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Abstract 

It is widely accepted that native DNA exists as a highly 

ordered complex (nucleosomes) of the histon octamer (H2A, 

+i2E, H3, H4j2 within the chromosomes. This structure can 

be isolated and purified to yield single nucleosomes which 

can be dissociated -by rising the ionic strength of the 

solution and which reassociate upon lowering the ionic 

strength. In this investigation we follow the temperature 

induced denaturation of isolated nucleosomes by the helc 

of an adiabatic scanning calorimeter and we can correlate 

t'he ent'nalpy changes with the stepwise unfoldin? of the 

particles. 

Einleitung 

Es ist allgemein akzeptiert, daS die DNA in den Chromosomen 

als geordneter Komplex der vler Histone (H2A, H28, H3, H41 
2 

--eorliec, t. Diese Strukturen lassen sich isolieren und durch 

:%nderung der ionenstgrke dissoziieren bzw. reassoziieren. 

Die thernische Denaturierung der Teilchen kann mit Hilfe 

eines adiabatischen Kalorimeters verfolgt werden und die 

einzeinen Enthalpiesnderungen lassen sic;3 einzeinen Schritten 

tier temperaturinduzierten Entfaltung der Sturktur zuordnen. 
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~us diesem Tineme ergeben sich drei unmittelbare Fragen. 

1. Gj_%t es Geordnete Chromatin-Untereinheiten oder 

anders gefragt: Sind die Chromosomen aus regelm3Sigen 

aaugruppen aufgebaut? 

2. Kann man an diesen Untereinheiten stwas Sinnvolles 

messen, sinnvoll sol1 heiflen, etwas was uns die 

Struktur und die Funk tion der Untereinheiten besser 

verstehen 180t? 

2 
4. Kann die Thernodynamik, die sozusagen ein Kind des 

vorig en Jahrhunderts ist, eine Wethode sein, solche 

Struktsurinfornationen zu gewinnen. 

slickt man in ein Lehrjuc'n der allgemeinen Eiologie, der 

-5-Pr.etik ader Z~ll~iologie, so findet man zwar etwas iiber 

bie _:orpfiologie *Jon Chromosomen, aber es findet sich 

'kein >;or t Li'cer geordnete Chromatin-Untereinheiten. '+fie 

konmt das? "vie Antwort hierauf ist ganz einfach, man 

5iu!3 te bisher nichts dariiber und bis dato gab es such 

keinen Grund, etwa cur ZrklZrung experimenteller Ergeb- 

nisse, das VorIhandensein von regelmal3igen Untereinheiten 

z ;I fordern. 

Cer erste i-!inweis auf spezielle, regelm%ige Grunci.bausteine 

des Chromatins erga's sich aus elektronenmikroskopischen 

Aufnahmen von jesonders schonend prapariertem Chromatin 1 

aus Kiikenerythroxyten. 
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Abb. 1 E.M. Dild von Chromatin von Olins and Olins. 

Was wollen wir als Chromatin bezeichnen? Chromatin ist 

ein Sammelbegriff der leicht fgrbbaren Besandteile einer 

Zelle. Die Zelle ist von den Nachbarzellen durch eine 

Zellwand abgetrennt. Neben vielen kleinen Zellbestand- 

teilen fBllt eine Struktur besonders ins Auge, n~mlich 

der durch eine weitere Membran von dem Librigen Zellinhalt 

abgetrennte Zellkern. Bemiiht man sich,weitere Einzel- 

heiten im Zellkern zu erkennen, so sieht man innerhalb des 

Zellcyklus zu einem bestimmten Zeitpunkt besonders deut- 

lich der .Chromosomen. Dabei handelt es sich sozusagen urn 

kondensiertes Chromatin. Die Chromosomen sind die Trsger 

der Erbinformation. Die Hauptkomponenten der Chromosomen 

sind bestimmte Proteine und die DesoxyribonukleinsLren. 

Wahrscheinlich enthslt ein Chromosomeinainziges Molekiil 

der DNA. Die DNA stellt das Erbmaterial dar, Auch in ge- 

ordneten Chromatin-Untereinheiten ist die DNA vorhanden. 

Wenden wir uns noch kurz den Proteinen in den Chromosomen 

zu. Pauschal hat sich hier eine Zweiteilung eingefiihrt. 

Man teilt die beteiligten Proteine auf in die Nichthiston- 

Proteine und in die Histone. Die Nichthistone bilden einen 

ganzen Zoo von verschiedenen Teilchen. Uber die Zuordnung 
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und vor allem iiber die Funktion der Nichthiston-Proteine 

ist bisher so gut wie nichts bekannt. Bei den Histonen 

ist heute schon recht vie1 bekannt. Die Einzelheiten will 

ich im Augenblick noch zuriickstellen. Betrachtet man ein 

einzelnes Chromosom (gild 2) noch genauer, ciann fSllt 

einem auf, daD es aus gleichartigen sphErischen Teilchen 

aufgebaut ist. Je nach der VorGeschichte bei der PrZpara- 

tion sind diese SphZrischen Teilchen mehr ode-_ wenicer eng 

.;epackt. Ze% diesen sphgrischen Teilchen handelt es sich 

urn die icleinsten, Seordneten Untereinheiten des Chromatins. 

:mj e i t e r e Enzelheiten dieser Teilchen zu sehen ist leider 

aach mit tiilfe der besten Clektronenmikroskopie nicht 

mei-r mticlic'h ’ . A m Da ;7ilft nur noch der Irickzeichner. Die 

?olle des Trickzeichners Gbernimmt heute der Computer. 

(Zild 3) Das is'_, was der Trickzeichner heute l ls 

"Yiukleosom" oder " Y-Sociy”, als kieinc geordnete Zin- 

:ieit der Chromosomen prssentiert. Sie jesteilt aus einen 

.dosenfSrmiGen XLirper, der aus Histonen SebLidet wird, 

.und urn diesen Kijrper nit der Dlcke won ca. 55 .i ist eine 

XGGEoppelhelix inl3/ 4 Xinduncen aufqewickelt. 2loher weiq 

tier Trickzeichner das so genau? Nun jz, so qenau weil3 er 

es nlctit, atier er hat eir.e ?.efhe cuter Ersnde, das sild 
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,q i., _ 
m 3 ZC??uLerzeichnun< eines ?lukleosoms, 

ei:-,4s IIukl~osnms so zu zeicnnen. 

<.zi:sSuen wir unser Teilchen etwas .genauer a,n. Die D:.:X is? 

a:. ;$er Aul3enseite der Teilchen, die Proteine 5efinden sich 
:_ - _,:I I n ;-. e L- e n nier J -_ c 2 rulk tur _ Soher wail? man dieses? ;;Jir k5nnen 

,:I& I -:;cnenf-- f’j= . -_ die Xichtigkeit des vorgesteiiten Modells 

i ,: zilei C-runoen einteiler., . . ohne damit eine XerzJng zu 

-.-5:-C -nC',er.:. Die erste Gruppe der krgumente ergiht sich aus 

.+ cz 1; 'z 1 oc?,emisrhen Untersuchungsverfahren. Xenn wir uns nun 

:;cn r;locl-ienisc~nen Ve-fa.nren +twas me'nr wicimen, dann kann 

;T,sL.T. %;ier vielleicht kurz einflier?en lassen wie man prapa- 

,:ac;'-' G'rerhaupt 2 
zu den Teilchen gelangt . Als Ausgangs- 

pL:ilCt tier PrSpa ration wahlt mar. sich ein gut zugangliches 

~elLC1Zzes Xaferial. Eine Reihe von Untersuchungen an 

;:;:!;leosomen sind an Erythrozyten von Vijgeln, sqrich Kiiken 

;emcc:‘:t worden. Das hat einen Hauptgrund derin, dafi es sich 

:.icr 23 ein kesonders leicht zugangliches, jilliges Aus- 

gzn~;sprodukt handelt. Die hier vorgestellten Zrgebnisse der 

pilysikalFsch-chemischen Fessungen sind auc:; an Nukleosomer. 
3 :I:= .__W F:iikenerythrozyten erzielt worden . Die zweite einge- 



fiihrte Cuelle fiir Chromatin ist die Rattenleber. Wir haben 

einen Teil unserer Untersuchungen an Rattenleberchromatin 

durchqefiihrt. Ich will die Skeptiker unter Ihnen beruhigen: 

:Kiikennukleosonen und Rattennukleosomen sind nach allen 

bekannten Daten iijer diese Strukturen identisch. 

Woraus beste'nen die 7Jukleosomen genau? 

IGach allem was wir iiber Nukleosomen heute wissen bestehen 

sle 3 gleichen Teilen aus Histonproteinen und aus DNA. 

Die den Proteinkern der Nukleosomen aufbauenden Histon- 

proteine sind die Histone ti2A, H2B, H3 und H4, die 

einen st5chiometrischen Komplex bilden, in dem alle 

diese Eistone genau zweimal auftieten, Es ist naheliegend, 

aus der Stochiometrie auf eine Symmetrie der Teilchen 

zu sc:hlieOen. Es gibt Hinweise auf eine zweizahlige 
4 Syixzetrieachse . (Sild 4) 

_. 
;5 .; it t auf::7 liinweise auf XalSnukleosoinen, aber das ist 

.alIes .>:a5 3an in diesem Zusammenhang sagen kann. Die so- 

crenannten inneren i'istone < -oilden unter bestimmten Bedin- 
_..- .A,_._ :eil* z-r. ir, 2 r-7 x0- -hsalxl6s~~n5 stabile Ac;qreGate, die 
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sich aber nicht mit DNA zu Nukleosomen assoziieren. Erst 

wenn man die Gesamtionenstsrke erniedrigt, lal3t sich ein 

stabiles Teilchen bilden. Auf diese Weise hat man Zugang 

zu einem standartisierten Teilchen, das u.U. durch Kikro- 

kokkus Nuklease-Verdauung van Zellkernen nicht so einfach 
5 

zu erhalten ist . Diese Rekonstitutuion erlaubt es eben 

such, modifizierte Bistone einzufiihren. Die DNA in den 

Nuicleosomen besteht immer aus 142 - 145 Basenpaaren. Dies 

ist eine feste Zahl, die fur alle bisher untersuchte 

Nukleosomen gilt. Die Zahl der Basenpaare ist such unbe- 

einfluDt von der relativen H.Xufigkeit der CC- und AT Basen- 

paare und such davon, ot die DNA in ihrer Vorgeschichte 

jemals Bistone gesehen hat. Die Bakterien uni Viren, kurz 

alle Prokarionten, .besitsen von Natur aus keine mit der 

D?!A assoziierten Proteine. Trotzdem lassen sich aus DNA 

der E.coli und i-iistonen aus Kalbsthymus rekonstituiere 

ilukleosomen darstellen, Die Wechselwirkung tier DNA mit den 

inneren Histonen kann also nicht basenspezifisch sein. 

Worin 'besteht die Grundlage der Wechselwirkungen der Histone 

mit der Di:.A_ Einen wichtigen Hinweis auf die iiberwiegende 

Art der k!echselwirkunpen erhslt man, wenn man sich die 

Primgrstruktur der Histone ansieht. AugenfSllic ist die 

i+Sufung der positiv geladenen AminosSuren. iysin bzw. 

.4rginin sind von allen .4minosSuren die am haufigsten ver- 

tretenen. Wenn man sich die bekannten Primgrstrukturen der 

vier histone ansieht, (3ild 5) dann fBilt die hohe Freouenz 

.\Sj, = _ FrimSrstruktur de5 Histons :-i2A. 



der protonierten AminosZuren auf, Im Schnitt trZgt jede 

4. Aminos8ure eine positive Ladung in der Seitengruppe, 

Die Ladungsverteilung entlangder Polypeptidkette ist aber 

nicht rein statistisch, sondern 1ZBt an eln Teilchen 

denken, das in seiner Sekundsrstruktur einen globulSren 

Kern bildet, aus dem der N-terminale und der C-terminale 

Schwanz sozusagen heraushtingen. Hier hlufen sich die 

Ladungen und es liegt nahe, eine bevorzugte Wechselwir- 

kung zwischen den geladenen Aminossuren und den entgegen- 

gesetzt geladenen Phosphatgruppen der Nukleinssuren anzu- 

ordnen. Dal3 diese Ionenwechselwirkungen zwischen den Nukle- 

ins&iuren und den Histonen einen wichtigen Beitrag fiir die 

Stabilitst der Nukleosomen bilden, 1BRt sich schon dadurch 

zeigen, daR man durch die Erhijhung der Kationen in der Lijsung 

die Stabilitst der geordneten Strukturen leicht beein- 

flussen kann. 

Es lohnt sich glaube ich, noch ein paar Worte zu den van 

der Waais Wechselwirkungen und den Wasserstoffbriicken- 

bindungen zu sagen. Wir sind uns glaube ich nicht immer 

SewuBt, da!3 such diese beiden Wechselwirkungen auf 

elektrostatische Effekte zuriickzufiihren sind, nur ist 

die Ladungstrennung hier zeitlich und rsumlich nicht 

konstant, sondern wird erst durch die gegenseitige An- 

nBherung der Atone hervorgerufen. Bei den van der Waals 

Wechselwirkungen i-st die Bindungsenergie umgekehrt pro- 

portional zur 6. Potenz der Entfernung. Zu der anziehen- 

den Wechselwirkung kommt noch die van der Waals'sche 

AbstoBung, hervorgerufen durch den Kontakt der SuReren 

Elektronenschalen. Die verschiedenen van der Wasls Wechsel- 

wirkungen gleich sich bei einer bestimmten Entfernung der 

Atome gerade ausD Diese Enfernung nennen wir den van der 

Waais Radius. Eie GrsBenordnung der Wechselwirkungsenthalpie 

solcher van der Waais Xechselwirkungen ist etwa 1 kcal/M. 

Verglichen nit den 0,6 kcal/M fiir die mittlere kinetische 

Znerqie heint das: unter physiologischen Bedingungen 

spielen van der Waals Wechselwirkungen nur dann eine Rolle, 

wenn spezieile Xolektilgruppierungen geeignete Kontaktflschen 
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ftir andere Molekiilgruppicrungen bilden 
6 
. Daraus ergibt 

sich eine allgemeine Regel, dat3 in einem biologischen 

System die meisten Molekfile nur mit wenigen anderen Mole- 

kiilen solche KontaktflZchen und damit die FZhigkeit zur 

Ausbildung von van der Waals Wechselwirkung gemeinsam 

haben. Hier kommt nklich noch hinzu, daR ja such noch das 

Solvatwasser, das unsere Molekiile umgibt, dabei zu beriick- 

sichtigen ist, d-h, es muB gleichzeitig in der Lage sein, 

eine maglichst geordnete Struktur auszubilden. Diese starke 

Tendenz des Wassers, unpolare Gruppen auszuschlieBen zu- 

sammen mit der Tendenz der unpolaren Gruppen, van der 

Waals Wechselwirkungen einzugehen, wird in der Literatur 

h'iufig unter dem gemeinsamen Etikett hydrophobe Wechsel- 

wirkungen zusammengefaBt. 

Wir wollen uns hier aber nicht weiter in den Nomenklatur- 

streit einlassen, was eine hydrophobe bJechselwirkung ist, 

wir wollen nur so vie1 aus der Erijrterung mitnehmen, daB 

die Wechselwirkung unpolarer Gruppen untereinander zusatz- 

lich dadurch beeinfluRt ist, ob das LBsungsmittel Wasser 

dabei eine geordnete Struktur ausbilden kann, Das Lijungs- 

mittel Wasser spielt vor allem fiir die letzte Gruppe der 

schwachen Wechselwirkungen eine Rolle, die H-ariickenbin- 

dungen. Wenn hier von der H-Briickenbindungsenergie gespro- 

then wird, dann ist damit grundsatzlich die Differenz der 

H-Briickenenergie der zwei Molekiile untereinander und der 

Molekiile mit dem Wasser gemeint. Auch Wasserstoffbrticken- 

bindungen sind letztlich elektrostatischer Natur. Als an- 

schauliches Beispiel sei hier nur an die Wechselwirkung 

einer (NH3)+- Gruppe mit einer Coo-- Gruppe erinnert. Der 

iibergang zwischen Ionenbindung und H-Brtickenbindung ist 

also flieBend. In biologischen Systemen sind die Wasser- 

stoffbriickenbindungen die mit Abstand wichtigste Gruppe 

der schwachen Wechselwirkungen, da sie stsrker als van 

der Waals Wechselwirkungen und vor allem stsrker ausge- 

richtet als van der Waals Bindungen sind. Wasserstoff- 

briickenbindungen sind die Grundlage der meisten spezifi- 

schen Wechselwirkungen. Der genetische Code basiert, wie 



wir noch genauer sehen werden, VOL- allem auf der Zahl der 

zwischen zwei Nukleobasen ausgebildeten Wasserstoffbriicken. 

AT-3asenpaare haben in der Ebene der heterozyklischen Ringe 

2 i-i-2 riicken und CC-Easenpaare haben 3 H-Briicken. 

Eoher weiR man, daO die rekostituierten Partikel und die 

Produkte aus der Nukleasespaltung des Chromatins identisch 

sind? Die Antwort auf diese Frage ist gleichzeitig die 

Antwort auf die Frage, ob man an diesen Partikeln etwas 

messen kann, das iiber die Funktion und Struktur etwas 

aussagt. 

Aussagen iiber die Struktur von Proteinen, vor allem aber 

van Nukleinszuren lassen sich mit Hilfe von zwei optischen 

Parametern gewinnen, nBmlich mit Hilfe 

isnus und mit Hilfe der Absorption als 

Wellenlsnge, 

des Circulardichro- 

Funktion der 

Die CD Kurve der DNA 7 geht bei 273 nm durch ein Maximum, 

anschlienend durch ein Minimum bei 246 nm und bei 223 nm 

ist die Elliptizitgt der DNA vernachl&sigbar klein, Das 

Summenspektrum der Nukleotide hat qualitativ den gleichen 

Verlauf ist aber in seiner Intensitst urn den Faktor 10 

kleiner. Das CD Spektrum der Nukleosomen unterscheidet 

sich charakteristisch vom Spektrum der DNA. Das CD 

Spektrum der Nukleosomen geht durch ein FaktorlOtieferes 

Minimum bei 223 nm, Das lBt3t sich giinstig ausnutzen, wenn 

man die DNA und die Histone getrennt beobachten will. 

'ieobachtet man bei 273 nm sieht man ijberwiegend die DNA, 

beobachtet man bei 223 nm, sieht man iiberwiegend die 

tiistone. 

Geobachtet man die Absorption von UV-Licht alS Funktion 

der Wellenlsnge, so erhslt man ebenfalls fiir Nuklein- 

sguren ein charakteristisches Spektrum 
8 
, das als Informa- 

tion die Zusammensetzung und den Ordnungszustand erhslt. 

Den Ordnungszustand erhslt man durch den Vergleich mit 

dem Spektrum der die Nukleinsaure aufbauenden Nukleotide, 

Ihre Absorption ist bei gleicher molarer Konzentration 

n%nlich etwa 40% grijBer als die Absorption der doppel- 
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helikalen Struktur der DNA 2.B.. Dieses Phanomen nennt 

man Hyperchromizitst. Die Hyperchromizitst ist ein ge- 

eignetes Mittel, urn den Ordnungszustand der DNA in den 

Nukleosomen als Funktion der Temperatur zu verfolgen. 

Noch informativer ist die Anderung der Hyperchromizitgt 

als Funktion der Temperatur, da man aus der Anderung 

dieser GrGBe die Reaktionsenthalpie fiir den ijbergang 

einer kooperativen Einheit vom geordneten in den unge- 

ordneten Zustand verfolgen kann. 

Auf dem folgenden Bild (Bild 6) ist die Anderung der 

IO 

Abb. 6 Anderung der Eliptizitgt (obere Kurve) und der 

HYperchromizitSt (untere Kurve) als Funktion der 

Temperatur. 

molaren Elliptizitgt in einem Interval de/,, als Funktion 

der Temperatur bei zwei verschiedenen WellenlSngen des 

eingestrahlten Lichts aufgetragen. Die gestrichelte 

Linie gibt den Verlauf fiir die DNA-Fraktion wieder. Man 

erkennt zwei Temperaturintervalle, nsmlich den Tempera- 

turbereich bis 60°C und den Temperaturbereich urn 70°C. 

Die oepunktete Linie spiegelt den Verlauf der Anderung 

der Elliptizitst des Histonkerns als Funktion der Tempera- 

tur wieder. Die Hauptgnderung fiir die DNA und fiir die 

Histone fsllt zusammen. Die Anderung im ersten Teil ist 
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umkehrbar, Wenn sich aber such die Struktur des Proteins 

Zndert,ftihrt die thermische Denaturierung zu einer nicht 

mehr umkehrbaren VerEnderung der Nukleosomen, Qualitativ 

wird der gleiche Verlauf der Strukturumwandlung der DNA 

such im unteren Teil des Bildes wiedergegeben, Die bei 

260 nm registrierte iinderung der Hyperchromizitst als 

Funktion der Temperatur l$iRt sich ebenfalls als Aneinander- 

reihung zweier Prozesse interpretieren, Etwa 25% der 

iinderung der DNA - Struktur erfolgt bei 60°C und die 

iibrigen 75% der Anderung erfolgen bei etwa 75OC. Zum Ver- 

gleich ist noch der Peak eingezeichnet, den man bei der 

thermischen Denaturierung der isolierten DNA-Doppelhelix 

mit einer LZnge von 142 B.P. erhalt, Hier ist die Tempe- 

ratur, bei der gerade 50% der Sekutigrstruktur versndert 

sind, etwa 16O niedriger als der Vorpeak der Nukleosomen- 

umlagerung und ca. 30 o niedriger als der Hauptpeak der 

Nukleosomendenaturierung, 

Wie lassen sich die einzelnen Schritte der Denaturierung 

der Untereinheiten darstellen, Das kompakte native Partikel 

beginnt wie ein Paket, sich mit steigender Temperatur auf- 

zupacken. Zuerst entwindet sich die aul3en herumgeschlungene 

D>!A. Treiben wir es nicht zu weit mit der TemperaturerhG- 

h;n- 29 dann 1ZBt sich das Teilchen wieder sauber einpacken. 

Das gelingt deshalb so gut, weil die Helixbildung eben- 

falls ein kooperativer Prozess ist, der bevorzugt an 

einer Keinbildungsstelle einsetzt. Die intakte DNA ist 

der Keim und das jeweils am nkhsten benachbarte aasen- 

paar Billet sich spontan aus. Es wird einmal iiber Wasser- 

stoffbriickenbindungen zusammengehalten. Dariiber hinaus 

Drqolgt eine __- zusatzliche Stabilisierung durch die Stapel- 

wechselwirkung mit dem vorausgegangenen Basenpaar. Natiir- 

lich ksnnen die Basen an den Enden der Einzelstrsnge eben- 

falls Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden. Aber ihnen 

ist die Stapelwechselwirkung verwehrt, Packen wir unser 

Tellchen lurch Temperaturerhchung aus, dann erhalten wir 

etwas Uniibersichtliches. Die beiden getrennten, als 
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statistisches Fadenknsuel vorliegenden Nukleinssurestrgnge 

werden mit den Histonen, die noch Gber die elektrostati- 

schen Wechselwirkungen an dem Zucker-Phosphat Riickgrat 

der Nukleinsguren hsngen, verbunden, die einzelnen Histone 

bilden aber keine gemelnschaftliche Struktur mehr. Die 

Analyse der Teilchen in der UltraZentrifUge zeigt keine 

Versnderung der TeilchengrGBe bei der Denaturierung. Es 

bleibt das Teilchengewicht dsr nativen Nukleosomen er- 

halten, aber die xnderung der Elliptizitst mit der Tempe- 

ratur signalisiert einen weitgehenden Verlust der geord- 

neten Konformation. Eine Temperaturerniedrigung fiihrt 

nicht mehr zu einem geordneten Histon-DNA-Komplex, Quali- 

tativ ist uns die thermische Denaturierung wie man sie 

mit der optischen Methode verfolgen kann, glaube ich, 

plausibel, 

L%t sich such quantitativ dazu etwas sagen? Wir sind ja 

hier angetreten mit der optimistischen Vorstellung, daR 

man die thermodynamischen Parameter dieser Denaturierung 

und damit such der Bildung der Nukleosomen ermitteln kann. 

Auf dem folgenden Bild ist das Privalov-Kalorimeter im 

demontiertem Zustand dargestzilt? (Giici 7) 

Abb. 7 Einblick in den Zellenblock des Privalov-Kalorimeters, 
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Die flachen, dosenfcrmigen Behslter sind die MeB- bzw. 

Referenzzelle. Eeide Zellen werden VOT: dem gleichen Strom 

geheizt, die elektrischen Heizelemente sind auf die 

flache Seite der Zellen aufgeklebt, Zwischen den Zellen 

befindet sich eine Differentialthermos%le, die die Tempe- 

raturunterschiede zwischen den beiden Zellen auf 10 
-4 

Grad 

erfal3t. Die Regelung der Heizung erfolgt so, daB die Tem- 

peraturdifferenz mijglichst konstant und klein ist, Tritt 

jetzt im Verlauf einer regelm&3igen Temperaturerhtihung 

bei der den Zellen in der MeRzelle eine Struktursnderung der 

gelasten biologischen Substanz ein, so fiihrt der endotherme 

Effekt zu einer Verringerung des Temperaturanstiegs in 

der PCeBzelle. Der Regler bekommt das Differenzsignal der 

ThermosCle und erh5ht hierauf die Heizspannung in der 

MeBzelle und erniedrigt die tieizspannung in der Vergleichs- 

zelle urn den gleichen Betrag und zwar so lange bis sich 

die Temperaturdifferenz unter die Erfassungsgrenze er- 

niedrigt hat. Der Schreiber registriert diese Zusatzheiz- 

leistung als Funktion der Zeit,und da die Temperaturer- 

hijhung zeitlinear erfolgt, als Funktion der Temperatur. 

Cas Integral Liber die FlBche ist die Umwandlungsenthalpie. 

Die Division durch die Konzentration des gelijsten Stoffes 

ergibt die pro st6chiometrischer Einheit aufgewendete 

Umwandlungsenthalpie. Messen wir die der thermischen De- 

naturierung der Nukleosomen zugeordnete EnthalpieBnderung 

in einem solchen Kalorimeter, dann erhalten wir die 

folgende Kurve. (Bild 8) 

:-- 
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ASS. 8 OriginalmefJkurve der Denaturierung von Rukleosomen. 
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Dies ist eine original MeBkurve, Zusatzlich zur MeBkurve 

der Nukleosomendenaturierung sehen sie noch den elektri- 

schen Eichpeak. 240 Sek. lang werden 50pWatt zugefiihrt, 

d-h. der gesamte Eichpeak eintspricht 2.8 meal. Der gesamte 

PleBpeak entspricht6.26 meal. Die Messung wurde mit 0,s mg 

DNA oder 7,6 l 10 
-7 

Mol Basenpaaren durchgefCihrt. Die 

kalorimetrische MeBkurve stimmt in ihren Verlauf sehr 

gut mit der UV optisch gemessenen Denaturierungskurve 
_._ 
uoerein. Wir haben wieder einen Hauptpeak und einen Vor- 

peak, und wir kijnnen die Information aus der optischen 

Kurve beziiglich der Konformationsumwandlung der DNA und 

des Protein/DNA-Komplexes verwenden, urn eine Separierung 

der Energieaufwendung fiir die Denaturierung der Einzel- 

komponenten durchzuftihren. Die Fl%he des Vorpeaks repre- 

sentiert 26% der Gesamtflzche, Diese Energie wird allein 

zur Denaturierung der DNA an den Enden der 142 B-P. langen 

Helix benstigt. Es handelt sich hierbei urn 38 B.P.. Von 

den 1 3/4 Windungen der DNA bleibt also ungefBhr eine 

volle Windung in der hochgeordneten Konformation und 

eng an die nativen inneren Histone gebunden. Die Denatu- 

rierung dieses Teils der DNA-Doppelhelix ist vollstzndig 

umkehrbar. Erst durch weitere Temperaturerhbhung tritt 

die Denaturierung der gesamten Struktur ein. Die Berech- 

nung der Umwandlungsenthalpie der DNA, die der Hauptum- 

wandlung zuzuordnen ist, wird natiirlich durch die gleich- 

zeitige Denaturierung des Histonkerns erschwert. (Bild 9) 

TEttPERATURE [‘C] 

Abb. 9 Vergleich der Enthalpiegnderung und der Hyperchromi- 

zitstsgnderung. 



192 

Vergleichen wir die bei 260 nm registrierte Anderung der 

Hyperchromizitst mit der W&mekapazitXts/Temperatur- 

funktion im gleichen Ternperaturintervall sehr sorgfsltig, 

so sehen wir, dal3 die optisch gemessene Denaturierungs- 

kurve symmetrisch verlguft, wshrend die kalorimetrisch 

gemessene Umwandlungskurve auf der Seite oberhalb der 

Halbumwandlungstemperatur einen Zusatzbeitrag enthslt, 

der wohl der Proteindenaturierung zuzuordnen ist. Dadurch 

sehen wir uns leider gezwungen anstatt einer eindeutigen 

Aussage fiber die GrijDe der Umwandlungsenthalpie der DNA 

des Hauptpeaks zwei GrenzfBlle diskutieren zu miissen, 

Nehmen wir einmal an, daD die Histondenaturierung nur 

einen vernachl%sigbar kleinen Beitrag zur Gesamtumwand- 

lungsenthalpie liefert, dann ergibt sich fiir die DNA ein 

Betrag von 12,2 kcal/MBP, Vergleichen wir diesen Wert mit 

der Umwandlungsenthalpie nativer DNA aus Kiikenblut, so 

scheint uns der Wert fiir die Nukleosomem DNA zu hoch. Ver- 

gleichen wir den Wert aber nicht mit den Ergebnissen fiir 

freie DNA, sondern mit dem Wert fiir die DNA in einem Poly- 

L-Lysin-DNA Komplex, der mit den gleichen experimentellen 

Techniken wie hier untersucht worden ist, dann erhalten 

wir fiir die DNA bei einem Phosphat/Lysin VerhBltnis von 

1 : 0,6 ebenfalls 12,2 kcal/MBP. Dieser Vergleich stiitzt 

also unser Ergebnis fiir die Umwandlungsenthalpie der DNA 

in Nukleosomen, Der Wert 12,2 kcal/MBP ist aber zweifel- 

10s ein Maximalwert. Diskutieren wir kurz den Alternativ- 

fall, dann sieht die Situation etwas anders aus. Die DNA 

ist nicht durch die Bindung an die Histone zusstzlich 

stabilisiert, d-h. die Umwandlungsenthalpie entspricht 

genau dem Wert fiir freie DNA nsmlich 7,s kcal pro Mol 

Basenpaar, dann 1BOt sich aus der Zusatzflache des Haupt- 

peaks eine Denaturierungsenthalpie von ca, 120 kcal/Mol 

Histonkomplex ausrechnen. Welchen molekularen Struktur- 

Bnderung der Histone dieser Betrag zuzuordnen ist, 1gBt 

sich aufgrund der kalorimetrischen Messungen nicht ent- 

scheiden. In der Tabelle sind die thermodynamischen Daten 

noch einmal zusammengefaBt. 
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Tabelle I 

Experimentelle Werte fiir die Denaturierung 

in Nukleosomen. 

der DNA 

T AH AS AGo 
m AHvH 

Werte fi.ir OC kcal/MBP cal/grd kcal/MBP kcal/MBP 
MBP 

isolierte 
DNA 45,s 6,6 20,6 0,45 81 

freie DNA 
in Nukleos.61,0 795 22,4 0,84 106 

gebundene 
DNA in 
Nukl. 76,0 12,2 34,8 1.79 128 

Es ist nur der erste Fall unserer alternativen Diskussion 

der Hauptumwandlung beriicksichtigt, weil er der wahr- 

scheinlichere ist. die sie sehen, lassen sich durchaus 

thermodynamische Parameter fiir die Denaturierung von 

geordneten Chromatin-Untereinheiten ermitteln und 

einzelnen Beitrggen in unser Model1 der thermischen De- 

naturierung der Nukleosomen zuordnen, 
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