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Biological specimens in transmission electron microscopy (part 4): Spreading techniques
Abstract: Visualizing nucleic acids (DNA, RNA), nucleoprotein complexes and chromatin requires the use of special electron microscopic spreading techniques.
In part 4 (27 refs.), methods are outlined for spreading DNA and RNA molecules for electron microscopic observation, these methods using modifications of the
basic protein film method developed by A. Kleinschmidt and R. K. Zahn (1959). Hybridization techniques that allow the observation of heteroduplexes formed
between two DNA molecules or between DNA and RNA molecules are reviewed, with special emphasis being placed on the DNA-RNA hybrids as a tool for
elucidating RNA splicing. Techniques for studying DNA-protein interactions without the use of a protein monolayer film are mentioned. Finally, the “Miller
spreading technique” for visualizing the nucleosomal organization of eukaryotic chromatin as well as the transcription of genes is discribed and illustrated.

Einleitung

Die elektronenmikroskopische Darstel-
lung isolierter Nukleinsduren (DNA,
RNA) und Nukleoprotein-Komplexe ein-
schlieflich Chromatin erfordert den Ein-
satz von Spreitungstechniken, die es erlau-
ben, diese Molekiile aus einer Losung in ei-
ne zweidimensionale Anordnung zu tiber-
fihren (zu ,spreiten®), damit sie struktu-
rellen Analysen zuginglich sind. Solche
Spreitungstechniken werden heute in der
Zell- und Molekularbiologie in stetig zu-
nehmendem Umfang eingesetzt, da sie
grundlegende Informationen tber die
strukturelle und funktionelle Organisa-
tion des genetischen Materials liefern kon-
nen. So wurde beispielsweise mit ihrer Hil-
fe das Prinzip des ,,RNA splicing® ent-
deckt (S. M. Berget u. Mitarb., 1977; L. T.
Chow u. Mitarb., 1977), was zu einem
vollig neuen Konzept der Genorganisation
der Eukaryonten fithrte. Der universelle
Aufbau des Eukaryonten-Chromatins in
Form von linear angeordneten Elemen-
tarbausteinen, den Nukleosomen oder v-
bodies, wurde erstmalig an elektronenmi-
kroskopischen Spreitungen beschrieben
(A. L. Olins und D. E. Olins, 1974), und
der Vorgang der Transkription von Genen
konnte eindrucksvoll dokumentiert wer-
den (O. L. Miller und B. R. Beatty, 1969).

Im folgenden Beitrag werden zunichst
die wichtigsten Techniken zur elektronen-
mikroskopischen Darstellung von isolier-
ten DNA- und RNA-Molekiilen beschrie-
ben. Mit Hilfe solcher relativ einfacher
Methoden lassen sich —unter Verwendung
von lediglich Nanogramm-Mengen — Aus-
sagen tiber die Form der Nukleinsduremo-
lekiile (linear, zirkulidr entspannt oder ver-
drillt [,,supercoiled“]), die Konturlinge
und damit tber das Molekulargewicht,
Einzel- oder Doppelstringigkeit, Sekun-
darstrukturen von Einzelstrang-Molekii-
len usw. machen. Daran schliefSt sich eine
kurze Ubersicht iiber Hybridisierungsme-

thoden an, welche es erlauben, Sequenz-
homologien zwischen zwei DNA-Molekii-
len oder zwischen DNA- und RNA-Mole-
kiilen (Heteroduplex-Analyse) zu bestim-
men, um so die Position und Anordnung
definierter Gensequenzen zu analysieren.
Ebenfalls nur kurz erwidhnt werden ver-
schiedene Methoden, um die Interaktion
zwischen DNA-Molekiilen und Proteinen,
beispielsweise RNA-Polymerasen, sicht-
bar zu machen. Anschlieffend werden
Spreitungstechniken zur Darstellung von
Zellkern-Chromatin sowie von transkrip-
tionell aktiven Genen ausfiihrlich erliu-
tert. Solche Methoden erlauben nicht nur,
die Transkription von Genen sichtbar zu
machen, ihre relative Anordnung zueinan-
der zu bestimmen und die Linge ihrer
Transkriptionseinheiten zu messen, son-
dern ermoglichen auch einen strukturellen
Vergleich zwischen genetisch aktivem und
inaktivem Chromatin.

Doppelstrangige DNA

Die inzwischen klassische Spreitungs-
methode fiir doppelstrangige DNA wurde
von A. Kleinschmidt und R. K. Zahn ent-
wickelt (1959). Das Prinzip dieser ,,Pro-
teinfilmtechnik“ besteht darin, DNA-Mo-
lekiile in einen monomolekularen Protein-
film einzubetten, um so ihre Aggregation
zu verhindern und sie in einer zweidimen-
sionalen Anordnung zu stabilisieren. In
der urspringlichen Vorschrift wird eine
Mischung aus DNA, Cytochrom ¢ und
Puffer iiber eine Glasrampe auf die Ober-
flache einer ,,Hypophase“-Losung aufge-
tragen. Wihrend des Ausspreitens an der
Luft-Wasser-Interphase bildet das Cyto-
chrom c einen monomolekularen Film aus
denaturierten Polypeptiden, an den DNA-
Molekiile binden. Anschlieffend wird mit
einem befilmten EM-Netz die Oberfliche
der Hypophase leicht beriihrt, um einen
Teil der Proteinschicht zusammen mit den
immobilisierten DNA-Molekiilen an die

Trigerfolie zu adsorbieren. Daran schlie-
Ben sich Entwisserung und Kontrastie-
rung an.

Besonders einfach ist die von D. Lang
und M. Mitani (1970) eingefithrte Tropf-
chen-Diffusionsmethode, die zudem den
Vorteil hat, nur geringe Mengen an DNA
(107110 g) zu benétigen. Vorausge-
setzt, daf$ einige wenige Stammlésungen
vorbereitet sind, kann man innerhalb von
30 Minuten eine DNA-Probe fiir das Elek-
tronenmikroskop vorbereiten (Abb. 1).
Ein Tropfchen (10-100 ul) einer Pufferlo-
sung mit Cytochrom ¢ und DNA wird auf
eine hydrophobe Oberfliche (silikonisier-
ter Objekttriger, Teflon® oder Parafilm)
plaziert. Nach etwa 15 Minuten wird die
Tropfenoberfliche mit einem befilmten
EM-Netz beriihrt, das Priparat wird kon-
trastiert, entwissert und mit Metall
schrigbedampft. Ein weiterer Vorteil die-
ser Methode besteht darin, dafS von einem
Tropfen mehrere Priparate erhalten wer-
den koénnen. Auf der Tropfenoberfliche
bildet sich ein Film aus denaturiertem Cy-
tochrom ¢, an den DNA-Molekiile bin-
den, sobald sie an die Oberfliche diffun-
dieren. Nach Entnahme eines Teils des
Protein-DNA-Films schlief3t sich der Pro-
teinfilm wieder durch Nachdiffusion von
Cytochrom c-Molekiilen, die im Uber-
schuf$ in dem Tropfen vorliegen.

Arbeitsvorschrift: Doppelstringige DNA

Stammldsungen:

1. 5 M Ammoniumacetat (wiflrig). Im Kiihl-
schrank tiber Monate haltbar.

2. 1 % wafiriges Cytochrom c (portionsweise ein-
frieren).

3. 50 mM Uranylacetat in S0 mM HCI; im Dun-
keln aufbewahren, am besten im Kiihlschrank.

4. TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
7.2),

Alle Losungen nach dem Ansetzen durch Milli-
pore®-Filter (0,22 um) filtrieren. Die Filter miis-
sen vor Gebrauch mit etwa 10 ml Aqua dest.
(60 °C) gut gewaschen werden, um Detergenz-Re-
ste zu entfernen.

Zu 200 pl 0,2 M Ammoniumacetat (der pH
sollte zwischen 6,8 und 7,2 liegen) 2 ul 0,1 % Cy-
tochrom ¢ und 5-10 pul DNA-Lésung in TE (ca.
10 pg/ml) zugeben (in Eppendorf-Reaktionsge-
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fafs). Tropfen (ca. 50—-100 wl) auf Parafilm plazie-
ren und nach etwa 10 min mit Parlodion®-be-
schichtetem EM-Netz (s. weiter unten) abtupfen.
Netz sofort in frisch angesetzte Kontrastierungs-
l6sung eintauchen (10 ml 90 % Ethanol plus
10 ul Uranylacetat-Stammlosung 3; am besten
kleine Plastik-Petrischalen benutzen), nach 10 sec
in 90 % Ethanol tauchen, an der Luft trocknen.
Anschlieffend Kegelbedampfung mit Metall (z.B.
mit Platin-Palladium-Legierung 80:20) unter ei-
nem Winkel von ca. 7°. Abschliefend diinnen
Kohlefilm zur mechanischen Stabilisierung der
Trigerfolie aufdampfen.

Als Faustformel gilt, daf§ eine DNA-
Konturlinge von einem Mikrometer ei-
nem Molekulargewicht von etwa 2 Millio-
nen bzw. 3000 Nukleotidpaaren ent-
spricht. Genauere Angaben finden sich in
einer Arbeit von D. Stiiber und H. Bujard
(1977). Falls exakte Molekulargewichts-
bestimmungen der DNA erforderlich sind,
empfiehlt sich die Zugabe eines internen
DNA-Lingenstandards zur Spreitungslo-
sung.

Einzelstringige DNA und RNA

Unter den oben beschriebenen Bedin-
gungen kollabieren einzelstringige Nu-
kleinsiduren, so daf§ sie kaum oder tiber-
haupt nicht in dem Cytochrom c-Hinter-
grund erkennbar sind. Wird dagegen
Formamid der Spreitungslosung zugege-
ben, entfalten sich Nukleinsiure-Molekii-
le in Abhingigkeit von der Formamid-
Konzentration, da dadurch die Stabilitdt
von intra- und intermolekularen Basen-
paarungen, die sich spontan in wifSriger
Losung ausbilden, zunehmend vermindert
wird. Je nach Formamid-Konzentration
und vorausgegangener Erwdrmung der
Nukleinsdure-Losung kénnen so die Mo-
lekiile vollig denaturiert, d. h. weitgehend
gestreckt werden, oder behalten noch eini-
ge besonders stabile Sekundarstrukturen
(Abb. 2; die Stabilitit von Sekundarstruk-
turen ist um so hoher, je hoher die Anzahl
der daran beteiligten Basenpaare und der
G+C-Gehalt ist). Solche relativ stabilen
und oft auffilligen Sekundirstrukturen
(z.B. ,Haarnadelstrukturen“) konnen als
Referenzpunkte benutzt werden, um
RNA-Molekiile zu identifizieren und zu
orientieren. Eine Analyse der Sekundir-
struktur wurde vor allem an ribosomalen
RNA-Molekiilen und ihren Prikursoren
durchgefiihrt und erlaubte die genaue Lo-
kalisierung der 18S und 28S ribosomalen

RNAs innerhalb ihrer gemeinsamen Pri-
kursor-Molekiile. Diese Untersuchungen
fiihrten zu einer prazisen Beschreibung der
topologischen Abfolge der ,,Processing*-
Schritte von dem primdren Transkrip-
tionsprodukt der ribosomalen RNA-Gene
bis hin zu den reifen ribosomalen RNA-
Molekiilen (z.B. P. K. Wellauer und I. B.
Dawid, 1973).

Arbeitsvorschrift: Einzelstrangige DNA (modifi-
ziert nach D. Robberson u. Mitarb., 1971)
Stammlosungen:

5. 4 M Harnstoff in Formamid; im Kiihlschrank
aufbewahren. Das Formamid sollte von hich-
ster Reinheit sein oder mehrmals rekristalli-
siert sein (Abkiihlen bis unter den Kristallisa-
tionspunkt, Restfliissigkeit abgieffen etc.),
oder mit Hilfe eines lonenaustauschers deioni-
siert sein (z.B. 2 g Amberlite® MB-1 auf 60 ml
Formamid, 2 h riihren, dann filtrieren).

6. 4 M Tris-HCl(pH 8,5), 0,1 M Na,-EDTA.
Zum Losen erhitzen. Portionsweise bei
—20 °C einfrieren. Vor Gebrauch eventuell er-
wirmen, da Losung leicht auskristallisiert.

7. § mg Cytochrom cin 1 ml Aqua dest.

Alle Losungen nach dem Ansetzen durch Milli-
pore®-Filter filtrieren (s. Arbeitsvorschrift doppel-
strangige DNA).

Etwa S ug Nukleinsduren in 100 ul TE-Puffer
(Stammlosung Nr. 4) [6sen und 5 pl dieser Losung
mit 100 ul Formamid/Harnstoff (Stammlésung
Nr. 5) mischen. Bei Bedarf 1 Minute auf 60 °C er-
hitzen, dann abkiihlen. Dann Zugabe von 2 ul ei-
ner frisch hergestellten Losung, bestehend aus
gleichen Teilen 4 M Tris-HCI, 0,1 M EDTA
(Stammlésung Nr. 6) und Cytochrom ¢ (Stammlo-
sung Nr. 7). Teflontrog mit Aqua dest. griindlich
auswaschen, wieder auffiillen, Oberfliche mit ei-
nem Teflonstab abwischen, sauregereinigten Ob-
jekttrager als Rampe einsetzen (Abb. 3). Dann
50 pl der Spreitungslosung mit einer Eppendorf-
Pipette auf die ganze Breite der Rampe etwa
3—-5 mm oberhalb des Wasserspiegels auftragen.
(Um den sich bildenden Oberflachenfilm sichtbar
zu machen, kann man vor dem Auftragen etwas
Graphitpuder auf die Wasseroberfliche stiuben.
Das Graphit wird durch den Proteinfilm ver-
dringt.) Sofort in der Nihe der Rampe mit einem
Parlodion-beschichteten Netz (s. weiter unten)
den Proteinfilm abtupfen (der Tropfen muf§ das
Netz gleichmiflig bedecken!), weitere Behandlung
siche Arbeitsvorschrift doppelstringige DNA.

Um Sekundirstrukturen darzustellen, darf die
Spreitungslosung nicht erhitzt werden; aufSerdem
sollte auch die Formamid-Konzentration herabge-
setzt werden (etwa 70 % Formamid/4 M-Harn-
stoff im Fall von RNA). Wird einzelstringige
DNA gespreitet, geniigt meistens eine Formamid-
Konzentration von 50 %. Weitere Einzelheiten zu
DNA- und RNA-Spreitungsmethoden finden sich
in folgenden Ubersichtsartikeln: A. K. Klein-
schmidt, 1968; |. Ferguson und R. W. Dauvis,
1978; D. P. Evenson, 1977; C. L. Moore, 1981.

Arbeitsvorschrift: Herstellen des Parlodion®-Tra-
gerfilms

Den dafiir benétigten Aufbau zeigt Abb. 4. In
einem mit Wasser gefiillten Trog werden 300
mesh-Kupfernetze auf ein Gitter (aus Plastik oder
nicht-rostendem Draht) gelegt. Bei einer Kanten-
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linge des Trogs von 8 cm werden etwa 3 Tropfen
einer 1%-Parlodion®-(=Collodion-)Losung in
Amylacetat (z.B. Ladd Research Ind., Burlington,
Vermont, USA; zu beziehen tiber G. Karl OHG,
Geisenheim) auf die Oberfliche pipettiert. Wenn
der Film ausgehirtet ist, wird er mit Hilfe einer Pa-
steurpipette abgenommen und verworfen: die
Wasseroberfliche ist jetzt sauber. Die Prozedur
wird dann wiederholt mit dem Unterschied, daf$
nun das Wasser abgelassen wird, so dafs sich der
Film iiber die Netze legt. Nach Lufttrocknung sind
die Netze gebrauchsfertig; sie sollten innerhalb
von 36 h benutzt werden.

DNA/DNA- und DNA/RNA-Hybride

Auf Details kann hier nicht cingegangen
werden, da die spezifischen Hybridisie-
rungsbedingungen von den zu untersu-
chenden Nukleinsiduren abhingen (aus-
fihrliche Anleitungen finden sich bei R.
W. Davis u. Mitarb., 1971; C. Brack,
1981; L. T. Chow und T. R. Broker,
1981).

Mit der DNA-Heteroduplex-Methode
lassen sich zwei Klassen verwandter, aber
etwas unterschiedlicher DNA-Molekiile
daraufhin untersuchen, wie die homolo-
gen bzw. nicht-homologen Sequenzen ver-
teilt sind. Die DNA-Proben werden véllig
denaturiert (in Einzelstringe zerlegt), ge-
mischt und wieder langsam renaturiert.
Dabei bilden sich Heteroduplex-Molekiile
(neben  Homoduplex-Molekiilen  und
nicht renaturierten Einzelstringen), die,
wenn die eine DNA-Klasse z.B. Deletio-
nen oder Insertionen besitzt, Einzelstrang-
Schleifen aufweisen. Voraussetzung fiir
die Darstellung solcher einzelstringiger
Schleifen ist die Anwesenheit von Form-
amid in der Spreitungslosung.

Mit der Methode der DNA/RNA-Hy-
bridisierung 1afSt sich feststellen, ob eine
messenger-(m)-RNA  kolinear mit dem
komplementiren DNA-Strang ist oder
von raumlich getrennten DNA-Segmenten
abgeleitet ist, die durch dazwischenge-
schaltete ,intervening sequences“ ge-
trennt sind. Mit anderen Worten, diese
Spreitungsmethode erlaubt nicht nur den
eindeutigen Nachweis des RNA-,spli-
cing®, sondern auch die Bestimmung der
Grofle und Anordnung der intervening
sequences® (Abb. 5). Man geht so vor, daf§
zundchst die DNA (hiufig eine bestimmte
klonierte Gensequenz) denaturiert wird
und die Renaturierung in Anwesenheit der



32 KONTAKTE (Merck) 1982 (2) Biologische Objekte im Transmissions-Elektronenmikroskop (Teil 4):
Spreitungstechniken

Eppendorf-
Pipette

Objekttrager
als Rampe

| Graphitstaub

Cytochrom c-
) Film mit
Nukleinsauren

Aqua dest.
als Hypophase

Teflontrog

Parlodion®-Film

Absperrhahn  ({/_ auf Wasseroberflache

Auflage mit
EM-Netzen

"intervening sequences”

Einzelstrang-DNA

37

HEOstbEs Poly (A)-Endstiick




Biologische Objekte im Transmissions-Elektronenmikroskop (Teil 4):

Spreitungstechniken

mRNA-Probe unter Bedingungen durch-
geftihrt wird, die zwar die Ausbildung von
DNA/RNA-Hybriden erlauben, aber
nicht die von DNA/DNA-Duplex-Struk-
turen. Diese Bedingungen sind gegeben,
wenn die Renaturierungslosung 70-80 %
Formamid enthdlt und die Renaturie-
rungstemperatur etwa dem Schmelzpunkt
der DNA entspricht (dabei ist zu beachten,
dafd der T,,, von DNA etwa um 0,72 °C pro
1 % Formamid erniedrigt wird). Die
Spreitung erfolgt tiber eine Rampe wie
oben fiir einzelstringige Nukleinsiuren
beschrieben.

DNA-Protein-Komplexe

Bei allen Spreitungen in Anwesenheit
von Cytochrom ¢ werden die Nukleinsau-
remolekiile vollig von einer Proteinschicht
umbhiillt, was zu ithrer betrachtlichen Dik-
kenzunahme fithrt (auf etwa 15-20 nm).
Das verhindert die Beobachtung der Inter-
aktion von einzelnen Proteinmolekiilen
mit DNA. Fiir solche Untersuchungen
wurden Methoden entwickelt, welche die-
se Strukturvergroberung weitgehend ver-
meiden. Das quaternire Ammoniumsalz
Benzyldimethyl-alkylammoniumchlorid
(BAC, M ca. 350 g/mol) kann, wie H. J.
Vollenweider u. Mitarb. (1975) gezeigt
haben, ebenfalls wie Cytochrom ¢ einen
monomolekularen Film bilden, an den
Nukleinsduren binden. Doppelstringige
DNA hat dann nach Metallbedampfung
einen scheinbaren Durchmesser von nur
6 nm.

Andere Methoden verzichten ganz auf
einen monomolekularen Film und absor-
bieren die Nukleinsduren direkt an den
Tragerfilm der EM-Netze. Das lafit sich
beispielsweise erreichen, wenn man eine
Kohle-Tragerfolie durch kurzfristiges Ein-
bringen in eine Glimmentladung hydro-
philisiert und anschlieffend in eine Poly-
Lysin-Losung taucht und trocknet (R. C.
Williams, 1977). Wird ein Tropfen einer
Nukleinsdure-Losung auf ein solcherart
vorbehandeltes Netz gegeben, dann wer-
den einige Molekiile an der Kohleoberfla-
che immobilisiert und kénnen nach Kon-
trastierung und/oder Metallbedampfung
als ,nackte“ Nukleinsduren dargestellt
werden. Solche proteinfreien Spreitungs-
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Die Zentrifugationskammer besteht aus einer
etwa 1 cm dicken Plexiglas®-Scheibe mit zen-
traler Vertiefung. Der Auffendurchmesser ist
so gewihlt, dafl die Kammer in den Aus-
schwingrotor einer Laborzentrifuge pafit, der
Durchmesser der inneren Bohrung ist etwas
grofer als der eines EM-Trigernetzes.

Die Kammer wird mit der Formaldehyd/
Zucker-Losung (Stammlosung Nr. 8) gefiillt,
so daff sie deutlich tibersteht. Ein frisch be-
glimmtes kohlebeschichtetes Netz wird mit
Hilfe einer Pinzette in die iiberstehende Fliissig-
keitssaule eingebracht und losgelassen, so dafd
es zu Boden sinkt (das Netz darf sich nicht um-
drehen!). Dann wird ein Teil der Losung abge-
saugt (auf etwa 2/3 Kammerhohe) und die
Chromatinlosung (20-50 ul) wird vorsichtig
tiberschichtet. Zentrifugation: 20-30 min,
10° C, 3000 x g.

Um das Netz nach der Zentrifugation zu ent-
nehmen, werden einige Tropfen der Stamm-
16sung Nr. 8 zugegeben, so daff wieder eine
Fliissigkeitssdule tibersteht. Die Kammer wird
dann herumgedreht, wobei das Netz nach
unten fallt und mit einer Pinzette entnommen
werden kann.

Abbildung 6: Arbeitsablauf fiir Chromatinspreitungen.

techniken wurden z.B. benutzt, um die
Promoter-Sequenzen fiir RNA-Polymera-
sen in zahlreichen Phagen-DNAs zu loka-
lisieren und die Interaktion von Represso-
ren und Restriktionsenzymen mit DNA zu
studieren (weitere Beispiele s. H. W. Fisher
und R. C. Williams, 1979).

Chromatin aus Zellkernen

Mit der von O. L. Miller u. Mitarb.
(1969) eingefithrten Chromatin-Sprei-
tungstechnik steht eine Methode zur Ver-
fugung, sowohl die Feinstruktur von
Chromatinfibrillen zu analysieren als auch
die Transkription von Genen sichtbar zu
machen. Das Prinzip dieser ,,Miller-Sprei-
tung® ist einfach: Chromatin, das unter
physiologischen lonenbedingungen weit-

gehend unloslich ist und sehr dicht ge-
packt vorliegt, schwillt in einer hypotonen
Losung stark an — vergleichbar etwa dem
Auseinanderzupfen eines Wollknéuels.
Das dispergierte Chromatin wird dann auf
die hydrophilisierte Oberfliche eines koh-
lebeschichteten EM-Netzes zentrifugiert.
Unter diesen Bedingungen bleiben die nas-
zierenden Genprodukte, Ribonukleopro-
tein-(RNP-)Molekiile, mit dem Chroma-
tin verbunden, so daf transkriptionell ak-
tive Chromatinabschnitte eindeutig iden-
tifiziert werden konnen.

Arbeitsvorschrift: Chromatin aus Zellkernen
(modifiziert nach O. L. Miller und B. A. Hamka-
o3 1972)

Stamml6sungen:

8. 1 % Formaldehyd, 0,1 M Saccharose, 0,5
mM Boratpuffer, pH ca. 8,5. Zum Ansetzen
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Abbildung 8: Transkriptionell aktive ribo-
somale RNA aus der Oozyte eines Molchs
(Pleurodeles waltlii). Abb. A zeigt die charak-
teristische tandemartige Anordnung der rRNA
Gene, die in den Zellkernen der meisten Orga-
nismen zu finden ist. In Abb. B ist ein rRNA-
Gen stirker vergrofert abgebildet: Die von
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links nach rechts verlaufende zentrale Achse
stellt das nukleolare Chromatin dar. Die seit-
lichen Fibrillen, die in einem Lingengradien-
ten angeordnet sind, reprasentieren die nas-
zierenden Transkriptionsprodukte, die jeweils
aus einem wachsenden rRNA-Prikursor be-
stehen und damit assoziierten Proteinen. Das

Abbildung 7: Chromatin eines Schleimpilzes
(Physarum polycephalum, A) und eines
Molches (Pleurodeles waltlii, B) nach Sprei-
tung in 0,1 mM Boratpuffer pH 9,0, Positiv-
Kontrastierung und zusatzlicher Metall-Kegel-
bedampfung.

In beiden Fillen bestehen die Chromatin-

fibrillen aus perlenkettenartig angeordneten
' Grundbausteinen, den Nukleosomen. Diese

Chromatinstruktur ist universell fiir nahezu
alle Eukaryonten-Zellen. Mafistab 0,5 um.

Gen wird simultan von etwa 100 RNA-Poly-
merasen (den basalen Verdickungen an jeder
seitlichen Fibrille) transkribiert. Den Gen-
anfang ist durch einen Pfeil gekennzeichnet,
das Genende ist durch die lingste seitliche
Fibrille definiert. Mafistab 1 um.
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des Formaldehyds sollte Paraformaldehyd
benutzt werden. Lésen durch Erhitzen in dem
alkalischen Boratpuffer, abkiihlen, Saccharo-
se zugeben, pH iiberpriifen, durch Millipo-
re®-Filter (0,22 um) filtrieren. Im Kiihl-
schrank iiber mehrere Wochen haltbar.

9. Kodak Photo-Flo-200-Losung (Netzmittel
zur Trocknung von Filmen)

10. 4 % wifrige Wolframatophosphorsiure (pH
nicht einstellen!). Durch Millipore®-Filter fil-
trieren, aufbewahren im Kiihlschrank.

11. Borat-Pufferlosung pH 9,22, 0,01 M.

Als Ausgangsmaterial konnen isolierte Zellker-
ne oder ganze Zellen eingesetzt werden. In den al-
lermeisten Fillen ist es ratsam, ganze Zellen direkt
in dem hypotonen Medium aufzubrechen, da
wihrend der Isolation von Zellkernen endogene
Nukleasen die naszierenden RNP-Fibrillen degra-
dieren und vom Chromatin ablésen kénnen. Der
grofite Teil des Nicht-Chromatin-Materials, das
bei der Lyse ganzer Zellen anfillt (vor allem Mem-
branen), gelangt unter den folgenden Bedingun-
gen nicht auf die Netze:

Zellen in ein grofles Volumen 0,1 bis 0,5 mM
Boratpuffer (pH 8,5 bis 9,0) iiberfiihren (4 °C).
Das Verhiltnis Zellmasse zu Puffervolumen muf§
im Einzelfall ausgetestet werden. In den meisten
Fillen werden die Zellen spontan lysieren, und die
Losung wird durch das dispergierte Chromatin
viskos. Das Aufbrechen der Zellen lafSt sich durch
Homogenisation in einem motorgetriebenen Pot-
ter-Elvehjem-Homogenisator beschleunigen. Die
Losung wird dann soweit verdiinnt, daf§ sie nicht
mehr viskds erscheint, und 10-30 min in Eis ge-
halten. In der Zwischenzeit werden die kohlebe-
filmten Trigernetze (s. weiter unten) durch Ein-
bringen in eine Glimmentladung (,,glow dischar-
ge“) hydrophilisiert. (Die meisten Bedampfungs-
anlagen haben eine Vorrichtung zur Erzeugung ei-
ner Glimmentladung. Ein Wassertropfen, der ver-
suchsweise auf die beglimmte Oberfliche aufge-
tragen wird, muf sich gleichmiafig iiber das Netz-
chen verteilen.) Ein Netz wird dann, so wie in
Abb. 6 illustriert, auf den Boden einer Zentrifuga-
tionskammer gebracht, und 20-50 ul der Chro-
matinlésung werden vorsichtig iber das Formal-
dehyd-Kissen (s. Stammlosung Nr. 8) geschichtet.
Nach der Zentrifugation wird das Netz etwa 10
sec in 0,4 % Photoflo (verdiinnt mit 0,1 mM Bo-
rat-Puffer, pH ca. 8,5) getaucht und mit Hilfe ei-
nes Fons getrocknet. Fiir die Positiv-Kontrastie-
rung wird eine alkoholische Wolframatophos-
phorsiure-Lésung benutzt: 1 ml der Stammlo-
sung Nr. 10 wird mit 3 ml abs. Ethanol gemischt.
Das Netz wird etwa 1 min lang in diese Losung ge-
taucht, dann in abs. Ethanol gewaschen und an
der Luft getrocknet. Zur Kontrasterhohung kann
das Priparat zusétzlich mit Metall kegelbedampft
werden.

Modifikation der Arbeitsvorschrift

a) Nach der Zentrifugation wird das Netz kurz in
0,1 mM Borat-Puffer (pH 8,5-9,0) gewaschen
und mit 1 % wiflrigem Uranylacetat negativ
kontrastiert.

Um die Dispersion des Chromatins zu erleich-
tern, kénnen dem hypotonen Borat-Puffer ge-
ringe Mengen eines anionischen Detergenz zu-
gesetzt werden (z.B. 0,1 % Sarkosyl NL-30;
Ciba- Geigy). Dabei ist allerdings zu beachten,
daff hohere Detergenz-Konzentrationen die
Struktur des Chromatins zerstoren (U. Scheer,
1978). Zugabe von transfer-RNA (ca. 100 pg/
ml) kann ebenfalls eine Verbesserung der
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Spreitung bewirken, da die zugegebenen RNA-
Molekiile Histon H1, das fiir eine Verdichtung
der Chromatinverpackung verantwortlich ist,
binden. Auflerdem werden durch die RNA-
Zugabe moglicherweise vorkommende RNA-
abbauende Enzyme gebunden.

Herstellen des Kohle-Tragerfilms

Ein Glimmerplattchen wird auf etwa 2 X 5 cm
zugeschnitten und gespalten. Auf die frisch gespal-
tenen Oberflichen wird ein Kohlefilm aufge-
dampft, der so dick sein sollte, daf§ er mechanisch
ausreichend stabil ist (ein neben den Glimmer ge-
legtes weifSes Papierstiickchen muf$ deutlich ge-
schwirzt sein). Den Kohlefilm lifft man ab-
schwimmen, indem man das Glimmerplattchen
unter einem flachen Winkel langsam in einen was-
sergefiillten Trog eintaucht. Dann wird der Kohle-
film, so wie in Abb. 4 illustriert, auf 300-mesh-
Tragernetze abgesenkt. Die nach der Trocknung
an der Luft gebrauchsfertigen Netze lassen sich
fast beliebig lange aufbewahren. Die Beglimmung
erfolgt direkt vor Gebrauch.

Transkriptionell inaktives Chromatin

A. L. Olins und D. E. Olins beschrieben
1974 erstmalig eine regelmifSige Perlen-
kettenanordnung von Chromatin, das un-
ter den oben angegebenen Bedingungen
gespreitet worden war. Sie nannten den
globuliren Chromatin-Grundbaustein v-
body (heute hat sich der Ausdruck Nu-
kleosom eingebiirgert; P. Oudet und Mit-
arbeiter, 1975). Zahlreiche nachfolgende
Arbeiten haben gezeigt, daf$ dieser struk-
turelle Aufbau von Chromatin universell
fiir nahezu alle Eukaryonten ist. Die Ab-
bildungen 7a und b demonstrieren, daf3
Chromatin beispielsweise eines Schleim-
pilzes und eines Molchs véllig identisch er-
scheint. Kombinierte biochemische und
elektronenmikroskopische Untersuchun-
gen haben den molekularen Aufbau eines
Nukleosoms geklart: um einen globuldren
Histon-Oktamer-Komplex, der aus je ei-
nem Molekiilpaar Histon H3, H2a, H2b
und H4 besteht, ist ein kurzes DNA-Stiick
mit einer Linge von etwa 200 Nukleotid-
paaren in zwei Windungen angeordnet:
dies stellt die unterste Stufe der Verpak-
kung von DNA in Chromatin dar (eine
ausfiihrliche Ubersicht findet sich bei T.
Igo-Kemenes u. Mitarb., 1982).

Transkriptionell aktives Chromatin

Die von O. Miller eingefiithrte Sprei-
tungstechnik wurde urspriinglich zur
Sichtbarmachung der Transkription von
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ribosomalen RNA-Genen entwickelt.
Abb. 8 zeigt solche Gene, die dicht mit
RNA-Polymerasen bedeckt sind (die basa-
len Verdickungen an jeder seitlichen RNP-
Fibrille stellen RNA-Polymerase-Molekii-
le dar). Die naszierenden RNP-Produkte
sind in einem Lingengradienten angeord-
net, der ihr kontinuierliches Wachstum
dokumentiert. Initiations- und Termina-
tionsorte der RNA-Polymerasen (d.h. An-
fang und Ende der Gene) sind so klar defi-
niert. Jede seitliche RNP-Fibrille enthilt
ein naszierendes RNA-Prakursor-Mole-
kiil, das bereits mit Proteinen besetzt ist
(weitere Details siche W. W. Franke u.
Mitarb., 1979). Mit Hilfe dieser Technik
1af3t sich auch die Transkription von Pro-
tein-kodierenden Genen darstellen (U.
Scheer u. Mitarb., 1979; S. L. McKnight u.
Mitarb., 1979; O. L. Miller, 1981). Es ist
zu erwarten, daf$ in naher Zukunft die Hy-
bridisierung klonierter Gensequenzen an
Chromatin in elektronenmikroskopischen
Spreitungspraparaten (in situ-Hybridisie-
rung) erlauben wird, transkriptionell akti-
ve Gene fiir die verschiedensten Proteine
zu identifizieren.

Ich danke Dr. Hanswalter Zentgraf (Institut fir
Virusforschung, Deutsches Krebsforschungszen-
trum Heidelberg) fiir seine hilfreiche Unterstiit-
zung bei der Abfassung des Manuskripts und fiir
zahlreiche methodische Hinweise.
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Praparate zur Synthese

818184 Trimethylsilylchlorsulfonat

C;HyClO;SSi

zur Synthese
M = 188,70 g/mol

CARN [4353-77-9]
CA: Clorosulfuric acid trimethylsilyl ester

(@]

Il
(CH;);Si—O—ﬁ—Cl

(@]

Trimethylsilylchlorsulfonat spaltet die C-
Si-Bindung von silylierten Verbindungen
unter Bildung von C-Sulfonsduren?:

i3

2,

Aromatische Sulfonsiuren aus silylier-
ten Aromaten®™).

Sulfonierung silylierter Allene und
Alkine®).

Sulfonierung von Ketonen”).
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818157 Ethoxycarbonylmethyltriphe-

nylphosphoniumbromid
zur Synthese

CyHy,BrOP M = 429,29 g/mol
CARN [1530—45—6]

CA:

Phosphonium,  (2-ethoxy-2-oxo-

ethyl)-triphenyl-, bromide

[C,Hs—O-CO-CH,—P(C¢Hs)3] "Br™

Das Phosphoniumsalz dient zur Darstel-

lung

«, PB-ungesittigter Ester aus

Aldehyden'® und zur Darstellung substi-
tuierter Propiolsdureester aus Saurechlori-
den durch Wittig-Reaktionen”.
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