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Bacterial Chromosome, Different Forms, Deoxyribonuclease Digestion

After lysis of Pseudomonas testosteroni with lysozyme and non-ionic detergents different DNA- 
protein complexes can be separated in 5 —25% (w/v) neutral sucrose gradient. The protein to DNA 
ratio of these complexes varies between 0.5—4.5 to 1, whereby the faster sedimenting forms contain 
more protein than the slower sedimenting ones. Different initial rates of DNase digestion may 
indicate various degrees of DNA packing in these complexes. The chromosomal complexes of 
Pseudomonas testosteroni are relatively stable towards pronase. Treatment with RNase or sodium 
dodecylsulphate is accompanied by a dramatic increase in viscosity and decrease in relative density. 
It suggests that DNA in these complexes is maintained in its supercoiled form by RNA molecule (s) 
in a similar way as in isolated chromosome of E. coli.

Stonington und P e tti jo h n 1 sowie Worcel und 
B u rg i2 gelang es, m it einer speziellen Lyse das 
Chrom osom  von E. co li in  seiner natürlichen Form  zu 
isolieren. H ierfü r werden die Bakterien in einer 
hyperosm otischen Lösung mit Lysozym behandelt 
und die entstandenen Sphäroblasten m it den nicht- 
ionischen D etergentien Brij 58 und Desoxycholat bei 
hoher Ionenstärke lysiert. Das freigesetzte, kompakt 
angeordnete Chrom osom  kann m it einem Saccha­
rose-G radienten von den restlichen Zellbestandteilen 
abgetrennt werden. A bhängig von den Bedingungen 
w ährend der Lyse sedimentieren die Chromosomen 
entweder als 1200 —22OOS oder 3000  — 4000 S 
schwere DNA-Protein-Kom plexe 3) 4. Das einmal iso­
lierte Chrom osom  bleib t in seiner F orm  stabil und 
kann durch proteolytische Enzyme nicht verändert 
w erden. Nukleolytische Enzyme hingegen führen zu 
einem A useinanderfalten der DNA in  Abhängigkeit 
von der Enzym konzentration bzw. Inkubationsdauer; 
DNase bew irkt ein teilweises Entspiralisieren der in 
„supercoils“ angeordneten DNA, w ährend RNase 
die kom pakt angeordnete DNA des Chromosoms 
völlig auseinanderfalten k a n n 1_4> 7. Die A utoren 
folgern h ieraus, daß die im „core“ des Chromosoms 
befindliche RNA wesentlich dazu beiträgt, das Chro-

Sonderdruckanforderungen an G. Reimer, Zentrum der 
Dermatologie und Venerologie, Abteilung IV (Biochemie), 
Universität Frankfurt am Main, Theodor-Stern-Kai 7, 
D-6000 Frankfurt am Main.

mosom in  seiner kom pakten F orm  zusam m enzuhal­
ten.

Da w ir ein geeignetes in  ui’Jro-System fü r Studien 
der G enregulation an einem kom pakten und m ög­
lichst in  seiner natürlichen F orm  angeordneten 
Genom suchten, isolierten w ir adäquate chromoso­
male D N A -Protein-Strukturen aus P . testosteron i. 
Dieses gram negative B akterium  kann  m it Testo­
steron und D erivaten als einzige Kohlenstoffquelle 
wachsen, indem  m ehrere, m onocistronisch im Genom 
codierte Enzym e de novo  synthetisiert werden 8~ 10.

Material und Methoden

K u ltiv ieru n g  von  P . tes tosteron i

Auf Schrägagar (1,2%  Bacto-Agar, Difco, m it 
500 ,«g/m l m it Ultraschall fein  suspendiertes Testo­
steron, Merck) gewachsene P . testosteron i (ATCC 
11996) w erden in  Hefem edium  (10  g/1 Bacto Yeast 
Extract, D ifco, 1 g (NH 4) 2H P 0 4 , 1 g (N H 4)H 2P 0 4 ,
2 g KH2P 0 4 in  1 1 W asser m it 10 m l Spurenelement- 
Lösung von 20 ,0  g M gS 04 • 7 H 20 ,  1,0 g NaCl, 0,5 g 
Z nS 04 • 7 H 20 ,  0,5 g M n S 04 • 3 H 20 ,  0,5 g C uS 04 •
5 H20 , 0 ,5  mg F eS 0 4 • 7 H 20  und 10 ml 0,1 N H 2S 0 4 
in 11 W asser) überim pft und 20  — 24  Stunden bei 
30 °C im  Schüttelinkubator v o rk u ltiv ie rt9. Von die­
ser sta tionär wachsenden Zellsuspension werden
15 ml auf 200  ml Hefem edium  überim pft und 5 h bei 
30 °C kultiviert. Die Reinheit des Stammes w ird 
durch Phasenkontrastm ikroskopie und Messen der
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Tab. I. Lyse von P. testosteroni.

Ablauf der Lyse Methode I Methode II

Anzahl der Bakterien pro Lyse 2 - 5  x 1010 1 - 2  x lO 10
Resuspension in Lysatlösung A 2,0 ml 2,0 ml
Einfrieren und Auftauen 

(in C 02/Me0H-Gemisch)
3mal entfällt

Zugabe von Lysatlösung B 0,4 ml 0,4 ml
Lysozymwirkung 5 — 10 sec 20 sec
Zugabe von Lysatlösung C 2,3 ml 3,0 ml
Inkubation 4 — 6 min bei 37 °C 

oder
10 — 15 min bei 20 °C

8 — 10 min bei 15 °C

Ende der Lyse bei minimalem Viskositätsanstieg; 
Lysat etwas klarer

starkem Aufklaren des Lysats; 
bleibt flüssig

Isolierung der chromosomalen 
Strukturen (5 — 25% Saccharose- 
Gradient, SW 25-Rotor, 2 °C)

15 min bei 6000 rpm 15 min bei 20000 rpm

induzierten 
p rüft 9.

K etosteroidisom erase- A ktivität über-

L yse nach M ethode I

In der Mitte der logarithm ischen Phase gewach­
sene Zellen (ca. 2 — 4 x  1010) w erden in 2 ,0  ml 
Lysatlösung A (10 m M  T ris (H C l), pH  8,1 10 m M  

NaN3 , 20% Saccharose, 50 m M  NaCl) resuspendiert 
und dreim al im Trockeneis/M ethanol-Gemisch einge­
froren  und aufgetaut. N un wird 0,4 ml der frisch an ­
gesetzten, Lysozym enthaltenden Lösung B (120  m M  

T ris (H C l), pH 8,1, 80  m M  EDTA, 4 m g/m l Lyso­
zym, Serva) fü r 5—10 sec einwirken lassen und
2,4 ml Lysatlösung C (1% Brij 58, 0,4% Desoxy- 
cholat, 2,0 M NaCl) hinzugefügt. Dieses Gemisch 
w ird zur vollständigen Lyse fü r 4 — 8 m in bei 37 °C 
oder 15 min bei 22 °C inkubiert, bis ein gering­
fügiger V iskositätsanstieg bem erkbar ist und dann 
sogleich im Eiswasser abgekühlt (Tab. I ) .

Lyse nach M ethode II

Am Ende der logarithm ischen Phase wachsende 
Zellen (ca. 1010) werden in 2 ,0  ml Lysatlösung A 
gut resuspendiert. Nach Zugabe von 1,0 ml frisch an­
gesetzter Lysatlösung B w ird das Lysozym 20 sec 
bei 2 °C wirken lassen und sogleich 3,0 ml L ysat­
lösung C dazugemischt. Nach 8 —10 min w ird das 
Lysat deutlich klarer, ohne jedoch viskos zu werden 
(Tab. I ) .

Isolierung der chrom osom alen S trukturen

Das Lysat w ird auf einen 5 — 25-prozentigen (w/v) 
Saccharose-Gradienten (m it 30% (v/v) Glycerin, 
1,0 m  NaCl, 40 m M  T ris (H C l), pH  7,9, 10 m M  

EDTA, 10 m M  M gCU, 0,1 m M  D ithiothreitol) au f­

getragen und mit einem SW 25-Rotor einer Beck- 
m an-Ultrazentrifuge in  15 min bei 6000  rpm  (bei 
M ethode I) bzw. 20 000 rpm (bei M ethode I I ; 
Tab. I) aufgetrennt. W ährend der F rak tion ierung  
des Gradienten wird die Absorption bei 254 (A 254) 
kontinuierlich gemessen und das Sedim entationspro­
fil aufgezeichnet.

B estim m ung der P ro teine und der D N A

Die G radientenfraktionen mit den entsprechenden 
chromosomalen S trukturen werden vor der Bestim­
mung der Proteine (Lowry et al. n ) und der DNA 
(D ische12) gründlich gegen 20 m M  T ris (H C l), 
pH 7,5, dialysiert.

Spaltung der D NA durch DNase

Die Empfindlichkeit der chromosomalen DNA ge­
genüber DNase wird nach der Methode von Billing 
und Bonner 13 bestimmt. Die isolierten DNA-Protein- 
Komplexe werden mit 40  m M  Tris (H C l), pH  7,9, in 
10 m M  EDTA, 10 m M  MgCl2 und 0,1 m M  D ithio­
threitol auf eine optische Dichte M 2eo) von bis
2,5 verdünnt. Es werden jeweils 10 /*g/ml DNase I 
oder DNase II hinzugegeben und bei 37 °C 0 bis 
60 min inkubiert. Die DNase liegt hierbei im Ü ber­
schuß vor, da 4 bzw. 50 /<g/ml DNase im  Ansatz 
keine veränderte Rate der DNA-Verdauung ergibt. 
Die nicht hydrolysierten N ukleinsäuren w erden m it 
TCA (5% Endkonzentration) gefällt und abzentrifu ­
giert. Im  Ü berstand hiervon m ißt m an nun die opti­
sche Dichte der abgespaltenen Nukleotide. Parallel 
w ird die Hydrolyse der nach M arm ur 14 gereinigten 
P. testosteron i-D N A  m it DNase erm ittelt und zu der 
Spaltung der isolierten DNA-Protein-Komplexe in 
Relation gesetzt.
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Abb. 1. Isolierung verschiedener chromosomaler 
DNA-Protein-Komplexe aus P. testosteroni nach 
Methode I (A) bzw. II (B). (--------- ) Absorp­
tionsprofil des Gradienten bei 254 nm (^ 254) • 
( - # - - # - )  TCA-präcipitierbare Radioaktivität 
des in vivo in die DNS der Bakterien inkorporier­

ten [3H] Thymidins (6,7 Ci/mM, NEN).

2 4  6 8 10
Fraktion

25% Saccharose-Konz.(w/v) 5% 25% Saccharose-Konz.(w/v) 5%

E rg eb n isse

Iso lieru n g  der chrom osom alen K om plexe

Bei einer identischen D urchführung der von Sto- 
nington und P e tti jo h n 1 fü r E. coli beschriebenen 
M ethode resultiert bei logarithm isch gewachsenen 
P. testo steron i nu r eine unvollständige Lyse. W erden 
die Bakterien jedoch vor Anwendung dieser Me­
thode m ehrm als in einem Trockeneis-Methanol-Ge- 
misch tiefgefroren und aufgetaut und die Lysatlösun­
gen verändert, so wird die Lyse wesentlich effektiver. 
Diese M odifikation der Lyse w ird im weiteren als 
M ethode I bezeichnet (Tab. I ) .  Nach Zentrifugation 
des Lysates im  5 — 25% (w/v) Saccharose-Gradienten 
bei 6000  rpm  erhält man zwei heterogene DNA-Pro- 
tein-S trukturen (a und b in Abb. 1 A) mit un ter­
schiedlicher relativer Dichte. D er Protein-DNA-Quo-

tient beider Form en ist jeweils gleich, er schwankt 
jedoch je nach Lysat von 2 : 1 bis 4,5 : 1.

M ehrere G enerationen mit [3H ]T hym idin  gewach­
sene und in der gleichen W eise p räparie rte  Bakte­
rien ergib t eine zum A bsorptionsprofil (A .,54) p a ra l­
lele V erteilung der mit TCA präcip itierbaren  R adio­
ak tiv itä t; ca. 90% der in die DNA eingebauten 
R adioaktivität sedim entiert hierbei in den G radien­
ten. Da nicht mit völlig auxotrophen M utanten von 
P. testosteron i gearbeitet w urde, ist der E inbau an 
[3H] Thym idin in  die DNA jedoch zu gering, um 
weitere Analysen anschließen zu können.

Neben den beiden oben beschriebenen DNA-Pro- 
tein-Komplexen kann aus dem gleichen P. testoste- 
rora-Lysat noch eine weitere, kom pakte chromoso­
male Form  m it einem Protein-D N A -Verhältnis von
0,5 : 1 isoliert w erden. D ieser Komplex ist im glei-

Isolierung nach 
Methode I Methode II

Sedimentation im Gradienten bei 
Protein/DNS-V erhältnis 
Veränderung der Komplexe durch 

Inkubation (60 min, 30 °C)
Pronase (50 bzw. 100 ^g/ml

15 min bei 30 °C) 
DNase (12 bzw. 25 ^g/ml

15 min bei 30 °C) 
RNase (8, 10 bzw. 20 ^g/ml

10 min bei 30 °C) 
Natriumlaurylsulfat

(0,5% Endkonzentration) 
Sarkosin (1,5% Endkonzentration

15 min bei 4 °C)

6000 rpm 
2 -4 ,5  : 1 
keine Wirkung

keine Wirkung

keine Wirkung

keine Wirkung

Viskositätsanstieg 
auf Membranspaltung 
hinweisend

20 000 rpm 
0,5 : 1
keine Wirkung 

keine Wirkung 

keine Wirkung 

Viskositätsanstieg

Viskositätsanstieg 
keine Wirkung

Tab. II. Eigenschaften 
der isolierten DNA- 
Protein-Komplexe von 
P. testosteroni.



94 G. Reimer u. D. Drahovsky • Chromosomale S trukturen von P. testosteroni

dien 5 — 25% (w/v) Saccharose-Gradienten vorzu­
finden, wenn m an bei 20  000  rpm  15 m in lang zen­
trifug iert; d ie beiden vorher beschriebenen Form en 
(a, b) sedim entieren als Pellet am Boden des G ra­
dienten. Um diese pro teinärm ere chromosom ale Form  
in einer höheren Ausbeute isolieren zu können, wer­
den P . testosteron i nach einer weiteren, h ier als 
M ethode II  bezeichn ten  Lyse aufgebrochen. H ierbei 
erübrig t sich m ehrm aliges E infrieren  und A uftauen 
der Bakterien. Die Lysozym enthaltende Lösung B 
w ird verm ehrt zugegeben, 20  Sek. w irken lassen und 
nach Zugabe der Lösung C das Gemisch inkubiert 
(Tab. I I ) . Sind alle Bakterien lysiert, so w ird das 
Lysat beträchtlich k larer als bei M ethode I, behält 
jedoch seine flüssige, nicht viskose Konsistenz. Diese 
chromosomalen Komplexe (c) ergeben im  G radien­
ten einen homogenen Peak (Abb. 1 B ) .

S tab ilitä t der proteinreichen chrom osom alen  
Strukturen

W ährend der Lyse der Bakterien nach M ethode I 
ist der kom pakte, schnell sedim entierende DNA- 
Protein-Kom plex (a) in die viskosere und expan- 
d iertere Form  (b) oder in eine sehr viskose Form  
m it wahrscheinlich völlig expandierter DNA irrever­
sibel überführbar. Ein solcher Ü bergang kann bei 
verlängerter Inkubation  des Lysates bei 30  °C eben­
so beobachtet werden (Abb. 2 A, B, C) wie bei einer 
höheren Inkubationstem peratur, größeren Lysozym­

konzentration oder mechanischen Reibung. Durch 
entsprechende V ariation der erwähnten Bedingungen 
w ährend der Lyse nach M ethode I erhält m an daher 
n u r die schnell sedim entierende Form  oder beide 
Form en in  verschiedenen Relationen zueinander.

Wirkung von Sarkosin

W erden P. testosteron i nach Methode I lysiert und 
das Lysat 20  min mit 1,5% Sarkosin inkubiert, so 
können nach A uftrennung im  Gradienten erheblich 
weniger schnell sedim entierende DNA-Protein-Kom- 
plexe (a) isoliert werden (Abb. 3 A ). W ird das glei­
che Lysat jedoch anstatt bei 6000  rpm bei 20  000 
rpm  zentrifugiert, so ist eine größere Menge an 
proteinärm eren, chromosomalen Strukturen (c) vor­
zufinden. Im  Gegensatz zu den proteinreichen S truk­
turen  (a) zeigt sich der proteinärm ere Komplex (c) 
gegenüber Sarkosin als unempfindlich (Abb. 3 B ) .  
Dies w ird  auch durch das unveränderte DNA-Pro- 
tein-Verhältnis der Komplexe (c) verdeutlicht.

E igenschaften der isolierten  D N A -P rotein -K om plexe

F ür die Isolierung der verschiedenen chrom osom a­
len Komplexe ist eine Salzkonzentration von 1,0  m  

NaCl erforderlich. Die einmal isolierten Komplexe 
bleiben hingegen auch bei einer Inkubationsdauer 
von 60 m in bei 30 °C stabil. Durch diese E igen­
schaft ist es möglich, enzymatische Reaktionen der

25% Saccharose-Konz.(w/v) 5% 25%Saccharose-Konz.(w/v) 5%  25% Saccharose-Konz, (w/v) 5°/o

Abb. 2. Wirkung der Inkubationsdauer auf das Sedimentationsprofil (A 254) des nach Methode I aus P. testosteroni prä­
parierten Lysates. Das Lysat wurde für 4, 8 bzw. 12 min (A, B bzw. C) bei 30 °C inkubiert und anschließend bei 6000 rpm

zentrifugiert.
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Abb. 3. Wirkung von Sarkosin: P. testosteroni 
werden nach Methode I (A) bzw. II (B) 
lysiert und während der Lyse zu der Hälfte 
des Lysates vorsichtig Sarkosin hinzugemischt 
(1,5% Endkonzentration). Nach 20min Inku­
bation bei 4 °C wird das Lysat im 5—25% 
(w/v) Saccharose-Gradienten bei 6000 rpm
(A) bzw. 20 000 rpm (B) fraktioniert. (------ )
Sedimentationsprofil ( ^ 254) des unbehandelten
Lysates; ( -------- ) Sedimentationsprofil (A 254

des mit Sarkosin behandelten Lysates.

25°/o Saccharose-Konz, (w/v) 5°h

verschiedenen D N A -Protein-Strukturen zu untersu­
chen.

Inkub iert m an den proteinreichen Komplex (a) 
jeweils 15 m in m it Pronase, DNase I bzw. D N ase ll 
oder RN ase, so is t keine signifikante Ä nderung der 
Sedim entationsgeschw indigkeit festzustellen (Tab. 
I I ) .  D ie nach M arm ur nach M ethode II aus P. tes to ­
steron i isolierten  Komplexe (c) bleiben bei 80  m M  

N aC l-K onzentration, längerer Inkubation bei 30  °C 
sowie E inw irkung von P ronase oder DNase ebenfalls 
unverändert (Tab. I I ) .  Inkubation m it RNase fü r 
10 m in erhöh t hingegen die V iskosität dieser chro­
m osom alen F orm  ebenso stark  wie 0,5% N atrium - 
laury lsu lfat (Tab. I I ) .  Diese Eigenschaft der chro­
m osom alen Form  (c) ist ein wesentlicher U nter­
schied zu der erst beschriebenen Form  ( a ) .

S paltung  der chrom osom alen D N A  m it D N ase

D ie Spaltung der verschiedenen chromosomalen 
S truk turen  durch DNase zeigt h ier ebenso wie die 
H ydrolyse der DNA von Interphasenchrom atin 
einen zweiphasigen V erlauf (Abbn. 4, 5 ) . H ierbei 
w ird in der ersten Phase der Enzym reaktion freie, 
fü r die D N ase sofort zugängliche DNA gespalten, 
w ährend in der zweiten, langsam eren Phase auch die 
restliche chrom osom ale DNA hydrolysiert w ird. V er­
gleicht m an die Em pfindlichkeit der verschiedenen 
Kom plexe, so w ird die DNA d er proteinreichen, 
kom pakten S truk tu r (a) am wenigsten hydrolysiert. 
E x trapo liert m an von dem zweiten Teil der K urve 
jeweils auf die O rdinate, so erhält m an den Anteil

der DNA, der fü r die DNase d irek t zugänglich ist. 
Somit kann m an ersehen, daß 10 — 15% der chromo­
somalen DNA der kom pakten F orm  (a) und 40  bis 
50% der ebenfalls kom pakten, jedoch proteinärme- 
ren F orm  (c) fre i zugänglich vorliegen.

Inkubationsdauer [min]

Abb. 4. Spaltung der chromosomalen DNA der nach Me­
thode I isolierten DNA-Protein-Komplexe. Die Gradienten­
fraktionen mit den entsprechenden chromosomalen Struktu­
ren (a und b) werden auf eine optische Dichte (260 nm) 
von 2,5 verdünnt und bei 37 °C mit DNase inkubiert. Die 
nicht hydrolysierte DNA wird mit TCA gefällt und die op­
tische Dichte (260 nm) des Überstandes gemessen. Die 
Werte werden zu der Spaltung von gereinigter P. testo- 

steroni-DNA in Relation gesetzt.
P. testosteroni-DNA: O  Exp.: 150 /ug DNA und 50 fim  

DNase/ml.
Chromosomaler Komplex (a ) : A  Exp. I : 125 /.ig  DNA und 

50 jug DNase/ml; ■  Exp. II : 125 jug DNA und 10 ,ug 
DNase/ml.

Chromosomaler Komplex (b) : □  Exp. I : 155 /ug DNA und 
50 fxg DNase/ml; A Exp. II : 155 jug DNA und 10 âg 
DNase/ml.
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Abb. 5. Spaltung der chromosomalen DNA der nach Me­
thode II isolierten DNA-Protein-Komplexe. Die entsprechende 
Gradientenfraktion wird auf eine optische Dichte (260 nm) 
von 1,4 verdünnt und wie in Abb. 4 beschrieben behandelt. 
P. testosteroni-DNA: O  Exp. I: 70 fxg DNA und 25 /ug 

DNase/ml; #  Exp. II: 50 /ug DNA und 10 /ug DNase/ml. 
Chromosomale Form (c) : ,A Exp. I: 70 ptg DNA und 25 fig  

DNase/ml; A  Exp. II: 50 fxg DNA und 10 /ug DNase/ml.

D isk u ssio n

Im Rahm en unserer U ntersuchungen konnten wir 
chromosomale S trukturen aus P. testosteron i isolie­
ren und charakterisieren, nachdem wir die von Sto- 
nington und P e tti jo h n 1' 3 fü r E. coli beschriebene 
Lyse entsprechend abgeändert hatten. D ie verschie­
denen isolierten Chromosom en unterscheiden sich im 
W esentlichen durch ihre Sedim entationsgeschw indig­
keit, den P roteingehalt sowie Empfindlichkeit gegen­
über RNase. Diese Unterschiede dürften  durch eine 
Assoziation von M em branfragm enten bew irkt w er­
den, zumal Sarkosin, das die Nukleoprotein-M em- 
branbindung  zerstört, h ier ebenso wie bei E. c o l i3~ 5 
den schnell sedim entierenden Komplex (a) in die 
proteinärm ere Form  (c) überführt. D er von 2 : 1 
bis 4,5 : 1 variierende P ro teingehalt der Form  (a) 
dürfte wie bei E. c o l i3-5 auf unterschiedlich große 
M em branfragm ente zurückzuführen sein.

W ährend der Lyse sind die kom pakten chrom oso­
malen S trukturen instabil (Abb. 2 ) , nach ih rer Iso­
lierung w iderstehen sie jedoch längerer Inkubation  
bei geringerer Ionenstärke (Tab. I I ) .  Es erscheint 
somit möglich, daß Faktoren oder Mechanismen, die 
eine U m strukturierung der chromosom alen A nord­
nung bewirken, bei der Iso lierung der Komplexe 
verloren gehen oder inaktiv iert werden. Interessant 
ist in diesem Zusam m enhang, daß W a n g 15 aus 
E. coli ein Protein  isolieren konnte, das die in super-

helikalen W indungen angeordnete DNA in v itro  ent- 
spiralisieren kann.

W ie fü r E. coli-Chromosomen beschrieben 2, be­
halten die isolierten kom pakten DNS-Protein-Kom- 
plexe von P. testosteron i ihre strukturelle A nord ­
nung auch nach Inkubation mit proteolytischen E n ­
zymen.

Bei Hydrolyse m it DNase w ird zwar die chrom o­
somale DNA gespalten, die Sedim entationsgeschwin­
digkeit würd jedoch nicht entscheidend beeinflußt 
(Tab. II). Dies könnte einerseits auf einer relativ  ge­
ringen Gewichtsabnahme des Komplexes beruhen; 
es w äre andererseits auch möglich, daß der DNA- 
Protein-Kom plex durch Abspaltung peripherer, frei 
zugänglicher DNA-Stränge einen kleineren R adius 
besitzt und dadurch an der gleichen Stelle des G ra­
dienten sedim entiert.

Ähnlich wie bei E. c o l i1-4 bew irkt RN ase ebenso 
wie N atrium laurylsulfat bei P. testosteron i-C hrom o­
somen eine starke Zunahm e der V iskosität der p ro ­
teinärm eren S trukturen ( c ) . Die Empfindlichkeit ge­
genüber RNase steht in Analogie zu der s truk tu rel­
len Ä nderung des aus E. coli isolierten chrom osom a­
len S truk tu r nach RNase 1_4. Diese Beobachtung w ird 
mit dem A useinanderfalten der kom pakt angeordne­
ten DNA interpretiert, die mit RNA-Molekül (en) zu­
sam m engehalten werden dürfte.

Die Resistenz des Komplexes (a) gegenüber RNase 
beruht möglicherweise auf dessen hohen P ro te in ­
gehalt, der es der RNase nicht ermöglicht, freie B in­
dungsstellen zu finden.

Die Spaltbarkeit der chromosomalen DNA bei 
einem Überschuß an DNase veranschaulicht, daß die 
DNA der verschiedenen Komplexe in unterschied­
lichem M aße frei vorliegt und Bindungsstellen fü r 
Enzyme bietet. So ist die DNA der proteinreichen 
S truk tur (a) nu r zu 10 — 15% frei zugänglich, w äh­
rend die DNS des viskoseren Komplexes (b) besser 
gespalten w ird, obwohl er den gleichen P ro teingehalt 
besitzt. Dies kann durch eine auseinandergefaltete 
A nordnung der DNA erklärt werden, die somit m ehr 
Bindungsstellen für die DNase bietet. Mit der E m p­
findlichkeit gegenüber DNase w ird auch verdeut­
licht, daß der DNA-Protein-Kom plex (a) rep rodu ­
zierbarer in seiner Form  isoliert werden kann als der 
viskosere Komplex (b ), dessen DNA unterschiedlich 
weit expandiert sein kann.

Die relativ gute H ydrolysierbarkeit der kom pakt 
angeordneten Form  (c) dürfte auf den 5 — 8mal ge­
ringeren P roteingehalt zurückzuführen sein, so daß 
die DNA zu ca. 40 — 50% frei zugänglich vorliegt.
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Da die einm al aus P. testosteroni isolierten chro­
m osom alen S truk turen  relativ stabil sind, bieten sie 
sich an, sie auf endogrene, kosedim entierende Enzy­
me zu untersuchen. So konnte bei Inkubation mit 
N ukleotid triphosphaten  eine endogene RNA-Poly- 
m erase-A ktivität festgestellt werden (in  V orberei­
tung) . Durch diese Eigenschaft sowie die Induzier- 
barkeit von m ehreren Enzymen durch Testosteron 
stellt das isolierte Chromosom von P. testosteron i 
ein einfaches M odell dar, Regulationsmechanismen

an einer natürlich vorliegenden, kom pakten DNA- 
S truk tur zu untersuchen.

H errn  P rof. D r. A. W acker möchten w ir fü r sein 
Interesse an der D urchführung dieser A rbeit danken. 
E in Teil dieser A rbeit w urde von der Deutschen 
Forschungsgem einschaft (D r 104/2) unterstützt. 
Diese A rbeit ist Teil einer D issertation (G. R.) im 
Fachbereich Biologie der U niversität F rankfu rt am 
M ain.
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