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Die Entwicklung und Differenzierung zum erwachsenen Organismus
aus der befruchteten Eizelle hat die Phantasie der Biologen seit
vielen Generationen beschdftigt. Jedoch konnte erst in den letz-
ten 30 Jahren herausgefunden werden, daB8 die Gene, die die Erb-
information von einer Generation auf die andere ilbertragen und
die Funktion jeder lebenden Zelle bestimmen, éus Desoxyribonu-
kleinsdure (DNS) bestehen, und daB die Zusammensetzung der DNS

in jeder Zelle gleich ist.

Die genetische Information einer Zelle ist kodiert in der Se-
quenz der Nukleotide. Wird eine genetische Information abberufen,
so transkribiert die Zelle zunidchst die entsprechenden Nukleotid-
sequenzen in ein komplementdres RNS-Molekiil. Dieses Messenger-
RNS-Molekil enthilt die Information fiir den Aufbau eines Proteins

und wird am Ribosom in ein Protein translatiert.

In den Zellen hdoherer Organismen sind die Gene auf den Chromosomen
aneinandergereiht, und die Chromosomen bestehen aus Nukleinsdure
und chromosomalen Proteinen. Die Regulation der Genaktivitdt wird
den chromosomalen Proteinen zugeordnet. Die Zahl der Gene von Eu-
karyonten ist von Muller (9) zwischen 5.000 und 50.000 geschédtzt
worden. Bei einem Molekulargewicht der DNS von beispielsweise

2 x 1012 Dalton (Rind)kann nur ein kleiner Teil des Gesamtgenoms
aus proteinkodierenden Sequenzen bestehen. Ein groBer Teil der

DNS hat regulatorische Funktion.
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Wdhrend der Entwicklung hdherer Organismen wird eine groBe Zahl
verschiedener Zelltypen mit unterschiedlichen chemisch-physika-
lischen Eigenschaften gebildet. Die Probleme der embryonalen Ent-
wicklung und Differenzierung von Zellen des malignen Wachstums,
der genetisch bedingten Stoffwechselkrankheiten, des Wirkungsme-
chanismus mancher Hormone werden auf molekularbiologischer Ebene
transformiert auf die Fragestellung: In welcher zeitlich-r&umli-
chen Reihenfolge geschieht die Aktivierung bzw. Inaktivierung des
Gesamtgenoms von hSherentwickelten Organismen?

Wdhrend der embryonalen Entwicklung einer befruchteten, sich tei-
lenden Eizelle, die ja bekanntlich alle Gene von dem gesamten Or-
ganismus enthdlt, entsteht eine Vielzahl verschiedenartiger Zellen
mit spezialisierten Funktionen. Im Laufe dieser Entwicklung wer-
den tausende von Genen an- und abgeschaltet. Die spezialisierten
Zelltypen in den verschiedenen Geweben enthalten immer noch alle
Gene des entsprechenden Organismus, jedoch sind nur die Gene in
einem Gewebe angeschaltet, die den spezifischen Funktionen und
damit den spezifischen Syntheseleistungen des differenzierten
Zelltyps entsprechen. In der Augenlinsenzelle ist z.B. das Gen
angeschaltet, das die Aminosduresequenz fiir das Augenlinsenpro-
tein kodiert, in der laktierenden Brustdriise sind die Laktalbumin-
und Casein-Gene angeschaltet, in der Muskelzelle ist es das Myo-
globin-Gen, und in der Hautfibroblastenzelle ist es das Kollagen-
Gen.

Die Zellen von héheren Pflanzen und Tieren enthalten eine auBeror-
dentlich groBe Menge an DNS. Der Kern einer menschlichen Zelle ent-
hilt 6 - 7 x 10712
Benordnung von mehreren Metern. Im Zellkern ist der Nukleoprotein-

g, und die Lange solcher DNS liegt in der Gré-

faden in einem Knduel mit einem Durchmesser von 2 - 1o/p verpackt.
Welche rdumliche Struktur hat die DNS im Chromosom, und wodurch
wird die DNS so stark eingekndult?

Unter physiologischen Bedingungen ist die DNS immer mit einer Viel-
zahl von chromosomalen Proteinen assoziiert, die eine mehr als tau-
sendfache Verkiirzung des DNS-Molekiils im Chromosom hervorrufen.



Aber welche chromosomalen Proteine sind es?

Die biochemische Aufarbeitung des gesamten Chromosomenmaterials
nennt man Chromatin, das aus DNS, wenig RNS und den chromosoma-
len Proteinen besteht. Historisch sind die chromosomalen Proteine
in zwei Gruppen unterteilt worden: die 5 stark basischen Histone
und die Nichthiston-Proteine. Ob die Histone eine strukturerhal-
tende Funktion im Chromatin haben, wurde in den letzten Jahren

mit enzymatischen Methoden untersucht.

DNAsen sind Enzyme, die den DNS-Strang iliberall dort abbauen, wo
er nicht durch Proteine geschiitzt ist. L&B8t man Chromatin durch
DNAse abbauen, so bleiben DNS-Histonkomplexe librig, die sich un-
ter dem Elektronenmikroskop als sphdrische Partikel (Nukleosomen)
mit einem Durchmesser von ca.100 & darstellen. Diese Nukleosomen
sind perlschnurartig im Chromatin aneinandergereiht und enthal-
ten jeweils zwei Molekiile von dem Histon H 2 A, H 2 B, H 3 und

H 4 und ein DNS-Molekiil von 200 Basenpaaren (3). Mit Hilfe von
Neutronenstreuungsanalysen konnte die Nukleosomenstruktur ndher
untersucht werden. Danach sind die Histone von der DNS umhiillt
(4) . Die Chromatinsubstruktur ist bei Pflanzen und bei Tieren
gleich (5).

Das Histon H 1 ist nicht involviert in die globulédre Substruktur
(Nukleosom) des Chromatins. Es verbindet die Nukleosomen unter-
einander und spielt eine Rolle bei dem Aufbau von iibergeordneten
Strukturen im Chromatin und ist verantwortlich fiir die Chromo-

somenkondensation in der spdten G 2 Phase (6).

Obwohl Pflanzen und Tiere phylogenetisch vor ca. 109 Jahren di-
vergierten, ist die Histonzusammensetzung in ihren Chromosomen
sehr dhnlich. Das Histon H 4 vom Rind besteht ausv104 Aminosduren
und unterscheidet sich von dem der Erbse nur in zwei Aminos&dure-
positionen (2). Eine derart geringe Neigung der Histone zu Muta-
tionen {iber einen so groBen Zeitraum ist ein Hinweis fiir die préa-
zise DNS-Histon-Wechselwirkung. Eine Anderung der Aminosdurese-
quenz ist nur noch mit einem Funktionsverlust m&glich und kommt

damit einer Letalmutation gleich.
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In den frilhen 60er Jahren hat man den EinfluB der Histone auf

die Matrizenaktivit&dt der DNS in einem zellfreien System unter-
sucht. Die Reaktionskomponenten eines solchen Systems bestehen
aus DNS, RNS-Bausteinen, RNS-Polymerase, ein Enzym, das die Po-
lymerisation von RNS-Bausteinen zu einem RNS-Molekiil katalysiert.
Gibt man zu solch einem zellfreien System Histone, so wird die
RNS-Synthese unspezifisch gehemmt. Die maximale Hemmung liegt bei
einem DNS-Histon-Verhdltnis von 1 : 1, also die gleiche Relation,
wie sie im Zellkern vorkommt.

Die Histone haben nichts zu tun mit den spezifischen Regulations-
prozessen der Genaktivitdt (1). Welche Funktion hat dann der rest-
liche Teil der chromosomalen Proteine: die Nichthistone? Wenn alle
eukaryontischen Chromosomen aus Nukleosomen zusammengesetzt sind,
dann kénnen sich die Nukleosomen untereinander nur in ihrem Nicht-
histon-Proteingehalt unterscheiden. Als Wechselwirkungspartner von
den requlatorischen DNS-Sequenzen werden Nichthiston-Proteine an-
genommen .

Im Gegensatz zu den Histonen zeigen die Nichthistone eine auBer-
ordentlich groBe Heterogenitdt. Bisher konnte man in verschiedenen
Laboratorien ca. 100 Nichthiston-Proteinkomponenten analysieren.
In meiner Doktorarbeit (7) ist es mir gelungen, durch analytische
Mikromethoden ca. 500 verschiedene Nichthiston-Proteinkomponenten
aus dem Kuheuter zu analysieren und chemisch zu charakterisieren.
Der Nichthistonanteil an den gesamten chromosomalen Proteinen
schwankt zwischen 10 % und 60 %. Die Nichthistone unterscheiden
sich in den verschiedenen Differenzierungsstadien, Zellzyklussta-
dien und den verschiedenen Organen. Zu ihnen gehdren die Enzyme
des Chromosomenstoffwechsels, auBerdem Proteine, die filir die ver-
schiedenen Chromatinstrukturen verantwortlich sind (Eu- und He-
terochromatin) und Aktivator-Repressor-Proteine.

Die Vermutung, daB sich gewebespezifische Genregulatorproteine
unter den Nichthistonen befinden, 1dBt sich von Chromatinrekon-
stitutionsexperimenten herleiten, bei denen zundchst die verschie-
denen Komponenten des Chromatins getrennt und dann wieder in den
verschiedenen Kombinationen zusammengesetzt wurden. In den letzten



beiden Jahren gelang es einer Glasgower Arbeitsgruppe unter John
Paul, das Chromatin aus dem Gehirn und der Leber von Mduseembryo-
nen in die drei Komponenten DNS, Histone und Nichthistone zu zer-
legen (8). Aus diesen Komponenten lieB sich in vitro das Chroma-
tin wieder rekonstituieren und diente in Gegenwart von RNS-Poly-
merase als Matrize fiir die RNS-Synthese.

Die fotale Leber hat die Féhigkeit, Hamoglobin zu synthetisieren,
dagegen fehlt dem Gehirn diese Syntheseleistung. Rekonstituierte
man die aus LebeX isolierten Chromatinkomponenten wieder und
stimulierte die RNS-Synthese, so fand man den Hdmoglobin-Messen-
ger in der Probe. Der gleiche Hamoglobin-Messenger wird in nativem,
fotalem Rattenleberchromatin synthetisiert. Rekonstituiert man das
Chromatin in der Weise, daB man die Histone und die DNS von der
Gehirnprdparation nimmt und die Nichthistonprbteine von der Leber,
so wird gleichfalls Hdmoglobin-Messenger gebildet. Bei den Gehirn-
rekonstitutionsexperimenten konnte jedoch kein Ha@moglobin-Messen-
ger nachgewiesen werden. Dieser Befund spricht fiir eine zentrale

Rolle der Nichthistone bei der Transkription von einzelnen Genen.

1869 entdeckte Friedrich Mischer im Tiibinger SchloBlaboratorium
die Nukleinsduren. Er schrieb an den Anatomen und Embryologen
Wilhelm His: "Es ist merkwiirdig, wie nahe die beiden Aufgaben, die
embryologische und die physiologisch-chemische, miteinander ver-
wandt sind." Erst die molekularbiologischen Forschungsergebnisse
der letzten Jahre haben F. Mischers Ahnungen bestédtigt.

Es mag nicht mehr lange dauern, bis man spezifische Genregula-
torproteine isolieren und mdglicherweise in die Zelle einfiihren
kann, um dann die Genaktivit&t zu manipulieren. Es k&nnte auf diese
Weise moglich sein, Fehlregulationen von Genen auf der Transkrip-
tionsebene zu verhindern und vielleicht sogar ein breites Spektrum
von Krankheiten, einschlieBlich des Krebses, zu heilen.

Mit der willkiirlichen F8rderung bzw. Inhibierung von ganz be-
stimmten Genaktivit&ten bei hSheren Organismen wdren dem Menschen
Methoden zugédnglich, die ihm einen bisher unbekannten Eingriff in
das Naturgeschehen erlauben wiirden.
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