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G e n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e  ( b a k e r t s

y e a s t )  h i s 3  g e n e  h a s  d e f i n e d  c e s s a r y  f o r
gene express ion  and two regu la to ry  e lements  tha t  a re  requ i red  fo r
i n d u c i n g  h i g h e r  l e v e l s  o f  e x p r e s s i o n  d u r i n g  c o n d i t i o n s  o f  a m i n o
a c i d  s t a r v a t i o n  ( 1 - 3 ) .  H e r e ,  I  e x a m i n e  t h e  a c c e s s i b i l i t y  o f  h i s 3
D N A  s e q u e n c e s  i n  n u c l e a r  c h r o m a t i n  b y  u s i n g  m i c r o c o c c a l  n u c 1 " " r "
a s  a  s t r u c t u r a l  p r o b e .  T h e  T A T A  b o x  r e g i o n  i s  p a r t i c u l a r l y
s e n s i t i v e  t o  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  c l e a v a g e  s u g g e s f i n g  t h a t  i n  v i v o
t h i s  p r o m o t e r  e l e m e n t  i s  a c c e s s i b l e  t o  n u c l e a r  p r o t e i n s .  M u t a t i o n s
tha t  de le te  the  ups t ream promoter  e lement  a l te r  the  normal  chrom-
a t i n  s t r u c t u r e  i n  t h a t  n u c l e a s e  c l e a v a g e  a t  t h e  T A T A  b o x  i s  r e d u c e d
s i g n i f i c a n t l y .  O n  E h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  c h r o m a t i n  s t r u c t u r e  a p p e a r s
i r n c h a n g e d  w h e n  h i s 3  e x p r e s s i o n  i s  i n d u c e d  b y  s t a r v i n g  c e l 1 s  f o r
a m i n o  a c i d s .  F u r t h e r m o r e ,  r e g u l a t o r y  m u t a t i o n s  a t  h i s 3  o r  u n l i n k e d
l o c i  d o  n o t  a l t e r  t h e  s t r u c t u r e .  T h u s ,  t h e  c h r o m a t E J t r u c t u r e  a t
t h e  h i s 3  l o c u s  c a n  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  g e n e  e x p r e s s i o n  ( p r o m o t e r
f . t n " t i o n )  b . r t  n o t  w i t h  g e n e  r e g u l a t i o n .  T h e  p o s s i b l e  s i g n i f i c a n c e
o f  t h i s  c o r r e l a t i o n  i s  d i s c u s s e d  i n  l i g h t  o f  E h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e
h i s 3  p r o m o L e r  e l e m e n t s

R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n

A  s c h e m a t i c  v i e w  o f  t h e  y e a s t  h i s 3  g e n e  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  1 .
The regu la to ry  s i tes  inc lude sequenF83-96 and 32-41 base pa i rs
u p s t r e a m  f r o m  t r a n s c r i b e d  s e q u e n c e s  ( 3 ) .  . T h e  p r o m o t e r  i n c l u d e s
sequences  L I3 -L26 and 32-52 base pa i rs  be fore  the  t ranscr ip t iona l
i n i t i a t i o n  s i t e  ( L , 2 ,  a n d  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  A  s t r i k i n g
proper ty  o f  the  h is3  promoter  i s  tha t  the  spac ing  be tween the  two
p r o m o t e r  e l e m e n t s  i s  n o t  c r i t i c a l  f o r  g e n e  e x p r e s s i o n  ( 2 ) .

F u r t h e r m o r e ,  y e a s t  g e n e s  a r e  s u b j e c t  t o  p o s i t i o n  e f f e c t s  s u c h  t h a t
t h e i r  e x p r e s s i o n  c a n  b e  i n f l u e n c e d  b y  D N A  s e q u e n c e s  l o c a t e d  a t
leas t  300 base pa i rs  f rom the  rnRNA cod ing  reg ion  G)  .  For  these
r e a s o n s ,  i t  s e e m e d  u s e f u l  t o  c o r r e l a t e  f e a t u r e s  o f  c h r o m a t i n  w i t h
t h e  g e n e t i c  e l e m e n t s  n e c e s s a r y  f o r  h i s 3  e x p r e s s i o n  a n d  r e g u l a t i o n .

Yeast nuclei  are prepared by c6-t t r rent ional  methods and then
t r e a L e d  w i t h  v a r i o u s  a m o u n t s  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e ,  & D  e n z y m e
b e l i e v e d  t o  p r e f e r e n t i a l l y  d i g e s t  D N A  l o c a t e d  i n  s p a c e r  r e g i o n s
beLween nuc leosome cores  ( rev iewed in  re fe rence 5) .  The chromat in
s t r u c t u r e  a t  t h e  h i s 3  l o c u s  i s  e x a m i n e d  b y  s t a n d a r d  n u c l e i c a c i d
hybr id iza t ion  proca i i i l res ,  us ing  a  smal1  f ragment  o f  h is3  DNA as  a
probe.  The resu l ts  o f  f igure  2  show a  number  o f  b road hybr id iza :
t i o n  b a n d s ,  t h e  a v e r a g e  l e n g t h s  b e i n g  a p p r o x i m a t e l y  1 6 0  b a s e  p a i r s
a n d  m u l t i p l e  i n t e g r a l s  t h e r e o f .  T h e s e  b a n d s  a r e  i n d i s t i n g u i s h a b l e
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F I G .  1 .  S E r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  m a p  o f  t h e  h i s 3  g e n e
O n  t h e  t o p  l i n e s ,  t h e  l o c a t i o n s  o f  h i s 3  a n d  a d j a c e n t  g e n e s

are  shown wi th  respec t  to  a  6 .1  kb  EcoRl€ I  DNA f ragment  f rom
c h r o m o s o m e  X V  t h a t  c o n t a i n s  t w o  i n t f f i a t  E f E - a f f  f  ( H )  s i t e s  ( 7 , 1 1 ) .

D e p i c t e d  b e l o w  i n  e x p a n d e d  f o r m  i s  a  5 0 6  S a s e  p a i r  r e g i o n  s t a r t i n g
L 7 6  b a s e  p a i r s  b e f o r e  t h e  r n R N A  c o d i n g  s e q u e n c e s  a n d  e n d i n g  w i r h
t h e  H i n d I I I  s i t e  l o c a t e d  3 3 0  b a s e  p a i r s  a f t e r  t h e  m R N A  i n i t i a t i o n
s i t e - T 7 ) ,  T h e  l o c a t i o n s  o f  t h e  u p s t r e a m  p r o m o t e r  e l e m e n t  ( U f ;  s e e
r e f e r e n c e  1 ) ,  r e g u l a t o r y  r e g i o n  ( n ;  s e e  r e f e r e n c e  3 ) ,  T A T A  b o x
p r o m o t e r / r e g u l a t o r y  s e q u e n c e s  ( T A T A ;  s e e  r e f e r e n c e s  2 , 3 )  a n d  m R N A
c o d i n g  s e q u e n c e s  a r e  s h o w n  w i t h  r e s p e c t  t o  t h i s  5 0 6  b a s e  p a i r
r e g i o n .  T h e  l o c a t i o n s  o f  d e l e E e d  d e r i v a t i v e s  ( S c 2 6 3 9 ,  5 c 2 7 8 2 . ,
5 c 2 7 5 5 ,  S c 2 7 8 6 ,  S c 2 7 7 L ,  S c 2 7 5 7 ,  S c 3 1 1 0 ,  a n d  S c 3 1 1 2 ;  s e e  r e f e r e n c e s

I , 3 , 6 )  a n d  o f  E c o R I - H i n d I I I  f r a g m e n t s  ( s c a 2 3 0 ,  S c 3 2 3 l ,  5 c 3 2 3 2 ,  a n d
S c 3 2 3 3 )  a r e  a l s o  s h o r r .  T h e s e  l a t t e r  f r a g m e n t s  \ ^ / e r e  c o n s t r u c t e d
b y  l i g a t i o n  o f  a n  E c o R I  o c t a n u c l e o t i d e  l i n k e r  t o  v a r i o u s  p o s i E i o n s

o f  t h e  h i s 3  
" " q . r " n F (  

2 ) .
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F I G .  2 .  N u c l e o s o m e s  a t  t h e  h i s 3  l o c u s
S p h e r o p l a s t s  f r o m  a n  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  c u l t u r e  o f  y e a s t

s t ra in  KY29 ( t rp l -289 ora3-52)  v rere  prepared (5 )  and then lysed
b y  o s m o t i c  s h o E  N u c F w e r e  i s o l a t e d  b y  d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u -
g a t i o n  ( I 2 ) ,  w a s h e d  t w i c e  a n d  t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  n l r c l e a s e  d i -
g e s t i o n  b u f  f e r  ( l O m t ' l  T r i s  p H  7 . 5 ,  I m M  M g C l ^ .  0 . 4  m l  o f  n u c l e i
( e q u i v a l e n t  t o  4 0  m l  o f  o r i g i n a l  c u l t u r e )  z  w e r e  t r e a t e d  w i t h
v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  ( a d d e d  i n  0 . 1  m l  o f
d i s e s t i o n  b u f  f e r  c o n t a i n i n g  2 . 5  m l " l  C a C 1 2 ) .  A f t e r  l 0  m i n u t e s  a t^ - Ur t  C .  D N A  w a s  e x t r a c t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  r e f e r e n c e  6 .  S a m p l e  D N A s
r d e r e - e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  s e p a r a t e d  i n  2 7 "  a g a r o s e ,  t r a n s f e i ' r e d  t o
n i t r o c e l l u l o s e ,  a n d  c h a l l e n g e d  f o r  h y b r i d i z a t i o n  w i g h  3 2 P  1 a b e 1 1 e d

S c 3 2 3 1  D N A  ( s e e  f i g u r e  1 ) .  L a n e s  A - D  r e p r e s e n t  1 , 0 . 5 ,  0 . 2 5 ,  a n d
0 . I 2  m i c r o g r a m s  o f  e n z y m e ;  l a n e  E  i s  a  s i z e  s t a n d a r d  p r e p a r e d  b y
c l e a v i n g  p B R 3 2 2  D N A  w i t h  H a e I I I  ( 1 3 ) .  N u m b e r s  o n  t h e  l e f t  s i d e  o f
f  i g u r e  i n d i c a t e  p o s i t i o n s E r r e s p o n d i n g  m o n o m e r s ,  d i m e r s ,  e t c .
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i n  s ize  and shape f rom those o f  bu lk
t h e r e b y  s u g g e s E i n g  t h a t  t h e  s p a c i n g
l o c u s  i s  t y p i c a l  o f  y e a s t  c h r o m a t i n .

chromat in  (da ta  no t  shovm)  ,
o f  n u c l e o s o m e s  a t  t h e  h i s 3

F o l l o w i n g  n u c l e a s e  t r e a t m e n t ,  t h e  c h r o m a E i n  s t r u c t u r e  i s
d i s r u p t e d  a n d  s p e c i f i c  s i t e s  o f  c l e a v a g e  m a p p e d  w i t h  r e s p e c t  t o  a
H i n d I I I  s i t e  l o c a t e d  w i t h i n  t h e  s t r u c E u r a l  g e n e ,  3 3 0  b a s e  p a i r s
r r o m  t h e  s t a r t  o f  t r a n s c r i p t i o n  ( 6 ;  s e e  f i g u r e  l ) .  A  s p e c i r l .
m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  c l e a v a g e  s i t e  i s  i d e n t i f i e d  b y  a  b a n d  o f
h y b r i d i z a t i o n  w h o s e  a p p e a r a n c e  d e p e n d s  u p o n  H i n d I I I  t r e a t m e n t .  T h e
r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  f i g u r e  3 .  A t  h i g h e r  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e
c o n c e n t r a t i o n s ,  b r o a d  h y b r i d i z a t i o n  b a n d s  w i t h  l e n g t h s  1 6 0 n  b a s e
p a i r s  a r e  s e e n .  T h e s e  b a n d s  p r o b a b l y  c o r r e s p o n d  t o  t h o s e  p r o d u c e d
i n  t h e  a b s e n c e  o f  H i n d I I I  t r e a t m e n t  (  f i g u r e  D ;  t h u s  t h e y  s h o u l d
r e p r e s e n t  h i s 3  D N A  f r a g m e n t s  w i t h  b o t h  e n d s  p r o d u c e d  b y  m i c r o c o c c a l
nuc lease.  nvEn w i th  the  shor t  hybr t ,d iza t ion  probe , t r " i  in  these
exper iments ,  such bands are  expec ted  fo r  random or  non- random
n u c l e o s o m e  p o s i t i o n i r g .

T h e  e v i d e n c e  s u g g e s t i n g  t h a t  n u c l e o s o m e s  m i g h t  o c c u p y  f a v o r e d
p o s i t i o n s  c o m e s  f r o m  t h e  h y b r i d i z a t i o n  b a n d s  2 1 0 ,  3 7 0 ,  7 0 0 ,  1 9 0 0
( a n d  u s u a l l y  5 2 0 - 5 5 0 )  b a s e  p a i r s  i n  l e n g t h  ( F i g u r e  3 ) .  B e c a u s e
t h e s e  b a n d s  a r e  n o t  o b s e r v e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  H i n d I I I  t r e a t m e n t
( f i g u r e  2 ) ,  t h e i r  l e n g t h s  i n d i c a t e  t h e  d i s t a n c e - E o m  r h e  H i n d I I I
m a r k e r  t o  t h e  s p e c i f i c  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  c l e a v a g e  s i t e l - T h e
3 7 0 ,  7 0 0 ,  a n d  1 9 0 0  b a s e  p a i r  b a n d s  a r e  o b s e r v e d  e v e n  a t  e x E r e m e l y
l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  ( a v e r a g e  c l e a v a g e  b e i n g
a b o u t  o n c e  p e r  1 0  k b ) .  C l e a v a g e  a r  t h e  s i t e  i n d i c a t e d  b y  r h e  b a n d
a t  2 I 0  b a s e  p a i r s  s e e m s  l e s s  e f f i c i e n t  a s  e v i d e n c e d  b y  t h e
r e q u i r e m e n t  o f  h i g h e r  e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  d e t e c t i o n  a n d  b y
t h e  r e l a E i v e  w e a k n e s s  o f  t h e  s i g n a l  a t  a l l  c o n c e n t r a t i o n s .

F i g u r e  3  a l s o  s h o w s  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e s e  n u c l e a s e  c l e a v a g e
s i t e s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  t r a n s c r i p t i o n a l  m a p  a t  a n d  a r o u n d  t h e
h i s 3  l o c u s .  T h e  s i t e s  l o c a t e d  7 0 0  a n d  1 9 0 0  b a s e  p a i r s  f r o m  t h e
E n d f  f  f  m a r k e r  m a p  n e a r  s e q u e n c e s  e n c o d i n g  t h e  5 '  e n d s  o f  m R N A s
Ed 'Jacent  to  the  h is3  t ranscr ip t  Q )  .  Those locared 2 IA and 370
b a s e  p a i r s  f r o m  E E - m a r k e r  c o r r e s p o n d  r e s p e c t i v e l y  t o  t h e  h i s 3
rnRNA sequences  and to  the  h is3  TATA box  reg ion

F o r  p u r p o s e s  o f  t h i s  p a p e r ,  t h e  n u c l e a s e  s i t e  a t  t h e  T A T A  b o x
i s  o f  p r i m a r y  i n t e r e s t .  T o  r e f i n e  i t s  l o c a t i o n ,  t h e  s i z e  o f  t h e
r e l e v a n t  f r a g m e n t  i s  c o m p a r e d  t o  a  s e r i e s  o f  a n a l o g o u s  h i s 3  f r a g -
m e n t s ;  t h e s e  a r e  p r o d u c e d  b y  c l e a v a g e  o f  a p p r o p r i a t e  h i s 3  m u t a n t
D N A s  w i t h  H i n d I I I  a n d  E c o R I  ( s e e  f i g u r e  I ) .  T h e  E c o R I  s i t e s  a r e
loca ted  beGen 340 ana 400 base pr i r r  f rom the  H l -na- f f f  s i te  and
d e f i n e  h i s 3  n u c l e o E i d e s  - 8 ,  - 3 2 ,  - 5 2 ,  a n d  - 7 2 .  A s  s h o w n  i n  f i g u r e
4  ( l a n e s  O - U , F ) ,  t h e  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  s i t e  m a p s  a t  n u c l e o t i d e
- 4 2  

!  5 ;  t h i s  i s  e n t i r e l y  w i t h i n  r h e  h i s 3  T A T A  b o x  r e g i o n
( n u c l e o t i d e s  - 3 7  t o  - 5 1 ) .

I t  i s  c r i t i c a l  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  o b s e r v e d  n i c r o c o c c a l
n u c l e a s e  c l e a v a g e  s i t e s  a r e  a  r e f l e c t i o n  o f  c h r o m a t i n  s t r u c t u r e
a n d  n o t  s i m p l y  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  e n z y m e t s  k n o v m  s p e c i f i c i t y  f o r
p a r t i c u l a r  D N A  s e q u e n c e s  ( 8 ) .  T w o  s e p a r a t e  l i n e s  o f  e v i d e n c e
s t r o n g l y  s u g g e s t  t h i s  t o  b e  t h e  c a s e .
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F I G .  3 .  M i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  h y p e r s e n s i t i v e  s i t e s
The exper iment  shown in  f igure  2  was repeated  w i th  one excep-

t i o n .  A f t e r  t h e  D N A  w a s  p u r i f e d ,  b u t  b e f o r e  e l e c t r o p h o r e s i s ,  0 . 1
mic rograms o f  SV40 DNA were  added to  each sample l  the  resu l t ing
m i x t u r e  w a s  d i g e s t e d  t o  c o m p l e t i o n  w i t h  H i n d I I I  e n d o n u c l e a s e
( t t r i s  was  mon i to red  by  the  e th id ium bromf f i  s ta in ing  pa t te rn  o f
E h e  S V 4 0  D N A )  .  L a n e  A  r e p r e s e n t s  t r e a t m e n t  w i t h  0 . 5  m i c r o g r a m s  o f
m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e l  l a n e s  C - G  r e p r e s e n t  s u c c e s s i v e  t w o - f o l d
d i l u t i o n s  o f  e n z y m e .  T h e  s i z e s  o f  f r a g m e n t s  w e r e  d e t e r m i n e d  u s i n g
HaeI I I  c leaved pBR322 DNA ( lane B)  and H ind I I I  c leaved SV40 DNA.
FEgment  s izes  on  the  le f t  s ide  cor r res f f ia  to  in tegra l  nuc leosome
u n i t s  ( s e e  f i g u r e  Z ) ;  f r a g m e n t  s i z e s  o n  t h e  r i g h t  s i d e  r e f e r  t o
s p e c i f i c  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  c l e a v a g e  s i t e s .  T h e  l o c a t i o n s  o f  t h e
h i s 3  m R N A ,  T A T A  b o x ,  a n d  a d j a c e n t  t r a n s c r i p t s  a r e  i n d i c a t e d  o n  t h e

f f in- t  s ide of  the f igure.
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F I G .  4 .  F i n e  s t r u c t u r e  m a p p i n g
In  lanes  A-C,  the  procedure  o f  f igure  3  \ ^ /as  fo l lowed except

t h a t  0 . 1  m i c r o g r a m s  o f  . l l r r f  ( X e t a - S c 2 6 0 1 ( ( 1 1 )  w a s  u s e d  i n s t e a d
o f  y e a s t  n u c l e i .  E a c h  l a n e  r e p r e s e n t s  a  5 - f o l d  s u c c e s s i v e
r e d u c t i o n  i n  t h e  a m o u n t  o f  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e .  L a n e  D  i s  t h e
i d e n t i c a l  s a m p l e  a s  s h o w n  i n  f i g u r e  3 ,  l a n e  D .  L a n e s  E , F  s h o w  t h e
r e s u l t s ' o f  H i n d I I I - E c o R I  c l e a v a g e  o f  S c 3 2 3 0  ,  5 c 3 2 3 2  ( e )  a n d  S c 3 2 3 l ,
S c 3 2 3 3  ( f ) .  f n e  

" p f f i  
d o u b l e t s  i n  t h e s e  l a n e s  r e s u l t  f r o m  p a r t i a l

c l e a v a g e  w i t h  H i n d I I I .  A l l  t h e  s a m p l e s  w e r e  e x a m i n e d  o n  t h e
i d e n t i c a l  g e l ; - 6 w e v e r  d i f f e r e n t  e x p o s u r e  t i m e s  w e r e  u s e d  f o r
v a r i o u s  l a n e s .
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F i r s t ,  m a p p i n g  n u c l e a s e  c l e a v a g e  s i t e s  i n  p u r i f i e d  D N A  r e v e a l s
a p p r o x i m a t e l y  l 5  s i t e s  l o c a t e d  2 0 0 - 2 0 0 0  b a s e  p a i r s  f r o m  t h e  H i n d l I I
m a r k e r  ( f i g u r e  4 ,  l a n e s  A - C ) ;  O f  t h e s e ,  o n l y  a  s u b s e t  o f  t h e n
( 3 7 0 , 7 0 0 ,  1 9 0 0 ,  a n d  p o s s i b l y  5 3 0 )  a r e  c l e a v e d  i n  n u c l e a r  c h r o m a t i n .
T h u s ,  d l t h o u g h  D N A  s e q u e n c e s  a r e  r e c o g n i z e d  p r e f e r e n t i a l l y  b y
n i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  p e r  s € ,  t h e y  a r e  s e l e c t i v e l y  c l e a v e d  i n  t h e
c h r o m a t i n s t r u c t u r e . f f i e r m o r e , t h e c h r o m a t i n c 1 e a v a g e s i t e
l o c a t e d  i n  t h e  s t r u c t u r a l  g e n e  ( i n d i c a t e d  b y  t h e  b a n d  a t  2 I 0  b a s e
p a i r s )  i s  b a r e l y ,  i f .  a t  a l l ,  o b s e r v e d  i n  p u r i f e d  D N A , . a n d  t h e
p u r i f i e d  D N A  s i t e  a t  2 8 0  b a s e  p a i r s  i s  n o t  s e e n  i n  c h r o m a t i n .

Second,  c leavage a t  the  h is3  TATA box  was examined in  nuc le i
p repared f rom yeas t  s t ra ins  in  r^ r t r i c t r  the  normal  h is3  gene on
chromosome XV is  rep laced by  one copy  o f  var ious-  hTs3 DNAs.  A11
f i v e  s t r a i n s  t e s t e d  h a v e  t h e  e n t i r e  T A T A  b o x  r e g i o n ,  b u t  d e l e t e  t o
v a r i o u s  e x t e n t s  s e q u e n c e s  f u r t h e r  u p s t r e a m  ( s e e  f i g u r e  1 ) .  F r o m
t h e  r e s u l t s  s h o w n  i n  f i g u r e  5 ,  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  c l e a v a g e  a t  t h e
h i s 3  T A T A  b o x  i s  r e d u c e d  s i g n i f i c a n t l y  i n  t h r e e  o u t  o f  t h e  f i v e
c a s e s .  S i n c e  t h e  T A T A  b o x  r e g i o n  i s  i d e n t i c a l  i n  D N A  s e q u e n c e  i n
a l l  t h e s e  s t r a i n s ,  t h e  d i f f e r e n c e s  s h o u l d r e f l e e t d i f f e r e n c e s  i n
c h r o m a t i n  s t r u c t u r e .

T h e  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  c l e a v a g e  s i t e  a t  t h e  T A T A  b o x  i s  o f
p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  b e c a u s e  D N A  s e q u 6 n c e s  i n  t h i s  r e g i o n  a r e
impor tan t  fo r  h is3  express ion  per  se  (p romoEer  func t ion)  and fo r
regu la t ion  o f  tT i .s  express ion  T .n  response to  cond i t ions  o f  amino
a c i d  s t a r v a t i o n .  T h e  e v i d e n c e  f r o m  f i g u r e  5  s u g g e s t s  t h a t  t h e
c h r o m a t i n  s t r u c t u r e  a t  t h e  h i s 3  T A T A  b o x  c a n  b e  c o r r e l a t e d  w i t h
p r o m o t e r  f u n c t i o n ,  s p e c i f i c a S  t o  E h e  p r e s e n c e  o f  t h e  u p s t r e a m
e l e m e n t .  D e l e t i o n s  t h a t  r e m o v e  t h i s  e l e m e n t  ( S c Z 7 7 L ,  5 c 2 7 5 5 ,  a n d
5 c 2 7 8 2 )  s e v e r e l y  a f f e c t  t h e  l e v e l  o f  e x p r e s s i o n  a n d  r e d u c e  n u c l e a s e
ac t ion  a t  the  TATA box .  Fur thermore ,  3o  ana logous de le t ion  mutant
t h a t  r e t a i n s  t h e  u p s t r e a m  e l e m e n t  ( S c Z 7 5 7 )  i s  i n d i s t i n g u i s h a b l e
b o t h  w i t h  r e s p e c t  E o  g e n e  e x p r e s s i o n  a n d  c h r o m a t i n  s t r u c t u r e .  O n
t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  f o r  a  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n
c h r o m a t i n  s t r u c t u r e  a n d  g e n e  r e g u l a t i o n .  N u c l e a s e  c l e a v a g e  a t  t h e

TATA box  is  apparent ly  normal  when nuc le i  a re  p repared f rom wi ld
t y p e  c e 1 l s  s t a r v e d  f o r  a m i n o  a c i d s ,  c o n d i t i o n s  t h a t  r e s u l t  i n  a
l O - f o l d  i n c r e a s e  i n  h i s 3  m R N A  1 e v e l s  ( F i g u r e  6 ) .  M o r e o v e r ,
chromat in  s t ruc tu re  Funchanged when nuc le i  a re  p repared dur ing
n o r m a l  o r  s t a r v a t i o n  c o n d i t i o n s  f r o m  s t r a i n s  h a r b o r i n g  a n y  o f  t h e
f o l l o w i n g  m u t a t i o n s :  a a s 2 ' 5 0 3 9 ,  4 D  u n l i n k e d  m u t a t i o n  c a u s i n g  b a s a l
l e v e l s  o f  h i s 3  e * p r e s f f i E  u n d e r  a l l  g r o w t h  c o n d i t i o n s  ( 9 ) ;  t r a 3 - 1  ,
an  un l inke f f i ta t ion  wh ich  expresses  h is3  a t  the  induced r i te
u n d e r  a l l  g r o w t h  c o n d i t i o n s  ( 9 ) ;  a n a  n i s g - l Z t  o r l 2 4 r  n u t a t i o n s  a t
t h e  h i s 3  l o c u s  t h a t  p r e v e n t  r e g u l a t i o n  b u t  e x p r e s s  t h e  g e n e  a t  t h e
normlf f iasal  level .

T h u s ,  t h e  r e s u l t s  d e s c r i b e d  h e r e  c o n s t i t u t e  e v i d e n c e  f o r  a
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  h i s 3  g e n e t i c  e l e m e n t s  a n d  c h r o m a t i n  s t r u c t u r e .
In lha t  migh t  th is  re la tGEhip  s ign i fy  in  mechan is t i c  te rms? Mic ro-
c o c c a l  n u c l e a s e  i s  g e n e r a l l y  a s s u m e d  t o  c l e a v e  c h r o m a t i n  i n  s p a c e r
r e g i o n s  b e t w e e n  n u c l e o s o m e  c o r e s  ( 5 ) .  B y  t h i s  i n t e r p r e t a t i o n ,  t h e
h i s 3  T A T A  b o x  w o u l d  l i e  p r e f e r e n t i a l l y  i n  s p a c e r  D N A .  I f  c o r r e c t ,
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F I G  5 .  C h r o m a t i n  s t r u c t u r e  o f  h i s 3  m u t a n t s
H i s 3  d e r i v a t i v e s  c l o n e d  i n t o  t n e  y e a s E  v e c t o r  Y g T Z l  ( 1 )  w e r e

i n t r o d t r c e d  i n t o  s t r a i n  K Y l 6 0  ( u r a 3 - 5 2  t r p l  - 2 8 9  h i s 3 - 0 2 0 0 ) .  H i s 3 -
4 2 0 0  w a s  c o n s t r u c t e d  b y  M i c h a e l  F a s u l l o ;  i E  d e l e t e s  t h e  e n t i F -
h i s 3  l o c u s  a n d  s e q u e n c e s  a s  f a r  u p s t r e a m  a s  - 2 0 0 .  S t a b l e  v a r i a n t s
o f  t r p +  t r a n s f o r m a n t s  $ / e r e  i s o l a t e d  ( 1 , 1 4 ) .  T h e  s E a n d a r d  p r o c e d u r e
w a s  c a r r i e d  o u t ;  l a n e s  A - E  h a v e  f o u r  t i m e s  t h e  n u c l e a s e  c o n c e n t r a -
t i o n  a s  l a n e s  F - J .  T h e  s t r a i n s  u s e d  a r e  K Y 2 9  ( w i 1 d  t y p e ,  l a n e s  A
a n d  F ) ,  5 e 2 7 5 7  ( B , G ) ,  S c 2 7 7 I  ( C , H ) ,  5 c 2 7 5 5  ( D , I ) ,  a n d  5 c 2 7 8 2
( l a n e s  E , J ) .  T h e  p o s i t i o n  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  T A T A  b o x  i s  i n -
d i c a t e d  b y  a n  a r r o w ,  T h e  a b s e n c e  o f  b a n d s  w i t h  l e n g t h s  g r e a t e r
t h a n  3 7 0  b a s e  p a i r s ' i n  t h e  m u t a n t  D N A s  i n d i c a t e s  t h a t  D W a  i s
n o t  s e n s i t i v e  t o  n u c l e a s e  i n  n a t i v e  c h r o m a t i n .
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F I G .  6 .  C h r o m a t i n  s t r u c t u r e  i n  r e g u l a t o r y  m u t a n t s
T h e  f o l l o w i n g  s t r a i n s  w e r e  u s e d :  K y 2 9  ( w i l d  t y p e ) ,  K y 1 0 7

( a a s 2 - 5 0 3 9 )  ,  K Y 1 0 8  ( t r a 3 - 1 ) .  C e 1 l s  r ^ / e r e  g r o w n  i n  g 1 n " o " "  m i n i m a l
m e d i u m  i n  t h e  a b s e n c E r F )  o r  p r e s e n c e  ( + )  o f  1 0 m M  a m i n o t r i a z o l e .
T h i s  c o m p o u n d  s t a r v e s  y e a s t  c e l l s  f o r  h i s t i d i n e  b y  v i r t u e  o f  c o m -
p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  o f  I G P  d e h y d r a t a s e ,  t h e  h i s 3  g e n e  p r o d u c r  ( 1 5 ) .
T h e  f i g u r e  i s  a  c o m p o s i t e  o f  s e v e r a l  d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t s .  I n -
d i s t i n g u i s h a b l e  r e s u l t s  v / e r e  o b t a i n e d  f r o m  d e r i v a t i v e s  S c 3 1 1 0  Q 2 2 )
a n d  S c 3 t 1 2  6 Z + ) .

t h i s  p r e d i c t s  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e  c l e a v a g e  s i t e s  a t  p o s i t i o n s
d i s p l a c e d  f r o m  t h e  T A T A  b o x  b y  t h e  l e n g t h  o f  n u c l e o s o m e  u n i t s  ( 1 6 0
b a s e  p a i r s  i n  y e a s t ) .  I n d e e d ,  t h e  s i t e  i n  t h e  s t r u c t u r a l j g e n e  i s
l o c a t e d  t h e  e x p e c t e d  d i s t a n c e  f r o m  t h e  T A T A  b o x .  W i t h  r e s p e c t  t o
a  s i t e  l o c a t e d  o n e  n u c l e o s o m e  u n i t  u p s t r e a m  f r o m  t h e  T A T A  b o x  ( i . e .
5 3 0  b a s e  p a i r s  f r o m  t h e  H i n d I I I  m a r k e r ) ,  i t  i s  d i f f i c u l t  r o  s e p a -
r a t e  a  p o t e n t i a l  d e s i r e d - F a n d  ( S : O  b a s e  p a i r s  i n  l e n g t h )  f r o m  t h e
o b s e r v e d  b r o a d  b a n d  t h a t  c o r r e s p o n d s  t o  n u c l e o s o m e  t i i m e r s  ( a v e r -
a g i n g  4 8 0  b a s e  p a i r s ) .
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T a k e n  t o g e t h e r ,  a l l  t h e  d a t a  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  K o r n b e r g f s
v i e w  ( 1 0 )  t h a t  n u c l e o s o m e  a r r a n g e m e n t  i s  g e n e r a l l y  i n s e n s i t i v e  t o
DNA sequence,  bu t  tha t  the  organ iza t ion  a t  par t i cu la r  sequences
( e s p e c i a l l y  t h o s e  i m p l i c a t e d  i n  g e n e  e x p r e s s i o n )  m a y  b e  n o n  - r a n d o m

H o w e v e r ,  e v e n  i f  t h i s  s p e c i f i c  i n t e r p r e t a t i o n  i s  n o t  c o r r e c t
p r e f e r e n r i a a l  m i c r o c o " " " l  n u c l e a s e  

" i " . l r c g "  
o f  c h r o m a t i n  s f r o , i t a  b e

a  m e a s u r e  o f  e n z y m e  a c c e s s  t o  D N A .  T h u s  i n  t h e  i n t a c t  c e l l ,  i t
seems l i ke ly  tha t  the  TATA box  reg ion  shou ld  be  exposed to  the
a c t i o n  o f  n u c l e a r  p r o t e i n s  j u s t  l i k e  i t  i s  t o  m i c r o c o c c a l  n u c l e a s e
i n  i s o l a t e d  n u c l e i .  S i n c e  t h i s  r e g i o n  e n c o d e s  b o t h  a  p r o m o t e r  a n d
a  r e g u l a t o r y  e l e m e n t ,  s u c h  n u c l e a r  p r o t e i n s  c o u l d  i n c l u d e  R N A
p o l y m e r a s e  I I  a n d  p o s s i b l y  r e g u l a t o r y  m o l e c u l e s .

T h e  r e s u l t s  h e r e  a r e  r e l e v a n t  i n  t e r m s  o f  t h e  p r o p e r t i e s  o f
t h e  u p s t r e a m  p r o m o t e r  e l e m e n t .  B a s e d  o n  i t s  r e l a t i v e l y  l a r g e
d i s t a n c e  f r o m  t h e  E r a n s c r i p t i o n a l  i n i t i a t i o n  s i t e  a n d  t h e  s t r i k i n g
o b s e r v a t i o n  t h a t  i t  c a n  b e  m o v e d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  T A T A  b o x
w i t h o u t  m a j o r  e f f e c t s  o n  g e n e  e x p r e s s i o n ,  I  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  u p -
s t r e a m  e l e m e n t  m i g h t  n o t  i n t e r a c t  d i r e c t l y  w i t h  R N A  p o l y m e r a s e  I I
( I , 2 )  .  O n e  p r o p o s e d  r o l e  f o r  E h e  u p s t r e a m  e l e m e n t  i s  t h a t  i t
c rea tes  an  open domain  o f  chromat in  wh ich  a l lows po lymerase to
b i n d  a t  a  f a v o r e d  s i t e  ( t h e  T A T A  b o x ? ) .  T h e  d a t a  n e a t l y  f i r  r h i s
v i e w .  H o w e v e r ,  t h e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  p r o m o t e r  f u n c t i o n  a n d
c h r o m a t i n  s t r u c t u r e  d o e s  n o t  i m p l y  a n y  p a r t i c u l a r  c a u s e  a n d  e f f e c t
r e l a t i o n s h i p .  F o r  e x a m p l e ,  i t  m a y  n o t  r e f l e c t  t h e  p r e s e n c e  o f  a n
u p s t r e a m  p r o m o t e r  e l e m e n t  p e r  s e ,  b u t  m e r e l y  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e
g e n e ;  I n  o t h e r w o r d s ,  t h e  p r o c e s s  o f  t r a n s c r i p t i o n  i t s e l f  c o u l d
a l t e r  t h e  c h r o m a t i n  s t r u c t u r e .  T h e  s i m p l e s t  r e l a t i o n s h i p  w i t h
t r a n s c r i p t i o n  s e e m s  u n l i k e l y  b e c a u s e  t h e  t e n  f o l d  i n c r e a s e  i n  h i s 3
mRNA dur ing  amino ac id  s ta rva t ion  (7 )  i s  no t  accompan ied  by  a  

-

d e t e c t a b l e  c h a n g e  i n  s t r u c t u r e .  F u r t h e r m o r e ,  u n l i n k e d  s u p p r e s s o r
m u t a t i o n s  t h a t  a 1 1 o w  d e l e t i o n  m u t a n t s  l a c k i n g  t h e  u p s t r e a m  p r o m o t e r
e l e m e n t  t o  e x p r e s s  h i s 3 ,  n e v e r t h e l e s s  d o  n o t  r e g a i n  T A T A  b o x
s e n s i t i v i t y .

T h e  a n a l y s i s  o f  c h r o m a t i n  f r o m  m o r e  h i s 3  m u t a n t s  s h o u l d  b e
usefu l  in  unders tand. ing  the  na ture  o f  the-cor re la t ion  be tween
s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n .

I  t h a n k  M i c h a e l  F a s u l l o  f o r  s e n d i n g  m e  a  s t r a i n  c o n t a i n i n g
h i s 3 - ! 2 0 0  a n d  t h e  N a t i o n a l  I n s t i t u t e  o f  H e a l t h  f o r  s u p p o r t i n g  t h i s
w o r k  ( G r a n t  G M 3 0 1 8 6  f r o m  t h e  d i v i s i o n  o f  g e n e r a l  m e d i c a l  s c i e n c e s )
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