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Abstract

It is widely accepted that native DNA exists as a highly
ordered complex (nucleosomes) of the histon octamer (H2A,

H2B, H3, H4)2 within the chromosomese This structure can

Se 1isolated 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 helg
of an adieabatic scanning calorimeter and we can correlate
the enthalpy changes with the stepwise unfolding of the

particles.

Einleitung

£s ist allgemein akzeptiert, daB die DNA in den Chromosomen
als geordneter Komplex der vier Histone (H2A, H2B, H3, H4)2
vorliect. Diese Strukturen lassen sich isolieren und durch

inderung der Ionenstirke dissoziieren bzw. reassoziieren.
Die thermische Denaturierung der- Teilchen kann mit Hilfe

eines adiabatischen Kalorimeters verfolgt werden und die

einzelnen Enthalpiednderungen lassen sich einzeinen Schritten

der temperaturinduzierten Entfaltung der Sturktur zuordnen.
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Aus diesem Theme e=ergeben sich drei unmittelbare Fragen.

1. Gi=t es zeordnete Chromatin-Untereinheilten oder

anders gefragt: Sind die Chromosomen aus regelmdBigen

Saugruppen aufgepaut?

2. Kann man an diesen Untereinheiten stwas Sinnvolles
messen, sinnvoll soll heiBen, etwas was uns die
Struktur und die FTunktion der Untereinheiten besser
verstehen 1ap/t?2

2. Kann die Thermodynramik, die sozusagen ein Kind des
vorigen Jahrhunderts ist, eine Methode sein, solche
Strukturinformationen zu gewinnen.

=lickt man in ein Lehrbuch der allgemeinen EBEiologie, der
etik oder Zell:iologile, so findet man zwar etwas Uber

die orprologcie von CThromosomen, aber es findet sicn

ein Wort Utzer georcnete Chromatin-Untereinheiten. Wie

kommt das? Di

D

Antwort hierauf ist ganz =2infach, man
wuflte tisher nichts dariter und bis dato gak es auchn
keinen Grund, eiwa zur Etrkldrung experimenteller Ergeb-

nisse, das Vorhandenseln von reagelmaBigen Untereinheiten

Der =rste Hinweils auf spezielle, regelmdfiige Grundbausteine
des Chromatins ergabs sich aus elektronenmikroskopischen
Aufnahkmen von Sesonders schonend pradpariertem Chromatin 1

aus Xilkenerythrozyten.
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Abbes 1 E.M. Bild von Chromatin von Olins and Olins.

Was wollen wir als Chromatin bezeichnen? Chromatin ist

ein Sammelbegriff der leicht fdrbbaren Besandteile einer
zelle, Die Zelle ist von den Nachbarzellen durch eine
Zellwand abgetrennt. Neben vielen kleinen Zellbestand-
teilen f&llt eine Struktur besonders ins Auge, ndmlich

der durch eine weitere Membran von dem Ubrigen Zellinhalt
abgetrennte Zellkern, Bemiiht man sich,weitere Einzel-~
heiten im Zellkern zu erkennen, so sieht man innerhalb des
Zellcyklus zu einem bestimmten Zeitpunkt besonders cdeut-—
lich der Chromosomen., Dabei handelt es sich sozusagen um
kondensiertes Chromatine. Die Chromosomen sind die Tr&dger
der Erbinformation. Die Hauptkomponenten der Chromosomen
Sind bestimmte Proteine und die Desoxyribonukleins&urene.
Wahrscheinlich enthdlt ein Chromosomein einziges 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
zUu. 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 reciht viel bekannt. Die Einzelheiten will
ich im Augenblick noch zurickstellen. Betrachtet man ein
einzelnes Chromosom (Bild 2) noch genauer, dann f&llt

einem auf, daf es aus gleichartigen sph&Erischen Teilchen

Akb. 2 EZ.¥M. =

ld eilnes Chromosoms.

P

aufgebaut ist. Je nach der VYorseschichte beli der Pripara-
tion sincd diese sphirischen Tellchen mehr oder weniger eng
cepackt. Zei diesen sphiriscnen Teilchen handelt s sich
um die kleinsten, geordneten Untereinheiten des Chromatins.
Weltere Enzelhelten dieser Tellchen zu sehen ist leider
auchh mit Hilfe der testen ZTlektronenmikroskopie nicht

menr mdclich. Pa hilft nur noch der Trickzeichner. Zie
Rolle des Trickzeichners Uternimmt heute der Computer.
(2ild 2) Das is=z, was der Trickzeilchner heute als
Mlukleosom" oder " ~-bodv", sls kieine geordnete Zin-
heit der Chromosomen pRrdsenciert. Sle Destent aus einem
fdosenfSrmigen WKorper, der aus Histonen genildet wird,

2nd um diesen Kdrper mlit der Dicke wvon ca. 55 A ist eine
DNA-Coppelhelix in1 3/4 Winduncen aufgewickelt. Woher weif

der Trickzeichner das so genau? Nun ja, SO cenau wWelll er

i
s nicht, acer er hat elne Reihe guter Grinde, das Bilid



omputerzeichnuns eines MNukleosoms.

flukl=zosoms so zZu zeichnen.

Schauven wir unser Tellchen etwas jenauer an. Die DRA 1ist
=:: der Aullenseite der Tellchen, die Proteine zefinden sich
truktur. Wonher weifi mar dieses? Wir k3nnen
e Richtickelt des wvorgestzsllten Modells

i
teilen, ohnne damit eine Wercung zu

te Gruppe der Argumente ergibt sich aus
ochemischen Untersuchungsverfahren. Wenn wir uns nun

sen hiochemischen Verfahren =twas menr widmen, dann kann
er vieslleicht kurz einflieRen lassen wie man prapa-

sativ Uc-erheupt zu den Tellchen gelangt 2. Als Ausgangs-
PrEparation wahlt man sich ein gut zugangliches

zelluldres fiaterial. Eine Reihe von Untersuchungen an
s

leosomen sincd an Erythrozytern von Vdgeln, sprich Kilken

ul
1
3

naciit worcden., Das hat einen Hauvptcrund darin, dal es sich

t.ier um eln tesonders leicht zZugiangliches, Cilliges Aus-—

sznesprodukt handelt. Die nier vorgestellten Ergebnisse cer

piysikalisch—chemischen Messungen sind auch: an Nukleosomen
o : ; : 2 : . ;
zus ridkenerythrozyten erzielt worden ~. Die zwelte einge-
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filhrte Quelle fiir Chromatin ist die Rattenleber. Wir haben
einen Teil unserer Untersuchungen an Rattenleberchromatin
durchgefiihrt. Ich will die Skeptiker unter Ihnen beruhigen:

Kiikennukleosomen und Rattennukleosomen sind nach allen

bhekanntenr Daten iiber diese Strukturen identisch.

Woraus btestenen die Nukleosomen genau?

tach allem was wir lUber Nukleosomen heute wissen bestehen
sie zu cgleichen Teililen aus Histonproteinen und aus DNA.
Die den Proteinkern der Nukleosomen aufbauenden Histon-
proteine sind die Histone HK2A, H2B, H3 und H4, die

einen stichiometrischen Komplex bilden, in dem alle

diese Histone genau zwelmal auftreten, Es ist naheliegend,
aus der Stdchiometrle auf eine Symmetrie der Teilchen

Zu schlieBen., Es gitt Hinweise auf eine zweizahlige
Symmetrieachse 4. (8114 1)

5 ittt auch liinweise auf tialbnukleosomen, aber das ist
alles wzs man irn diesem Zusammenhang sagen kann. Die so-
nrnten inneren Histone bilden unter bestimmien Bedin-—

.Ien e i 2

y Z.Z. in 21 KochsalzlOsung stabile Asgregate, die



sich aber nicht mit DNA zu Nukleosomen assoziliieren. Erst
wenn man die Gesamtionenstdrke erniedrigt, 1a3t sich ein
stabiles Teilchen bilden. Auf diese Weise hat man Zugang
zu einem standartisierten Teilchen, das u,U. durch Mikro-
kokkus Muklease-Verdzuung von Zellkernen nicht so einfach
zu erhalten ist 5. Diese Rekonstitutuion erlaubt es eben
auch, modifizierte Histone einzufihren. Die DNA in den
Nukleosomen bestent immer aus 142 - 145 Basenpaaren, Dies
ist eine feste Zahl, die fiUr alle bisher untersuchte
Nukleosomen gilt. Die Zahl der Basenpaare ist auch unbe-
einfluf’t von der relativen HZufigkeit der GC- und AT Basen-
paare und auch davon, okt die DNA in ihrer Vorgeschichte
jemals Histone gesehen hat. Die Bakterien und Viren, kurz
alle Prokarionten, tesitzen von MNatur aus keine mit der
DMA assozijierten Proteine, Trotzdem lassen sich aus DNA
der E,coli und Histonen aus Kalbsthymus rekonstituiere
tlukleosomen darstellen. Die Wechselwirkung der DNA mit den

inneren Histonen kann also nicht basenspezifisch sein.

Worin Testeht die Grundcdlage der Wechselwirkungen der Histone

mit der DNA, Einen wicntigen Hinweis auf die iliberwiegende
Art der Wechselwirkuncen erhdlt man, wenn man sich die
Prim3rstruktur der Histone ansieht. Augenfillic ist die
rfdufung der positiv celadenen Aminosduren. Lysin bzwe.
Arcginin sind von allen Aaminosduren die am nhdufigsten ver-
tretenen. Wenn man sich die bekannten Primadrstrukiuren der

vier Histone ansient, (32ild 5) dann f&ilt die nohe Frequenz

p
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ABTe 3 Primdrstruktur des Histons H2A.
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Aminosdure elne positive Ladung in der Seitengruppe.

Die Ladungsverteilung entlang der Polypeptidkette ist aber
nicht rein statistisch, sondern 1dBt an eln Teilchen
denken, das in seiner Sekunddrstruktur einen globuldren
Kern bildet, aus dem der N-terminale und der C-terminale
Schwanz sozusagen heraushé@ngen. Hier hdufen sich die
Ladungen und es liegt nahe, eine bevorzugte Wechselwir-
kung zwischen den geladenen Aminosduren und den entgegen-—
cesetzt geladenen Phosphatgruppen der Nukleinsduren anzu-
ordnen. DaB diese Ionenwechselwirkungen zwischen den Nukle-
insduren und den Histonen einen wichtigen Beitrag fir die
Stabilitdt der Nukleosomen bilden, 1ldBt sich schon dadurch
zeigen, daB man durch die Erhdhung der Kationen in der L&sung
die Stabilitdt der geordneten Strukturen leicht beein-
flussen kann,

Es lohnt sich glaube ich, noch ein paar Worte zu den van
der Waals Wechselwirkungen und den Wasserstoffbriicken-
rindungen zu sagen., Wir sind uns glaube ich nicht immer
bewul3t, daf auch diese beiden Wechselwirkungen auf
elektrostatische Effekte zuriickzufiihren sind, nur ist

die Ladungstrennung hier zeitlich und r3umlich nicht
konstant, sondern wird erst durch die gegenseitige An-
ndherunc der Atome hervorgerufen. Bei den van der Waals
VWechselwirkuncen ist die Bindungsenergie umgekehrt pro-
portional zur 6., Potenz der Entfernung. Zu der anziehen-
den Wechselwirkung kommt noch die van der Waals'sche
Abstofung, hervorgerufen durch den Kontakt der dufieren
Elektronenschalen. Die verschiedenen van der Waals Wechsel-
wirkungen gleich sich kel einer bestimmten Entfernung der
Atome gerade aus, Diese Enfernung nennen wir den van der
Waals Radius. Die Griflenordnung der Wechselwirkungsenthalpie
solcher van der Waals Wechselwirkungen ist etwa 1 kcal/M.
vVverglichen mit den 0,5 kcal/M fir die mittlere kinetische
Enercie heiflt das: unter physiologischen Bedingungen
spielen van der Waals Wechselwirkungen nur dann eine Rolle,

wenn spezielle Molekiilgruppierungen geeicnete KontaktflZchen



fiir andere Molekiilgruppierungen bilden 6. Daraus ergibt
sich elne allgemelne Regel, daB in einem biologischen
System die meisten Molekiile nur mit wenigen anderen Mole-
kiilen solche Kontaktflachen und damit die F3higkeit zur
Ausbildung von van der Waals Wechselwirkung gemeinsam
haben. Hier kommt nd@mlich noch hinzu, daB ja auch noch das
Solvatwasser, das unsere Molekiile umgibt, dabei zu berick-
sichtigen ist, d.h. es muB gleichzeltig in der Lage sein,
eine mdglichst 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
hdufig unter dem gemeinsamen Etikett hydrophobe Wechsel-

wirkungen zusammengefaite.

Wir wollen uns hier aber nicht weiter in den Nomenklatur-—
streit einlassen, was eine hydrophobe Wechselwirkung ist,
wir wollen nur so viel aus der Erdrterung mitnehmen, daf
die Wechselwirkung unpolarer Gruppen untereinander zusidtz
lich dadurch beeinfluBt ist, ob das L&sungsmittel Wasser

dabei eine geordnete Struktur ausbilden kann. Das Ldungs-—
mittel Wasser spielt vor allem fiir die letzte Gruppe der
schwachen Wechselwirkungen eine Rolle, die H-Briickenbin-
dungen. Wenn hier von der H-Briickenbindungsenergie gespro-
chen wird, dann ist damit grundsdtzlich die Differenz der
H-Briickenenergie der zwei Molekiile untereinander und der
Molekiile mit dem Wasser gemeint., Auch Wasserstoffbriicken-—
bindungen sind letztlich elektrostatischer Natur. Als an-—
schauliches Beispiel sei hier nur an die Wechselwirkung
einer (NH3)+- Gruppe mit einer Coo - Gruppe erinnert. Der
Ubergang zwischen Ionenbindung und H-Brilickenbindung ist
also flieBend. In biologischen Systemen sind die Wasser-
stoffbriickenbindungen die mit Abstand wichtigste Gruppe
der schwachen Wechselwirkungen, da sie stdrker als van
der Waals Wechselwirkungen und vor allem stdrker ausge-
richtet als van der Waals Bindungen sind. Wasserstoff-
briickenbindungen sind die Grundlage der meisten spezifi-

schen Wechselwirkungen., Der genetische Code basiert, wie
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wir noch genauer sehen werden, vor allem auf der Zahl der
—wischen zwei lukleobasen ausgebildeten Wasserstoffbriicken.
AT-Zasenpaare haben in der Ebene der heterozyklischen Ringe
2 H-2riicken und GC-Basenpaare haben 3 H-Brilicken.

Woher weiB man, daB die rekostituierten Partikel und die
Produkte aus der Nukleasespaltung des Chromatins identisch
sind? Die Antworit auf diese Frage ist gleichzeitig die
Antwort auf die Frage, ob man an diesen Partikeln etwas

messen kann, das iliber die Funktion und Struktur etwas
aussagt.

Aussagen Uber die Struktur von Proteinen, vor allem aber
von Nukleinsduren lassen sich mit Hilfe von zwel optischen
Parametern gewinnen, namlich mit Hilfe des Circulardichro-
ismus und mit Hilfe der Absorption als Funktion der
Wellenlange.

Die CD Kurve der DNA 7 geht bei 273 nm durch ein Maximum,
anschlieflend durch ein Minimum bei 246 nm und bei 223 nm
ist die Elliptizitdt der DNA vernachldssigbar klein. Das
Summenspektrum der Nukleotide hat qualitativ den gleichen
Verlauf ist aber in seiner Intensitdt um den Faktor 10
kleiner. Das CD Spektrum der Nukleosomen unterscheidet
sich charakteristisch vom Spektrum der DNA. Das CD
Spektrum der Nukleosomen geht durch ein Faktor 10 tieferes
Minimum beil 223 nm. Das 1l3Bt sich glinstig ausnutzen, wenn
man die DNA und die Histone getrennt beobachten will.
Seobachtet man bei 273 nm sieht man lUberwiegend die DNA,

beobachtet man bei 223 nm, sieht man Uberwiegend die
Histone,

Beobachtet man die Absorption von UV-Licht als Funktion
der Wellenlid@nge, so erhdlt man ebenfalls fir Nuklein-
sduren ein charakteristisches Spektrum 8, das als Informa-
tion die Zusammensetzung und den Ordnungszustand erhdlt.
Den Ordnungszustand erh3dlt man durch den Vergleich mit

dem Spektrum der die Nukleinsdure aufbauenden Nukleotide.
Ihre Apsorption ist bei gleicher molarer Konzentration
namlich etwa 40% grodBer als die Absorption der doppel-
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helikalen Struktur der DNA z.B.. Dieses Phidanomen nennt
man Hyperchromizitdt., Die Hyperchromizitdt ist ein ge-
eignetes Mittel, um den Ordnungszustand der DNA in den
Nukleosomen als Funktion der Temperatur zu verfolgen,
Noch informativer ist die Anderung der Hyperchromizitdt
als Funktion der Temperatur, da man aus der Anderung
dieser GrdBe die Reaktionsenthalpie fiir den Ubergang
einer kooperativen Einheit vom geordneten in den unge-
ordneten Zustand verfolgen kann.

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

— O8773m /AT
A8373n0 /AT

a0/a7

Ah/AT

20 30 %0 Sa 6o 70 B8 93 100
TEMPERATURE [*C]

Abb. 6 Anderung der Eliptizit#dt (obere Kurve) und der
Hyperchromizitdt (untere Kurve) als Funktion der
Temperatur.

molaren Elliptizitdt in einem Interval dgéT als Funktion

der Temperatur beil zwel verschiedenen Wellenldngen des

eingestrahlten Lichts aufgetragen. Die gestrichelte

Linie aibt den Verlauf filir die DNA-Fraktion wieder. Man

erkennt zwei Temperaturintervalle, ndmlich den Tempera-

turbereich bis 60°¢c und den Temperaturbereich um 70°C.

Die gepunktete Linie spiegelt den Verlauf der Anderung

der Elliptizitdt des Histonkerns als Funktion der Tempera-

tur wieder. Die Hauptdnderung fiir die DNA und fiir die

Histone f&llt zusammen. Die Anderung im ersten Teil ist
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umkehrbar. Wenn sich aber auch dle Struktur des Proteins
dndert, fihrt die thermische Denaturierung zu einer nicht
mehr umkehrbaren Verdnderung der Nukleosomen. Qualitativ
wird der gleiche Verlauf der Strukturumwandlung der DNA
auch im unteren Teil des Bildes wiedergegeben. Die bei
260 nm registrierte Anderung der Hyperchromizitit als
Funktion der Temperatur 1dBt sich ebenfalls als Aneinander-
reihung zweier Prozesse interpretieren. Etwa 25% der
Anderung der DNA - Struktur erfolgt bei 60°C und die
librigen 75% der Anderung erfolgen bei etwa 75°C. Zum Ver-—
gleich ist noch der Peak eingezeichnet, den man bei der
thermischen Denaturierung der isolierten DNA-Doppelhelix
mit einer L3nge von 142 B.,P. erhdlt. Hier ist die Tempe-~
ratur, bei der gerade 50% der Sekunddrstruktur veridndert
sind, etwa 16° niedriger als der Vorpeak der Nukleosomen-—
umlagerung und ca. 30° niedriger als der Hauptpeak der
tlukleosomendenaturierung.

Wie lassen sich die einzelnen Schritte der Denaturierung
der Untereinheiten darstellen. Das kompakte native Partikel
beginnt wie ein Paket, sich mit steigender Temperatur auf-
cupacken, Zuerst entwindet sich die auBen herumgeschlungene
DMA. Treiben wir es nicht zu weit mit der Temperaturerhd-—
hung, dann laft sich das Teilchen wieder sauber einpacken.
Das celingt deshalb so gut, weil die Helixbildung eben-
falls ein kooperativer Prozess ist, der bevorzugt an

einer Keimbildungsstelle einsetzt. Die intakte DNA ist

der Keim und das jeweils am ndchsten benachbarte Basen -
pear kildet sich spontan ause ES wird einmal iber Wasser-
stoffbriickenbindungen zusammengehalten. Dariliber hinaus
erfolct eine zusdtzliche Stabllisierung durch die Stapel-
wechselwirkung mit dem vorausgegangenen Basenpaar. Natiir-
lich k®nnen die Basen an den Enden der Einzelstringe eben-
falls Wasserstoffbriickenpindungen ausbilden. Aber ihnen

ist die Stapelwechselwirkung verwehrt. Packen wir unser
Teilchen durch Temperaturerhdhung aus, dann erhalten wir
etwas Unilbersichtliches. Die beiden getrennten, als
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statistisches Fadenknduel vorliegenden Nukleins3durestridnge
werden mit den Histonen, die noch iiber die elektrostati-
schen Wechselwirkungen an dem Zucker-Phosphat Riickgrat

der Nukleinsduren hdngen, verbunden, die einzelnen Histone
bilden aber keine gemeinschaftliche Struktur mehr. Die
Analyse der Teilchen in der Ultrazentrifuge zeigt keine
Verdnderung der TeilchengrdBe bei der Denaturierung. Es
bleibt das Tellchengewicht d=r nativen Nukleosomen er-
halten, aber die Anderung der Elliptizitdt 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.

LdBt sich auch quantitativ dazu etwas sagen? Wir sind ja
hier angetreten mit der optimistischen Vorstellung, daB
man die thermodynamischen Parameter dieser Denaturierung
und damit auch der Bildung der Nukleosomen ermitteln kann.
Auf dem folgenden Bild ist das Privalov-Kalorimeter im

demontiertem Zustand dargestellt? (3iid 7)

Abb. 7 Einblick in den Zellenblock des Privalov-Kalorimeters.
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Die flachen, dosenfdrmigen Behdlter sind die MeB- bzw.
Referenzzelle. Beide Zellen werden von dem gleichen Strom
geheizt, die elektrischen Heizelemente sind auf die

flache Seite der Zellen aufgeklebt. Zwischen den Zellen
befindet sich eine Differentialthermosd@ule, die die Tempe-
raturunterschiede zwischen den beiden Zellen auf 10~ Grad
erfaBt. Die Regelung der Heizung erfolgt so, daB die Tem-
peraturdifferenz moglichst konstant und klein ist. Tritt
jetzt im Verlauf einer regelmdfiigen Temperaturerhdhung

bei der den Zellen in der MefBizelle eine Strukturdnderung der
geldsten biologischen Substanz ein, so fiihrt der endotherme
Effekt zu einer Verringerung des Temperaturanstiegs in

der Meflzcelle, Der Regle} bekommt das Differenzsignal der
Thermosdule und erhdht hierauf die Helzspannung in der
MeBzelle und erniedrigt die Heizspannung in der Vergleichs-
zelle um 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-—
hdhung zeitlinear erfolgt, als Funktion der Temperatur.

Cas Integral Uber die Flache ist die Umwandlungsenthalpie.
Die Division durch die Konzentration des geldsten Stoffes
ergibt die pro stéchiometrischer Einheit aufgewendete
Umwandlungsenthalpie. Messen wir die der thermischen De-
naturierung der Nukleosomen zZugeordnete Enthalpiednderung
in einem solchen Kalorimeter, dann erhalten wir die
folgende Kurve. (Bild 8)

" ¥ o — — s ™ o s — P ey ]

Abb, B OriginalmeBkurve der Denaturierung von hukleosomen.
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Dies ist eine original MeBkurve. Zusitzlich zur MeBkurve
der Nukleosomendenaturierung sehen sie noch den elektri-
schen Eichpeak. 240 Sek. lang werden 50 AWatt zugefihrt,
d.h. der gesamte Eichpeak eintspricht 28 mcal. Der gesamte
MeBpeak entspricht 6,26 mcal. Die Messung wurde mit 0,5 mg
DNA oder 7,56 « 10" ' Mol Basenpaaren durchgefiihrt. Die
kalorimetrische MeBkurve stimmt in ihren Verlauf sehr

gut mit der UV optisch gemessenen Denaturierungskurve
iiberein. Wir haben wieder einen Hauptpeak und einen Vor-
peak, und wir kodnnen die Information aus der optischen
Kurve beziiglich der Konformationsumwandlung der DNA und
des Protein/DNA-Komplexes verwenden, um eine Separierung
der Energieaufwendung fiir die Denaturierung der Einzel-
komponenten durchzufiihren, Die Flache des Vorpeaks repre-—
sentiert 26% der Gesamtfldche. Diese Energie wird allein
zur Denaturierung der DNA an den Enden der 142 B.P. langen
Helix bendtigt. Es handelt sich hierbei um 38 B.P.. Von
den 1 3/4 Windungen der DNA bleibt also ungefdhr 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 weltere 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)

9— AhggoanDT

- ==~ heat capacity

EXCESS HEAT CAPACITY {J/°C mole bp)

30 «0 S0 60 70 80 90
TEMPERATURE [*C)

Abb, 9 Vergleich der Enthalpiednderung und der Hyperchromi-

zitatsanderunge.
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Vergleichen wir die bei 260 nm registrierte Anderung der
Hyperchromizitdat mit der Warmekapazitdts/Temperatur-
funktion im gleichen Temperaturintervall sehr sorgfdltig,
so sehen wir, daB die optisch gemessene Denaturierungs-
kurve symmetrisch verlduft, wdhrend die kalorimetrisch
gemessene Umwandlungskurve auf der Seite oberhalb der
Halbumwandlungstemperatur einen Zusatzbeitrag enthdlt,
der wohl der Proteindenaturierung zuzuordnen ist. Dadurch
sehen wir uns leider gezwungen anstatt einer eindeutigen
Aussage ilber die GroBe der Umwandlungsenthalpie der DNA
des Hauptpeaks zweli Grenzfalle diskutieren zu miissen.

Nehmen wir einmal an, daB die Histondenaturierung nur
einen vernachldssigbar kleinen Beiltrag 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 Kikenblut, so
scheint uns der Wert fiir die Nukleosomem DNA zu hoch. Ver-
gleichen wir den Wert aber nicht mit den Ergebnissen fir
freie DNA, sondern mit dem Wert flir die DNA in einem Poly-
L-Lysin-DMA Komplex, der mit den gleichen experimentellen
Techniken wie hier untersucht worden ist, dann erhalten
wir fir die DNA beil einem Phosphat/Lysin Verhdltnis 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-
los 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 zusdtzlich
stabilisiert, d.h. die Umwandlungsenthalpie entspricht
genau dem Wert fiUr freie DNA namlich 7,5 kcal pro Mol
Basenpaar, dann l3Bt sich aus der Zusatzfl&ache des Haupt-
peaks eine Denaturierungsenthalpie von cae. 120 kcal/Mol
Histonkomplex ausrechnen. Welchen molekularen Struktur-
dnderung der Histone dieser Betrag zuzuordnen ist, 1l&Bt
sich aufgrund der kalorimetrischen Messungen nicht ent-
scheiden. In der Tabelle sind die thermodynamischen Daten
noch einmal zusammengefant.
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Tabelle I

Experimentelle Werte filir die Denaturierung der DNA

in Nukleosomene.

— o
T AH AS aG AHVH
werte fiir ©c kcal/MBP cal/grd kcal/MBP kcal/MBP
MBP

isolierte

DNA 45,5 6,6 20,6 0,45 81
freie DNA
in Nukleos.61,0 745 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. Wie sie sehen, lassen sich durchaus
thermodynamische Parameter fir die Denaturierung von
geordneten Chromatin-Untereinheiten ermitteln und
einzelnen Beitrdgen in unser Modell der thermischen De-

naturierung der Nukleosomen zuordnen.
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