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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 Pettijohn! sowie Worcel und
Burgi? gelang es, mit einer speziellen Lyse das
Chromosom von E. coli in seiner natiirlichen Form zu
isolieren. Hierfir werden die Bakterien in einer
hyperosmotischen Lésung mit Lysozym behandelt
und die entstandenen Sphiroblasten mit den nicht-
ionischen Detergentien Brij 58 und Desoxycholat bei
hoher Ionenstirke lysiert. Das freigesetzte, kompakt
angeordnete Chromosom kann mit einem Saccha-
rose-Gradienten von den restlichen Zellbestandteilen
abgetrennt werden. Abhingig von den Bedingungen
wihrend der Lyse sedimentieren die Chromosomen
entweder als 1200 —2200S oder 3000-—4000S
schwere DNA-Protein-Komplexe 3 4. Das einmal iso-
lierte Chromosom bleibt in seiner Form stabil und
kann durch proteolytische Enzyme nicht verdndert
werden. Nukleolytische Enzyme hingegen fithren zu
einem Auseinanderfalten der DNA in Abhingigkeit
von der Enzymkonzentration bzw. Inkubationsdauer;
DNase bewirkt ein teilweises Entspiralisieren der in
»supercoils“ angeordneten DNA, wihrend RNase
die kompakt angeordnete DNA des Chromosoms
vollig auseinanderfalten kann!™*7. Die Autoren
folgern hieraus, daf} die im ,,core des Chromosoms

befindliche RNA wesentlich dazu beitragt, das Chro-
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mosom in seiner kompakten Form zusammenzuhal-
ten.

Da wir ein geeignetes in vitro-System fiir Studien
der Genregulation an einem kompakten und mog-
lichst in seiner natiirlichen Form angeordneten
Genom suchten, isolierten wir adidquate chromoso-
male DNA-Protein-Strukturen aus P. testosteroni.
Dieses gramnegative Bakterium kann mit Testo-
steron und Derivaten als einzige Kohlenstoffquelle
wachsen, indem mehrere, monocistronisch im Genom
codierte Enzyme de novo synthetisiert werden 8719,

Material und Methoden
Kultivierung von P. testosteroni

Auf Schragagar (1,2% Bacto-Agar, Difco, mit
500 ug/ml mit Ultraschall fein suspendiertes Testo-
steron, Merck) gewachsene P. testosteroni (ATCC
11996) werden in Hefemedium (10 g/l Bacto Yeast
Extract, Difco, 1 g (NH,) ,HPO,, 1 g (NH,)H,PO,,
2 g KHy,PO, in 11 Wasser mit 10 ml Spurenelement-
Lésung von 20,0 g MgSO,-7 H,0, 1,0 g NaCl, 0,5 g
ZnSO4-7H,0, 0,5g MnSO,-3 H,0, 0,5g CuSO,-
5 H,0, 0,5 mg FeSO,-7 HyO und 10 ml 0,1 N Hy,SO,
in 11 Wasser) iberimpft und 20 — 24 Stunden bei
30 °C im Schiittelinkubator vorkultiviert®. Von die-
ser stationdr wachsenden Zellsuspension werden
15 ml auf 200 ml Hefemedium iiberimpft und 5 h bei
30 °C kultiviert. Die Reinheit des Stammes wird
durch Phasenkontrastmikroskopie und Messen der



92 G. Reimer u. D. Drahovsky - Chromosomale Strukturen von P. testosteroni

Tab. I. Lyse von P. testosteroni.

Ablauf der Lyse Methode I Methode IT
Anzahl der Bakterien pro Lyse 2—5x101° 1—2x101°
Resuspension in Lysatlosung A 2,0 ml 2,0 ml
Einfrieren und Auftauen 3mal entfallt
(in COy/MeOH-Gemisch)
Zugabe von Lysatlosung B 0,4 ml 0,4 ml
Lysozymwirkung 5—10 sec 20 sec
Zugabe von Lysatlosung C 2,3 ml 3,0 ml
Inkubation 4—6 min bei 37 °C 8—10 min bei 15 °C
oder

10—15 min bei 20 °C

Ende der Lyse bei

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

minimalem Viskositdtsanstieg;
Lysat etwas klarer

15 min bei 6000 rpm

starkem Aufklaren des Lysats;
bleibt fliissig

15 min bei 20000 rpm

induzierten Ketosteroidisomerase-Aktivitat iiber-
priift °.

Lyse nach Methode 1

In der Mitte der logarithmischen Phase gewach-
sene Zellen (ca. 2—4x10'%) werden in 2,0 ml
Lysatlosung A (10 mMm Tris (HCl), pH 8,1 10 mm
NaN;, 20% Saccharose, 50 mm NaCl) resuspendiert
und dreimal im Trockeneis/Methanol-Gemisch einge-
froren und aufgetaut. Nun wird 0,4 ml der frisch an-
gesetzten, Lysozym enthaltenden Lésung B (120 mm
Tris (HCl), pH 8,1, 80 mm EDTA, 4 mg/ml Lyso-
zym, Serva) fir 5-10 sec einwirken lassen und
2,4ml Lysatlosung C (1% Brij 58, 0,4% Desoxy-
cholat, 2,0 M NaCl) hinzugefiigt. Dieses Gemisch
wird zur vollstindigen Lyse fiir 4 — 8 min bei 37 °C
oder 15 min bei 22 °C inkubiert, bis ein gering-
fugiger Viskositiatsanstieg bemerkbar ist und dann
sogleich im Eiswasser abgekiihlt (Tab. I).

Lyse nach Methode 11

Am Ende der logarithmischen Phase wachsende
Zellen (ca. 10'°) werden in 2,0 ml Lysatlosung A
gut resuspendiert. Nach Zugabe von 1,0 ml frisch an-
gesetzter Lysatlosung B wird das Lysozym 20 sec
bei 2 °C wirken lassen und sogleich 3,0 ml Lysat-
l6sung C dazugemischt. Nach 8 — 10 min wird das
Lysat deutlich klarer, ohne jedoch viskos zu werden
(Tab. I).

Isolierung der chromosomalen Strukturen

Das Lysat wird auf einen 5 — 25-prozentigen (w/v)
Saccharose-Gradienten (mit 30% (v/v) Glycerin,
1,0 NaCl, 40 mm Tris (HCl), pH 7,9, 10 mm
EDTA, 10 mm MgCl,, 0,1 mM Dithiothreitol) auf-

getragen und mit einem SW 25-Rotor einer Beck-
man-Ultrazentrifuge in 15 min bei 6000 rpm (bei
Methode 1) bzw. 20000 rpm (bei Methode II;
Tab. I) aufgetrennt. Wahrend der Fraktionierung
des Gradienten wird die Absorption bei 254 (A4,54)
kontinuierlich gemessen und das Sedimentationspro-
fil aufgezeichnet.

Bestimmung der Proteine und der DN A

Die Gradientenfraktionen mit den entsprechenden
chromosomalen Strukturen werden vor der Bestim-
mung der Proteine (Lowry et al.'!) und der DNA
(Dische 12) griindlich gegen 20mm Tris (HCI),
pH 7,5, dialysiert.

Spaltung der DNA durch DNase

Die Empfindlichkeit der chromosomalen DNA ge-
geniiber DNase wird nach der Methode von Billing
und Bonner 13 bestimmt. Die isolierten DNA-Protein-
Komplexe werden mit 40 mm Tris (HCI), pH 7,9, in
10mm EDTA, 10mm MgCl, und 0,1 mMm Dithio-
threitol auf eine optische Dichte (A4,5,) von 1,5 bis
2,5 verdiinnt. Es werden jeweils 10 ug/ml DNase I
oder DNase Il hinzugegeben und bei 37 °C 0 bis
60 min inkubiert. Die DNase liegt hierbei im Uber-
schul vor, da 4 bzw. 50 ug/ml DNase im Ansatz
keine verdnderte Rate der DNA-Verdauung ergibt.
Die nicht hydrolysierten Nukleinsduren werden mit
TCA (5% Endkonzentration) gefillt und abzentrifu-
giert. Im Uberstand hiervon mift man nun die opti-
sche Dichte der abgespaltenen Nukleotide. Parallel
wird die Hydrolyse der nach Marmur !* gereinigten
P. testosteroni-DNA mit DNase ermittelt 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 (A4y;,).

(-@®--@®-) TCA-pricipitierbare Radioaktivitdt

des in vivo in die DNS der Bakterien inkorporier-
ten [3H] Thymidins (6,7 Ci/mm, NEN).
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Ergebnisse

Isolierung der chromosomalen Komplexe

Bei einer identischen Durchfiihrung der von Sto-
nington und Pettijohn! fiir E.coli beschriebenen
Methode resultiert bei logarithmisch gewachsenen
P. testosteroni nur eine unvollstindige Lyse. Werden
die Bakterien jedoch vor Anwendung dieser Me-
thode mehrmals in einem Trockeneis-Methanol-Ge-
misch tiefgefroren und aufgetaut und die Lysatlosun-
gen veréndert, so wird die Lyse wesentlich effektiver.
Diese Modifikation der Lyse wird im weiteren als
Methode I bezeichnet (Tab. I). Nach Zentrifugation
des Lysates im 5 — 25% (w/v) Saccharose-Gradienten
bei 6000 rpm erhélt man zwei heterogene DNA-Pro-
tein-Strukturen (a und b in Abb. 1 A) mit unter-
schiedlicher relativer Dichte. Der Protein-DNA-Quo-

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

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

Mehrere Generationen mit [*H] Thymidin gewach-
sene und in der gleichen Weise praparierte Bakte-
rien ergibt eine zum Absorptionsprofil (4,54) paral-
lele Verteilung der mit TCA précipitierbaren Radio-
aktivitit; ca. 90% der in die DNA eingebauten
Radioaktivitit sedimentiert hierbei in den Gradien-
ten. Da nicht mit vollig auxotrophen Mutanten von
P. testosteroni gearbeitet wurde, ist der Einbau an
[3H]Thymidin in die DNA jedoch zu gering, um

weitere Analysen anschlieflen zu konnen.

Neben den beiden oben beschriebenen DNA-Pro-
tein-Komplexen kann aus dem gleichen P. testoste-
roni-Lysat noch eine weitere, kompakte chromoso-
male Form mit einem Protein-DNA-Verhaltnis von
0,5 : 1 isoliert werden. Dieser Komplex ist im glei-

Tab. II. Eigenschaften

Isolierung nach der isolierten DNA-

Methode I Methode II Protein-Komplexe von
P. testosteroni.
Sedimentation im Gradienten bei 6000 rpm 20000 rpm
Protein/DNS-Verhiltnis 2—4,5:1 05 :1
Verdnderung der Komplexe durch keine Wirkung keine Wirkung

Inkubation (60 min, 30 °C)
Pronase (50 bzw. 100 xg/ml keine Wirkung keine Wirkung
15 min bei 30 °C)
DNase (12 bzw. 25 ug/ml keine Wirkung keine Wirkung
15 min bei 30 °C)
RNase (8, 10 bzw. 20 ug/ml keine Wirkung Viskositdtsanstieg
10 min bei 30 °C)
Natriumlaurylsulfat
(0.5% Endkonzentration) Viskositdtsanstieg Viskositdtsanstieg
Sarkosin (1,5% Endkonzentration auf Membranspaltung keine Wirkung
15 min bei 4 °C) hinweisend
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chen 5-25% (w/v) Saccharose-Gradienten vorzu-
finden, wenn man bei 20 000 rpm 15 min lang zen-
trifugiert; die beiden vorher beschriebenen Formen
(a, b) sedimentieren als Pellet am Boden des Gra-
dienten. Um diese proteindrmere chromosomale Form
in einer hoheren Ausbeute isolieren zu konnen, wer-
den P. testosteroni nach einer weiteren, hier als
Methode II bezeichneten Lyse aufgebrochen. Hierbei
eriibrigt sich mehrmaliges Einfrieren und Auftauen
der Bakterien. Die Lysozym enthaltende Losung B
wird vermehrt zugegeben, 20 Sek. wirken lassen und
nach Zugabe der Losung C das Gemisch inkubiert
(Tab. II). Sind alle Bakterien lysiert, so wird das
Lysat betrachtlich klarer als bei Methode I, behalt
jedoch seine fliissige, nicht viskose Konsistenz. Diese
chromosomalen Komplexe (c) ergeben im Gradien-
ten einen homogenen Peak (Abb. 1B).

Stabilitit der proteinreichen chromosomalen
Strukturen

Wihrend der Lyse der Bakterien nach Methode I
ist der kompakte, schnell sedimentierende DNA-
Protein-Komplex (a) in die viskdsere und expan-
diertere Form (b) oder in eine sehr viskose Form
mit wahrscheinlich véllig expandierter DNA irrever-
sibel iiberfiithrbar. Ein solcher Ubergang kann bei
verlingerter Inkubation des Lysates bei 30 °C eben-
so beobachtet werden (Abb. 2 A, B, C) wie bei einer

héheren Inkubationstemperatur, groferen Lysozym-

konzentration oder mechanischen Reibung. Durch
entsprechende Variation der erwihnten Bedingungen
wihrend der Lyse nach Methode I erhilt man daher
nur die schnell sedimentierende Form oder beide
Formen in verschiedenen Relationen zueinander.

Wirkung von Sarkosin

Werden P. testosteroni nach Methode I lysiert und
das Lysat 20 min mit 1,5% Sarkosin inkubiert, so
kénnen nach Auftrennung im Gradienten erheblich
weniger schnell sedimentierende DNA-Protein-Kom-
plexe (a) isoliert werden (Abb. 3 A). Wird das glei-
che Lysat jedoch anstatt bei 6000 rpm bei 20 000
rpm zentrifugiert, so ist eine groBere Menge an
proteindrmeren, chromosomalen Strukturen (c) vor-
zufinden. Im Gegensatz zu den proteinreichen Struk-
turen (a) zeigt sich der proteindrmere Komplex (c)
gegeniiber Sarkosin als unempfindlich (Abb. 3 B).
Dies wird auch durch das unveranderte DNA-Pro-
tein-Verhaltnis der Komplexe (c) verdeutlicht.

Eigenschaften der isolierten DN A-Protein-Komplexe

Fiir die Isolierung der verschiedenen chromosoma-
len Komplexe ist eine Salzkonzentration von 1,0 M
NaCl erforderlich. Die einmal isolierten Komplexe
bleiben hingegen auch bei einer Inkubationsdauer
von 60 min bei 30 °C stabil. Durch diese Eigen-
schaft ist es moglich, enzymatische Reaktionen der
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Abb. 2. Wirkung der Inkubationsdauer auf das Sedimentationsprofil (A4ys,) des nach Methode I aus P. testosteroni pri-
parierten Lysates. Das Lysat wurde fiir 4, 8 bzw. 12 min (A, B bzw. C) bei 30 °C inkubiert und anschlieBend 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 wihrend der Lyse zu der Hilfte
des Lysates vorsichtig Sarkosin hinzugemischt
(1,5% Endkonzentration). Nach 20 min Inku-
bation bei 4 °C wird das Lysat im 5—25%
(w/v) Saccharose-Gradienten bei 6000 rpm
(A) bzw. 20000 rpm (B) fraktioniert. ( )
Sedimentationsprofil (4,54) des unbehandelten
Lysates; (—— —) Sedimentationsprofil (4,54
des mit Sarkosin behandelten Lysates.

verschiedenen DNA-Protein-Strukturen zu untersu-
chen.

Inkubiert man den proteinreichen Komplex (a)
jeweils 15 min mit Pronase, DNase I bzw. DNase II
oder RNase, so ist keine signifikante Anderung der
Sedimentationsgeschwindigkeit festzustellen (Tab.
II). Die nach Marmur nach Methode II aus P. testo-
steroni isolierten Komplexe (c) bleiben bei 80 mm
NaCl-Konzentration, langerer Inkubation bei 30 °C
sowie Einwirkung von Pronase oder DNase ebenfalls
unverindert (Tab. II). Inkubation mit RNase fiir
10 min erhoht hingegen die Viskositét dieser chro-
mosomalen Form ebenso stark wie 0,5% Natrium-
laurylsulfat (Tab. II). Diese Eigenschaft der chro-
mosomalen Form (c) ist ein wesentlicher Unter-
schied zu der erst beschriebenen Form (a).

Spaltung der chromosomalen DNA mit DNase

Die Spaltung der verschiedenen chromosomalen
Strukturen durch DNase zeigt hier ebenso wie die
Hydrolyse der DNA von Interphasenchromatin
einen zweiphasigen Verlauf (Abbn. 4, 5). Hierbei
wird in der ersten Phase der Enzymreaktion freie,
fiir die DNase sofort zugingliche DNA gespalten,
withrend in der zweiten, langsameren Phase auch die
restliche chromosomale DNA hydrolysiert wird. Ver-
gleicht man die Empfindlichkeit der verschiedenen
Komplexe, so wird die DNA der proteinreichen,
kompakten Struktur (a) am wenigsten hydrolysiert.
Extrapoliert man von dem zweiten Teil der Kurve
jeweils auf die Ordinate, so erhélt man den Anteil

25% Saccharose -Konz.(w/v) 5% 25%o0 Saccharose-Konz.(w/v) 5%'

der DNA, der fiir die DNase direkt zuginglich ist.
Somit kann man ersehen, dal 10 — 15% der chromo-
somalen DNA der kompakten Form (a) und 40 bis
50% der ebenfalls kompakten, jedoch proteinirme
ren Form (c) frei zuginglich vorliegen.

—_

DNase -Spaltung [ von total]

1 1 1 1
10 20 30 60
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 verdiinnt und bei 37 °C mit DNase inkubiert. Die
nicht hydrolysierte DNA wird mit TCA gefdllt und die op-
tische Dichte (260nm) des Uberstandes 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 um
DNase/ml.

Chromosomaler Komplex (a): /\ Exp. I: 125 ug DNA und
50 ug DNase/ml; M Exp. II: 125 ug DNA und 10 ug
DNase/ml.

Chromosomaler Komplex (b): [J Exp. I: 155 ug DNA und
50 ug DNase/ml; A Exp. II: 155 ug DNA und 10 ug
DNase/ml.
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DNase - Spaltung [% von total]

o ]
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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 verdiinnt und wie in Abb. 4 beschrieben behandelt.

P. testosteroni-DNA: O Exp. I: 70 ug DNA und 25 ug
DNase/ml; @ Exp. II: 50 ug DNA und 10 ug DNase/ml.
Chromosomale Form (c) : /A Exp. I: 70 ug DNA und 25 ug
DNase/ml; A Exp. II: 50 ug DNA und 10 ug DNase/ml.

Diskussion

Im Rahmen unserer Untersuchungen konnten wir
chromosomale Strukturen aus P. testosteroni isolie-
ren und charakterisieren, nachdem wir die von Sto-
nington und Pettijohn 3 fiir E. coli beschriebene
Lyse entsprechend abgeindert hatten. Die verschie-
denen isolierten Chromosomen unterscheiden sich im
Wesentlichen durch ihre Sedimentationsgeschwindig-
keit, den Proteingehalt sowie Empfindlichkeit gegen-
tiber RNase. Diese Unterschiede diirften durch eine
Assoziation von Membranfragmenten bewirkt wer-
den, zumal Sarkosin, das die Nukleoprotein-Mem-
branbindung zerstort, hier ebenso wie bei E. coli 373
den schnell sedimentierenden Komplex (a) in die
proteinirmere Form (c) uberfithrt. Der von 2:1
bis 4,5 : 1 variierende Proteingehalt der Form (a)
diirfte wie bei E. coli 3% auf unterschiedlich grofe
Membran{ragmente zuriickzufiihren sein.

Wihrend der Lyse sind die kompakten chromoso-
malen Strukturen instabil (Abb. 2), nach ihrer Iso-
lierung widerstehen sie jedoch ldngerer Inkubation
bei geringerer lonenstirke (Tab. II). Es erscheint
somit moglich, daf} Faktoren oder Mechanismen, die
eine Umstrukturierung der chromosomalen Anord-
nung bewirken, bei der Isolierung der Komplexe
verloren gehen oder inaktiviert werden. Interessant
ist in diesem Zusammenhang, dafl Wang '
E. coli ein Protein isolieren konnte, das die in super-

aus

helikalen Windungen angeordnete DNA in vitro ent-
spiralisieren kann.

Wie fiir E. coli-Chromosomen beschrieben !- 2, be-
halten die isolierten kompakten DNS-Protein-Kom-
plexe von P. testosteroni ihre strukturelle Anord-
nung auch nach Inkubation mit proteolytischen En-
zymen.

Bei Hydrolyse mit DNase wird zwar die chromo-
somale DNA gespalten, die Sedimentationsgeschwin-
digkeit wird jedoch nicht entscheidend beeinfluf3t
(Tab. II). Dies konnte einerseits auf einer relativ ge-
ringen Gewichtsabnahme des Komplexes beruhen;
es wire andererseits auch moglich, dal der DNA-
Protein-Komplex durch Abspaltung peripherer, frei
zugédnglicher DNA-Stridnge einen kleineren Radius
besitzt und dadurch an der gleichen Stelle des Gra-
dienten sedimentiert.

Ahnlich wie bei E. coli '~ * bewirkt RNase ebenso
wie Natriumlaurylsulfat bei P. testosteroni-Chromo-
somen eine starke Zunahme der Viskositit der pro-
teinarmeren Strukturen (c). Die Empfindlichkeit ge-
geniiber RNase steht in Analogie zu der strukturel-
len Anderung des aus E. coli isolierten chromosoma-
len Struktur nach RNase 4. Diese Beobachtung wird
mit dem Auseinanderfalten der kompakt angeordne-
ten DNA interpretiert, die mit RNA-Molekiil (en) zu-
sammengehalten werden diirfte.

Die Resistenz des Komplexes (a) gegeniiber RNase
beruht moglicherweise auf dessen hohen Protein-
gehalt, der es der RNase nicht erméglicht, freie Bin-
dungsstellen zu finden.

Die Spaltbarkeit der chromosomalen DNA bei
einem Uberschufl an DNase veranschaulicht, daf} die
DNA der verschiedenen Komplexe in unterschied-
lichem Male frei vorliegt und Bindungsstellen fiir
Enzyme bietet. So ist die DNA der proteinreichen
Struktur (a) nur zu 10 —15% frei zugénglich, wih-
rend die DNS des viskoseren Komplexes (b) besser
gespalten wird, obwohl er den gleichen Proteingehalt
besitzt. Dies kann durch eine auseinandergefaltete
Anordnung der DNA erklart werden, die somit mehr
Bindungsstellen fiir die DNase bietet. Mit der Emp-
findlichkeit gegentiber DNase wird auch verdeut-
licht, dal der DNA-Protein-Komplex (a) reprodu-
zierbarer in seiner Form isoliert werden kann als der
viskosere Komplex (b), dessen DNA unterschiedlich
weit expandiert sein kann.

Die relativ gute Hydrolysierbarkeit der kompakt
angeordneten Form (c) diirfte auf den 5 — 8mal ge-
ringeren Proteingehalt zuriickzufiihren sein, so daf}
die DNA zu ca. 40 — 50% frei zugiinglich vorliegt.
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Da die einmal aus P. testosteroni isolierten chro-
mosomalen Strukturen relativ stabil sind, bieten sie
sich an, sie auf endogene, kosedimentierende Enzy-
me zu untersuchen. So konnte bei Inkubation mit
Nukleotidtriphosphaten eine endogene RNA-Poly-
merase-Aktivitat festgestellt werden (in Vorberei-
tung). Durch diese Eigenschaft sowie die Induzier-
barkeit von mehreren Enzymen durch Testosteron
stellt das isolierte Chromosom von P. testosteroni
ein einfaches Modell dar, Regulationsmechanismen
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an einer natirlich vorliegenden, kompakten DNA-
Struktur zu untersuchen.
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