der RNA stabilisiert werden, oder im 
Fall des RNA-freien Proteins durch Protonierung der 
Carboxygruppen. Diese Gruppen gewahrleisten, dal3 unter 
physiologischen Bedingungen keine Helix gebildet wird 
und daS geniigend Protein als Doppelscheibe oder als A- 
Protein vorliegt, um zusammen rnit der RNA das Virus 
au fzubauen. 

2.3. Die Rolle der Proteindoppelscheibe 

Die Proteindoppelscheibe hat mehrere wichtige Eigen- 
schaften. Sie steht nicht nur in enger Beziehung zum Virus, 
sondern sie ist auch die vorherrschende Aggregationsfom 
des Proteins unter physiologischen Bedingungen. Dariiber 
hinaus wurden solche Doppelscheiben auch bei anderen 
helicalen Viren beobachtet. Dies alles festigte meine Uber- 
zeugung, dal3 die Doppelscheibe nicht zufallig entsteht, 
sondern eine Rolle bei der Bildung des Virus spielt. Wie 
kbnnte diese Rolle aussehen? 

Vom Standpunkt des Physikers aus mul3 die Bildung je- 
des groRen Aggregats aus identischen Untereinheiten - 
z. B. eines Kristalls - in zwei Stufen gesehen werden: Erst 
Nucleation, dann Wachstum; Biochemiker sprechen auch 
mitunter von Initiation bzw. Elongation. Der ProzeS der 
Nucleation, das Starten, ist haufig schwieriger als das 
Wachstum. Wenn man sich ein einfaches Nucleationsmo- 
dell vorstellt, in dem die freie RNA rnit einzelnen Prote- 
inuntereinheiten zusammentrifft, dann tauchen mehrere 
Probleme auf. Mindestens siebzehn Untereinheiten miil3- 
ten an die flexible RNA gebunden werden, bevor sich die 
lineare Struktur schliel3en kann, um die erste Windung der 
Virushelix zu bilden. Diese Schwierigkeit ware zu vermei- 
den, wenn die Scheibe als Schablone dienen konnte, auf 
der die ersten paar Windungen aufgebaut werden kbnnten, 
bis eine GroDe erreicht ist, bei der die Struktur stabil ist. 
Diese Art der Nucleation einer Helix kbnnte auch einen 
Mechanismus bieten, rnit dem das Protein seine homologe 
RNA erkennt. Auf der Doppelscheibe gibt es 5 1 (= 17 x 3) 
Nucleotidbindungsstellen, die rnit einer speziellen Sequenz 
von Basen in Wechselwirkung treten kOnnen; dies wiirde 
zu einer verbesserten Erkennung der RNA fiihren, wie sie 
mit nur einigen wenigen Nucleotiden nicht moglich wire. 
Es schien also, als erfullte die Doppelscheibe sowohl die 
physikalischen als auch die biologischen Anforderungen 
fur die Initiation der Virusbildung und fur die Spezifitlt 
der Wechselwirkung. Diese Hypothese ist in Figur 5 darge- 
stellt. Wie sich spater erwies, waren alle Einzelheiten in 
dem Schema falsch, trotzdem war der Ansatz richtig. A.  N. 
Whitehead bemerkte einmal, fur eine neue Theorie sei es 
wichtiger, fruchtbar zu sein als wahr. 

Der vorgeschlagene Mechanismus der Nucleation erfor- 
derte, daB sich die Doppelscheibe in zwei Windungen ei- 
ner Helix umwandeln muate, um den Anfang des wach- 

Fig. 5. Uberholtes Model1 fiir die Rolle der Proteindoppelscheibe: Eine spe- 
zielle Sequenz am Ende der RNA erkennt eine spezifische Bindungsregion 
im Protein (links); die Doppelscheibe wird danach (rechts) in zwei Windun- 
gen einer Helix verwandelt (vgl. aber Fig. 7, die den heute giiltigen Mecha- 
nismus dantellt). 

senden Stabchens aus RNA und Protein zu bilden. Um zu 
priifen, ob das moglich ist, machten wir ein sehr einfaches 
Experiment, den pH-Sprung['']. Bei einer plotzlichen Er- 
niedrigung des pH-Wertes entstehen aus den Doppelschei- 
ben direkt innerhalb weniger Sekunden kurze Helices 
(,,Sprungringe", Fig. 2), die sich aneinanderlagern und He- 
lices rnit Fehlstellen bilden. Mit der Zeit verwachsen diese 
Aggregate zu perfekten Helices; dies geschieht in situ, d. h. 
es ist keine Dissoziation von Proteinuntereinheiten und 
keine erneute Assoziation notwendig. Dieses Ergebnis er- 
mutigte uns, Versuche rnit der RNA selbst, dem naturli- 
chen Substrat des Virusproteins, anzustellen. 

Die ersten Experimente zur Rekonstitution des Virus, 
die Butler und ich durchfiihrten, waren iiberraschend er- 
folgreich[201. Wenn man die virale RNA und eine Losung 
von Proteindoppelscheiben bei pH 7 mischt, entstehen in- 
nerhalb von 10 bis 15 Minuten komplette Virusteilchen. In 
den friiheren Rekonstitutionsversuchen'61, in denen das 
Protein in seiner nichtaggregierten Form verwendet wor- 
den war, hatte dieser ProzeD Stunden gedauert. 

Die Hypothese, daB Proteindoppelscheiben an der in- 
vivo-Nucleation beteiligt sind, wurde durch die Ergebnisse 
anderer Experimente gestiitzt["l, in denen RNA aus ver- 
schiedenen Quellen benutzt wurde. Dabei zeigte es sich, 
dal3 die virale RNA um mehrere GroDenordnungen besser 
von der Proteindoppelscheibe erkannt wird als fremde 
RNA oder synthetische Polynucleotide einer einfachen Se- 
quenz. Der Aggregationszustand der Doppelscheibe ist 
demnach notwendig, um die Spezifitat der Erkennung zwi- 
schen Protein und RNA zu erreichen. Aus A-Protein und 
fremder RNA hatten sich Virus-ahnliche Stabchen in sau- 
rem Milieu gebildet (siehe oben), unter Bedingungen also, 
unter denen das Protein allein zu helicalen Stabchen ag- 
gregiert und jede beliebige RNA einfingt. 

Wir hatten eine Beschleunigung der Nucleation durch 
die Proteindoppelscheibe erwartet. Zu unserer Uber- 
raschung stellte sich zusltzlich heraus, dal3 die Doppel- 
scheibe auch das Wachstum beschleunigte. Wir schlossen 
daraus, dal3 die Doppelscheibe aktiv am Wachstum betei- 
ligt ist. Dieses Ergebnis wurde von anderen Autoren in 
Frage gestellt und wird noch immer kontrovers disku- 
tiert[21.221, aber neuere Befunde iiber die Konfiguration der 
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RNA wahrend ihres Einbaus in das wachsende Virusteil- 
chen (siehe Abschnitt 2.4) machen die Beteiligung der 
Doppelscheibe bei Nucleation und Elongation verstand- 
lich. 

Die Aggregationsform der Doppelscheibe lieferte dem- 
nach die Elemente, die bei den einfachen Rekonstitutions- 
experimenten mit depolymerisiertem Protein gefehlt hat- 
ten, niimlich Geschwindigkeit und Spezifitat. Wir wul3ten 
also, was die Proteindoppelscheibe tut; die nachste Frage 
war: Wie tut sie es? 

2.4. Die Wechselwirkung der Proteindoppelscheibe rnit 
der Nucleationssequenz der RNA 

Die Spezifitat der Nucleation stellt sicher, daB nur die 
virale RNA vom viralen Protein ausgesucht und eingehullt 
wird; die virale RNA mu13 eine charakteristische Sequenz 
enthalten, die mit der Proteindoppelscheibe in Wechsel- 
wirkung treten kann. Zimmern und Butler isolierten diese 
Nucleationsregion, indem sie die RNA rnit nur wenig 
Doppelscheiben mischten - gerade genug fur die Nucle- 
ation, aber nicht fur weiteres Wachstum - und die unbe- 
deckte RNA rnit RNase v e r d a ~ t e n l ~ ~ . ~ ~ ] .  Durch Verande- 
rung des Verhaltnisses von Protein zu RNA und der Ver- 
dauungsbedingungen konnten sie eine Reihe von RNA- 
Fragmenten isolieren, die alle eine charakteristische zen- 
trale Sequenz mit variablen Anhiingseln an beiden Seiten 
enthielten. Die Fragmente lagerten sich wieder an das Pro- 
tein an, wenn es in der Doppelscheibenform vorlag. Unter 
den RNA-Stiicken gab es ein Fragment, das nur etwa 60 
Nucleotide enthielt; es war gerade so lang wie der Umfang 
einer Doppelscheibe; dies schien das kleinste RNA-Stuck 
zu sein, das wahrend der RNA-Verdauung geschiitzt ist. 
Wegen der starken Reassoziation dieses Fragments rnit der 
Doppelscheibe schien es wahrscheinlich, daD es den Ur- 
sprung der Virusbildung reprisentiert, also den Ort, an 
dem normalerweise die Nucleation beginnt. 

Die eben geschilderten Befunde werfen jedoch eine 
neue Frage auf: Urspriinglich hatten wir angenommen, 
daB sich die Nucleationsregion nahe an einem der beiden 
Enden der RNA befindet; das stellte sich als falsch heraus. 
Die Nucleationssequenz liegt etwa 1/6 der RNA-Lange 
vom 3’-Ende entfernt[*”, so daB mehr als 5000 Nucleotide 
in der Hauptrichtung des Wachstums umhullt werden 
miissen (3’-5’) und 1000 Nucleotide in der entgegengesetz- 
ten Richtung. Wenn man aber die wachsenden Stabchen 
aus Nucleoprotein im Elektronenmikroskop betrachtete[201, 
dann fand man die freie RNA immer an einem Ende. 
Warum wurden nie Stabchen rnit einem Schwanz an bei- 
den Enden beobachtet? Die Losung dieses Ratsels ergibt 
sich aus der Struktur der Proteindoppelscheibe, die ich 
jetzt beschreiben will. 

Obwohl die Struktur der Doppelscheibe im Detail erst 
1977 aufgeklart wurde, erhielten wir schon in einem friihe- 
ren Stadium der Rontgen-Strukturanalyse Hinweise auf 
die Art der Wechselwirkung des Proteins mit der RNA. Bei 
einer AuflBsung von 5 A[261 konnte der Verlauf der Poly- 
peptidkette und damit das Grundgeriist der Proteindoppel- 
scheibe aufgeklart werden (Fig. 4). Die Untereinheiten des 
oberen Rings der Doppelscheibe liegen in einer Ebene 
senkrecht zur Achse, wahrend die des unteren Rings leicht 
nach unten gekippt sind, so daB sich die beiden Ringe nur 

an der AuBenseite der Doppelscheibe beriihren. Um das 
zentrale Loch herum klaffen die beiden Ringe weit ausein- 
ander, sozusagen wie geoffnete, zum BiD bereite Kiefer, 
die ein RNA-Stuck schnappen konnen, wenn es durch das 
zentrale Loch kommt. Der Eintritt der RNA durch das 
Zentrum wird auDerdem dadurch erleichtert, dal3 der in- 
nere Bereich des Proteins (etwa von der RNA-Bindungs- 
stelle nach innen) ungeordnet und nicht regelmaaig ge- 
packt ist. 

Es sah also ganz so aus, als sei die Doppelscheibe so 
konstruiert, dal3 die RNA durch das zentrale Loch kom- 
men kann, um sich zwischen die beiden Schichten einzula- 
gern; gefordert wird dieser ProzeD durch die Flexibilitat 
der inneren Proteinregion. Das sich so einlagemde RNA- 
Stuck muate natiirlich die Nucleationssequenz sein, die 
ziemlich weit von beiden Enden des RNA-Molekiils ent- 
fernt ist. Das konnte dadurch erreicht werden, daD sich die 
RNA nahe der Nucleationssequenz faltet und als ,,Haar- 
nadelschleife“ (hairpin loop) einfiidelt. Tatsachlich enthllt 
das kleinste RNA-Fragment, das wiihrend der Nucleation 
gegen Nkleaseverdauung geschiitzt ist, eine Sequenz, die 
sich zu einem schwach gepaarten doppelhelicalen Stamm 
mit einer Schleife am Ende falten kann, vergleichbar einer 
Haarnadel (Fig. 6); dies Modell wurde von Zimmern vor- 
ge~chlagen[~~].  Die Schleife und das Ende des Stamms ha- 
ben die ungewohnliche Sequenz eines sich wiederholenden 
Motivs von drei Nucleotiden mit Guanin (G) in einer spe- 
zifischen Position und rnit Adenin (A) oder manchmal Ur- 
acil (U) in den anderen beiden. Da es drei Nucleotidbin- 
dungsstellen pro Proteinuntereinheit gibt, sorgt die Wie- 
derholung dieser Tripletts dafiir, daD eine bestimmte Base 
auf eine bestimmte Stelle des Proteins trifft. Dies fiihrt zur 
Erkennung der RNA-Schleife durch die Doppelscheibe 
wiihrend der Nucleation. 

A A G  
G U 
A U 

A G  
G a U  
A . U  
c ‘ G  
A * U A  
U . C  
U - A  
C * G  
A - U  

e::: 
U * A  
A - U  
C O G  

“-‘A G G G Cc ‘A A 
G 

.... 
G U A  

$-AU cU 

Fig. 6. Modell fGr die Sekundhtruktur der RNA in der Nucleationsregion 
[241. Es zeigt einen schwach gepaarten doppelhelicalen Stamm und eine 
Schleife am Ende, die wahrscheinlich der Ursprung der Aggregation ist. Die 
Basensequenz in der Schleife zeigt ein periodisches Motiv von drei Basen, 
das in der Mittelposition G enthalt und A oder U in den AuOenpositionen. 

2.5. Nucleation und Wachstum 

Unser Nuc lea t i~nsmode l l~~~~  sah also folgendermaBen 
aus: Eine RNA-Haarnadelschleife wird durch das Loch in 
die Doppelscheibe eingefadelt und zwischen den beiden 
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Schichten eingelagert (Fig. 7); alle Abmessungen passen 
dafur gut, so da13 die RNA-Schleife schliel3lich an die 
RNA-Bindungsstellen des Proteins gebunden werden 
kann. Im Laufe dieses Prozesses offnet sich der instabile 
doppelhelicale Stamm der RNA, so daB sich weitere RNA 
zwischen die Ringe der Proteinscheibe einlagern kann. Auf 

Fur unser Nucleationsmodell gibt es jetzt jedoch klare 
experimentelle Beweise. Ihm zufolge ragen beide 
Schwanze der RNA aus einem Ende des wachsenden Nu- 
cleoproteinstabchens heraus; einer dieser RNA-Schwanze 
kommt direkt von diesem Stabchenende, wahrend der an- 
dere vom wachsenden anderen Ende des Stabchens durch 

Fig. 7. Nucleation des Virus: Sie beginnt mit dem Eintritt einer Haarnadelschleife der RNA (siehe Fig. 6) in das zentrale Loch der Proteindoppelscheibe und zwi- 
schen die beiden Schichten von Untereinheiten 8. Der obere Teil der Schleife bindet an das Protein und Whet den doppelhelicalen Stamm 0; dabei lagert sich 
die Doppelscheibe in eine kune Helix urn 0. Damit schlieDt sich die &hung zwischen den beiden Ringen, und die RNA sitzt fest; das ist der Anfang der Nu- 
cleoprotein-Helix, die dann schnell bis zu eincr minimalen stabilen Gr6De weiterwachsen kann @. 

irgendeine - bisher unbekannte - Weise veranlaBt diese 
Wechselwirkung die Doppelscheibe, sich in eine kurze He- 
lix umzulagern, die die RNA endgultig festhalt; nach der 
schnellen Anlagerung weiterer D~ppelscheiben[~~] entsteht 
so die erste stabile Einheit des Nucleoproteinteilchens. 

Die Vorgange nach der Nucleation konnen als Wachs- 
tum bezeichnet werden. Wie in Abschnitt 2.3 erwahnt, sind 
die Einzelheiten dieses Prozesses noch umstritten. Wir 
nehmen an, daB das Virus wahrscheinlich durch Anlage- 
rung von weiteren Proteindoppelscheiben wachst, wie wir 
schon aus den anfanglichen Rekonstitutionsexperimenten 
schlossen. Die spezielle Anordnung, die wahrend des Ein- 
fadelns der RNA-Schleife entsteht, bleibt wahrend des 
Wachstums bestehen, indem die RNA immer weiter durch 
das zentrale Loch hochgezogen wird (Fig. 7). Deshalb 
miiBte das Wachstum im Wesentlichen ghnlich wie die 
Nucleation verlaufen ; allerdings ist jetzt keine spezielle 
Nucleationssequenz der RNA mehr notwendig, sondern 
eine ,,wandernde Schleife", die jeweils zwischen die Ringe 
der niichsten Doppelscheibe paBt. Mit diesem Mechanis- 
mus losen wir das schwierige Problem, wie eine komplette 
Doppelscheibe mit all ihren Untereinheiten beim Helix- 
wachstum mit der RNA in Wechselwirkung tritt. Es gibt 
inzwischen weitere Hinweise, daB ganze Blocke von Un- 
tereinheiten, ungefahr von der GroBe einer Doppelscheibe, 
auf einmal eingebaut werdenL2']; da aber das Thema noch 
kontrovers diskutiert wird, will ich mich hier nicht weiter 
damit beschaftigen. 

die zentrale Rohre zuriicklauft. Die Gruppe von Hirth in 
StraBburg hat wachsende Stabchen elektronenmikrosko- 
pisch untersucht, bei denen die RNA durch partielle De- 
naturierung entfaltet ist; viele Teilchen zeigen zwei RNA- 
Schwanze am gleichen EndelZ8]. Meine Kollegen in Cam- 
bridge haben durch hochauflosende Elektronenmikrosko- 
pie gezeigt, daB die beiden Schwanze an ihrer Form unter- 
schieden werden konnen, und daB der langere tatsachlich 
durch das wachsende Teilchen Iauft[*'l. Weitere Experi- 
mente ergaben, daB die Faltung der RNA einen wesentli- 
chen EinfluB auf die Wachstumsgeschwindigkeit hat'291. 

2.6. Physikalische und biologische Anforderungen an 
die Struktur der Doppelscheibe 

Wir haben gesehen, daB die Proteindoppelscheibe fur 
die Selbstorganisation des TMV eine Schlusselfunktion 
einnimmt. Die Proteinuntereinheit ist so gebaut, daB sie 
nicht eine unendliche Helix bildet, sondern eine in sich ge- 
schlossene, zweischichtige Variante davon, die Doppel- 
scheibe, die zwar stabil ist, sich aber doch leicht in die heli- 
cale Form (,,Sprungring") umwandeln kann. Die Doppel- 
scheibe ist eine Zwischenstufe im AggregationsprozeD, die 
den - von der Entropie her gesehen - schwierigen Schritt 
der Nucleation der Helix einleitet. Die Nucleation uber 
die Doppelscheibe ermoglicht auch die Erkennung der ho- 
mologen viralen RNA (und den AusschluD fremder RNA), 
indem eine lange Sequenz von Nucleotidbindungsstellen 
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mit einer speziellen Sequenz der RNA reagieren kann. Die 
Doppelscheibe ist deshalb eine notwendige Zwischenstufe 
beim Bildungsprozeo des Virus; sie erfullt zugleich die 
physikalische Bedingung der Nucleation und die biologi- 
sche Bedingung fur spezifische Erkennung der RNA. Das 
TMV baut sich also ohne Einwirkung von auBen auf (self- 
assembling), auch die Einleitung dieses Prozesses bedarf 
keines auBeren Stimulus (self-nucleating), und schlieBlich 
kontrolliert sich auch der AggregationsprozeB selbst (self- 
checking). 

Man kann mehrere Lehren aus dem Verlauf der TMV- 
Aggregation ziehen"'. Zwischen dem Bauplan einer ferti- 
gen Struktur und dem eigentlichen Bauvorgang ist streng 
zu unterscheiden. Das TMV sieht zum Beispiel aus wie ein 
helicaler Kristall und konnte durch einfache Anlagerung 
von einzelnen Untereinheiten gebaut werden; tatsachlich 
ist der Bauvorgang aber vie1 komplizierter und geht sehr 
kontrolliert vonstatten. Weiterhin zeigt sich, wie eng Struk- 
tur und Funktion aufeinander bezogen sind, und wieviel 
ein einziges Proteinmolekiil zu leisten vermag. Die Evolu- 
tion hat einen ausgeklugelten Mechanismus hervorge- 
bracht, um die Selbstorganisation effizient und zielgerich- 
tet zu gestalten, und wir verstehen jetzt die Grundlagen 
dieses Vorgangs. Wir konnen daraus schlieBlich die allge- 
meine Lehre ziehen, daB die Natur zwar immer wieder un- 
seren eingefahrenen Vorstellungen zuwiderhandelt, uns 
aber geniigend Hinweise gibt, um die Rtltsel am Ende doch 
zu lasen. Einstein pflegte es folgendermaBen auszudriik- 
ken: ,,Raffiniert ist der Herrgott, aber bosartig ist er 
nicht". 

3. Kristallographische oder 
Fourier-Elektrooenmi kroskopie 

1955 begannen Finch und ich in London und Caspar. da- 
mals in Cambridge, rnit der Kristallstrukturanalyse von 
spharischen Viren. Diese waren zuvor von Bernal und sei- 
nen Mitarbeitern k u n  vor und nach dem Krieg untersucht 
worden, und zwar mit Rontgen-Pulverdiagrammen. Finch 
und ich arbeiteten am ,,Turnip Yellow Mosaic Virus" 
(TYMV) und seiner leeren Proteinhulle, Caspar am ,,To- 
mato Bushy Stunt Virus" (TBSV). Crick und Wafson hatten 
vorausgesagt, daO spharische Viren eine kubische Symme- 
trie haben, und wir zeigten, daB beide Viren Ikosaeder wa- 
ren. Als Finch und ich splter fanden, daB auch das Poliovi- 
rus diese Symmetrie hat, begriffen wir, dal3 hier ein gene- 
relles Prinzip zum Vorschein kam; dies fuhrte schlieBlich 
dam, daB Caspar und ich unsere Theorie der Struktur der 
Virushiille f~rmulierten~~"~. 

Als meine Forschungsgruppe 1962 nach Cambridge 
umzog, wandten wir uns der Elektronenmikroskopie zu, 
weil man rnit dieser Methode schnell neue Probleme an- 
gehen und mit ihr ein direktes Bild erzeugen kann; so 
dachten wir jedenfalls damals. Mit der Theorie der Virus- 
struktur und einigen Rontgen-Strukturdaten in der Hand 
hatten wit eine Vorstellung, wie Viren konstruiert sein 
konnten; wir erwarteten, die Details rnit der Elektronenmi- 
kroskopie herauszufinden. Wir wuOten zwar, wonach wir 
in den Bildern suchten, doch wurde uns schnell klar, daB 
wir iiberhaupt nicht verstanden, was wir in den Bildern sa- 
hen. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen waren 

nicht einfach Abbildungen der Proben, und wir erkannten 
rasch die Grenzen der Elektronenmikroskopie. Erstens gab 
es Artefakte bei der Praparation und Strahlenschaden 
wahrend der Beobachtung. Zweitens muBte der Kontrast 
kunstlich erhoht werden, weil die meisten Atome in biolo- 
gischen Proben eine zu niedrige Ordnungszahl haben, um 
selber einen hinreichenden Kontrast zu eneugen. Drittens 
hangt die Abbildung von der Einstellung des Elektronen- 
mikroskops ab, 2.B. vom Fokus und von den Aberratio- 
nen. Vor allem ist die Tiefenscharfe des Mikroskops so 
groB, daB alle Strukturen langs der Richtung des Elektro- 
nenstrahls iibereinander abgebildet werden. SchlieBlich 
tritt bei stark streuenden oder zu dicken Proben Vielfach- 
streuung innerhalb der Probe auf, so daB keine einfache 
Beziehung mehr zwischen Bild und Objekt besteht. 

Tabelle I .  Einige Anwendungen der Elektronenmikroskopie kombiniert mi1 
Bildrekonstruktion im Medical-Research-Council(MRC)-Laboratorium fur  
Molekularbiologie in Cambridge zwischen 1964 und 1979. 

Viren und ihre 
Bestandteile 

Organellen Enzyme 

helicale Viren Mikrotubuli aus GeiOeln Haemocyanin 
Tabakmosaikvirus (TMV) und Gehirn; 
TMV-Proteindoppelscheibe Tubulin-,.Sheets" Glutarnat- 
Paramyxoviren Dehydrogenase 

Muskelfilamente : 
ikosaedrische Viren Actin, Actin + Tropo- Katalase, 

Pol yomavirus myosin, Actin + Myosin kristalline 
Wanenvirus + Tropomyosin 
.,Tomato Bushy Stunt Virus" Aggregate 
.,Turnip Yellow Mosaic Virus" BakteriengeiDeln; 
R 17, Nudaurelia Bakterienzellwhde Sichelzell- 
CPMV HBmoglobin 

und tubuliire 

kristalline Ribosomen 

anomale hexagonale und Chromatin: Kristalle des membran 
pentagonale Polyomartihren Nucleosomrumpfes; (Bacterio- 

Histon-Octamere rhodopsin) 

Adenovirus-Hexon Purpur- 

Phage T2 und T4 
Kopf und rijhrenfiknige Membranproteine Cytochrom- 
Varianten (Polyheads) (gap junction) Oxidase 
Schwanz: kontraktile Scheide 
und hohler Stift; Endplatte 

Aus diesen Griinden ist das Detail, das man im Bild 
sieht, oft unzuverlassig und nicht ohne weiteres interpre- 
tierbar, wenn man nicht Korrekturen fur die Aufnahmebe- 
dingungen des Mikroskops einfuhrt und die Bildkompo- 
nenten, die von den verschiedenen Schichten der Probe 
kommen, voneinander trennt. AuBerdem ist es wichtig ab- 
zuschatzen, wie gut die Probe im Einzelfall erhalten ist. 
Die Methoden fur die Analyse von elektronenmikroskopi- 
schen Bildern habe ich rnit meinen Mitarbeitern uber etwa 
zehn Jahre hinweg entwickelt. Das Ziel war es, ein Maxi- 
mum an zuverlassiger Information iiber die zwei- und drei- 
dimensionale Struktur des Objekts aus dem Bild herauszu- 
filtern. Anwendungsbeispiele, die im Medical-Research- 
Council-Laboratorium in Cambridge in den letzten fiinf- 
zehn Jahren untersucht wurden, sind in Tabelle 1 aufge- 
fuhrt. Die Elektronenmikroskopie kombiniert mit Bildre- 
konstruktion, moglichst unterstutzt durch Rontgen-Struk- 
turuntersuchungen an hydratisiertem, intakten Material, 
hat es uns ermoglicht, Modelle fur die Struktur vieler bio- 
logischer Systeme zu entwickeln, die heute allgemein aner- 
kannt sind (Tabelle I). Hier will ich nur eine beschrankte 
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Zahl von Beispielen geben, die die Moglichkeiten der ver- 
schiedenen Techniken und die Art der Ergebnisse demon- 
strieren. Die Theorie und die Methoden sind anderswo 
ausfiihrlicher bes~hrieben[~,~l, aber ich mochte hier beto- 
nen, dal3 die Verfahren immer im Zusammenhang rnit der 
Losung konkreter Probleme ausgearbeitet wurden; trotz- 
dem sind sie sehr allgemein anwendbar. 

3.1. Zweidimensionale Rekonstruktion: 
digitale Bildverarbeibng mit Computern 

Unsere Untersuchungen begannen wir an den sphari- 
schen und helicalen Viren, die wir rnit dem Negativkon- 
trastverfahren darstellten, das kurz zuvor von Huxley so- 
wie von Brenner und Horne eingefiihrt worden war'"]. Bei 
dieser Methode ist die Probe in eine diinne amorphe 
Schicht eines Schwermetallsalzes eingebettet, das einer- 
seits die Probe schiitzt, andererseits ihre Konturen nach- 
zeichnet, da es in diese nicht eindringen kann. Man konnte 
viele Details erkennen, aber in den meisten Fallen wul3te 
man nicht, wie man sie interpretieren sollte. Viele Leute 
hielten einfach die Ordnung der Proben fur zerstart, weil 
sie glaubten, daB der Negativkontrast sozusagen nur einen 
Abdmck des Teilchens hinterlie0. Wir begriffen allmah- 
lich, daR die mangelnde Klarheit der Bilder nicht so sehr 
auf der Verzerrung durch das Metallsalz beruhte, sondern 
auf der Uberlagerung von Strukturen der Vorder- und 
Riickseite der Probe. Mit anderen Worten, das Kontrast- 
mittel hiillte das ganze Teilchen ein und bildete eine GuB- 
form statt nur eines Abdrucks. Diese Interpretation wurde 
mit zwei Methoden bewiesen. Erstens konnten wir im Fall 
der spharischen Viren Modelle bauen und ihre Projektion 
berechnen und auf verschiedene Weise darstellen; dies er- 

klarte die meisten der vorher nicht interpretierbaren Bil- 
deP2'. Die Eindeutigkeit des Modells wurde dadurch be- 
wiesen, daD man es ebenso wie die Probe im Elektronen- 
mikroskop iiber groBe Winkel kippte (vgl. Fig. 10 und 
Zweitens wurde das Verfahren auf helicale Strukturen an- 
gewendet, weil sie langs der Achse periodisch sind und 
sich daher fiir eine direkte Bildanalyse eignen; dies will ich 
im folgenden beschreiben. 

Figur 8a ist ein elektronenmikroskopisches Bild eines 
negativ kontrastierten Praparats eines ,,Polyhead", einer 
Variante des Kopfes des Bakteriophagen T4, die haupt- 
sachlich aus dem Kopfprotein besteht. Das Teilchen ist 
flachgedriickt, so daR die ursprilngliche Rtihrenform verlo- 
renging. Das Bild zeigt deutlich einige Periodizitaten, aber 
man kann sie schwer auseinanderhalten, und jede Inter- 
pretation wiirde sehr subjektiv ausfallen. Mir wurde klar, 
daB das optische (Fraunhofer-)Beugungsbild des Originals 
es erlauben wiirde, alle im Bild enthaltenen Periodizitaten 
zu analy~ieren[~'~]. Dies ist in Figur 8b dargestellt. Man er- 
kennt deutliche Beugungsmaxima. Sie fallen in zwei Klas- 
sen, die von der Vorder- bzw. Riickseite des Praparats 
kommen. So wurde bewiesen, daR die Negativkontrastie- 
rung das vollstandige Teilchen abbildet und nicht nur ein 
Abdruck einer Seite i ~ t ~ ~ ~ ] .  Da wires mit einer helicalen pe- 
riodischen Struktur zu tun haben, liegen die Beugungsma- 
xima auf einem Gitter und reprasentieren so echte Peri- 
oden, die in der Struktur vorhanden sind. In diesem Fall 
reichen die Beugungsmaxima bis zu einer Auflosung von 
20 A; d. h. die Ordnung des Praparats war bis zu dieser 
Auflosung iiber lange Strecken erhalten. Das geniigt, um 
einzelne Proteinmolekiile sichtbar zu machen. 

Obwohl die Bilder wegen der uberlagerung der beiden 
Seiten des Teilchens verwaschen sind, kann jede Seite ein- 

Fig. 8. Optische Diffraktion und Bildfilterung eines rbhrenftirmigen ,,Polyheads", der aus dem Hauptprotein des Kopfes des Bakte- 
riophagen T4 besteht @ Elektronenmikroskopisches Bild eines negativ kontrastierten und abgeflachten Teilchens, VergroDe- 
rung: 2oOOOOfach. @ Optisches Beugungsbild von @: die Kreise zeigen die Reflexe, die von einer Schicht der Struktur kommen. @ 
Gefiltertes Bild von 0, hergestellt rnit der Filtermaskc aus @. Die Offnungen der Maske sind so gewiihlt, daD sich die Mittelung nur 
lokal iiber wenige Untereinheiten entreckt. Man erkennt EinzelmolekOle, die in Hexameren angeordnet sind. 
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zeln herausgefiltert werden, wenn man eine Maske uber 
das optische Beugungsbild legt, die nur die Reflexe dieser 
Seite d ~ r c h l a B t ~ ~ ~ ~ .  Das gefilterte Bild (Fig. 8c) laBt sich so- 
fort interpretieren, und man erkennt die Anordnung der 
einzelnen Pr~teinrnolekiile~~~~. 

Die Klarheit des so verarbeiteten Bildes liegt zum Teil 
daran, daB das Untergrundrauschen ebenfalls herausgefil- 
tert wurde. Das Rauschen kommt von den Unterschieden 
zwischen den Molekulen im Praparat, d. h. von der Unord- 
nung, und dieser Beitrag macht sich uberall im Beugungs- 
bild bemerkbar. Effektiv wurde das Signal/Rausch-Ver- 
haltnis verbessert, indem man uber viele Molekule gemit- 
telt hat. Die Mittelung uber viele Kopien eines periodi- 
schen Motivs ist der wesentliche Punkt der besten Metho- 
den, die bisher zur Analyse biologischer PrPparate entwik- 
kelt wurden, und auch die dreidimensionalen Methoden, 
auf die ich splter kommen werde, beruhen darauf. 

Die Bildanalyse der eben beschriebenen Art besteht aus 
zwei Hauptstufen. Zunlchst stellt man die Fourier-Trans- 
formierte des urspriinglichen Bildes her. Die Fourier- 
Koeffizienten werden dann sortiert oder korrigiert und da- 
nach rikktransformiert: damit erhllt man das rekonstru- 
ierte Bild. Fur diese Schritte benutzt man einen Computer; 
die von DeRosier und mir eingefuhrte Methode der digita- 
len Bildverarbeit~ng~~~l ist sehr vie1 flexibler als unsere ur- 
spriingliche optische Methode und kann auch bei dreidi- 
mensionalen Verfahren angewendet werden. 

3.2. Dreidimensionale Bildrekonstruktion 

Das erste, im vorigen Abschnitt schon erwahnte Beispiel 
(Fig. 8) ist relativ einfach; im Wesentlichen sind nur die 
Beitrage zweier iiberlappender Schichten voneinander zu 
trennen. Wir haben gesehen, daD die Methode der Fourier- 
Analyse eine Uberlagerung im reellen Raum in unter- 
schiedliche Klassen von Reflexen im Fourier-Raum uber- 
fiihrt. Schon von der einfachen Analyse der spharischen 
Viren war aber klar, daB man ein eindeutiges und zuverlas- 
siges Bild der dreidimensionalen Struktur nur dann be- 
kommt, wenn man das Teilchen von vielen Seiten betrach- 
tetPZ1. Unterschiedliche Blickrichtungen sind oft schon da- 
durch moglich, daB die Teilchen in der Probe verschieden 
orientiert sind. Man erreicht das Ziel aber auch durch Kip- 
pen der Probe im Elektronenmikroskop (siehe Abschnitt 
3.1). Anfangs hatten wir Modelle gebaut, um die verschie- 
denen Ansichten zu interpretieren. Im Lauf der Zeit fand 
ich eine Methode, Bilder aus unterschiedlichen Blickrich- 
tungen objektiv so zu kombinieren, daB eine dreidimensio- 
nale Rekonstruktion entsteht. 

Als DeRosier und ich den Schwanz des Bakteriophagen 
T4 untersuchten, zeigte unsere Analyse, daB das Bild nicht 
nur Beitrgge der Vorder- und Ruckseite enthielt, sondern 
auch der inneren S t r u k t ~ r ” ~ ~ .  Um in drei Dimensionen zu 
arbeiten, muate eine allgemeinere Form der zweidimensio- 
nalen Filterung entwickelt werden. Aufgrund der Erfah- 
rungen mit der Rontgen-Strukturanalyse kam ich darauf, 
daB wir eine dreidimensionale Fourier-Synthese brauch- 
ten. Bei der Analyse der Rdntgen-Beugungsbilder des 
TMV hatte ich die Idee, eine helicale Struktur mathema- 
tisch aus einem Satz von Zylinderfunktionen aufzubauen; 
es gibt eine Beziehung zwischen der Zahl der Funktionen 

und der Zahl der verschiedenen Ansichten. Jede neue An- 
sicht ergibt neue Funktionen von hoherer Raumfrequenz, 
so daB man mit hinreichend vielen Ansichten die vollstan- 
dige Struktur ermitteln kann. Spater sahen ~ i r l ~ “ ~ ,  daO 
diese Synthese nur ein Sonderfall eines allgemeinen Theo- 
rems ist, das die Kristallographen als Projektionstheorem 
kennen. 

Beobachtungsnchtung 
-1 

Transmissionsbild 
at  eine Projektion /L\ 
Fourier -Transforrmerte 
einer hOjektiOn erzeugt I,, 

Koeffizlenten 
mnes Schnittes 
im Fourier-Raum 

Rekonstruktion 
durch inverse 
Fourier -Transformation 
unter Berucksichtigung 
aller Sthnitte 

Fig. 9. Allgemeines Schema fur die dreidirnensionale Rekonstruktion eines 
Objekts aus einer Schar von zweidimensionalen Projektionen 1361. 

Die von uns entwickelte allgemeine Rekonstruktionsme- 
thode (Fig. 9) beruht auf diesem Projektionstheorem. Es 
besagt, daB die zweidimensionale Fourier-Transformierte 
einer ebenen Projektion einer dreidimensionalen Dichte- 
verteilung mit dem entsprechenden Schnitt durch die drei- 
dimensionale Fourier-Transformierte senkrecht zur Beob- 
achtungsrichtung identisch ist. Daher kann die dreidimen- 
sionale Transformierte Schnitt fur Schnitt aufgebaut wer- 
den, wenn man die zweidimensionalen Transformierten 
verschiedener Ansichten kennt ; die dreidimensionale Re- 
konstruktion 1aBt sich dann durch die inverse Fourier- 
Transformation berechnen. Wichtig ist bei der Methode, 
daB sie angibt, wieviele Ansichten fur eine bestimmte Auf- 
lasung notwendig sind und wie sie zur dreidimensionalen 
Dichtekarte kombiniert werden m i i ~ s e n ~ ~ ~ . ” ~ .  Die Methode 
ist quantitativ und enthalt keine willkurlichen Annahmen. 
Im Ansatz ist sie der herkommlichen Rantgen-Kristallo- 
graphie ahnlich, auBer daD die Phasen des Rdntgen-Beu- 
gungsbilds nicht direkt gemessen werden konnen, wogegen 
sie fur ein digitalisiertes Bild berechenbar sind. Gabe es 
keine Strahlenschaden, konnte man die notwendigen An- 
sichten von einem einzigen Teilchen unter Verwendung ei- 
nes Elektronenmikroskops rnit Kippbuhne aufnehmen. In 
der Praxis muB man mehrere Teilchen in verschiedenen, 
aber identifizierbaren Orientierungen verwenden. Im allge- 

588 Angew. Chem. 95 (1983) 579-596 



meinen ist es sogar wunschenswert, Daten von mehreren 
Teilchen zu kombinieren, um Fehlordnungen herauszumit- 
teln. 

Die Fourier-Analyse ist nur eine von mehreren Metho- 
den, das mathematische Gleichungssystem zu losen, das 
die unbekannte dreidimensionale Dichteverteilung mit den 
bekannten Projektionen unter verschiedenen Richtungen 
miteinander verbindetf3'l; sie stellte sich jedoch als das be- 
ste Verfahren heraus und wird deshalb auch bei der Com- 
puter-Tomographie verwendet. Die Fourier-Methode hat 
auBerdem den Vorteil, daB sie in mehreren Stufen durch- 
gefuhrt wird: Erst wird die zweidimensionale Transfor- 
mierte berechnet, dann die dreidimensionale Transfor- 
mierte aufgebaut; damit ist es moglich, die Daten zu beur- 
teilen, auszuwiihlen und zu korrigieren, bevor sie fur die 
endgiiltige Rekonstruktion verwendet werden. Die Me- 
thode haben wir in der Zwischenzeit haufig angewendet. 

Das erste Beispiel war der Schwanz des Bakteriophagen 
T4, das Problem, das am Ausgangspunkt unserer Untersu- 

chungen stand. Bilder von Teilchen mit helicaler Symme- 
trie sind am einfachsten zu rekonstruieren, weil sie aus ei- 
ner einzigen Ansicht berechnet werden kdnnen, zumindest 
bei beschrankter Auflosung, die durch die Helixsymmetrie 
vorgegeben ist. Die physikalische Ursache ist, daB in ei- 
nem einzigen Bild formal viele verschiedene Ansichten der 
periodischen Untereinheit zu sehen sind ; wegen dieser 
Vereinfachung wahlten wir den Bakteriophagenschwanz 
als erstes Beispiel fur die dreidimensionale Bildrekon- 
struktion. Im Allgemeinen ist mehr als eine Ansicht notig, 
aber jedes Symmetrieelement reduziert die erforderliche 
Zahl. Fur kleine ikosaedrische Viren genugen typischer- 
weise drei bis vier Ansichten, aber vorher miissen viele 
Proben untersucht werden, um die notwendige Zahl der 
Ansichten zu finden und eine Mittelung durchfuhren zu 
kBnnenPsl. Figur 10 zeigt zwei elektronenmikroskopische 
Bilder und die dreidimensionale Rekonstruktion des 
menschlichen Warzenvirus (HWV), das von Crowther und 
Amos[391 untersucht wurde. 

Kippachse 

Fig. 10. @ Zwei clektronenmikroskopische Bilder dcsselben Felds von negativ kontrastierten und dichtgepackten Teilchen des menschlichen Warrenvirus 
(HWV). links ungekippt. rechts um I 8  O gekippt 1731; Vergr6Berung: 140000fach. @ Dreidimensionale Rekonstruktion des Virus 1391. Die Linien deuten 
das ikosacdrischc Oberflachcnnetz an [30]; die fnnf- und scchszthligen Symmetrieachsen sind markiert. 
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3.3. Phasenkontrast-Elektronenmikroskopie 

Elektronenmikroskopie von negativ kontrastierten Pra- 
paraten, kombiniert mit irgendeiner Methode der Bildana- 
lyse, erwies sich als ideal, wenn man die Anordnung und 
Form von kleinen Proteinuntereinheiten in natiirlichen 
oder kiinstlichen periodischen Aggregaten untersuchen 
wollte; dies schlieBt zweidimensionale Kristalle und ma- 
kromolekulare Aggregate wie Mikrotubuli oder Viren 
ein"'. Die erreichbare Strukturinformation erwies sich als 
sehr zuverlissig fur Auflosungen bis zu 20 oder 15 A. Es 
stellte sich aber heraus, daB die Auflosung durch das Korn 
des Kontrastmittels und durch die Reproduzierbarkeit der 
Einbettung beschrankt war'40I. Um eine wesentlich bessere 
Auflosung, z. B. 10 A oder besser, zu erreichen, mul3te das 
Protein direkt ohne Kontrastmittel untersucht werden. Bei 
hoher Auflosung gibt es allerdings ein weiteres Problem, 
die Strahlenschadigung. Sie kann durch eine niedrigere 
Elektronendosis verringert werden, doch dann steigt das 
statistische Rauschen, und das Bild wird immer unzuver- 
Iassiger. Diese Schwierigkeit kann zum Teil wieder durch 
die Abbildung geordneter Teilstrukturen umgangen wer- 
den; die Mittelung der Information von mehreren Moleku- 
len ergibt ein statistisch signifikantes Bild. Das erste Pro- 
blem, beim Weglassen des Kontrastmittels eine Austrock- 
nung des Proteins zu verhindern, lafit sich auf zwei Wegen 
losen: Man kann entweder gefrorene hydratisierte Prapa- 
rate ~erwenden'~''; dies wird zur Zeit intensiv untersucht. 
Oder - und dies ist eine bereits ausgereifte Methode, die 
von Unwin und Henderson entwickelt wurde und einen 
ganz neuen Weg beschreitet - man bestimmt die Struktur 
von ungefdrbten biologischen Praparaten elektronenmi- 
kroskopisch unter Verwendung getrockneter Glucose-Lo- 
sungen, wodurch das Material geschutzt ~ i r d [ ~ ~ . ~ ~ !  

Dabei stellte sich die Frage, wie das ungefdrbte Prapa- 
rat, das fur Elektronen effektiv transparent ist, sichtbar ge- 
macht werden kann. In der Lichtmikroskopie von durch- 
sichtigen Proben benutzt man die bekannte Phasenkon- 
trastmethode von Zemike. Dabei werden die Phasen der 
gestreuten Strahlen relativ zu den ungestreuten durch eine 
Phasenplatte verschoben; dann 1aBt man den gestreuten 
und ungestreuten Strahl in der Bildebene miteinander in- 
terferieren und erhalt so ein Bild. Unwin konstruierte eine 
elektrostatische Phasenplatte fur die Elektronenmikrosko- 
pie, ganz analog der Phasenplatte der Lichtmikroskopie, 
aber sie ist schwer herzustellen und zu benutzenlU'. Eine 
praktische Methode, einen Phasenkontrast im Elektronen- 
mikroskop zu erzeugen, besteht einfach darin, die Objek- 
tivlinse nicht ganz zu fokussieren; diese Technik wurde 
von Unwin und Henderson benutzt. 

Die Methode, einen Phasenkontrast durch Defokussie- 
rung zu erzielen, ergab sich aus einer Studie von En'ckson 
und mir uber die Bildentstehung im Elektronenmikro- 
~ k o p ~ ~ ~ l .  Angeregt wurden wir durch eine Kontroverse iiber 
die Natur des urspriinglichen Bildes selbst. Als die dreidi- 
mensionale Bildrekonstruktion eingefiihrt und auf negativ 
kontrastierte biologische Proben angewendet wurde, gab 
es Widerspruch von seiten einiger Festkorperphysiker, die 
an die dynamischen Effekte bei stark streuendem Material 
gewohnt waren. Sie bezweifelten die Giiltigkeit unserer 
Annahme, das Bild sei im Wesentlichen eine einfache Pro- 
jektion der Verteilung des Kontrastmittels und fragten, ob 

Vielfachstreuung oder dynamische Streuung diese An- 
nahme nicht verletzen wiirde. Urn das Problem zu untersu- 
chen, begannen En'ckson und ich mit Experimenten an ne- 
gativ gefarbten dunnen Kristallen von Katalase, wobei wir 
die Fokussierung ande r t e~~ '~~ ' .  Wir fanden, daB eine lineare 
Theorie der Bildentstehung fast vollstandig die Anderun- 
gen in der Fourier-Transformierten des Bildes erklarte. 
Daraus schlossen wir, daB das direkte Bild eine echte Dar- 
stellung der Projektion der Elektronendichte des Objekts 
ist, wenn man richtig defokussiert (in Abhangigkeit von 
der gewunschten Raumfrequenz). Wird zur Kontrast- 
verstarkung starker defokussiert, so kann auch hier das 
Bild entsprechend korrigiert werden. 

Obwohl diese Studie auf mittlere Auflosungen be- 
schrankt war, zeigte sie, daB man durch digitale Bildverar- 
beitung im Nachhinein den Effekt der Defokussierung 
messen und kompensieren konnte. Wir schlugen vor, auch 
bei haheren Auflosungen so zu verfahren, um sowohl 
spharische Aberration als auch Defokussierung auszuglei- 
chen. AuBerdem bot sich damit eine bequeme Methode, 
bei ungefarbten Praparaten einen Phasenkontrast im Elek- 
tronenmikroskop zu erzeugen. Das Bild wird mit defokus- 
sierendem Objektiv aufgenommen, so daB die gestreuten 
und ungestreuten Elektronenstrahlen in ihrer Phase zuein- 
ander verschoben werden. Die Defokussierung funktio- 
niert nicht wie eine perfekte Phasenplatte im Sinn von Zer- 
nike, weil die Phasen nicht alle urn denselben Betrag 
verschoben sind ; aufeinanderfolgende Bereiche der Raum- 
frequenzen tragen mit abwechselnd positivem und negati- 
vem Kontrast bei. Um das ,,wahre" Bild zu eneugen, muB 
das aufgenommene Bild verarbeitet werden, um die Pha- 
senkontrastiibertragung des Elektronenmikroskops zu kor- 
rigieren, damit alle Raumfrequenzen mit dem gleichen 
Kontrast beitragen. 

Um ihre spektakulare dreidimensionale Rekonstruktion 
der Purpurmembran von Halobacterium rnit I A Auflosung 
zu berechnenl-I, nahmen Henderson und Vnwin eine Serie 
von Bildern der Membran bei verschiedenen Kippwinkeln 
und bei sehr niedriger Elektronenbestrahlung auf. Die 
endgultige Dichtekarte war dann der Mittelwert aus etwa 
100000 Molekulen. Der geringe Kontrast in den Bildern 
wurde durch Defokussierung erzeugt; diese wurde bei der 
rechnerischen Rekonstruktion kompensiert. So wurde zum 
ersten Ma1 die innere Struktur eines Proteinmolekuls 
durch Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht. 

4. Die Struktur des Chromatins 

Die Arbeiten uber die Struktur der Wren waren nicht 
nur fur sich genommen interessant, sondern auch - wie 
schon vorher angedeutet -, weil die Probleme bei der Un- 
tersuchung groBer Molekiilverbande zur Entwicklung 
neuer Methoden und Techniken fuhrten, die dann auf an- 
dere Systeme angewendet werden konnten. Ein Beispiel 
dafiir sind unsere neueren Strukturuntersuchungen am 
Chromatin, die ohne unsere friiheren Erfahrungen nicht so 
schnell vorangekommen waren. Chromatin heiBt das Ma- 
terial, das man bei der Extraktion von Chromosomen er- 
halt. Es besteht hauptsachlich aus DNA, die eng mit einer 
Reihe kleiner basischer Proteine von ahnlichem Gewicht, 
den Histonen, assoziiert ist. Wir begannen die Chromatin- 
studien in Cambridge vor etwa zehn Jahren, als die Prote- 
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inchemiker gerade nachgewiesen hatten, dab es nur fiinf 
Haupttypen von Histonen gibt (die scheinbar groBere Viel- 
falt der Histone wird durch postsynthetische Modifikatio- 
nen verursacht): damit schien das Strukturproblem mit un- 
seren Methoden Iosbar. 

Die DNA eines Eukaryontenchromosoms besteht wahr- 
scheinlich aus einem einzigen Molekul, das mehrere Zenti- 
meter lang ware, wenn man es gerade ausstreckte. Es muB 
also sehr stark gefaltet sein, um die kompakte Form zu er- 
reichen, die man in einem Chromosom sieht. Die DNA ist 
in diskrete genetische oder funktionelle Einheiten unter- 
teilt, und iiberall auf der Welt wird zur Zeit intensiv ge- 
forscht. um herauszufinden, wie die DNA sich faltet, wie 
die Gene organisiert sind und wie ihre Expression kontrol- 
liert wird. Wir haben versucht, die Struktur des Chroma- 
tins auf den verschiedenen Organisationsniveaus zu verste- 
hen, und eine Verbindung rnit den funktionellen Kontroll- 
mechanismen henustellen. 

Die hohe Konzentration an Histonen im Zellkern deutet 
darauf hin, daB sie eine strukturelle Rolle spielen; 1972 bis 
1975 konnte gezeigt werden, daB die vier Histone H2A, 
H2B, H3 und H4 fur den untersten Grad der Organisation 
des Chromatins verantwortlich sind. Diese Proteine falten 
aufeinanderfolgende DNA-Segmente mit einer Lange von 
etwa 200 Basenpaaren in kompakte Einheiten mit einem 
Durchmesser von etwa 100 A, die sogenannten Nucleoso- 
men. Es entsteht so eine Kette von Nucleosomen oder sich 
wiederholenden Einheiten, und wenn diese eng gepackt 
sind, bilden sie eine Faser mit einem Durchmesser von 
etwa 100 A. Die Rolle des funften Histons H1 war anfangs 
nicht klar. Seine Aminosauresequenz variierte starker als 
die der anderen vier; sie war spezifisch fur verschiedene 
Organismen und Zellen. 1975 und 1976 zeigten wir, daD 
das Histon H1 etwas rnit der Faltung der Nucleosomenfa- 
ser zur nachsthoheren Organisationsstufe zu tun hat; spa- 
ter fanden wir, wie dieser ProzeB ablauft. 

Ich will hier keine Einzelheiten dariiber berichten, wie 
dieses Modell der Chromatinorganisation entstandL4', aber 
die Vorstellung vom Nucleosom ist das Ergebnis des Zu- 
sammentreffens mehrerer Forschungsrichtungen. Die er- 
sten Hinweise auf eine regulare Struktur ergaben Rontgen- 
Beugungsexperimente an Chromatin; ihnen zufolge muDte 
es eine Art periodischer Grundeinheit geben, die nicht sehr 
geordnet ist und Abmessungen von ungeahr lOOA 
hat[46.471. Erste biochemische Hinweise auf diese Ordnung 
kamen von Hewish und B u r g ~ y n e ' ~ ~ ' ,  die nachwiesen, daB 
es in der Rattenleber eine Nuclease gibt, die DNA in Viel- 
fache einer Grundeinheit zerlegen kann. Spater zeigte No11 
rnit einem anderen Enzym, einer Nuclease aus Micrococ- 
cus. darj die Grundeinheit etwa 200 Basenpaare enthalt[491. 
Die Tatsache, dal3 die Nuclease die chromosomale DNA - 
ganz anders als freie DNA - in gleichen Abstanden zer- 
schneidet, riihrt von der Faltung der DNA her; zwischen 
den Falteinheiten sind jeweils nur kurze Stiicke fur die 
Nuclease zuganglich. Der dritte Hinweis auf die Nucleoso- 
men kam von der Beobachtung von Kornberg und Tho- 
r n ~ ~ [ ~ " ' ,  dal3 die beiden stark konservativen Histone H3 
und H4 in Losung als Tetramer (H3)2(H4)2 vorliegen, das 
sich wie ein normales globulares Protein aus mehreren Un- 
tereinheiten verhalt. Aufgrund dieser Befunde schlug 
Kornberg 1974 ein Modell fiir die Grundeinheit des Chro- 
matins VOP: Eine Kugel rnit einem Durchmesser von 

1008, die ein DNA-Stuck aus 200 Basenpaaren enthalt, 
das um einen Proteinkern herumgewickelt ist; dieser Kern 
besteht aus acht Histonmolekiilen, namlich dem 
(H3),(H4)2-Tetramer und je zwei Molekulen H2A und 
H2B. Das funfte Histon sollte dem Modell zufolge irgend- 
wie an der Aurjenseite des Nucleosoms haften. Es war au- 
rjerst uberraschend, darj die DNA einen Proteinkern um- 
hiillt und nicht umgekehrt. 

Als Kornberg 1972 nach Cambridge kam, war all dies 
noch nicht bekannt. Wir begannen mit den Rontgenbeu- 
gungsexperimenten, um den Assoziationsprozea von Hi- 
stonen und DNA zu verfolgen, denn die Rontgenbeugung 
an Kernmaterial oder an isoliertem Chromatin war damals 
die einzige Methode, die geordnete ,,Verpackung" der 
DNA zu studieren. Fast 90% Rekonstitution lieBen sich er- 
reichen, wenn man die DNA einfach rnit einer ungereinig- 
ten Praparation von Histonen mischte. Die Rekonstitu- 
tionsversuche, bei denen die DNA rnit den vorher gerei- 
nigten vier Histonen gemischt wurde, schlugen alle fehl, so 
als ob die Histone durch die Reinigung denaturiert worden 
waren. Wir suchten deshalb nach schonenderen Methoden 
der Extraktion und fanden, daB sich die native Struktur 
dann leicht herstellen IaBt, wenn die vier Histone nur paar- 
weise, H3 und H4 sowie H2A und H2B, isoliert werden. 
Sobald die Paare getrennt werden, funktioniert die Rekon- 
stitution nicht. Diese Ergebnisse veranlaoten Kornberg, die 
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Histone zu 
studieren; er entdeckte das Histon-Tetramer (H3)2(H4)2[s01, 
und in der Folge entwickelte er das Nucleosomenmodell, 
das ich oben beschrieben habe. 

4.1. Die Struktur des Nucleosoms 

Die erwahnte Nucleaseverdauung und die Rontgenbeu- 
gung an nicht orientierten Proben von Chromatin oder von 
Nucleosomen in Losung enthiillten zwar bestimmte Eigen- 
schaften der Nucleosomen, doch war eine vollstandige Be- 
schreibung der Struktur nur von einer Kristallstrukturana- 
lyse zu erwarten, weil nur sie die dreidimensionale Infor- 
mation enthalt. Im Sommer 1975 begannen meine Kolle- 
gen und ich rnit den Versuchen, die Nucleosomen so zu 
isolieren, daI3 man sie kristallisieren kann. Wenn Nucleo- 
somen nach der Nucleaseverdauung gereinigt werden, ent- 
halten sie DNA-Stucke, die im Durchschnitt aus 200 Nu- 
cleotidpaaren bestehen; es gibt aber eine ziemlich breite 
Grorjenverteilung urn diesen Mittelwert, so dal3 die Prapa- 
rationen fur die Kristallisation nicht homogen genug sind. 
Die Unterschiede konnen aber durch weitere Verdauung 
mit Nuclease beseitigt werden. Die Nuclease aus Micrococ- 
cus zerschneidet das Chromatin anfangs zwischen den 
Nucleosomen; bei den herausgeschnittenen Nucleosomen 
funktioniert sie dann aber als Exonuclease, d. h. sie kurzt 
die DNA erst auf die Lange von etwa 166 Basenpaaren, 
und dann, nach einer kunen ,,Verdauungspau~e"[~~~, auf 
die von etwa 146 Basenpaaren. Bei diesem Wert gibt es ein 
deutliches Plateau in der Verdauungskurve, bevor weiterer 
Abbau eintritt. Erst wahrend dieser letzten Phase wird das 
Histon H1 freirs2], und iibrig bleibt ein gr6Beres metastabi- 
les Zwischenprodukt, das aus einem DNA-Stuck rnit 146 
Basenpaaren und acht Histonmolekulen besteht. Die enzy- 
matisch reduzierte Form des Nucleosoms nennt man Nu- 
cleosomrumpf (core); dessen DNA-Gehalt ist in vielen Ar- 
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ten gleich. Das DNA-Stuck, das durch die zusatzliche Ver- 
dauung entfernt wurde und das urspriinglich ein Nucleo- 
som rnit dem ntichsten verband, heiBt Linker-DNA. 

Ein Nucleosomrumpf enthalt ein DNA-Stuck detinierter 
Lange und hat eine homogene Zusammensetzung von Pro- 
teinen. Wir versuchten, diese Rumpfe zu kristallisieren, 
hatten aber anfangs keinen Erfolg, wahrscheinlich wegen 
kleiner Verunreinigungen durch Histon H 1. SchlieSlich 
fand mein Mitarbeiter Leonard Lutrer einen Weg, ausge- 
sprochen reine Praparationen herzustellen, die dann gute 
Einkristalle bildeten1’31. Die Bedingungen fiir das Kristall- 
wachstum wahlten wir unter Beriicksichtigung unserer frii- 
heren Erfahrungen bei der Kristallisation von Transfer- 
RNA, weil wir annahmen, da5 ein groRer Teil der Oberfla- 
che des Nucleosomrumpfs aus DNA bestunde. Die Expe- 
rimente haben viele Biologen uberrascht, da sie zeigten, 
daD fast die ganze DNA im Zellkern in einer sehr regula- 
ren Anordnung vorliegt. 

Die Entschliisselung der dreidimensionalen Struktur ei- 
nes kristallisierten hochmolekularen Komplexes kann viele 
Jahre beanspruchen, wie die Erfahrungen mit det Doppel- 
scheibe des TMV lehrten. Wir haben uns deshalb zunachst 
darauf beschrankt, ein Modell des Nucleosomrumpfs bei 
niedrigerer Auflbsung zu bekommen; dabei arbeiteten wir 
mit einer Kombination von Rontgenbeugung und Elektro- 
nenmikroskopie, unterstutzt - wo immer moglich - durch 
biochemische und physikochemische Versuche. Am An- 
fang muBten wir die Packung in den Kristallen ermitteln; 
zu diesem Zweck untersuchten wir elektronenmikroskopi- 
sche Aufnahmen dunner Kristalle. Wir bekamen Projektio- 
nen der Elektronendichte langs der drei Hauptachsen des 
Kristalls, indem wir die Intensitaten der Rthtgenreflexe 
und die Phasen aus den elektronenmikroskopischen 
Bildern a ~ s w e r t e t e n [ ~ ~ * ~ ~ ] .  Der Rumpf des Nucleosoms 
stellte sich als flaches scheibenformiges Objekt heraus, rnit 
Abmessungen von etwa 1 10 x 110 x 57 .k, etwas keilformig, 
und deutlich in zwei Schichten geteilt. Wir schlugen ein 
Modell vor, in dem etwa eindreiviertel Windungen einer 
DNA-Superhelix rnit einer Ganghohe von 27 A um ein Hi- 

@ @ 

ston-Octamer herumlauft. Eine Windung enthalt demnach 
etwa 80 Nucleotide. Dieses Modell der Organisation von 
DNA im Rumpf des Nucleosoms erklarte auch die Ergeb- 
nisse von Enzymverdauungsversuchen an Chr~matin[’~*’~] 
und zeigte damit, daD wir einen im Wesentlichen nativen 
Komplex kristallisiert hatten. 

In unseren ersten Kristallen waren die Histon-Proteine 
teilweise proteolytisch verdaut, aber ihre physikochemi- 
schen Eigenschaften waren denen der intakten Partikel 
sehr ahnlich. Wir haben seitdem Kristalle von intakten 
Nucleosomriimpfen gezuchtet, deren Rontgen-Beugungs- 
bilder bis 5 A Auflosung reichen, und wir sind zur Zeit mit 
einer detaillierten Analyse be~chtiftigt‘~~’. Nach und nach 
ziichteten Daniela Rhodes. Ray Brown und Barbara Rush- 
ton Kristalle solcher Riimpfe von sieben Organismen. Alle 
zeigen im Wesentlichen die gleichen Rontgen-Beugungs- 
diagramme, was beweist, daB Nucleosomen uberall gleich 
gebaut sind. Der Nucleosomenrumpf enthalt eine zweizah- 
lige Symmetrieachse, was nicht weiter tiberraschend ist, da 
die acht Histone paarweise angeordnet sind und die DNA 
viele lokale zweizahlige Achsen hat. Aus der diffusen 
Weitwinkelstreuung der Kristalle kann man schlieaen, daD 
die DNA im Rumpf der Nucleosomen in der B-Konfigura- 
tion vorliegt. 

Figur 11 zeigt die Elektronendichtekarte @ einer der 
Hauptprojektionen des Kristalls. Die Karte gibt die ge- 
samte Elektronendichte im Nucleosom wieder, d. h. die 
Elektronendichte der DNA wird nicht von der des Proteins 
unterschieden. Die Anteile des Proteins und die der DNA 
konnen durch Neutronenstreuung im Zusammenhang mit 
det Methode der Kontrastvariation getrennt werden ; John 
Finch und eine Gruppe am Laue-Langevin-Institut in Gre- 
noble begannen rnit dieser Untersuchung, als hinreichend 
grol3e Kristalle zur Verfugung standen‘”l. Sie bekamen 
Elektronendichtekarten der DNA und des Proteins entlang 
der drei Hauptachsen (vgl. Fig. 11 0 und 11 0). Die Karte 
der DNA bestatigt die friiher vorgeschlagene Superhelix 
rnit eindreiviertel Windungen, und die Karte des Proteins 
zeigt, da13 das Histon-Octamer selbst eine Keilform hat. 

c - I l l  6 - - 
Gesamtelek~ronendicMe DNA (39% D p )  Protein 1653: D,O) 

Fig. 1 1. Rojektionen der Elektronendichteveteilung des Nucleosomrumpfes. @ Berechnet aus Rhtgenbeugungsdaten 1561: 
@ und @ berechnet aus Neutronenbeugungsdaten nach Kontrastvariation [57]. In @ ist der Verlauf der superhelicalen 
DNA eingezeichnet, @ zeigt nur den Proteinkern. 
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4.2. Dreidimensionale Bildrekonstruktion des 
Histon-Octamers und raumliche Verteilung der Histone 

Eine Alternative zur Unterscheidung von DNA und Pro- 
tein durch Neutronenbeugung ist die direkte Untersu- 
chung des Histon-Octamers. Dieses Teilchen bildet den 
Kern des Nucleosoms, und man kann es frei in Msung bei 
hoher Salzkonzentration erhalten; die DNA wird dabei 
verdrangtfs8]. Bei den Kristallisationsversuchen bekamen 
wir geordnete Aggregate - Hohlzylinder - die wir elektro- 
nenmikroskopisch studiertentSg. Die in Abschnitt 3.2 be- 
schriebene Bildverarbeitung erbrachte eine dreidimensio- 
nale Dichtekarte bei niedriger Auflasung und ein Modell 
des Octamers (Fig. 12a). Um zu priifen, ob die Ablosung 
der DNA zu einer Strukturveranderung im Histon-Octa- 
mer gefiihrt hatte, wurden Projektionen des Modells be- 
rechnet und mit den Projektionen des Proteinkerns der 
Nucleosomen verglichen, die wir aus den Neutronenbeu- 
gungsversuchen erhalten hatten. Die Ubereinstimmung der 
Dichtekarten war gut und zeigte, daI3 die Struktur des Oc- 
tamers nicht wesentlich verandert war. 

Fig. 12. @ Modell des Histon-Octamers, berechnet aus der dreidimensiona- 
len Rekonstruktion von elektronenmikroskopischen Bildern 1591. Die zwei- 
zshlige Symmetrieachse ist eingezeichnet. Die Vorspflinge am Rand des Mo- 
dells bilden eine linkshiindige helicale Rampe, auf die eindreivienel bis zwei 
Windungen einer DN A-Superhelix aufgewickelt werden kilnnen. @ Struktur 
des Histon-Octamers aus @ mit zwei Windungen der DNA-Superhelix. (Der 
Deutlichkeit halber ist der Durchmesser des Plastikschlauchs etwas kleiner 
gewahlt, als es der DNA entsprechen witrde.) Entfemungen liings der DNA 
sind durch Zahlen - 7 bis + 7 markiert, wobei die Symmetrieachsc als Ur- 
sprung dient. Damit sind die 14 Perioden bezeichnet, die in den 146 Basen- 
paaren des Nucleosomrumpfes Platz finden. Die Anordnung der cinzelnen 
Histonmolekiile im Modell ist im Text beschrieben. 

Bei der Auflosung dieser Methode (20 A) konnte gezeigt 
werden, daO das Histon-Octamer eine zweizlhlige Symme- 
trieachse hat, genau wie der Rumpf des Nucleosoms 
selbst; aul3erdem ist auch das Octamer keilfarmig und 
zweigeteilt. An der AuDenseite liegt ein System von Vor- 
spriingen, das eine mehr oder weniger helicale und konti- 
nuierliche Rampe mit einem auoeren Durchmesser von 
70 A und mit der Ganghohe von 27 A bildet, eine genau 
passende Spule, urn eindreiviertel Windungen der DNA- 
Superhelix aufzuwickeln (Fig. 12b). 

Die Auflosung der Elektronendichtekarte des Octamers 
reicht nicht aus, um die einzelnen Histonmolekule zu er- 

kennen, aber wir haben die Beziehung zwischen dem Octa- 
mer und der Superhelix der DNA genutzt, um daraus auf 
die einzelnen Histone zu s ~ h l i e R e n ~ ~ ~ ] .  Bei dieser Interpre- 
tation halfen uns die Ergebnisse von Mirzabekov und sei- 
nen MitarbeiternI6O1, die Histone und nucleosomale DNA 
chemisch quervernetzt haben ; weiterhin griffen wir auf In- 
formationen uber die Nachbarschaftsverhaltnisse zwischen 
Histonen zuriick, die durch Quervernetzung der Proteine 
erhalten worden waren. Ohne ein dreidimensionales Mo- 
dell konnen die Daten nicht sicher interpretiert werden, 
weil die Kenntnis der Kontaktpunkte zwischen Histonen 
und einem Strang von DNA nicht ausreicht, um die raum- 
liche Anordnung der Histone im Rumpf der Nucleosomen 
festzulegen. Im ubrigen liegen die beiden Windungen der 
superhelicalen DNA ziemlich nahe beieinander, so daR 
das Muster der Vernetzungspunkte zwischen DNA und 
Histonen nicht unbedingt die lineare Anordnung der Hi- 
stone langs der DNA wiedergibt. Erst die dreidimensio- 
nale Elektronendichtekarte engt die Zahl der Moglichkei- 
ten soweit ein, daR man eine Auswahl treffen kann. 

In dem vorgeschlagenen Raummodell besteht die heli- 
cale Rampe des Octamers aus der folgenden symmetri- 
schen Sequenz von acht Histonen: H2A-H2B-H4-H3-H3- 
H4-H2B-H2A. Das Tetramer (H3)2(H4)2 bildet eine ver- 
formte Scheibe, quasi eine einzelne Windung einer Helix, 
und definiert damit den Drehsinn der DNA-Superhelix. 
Diese Struktur des Histon-Tetramers erklart die Beobach- 
tung vieler Forscher, angefangen bei Felsenfefd[6'1, der 
fand, daR H3 und H4 allein, ohne H2A und H2B, bei der 
DNA Nucleosomen-ahnliche Eigenschaften, vor allem die 
Superhelix und die Resistenz gegen Verdauung durch Mi- 
crococcus-Nuclease, induzieren; H2A und H2B konnen 
dies nicht. Das Modell erklart auRerdem die asymmetri- 
sche Dissoziation des Histon-Octamers, wenn die Salzkon- 
zentration erniedrigt wird: Uber einen hexameren Zwi- 
schenzustand entstehen ein (H3)2(H4),-Tetramer und zwei 
H2A-H2B-Di1nere[~'.~~]. 

4.3. Die Rolle des Histons H1 uod 
Strukturen hoherer Ordnuog 

Die im vorigen Abschnitt beschriebenen Untersuchun- 
gen ergaben ein ziemlich detailliertes Bild der inneren 
Struktur eines Nucleosoms, aber bis 1975 war weder klar, 
wie die Verbindung der Nucleosomen entlang der Chro- 
matinkette aussieht, noch kannten wir die nachsthohere 
Ebene der Organisation. Es war seit einiger Zeit bekannt, 
daR die Dicke von Chromosomenfasern bei der elektro- 
nenmikroskopischen Beobachtung zwischen 100 und 
250 A schwankte; dies hing von der Gegenwart chelatbil- 
dender Liganden bei der Praparation ab. Dies war der 
Ausgangspunkt fur die Experimente, in denen Finch und 
ich kurze Stucke von Chromatin untersuchten, die durch 
eine kurzzeitige Verdauung des Kernmaterials durch Mi- 
crococcus-Nuclease entstande#"l. In Gegenwart von Che- 
latliganden erschien das native Chromatin als ziemlich ein- 
heitliche Filamente von 100 A Durchmesser. Gab man 
Mg*+-ionen dazu, rollten sich die Stiicke zu dickeren, un- 
regelmaBigeren Fasern auf; ihr Durchmesser betragt 250 bis 
300 A, und sie weisen Querstreifen im Abstand von etwa 
120 bis 150 A auf. Dies entspricht offenbar den Windun- 
gen einer geordneten, aber nicht vollkommen regulilren 
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Helix oder Superhelix. Da der Ausdruck ,,Superhelix" 
schon in anderem Zusamrnenhang gepragt worden war, 
benutzten wir den Begriff ,,Solenoid"; dieser sollte andeu- 
ten, daB die Windungen wie beim Elektromotor dicht bei- 
einanderliegen. Aufgrund der elektronenmikroskopischen 
Bilder und der Rontgen-Beug~ngsdiagramme~~~~ schlugen 
wir vor, daS die zweite Ebene der Chromatinorganisation 
eine helical gewundene Nucleosornenfaser ist, die etwa 
sechs Nucleosomen pro Windung enthalt. AuSerdem fan- 
den wir, daB nur unregelmal3ige Klumpen gebildet wur- 
den, wenn die gleichen Experimente ohne das Histon HI  
durchgefuhrt wurden. Daraus folgte, daB das funfte Histon 
H1 fur den Aufbau und die Stabilisierung der geordneten 
Faserstruktur notwendig ist. 

Wir hatten zwar jetzt die Organisationsebene erkannt, 
auf der H1 seine Funktion bei der Kondensation des Chro- 
matins erfiillt, doch erst spater, als wir mehr Hinweise aus 
der Biochemie, der Kristallstrukturanalyse, und von ver- 
besserten elektronenmikroskopischen Bildern in der Hand 
hatten, wurde klar, wie das H1-Molekiil die Bildung der 
300A-Faser aus der l00A-Faser bewirkt. 

Betrachtet man den Zeitverlauf der Nucleaseverdauung 
und beriicksichtigt man die bekannte Struktur des Nucleo- 
somrumpfes, so 18Bt sich ableiten, wo H1 im intakten 
Nucleosom lokalisiert sein konnte. Ich habe in Abschnitt 
4.1 erwahnt, daB es einen Zwischenzustand bei der Ver- 
dauung des Chromatins durch Micrococcus-Nuclease gibt, 
bei dem die DNA-Stucke etwa 166 Basenpaare enthalten. 
H1 wird bei dem Verdauungsschritt von 166 nach 146 Ba- 
senpaaren freige~etzt'~']. Da die 146 Basenpaare des Nucleo- 
somrumpfs eindreiviertel Windungen der Superhelix ent- 
sprechen, folgerten wir, daS das Teilchen rnit 166 Basen- 
paaren zwei komplette Windungen der DNA enthalt[531. 
Dies bringt die beiden Enden der DNA am Nucleosom 
nahe zusammen, so daB sie beide uber ein einziges Mole- 
kiil HI verbunden werden konnen (Fig. 13). Ein solches 
Teilchen aus Histon-Octamer und 166 Basenpaaren wird 
Chromatosom genanntl6']; es wird von uns und anderen 
Gruppen fur die Grundeinheit des Chromatins gehalten. 

ohne 
H1 

H1 lagert sich an dieses Teilchen an die AuSenseite in der 
Gegend des Ein- und Austritts der DNA-Superhelix an. 

Diese Theorie klingt plausibel, doch blieb zu fragen, ob 
das Histon H1 wirklich am postulierten Ort zu finden ist. 
H1 ist zu klein, um es direkt elektronenmikroskopisch zu 
finden; auf seine Position kann aber geschlossen werden, 
wenn man seinen EinfluB auf das Aussehen des Chroma- 
tins beim Falten der l00A-Nucleosomfaser in die 300A- 
Solenoidfaser untersucht. Die Zwischenzustande wurden 
in einer systematischen Studie von Thoma und Koller dar- 
gestellt[661, die die Faltung des Chromatins bei steigender 
lonenstarke studierten. Sie verwendeten einwertige statt 
zweiwertige Ionen und entdeckten so eine Reihe von 
Strukturen, die mit steigender Salzkonzentration zuneh- 
mend kompakter werden. Zum Beispiel liegt in 1 mM Salz- 
losung die Nucleosomenfaser vor; iiber eine Serie von 
Zwischenstufen erreicht man schlieDlich in 60 mM Salzlo- 
sung die kompakte 300A-Faser, die in jeder Hinsicht der 
von mir und Finch beobachteten gleicht. 

Salzkonzentration 

1 mM 5 mM 

mit 
H1 

-~~ 

helix mit 1: Windungen 2 Windungen und H 1 

Fig. 13. Ohen: Wenn die 146 Basenpaare der DNA im Nucleosomrumpf 
etwa eindreiviertel superhelicalen Windungen entsprechen, dann umfassen 
166 Basenpaare zwei volle Windungen. Da mindestens 166 Basenpaare ndtig 
sind, um das Histon HI zu binden [52], muR es die angedeutete Position ha- 
ben. Unten: Das Schema der Nucleosomenfaser bei niedriger IonenstBrke 
zeigt den Grund fiir die Zickzackstruktur (vgl. Fig. 14). I m  rechten Teil des 
Modells ist eine Variante der Zickzackstruktur dargestellt, die ebenfalls oft 
beobachtet wird. Sie entsteht, wenn man ein Nucleosom 180" um die Faser- 
achse dreht. 

Fig. 14. Elektronenmikroskopische Bilder von Chromatin mit oder ohne HI 
bei niedriger lonenstirke [66]. In Gegenwart von HI ist die erste erkennbar 
geordnete Struktur @ eine lose Zickzackkurve, bei der die Eintritts- und 
Austrittsstelle der DNA am Nucleosom nahe benachbart sind; bei etwas h6- 
herer Salzkonzentration @) wird das Zickzack dichtcr. In Ahwesenheit von 
HI gibt es keine Ordnung im Sinn einer definierten Fasemchtung. Bei nied- 
riger Salzkonzentration @ sind keine Nucleosomen mehr sichtbar, wcil sich 
die DNA gedffnet hat und nur noch mit einzelnen Histonmolekiilen bedeckt 
ist. Bei etwas hdherer Salzkonzentration @ sind wieder Nucleosomen sicht- 
bar, aber die Eintritts- und Austrittsstellen der DNA sind mehr oder weniger 
zufallig verteilt. MaRstab= I00  nm. 

Man kann auf die Position von HI schlieSen, wenn man 
den Unterschied der Strukturen betrachtet, die bei Ionen- 
starken zwischen 1 und 5 mM in Gegenwart oder Abwesen- 
heit von H1 entstehen (Fig. 14). In Chromatin mit HI sieht 
man eine geordnete Struktur: Die Nucleosomen haben ein 
regulares Zickzackmuster und liegen mit ihrer flachen 
Seite zum Objekttrager. Die Zickzackform entsteht da- 
durch, daD die Ein- und Austrittsstelle der DNA benach- 
bart sind; dies war auch nach den Riintgen- und biochemi- 
schen Untersuchungen zu erwarten (Fig. 13). Bei Chroma- 
tin ohne H1 liegen die Eintritts- und Austrittspunkte unge- 
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fahr auf entgegengesetzten Seiten und sind uberdies zufal- 
lig verteilt. Tatsachlich lost sich die Struktur des Nucleo- 
soms bei sehr niedriger Ionenstirke in eine lineare Form 
auf, bei der man keine individuellen Kugeln mehr erken- 
nen kann. Dies kann in Gegenwart von H1 nicht gesche- 
hen. Wir schlossen daraus, daB H1 oder ein Teil davon 
sich in der Region befindet, wo die DNA in das Nucleo- 
som ein- und aus dem Nucleosom austritt und diesen 
Punkt, wie vorhergesagt, stabilisiert. 

Bei den zickzackformigen Zwischenstrukturen liegen die 
H 1-Regionen aufeinanderfolgender Nucleosomen nahe 
beieinander oder beriihren sich sogar. Daraus leiteten wir 
ab, daB mit zunehmender Ionenstirke immer mehr H1-Re- 
gionen miteinander in Wechselwirkung treten, bis sie 
schliel3lich zu einem helicalen Polymer kings der zentralen 
Achse des Solenoids aggregieren und damit die geordnete 
Form hervorrufen. Polymere von H1 konnten tatsachlich, 
sowohl bei niedriger als auch hoher Ionenstarke, durch 
chemische Quervernetzung erhalten werdenr6''; es bleibt 
jedoch noch zu zeigen, ob sich die H1-Molekiile wirklich 
im Zentrum des Solenoids befinden. Der wichtige Punkt 
dabei ist, daB die Aggregation von HI parallel zur Bildung 
der 300kFaser verlauft und sie moglicherweise kontrol- 
liert. 

4.4. Die Rolle aller Histone im Zusammenspiel 

Aus der raumlichen Anordnung der Molekule des Hi- 
ston-Octamers und aus der Position des Histons H1 kann 
man die Rolle der verschiedenen Histone bei der Faltung 
der DNA am Nucleosom erkennen (Fig. 15)[531. Das Tetra- 
mer (H3)2(H4)2 hat ungefihr die Form einer einzelnen he- 
licalen Windung und definiert damit die zentrale Schleife 
der DNA-Superhelix. H2A und H2B kommen als zwei He- 
terodimere dazu, eines auf jeder Seite des H3/H4-Tetra- 
mers. Jedes Heterodimer bindet eine zusatzliche halbe 
Windung der DNA und vervollstandigt damit die zwei 
Windungen der Superhelix. SchlieBlich bindet H1 an die 
Region des Teilchens, wo drei Abschnitte der DNA zusam- 
menkommen; H 1 stabilisiert und ,,versiegelt" das Nucleo- 
som und induziert dariiber hinaus die nachste Stufe der 
Organisation. Diese nacheinander ablaufenden Ereignisse 
wiirden auch den zeitlichen Verlauf der Anlagerung der 
Histone an neu replizierte DNA erklaren168-701. 

Wir haben hier ein einigermaBen detailliertes Modell 
des Nucleosoms und eine Beschreibung der nachsthoheren 
Stufe der Faltung prasentiert. Es liefert einen strukturellen 
und chemischen Rahmen, innerhalb dessen wir die dyna- 
mischen Vorginge des Chromatins in der Zelle betrachten 
konnen, z. B. Transkription, Replikation und Mitose. 

5. Schluabemerkung 

Ich habe unsere Arbeiten am Chromatin besonders her- 
vorgehoben, weil sie als Paradigma fur die Art von Struk- 
turuntersuchungen dienen konnen, die die Zusammen- 
hange zwischen molekularen und zelluliren Elementen 
enthiillen. Man studiert erst ein komplexes System, indem 
man es physikalisch, chemisch oder enzymatisch zerlegt 
und versucht dann, ein genaues Bild der Teile durch Rant- 
genbeugung oder chernische Analyse sowie ein Bild der 

H2A H2B. (H3),(H4),. H2A H2B 

*+Windung =l Windung ==;Windung 

superhehcaler DNA 

2 Windungen der Superhelix 
+ H l  

Fig. I S .  Anordnung der Histone im Nucleosom. Die Schraffur im Histonkern 
zeigt die Positionen einzelner Hiatonmolekiile; die Grenzen zwischen ihnen 
sind unbekannt und deswegen nicht eingezeichnet. @ Das (H3),(H4)2-Tetra- 
mer hat die Form eines Sprungrings und dient als Spule fiir 70 bis 80 Basen- 
paare der DNA, etwa eine superhelicdle Windung. @ Ein HZA-HZB-Dimer 
lagerl sich an eine Seite des Tetramers an. @ HZA-HZB-Dimere auf gegen- 
uberliegenden Seiten binden je 30-40 Basenpaare DNA, etwa die HBlfte ei- 
ner superhelicalen Windung. so daO insgesamt zwei Windungen entstehen. 
@ Das Histon HI lagert sich an eine charakteristische Stelle der DNA am 
Eintritts- und Austrittspunkt und ,,versiegelt" so das Nucleosom. 

Gesamtstruktur durch Elektronenmikroskopie zu erhalten. 
Die Viren und das Chromatin, die ich hier beschrieben 
habe, sind allerdings noch relativ einfache Strukturen. 
Weitaus kompliziertere Systeme wie z. B. die Ribosomen 
und der Mitoseapparat warten auf uns, und die AufklL- 
rung solcher Strukturen sollte fur zukiinftige Generationen 
eine sehr schwierige, aber interessante Aufgabe sein; ge- 
genwartig beginnt man gerade, auch solche Probleme auf- 
zugreifen. Es freut mich, daB ich an der Grundlegung der 
strukturorientierten Molekularbiologie mitwirken konnte. 

Es ist klar. daJ ich die hier skizzierten Arbeiten nicht ohne 
die Hiye von vielen ausgezeichneten und geschatzten Kolle- 
gen und Mitarbeitern hatte durchfuhren konnen. Nach Rosa- 
lind Franklins Tod konnte ich mit John Finch und Kenneth 
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Holmes, damals Studenten, heute Kollegen, an den Viren 
weiterarbeiten. Uber viele Jahre hatte ich eine transatlanti- 
sche Verbindung mit Donald Caspar, der mich mit Rat, Kri- 
tik und Erkenntnissen unterstutzte. Ich kann hier nur einige 
Namen meiner anderen Mitarbeiter auf mehreren Gebieten 
nennen: Bei der Untersuchung der Chemie und Aggregation 
von Viren: Reuben Leberman, Tony Durham, Jo Butler und 
David Zimmern; bei der Viruskristallographie: William Lon- 
gley, Peter Gilbert, John Champness, Gerard Bricogne und 
Anne Bloomer; bei der Elektronenmikroskopie und Bildver- 
arbeitung: David DeRosier, Harold Erickson, Tony Crow- 
ther, Linda Amos, Jan Mellema, Nigel Unwin und, wahrend 
der ganzen Zeit, John Finch; bei der Strukturuntersuchung 
von Transfer-RNA: Brian Clark, der das biochemische 
Verstandnis und die Methoden einbrachte, ohne die die Ar- 
beit nicht hatte begonnen werden konnen, Jon Robertus, 
Jane Ladner und Tony Jack; beim Chromatin: Roger Korn- 
berg, dessen Geschick und Verstandnis halfen. aus einem 
verschwommenen Thema eine klare Problemstellung zu ent- 
wickeln, Markus Noll, Len Lutter und Daniela Rhodes sowie 
Ray Brown, die erfolgreich ihre bei der Untersuchung von 
tRNA gewonnenen Erfahrungen auf Nucleosomen anwende- 
ten, und schlieJIich Tim Richmond und John Finch, die sich 
zur Zeit mit den Rontgen- Untersuchungen bei hoherer Auf- 
losung beschafligen. 

Eingegangen am 25. April 1983 [A 4631 
Ubersetzt von Dr. E. Mandelkow, Heidelberg 
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