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»A scientist in his laboratory is not only a techncian: he is also a
child placed before natural phenomena which impreshkim like a

fairy tale.”

Marie Curie (1867 — 1934)
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Zusammenfassung

In eukaryontischen Zellen existiert eine VielzaldnvATP-abhangigerRemodelling
Proteinkomplexen, die die Chromatinstruktur auf ekalarer Ebene verandern kdnnen.
In diesen Enzymkomplexen ist, zusatzlich zu assdem Untereinheiten, eine ATPase
vorhanden, welche die notwendige Energie fur sagaeaRemodellingProzesse zur
Verfugung stellt. Es wurde gezeigt, dass dieeenodellingkomplexe in der Lage sind
Repositionierungen von Nukleosomen unter ATP-Hydm@Izu katalysieren, ein Prozess,
der auch alsliding bezeichnet wird. ATP-abhé&ngige Chroma@amodellingkomplexe
konnten mittlerweile aus Hefé&enopus laevisDrosophila melanogasteund Mensch

isoliert werden.

Eine besondere Gruppe stellRemodellingKkomplexe dar, deren ATPase Doméne durch
Insertion einer gewissen Aminosauresequenz, zvesigett. Sie zahlen zu der Gruppe
der sogenanntesplit-ATPasen. INO8O0, ein Mitglied dieser Gruppe, wualke erstes in
Hefe entdeckt und charakterisiert. Es spielt beir deeparatur von DNA-
Doppelstrangbrichen (DSB) eine wichtige Rolle.Orosophila melanogastebesitzen
Domino A und Domino B das Merkmal einsplittATPase. Dagdomino Gen wurde
erstmals in einenScreeningfur Mutationen, die hamatopoetische Fehlbildungen
Drosophila Embryonen verursachen, entdecktDomino kodiert fur zwei
Proteinisoformen, bestehend aus 3202 (Domino A)24#8 (Domino B) Aminoséauren.
Beide besitzen eine 500 Aminosauren lange DNA-atih@anATPase Doméane aus der
SWI2/SNF2 Proteinfamilie, die durch einen Bereidls 451 Aminosauren zweigeteilt ist
[1]. Die Domino Proteine sind Untereinheiten groReoteinkomplexe und spielen eine
wichtige Rolle bei der Modifizierung von Chromatfie haben Einfluss auf den Ablauf
transkriptioneller Prozesse [1] und wirken bei Beparatur von DSB mit [2]. Das Ziel
dieser Arbeit war die mit Domino A und Domino Bergierenden Untereinheiten und
die biochemischen Eigenschaften, sowohl der Enaisyauch der Domino-enthaltenden
Proteinkomplexe, zu identifizieren und zu charakieren.

Obwohl es leider nicht méglich war, Domino A- una@rino B-assoziierte Proteine zu
isolieren, konnten dennoch die enzymatischen Egeften von Domino B

charakterisiert werden. Es stellte sich herauss das ATPase Aktivitat von Domino B



durch DNA und Nukleosomen stimuliert werden kanresDWeiteren zeigten sich
interessanterweise unterschiedliche Enzymaktitate Gegenwart von Nukleosomen,
die das ,normale* Histon H2A enthalten und Nuklenso, bei denen H2A durch die

Histonvariante irDrosophila melanogaster H2AvD - ersetzt worden war.

Vi



Einleitung

1 Einleitung

Desoxyribonukleinsdure (DNA) liegt im eukaryontisohZellkern in Form von grof3en
Nukleinsduremolekiilen als fadige Struktur vor. Rasspricht beim Menschen 3 x°10
Nukleotidpaaren, die auf 23 Chromatinfaden vertsitid. Ein solcher DNA Faden hat
einen Durchmesser von 2 nm und eine L&nge von %0 pro menschlichem
Chromosom. Das heil3t, die gesamte DNA pro hapldelke ist ausgestreckt in etwa 2 m
lang.

Jede eukaryontische Zelle ist mit dem Problem konfert, ca. 2 m DNA in ein
subzelluldres Organell mit 10 um Durchmesser - deltkern - zu packen, ohne ihre
Funktion zu beeintrachtigen. Darlberhinaus musskm fandamentalen nukledren
Prozesse, wie DNA Reparatur, Replikation, Transknp und Rekombinantion der
jeweiligen Enzymmaschinerie zuganglich gemacht eerdind nach individuellem
Bedarf der Zelle fehlerfrei ablaufen. Es stellthssomit die Frage und gleichzeitig die
Forderung nach einem Ordnungsprinzip, um diese dbmg umsetzen zu kénnen. Fur
die enorme Verpackung des gesamten Genoms spikdiere kstark konservierte DNA
Bindeproteine, die Histone, eine wesentliche Rdiie.Zusammenspiel mit zahlreichen

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

1.1 Chromatin

Ende des 19. Jahrhunderts wurde gezeigt, dassetedisghe Material in Form einer
komplexen Struktur organisiert ist, die aus DNA uPibteinen besteht und in einem
hochspezialisierten subzellularen Kompartiment, deuokleus, lokalisiert ist. Als es
gelungen war, diese Struktur mit grundlegenden drédthoden sichtbar zu machen,
erhielt sie den Namen Chromatin (ghroma Farbe und grsoma Karper) [3]. Am
Anfang des 20. Jahrhunderts wurde mikroskopiscibéetet, dass sich Chromatin aus
verdichteten und aufgelockerten Bereichen zusametemsdie man durch deren

unterschiedliches Farbeverhalten voneinander wfteiden konnte. Stark angefarbte
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Bereiche wurden als Heterochromatin, weniger interengefarbte Abschnitte als
Euchromatin bezeichnet [4], [5].

Euchromatin und Heterochromatin differieren jedatht nur durch ihre verschieden
starke Kompaktheit (= Farbbarkeit). Es wird aucgearommen, dass diese in Bezug auf
ihre Funktion zwei verschiedene ZustandsformenA reprasentieren. Euchromatin
ist vor allem durch eine ,offene“ Struktur gekenich@et und wird als tUberwiegend
transkriptions-aktive Region angesehen. Im Gegendakzu besteht Heterochromatin
vorwiegend aus inaktiven DNA Sequenzen. Man unteisiet drei Arten von
Heterochromatin: Konstitutives oder auch ,zentrdssdres” Heterochromatin spielt
maoglicherweise eine Rolle bei der Stilllegung voestimmten Genen; fakultatives
Heterochromatin ist fur die Stilllegung eines wabén X-Chromosoms verantwortlich.
Dadurch entsteht das Barr-Kérperchen. Funktionelldsterochromatin ist nach
Ausdifferenzieren einer somatischen Zelle verantwebtr fur die Stilllegung von
bestimmten Bereichen eines Chromosoms, abhangigleoZellfunktion. Euchromatin
ist vergleichsweise viel dynamischer und kann sidgiihrend spezifischer zellularer
Ereignisse bemerkenswerten Veranderungen auf Ebédee Verpackungsdichte

unterziehen [6], [7].



Einleitung

DNA

Nucleosome

Heterochromatin

Coactivator complexes
Loss of H1

Histone modifications
0.9, acetylation, phosphorylation, methylation

Histone methylation
Histone deacetylation
Corepressor complexes

Euchromatin

el bk
¢ Histone modifications

Abb. 1. Heterochromatin ist die kompakte “geschlossne” Form von Chromatin, welche mit der
Stilllegung von Genen assoziiert ist. Die Aktivierng von Chromatin in seine “offene” Form wird
durch die Modifizierung von Core Histonen reguliert und macht Genexpression moglichAuch das
Entfernen desLinker Histones H1 sowie Veranderungen im DNA Methylierugsstatus sind wichtig
fur diesen Prozess [8].

1.1.1 Chromatinfaser und -struktur

Im Jahre 1976 wurde erstmalig das sogenannte Naheoals strukturelle und
funktionelle Einheit des Chromatins mittels bioclszher und
elektronenmikroskopischer Analysen identifizierf, [20].

Ein Nukleosom besteht aus 147 Basenpaaren (bp) DNA,um ein Histonoktamer
gewickelt ist. Ein Tetramer aus den Histonen H3 i bildet zusammen mit zwei
Histondimeren H2A und H2B das Hist@ore Partikel[11]. Zwei dieserCore Partikel
sind durch ein DNA Stick von ca. 20-80 bp, der sagaten Linker Region,
voneinander getrennt. Hintereinander geschaltetdedsomen, die wie Perlen an einem
DNA Faden aufgereiht sind, bilden zusammen einerrasn 10 nm Durchmesser [12].
Diese Konfiguration nennt man die Priméarstrukture dlie erste Stufe der DNA

Verpackung im Nukleus darstellt. Weitere hinteraster geschaltete Spiralisierungs- und
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Faltungsmechanismen fuhren zu einer weiteren Kamerung der DNA [13], [14],
[15].

Die Inkorporation von Histon H1 ermdglicht eine wee¢ Ebene der Verpackung der
Chromatinfaser mit einem Durchmesser von etwa 30 [@6], [17]. Letztendlich
definieren intermolekulare Interaktionen zwischemklosomen und anderen Nicht-
Histonproteinen, wie die Proteine der HM@&8igh Mobility Group), Heterochromatin
Protein 1 HP1) oder Polycomb Grupp®¢-G), eine Chromatinstruktur héherer Ordnung
[18], [19]. Somit ist es moglich, einen 2 m lang@mromatinfaden, der somit im
Metaphasechromosom mit einer ca. 20000-fachen Vauk@ ein Maximum erreicht, in
einen Zellkern von anndhernd it Durchmesser zu packen und zu organisieren.
Jedes der Histonmolekule dé€sre Partikelsbesitzt an seinem C-terminalen Ende einen
~globuléaren* Abschnitt, der den inneren Teil deskMwsoms bildet, sowie eine flexible
N-terminale Region, die aus dem Nukleosom ,heraiSr®ie N-terminalen Abschnitte
werden als HistorTails bezeichnet. Dieser Teil des Nukleosoms ist in creeslenen
Spezies sehr ahnlich organisiert und stellt desdyeauganglichen Teil des Chromatins
dar [20], [21]. Die N-Termini sind dartberhinausrciu einen hohen Anteil an den
basischen Aminoséuren Lysin und Arginin gekennzesthDie HistonTails unterliegen
zahlreichen post-translationalen Modifikationen.e€® Modifikationen haben einen
erheblichen Einfluss auf die Packung und die Reguiader DNA und halten das
Chromatin in einem variablen Zustand. Als post4dfationale Modifikationen spielen
unter anderem die Acetylierung von Lysinen, die W&erung von Lysin- und
Argininresten sowie die Phosphorylierung von Serieme bedeutende Rolle. Aber auch
die Ubiquitinierung und die ADP-Ribosylierung gewam mehr und mehr an Bedeutung
[22], [23], [24].

1.1.2 Chromatindynamik

Die komplexe Organisation von Chromatin erschwert dugang von Proteinen, die an
DNA-assoziierten Prozessen mitwirken, zur DNA. Brol3teil dieser Faktoren ist an

essentiellen Zellprozessen wie Transkription, R@pilbon oder DNA Reparatur beteiligt.
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Somit ist es fur eine Zelle lebensnotwendig, Chrimantsprechend verschiedener
Stimuli modulieren zu kénnen.

Im Prinzip lassen sich drei Hauptstrategien bediosbne welche die Funktion und die
Struktur des Chromatins beeinflussen kdnnen. Zumreunterliegen die flexiblen und
leicht zuganglichen N-Termini der Histone etlicheost-translationalen Modifikationen
[25], [26]. Zum anderen existieren mit den ATP-aidigen sogenannten Chromatin
Remodelling Komplexen Maschinen im Zellkern, welche unter AHfAdrolyse die
Protein-DNA Interaktionen lockern konnen [27], [2829]. Letztendlich sind in den
vergangenen Jahren auch eine Reihe von Histontamighentifiziert worden, die bei
bestimmten nukledren Prozessen eine wichtige Rplielen [30], [31]. Im Folgenden

wird ndher auf diese drei Prinzipien eingegangen.

1.1.3 Post-trandationale Histonmodifikation

Wie bereits erwahnt wurde, sind vor allem die Nri@alen Amine deiCore Histone
Angriffs- bzw. Zielpunkte fur eine Vielzahl diversgost-translationaler Modifikationen.
Diese spezifischen kovalenten Histonmodifikatioramalleine oder in Kombination mit
anderen Modifikationen auftretend, beeinflussenemahalle DNA-assoziierten Prozesse
[32], [33], [34], bzw. Uben einen regulatorischeinfliss auf andere Chromatin-
modifizierenden Enzyme aus [35]. Die verschiedendiglichkeiten der post-

translationalen Modifikation sind in der folgendé&bbildung (Abb. 2) dargestelit.
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Abb. 2: Post-translationale Modifikationen der Histon Tails. Acetylierung (A): violett; Methylierung
(M): blau; Phosphorylierung (P): orange; Ubiquitinierung (U): dunkelgriin. Die farbigen Kreise
stellen die ,globulare* Doméane der vier Core Histone (H2A: hellblau, H2B: rot, H3: grin, H4:
dunkelblau) dar [36].

Das Spektrum der post-translationalen Modifikatonger Histon Tails reicht von
einzelnen Methyl-, Acetyl- und Phosphorylgruppens bzur Generierung von
isopeptidischen Bindungen zwischen bestimmten Midérkund Ubiquitinpeptiden oder
SUMO (@mall Ubiquitin-like MQdifier) [36]. Die Variabilitat und die Interaktion von
Histonmodifikationen haben zum Gebrauch der Begiiston Codeundepigenetischer
Codegefiihrt. DeHiston Codeasst das Phanomen interagierender Histonmoduiken
zusammen [33], [34], [37]. Mittels depigenetischen Codegrd ein wichtiges Konzept
beschrieben, welches besagt, dass spezifische IKatidnen von Histonmodifikationen
mit definierten funktionellen Effekten, wie der Rekerung von Chromatin-
modifizierenden Enzymen urikemodellingkomplexen, einhergehen [38]. Zum einen ist
bereits bekannt, dass dadurch regulatorische [Effekif die Transkription ausgeibt
werden, zum anderen wird vermutet, dass e@genetische CodAuswirkungen auf
weitere funktionelle Prozesse, wie DNA Reparat@] [@nd zellulare Gedachtnisbildung
haben konnte [40]. Epigenetische Modifikationen né&m ohne Anderung der DNA
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Sequenz einen Einfluss auf die Genexpression ansilmdei das Verteilungsmuster von
DNA Methylierungen in Karzinomen haufig verandsit i

Das kann zum Funktionsverlust von Tumorsurpressemgefihren und somit die
Tumorgenese begunstigen. Auch die Invasion und dieteerung von Tumoren kann
Folge eines Methylierungsfehlers sein [41].

Als Beispiel ware zum einen das Prostatakarzinomennen, bei dem eine verminderte
Histonacetylierung und H3K4me2-Methylierung sowignee vermehrte H3K9me2-
Methylierung gefunden wurde. Diese Veranderungeelap eine kritische Rolle fur die
Stilllegung von RASSF1A Ras ASS8ciation domain_Bmily protein _1A Genen in
Prostatakarzinomen und begustigen dadurch desdsteking [42].

Auch die Aktivitat von nukledren Steroidrezeptoremrd direkt (ber Histon-
modifizierende  Proteine  wie  HATs HistonAcetylTransferasejy HDACs
(HistonDeAGetylasen, HMTs HistonMethylTransferasep und Demethylasen (s. u.)
reguliert. Fehler in diesen post-translationalerdMnierungsprozessen spielen auch hier
eine bedeutende Rolle in der Entstehung und Prsigresvon verschiedenen Tumoren
[43], [44].

Histonacetylierung und -deacetylierung

HATs sind definitionsgemald Enzyme, die Histone @zen und somit entscheidende
regulatorische Effekte auf die Struktur und Fororatvon Chromatin sowie auf die
Transkription von Genen haben. Die Acetylierung Wistonen bedeutet den Transfer
einer Acetylgruppe von Acetyl-Coenzym A auf die inysste der Histone. Diese
Reaktion wird durch HATs katalysiert, wahrend deggnsatzliche Reaktion von HDACs
durchgefuhrt wird.

In den letzten 10 Jahren wurden in der ErforschuomgHATS grol3e Fortschritte erzielt.
Eine betrachtliche Zahl von HAT Enzymen konnte hieraus verschiedenen Organismen
isoliert werden [45]. Die Identifizierung von neutATs resultierte in der Erkenntnis,
dass diese evolutionsbedingt von Hefe bis Menschsé&wiert sind, HATs viele
Untereinheiten besitzen konnen [46], [47], [48] utié Funktionen der katalytischen
Untereinheiten stark von den anderen Untereinhaibdr@ngig sind [49HAT Komplexe

werden anhand ihrer katalytischen Doméanen in véerdene Familien eingeteilt. Die
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Mitglieder einer HAT Familie zeichnen sich durch esglle Doméanen, wie
Bromodomé&nen, Chromodoman&HRomatin_Aganisation_MQlifier), WD40 Repeats
Tudor Doméanen und PHDPlant Homeo_main) Finger aus, mit denen sie modifizierte
Histon Tails erkennen und an diese binden kdnnen. Dadurchtenhdie Mitglieder einer
HAT Familie eine gewisse Substratspezifitat, z.Biden Bromodomanen bevorzugt an
Lysinreste [50], [51], dagegen Chromodoménen, wes HP1 besitzt, spezifisch an
methylierte Lysinreste [52]. Das Ganze wird nochictiudie Beobachtung kompliziert,
dass manche HATs verschiedene Histonsubstrate iieddh und einige auch eine
zunehmende Anzahl an Nicht-Histonsubstraten aeegyli konnen [53]. Zuséatzlich ist
der Prozess der Histonacetylierung reversibel. Bakance zwischen Histonacetylierung
und -deacetylierung ist wichtig fur eine normaléutére Funktion.

Die Acetylierung der N-terminalen Abschnitte vorstéinen fuhrt zu einer Auflockerung
des Chromatins in eine ,offenere” Form. Generathmit man an, dass die Acetylierung
von Lysinen der Histofails die Interaktionen zwischen den basischen Histamehder
DNA abschwécht. Es wurde zum Beispiel gezeigt, dasge Anreicherung von
acetylierten Histonen in Promotorregionen erfolgtl lamit die Transkription durch die
bessere Zugéanglichkeit der Transkriptionsmasctenetir DNA erleichtert wird [54],
[55].

In neueren Studien konnte auch gezeigt werden, dlas&cetylierung von Histoails
durch HATSs eine Rolle bei der DNA Reparatur spjigfl]. Als Beispiel ware der Tip60
(HIV-1 Tat interacting_potein, 60kD3 HAT Komplex in Drosophila melanogastezu
nennen, der die phosphorylierte Histonvariante H2AYs. u.) bei DSB gegen
unmodifiziertes H2AvD austauschen kann und sonmitveichtiges Signal fir die DNA
Reparatur darstellt [2ZAbbildung 3 zeigt bedeutende HAT Familien und deBeabstrate.



Einleitung

HAT complexes of the GNAT family HAT complexes of the MYST family
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Abb. 3: Ubersicht iiber bekannte Mitglieder der HAT Familie. Des Weiteren werden ihr Vorkommen

in verschiedenen Spezies und ihre Funktionen aufgeigt [56].

HDACs sind Enzyme, die fur den Prozess der Histaoelgylierung zustandig sind. Im
Gegensatz zu den HAT Komplexen hemmen sie lUbechiedene Mechanismen den
Ablauf der Transkription. Einerseits kommt es dudem Prozess der Deacetylierung zur
Verstarkung der Interaktionen zwischen den Histails und der DNA. Dadurch wird
der Transkriptionsmaschinerie der Zugang zur DNAvefirt. Andererseits kann durch
die Deacetylierung eines bestimmten Lysinrestes Sligmal fur eine anschlie3ende
Methylierung des Histofails gegeben werden [57], [58].

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Falle suab#t, bei denen Stdérungen im
Zusammenspiel von Acetylierung und Deacetylierungeesthaften Krankheiten und
Tumoren gefuhrt haben [59]. Funktioniert das kaeekusammenspiel zwischen HATs
und HDACs nicht, so kommt es zu einer Dysregulatider Transkription, des
Zellwachstums, des Uberlebens und der Proliferatiom Zellen. Eine Uberexpression
von HDACSs, deren fehlerhafte Rekrutierung Giber (umiteine oder Mutationen kénnen
in vielen Tumoren gefunden werden [60]. Hemmstafégen HDACs induzieren eine

Hyperacetylierung von Histonen, die die Chromatirigur sowie die Genexpression
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beeinflussen. Dadurch kommt es zum Wachstumsatillist zur Hemmung der
Zelldifferenzierung und zur Apoptose von Tumorzell@usatzlich verstarken HDAC-
Inhibitoren den Effekt von Medikamenten, die zueBstherapie eingesetzt werden [57],
[60], [61].

Histonmethylierung

Die Methylierung von Lysin- oder Argininresten dgb fast ausschlief3lich an den
Histonen H3 und H4. Die Methylierung von Arginintees wird durch
Methyltransferasen, die der PRMTPrétein ARjinine MethylTransferaseps Klasse
zugehorig sind, katalysiert [33], [62]. Die Metleidung von Lysinresten erfolgt durch
Enzyme, die die sog. SEB((var)3-9, Ehhancer of Zeste rithorax) Doméane enthalten.
Wahrend, wie vorher kurz geschildert, die Acetylly im Allgmeinen zu einer
Aktivierung der Transkription fiihrt, kann die Histoethylierung sowohl als Signal fur
die Aktivierung, als auch fir die Repression fungne Welcher Prozess letztendlich
ausgelost wird, ist von der Lokalisation des Matryngssignals abhéngig [63]. Auch
die Anzahl der angehéngten Methylgruppen kann &stitnmte Prozesse, wie z.B die
Inaktivierung des X-Chromosoms, verschiedene Audawigen haben.

In den letzten Jahren wurden bei Studien in unbéedtichen Organismen mehrere
Enzyme identifiziert, die ortsspezifische Histonhyierungen katalysieren. Viele
verschiedene biologische Prozesse, wie die Bildwmyp Heterochromatin, die
Inaktivierung des X-Chromosoms, sowie die Regutatier Transkription werden duch
Methylierungsprozesse  beeinflusst [58]. Fur das eBmnken  bestimmter
Methylierungssignale spielen mindestens drei Pnatetive - die Chromodomane, die
Tudor Doméne und die WD4BepeatDoméne (siehe Seite 9), die in der Lage sind,
spezifische Interaktionen mit methylierten Lysiteeseinzugehen (siehe Abb. 4) - eine

entscheidende Rolle. Diese sind in nachfolgendduildibng dargestellt.
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Abb. 4: Histonmethyltransferasen, ihre Substratspeifitat und die Methyl-Lysin Bindedomanen. a)
Die Lysin-Methyltransferasen sind entsprechend derspezifischen Lysinrest, den sie modifizieren, in
Gruppen eingeteilt. Die Farbe ist entsprechend ihne Herkunft gewahlt (Hefe: rot; Wurm: gelb;
Fliege: pink; Saugetier: violett). Methyltransferasen sind alsS.c und S.p flr Saccharomyces cerevisiae
und Schizosaccharomyces pombe gekennzeichnet. Fir die Enzyme aus Saugetieren istir der Name
aus einer Spezies gewabhlt. Die ,globularen* Domanedher Histone sind oval und die HistornTails sind
als gerade Linien dargestellt. b) Methyl-Lysin Binaproteine, die Chromodomaéane, die Tudor
Domaéane oder die WD40Repeat Doméane. Diese kénnen nicht nur mit Methyl-Lysinerinteragieren,
sondern scheinen auch zwischen verschiedenen meibyten Histonen unterscheiden zu kénnen [58].

Methylierungen an Lyin 9 bzw. Lysin 27 in H3 hemnmaie transkriptionale Aktivitét.
Sie fuhren haufig zur Stilllegung von Genen [64f1 IGegensatz dazu korrelieren
Methylierungen der Lysine 4, 36 und 79 in Histon idi8 der Initiation der Transkription
[65], [66], [67].

Im Gegensatz zu den Histonmethyltransferasen halerHistondemethylasen und -
deiminasen die Aufgabe, Methylgruppen von den HiStails zu entfernen.

In aktuellen Studien konnten zahlreiche Histondéylasen und -deiminasen isoliert und
charakterisiert werden: PAD1-4PdptidylAginine Deiminase 1-4 LSD1 (Ly3ne
Demethylase )lund JHDMs Jumonji C-domain containing iskone_eMethylase}[41],
[68], [69]. Histondemethylasen sind an der Regatatvon Transkription und an der
Proliferation von Krebszellen beteiligt. Das be@¢utiass sie eine wichtige Rolle in der

Aufrechterhaltung der Zellhomeostase spielen urss dgehler in deren Regulation zur
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Entstehung von Krebs beitragen kénnen [41]. Jmd@nfnji C)-enthaltende Proteine
sind wichtig fur eine normale neuronale Funktio@][7

Die Involvierung von Histondemethylasen in Krankheaind Krebs bietet eine
entscheidende Mdglichkeit zur pharmakologischerrimntion durch die Herstellung
spezifischer Inhibitoren dieser Enzyme. Inhibitoreon PAD1-4 und LSD1 wurden
bereits identifiziert [71], [72], [73], [74].

Histonphosphorylierung

Die Phosphorylierung ist eine weitere kovalentet{p@sslationale Modifizierung von
Histonen. Funktionell von Bedeutung im Kontext vo@hromatin ist die
Phosphorylierung von amino-terminalem S10 (Serir) kD H3. Diese kann zwei
unterschiedliche Effekte hervorrufen [75]. S10 Ritmsylierung ist notwendig fur die
Kondensation von Chromatin wahrend der Mitose ] spielt eine wichtige Rolle bei
der Aktivierung der Transkription in eukaryontisohé&enen [77], indem es die
Acetylierung von K14 (Lysin 14) desselben Histitails auslost [78], [79].

Weniger erforscht ist die Phosphorylierung von $28&rin 28) an Histon H3. Es konnte
jedoch zum einen gezeigt werden, dass diese mitkdadensation von Chromatin
wahrend der Mitose gekoppelt ist [80]. In einererem Studie wurde gezeigt, dass die
Phosphorylierung von S28 in H3.3 (s. u.) einen IEs¥ auf die dynamische
Assemblierung/Disassemblierung von Nukleosomerkémesn Promotoren ausibt [81].
Weiterhin wurde entdeckt, dass die HistonvarianBAKX (siehe Seite 14) von einem
Mitglied der PIBKK @Phosphatidylhositol 3Kinase-like_Knasg an S139 (Serin 139)
phosphoryliert wird. Es wird angenommen, dass dMsdifikation, die post-replikative
DNA Reparatur erleichtert [82].

In vivo Proteinexpressionsstudien zeigen, dass die Hypspbiorylierung der Histone
H1 und H3 zur Inhibition des durch den Glukokoridkezeptor vermittelten Chromatin
Remodellinggfiihrt und somit den MMTV Nlouse_Mxmmary_Timor Mrus promoto)

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

In Eukaryonten sind die fur Histone kodierenden &enmultiplen Kopien irClustern
enthalten. Nur auf diese Weise ist es moglich, ere3e Menge an Histonen zur
Verfigung zu stellen, was Voraussetzung fur diepdekung neu replizierter DNA
wahrend der S-Phase des Zellzyklus ist [30]. Zlistzu den Histonen H1, H2A, H2B,
H3 und H4 gibt es die sogenannten Histonvariaridese zeigen Unterschiede vor allem
in ihrer Aminosauresequenz, spielen jedoch aucktimmell distinkte Rollen [31], [84],
[85].

Manche Histonvarianten werden in verschiedenenzydlisphasen exprimiert. Zum
Beispiel werden die Histonvarianten H3.1 und H3dh \Baugetieren in der S-Phase
exprimiert, wahrend die Variante H3.3 unabhé&ngigm#ellzyklus synthetisiert wird.
Unterschiede in der Histonprimarstruktur kdnnererientscheidenen Einfluss auf die
Eigenschaft und die Funktion der Histone haben. Aeaispiel unterscheidet sich das
humane Histon H2A von der Variante H2A.Z durch dsubstitution von 15
Aminoséauren in den helikalen Doménen sowie weiténsertionen und Deletionen am
N- und C-terminalen Ende [86].

In der Abbildung 5 sind einige Histonvarianten usthiedlicher Spezies und deren
bisher beschriebenen Funktionen zusammengefasst.

Variant Species Chromatin effect Function

H1° Mouse Chromatin condensation Transcription repression

H5 Chicken Chromatin condensation Transcription repression

SpH1 Sea urchin Chromatin condensation Chromatin packaging

HIt Mouse Open chromatin Histone exchange, recombination?

MacroH2A Vertebrate Condensed chromatin X-chromosome inactivation

H2ABbd Vertebrate Open chromatin Transcription activation

H2AX Ubiquitous Condensed chromatin DNA repair/recombination/transcription repression
H2AZ Ubiquitous Open/closed chromatin Transcription activation/repression, chromosome segregation
SpH2B Sea urchin Chromatin condensation Chromatin packaging

CenH3 Ubiquitous Kinetochore formation/function

H3.3 Ubiquitous Open chromatin Transcription

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

Das Histon H1 Molekul besitzt viele Sequenzvariantgie zum Beispiel H1°, H5 und
etliche Spermien- und Testes-spezifische Varian@e. grof3ten Sequenzunterschiede
finden sich in den N- bzw. C-terminalen Abschnittdieser Proteine. Das Auftreten
dieser H1 Varianten ist unter anderem abhéngig voetityp, Zellzyklusphase,
Differenzierung und Entwicklung [87], [88]. Weitenhzeigen die H1 Histonvarianten
verschiedene biophysikalische Eigenschaften [89]d umin unterschiedliches

Verteilungsmuster im Genom [87].

Histon H2A Varianten

Mit den bisher beschriebenen Varianten H2A.Z, H2Am{acroH2A, H2A-Bbd und
H2AvD besitzt das Histon H2A ein umfangreiches $p&k an Varianten.

Einige Histonvarianten, wie H2A.Z wurden im LauferdEvolution konserviert [90].
Wahrend macroH2A [91] und H2A-Bbd [92] nur in Veéataten und S&ugetieren
vorkommen, existieren H2A.X bzw. H2A.Z in allen @rgsmen. Die Variante H2AvD
ist eine Drosophilaspezifische Variante. Sie verbindet sehr wahrsdiohi die
Funktionen und Eigenschaften von H2A.Z und H2A.él{s Abb. 6).

H.s. H2A
D.m. H2A
S HzA
Hs H2ZAX
D.m. H2Ay =
Hs H2AZ w
S.c Hizl o~

| SQ(EMD)
SOQ(ED)
. '|,~__, A~ SQ(ED)D
P J =
pro—-

Loopt Daocking

Abb. 6: Histon H2A und seine Varianten aus HefeS, cerevisiag; S.c.), Fruchtfliege (D. melanogaster;
D.m.) und Mensch Homo sapiens; H.s.). H2A.X besitzt C-terminal mehrere Aminosauren, @ einen
Serinrest (rot) enthalten, der nach der Schadigungler DNA phosphoryliert wird. Zwei funktionell
wichtige Doméanen unterscheiden H2A.Z Varianten voranderen H2A Verwandten (gelbe Kasten).
Strukturunterschiede in Loop 1 verhindern die Assemblierung von Nukleosomen, dieosvohl eine
Kopie von H2A als auch eine Kopie von H2A.Z enthaéin. Die Docking Domane rekrutiert das (H3-
H4), Tetramer; Unterschiede in dieser Doméane haben einerkinfluss auf die Stabilitat der
Nukleosomen [84].

14



Einleitung

H2A.X und H2A.Z werden Kkonstitutiv exprimiert. HZA. zeigt eine gewisse
Anreicherung in intergenischen Regionen [93], [9Mi.einerin vitro Studie konnte
gezeigt werden, dass H2A.Z zusammen mit tiReterochromatin_Potein 1a) eine
Kondensierung von Chromatinfasern bewirken kanf [95

H2A.Z erleichtert die Faltung der nukleosomalenaiénte in eine kompaktere
Faserstruktur durch Vermeidung von Aggregation edimer Fasern [96]. Des Weiteren
kann H2A.Z das Histonoktamer innerhalb eines Nuddeas stabilisieren [97]. Eine
solche spezielle Konformation des Chromatins kodigeBeteiligung von H2A.Z bei der
Trennung von Chromosomen, der Genomstabilitdt ueid RNA Reparatur erklaren,
indem bestimmte DNA Abschnitte speziellen Enzymrhasrien zuganglich gemacht
werden [98], [99], [100]. In Hefe existiert die H2#ariante Htz1, welche vor allem an
reprimierten Promotoren lokalisiert ist [100], [JO1Es wurde gezeigt, dass die
Inkorporation von Htz1 in Nukleosomen mit besonderistonmodifikationen, wie der
Acetylierung von Lys 14 einhergeht [79], welches dar Aktivierung von Genen im
gesamten Genom beteiligt ist. Aufgrund aktuellend®n wird spekuliert, dass Htzl
,Stille” Promotoren fir die Aktivierung der Trangtion kennzeichnet [100], [101]. Wie
bereits erwahnt existiert iDrosophilaeine H2A Variante: H2AvD [102], [103].

fol

Abb. 7. Molekulares Modell des Histon Cores, das die Histonvariante H2AvD enthalt. Die C-
terminale Domane, die fir die Funktion essentiellst, ist in rot dargestellt [104].
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H2AvD wird in einer einzigen Kopie in der Region®J von Chromosomen kodiert. In
Drosophila Embryonen ist H2AvD wahrend der ersten zwolf Samdubiquitar
vorhanden, seine Menge nimmt jedoch in weiter esk@liten Embryonen ab [104].
H2AvD verhalt sich genetisch wie efc-G Gen, d.h. es gehort zu einer Gruppe von
spezifischen Genen, die einen reprimierten Trapsknsstatus aufrechterhalten [1]. Das
konnte bedeuten, dass diese Histonvariante antdiéegbng von Euchromatin und der
Bildung von Heterochromatin beteiligt ist. Aufgruneiner aktuellen Studie wird
angenommen, dass eine geordnete Kaskade von nerekulblaufen zur Etablierung
von Heterochromatin iDrosophilafiihrt [105]. Das erfordert einerseits die Reknutre
der Histonvariante H2AvD und die anschlieRende Wiszting von Lys 12 in H4. Die
Methylierung von Lys 9 in H3 und die RekrutierungnvHP1 sind weitere wichtige

Schritte zur Bildung von Heterochromatin [105].

Histon H3 Varianten

Es existieren bisher drei gut beschriebene Vanmante Histon H3: H3.1, H3.3 und Cid
(in Drosophila melanogastg[85], [106], [107].

Cid ist ein essentielles Protein, das vorwiegend Zentromer vorkommt. Trotz der
starken Ahnlichkeit der HistorFold Domane unterscheiden sich die Zentromer-
assoziierten Proteine unterschiedlicher Organistoesonders in ihrem N-terminalen
Anteil [106]. Die Varianten H3.3 bzw. H3.1 kommem aktiven, respektive inaktiven
Regionen vor [108], [109].

Es sind auch Varianten der Histone H2B und H4 bek§iil], [110]. Ihre Funktion ist
jedoch noch nicht ausreichend aufgeklart.

1.3 ATP-abhangige ChromatinRemodelling Maschinen

Veranderungen der Chromatinstruktur spielen eirghtige Rolle in der Regulation von
Genen. Eine entscheidende Rolle hierbei haben Aarayige ChromatiRemodelling
Enzyme, die mit Hilfe der ATP-Hydrolyse struktueeNerdnderungen an Nukleosomen
bewirken kénnen [111], [112], [113], [114], [115].
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Remodelling-aktoren interagieren mit der DNA und den Historigas Binden von ATP
und die anschlieBende Hydrolyse I6sen vermutlichne ei Reihe von
Konformationsanderungen innerhalb der Enzyme aigszul einer teilweisen Ablosung
der DNA von der Histonoberflache fuhren. Dieser ¢éorg und die Beteiligung von
Kofaktoren, wie z.B. Histon oder DNAChaperone kdnnen zum partiellen oder
kompletten Abbau des Histonoktamers fihren, bzwe eVerlagerung von intakten
Nukleosomen an der DNA bewirken [29]. In Abwesehhain Kofaktoren, die den
sremodellierten* Zustand stabilisieren, kommt eshrseasch zur Ruckkehr in die
.kanonische“ Struktur. Chromatin, das dem ATP-alghigen Remodellingunterliegt,
kann als ,dynamisch” oder ,fluide* bezeichnet wardBemodellingkann nukleosomale
DNA zuganglich machen, was jedoch nicht notwendvgee mit der Aktivierung der
zugrunde liegenden Gene korreliert, da sowohl Altren als auch Repressoren von der
transienten Zuganglichkeit zur DNA profitieren k&mn Des Weiteren kann das
Verschieben von Nukleosomen an der DNBAding) dazu dienen, eine gewisse Stelle an
der DNA frei zu machen oder dazu beitragen, Inhandgten in den nukleosomalen
Anordnungen ,auszugleichen“, um eine Faltung ineeikompaktere Form zu
ermoglichen [32], [116], [117].

Kontrolliertes, Energie-abhangiges nukleosom&emodellingst sehr bedeutend fir die
Kontrolle von Zellproliferation und Zelldifferenzieng. Fehler oder Mutationen in diesen
Systemen kdnnen zu neoplastischen Veranderungeenf{thl 8], [119].

Die exakten molekularen Mechanismen de@emodellingswurden in den letzten Jahren
intensiv untersucht, und haben eine Reihe von zeh Uberlappenden Eigenschaften
aufgedeckt, die entscheidende Funktionen bei vErdehen Regulationsvorgangen
sowie beiTargetingProzessen aufweisen [29], [119], [120], [121],4]12123].
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Abb. 8: Verschiedene Mdglichkeiten des ATP-abhéngan Chromatin Remodellings. ATP-abhéngige
Remodelling Komplexe nutzen die Energie aus der ATP-Hydrolyseym Histon-DNA Kontakte zu
verandern. Das kann auf folgende Weise passieren:)ADurch nukleosomales Sliding werden
Nukleosomen entlang der DNA verschoben und neu aned DNA positioniert. B) Es wird ein
.remodellierter* Zustand erzeugt, in dem DNA besser zugénglich isDie Histone bleiben jedoch an
der DNA. C) DNA und Histone werden komplett voneinader getrennt, oder D) Histone werden
durch Histonvarianten ersetzt. Es ist zu beachtendass die verschiedenen Modelle des Chromatin
Remodellings nicht notwendigerweise unabhéngig voneinander ablden missen [118].

Alle nukleosomalenRemodelling Maschinen gehoren der SWI2/SNF2 Familie von
ATPasen an [124]. Diese kbnnen wiederum in siebdofe#nilien - entsprechend ihrer
charakteristischen Eigenschaften - unterteilt wer@9], [125]. Im folgenden Abschnitt
werden die vier am besten untersuchten Subfamilimer beschrieben: die SWI/SNF
Familie, die ISWI Familie, die CHD Familie und dO80 Familie (siehe auch Abb. 9).
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ATP-dependent Nucleosome Remodelling: Factors and Functions

Anton Eberharter and Peter B. Becker
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Abb. 9: Uberblick iiber die vier groRen Familien derRemodelling Faktoren [29].

1.3.1 Die SWI/SNF Familie

Der SWI/SNF Komplex wurde zuerst in Hefe entdeck®d], [127]. Die Isolierung
zweier Hefemutanten gab dem Komplex seinen Nameawheiveine Mutante eine
verminderte Fahigkeit besitzt in einem Medium dasr8se enthalt zu wachseBurose
Non Fermenting, SNJ- Die zweite weist eine fehlerhafiteating type switchingahigkeit
auf SWtching mating type, SWIDer Komplex besitzt ein Molekulargewicht von atw
1,5-2 MDa und enthélt elf Untereinheiten, von demehn charakterisiert wurden [128].
Ein zweiter SWI/SNF-ahnlicher Komplex in Hefe, R§Remodels the tBicture of
Chromatin), enthalt einige Proteine, die homolog zu den Kongmten des SWI/SNF
Komplexes sind. RSC verandert das Chromatin tlmer AITP-abhéngige Translokation
der DNA an Histonoktameren [129], [130]. Der RSCnialex kommt in etwa zehnmal
haufiger als SWI/SNF in einer Zelle vor und ist i@@egensatz zu SWI/SNF
lebensnotwendig [131].
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In Drosophilaist BRM BRahMa) das homologe Enzym zur Swi2/Snf2 ATPase. BRM
existiert in zwei verwandten Komplexen, die vielatéreinheiten besitzen: der BAP
(Brahma_Assoziierte_IPoteing Komplex, der im Menschen dem BABRG1 _Associated
Eactor) und in Hefe dem SWI/SNF Komplex entspricht [132133] und PBAP
(Polybromo-assoziierter BAPKomplex [118], [134], der im Menschen dem PBAF
(Polybromo-assoziierter_ BAF und in Hefe dem RSC Komplex entspricht. Die
nachfolgende Abbildung vergleicht die SWI/SNF Koexa und ihre Untereinheiten in

verschiedenen Spezies.

Yeast Drosophila Human
SWI/SNF RSC BAP PBAP BAF PBAF
Swi2/Snf2 Sth1 Brahma Brahma BRG1 or hBRM BRG1
Swil/Adrg OSA BAF250
Rsc1, Rsc2, Ascéd Polybromo Polybromo/BAF180
Rscd* BAP170"
Swid RscB Moira Moira BAF170 & BAF155 BAF170 & BAF155
BAP111 BAP111 BAF57 BAF57
Swp73 Rsct BAPED BAPED BAFB0a BAFE0a or BAF&0D
SWpB1/ArDT Ascl1/Arp7
: BAPS5 BAPSS BAF! BAF53
Swps9/ArpS Rsc12/Arpg = :
actin actin actin actin
Snfs Sfh Snri Snr RENFS/INI h_SNFS.N'N ]

Asch, 7, 10, 13-15

Rsc3, Rsc30
Swpa2

Swp29/Tig3/TAF30/Anc

Snié, 11

Abb. 10: Die SWI/SNF Chromatin Remodelling Komplexe aus Hefe,Drosophila und Mensch.
Konservierte Untereinheiten sind horizontal aufgelstet, wobei die ATPase Untereinheit an erster
Stelle steht [134].

In zahlreichenn vitro undin vivo Experimenten konnte gezeigt werden, dass SWI/SNF
Komplexe eine hohe Bedeutung bei zellularen Abldufesinschliellich der
Genregulation, Zellzykluskontrolle, Entwicklung ubfferenzierung von Zellen haben.
Eine umfangreich diskutierte Eigenschaft der ATR&dgigen ChromatifRemodelling
Maschinen, insbesondere der SWI/SNF Komplexe, Hute iFahigkeit in vitro
Nukleosomen entlang der DNA zu mobilisieresliding. Des Weiteren fluhrt

Remodellingzum Lésen der DNA Enden von Histonoktameren odgr Rildung von
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DNA Schleifen - Prozesse, die alle mit einer Vegindg der Zuganglichkeit von
Transkriptionsfaktoren zur nukleosomalen DNA eigieden [111], [132], [135], [136],
[137].

In vitro und in vivo Daten geben auch Hinweise, dass sowohl SWI/SNF#em als
auch RSC Komplexe eine Schliisselrolle bei der Repavon DSB spielen [138], [139].
Der humane SWI/SNF Komplex scheint einen Einflusisder Entstehung von Tumoren
zu haben, da mehrere Untereinheiten eine intringiumorsuppressoraktivitat besitzen,
oder fur die Aktivierung von Tumorsuppressorgenendtigt werden [118], [140]. Zum
Beispiel ist SNF5, eine Untereinheit des SWI/SNF miggexes, in kindlichen
hochmalignen rhabdoiden Tumoren spezifisch inadtivil41l]. Weitere spezifische
Mutationen in BRG1 Brahma Related_Gne ), der katalytischen ATPase Untereinheit
des humanen SWI/SNF Komplexes, wurden in Zelllimem Pankreas-, Lungen- und
Prostatakarzinomen gefunden [140]. SWI/SNF Komplexeragieren auch direkt mit
Tumorsuppressorgenen und Onkogenen, wie RBtif{oBastoma proteiy BRCA1
(BReast_ChAcer 1), c-MYC und MLL (Mixed Lineage_leukaemia [140], [141], [142],
[143].

1.3.2 DielSWI Familie

Die ISWI (Imitation SWich) Chromatin RemodellingATPase wurde wegen seiner
Homologie zu SWI2/SNF2 zuerst Drosophila melanogastedentifiziert [144]. ISWI-
enthaltendeRemodellingkomplexe kommen in allen Eukaryonten vor und ildgne
wichtige Untergruppe der SWI2/SNF2 ATPase Fami2ig].[ In Drosophilakommt ISWI

in drei bekannten ChromatifiRemodelling Komplexen vor: NURF NUcleosome
Remodelling Factor), ACF (ATP-utilizing Chromatin and Remodelling a€tor) und
CHRAC (CHromatin Accessibility _©mpley [145], [146], [147]. In allen drei
Komplexen dient ISWI als ATP-abhangiges Enzym, dahs Assemblierung von
Nukleosomen steuert sowie Verdnderungen in der édbskimenstruktur hervorrufen
kann [148], [149], [150]. ISWI kooperiert mit versedenen Untereinheiten der
Komplexe und verleiht somit NURF, ACF und CHRAC &fische Aufgaben.
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Abbildung 11 zeigt ISWI-enthaltende Komplexe nosophila Mensch [142], [151],
[152], [153], [154], Hefe [155], [156] undenopug157], [158].
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Abb. 11: Die ISWI-enthaltenden Remodelling Komplexe mit bisher bekannten Untereinheiten. Die
Proteinfamilien sind farblich gekennzeichnet [159].

DrosophilalSWI besitzt eine gewisse Anzahl von Domanen uradivén, die innerhalb
der ISWI Subfamilie konserviert sind [26]. Die mialdare Gesamtstruktur des Proteins
ist bis dato noch nicht ganzlich geklart. Eine tierte Proteolyse von ISWI hat zwei
kompakt gefaltene Untereinheiten identifiziert [L6@eide sind notwendig fir die
nukleosomal stimulierte ATPase Aktivitdt und beldaden Nukleosomen und DN#
vitro. Die Bestimmung der Kristallstruktur des C-Ternsmgibt Rickschlisse darauf, wie
das Enzym mit seinem nukleosomalen Substrat int¥eg konnte. Der zylindrisch
geformte C-Terminus von ISWI besteht aus zwikielices, welche in drei strukturelle
Domaénen gefalten sind - HAND, SANBWI3, ADA2, NCOR, und FIlIB) und SLIDE
(SANT-Lke Domain). Diese drei Domanen sind eng miteinander verbundad
unterstitzen vermutlich als gemeinsame Einheit BemodellingProzess [160]. Es
wurde gezeigt, dass SANT Doménen anderer Proteis®rHTails binden [161]. Die
SLIDE Domaéane ist essentiell fur die ChromaRemodellingAktivitat von ISWI und
bindet vor allem DNA [150], [160], [162].
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In dNURF ist ISWI mit drei Untereinheiten asso4iietie ein Molekulargewicht von 300
kDa, 55 kDa und 38 kDa besitzen - NURF301, NURF&8 NURF38. NURF55 ist ein
WD40 Protein, welches auch in anderen Komplexen stiext und am
Histonmetabolismus beteiligt ist [163]. NURF301d# grof3te Untereinheit des dNURF
Komplexes. Mutationen die zu einem Verlust von NGBE in Drosophila Embryonen
fuhren, resultieren in einem Entwicklungsabbruch lmarvenstadium [164], [165].
Frihere Arbeiten zeigen, dass NURF eine Rolle in Aldivierung der Transkription
spielt - es wurdenHeat ShockGene und homeotische Gene identifiziert, deren
Expression von der Funktion von NURF301 abhéngifl&4], [166] Neuere Ergebnisse
geben eine klare Erklarung fir Fehlfunktionen, tieNURF301 Mutanten beobachtet
wurden und etablieren NURF als einen Chrom&emodellingKkomplex, der fur die
zeitgemale Aktivierung eines definierten transloimlen Programms wéahrend der
Entwicklung bendtigt wird [164], [165]. NURF38 istine Pyrophosphatase, deren
Funktion im nukleosomaleRemodellingois dato noch nicht genau bekannt ist.

ACF und CHRAC sind zwei &hnliche Komplexe. In beidgt die ATPase ISWI mit dem
180 kD Protein ACF1 assoziiert [167], [168]. CHRA@sitzt darlber hinaus noch zwei
weitere Untereinheiten: CHRAC14 und CHRAC16 [169]/0]. ACF1 beeinflusst die
Aktivitdt von ISWI nicht nur indem es mit dem Enzyimteragiert [26], [118], [168],
[171], sondern scheint auch direkt nukleosomaldss®at zu binden [26], [171]. Der C-
Terminus von ACF1 besitzt zwei PHD Finger, die dig Stimulation der ISWI Aktivitat
wichtig sind und mit den ,globuléaren“ Domanen @wore Histone interagieren, sowie
vitro notwendig fur das Binden von Nukleosomen sind ,[4&p8], [172]. Folglich
scheint ACF1 eine aktive Rolle zu spielen, indemI®#/ nukleosomales Substrat
prasentiert [97].

Die fur CHRAC spezifischen Untereinheiten CHRACI#WCHRAC16 stimulieren die
durch ISWI vermittelte Mobilisierung von Nukleosomewenn ISWI und ACF1 in
begrenzter Konzentration vorliegen [127], [173]nesischwache Sequenz-unabhangige
DNA Bindeaktivitdt von CHRAC14/16 ist behilflich beer Stimulation von ISWI. Es
wird vermutet, dass CHRAC14/16 Heterodimere die DNé&ie wahrend des
Mobilisierungsprozesses von Nukleosomen ,befreitffae, transient binden. Unterstitzt

wird diese These durch die Analyse von mutierterRBB14/16 Heterodimeren, die eine
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stark erhohte DNA Bindeaktivitdt zeigen. Diese Muégn behindern nukleosomales
Sliding was bedeuten konnte, dass nukleosomal freie DiNAffizient gebunden wird,
dass keine Ablosung mehr mdglich ist [170].

ISWI-enthaltende Komplexe spielen auch eine bedelatdrolle in der Repression der
Transkription und interagieren mit bekannten Regmeen, die an die DNA binden [121],
[174]. Eine wichtige Eigenschatft, die alle drei genten Komplexe besitzen, ist, dass sie
die Position von Nukleosomen an der DNA und sonet Zuganglichkeit fur weitere
Enzymmaschinerien verandern kdénnen [150], [175]6]1Das Existieren verschiedener
Komplexe lasst vermuten, dass eukaryontische Zellaterschiedliche Chromatin
Remodelling Aktivitaten besitzen, die auf diverse Zielregiongerichtet und in
unterschiedliche Prozesse involviert sind. Das hamist logisch, da Chromatin
Remodellingnicht nur einen Beitrag zur Initiation und Elorigat der Transkription
leistet, sondern auch zur DNA Replikation, DNA Repar und eventuell zur
Progression des Zellzyklus. In neueren Studien ®murdusatzliche Optionen zur
Regulation von ISWI aufgedeckt: ISWI wirdn vivo post-translational durch
Acetylierung modifiziert. Die Aminosauresequenz das acetylierte Lysin umgibt zeigt
Ahnlichkeiten zu der Sequenz die K14 von Histonufasst. In der Tat wird ISWI an
dieser Stellen vitro effektiv von der Histonacetyltransferase GCN5 dsat, wobei das
Niveau der Acetylierung wahrend der Embryogenesedutiert wird. Dies l&sst

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

1.3.3 DieCHD Familie: dCHD1, dCHD3, dMi-2 und Kismet

Die CHD Familie inDrosophila melanogastebesteht aus mehreren Mitgliedern, von
denen CHD1, CHD3, Mi-2Antigen recognized by the patient tdhiell autoimmune
antibodies_2 und Kismet am besten untersucht sind. Allen Nédgrn ist ein Paar von
Chromdoménen gemeinsam. CHD1, CHD3 und Mi-2 besitzeiterhin einen oder zwei
PHD Zink Finger in ihren N-terminalen Abschnittehismet zeichnet sich hingegen
durch eine BRK BReast Tumor_khasg Doméane aus, die in den anderen CHD

Mitgliedern nicht gefunden wird.
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In neueren Studien wurde beschrieben, dass dien@uomanen der CHD Proteine
spezifisch mit HistonTails von H3, die an Lys 4 methyliert sind, interagief@i8],
[179], [180] und unter ATP-Hydrolyse Nukleosomemsahieben kénnen [181].

Mi-2 ist eine ATPase der SWI2/SNF2 Familie [182]i-Mverwandte Enzyme sind
Bestandteile von hochmolekular&omplexen (Mi-2/NuRD/NURD/NRD) [123], [183],
[184], [185], [186], [187], [188], [189], [190]. Wi ATP-abhangige®Remodellingund
Deacetylase Aktivitdt in Mi-2 Komplexen zusammerbaiten, ist noch nicht genau
geklart. Zwei Studien zeigten, dass ATP-abhangi@esomatin Remodellingtber die
Mi-2 Untereinheit die Deacetylierung erleichterB@l, [191]. Die Chromodoméane von
Mi-2 ist wichtig fur die feste Bindung an Nukleosem wobei sie methylierte Histone
erkennen kann [188]. Die Mi-2 Aktivitat wird durdPhosphorylierung tber die Casein
Kinase 2 reguliert [188]. Des Weiteren spielt Mieihe entscheidende Rolle bei der
Entwicklung vonDrosophila melanogasteindem es die Transkription entweder hemmt
[187], [189], [190] oder aktiviert [192].

Zudem wurde gezeigt, dass CHD1 stark mit der aktiverm der RNA-Polymerase |l
kolokalisiert [192]. Kurzlich wurde entdeckt, dadge Chromodomanen von CHD1
Proteinen spezifisch mit H3 Historails, die an K4 methyliert sind, interagieren [179],
[180]. Diese Histon Methylierung ist eine Markiegunfir aktiv transkribiertes
Chromatin. Im Vergleich zu den meisten andeRamodellingFaktoren scheint CHD1
hauptséchlich als Monomer zu existieren [181]. Ausanengefasst weisen diese
Ergebnisse CHD1 eine Rolle bei der ,Offnung* vonr@hatin zur Forderung der
Transkription zu [97].

DaskismetGen wurde 1998 albrithorax (Trx) Gen identifiziert [193]. Es kodiert fur ein
langes (KIS-L) und fur ein kurzes (KIS-S) Protdiestehend aus 574 kDa bzw. 225 kDa
[194], [195]. Zuséatzlich zu seiner ATPase Domane ulen zwei Chromodomanen
enthalt KIS-L eine BRK (BRM und KIS) Domane, dieeealfalls in BRM zu finden ist.
Die Sequenz von KIS-S korrespondiert mit dem letfeittel von KIS-L, das der BRK
Domane entspricht und damit keine Funktion besidzimit gehort KIS-S im Gegensatz
zu KIS-L nicht zu den ATP-abhangiggRemodellingMaschinen. Interessanterweise
wurde gezeigt, dass KIS-L nicht nur Proteinsequemaié CHD und BRM ATPasen teilt,

sondern auch Uberlappende Eigenschaften mit diesepmen zeigt: z.B. kolokalisiert
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KIS-L stark mit den drei Proteinen CHD1, Mi-2, uB&RM an Interbanden von Polytan
Chromosomen, an welchen die RNA-Polymerase |l zudein ist [192]. Diese
Beobachtungen bedeuten, dass KIS-L in die Regulater Transkription involviert ist.
Immunfarbungen geben Hinweise, dass die globaldeRabdn KIS-L in der RNA-
Polymerase ll-abhangigen Transkription liegt, indesnden Ubergang von der Initiation
zur Elongation der Transkription erleichtert [192)Veitere Funktionen liegen

moglicherweise inNotchSignaltransduktionsweg [195], [196], [197].

1.3.4 DieFamilieder split-ATPasen in Hefe : INO80 und SWR1

INno80 und Swrl gehoéren ebenfalls zu den Swi2/Shffighen ATPase/Helikase
Proteinen. Sie unterscheiden sich jedoch von dderan SWI2/SNF2 Mitgliedern durch
eine Insertion von Aminosauren, die die konsergi&TPase Doméane in zwei Segmente
teilt. Die funktionelle Bedeutung dieser Zweiteduder ATPase/Helikase Doméane ist bis
dato noch nicht bekannt. Wie bereits fir die anddédatergruppen erwéhnt, existieren

sowohl Ino80 als auch Swrl in hochmolekularen Ru&tamplexen.

INO80 Komplexe

Ino80 bildet die katalytische Untereinheit der INDBomplexe, welche aus etwa 13
weiteren Proteinen aufgebaut ist [198], [199], [R@Miese Proteine kdnnen die Aktivitat
des Enzyms beeinflussen. Die sogenannten AR&m(Related_Roteing, insbesondere
Arp5 und Arp8, sind notwendig fur die enzymatisehdivitat von INO80 [201] und
konnen direkt an Histone binden. Folglich kénntea als Histon Bindungsmodul
fungieren [201]. In aktuellen Studien im Modellongemus S. cerevisiaewurde die
Bedeutung eines INO80-enthaltenden Komplexes beiRégulation der Transkription
und der Reparatur von DSB dokumentiert [202], [2@3k an DSB massiv auftretende
Phosphorylierung von H2A an Serin 129 wirkt Ubep#rls Rekrutierungssignal dieses
RemodellingKkomplexes (siehe Abb. 12). Es konnte auch gezeegtden, dass INO8O0
direkt mit phosphoryliertem H2A interagieren ka®8]| [204].
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Abb. 12: Modell fur die Reparatur von DSB in S. cerevisiae. Nach Auftreten von DSB werden die
DNA Enden von spezifischen Proteinen gebunden, estkmt zur Phosphorylierung von H2A Ser 129.
Dem folgt die Rekrutierung von NuA4 (Histonacetyltansferase) und des INO80 Komplexes. Die
Chromatin Remodelling Aktivitat von INO80 wird flir die Verbesserung der Zugénglichkeit zum
prozessierten 3'DNA Uberhang benétigt. Dies wird warscheinlich durch das Entfernen von
Nukleosomen ermdglicht [203].

Papmichos et al. konnten zeigen, dass INO80 notigestdum die Phosphorylierung von
H2A an DSB aufrechtzuerhalten. Es kann auch die SW#mittelte Htz1 Inkorporation
(s. u.) antagonisieren [205]. Zudem wird vermutiess INO80 zusammen mit SWR1 den
Austausch von H2A Varianten katalysiert, die denudetritt von Zellen in den
Zellzyklus nach DNA Schadigung kontrollieren. Iresm Modell ermdglicht es INO80
den Zellen, beschadigte Chromosomen zu segregim@amn die Phosphorylierung von
H2A aufrecht erhalten wird, die speziell in der Whgng von DSB vorkommt und
dadurch die Anpassung an Kontrollpunkte des Zellwylerlaubt [205], [206]. INO8O
wird ebenfalls fur das Entfernen von H3 und H2B ad4® kb Domé&nen, die DSB
umgeben, bendtigt [207]. Das humane INO80 ProtemN®80) enthéalt die
charakteristischen sieben Motive der Swi2/Snf2 késle Doméne, die Uber eine Region
von 700 Aminosauren verteilt sind und eine mogliEmA Bindedoméane, DBINOONA
Binding domain of_IN®0). hINO80 besitzt sowohl am N-Terminus, als auch @m
Terminus ein starkes Kernlokalisierungssignal [208las Protein zeigt nur in

Anwesenheit von Doppelstrang-DNA ausgepragte ATR&sgitat.
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SWR1 Komplexe

Der zweite Vertreter aus der Familie dslittATPasen - Swrl - wurde urspriinglich
ebenfalls ausS. cerevisiagyereinigt [99]. Swrl bildet mit weiteren Proteinend Htz1l
einen Komplex. Htz1 ist in Hefe ein orthologes Histder Histonvariante H2A.Z und
wird von SWR1 in einem ATP-abhéngigdRemodellingProzess in Nukleosomen
inkorporiert [99], [100], [209], [210], [211], [212Verschiedene Experimente konnten
zeigen, dass Htz1 vor allem an Promotorregionerranthert wird. Das bedeutet jedoch
nicht, dass Htz1 fur die Aktivierung der Transkiopt veranwortlich ist - es zeigte sich
auch eine Anreicherung von Htz1 an Promotoren waktiven Genen [100], [213]. Die
Inkorporation von Htzl kann daher als epigenetiscMarker fir verschiedene
regulatorische Effekte von Genen dienen. Der Meishaums dieses Prozesses ist bis dato
noch nicht komplett verstanden, es scheint jeddabs die Acetylierung von Histdrails
hierbei eine Rolle spielt [213], [214].

In elegantenin vitro Experimenten wurde der SWR1-vermittelte Austausam
H2A/H2B durch Htz1/H2B demonstriert. Die Inkorpocat von Htz1l in Chromatin
geschieht Uber eine ATP-abhéngige Reaktion und tlggndariberhinaus die SWR1
Untereinheiten Arp4 und Arp6 sowie Bdfl [215].

Mehrere Untereinheiten von SWR1, wie Actl, Arp4bRwnd Rvb2, finden sich auch
im INO80 Komplex [216] sowie im NuA4 HAT Komplexiéhe Abb.13) [217].

Swr1-Complex NuA4 HAT

Ino80-Complex

Abb. 13: Architektur der Untereinheiten des SWR1 Kanplexes und die Uberlappungen mit NuA4
und INO80 Komplexen [209].
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Ahnliche Interaktionen zwischen SWR1 und Htzl Homgeh wurden auch in
Saugetieren beobachtet [216], [218].

1.3.5 Drosophila split-ATPasen - Domino A und Domino B

Urspriinglich wurde daglomino Gen erstmals in einenscreeningauf Mutationen
entdeckt, welche hdmatopoetische Fehlbildungenrsachen [219]. IWlominemutierten
DrosophilaEmbryonen konnten keine zirkulierenden Erythrozygebildet werden. Des
Weiteren fiihrten bestimmt@ominoMutationen zu einer Suppression des Immunsystems
mit einer folglich stark erhohten Anfalligkeit déxetroffenen Embryonen gegentber
Infektionen mit Viren, Bakterien und Pilzen. In sehiedenen Analysen konnte gezeigt
werden, dasslominosowohl fir die Zellstabilitdt und Zellproliferaticals auch fur die
Oogenese notwendig ist [1], [219Pomino kodiert flr zwei Proteine mit 3202
Aminoséauren (Domino A) oder 2498 Aminosauren (Dami3). Der N-Terminus beider
Isoformen enthalt eine Prolin-reiche und eine s@omane mit etlichen Aspartaten und
Glutamaten (siehe Abb. 14). Die C-Termini beideofdsmen unterscheiden sich
dadurch, dass Domino A ein geteiltes Kernlokalsasignal sowie einen langen
Glutamin-reichen Abschnitt enthalt, wahrend DomiBonur eine zusatzliche saure
Doméne besitzt. Mit Ausnahme eines ca. 450 Aminesadangen, zweigeteilten
ATPase/Helikase Motivs, konnte bisher keine sigaifte Ahnlichkeit zu anderen
bekannten ATPase Familien gefunden werden. AlslMdgr dersplit-tATPasen besitzen
sowohl Domino A als auch Domino B die charaktesidte, durch ca. 450 Aminosauren

getrennte, zweigeteilte ATPase Domane (siehe Adp. 1
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Abb. 14: Dasdomino Gen und seine Proteinprodukte. (A) zeigt die Exoiitron Struktur des domino
Gens. Durch alternativesSplicing werden zwei unterschiedliche Transkripte generiertdomino A und
domino B. Die dunkelgrauen Kasten kennzeichnen Abschnitteed ATPase Doméne.

(B) Domino A und Domino B Proteine. Die gemeinsambl-terminale Region enthalt eine Prolin-
reiche Domane, eine saure Region (D/E-reich) undrs zweigeteilte DNA-abhangige ATPase Doméane
der SWI2/SNF2 Familie [1].

Domino A reichert sich im Laufe d@&rosophilaEmbryonalentwicklung in den Kernen
des Nervensystems an und kommt vereinzelt in Kemen Photorezeptorzellen der
Augenanlage vor. Domino B hingegen wird in den leerraller Zellen exprimiert und
findet sich in adulten Stadien vor allem im Ovar,FHollikelzellen und in den Oozyten
[1].

Die korrekte Expression homeotischer Gene wird liutie Expression von Genen der
Pc- und Trx-Gruppe reguliert [220]. Mitglieder derx-Gruppe werden bendtigt um an
homeotischen Genen einen aktiven Zustand aufrechérkalten. Mitglieder der Pc-
Gruppe erhalten im Gegensatz dazu einen represSia¢ns [221].

Im bisher einzigen Bericht tlber Domino dbsosophilawurde gezeigt, dass Domino A
mit dem hochmolekularen HAT Komplex Tip60 assotiist [2]. DerDrosophilaTip60
Multiproteinkomplex katalysiert den Austausch vonhoppho-H2AvD gegen

unmodifiziertes H2AvD an DSB. Diese Reaktion wirdnvzwei Chromatin-abhéngigen
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Enzymen des Tip60 Komplexes katalysiert: der Higtetyltransferase Tip60 und der
ATPase Domino A. Analysen zeigten, dass diese irmiierst nukleosomales phospho-
H2AvD an Lys 5 acetylieren und es anschlieRend HHRAVD ersetzen. Ein sehr
ahnlicher Mechanismus des Histonaustausches an W88e flir den INO80/NuA4
Komplex in Hefe beschrieben [99], [209], [210]. H®ei noch einmal betont, dass in
Drosophilanur eine H2A Variante, H2AvD, vorkommt.

Tip60 ist ein Proteinkomplex, der viele wichtige fgaben erfullt indem er in Prozesse
wie die Regulation der Transkription, den Zell-Ayklsowie in sogenannt@heckpoint
Maschinerien und, wie bereits erwahnt, in die DNépRratur eingreift. Das funktioniert
sowohl Uber seine Acetyltransferase Aktivitat alscha tUber direkte Protein-Protein
Interaktionen und Rekrutierung von Bindepartnerrsgezifischen Kompartimenten. Der
Verlust von Tip60 fuhrt zu einer Akkumulation vorSB, was zu einer Zunahme von
verschiedenen Karzinomtypen fihren kann [222], [2[224].

Die Beteiligung von Tip60 an der Entstehung vonlisreowie dessen Einfluss bei der
Reparatur von DSB und seiner Interaktion mit myeroBF2 Elongation Factor 2
konnten einen interessanten Ansatz in der Krebegieedarstellen [225], [226].

Die Rolle von Domino B und sein Vorkommen in Mutbpeinkomplexen ist bis dato
noch nicht genauer geklart worden und war der Gstgad dieser experimentiellen
Arbeit.
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2 Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

Die folgenden DNA Manipulationen wurden dem Staddeark Sambrook und Russell,
2001, entnommen und je nach Applikation entspreghemmodifiziert:

Polymerasekettenreaktion (PCR), Agarose-Gelelektgse und Ethidiumbromid-
farbung, Medien zur Bakterienanzucht, Agarplattéfransformation kompetenter
Bakterien, Resistenzen zur Bakterienanzucht. Degevé¢n wurden fur die folgenden
Standardmethoden die vom Hersteller empfohlenen tokstle verwendet:
Restriktionsverdau mit unterschiedlichen Restrikdienzymen (NEB, Roche), DNA
Ligation (NEB), DNA Isolierung nach PCR, sowie DNExtraktion nach Agarose-
Gelelektrophorese (Pharmacia); Isolierung von Pidsm aus Bakterien (Qiagen),
Bacmid Herstellung und Isolierung von viraler DNAurz rekombinanten

Proteinexpression in Sf9 Zellen (Invitrogen).

Klonierung und Proteinexpression

Die vollstandige cDNA von Domino B wurde freundleiveise von Marie-Laure Ruhf
(Friedrich Miescher Institut, Basel, Schweiz) zuerfigung gestellt. Die cDNA von
Domino B wurde zuerst mit dem Restriktionsenzym XBache) in zwei Fragmente
geschnitten und beide Teile mittels PCR amplifiziBafir wurden die folgenden Primer
verwendet: Dom-PacNot-fw: 5-AAG CCT AGC GGC CGC RAGAA GGT AAT
TCA GCA-3", Dom-Xba-rev: 5'-AAC GTC TCT AGA TTT ATTG-3", Dom-Xba-fw:
5-CAA ATA AAT CTA GAG ACG TT-3", Dom-PacKpn-rev:'BAAA TTT GGT ACC
CCT GGC TGT TCC GCT-3". AnschlieRend wurde das A&@Bdukt mit Hilfe des
TOPO Cloning Kit (Invitrogen) kloniert. Das DominB Fragment wurde uber die
Schnittstellen der Restriktionsenzyme Not | und Kp(NEB) in den Bluescript KS-
Vektor (Stratagene) eingesetzt. Damit Domino B miiter FLAG-Affinitatssequenz
versehen werden konnte, wurde das Fragment mitINotd Kpn | (NEB) aus dem
Bluescript KS-Vektor (Stratagene) herausgeschnitied in den Vektor pPacFlagBack

(Invitrogen), der eineFLAG-Sequenz enthalt, plaziert. Anschlieend wurde das

32



Methoden

Domino BFLAG Fragment mittels Not | und Xba | (NEB) aus dem gRagBack
herausgetrennt, aufgereinigt und mit Not I/Xba E@ in den pFastBacHTc-Vektor
(Invitrogen) eingesetzt. AnschlieRend wurde DomifBFLAG einerseits unter
Zuhilfenahme des Fast Bac Kits (Invitrogen) fur Bigression in Sf9 Zellen verwendet.
Gleichzeitig konnte mit den gleichen Restriktiorsgnen (Not I/Xba 1), Domino B-
FLAG in den Vektor pMiB/V5-HisA (Invitrogen) fir die Exession in SL2/KC/Sf4
Zellen eingesetzt werden. Fir die Herstellung demido B K945R Punktmutante wurde
die Mutagenese von Domino B im HTc-Plasmid tber PdiRRchgefuhrt (Invitrogen
Mutagenesis Kit). Es wurden folgende Primer vervegnd

DomB-K945R-fw: 5’-GAGATGGGTCTGGGCGAACCATCCAGACCATTG-3
DomB-K945R-rev: 5-CAATGGTCTGGATGGTCGGCCCAGACCCATCTC-3

Nach Aufreinigung der mutierten DNA wurde der kosi@ Klon von Domino B
Wildtyp und der Domino B K945R Mutante im HTc-Pladnsequenziert und damit die
jeweilige cDNA geprift. Anschlieend wurde mit ddrast Bac Kit (Invitrogen) wie

oben beschrieben weiter verfahren.

2.2 Proteinchemische Methoden

SDS-Polyacrylamid Gel Elektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde das yS&e der Firma Novex
verwendet. Zuerst wurde ein Trenngel [2,4 ml Was8ml Acrylamid/Bisacrylamid
Losung [30%ig; 37,5:1], 1,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,80 pl SDS 20%, 30 pul APS 20%,
2,5 ul TEMED] in eine vorgefertigte Plastikkassetiagegossen und sofort vorsichtig
mit Isopropanol Uberschichtet. Nach Polymerisatande anschlieRend ein Sammelgel
[1,4 ml Wasser, 0,33 ml Acrylamid/Bisacrylamid Lagu30%ig; 37,5:1], 0,25 ml 0,5 M
Tris (pH 6,8), 10 ul SDS 20%, 10 pl APS 20%, 2 [HMED] hinzugefugt. Die
Gelkammer wurde mit Laufpuffer [192 mM Glycin, 25MmTris, 0,1% (w/v) SDS]
gefullt und die Proteinproben mit SDS-Ladepuffe0Q2mM Tris (pH 6,8), 8% (w/v)
SDS, 40% (v/v) Glycerin, 4,298-Mercaptoethanol, 0,2% (w/v) Bromphenolblau] im
Verhaltnis 1:1 bzw. 1:5 versetzt und fur 5 min 887C erhitzt.
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Die Elektrophorese wurde zuerst fur 15 min bei ¥5@urchgefihrt, anschlieRend wurde
die Voltzahl auf 200 V erhoéht.
Nach dem Gellauf wurden die Polyacrylamid Gele ewlgv fur einen Western Blot

Transfer vorbereitet oder direkt mit Coomassie BEaR50 oder Silbernitrat angefarbt.

Coomassie-Farbung

Zu farbende Gele wurden fur 30-40 min in der Fi¥igung [50% (v/v) Methanol, 10%
(v/v) Essigsaure] geschittelt und anschlieRendRabeldsung [10% (v/v) Essigsaure,
0,025 (w/v) Coomassie (G-250)] fur mindestens 1nge#érbt. Das Entfarben erfolgte
durch Zugabe und mehrfachen Wechsel der Entfannetp§10% (v/v) Essigsaure] bis
der Gelhintergrund klar wurde. Nach Erreichen desimschten Entfarbegrades wurde
das Gel mit Hilfe des Geldokumentationssystelmage Master VDS (Pharmacia)
fotografiert bzw. mit einem Scanner (Linotype Saplitra 2, Linocolor) digitalisiert,
archiviert und in einem Geltrockner auf Watmandfgapier getrocknet.

Silberfarbung

Das Gel wude nach Auftrennung der Proteinproberr fl@eht in Fixierlosung [40%
Methanol, 10% Essigsaure] inkubiert. AnschlieBendds das Gel dreimal fir 10 min
mit Waschlésung [30% (v/v) Ethanol] gewaschen, h nm Thiosulfatldsung [0,02%
(w/iv) NaxS;03)] eingelegt, und anschlieRend fur 30 min in Siliteatiosung [0,2% (w/v)

AgNOQO;] inkubiert. Anschlieiend wurde noch dreimal kuri WWasser gewaschen und
das Gel in den Entwickler [3% (w/v) MaOs, 0,05% (v/v) Formaldehyd, 0,0004% (w/v)
NaS,03] gelegt. Sobald die Banden die gewlnschte In@nsihgenommen hatten,
wurde die Stoplosung [0,5% (w/v) Glycin] auf dasl @egeben. Dokumentation und
Trocknung erfolgten wie im vorherigen Abschnitt tleseben.

Fur alle Waschschritte wurde reinstes, filtrier@2 pm) Wasser verwendet. Alle

Lésungen wurden frisch zubereitet.
Farbung fur Histone

Das Polyacrylamid Gel wurde nach Elektrophoreser iNmcht in Fixierlosung [50%

(v/v) Methanol] inkubiert um das Glycin zu entfempedas mit der Farbeldsung
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interferieren wirde. Am Tag darauf wurde die F&behg frisch zubereitet. 0,8 g
Silbernitrat wurde in 4 ml destilliertem Wasser agtl (Losung A) und anschlie3end
tropfchenweise in 21 ml 0,36% NaOH und 1,4 ml Aminorhydroxid (Losung B) unter
konstantem Rihren hinzugefiugt. Dann wurde mit biestem Wasser auf 100 ml
aufgefullt (Losung C). Das Gel wurde nun fur 15 mim Losung C eingelegt und
geschiittelt. Daraufhin wurde das Gel funfmal fur5jemin mit destilliertem Wasser
gewaschen. Zur Herstellung der Farbelésung wurdemm?2 1% Zitronenséure und 0,25
ml 38% Formaldehyd gemischt und auf 500 ml aufdgefiibsung D). Das Gel wurde
solange in Lésung D inkubiert bis die Banden dieigeschte Intensitat erreicht hatten.
Dann wurde das Gel sofort in destilliertem Wassewagschen und fir 5 min in die
Stoplosung eingelegt [45% (v/v) Methanol, 10% (MAgsigsaure]. Zur Lagerung wurde
das Gel in 50% Methanol Uberfiihrt. Dokumentatio dmocknung erfolgten wie im

vorherigen Abschnitt beschrieben.

Western Blots/Immundetektion

Proteinproben wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt andchlieBend in einem
Transferpuffer [25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% (y/¥ethanol, 0,02% (w/v) SDS]
bei 4°C auf eine PVDF-Membran (Biosciences bzw lipbre) Gibertragen. Der Tansfer
erfolgte in einer Western Blot Kammer entweder fiuei Stunden bei 100V oder tber
Nacht bei 40V. Danach wurden unspezifische Bindongé PBS-T [PBS, 0,1% Tween
20] und 5% fettfreies Milchpulver fir mindestenseshalbe Stunde bei Raumtemperatur
blockiert. Der Primarantikdrper wurde in PBS-T vi@ndt und Uber Nacht bei 4°C oder
fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nackingaligem Waschen (jeweils 10
min) in PBS-T wurde mit dem Meerrettichperoxidasé&appelten Sekundarantikdrper
fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert (85%2,Milchpulver, Verdinnung des
Sekundérantikdrpers antiHase und antiRatte: 1:108@Maus: 1:5000). Nach erneutem
funfmaligen Waschen (jeweils 10 min) in PBS-T ayfeldie Nachweisreaktion mit dem
ECL-Kit von Amersham. Schlie3lich wurde die Membrauf eine Glasplatte gegeben,
mit Haushaltsfolie bedeckt, Luftblasen entfernt undeiner Filmkassette gegen einen
Rontgenfilm (Super RX, Fuji) exponiert. Der Film rmde je nach gewlnschter
Expositionszeit und Starke des Signals entwickelt.
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Préparation von Drosophila Embryo Extrakten

Fur die Herstellung eines Zellkernextrakts wurddiegeénembryonen vomrosophila
melanogaste(Oregon R) gesammelt. Der Proteinextrakt wurde resnbm etablierten
Protokoll, beschrieben bei Nightingale et al. 19p@jpariert. Die Fliegen legten ihre
Embryonen auf Apfelsaft-Agarplatten, mit denen &uinh Form von Hefepaste in die
Kultur gebracht wurde. Diese Platten wurden alle St2nden gewechselt und die
entnommenen Platten bei 4°C gelagert. Das AltelEdelbryonen betrug somit zwischen
0 und 12 Stunden. Die uber mehrere Tage (3-4 Thiggjeg gesammelten Embryonen
wurden von den Apfelsaft-Agarplatten mit Hilfe esnélaushaltspinsels und kaltem
Leitungswasser abgewaschen, durch drei Ubereindiedende Siebe mit immer kleiner
werdenden Maschen gesammelt und im kleinstmascl8gdngereinigt bzw. gesammelt.
Die Embryonen wurden danach in ein&astikbecher tberfuhrt und mit Embryo-
Waschpuffer [0,7% (w/v) NaCl, 0,04% Triton-X 100}fa200-400 ml Gesamtvolumen
aufgefullt. Zum anschlieBenden Dechorionieren dembfyonen wurde 60 ml
Natriumhypochloritlosung (mit 6-14% aktivem Chlgsjo 200 ml Embryosuspension
dazugegeben und die Mischung fur 2,5 min auf eindagnetriihrer gut geruhrt.
AnschlieBend wurden die Embryonen sofort in dasstei Sieb zurtick Gberfuhrt und fur
10 min ausgiebig mit kaltem Leitungswasser gewascHgm die Chorionhillen
abzutrennen, wurden die Embryonen wieder in einastiRbecher gegeben und in 1 |
Embryo-Waschpuffer resuspendiert. Durch kraftiggghien wurde der Vorgang des
Ablésens der Embryohillen beschleunigt. Nachdenm sl Embryonen unten am
Becherboden abgesetzt hatten, wurden die oben mchenden Hullen durch
Dekantieren abgetrennt und verworfen. Dieser Schnitrde zweimal mit jeweils 1 |
0,7% NaCl-Losung wiederholt. Die Embryonen wurdamctl einen Buchnertrichter
abgenutscht, einmal mit 200 ml destilliertem Waggavaschen und durch Vakuum auf
Filterpapier getrocknet, abgewogen und sofort aisf gestellt. Alle weiteren Schritte
wurden im Kihlraum bei 4°C durchgefiihrt. Pro Gragetrocknete Embryonen wurden
6 ml kalter Nu-1 Puffer [15 mM HEPES-KOH, pH 7,8 @M KCI, 5 mM MgC}, 0,1
mM EDTA (pH 8,0), 0,5 mM EGTA (pH 8,0), 350 mM Saecose] vorbereitet, d.h. der
Puffer wurde frisch mit 1. mM DTT und 0,2 mM PMSPhenylMethylSilfonyl-Huoride)

versetzt. Die Embryonen wurden in 1 ml pro GrammbBm Nu-1 resuspensiert und
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durch einen Yamato-Homogenisierer passiert (5 Basséei 1500 rpm). Die Kerne
bleiben in diesem Schritt intakt. Das Homogenatdewturch ein Miracloth-Tuch filtriert
und direkt in einen vorgekihlten GSA-Zentrifugertescgegeben. Das Miracloth-Tuch
wurde mit dem restlichen Nu-1 Puffer durchspult. Inanschlielenden
Zentrifugationsschritt wurden die Kerne abgetreiié Zentrifugation erfolgte im GSA
Rotor der Sorvall Zentrifuge fiir 15 min bei 8000mrpund 4°C. Der Uberstand,
groRtenteils aus Zytoplasma bestehend, wurde aeBehld vorsichtig abgegossen, und
die Seitenwande der Zentrifugenbecher mit Einmaidttichern von Lipiden befreit.
Das Kernpellet wurde pro Gramm Embryo in 1 ml kaldu-2 Puffer [15 mM HEPES
(pH 7,6), 110 mM KCI, 5 mM MgGJ 0,1 mM EDTA (pH 8,0)], nach Zugabe von DTT
und PMSF, resuspendiert. Dabei sollte vermiedendever das unter dem Kernpellet
liegende Dotterpellet mit zu resuspendieren. Diblsténdige Resuspension erfolgte in
einem Hand-Homogenisierer mit losem Kolben. Dasux@n der resuspendierten Kerne
wurde in einem Messzylinder bestimmt. Die resuspeteh Kerne wurden auf
vorgekuhlte Ultrazentrifugenbecher aufgeteilt unid jeweils 10% des Volumens mit 4
M Ammoniumsulfatldsung versetzt um die Kernprotemeextrahieren. Die Suspension
wurde in den Ultrazentrifugen-Bechern fur 20 mih @aem Drehrad bei 4°C rotiert und
dann in einer vorgekuihlten Ultrazentrifuge bei 48€2 Stunden bei 35000 rpm in einem
Ti 60 Rotor zentrifugiert. Der Uberstand wurde reiner 10 ml Pipette vorsichtig
abgenommen, das Volumen des Uberstandes gemessgraiml wurden 0,3 Gramm
feines Ammoniumsulfatpulver Uber einen Zeitraum V®mmin dazugegeben und fur
weitere 10 min bei 4°C geruhrt. Die geféllten Pir¢dewurden in einer vorgekuhlten
Sorvallzentrifuge (SS 34 Rotor) fiir 30 min bei 180pm abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen, die Seiten der Zentrifugenrohrchen gatragknet und das Proteinpellet
anschlieRend mit Hilfe eines kleinen Homogenisaiar9,2 ml pro Gramm Embryo
HEMG 40 Puffer [25 mM HEPES (pH 7,6), 40 mM KCI52nM MgChk, 0,1 mM EDTA
(pH 8,0), 10% (v/v) Glycerol] resuspendiert. Dieoteinlosung wurde zunéachst dreimal
45 min gegen HEMG 40 (je 1 1) bei 4°C dialysiertudann tber Nacht gegen 3 | HEMG
100. Am néchsten Morgen wurde das noch nicht @il$ig in Lésung gegangene
Protein durch Zentrifugation (15000 rpm im SS34 drRdtir 10 min) abgetrennt. Der
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Uberstand, genannt Kernextrakt (TRAX), wurde ing@bts in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80°C gelagert.

Chromatographie

Die Materialien fur die Chromatographie wurden vémersham-Pharmacia (Q-
Sepharose, Hydroxylapatitit, Mono Q HR 5/5) und rBa (Biorex 70) bezogen. Alle
Dialyse- und Chromatographieschritte fanden bei dfa@t. Der Zellkernextrakt (TRAX)
wurde aus circa 200 g 0-12 Stunden alBnoesophila Embryonen prapariert. Fir die
verschiedenen Chromatographien wurden die untegebsteten Puffer verwendet. Alle
Puffer wurden auf 4°C vorgekuhlt, mit jeweils 0,2Mmfrischem PMSF, frischen
Protease-Inhibitoren (Pepstatin, Leupeptin, Apaiot) (Roche) und 1 mM
Dithiothreithol (DDT) versehen, und durch einen @8 Filter filtriert.

Q-Sepharose HEMG 200 [20 mM HEPES pH 7,6, 0,2 M KCI, 1,%MgCl,, 0,5
mM EDTA, 10% Glycerol08% NP 40], HEMG 1000 [1M KCI]

Biorex 70: HEMG 200 [20 mM HEPES pH 7,6, 0,5 mM EDp& 8,0, 1,5 mM
MgCl, 10% (v/v) Glycerol, 0,2 M KCI, 0,05% NP 40], HEMIBOO
[IM KCI]

Hydroxylapatit: 0 M KPi [10 mM HEPES pH 7,6, 1,5 mM MgClL0% Glycerol,
500 mM NaCl, 10 mM Glycerolphosphat], 0,5 M KPi [ifM HEPES
pH 7,6, 1,5 mM MgCGl 10% Glycerol, 500 mM NaCl, 10 mM
Glycerolphosphat, 19,25 mM KRQ,, 30,75 mM KHPOy]

Mono Q: HEMG 50 [20 mM HEPES pH 7,6, 0,5 mM EDEH 8,0, 1,5 mM
MgG) 10% (v/v) Glycerol, 0,05 M KCI, 0,05% NP 40], HEML000
[1M KCI]

Superose 6: HEMG 200 [20 mM HEPES pH 7,6, 0,5 mM EDTHA 8,0, 1,5 mM
MgGl 10% (v/v) Glycerol, 0,2 M KClI, 0,05% NP 40]
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Massenspektrometrie

Die gereinigten Domino A/B-enthaltenden Fraktiovemrden nach SDS-PAGE fir die
massenspektrometrische Analyse mit kolloidalem Cassie laut Hersteller Angaben
gefarbt. Alle deutlich erkennbaren Banden wurdert ginem sauberen Skalpell
ausgeschnitten. Die isolierten Banden wurden jewmit filtriertem 100 pl HO in ein
sauberes Eppendorf Rohrchen eingelegt und direkt das Zentrallabor fir
Proteinanalytik (ZfP) am Adolf Butenandt Institutdigeben. Nach einem Trypsinverdau
wurden die Proben dort mit der MALDI-TOfMatrix Assisted _hAser Desorption
lonisation -_Tme & Flying) Methode analysiert. Die Proteinsequenzen wurdierHitie
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 4X802 bzw. Sf4 Zellen in Platten mit 6 cm
Durchmesser gegeben, nach etwa 15 min (Absetzenheften der Zellen) wurde das
Medium (Schneider Medium; Invitrogen) abgesaugt pralPlatte 7 ml frisches Medium
hinzugefugt. Die Platten wurden mit Parafilm abgétleund Uber Nacht bei 26°C in
einem Brutschrank inkubiert. Am darauf folgenderg NWaurden die Zellen mit dem
Plasmid Domino B-LAG in pPacFlagBack (Invitrogen) transfiziert. Daflunden zuerst
2,4 ng DNA und EC-Puffer (Qiagen) auf ein Volumen von03Ql gebracht.
AnschlieBend wurden 16ul Enhancer (Qiagen) Losung dazu pipettiert. Der
Reaktionsansatz wurde kurz auf dem Vortexgerat hohischt, fur finf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und nochmals kurz zergigid. Daraufhin wurden 6Ql
Effectene Reagent (Qiagen) hinzugefiigt und durchrmaliges Auf- und Abpipettieren
miteinender vermischt. Der Reaktionsansatz wurdscldre3end fur 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wuddes alte Schneider Medium der
vorbereiteten Zellen mit einer Vakuumpumpe abgesaugl durch frisches Medium

ersetzt. Weitere 3 ml Medium wurden in ein steril&sml Falconréhrchen gegeben, mit
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dem Transfektionkomplex versetzt und durch Investie gemischt. Dieser fertige
Transfektionsansatz wurde nun auf die SL2 (oder ZfHen) gegeben. Anschlie3end
wurden die Platten kurz geschwenkt, damit sichTdansfektionskomplex gleichmafig
auf den Zellen verteilen konnte. Die Platten wurdettels Parafilm verschlossen und bei
26°C fur zwei Tage im Brutschrank gelagert. NacheizWagen wurden die Zellen

geerntet und mit PBS (und frischen Protease-Irdriént) versetzt. Dann wurden die
Zellen mit Proteinladepuffer versetzt und fur 5 b 95°C gekocht. Die Proben wurden
mittels Gelelektophorese aufgetrennt, anschlielzericeine PVDF Membran (Millipore)

transferiert und mittels anBLAG oder anti-Domino B Antikdrpern analysiert.

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

Virusmenge

Eine 15 cm (Durchmesser) Platte wurde mit 12 Midin Sf9 Zellen ausgesat und mit
verschiedenen Virusmengen inkubiert. Als Virusmemngeden, wie bei allen anderen
Viren, die im Labor verwendet werden, 100-250-50041 ul verwendet. Parallel dazu
wurde die Inkubationszeit getestet, also 1 Tag,32und 5 Tage Inkubation zur

Proteinexpression.

Proteinexpression in Sf9 Zellen

Frisch vorbereitete Sf9 Zellen wurden mit Baculewir die entweder Domino BEAG
Wildtyp oder Domino B K945R Mutante enthielten,ianrt und fir 48 Stunden bei
26°C inkubiert. Die Zellen wurden in PBS (mit fiemn Protease-Inhibitoren)
gewaschen, in HEMG 500 (mit frischen Protease-itdrién) resuspendiert und mittels
zweier Einfrier- und Auftauzyklen sowie milder Sfikation (10 Sekunden; 4°C;
Amplitude 40%) lysiert. Nach der Sonifikation wurder Extrakt fir 30 min bei 4°C in
einer Eppendorf Tischzentrifuge bei maximaler Gesctigkeit (13000 rpm)
abzentrifugiert. Der Uberstand (I6slicher Teil) wermit 10l M2 antiFLAG beads
(Sigma) pro 12x10Zellen versehen und 2-3 Stunden bei 4°C auf deemad inkubiert.
Die beadswurden dreimal in HEMG 500 und einmal in HEMG 2G® 10 Minuten bei
4°C gewaschen. Rekombinantes Protein wurde miBeKG-Peptid [50 ng/ul] far 3
Stunden (Elution 1) und anschlie3end tGber Nachiti@l 2) bei 4°C eluiert. Eluiertes
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Domino B Protein wurde entweder Coomassie gefadetr onittels Western Blots und

Immundetektion analysiert.

Etablierung einer SL2 Zelllinie zur stabilen Expresion von Domino B

Einen Tag vor der Transfektion wurden 2XZllen (SL2 und KC Zellen) mit 5 ml
Schneider Medium (Invitrogen) in eine 60 mm (Duresser) Platte gegeben und bei
26°C Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am dafalgienden Tag wurden 2,4 ug
Domino B DNA mit DNA Kondensationspuffer und EC Ruif (Qiagen) versetzt. Das
Endvolumen betrug 150 pl. Es wurden 8 pl Enham@egen) hinzugefugt und kurz auf
dem Vortexer vermischt. Dieser Ansatz wurde 5 nenRaumtemperatur inkubiert und
fur einige Sekunden zentrifugiert. Anschliel3end deudem DNA Enhancer Gemisch 25
pl  Effectene Transfektionsreagent (Qiagen) hinzigjefund durch mehrmaliges
Invertieren vermischt. Die Ansétze wurden fir watddl0 min bei Raumtemperatur
inkubiert, um die Bildung des Transfektionskompkexeu gewdahrleisten. In der
Zwischenzeit wurde das Medium vorsichtig von der?2 HAellen entfernt und 4 ml
frisches Schneider Medium hinzugefigt. In die Epoefgefale mit dem
Transfektionskomplex wurde 1 ml Medium gegeben dacth mehrmaliges Pipettieren
gemischt. Sofort danach wurde der Transfektionskexntfangsam auf die SL2 Zellen
gegeben und die Platten vorsichtig geschwenkt.tiaiesformierten Zellen wurden unter
ihren normalen Wachstumsbedingungen in den Bruasgéhgestellt. Nach 48 Stunden
wurden die Zellen im Verhéltnis 1:5 gesplittet und Antibiotika versetzt (Blasticidin:
20 pg/ml). In regelméRiigen Abstanden (alle 3-5 Jagarde mittels Western Blot die

Expression von Domino B getestet.

Kernextrakt aus SL2 Zellen

Die geernteten SL2 Zellen wurden bei 900 rpm funio zentrifugiert. Das Medium im
Uberstand wurde abgesaugt. Die weiteren Schrittelevualle bei 4°C durchgefiihrt. Um
die Zellen zu waschen, wurden sie in 5 ml Puffefl& mM HEPES, pH 7,6, 10 mM
KCI, 2 mM MgCk, 0,5 mM EGTA, 0,1 mM EDTA, 350 mM Sucrose, 1 mM DDund
frischen Protease-Inhibitoren (PMSF; NaMBS; LeupepfPepstatin A; Aprotinin)
resuspendiert und fur 20 min bei 8000 rpm zentr#ug(SS34 Rotor; Sorvall). Der
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Uberstand wurde sehr vorsichtig abgenommen, dagelief wurde in 5 ml Puffer AB
[15 mM HEPES, pH 7,6, 110 mM KCI, 2 mM MgCb,5 mM EGTA, 0,1 mM EDTA, 1
mM DDT, 0,2 mM PMSF, 1 mM NaMBS] mit frischen Prase-Inhibitoren
resuspendiert und mit 1/10 Volumen (NBO; versetzt und 20 Sekunden vermischt.
Nach dieser Inkubation wurde die  Suspension sehrskosi Die
Ultrazentrifugationsrohrchen wurden anschlie3endviongekihlten Ti45 Rotor fur 2
Stunden bei 35 krpm (= 100000 x g) ultrazentrifugiBer Uberstand wurde vorsichtig
mit einer Pipette abgenommen, wobei die Pipettérspunter die oben liegende
Lipidschicht gehalten wurde. Fiir jeden tiberstand wurden langsam unter Rithren 0,3 g
(NH4)SOs hinzugegeben. Dann wurde fur weitere 5 min gerimt eine optimale
Préazipitation zu bekommen. Diese L6sung wurde inereivorgekihlten Sorvall
Zentrifuge in einem kuhlen SS34 Rotor bei 15 krpim 20 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Innenseiten detrifiegenréhrchen gut mit einem
Kimwipe-Tuch getrocknet. Das Kernpellet wurde i@ @l Puffer C [20% Glycerol, 25
mM HEPES, pH 7,6, 100 mM KCI, 2 mM Mg£10,5 mM EGTA, 0,1 mM EDTA, 1 mM
DDT, 0,2 mM PMSF, 1 mM NaMBS] mit frischen Protedshibitoren resuspendiert.
Dieser Ansatz wurde fir 4 Stunden gegen 2 | P@felialysiert. Der Kernextrakt wurde

in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei @Gfufbewahrt.

Chromatin Salz Dialyse - nukleosomale Arrays

FUr einen Reaktionsansatz mit GDEndvolumen wurden Plasmid DNA (12xW601 in
pUC18; Daniela Rhodes, Cambridge) und rekombinkiigtne in einem Verhaltnis von
1:3 eingesetzt. Daftr wurden 10 mM Tris, pH 7,& W NaCl, 0,12ug/ul BSA, 10ug
Plasmid DNA und 331g Histone in ein Eppendorfgefal3 pipettiert. AnssRénd wurde
der Reaktionsansatz mit filtriertem Wasser aufpbufgefillt. Die Reaktionsansatze
wurden in neue Eppendorfgeféal3e, die eine Dialysemmamenthielten, Gberflhrt. Zuerst
wurden diese Reaktionsansatze in den Dialysegeféideaine Stunde gegen 200 ml
Lésung 1 [10 mM Tris, pH 7,6, 1,2 M NaCl, 1 mM EDTA,01% NP 40, 1 mM R-
Mercaptoethanol] dialysiert.

AnschlieRend wurde 1 | Losung 2 [10 mM Tris, pH,716 mM EDTA, 1 mM 3-

Mercaptoethanol] mittels einer Peristaltikpumpetemweise in Losung 1 gemischt. Die
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Geschwindigkeit der Pumpe wurde so gewahlt, dasDilyse nach etwa 13 Stunden
beendet war. Am nachsten Tag wurde die Dialyseemfrischen Losung 2 und 100 mM
NacCl fur 1-2 Stunden fortgesetzt. Danach wurdenfeligg gestellten Polynukleosomen
in neue EppendorfgefalRe uberfihrt und bei 4°C avdhe. Um die Qualitat der

jeweiligen Praparation zu prufen, wurde anschliel®n MNase Verdau durchgefuhrt.

MNase Verdau von assembliertem Chromatin

Die Polynukleosomen wurden mit 0,2 U MNase/150 ngADfur 30, 60 und 180
Sekunden in der Anwesenheit von 10 mM Ga@€ltdaut. Die Reaktionen wurden mit der
Zugabe von 0,2 Volumen von 4% SDS/100 mM EDTA ggsto Die MNase
Verdauprodukte wurden auf einem 1,8% Agarose Gelfgetrennt, mit
Ethidiumbromidlosung gefarbt und qualitativ anatysi

ATPase Assay

Die ATPase Aktivitat von Domino und ISWI wurde nagimem modifizierten Protokoll
gemessen [149]. Die ATP-Hydrolyse Rate von etwaen8liSWI oder Domino wurde in
Anwesenheit von 0,1 pg Doppelstrang-DNA oder dbeselMenge chromatinisierter
DNA bestimmt. Standardreaktionen (15 pl) wurde\irPase Puffer [50 mM Tris-HCI
pH 7,5, 50 mM KCI 0,5 mM 2-Mercaptoethanol, 0,1 B8A, 0,67 mM MgC]] und in
einem Mix aus 20 uM ATP und 35 kBy-{?°PJATP (Amersham) durchgefiihrt. Die
Reaktionsgefalie wurden bei 26°C fir 30 min inkubierul jeder Reaktion wurde auf
eine DUnnschicht Chromatographie Zellulosemembkéergk] pipettiert. Ungespaltenes
ATP und freies Phosphat wurden Uber die Chromapbgeamit 0,5 M LiCl/1M
Formaldehyd in einem Zeitraum von etwa 15 min voaeder getrennt. Die getrocknete
Membran wurde fir 10 min auf einem Phosphoimageeedc[Fuji] exponiert und das

Verhéltnis von freiem Phosphat und ATP wurde miDAISoftware [Fuji] quantifiziert.
Nukleosomen Mobilisierungs Assay

Die Durchfihrung der nukleosomalen Mobilisierungg&t®onen erfolgte wie im
Methodenpaper angegeben [29].
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3 Ergebnisse

3.1 Aufreinigung von Domino Proteinkomplexen

Zur konventionellen Reinigung und Isolierung von nilwo Komplexen wurden
Kernextrakte aus ca. 200-30MgosophilaEmbryonen verwendet. Fir die Detektion der
Domino Proteine wurden Antikérper gegen Domino Al @omino B verwendet, die uns
freundlicherweise von M. L. Ruhf (Friedrich Mieschimstitut, Basel, Schweiz) zur
Verfigung gestellt wurden. Im Zuge der ersten Vesuzur Isolierung von Domino aus
Kernextrakten stellte sich jedoch heraus, dassigéezur Verfigung gestellten Antiseren
gegen Domino B zu starken unspezifischen Hintegigmalen bei der Immundetektion
fuhrten. Deswegen wurden fur die Anreicherung vamiho Komplexen vorwiegend
zwei Antiseren gegen Domino A (ein Antiserum wuidélase, ein zweites Antiserum in

Ratte generiert) verwendet.
3.1.1 Konventionelle Chromatographie

Schema 1

A) Fraktionierung mittels Q-Sepharose (starker Amimaustauscher)

Drosophila-Kernextrakt (TRAX)
|
Q-Sepharose
I

rrererereee - | :
FT 0,25 M 0,5M 1M

Die Q-Sepharose Elution erfolgte durch eine Erhghder Salzkonzentrationen von 100
mM (= Laden und Waschen der Saule) auf 250-500-19RI0OKCI in HEMG Puffer. Die
Westernblotanalyse zeigte eine Anreicherung von iDomA im Durchlauf (FT). Ein
Signal ergab sich auch in der 500 mM Fraktion undsehwaches Signal in der 250 mM
Fraktion. Die 1 M Fraktion zeigte keine Signale §Rléat hier nicht dargestellt).
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IP FT 025M 05M

Domino A p we=s ===

160 e
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Abb. 15: Western Blotanalyse nach der schrittweiseklution der Q-Sepharose Saule (siehe Schema
1). Die Spuren des SDS-PAGE (6%) wurden mit folgerah Proben (von links nach rechts) beladen:
Proteinstandard, Auftrag (IP), Durchlauf (FT), Eluate bei stufenweise erhdhter Salzkonzentration
(0,25 M-0,5 M). Die Blotmembran wurde mit dem Antildrper gegen Domino A @¢-Hase) inkubiert.

B) Gelfiltration durch Superose 6 Chromatographie

Um einen Hinweis auf das native Molekulargewichhvbomino A bzw. mdglicher
Domino A Komplexe zu bekommen, wurde eine Grol3essihluss-Chromatographie
durchgefiihrt. Dazu wurde ein 250 pl Aliquot der [HEktion aus der Q-Sepharose auf

die Gelfiltrationssaule aufgetragen.

Drosophila-Kernextrakt (TRAX)

|
Q-Sepharose

FT 0,25 M 0,5M 1M
I
Superose 6
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Die Eichung der Gelfiltration wurde mit Standardeioen durchgefuhrt. Deren
Elutionsprofil an der Superose 6 wurde ermittelt ust dementsprechend angegeben
(siehe Pfeile): Blau Dextran 2 MDa, ThyreoglobBB0 kDa, Ferritin 440 kDa, Aldolase
220 kDa (nicht gezeigt). Das Trennverfahren eingre®ose 6 S&ule beruht darauf, dass
unter nativen Bedingungen hochmolekulare Proteins. BProteinkomplexe die Saule

schneller durchlaufen als niedermolekulare.

2 MDa 667 kDa 440 kDa

!

IP 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Domino A -
- ' = EF

—

160 —

10 —

Abb. 16: Western Blotanalyse der Fraktionen nach deSuperose 6 Gelfiltration: Die Spuren des
SDS-PAGE (6%) wurden mit folgenden Proben (von link nach rechts) beladen: Auftrag (IP),
eluierte Fraktionen (10-28) entsprechend einem abhenenden Molekulargewicht (siehe Pfeile). Die
Blotmembran wurde mit dem Antikdrper gegen Domino Ainkubiert. Die mit * gekennzeichneten
Banden kdnnten Abbauprodukte von Domino A darstellae oder es kdnnte sich um eine unspezifische
Kreuzreaktion des Antikdrpers handeln.

Das Resultat der Superose 6 demonstrierte, dassnDofMmin den Fraktionen 12-16
eluierte, entsprechend einem Gewicht von etwa 2 MDaas Kkalkulierte
Molekulargewicht von Domino A betragt in etwa 30D& Somit kann angenommen
werden, dass Domino A in einem hochmolekularen ditkbmplex von ca. 2 MDa
vorliegt.

Eine Superose 6 Chromatographie dient ausschlrel3lic der
Molekulargewichtsbestimmung unter nativen Bedinggmg Um eine verbesserte
Aufreinigung bzw. Anreicherung von Domino A zu elen, bedarf es zuséatzlicher
Chromatographieschritte. Weitere Reinigungsschemsatalen nachfolgend aufgezeigt
und beschrieben.
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Schema 2

Drosophila Kernextrakt (TRAX)
Q-SepIharose
I I | I I
FT 0,25 M 0,50 M Y
BicI)rex 70

I
e
0,25M 0,50M 0,75M 1M

Wie bereits gezeigt (siehe Abb. 15, S. 45), elaieihe prominente Menge Domino A im
FT der Q-Sepharose.

C) Biorex 70 (schwacher Kationenaustauscher)

Der nicht gebundene Teil von Domino A nach der @Faeose wurde gesammelt und
anschlielend auf die Kationenaustauschersaule »Bitdeaufgetragen. Der gebundene
Anteil der Proteine wurde mit einer stufenweisehdung der Salzkonzentration von
100 mM auf 250-500-750-1000 mM eluiert. Wie in AllF. gezeigt, befand sich Domino
A in der Fraktion, welche mit 250 mM KCI eluiert vade (linkes Bild).

Um zu Uberprifen, ob Domino A mit bereits bekannddiPasen koeluiert, wurde die
Western Blotmembran mit Antikdrpern gegen versolmedATPasen nochmals beprobt.
In Abbildung 17 B wird gezeigt, dass die ATPase IS¥uit Domino A nicht koeluierte.
Wahrend sich Domino A in der Fraktion 0,25 M (= 268 KCI) befand, eluierte ISWI
in der Fraktion 0,5 M (= 500 mM KCI) (rechtes Bildin Antiserum gegen Mi-2, eine
weitere ATPase irosophila melanogasteergab kein Signal in den Biorex Fraktionen
(nicht gezeigt).
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IP FT 025M 05M 1M P FT 025M 05M 1M
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Abb. 17: Western Blotanalyse der Fraktionen nach Rirex 70. Die Spuren des SDS-PAGE (6%)
wurden mit folgenden Proben (von links nach rechts)beladen: Proteinstandard, Auftrag (IP),
Durchlauf (FT), Eluate bei stufenweise erhéhter Sakonzentration (0,25 M-1 M). Die Blotmembran
wurde zuerst mit dem Antikorper gegen Domino A inkibiert (linke Spalte). Anschlieend wurde die
Membran mit einem Antikérper gegen ISWI inkubiert. Das starkste Domino A Signal eluierte in der
0,25 M Fraktion, das starkste ISWI Signal in der 06 M Fraktion (rechte Spalte).

D) Hydroxylapatit Chromatographie

Drosophila Kernextrakt (TRAX)
I
Q-Sepharose
I
| I I I
FT 0,25 M 0,50 M 0,75 M
|
Biorex 70
I
I I I I
0,25M 0,50 M 0,75M 1M
I

Hydroxylapatit

Die 0,25 M Fraktion nach der Biorex 70 Chromatograp in diesem Pool befand sich
Domino A - wurde anschlieend auf eine HydroxyldapAtffinitdtssdule geladen und
mittels eines kontinuierlichen Salzgradienten (i 0,5 M Kaliumphosphat) in Puffer
A [10 mM HEPES pH 7,6, 1,5 mM Mggl10% Glycerol, 500 mM NaCl, 10 mM

Glycerolphosphat] weiter aufgereinigt. Die Analyser eluierten Fraktionen nach
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Hydroxylapatit Chromatographie zeigte, dass Donmfineauptsachlich in den Fraktionen
57-62 eluierte.

IP FT 51 53 55 57 58 60 62 64 66

Domino A p- b o e

160 —

110 —

Abb. 18: Western Blotanalyse der Fraktionen nach Hgiroxylapatit: 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). DieBlotmembran wurde mit dem Antikérper gegen
Domino A inkubiert.

E) Superose 6 Gelfiltration

Drosophila Kernextrakt (TRAX)
I
Q-Sepharose
|
| I I |
FT 0,25 M 0,50 M 0,75M
|
Biorex 70
|
I I I I
0,25M 0,50 M 0,75M 1M

I
Hydroxylapatit

I
Superose 6

Die Domino A-enthaltenden Fraktionen 57-62 nach rdyglapatit Chromatographie
wurden  vereinigt, mittels Zentrifugation bei 7000 xg in einem

Proteinkonzentrierungsgefald auf ein Endvolumen 500 pl konzentriert und auf die
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Gelfiltrationssaule Superose 6 aufgetragen. Diefil@ationssaule Superose 6 von
potentiell gereinigtem Domino A Komplex (siehe Sciae 2) ergab wiederum ein
Molekulargewicht von ca. 2 MDa. Dies entsprach deemeits ermittelten Wert der
weniger gereinigten Fraktionen direkt nach der @Haeose Chromatographie (siehe
Abb. 16).

2MDa 660kD 440kD

! ! l

IP 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Domino A - == — — -

160 —

110 —

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

Von den Fraktionen der Superose 6 Chromatograpbrdevneben einem Western Blot
(siehe Abb. 19) auch eine SDS-PAGE (12%ig) zur déinérbung mittels Silbernitrat
durchgefuihrt. Dazu wurden je 38 der angegebenen Fraktionen auf das Gel geladen.
Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde@elsmit Silbernitrat (siehe Material
und Methoden, S. 34) gefarbt. Es ist einerseitsegsichtlich, dass in den Domino A-
positiven Fraktionen (12-16; siehe Immundetektion Abb. 19) ca. 6-8 zusatzliche
Proteinbanden sichtbar sind. Gleichzeitig konnter auch ein prominenter Anteil von
nicht Domino A-assoziierten Proteinen separiertdear(siehe gefarbte Proteine in den
Fraktionen 18-28).
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2MDa 667kD 440kD
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Abb. 20: Silberfarbung der Fraktionen nach Superoses: Die Spuren des SDS-PAGE (12%) wurden
mit folgenden Proben (von links nach rechts) belade Proteinstandard, Auftrag (IP), Eluate der
Fraktionen (10-28) entsprechend einem abnehmenden diekulargewicht. Die Pfeile zeigen die
Elution von Proteinstandards an.

Schema 3

F) Mono Q FPLC Fast Rerformance iquid Chromatographig

Drosophila Kextrakt (TRAX)

|
Q-Sepharose

|
FT 0,25M 0,50 M 0,75M
I
Biorex 70
I
I I I I
0,25 M 0,50 M 0,75 M M
I
Hydroxylapatit
I
Mono Q
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Bei diesem Aufreinigungsschema wurden die erstem @hromatographieschritte (Q-
Sepharose, Biorex 70, Hydroxylapatit) auf dieséldeise, wie in Reinigungsschema 2
(siehe Seite 47) beschrieben, durchgefiihrt.

Nach der Affinitatsreinigung tber die Hydroxylapséiule wurden die fur Domino A-
positiven Fraktionen vereinigt, anschlieRend ge$EMG 50 Uber Nacht bei 4°C
dialysiert und auf eine 1 ml Mono Q FPLC Saule deta Der an die Saule gebundene
Anteil Proteine wurde mit einem kontinuierlicheniZg@adienten von 50 mM-1 M KCL
eluiert. Domino A eluierte in den Fraktionen 38-4dif einem deutlichen Maximum in

Fraktion 39, was einer KC| Konzentration von ca0 M entsprach.

P 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Domino A p T A e i

160
10

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

Schema 4

Bei diesem Reinigungsschema wurden die ersten @reomatographieschritte (Q-
Sepharose, Biorex 70, Hydroxylapatit) wie in Schéhieeschrieben, durchgefihrt.

G) Biorex 70 (linearer Gradient)
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Drosophila Kernextrakt (TRAX)
Q-SepIharose
I I | I I
FT 0,25 M 0,50 M 0,75 M
Biorex 70 (IStufeneIution)
I I | I I

0,25 M 0,50 M 0,75 M M

HydronyIapatit

BioreIx 70 (linearer Gradient)

Im Anschluss an die Hydroxylapatitsaule wurden B@mino A-positiv identifizierten
Fraktionen vereinigt und dreimal eine Stunde be€ 4jegen HEMG 75 dialysiert
(dreimaliger Pufferwechsel). Die dialysierte Pratgrde nun auf eine Biorex 70 geladen
und, im Gegensatz zur bereits beschriebenen stefeaw Elution, nun mittels eines
kontinuierlichen Salzgradienten prozessiert (vddv9,M-1 M KCI). Das Resultat ist in
Abbildung 22 gezeigt. Wie ersichtlich, befand sidbmino A im Durchlauf (FT). Dieses
Ergebnis entsprach soweit nicht den Erwartungematusich Domino A bei der
stufenweisen Elution an der Biorex 70 Saule voremehin der 0,25 M Fraktion befand.
Dieses Chromatographieschema wurde dreimalig inclgle Weise unter gleichen
Bedingungen durchgefuhrt und lieferte jedes Malglagkhe Ergebnis (siehe Abb. 22).

IP FT 22 24 26 28 30 32 34 36 38
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Abb. 22: Western Blotanalyse der Fraktionen der Bicex 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 Bbtmembran wurde mit dem Antikérper gegen
Domino A inkubiert.

53



Ergebnisse

Nachdem jeweils eines der beschriebenen Reinigahgssata abgeschlossen war,
wurden mit den Proben des jeweils letzten Reinigsolgrittes (Superose 6 aus Schema 1
und Schema 2, Mono Q aus Schema 3 und Biorex 705elnema 4), die Domino A
enthielten, ATPase Aktivitdtsassays (siehe Matemal Methoden, S. 43) durchgefihrt.
Als Substrat wurden sowohl freie DNA als auch Pokjaosomen verwendet. Es konnte
jedoch in keinem der durchgeflihrten Assays eindewAiTPase Aktivitat der Domino A-

enthaltenden Fraktionen gemessen werden.

3.2 Herstellung von rekombinantem Domino B in SfZellen

Ausgehend von einer vollstandigen cDNA fir Domind@zBr Verfiigung gestellt von M.
L. Ruhf, Friedrich Miescher Institut, Basel, Schgjewurden Expressionsvektoren
hergestellt, um Domino B in rekombinanter Form sbwa Sf9 Zellen mit Hilfe des
Baculovirus Expressionssystems, als auch in DonBawansfizierten Zelllinien zu
exprimieren (siehe Material und Methoden, S. 40-Dadurch wurde es maoglich,
Domino B sowohl als einzelnes rekombinantes Pradeimch Expression und Reinigung
aus Sf9 Zellen, als auch zu erwartende Domino B plere durch Reinigung aus SL2
Zelllinien zu isolieren und zu charakterisieren.

Das Domino B Protein besteht aus 2786 Aminosaureh emem kalkulierten
Molekulargewicht von ca. 280 kDa. Die Aufreinigungn Domino B in den vorher
aufgefuhrten Zelltypen erfolgte Uber aRtiAG Affinitditschromatographie, da der C-
Terminus des Domino B Proteins mit einEBinAG-tagausgestattet wurde.

Um eine optimale Proteinexpression zu erhaltendeauerst sowohl eine Titration der
hergestellten Domino B Virus-DNA durchgefihrt, alsauch die Dauer der
Proteinexpression ermittelt (siehe Material undiéen, S. 40). Abbildung 23 zeigt das
Resultat einer typischen Affinitatsreinigung vorkombinantem Domino B aus Sf9

Zellen.
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Abb. 23: Coomassie-Farbung eines SDS-6%PAGE von rekbinantem Domino B, das aus Sf9
Zellen durch FLAG-Affinitatsreinigung isoliert wurde. Die Bezeichnurg mock bezieht sich auf nicht-
infizierte Sf9 Zellen, die unter identischen Bedingngen aufgearbeitet wurden. ProteinstandardFlag
Peptid Elution von mock und rekombinantem Domino B (V1 und V8 entsprechezwei verschiedenen
Viren fir Domino B-FLAG) sind dargestellt. Parallel zur Domino B Reinigug wurde auch
rekombinantes ISWI gereinigt.

3.3 Biochemische Eigenschaften von rekombinanteBomino B

Das rekombinante Domino B Protein wurde nach ddreiigung (siehe Abb. 23) unter
variablen Bedingungen auf dessen ATPase Aktivitdensucht. Vor Durchfuhrung der
ATPase Assays wurde jeweils der Proteingehalt demiBo B-enthaltenden Eluate
bestimmt. Dabei wurden verschiedene Mengen Domirieluat auf ein Coomassie-Gel
aufgetragen und mit entsprechenden Standardproteiektrationen verglichen (nicht
gezeigt). Zur Qualitatskontrolle der Polynukleosamach einer Chromatin Salz Dialyse
(siehe Material und Methoden, S. 42-43) wurden it MNase verdaut, auf ein
Agarosegel aufgetragen und qualitativ analysiéehgs Material und Methoden, S. 43).
Mit den ermittelten Proteinkonzentrationen wurderschlielend ATPase Assays bei
26°C und 50 mmol KCL durchgefuhrt, gleiche Konzatitmnen von ISWI dienten
jeweils als Kontrolle. Rekombinantes Domino B zeigktivitat in der Anwesenheit von
freier DNA, sowie interessanter Weise eine ausgpgerATPase Aktivitat in Gegenwart
von Polynukleosomen und Histonoktameren mit dBrosophilaspezifischen
Histonvariante H2AvD. Diese ATPase Werte von Domiheind vergleichbar mit ISWI

in Gegenwart von dessen Substrat, den H2A/H2B-#getiden Nukleosomenketten.
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Dessen ATPase Aktivitdt in Gegenwart von Nukleosommt den Histonen H2A/H2B
lag deutlich darunter. Es ist daher interessariienbachten, dass Domino B die starkste
ATPase Aktivitat in Gegenwart d@rosophilaspezifische Variante H2AvD im Kontext
von Polynukleosomen zeigte. Die ATPase Assays wunakener dreimal mit demselben

Domino B Eluat durchgefuhrt und zeigten jedes Madéhernd dieselben Ergebnisse.

7
0 6 u i DNA
-;‘ 5 [J Nuc-2A
;; 4 [l Nuc-2AvD
T3 [ Okt-2A
<, [ Okt-2AvD
R

1

0

ISWI Mi-2 Dom B Wt

Abb. 24: ATPase Aktivitatsassay von rekombinantemDomino B, ISWI und Mi-2. Freie DNA,
nukleosomale DNA mit Histon H2A bzw. HistonvarianteH2AvD, Histonoktamere, die jeweils das
Histon H2A und die Histonvariante H2AvD enthielten, wurden in einer Konzentration von 100 ngdl

im Reaktionsansatz verwendet. Nach 30 min wurde di Reaktion gestoppt. ISWI diente als
VergleichsgroRe und Positivkontrolle. Alle Werte gid abziglich der mock Aktivitat
(durchschnittlich 1,5 % ATP-Hydrolyse) aufgetragen.

Die Salzabh&ngigkeit von rekombinantem Domino B deumittels variierender KCI
Konzentrationen wéhrend des ATPase Tests ermialtei wurden Endkonzentrationen
Salz von 0 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, 150 mM und 26@M KCI im
Reaktionsansatz und ISWI als Referenzenzym verviemde Auswertung das ATPase
Assays (siehe Abb. 25) zeigte, dass Domino B inafiel zu ISWI eine geringere
Sensitivitdt gegenlber ansteigenden KCL Konzeoinati aufwies. Die ATPase
Aktivitdt von rekombinantem Domino B in Gegenwadnvfreier DNA zeigte nahezu
keine Unterschiede zwischen 50 mM und 200 mM K@&@hrend ISWI hingegen bei 150
mM bzw. 200 mM KCI keine nenneswerte ATPase Aldivimehr besal3. Die ATP-
Hydrolyserate von Domino B in Gegenwart von Nuk@goen mit der Histonvariante

H2AvD zeigte, erstens, wiederum die héchsten Wevtdyei bei 50 mM ein Maximum
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zu beobachten war. Zweitens, sank zwar die Aktivti ca. 50% des Maximums, blieb
jedoch unveréndert bei hoheren Salzkonzentratiobemino B zeigte im Verlauf nur
geringe Aktivitatsunterschiede. Wiederum waren b&d mM bzw. 200 mM KCI die
ISWI Aktivitdten kaum detektierbar.

Bezlglich der Substratspezifitdit zeigten sich @nignterschiede bei steigender
Salzkonzentration. Wahrend Domino B bei 50 mM (gvesrtig auch bei 75 mM) eine
Substratspezifitat fir Nukleosomen mit der Histatevste H2AvD aufwies, lie3 sich
diese Praferenz bei hoheren Salzkonzentrationeit nieehr nachweisen. Dieses
Experiment wurde in Folge dreimal wiederholt undytee eine Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse. Daraus lasst sich schlieRen, dassulistr&tspezifitat von Domino B fir
Nukleosomen mit der Histonvariante H2AvD bei stadgr Salzkonzentration abnimmt
und sich ab 100 mM KCI nahezu aufhebt.
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Abb. 25: Analyse der ATPase Aktivitat von rekombinaatem Domino B unter unterschiedlichen KCL

Konzentrationen (von 0 M bis 0,2 M). Parallel dazuvurde die ATPase ISWI getestet. Als Substrate
wurden entweder jeweils 100 ng an freier DNA und nkieosomaler DNA mit Histon H2A oder der

Histonvariante H2AvD verwendet. Die Inkubationszeitbetrug 30 min bei einer Temperatur von

26°C.
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In einer weiteren Variation des ATPase Tests wibdsino B mit steigenden Mengen
an Substraten inkubiert. Der ATPase Assay wurde/gitg, 150 ng, 220 ng, 330 ng, 400
ng an freier DNA oder nukleosomaler DNA bei 26°G 8D min durchgefihrt. Die

Polynukleosomen wurden zuerst qualitativ mittels a4Bl Verdau analysiert und
anschlieend zusammen mit der DNA auf ein Coomdasieaufgetragen und mit

bekannten Standardsubstratkonzentrationen verglialn® eine genaue Quantifizierung
der Substratmengen zu gewahrleisten. Die Salzktwatem wurde anhand der in
Abbildung 25 gezeigten Ergebnisse bei 50 mM gewdhit anschlieRenden ATPase
Assay wurde festgestellt, dass Domino B bereitseb®r Substratkonzentration von 75
ng bzw. 150 ng eine ausgepragte ATP-Hydrolysed&tivh Gegenwart von DNA oder
dem H2AvD-enthaltenden nukleosomalen Substrat astwiEine Erhéhung der
Substratkonzentration brachte keine weitere skpmifie Steigerung der ATPase
Aktivitat. Bemerkenswert war jedoch, dass eine Ypmlung des nukleosomalen
Substrats mit dem ,normalen* Histon H2A eine Steigg der ATPase Aktivitat auf
Werte erbrachte, die denen des H2AvD Nukleosomspeathen. Fir die weiteren
Analysen von Domino B im ATPase Test wurden Subsireentrationen von 100 ng

DNA bzw. nukleosomaler DNA verwendet.

5 Il DNA
] NUC-H2A
4 [ NUC-H2AvD

% ATP-Hydrolyse

Iswi DomB DomB DomB DomB DomB
150ng 75ng 150ng 220ng 330ng 400 ng

Abb. 26: Analyse der ATPase Aktivitdt von Domino Bbei steigenden Substratkonzentrationen. Es
wurden Substratmengen von 75, 150, 220, 330 und 40@0/Assay ausgetestet. Als Kontrolle diente die

ATPase ISWI.
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Im Anschluss daran wurde die ATPase Aktivitdt betewschiedlichen Domino B

Enzymmengen gemessen. Wiederum wurde das Verhalteidomino B in Gegenwart

der drei verschiedenen Substrate DNA, Nuc-H2A und-N2AvD analysiert. Bei der

hdchsten Enzymkonzentration von 5 fmol zeigte siabh 60 Minuten Inkubationszeit
bei 26°C die starkste ATP-Hydrolyse.

Zusétzlich wurde bei einer Konzentration von 2 fndals unterschiedliche Verhalten
gegenuber den drei verschiedenen Substraten aiichstgn sichtbar. Man erkennt eine
signifikante Praferenz von Domino B fir DNA und Yulkleosomen mit der

Histonvariante H2AvD im ATPase Test.

50
45

40
35 Il DNA

30 [] Nuc-H2A

25
Nuc-H2AvD
20 N

15
10
5

0

% ATP-Hydrolyse

ISWI 1fmol 2fmol 5 fmol
Dom B Wt

Abb. 27: Aktivitatsanalyse von Domino B bei ansteignden Enzymkonzentrationen (1 fmol, 2 fmol, 5
fmol) in Gegenwart der drei verschiedenen Substrat®NA, Nuc-H2A und Nuc-H2AvD. ISWI wurde

als Kontrolle verwendet

3.4 Herstellung einer inaktiven Domino B Punktmuante

Bei der ATPase Domino B handelt es sich um eineersmgnte split-ATPase.

Charakteristisch dafir ist die Zweiteilung der ASPdDomane. Als weiteren Schritt zur
Charakterisierung von Domino B wurde eine ATPasédine Mutante hergestellt.
Bisher existieren noch keine rekombinanten MutaritenDomino bzw. Vertreter der

split-ATPase Familie. Durch eine ATPase Mutante lief siach bekraftigen, dass die
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gemessenen Ergebnisse im ATPase Test sicher aufAdiiease Aktivitat von
rekombinantem Domino B zurlckzufiihren waren. Alsgangspunkt wurde zuerst ein
Vergleich der Aminosduresequenz verschiedener AdriPagstellt, um den Ort der
Mutation bestimmen zu koénnen. Die Punktmutationdeuam Lysin 945 in Domino B
gesetzt (siehe Abb. 28). Diese Stelle fur eine Runtation entspricht dem Lysin 159 der
bereits gut charakterisierten ATPase ISWI. Fur IS@dultierte die Mutation von Lysin
159 zu Arginin in einer vollstandigen Inaktivierun§l49]. Durch spezifisch
zusammengestellte Primer wurde die Aminosaure L$iG von Domino B in einer
PCR-Reaktion durch Arginin ersetzt (siehe Matarrad Methoden Seite 32-33).

dDOMB KKWCIEGFKILTYYESQKERKL 1004
dDOMB-ER : ILADEMGLGHTQT CARGNWELHLI VIS KKWCIEGFKILTYYESQKERKL 1004
swrlp-sc : KRFAIGFKVLTYYESPQQRKE 786
dIswr AR e LT SLLGYIKHF KNQABEHI VI|iJEK KKWCILSLRAVCLIEDQDTRNT 218
BRM ERWAIZAVGVVSYKESPQGRRL 863
hBRGL DEWASVVEVSYKESPAAKRA 842
dui2 750 -DTIBANAEHS I VTF LY SIEYKEGHCRE)ZF LVARL ELWAIDFYCITYIEDKDSRAV 820

Abb. 28: Alignment verschiedener ATPasen aus unterschiedlichen SpezieDer Pfeil kennzeichnet
den Ort der Mutation. In Domino B handelt es sich mn die konservierte Aminosaure Lysin an Stelle
945, die durch ein Arginin ausgetauscht wurde. Dies Mutation korrespondiert mit der
Punktmutation an Lysin 159 der ATPase ISWI.

Mit Hilfe des baculoviralen Expressionssystems weardiederum in Sf9 Zellen Domino
B Wildtyp und die K945R Mutante exprimiert und \ees C-terminalefrLAG-tags
affinitatsgereinigt. In der Abbildung 29 ist ein G§és Proteingel einer typischen
Reinigung von Domino B Wildtyp und der Domino K94BRnktmutante dargestellt.

Fur Aktivitatsanalysen im ATPase Test wurde alsitRésntrolle rekombinantes ISWI
verwendet. Um die Konzentrationen der rekombinanByoteine vergleichen und
aufeinander abstimmen zu kénnen, wurde ISWI in zveschiedenen Verdinnungen

ebenfalls durch eine SDS-PAGE aufgetrennt (siehz 2B).
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mock Wt Mut ISWI ISWI
1:50 1:10

Dom B »

160 =

110 =— <« ISWI

Abb. 29 zeigt ein Coomassie-gefarbtes Gel mit defffiaitatsgereinigten Proteinen Domino B Wildtyp
und K945R Mutante. Die Spuren der SDS-PAGE sind mifolgenden Proben (von links nach rechts)
beladen: Proteinstandard, FLAG-Elution von mock, Domino B Wildtyp (Wt), Domino K945R
Mutante (Mut), ISWI in zwei verschiedenen Verdinnurgen.

Mit den in Abb. 29 gereinigten Proteinen wurde AifiPase Assay durchgeftihrt. Die
Salzkonzentration betrug 50 mM bei einer Temperawon 26°C und einer
Inkubationszeit von 30 Minuten. Wiederum konnte eijgz werden, dass Domino B
Wildtyp eine Substratspezifitdt fur DNA und vor eft fir Nukleosomen mit der
Histonvariante H2AvD besitzt, wahrend ISWI durch kwsomenketten mit dem
,hormalen” Histon H2A am starksten stimuliert wurd®sonders hervorzuheben ist hier
jedoch, dass die Domino B K945R Mutante an keinesn wkerwendeten Substrate
detektierbare ATPase Aktivitat besall. Es ist sogdtungen, durch eine gezielte
Punktmutation (Lys 945 Arg) im konservierten Abschnitt des ersten ATPaseeighs
der split-ATPase Domane, das Domino B Enzym zu inaktiviei2amit konnte auch
erstmalig ein Vertreter desplitATPasen, das rekombinante Domino B Protein, naher

enzymatisch charakterisiert werden.
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Abb. 30: Analyse der ATPase Aktivitat von rekombinatem Domino B Wildtyp und Domino B
K945R Mutante im Vergleich zur ATPase ISWI. Als Sulstrate dienten jeweils 100 ng DNA, 100 ng
Nukleosomen mit dem Histon H2A (Nuc-H2A) und 100 ndNukleosomen mit der Histonvariante
H2AvD (Nuc-H2AvD).

In einer weiteren Variante des ATPase Tests zuyrmeatischen Charakterisierung von
Domino B wurde dessen Enzymaktivitdt wahrend uoteesllicher Inkubationszeiten
analysiert. Das Ergebnis eines typischen ATPases kes Untersuchung der Zeitkinetik
ist in Abbildung 31 dargestellt. Die Substratpréfer von Domino B vor allem fir
Nukleosomen mit der Histonvariante H2AvD ist aucler hwieder offensichtlich.

Auffallig war jedoch, dass Domino B erst nach 15 rmkubationszeit effizient ATP

hydrolysieren konnte. Die K945R Mutante war, wie emwvarten, immer inaktiv. Die

Ergebnisse waren in zwei nachfolgenden Wiederhslasgays annahernd gleich.
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Abb. 31: Analyse der ATPase Aktivitdten von rekomhbnantem Domino B und der K945R Mutante
nach unterschiedlichen Inkubationsszeiten. Der Asgawurde bei einer Salzkonzentration von 50 mM
KCI und bei der Standardtemperatur von 26°C durchgédihrt. Als Substrate dienten jeweils 100 ng
DNA (D), 100 ng Nukleosomen mit dem Histon H2A (H2Aund 100 ng Nukleosomen mit der
Histionvariante H2AvD (H2AvD). Die ATPase ISWI dierte als Kontrolle.
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3.5 Expression von Domino B Komplexen in Zellenath transienter Transfektion

Parallel zur Herstellung von rekombinantem DominoirB Sf9 Zellen wurde auch
versucht, eine stabil-exprimierende Domino B Zeidli zu generieren. Damit sollte
erreicht werden, Domino B Komplexe aufzureinigend uassoziierte Proteine zu
identifizieren. In ersten Vorversuchen wurden zu@ansient-exprimierende Zelllinien
in verschiedenen Zelltypen (SL2/KC/Sf4 Zellliniegrstellt, um herauszufinden, welche
Zellen fur eine Expression von Domino B am bestsignet sind. Des Weiteren wurden
diese Zellen mit unterschiedlichen Plasmid Konzignen transfiziert, um die Menge
an DNA mit der hdchsten Effizienz in der Proteirzeige bestimmen zu kdnnen. Es
zeigte sich, dass die am besten geeignete ZelthieieSL2 Zellen sind. Die transfizierte

DNA Konzentration von 2,4ig erbrachte die hdochste Proteinausbeute.

Domino B p -
160
110 = : »a
HHRE o R
mock1,6 20 24 mock1,6 20 24 pgDNA
SL2-Zellen Sf4-Zellen

Abb. 32: Western Blotanalyse der transienten Proteiexpression von Domino B in SL2 und Sf4
Zellen. Die Membran wurde nach dem Transfer mit demanti-FLAG Antikérper beprobt. Die

angegebenen Zahlen unter jeder Spur zeigen die veemdete Menge DNA Menge [inug] pro
Transfektion.

Nach diesen Transfektionsvorversuchen wurden nuh Zillen sowohl mit Domino B
Wildtyp, als auch mit der Domino B K945R Mutantartsfiziert und versucht, eine

stabil-exprimierende Domino B Zelllinie zu geneeier Es wurden verschiedene
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Vektoren mit zwei unterschiedlichen Antibiotikaissnzen verwendet. Dabei handelte
es sich entweder um eine Hygromycin- oder um eilastBidinresistenz. Als Kontrolle
wurden parallel nicht-transfizierte SL2 Zellen iteigher Weise wie die Domino B-
exprimierenden Zellen behandelt. Die transfizie@atien wurden Uber einen Zeitraum
von mehreren Wochen amplifiziert. Mit einer Mengenvl x 18 Zellen wurde ein
Kernextrakt hergestellt und dieser mittels DominoaBti+LAG Affinitatsreinigung
weiter prozessiert. Domino B bzw. Domino B Komplesaditen mittels Westernblot bzw.
Coomassie-Farbung/Silberfarbung detektiert werdenist bis dato jedoch noch nicht
gelungen, grolRere, ausreichende Mengen an DomieapBmierenden SL2/KC/Sf4
Zellen zu gewinnen. Es wird deshalb in Zukunft rerdig sein, genauere Evaluierungen
durchzufuhren, um eine stabil-exprimierende Domih@elllinie zu etablieren. Diese
sollte dazu dienen, Domino B Komplexe zu isoliererakter zu charakterisieren und

assoziierte Proteine zu bestimmen.
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4 Diskussion

Das domino Gen wurde inDrosophila melanogasteim Rahmen eineScreeningdr
hamatopoetische Fehlbildungen entdeckt. Es korereigt werden, daskominofir das
Uberleben und die Proliferation von Zellen notwendit. Des Weiteren spielt es bei
weiblichen Drosophila Organismen eine Rolle bei der Oogenese. Einigergnippen
der SWI2/SNF2 Familie, wie ISWI [227], BRN144] und Mi-2 [228] zeigen &hnliche
Aufgaben in der Regulation zellularer Ablaufe.

BRM und ISWI stellen zwei gut bekannte MitgliedeerdSWI2/SNF2 Familie in
Drosophila dar. Beide Proteine bilden Untereinheiten grof3etethkomplexe [145],
[146], [168]. Drosophila ISWI, zum Beispiel, kommt in drei verschiedenen
nukleosomalememodellingkomplexen vor - NURF, ACF und CHRAC. In jedem @ies
Komplexe interagiert ISWI mit unterschiedlichen tRarn, die jeweils fir eine
bestimmte Funktion des Proteinkomplexes verantwrdind [145], [146], [159], [229].
Domino B zeigt ATPase Aktivitat in Anwesenheit v&@NA und Nukleosomen mit
Praferenz fur die Histonvariante H2AvD. ISWI hingaegbevorzugt Nukleosomen mit
dem ,normalen* H2A. Eine neuere Studien zeigte,sd@smino A als Mitglied des
Tip60 HAT Komplexes phosphoryliertes und acetyéistH2AvD an DSB austauscht und
somit in Prozesse der DNA Reparatur involviert{§t Die Praferenz fir H2AvD lasst
auch vermuten, dass Domino Proteine eine RolleemBildung von Heterochromatin
spielen [105]. Domino B scheint in ahnliche Proeeas der DNA involviert zu sein,
zumal sich auch hier eine Praferenz fur die Histoiawnte zeigt. Inwieweit Domino A
und Domino B interagieren ist noch nicht geklart wrfordert weitere Untersuchungen.
Auch die Identifizierung von Domino B-assoziierteroteinen stellt einen interessanten
Aspekt fur zukunftige Studien dar.
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4.1 Fehlerdiskussion

4.1.1 Drosophila melanogaster als Modellorganismus

Wie schon in der Einleitung aufgefiihrt, werden meibhe molekularbiologische Studien
im Modellorganismu®rosophila melanogasteturchgefiihrt.

Eine Vielfalt vonRemodellingkomplexen sowie deren Funktionen konnten erstnmals
diesem Organismus identifiziert werden - daruntS\VM und die damit assoziierten
Komplexe dNURF, dACF und dCHRAC [159].

Im Jahre 2001 isolierten Ruhf et al. die Gene vasmido A und Domino B aus
Drosophila melanogastefl]. 2004 wurde der Tip60 HAT Komplex, der Domino A
enthalt, aufgereinigt [2].

Vorteile von Drosophila melanogasterals Modellorganismus sind der kurze
Lebenszyklus von etwa 10 Tagen und die hohe Regtiodisrate. Das Genom dieses
Modellorganismus ist komplett sequenziert (13500né3e Diese Eigenschaften
vereinfachen Studien von genetischen Mechanismderientwicklung des Organismus.
Die Haltung im Labor stellt im Vergleich zu andergodellorganismen (z.B. Mausen)
einen kostengunstigen Aspekt dBrosophilabietet eine riesige Auswahl an Mutanten,
die zur Erforschung von Genen und zum Versteherekatdrer Mechanismen beitragen.
Die gewebespezifische Expression mit dem UAS-G&lgltem ist einfach zu handhaben
und RNA-Interferenz tragt zur Vielfaltigkeit der i8sehungsmadglichkeiten bei. Bei RNA-
Interferenz oder kurz RNAI handelt es sich um einatiirlichen Mechanismus, der die
Genexpression einzelner Gene hemmt.

Ein weiterer positiver Aspekt ist die Mdglichkeitoiv in vivo Experimenten. Die
Untersuchung von DNA Reparatur Prozessen und Histensuchungen ist in
Drosophila melanogastegut etabliert.

Der Nobelpreis fur Medizin wurde 1995 an die FoescBhristiane Nusslein-Volhard
und Eric Wieschaus vergeben. Sie entdeckten duketHdrstellung von etwa 20000
Mutanten die Funktion von rund 120 Genen.

Ein Nachteil von Drosophila melanogasterals auch von weiteren etablierten
Modellorganismen in der Entwicklungsbiologie, z.Baenorhabditis elegansder

Xenopus laevijsist die relativ entwicklungsgeschichtliche Distazum Menschen. Es ist
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zu bedenken, dass die identifizierten Proteinetninimer dieselbe Funktion wie Proteine
aus dem menschlichen Organismus aufweisen. Eigenadline Ubertragung auf den

Menschen ist deshalb nicht mdglich.

4.2 Domino A und Domino B - Mitglieder hochmoleklarer Proteinkomplexe

In der Studie von Ruhf et al. 2001 wurde postulidess Domino A und Domino B,
Mitglieder der SWI2/SNF2 Familie, in gro3en Prok@mplexen vorkommen. Grol3e
Unterschiede zwischen kalkulierter Proteinmass@ (@3a fur Domino A bzw. 250 kDa
fur Domino B) und ihrem, durch Grol3en-Ausschlusse@iatographie ermittelten,
nativen Gewicht von 2MDa stitzen diese Vermuturjg [1

In dieser Arbeit sollten mittels verschiedener @hatographieschemata Domino A und
Domino B Komplexe aufgereinigt und identifiziert len. Es war leider nicht mdglich
Domino B mit den vorhandenen Antikdrpern zu detgkin, da diese zu starken
unspezifischen Hintergrundreaktionen gefuhrt haben.

Domino A konnte in den verschiedenen Chromatogesguiemata mittels Westernblot
detektiert werden. Das native Molekulargewicht \@omino A in partiell gereinigten
Fraktionen als auch in mehrfach gereinigten Fraktio betrug ca. 2 MDa (siehe
Ergebnisse Chromatographie). Diese Ergebnisse gjutl vereinbar mit den
Untersuchungen von Ruhf et al.,, und bestatigen,s dB®mino A in grof3en
Proteinkomplexen vorkommt [1]. Die Trennung von ISWacht eine Komplexbildung
von Domino A und dieser ATPase unwahrscheinlich.

Kusch et al. isolierten im Jahre 2004 den Tip60 HK®&mplex ausDrosophila
melanogasterder die ATPase Domino A enthalt. Es konnte geze®yden, dass die
Histonvariante H2AvD mit dem Tip60 HAT Komplex koetrt und somit einen festen
Bestandteil des Komplexes bildet [2].

In dieser Arbeit wurden verschiedene Fraktionen des Chromatographie mit dem
H2AvD Antikorper beprobt. Auch hier zeigte sich @ositives Signal in den Domino A-
enthaltenden Fraktionen (Ergebnisse nicht gezelgteressanterweise fiel auf, dass
Domino A auch mit Actin koeluiert. Es ist mogliotiass es sich hierbei um sogenannte

68



Diskussion

ARPs handelt. ARPs sind essentielle Bestandteite IN®©80 und SWR1 Komplexes.
Insbesondere Arp5 und Arp8, sind notwendig fureheymatische Aktivitat von INO8O0
[201]. Der SWR1 Komplex bendtigt unter anderem Arpdd Arp6 um Htzl in
Chromatin zu inkorporieren [215].

Bei der Aufreinigung des Tip60 HAT Komplexes kommtesine ARPs detektiert werden
[2]. Somit scheinen diese Proteine nicht esserftieltie Funktion dieses Komplexes zu
sein. Dies lasst vermuten, dass neben Tip60 Doemloaltende Komplexe existieren,
die Actin als funktionelle Untereinheit benétigevie es z.B. bei INO80 und SWR1 der
Fall ist [201], [215].

Weitere Untereinheiten von Domino A konnten mitteShromatographie und
Westernblot nicht identifiziert werden. Dies kanmerschiedliche Ursachen haben. Die
Proteinmenge hatte nach jeder Chromatographie abgeen, eine Konzentration von
Domino A gelang auch durch die Kombination versgareer Chromatographieschemata
nicht. Es kann angenommen werden, dass die Bindtérge der Domino Proteine an die
Chromatographieséulen nicht ausreichend war. Alsathe einer Abnahme der
Bindungsstarke kommen Anderungen der elektrischattuhg, der ProteingroRe sowie
die Beeinflussung der Stabilitdit und Funktion vomot@inkomplexen durch den
Aufreinigungsprozess in Frage. Eine weitere Modleahdes Proteinverlustes stellt die
Préazipitation der Domino A Proteine aufgrund von pEw. lonenverdnderungen entlang
der Chromatographiesaulen dar. Auch Abspaltungestiger Untereinheiten wahrend
der Aufreinigung fihren zur Inaktivierung enzymakiswirksamer Proteine [216]. Eine
mogliche Proteolyse der Domino A Proteine wurde cduZugabe von Protease-
Inhibitoren verhindert. Es ist nétig weitere Chrdographieschemata zu etablieren, um
Domino A Komplexe in ihrer Gesamtheit zu isolienend folglich ihre Funktionalit&t

untersuchen zu kdnnen.

4.3 Domino Proteine besitzen ATPase Aktivitat

ATP-abhangigeRemodellingkomplexe haben wichtige Funktionen in der Erhaitun

Ubertragung und Expression von Genen. Es konnteigiewerden, dass Mitglieder der
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SWI2/SNF2 Familie deutliche ATPase Aktivitat besiiZ118]. SWI/SNF, INO80, ISWI
und Mi-2 stellen die vier bekannten Klassen é&amodellingKomplexe dar. Jedes
Mitglied dieser Gruppen zeichnet sich durch einéiviluelle Komposition von
Untereinheiten und eine unterschiedliche ATPase &waus [111], [112], [117], [128].
Domino A und B werden ebenfalls der SWI2/SNF2 Famitugeteilt [1]. Die
zweigeteilte ATPase Domane der Domino Proteinaush im INO80 Komplex in Hefe
zu finden. INO80 nutzt die Hydrolyse von ATP um D3Breparieren [98], [204]. Kush
et al. zeigten, dass die ATPase Domino A Mitglied @ip60 HAT Komplexes ist. Tip60
nutzt ebenfalls die Energie von ATP um in ProzedsseDNA Reparatur einzugreifen.
Ahnlich wie beim SWR1 Komplex kommt es zu Histosiauschreaktionen in der Nahe
von DSB. Das bevorzugte Substrat von Tip60 und sean Domino A stellt in diesem
Fall die Histonvariante H2AvD dar [2].

In dieser Arbeit wurden Domino A und B auf ATPasktiitat untersucht. In den hier
durchgefiihrten ATPase Assays mit dem durch Chrograpbie aufgereinigtem Domino
A konnte keine spezifische ATPase Aktivitat aus #ereits oben erwahnten Grinden
nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei rekombinantemibmm reproduzierbare ATPase
Aktivitat (s. Ergebnisse). Domino B scheint Nukleogn mit der Histonvariante H2AvD
zu bevorzugen. Dies lasst vermuten, dass Dominbriiche Aufgaben wie Domino A
erfullt. Moglicherweise interagieren Domino Proteimnd erfullen &hnliche Aufgaben bei
der DNA Reparatur. Aber auch die Bildung von Heteromatin kdnnten Aufgaben von
Domino B darstellen, zumal H2AvD als Produkt Vec-G Genen an der Kondensierung

von Chromatin beteiligt ist [105].

4.4 Herstellung und Eigenschaften von rekombinaem Domino B

Wie bereits oben beschrieben wurde, war es nichgliod Domino A/B Komplexe
mittels Chromatographie aufzureinigen und ihre FRanlalitat zu testen. Die nicht
ausreichende Bindungsstarke der Domino Proteinedi@an Chromatographiesaulen

aufgrund Anderungen der elektrischen Ladung, deteifgroRe sowie die Beeinflussung
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der Stabilitaét und Funktion von Proteinkomplexeallsh wie bereits oben beschrieben
maogliche Ursachen dar. Beztiglich der fehlenden dete von weiteren Untereinheiten
muss an Verluste wahrend der Aufreinigung gedaahtlen, was mdglicherweise auch
fur die fehlende Aktivitat von Domino A verantwacth war.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit versuclgkombinantes Domino B
herzustellen. Mittels dem Baculovirus System war gedungen aus Sf9 Zellen
rekombinantes Domino B zu isolieren und funktionell untersuchen. In einer
massenspektrometrischen Analyse wurde sicher festass es sich bei dem 2,2 MD
Protein um Domino B handelt (Ergebnisse nicht ggyeln Folge war es mdglich mit
dem rekombinanten Domino B Protein funktionelledt#n durchzufihren. Im ersten
Schritt wurde das Verhalten von Domino B im Verdteizu rekombinantem ISWI
gegenuber verschiedenen Substraten getésteitro Untersuchungen zeigten, dass die
ATPase Aktivitat von ISWI am starksten an Nukleosomausgepragt ist, die das
,hormale” Histon H2A enthalten [29]. In Gegenwadrvfreier DNA oder Histonen, die
die Histonvariante H2AvD enthalten, ist die Aktatitum mehr als die Halfte reduziert (s.
Ergebnisse). Diese Ergebnisse zeigen die hohe ratgpstzifitat von ISWI fur das Histon
H2A. Die Drosophilaspezifische Histonvariante H2AvD stellt das bevgteuSubstrat
von Domino B dar, wahrend ISWI hier kaum AktivitZgigte. Die ATPase Aktivitat von
Domino B an Nukleosomen, die das Histon H2A enémalivar im Vergleich zu ISWI
aulBerst gering (s. Ergebnisse). Diese Beobachtursygsth gut vereinbar mit den
Ergebnissen von Kusch et al. Hier zeigte sich, dxssino A als Mitglied des Tip60
HAT Komplexes, ebenfalls eine Substratspezifitdat HRAvD aufweist, indem es am
Austausch von phosphoryliertem und acetyliertem Y2Agegen unmodifiziertes
H2AvD an DSB beteiligt ist [2]. Diese Ergebnissétzen die These, dagemodelling
auf unterschiedliche Zielregionen gerichtet ist wpiegeln somit die Funktionsvielfalt
der verschiedeneRemodelling<omplexe inDrosophila melanogastexieder.

In einen weiteren Schritt wurde die Enzymkinetiknveekombinantem Domino B im
Vergleich zu rekombinantem ISWI untersucht. Es teeigch, dass ISWI eine geringere
Toleranz gegeniber steigenden Salzkonzentratiomgreest als Domino B. Die ATPase
Aktivitdt von Domino B ist bei einer Salzkonzentost von 0,05 M KCL am starksten

ausgepragt. Hierbei zeigt sich auch eine hohe &ibpezifitat fir die Histonvariante
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H2AvD. Die ATPase Aktivitat von ISWI ist bei nieder Salzkonzentration am starksten
und nimmt mit steigender KCL Menge ab, wobei berb#i einer Salzkonzentration von
0,15 M KCL keine Aktivitat mehr detektierbar ist.omino B zeigt auch bei einer
Salzkonzentration von 0,2 M KCL noch etwa die Hililer ATPase Aktivitat wie bei
0,05 M KCL, im Verlauf nimmt jedoch die Substratzipi¢git fir die Histonvariante
H2AvD ab (s. Ergebnisse). Es ist anzunehmen, das®dmino B Protein mit steigender
Salzkonzentration denaturiert und somit die Akdiitwie auch bei ISWI zu sehen ist,
sinkt. Die Stabilitat von rekombinantem Domino B der von rekombinantem ISWI
Uberlegen. Es ist jedoch zu beachten, dass rekamigi;d Domino B verwendet wurde.
Es sind weitere Studien noétig um die EnzymkinetdnvDomino B Komplexen zu
untersuchen um Ruckschliusse auf die Funktionale@datKomplexes als Ganzes stellen zu
konnen. Bezlglich der Substratspezifitat kann skekuwerden, dass eventuell die
Bindungsstellen fir die Histonvariante mit steigem8alzkonzentration im Rahmen der
Denaturierung geschadigt werden und somit die 8ti#gzitir H2AvD abnimmt. Es ist
jedoch auch mdglich, dass H2AvD hohe Salzkonzeatrah weniger stark toleriert und
denaturiert. Insgesamt kann man aus diesen Expeteme ersehen, dass der
Aktivitatsprozess abnimmt, je weiter der pH-Weriksi

Bietet man rekombinantem Domino B steigende Sufpsénagen, lasst sich kaum eine
Zunahme der ATPase Aktivitat erkennen. Dies lassickRchlisse zu, dass die
Bindungsstellen bereits bei geringer Substratkamagan besetzt sind und somit keine
signifikante Aktivitatssteigerung mehr maoglich idfléglicherweise ist daher nur ein
geringer Teil des rekombinanten Proteins aktiv. Bpgezifitat fir die Histonvariante
H2AvD nimmt bei hohen Substratkonzentrationen zstem der Aktivitdt gegeniber
DNA als Substrat ab.

Anders zeigt sich eine betrachtliche Steigerung Al€Pase Aktivitat bei steigender
Enzymmenge. Bei Verdopplung der Domino B Konzemmtlasst sich in etwa auch
eine Verdopplung der ATPase Aktivitat erkennen.sDagitzt die These, dass nur wenige
Bindungsstellen fur die Histonvariante vorhandendsiDie ATPase Aktivitat steigt
folglich bei Zunahme der Enzymmenge, da wieder Bmgs$stellen fur H2AvD
geschaffen werden. Ein erhdhtes Substratangebgetiath insgesamt wenig Einfluss
auf die ATPase Aktivitat.
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Als weiteren Versuch zur Charakterisierung von DwmB wurde eirtime course assay
zur Untersuchung der Enzymkinetik zusammen mitlienino B K945R Mutante (s. u.)
durchgefiihrt. Rekombinantes ISWI diente als Kofgrolnteressanterweise zeigte sich
hier, neben der bereits beschriebenen Substrafisiefir die Histonvariante H2AvD,
dass die ATPase Aktivitdt von rekombinantem Domiherst nach 15 Minuten linear
ansteigt und nach 60 Minuten ein Maximum erreidbine weitere Steigerung der
ATPase Aktivitat nach 120 Minuten war nicht ersiicht Rekombinantes ISWI hingegen
zeigte in Gegenwart von Histon H2A bereits von Agfan hohe ATPase Aktivitat. Der
lineare Anstieg war im Vergleich zu Domino B in @awart der Substrate H2AvD und
DNA viel geringer und erreichte in keinem Fall déerte von Domino B. In Gegenwart
von DNA zeigte ISWI im Verlauf anndhernd gleichblende Aktivitat, wahrend in
Gegenwart der Histonvariante H2AvD die ATPase Aldivabnahm. Die Mutante (s. u.)
war in Gegenwart der drei verschiedenen Substrelté aktiv.

Insgesamt lasst sich bei diesem Experiment seherdennen, dass sich rekombinantes
Domino B in der Enzymkinetik stark von rekombinantéSWI unterscheidet, obwohl
beide Enzyme derselben Proteinfamilie zugeordnetrdeve Dies betrifft die
Substratspezifitat, das Aktivitditsmuster und daliahrscheinlich auch die spezifischen
Aufgaben dieser Proteine.

4.5 Eine Punktmutation an Lysin 945 in Domino Biihrt zum Verlust der ATPase
Aktivitat

ISWI, ein sehr gut charakterisiertes Enzym Dnosophilg kann durch eine einzige
Punktmutation von Lys 159 in ein Arginin inaktiieverden. Diese Anderung kommt
durch eine Veranderung der Bindungseigenschaftennvatiertem ISWI zustande. Die
Bindung von ATP ist somit nicht mehr moglich, was einen Funktionsausfall des
Enzyms resultiert [149].

Domino B besitzt im Vergleich zu ISWI eine zweighté&e ATPase Domane, deren

Funktion noch nicht genau geklart werden konnte [1]
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Orthologe Enzyme, wie INO80 und SWR1 in Hefe, dierdalls einesplitATPase
Domaéne besitzen, wurden bis dato nur durch Delssi@mme inaktiviert [230Daten
Uber die Inaktivierung dieser Enzymkomplexe durite einzige Punktmutation, wie es
bei ISWI der Fall ist, existieren bis dato nicht.

Die im Ergebnisteil gezeigte vollstandige Inaktraeg der ATPase Aktivitat in der
Domino B K945R Mutante bekréaftigt, dass diplitATPase in Domino B durch eine
einzige Punktmutation vollstandig inaktiviert wendeann.

Die Inaktivierung des ISWI Proteins durch die Pumktation von Lysin 159
korrespondiert mit der Punktmutation von Lysin 945Domino B (siehe Ergebnisse).
Dies lasst vermuten, dass sich die ATPase Domaaesptit-ATPase Domino B und der
ATPase ISWI in ihrem Aufbau &hneln. Man kann sopustulieren, dass die ATPase
Domaéne stark konserviert ist und damit die Aminesgequenz nicht nur einen Einfluss
auf die Struktur und die Faltung der ATPase Domahaty sondern auch das aktive
Zentrum definiert.

4.6 Mogliche Funktionen von Domino B
4.6.1 DNA Reparatur

DSB spielen eine entscheidende Rolle fiir das Ubenlevon Zellen. Ungenaue bzw.
ineffiziente Reparaturen von DSB filhren zur Genataibilitéat, was zum Tod der Zelle
oder sogar zur Entstehung von Krebs flihren kann. DBB reparieren zu kénnen
missen Enzyme, die in DNA Reparaturmechanismenhirerb sind, Zugang zur DNA
erhalten. Einerseits existieren hierfir Enzyme, Kovalent die vierCore Histone
modifizieren. Zum anderen lockern Chromaftemodelling Komplexe unter ATP-
Hydrolyse Interaktionen zwischen Histonen und degebenden DNA.

Die erste Histonmodifikation, die speziell mit D$B Verbindung gebracht wurde, war
die Phosphorylierung von H2AXH2AX). Diese ereignet sich unmittelbar nach dem
Auftreten von DSB und verbreitet sich tUber die @hatin Doménen, welche die
beschadigten DNA Abschnitte umgeben [231]. Folghommt es zur Rekrutierung von
DNA Reparatur Enzymen wie BRCA1 [232hd MDC1 [233], [234].
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In S. cerevisiakommt es in der Nahe von DSB zur Phosphorylieruag S128 im
Histon H2A durch die ATM/ATR Homologen Tell und Med82], [235], [236].
Phosphoryliertes H2A breitet sich ebenfalls um@&B aus und bildet das Signal fiir die
Rekrutierung von INO80 und SWR1, wodurch die DNApR®tur initiiert wird [98],
[99], [204], [237]. SWRL1 katalysiert den Austauseim H2A gegen Htzl, was Effekte
auf grundliegende zellulare Prozesse wie die Trgosdn oder die Bildung von
Heterochromatin (s.u.) hat [99], [209], [212]. Emndirekten Einfluss auf die DNA
Reparatur scheint SWRL1 nicht zu haben.

In Drosophila melanogasterird H2AvD an S137 infolge von DSB phosphorylig8],
[204], [238]. Kusch et al. zeigten, dass es im Ahses an die Phophorylierung von
H2AvD zur Rekrutierung des Tip60 Komplexes komm#r dowohl tber ATPase als
auch Acetylase Aktivitat verfligt. Dieser bindet ppboryliertes H2AvD und tauscht es
durch unmodifiziertes H2AvD aus. Bei der ATPases diesen Vorgang katalysiert
handelt es sich um Domino A [2]. Diese Ergebnisseesben Domino A eine wichtige
Rolle bei der Reparatur von DSB zu.

In der vorgelegten Arbeit zeigte sich in durchgeféih ATPase Assays, dass Domino B
eine Préaferenz fur die Histonvariante H2AvD besi2iese Daten postulieren eine
wichtige Rolle von Domino B bei DNA Reparaturprozes. Es kann spekuliert werden,
dass die Aufgaben von Domino B-enthaltend®@emodellingkomplexen dem Tip60
HAT Komplex ahnlich sind. Durch die hohe ATPase ikét in Gegenwart der
Histonvariante H2AvD (und damit laut Kusch et al. RSB) wird Energie freigesetzt,
welche bei Histonaustauschreaktionen im RahmerReaparaturprozessen benotigt wird.
Damit kénnte Domino B einerseits als Energietrdggder Reparatur beschadigter DNA
Abschnitte eine wichtige Rolle spielen. Anderesdibnnte fur eine effiziente DNA
Reparatur auch die Kooperation von Domino B-engimaléen Enzymkomplexen mit dem
Tip60 HAT Komplex notwendig sein.

Die Ahnlichkeit zu SWR1 in Hefe lasst weitere Vetomgen uber die Funktion von
Domino B zu. Durch Histonaustauschreaktionen bzwe dnkorporation von
Histonvarianten an Promotoren kann es zur Repmesito Transkription kommen, um

z.B. das Ablesen von beschadigten DNA Abschnitterverhindern. Die Bildung von
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transkriptions-inaktiven Bereichen in der Néahe M@B8B ist Voraussetzung flir eine
effiziente DNA Reparatur, die z.B. durch den Tiga@mplex initiiert wird.

4.6.2 Bildung von Heterochromatin

Chromatin ist eine sehr dynamische Struktur, dige evichtige Rolle bei der DNA
Replikation, Transkription und DNA Reparatur spieATP-abhangige Chromatin
Remodellingkomplexe kénnen durch Verschieben von Histonenaagtider DNA die
Kompaktheit des Chromatins beeinflussen. Des Witertragen kovalente
Modifikationen der Histom ails zur Veranderung der Chromatinstruktur bei.
Untersuchungen des Tip60 KomplexesDnosophila melanogastereigten, dass die
Untereinheit Reptin, die auch in anderen Chromg&modellingkomplexen enthalten
ist, fur die Stilllegung von Chromatin verantwaetiiist. Domino A als Mitglied ahnelt
p400 und SRCAP in Saugetieren und Swrl in Hefe][Z3® konnte gezeigt werden, dass
der SWR1 Komplex die Histonvariante H2A.Z (Htz1Hefe) gegen H2A-enthaltende
Nukleosomen austauscht [99], [209], [212]. In Hefaerde gezeigt, dass Htz1l an der
Bildung von Heterochromatin beteiligt ist [240], 4. Der Austausch von
Histonvarianten scheint eine konservierte Eigerfsgchader Regulation von Chromatin
zu sein, zumal in einer Arbeit von Swaminathan ket ggezeigt wurde, dass sich
DrosophilaH2Av genetisch wie eiPc-G Gen verhalt und PEV unterdriickt. Dies flhrt
zur Bildung von Heterochromatin und der Stilllegungn Genen [105]. Domino A
tauscht acetyliertes und phosphoryliertes H2AvDegegnmodifiziertes H2AvD an DSB
aus [2]. Es kann angenommen werden, dass der dipél® induzierte Austausch von
Histonvarianten zu einer Repression der Transkuiptiihrt und somit eine wesentliche
Rolle in der epigenetischen Stilllegung von Gergrlen kdnnte [242].

In dieser vorgelegten Arbeit zeigte sich die berdieschriebende erhdhte ATPase
Aktivitdt von Domino B in Anwesenheit der Histoniarte H2AvD (siehe Ergebnisse S.
53). Zum anderen wurde in ein@&LAG-Affinitatsreinigung nachgewiesen, dass die
Histonvariante H2AvD mit Domino B koeluiert (Datenicht gezeigt). Entsprechend

gangiger molekularbiologischer Sichtweisen ist damon einer Bindung der
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Histonvariante H2AvD an Domino B auszugehen. DiEsgebnisse verdeutlichen den
engen Zusammenhang zwischen der Histonvariante B2And den Domino Proteinen.
Ahnlich wie SWR1 kénnte Domino B an der Bildung vdaterochromatin beteiligt sein.
Dafur spricht die Praferenz fur die Histonvariapt2AvD, die wie bereits beschrieben
wesentlich an der Bildung von Heterochromatin ligteist. Domino B konnte zur
Repression der Transkription beitragen, indem eshdilistonaustauschreaktionen die
Chromatinstruktur verandert und dadurch die Kompakivon Chromatin erhoht. Nimmt
man an, dass Domino A und somit der Tip60 Komplak Domino B Komplexen
kooperiert, ist folgende Hypothese moglich: DomiBo Komplexe fihren in der
Umgebung von DSB zur Stilllegung von Genen und ineldrn somit das Ablesen eines
beschadigten DNA Abschnitts. Zeitgleich katalysiedmino A als Mitglied des Tip60
Komplexes den Austausch von modifiziertem H2AvD egeginmodifiziertes H2AvD
und initiert somit DNA Reparaturprozesse, indemsdbéidigte DNA Abschnitte
gekennzeichnet werden. Die Komplexitat dieser Algléigt jedoch noch lange nicht
geklart und erfordert weitere Untersuchungen um gkeaue Funktion der Domino

Proteine zu klaren.

4.7 Mogliche Interaktionspartner von Domino B

Einen Hinweis auf mogliche Interaktionspartner fiie splittATPase Domino B geben
Analysen der homologeRemodellingkomplexe aus Hefe: SWR1 und INO8O0. Beide
Komplexe interagieren mit sogenannten ARPs. In IBBBd ARPs unentbehrlich fir
die ATPase Aktivitat und nukleosomalBRemodelling Zusatzlich wird ihnen eine Rolle
bei der Koordination verschiedener ATPase Aktieitazugeschrieben. In Experimenten
wurde eine hohe Bindungsaffinitat von Arp4 zu phaspliertem H2A beobachtet [216].
In dieser Arbeit zeigte sich, dass in den Domincerthaltenden Fraktionen der
Chromatographie auch Actin zu detektieren war. ©Bieh hierbei spezifisch um ARPs
handelte, wurde nicht untersucht. Es gelang nigbtitere spezifische Interaktionspartner
zu identifizieren. Mogliche Ursache daflr ist dierdits oben dargestellte Problematik
der wiederholten aufwendigen Aufreinigungsprozessejurch es madglicherweise zum

Verlust von Interaktionspartern mit schwacher Bimgluzum Komplex kommt. Die
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Identifizierung dieser und weiterer Proteine konrgenen Aufschluss dber die
Regulationsmechanismen von Domino A und Domino Begeund zuséatzlich Aussagen

Uber den Mechanismus des H2AvD Austauschs in Chioraalassen.
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6 Abklrzungen

ADP
ACF
APS
ARP
ATP
BAF
BAP
Bdfl

bp

Bq
BSA
BRCA1
BRG1
BRK
BRM

c

°C
CAF1
CenH3
cDNA
CHD
CHRAC
chromo
Ci
c-Myb
c-Myc
DBINO
dCHD
dMmi-2

Abklrzungen

Adenosindiphosphat
ATP-utilizirghromatin assembly and remodelling factor
Ammoniumgdfat

Actin redd protein
Adenosiphosphat

BRGIsasiated factor
Brahnssaciated protein
Bromordain factor 1

Bagaare

Bequere

Boviner&m Albumin

Breast caint

Brahmaatet gene 1

Breasirior kinase

Brahma

centi

Grad sie$

Chromatissembly factor 1
CentrorHéston H3

copy DNA
Chromodomdaklicase-DNA-binding
Chromatircassibility complex

Chromatnganisation modifier
Curie

myeloslasis viral oncogene homolog
cellularyelocytomatosis oncogene
DNA bindingohain of INO80

DrosophilaCHD
DrosophilaMi-2
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DNA
dNURF
dsDNA
DSB
dTip60
DTT
EDTA
E2F
EGTA

FPLC
FT

g

Xdg

h

HAT
H2Abd
H2AvD
hCHRAC
HDAC
hDomino
HEMG
HEPES
HDM
hINO80
His

HMG
HMT
HMR
hNURD
hNURF

Abklrzungen

Desoxyribareic acid

DrosophilaNURF

DoppelsigaDNA
Doppadsigbruch

DrosophilaTip60

Dithia#itol

Ethylendiantetraacetate

Elorigatfactor 2
Ethylengbj-bis(2-aminoethyl)-N,N,N",N"-tetraacetic

acid

Fast peniance liquid chromatography

Flolrough (Durchlauf)

Gramm

x Egdichleunigung

Stend

Histon étgltransferase

Histon 2Arb body deleted

Histon 2A WanteDrosophila

human CHRAC

Histon Detdase

human Domino

HEPES/EDTA/Mg/Glycerol
(N-(2-Hydrextyyl)piperazine-H’-(2-ethanesulfonic acid)
Histon Derhgliase

human INO80

Histidin

High mobiligroup

Histon Megttransferase

Hybrid malkescue

human Nuclewsl remodelling and histone deacetylase

human Nuclmoe Remodelling Factor
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Abklrzungen

HP1 Heteramhatin Protein 1

Hsp Heat shpootein

hSWI/SNF human Switclefeise non-fermenting

Htz1 Histomiente H2A.Z in Hefe

IP Inpétuftrag)

ISWI Imitati®@witch

Lys Lysin

kb Kilobase

KCI Kaliumchid

kDa Kilo Dattto

KIS kismet

rpm rotations pg@nute

I Liter

M mikro

m Meter

M Molar

MALDI-TOF Matrix Assisted Les Desorption lonisation - Time Of
Flying

MDa Megadalton

Mi-2 Mitchelutoimmune antibody 2

min Minute

MLL Mixed Liage Leukaemia

Mnase MicrococNaclease

n Nano

NaCl Natriumehtl

NaMBS Natrium Meisldfit

NEB New EnglaBiolabs

NRD Nucleosoreenodelling and deacetylating complex

NuA4 Nucleosoawetyltransferase of histone H4

NURD Nucleosomaodelling and histone deacetylase

NURF Nucleosomeniddelling Factor
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PISKK
p53
PAGE
PBAF
PBAP
Pc-G
PCR
PHD
PMSF
Polll
PVDF
Arg

Rb

RNA
RbAp48
RSC
RSF

RT
Rvb1/Rvb2
Ser

S. cerevisiae
SANT
SLIDE
SDS
SNF2
SNF5
SNF2H
SNF2L
SWI/SNF
SWR

Temed

Phosphtiawsitol 3-Kinase-like Kinase
ProteBhKDa

Polyacryldrsel Elektrophorese
Polybromasasiated BAF
Polybromsasiated BAP
Polycogrbup proteins
Polymer@sain Reaction

Plant honammain
Phenylmetrsuifonylfluoride
Polymeeds$

Polyvinylide Fluoride

Argmi

Retinolbtan

Ribonukleicid
Rb-associgtentein 48
Remodels Structure of Chromatin
Remodellanmgl Spacing Factor
Raumtemaber

RuvB-like protei/2

Serin

Saccharomyeesvisiae

SWI3, ADA2, 8eR and TFIIIB B
SANT-like ISVdbmain
Sodiumdodsuifate

Sucrose nomAemting protein 2
Sucrose nomAemting protein 5

Sucrose non-fartimg protein 2 homolog

Sucrose non-fentng protein 2-like

Switch/sucrose +fiermenting
Swi2/Snf2-reldht
N,N,N",N"-Tetrathylethylenediamine
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Abklrzungen

Tip60 HIV-1 Tat @racting protein, 60kDa

TRAX Drosophilanuclear extracts

Tris Tris(hydrorgthyl)aminomethan

uv Ultraviolett

\Y, Volt

V5 V5 Epitopgpib/V5-His Vektors (Invitrogen)

viv volume p@iume

W601 200 bp Fragnmeteit Widom 601 Sequenz

WAC WSTF/Acf1/Cbpl146

WAKZ WSTF/Acf1/KIAAO3IUZK783.4

WCRF Williams syndrome tramgtion factor related Chromatin
Remodwejl Factor

WT Wildtyp

wiv weight pelyme

xXISWI XenopudSWi

Xenopus Xenopus laevis
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