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Zusammenfassung 

In eukaryontischen Zellen existiert eine Vielzahl von ATP-abhängigen Remodelling 

Proteinkomplexen, die die Chromatinstruktur auf molekularer Ebene verändern können. 

In diesen Enzymkomplexen ist, zusätzlich zu assoziierten Untereinheiten, eine ATPase 

vorhanden, welche die notwendige Energie für sogenannte Remodelling Prozesse zur 

Verfügung stellt. Es wurde gezeigt, dass diese Remodelling Komplexe in der Lage sind 

Repositionierungen von Nukleosomen unter ATP-Hydrolyse zu katalysieren, ein Prozess, 

der auch als Sliding bezeichnet wird. ATP-abhängige Chromatin Remodelling Komplexe 

konnten mittlerweile aus Hefe, Xenopus laevis, Drosophila melanogaster und Mensch 

isoliert werden.  

Eine besondere Gruppe stellen Remodelling Komplexe dar, deren ATPase Domäne durch 

Insertion einer gewissen Aminosäuresequenz, zweigeteilt ist. Sie zählen zu der Gruppe 

der sogenannten split-ATPasen. INO80, ein Mitglied dieser Gruppe, wurde als erstes in 

Hefe entdeckt und charakterisiert. Es spielt bei der Reparatur von DNA-

Doppelstrangbrüchen (DSB) eine wichtige Rolle. In Drosophila melanogaster besitzen 

Domino A und Domino B das Merkmal einer split-ATPase. Das domino Gen wurde 

erstmals in einem Screening für Mutationen, die hämatopoetische Fehlbildungen in 

Drosophila Embryonen verursachen, entdeckt. Domino kodiert für zwei 

Proteinisoformen, bestehend aus 3202 (Domino A) und 2498 (Domino B) Aminosäuren. 

Beide besitzen eine 500 Aminosäuren lange DNA-abhängige ATPase Domäne aus der 

SWI2/SNF2 Proteinfamilie, die durch einen Bereich aus 451 Aminosäuren zweigeteilt ist 

[1]. Die Domino Proteine sind Untereinheiten großer Proteinkomplexe und spielen eine 

wichtige Rolle bei der Modifizierung von Chromatin. Sie haben Einfluss auf den Ablauf 

transkriptioneller Prozesse [1] und wirken bei der Reparatur von DSB mit [2]. Das Ziel 

dieser Arbeit war die mit Domino A und Domino B interagierenden Untereinheiten und 

die biochemischen Eigenschaften, sowohl der Enzyme als auch der Domino-enthaltenden 

Proteinkomplexe, zu identifizieren und zu charakterisieren.   

Obwohl es leider nicht möglich war, Domino A- und Domino B-assoziierte Proteine zu 

isolieren, konnten dennoch die enzymatischen Eigenschaften von Domino B 

charakterisiert werden. Es stellte sich heraus, dass die ATPase Aktivität von Domino B 
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durch DNA und Nukleosomen stimuliert werden kann. Des Weiteren zeigten sich 

interessanterweise unterschiedliche Enzymaktivitäten in Gegenwart von Nukleosomen, 

die das „normale“ Histon H2A enthalten und Nukleosomen, bei denen H2A durch die 

Histonvariante in Drosophila melanogaster -  H2AvD - ersetzt worden war. 
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1   Einleitung 

 

Desoxyribonukleinsäure (DNA) liegt im eukaryontischen Zellkern in Form von großen 

Nukleinsäuremolekülen als fädige Struktur vor. Das entspricht beim Menschen 3 x 109 

Nukleotidpaaren, die auf 23 Chromatinfäden verteilt sind. Ein solcher DNA Faden hat 

einen Durchmesser von 2 nm und eine Länge von 5-10 cm pro menschlichem 

Chromosom. Das heißt, die gesamte DNA pro haploide Zelle ist ausgestreckt in etwa 2 m 

lang. 

Jede eukaryontische Zelle ist mit dem Problem konfrontiert, ca. 2 m DNA in ein 

subzelluläres Organell mit 10 µm Durchmesser - den Zellkern - zu packen, ohne ihre 

Funktion zu beeinträchtigen. Darüberhinaus müssen alle fundamentalen nukleären 

Prozesse, wie DNA Reparatur, Replikation, Transkription und Rekombinantion der 

jeweiligen Enzymmaschinerie zugänglich gemacht werden und nach individuellem 

Bedarf der Zelle fehlerfrei ablaufen. Es stellt sich somit die Frage und gleichzeitig die 

Forderung nach einem Ordnungsprinzip, um diese Vorgaben umsetzen zu können. Für 

die enorme Verpackung des gesamten Genoms spielen kleine, stark konservierte DNA 

Bindeproteine, die Histone, eine wesentliche Rolle. Im Zusammenspiel mit zahlreichen 

Nicht-Histonproteinen organisieren sie die eukaryontische DNA in Form von Chromatin. 

 

1.1   Chromatin 

Ende des 19. Jahrhunderts wurde gezeigt, dass das genetische Material in Form einer 

komplexen Struktur organisiert ist, die aus DNA und Proteinen besteht und in einem 

hochspezialisierten subzellulären Kompartiment, dem Nukleus, lokalisiert ist. Als es 

gelungen war, diese Struktur mit grundlegenden Färbemethoden sichtbar zu machen, 

erhielt sie den Namen Chromatin (gr. chroma: Farbe und gr. soma: Körper) [3]. Am 

Anfang des 20. Jahrhunderts wurde mikroskopisch beobachtet, dass sich Chromatin aus 

verdichteten und aufgelockerten Bereichen zusammensetzt, die man durch deren 

unterschiedliches Färbeverhalten voneinander unterscheiden konnte. Stark angefärbte 
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Bereiche wurden als Heterochromatin, weniger intensiv angefärbte Abschnitte als 

Euchromatin bezeichnet [4], [5]. 

Euchromatin und Heterochromatin differieren jedoch nicht nur durch ihre verschieden 

starke Kompaktheit (= Färbbarkeit). Es wird auch angenommen, dass diese in Bezug auf 

ihre Funktion zwei verschiedene Zustandsformen der DNA repräsentieren. Euchromatin 

ist vor allem durch eine „offene“ Struktur gekennzeichnet und wird als überwiegend 

transkriptions-aktive Region angesehen. Im Gegensatz dazu besteht Heterochromatin 

vorwiegend aus inaktiven DNA Sequenzen. Man unterscheidet drei Arten von 

Heterochromatin: Konstitutives oder auch „zentromerisches“ Heterochromatin spielt 

möglicherweise eine Rolle bei der Stilllegung von bestimmten Genen; fakultatives 

Heterochromatin ist für die Stilllegung eines weiblichen X-Chromosoms verantwortlich. 

Dadurch entsteht das Barr-Körperchen. Funktionelles Heterochromatin ist nach 

Ausdifferenzieren einer somatischen Zelle verantwortlich für die Stilllegung von 

bestimmten Bereichen eines Chromosoms, abhängig von der Zellfunktion. Euchromatin 

ist vergleichsweise viel dynamischer und kann sich während spezifischer zellulärer 

Ereignisse bemerkenswerten Veränderungen auf Ebene der Verpackungsdichte 

unterziehen [6], [7]. 
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Abb. 1: Heterochromatin ist die kompakte “geschlossene” Form von Chromatin, welche mit der 
Stilllegung von Genen assoziiert ist. Die Aktivierung von Chromatin in seine “offene” Form wird 
durch die Modifizierung von Core Histonen reguliert und macht Genexpression möglich. Auch das 
Entfernen des Linker Histones H1 sowie Veränderungen im DNA Methylierungsstatus sind wichtig 
für diesen Prozess [8]. 

 

1.1.1   Chromatinfaser und -struktur 

Im Jahre 1976 wurde erstmalig das sogenannte Nukleosom als strukturelle und 

funktionelle Einheit des Chromatins mittels biochemischer und 

elektronenmikroskopischer Analysen identifiziert [9], [10]. 

Ein Nukleosom besteht aus 147 Basenpaaren (bp) DNA, die um ein Histonoktamer 

gewickelt ist. Ein Tetramer aus den Histonen H3 und H4 bildet zusammen mit zwei 

Histondimeren H2A und H2B das Histon Core Partikel [11]. Zwei dieser Core Partikel 

sind durch ein DNA Stück von ca. 20-80 bp, der sogenannten Linker Region, 

voneinander getrennt. Hintereinander geschaltete Nukleosomen, die wie Perlen an einem 

DNA Faden aufgereiht sind, bilden zusammen eine Faser von 10 nm Durchmesser [12]. 

Diese Konfiguration nennt man die Primärstruktur, die die erste Stufe der DNA 

Verpackung im Nukleus darstellt. Weitere hintereinander geschaltete Spiralisierungs- und 
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Faltungsmechanismen führen zu einer weiteren Komprimierung der DNA [13], [14], 

[15]. 

Die Inkorporation von Histon H1 ermöglicht eine weitere Ebene der Verpackung der 

Chromatinfaser mit einem Durchmesser von etwa 30 nm [16], [17]. Letztendlich 

definieren intermolekulare Interaktionen zwischen Nukleosomen und anderen Nicht-

Histonproteinen, wie die Proteine der HMG (High Mobility Group), Heterochromatin 

Protein 1 (HP1) oder Polycomb Gruppe (Pc-G), eine Chromatinstruktur höherer Ordnung 

[18], [19]. Somit ist es möglich, einen 2 m langen Chromatinfaden, der somit im  

Metaphasechromosom mit einer ca. 20000-fachen Verkürzung ein Maximum erreicht, in 

einen Zellkern von annähernd 10 µm Durchmesser zu packen und zu organisieren. 

Jedes der Histonmoleküle des Core Partikels besitzt an seinem C-terminalen Ende einen 

„globulären“ Abschnitt, der den inneren Teil des Nukleosoms bildet, sowie eine flexible 

N-terminale Region, die aus dem Nukleosom „herausragt“. Die N-terminalen Abschnitte 

werden als Histon Tails bezeichnet. Dieser Teil des Nukleosoms ist in verschiedenen 

Spezies sehr ähnlich organisiert und stellt den besser zugänglichen Teil des Chromatins 

dar [20], [21]. Die N-Termini sind darüberhinaus durch einen hohen Anteil an den 

basischen Aminosäuren Lysin und Arginin gekennzeichnet. Die Histon Tails unterliegen 

zahlreichen post-translationalen Modifikationen. Diese Modifikationen haben einen 

erheblichen Einfluss auf die Packung und die Regulation der DNA und halten das 

Chromatin in einem variablen Zustand. Als post-translationale Modifikationen spielen 

unter anderem die Acetylierung von Lysinen, die Methylierung von Lysin- und 

Argininresten sowie die Phosphorylierung von Serinen eine bedeutende Rolle. Aber auch 

die Ubiquitinierung und die ADP-Ribosylierung gewinnen mehr und mehr an Bedeutung 

[22], [23], [24]. 

  

1.1.2   Chromatindynamik 

Die komplexe Organisation von Chromatin erschwert den Zugang von Proteinen, die an 

DNA-assoziierten Prozessen mitwirken, zur DNA. Ein Großteil dieser Faktoren ist an 

essentiellen Zellprozessen wie Transkription, Replikation oder DNA Reparatur beteiligt. 
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Somit ist es für eine Zelle lebensnotwendig, Chromatin entsprechend verschiedener 

Stimuli modulieren zu können.  

Im Prinzip lassen sich drei Hauptstrategien beschreiben, welche die Funktion und die 

Struktur des Chromatins beeinflussen können. Zum einen unterliegen die flexiblen und 

leicht zugänglichen N-Termini der Histone etlichen post-translationalen Modifikationen  

[25], [26]. Zum anderen existieren mit den ATP-abhängigen sogenannten Chromatin 

Remodelling Komplexen Maschinen im Zellkern, welche unter ATP-Hydrolyse die 

Protein-DNA Interaktionen lockern können [27], [28], [29]. Letztendlich sind in den 

vergangenen Jahren auch eine Reihe von Histonvarianten identifiziert worden, die bei  

bestimmten nukleären Prozessen eine wichtige Rolle spielen [30], [31]. Im Folgenden 

wird näher auf diese drei Prinzipien eingegangen. 

 

1.1.3   Post-translationale Histonmodifikation  

Wie bereits erwähnt wurde, sind vor allem die N-terminalen Amine der Core Histone 

Angriffs- bzw. Zielpunkte für eine Vielzahl diverser post-translationaler Modifikationen.  

Diese spezifischen kovalenten Histonmodifikationen, ob alleine oder in Kombination mit 

anderen Modifikationen auftretend, beeinflussen nahezu alle DNA-assoziierten Prozesse 

[32], [33], [34], bzw. üben einen regulatorischen Einfluss auf andere Chromatin-

modifizierenden Enzyme aus [35]. Die verschiedenen Möglichkeiten der post-

translationalen Modifikation sind in der folgenden Abbildung (Abb. 2) dargestellt.  
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Abb. 2: Post-translationale Modifikationen der Histon Tails. Acetylierung (A): violett; Methylierung 
(M): blau; Phosphorylierung (P): orange; Ubiquitini erung (U): dunkelgrün. Die farbigen Kreise 
stellen die „globuläre“ Domäne der vier Core Histone (H2A: hellblau, H2B: rot, H3: grün, H4: 
dunkelblau) dar [36]. 
 

Das Spektrum der post-translationalen Modifikationen der Histon Tails reicht von 

einzelnen Methyl-, Acetyl- und Phosphorylgruppen bis zur Generierung von 

isopeptidischen Bindungen zwischen bestimmten Molekülen und Ubiquitinpeptiden oder 

SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) [36]. Die Variabilität und die Interaktion von 

Histonmodifikationen haben zum Gebrauch der Begriffe Histon Code und epigenetischer 

Code geführt. Der Histon Code fasst das Phänomen interagierender Histonmodifikationen 

zusammen [33], [34], [37]. Mittels des epigenetischen Codes wird ein wichtiges Konzept 

beschrieben, welches besagt, dass spezifische Kombinationen von Histonmodifikationen 

mit definierten funktionellen Effekten, wie der Rekrutierung von Chromatin-

modifizierenden Enzymen und Remodelling Komplexen, einhergehen [38]. Zum einen ist 

bereits bekannt, dass dadurch regulatorische Effekte auf die Transkription ausgeübt 

werden, zum anderen wird vermutet, dass der epigenetische Code Auswirkungen auf 

weitere funktionelle Prozesse, wie DNA Reparatur [39] und zelluläre Gedächtnisbildung 

haben könnte [40]. Epigenetische Modifikationen können ohne Änderung der DNA 
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Sequenz einen Einfluss auf die Genexpression ausüben, wobei das Verteilungsmuster von 

DNA Methylierungen in Karzinomen häufig verändert ist.  

Das kann zum Funktionsverlust von Tumorsurpressorgenen führen und somit die 

Tumorgenese begünstigen. Auch die Invasion und Metastasierung von Tumoren kann 

Folge eines Methylierungsfehlers sein [41].    

Als Beispiel wäre zum einen das Prostatakarzinom zu nennen, bei dem eine verminderte 

Histonacetylierung und H3K4me2-Methylierung sowie eine vermehrte H3K9me2- 

Methylierung gefunden wurde. Diese Veränderungen spielen eine kritische Rolle für die 

Stilllegung von RASSF1A (Ras ASSociation domain Family protein 1A) Genen in 

Prostatakarzinomen und begüstigen dadurch dessen Entstehung [42]. 

Auch die Aktivität von nukleären Steroidrezeptoren wird direkt über Histon-

modifizierende Proteine wie HATs (HistonAcetylTransferasen), HDACs 

(HistonDeACetylasen), HMTs (HistonMethylTransferasen) und Demethylasen (s. u.) 

reguliert. Fehler in diesen post-translationalen Modifizierungsprozessen spielen auch hier 

eine bedeutende Rolle in der Entstehung und Progression von verschiedenen Tumoren 

[43], [44].  

 

Histonacetylierung und -deacetylierung 

HATs sind definitionsgemäß Enzyme, die Histone acetylieren und somit entscheidende 

regulatorische Effekte auf die Struktur und Formation von Chromatin sowie auf die 

Transkription von Genen haben. Die Acetylierung von Histonen bedeutet den Transfer 

einer Acetylgruppe von Acetyl-Coenzym A auf die Lysinreste der Histone. Diese 

Reaktion wird durch HATs katalysiert, während die gegensätzliche Reaktion von HDACs 

durchgeführt wird. 

In den letzten 10 Jahren wurden in der Erforschung von HATs große Fortschritte erzielt. 

Eine beträchtliche Zahl von HAT Enzymen konnte bereits aus verschiedenen Organismen 

isoliert werden [45]. Die Identifizierung von neuen HATs resultierte in der Erkenntnis, 

dass diese evolutionsbedingt von Hefe bis Mensch konserviert sind, HATs viele 

Untereinheiten besitzen können [46], [47], [48] und die Funktionen der katalytischen 

Untereinheiten stark von den anderen Untereinheiten abhängig sind [49]. HAT Komplexe 

werden anhand ihrer katalytischen Domänen in verschiedene Familien eingeteilt. Die 
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Mitglieder einer HAT Familie zeichnen sich durch spezielle Domänen, wie 

Bromodomänen, Chromodomänen (CHRomatin Organisation MOdifier), WD40 Repeats, 

Tudor Domänen und PHD (Plant Homeo Domain) Finger aus, mit denen sie modifizierte 

Histon Tails erkennen und an diese binden können. Dadurch erhalten die Mitglieder einer 

HAT Familie eine gewisse Substratspezifität, z.B. binden Bromodomänen bevorzugt an 

Lysinreste [50], [51], dagegen Chromodomänen, wie sie HP1 besitzt, spezifisch an 

methylierte Lysinreste [52]. Das Ganze wird noch durch die Beobachtung kompliziert, 

dass manche HATs verschiedene Histonsubstrate modifizieren und einige auch eine 

zunehmende Anzahl an Nicht-Histonsubstraten acetylieren können [53]. Zusätzlich ist 

der Prozess der Histonacetylierung reversibel. Die Balance zwischen Histonacetylierung 

und -deacetylierung ist wichtig für eine normale zelluläre Funktion.  

Die Acetylierung der N-terminalen Abschnitte von Histonen führt zu einer Auflockerung 

des Chromatins in eine „offenere“ Form. Generell nimmt man an, dass die Acetylierung 

von Lysinen der Histon Tails die Interaktionen zwischen den basischen Histonen und der 

DNA abschwächt. Es wurde zum Beispiel gezeigt, dass eine Anreicherung von 

acetylierten Histonen in Promotorregionen erfolgt und damit die Transkription durch die 

bessere Zugänglichkeit der Transkriptionsmaschinerie zur DNA erleichtert wird [54], 

[55].  

In neueren Studien konnte auch gezeigt werden, dass die Acetylierung von Histon Tails 

durch HATs eine Rolle bei der DNA Reparatur spielt [39]. Als Beispiel wäre der Tip60 

(HIV-1 Tat interacting protein, 60kDa) HAT Komplex in Drosophila melanogaster zu 

nennen, der die phosphorylierte Histonvariante H2AvD (s. u.) bei DSB gegen 

unmodifiziertes H2AvD austauschen kann und somit ein wichtiges Signal für die DNA 

Reparatur darstellt [2]. Abbildung 3 zeigt bedeutende HAT Familien und deren Substrate.  
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Abb. 3: Übersicht über bekannte Mitglieder der HAT Familie. Des Weiteren werden ihr Vorkommen 
in verschiedenen Spezies und ihre Funktionen aufgezeigt [56]. 
 

HDACs sind Enzyme, die für den Prozess der Histondeacetylierung zuständig sind. Im 

Gegensatz zu den HAT Komplexen hemmen sie über verschiedene Mechanismen den 

Ablauf der Transkription. Einerseits kommt es durch den Prozess der Deacetylierung zur 

Verstärkung der Interaktionen zwischen den Histon Tails und der DNA. Dadurch wird 

der Transkriptionsmaschinerie der Zugang zur DNA verwehrt. Andererseits kann durch 

die Deacetylierung eines bestimmten Lysinrestes das Signal für eine anschließende 

Methylierung des Histon Tails gegeben werden [57], [58].  

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Fälle untersucht, bei denen Störungen im 

Zusammenspiel von Acetylierung und Deacetylierung zu ernsthaften Krankheiten und 

Tumoren geführt haben [59]. Funktioniert das korrekte Zusammenspiel zwischen HATs 

und HDACs nicht, so kommt es zu einer Dysregulation der Transkription, des 

Zellwachstums, des Überlebens und der Proliferation von Zellen. Eine Überexpression 

von HDACs, deren fehlerhafte Rekrutierung über Onkoproteine oder Mutationen können 

in vielen Tumoren gefunden werden [60]. Hemmstoffe gegen HDACs induzieren eine 

Hyperacetylierung von Histonen, die die Chromatinstruktur sowie die Genexpression 
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beeinflussen. Dadurch kommt es zum Wachstumsstillstand, zur Hemmung der 

Zelldifferenzierung und zur Apoptose von Tumorzellen. Zusätzlich verstärken HDAC-

Inhibitoren den Effekt von Medikamenten, die zur Krebstherapie eingesetzt werden [57], 

[60], [61]. 

 

Histonmethylierung 

Die Methylierung von Lysin- oder Argininresten erfolgt fast ausschließlich an den 

Histonen H3 und H4. Die Methylierung von Argininresten wird durch 

Methyltransferasen, die der PRMT (Protein ARginine MethylTransferases) Klasse 

zugehörig sind, katalysiert [33], [62]. Die Methylierung von Lysinresten erfolgt durch 

Enzyme, die die sog. SET (Su(var)3-9, Enhancer of Zeste, Trithorax) Domäne enthalten.  

Während, wie vorher kurz geschildert, die Acetylierung im Allgmeinen zu einer  

Aktivierung der Transkription führt, kann die Histonmethylierung sowohl als Signal für 

die Aktivierung, als auch für die Repression fungieren. Welcher Prozess letztendlich 

ausgelöst wird, ist von der Lokalisation des Methylierungssignals abhängig [63]. Auch 

die Anzahl der angehängten Methylgruppen kann für bestimmte Prozesse, wie z.B die 

Inaktivierung des X-Chromosoms, verschiedene Auswirkungen haben. 

In den letzten Jahren wurden bei Studien in unterschiedlichen Organismen mehrere 

Enzyme identifiziert, die ortsspezifische Histonmethylierungen katalysieren. Viele 

verschiedene biologische Prozesse, wie die Bildung von Heterochromatin, die 

Inaktivierung des X-Chromosoms, sowie die Regulation der Transkription werden duch 

Methylierungsprozesse beeinflusst [58]. Für das Erkennen bestimmter 

Methylierungssignale spielen mindestens drei Proteinmotive - die Chromodomäne, die 

Tudor Domäne und die WD40 Repeat Domäne (siehe Seite 9), die in der Lage sind, 

spezifische Interaktionen mit methylierten Lysinresten einzugehen (siehe Abb. 4) - eine 

entscheidende Rolle. Diese sind in nachfolgender Abbildung dargestellt.  
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Abb. 4: Histonmethyltransferasen, ihre Substratspezifität und die Methyl-Lysin Bindedomänen. a) 
Die Lysin-Methyltransferasen sind entsprechend dem spezifischen Lysinrest, den sie modifizieren, in 
Gruppen eingeteilt. Die Farbe ist entsprechend ihrer Herkunft gewählt (Hefe: rot; Wurm: gelb; 
Fliege: pink; Säugetier: violett). Methyltransferasen sind als S.c und S.p für Saccharomyces cerevisiae 
und Schizosaccharomyces pombe gekennzeichnet. Für die Enzyme aus Säugetieren ist nur der Name 
aus einer Spezies gewählt. Die „globulären“ Domänen der Histone sind oval und die Histon Tails sind 
als gerade Linien dargestellt. b) Methyl-Lysin Bindeproteine, die Chromodomäne, die Tudor 
Domäne oder die WD40 Repeat Domäne. Diese können nicht nur mit Methyl-Lysinen interagieren, 
sondern scheinen auch zwischen verschiedenen methylierten Histonen unterscheiden zu können [58]. 

Methylierungen an Lyin 9 bzw. Lysin 27 in H3 hemmen die transkriptionale Aktivität. 

Sie führen häufig zur Stilllegung von Genen [64]. Im Gegensatz dazu korrelieren 

Methylierungen der Lysine 4, 36 und 79 in Histon H3 mit der Initiation der Transkription 

[65], [66], [67].  

Im Gegensatz zu den Histonmethyltransferasen haben die Histondemethylasen und -

deiminasen die Aufgabe, Methylgruppen von den Histon Tails zu entfernen. 

In aktuellen Studien konnten zahlreiche Histondemethylasen und -deiminasen isoliert und 

charakterisiert werden: PAD1-4 (PeptidylArginine Deiminase 1-4), LSD1 (LySine 

Demethylase 1) und JHDMs (Jumonji C-domain containing Histone DeMethylases) [41], 

[68], [69]. Histondemethylasen sind an der Regulation von Transkription und an der 

Proliferation von Krebszellen beteiligt. Das bedeutet, dass sie eine wichtige Rolle in der 

Aufrechterhaltung der Zellhomeostase spielen und dass Fehler in deren Regulation zur 
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Entstehung von Krebs beitragen können [41]. JmjC (Jumonji C)-enthaltende Proteine 

sind wichtig für eine normale neuronale Funktion [70].  

Die Involvierung von Histondemethylasen in Krankheit und Krebs bietet eine 

entscheidende Möglichkeit zur pharmakologischen Intervention durch die Herstellung 

spezifischer Inhibitoren dieser Enzyme. Inhibitoren von PAD1-4 und LSD1 wurden 

bereits identifiziert [71], [72], [73], [74]. 

 

Histonphosphorylierung 

Die Phosphorylierung ist eine weitere kovalente post-translationale Modifizierung von 

Histonen. Funktionell von Bedeutung im Kontext von Chromatin ist die 

Phosphorylierung von amino-terminalem S10 (Serin 10) in H3. Diese kann zwei  

unterschiedliche Effekte hervorrufen [75]. S10 Phosphorylierung ist notwendig für die 

Kondensation von Chromatin während der Mitose [76] und spielt eine wichtige Rolle bei 

der Aktivierung der Transkription in eukaryontischen Genen [77], indem es die 

Acetylierung von K14 (Lysin 14) desselben Histon Tails auslöst [78], [79]. 

Weniger erforscht ist die Phosphorylierung von S28 (Serin 28) an Histon H3. Es konnte 

jedoch zum einen gezeigt werden, dass diese mit der Kondensation von Chromatin 

während der Mitose gekoppelt ist [80]. In einer neueren Studie wurde gezeigt, dass die 

Phosphorylierung von S28 in H3.3 (s. u.) einen Einfluss auf die dynamische 

Assemblierung/Disassemblierung von Nukleosomen an aktiven Promotoren ausübt [81].  

Weiterhin wurde entdeckt, dass die Histonvariante H2A.X (siehe Seite 14) von einem 

Mitglied der PI3KK (PhosphatidylInositol 3-Kinase-like Kinase) an S139 (Serin 139) 

phosphoryliert wird. Es wird angenommen, dass diese Modifikation, die post-replikative 

DNA Reparatur erleichtert [82]. 

In vivo Proteinexpressionsstudien zeigen, dass die Hyperphosphorylierung der Histone 

H1 und H3 zur Inhibition des durch den Glukokortikoidrezeptor vermittelten Chromatin 

Remodellings führt und somit den MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus promotor) 

duch Verhinderung der Assoziation von Transkriptionsfaktoren inaktiviert [83]. 
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1.2   Histonvarianten 

In Eukaryonten sind die für Histone kodierenden Gene in multiplen Kopien in Clustern 

enthalten. Nur auf diese Weise ist es möglich, eine große Menge an Histonen zur 

Verfügung zu stellen, was Voraussetzung für die Verpackung neu replizierter DNA 

während der S-Phase des Zellzyklus ist [30]. Zusätzlich zu den Histonen H1, H2A, H2B, 

H3 und H4 gibt es die sogenannten Histonvarianten. Diese zeigen Unterschiede vor allem 

in ihrer Aminosäuresequenz, spielen jedoch auch funktionell distinkte Rollen [31], [84], 

[85]. 

Manche Histonvarianten werden in verschiedenen Zellzyklusphasen exprimiert. Zum 

Beispiel werden die Histonvarianten H3.1 und H3.2 von Säugetieren in der S-Phase 

exprimiert, während die Variante H3.3 unabhängig vom Zellzyklus synthetisiert wird. 

Unterschiede in der Histonprimärstruktur können einen entscheidenen Einfluss auf die 

Eigenschaft und die Funktion der Histone haben. Zum Beispiel unterscheidet sich das 

humane Histon H2A von der Variante H2A.Z durch die Substitution von 15 

Aminosäuren in den helikalen Domänen sowie weiteren Insertionen und Deletionen am 

N- und C-terminalen Ende [86]. 

In der Abbildung 5 sind einige Histonvarianten unterschiedlicher Spezies und deren 

bisher beschriebenen Funktionen zusammengefasst. 

 

 

 

 

Abb. 5: Verschiedene Histonvarianten und ihre Funktionen [30]. 
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Histon H1 Varianten 

Das Histon H1 Molekül besitzt viele Sequenzvarianten, wie zum Beispiel H1°, H5 und 

etliche Spermien- und Testes-spezifische Varianten. Die größten Sequenzunterschiede 

finden sich in den N- bzw. C-terminalen Abschnitten dieser Proteine. Das Auftreten 

dieser H1 Varianten ist unter anderem abhängig vom Zelltyp, Zellzyklusphase, 

Differenzierung und Entwicklung [87], [88]. Weiterhin zeigen die H1 Histonvarianten 

verschiedene biophysikalische Eigenschaften [89] und ein unterschiedliches 

Verteilungsmuster im Genom [87]. 

 

Histon H2A Varianten 

Mit den bisher beschriebenen Varianten H2A.Z, H2A.X, macroH2A, H2A-Bbd und 

H2AvD besitzt das Histon H2A ein umfangreiches Spektrum an Varianten. 

Einige Histonvarianten, wie H2A.Z wurden im Laufe der Evolution konserviert [90]. 

Während macroH2A [91] und H2A-Bbd [92] nur in Vertebraten und Säugetieren 

vorkommen, existieren H2A.X bzw. H2A.Z in allen Organismen. Die Variante H2AvD 

ist eine Drosophila-spezifische Variante. Sie verbindet sehr wahrscheinlich die 

Funktionen und Eigenschaften von H2A.Z und H2A.X (siehe Abb. 6). 

 

 

Abb. 6: Histon H2A und seine Varianten aus Hefe (S. cerevisiae; S.c.), Fruchtfliege (D. melanogaster; 
D.m.) und Mensch (Homo sapiens; H.s.). H2A.X besitzt C-terminal mehrere Aminosäuren, die einen 
Serinrest (rot) enthalten, der nach der Schädigung der DNA phosphoryliert wird. Zwei funktionell 
wichtige Domänen unterscheiden H2A.Z Varianten von anderen H2A Verwandten (gelbe Kästen). 
Strukturunterschiede in Loop 1 verhindern die Assemblierung von Nukleosomen, die sowohl eine 
Kopie von H2A als auch eine Kopie von H2A.Z enthalten. Die Docking Domäne rekrutiert das (H3-
H4)2 Tetramer; Unterschiede in dieser Domäne haben einen Einfluss auf die Stabilität der 
Nukleosomen [84]. 
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H2A.X und H2A.Z werden konstitutiv exprimiert. H2A.Z zeigt eine gewisse 

Anreicherung in intergenischen Regionen [93], [94]. In einer in vitro Studie konnte 

gezeigt werden, dass H2A.Z zusammen mit HP1α (Heterochromatin Protein 1α) eine 

Kondensierung von Chromatinfasern bewirken kann [95].  

H2A.Z erleichtert die Faltung der nukleosomalen Filamente in eine kompaktere 

Faserstruktur durch Vermeidung von Aggregation einzelner Fasern [96]. Des Weiteren 

kann H2A.Z das Histonoktamer innerhalb eines Nukleosoms stabilisieren [97]. Eine 

solche spezielle Konformation des Chromatins könnte die Beteiligung von H2A.Z bei der 

Trennung von Chromosomen, der Genomstabilität und der DNA Reparatur erklären, 

indem bestimmte DNA Abschnitte speziellen Enzymmaschinerien zugänglich gemacht 

werden [98], [99], [100]. In Hefe existiert die H2A Variante Htz1, welche vor allem an 

reprimierten Promotoren lokalisiert ist [100], [101]. Es wurde gezeigt, dass die 

Inkorporation von Htz1 in Nukleosomen mit besonderen Histonmodifikationen, wie der 

Acetylierung von Lys 14 einhergeht [79], welches an der Aktivierung von Genen im 

gesamten Genom beteiligt ist. Aufgrund aktueller Studien wird spekuliert, dass Htz1 

„stille“ Promotoren für die Aktivierung der Transkription kennzeichnet [100], [101]. Wie 

bereits erwähnt existiert in Drosophila eine H2A Variante: H2AvD [102], [103]. 

 
Abb. 7: Molekulares Modell des Histon Cores, das die Histonvariante H2AvD enthält. Die C-
terminale Domäne, die für die Funktion essentiell ist, ist in rot dargestellt [104]. 
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H2AvD wird in einer einzigen Kopie in der Region 97CD von Chromosomen kodiert. In 

Drosophila Embryonen ist H2AvD während der ersten zwölf Stunden ubiquitär 

vorhanden, seine Menge nimmt jedoch in weiter entwickelten Embryonen ab [104]. 

H2AvD verhält sich genetisch wie ein Pc-G Gen, d.h. es gehört zu einer Gruppe von 

spezifischen Genen, die einen reprimierten Transkriptionsstatus aufrechterhalten [1]. Das 

könnte bedeuten, dass diese Histonvariante an der Stilllegung von Euchromatin und der 

Bildung von Heterochromatin beteiligt ist. Aufgrund einer aktuellen Studie wird 

angenommen, dass eine geordnete Kaskade von molekularen Abläufen zur Etablierung 

von Heterochromatin in Drosophila führt [105]. Das erfordert einerseits die Rekrutierung 

der Histonvariante H2AvD und die anschließende Acetylierung von Lys 12 in H4. Die 

Methylierung von Lys 9 in H3 und die Rekrutierung von HP1 sind weitere wichtige 

Schritte zur Bildung von Heterochromatin [105]. 

 

Histon H3 Varianten 

Es existieren bisher drei gut beschriebene Varianten von Histon H3: H3.1, H3.3 und Cid 

(in Drosophila melanogaster) [85], [106], [107]. 

Cid ist ein essentielles Protein, das vorwiegend am Zentromer vorkommt. Trotz der 

starken Ähnlichkeit der Histon Fold Domäne unterscheiden sich die Zentromer-

assoziierten Proteine unterschiedlicher Organismen besonders in ihrem N-terminalen 

Anteil [106]. Die Varianten H3.3 bzw. H3.1 kommen in aktiven, respektive inaktiven 

Regionen vor [108], [109]. 

 

Es sind auch Varianten der Histone H2B und H4 bekannt [11], [110]. Ihre Funktion ist 

jedoch noch nicht ausreichend aufgeklärt. 

 

1.3   ATP-abhängige Chromatin Remodelling Maschinen 

Veränderungen der Chromatinstruktur spielen eine wichtige Rolle in der Regulation von 

Genen. Eine entscheidende Rolle hierbei haben ATP-abhängige Chromatin Remodelling 

Enzyme, die mit Hilfe der ATP-Hydrolyse strukturelle Veränderungen an Nukleosomen 

bewirken können [111], [112], [113], [114], [115].  
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Remodelling Faktoren interagieren mit der DNA und den Histonen. Das Binden von ATP 

und die anschließende Hydrolyse lösen vermutlich eine Reihe von 

Konformationsänderungen innerhalb der Enzyme aus, die zu einer teilweisen Ablösung 

der DNA von der Histonoberfläche führen. Dieser Vorgang und die Beteiligung von 

Kofaktoren, wie z.B. Histon oder DNA Chaperone, können zum partiellen oder 

kompletten Abbau des Histonoktamers führen, bzw. eine Verlagerung von intakten 

Nukleosomen an der DNA bewirken [29]. In Abwesenheit von Kofaktoren, die den 

„remodellierten“ Zustand stabilisieren, kommt es sehr rasch zur Rückkehr in die 

„kanonische“ Struktur. Chromatin, das dem ATP-abhängigen Remodelling unterliegt, 

kann als „dynamisch“ oder „fluide“ bezeichnet werden. Remodelling kann nukleosomale 

DNA zugänglich machen, was jedoch nicht notwendigerweise mit der Aktivierung der 

zugrunde liegenden Gene korreliert, da sowohl Aktivatoren als auch Repressoren von der 

transienten Zugänglichkeit zur DNA profitieren können. Des Weiteren kann das 

Verschieben von Nukleosomen an der DNA (Sliding) dazu dienen, eine gewisse Stelle an 

der DNA frei zu machen oder dazu beitragen, Inhomogenitäten in den nukleosomalen 

Anordnungen „auszugleichen“, um eine Faltung in eine kompaktere Form zu 

ermöglichen [32], [116], [117].  

Kontrolliertes, Energie-abhängiges nukleosomales Remodelling ist sehr bedeutend für die 

Kontrolle von Zellproliferation und Zelldifferenzierung. Fehler oder Mutationen in diesen 

Systemen können zu neoplastischen Veränderungen führen [118], [119].  

Die exakten molekularen Mechanismen des „Remodellings“  wurden in den letzten Jahren 

intensiv untersucht, und haben eine Reihe von zum Teil überlappenden Eigenschaften 

aufgedeckt, die entscheidende Funktionen bei verschiedenen Regulationsvorgängen 

sowie bei Targeting Prozessen aufweisen [29], [119], [120], [121], [122], [123]. 
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Abb. 8: Verschiedene Möglichkeiten des ATP-abhängigen Chromatin Remodellings. ATP-abhängige 
Remodelling Komplexe nutzen die Energie aus der ATP-Hydrolyse, um Histon-DNA Kontakte zu 
verändern. Das kann auf folgende Weise passieren: A) Durch nukleosomales Sliding werden 
Nukleosomen entlang der DNA verschoben und neu an der DNA positioniert. B) Es wird ein 
„remodellierter“  Zustand erzeugt, in dem DNA besser zugänglich ist. Die Histone bleiben jedoch an 
der DNA. C) DNA und Histone werden komplett voneinander getrennt, oder D) Histone werden 
durch Histonvarianten ersetzt. Es ist zu beachten, dass die verschiedenen Modelle des Chromatin 
Remodellings nicht notwendigerweise unabhängig voneinander ablaufen müssen [118]. 

 

Alle nukleosomalen Remodelling Maschinen gehören der SWI2/SNF2 Familie von 

ATPasen an [124]. Diese können wiederum in sieben Subfamilien - entsprechend ihrer 

charakteristischen Eigenschaften - unterteilt werden [29], [125]. Im folgenden Abschnitt 

werden die vier am besten untersuchten Subfamilien näher beschrieben: die SWI/SNF 

Familie, die ISWI Familie, die CHD Familie und die INO80 Familie (siehe auch Abb. 9).  
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Abb. 9: Überblick über die vier großen Familien der Remodelling Faktoren [29]. 

 

1.3.1   Die SWI/SNF Familie 

Der SWI/SNF Komplex wurde zuerst in Hefe entdeckt [126], [127]. Die Isolierung 

zweier Hefemutanten gab dem Komplex seinen Namen, wobei eine Mutante eine 

verminderte Fähigkeit besitzt in einem Medium das Sucrose enthält zu wachsen (Sucrose 

Non Fermenting, SNF). Die zweite weist eine fehlerhafte mating type switching Fähigkeit 

auf (SWItching mating type, SWI). Der Komplex besitzt ein Molekulargewicht von etwa 

1,5-2 MDa und enthält elf Untereinheiten, von denen zehn charakterisiert wurden [128]. 

Ein zweiter SWI/SNF-ähnlicher Komplex in Hefe, RSC (Remodels the Structure of 

Chromatin), enthält einige Proteine, die homolog zu den Komponenten des SWI/SNF 

Komplexes sind. RSC verändert das Chromatin über eine ATP-abhängige Translokation 

der DNA an Histonoktameren [129], [130]. Der RSC Komplex kommt in etwa zehnmal 

häufiger als SWI/SNF in einer Zelle vor und ist im Gegensatz zu SWI/SNF 

lebensnotwendig [131].  
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In Drosophila ist BRM (BRahMa) das homologe Enzym zur Swi2/Snf2 ATPase. BRM 

existiert in zwei verwandten Komplexen, die viele Untereinheiten besitzen: der BAP 

(Brahma Assoziierte Proteine) Komplex, der im Menschen dem BAF (BRG1 Associated 

Factor) und in Hefe dem SWI/SNF Komplex entspricht [132], [133] und PBAP 

(Polybromo-assoziierter BAP) Komplex [118], [134], der im Menschen dem PBAF 

(Polybromo-assoziierter BAF) und in Hefe dem RSC Komplex entspricht. Die 

nachfolgende Abbildung vergleicht die SWI/SNF Komplexe und ihre Untereinheiten in 

verschiedenen Spezies.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10: Die SWI/SNF Chromatin Remodelling Komplexe aus Hefe, Drosophila und Mensch. 

Konservierte Untereinheiten sind horizontal aufgelistet, wobei die ATPase Untereinheit an erster 

Stelle steht [134]. 

In zahlreichen in vitro und in vivo Experimenten konnte gezeigt werden, dass SWI/SNF 

Komplexe eine hohe Bedeutung bei zellulären Abläufen, einschließlich der 

Genregulation, Zellzykluskontrolle, Entwicklung und Differenzierung von Zellen haben. 

Eine umfangreich diskutierte Eigenschaft der ATP-abhängigen Chromatin Remodelling 

Maschinen, insbesondere der SWI/SNF Komplexe, ist ihre Fähigkeit in vitro 

Nukleosomen entlang der DNA zu mobilisieren (Sliding). Des Weiteren führt 

Remodelling zum Lösen der DNA Enden von Histonoktameren oder der Bildung von 
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DNA Schleifen - Prozesse, die alle mit einer Veränderung der Zugänglichkeit von 

Transkriptionsfaktoren zur nukleosomalen DNA einhergehen [111], [132], [135], [136], 

[137]. 

In vitro und in vivo Daten geben auch Hinweise, dass sowohl SWI/SNF Komplexe als 

auch RSC Komplexe eine Schlüsselrolle bei der Reparatur von DSB spielen [138], [139]. 

Der humane SWI/SNF Komplex scheint einen Einfluss bei der Entstehung von Tumoren 

zu haben, da mehrere Untereinheiten eine intrinsische Tumorsuppressoraktivität besitzen, 

oder für die Aktivierung von Tumorsuppressorgenen benötigt werden [118], [140]. Zum 

Beispiel ist SNF5, eine Untereinheit des SWI/SNF Komplexes, in kindlichen 

hochmalignen rhabdoiden Tumoren spezifisch inaktiviert [141]. Weitere spezifische 

Mutationen in BRG1 (Brahma Related Gene 1), der katalytischen ATPase Untereinheit 

des humanen SWI/SNF Komplexes, wurden in Zelllinien von Pankreas-, Lungen- und 

Prostatakarzinomen gefunden [140]. SWI/SNF Komplexe interagieren auch direkt mit 

Tumorsuppressorgenen und Onkogenen, wie RB (RetinoBlastoma protein), BRCA1 

(BReast CAncer 1), c-MYC und MLL (Mixed Lineage Leukaemia) [140], [141], [142], 

[143].     

 

1.3.2   Die ISWI Familie 

Die ISWI (Imitation SWItch) Chromatin Remodelling ATPase wurde wegen seiner 

Homologie zu SWI2/SNF2 zuerst in Drosophila melanogaster identifiziert [144]. ISWI- 

enthaltende Remodelling Komplexe kommen in allen Eukaryonten vor und bilden eine 

wichtige Untergruppe der SWI2/SNF2 ATPase Familie [26]. In Drosophila kommt ISWI 

in drei bekannten Chromatin Remodelling Komplexen vor: NURF (NUcleosome 

Remodelling Factor), ACF (ATP-utilizing Chromatin and Remodelling Factor) und 

CHRAC (CHromatin Accessibility Complex) [145], [146], [147]. In allen drei 

Komplexen dient ISWI als ATP-abhängiges Enzym, das die Assemblierung von 

Nukleosomen steuert sowie Veränderungen in der Nukleosomenstruktur hervorrufen 

kann [148], [149], [150]. ISWI kooperiert mit verschiedenen Untereinheiten der 

Komplexe und verleiht somit NURF, ACF und CHRAC spezifische Aufgaben.  
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Abbildung 11 zeigt ISWI-enthaltende Komplexe in Drosophila, Mensch [142], [151], 

[152], [153], [154], Hefe [155], [156] und Xenopus [157], [158]. 

 

 
 

Abb. 11: Die ISWI-enthaltenden Remodelling Komplexe mit bisher bekannten Untereinheiten. Die 
Proteinfamilien sind farblich gekennzeichnet [159]. 
 

Drosophila ISWI besitzt eine gewisse Anzahl von Domänen und Motiven, die innerhalb 

der ISWI Subfamilie konserviert sind [26]. Die molekulare Gesamtstruktur des Proteins 

ist bis dato noch nicht gänzlich geklärt. Eine limitierte Proteolyse von ISWI hat zwei 

kompakt gefaltene Untereinheiten identifiziert [160]. Beide sind notwendig für die 

nukleosomal stimulierte ATPase Aktivität und beide binden Nukleosomen und DNA in 

vitro. Die Bestimmung der Kristallstruktur des C-Terminus gibt Rückschlüsse darauf, wie 

das Enzym mit seinem nukleosomalen Substrat interagieren könnte. Der zylindrisch 

geformte C-Terminus von ISWI besteht aus zwölf α-Helices, welche in drei strukturelle 

Domänen gefalten sind - HAND, SANT (SWI3, ADA2, N-COR, und TFIIIB ) und SLIDE 

(SANT-LIke Domain). Diese drei Domänen sind eng miteinander verbunden und 

unterstützen vermutlich als gemeinsame Einheit den Remodelling Prozess [160]. Es 

wurde gezeigt, dass SANT Domänen anderer Proteine Histon Tails binden [161]. Die 

SLIDE Domäne ist essentiell für die Chromatin Remodelling Aktivität von ISWI und 

bindet vor allem DNA [150], [160], [162].  
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In dNURF ist ISWI mit drei Untereinheiten assoziiert, die ein Molekulargewicht von 300 

kDa, 55 kDa und 38 kDa besitzen - NURF301, NURF55 und NURF38. NURF55 ist ein 

WD40 Protein, welches auch in anderen Komplexen existiert und am 

Histonmetabolismus beteiligt ist [163]. NURF301 ist die größte Untereinheit des dNURF 

Komplexes. Mutationen die zu einem Verlust von NURF301 in Drosophila Embryonen 

führen, resultieren in einem Entwicklungsabbruch im Larvenstadium [164], [165]. 

Frühere Arbeiten zeigen, dass NURF eine Rolle in der Aktivierung der Transkription 

spielt - es wurden Heat Shock Gene und homeotische Gene identifiziert, deren 

Expression von der Funktion von NURF301 abhängig ist [164], [166]. Neuere Ergebnisse 

geben eine klare Erklärung für Fehlfunktionen, die in NURF301 Mutanten beobachtet 

wurden und etablieren NURF als einen Chromatin Remodelling Komplex, der für die 

zeitgemäße Aktivierung eines definierten transkriptionalen Programms während der 

Entwicklung benötigt wird [164], [165]. NURF38 ist eine Pyrophosphatase, deren 

Funktion im nukleosomalen Remodelling bis dato noch nicht genau bekannt ist.  

ACF und CHRAC sind zwei ähnliche Komplexe. In beiden ist die ATPase ISWI mit dem 

180 kD Protein ACF1 assoziiert [167], [168]. CHRAC besitzt darüber hinaus noch zwei 

weitere Untereinheiten: CHRAC14 und CHRAC16 [169], [170]. ACF1 beeinflusst die 

Aktivität von ISWI nicht nur indem es mit dem Enzym interagiert [26], [118], [168], 

[171], sondern scheint auch direkt nukleosomales Substrat zu binden [26], [171]. Der C-

Terminus von ACF1 besitzt zwei PHD Finger, die für die Stimulation der ISWI Aktivität 

wichtig sind und mit den „globulären“ Domänen der Core Histone interagieren, sowie in 

vitro notwendig für das Binden von Nukleosomen sind [26], [168], [172]. Folglich 

scheint ACF1 eine aktive Rolle zu spielen, indem es ISWI nukleosomales Substrat 

präsentiert [97]. 

Die für CHRAC spezifischen Untereinheiten CHRAC14 und CHRAC16 stimulieren die 

durch ISWI vermittelte Mobilisierung von Nukleosomen, wenn ISWI und ACF1 in 

begrenzter Konzentration vorliegen [127], [173]: eine schwache Sequenz-unabhängige 

DNA Bindeaktivität von CHRAC14/16 ist behilflich bei der Stimulation von ISWI. Es 

wird vermutet, dass CHRAC14/16 Heterodimere die DNA, die während des 

Mobilisierungsprozesses von Nukleosomen „befreit“ wurde, transient binden. Unterstützt 

wird diese These durch die Analyse von mutierten CHRAC14/16 Heterodimeren, die eine 
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stark erhöhte DNA Bindeaktivität zeigen. Diese Mutanten behindern nukleosomales 

Sliding, was bedeuten könnte, dass nukleosomal freie DNA so effizient gebunden wird, 

dass keine Ablösung mehr möglich ist [170]. 

ISWI-enthaltende Komplexe spielen auch eine bedeutende Rolle in der Repression der 

Transkription und interagieren mit bekannten Repressoren, die an die DNA binden [121], 

[174]. Eine wichtige Eigenschaft, die alle drei genannten Komplexe besitzen, ist, dass sie 

die Position von Nukleosomen an der DNA und somit die Zugänglichkeit für weitere 

Enzymmaschinerien verändern können [150], [175], [176]. Das Existieren verschiedener 

Komplexe lässt vermuten, dass eukaryontische Zellen unterschiedliche Chromatin 

Remodelling Aktivitäten besitzen, die auf diverse Zielregionen gerichtet und in 

unterschiedliche Prozesse involviert sind. Das erscheint logisch, da Chromatin 

Remodelling nicht nur einen Beitrag zur Initiation und Elongation der Transkription 

leistet, sondern auch zur DNA Replikation, DNA Reparatur und eventuell zur 

Progression des Zellzyklus. In neueren Studien wurden zusätzliche Optionen zur 

Regulation von ISWI aufgedeckt: ISWI wird in vivo post-translational durch 

Acetylierung modifiziert. Die Aminosäuresequenz, die das acetylierte Lysin umgibt zeigt 

Ähnlichkeiten zu der Sequenz die K14 von Histon H3 umfasst. In der Tat wird ISWI an 

dieser Stelle in vitro effektiv von der Histonacetyltransferase GCN5 acetyliert, wobei das 

Niveau der Acetylierung während der Embryogenese moduliert wird. Dies lässt 

vermuten, dass die Acetylierung von ISWI entwicklungsabhängig kontrolliert wird [177]. 

 

1.3.3   Die CHD Familie: dCHD1, dCHD3, dMi-2 und Kismet  

Die CHD Familie in Drosophila melanogaster besteht aus mehreren Mitgliedern, von 

denen CHD1, CHD3, Mi-2 (Antigen recognized by the patient Mitchell autoimmune 

antibodies 2) und Kismet am besten untersucht sind. Allen Mitgliedern ist ein Paar von 

Chromdomänen gemeinsam. CHD1, CHD3 und Mi-2 besitzen weiterhin einen oder zwei 

PHD Zink Finger in ihren N-terminalen Abschnitten. Kismet zeichnet sich hingegen 

durch eine BRK (BReast Tumor Kinase) Domäne aus, die in den anderen CHD 

Mitgliedern nicht gefunden wird.  
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In neueren Studien wurde beschrieben, dass die Chromodomänen der CHD Proteine 

spezifisch mit Histon Tails von H3, die an Lys 4 methyliert sind, interagieren [178], 

[179], [180] und unter ATP-Hydrolyse Nukleosomen verschieben können [181].  

Mi-2 ist eine ATPase der SWI2/SNF2 Familie [182]. Mi-2 verwandte Enzyme sind 

Bestandteile von hochmolekularen Komplexen (Mi-2/NuRD/NURD/NRD) [123], [183], 

[184], [185], [186], [187], [188], [189], [190]. Wie ATP-abhängiges Remodelling und 

Deacetylase Aktivität in Mi-2 Komplexen zusammen arbeiten, ist noch nicht genau 

geklärt. Zwei Studien zeigten, dass ATP-abhängiges Chromatin Remodelling über die 

Mi-2 Untereinheit die Deacetylierung erleichtert [186], [191]. Die Chromodomäne von 

Mi-2 ist wichtig für die feste Bindung an Nukleosomen, wobei sie methylierte Histone 

erkennen kann [188]. Die Mi-2 Aktivität wird durch Phosphorylierung über die Casein 

Kinase 2 reguliert [188]. Des Weiteren spielt Mi-2 eine entscheidende Rolle bei der 

Entwicklung von Drosophila melanogaster, indem es die Transkription entweder hemmt 

[187], [189], [190] oder aktiviert [192].  

Zudem wurde gezeigt, dass CHD1 stark mit der aktiven Form der RNA-Polymerase II 

kolokalisiert [192]. Kürzlich wurde entdeckt, dass die Chromodomänen von CHD1 

Proteinen spezifisch mit H3 Histon Tails, die an K4 methyliert sind, interagieren [179], 

[180]. Diese Histon Methylierung ist eine Markierung für aktiv transkribiertes 

Chromatin. Im Vergleich zu den meisten anderen Remodelling Faktoren scheint CHD1 

hauptsächlich als Monomer zu existieren [181]. Zusammmengefasst weisen diese 

Ergebnisse CHD1 eine Rolle bei der „Öffnung“ von Chromatin zur Förderung der 

Transkription zu [97]. 

Das kismet Gen wurde 1998 als Trithorax (Trx) Gen identifiziert [193]. Es kodiert für ein 

langes (KIS-L) und für ein kurzes (KIS-S) Protein, bestehend aus 574 kDa bzw. 225 kDa 

[194], [195]. Zusätzlich zu seiner ATPase Domäne und den zwei Chromodomänen 

enthält KIS-L eine BRK (BRM und KIS) Domäne, die ebenfalls in BRM zu finden ist. 

Die Sequenz von KIS-S korrespondiert mit dem letzten Drittel von KIS-L, das der BRK 

Domäne entspricht und damit keine Funktion besitzt. Damit gehört KIS-S im Gegensatz 

zu KIS-L nicht zu den ATP-abhängigen Remodelling Maschinen. Interessanterweise 

wurde gezeigt, dass KIS-L nicht nur Proteinsequenzen mit CHD und BRM ATPasen teilt, 

sondern auch überlappende Eigenschaften mit diesen Enzymen zeigt: z.B. kolokalisiert 
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KIS-L stark mit den drei Proteinen CHD1, Mi-2, und BRM an Interbanden von Polytän 

Chromosomen, an welchen die RNA-Polymerase II zu finden ist [192]. Diese 

Beobachtungen bedeuten, dass KIS-L in die Regulation der Transkription involviert ist.    

Immunfärbungen geben Hinweise, dass die globale Rolle von KIS-L in der RNA-

Polymerase II-abhängigen Transkription liegt, indem es den Übergang von der Initiation 

zur Elongation der Transkription erleichtert [192]. Weitere Funktionen liegen 

möglicherweise im Notch Signaltransduktionsweg [195], [196], [197]. 

 

1.3.4   Die Familie der split-ATPasen in Hefe : INO80 und SWR1  

Ino80 und Swr1 gehören ebenfalls zu den Swi2/Snf2-ähnlichen ATPase/Helikase 

Proteinen. Sie unterscheiden sich jedoch von den anderen SWI2/SNF2 Mitgliedern durch 

eine Insertion von Aminosäuren, die die konservierte ATPase Domäne in zwei Segmente 

teilt. Die funktionelle Bedeutung dieser Zweiteilung der ATPase/Helikase Domäne ist bis 

dato noch nicht bekannt. Wie bereits für die anderen Untergruppen erwähnt, existieren 

sowohl Ino80 als auch Swr1 in hochmolekularen Proteinkomplexen. 

 

INO80 Komplexe 

Ino80 bildet die katalytische Untereinheit der INO80 Komplexe, welche aus etwa 13 

weiteren Proteinen aufgebaut ist [198], [199], [200]. Diese Proteine können die Aktivität 

des Enzyms beeinflussen. Die sogenannten ARPs (Actin Related Proteins), insbesondere 

Arp5 und Arp8, sind notwendig für die enzymatische Aktivität von INO80 [201] und 

können direkt an Histone binden. Folglich könnten sie als Histon Bindungsmodul 

fungieren [201]. In aktuellen Studien im Modellorganismus S. cerevisiae wurde die 

Bedeutung eines INO80-enthaltenden Komplexes bei der Regulation der Transkription 

und der Reparatur von DSB dokumentiert [202], [203]. Die an DSB massiv auftretende 

Phosphorylierung von H2A an Serin 129 wirkt über Arp4 als Rekrutierungssignal dieses 

Remodelling Komplexes (siehe Abb. 12). Es konnte auch gezeigt werden, dass INO80 

direkt mit phosphoryliertem H2A interagieren kann [98], [204]. 
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Abb. 12: Modell für die Reparatur von DSB in S. cerevisiae. Nach Auftreten von DSB werden die 
DNA Enden von spezifischen Proteinen gebunden, es kommt zur Phosphorylierung von H2A Ser 129. 
Dem folgt die Rekrutierung von NuA4 (Histonacetyltransferase) und des INO80 Komplexes. Die 
Chromatin Remodelling Aktivität von INO80 wird für die Verbesserung der Zugänglichkeit zum 
prozessierten 3´DNA Überhang benötigt. Dies wird wahrscheinlich durch das Entfernen von 
Nukleosomen ermöglicht [203]. 
 

Papmichos et al. konnten zeigen, dass INO80 notwendig ist um die Phosphorylierung von 

H2A an DSB aufrechtzuerhalten. Es kann auch die SWR1-vermittelte Htz1 Inkorporation 

(s. u.) antagonisieren [205]. Zudem wird vermutet, dass INO80 zusammen mit SWR1 den 

Austausch von H2A Varianten katalysiert, die den Neueintritt von Zellen in den 

Zellzyklus nach DNA Schädigung kontrollieren. In diesem Modell ermöglicht es INO80 

den Zellen, beschädigte Chromosomen zu segregieren, indem die Phosphorylierung von 

H2A aufrecht erhalten wird, die speziell in der Umgebung von DSB vorkommt und 

dadurch die Anpassung an Kontrollpunkte des Zellzyklus erlaubt [205], [206]. INO80 

wird ebenfalls für das Entfernen von H3 und H2B aus ~40 kb Domänen, die DSB 

umgeben, benötigt [207]. Das humane INO80 Protein (hINO80) enthält die 

charakteristischen sieben Motive der Swi2/Snf2 Helikase Domäne, die über eine Region 

von 700 Aminosäuren verteilt sind und eine mögliche DNA Bindedomäne, DBINO (DNA 

Binding domain of INO80). hINO80 besitzt sowohl am N-Terminus, als auch am C-

Terminus ein starkes Kernlokalisierungssignal [208]. Das Protein zeigt nur in 

Anwesenheit von Doppelstrang-DNA ausgeprägte ATPase Aktivität.  
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SWR1 Komplexe 

Der zweite Vertreter aus der Familie der split-ATPasen - Swr1 - wurde ursprünglich 

ebenfalls aus S. cerevisiae gereinigt [99]. Swr1 bildet mit weiteren Proteinen und Htz1 

einen Komplex. Htz1 ist in Hefe ein orthologes Histon der Histonvariante H2A.Z und 

wird von SWR1 in einem ATP-abhängigen Remodelling Prozess in Nukleosomen 

inkorporiert [99], [100], [209], [210], [211], [212]. Verschiedene Experimente konnten 

zeigen, dass Htz1 vor allem an Promotorregionen angereichert wird. Das bedeutet jedoch 

nicht, dass Htz1 für die Aktivierung der Transkription veranwortlich ist - es zeigte sich 

auch eine Anreicherung von Htz1 an Promotoren von inaktiven Genen [100], [213]. Die 

Inkorporation von Htz1 kann daher als epigenetischer Marker für verschiedene 

regulatorische Effekte von Genen dienen. Der Mechanismus dieses Prozesses ist bis dato 

noch nicht komplett verstanden, es scheint jedoch, dass die Acetylierung von Histon Tails 

hierbei eine Rolle spielt [213], [214].     

In eleganten in vitro Experimenten wurde der SWR1-vermittelte Austausch von 

H2A/H2B durch Htz1/H2B demonstriert. Die Inkorporation von Htz1 in Chromatin 

geschieht über eine ATP-abhängige Reaktion und benötigt darüberhinaus die SWR1 

Untereinheiten Arp4 und Arp6 sowie Bdf1 [215]. 

Mehrere Untereinheiten von SWR1, wie Act1, Arp4, Rvb1 und Rvb2, finden sich auch 

im INO80 Komplex [216] sowie im NuA4 HAT Komplex (siehe Abb.13) [217].  

 

 

 
Abb. 13: Architektur der Untereinheiten des SWR1 Komplexes und die Überlappungen mit NuA4 
und INO80 Komplexen [209]. 
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Ähnliche Interaktionen zwischen SWR1 und Htz1 Homologen wurden auch in 

Säugetieren beobachtet [216], [218]. 

 

1.3.5   Drosophila split-ATPasen - Domino A und Domino B 

Ursprünglich wurde das domino Gen erstmals in einem Screening auf Mutationen 

entdeckt, welche hämatopoetische Fehlbildungen verursachen [219]. In domino-mutierten 

Drosophila Embryonen konnten keine zirkulierenden Erythrozyten gebildet werden. Des 

Weiteren führten bestimmte domino Mutationen zu einer Suppression des Immunsystems 

mit einer folglich stark erhöhten Anfälligkeit der betroffenen Embryonen gegenüber 

Infektionen mit Viren, Bakterien und Pilzen. In verschiedenen Analysen konnte gezeigt 

werden, dass domino sowohl für die Zellstabilität und Zellproliferation als auch für die 

Oogenese notwendig ist [1], [219]. Domino kodiert für zwei Proteine mit 3202 

Aminosäuren (Domino A) oder 2498 Aminosäuren (Domino B). Der N-Terminus beider 

Isoformen enthält eine Prolin-reiche und eine saure Domäne mit etlichen Aspartaten und 

Glutamaten (siehe Abb. 14). Die C-Termini beider Isoformen unterscheiden sich 

dadurch, dass Domino A ein geteiltes Kernlokalisationssignal sowie einen langen 

Glutamin-reichen Abschnitt enthält, während Domino B nur eine zusätzliche saure 

Domäne besitzt. Mit Ausnahme eines ca. 450 Aminosäuren langen, zweigeteilten 

ATPase/Helikase Motivs, konnte bisher keine signifikante Ähnlichkeit zu anderen 

bekannten ATPase Familien gefunden werden. Als Mitglieder der split-ATPasen besitzen 

sowohl Domino A als auch Domino B die charakteristische, durch ca. 450 Aminosäuren 

getrennte, zweigeteilte ATPase Domäne (siehe Abb. 14). 
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Abb. 14: Das domino Gen und seine Proteinprodukte. (A) zeigt die Exon/Intron Struktur des domino 
Gens. Durch alternatives Splicing werden zwei unterschiedliche Transkripte generiert: domino A und 
domino B. Die dunkelgrauen Kästen kennzeichnen Abschnitte der ATPase Domäne.  
(B) Domino A und Domino B Proteine. Die gemeinsame N-terminale Region enthält eine Prolin-
reiche Domäne, eine saure Region (D/E-reich) und eine zweigeteilte DNA-abhängige ATPase Domäne 
der SWI2/SNF2 Familie [1]. 
 

Domino A reichert sich im Laufe der Drosophila Embryonalentwicklung in den Kernen 

des Nervensystems an und kommt vereinzelt in Kernen der Photorezeptorzellen der 

Augenanlage vor. Domino B hingegen wird in den Kernen aller Zellen exprimiert und 

findet sich in adulten Stadien vor allem im Ovar, in Follikelzellen und in den Oozyten 

[1]. 

Die korrekte Expression homeotischer Gene wird durch die Expression von Genen der 

Pc- und Trx-Gruppe reguliert [220]. Mitglieder der Trx-Gruppe werden benötigt um an 

homeotischen Genen einen aktiven Zustand aufrecht zu erhalten. Mitglieder der Pc-

Gruppe erhalten im Gegensatz dazu einen repressiven Status [221].  

Im bisher einzigen Bericht über Domino aus Drosophila wurde gezeigt, dass Domino A 

mit dem hochmolekularen HAT Komplex Tip60 assoziiert ist [2]. Der Drosophila Tip60 

Multiproteinkomplex katalysiert den Austausch von phospho-H2AvD gegen 

unmodifiziertes H2AvD an DSB. Diese Reaktion wird von zwei Chromatin-abhängigen 



Einleitung 

 31

Enzymen des Tip60 Komplexes katalysiert: der Histonacetyltransferase Tip60 und der 

ATPase Domino A. Analysen zeigten, dass diese Proteine zuerst nukleosomales phospho-

H2AvD an Lys 5 acetylieren und es anschließend durch H2AvD ersetzen. Ein sehr 

ähnlicher Mechanismus des Histonaustausches an DSB wurde für den INO80/NuA4 

Komplex in Hefe beschrieben [99], [209], [210]. Hier sei noch einmal betont, dass in 

Drosophila nur eine H2A Variante, H2AvD, vorkommt. 

Tip60 ist ein Proteinkomplex, der viele wichtige Aufgaben erfüllt indem er in Prozesse 

wie die Regulation der Transkription, den Zell-Zyklus sowie in sogenannte Checkpoint 

Maschinerien und, wie bereits erwähnt, in die DNA Reparatur eingreift. Das funktioniert 

sowohl über seine Acetyltransferase Aktivität als auch über direkte Protein-Protein 

Interaktionen und Rekrutierung von Bindepartnern zu spezifischen Kompartimenten. Der 

Verlust von Tip60 führt zu einer Akkumulation von DSB, was zu einer Zunahme von 

verschiedenen Karzinomtypen führen kann [222], [223], [224]. 

Die Beteiligung von Tip60 an der Entstehung von Krebs sowie dessen Einfluss bei der 

Reparatur von DSB und seiner Interaktion mit myc oder EF2 (Elongation Factor 2) 

könnten einen interessanten Ansatz in der Krebstherapie darstellen [225], [226].   

Die Rolle von Domino B und sein Vorkommen in Multiproteinkomplexen ist bis dato 

noch nicht genauer geklärt worden und war der Gegenstand dieser experimentiellen 

Arbeit.   
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2   Methoden 

2.1   Molekularbiologische Methoden 

 
Die folgenden DNA Manipulationen wurden dem Standardwerk Sambrook und Russell, 

2001, entnommen und je nach Applikation entsprechend modifiziert: 

Polymerasekettenreaktion (PCR), Agarose-Gelelektrophorese und Ethidiumbromid- 

färbung, Medien zur Bakterienanzucht, Agarplatten, Transformation kompetenter 

Bakterien, Resistenzen zur Bakterienanzucht.  Des Weiteren wurden für die folgenden 

Standardmethoden die vom Hersteller empfohlenen Protokolle verwendet: 

Restriktionsverdau mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen (NEB, Roche), DNA 

Ligation (NEB), DNA Isolierung nach PCR, sowie DNA Extraktion nach Agarose-

Gelelektrophorese (Pharmacia); Isolierung von Plasmiden aus Bakterien (Qiagen), 

Bacmid Herstellung und Isolierung von viraler DNA zur rekombinanten 

Proteinexpression in Sf9 Zellen (Invitrogen).  

 
Klonierung und Proteinexpression 

Die vollständige cDNA von Domino B wurde freundlicherweise von Marie-Laure Ruhf 

(Friedrich Miescher Institut, Basel, Schweiz) zur Verfügung gestellt. Die cDNA von 

Domino B wurde zuerst mit dem Restriktionsenzym Xba (Roche) in zwei Fragmente 

geschnitten und beide Teile mittels PCR amplifiziert. Dafür wurden die folgenden Primer 

verwendet: Dom-PacNot-fw: 5´-AAG CCT AGC GGC CGC AAT GAA GGT AAT 

TCA GCA-3´, Dom-Xba-rev: 5´-AAC GTC TCT AGA TTT ATT TG-3´, Dom-Xba-fw: 

5´-CAA ATA AAT CTA GAG ACG TT-3´, Dom-PacKpn-rev: 5´-AAA TTT GGT ACC 

CCT GGC TGT TCC GCT-3´. Anschließend wurde das PCR Produkt mit Hilfe des 

TOPO Cloning Kit (Invitrogen) kloniert. Das Domino B Fragment wurde über die 

Schnittstellen der Restriktionsenzyme Not I und Kpn I (NEB) in den Bluescript KS-

Vektor (Stratagene) eingesetzt. Damit Domino B mit einer FLAG-Affinitätssequenz 

versehen werden konnte, wurde das Fragment mit Not I und Kpn I (NEB) aus dem 

Bluescript KS-Vektor (Stratagene) herausgeschnitten und in den Vektor pPacFlagBack 

(Invitrogen), der eine FLAG-Sequenz enthält, plaziert. Anschließend wurde nun das 
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Domino B-FLAG Fragment mittels Not I und Xba I (NEB) aus dem pPacFlagBack 

herausgetrennt, aufgereinigt und mit Not I/Xba I (NEB) in den pFastBacHTc-Vektor 

(Invitrogen) eingesetzt. Anschließend wurde Domino B-FLAG einerseits unter 

Zuhilfenahme des Fast Bac Kits (Invitrogen) für die Expression in Sf9 Zellen verwendet. 

Gleichzeitig konnte mit den gleichen Restriktionsenzymen (Not I/Xba I), Domino B-

FLAG in den Vektor pMiB/V5-HisA (Invitrogen) für die Expression in SL2/KC/Sf4 

Zellen eingesetzt werden. Für die Herstellung der Domino B K945R Punktmutante wurde 

die Mutagenese von Domino B im HTc-Plasmid über PCR durchgeführt (Invitrogen 

Mutagenesis Kit). Es wurden folgende Primer verwendet:  

DomB-K945R-fw: 5’-GAGATGGGTCTGGGCCGAACCATCCAGACCATTG-3’ 

DomB-K945R-rev: 5’-CAATGGTCTGGATGGTTCGGCCCAGACCCATCTC-3’  

Nach Aufreinigung der mutierten DNA wurde der komplette Klon von Domino B 

Wildtyp und der Domino B K945R Mutante im HTc-Plasmid sequenziert und damit die 

jeweilige cDNA geprüft. Anschließend wurde mit dem Fast Bac Kit (Invitrogen) wie 

oben beschrieben weiter verfahren.  

 

2.2 Proteinchemische Methoden  

 
SDS-Polyacrylamid Gel Elektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde das Gelsystem der Firma Novex 

verwendet. Zuerst wurde ein Trenngel [2,4 ml Wasser, 2 ml Acrylamid/Bisacrylamid 

Lösung [30%ig; 37,5:1], 1,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 30 µl SDS 20%, 30 µl APS 20%, 

2,5 µl TEMED] in eine vorgefertigte Plastikkassette eingegossen und sofort vorsichtig 

mit Isopropanol überschichtet. Nach Polymerisation wurde anschließend ein Sammelgel 

[1,4 ml Wasser, 0,33 ml Acrylamid/Bisacrylamid Lösung [30%ig; 37,5:1], 0,25 ml 0,5 M 

Tris (pH 6,8), 10 µl SDS 20%, 10 µl APS 20%, 2 µl TEMED] hinzugefügt. Die 

Gelkammer wurde mit Laufpuffer [192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1% (w/v) SDS] 

gefüllt und die Proteinproben mit SDS-Ladepuffer [200 mM Tris (pH 6,8), 8% (w/v) 

SDS, 40% (v/v) Glycerin, 4,2% β-Mercaptoethanol, 0,2% (w/v) Bromphenolblau] im 

Verhältnis 1:1 bzw. 1:5 versetzt und für 5 min bei 95°C erhitzt.  
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Die Elektrophorese wurde zuerst für 15 min bei 150 V durchgeführt, anschließend wurde 

die Voltzahl auf 200 V erhöht.  

Nach dem Gellauf wurden die Polyacrylamid Gele entweder für einen Western Blot 

Transfer vorbereitet oder direkt mit Coomassie Blau G 250 oder Silbernitrat angefärbt. 

 

Coomassie-Färbung 

Zu färbende Gele wurden für 30-40 min in der Fixierlösung [50% (v/v) Methanol, 10% 

(v/v) Essigsäure] geschüttelt und anschließend mit Färbelösung [10% (v/v) Essigsäure, 

0,025 (w/v) Coomassie (G-250)] für mindestens 1 h angefärbt. Das Entfärben erfolgte 

durch Zugabe und mehrfachen Wechsel der Entfärbelösung [10% (v/v) Essigsäure] bis 

der Gelhintergrund klar wurde. Nach Erreichen des gewünschten Entfärbegrades wurde 

das Gel mit Hilfe des Geldokumentationssystems Image Master VDS (Pharmacia) 

fotografiert bzw. mit einem Scanner (Linotype Saphir Ultra 2, Linocolor) digitalisiert, 

archiviert und in einem Geltrockner auf Watman Filterpapier getrocknet. 

 

Silberfärbung 

Das Gel wude nach Auftrennung der Proteinproben über Nacht in Fixierlösung [40% 

Methanol, 10% Essigsäure] inkubiert. Anschließend wurde das Gel dreimal für 10 min 

mit Waschlösung [30% (v/v) Ethanol] gewaschen, 1 min in Thiosulfatlösung [0,02% 

(w/v) Na2S2O3] eingelegt, und anschließend für 30 min in Silbernitratlösung [0,2% (w/v) 

AgNO3] inkubiert. Anschließend wurde noch dreimal kurz mit Wasser gewaschen und 

das Gel in den Entwickler [3% (w/v) Na2CO3, 0,05% (v/v) Formaldehyd, 0,0004% (w/v) 

Na2S2O3] gelegt. Sobald die Banden die gewünschte Intensität angenommen hatten, 

wurde die Stoplösung [0,5% (w/v) Glycin] auf das Gel gegeben. Dokumentation und 

Trocknung erfolgten wie im vorherigen Abschnitt beschrieben. 

Für alle Waschschritte wurde reinstes, filtriertes (0,2 µm) Wasser verwendet. Alle 

Lösungen wurden frisch zubereitet. 

 

Färbung für Histone 
Das Polyacrylamid Gel wurde nach Elektrophorese über Nacht in Fixierlösung [50% 

(v/v) Methanol] inkubiert um das Glycin zu entfernen, das mit der Färbelösung 
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interferieren würde. Am Tag darauf wurde die Färbelösung frisch zubereitet. 0,8 g 

Silbernitrat wurde in 4 ml destilliertem Wasser gelöst (Lösung A) und anschließend 

tröpfchenweise in 21 ml 0,36% NaOH und 1,4 ml Ammoniumhydroxid (Lösung B) unter 

konstantem Rühren hinzugefügt. Dann wurde mit destilliertem Wasser auf 100 ml 

aufgefüllt (Lösung C). Das Gel wurde nun für 15 min in Lösung C eingelegt und 

geschüttelt. Daraufhin wurde das Gel fünfmal für je 5 min mit destilliertem Wasser 

gewaschen. Zur Herstellung der Färbelösung wurden 2,5 ml 1% Zitronensäure und 0,25 

ml 38% Formaldehyd gemischt und auf 500 ml aufgefüllt (Lösung D). Das Gel wurde 

solange in Lösung D inkubiert bis die Banden die gewünschte Intensität erreicht hatten. 

Dann wurde das Gel sofort in destilliertem Wasser gewaschen und für 5 min in die 

Stoplösung eingelegt [45% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsäure]. Zur Lagerung wurde 

das Gel in 50% Methanol überführt. Dokumentation und Trocknung erfolgten wie im 

vorherigen Abschnitt beschrieben. 

 

Western Blots/Immundetektion 

Proteinproben wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend in einem 

Transferpuffer [25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol, 0,02% (w/v) SDS] 

bei 4°C auf eine PVDF-Membran (Biosciences bzw. Millipore) übertragen. Der Tansfer 

erfolgte in einer Western Blot Kammer entweder für zwei Stunden bei 100V oder über 

Nacht bei 40V. Danach wurden unspezifische Bindungen mit PBS-T [PBS, 0,1% Tween 

20] und 5% fettfreies Milchpulver für mindestens eine halbe Stunde bei Raumtemperatur 

blockiert. Der Primärantikörper wurde in PBS-T verdünnt und über Nacht bei 4°C oder 

für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen (jeweils 10 

min) in PBS-T wurde mit dem Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundärantikörper 

für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert (in 2,5% Milchpulver, Verdünnung des 

Sekundärantikörpers antiHase und antiRatte: 1:10000; antiMaus: 1:5000). Nach erneutem 

fünfmaligen Waschen (jeweils 10 min) in PBS-T erfolgte die Nachweisreaktion mit dem 

ECL-Kit von Amersham. Schließlich wurde die Membran auf eine Glasplatte gegeben, 

mit Haushaltsfolie bedeckt, Luftblasen entfernt und in einer Filmkassette gegen einen 

Röntgenfilm (Super RX, Fuji) exponiert. Der Film wurde je nach gewünschter 

Expositionszeit und Stärke des Signals entwickelt. 
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Präparation von Drosophila Embryo Extrakten 

Für die Herstellung eines Zellkernextrakts wurden Fliegenembryonen von Drosophila 

melanogaster (Oregon R) gesammelt. Der Proteinextrakt wurde nach einem etablierten 

Protokoll, beschrieben bei Nightingale et al. 1999, präpariert. Die Fliegen legten ihre 

Embryonen auf Apfelsaft-Agarplatten, mit denen Futter in Form von Hefepaste in die 

Kultur gebracht wurde. Diese Platten wurden alle 12 Stunden gewechselt und die 

entnommenen Platten bei 4°C gelagert. Das Alter der Embryonen betrug somit zwischen 

0 und 12 Stunden. Die über mehrere Tage (3-4 Tage) hinweg gesammelten Embryonen 

wurden von den Apfelsaft-Agarplatten mit Hilfe eines Haushaltspinsels und kaltem 

Leitungswasser abgewaschen, durch drei übereinander liegende Siebe mit immer kleiner 

werdenden Maschen gesammelt und im kleinstmaschigen Sieb gereinigt bzw. gesammelt. 

Die Embryonen wurden danach in einen Plastikbecher überführt und mit Embryo-

Waschpuffer [0,7% (w/v) NaCl, 0,04% Triton-X 100] auf 200-400 ml Gesamtvolumen 

aufgefüllt. Zum anschließenden Dechorionieren der Embryonen wurde 60 ml 

Natriumhypochloritlösung (mit 6-14% aktivem Chlor) pro 200 ml Embryosuspension 

dazugegeben und die Mischung für 2,5 min auf einem Magnetrührer gut gerührt. 

Anschließend wurden die Embryonen sofort in das feinste Sieb zurück überführt und für 

10 min ausgiebig mit kaltem Leitungswasser gewaschen. Um die Chorionhüllen 

abzutrennen, wurden die Embryonen wieder in einen Plastikbecher gegeben und in 1 l 

Embryo-Waschpuffer resuspendiert. Durch kräftiges Rühren wurde der Vorgang des 

Ablösens der Embryohüllen beschleunigt. Nachdem sich die Embryonen unten am 

Becherboden abgesetzt hatten, wurden die oben schwimmenden Hüllen durch 

Dekantieren abgetrennt und verworfen. Dieser Schritt wurde zweimal mit jeweils 1 l  

0,7% NaCl-Lösung wiederholt. Die Embryonen wurden durch einen Buchnertrichter 

abgenutscht, einmal mit 200 ml destilliertem Wasser gewaschen und durch Vakuum auf 

Filterpapier getrocknet, abgewogen und sofort auf Eis gestellt. Alle weiteren Schritte 

wurden im Kühlraum bei 4°C durchgeführt. Pro Gramm getrocknete Embryonen wurden 

6 ml kalter Nu-1 Puffer [15 mM HEPES-KOH, pH 7,6, 10 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0,1 

mM EDTA (pH 8,0), 0,5 mM EGTA (pH 8,0), 350 mM Saccharose] vorbereitet, d.h. der 

Puffer wurde frisch mit 1 mM DTT und 0,2 mM PMSF (PhenylMethylSulfonyl-Fluoride) 

versetzt. Die Embryonen wurden in 1 ml pro Gramm Embryo Nu-1 resuspensiert und 
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durch einen Yamato-Homogenisierer passiert (5 Passagen bei 1500 rpm). Die Kerne 

bleiben in diesem Schritt intakt. Das Homogenat wurde durch ein Miracloth-Tuch filtriert 

und direkt in einen vorgekühlten GSA-Zentrifugenbecher gegeben. Das Miracloth-Tuch 

wurde mit dem restlichen Nu-1 Puffer durchspült. Im anschließenden 

Zentrifugationsschritt wurden die Kerne abgetrennt. Die Zentrifugation erfolgte im GSA 

Rotor der Sorvall Zentrifuge für 15 min bei 8000 rpm und 4°C. Der Überstand, 

größtenteils aus Zytoplasma bestehend, wurde anschließend vorsichtig abgegossen, und 

die Seitenwände der Zentrifugenbecher mit Einmal-Papiertüchern von Lipiden befreit. 

Das Kernpellet wurde pro Gramm Embryo in 1 ml kalten Nu-2 Puffer [15 mM HEPES 

(pH 7,6), 110 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0,1 mM EDTA (pH 8,0)], nach Zugabe von DTT 

und PMSF, resuspendiert. Dabei sollte vermieden werden, das unter dem Kernpellet 

liegende Dotterpellet mit zu resuspendieren. Die vollständige Resuspension erfolgte in 

einem Hand-Homogenisierer mit losem Kolben. Das Volumen der resuspendierten Kerne 

wurde in einem Messzylinder bestimmt. Die resuspendierten Kerne wurden auf 

vorgekühlte Ultrazentrifugenbecher aufgeteilt und mit jeweils 10% des Volumens mit 4 

M Ammoniumsulfatlösung versetzt um die Kernproteine zu extrahieren. Die Suspension 

wurde in den Ultrazentrifugen-Bechern für 20 min auf einem Drehrad bei 4°C rotiert und 

dann in einer vorgekühlten Ultrazentrifuge bei 4°C für 2 Stunden bei 35000 rpm in einem 

Ti 60 Rotor zentrifugiert. Der Überstand wurde mit einer 10 ml Pipette vorsichtig 

abgenommen, das Volumen des Überstandes gemessen und pro ml wurden 0,3 Gramm 

feines Ammoniumsulfatpulver über einen Zeitraum von 5 min dazugegeben und für 

weitere 10 min bei 4°C gerührt. Die gefällten Proteine wurden in einer vorgekühlten 

Sorvallzentrifuge (SS 34 Rotor) für 30 min bei 15000 rpm abzentrifugiert, der Überstand 

verworfen, die Seiten der Zentrifugenröhrchen gut getrocknet und das Proteinpellet 

anschließend mit Hilfe eines kleinen Homogenisators in 0,2 ml pro Gramm Embryo 

HEMG 40 Puffer [25 mM HEPES (pH 7,6), 40 mM KCl, 2,5 mM MgCl2, 0,1 mM EDTA 

(pH 8,0), 10% (v/v) Glycerol] resuspendiert. Die Proteinlösung wurde zunächst dreimal 

45 min gegen HEMG 40 (je 1 l) bei 4°C dialysiert und dann über Nacht gegen 3 l HEMG 

100. Am nächsten Morgen wurde das noch nicht vollständig in Lösung gegangene 

Protein durch Zentrifugation (15000 rpm im SS34 Rotor für 10 min) abgetrennt. Der 
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Überstand, genannt Kernextrakt (TRAX), wurde in Aliquots in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und bei -80°C gelagert. 

 

Chromatographie 

Die Materialien für die Chromatographie wurden von Amersham-Pharmacia (Q-

Sepharose, Hydroxylapatitit, Mono Q HR 5/5) und Biorad (Biorex 70) bezogen. Alle 

Dialyse- und Chromatographieschritte fanden bei 4°C statt. Der Zellkernextrakt (TRAX) 

wurde aus circa 200 g 0-12 Stunden alten Drosophila Embryonen präpariert. Für die 

verschiedenen Chromatographien wurden die unten aufgelisteten Puffer verwendet. Alle 

Puffer wurden auf 4°C vorgekühlt, mit jeweils 0,2 mM frischem PMSF, frischen 

Protease-Inhibitoren (Pepstatin, Leupeptin, Apoprotenin) (Roche) und 1 mM 

Dithiothreithol (DDT) versehen, und durch einen 0,2 µm Filter filtriert. 

 

Q-Sepharose:    HEMG 200 [20 mM HEPES pH 7,6, 0,2 M KCl, 1,5 mM MgCl2, 0,5    

                          mM EDTA, 10% Glycerol, 0,05% NP 40], HEMG 1000 [1M KCl]   

 

Biorex 70:         HEMG 200 [20 mM HEPES pH 7,6, 0,5 mM EDTA pH 8,0, 1,5 mM  

  MgCl2, 10% (v/v) Glycerol, 0,2 M KCl, 0,05% NP 40], HEMG 1000      

  [1M  KCl] 

 

Hydroxylapatit:  0 M KPi [10 mM HEPES pH 7,6, 1,5 mM MgCl2, 10% Glycerol,  

500 mM NaCl, 10 mM Glycerolphosphat], 0,5 M KPi [10 mM HEPES 

pH 7,6, 1,5 mM MgCl2, 10% Glycerol, 500 mM NaCl, 10 mM 

Glycerolphosphat, 19,25 mM KH2PO4, 30,75 mM K2HPO4] 

 

Mono Q:            HEMG 50 [20 mM HEPES pH 7,6, 0,5 mM EDTA pH 8,0, 1,5 mM           

                           MgCl2, 10% (v/v) Glycerol, 0,05 M KCl, 0,05% NP 40], HEMG 1000   

                           [1M KCl] 

 

Superose 6:        HEMG 200 [20 mM HEPES pH 7,6, 0,5 mM EDTA pH 8,0, 1,5 mM  

                           MgCl2, 10% (v/v) Glycerol, 0,2 M KCl, 0,05% NP 40]  
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Massenspektrometrie 
Die gereinigten Domino A/B-enthaltenden Fraktionen wurden nach SDS-PAGE für die 

massenspektrometrische Analyse mit kolloidalem Coomassie laut Hersteller Angaben 

gefärbt. Alle deutlich erkennbaren Banden wurden mit einem sauberen Skalpell 

ausgeschnitten. Die isolierten Banden wurden jeweils mit filtriertem 100 µl H2O in ein 

sauberes Eppendorf Röhrchen eingelegt und direkt an das Zentrallabor für 

Proteinanalytik (ZfP) am Adolf Butenandt Institut übergeben. Nach einem Trypsinverdau 

wurden die Proben dort mit der MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption 

Ionisation - Time Of Flying) Methode analysiert. Die Proteinsequenzen wurden mit Hilfe 

von Mascot Search Engine von der Firma Matrix Science ausgewertet 

(http://www.matrixscience.com/). 

 

2.3   Zellkultur 

 

Transiente Transfektionen in kultivierten Drosophila Zellen (SL2/Sf4) 

Einen Tag vor der Transfektion wurden 4x106 SL2 bzw. Sf4 Zellen in Platten mit 6 cm 

Durchmesser gegeben, nach etwa 15 min (Absetzen und Anheften der Zellen) wurde das 

Medium (Schneider Medium; Invitrogen) abgesaugt und pro Platte 7 ml frisches Medium 

hinzugefügt. Die Platten wurden mit Parafilm abgedeckt und über Nacht bei 26°C in 

einem Brutschrank inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen mit dem 

Plasmid Domino B-FLAG in pPacFlagBack (Invitrogen) transfiziert. Dafür wurden zuerst 

2,4 µg DNA und EC-Puffer (Qiagen) auf ein Volumen von 300 µl gebracht. 

Anschließend wurden 16 µl Enhancer (Qiagen) Lösung dazu pipettiert. Der 

Reaktionsansatz wurde kurz auf dem Vortexgerät durchmischt, für fünf Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und nochmals kurz zentrifugiert. Daraufhin wurden 60 µl 

Effectene Reagent (Qiagen) hinzugefügt und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 

miteinender vermischt. Der Reaktionsansatz wurde anschließend für 15 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das alte Schneider Medium der 

vorbereiteten Zellen mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und durch frisches Medium 

ersetzt. Weitere 3 ml Medium wurden in ein steriles 15 ml Falconröhrchen gegeben, mit 
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dem Transfektionkomplex versetzt und durch Invertieren gemischt. Dieser fertige 

Transfektionsansatz wurde nun auf die SL2 (oder Sf4 Zellen) gegeben. Anschließend 

wurden die Platten kurz geschwenkt, damit sich der Transfektionskomplex gleichmäßig 

auf den Zellen verteilen konnte. Die Platten wurden mittels Parafilm verschlossen und bei 

26°C für zwei Tage im Brutschrank gelagert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen 

geerntet und mit PBS (und frischen Protease-Inhibitoren) versetzt. Dann wurden die 

Zellen mit Proteinladepuffer versetzt und für 5 min bei 95°C gekocht. Die Proben wurden 

mittels Gelelektophorese aufgetrennt, anschließend auf eine PVDF Membran (Millipore) 

transferiert und mittels anti-FLAG oder anti-Domino B Antikörpern analysiert.   

 

Titration der Virus-DNA (Baculo-System) zur Austestung der optimalen 

Virusmenge 

Eine 15 cm (Durchmesser) Platte wurde mit 12 Millionen Sf9 Zellen ausgesät und mit 

verschiedenen Virusmengen inkubiert. Als Virusmenge wurden, wie bei allen anderen 

Viren, die im Labor verwendet werden, 100-250-500-1000 µl verwendet. Parallel dazu 

wurde die Inkubationszeit getestet, also 1 Tag, 2, 3 und 5 Tage Inkubation zur 

Proteinexpression. 

 

Proteinexpression in Sf9 Zellen 

Frisch vorbereitete Sf9 Zellen wurden mit Baculoviren, die entweder Domino B-FLAG 

Wildtyp oder Domino B K945R Mutante enthielten, infiziert und für 48 Stunden bei 

26°C inkubiert. Die Zellen wurden in PBS (mit frischen Protease-Inhibitoren) 

gewaschen, in HEMG 500 (mit frischen Protease-Inhibitoren) resuspendiert und mittels 

zweier Einfrier- und Auftauzyklen sowie milder Sonifikation (10 Sekunden; 4°C; 

Amplitude 40%) lysiert. Nach der Sonifikation wurde der Extrakt für 30 min bei 4°C in 

einer Eppendorf Tischzentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit (13000 rpm) 

abzentrifugiert. Der Überstand (löslicher Teil) wurde mit 10 µl M2 anti-FLAG beads 

(Sigma) pro 12x106 Zellen versehen und 2-3 Stunden bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. 

Die beads wurden dreimal in HEMG 500 und einmal in HEMG 200 für 10 Minuten bei 

4°C gewaschen. Rekombinantes Protein wurde mittels FLAG-Peptid [50 ng/µl] für 3 

Stunden (Elution 1) und anschließend über Nacht (Elution 2) bei 4°C eluiert. Eluiertes 
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Domino B Protein wurde entweder Coomassie gefärbt oder mittels Western Blots und 

Immundetektion analysiert. 

 

Etablierung einer SL2 Zelllinie zur stabilen Expression von Domino B  

Einen Tag vor der Transfektion wurden 2x105 Zellen (SL2 und KC Zellen) mit 5 ml 

Schneider Medium (Invitrogen) in eine 60 mm (Durchmesser) Platte gegeben und bei 

26°C über Nacht im Brutschrank inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden 2,4 µg 

Domino B DNA mit DNA Kondensationspuffer und EC Puffer (Qiagen) versetzt. Das 

Endvolumen betrug 150 µl. Es wurden 8 µl Enhancer (Qiagen) hinzugefügt und kurz auf 

dem Vortexer vermischt. Dieser Ansatz wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und 

für einige Sekunden zentrifugiert. Anschließend wurde dem DNA Enhancer Gemisch 25 

µl Effectene Transfektionsreagent (Qiagen) hinzugefügt und durch mehrmaliges 

Invertieren vermischt. Die Ansätze wurden für weitere 10 min bei Raumtemperatur 

inkubiert, um die Bildung des Transfektionskomplexes zu gewährleisten. In der 

Zwischenzeit wurde das Medium vorsichtig von den SL2 Zellen entfernt und 4 ml 

frisches Schneider Medium hinzugefügt. In die Eppendorfgefäße mit dem 

Transfektionskomplex wurde 1 ml Medium gegeben und durch mehrmaliges Pipettieren 

gemischt. Sofort danach wurde der Transfektionskomplex langsam auf die SL2 Zellen 

gegeben und die Platten vorsichtig geschwenkt. Die transformierten Zellen wurden unter 

ihren normalen Wachstumsbedingungen in den Brutschrank gestellt. Nach 48 Stunden 

wurden die Zellen im Verhältnis 1:5 gesplittet und mit Antibiotika versetzt (Blasticidin: 

20 µg/ml). In regelmäßigen Abständen (alle 3-5 Tage) wurde mittels Western Blot die 

Expression von Domino B getestet.  

 

Kernextrakt aus SL2 Zellen 

Die geernteten SL2 Zellen wurden bei 900 rpm für 10 min zentrifugiert. Das Medium im 

Überstand wurde abgesaugt. Die weiteren Schritte wurden alle bei 4°C durchgeführt. Um 

die Zellen zu waschen, wurden sie in 5 ml Puffer A [15 mM HEPES, pH 7,6, 10 mM 

KCl, 2 mM MgCl2, 0,5 mM EGTA, 0,1 mM EDTA, 350 mM Sucrose, 1 mM DDT] und 

frischen Protease-Inhibitoren (PMSF; NaMBS; Leupeptin; Pepstatin A; Aprotinin) 

resuspendiert und für 20 min bei 8000 rpm zentrifugiert (SS34 Rotor; Sorvall). Der 
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Überstand wurde sehr vorsichtig abgenommen, das Zellpellet wurde in 5 ml Puffer AB 

[15 mM HEPES, pH 7,6, 110 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0,5 mM EGTA, 0,1 mM EDTA, 1 

mM DDT, 0,2 mM PMSF, 1 mM NaMBS] mit frischen Protease-Inhibitoren 

resuspendiert und mit 1/10 Volumen (NH4)SO4 versetzt und 20 Sekunden vermischt. 

Nach dieser Inkubation wurde die Suspension sehr viskös. Die 

Ultrazentrifugationsröhrchen wurden anschließend im vorgekühlten Ti45 Rotor für 2 

Stunden bei 35 krpm (= 100000 x g) ultrazentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig 

mit einer Pipette abgenommen, wobei die Pipettenspitze unter die oben liegende 

Lipidschicht gehalten wurde. Für jeden ml Überstand wurden langsam unter Rühren 0,3 g 

(NH4)SO4 hinzugegeben. Dann wurde für weitere 5 min gerührt um eine optimale 

Präzipitation zu bekommen. Diese Lösung wurde in einer vorgekühlten Sorvall 

Zentrifuge in einem kühlen SS34 Rotor bei 15 krpm für 20 min zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen und die Innenseiten der Zentrifugenröhrchen gut mit einem 

Kimwipe-Tuch getrocknet. Das Kernpellet wurde in 0,2 ml Puffer C [20% Glycerol, 25 

mM HEPES, pH 7,6, 100 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0,5 mM EGTA, 0,1 mM EDTA, 1 mM 

DDT, 0,2 mM PMSF, 1 mM NaMBS] mit frischen Protease-Inhibitoren resuspendiert. 

Dieser Ansatz wurde für 4 Stunden gegen 2 l Puffer C dialysiert. Der Kernextrakt wurde 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt. 

 

Chromatin Salz Dialyse - nukleosomale Arrays 

Für einen Reaktionsansatz mit 50 µl Endvolumen wurden Plasmid DNA (12xW601 in 

pUC18; Daniela Rhodes, Cambridge) und rekombinante Histone in einem Verhältnis von 

1:3 eingesetzt. Dafür wurden 10 mM Tris, pH 7,6, 1,8 M NaCl, 0,12 µg/µl BSA, 10 µg 

Plasmid DNA und 33 µg Histone in ein Eppendorfgefäß pipettiert. Anschließend wurde 

der Reaktionsansatz mit filtriertem Wasser auf 50 µl aufgefüllt. Die Reaktionsansätze 

wurden in neue Eppendorfgefäße, die eine Dialysemembran enthielten, überführt. Zuerst 

wurden diese Reaktionsansätze in den Dialysegefäßen für eine Stunde gegen 200 ml 

Lösung 1 [10 mM Tris, pH 7,6, 1,2 M NaCl, 1 mM EDTA, 0,01% NP 40, 1 mM ß-

Mercaptoethanol] dialysiert. 

Anschließend wurde 1 l Lösung 2 [10 mM Tris, pH 7,6, 1 mM EDTA, 1 mM ß-

Mercaptoethanol] mittels einer Peristaltikpumpe tropfenweise in Lösung 1 gemischt. Die 
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Geschwindigkeit der Pumpe wurde so gewählt, dass die Dialyse nach etwa 13 Stunden 

beendet war. Am nächsten Tag wurde die Dialyse in der frischen Lösung 2 und 100 mM 

NaCl für 1-2 Stunden fortgesetzt. Danach wurden die fertig gestellten Polynukleosomen 

in neue Eppendorfgefäße überführt und bei 4°C aufbewahrt. Um die Qualität der 

jeweiligen Präparation zu prüfen, wurde anschließend ein MNase Verdau durchgeführt.   

 

MNase Verdau von assembliertem Chromatin   

Die Polynukleosomen wurden mit 0,2 U MNase/150 ng DNA für 30, 60 und 180 

Sekunden in der Anwesenheit von 10 mM CaCl2 verdaut. Die Reaktionen wurden mit der 

Zugabe von 0,2 Volumen von 4% SDS/100 mM EDTA gestoppt. Die MNase 

Verdauprodukte wurden auf einem 1,8% Agarose Gel aufgetrennt, mit 

Ethidiumbromidlösung gefärbt und qualitativ analysiert.  

 

ATPase Assay 

Die ATPase Aktivität von Domino und ISWI wurde nach einem modifizierten Protokoll 

gemessen [149]. Die ATP-Hydrolyse Rate von etwa 3 fmol ISWI oder Domino wurde in 

Anwesenheit von 0,1 µg Doppelstrang-DNA oder derselben Menge chromatinisierter 

DNA bestimmt. Standardreaktionen (15 µl) wurden in ATPase Puffer [50 mM Tris-HCl 

pH 7,5, 50 mM KCl 0,5 mM 2-Mercaptoethanol, 0,1 g/l BSA, 0,67 mM MgCl2] und in 

einem Mix aus 20 µM ATP und 35 kBq [γ-32P]ATP (Amersham) durchgeführt. Die 

Reaktionsgefäße wurden bei 26°C für 30 min inkubiert. 1 µl jeder Reaktion wurde auf 

eine Dünnschicht Chromatographie Zellulosemembran [Merck] pipettiert. Ungespaltenes 

ATP und freies Phosphat wurden über die Chromatographie mit 0,5 M LiCl/1M 

Formaldehyd in einem Zeitraum von etwa 15 min voneinander getrennt. Die getrocknete 

Membran wurde für 10 min auf einem Phosphoimager Screen [Fuji] exponiert und das 

Verhältnis von freiem Phosphat und ATP wurde mit AIDA Software [Fuji] quantifiziert.  

 

Nukleosomen Mobilisierungs Assay 

Die Durchführung der nukleosomalen Mobilisierungsreaktionen erfolgte wie im 

Methodenpaper angegeben [29].  
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3   Ergebnisse 

3. 1   Aufreinigung von Domino Proteinkomplexen 

Zur konventionellen Reinigung und Isolierung von Domino Komplexen wurden 

Kernextrakte aus ca. 200-300 g Drosophila Embryonen verwendet. Für die Detektion der 

Domino Proteine wurden Antikörper gegen Domino A und Domino B verwendet, die uns 

freundlicherweise von M. L. Ruhf (Friedrich Miescher Institut, Basel, Schweiz) zur 

Verfügung gestellt wurden. Im Zuge der ersten Versuche zur Isolierung von Domino aus 

Kernextrakten stellte sich jedoch heraus, dass die uns zur Verfügung gestellten Antiseren 

gegen Domino B zu starken unspezifischen Hintergrundsignalen bei der Immundetektion 

führten. Deswegen wurden für die Anreicherung von Domino Komplexen vorwiegend 

zwei Antiseren gegen Domino A (ein Antiserum wurde in Hase, ein zweites Antiserum in 

Ratte generiert) verwendet.  

3.1.1   Konventionelle Chromatographie 

Schema 1 

 

A) Fraktionierung mittels Q-Sepharose (starker Anionenaustauscher) 

                                   

Drosophila-Kernextrakt (TRAX) 

| 

Q-Sepharose 

| 

|-----------------|----------------|---------------| 

FT            0,25 M            0,5 M              1 M 

 

Die Q-Sepharose Elution erfolgte durch eine Erhöhung der Salzkonzentrationen von 100 

mM (= Laden und Waschen der Säule) auf 250-500-1000 mM KCl in HEMG Puffer. Die 

Westernblotanalyse zeigte eine Anreicherung von Domino A im Durchlauf (FT). Ein 

Signal ergab sich auch in der 500 mM Fraktion und ein schwaches Signal in der 250 mM 

Fraktion. Die 1 M Fraktion zeigte keine Signale (Resultat hier nicht dargestellt).  
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Abb. 15: Western Blotanalyse nach der schrittweisen Elution der Q-Sepharose Säule (siehe Schema 
1). Die Spuren des SDS-PAGE (6%) wurden mit folgenden Proben (von links nach rechts) beladen: 
Proteinstandard, Auftrag (IP), Durchlauf (FT), Eluate bei stufenweise erhöhter Salzkonzentration 
(0,25 M-0,5 M). Die Blotmembran wurde mit dem Antikörper gegen Domino A (αααα-Hase) inkubiert. 
 
 

B) Gelfiltration durch Superose 6 Chromatographie 

 

Um einen Hinweis auf das native Molekulargewicht von Domino A bzw. möglicher 

Domino A Komplexe zu bekommen, wurde eine Größen-Ausschluss-Chromatographie 

durchgeführt. Dazu wurde ein 250 µl Aliquot der FT-Fraktion aus der Q-Sepharose auf 

die Gelfiltrationssäule aufgetragen. 

 

Drosophila-Kernextrakt (TRAX) 

| 

Q-Sepharose 

| 

|-----------------|----------------|---------------| 

  FT                 0,25 M            0,5 M              1 M 

            | 

           Superose 6 
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Die Eichung der Gelfiltration wurde mit Standardproteinen durchgeführt. Deren 

Elutionsprofil an der Superose 6 wurde ermittelt und ist dementsprechend angegeben 

(siehe Pfeile): Blau Dextran 2 MDa, Thyreoglobulin 660 kDa, Ferritin 440 kDa, Aldolase 

220 kDa (nicht gezeigt). Das Trennverfahren einer Superose 6 Säule beruht darauf, dass 

unter nativen Bedingungen hochmolekulare Proteine bzw. Proteinkomplexe die Säule 

schneller durchlaufen als niedermolekulare. 

 

 

 
Abb. 16: Western Blotanalyse der Fraktionen nach der Superose 6 Gelfiltration: Die Spuren des 
SDS-PAGE (6%) wurden mit folgenden Proben (von links nach rechts) beladen: Auftrag (IP), 
eluierte Fraktionen (10-28) entsprechend einem abnehmenden Molekulargewicht (siehe Pfeile). Die 
Blotmembran wurde mit dem Antikörper gegen Domino A inkubiert. Die mit * gekennzeichneten 
Banden könnten Abbauprodukte von Domino A darstellen oder es könnte sich um eine unspezifische 
Kreuzreaktion des Antikörpers handeln. 
  

Das Resultat der Superose 6 demonstrierte, dass Domino A in den Fraktionen 12-16 

eluierte, entsprechend einem Gewicht von etwa 2 MDa. Das kalkulierte 

Molekulargewicht von Domino A beträgt in etwa 300 kDa. Somit kann angenommen 

werden, dass Domino A in einem hochmolekularen Proteinkomplex von ca. 2 MDa 

vorliegt. 

Eine Superose 6 Chromatographie dient ausschließlich der 

Molekulargewichtsbestimmung unter nativen Bedingungen. Um eine verbesserte 

Aufreinigung bzw. Anreicherung von Domino A zu erzielen, bedarf es zusätzlicher 

Chromatographieschritte. Weitere Reinigungsschemata werden nachfolgend aufgezeigt 

und beschrieben. 
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Schema 2 
     

 
Drosophila Kernextrakt (TRAX) 

| 
Q-Sepharose 

| 
|---------------------|------------------------ |------------------------| 

   FT                    0,25 M                        0,50 M                         1 M 
                               | 
                        Biorex 70    
                               | 
      |-----------|-------------|-----------| 
 0,25 M     0,50 M        0,75 M     1 M 
 

Wie bereits gezeigt (siehe Abb. 15, S. 45), eluierte eine prominente Menge Domino A im 

FT der Q-Sepharose.        

     

C) Biorex 70 (schwacher Kationenaustauscher) 

  

Der nicht gebundene Teil von Domino A nach der Q-Sepharose wurde gesammelt und 

anschließend auf die Kationenaustauschersäule Biorex 70 aufgetragen. Der gebundene 

Anteil der Proteine wurde mit einer stufenweisen Erhöhung der Salzkonzentration von 

100 mM auf 250-500-750-1000 mM eluiert. Wie in Abb. 17 gezeigt, befand sich Domino 

A in der Fraktion, welche mit 250 mM KCl eluiert wurde (linkes Bild). 

Um zu überprüfen, ob Domino A mit bereits bekannten ATPasen koeluiert, wurde die 

Western Blotmembran mit Antikörpern gegen verschiedene ATPasen nochmals beprobt. 

In Abbildung 17 B wird gezeigt, dass die ATPase ISWI mit Domino A nicht koeluierte. 

Während sich Domino A in der Fraktion 0,25 M (= 250 mM KCl) befand, eluierte ISWI 

in der Fraktion 0,5 M (= 500 mM KCl) (rechtes Bild). Ein Antiserum gegen Mi-2, eine 

weitere ATPase in Drosophila melanogaster, ergab kein Signal in den Biorex Fraktionen 

(nicht  gezeigt). 
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Abb. 17: Western Blotanalyse der Fraktionen nach Biorex 70. Die Spuren des SDS-PAGE (6%) 
wurden mit folgenden Proben (von links nach rechts) beladen: Proteinstandard, Auftrag (IP), 
Durchlauf (FT), Eluate bei stufenweise erhöhter Salzkonzentration (0,25 M-1 M). Die Blotmembran 
wurde zuerst mit dem Antikörper gegen Domino A inkubiert (linke Spalte). Anschließend wurde die 
Membran mit einem Antikörper gegen ISWI inkubiert. Das stärkste Domino A Signal eluierte in der 
0,25 M Fraktion, das stärkste ISWI Signal in der 0,5 M Fraktion (rechte Spalte). 
 

 

D) Hydroxylapatit Chromatographie 

 

Drosophila Kernextrakt (TRAX) 
| 

Q-Sepharose 
| 

|---------------------|------------------------ |------------------------| 
   FT                    0,25 M                        0,50 M                      0,75 M 

                               | 
                             Biorex 70 
                                     | 
           |-----------|-------------|-----------| 
    0,25 M     0,50 M        0,75 M      1 M 
           |  

Hydroxylapatit 

 

Die 0,25 M Fraktion nach der Biorex 70 Chromatographie - in diesem Pool befand sich 

Domino A - wurde anschließend auf eine Hydroxylapatit Affinitätssäule geladen und 

mittels eines kontinuierlichen Salzgradienten (0 M bis 0,5 M Kaliumphosphat) in Puffer 

A [10 mM HEPES pH 7,6, 1,5 mM MgCl2, 10% Glycerol, 500 mM NaCl, 10 mM 

Glycerolphosphat] weiter aufgereinigt. Die Analyse der eluierten Fraktionen nach 
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Hydroxylapatit Chromatographie zeigte, dass Domino A hauptsächlich in den Fraktionen 

57-62 eluierte. 

 

 
 
 

Abb. 18: Western Blotanalyse der Fraktionen nach Hydroxylapatit: Die Spuren des SDS-PAGE (6%) 
wurden mit folgenden Proben (von links nach rechts) beladen: Proteinstandard, Auftrag (IP), 
Durchlauf (FT), Eluate der Fraktionen (51-66). Die Blotmembran wurde mit dem Antikörper gegen 
Domino A inkubiert.  
 

 

E) Superose 6 Gelfiltration 

 

Drosophila Kernextrakt (TRAX) 
| 

Q-Sepharose 
| 

|---------------------|------------------------ |------------------------| 
   FT                    0,25 M                        0,50 M                      0,75 M 

                               | 
                              Biorex 70 
                                     | 
             |-----------|-------------|-----------| 
      0,25 M     0,50 M        0,75 M      1 M 
             | 

Hydroxylapatit 

             | 

  Superose 6 

 

Die Domino A-enthaltenden Fraktionen 57-62 nach Hydroxylapatit Chromatographie  

wurden vereinigt, mittels Zentrifugation bei 7000 x g in einem 

Proteinkonzentrierungsgefäß auf ein Endvolumen von 500 µl konzentriert und auf die 
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Gelfiltrationssäule Superose 6 aufgetragen. Die Gelfiltrationssäule Superose 6 von 

potentiell gereinigtem Domino A Komplex (siehe Schema 2) ergab wiederum ein 

Molekulargewicht von ca. 2 MDa. Dies entsprach dem bereits ermittelten Wert der 

weniger gereinigten Fraktionen direkt nach der Q-Sepharose Chromatographie (siehe 

Abb. 16). 

 

 
 
Abb. 19: Western Blotanalyse der Fraktionen nach der Superose 6 Gelfiltration: Die Spuren des 
SDS-PAGE (6%) wurden mit folgenden Proben (von links nach rechts) beladen: Proteinstandard, 
Auftrag (IP), Eluate der Fraktionen (10-28) entsprechend einem abnehmenden Molekulargewicht 
(siehe Pfeile). Die Blotmembran wurde mit dem Antikörper gegen Domino A inkubiert.  
 

Von den Fraktionen der Superose 6 Chromatographie wurde neben einem Western Blot 

(siehe Abb. 19) auch eine SDS-PAGE (12%ig) zur Proteinfärbung mittels Silbernitrat 

durchgeführt. Dazu wurden je 15 µl der angegebenen Fraktionen auf das Gel geladen. 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel mit Silbernitrat (siehe Material 

und Methoden, S. 34) gefärbt. Es ist einerseits gut ersichtlich, dass in den Domino A-

positiven Fraktionen (12-16; siehe Immundetektion in Abb. 19) ca. 6-8 zusätzliche 

Proteinbanden sichtbar sind. Gleichzeitig konnte aber auch ein prominenter Anteil von 

nicht Domino A-assoziierten Proteinen separiert werden (siehe gefärbte Proteine in den 

Fraktionen 18-28). 
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Abb. 20: Silberfärbung der Fraktionen nach Superose 6: Die Spuren des SDS-PAGE (12%) wurden 
mit folgenden Proben (von links nach rechts) beladen: Proteinstandard, Auftrag (IP), Eluate der 
Fraktionen (10-28) entsprechend einem abnehmenden Molekulargewicht. Die Pfeile zeigen die 
Elution von Proteinstandards an. 
 
 

Schema 3 

                                             
F) Mono Q FPLC (Fast Performance Liquid Chromatographie) 
 
 
 

Drosophila Kextrakt (TRAX) 
| 

Q-Sepharose 
| 

|---------------------|------------------------ |------------------------| 
   FT                      0,25 M                        0,50 M                      0,75 M 

                                      | 
                               Biorex 70 
                                      | 
        |--------------|---------------|--------------| 
0,25 M         0,50 M          0,75 M            1 M 
        | 

Hydroxylapatit 

        | 

 Mono Q 
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Bei diesem Aufreinigungsschema wurden die ersten drei Chromatographieschritte (Q-

Sepharose, Biorex 70, Hydroxylapatit) auf dieselbe Weise, wie in Reinigungsschema 2 

(siehe Seite 47) beschrieben, durchgeführt.  

Nach der Affinitätsreinigung über die Hydroxylapatitsäule wurden die für Domino A- 

positiven Fraktionen vereinigt, anschließend gegen HEMG 50 über Nacht bei 4˚C 

dialysiert und auf eine 1 ml Mono Q FPLC Säule geladen. Der an die Säule gebundene 

Anteil Proteine wurde mit einem kontinuierlichen Salzgradienten von 50 mM-1 M KCL 

eluiert. Domino A eluierte in den Fraktionen 38-41, mit einem deutlichen Maximum in 

Fraktion 39, was einer KCl Konzentration von ca. 300 mM entsprach.  

 

 

 
 
Abb. 21: Western Blotanalyse der Fraktionen nach Mono Q: Die Spuren des SDS-PAGE (6%) 
wurden mit folgenden Proben (von links nach rechts) beladen: Proteinstandard, Auftrag (IP), Eluate 
der Fraktionen 36-45. Die Blotmembran wurde mit dem Antikörper gegen Domino A inkubiert.  
 

 

Schema 4 

   
Bei diesem Reinigungsschema wurden die ersten drei Chromatographieschritte (Q-

Sepharose, Biorex 70, Hydroxylapatit) wie in Schema 2 beschrieben, durchgeführt.  

 

G) Biorex 70 (linearer Gradient) 
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Drosophila Kernextrakt (TRAX) 
| 

Q-Sepharose 
| 

|---------------------|------------------------ |------------------------| 
   FT                      0,25 M                        0,50 M                      0,75 M 

                                      | 
                     Biorex 70 (Stufenelution) 
                                      | 
         |--------------|---------------|--------------| 
 0,25 M         0,50 M          0,75 M            1 M 
         | 
Hydroxylapatit 
         | 
Biorex 70 (linearer Gradient) 
       

Im Anschluss an die Hydroxylapatitsäule wurden die Domino A-positiv identifizierten 

Fraktionen vereinigt und dreimal eine Stunde bei 4˚C gegen HEMG 75 dialysiert 

(dreimaliger Pufferwechsel). Die dialysierte Probe wurde nun auf eine Biorex 70 geladen 

und, im Gegensatz zur bereits beschriebenen stufenweisen Elution, nun mittels eines 

kontinuierlichen Salzgradienten prozessiert (von 0,075 M-1 M KCl). Das Resultat ist in 

Abbildung 22 gezeigt. Wie ersichtlich, befand sich Domino A im Durchlauf (FT). Dieses 

Ergebnis entsprach soweit nicht den Erwartungen, zumal sich Domino A bei der 

stufenweisen Elution an der Biorex 70 Säule vorwiegend in der 0,25 M Fraktion befand. 

Dieses Chromatographieschema wurde dreimalig in gleicher Weise unter gleichen 

Bedingungen durchgeführt und lieferte jedes Mal das gleiche Ergebnis (siehe Abb. 22).   

 

 
 
Abb. 22: Western Blotanalyse der Fraktionen der Biorex 70. Die Spuren des SDS-PAGE (6%) 
wurden mit folgenden Proben (von links nach rechts) beladen: Proteinstandard, Auftrag (IP), 
Durchlauf (FT), Eluate der Fraktionen 22-38. Die Blotmembran wurde mit dem Antikörper gegen 
Domino A inkubiert.   
 



Ergebnisse 

 54

Nachdem jeweils eines der beschriebenen Reinigungsschemata abgeschlossen war, 

wurden mit den Proben des jeweils letzten Reinigungsschrittes (Superose 6 aus Schema 1 

und Schema 2, Mono Q aus Schema 3 und Biorex 70 aus Schema 4), die Domino A 

enthielten, ATPase Aktivitätsassays (siehe Material und Methoden, S. 43) durchgeführt. 

Als Substrat wurden sowohl freie DNA als auch Polynukleosomen verwendet. Es konnte 

jedoch in keinem der durchgeführten Assays eindeutige ATPase Aktivität der Domino A- 

enthaltenden Fraktionen gemessen werden.  

 

3.2 Herstellung  von rekombinantem Domino B in Sf9 Zellen 

 

Ausgehend von einer vollständigen cDNA für Domino B (zur Verfügung gestellt von M. 

L. Ruhf, Friedrich Miescher Institut, Basel, Schweiz) wurden Expressionsvektoren 

hergestellt, um Domino B in rekombinanter Form sowohl in Sf9 Zellen mit Hilfe des 

Baculovirus Expressionssystems, als auch in Domino B-transfizierten Zelllinien zu 

exprimieren (siehe Material und Methoden, S. 40-41). Dadurch wurde es möglich, 

Domino B sowohl als einzelnes rekombinantes Protein durch Expression und Reinigung 

aus Sf9 Zellen, als auch zu erwartende Domino B Komplexe durch Reinigung aus SL2 

Zelllinien zu isolieren und zu charakterisieren.  

Das Domino B Protein besteht aus 2786 Aminosäuren mit einem kalkulierten 

Molekulargewicht von ca. 280 kDa. Die Aufreinigung von Domino B in den vorher 

aufgeführten Zelltypen erfolgte über anti-FLAG Affinitätschromatographie, da der C-

Terminus des Domino B Proteins mit einem FLAG-tag ausgestattet wurde.   

Um eine optimale Proteinexpression zu erhalten, wurde zuerst sowohl eine Titration der 

hergestellten Domino B Virus-DNA durchgeführt, als auch die Dauer der 

Proteinexpression ermittelt (siehe Material und Methoden, S. 40). Abbildung 23 zeigt das 

Resultat einer typischen Affinitätsreinigung von rekombinantem Domino B aus Sf9 

Zellen. 
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Abb. 23: Coomassie-Färbung eines SDS-6%PAGE von rekombinantem Domino B, das aus Sf9 
Zellen durch FLAG-Affinitätsreinigung isoliert wurde. Die Bezeichnung mock bezieht sich auf nicht-
infizierte Sf9 Zellen, die unter identischen Bedingungen aufgearbeitet wurden. Proteinstandard, Flag 
Peptid Elution von mock und rekombinantem Domino B (V1 und V8 entsprechen zwei verschiedenen 
Viren für Domino B- FLAG) sind dargestellt.  Parallel zur Domino B Reinigung wurde auch 
rekombinantes ISWI gereinigt.  
 

3.3   Biochemische Eigenschaften von rekombinantem Domino B  

 

Das rekombinante Domino B Protein wurde nach der Aufreinigung (siehe Abb. 23) unter 

variablen Bedingungen auf dessen ATPase Aktivität untersucht. Vor Durchführung der 

ATPase Assays wurde jeweils der Proteingehalt der Domino B-enthaltenden Eluate 

bestimmt. Dabei wurden verschiedene Mengen Domino B Eluat auf ein Coomassie-Gel 

aufgetragen und mit entsprechenden Standardproteinkonzentrationen verglichen (nicht 

gezeigt). Zur Qualitätskontrolle der Polynukleosomen nach einer Chromatin Salz Dialyse 

(siehe Material und Methoden, S. 42-43) wurden diese mit MNase verdaut, auf ein 

Agarosegel aufgetragen und qualitativ analysiert (siehe Material und Methoden, S. 43).  

Mit den ermittelten Proteinkonzentrationen wurden anschließend ATPase Assays bei 

26°C und 50 mmol KCL durchgeführt, gleiche Konzentrationen von ISWI dienten 

jeweils als Kontrolle. Rekombinantes Domino B zeigte Aktivität in der Anwesenheit von 

freier DNA, sowie interessanter Weise eine ausgeprägte ATPase Aktivität in Gegenwart 

von Polynukleosomen und Histonoktameren mit der Drosophila-spezifischen 

Histonvariante H2AvD. Diese ATPase Werte von Domino B sind vergleichbar mit ISWI 

in Gegenwart von dessen Substrat, den H2A/H2B-enthaltenden Nukleosomenketten. 
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Dessen ATPase Aktivität in Gegenwart von Nukleosomen mit den Histonen H2A/H2B 

lag deutlich darunter. Es ist daher interessant zu beobachten, dass Domino B die stärkste 

ATPase Aktivität in Gegenwart der Drosophila-spezifische Variante H2AvD im Kontext 

von Polynukleosomen zeigte. Die ATPase Assays wurden immer dreimal mit demselben 

Domino B Eluat durchgeführt und zeigten jedes Mal annähernd dieselben Ergebnisse. 

 

 

 
Abb. 24: ATPase  Aktivitätsassay von rekombinantem Domino B, ISWI und Mi-2. Freie DNA, 
nukleosomale DNA mit Histon H2A bzw. Histonvariante H2AvD, Histonoktamere, die jeweils das 
Histon H2A und die Histonvariante H2AvD enthielten,  wurden in einer Konzentration von 100 ng/µµµµl 
im  Reaktionsansatz verwendet. Nach 30 min wurde die Reaktion gestoppt. ISWI diente als 
Vergleichsgröße und Positivkontrolle. Alle Werte sind abzüglich der mock Aktivität 
(durchschnittlich 1,5 % ATP-Hydrolyse) aufgetragen.  
 

Die Salzabhängigkeit von rekombinantem Domino B wurde mittels variierender KCl 

Konzentrationen während des ATPase Tests ermittelt. Dabei wurden Endkonzentrationen 

Salz von 0 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, 150 mM und 200 mM KCl im 

Reaktionsansatz und ISWI als Referenzenzym verwendet. Die Auswertung das ATPase 

Assays (siehe Abb. 25) zeigte, dass Domino B in Relation zu ISWI eine geringere 

Sensitivität gegenüber ansteigenden KCL Konzentrationen aufwies. Die ATPase 

Aktivität von rekombinantem Domino B in Gegenwart von freier DNA zeigte nahezu 

keine Unterschiede zwischen 50 mM und 200 mM KCl, während ISWI hingegen bei 150 

mM bzw. 200 mM KCl keine nenneswerte ATPase Aktivität mehr besaß. Die ATP-

Hydrolyserate von Domino B in Gegenwart von Nukleosomen mit der Histonvariante 

H2AvD zeigte, erstens, wiederum die höchsten Werte, wobei bei 50 mM ein Maximum 
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zu beobachten war. Zweitens, sank zwar die Aktivität auf ca. 50% des Maximums, blieb 

jedoch unverändert bei höheren Salzkonzentrationen. Domino B zeigte im Verlauf nur 

geringe Aktivitätsunterschiede. Wiederum waren bei 150 mM bzw. 200 mM KCl die 

ISWI Aktivitäten kaum detektierbar. 

Bezüglich der Substratspezifität zeigten sich einige Unterschiede bei steigender 

Salzkonzentration. Während Domino B bei 50 mM (grenzwertig auch bei 75 mM) eine 

Substratspezifität für Nukleosomen mit der Histonvariante H2AvD aufwies, ließ sich 

diese Präferenz bei höheren Salzkonzentrationen nicht mehr nachweisen. Dieses 

Experiment wurde in Folge dreimal wiederholt und zeigte eine Reproduzierbarkeit der 

Ergebnisse. Daraus lässt sich schließen, dass die Substratspezifität von Domino B für 

Nukleosomen mit der Histonvariante H2AvD bei steigender Salzkonzentration abnimmt 

und sich ab 100 mM KCl nahezu aufhebt. 

  

 
 
Abb. 25: Analyse der ATPase Aktivität von rekombinantem Domino B unter unterschiedlichen KCL 
Konzentrationen (von 0 M bis 0,2 M). Parallel dazu wurde die ATPase ISWI getestet. Als Substrate 
wurden entweder jeweils 100 ng an freier DNA und nukleosomaler DNA mit Histon H2A oder der 
Histonvariante H2AvD verwendet. Die Inkubationszeit betrug 30 min bei einer Temperatur von 
26°C.  
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In einer weiteren Variation des ATPase Tests wurde Domino B mit steigenden Mengen 

an Substraten inkubiert. Der ATPase Assay wurde mit 75 ng, 150 ng, 220 ng, 330 ng, 400 

ng an freier DNA oder nukleosomaler DNA bei 26°C für 30 min durchgeführt. Die 

Polynukleosomen wurden zuerst qualitativ mittels MNase Verdau analysiert und 

anschließend zusammen mit der DNA auf ein Coomassie-Gel aufgetragen und mit 

bekannten Standardsubstratkonzentrationen verglichen, um eine genaue Quantifizierung 

der Substratmengen zu gewährleisten. Die Salzkonzentration wurde anhand der in 

Abbildung 25 gezeigten Ergebnisse bei 50 mM gewählt. Im anschließenden ATPase 

Assay wurde festgestellt, dass Domino B bereits bei einer Substratkonzentration von 75 

ng bzw. 150 ng eine ausgeprägte ATP-Hydrolyseaktivität in Gegenwart von DNA oder 

dem H2AvD-enthaltenden nukleosomalen Substrat aufwies. Eine Erhöhung der 

Substratkonzentration brachte keine weitere signifikante Steigerung der ATPase 

Aktivität. Bemerkenswert war jedoch, dass eine Verdopplung des nukleosomalen 

Substrats mit dem „normalen“ Histon H2A eine Steigerung der ATPase Aktivität auf 

Werte erbrachte, die denen des H2AvD Nukleosoms entsprachen. Für die weiteren 

Analysen von Domino B im ATPase Test wurden Substratkonzentrationen von 100 ng 

DNA bzw. nukleosomaler DNA verwendet. 

 

 

 
Abb. 26: Analyse der ATPase Aktivität von Domino B bei steigenden Substratkonzentrationen. Es 
wurden Substratmengen von 75, 150, 220, 330 und 400 ng/Assay ausgetestet. Als Kontrolle diente die 
ATPase ISWI.    
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Im Anschluss daran wurde die ATPase Aktivität bei unterschiedlichen Domino B 

Enzymmengen gemessen. Wiederum wurde das Verhalten von Domino B in Gegenwart 

der drei verschiedenen Substrate DNA, Nuc-H2A und Nuc-H2AvD analysiert. Bei der 

höchsten Enzymkonzentration von 5 fmol zeigte sich nach 60 Minuten Inkubationszeit 

bei 26°C die stärkste ATP-Hydrolyse.  

Zusätzlich wurde bei einer Konzentration von 2 fmol das unterschiedliche Verhalten 

gegenüber den drei verschiedenen Substraten am deutlichsten sichtbar. Man erkennt eine 

signifikante Präferenz von Domino B für DNA und Polynukleosomen mit der 

Histonvariante H2AvD im ATPase Test.  

 

 
Abb. 27: Aktivitätsanalyse von Domino B bei ansteigenden Enzymkonzentrationen (1 fmol, 2 fmol, 5 
fmol) in Gegenwart der drei verschiedenen Substrate DNA, Nuc-H2A und Nuc-H2AvD.  ISWI wurde 
als Kontrolle verwendet. 

 

3.4   Herstellung einer inaktiven Domino B Punktmutante 

 

Bei der ATPase Domino B handelt es sich um eine sogenannte split-ATPase. 

Charakteristisch dafür ist die Zweiteilung der ATPase Domäne. Als weiteren Schritt zur 

Charakterisierung von Domino B wurde eine ATPase-inaktive Mutante hergestellt. 

Bisher existieren noch keine rekombinanten Mutanten für Domino bzw. Vertreter der 

split-ATPase Familie. Durch eine ATPase Mutante ließ sich auch bekräftigen, dass die 
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gemessenen Ergebnisse im ATPase Test sicher auf die ATPase Aktivität von 

rekombinantem Domino B zurückzuführen waren. Als Ausgangspunkt wurde zuerst ein 

Vergleich der Aminosäuresequenz verschiedener ATPasen erstellt, um den Ort der 

Mutation bestimmen zu können. Die Punktmutation wurde am Lysin 945 in Domino B 

gesetzt (siehe Abb. 28). Diese Stelle für eine Punktmutation entspricht dem Lysin 159 der 

bereits gut charakterisierten ATPase ISWI. Für ISWI resultierte die Mutation von Lysin 

159 zu Arginin in einer vollständigen Inaktivierung [149]. Durch spezifisch 

zusammengestellte Primer wurde die Aminosäure Lysin 945 von Domino B in einer 

PCR-Reaktion durch Arginin ersetzt (siehe Material und Methoden Seite 32-33).  

 

 

Abb. 28: Alignment verschiedener ATPasen aus unterschiedlichen Spezies. Der Pfeil kennzeichnet 
den Ort der Mutation. In Domino B handelt es sich um die konservierte Aminosäure Lysin an Stelle 
945, die durch ein Arginin ausgetauscht wurde. Diese Mutation korrespondiert mit der 
Punktmutation an Lysin 159 der ATPase ISWI. 
 

 Mit Hilfe des baculoviralen Expressionssystems wurden wiederum in Sf9 Zellen Domino 

B Wildtyp und die K945R Mutante exprimiert und via eines C-terminalen FLAG-tags 

affinitätsgereinigt. In der Abbildung 29 ist ein 6%iges Proteingel einer typischen 

Reinigung von Domino B Wildtyp und der Domino K945R Punktmutante dargestellt. 

Für Aktivitätsanalysen im ATPase Test wurde als Positivkontrolle rekombinantes ISWI 

verwendet. Um die Konzentrationen der rekombinanten Proteine vergleichen und 

aufeinander abstimmen zu können, wurde ISWI in zwei verschiedenen Verdünnungen 

ebenfalls durch eine SDS-PAGE aufgetrennt (siehe Abb. 29).  
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Abb. 29 zeigt ein Coomassie-gefärbtes Gel mit den affinitätsgereinigten Proteinen Domino B Wildtyp 
und K945R Mutante. Die Spuren der SDS-PAGE sind mit folgenden Proben (von links nach rechts) 
beladen: Proteinstandard, FLAG-Elution von mock, Domino B Wildtyp (Wt), Domino K945R 
Mutante (Mut), ISWI in zwei verschiedenen Verdünnungen. 
 

Mit den in Abb. 29 gereinigten Proteinen wurde ein ATPase Assay durchgeführt. Die 

Salzkonzentration betrug 50 mM bei einer Temperatur von 26°C und einer 

Inkubationszeit von 30 Minuten. Wiederum konnte gezeigt werden, dass Domino B 

Wildtyp eine Substratspezifität für DNA und vor allem für Nukleosomen mit der 

Histonvariante H2AvD besitzt, während ISWI durch Nukleosomenketten mit dem 

„normalen“ Histon H2A am stärksten stimuliert wurde. Besonders hervorzuheben ist hier 

jedoch, dass die Domino B K945R Mutante an keinem der verwendeten Substrate 

detektierbare ATPase Aktivität besaß. Es ist somit gelungen, durch eine gezielte 

Punktmutation (Lys 945→Arg) im konservierten Abschnitt des ersten ATPase Bereichs 

der split-ATPase Domäne, das Domino B Enzym zu inaktivieren. Damit konnte auch 

erstmalig ein Vertreter der split-ATPasen, das rekombinante Domino B Protein, näher 

enzymatisch charakterisiert werden. 
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Abb. 30: Analyse der ATPase Aktivität von rekombinantem Domino B Wildtyp und Domino B 
K945R Mutante im Vergleich zur ATPase ISWI. Als Substrate dienten jeweils 100 ng DNA, 100 ng 
Nukleosomen mit dem Histon H2A (Nuc-H2A) und 100 ng Nukleosomen mit der Histonvariante 
H2AvD (Nuc-H2AvD). 
 

In einer weiteren Variante des ATPase Tests zur enzymatischen Charakterisierung von 

Domino B wurde dessen Enzymaktivität während unterschiedlicher Inkubationszeiten 

analysiert. Das Ergebnis eines typischen ATPase Tests zur Untersuchung der Zeitkinetik 

ist in Abbildung 31 dargestellt. Die Substratpräferenz von Domino B vor allem für 

Nukleosomen mit der Histonvariante H2AvD ist auch hier wieder offensichtlich. 

Auffällig war jedoch, dass Domino B erst nach 15 min Inkubationszeit effizient ATP 

hydrolysieren konnte. Die K945R Mutante war, wie zu erwarten, immer inaktiv. Die 

Ergebnisse waren in zwei nachfolgenden Wiederholungsassays annähernd gleich. 
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Abb. 31: Analyse der ATPase Aktivitäten von rekombinantem Domino B und der K945R Mutante 
nach unterschiedlichen Inkubationsszeiten. Der Assay wurde bei einer Salzkonzentration von 50 mM 
KCl und bei der Standardtemperatur von 26°C durchgeführt. Als Substrate dienten jeweils 100 ng 
DNA (D), 100 ng Nukleosomen mit dem Histon H2A (H2A) und 100 ng Nukleosomen mit der 
Histionvariante H2AvD (H2AvD). Die ATPase ISWI diente als Kontrolle. 
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3.5   Expression von Domino B Komplexen in Zellen nach transienter Transfektion 

 

Parallel zur Herstellung von rekombinantem Domino B in Sf9 Zellen wurde auch 

versucht, eine stabil-exprimierende Domino B Zelllinie zu generieren. Damit sollte 

erreicht werden, Domino B Komplexe aufzureinigen und assoziierte Proteine zu 

identifizieren. In ersten Vorversuchen wurden zuerst transient-exprimierende Zelllinien 

in verschiedenen Zelltypen (SL2/KC/Sf4 Zelllinien) erstellt, um herauszufinden, welche 

Zellen für eine Expression von Domino B am besten geeignet sind. Des Weiteren wurden 

diese Zellen mit unterschiedlichen Plasmid Konzentrationen transfiziert, um die Menge 

an DNA mit der höchsten Effizienz in der Proteinausbeute bestimmen zu können. Es 

zeigte sich, dass die am besten geeignete Zelllinie die SL2 Zellen sind. Die transfizierte 

DNA Konzentration von 2,4 µg erbrachte die höchste Proteinausbeute. 

 

 
 
Abb. 32: Western Blotanalyse der transienten Proteinexpression von Domino B in SL2 und Sf4 
Zellen. Die Membran wurde nach dem Transfer mit dem anti-FLAG Antikörper beprobt. Die 
angegebenen Zahlen unter jeder Spur zeigen die verwendete Menge DNA Menge [in µµµµg] pro 
Transfektion.  
 

 

Nach diesen Transfektionsvorversuchen wurden nun SL2 Zellen sowohl mit Domino B 

Wildtyp, als auch mit der Domino B K945R Mutante transfiziert und versucht, eine 

stabil-exprimierende Domino B Zelllinie zu generieren. Es wurden verschiedene 



Ergebnisse 

 65

Vektoren mit zwei unterschiedlichen Antibiotikaresistenzen verwendet. Dabei handelte 

es sich entweder um eine Hygromycin- oder um eine Blasticidinresistenz. Als Kontrolle 

wurden parallel nicht-transfizierte SL2 Zellen in gleicher Weise wie die Domino B- 

exprimierenden Zellen behandelt. Die transfizierten Zellen wurden über einen Zeitraum 

von mehreren Wochen amplifiziert. Mit einer Menge von 1 x 109 Zellen wurde ein 

Kernextrakt hergestellt und dieser mittels Domino B anti-FLAG Affinitätsreinigung 

weiter prozessiert. Domino B bzw. Domino B Komplexe sollten mittels Westernblot bzw. 

Coomassie-Färbung/Silberfärbung detektiert werden. Es ist bis dato jedoch noch nicht 

gelungen, größere, ausreichende Mengen an Domino B-exprimierenden SL2/KC/Sf4 

Zellen zu gewinnen. Es wird deshalb in Zukunft notwendig sein, genauere Evaluierungen 

durchzuführen, um eine stabil-exprimierende Domino B Zelllinie zu etablieren. Diese 

sollte dazu dienen, Domino B Komplexe zu isolieren, exakter zu charakterisieren und 

assoziierte Proteine zu bestimmen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Diskussion 

 66

4 Diskussion 

 

Das domino Gen wurde in Drosophila melanogaster im Rahmen eines Screenings für 

hämatopoetische Fehlbildungen entdeckt. Es konnte gezeigt werden, dass domino für das 

Überleben und die Proliferation von Zellen notwendig ist. Des Weiteren spielt es bei 

weiblichen Drosophila Organismen eine Rolle bei der Oogenese. Einige Untergruppen 

der SWI2/SNF2 Familie, wie ISWI [227], BRM [144] und Mi-2 [228] zeigen ähnliche 

Aufgaben in der Regulation zellulärer Abläufe.  

BRM und ISWI stellen zwei gut bekannte Mitglieder der SWI2/SNF2 Familie in 

Drosophila dar. Beide Proteine bilden Untereinheiten großer Proteinkomplexe [145], 

[146], [168]. Drosophila ISWI, zum Beispiel, kommt in drei verschiedenen 

nukleosomalen Remodelling Komplexen vor - NURF, ACF und CHRAC. In jedem dieser 

Komplexe interagiert ISWI mit unterschiedlichen Partnern, die jeweils für eine 

bestimmte Funktion des Proteinkomplexes verantwortlich sind [145], [146], [159], [229].  

Domino B zeigt ATPase Aktivität in Anwesenheit von DNA und Nukleosomen mit 

Präferenz für die Histonvariante H2AvD. ISWI hingegen bevorzugt Nukleosomen mit 

dem „normalen“ H2A. Eine neuere Studien zeigte, dass Domino A als Mitglied des 

Tip60 HAT Komplexes phosphoryliertes und acetyliertes H2AvD an DSB austauscht und 

somit in Prozesse der DNA Reparatur involviert ist [2]. Die Präferenz für H2AvD lässt 

auch vermuten, dass Domino Proteine eine Rolle in der Bildung von Heterochromatin 

spielen [105]. Domino B scheint in ähnliche Prozesse an der DNA involviert zu sein, 

zumal sich auch hier eine Präferenz für die Histonvariante zeigt. Inwieweit Domino A 

und Domino B interagieren ist noch nicht geklärt und erfordert weitere Untersuchungen. 

Auch die Identifizierung von Domino B-assoziierten Proteinen stellt einen interessanten 

Aspekt für zukünftige Studien dar. 
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4.1   Fehlerdiskussion 

4.1.1   Drosophila melanogaster als Modellorganismus 

Wie schon in der Einleitung aufgeführt, werden zahlreiche molekularbiologische Studien 

im Modellorganismus Drosophila melanogaster durchgeführt.  

Eine Vielfalt von Remodelling Komplexen sowie deren Funktionen konnten erstmals in 

diesem Organismus identifiziert werden - darunter dISWI und die damit assoziierten 

Komplexe dNURF, dACF und dCHRAC [159].   

Im Jahre 2001 isolierten Ruhf et al. die Gene von Domino A und Domino B aus 

Drosophila melanogaster [1]. 2004 wurde der Tip60 HAT Komplex, der Domino A 

enthält, aufgereinigt [2].  

Vorteile von Drosophila melanogaster als Modellorganismus sind der kurze 

Lebenszyklus von etwa 10 Tagen und die hohe Reproduktionsrate. Das Genom dieses 

Modellorganismus ist komplett sequenziert (13500 Gene). Diese Eigenschaften 

vereinfachen Studien von genetischen Mechanismen in der Entwicklung des Organismus.  

Die Haltung im Labor stellt im Vergleich zu anderen Modellorganismen (z.B. Mäusen) 

einen kostengünstigen Aspekt dar. Drosophila bietet eine riesige Auswahl an Mutanten, 

die zur Erforschung von Genen und zum Verstehen molekularer Mechanismen beitragen. 

Die gewebespezifische Expression mit dem UAS-Gal-4 System ist einfach zu handhaben 

und RNA-Interferenz trägt zur Vielfältigkeit der Forschungsmöglichkeiten bei. Bei RNA- 

Interferenz oder kurz RNAi handelt es sich um einen natürlichen Mechanismus, der die 

Genexpression einzelner Gene hemmt.  

Ein weiterer positiver Aspekt ist die Möglichkeit von in vivo Experimenten. Die 

Untersuchung von DNA Reparatur Prozessen und Histonuntersuchungen ist in 

Drosophila melanogaster gut etabliert. 

Der Nobelpreis für Medizin wurde 1995 an die Forscher Christiane Nüsslein-Volhard 

und Eric Wieschaus vergeben. Sie entdeckten durch die Herstellung von etwa 20000 

Mutanten die Funktion von rund 120 Genen.  

Ein Nachteil von Drosophila melanogaster als auch von weiteren etablierten 

Modellorganismen in der Entwicklungsbiologie, z.B. Caenorhabditis elegans oder 

Xenopus laevis, ist die relativ entwicklungsgeschichtliche Distanz zum Menschen. Es ist 
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zu bedenken, dass die identifizierten Proteine nicht immer dieselbe Funktion wie Proteine 

aus dem menschlichen Organismus aufweisen. Eine allgemeine Übertragung auf den 

Menschen ist deshalb nicht möglich.  

 

4.2   Domino A und Domino B - Mitglieder hochmolekularer Proteinkomplexe 

 

In der Studie von Ruhf et al. 2001 wurde postuliert, dass Domino A und Domino B, 

Mitglieder der SWI2/SNF2 Familie, in großen Proteinkomplexen vorkommen. Große 

Unterschiede zwischen kalkulierter Proteinmasse (350 kDa für Domino A bzw. 250 kDa 

für Domino B) und ihrem, durch Größen-Ausschluss-Chromatographie ermittelten, 

nativen Gewicht von 2MDa stützen diese Vermutung [1].  

In dieser Arbeit sollten mittels verschiedener Chromatographieschemata Domino A und 

Domino B Komplexe aufgereinigt und identifiziert werden. Es war leider nicht möglich 

Domino B mit den vorhandenen Antikörpern zu detektieren, da diese zu starken 

unspezifischen Hintergrundreaktionen geführt haben.  

Domino A konnte in den verschiedenen Chromatographieschemata mittels Westernblot 

detektiert werden. Das native Molekulargewicht von Domino A in partiell gereinigten 

Fraktionen als auch in mehrfach gereinigten Fraktionen betrug ca. 2 MDa (siehe 

Ergebnisse Chromatographie). Diese Ergebnisse sind gut vereinbar mit den 

Untersuchungen von Ruhf et al., und bestätigen, dass Domino A in großen 

Proteinkomplexen vorkommt [1]. Die Trennung von ISWI macht eine Komplexbildung 

von Domino A und dieser ATPase unwahrscheinlich.  

Kusch et al. isolierten im Jahre 2004 den Tip60 HAT Komplex aus Drosophila 

melanogaster, der die ATPase Domino A enthält. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Histonvariante H2AvD mit dem Tip60 HAT Komplex koeluiert und somit einen festen 

Bestandteil des Komplexes bildet [2].   

In dieser Arbeit wurden verschiedene Fraktionen aus der Chromatographie mit dem 

H2AvD Antikörper beprobt. Auch hier zeigte sich ein positives Signal in den Domino A- 

enthaltenden Fraktionen (Ergebnisse nicht gezeigt). Interessanterweise fiel auf, dass 

Domino A auch mit Actin koeluiert. Es ist möglich, dass es sich hierbei um sogenannte 
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ARPs handelt. ARPs sind essentielle Bestandteile des INO80 und SWR1 Komplexes. 

Insbesondere Arp5 und Arp8, sind notwendig für die enzymatische Aktivität von INO80 

[201]. Der SWR1 Komplex benötigt unter anderem Arp4 und Arp6 um Htz1 in 

Chromatin zu inkorporieren [215].  

Bei der Aufreinigung des Tip60 HAT Komplexes konnten keine ARPs detektiert werden 

[2]. Somit scheinen diese Proteine nicht essentiell für die Funktion dieses Komplexes zu 

sein. Dies lässt vermuten, dass neben Tip60 Domino-enthaltende Komplexe existieren, 

die Actin als funktionelle Untereinheit benötigen, wie es z.B. bei INO80 und SWR1 der 

Fall ist [201], [215].  

Weitere Untereinheiten von Domino A konnten mittels Chromatographie und 

Westernblot nicht identifiziert werden. Dies kann unterschiedliche Ursachen haben. Die 

Proteinmenge hatte nach jeder Chromatographie abgenommen, eine Konzentration von 

Domino A gelang auch durch die Kombination verschiedener Chromatographieschemata 

nicht. Es kann angenommen werden, dass die Bindungsstärke der Domino Proteine an die 

Chromatographiesäulen nicht ausreichend war. Als Ursache einer Abnahme der 

Bindungsstärke kommen Änderungen der elektrischen Ladung, der Proteingröße sowie 

die Beeinflussung der Stabilität und Funktion von Proteinkomplexen durch den 

Aufreinigungsprozess in Frage. Eine weitere Möglichkeit des Proteinverlustes stellt die 

Präzipitation der Domino A Proteine aufgrund von pH- bzw. Ionenveränderungen entlang 

der Chromatographiesäulen dar. Auch Abspaltungen wichtiger Untereinheiten während 

der Aufreinigung führen zur Inaktivierung enzymatisch wirksamer Proteine [216]. Eine 

mögliche Proteolyse der Domino A Proteine wurde durch Zugabe von Protease- 

Inhibitoren verhindert. Es ist nötig weitere Chromatographieschemata zu etablieren, um 

Domino A Komplexe in ihrer Gesamtheit zu isolieren und folglich ihre Funktionalität 

untersuchen zu können. 

 

4.3    Domino Proteine besitzen ATPase Aktivität 

 

ATP-abhängige Remodelling Komplexe haben wichtige Funktionen in der Erhaltung, 

Übertragung und Expression von Genen. Es konnte gezeigt werden, dass Mitglieder der 



Diskussion 

 70

SWI2/SNF2 Familie deutliche ATPase Aktivität besitzen [118]. SWI/SNF, INO80, ISWI 

und Mi-2 stellen die vier bekannten Klassen der Remodelling Komplexe dar. Jedes 

Mitglied dieser Gruppen zeichnet sich durch eine individuelle Komposition von 

Untereinheiten und eine unterschiedliche ATPase Domäne aus [111], [112], [117], [128]. 

Domino A und B werden ebenfalls der SWI2/SNF2 Familie zugeteilt [1]. Die 

zweigeteilte ATPase Domäne der Domino Proteine ist auch im INO80 Komplex in Hefe 

zu finden. INO80 nutzt die Hydrolyse von ATP um DSB zu reparieren [98], [204]. Kush 

et al. zeigten, dass die ATPase Domino A Mitglied des Tip60 HAT Komplexes ist. Tip60 

nutzt ebenfalls die Energie von ATP um in Prozesse der DNA Reparatur einzugreifen. 

Ähnlich wie beim SWR1 Komplex kommt es zu  Histonaustauschreaktionen in der Nähe 

von DSB. Das bevorzugte Substrat von Tip60 und somit von Domino A stellt in diesem 

Fall die Histonvariante H2AvD dar [2].   

In dieser Arbeit wurden Domino A und B auf ATPase Aktivität untersucht. In den hier 

durchgeführten ATPase Assays mit dem durch Chromatographie aufgereinigtem Domino 

A konnte keine spezifische ATPase Aktivität aus den bereits oben erwähnten Gründen 

nachgewiesen werden.  

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei rekombinantem Domino B reproduzierbare ATPase 

Aktivität (s. Ergebnisse). Domino B scheint Nukleosomen mit der Histonvariante H2AvD 

zu bevorzugen. Dies lässt vermuten, dass Domino B ähnliche Aufgaben wie Domino A 

erfüllt. Möglicherweise interagieren Domino Proteine und erfüllen ähnliche Aufgaben bei 

der DNA Reparatur. Aber auch die Bildung von Heterochromatin könnten Aufgaben von 

Domino B darstellen, zumal H2AvD als Produkt von Pc-G Genen an der Kondensierung 

von Chromatin beteiligt ist [105].   

 

4.4   Herstellung und Eigenschaften von rekombinantem Domino B 

 

Wie bereits oben beschrieben wurde, war es nicht möglich Domino A/B Komplexe 

mittels Chromatographie aufzureinigen und ihre Funktionalität zu testen. Die nicht 

ausreichende Bindungsstärke der Domino Proteine an die Chromatographiesäulen 

aufgrund Änderungen der elektrischen Ladung, der Proteingröße sowie die Beeinflussung 
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der Stabilität und Funktion von Proteinkomplexen stellen wie bereits oben beschrieben 

mögliche Ursachen dar. Bezüglich der fehlenden Detektion von weiteren Untereinheiten 

muss an Verluste während der Aufreinigung gedacht werden, was möglicherweise auch 

für die fehlende Aktivität von Domino A verantwortlich war.  

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit versucht, rekombinantes Domino B 

herzustellen. Mittels dem Baculovirus System war es gelungen aus Sf9 Zellen 

rekombinantes Domino B zu isolieren und funktionell zu untersuchen. In einer 

massenspektrometrischen Analyse wurde sicher gestellt, dass es sich bei dem 2,2 MD 

Protein um Domino B handelt (Ergebnisse nicht gezeigt). In Folge war es möglich mit 

dem rekombinanten Domino B Protein funktionelle Studien durchzuführen. Im ersten 

Schritt wurde das Verhalten von Domino B im Vergleich zu rekombinantem ISWI 

gegenüber verschiedenen Substraten getestet. In vitro Untersuchungen zeigten, dass die 

ATPase Aktivität von ISWI am stärksten an Nukleosomen ausgeprägt ist, die das 

„normale“ Histon H2A enthalten [29]. In Gegenwart von freier DNA oder Histonen, die 

die Histonvariante H2AvD enthalten, ist die Aktivität um mehr als die Hälfte reduziert (s. 

Ergebnisse). Diese Ergebnisse zeigen die hohe Substratspezifität von ISWI für das Histon 

H2A. Die Drosophila-spezifische Histonvariante H2AvD stellt das bevorzugte Substrat 

von Domino B dar, während ISWI hier kaum Aktivität zeigte. Die ATPase Aktivität von 

Domino B an Nukleosomen, die das Histon H2A enthalten war im Vergleich zu ISWI 

äußerst gering (s. Ergebnisse). Diese Beobachtungen sind gut vereinbar mit den 

Ergebnissen von Kusch et al. Hier zeigte sich, dass Domino A als Mitglied des Tip60 

HAT Komplexes, ebenfalls eine Substratspezifität für H2AvD aufweist, indem es am 

Austausch von phosphoryliertem und acetyliertem H2AvD gegen unmodifiziertes 

H2AvD an DSB beteiligt ist [2]. Diese Ergebnisse stützen die These, dass Remodelling 

auf unterschiedliche Zielregionen gerichtet ist und spiegeln somit die Funktionsvielfalt 

der verschiedenen Remodelling Komplexe in Drosophila melanogaster wieder. 

In einen weiteren Schritt wurde die Enzymkinetik von rekombinantem Domino B im 

Vergleich zu rekombinantem ISWI untersucht. Es zeigte sich, dass ISWI eine geringere 

Toleranz gegenüber steigenden Salzkonzentrationen aufweist als Domino B. Die ATPase 

Aktivität von Domino B ist bei einer Salzkonzentration von 0,05 M KCL am stärksten 

ausgeprägt. Hierbei zeigt sich auch eine hohe Substratspezifität für die Histonvariante 
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H2AvD. Die ATPase Aktivität von ISWI ist bei niedriger Salzkonzentration am stärksten 

und nimmt mit steigender KCL Menge ab, wobei bereits bei einer Salzkonzentration von 

0,15 M KCL keine Aktivität mehr detektierbar ist. Domino B zeigt auch bei einer 

Salzkonzentration von 0,2 M KCL noch etwa die Hälfte der ATPase Aktivität wie bei 

0,05 M KCL, im Verlauf nimmt jedoch die Substratspezifität für die Histonvariante 

H2AvD ab (s. Ergebnisse). Es ist anzunehmen, dass das Domino B Protein mit steigender 

Salzkonzentration denaturiert und somit die Aktivität, wie auch bei ISWI zu sehen ist, 

sinkt. Die Stabilität von rekombinantem Domino B ist der von rekombinantem ISWI 

überlegen. Es ist jedoch zu beachten, dass rekombinantes Domino B verwendet wurde. 

Es sind weitere Studien nötig um die Enzymkinetik von Domino B Komplexen zu 

untersuchen um Rückschlüsse auf die Funktionalität des Komplexes als Ganzes stellen zu 

können. Bezüglich der Substratspezifität kann spekuliert werden, dass eventuell die 

Bindungsstellen für die Histonvariante mit steigender Salzkonzentration im Rahmen der 

Denaturierung geschädigt werden und somit die Spezifität für H2AvD abnimmt. Es ist 

jedoch auch möglich, dass H2AvD hohe Salzkonzentrationen weniger stark toleriert und 

denaturiert. Insgesamt kann man aus diesen Experimenten ersehen, dass der 

Aktivitätsprozess abnimmt, je weiter der pH-Wert sinkt.  

Bietet man rekombinantem Domino B steigende Substratmengen, lässt sich kaum eine 

Zunahme der ATPase Aktivität erkennen. Dies lässt Rückschlüsse zu, dass die 

Bindungsstellen bereits bei geringer Substratkonzentration besetzt sind und somit keine 

signifikante Aktivitätssteigerung mehr möglich ist. Möglicherweise ist daher nur ein 

geringer Teil des rekombinanten Proteins aktiv. Die Spezifität für die Histonvariante 

H2AvD nimmt bei hohen Substratkonzentrationen zugunsten der Aktivität gegenüber 

DNA als Substrat ab.  

Anders zeigt sich eine beträchtliche Steigerung der ATPase Aktivität bei steigender 

Enzymmenge. Bei Verdopplung der Domino B Konzentration, lässt sich in etwa auch 

eine Verdopplung der ATPase Aktivität erkennen. Dies stützt die These, dass nur wenige 

Bindungsstellen für die Histonvariante vorhanden sind. Die ATPase Aktivität steigt 

folglich bei Zunahme der Enzymmenge, da wieder Bindungsstellen für H2AvD 

geschaffen werden. Ein erhöhtes Substratangebot hat jedoch insgesamt wenig Einfluss 

auf die ATPase Aktivität.  
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Als weiteren Versuch zur Charakterisierung von Domino B wurde ein time course assay 

zur Untersuchung der Enzymkinetik zusammen mit der Domino B K945R Mutante (s. u.) 

durchgeführt. Rekombinantes ISWI diente als Kontrolle. Interessanterweise zeigte sich 

hier, neben der bereits beschriebenen Substratspezifität für die Histonvariante H2AvD, 

dass die ATPase Aktivität von rekombinantem Domino B erst nach 15 Minuten linear 

ansteigt und nach 60 Minuten ein Maximum erreicht. Eine weitere Steigerung der 

ATPase Aktivität nach 120 Minuten war nicht ersichtlich. Rekombinantes ISWI hingegen 

zeigte in Gegenwart von Histon H2A bereits von Anfang an hohe ATPase Aktivität. Der 

lineare Anstieg war im Vergleich zu Domino B in Gegenwart der Substrate H2AvD und 

DNA viel geringer und erreichte in keinem Fall die Werte von Domino B. In Gegenwart 

von DNA zeigte ISWI im Verlauf annähernd gleichbleibende Aktivität, während in 

Gegenwart der Histonvariante H2AvD die ATPase Aktivität abnahm. Die Mutante (s. u.) 

war in Gegenwart der drei verschiedenen Substrate nicht aktiv.  

Insgesamt lässt sich bei diesem Experiment sehr gut erkennen, dass sich rekombinantes 

Domino B in der Enzymkinetik stark von rekombinantem ISWI unterscheidet, obwohl 

beide Enzyme derselben Proteinfamilie zugeordnet werden. Dies betrifft die 

Substratspezifität, das Aktivitätsmuster und daher wahrscheinlich auch die spezifischen 

Aufgaben dieser Proteine.  

 

4.5   Eine Punktmutation an Lysin 945 in Domino B führt zum Verlust der ATPase 

Aktivität  

 

ISWI, ein sehr gut charakterisiertes Enzym in Drosophila, kann durch eine einzige 

Punktmutation von Lys 159 in ein Arginin inaktiviert werden. Diese Änderung kommt 

durch eine Veränderung der Bindungseigenschaften von mutiertem ISWI zustande. Die 

Bindung von ATP ist somit nicht mehr möglich, was in einen Funktionsausfall des 

Enzyms resultiert [149].  

Domino B besitzt im Vergleich zu ISWI eine zweigeteilte ATPase Domäne, deren 

Funktion noch nicht genau geklärt werden konnte [1].  
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Orthologe Enzyme, wie INO80 und SWR1 in Hefe, die ebenfalls eine split-ATPase 

Domäne besitzen, wurden bis dato nur durch Deletionsstämme inaktiviert [230]. Daten 

über die Inaktivierung dieser Enzymkomplexe durch eine einzige Punktmutation, wie es 

bei ISWI der Fall ist, existieren bis dato nicht. 

Die im Ergebnisteil gezeigte vollständige Inaktivierung der ATPase Aktivität in der 

Domino B K945R Mutante bekräftigt, dass die split-ATPase in Domino B durch eine 

einzige Punktmutation vollständig inaktiviert werden kann.  

Die Inaktivierung des ISWI Proteins durch die Punktmutation von Lysin 159 

korrespondiert mit der Punktmutation von Lysin 945 in Domino B (siehe Ergebnisse). 

Dies lässt vermuten, dass sich die ATPase Domänen der split-ATPase Domino B und der 

ATPase ISWI in ihrem Aufbau ähneln. Man kann somit postulieren, dass die ATPase 

Domäne stark konserviert ist und damit die Aminosäuresequenz nicht nur einen Einfluss 

auf die Struktur und die Faltung der ATPase Domänen hat, sondern auch das aktive 

Zentrum definiert.  

 

4.6 Mögliche Funktionen von Domino B  

4.6.1   DNA Reparatur 

DSB spielen eine entscheidende Rolle für das Überleben von Zellen. Ungenaue bzw. 

ineffiziente Reparaturen von DSB führen zur Genominstabilität, was zum Tod der Zelle 

oder sogar zur Entstehung von Krebs führen kann. Um DSB reparieren zu können 

müssen Enzyme, die in DNA Reparaturmechanismen involviert sind, Zugang zur DNA 

erhalten. Einerseits existieren hierfür Enzyme, die kovalent die vier Core Histone 

modifizieren. Zum anderen lockern Chromatin Remodelling Komplexe unter ATP-

Hydrolyse Interaktionen zwischen Histonen und der umgebenden DNA.  

Die erste Histonmodifikation, die speziell mit DSB in Verbindung gebracht wurde, war 

die Phosphorylierung von H2AX (γ-H2AX). Diese ereignet sich unmittelbar nach dem 

Auftreten von DSB und verbreitet sich über die Chromatin Domänen, welche die 

beschädigten DNA Abschnitte umgeben [231]. Folglich kommt es zur Rekrutierung von 

DNA Reparatur Enzymen wie BRCA1 [232] und MDC1 [233], [234].  
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In S. cerevisiae kommt es in der Nähe von DSB zur Phosphorylierung von S128 im 

Histon H2A durch die ATM/ATR Homologen Tel1 und Mec1 [82], [235], [236]. 

Phosphoryliertes H2A breitet sich ebenfalls um die DSB aus und bildet das Signal für die 

Rekrutierung von INO80 und SWR1, wodurch die DNA Reparatur initiiert wird [98], 

[99], [204], [237]. SWR1 katalysiert den Austausch von H2A gegen Htz1, was Effekte 

auf grundliegende zelluläre Prozesse wie die Transkription oder die Bildung von 

Heterochromatin (s.u.) hat [99], [209], [212]. Einen direkten Einfluss auf die DNA 

Reparatur scheint SWR1 nicht zu haben.  

In Drosophila melanogaster wird H2AvD an S137 infolge von DSB phosphoryliert [98], 

[204], [238]. Kusch et al. zeigten, dass es im Anschluss an die Phophorylierung von 

H2AvD zur Rekrutierung des Tip60 Komplexes kommt, der sowohl über ATPase als 

auch Acetylase Aktivität verfügt. Dieser bindet phosphoryliertes H2AvD und tauscht es 

durch unmodifiziertes H2AvD aus. Bei der ATPase, die diesen Vorgang katalysiert 

handelt es sich um Domino A [2]. Diese Ergebnisse schreiben Domino A eine wichtige 

Rolle bei der Reparatur von DSB zu.  

In der vorgelegten Arbeit zeigte sich in durchgeführten ATPase Assays, dass Domino B 

eine Präferenz für die Histonvariante H2AvD besitzt. Diese Daten postulieren eine 

wichtige Rolle von Domino B bei DNA Reparaturprozessen. Es kann spekuliert werden, 

dass die Aufgaben von Domino B-enthaltenden Remodelling Komplexen dem Tip60 

HAT Komplex ähnlich sind. Durch die hohe ATPase Aktivität in Gegenwart der 

Histonvariante H2AvD (und damit laut Kusch et al. an DSB) wird Energie freigesetzt, 

welche bei Histonaustauschreaktionen im Rahmen von Reparaturprozessen benötigt wird. 

Damit könnte Domino B einerseits als Energieträger bei der Reparatur beschädigter DNA 

Abschnitte eine wichtige Rolle spielen. Andererseits könnte für eine effiziente DNA 

Reparatur auch die Kooperation von Domino B-enthaltenden Enzymkomplexen mit dem 

Tip60 HAT Komplex notwendig sein.  

Die Ähnlichkeit zu SWR1 in Hefe lässt weitere Vermutungen über die Funktion von 

Domino B zu. Durch Histonaustauschreaktionen bzw. die Inkorporation von 

Histonvarianten an Promotoren kann es zur Repression der Transkription kommen, um 

z.B. das Ablesen von beschädigten DNA Abschnitten zu verhindern. Die Bildung von 
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transkriptions-inaktiven Bereichen in der Nähe von DSB ist Voraussetzung für eine 

effiziente DNA Reparatur, die z.B. durch den Tip60 Komplex initiiert wird. 

 

4.6.2   Bildung von Heterochromatin 

Chromatin ist eine sehr dynamische Struktur, die eine wichtige Rolle bei der DNA 

Replikation, Transkription und DNA Reparatur spielt. ATP-abhängige Chromatin 

Remodelling Komplexe können durch Verschieben von Histonen entlang der DNA die 

Kompaktheit des Chromatins beeinflussen. Des Weiteren tragen kovalente 

Modifikationen der Histon Tails zur Veränderung der Chromatinstruktur bei.  

Untersuchungen des Tip60 Komplexes in Drosophila melanogaster zeigten, dass die 

Untereinheit Reptin, die auch in anderen Chromatin Remodelling Komplexen enthalten 

ist, für die Stilllegung von Chromatin verantwortlich ist. Domino A als Mitglied ähnelt 

p400 und SRCAP in Säugetieren und Swr1 in Hefe [239]. Es konnte gezeigt werden, dass 

der SWR1 Komplex die Histonvariante H2A.Z (Htz1 in Hefe) gegen H2A-enthaltende 

Nukleosomen austauscht [99], [209], [212]. In Hefe wurde gezeigt, dass Htz1 an der 

Bildung von Heterochromatin beteiligt ist [240], [241]. Der Austausch von 

Histonvarianten scheint eine konservierte Eigenschaft in der Regulation von Chromatin 

zu sein, zumal in einer Arbeit von Swaminathan et al. gezeigt wurde, dass sich 

Drosophila H2Av genetisch wie ein Pc-G Gen verhält und PEV unterdrückt. Dies führt 

zur Bildung von Heterochromatin und der Stilllegung von Genen [105]. Domino A 

tauscht acetyliertes und phosphoryliertes H2AvD gegen unmodifiziertes H2AvD an DSB 

aus [2]. Es kann angenommen werden, dass der durch Tip60 induzierte Austausch von 

Histonvarianten zu einer Repression der Transkription führt und somit eine wesentliche 

Rolle in der epigenetischen Stilllegung von Genen spielen könnte [242]. 

In dieser vorgelegten Arbeit zeigte sich die bereits beschriebende erhöhte ATPase 

Aktivität von Domino B in Anwesenheit der Histonvariante H2AvD (siehe Ergebnisse S. 

53). Zum anderen wurde in einer FLAG-Affinitätsreinigung nachgewiesen, dass die 

Histonvariante H2AvD mit Domino B koeluiert (Daten nicht gezeigt). Entsprechend 

gängiger molekularbiologischer Sichtweisen ist damit von einer Bindung der 
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Histonvariante H2AvD an Domino B auszugehen. Diese Ergebnisse verdeutlichen den 

engen Zusammenhang zwischen der Histonvariante H2AvD und den Domino Proteinen.  

Ähnlich wie SWR1 könnte Domino B an der Bildung von Heterochromatin beteiligt sein. 

Dafür spricht die Präferenz für die Histonvariante H2AvD, die wie bereits beschrieben 

wesentlich an der Bildung von Heterochromatin beteiligt ist. Domino B könnte zur  

Repression der Transkription beitragen, indem es durch Histonaustauschreaktionen die 

Chromatinstruktur verändert und dadurch die Kompaktheit von Chromatin erhöht. Nimmt 

man an, dass Domino A und somit der Tip60 Komplex mit Domino B Komplexen 

kooperiert, ist folgende Hypothese möglich: Domino B Komplexe führen in der 

Umgebung von DSB zur Stilllegung von Genen und verhindern somit das Ablesen eines 

beschädigten DNA Abschnitts. Zeitgleich katalysiert Domino A als Mitglied des Tip60 

Komplexes den Austausch von modifiziertem H2AvD gegen unmodifiziertes H2AvD 

und initiiert somit DNA Reparaturprozesse, indem beschädigte DNA Abschnitte 

gekennzeichnet werden. Die Komplexität dieser Abläufe ist jedoch noch lange nicht 

geklärt und erfordert weitere Untersuchungen um die genaue Funktion der Domino 

Proteine zu klären.   

 

4.7   Mögliche Interaktionspartner von Domino B 

Einen Hinweis auf mögliche Interaktionspartner für die split-ATPase Domino B geben 

Analysen der homologen Remodelling Komplexe aus Hefe: SWR1 und INO80. Beide 

Komplexe interagieren mit sogenannten ARPs. In INO80 sind ARPs unentbehrlich für 

die ATPase Aktivität und nukleosomales Remodelling. Zusätzlich wird ihnen eine Rolle 

bei der Koordination verschiedener ATPase Aktivitäten zugeschrieben. In Experimenten 

wurde eine hohe Bindungsaffinität von Arp4 zu phosphoryliertem H2A beobachtet [216]. 

In dieser Arbeit zeigte sich, dass in den Domino A-enthaltenden Fraktionen der 

Chromatographie auch Actin zu detektieren war. Ob es sich hierbei spezifisch um ARPs 

handelte, wurde nicht untersucht. Es gelang nicht, weitere spezifische Interaktionspartner 

zu identifizieren. Mögliche Ursache dafür ist die bereits oben dargestellte Problematik 

der wiederholten aufwendigen Aufreinigungsprozesse, wodurch es möglicherweise zum 

Verlust von Interaktionspartern mit schwacher Bindung zum Komplex kommt. Die 
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Identifizierung dieser und weiterer Proteine könnte einen Aufschluss über die 

Regulationsmechanismen von Domino A und Domino B geben und zusätzlich Aussagen 

über den Mechanismus des H2AvD Austauschs in Chromatin zulassen. 
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6   Abkürzungen 
 

ADP                           Adenosindiphosphat 

ACF                                   ATP-utilizing chromatin assembly and remodelling factor 

APS                                     Ammoniumpersulfat 

ARP                                      Actin related protein 

ATP                                       Adenosintriphosphat 

BAF                                         BRG1 associated factor 

BAP                                        Brahma associated protein 

Bdf1                                       Bromo domain factor 1 

bp                                            Basenpaare    

Bq                                          Bequerel 

BSA                                       Bovine Serum Albumin 

BRCA1                                   Breast cancer 1 

BRG1                                     Brahma related gene 1 

BRK                                        Breast tumor kinase 

BRM                                      Brahma 

c                                             centi 

°C                                         Grad Celsius 

CAF1                                      Chromatin assembly factor 1 

CenH3                                    Centromer Histon H3 

cDNA                                      copy DNA 

CHD                                     Chromodomain-helicase-DNA-binding 

CHRAC                                  Chromatin accessibility complex 

chromo                                    Chromatin organisation modifier 

Ci                                          Curie 

c-Myb                                      myeloblastosis viral oncogene homolog 

c-Myc                                     cellular myelocytomatosis oncogene  

DBINO                                 DNA binding domain of INO80 

dCHD                                      Drosophila CHD 

dMi-2                                   Drosophila Mi-2 
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DNA                                    Desoxyribonucleic acid 

dNURF                                    Drosophila NURF 

dsDNA                                    Doppelstrang-DNA 

DSB                                        Doppelstrangbruch 

dTip60                                     Drosophila Tip60 

DTT                                        Dithiothreitol 

EDTA                                     Ethylendiamintetraacetate 

E2F                                         Elongation factor 2 

EGTA                                     Ethylenglycol-bis(2-aminoethyl)-N,N,N`,N´-tetraacetic 

acid 

FPLC                                      Fast performance liquid chromatography 

FT                                           Flow through (Durchlauf) 

g                                             Gramm 

x g                                          x Erdbeschleunigung 

h                                             Stunde 

HAT                                       Histon Acetyltransferase 

H2Abd                                   Histon 2A barr body deleted 

H2AvD                                  Histon 2A Variante Drosophila 

hCHRAC                               human CHRAC 

HDAC                                   Histon Deacetylase 

hDomino                               human Domino 

HEMG                                  HEPES/EDTA/MgCl2/Glycerol 

HEPES                                 (N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-H´-(2-ethanesulfonic acid) 

HDM                                    Histon Demethylase 

hINO80                                human INO80 

His                                        Histidin 

HMG                                   High mobility group 

HMT                                     Histon Methyltransferase 

HMR                                     Hybrid male rescue 

hNURD                                 human Nucleosomal remodelling and histone deacetylase 

hNURF                                 human Nucleosome Remodelling Factor 
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HP1                                       Heterochromatin Protein 1 

Hsp                                       Heat shock protein 

hSWI/SNF                            human Switch/sucrose non-fermenting  

Htz1                                       Histonvariante H2A.Z in Hefe            

IP                                          Input (Auftrag) 

ISWI                                     Imitation Switch 

Lys                                          Lysin 

kb                                         Kilobase 

KCl                                      Kaliumchlorid 

kDa                                      Kilo Dalton 

KIS                                      kismet 

rpm                                    rotations per minute 

l                                            Liter 

µ                                           mikro 

m                                          Meter 

M                                          Molar 

MALDI-TOF                       Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation - Time Of 

Flying 

MDa                                     Megadalton        

Mi-2                                      Mitchell autoimmune antibody 2  

min                                        Minute 

MLL                                      Mixed Lineage Leukaemia 

Mnase                                    Micrococcal Nuclease 

n                                             Nano 

NaCl                                     Natriumchlorid 

NaMBS                                 Natrium Metabisulfit  

NEB                                      New England Biolabs   

NRD                                     Nucleosome remodelling and deacetylating complex 
 

NuA4                                    Nucleosome acetyltransferase of histone H4 

NURD                                  Nucleosomal remodelling and histone deacetylase 

NURF                                   Nucleosome Remodelling Factor 
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PI3KK                                  Phosphtidylinositol 3-Kinase-like Kinase 

p53                                       Protein 53 kDa 

PAGE                                    Polyacrylamid Gel Elektrophorese 

PBAF                                   Polybromo-associated BAF 

PBAP                                   Polybromo-associated BAP 

Pc-G                                      Polycomb group proteins 

PCR                                     Polymerase Chain Reaction 

PHD                                     Plant homeo domain 

PMSF                                   Phenylmethanesulfonylfluoride 

PolII                                     Polymerase II 

PVDF                                   Polyvinylidene Fluoride 

Arg                                          Arginin 

Rb                                       Retinoblastom 

RNA                                    Ribonukleic acid 

RbAp48                               Rb-associated protein 48 

RSC                                     Remodels the Structure of Chromatin 

RSF                                     Remodelling and Spacing Factor 

RT                                        Raumtemperatur 

Rvb1/Rvb2                          RuvB-like protein 1/2 

Ser                                         Serin 

S. cerevisiae                       Saccharomyces cerevisiae 

SANT                                 SWI3, ADA2, N-CoR and TFIIIB B 

SLIDE                                SANT-like ISWI domain  

SDS                                   Sodiumdodecylsulfate 

SNF2                                Sucrose non-fermenting protein 2  

SNF5                                Sucrose non-fermenting protein 5 

SNF2H                             Sucrose non-fermenting protein 2 homolog 

SNF2L                              Sucrose non-fermenting protein 2-like 

SWI/SNF                          Switch/sucrose non-fermenting 

SWR                                 Swi2/Snf2-related 

Temed                               N,N,N´,N´-Tetramethylethylenediamine 
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Tip60                                 HIV-1 Tat interacting protein, 60kDa 

TRAX                               Drosophila nuclear extracts 

Tris                                   Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

UV                                    Ultraviolett 

V                                        Volt 

V5                                     V5 Epitop des pib/V5-His Vektors (Invitrogen) 

v/v                                     volume per volume 

W601                                200 bp Fragment der Widom 601 Sequenz 

WAC                                WSTF/Acf1/Cbp146 

WAKZ                              WSTF/Acf1/KIAA0314/ZK783.4 

WCRF                      Williams syndrome transcription factor related Chromatin   

                                           Remodelling  Factor 

WT                                     Wildtyp 

w/v                                    weight per volume 

xISWI                                Xenopus ISWI 

Xenopus                          Xenopus laevis 
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