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1.12. Einzelmolekülspektroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44

Kapitel 2. Material und Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51

Material

2.1. Liste der verwendeten Chemikalien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
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Zusammenfassung

Das Nukleosom ist der elementare Baustein des Chromatins. Das Chromatin kompaktiert
die DNS im Zellkern, dient gleichzeitig aber auch deren Organisation. Eine in diesem
Zusammenhang wichtige Eigenschaft des Nukleosoms ist, daß es seine Position auf der
DNS verändern kann. Diese Positionsveränderungen ermöglichen es, bestimmte DNS Be-
reiche für Proteinfaktoren zugänglich zu machen, bzw. zu blockieren. Einerseits ist diese
Repositionierung bzw. Remodellierung eine intrinsische Eigenschaft des Komplexes, zu-
sätzlich sind auch eine Vielzahl von Proteinen und Proteinkomplexen beschrieben worden,
die diese Remodellierung katalysieren. Der genaue Mechanismus der Remodellierung ist
aber noch unklar. Es gibt eine Reihe von Modellen, die z.B. eine lokale Ablösung der
DNS vom Histonoktamer postulieren, die um den Komplex diffundieren könnte und so
zu einer veränderten Position des Komplexes relativ zur DNS führen würde. Abhängig ist
diese Remodellierung unter anderem von der Sequenz der DNS sowie posttranslationaler
Modifikationen der Histone.

Um diese Remodellierung im Detail zu untersuchen wurden in dieser Arbeit dynamische
und strukturelle Eigenschaften des Nukleosoms mit Hilfe von fluoreszenzspektroskopischen
sowie biochemischen Methoden untersucht. Es wurde ein in vitro Modellsystem verwendet,
bei dem Nukleosomen aus rekombinant gewonnenen Histonoktameren und verschiedenen
natürlichen sowie synthetischen DNS Abschnitten durch Salzschrittdialyse rekonstituiert
wurden. Die DNS wurde an verschiedenen Stellen mit fluoreszierenden Farbstoffen ver-
sehen, die Fluoreszenzenergietransfermessungen ermöglichten und so Rückschlüsse über
strukturelle und dynamische Eigenschaften des Nukleosoms erlaubten. So konnte Kom-
plexbildung der Nukleosomen mit H1 gemessen werden, die Bewegung des Komplexes
während thermischer Mobilisierung an das Ende der DNS konnte verfolgt werden, sowie
die Einflüsse veränderter Ionenstärken oder Einbringung von H1 in den Komplex auf die
thermische Mobilisierung lies sich beobachten. Mit Einzelmolekülanalysen wurde die Wir-
kung von Chromatinremodellierungskomplexen und Histonchaperonen, bzw. Enzymen wie
ISWI und BRG1 auf das Nukleosom untersucht. Es konnte so auch gezeigt werden, daß
Bindung von ISWI oder BRG1 eine Strukturveränderung im Nukleosom hervorruft.





Abstract

The nucleosome is the elemental unit of chromatin. The chromatin not only compacts
the DNA into the cell nucleus, but it is also crucial for the organisation of the DNA. An
important property of the nucleosome in this aspect is its ability to change position on the
DNA. This change of position may render certain parts of DNA accessible or inacessible
for protein factors and thus DNA regulation. Catalysed as well as intrinsic repositioning
is known to occur, but the underlying mechanisms are not completely resolved. Different
models have been proposed to account for the remodeling process: diffusion of DNA bulges
along the histone octamer, formation and migration of large DNA loops or bulges inside
the DNA-histone complex, and diffusion of DNA twist defects. This remodeling is also
dependant on the DNA sequence and histone modifications.

To elucidate the process of remodeling, dynamical and structural properties of the nucleo-
some were studied with fluorescence spectroscopy and biochemical methods in this work.
An in vitro system was used, where recombinant histone octamers were reconstituted with
a set of natural and synthetic nucleosome positioning sequences using salt step dialysis.
The DNA was labeled fluorescently to allow the measurement of structural and dynamic
properties of the nucleosome. Using this approach it was possible to measure incorporation
of H1 into the nucleosome complex, the movement of the complex to the edge of the DNA
during thermal mobilisation and also the influence of changes in ionic strength or H1
on this movement. Finally, applying newly developed single molecule techniques it was
demonstrated that binding of chromatin remodeling complexes, or components of these
such as ISWI or BRG1, resulted in structural changes of the nucleosomal structure.





Kapitel 1

Einleitung





Allgemeiner Teil
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1.1. Historisches

Die Geschichte der Erforschung des Nukleosoms begann gegen Ende des 19. Jahrhunderts.
Albrecht Kossel extrahierte 1884 die Histone, den Proteinanteil des Nukleosoms (“Ueber
einen Peptonartigen Bestandtheil des Zellkerns”) [71]. Der Ursprung des Begriffes geht
möglicherweise auf eine Vermischung des griechischen histanai (hinstellen) oder histos
(Gewebe) mit dem Begriff Pepton zurück. Die Erforschung der DNS und des Chromatins
hingegen, begann nur ungefähr 15 Jahre früher mit der Entdeckung der DNS, bzw. damals
noch Nuklein genannt, durch Friedrich Miescher zwischen 1869 und 1871 [88]. Beide hatten
im Labor von Felix Hoppe-Seyler gearbeitet und dort ihre Entdeckungen gemacht.
Die Frage welche Substanz Träger der genetischen Information ist, Protein oder DNS,
sollte für lange Zeit danach strittig bleiben. Lange Zeit wurde angenommen, daß die DNS
nicht komplex genug sei, um Information speichern zu können. Tatsächlich dauerte es bis
1944, bis schließlich mit den Versuchen von Avery bewiesen war, daß die DNS Träger der
genetischen Information sein musste [8]. Bei dem Versuch, der auf einem Experiment von
Griffith aufbaute, wurde zum ersten mal eindeutig nachgewiesen, daß die DNS und nicht
Proteine Träger der genetischen Information ist. Nach dem diese Frage geklärt war, rückte
die DNS in den Mittelpunkt des Interesses. Histone wurden zu dieser Zeit wenig beachtet
und nur als Verpackungsmaterial für die DNS angesehen. Die Basiseinheit des Chromatins,
der Komplex von DNS und Histonprotein besteht in Eukaryonten aber zu nahezu gleichen
Teilen aus den beiden unterschiedlichen Bestandteilen. Das Verhältnis von Protein und
DNS im Chromatin selbst beträgt ca. 2:1. In den letzten Jahren sind auf vielfältigen Ebe-
nen wichtige Erkenntnisse über Chromatinstruktur und Regulation gewonnen worden. Die
genaue Struktur und Organisation des Chromatins ist noch eine zu klärende Frage, aber
Histoncode und Epigenetik, also der Zusammenhang von posttranslationalen Modifikatio-
nen der Histone auf Transkription und die Weitergabe dieser Regulationszustände, sind
mittlerweile Begriffe geworden. Es wurde deutlich, daß Histone mehr als nur Hilfsproteine
für die DNS darstellen und eng mit dieser verflochten die Genexpression kontrollieren. Die
vielfältigen Aufgaben reichen von transkriptionsaktivierenden bzw. hemmenden Prozessen
bis zu der Weitergabe von Schaltzuständen bestimmter Gene oder Gengruppen.
Lange Zeit wurde davon ausgegangen, daß die Funktion des Nukleosoms schlichtweg darin
besteht die DNS möglichst effektiv zu verpacken bzw. zu komprimieren, damit diese in
den Zellkern passt. Oft wird dafür folgendes Argument gebraucht: Die DNS, wäre sie nicht
in einzelne Chromosomen unterteilt, würde als zusammenhängender DNS Faden z.B. bei
Menschen mit seinen ca. 2 x 3 Milliarden Basenpaaren in 46 Chromosomen bis zu 2 m lang
sein. Diese könne nicht in eine Zelle mit einem Zellkern von nur ca 5-10 µm Durchmesser
passen. Diese Art von Rechnung ist etwas vereinfacht. Das eigentliche Problem ist, daß
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Polymerketten wie die DNS ein Knäuel mit einem bestimmten Gyrationsradius bilden
würden. Wäre der Durchmesser eines solchen Knäuels größer als der des Zellkerns, würde
sich ein Druck aufbauen, bzw. müsste die DNS unter Energieaufwand in den Zellkern ge-
halten werden. Ohne eine Kompaktierung läge dieser Radius bei einer als hier als Beispiel
angenommenen DNS Länge von 2 m bei ca. 500 µm. Natürlich wäre diese Länge auf die
Anzahl der Chromosomen aufgeteilt, dies dient an dieser Stelle nur zur Veranschaulichung.
Durch die Umwicklung der DNS um die Histonoktamere verringert sich die Länge der Kette
und sie wird kompakter.
Der Effekt der Nukleosomen, den Gyrationsradius zu verringern, ist aber nur ein Teil der
Aufgabe, die Histone haben noch weitere Funktionen. So gibt es unzählige Histonmodifika-
tionen, die ein wesentlicher Teil der Genregulation sind. Histone lassen sich auf vielfältige
Art und Weise modifizieren und verändern dadurch Genexpressionsmuster. Die Rolle der
Nukleosomen ist also auch auf organisatorischer, bzw. regulativer und transkriptioneller
Ebene zu suchen. Die moderne Epigenetik basiert unter anderem auf den Erkentnissen,
die in den letzten Jahren über Nukleosomen gewonnen wurden. Die DNS Sequenzinforma-
tionen allein, die in den letzten Jahren zugänglich wurden, sind für sich genommen nicht
ausreichend um die Entwicklung eines Organismus zu erklären. Viele Schaltzustände sind
epigenetisch verankert und werden vererbt. Das Nukleosom ist also kein passiver Baustein,
der lediglich für die Längenkomprimierung der DNS zuständig ist, sondern ein weiterer Teil
einer vernetzten Regulation von Genexpression und -repression, und ist auch ein Teil der
Erklärung für das Phänomem, daß eukaryotische Zellen in einem Organismus das gleiche
Genmaterial teilen, aber unterschiedliche Phänotypen und Aufgaben wahrnehmen können.

1.2. Das Nukleosom

Nukleosomen bzw. histonähnliche Proteine kommen in Eukaryoten und teilweise in Ar-
chaea vor. In Bacteria binden Proteine wie beispielsweise das HU Protein [115], IHF (Host
Integration Factor) [104] und andere die DNS und haben eine vergleichbare Funktion wie
die Histone. In Archaea wurden histonähnliche Proteine erst vor wenigen Jahren entdeckt
und beschrieben [109]. Anders als eukaryotische Histone weisen diese aber keine N- und
C-terminalen Regionen auf, die bei Eukaryoten vielfach posttranslational modifiziert wer-
den können, und die Grundlage der epigenetischen Regulation darstellen.
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Abbildung 1.1. Histone und histonähnliche Proteine: A: Monomer von IHF; B: Kristallstruktur
von rekombinanten HMfA Histonen aus dem Archaeon Methanothermus fervidus [27]; C: das eu-

karyotische Histon H4 mit Teilen der N- und C-terminalen Abschnitte [82].

Abbildung 1.2. Dimere von Histonen und histonähnlichen Proteinen: A: IHF Dimer (Bacteria); B:
HMfA/HMfB Dimer (Archaea); C: H4 Dimer (Eucaryota)

Das eukaryotische Nukleosom selbst wurde bereits viel früher beschrieben. 1965 gelang es,
fünf verschiedene Histone zu isolieren [101] (mittlerweile sind eine Vielzahl verschiedener
Histonvarianten bekannt, die aber große Sequenzhomologien zu den kanonischen Histonen
aufweisen). Bis dahin waren die Histone bei der Extraktion proteolytisch zerlegt worden,
was eine sehr große Vielfalt an verschieden unterschiedlich stark zerlegten Histonen ver-
ursachte. Diese wurden irrtümlich als verschiedene Histonvarianten fehlinterpretiert. Die
neue Extraktionsmethode unter sauren Bedingungen störte allerdings durch Denaturie-
rung die nachfolgenden Untersuchungen, so daß die genaue Struktur weiter im Dunkeln
blieb. Erst später konnte man mit Proteaseinhibitoren die Histone ohne Degradationen
oder Denaturierung aufzureinigen. Daraufhin wurden ein (H3)2(H4)2 Tetramer und ein
H2A-H2B Dimer nachgewiesen. Das eukaryotische Nukleosom selbst wurde von Ada und
Donald Olins 1973 [93] in elektronenmikroskopischen Aufnahmen entdeckt und als ν-body
bezeichnet. 1974 gelang es Roger Kornberg [69, 70] die Zusammensetzung des Nukleosoms
aus 8 Histonen und etwa 160 bp-200 bp DNS zu aufzuklären. Die Struktur des Komplexes
wurde schon ab 1977 kristallographisch untersucht [39]. Die atomare Struktur des “nucleo-
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som core particles” (NCP) ist mittlerweile bis auf 1.9 Å genau bestimmt worden [25].
In Abbildung 1.3 ist die Kristallstruktur 1KX5 des Nukleosoms abgebildet. Die farbliche
Abstufung in der Abbildung korrespondiert zum B-Faktor, d.h je rötlicher desto variabler
sind die Strukturdaten an dieser Stelle.

Abbildung 1.3. Links: Nukleosom B Faktor Darstellung, DNS: Liniendarstellung; Protein: He-
lixdarstellung; Rechts: Oberflächendarstellung, Protein in blau, DNS in grau. (Kristallstruktur
1KX5) Das Histonoktamer besteht aus Dimeren der Histone H2A, H2B, H3 und H4. In Verbindung

mit 146/147 bp DNS entsteht das “nucleosome core particle” NCP

Das Nukleosom, bzw. genauer das “nucleosome core particle” dieser Kristallstruktur be-
steht aus DNS einer Länge von 147 Basenpaaren die um die 8 Histonproteine gewunden
ist. Es sind jeweils Dimere der 4 Histonproteine H2A, H2B, H3 und H4. Die Abmessun-
gen des Komplexes einschließlich der DNS liegen bei ca. 11 x 5,5 nm. Die DNS ist in
einer linkshändigen Superhelix um den Komplex gewunden. Die Torsion ist mit 10,2 bp
pro Windung geringer als bei der freien B Form DNS mit 10,5 bp pro Windung. Die
Histonproteine selbst sind zwischen 102 und 135 Aminosäuren lang. Histone sind die mit
am stärksten konservierten Proteine. Wie im vorigen Abschnitt mit der Ähnlichkeit von
Archaea-Histonen angedeutet, weist dies auf einen frühen gemeinsamen Vorfahren dieser
Proteinfamillie hin.
Die DNS wird durch die Bindung an die Proteinkomponente des Komplexes stark ge-
krümmt. Die Krümmung ist so stark, daß die DNS auf einer Länge von nur 146-147
Basenpaaren 1,65 bzw. 1,67 mal um den Proteinbestandteil gebogen wird und diesen in
der annähernd gleichen Richtung wieder verlässt. Die Persistenzlänge der DNS in freier
Lösung aber, also die Länge, auf der das Molekül annähernd gerade bleibt, liegt bei ca.
150 bp [6, 130]. Der Begriff Persistenzlänge stammt aus der Polymerphysik und ist ein
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Maß für die Flexibilität einer Polymerkette, bzw. beschreibt bei welcher Länge eine Po-
lymerkette vereinfacht ausgedrückt annähernd gerade bleibt. Die DNS verhält sich also
im Nukleosomkomplex anders als in freier Lösung. Es gibt auch vermehrt Hinweise auf
plötzliche Biege- oder Knickereignisse in DNS Strängen [32, 22, 51]. Das bedeutet, daß
DNS möglicherweise auch flexibler ist als üblicherweise angenommen wird.
In der Kristallstruktur sind auch die Ansätze der Histon-Schwänze zu sehen. Aufgrund
ihrer Flexibilität sind sie nicht vollständig geordnet und daher nicht komplett abgebil-
det. Ihre genaue Orientierung ist deshalb nicht eindeutig festzulegen. Doch gerade die
Histon-Schwänze sind besonders interessant. Diese N-terminalen Regionen sind überwie-
gend basisch, bedingt durch den hohen Anteil an Argininen und Lysinen und weisen viele
spezifische Modifikationen auf, die für die Regulation des Chromatins mitentscheidend sind
(siehe dazu Abbildung 1.4).

Abbildung 1.4. Histoncode: Einige der bekannten Histonmodifikationen und der beteiligten Enzy-
me, und eine Darstellung des Phosphorylierungsmusters von H1(von [26]).

Bisher sind ca. 150 posttranslationale Histonmodifikationen bekannt, zu diesen gehören
Acytylierung, Methylierung, ADP-ribosylierung, Ubiquitinylierung und Sumoylierung der
Aminosäuren. Außerdem gibt es Hinweise, daß die Modifikationen nicht wie bisher ange-
nommen nur an den N- und C-Terminalen auftreten, sondern auch innerhalb des Histon-
oktamers selbst [46]. Auch spielen diese terminalen Domänen eine wichtige Rolle bei der
Formation der 30 nm Chromatinfiber. So konnte gezeigt werden, daß nach Trypsinierung
der trypsinempfindlichen terminalen Bereiche keine kationenabhängige Faltung mehr auf-
trat [45, 16, 52]. Außerdem treten diese terminalen Regionen auch bei Interaktionen mit
Remodellierungsfaktoren wie SWI/SNF in Erscheinung.

Eukaryotische Histongene Die Histongene liegen ähnlich wie die ribosomale rDNS
wiederholt in Clustern vor. Wie auch bei der rDNS schwankt die Zahl der Cluster je
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nach Organismus erheblich. Histongene besitzen weder Introns noch weisen sie nach der
Transkription einen poly(A) Schwanz auf. Dies sind Hinweise auf einen entwicklungsge-
schichtlichen frühen Ursprung dieser Gene. Von Organismus zu Organismus schwankt die
Anzahl der Histongene teils stark. So sind in Hefe nur zwei Kopien von H2A und H2B
vorhanden [58], im Huhn 10 [24], in der Maus 10-20 [62] und in Drosophila melanogaster
110 [78]. In Xenopus beträgt die Anzahl der Wiederholungen um die 45-50 [126].

Das Linker-Histon H1 Zusätzlich zu den beschriebenen Histonen gibt es noch das so-
genannte Linker Histon H1, das bei Verdauungsexperimenten von Chromatin entdeckt
wurde. Man erhielt nicht nur die“nucleosome core”Partikel aus Histonoktamer und ca. 146
bp DNS sondern auch Komplexe mit ca. 166 bp, die offenbar durch das Linker Histon H1
vor dem Verdau geschützt wurden [12], das sogenannte Chromatosom. Die Sequenz dieses
Histons ist im Gegensatz zu den anderen sehr variabel, es gibt in Mammalia mindestens
sieben verschiedene. Außerdem weisen sie keinerlei Strukturähnlichkeit zu den anderen
Histonen auf. Üblicherweise bestehen sie aus einer zentralen globulären Domäne sowie der
unstrukturierten kurzen N terminalen und einer basischen, bis 100 Aminosäuren langen,
C terminalen Region [7, 134, 135]. Die Vögel, Aves, weisen statt H1 ein H5 bezeichnetes
Histon auf. Es handelt sich dabei um ein überwiegend positiv geladenes Protein von ca.
80 Aminosäuren Länge. Bindung von H1 hemmt die Beweglichkeit von Histonoktameren
relativ zur DNS [99]. Die genaue Lage und Funktion von H1/H5 ist noch Gegenstand von
Untersuchungen [137, 63]. Anscheinend ist H1 auch wichtig für die Bildung einer 30nm
Fiber, dennoch gibt es Ergebnisse, daß z.B. Hefe mit sehr reduzierten Expressionsmengen
von H1 lebensfähig ist. In den elektronenmikroskopischen Bildern von Abbildung 1.5 sieht
man eine Chromatinfiber jeweils mit und ohne H1. Deutlich tritt mit H1 eine geordnetere
Struktur zutage, die sogenannte 10 nm Fiber, die wegen ihrer Ähnlichkeit mit einer Per-
lenkette auch “Beads on a string” Struktur genannt wird. Aus dieser wird die 30 nm Fiber
gebildet.

1.3. Die Rolle des Nukleosoms im Chromatin

Im Vergleich mit Prokaryoten weisen eukayrontische Zellen multizellulärer Organismen
mehr kodierende Regionen auf. Diese werden zeitweise nicht oder gar nicht exprimiert.
Solche Expressionsmuster legen auch den Charakter einer spezialisierten Zelle fest. Die
DNS so zu organisieren ist mit die Hauptaufgabe des Chromatins und damit auch der
Nukleosomen. So konnte 1986 und 1987 gezeigt werden, daß Nukleosomen als Repressor
fungieren [67, 79]. Das Gegenexperiment in Hefe zeigte, daß bei Hemmung der Histon-
synthese und anschließendem Nukleosomverlust vorher inaktive Gene nun aktiv waren
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Abbildung 1.5. A: Schematische Darstellung von H1 und der Nukleosomkristallstruktur nach [124].
B und C: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Chromatinfibern mit und ohne H1. Deutlich ist
eine kompaktere, geordnetere Fiber mit H1 zu erkennen, die sogenannte 10 nm Fiber (aus [119]).

[57]. Sichtbar ist die Organisation des Chromatins bereits im Elektronenmikroskop. Die
Struktur der 10nm Fiber kann mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen sichtbar ge-
machten werden, siehe Abbildung 1.5. Es ist eine perlenkettenartige Struktur (beads on a
string) zu erkennen. In vitro kann durch Veränderung des NaCl-Gehaltes der Pufferlösung
eine Faltung in die kompaktere 30 nm Fiber bewirkt werden. Die Struktur dieser stärker
komprimierten Fiber ist bisher nicht völlig aufgeklärt. Die Anordnung der Nukleosomen
in dieser Fiber wurde bisher oft mit dem immer noch häufig in Lehrbüchern zu findenden
Solenoidmodell beschrieben. Heutzutage wird aber mehr und mehr das “crossed linker”
Modell, auch bekannt als Zickzack Modell, zur Erklärung der Struktur bevorzugt. Im
Gegensatz zu dem Solenoidmodell sind bei dem “crossed linker” Modell die Linker-DNS
Abschnitte nicht überkreuzt und die Geometrie damit energetisch günstiger (s. Abb. 1.6).
Ein interessanter Parameter der Fiber ist die Nukleosomenperiode (nucleosome repeat
length), die je nach Organismus oder Zelltyp charakteristisch ist und zwischen 157 -240 bp
betragen kann. So beträgt diese z.B. bei Hühnererythrocyten 212 bp, in Rattenglia 201,
bei Mausleberzellen 195, Rattenneuronen 162, bei S.cerevisiae 165 [137] und HeLa Zellen
je 190 und 192 bp. Bedeutsam ist auch, daß nicht immer pro Histon ein H1 vorkommt,
sondern das Verhältnis von H1 zu Nukleosom bei den eben genannten Beispielen zwischen
1,3 und 0,45 schwankt. Die Rolle von H1 liegt deshalb wohl auch in der Regulation bzw.
Repression als nur bei der Strukturbildung der Chromatinfiber. Dagegen spricht nämlich
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Abbildung 1.6. A: Chromatin und Kompaktierungsstufen: Die Stufen jenseits der 10 nm Fiber sind
nicht direkt beobachtbar und deshalb noch nicht völlig aufgeklärt. Aus der dargestellten Chroma-
tinfiber wird das Chromosom gebildet, das letztlich wieder mikroskopisch untersucht werden kann.
B: Solenoid Modell für die 30 nm Fiber ; C und D: “two start” bzw.“zigzag” Modelle der 30 nm

Fiber [T.Richmond].

auch, daß auch in Abwesenheit von H1 Nukleosomenarrays kompakte Strukturen bilden
können [137].

1.4. Dynamische Prozesse auf Nukleosomebene

Remodellierung und Dynamik von Nukleosomen

Vor einigen Jahren wurde experimentell gezeigt, daß einzelne Nukleosomen auf der DNS
beweglich waren. Dies geschah offenbar, ohne daß während des Prozesses die Histonokt-
amere abdissoziierten [9][98][87]. Möglich wurde diese Beobachtung dadurch, daß Nukleo-
somen die am Ende einer längeren DNS positioniert sind, in einem elektrophoretischem
Gel schneller laufen als Nukleosomen die zentral in der Mitte der DNS sitzen. Es sind
seitdem auch eine Vielzahl von Enzymen und Enzymkomplexen beschrieben worden, die
diese Reaktion katalysieren bzw. auch ATP- und richtungsabhängig steuern können. Die
physiologische Bedeutung dieser Remodellierung ist vielfach untersucht worden. Die Remo-
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dellierung ist für Transkriptionskontrolle und das Silencing von Genen und Genabschnitten
wichtig. Der genaue physikalische Vorgang der Remodellierung ist allerdings noch unklar.
In biochemischen Experimenten ist es zwar möglich die Endprodukte oder Zwischenschrit-
te der Reaktion zu beobachten, aber die genauen Details sind bei der Anwendung her-
kömmlicher Meßmethoden nicht auflösbar. Um das Phänomen der Remodellierung besser
verstehen zu können, ist es wichtig die Interaktion zwischen DNS und Proteinoktamer
zu verstehen. Die Natur der direkten Wechselwirkungen ist elektrostatisch und besteht
aus Wechselwirkungen der positiv geladenen Aminosäuren mit dem negativ geladenen
Phosphatrückgrat der DNS, unter anderem den positiv geladene Arginin Seitenketten der
Histone. Diese Kontaktstellen zwischen DNS und Histonoktamer sind größtenteils an 14
Stellen konzentriert. Nach jeder helikalen Windung kommt die DNS den Histonen am
nächsten. Jede dieser 14 “Bindungstellen” trägt nach einer Untersuchung [111] mit 6κBT

Adsorptionsenergie zur Gesamtbindungsenergie der DNS an das Histonoktamer bei. Da die
Interaktion zwischen dem Phosphatrückrat der DNS und den Histonen stattfindet, sollte
die Bindung prinzipiell sequenzunspezifisch sein. In der Realität hat sich aber gezeigt daß
die Sequenz der DNS sehr wohl einen Einfluß auf die Bindeaffinität zum Histonoktamer
aufweist. Begründet ist dies vermutlich mit der erhöhten Flexibilität mancher Sequenzen
oder einer intrinsisch durch die Sequenz bedingten Krümmung. Daher könnten diese mög-
licherweise der Beugung um das Nukleosom weniger Wiederstand entgegen bringen. Die
Frage ist nun wie die DNS auf dem Histonoktamer mobilisiert oder für externe Faktoren
wie z.B. Transkriptionsfaktoren zugänglich gemacht wird. Eine diskutierte Möglichkeit ist
die einer teilweisen und kurzzeitigen, dynamischen Ablösung der DNS vom Histonoktamer
[103]. Es wurden Studien mit Restriktionsendonukleasen auf Nukleosomen mit kurzen DNS
Fragmenten (150 bp) durchgeführt. Dabei wurde keine Translokation der DNS relativ zu
dem Histonoktamer gemessen. Dennoch konnten die Restriktionsenzyme im Nukleosom
die DNS zerlegen. Je weiter die Restriktionsstelle im Nukleosom verborgen war, desto
langsamer lief die Reaktion ab. Die Erklärung für diesen Versuch ist, daß die DNS Bin-
dung an das Histonoktamer dynamisch ist und sich an den Rändern des Nukleosoms mehr
und gegen das Zentrum des Nukleosoms weniger leicht lösen kann. Anders sieht die Si-
tuation bei der Nukleosomremodellierung aus. Der Begriff der Nukleosomremodellierung
selbst ist etwas unglücklich gewählt, da der Komplex von DNS und Histonoktamer, das
Nukleosom also, nicht als Einheit verschoben wird, sondern die DNS bzw. das Histonokt-
amer relativ zueinander verschoben werden. Wenn man sich ein Modell des Nukleosoms
ansieht kommen viele Betrachter intuitiv auf die Idee das Nukleosom könnte dabei einfach
“abrollen” und so seine Position ändern. Diese Überlegung ist aber insofern falsch, als daß
das Nukleosom aus der Ebene “herausgeschraubt” würde, analog wie eine Schraube aus
einer Mutter gedreht werden würde. Auch müssten hier alle 14 Bindungscluster zeitgleich
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aufgelöst werden und neue Bindungen ausbilden. Energetisch wäre das ein ungünstiger
Prozess. Andere Modelle erklären die Bewegung mit Einzelschritten, die diese Energiebar-
riere umgehen bzw. in kleinere Einzelschritte aufteilen. Einige der vorgeschlagenen Modelle
sind in Abbildung 1.7 skizziert. In theoretische Arbeiten wurde argumentiert, daß intranu-
kleosomale Ablösungen von DNS, als Schleifen um das Nukleosom herumwandern könnten
[112, 41]. Dieser Prozess sei analog der Reptation gespeicherter Länge von Polymerketten.
Es wurden auch Vorraussagen über die Wahrscheinlichkeit bzw. notwendige Energie zur
Bildung bestimmter Schleifen gemacht [73]. Eine Folge dieses Schleifen Mechanismus wäre
eine Positionsänderung in 10 bp Schritten. Da bestimmte Experimente [44, 53] aber Hin-
weise für das Vorhandensein kleinere Schritte lieferten, könnte es auch einen sogenannten
“Twist”-Mechanismus geben [72]. Hier würde es zu einer Verwindung der DNS kommen, so
daß beispielsweise 11 oder 9 Basenpaare pro Helixwindung auftreten würden. Dieser “Ver-
windungsdefekt” würde dann analog der Schleife um das Nukleosom herum diffundieren
und zu einer Positionsänderung um wenige Basenpaare führen. Auch wurden mittlerweile
Hinweise auf verschiedene “Twist”, also über- oder unterverdrillte Zustände der DNS in
Nukleosomen gefunden [35]. Analog gibt es viele Überlegungen dazu, wie diese Prozesse
bei ATP-abhängiger Remodellierung ablaufen könnten [11, 10, 40, 41, 42, 94, 75].
Ob einer dieser Mechanismen exklusiv vorkommt, oder je nach Situation eines der beiden
Prinzipien vorliegt, lässt sich aber bisher nicht sagen. Es ist noch nicht gelungen, einen
solchen Prozess im Detail zu untersuchen. Dies liegt auch in den bisher verwendeten Mess-
methoden begründet, die eben nicht über genügend Auflösung verfügen oder die Reaktion
nicht im Einzelnen während ihres Ablaufes detektieren können. Nach den bisherigen Erfah-
rungen läuft Nukleosomen Repositionierung in vitro auf Zeitskalen im Minutenbereich ab.
Die räumlichen, d. h. strukturellen Veränderungen liegen sehr wahrscheinlich im Bereich
der Größe des Nukleosoms selbst, also um 10 nm. Um experimentell eine räumliche sowie
zeitliche Auflösung dieser Prozesse zu erzielen sind daher spezielle Methoden notwendig.
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Abbildung 1.7. Mögliche Modelle der Nukleosom Mobilisierung. A:“Twist”Modell; B:“Bulge”Mo-
dell; C: “Loop”Modell. D stellt eine Variation von B dar, nur in größerer Form. “Bulge”und“Loop”
Modelle sind prinzipiell ähnlich, nur daß sich bei dem “Loop” Modell, also dem Schleifenmodell,

die Lk der DNS ändert.
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Abbildung 1.8. Aus Kulic und Schiessel [73]: Theoretische DNS Schleifen auf Nukleosomen und
korrespondierende Bindungsenergien. Nach dieser Studie sollten große DNS Schleifen auf Nukleo-

somen, die auf längeren freien DNS Abschnitten liegen, häufiger in Erscheinung treten.

ATP-abhängige Remodellierung und Histonchaperone

Um die DNS innerhalb des Chromatins für zelluläre Prozesse wie Transkription, Repli-
kation, Reparatur und ähnliche Vorgänge zugänglich zu machen, existiert die Maschi-
nerie der Nukleosomremodellierungsfaktoren. Es sind mittlerweile eine Vielzahl dieser
ATP-abhängigen Nukleosomremodellierungskomplexe beschrieben worden, die Histonokt-
amere auf der DNS verschieben [11, 34, 108, 127, 125, 43]. Diese wurden in verschiedene
Klassen eingeteilt. Eine Vielzahl an Informationen liegt bereits für den SWI/SNF Komplex
vor, der in S. cerevisiae entdeckt wurde. Der Name rührt daher, daß zur Identifikation
bei Screening Verfahren sogenannte “switch” bzw. “sucrose nonfermenting” Mutationen
beschrieben wurden. Der Komplex besteht aus ca. 11 Untereinheiten und verstärkt die
Zugänglichkeit von Chromatin [11]. Es gibt Hinweise auf den Mechanismus der Remodel-
lierung, bei dem an den Rändern des Nukleosoms DNS abgelöst wird, und zur Diffusion
einer Schleife überschüssiger DNS durch den Nukleosom komplex führt, so daß das Nukleo-
som seine Position ohne vollständige Dissoziation ändert. [64, 4, 5]. Darüber hinaus gibt
es die Klassen der ISWI, Mi-2, NURD / CHD Komplexe. Defekte an diesen Komplexen
können sich unter anderem in Neoplasien oder anderen Erkrankungen äußern [17, 105].

BRG1 Für diese Arbeit sind zwei Proteinkomplexe bzw. Untereinheiten besonders wich-
tig: das erste ist BRG1. Dieses Protein ist 1647 Aminosäuren groß und ein essentieller
Bestandteil des SWI/SNF Komplexes [66]. Es wurden bisher viele Interaktionen mit Fak-
toren wie z.B. dem Tumor Supressor Gen pRb [33], der Serin-Threonin Kinase LKB1 [84]
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und anderen Transkriptionsfaktoren beobachtet. Darüber hinaus wurden eine Vielzahl an
anderen Beziehungen beschrieben [47, 15, 100, 136] und BRG1 allein hat in vitro nukleo-
somenremodellierende Wirkung was es für diese Arbeit besonders interessant macht.

ISWI Das andere Protein, das untersucht werden soll ist ISWI. Dieses Protein ist eine AT-
Pase, die in D. melanogaster entdeckt wurde. Es ist Teil verschiedener Komplexe und kann
auch unabhängig von diesen Nukleosomen remodellieren [23]. Es gibt auch hier Hinweise
auf eine Art Schleifenbildung während des Remodellierungsprozesses [74]. ISWI ist mitt-
lerweile biochemisch sehr gut untersucht, wie auch der Komplex ACF, dessen Bestandteil
ISWI ist [60, 61]. Mittlerweile ist sogar eine Kristallstruktur von einem Teil von ISWI ver-
fügbar [54]. Durch genaue Vergleiche wurden Hinweise gefunden, die vermuten lassen, daß
zwischen mit SWI/SNF und ISWI gebildeten Komplexen unterschiedliche Wirkungsweisen
auftreten [38, 91]. Durch die Analyse dieser beiden Remodellierungsfaktoren erhöhen sich
also die Chancen auf eine erfolgreiche Beobachtung oder es entsteht vielleicht die Mög-
lichkeit zum direkten Vergleich verschiedener Mechanismen. Eine andere Beobachtung ist
auch von Bedeutung für die vorgestellte Arbeit: die kürzlich beobachtete Remodellierung
auf relativ kurzen DNS Abschnitten von 170 bp mit dem Remodellierungskomplex RSC
[107]. Es sind also nicht unbedingt lange und offen zugängliche Bereiche von Linker DNS
für ATP-abhängiges Remodellieren notwendig.

NAP1 Eine weiter interessante Klasse von chromatinassoziierten Proteinen ist die der
Histon Chaperone, zu denen z.B. NAP-1 gehört. NAP1 bedeutet “Nucleosome Assembly
Protein” und ist ein Bestandteil des Chromatins und wurde 1983 zuerst beschrieben [59],
als beobachtet wurde, wie es Nukleosomen in vitro assemblierte. NAP1 ist ähnlich den Hi-
stonen in Eukaryoten hochkonserviert. Anscheinend ist NAP1 bei sehr vielen unterschied-
lichen Prozessen involviert wie z.B. auch beim Import von H2A und H2B in den Zellkern
[89]. NAP1 hat auch wahrscheinlich selbst nukleosommobilisierende Wirkung [90, 92, 1].
NAP1 liegt wahrscheinlich als Dimer vor, kann aber wohl auch in verschiedenen oligomeren
Formen vorliegen, bis hin zu oktameren Formen. Die Stöchiometrie gegenüber Histonen
beträgt ein NAP Dimer gegenüber einem H2A, H2B, H3 oder H4 Dimer [123, 85], bzw. 2
NAP Proteine auf ein Linkerhiston [65]. Je nach ausgeführter Funktion schwanken diese
Verhältnisse aber vermutlich. Es konnte auch gezeigt werden, daß yNAP1 regelmäßige
Nukleosomanordnungen spontan organisieren kann [102, 116]. Diese Beobachtung konnte
auch, nachdem Nukleosomenanordnungen schon durch Salzdialyse unregelmäßig etabliert
waren, und ohne die Zugabe weiterer Energie, also wie z.B. durch ATP-Hydrolyse, ge-
macht werden [86]. Deswegen wird NAP1 unter anderem auch zugeschrieben, Chromatin
“fluider” zu machen, das bedeutet für Transkriptionsfaktoren zugänglich zu halten bzw.
zu machen. In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung interessant, daß NAP1 mit
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Abbildung 1.9. Übersicht von ATP abhängigen Remodelierungskomplexen aus [34], Einteilung in
verschiedene Proteinfamilien und Modelle für den Ablauf der Remodellierung in der Mitte der

Abbildung.

dem Heterochromatinprotein 2 (HP2) und dem Remodelingkomplex NURF (ein ISWI
abhängiger Remodelingkomplex, siehe auch in Abbildung 1.9) interagiert [114].
Da in diesem Feld oft in vitro Versuche gemacht werden, oft auch mit Proteinen unter-
schiedlicher Herkunft, kann es auch zu wiedersprüchlichen Ergebnissen kommen. So weisen
humanes NAP1, also hNap1 und Hefe NAP1, also yNAP1, zumindest in vitro Unterschie-
de auf. So wurde beobachtet, daß yNAP1 Mononukleosomen auf der 5S rDNS Sequenz
bewegen konnte, hNAP1 dies hingegen nicht in dieser Form tat [95], als die Stabilität von
Nukloeosomen, die aus verschiedener Histonvarianten bestanden, untersucht wurde. In
dieser Arbeit wurde die Variante yNAP1 verwendet, die aus der Hefe s.cerevisiae stammt.
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Abbildung 1.10. Darstellung der Kristallstruktur von NAP1. Links: NAP1 Monomer; Rechts:
NAP1 Dimer. [97]

1.5. Ziele der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, nukleosomale Dynamik und insbesondere den
ATP-abhängigen Mechanismus des sogenannten Nukleosom “Remodelling”, hier Nukleo-
somremodellierung genannt, und der ATP-unabhängigen thermischen Mobilisierung zu
untersuchen. Hierfür sollen die Nukleosomremodellierungsenzyme BRG1 und ISWI ver-
wendet werden.
Das Histon Chaperon NAP1 soll ebenfalls untersucht werden, da auch hier strukturelle
Veränderungen und Effekte erwartet werden.
Hinzu kommen experimentelle Messung der Linker DNS Geometrie mit Ensemble FRET
und Einzelmolekültechniken. Die Messungen sollen in Abhängigkeit von Ionenkonzentra-
tionen, Temperatur und thermischer Mobilisierung sowie Bindung des Linker Histons H1
durchgeführt werden.
Darüber hinaus gibt es auch Hinweise von Fluktuationen der Struktur der Nukleosomen in
Abwesenheit von anderen Proteinkomplexen, die mit besonderen Einzelmolekültechniken
untersucht werden sollen.



spezieller Teil
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Abbildung 1.11. Spektrum der elektromagnetischen Strahlung

Der folgende Abschnitt beschreibt die verwendeten Techniken und Methoden für die Un-
tersuchung von nukleosomaler Struktur und Dynamik in dieser Arbeit. Die Methode der
Wahl zur Untersuchung der genannten Fragestellung ist der Fluorseszenzenergietransfer
(FRET). Der Messbereich dieser Methode kommt den Dimensionen des Nukleosoms und
der erwarteten Dynamik nahe. Er liegt im Bereich zwischen 2-10 nm. Auch ist es mittler-
weile möglich mit bestimmten Methoden wie Einzelmolekülspektroskopie einzelne Mole-
küle gezielt zu untersuchen, ohne über heterogene Verteilungen von Zuständen zu mitteln.

1.6. Fluoreszenz

Als Licht wird üblicherweise der für das menschliche Auge wahrnehmbare Teil der elektro-
magnetischen Strahlung von etwa 380 bis 780 nm Wellenlänge bezeichnet. Der Zusammen-
hang zwischen Wellenlänge und der Frequenz des Lichts wird durch die folgende Gleichung
beschrieben: Wellenlaenge ∗ Frequenz = Lichtgeschwindigkeit. Die Energie des Lichts
wird durch: E = h ∗ ν beschrieben, wobei h für die Planck´sche Konstante steht und ν für
die Frequenz. Daraus lässt sich ableiten, daß je kürzer die Wellenlänge ist, desto stärker
ist die resultierende Energie.
Fluoreszenz ist die spontane Emission von Licht beim Übergang eines angeregten Sys-
tems in den Grundzustand. Der Begriff Fluoreszenz stammt von Fluorit (Calciumfluo-
rid/Flussspat), das unter UV-Licht fluoresziert. Andere Fluorophore können typischerweise
Atome, Moleküle, Ionen und Halbleiter sein.
Bei der Fluoreszenz geht Energie durch Vibration verloren, daher ist die Wellenlänge des
emittierten Lichts länger als die des absorbierten Lichts. Dieses Phänomen wird als Stokes
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Verschiebung bezeichnet. Es gibt allerdings auch Sonderfälle wie den der Resonanzfluores-
zenz, bei dem das emittierte Licht die gleiche Wellenlänge hat wie das absorbierte Licht,
allerdings wird hier Energie von außen zugeführt. Genau betrachtet läuft Fluoreszenz in
drei Stufen ab, die sich mittels eines Jablonski Diagrams, wie in Abbildung 1.12 dargestellt,
beschreiben lassen. Wird die Fluoreszenz durch Absorption von Licht verursacht, spricht

Abbildung 1.12. Jablonski Diagram, Fluoreszenz - Erläuterung im Text.

man auch von Photolumineszenz. Bei dieser kommt es als erstes durch Absorption eines
extern erzeugten Photons (z.B. durch Laser oder eine andere Lichtquelle) im Fluorophor
zu einem angeregten Elektronenzustand (S1im Jablonsky Diagramm). Dieser Zustand hat
üblicherweise eine Lebensdauer von 1-10 Nanosekunden. In dieser Zeit kommt es zu Kon-
formationsänderungen im Fluorophor. Die Konsequenz daraus ist, daß die Energie teilweise
durch diese Konformationsänderungen und Vibrationen verloren geht. Es kommt zu einem
niedrigeren Anregungszustand, von dem aus die Fluoreszenz ausgeht. Es muss aber auch
hier noch nicht unbedingt zu Fluoreszenz kommen, da es auch zu anderen Prozessen wie
FRET oder Fluoreszenzlöschung kommen kann. Des weiteren existiert auch ein nichtstrah-
lender Weg zurück zum Grundzustand, durch innere Konversion, d.h. Schwingungsrelaxa-
tion. Falls diese Prozesse nicht auftreten, wird durch die Emission eines Photons, durch
Fluoreszenz also, der Grundzustand wiederhergestellt. Ein weiterer Weg für das angereg-
te Elektron den Grundzustand zu erreichen ist über den Triplettzustand, ein niedrigerer
Energiezustand der über sogenanntes “intersystem crossing” erreicht werden kann. Auch
hier sind wieder ein strahlender, der durch Phosphoreszenz, und ein nichtstrahlender Weg
zurück zum Grundzustand zurück möglich.
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1.7. Fluoreszenzresonanzenergietransfer

Der Fluoreszenzresonanzenergietransfer ist ein quantenphysikalischer, entfernungsabhän-
giger Effekt zwischen den angeregten Zuständen zweier Farbstoffmoleküle. Die Anregung
von einem auf den anderen Farbstoff wird ohne Emission eines Photons übertragen. Dieser
Effekt wurde schon 1946 von Theodor Förster beschrieben [117]. Er beruht darauf, daß
die Energie eines angeregten Farbstoffes (Donor) strahlungsfrei (Dipol-Dipol Wechselwir-
kung) auf ein in der Nähe befindliches Akzeptormolekül, üblicherweise auch ein Farbstoff
(Akzeptor), übertragen wird. Die Entfernungsabhängigkeit des Energietransfers kann zur
Bestimmung der Entfernung der Farbstoffe untereinander genutzt werden. Als Försterra-
dius Ro wird die Entfernung der Fluorophore zueinander, bei der der Energietransfer 50%
beträgt, bezeichet. Dies entspricht dem Abstand, bei dem 50 % der angeregten Donorfarb-
stoffe durch FRET deaktiviert werden. Bei Kenntnis des Energietransfers E und von Ro

kann der Abstand R der Farbstoffe wie folgt bestimmt werden:

R = (1−E
E )1/6 ·Ro

Um FRET Experimente erfolgreich durchzuführen, müssen folgende Bedingungen erfüllt
sein:
1. Ein geringer Abstand der Farbstoffe zueinander zwischen 2 - 10 nm, je nach Farbstof-
fen auch etwas mehr. Ein zu geringer Abstand hingegen kann zu anderen Prozessen wie
Elektronresonanztransfer führen.
2. Das Absorptionsspektrum des Akzeptors muss mit dem Emissionsspektrum des Donor-
farbstoffes überlappen.
3. Die Orientierung der Farbstoffe zueinander muss annähernd parallel sein.

Abbildung 1.13 zeigt ein Schema zur Veranschaulichung. Die Farbstoffe sind im Bild A
links weiter als 10 nm entfernt und es kommt somit zu keinem messbaren Energietransfer.
Der Donor wird angeregt und strahlt die Energie als Fluoreszenzlicht wieder ab. Bei Bild B
sind die Farbstoffe durch eine Konformationsänderung nahe beieinander und der angeregte
Donor überträgt durch FRET Energie auf den Akzeptor, der daraufhin Fluoreszenzlicht
emittiert. Abbildung 1.14 zeigt den Prozess schematisch im Jablonski Diagramm.
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Abbildung 1.13. Schematische Darstellung des Fluoreszenzenergietransfers (FRET). Links im Sche-
ma wird die Probe mit einer bestimmten Wellenlänge illuminiert. Diese regt den Donor Farbstoff
zur Fluoreszenzemission an, nicht aber oder nur sehr geringfügig den Akzeptor Farbstoff. In Fall A
ist der Akzeptor Farbstoff zu weit weg für einen Energietransfer, was üblicherweise mehr als 10 nm
Abstand entspräche. In B ist der Fall anders: Donor und Akzeptor sind nahe genug beeinander,
und die Energie wird proportional der Entfernung vom Donor strahlungsfrei auf den Akzeptor

übertragen, so daß dieser Fluoreszenz emittiert.

Abbildung 1.14. Jablonski Diagramm, Fluoreszenz Energie Transfer

Für einen Energietransfer ist es notwendig, daß das Emissionsspektrum des Donorfluoro-
phors mit dem Absortionspektrum des Akzeptorfluorophors überlappt. Die Schwingungs-
ebenen der beteiligten Moleküle müssen parallel sein, was in der Regel bei freier Beweg-
lichkeit der Farbstoffe, z.B. bei Verbindung mit der Probe über einen Kohlenstofflinker,
erreicht wird. Der messbare Entfernungsbereich wird durch den Försterradius bestimmt. In
der Regel sind Messungen zwischen 2-10 nm möglich, d.h. genau im Bereich der Dimension
des Nukleosoms. Der FRET stellt deshalb ein ideales Werkzeug zur Untersuchung dieses
Systems dar. Abbildung 1.15 zeigt die spektralen Überlappung zwischen Donor Fluores-
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zenz Emission und Akzeptor Absorption von Alexa 488 und RoX. Die Berechnung der
spektralen Überlappung J wird durch folgende Gleichung beschrieben:

J(λ) =
∫

ε(λ) · FD(λ) · λ4dλcm3M−1

εAsteht hier für den Extinktionskoeffizient des Akzeptors und FD für die Fluoreszenze-
missionsintensität des Donorfarbstoffes als Fraktion der Gesamtintensität. Bei Kenntnis
der spektralen Überlappung zweier Fluorophore, sowie des Orientierungsfaktors und des
Refraktionsindexes des umgebenden Mediums kann R0 zweier Fluorophore wie folgt be-
stimmt werden:

Ro = [8, 8 · 1023κ2η−4QYD · J(λ)]1/6Å

wobei κ2für den Orientierungsfaktor steht, der bei freier Beweglichkeit mit 2/3 angegeben
wird, η steht für den Refraktionsindex des Mediums, QYDsteht für die Quanteneffizienz
des Donorfarbstoffes, in Abwesenheit eines Akzeptors.
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Abbildung 1.15. spektrale Überlappung (J) von Donor und Akzeptor (hier Alexa 488 und RoX)

1.8. Das in vitro Nukleosomsystem

Die Nukleosomen werden mit rekombinanten Xenopus laevis Histonen und verschiedenen
DNS Sequenzen rekonstituiert. Diese kann man mittels Salzschrittdialyse zu Nukleosomen
rekonstituieren und dabei beliebige DNS Sequenzen nutzen. In der folgenden Tabelle sind
Bindeaffinitäten verschiedener DNS Sequenzen, die bekannt für ihre Affinität zu Histon-
oktameren sind im Vergleich zu 5S rDNS, aufgelistet. In dieser Arbeit wurden die 601
und 612 neben der 5S rDNS und puc18 DNS verwendet. Ein Vorteil dieses in vitro Sys-
tems ist, daß die Nukleosomen aus unmodfizierten Histonen, bzw. welchen mit definierten
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Modifikationen bestehen. So ist es möglich einzelne Histone zu acetylieren oder auch mit
Farbstoffen zu markieren und erst dann mit den anderen Histonen zusammenzubringen.

Klon 44Ga(kcal ∗mol−1) relativ zu 5S DNS

601 -2,9±0,33(n = 7)

603 -2,7±0,31(n = 6)

607 -2,5±0,32(n = 5)

611 -2,5±0,32(n = 5)

612 -2,1±0,48(n = 5)

613 -2,3±0,31(n = 5)

618 -2,3±0,31(n = 5)

623 -2,6±0,31(n = 6)

626 -2,8±0,31(n = 6)

Tabelle 1.1. Bindeaffinitäten verschiedener DNS Sequenzen, die wegen ihrer Affinität zum Histon-
oktamer selektiert wurden, übernommen aus Lowary[81].
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1.9. Strategie für die Beobachtung dynamischer Prozesse

Eine Analyse dynamischer Prozesse intern im Nukleosom mittels FRET setzt eine durch-
dachte Fluoreszenzmarkierungsstrategie voraus. Als Möglichkeiten bestehen einerseits das
Markieren der Proteinkomponenten und andererseits das Markieren der DNS mit Fluo-
rophoren. Es kommen auch verschiedene Fluorophore in Frage. Es ist einerseits möglich
fluoreszierende Proteine wie z.B. GFP und dessen Varianten genetisch an die Histone zu
koppeln oder aber auch in vitro chemische Fluorophore an die DNS oder die Histone zu
binden. Es stehen mittlerweile eine Vielzahl an Proteinfluorophoren zu Auswahl. Diese
basieren auf GFP und Derivaten oder anderen von der Funktionsweise ähnlichen Prote-
inen. Proteine wie diese können in lebenden Zellen exprimiert werden und eignen sich
daher für in vivo Applikationen. Als nachteilig erweisen sich manchmal besondere photo-
physikalische Effekte wie “blinking” oder pH-Empfindlichkeit sowie die eigene Größe der
Fluorophore. Da man aber mit ihnen Fusionsproteine herstellen kann, sind sie aus der mo-
dernen Zellbiologie nicht mehr wegzudenken. So können Proteine, deren Lokalisation man
beispielsweise untersuchen will, in der Zelle beobachtet werden. Andere Fluorphore sind
kleine chemische Farbstoffmoleküle, die sich in vitro an bestimmte funktionelle Gruppen
binden lassen. Diese sind z.B. in der DNS Sequenziertechnik weit verbreitet. Sie sind oft we-
sentlich kleiner und weniger empfindlich gegenüber Umgebungsbedingungen, können aber
nicht rekombinant eingesetzt werden. Das erschwert die in vivo Applikation für Proteine,
als Hybridisierungssonden für DNS sind sie jedoch weit verbreitet. Durch die Koppelung
an Cysteine sind sie aber auch für die Markierung von Proteinen nutzbar und erreichen
aufgrund der geringeren Größe höhere Auflösungen und stören die Struktur der Proteine
weniger stark als z.B. GFP. Auch kann man sie nicht nur an die N- und C-terminalen
Proteinenden binden. Bei der Markierung der Proteinanteile könnte man beispielsweise
jeweils an die Cysteine einzelner Histone Farbstoffe mittels Maleimidchemie binden. Da
normalerweise nur H3 Cysteine aufweist, Cys-110, und zwei H3 pro Nukleosom vorhanden
sind hat man einerseits das Problem, daß nun möglicherweise zwei gleiche Farbstoffe pro
Molekül vorhanden sind und andererseits ist man nicht flexibel in der Wahl der Markie-
rungsstellen. Die letztere Limitation kann man durch Mutation einzelner Histone und Ein-
setzen bzw. das Versetzen der Cysteine umgehen. Die Sequenz der Histone würde dadurch
natürlich beeinflußt. Um diese Problematik zu umgehen und zu Gunsten der Flexibilität
entschieden wir uns hier für die Variante die DNS direkt mit chemischen Fluorophoren zu
markieren. Vorteile bei dieser Methode sind die Möglichkeit sehr viele Farbstoffe schnell
zu testen und die Markierungsstellen auf und in der DNS flexibel zu variieren. Ein weiterer
Vorteil besteht darin, daß bei unterschiedlichen Positionen der DNS auf dem Nukleosom
je nach Markierungsstrategie der Abstand der Fluorophore dennoch relativ zueinander
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gleich bleibt. Bei Markierung von Protein und DNS ist der Abstand abhängig von der
relativen Position der DNS auf dem Nukleosom. Nachdem entschieden wurde, die DNS zu
markieren, einerseits wegen der leichteren Verfügbarkeit von DNS-Markierungtechniken
und Farbstoffen und um andererseits die Sequenz des Histonoktamers nicht zu verändern,
wurden mehrere Markierungsstrategien entwickelt. Eine Methode, die in Abbildung 1.16 A
bzw. B dargestellt ist, ist für die Beobachtung von Remodellierungsereignissen gedacht. Sie
wurde ursprünglich eingesetzt um die Linker DNS Geometrie am Nukleosom zu vermessen
und so insbesondere die Frage zu klären, ob die Linker DNS sich kreuzt oder eher paral-
lel zueinander verläuft. Diese Methode wurde von K.Toth übernommen [121, 122]. Diese
Frage ist für die Unterscheidung zwischen Solenoid und “Crossed-Linker” bzw. “Zigzag”
Modell wichtig. Bei einer Organisation der Chromatinfiber in einem Solenoid wären die
Nukleosomen Linker DNS Abschnitte gekreuzt, bei einer “Zigzag” Anordnung dagegen
parallel gestreckt, Abbildung 1.16 C und D.

Abbildung 1.17. Die Markierung innerhalb der Linker-DNS ist besonders nützlich um Struktur-
veränderungen und Kompaktionen, z.B. durch H1 zu detektieren. Die hier gezeigte schematische
Darstellung von H1 im Nukleosomkomplex ist Abbildung 1.5 nachempfunden. (A) ohne H1; (B)

mit H1.

Abbildung 1.16. Markierung an den Enden der Linker DNS. Von links nach rechts: symmetrisch
(A) und asymmetrisch (B), bzw terminal und zentral positioniertes Nukleosom, sowie (annähernd)

parallele (C) und gekreuzte (D) Linker-DNS-Konfiguration.
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Abbildung 1.18. Modell für die “Loop”-Mechanismus Detektion mit intern markierten Nukleoso-
men. Während der Diffusion der DNS Schleife um das Nukleosom herum würde sich dynamisch
der Abstand der Farbstoffe zueinander ändern. Während der Ausbildung einer DNS Schleife (B)
und deren anschließender, versetzter Wiederanlagerung (C) an das Histonoktamer würde der Ab-
stand verringert, bis die Schleife einmal um das Histonoktamer herum diffundieren würde (D und
E). Danach wäre der Ausgangsabstand wiederhergestellt und die Position der DNS relativ zum

Histonoktamer eine andere (E).

Abbildung 1.19 zeigt die zu erwartenden Abstandsveränderungen interner Markierungen
im Detail. Ausgehend von der Kristallstruktur 1KX5 wurden hier die Abstände einzelner
Basen gemessen. Die DNS der Kristallstruktur entspricht zwar nicht den später verwen-
deten DNS Sequenzen, aber das Grundprinzip kann hier gezeigt werden, auch wenn die
tatsächlichen Werte dort anders sein mögen. Bei einem hypothetischen Nukleosom, bei
dem die DNS intern so markiert ist, daß daraus ein FRET vom mittlerer Intensität resul-
tieren würde, wurden die Abstände von verschiedenen Basen zueinander vermessen. Die
Erwartung wäre, daß bei einer “Twist”-Diffusion der eine Farbstoff um wenige Basen pro
Ereignis näher an den anderen Farbstoff geraten würde, bei “Loop”-Diffusion hingegen
würden aber in einem Schritt mindestens 10-11 bp überbrückt werden. In der folgenden
Tabelle sind die Werte der Abstände eingetragen.
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Abbildung 1.19. Abstandsveränderungen im Nukleosom bei “Twist”- und “Loop”-Diffusion im De-
tail: Dargestellt ist ein hypothetisches Nukleosom, bei dem die DNS intern so markiert ist, daß
daraus ein FRET vom mittlerer Intensität resultieren würde (die Histonschwänze wurden der
Übersichtlichkeit ausgeblendet). Bei einer Twist-Diffusion (A) würde der eine Farbstoff um wenige
Basen pro Ereignis näher an den anderen Farbstoff geraten (orangene Linien, Ausgangsabstand
mit roter Linie markiert). Bei “Loop”-Diffusion (B) würden in einem Schritt mindestens 10-11
bp überbrückt werden (letzte orangene Linie). Dies schlägt sich in den erwarteten Abständen der

Farbstoffe nieder (s. folgende Tabelle für dieses Beispiel).

Versatz [in bp] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abstand bei Twist [A] 44,8 42,2 40,8 41,3 40,5 37,4 33,5 30,2 25,6 22,0

Abstand bei Loop [A] 44,8 - - - - - - - - 22,0
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Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, würde hier bei einem “Loop”-Ereignis der Ausgangsab-
stand halbiert, von 4,5 nm auf 2,2 nm; bei“Twist”-Ereignissen würde sich hier der Abstand
nur geringfügig verringern: die Änderung läge je nach Position der Verwindung zwischen
2 (z.B. im ersten Schritt) bis zu 4 nm (hier in diesem Beispiel im 8. Schritt). Die weiteren
Werte der Tabelle sind nur der Vollständigkeit wegen eingetragen, es wird nicht ange-
nommen das mehr als 2-3 zusätzliche Basenpaare bei einem Twist-Ereignis im Nukleosom
vorliegen. Der zu erwartende Energietransfer wäre bei einem“Loop”-Ereignis sehr deutlich
ausgeprägt, wenn es wieder angelagert wird, bei einem “Twist”-Ereignis hingegen wären
die einzelnen Schritte kleiner.
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1.10. Detektionsmethoden für den Fluoreszenzenergietransfer

Es gibt verschiedene Methoden um FRET zu bestimmen. Ein messbarer Effekt von FRET
ist z.B., daß die Fluoreszenzlebensdauer sich bei Auftreten von Resonanzenergietransfer
ändert. Eine andere Möglichkeit ist die, die Fluoreszenzemission des Akzeptors getrennt zu
messen und mit der des Donors zu vergleichen. Diese kann mit Filtern oder durch Messung
mit einem Fluorimeter von der Emission des Donors getrennt werden. Über das Verhältnis
der Emissionen kann nach Berücksichtigung von Korrekturfaktoren der Energietransfer
berechnet werden. Auch die Art der Detektion kann variiert werden. Angefangen bei En-
semblemessungen, bei denen eine Küvette o.ä. in einem Fluorimeter gemessen wird, über
mikroskopische Anwendungen, bei denen innerhalb von entsprechend fluoreszenzmarkier-
ten Zellen FRET gemessen werden kann, bis hin zu Einzelmolekülanwendungen reichen
die vielfältigen Methoden. Im Folgenden werden die hier verwendeten Fluoreszenzmess-
methoden genauer beschrieben.

1.11. FRET-Ensemblemessungen

Abbildung 1.20. Fluorimeter und dessen schematische Darstellung

Bei der konventionellen Fluorimetrie wird eine Küvette mit der zu messenden Probe in
einem Fluorimeter gemessen. Das minimale Probenvolumen liegt üblicherweise bei min-
destens 50 µl. Die Messkonzentration liegt bei ca. 100-400 nM. Als Lichtquelle dient eine
Xenon-Hochdrucklampe. Eventuelle Schwankungen in deren Intensität werden über eine
Referenzprobe (z.B. Rhodamin) korrigiert. Über Monochromatoren lassen sich die Exzi-
tations und Emissionswellenlängen und Wellenlängebereiche festlegen. Das Signal selbst
wird durch Photomultiplier verstärkt und zur Auswertung an einen Computer übermittelt.
Die Methode der Auswertung wird im nachfolgendem Kapitel genauer erläutert.
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Abbildung 1.21. Beispiel für Ensemble FRET Messungen aus [121]. Hier wurden die Abstände
der Linker DNS Enden von Mononukleosomen in freier Lösung zueinander, in Abhängigkeit von
zunehmender DNS Länge gemessen (Dreiecke). Rechts sind schematisch die mit den Ergebnissen
kompatiblen Linker DNS Trajektorien abgebildet. Da die Abstände mit längerer DNS zunehmen,
können sie nicht direkt überkreuzt sein. Die unterbrochenen Linien stellen den Verlauf von hypothe-
tischen Konfigurationen und deren hypothetischen Abstandsmessungen dar, bei denen die Linker
beispielsweise mit größerer Entfernung immer näher kommen, den gleichen Abstand einhielten oder

divergieren würden.

Der große Vorteil der Ensemble FRET Methode liegt in der Möglichkeit, sehr niedrige
Energietransferintensitäten um 10% oder weniger zuverlässig zu messen. Der große Nach-
teil ist die fehlende Möglichkeit heterogene Populationen zu separieren. Das Signal wird
über die gesamte Probe gemittelt. Wenn also zwei Populationen, z.B. eine mit hohem
und eine mit niedrigem Energietransfer vorlägen, würde man ein gemitteltes Signal mit
mittlerem Energietransfer aus diesen beiden Populationen erhalten. Die Heterogenität der
Probe würde so verborgen.

1.12. Einzelmolekülspektroskopie

Die Einzelmolekülspektroskopie wurde über die letzten Jahre vielfach erfolgreich angewen-
det um in freier Lösung Proteinfaltung zu messen [29][30], DNS Haarnadelschleifenbildung
zu beobachten [55], die Echtzeitanalylse von unamplifizierten K-ras Onkogenen [128] zu
untersuchen und viele weitere Anwendungen zu entwickeln[56]. Die Einzelmolekülspek-
troskopie unterscheidet sich in vielen Punkten von der Ensemblemessung. Der wichtigste
Unterschied ist der, daß anstatt viele Moleküle zeitgleich, hier nur ein einzelnes Mole-
kül gemessen wird. Hinzu kommt, daß die Konzentration der Probe anders ist. Sind bei
Ensemblemessungen Konzentrationen zwischen 100 und 400 nM üblich, wird die Probe
für die Einzelmolekülspektroskopie auf 1 nM - 50 pM verdünnt. Durch die Verwendung
von Filtern anstatt eines ansteuerbaren Monochromators wird das Signal in verschiedene
Kanäle getrennt.
Im Detail sieht ein typischer Aufbau so aus: In der Einzelmolekülspektroskopie illuminiert
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ein fokussierter Laserstrahl ein Volumenelement in der Größenordnung von weniger als
einem Femtoliter. Dies wird üblicherweise durch Verwendung eines konfokalen Mikroskops
erreicht. Der Fokus hat bei dem von uns verwendeten Gerät üblicherweise Aussmaße von
0, 4 ∗ 0, 4 ∗ 1, 5µm3, was 0,1 fl entspräche. Bei Probenkonzentrationen von weniger als 1
nM sind deshalb durchschnittlich weniger als ein Teilchen im Fokus. Das reine Hinter-
grundsignal wechselt daher mit Signalen, die durch Diffusion der Teilchen in bzw. durch
den Fokus entstehen. Die Intensität und die Wellenlänge der Emission sowie die Dauer des
Ereignisses hängt von der Probe ab. So lassen sich Eigenschaften der Teilchen sowie deren
Diffusionszeit messen. Die Teilchen der Probe diffundieren bei diesem Aufbau allein durch
die Brownsche Molekularbewegung. Durch die Anregung mit dem Laser geben die Fluoro-
phore Fluoreszenzlicht ab. Das Fluorszenzsignal der Probe wird konfokal gesammelt und
in zwei Photodioden, jeweils für Donor und Akzeptor, detektiert. Dies erlaubt die Messung
in zwei verschiedenen Kanälen, die durch Filter definiert werden können. Das Schema ist
in Abbildung 1.22 dargestellt.

Abbildung 1.22. Aufbau eines Einzelmolekülspektrometers.

Die Signalprozessierung wird folgendermaßen durchgeführt. Um das Hintergrundsignal zu
reduzieren wird ein Schwellenwert definiert. Die Ereignisse die diesen Schwellenwert über-
steigen werden zusätzlich anhand ihrer Dauer und Intensität nach Einzelmolekül bzw.
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Aggregat oder Multipartikelereignis unterschieden. Einzelne Messereignisse werden in so-
genannten“Bins”, in bestimmten Messeinheiten gesammelt, d. h. es wird eine bestimmte
Zeit gemessen und die registrierten Photonen einem Ereignis zugewiesen. Messeinheiten
deren Diffusion für Nukleosomen unerwartet lange oder kurz ist können Aggregate oder
andere Störungen sein und werden verworfen. Den nichtaussortierten Ereignissen wird
dann eine bestimmte Energietransfereffizienz oder ein Wert für die sogenannte “proximity
ratio” zugewiesen. Diese ”proximity ratio”, im weiteren Proximitätsrate genannt, ist das
Verhältnis der Akzeptoremission im Verhältnis zur gesamtem Emission von Donor und
Akzeptor.

proximity ratio = Ia
Ia+Id

Je nach Farbstoffen und Filterkombination, bzw. der Detektionsempfindlichkeit der De-
tektoren, müssen Korrekturfaktoren eingesetzt werden um den eigentlichen Energietrans-
fer zu ermitteln. Der große Vorteil der Einzelmolekülanalyse liegt in der Diskriminierung
heterogener Proben mit verschiedenen Energietransferintensitäten. Interkonversionen von
verschiedenen Zuständen innerhalb einer Probe können so umgebungs- und zeitabhängig
untersucht werden, wie z.B. die De- und Renaturierung von Proteinen aus dem Beispiel in
Abbildung 1.23.

Verschiedene Messmethoden der Einzelmolekülspektroskopie Einzelmolekülmes-
sungen können darüberhinaus auf verschiedene Arten durchgeführt werden. Zur Auswahl
stehen Methoden zur Messung von frei diffundierenden Probe wie oben beschrieben und
Messungen unter immobilisierten Bedingungen. Auch sind Kombinationen der beiden Prin-
zipien denkbar, so könnte die Probe künstlich bei der Diffusion gebremst werde, um so
längere Aufenthaltszeiten im Detektionsbereich zu erreichen. Dies wird z. B. durch Bin-
dung an “Beads” erreicht oder der Ummantelung durch Lipide, so daß größere Liposomen
entstehen, die langsamer durch den Fokus diffundieren und die Messzeit dadurch verlän-
gern [31]. Hinzu kommt die Möglichkeit Proben in Gelmatrizen einzuschliessen, wie z.B.
in Agarose, Acrylamid oder auch Silica Gele [20].

Multiparameter Fluoreszenzdetektion (MFD) Ein Kooperationspartner, die AG
Seidel in Düsseldorf, verfügt über ein eigens entwickeltes Einzelmolekülspektrometer mit
vielfältigen Analysemethoden. Mit diesem Aufbau können auf besondere Art und Weise
die Daten verarbeitet werden [36]. Diese Multiparameter Fluoreszenzdetektion (MFD)
nützt einen gepulsten Laser zur Anregung und zeitkorrelierte Einzelphotonregistrierung
(time-correlated single-photon counting = tcspc) um 4-dimensionale Fluoreszenzinforma-
tionen über die Intensität, Lebensdauer, Anisotropie, und das Spektrum zu gewinnen. Da-
durch ist es möglich die Fluoreszenzereignisse so zu klassifizieren, daß störende Datensätze



47

Abbildung 1.23. Beispiel für spFRET Analysen aus [113]. Dargestellt ist die Denaturierung und
Faltung eines Kälteschockproteins aus Thermotoga maritima (CSPTM ) und von zwei kurzen Po-
lyprolinen (Pro6 und Pro20) unter verschiedenen Konzentrationen von Guanidiniumchlorid. A und
B: Donor und Akzeptor Kanäle und Selektion von Pro6 und Pro20. C: Pro 6; D: Pro 20; E: Käl-
teschockprotein CSPTM. Die zwei Polyprolinproben fungieren als Kontrollen. In C ist die Anzahl
der gezählten Ereignisse gegen die aus dem Verhältnis von rotem zu grünen+rotem Signal und
mit Korrekturfaktoren berechnete “proximity ratio” aufgetragen. Im gefalteten Zustand sind die
Farbstoffe mit denen das Protein markiert ist so nahe, daß es zu einem sehr hohen Energietransfer

kommt. Im ungefalteten Zustand ist der Transfer niedriger.



48

Abbildung 1.24. Schema des Aufbaus des Geräts der AG Seidel in Düsseldorf

aussortiert oder gesondert analysiert werden können. Durch Extraktion zeitabhängiger Au-
tokorrelation der Fluoreszenzintensität der MFD Daten kann außerdem der Hintergrund
reduziert werden. Damit konnten unter anderem heterogene HIV-1 Reverse Transkriptase
Primer und Template Komplexe differenziert werden [106], ein dynamisches Äquilibrium
zwischen offenen und geschlossenen Konformationen von Syntaxin 1 charakterisiert werden
[83], es ermöglichte die Beobachtung von protonenangetriebener bakterieller F0F1-ATP
Synthase in Liposomen [31] sowie proteininduzierte Faltung des U4 snRNA “kink-turns”
[138].

“Photon count distribution analysis” (PDA) Mit dieser Methode ist es möglich hete-
rogene Signale besser von Hintergrundstörungen zu trennen und aufzulösen [3]. Es werden
theoretische Signalverteilungen berechnet, die Vorraussagen über Hintergrundstörungen,
Störung durch direkte Anregung des Donorfarbstoffes und stochastische Variationen ent-
halten. Diese werden mit den Messergebnissen im tatsächlichen Experiment verglichen.
Durch diesen Vergleich kann man unterscheiden, ob die Verbreiterung eines Signals auf
eine heterogene Probenzusammensetzung oder ein verrauschtes Signal zurückzuführen ist.

Eine Ursache für Hintergrundstörung bei einer Einzelmolekülmessung ist die relativ ge-
ringe Anzahl an Photonen, die bei einzelnen Messereignissen, z.B. dem Durchgang eines
Nukleosoms durch den Messbereich detektiert werden. Durch statistische Fluktuationen
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Abbildung 1.25. Verbreiterung einer Verteilung von Fluoreszenzintensitäten durch Photonensta-
tistik (von C.Seidel). Das experimentell ermittelte Signal S besteht aus der Fluoreszenz F und dem
Hintergrundrauschen B. Daher gilt S = F + B. Die Fluoreszenz sowie das Hintergrundrauschen
haben jeweils ihre eigene Photonenstatistik und verbreitern daher das ermittelte Signal S. Bei
besonders niedrigen Zählraten würde das Signal nur noch durch das Hintergrundrauschen gebildet

und hätte keine weitere Bedeutung.

dieser Photonenzahlen, auch bei gleichem Energietransfer der Probe, verbreitert sich das
Signal. Dies ist in der Abbildung 1.25 schematisch dargestellt. Mit der PDA lässt sich das
eigentliche Signal FG/FR, das die physikalischen Informationen über den Energietransfer
beeinhaltet aus dem gemessenen Signal SG/SR extrahieren [3]. Die Abstandsberechnung
erfolgt folgendermaßen:

RDA = R0r(φFA
gRFG

gGFR
)1/6

Bedingung für diese Berechnung ist die Kenntnis über das Hintergrundsignal und der
spektralen Überlappung der Kanäle (Die Emission des Donorfarbstoffes wird auch im ge-
ringen Ausmaß im Detektionskanal des Akzeptors gemessen und umgekehrt). Ebenso ist
die Quanteneffizienz des Akzeptorfarbstoffes φFA, der Försterradius des Farbstoffpaares
und das Verhältnis der Sensitivität der Kanäle (Gamma Faktor) gR/gG für die Bestimmung
des Energietransfers notwendig. Diese Methode ermöglicht die Separation von Subpopula-
tionen von Nukleosomen, die einen ähnlichen FRET aufweisen und die bei herkömmlicher
Analyse so nicht möglich wäre.
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2.1. Liste der verwendeten Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren vom Reinheitsgrad p.A.. Das zum Ansetzen der Lö-
sungen verwendete Wasser wurde mit einer Reinstwasseranlage von Seralpur PRO90-CN
(Seral) aufbereitet.

2.2. Verwendete Geräte

Spektrometer:
Fluoreszenzspektrometer SLM-Aminco 8100, SLM, Urbana, IL, USA
Absorptionspektrometer Cary-4E, Varian, Mulgrave, Australien
Pharmacia Ultrospec 3000 und 2000

Mikroskope:
Olympus IX70
FCS Modul Eigenentwicklung DKFZ
FCCS Modul
spFRET Modul
Nunc und Ibidi Kammern

Zentrifugen:
Kühlzentrifugen - Eppendorf: Centrifuge 5417 R / 5403
Tischzentrifuge - Eppendorf: Centrifuge 5415 C
Großzentrifuge: Sorvall RC-5B
Rotoren:
SSW 34 und GSA

Elektrophorese:
Spannungsquellen:
Consort E431, E455, E734, E865
Biorad Powerpac 300
Kammern:
EC Minicell EC 370 M - Agarose
PAGE - CTI Minicell

UV Fotodokumentationsstation BioDocAnalyze von Biometra
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Name Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid Roth, Karlsruhe

Adenosintriphosphat ATP Sigma/Roche

hochreine Agarose SeaKem

Bacto Agar Difco

Bacto Hefe Extrakt Difco

Bacto Trypton Difco

Bisacrylamid Roth

Borsäure Fluka

Bromphenolblau Serva

Coomassie Serva

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma

Dithiothreitol (DTT) Sigma

EDTA Sigma-Aldrich

Ethanol- EtOH Riedel-de-Haen

Ethidiumbromid Sigma

Formaldehyd Euroclone

Glycin Gerbu

Glycerin Fluka

Harnstoff Fluka

Salzsäure -HCl J.T.Baker

Hepes Roth

Isopropanol Riedel-de-Haen

Kaliumchlorid (KCl) Merck

Kaliumphosphat -KH2PO4 Merck

Methanol - MeOH Fluka

Magnesiumchlorid -MgCl2 Merck

ß-Mercaptoethanol Fluka

Natronlauge - NaOH J.T.Baker

Natriumchlorid (NaCl) Merck

Natriumacetat (Na-Ac) Merck

NP40 Boehringer Ingelheim

Di-Natriumphosphat- Na2HPO4 Merck

Natriumphosphat- NaH2PO4 Merck

PMSF CM Biochem

Natriumdodecylsulfat (SDS) Applichem

Silbernitrat Fluka

Tris Sigma

Tris X Gerbu

Triton X-100 Aldrich

TEMED Biorad

Tabelle 2.1. Chemikalien
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Antibiotika

Ampicillin

Kanamycin

Chloramphenicol

Tabelle 2.2. Antibiotika

PCR Gerät T3-Thermocycler, Biometra, Göttingen

PH Meter:
Knick pH Meter 765 CalimaticX

HPLC:
Waters 994 Array Detector
Crystal 200 High Pressure System

FPLC:
Pharmacia /Amersham GP250
2x P-500 Pumpen

Pipetten:
Gilson + Eppendorf
Pipetteboy

Präzisionswagen:
Mettler PM 480 Delta Range
Mettler PB 3002 Toledo

Schüttler:
HT Infors Aqua

Sonstiges Verbrauchsmaterial:

Filter:
0,22 und 0,45 µm Filter von Millex; 0,02 und 0,2 µm Filter von Whatman

Spritzen:
1,2,5 und 10 ml Spritzen von BD

Pipettenspitzen:
Steinbrenner, Gilson
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Reaktionsgefäße:
Elkay, Eppendorf

Dialysemembranen und Gefäße:
10000, 7000 und 3500 MWCO“Slide-A-Lyzer Mini Dialysis Units” von Pierce; 10000 MW-
CO “Slide-A-Lyzer 10K Dialysis Cassette”

Konzentratorgefäße:
Vivascience Vivaspin 20, 6 und 0,5 ml Concentrator, 5000 MWCO

Bakterienstämme für Expression:
Alle Stämme wurden von Stratagene bezogen.
XL10
BL21 DE3
BL21 DE3 Gold
BL21 DE3 Gold plysS
Rosetta BL21 DE3 Gold
Rosetta BL21 DE3 Gold plysS

2.3. DNS Sequenzen und Nukleosomenkonstrukte

Abbildung 2.1. Abbildung einer abgewandelten 601 Sequenz aus [2] und ihre Position auf dem
Nukleosom. Nach dieser Vorlage wurde der verwendete Bereich ausgewählt.

Anmerkung zur 601 Sequenz: Im Vergleich mit der Literatur kann es sein, daß die hier
beschriebene Sequenz reverskomplement ist. Da die ursprüngliche Sequenz von J.Widom
in eine HincII Site integriert wurde, konnte die Orientierung relativ zum Plasmid nicht
bestimmt werden. Daher wurde die Sequenz im DKFZ sequenziert. Hier zeigte sich, daß die
Sequenz gegen die Leserichtung des Plasmids eingebaut wurde. Da aber an den Rändern
kurze Bereiche des Plasmids verwendet wurden, musste hier die Orientierung des Plas-
mids verwendet werden. Zur Auswahl des Sequenzbereiches für die Experimente wurde
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Abbildung 2.2. 5S rDNS: Analyse mit der DNS Analysesoftware Bendit [110]. Gezeigt ist die
lokale Kurvatur der DNS (links oben), der GC Gehalt der Sequenz nach Position (rechts oben)
sowie zwei Modelldarstellungen (unten links Bolshoy Darstellung; und rechts Darstellung nach
Koo). Die Modelldarstellungen beruhen auf verschiedenen Annahmen für die Biegung der DNS

nach bestimmten Basenfolgen (Bolshoy [13] und Koo [68]).

Abbildung 2.1 herangezogen. Im folgenden eine tabellarische Auflistung der verwendeten
DNS-Sequenzen; Markierungen sind Fett hervorgehoben, die Markierungen die auf dem
Komplementärstrang liegen, sind an ihrer Position hier auf diesem Strang unterstrichen.

5S rDNS Sequenzen Die 5S 160 bp Endmarkiert

5S 160 bp

001 ATTACGAATT CCAGCTCGCC CCGGGATCCG GCTGGGCCCC CCCCAGAAGG

051 CAGCACAAGG GGAGGAAAAG TCAGCCTTGT GCTCGCCTAC GGCCATACCA

101 CCCTGAAAGT GCCCGATATC GTCTGATCTC GGAAGCCAAG CAGGGTCGGG

151 CCTGGTTAGT ACTTGGATGG

Die 5S 160 bp Intern
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Abbildung 2.3. 601 DNS: Analyse mit der DNS Analysesoftware Bendit. Gezeigt ist die lokale
Kurvatur der DNS (links oben), der GC Gehalt der Sequenz nach Position (rechts oben) sowie
zwei Modelldarstellungen (unten links Bolshoy Darstellung; und rechts Darstellung nach Koo). Im

Vergleich mit der 5S rDNS fällt auf, daß die Kurvatur stärker ausfällt.

5S 160 bp

001 ATTACGAATT CCAGCTCGCC CCGGGATCCG GCTGGGCCCC CCCCAGAAGG

051 CAGCACAAGG GGAGGAAAAG TCAGCCTTGT GCTCGCCTAC GGCCATACCA

101 CCCTGAAAGT GCCCGATATC GTCTGATCTC GGAAGCCAAG CAGGGTCGGG

151 CCTGGTTAGT ACTTGGATGG

Die 5S 220 bp Endmarkiert

5S 220 bp

001 TCACACAGGA AACAGCTATG ACCATGATTA CGAATTCCAG CTCGCCCCGG

051 GATCCGGCTG GGCCCCCCCC AGAAGGCAGC ACAAGGGGAG GAAAAGTCAG

101 CCTTGTGCTC GCCTACGGCC ATACCACCCT GAAAGTGCCC GATATCGTCT

151 GATCTCGGAA GCCAAGCAGG GTCGGGCCTG GTTAGTACTT GGATGGGAGA

201 CCGCCTGGGA ATACCAGGTG

601 DNS Sequenzen Die 601 170 bp Endmarkiert
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601 170bp

001 TGCACAGGAT GTATATATCT GACACGTGCC TGGAGACTAG GGAGTAATCC

051 CCTTGGCGGT TAAAACGCGG GGGACAGCGC GTACGTGCGT TTAAGCGGTG

101 CTAGAGCTGT CTACGACCAA TTGAGCGGCC TCGGCACCGG GATTCTCCAG

151 GGCGGCCGCG TATAGGGTCC

Die 601 170 bp Intern Medium FRET

601 170bp

001 CATGCACAGG ATGTATATAT CTGACACGTG CCTGGAGACT AGGGAGTAAT

051 CCCCTTGGCG GTTAAAACGC GGGGGACAGC GCGTACGTGC GTTTAAGCGG

101 TGCTAGAGCT GTCTACGACC AATTGAGCGG CCTCGGCACC GGGATTCTCC

151 AGGGCGGCCG CGTATAGGGT

Die 601 170 bp Intern Hoher FRET

601 170bp

001 CATGCACAGG ATGTATATAT CTGACACGTG CCTGGAGACT AGGGAGTAAT

051 CCCCTTGGCG GTTAAAACGC GGGGGACAGC GCGTACGTGC GTTTAAGCGG

101 TGCTAGAGCT GTCTACGACC AATTGAGCGG CCTCGGCACC GGGATTCTCC

151 AGGGCGGCCG CGTATAGGGT

Die 601 220 bp Intern Linker

601 220bp

001 GCACCGGCAA GGTCGCTGTT CAATACATGC ACAGGATGTA TATATCTGAC

051 ACGTGCCTGG AGACTAGGGA GTAATCCCCT TGGCGGTTAA AACGCGGGGG

101 ACAGCGCGTA CGTGCGTTTA AGCGGTGCTA GAGCTGTCTA CGACCAATTG

151 AGCGGCCTCG GCACCGGGAT TCTCCAGGGC GGCCGCGTAT AGGGTCCATC

201 ACATAAGGGA TGAACTCGGT

Die 601 220 bp Endmarkiert

601 220bp

001 GCACCGGCAA GGTCGCTGTT CAATACATGC ACAGGATGTA TATATCTGAC

051 ACGTGCCTGG AGACTAGGGA GTAATCCCCT TGGCGGTTAA AACGCGGGGG

101 ACAGCGCGTA CGTGCGTTTA AGCGGTGCTA GAGCTGTCTA CGACCAATTG

151 AGCGGCCTCG GCACCGGGAT TCTCCAGGGC GGCCGCGTAT AGGGTCCATC

201 ACATAAGGGA TGAACTCGGT

612 DNS Sequenzen Die 612 160 bp Endmarkiert
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Abbildung 2.4. 612 DNS: Analyse mit der DNS Analysesoftware Bendit. Gezeigt ist die lokale
Kurvatur der DNS (links oben), der GC Gehalt der Sequenz nach Position (rechts oben) sowie
zwei Modelldarstellungen (unten links Bolshoy Darstellung; und rechts Darstellung nach Koo).

612 160bp

1 ATACTGCCCG CGTAAGAAGG TGCCGACTAT GTCCGCGGAA ATTAAGAGGT

51 ATTAAACGTG CAGCTGGAAT GCTCTAGACC CCTTTAGGAG CCGCTAGAGG

101 CCAAGGCTAG CATATTAGCT CGGTAGTTTG GCCTCAATCA ATTGGGTTCA

151 CGCCGAACTG

Die 612 160 bp Intern Medium FRET

612 160bp

1 ATACTGCCCG CGTAAGAAGG TGCCGACTAT GTCCGCGGAA ATTAAGAGGT

51 ATTAAACGTG CAGCTGGAAT GCTCTAGACC CCTTTAGGAG CCGCTAGAGG

101 CCAAGGCTAG CATATTAGCT CGGTAGTTTG GCCTCAATCA ATTGGGTTCA

151 CGCCGAACTG

Die 612 160 bp Intern Hoher FRET
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612 160bp

1 ATACTGCCCG CGTAAGAAGG TGCCGACTAT GTCCGCGGAA ATTAAGAGGT

51 ATTAAACGTG CAGCTGGAAT GCTCTAGACC CCTTTAGGAG CCGCTAGAGG

101 CCAAGGCTAG CATATTAGCT CGGTAGTTTG GCCTCAATCA ATTGGGTTCA

151 CGCCGAACTG

Die 612 220 bp Endmarkiert

612 220bp

1 ATGGAGCTGA AAACTGCTCC CCCACACCCT ATACTGCCCG CGTAAGAAGG

51 TGCCGACTAT GTCCGCGGAA ATTAAGAGGT ATTAAACGTG CAGCTGGAAT

101 GCTCTAGACC CCTTTAGGAG CCGCTAGAGG CCAAGGCTAG CATATTAGCT

151 CGGTAGTTTG GCCTCAATCA ATTGGGTTCA CGCCGAACTG GACATACCGA

201 TTTGGAATGG TGCCAGTCGC

Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von verschiedenen Quellen bezogen. Ungelabelte Oligonukleotide
wurden im DKFZ von W. Weinig oder Invitrogen bezogen. Markierte Oligonukleotide
wurden von Thermo Hybaid, IBA GMBH und PURIMEX bezogen. In den folgenden
Tabellen sind die verwendeten Oligonukleotide zusammengefasst. Die Farbstoffe wurden
an AminodT C6 Linker gekoppelt.

Bezeichnung Sequenz Farbstoffposition

5S 220 tcacacaggaaacagctat Alexa 488 5´

5S 220 cacctggtattcccag RoX 5´

5S 170 int attacgaattccagctcgccccgggatccggcTgggccc Alexa 488 intern an 33

5S 170 int ccatccaagtactaaccaggcccgaccctgcttggcttccgagaTcagacg RoX intern an 45

Tabelle 2.3. Oligonukleotide 5S rDNS Sequenz
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Bezeichnung Sequenz Farbstoffposition

601 220 fwd ACCGAGTTCATCCCTTATGTGAT 5´

601 220 rev GCACCGGCAAGGTCGCT 5´

601 220 int568 GCACCGGCAA GGTCGCTGTTCAATACATGCACAG Alexa 568 intern an 28

601 220 int594 GCACCGGCAAGGTCGCTGTTCAATACATGCACAG Alexa 594 intern an 28

601 220 int488 ACCGAGTTCATCCCTTATGTGATGGACCCTATACGC Alexa 488 intern an 30

601 190 fwd GAGTTCATCCCTTATGTGATGG Alexa 488 5´

601 190 rev ACAGGATGTATATATCTGACACGT RoX 5´

601 170 fwd GGACCCTATACGCGGCC Alexa 488 5´

601 170 rev TGCACAGGAT GTATATATCTGAC RoX 5´

601 170 int CATGCACAGGATGTATATATCTGACACGTGCCTGGAGAC RoX intern an 33

601 170 int CATGCACAGGATGTATATATCTGACACGTGCCTGGAGACTAGGGAG RoX intern an 40

601 170 int ACCCTATACGCGGCCGCCCTGGAGAATCCCGGTGCCGAGGCCGCTCAATTG Alexa 488 intern an 45

Tabelle 2.4. Oligonukleotide 601 DNS Sequenz

Bezeichnung Sequenz Farbstoffposition

612 220 ATGGAGCTGAAAACTGCTCCC Alexa 488 5´

612 220 GCGACTGGCACCATTCCAAAT RoX 5´

612 160 ATACTGCCCGCGTAAGAAGGTGCCGACTATGTCCGCGGAAATT Alexa 488 intern an 32

612 160 CAGTTCGGCGTGAACCCAATTGATTGAGGCCAAACTACCGAGCT RoX intern an 36

612 160 ATACTGCCCGCGTAAGAAGGTGCCGACTATGTCCGCGGAAATTAAGAG Alexa 488 intern an 42

Tabelle 2.5. Oligonukleotide 612 DNS Sequenz

Fluoreszenzfarbstoffe

Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sind in der folgenden Tabelle 2.6 Fluoreszensfarb-
stoffe zusammengefasst.

Abs max [nm] Em max [nm] e max [M-1cm-1] MW [g/mol]

Alexa 488 NHS 494 517 78000 643,45

Alexa 568 NHS 578 602 88000 791,87

Alexa 594 NHS 590 617 92000 819,93

ATTO 647 N 644 669 150000 843

ROX X NHS, 5/6-Gemisch 576 601 80000 631,73

ROX, 5-isomer 574 602 78000 631,73

ROX, 6-isomer 575 602 82000 631,73

Tabelle 2.6. Tabelle Fluoreszenzfarbstoffe
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A B C

Abbildung 2.5. Die Farbstoffe Alexa 488 (A) und ROX 5 bzw. 6-Isomer (B) sowie die Basenmodi-
fikation 5-C6-Amino-2’-deoxythymidine (C)

Donor\Akzeptor Rox Alexa Fluor 568 Alexa Fluor 594

Alexa Fluor 488 55 62 60

Tabelle 2.7. Förster Radien der verwendeten Farbstoffe - R0

Weitere DNS Modifikationen

Oligonukleotide mit AminodT C6 Linker (5-C6-Amino-2’-deoxythymidine) ohne Farbstoff
wurden von Thermo-Hybaid bezogen. An diese Modifikation konnten Fluoreszenzfarbstoffe
gekoppelt werden.

Plasmide

pxp10 mit 5SrDNS Sequenz (keine vollständige Karte erhalten/vorhanden), von S.Dimitrov,
Grenoble

pGEM3Z3z 601 - 626 (601 und 612 wurden im DKFZ sequenziert, Karte im Anhang), von
J.Widom

puc18 (Karte im Anhang)

pET-28a-c(+) Vektor mit yNAP1His-tag (keine vollständige Karte erhalten/vorhanden)

Histonplasmide (keine vollständige Karte erhalten/vorhanden) von S.Dimitrov, Grenoble

Pmyb-ISWI von P.Becker/A.Eberhardter (keine vollständige Karte erhalten/vorhanden)

Karten und Sequenzen soweit vorhanden im Anhang.

2.4. Proteine

Histon H1 wurde von Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) bezogen und zusätz-
lich auf Sepharose und NAP-5 Säulen aufgereinigt. Die Histone H2A, H2B, H3 und H4,
codiert auf Expressionplasmiden mit der 5 S rDNS Sequenz aus Xenopus laevis, wurden
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rekombinant aus E.coli gewonnen (s. Aufreinigung von Histon Proteinen in Methoden).

HMGB1 wurde freundlicherweise von Malte Bussiek zur Verfügung gestellt.

Hsp90 wurde von Calbiochem bezogen (Cat.No. 385898)

ISWI wurde freundlicherweise von Anton Eberhardter, LMU, zur Verfügung gestellt.

BRG1 wurde von Jena Bioscience bezogen (Cat.No. PR-740)

BSA wurde von New England Biolabs bezogen

yNAP1 wurde nach beschriebenem Protokoll von Nathalie Brun aufgereinigt

Weitere Enzyme

Restriktionsenzyme wurden wenn nicht anders gekennzeichnet von New England Biolabs
bezogen.

Hinf I, Pml I, AflIII, EcoR I, RsaI, Apa I,

Mnase

Dnase wurde von Qiagen bezogen

Rnase wurde von Qiagen bezogen

T4 DNA Ligase wurde von Promega bezogen (Nr. M1801)

Lysozym

T4 Polynukleotidkinase PNK wurde von New England Biolabs bezogen (Nr. M201S)

Taq Polymerase wurde mit dem PCR Master Kit / Go Taq Green Master Mix von Promega
verwendet (Nr. M7502 bzw. M7112)

2.5. Standards

Protein und DNS Standards

Protein und DNS Standards:
Biorad BenchMark Pre-stained,
Fermentas GeneRuler DNA Ladder,
Low Range new 25 bp, 100 bp, 1 kb,
BioRad Molecular Ruler,
BIORON 1kb Ladder
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Antibiotika Konzentration in Medium Konzentration in Platte

Ampilcillin 100µg/ml 100µg/ml

Chloramphenicol 50µg/ml 34µg/ml

Kanamycin 30µg/ml 30µg/ml

Tabelle 2.8. Antibiotika Konzentrationen für Flüssig- und Festmedien.

2.6. Kulturmedien:

Luria-Bertani-Medium (LB Medium)

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaC, mit 1 M NaOH auf pH 7.5 eingestellt.

SOB Medium
20 g/l Trypton, 5g/l Hefeextrakt, 0.5 g/l NaCl, 2,5 mM KCl, pH 7,5.
Vor Gebrauch wurden 5ml einer sterilen 2 M MgCl2 Lösung hinzugegeben.

SOC Medium
Zu SOB-Medium wird auf 20 mM sterilfiltrierte Glucose hinzugegeben, sobald die Lösung
genügend abgekühlt ist.

LB Agarplatten
LB Agarplatten wurden wie LB Medium angesetzt, mit dem Zusatz von 1-2 % Agarose.

Selektiv- Agarplatten
Nach autoklavieren der LB Agarlösung wurde zu dieser, kurz bevor die Platten gegossen
wurden, je nach Antibiotika folgende Menge hinzugegeben:

Standard Puffer

TE Puffer:
0,1 mM EDTA
10 mM Tris HCl pH 7.5

TE Puffer mit 5mM NaCl:

0,1 mM EDTA
10 mM Tris HCl pH 7.5
5 mM NaCl

Dialysepuffer für Nukleosom Rekonstitution:

TE Puffer mit folgenden NaCl Konzentrationen:

4 M; 1,8 M; 1,4 M; 1 M; 0,8 M; 0,6 M; 0,4 M; 0,2 M; 0,1 M

Histon-Aufreinigungspuffer

Lysepuffer 50 mM Tris-HCL, pH 7,5:
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100 mM KCL
1 mM Na-EDTA
1 mM Pefabloc
0,1% (v/v) NP-40

Waschpuffer 50 mM Tris-HCL, pH 7,5:

100 mM KCL
1 mM Na-EDTA
1 mM Pefabloc

Entfaltungspuffer 7 M Guanidinium Hydrochlorid:

20 mM Tris-HCL, pH 7,5
10 mM Dithiothreitol

SAU-50 Puffer 7 M deionisierter Harnstoff:

20 mM Natriumacetat pH 5.2
1 mM EDTA
50 mM KCl
5 mM 2-Mercaptoethanol

SAU-1000 Puffer 7 M deionisierter Harnstoff:

20 mM Natriumacetat
1 mM EDTA
1 M KCl
5 mM 2-Mercaptoethanol

Refoldingbuffer 2 M NaCl:

10 mM Tris-HCL, pH 7,5
0,1 mM EDTA
5 mM 2-Mercaptoethanol

Gelelektrophoresepuffer

1 x TBE

89 mM Tris
89 mM Borsäure
2 mM EDTA

1 x TAE

2 mM Eissessig
4 mM Tris
1 mM EDTA
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10 x SDS

25 mM Tris
19 mM Glycin
10 g/l SDS

Ladepuffer für SDS Gele:

25 mM Tris-HCl pH 6.8,
20% Glycerin,
2% SDS,
0.1% Bromphenolblau

Phosphatpuffer

BSA

Silicagelpuffer

Vitamin C

Puffer für PAGE Extraktion

Maxam Gilbert Puffer

ATP Puffer

1 mM ATP
1,5 mM MgCl2
400 µg/ml BSA
1 mM DTT

2.7. Chromatographie

Chromatographiematrizen

5*60cm Sephacryl S-200 high resolution gel filtration column (Pharmacia, Bettvolumen
ca. 1100 ml)

Mono S HR 5/5 FPLC column

Mono S HR 10/10 FPLC column

Superdex 200 HR 10/30 (Pharmacia), 20 ml bed volume, 2 ml

Gen-Pak-FAX

DEAE, Sephacryl, MonoQ, Chitin, Nap 5, 20



METHODEN
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2.8. Molekularbiologische Methoden

Gelelektrophorese

Native Polyacrylamidgelelektrophorese

Die PCR Produkte sowie Primer und Nukleosomen wurden auf Polyacrylamidgelen ana-
lyisiert. Es wurde dafür ein durchgehendes Gel ohne ein anders beschaffenes Sammelgel
verwendet. Die verwendete 40%-ige Acrylamidlösung von Roth hatte ein Acrylamid zu
Bisacrylamidverhältnis von 29:1 bzw. 60:1. Für Primer wurden Gele mit 18% bis 20%
verwendet, für DNS um 200 bp und Nukleosomen 8% oder 6%.

6% 8% 12% 18% 20%

40% Acrylamid (29:1) (Roth) 15 20 30 45 50

H2O 73 68 58 43 38

10x TBE 10 10 10 10 10

APS 2 2 2 2 2

Für die verwendeten Glasplatten waren 6 ml dieser Lösung ausreichend. Vor dem Gießen
wurden noch ca. 15 µl TEMED hinzugegeben, um die Polymerisation zu starten. Nach
ca. 30 Minuten waren die Gele üblicherweise ausreichend polymerisiert, um den Kamm zu
ziehen. Nach ziehen des Kammes wurden die Gele eingespannt, mit Puffer überschichtet
und die Taschen sauber gespült. Bei 1 x TBE wurden die Gele bei 100 V und 25 mA für
1,6 - 2 Stunden gefahren, was einer Feldstärke von ca. 16 V/cm entspricht.

Polyacrylamidelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen

Diese Technik diente hier der Charakterisierung von Primern für Fluoreszenzlabeling.
Durch die denaturierenden Bedingungen können geringe Massenunterschiede von Primern
mit Farbstoffen und evtl vorhandene verkürzte Primer, die bei der Kettenverlängerungs-
reaktion abgebrochen sind und daher kein Farbstoff tragen, getrennt werden.
Dafür wird 20% Acrylamid (19:1) gegossen, daß 48 gv % Harnstoff enthält. Die Elektro-
phorese wird in 1 x TBE Puffer durchgeführt. Als Ladepuffer muss ein Puffer verwendet
werden, der aus 1 ml Formamid, 0,2 ml Bromphenolblau und 0,1 ml 10 x TBE besteht
verwendet werden. Es ist außerdem nötig, das Gel 30-40 Minuten bei 400 V vorlaufen zu
lassen. Die Proben sollten 2 Minuten bei 80-90◦C gekocht werden. Der Lauf selber findet
bei 400 V statt.
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SDS Gelelektrophorese

Die Expression der Histone sowie der Enzyme wurde mit SDS Polyacrylamidgelelektro-
phorese überwacht. Dies wurde mit einem 5%igen Sammelgel (ca. 1,5 cm Laufstrecke) und
einem 12%-igen Trenngel erreicht. Zwischen den Gelabschnitten bestand ein pH Sprung
von 6.8 auf 9.

Die Zusammensetzung der Gele setzt sich wie folgt zusammen:

Für das 12%-ige Trenngel:

3ml 40% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
2.5 ml 1M Tris pH 9.0
0.1 ml 10% APS
0.1 ml 10% SDS
4,3 ml H2O
15 µl TEMED

Für das 5% Sammelgel:

1.7 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid(29:1)
1.3 ml 1M Tris-HCl pH 6.8
0.1 ml 10% APS
0.1 ml 10% SDS
6.8 ml H2O
15 µl TEMED

Ladepuffer:
25 mM Tris-HCl pH 6.8, 20% Glycerin, 2% SDS, 0.1% Bromphenolblau

Agarose Gelelektrophorese

Das Verhältnis Nukleosomen zu freie DNS wurde mittles 2%igen Agarose Gelen analysiert.
Die Gele hatten Dimensionen von 6,5x10 cm und die Elektrophorese wurde in Flachbett-
gelkammern durchgeführt und bei folgenden Pufferbedingungen durchgeführt: 0,5 TBE
Puffer, bei 130V, 50 mA und für 1 h. Anschließend wurde eine Ethidiumbromid Färbung
durchgeführt.
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TAU - Gel

Das Triton-Acetat-Harnstoff(Urea) - Gel dient der Analyse von Acetylierungsmustern der
Histone. Durch den niedrigen pH sind Proteine positiv geladen und wandern deshalb zum
Minuspol.
10 ml des Trenngels bestanden aus 5 ml einer 30% Acrylamid- 0,8% Bisacrylamid Lösung
gemischt mit 0,54 µl Eisessig, 4,84 g Harnstoff, 240 µl 0,3 M Triton (MG 600), 100 µl
Thiodiglycol, 60 µl TEMED und 1 ml einer 0,005%-igen Riboflavinlösung (in 0,1 M NaOH).
Das Sammelgel von 5 ml bestanden aus 1,25 ml einer 30% Acrylamid- 0,8% Bisacrylamid
Lösung gemischt mit 625 µl einer 3M Kaliumacetatlösung, 2,4 g Harnstoff, 120 µl 0,3
M Triton (MG 600), 50 µl Thiodiglycol, 50 µl TEMED und 500 µl einer 0,005%igen
Riboflavinlösung (in 0,1 M NaOH) und H20 auf 5 ml).
Diese Lösungen wurden bei 37◦C gelöst und nach Zugabe von Riboflavin sofort gegossen.
10ml TAU Probenpuffer bestehen aus 4,84 g Harnstoff, 500 µl 100%igem Eisessig und 0,1%
Pyronin Y.
Der Laufpuffer bestand aus 5% Eisessig in H20.
Die Färbelösung bestand aus 25% Isopropanol, 10% Eisessig und 0,2% Coomassie R255
in H20.
Die Entfärbelösung bestand aus 15% Eisessig und 10% Isopropanol in H20.
Der Gellauf wurde für Histone bei 15 mA für ca. 17 Stunden durchgeführt. Es wurde nach
dem Gellauf 45 Minuten gefärbt und anschließend 3 Stunden entfärbt. Alternativ kann
eine Silberfärbung durchgeführt werden.

Bestimmung von freier DNS und Quantifizieren von Gelbanden

Zur Bestimmung des Anteils freier DNS wurden Nukleosomen auf 2%-igen Agarose Gelen
elektrophoretisch aufgetrennt, mit Ethidiumbromid angefärbt und fotografiert. Mit der
Quantifizierungssoftware ImageJ oder BioQ wurden die Banden quantifiziert. Aus der
Literatur ist bekannt das nukleosomale DNS nur ungefähr die 0,7-fache Intensität freier
DNS erreicht. Dieser Wert wurde bei der endgültigen Bestimmung der freien DNS zu
nukleosomal gebundener DNS berücksichtigt. Anhand eines Beispiels ist der Vorgang in
Abbildung 2.6 dargestellt. Das Bild des Gels wird so bearbeitet, daß der Bildhintergrund
minimiert wird. Die Bereiche der Banden werden per Hand vorgegeben und in diesem
Beispiel mit ImageJ berechnet die Software das Intensitätsprofil. Für dieses Profil las-
sen sich die Prozentanteile der jeweiligen Banden zueinander anzeigen. Nach Korrektur
mit dem Korrekturwert für nukleosomale DNS erhält man das Verhältnis zwischen frei-
er und gebundener DNS. Analog werden die verschiedenen Nukleosomenpositionierungen
bestimmt.
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Abbildung 2.6. Beispiel für die Bestimmung des freien DNS Anteils mit ImageJ. Nach Definition
der Bandenbereiche (im Bild links, 1-3) wird die Intensität über die Spur angezeigt (Diagramme
rechts im Bild). Daraus kann das Verhältnis von freier DNS zu nukleosomaler DNS abgelesen
werden. Üblicherweise wird nachher ein Korrekturfaktor von 0,7 verwendet, da die DNS die im
Nukleosom gebunden ist, schwächer gefärbt wird. Mit dieser Methode können auch die Verhältnisse

verschiedener Banden und damit Positionen der Nukleosomen auf der DNS analysiert werden.
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Ethidiumbromidfärbung

Gele wurden jeweils in 1 µg/ml Ethidiumbromid in H2O gefärbt, Polyacrylamidgele für 10
Minuten, Agarose Gele für 20-30 Minuten, anschliessend mit H20 gespült und unter UV
Beleuchtung mit einem BioDocAnalyzer Gelsystem von Biometra dokumentiert.

Coomassie Färbung

SDS Acrylamidgele wurden auf folgende Art mit Coomassie gefärbt. Zuerst wurde das
Gel mehrfach mit H20 gespült um Pufferreste zu entfernen, anschließend 2 x 5 Minuten
in H20 gewaschen. Anschließend wurde Coomassie Lösung auf das Gel gegeben und ca.
30 Minuten gefärbt. Mit der Entfärbelösung wurde danach so lange entfärbt, bis das Gel
gut zu dokumentieren war. Dieses wurde dann ebenfalls mit dem BioDocAnalyzer von
Biometra aufgenommen und gespeichert.

Silberfärbung

Zuerst wurde das zu färbende Gel in 50% Methanol für 2-3 Stunden gewaschen. Dann wur-
de eine Lösung mit 0,2 g/ml Silbernitrat, 19 mM NaOH und 200 mM NH4OH angesetzt.
In dieser wurde für 15 Minuten gefärbt. Anschließend wurde 5 Minuten in H20 gewaschen.
Anschließend wurde mit einer Lösung von 1% Citric Acid und 3,7% Formaldehyd in H20
entwickelt. Nach Eintreten der Färbung wurde mit einer Stoplösung, bestehend aus 50%
Methanol und 10% Acetat in H20, die Reaktion gestoppt und das Gel fixiert.

PAGE Aufreinigung von DNS

DNS wurde auf Acrylamidgelen aufgetrennt, anschließend wurden die Banden mit einem
Skalpell unter schwachem UV-Licht schnellstmöglich ausgeschnitten, um Schäden an der
DNS zu vermeiden und in Puffer aufgelöst um die DNS zurückzugewinnen. Die ausgeschnit-
tenen Banden wurden in sehr kleine Stückchen geschnitten und über Nacht in Eppendorf
1,5 ml Reaktionsgefäßen mit TE Puffer im Kühlschrank bei 4◦C belassen. Zur Verbesserung
der Ausbeute kann auch ein Puffer mit 500 mM NH4OAc, 0,1% SDS und 0,1 mM EDTA
verwendet werden.

HPLC Aufreinigung von DNS

Primer:
Säule: Gen-Pak-FAX
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Gradientenpuffer A: 25 mM Tris, 0,1 mM EDTA
Gradientenpuffer B: 25 mM Tris, 01, mM EDTA und 1 M NaCl

Fluss: 0,5 ml/min
Gradient: 5 Minuten 100% Puffer A; 10 Minuten 20% Puffer B; 90 Minuten 20-50% B
Der Durchfluss wurde in 2 ml Fraktionen gesammelt und nach Salzentfernung mittels NAP
25 und anschließender NAP 5 Säulen in einer Speedvac auf ein Volumen von 0,1 ml in TE
Puffer konzentriert.

Mnase Verdau von Nukleosomen

Nukleosomen
30 mM CaCl2
50 mM NaPhosphat
1 µl Mnase 1:100
Gesamtvolumen um 50 µl TE

Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur (25◦C) durchgeführt. Aus den Ansätzen wurden
nach 30 Sekunden, 1 Minute und 2 Minuten jeweils Proben von je 10-15 µl entnommen
und durch Überführen in eine Lösung mit 10 mM EDTA und Phenol gestoppt. Bei Zusatz
von NaCl im Bereich von 100 mM verlangsamte sich die Reaktion, so daß die 5-fache
Menge an Enzym verwendet werden musste und die Proben bei 1, 2, 4, 6 und 10 Minu-
ten genommen wurden. Die Reaktion wurde nach dem Entnehmen des Überstandes aus
dem Phenol auf einem 8% Polyacrylamidgel analysiert. Bei Rückständen von Phenol in
der Gelelektrophorese entwickeln sich die Banden sehr verschwommen, dies sollte daher
vermieden werden.

Restriktionsverdau von Nukleosomen

Eine Menge von ca. 2 pmol Nukleosomenprobe in einem Volumen von 4 µl wurde mit
4 µl H2O, 1 µl des jeweiligen 10 X Enzympuffers und 1 µl Enzym gemischt und bei
der für das verwendete Enzym angegebene Temperatur in einem 200 µl Reaktionsgefäß
typischerweise für 3 Stunden bei der für das Enzym optimalen Temperatur inkubiert.
Nukleosomen sind bei Temperaturen bis ca. 60◦C stabil und es können daher auch Enzyme,
die hohe Temperaturen benötigen, verwendet werden. Anschließend wurde die gesamte
Probe auf einem Polyacrylamidgel analysiert und dokumentiert. Die Restriktionsenzyme
wurden wenn nicht anders angegeben von New England Biolabs und mit den jeweilig
empfohlenen Puffern verwendet. Es wurde auch je nach Angabe BSA hinzugegeben. Durch



76

geeignete Kontrollen ist dabei zu gewährleisten, daß Mobilisierungsereignisse während der
Restriktion das Ergebnis nicht verfälschen.

Thermische Mobilisierung von Nukleosomen

Die thermische Mobilisierung wurde entweder in einer Messküvette im Fluorimeter durch-
geführt, oder in einem 200 µl Reaktionsgefäß in einem Heizblock. Bei der Mobilisierung
in der Küvette wurde die Küvette mit Parafilm und einem Deckel Luftdicht verschlossen
um Verdunstung zu vermeiden. Die Mobilisierung wurde bei Temperaturen von 20-60◦C
durchgeführt. Anschließend wurde spektrometisch und gelelektrophoretsich die Integrität
der Nukleosomen überprüft. Auf einem Polyacrylamidgel wurden die neu entstehenden
Banden analysiert, bzw. wie beschrieben mit Restriktionsanalysen untersucht. Das Pro-
benvolumen kann bei geeigneten Maßnahmen gegen Verdunsten (PCR Thermoblock) so
niedrig wie 10 µl sein. Für Fluorimetrie sind wegen den verwendeten Küvetten Mindest-
volumen von 50 µl erforderlich.

Enzymatische Mobilisierung von Nukleosomen

Die enzymatischen Mobilisierungen wurden in Volumen von 10 µl in 500 µl Reaktionsge-
fäßen in einem Thermocycler (Biometra) bei konstanten 37◦C durchgeführt oder direkt
während einer Einzelmolekülmessung in der Mikroskopierkammer (z.B. Ibidi). Die Volu-
mina hier variierten zwischen 200 und 30 µl.

ISWI
Die Stocklösung von ISWI (rISWI aus D. melanogaster mit N-terminalem FLAG-tag, Ur-
sprüngliches ISWI: UniprotKB Q24368) hatte eine Konzentration von 200 ng/µl (Masse
von ISWI ist ca. 120 kDa), dies entspricht 1,67 pmol Enzym pro µl, bzw. einer Konzentra-
tion von 1,67 µM. Für einzelne Versuche wurden von Remodelern wie ISWI in Referenzen
wie z.B. [74] 2-120 fmol oder auch zwischen 45-450 fmol in [14] eingesetzt, bei 50-100 fmol
Nukleosomen.

Da unsere Bedingungen bzw. Detektionsmethoden anders waren, wurden für Gelelektro-
phoreseexperimente 0,12- 1,2 pmol pro Versuch verwendet, bei 2 pmol Nukleosomen in
einem Volumen von 10 µl (12-120 nM ISWI und 200 nM Nukleosomen). Die Versuche
wurden mit frisch angesetztem 1x ATP Puffer in TE Puffer mit 5 -100 mM NaCl bzw.
einer Kontrollprobe ohne ATP bei 37◦C durchgeführt.

Für Einzelmolekülversuche, bei denen die Konzentration der Nukleosomen nur 50-100 pM
und weniger ist, wurden teilweise bis zu 5 nM von ISWI eingesetzt, damit auftretende
Reaktionen nicht so leicht im Hintergrund verloren gehen würden (Versuchsweise auch
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mehr als das 10-fache, also 50 nM und mehr). Dennoch wären wahrscheinlich nur Teile der
Nukleosomenpopulation in einer direkten Reaktion zu beobachten, da die Gesamtkonzen-
tration sehr niedrig ist.

BRG1
Die Angabe des Herstellers (Jena Bioscience) ging von 50-100 ng pro Ansatz für eine
Remodellierung aus (Masse von BRG1 ca. 185 kDA, UniprotKB P51532, H. sapiens).
Es wurden hier üblicherweise 100-200 ng pro Ansatz verwendet (100 ng/µl Stocklösung,
entspricht 0,55 pmol/µl bzw. 0,55 µM), also ca. 0,5-1 pmol BRG1 und ca. 2 pmol Nu-
kleosomen in 10 µl (entspricht 50 nM - 100 nM BRG1 und 200 nM Nukleosomen). Die
Versuche wurden mit frisch angesetztem 1x ATP Puffer (0,1 mM ATP) / TE Puffer 5 -100
mM NaCl bzw. einer Kontrollprobe ohne ATP bei 37◦C durchgeführt.
Für Einzelmolekülmessungen waren die Konzentrationen wie bei ISWI im 10-fachen Be-
reich und mehr gegenüber den Nukleosomen, da bei diesen niedrigen Konzentrationen
sonst kein Effekt zu beobachten war. Also für 50-100 pM Nukleosomen zwischen ca. 1,5
nM und versuchsweise bis zu 15 nM in Volumina um 30-50 µl.

yNAP1
yNAP1 (ca. 48 kDa, nach UniProtKB Entry P25293, S. cerevisiae) wurde üblicherweise
in einem 0,5:1 bis 8:1 Verhältnis zum Histonoktamer eingesetzt (Stocklösung 0,65 µg/µl,
entspricht 13,5 pmol NAP1 Monomer/µl, bzw. eine Konzentration von 13,5 µM). Da un-
klar ist, ob NAP1 als Dimer oder Oktamer arbeitet, ist die Stöchiometrie aber unklar.
Die Konzentrationen gelten hier für die Monomere Form. In 5 mM NaCl TE Puffer pH
7,5 wurden die Ansätze bei 37◦C inkubiert, um eine Veränderung der Positionen oder
Verringerung der freien DNS zu untersuchen. Normalerweise war 1 h Inkubation ausrei-
chend, um einen Effekt zu erzielen. Für Gelexperimente war das Volumen der einzelnen
Ansätze um 10 µl, bei 200 nM Nukleosomen und zwischen 100 nM und 1,5 µM NAP1. Die
Einzelmolekülexperimente hatten Volumem zwischen 200 und 30 µl. Bei ca. 50-100 pM
Nukleosomen wurden im Einzelmolekülversuch wurden ähnlich wie bei ISWI und BRG1,
yNAP1 im Überschuss von 6,75 nM bis 67,5 nM hinzugegeben.

Die enzymatischen Versuche unter Einzelmolekülbedingungen sind problematisch, da keine
Kontrolle auf einem Gel erfolgen kann. Die Konzentrationen sind dafür zu niedrig. Wür-
de man unmarkierte Nukleosomen hinzugeben, um eine ausreichende Konzentration an
Nukleosomen für Gelkontrollen zu erreichen, würden Remodellierungsreaktionen schwie-
riger zu detektieren, da der Anteil an markierten und mobilisierten Nukleosomen sehr
niedrig wäre (bis zu 1:4000; entpräche der Verdünnung der Nukleosomen von 200 nM auf
50 pM). Auch und das wäre der Hauptgrund, ist es nicht vorstellbar, so große Mengen
an Enzym zu erlangen, wie für solche Versuche notwendig wäre. Bei den hier verwendeten
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nichtradioaktiven Versuchen wurde schon erheblich mehr Enzym als bei der sonst üblichen
Herangehensweise verwendet.

Fluoreszenzmarkierung von DNS Oligonukleotiden

DNS die an einer oder mehreren Basen eine Aminolinker Gruppe aufweist kann mit Fluo-
reszenzfarbstoffen gekoppelt werden. Die zu markierende DNS wurde mit folgendem Puffer
für 2 Stunden gemischt:

10 µl Alexa 488 (8 µg/µl)
75 µl 0,1 M Bicarbonat pH 8,3
100-150 µg zu markierende DNS
auf 100 µl H2O

Danach wurde die Mischung über Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Diese Mi-
schung wurde dann mit H2O auf 300 µl Volumen gebracht. Dieses wurde anschließend mit
30 µl 3 M Natriumacetat versetzt und 650 µl 100%igem Ethanol hinzugegeben und bei
-20◦C für 30 Minuten inkubiert. Anschließend wurde 30 Minuten bei 15000 Upm zentrifu-
giert. Die so gefällte DNS wurde dann in 100 µl H20 aufgenommen. Die Reaktion wurde
dann auf einem 20%igem denaturierenden Acrylamidgel untersucht. Mittels HPLC konnte
dann unmarkierte von markierter DNS getrennt werden.

Hybridisierung von Einzelstrang-DNS

Komplementäre DNS Einzelstrangmoleküle wurden in stöchiometrischen Konzentrationen
in 100 mM NaCl TE Puffer auf 90◦C erhitzt und langsam bei 0.02 ◦C pro Sekunde auf
20◦C abgekühlt.

Phosphorylierung der DNS 5´Enden mit Polynukleotidkinase

Die T4 Polynukleotidkinase katalysiert unter anderem den Transfer und den Austausch
von Phosphatgruppen der gamma Position von ATP auf den 5´ Hydroxylterminus von
einzel- oder doppelsträngiger DNS oder RNS. Dies ist für die Ligation erforderlich. Es
wurde gemäß dem Protokoll von New England Biolabs vorgegangen, und die mitgelieferten
Reagenzien wurden gemäß der Beschreibung verwendet (NEB Nr.: M0201S).

Ligation

Zur Ligation einzelner hybridisierter DNS Abschnitte wurde die T4 DNS Ligase verwen-
det, die freie 3´-OH Gruppen mit den 5´-Phosphatenden doppelsträngiger DNS kovalent
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verbindet. Die Reaktionen wurde gemäß der Beschreibung und unter Verwendung der
mitgelieferten Reagenzien durchgeführt.

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Zuerst wurden die Primer Konzentrationen genau bestimmt um ein Mischverhältnis von
1:1 zu gewährleisten. Für eine 200 µl Reaktion wurden jeweils 40 pmol je Primer eingesetzt,
sowie 4-8 ng Template DNS. Der verwendete PCR Mix war der “PCR Master Kit” der
Firma Promega. Der Ablauf des PCR Programmes ist in der Tabelle dargestellt.

Schritt Dauer [sec] Temperatur [◦C]

1 180 96

2-30 30 96

60 45-55 je nach Primer

60 72

31 600 72

Üblicherweise wurden 10 Ansätze zu je 200 µl gleichzeitig durchgeführt. Anschließend
wurde die PCR auf einem Polyacrylamidgel überprüft. Hierzu wurden von jedem Ansatz 1
µl auf das Gel aufgetragen. Bei klaren Banden ohne Sekundärprodukten wurde mit Isopro-
panolfällung und PCR Aufreinigungssystem bzw. HPLC oder PAGE weiter aufgereinigt.

Isopropanol Fällung

Die 10 Ansätze zu 200 µl wurden gesammelt und Isopropanol gefällt. Dazu wurden zu
den 2 ml PCR Produkt 2ml Isopropanol gegeben. Diese wurden in zwei 2 ml Gefäßen
aufgeteilt. Zu diesen jeweils 2 ml wurden 15 µl 1M MgCl2 hinzugegeben, durch invertieren
gemischt und bei 15000 Upm für 15 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Nach diesem Schritt konnte der Erfolg der PCR Reaktion schon anhand der Größe des
Pellets abgeschätzt werden (freie Primer sollten unter diesen Bedingungen nicht mitgefällt
werden). Die Pellets wurden zusammen in 100 µl TE Puffer aufgenommen und anschlie-
ßend mit dem NucleoSpin Extract II Kit von Macherey-Nagel aufgereinigt.

PCR Aufreinigungssystem

Nach der PCR und der Isopropanolfällung wurde das PCR Produkt von möglicherwei-
se noch vorhandenen überschüssigen Primern und Resten der dNTPS sowie vom Puffer
mittels eines Reinigungskits von Macherey Nagel (NucleoSpin Extract II) getrennt.
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2.9. Mikrobiologische Methoden

Bakterienkulturtechniken

Plasmid DNS wurde in NovaBlue XL10 e.coli vermehrt. Zu diesem Zweck wurden die
NovaBlue XL10 transformiert. Histone und andere Proteine wurden in BL21 DE3 Gold
Stämmen exprimiert.

Transformation von BL21 oder XL10 Bakterien

Die Transformation wurde so durchgeführt: Auf Eis wurden 25 µl BL21 oder XL10 Kultur
mit 100 ng des gewünschtem Plasmides gemischt. Die Bakterien wurden 1 h auf 4◦C
inkubiert. Anschließend folgte ein Hitzeschock für 45 sec bei 42◦C. Darauf 2 Minuten
auf 4 ◦C und es wurden 180 µl SOC Medium hinzugegeben und bei 37◦C 1 h inkubiert
(zwischendurch invertieren oder auf Schüttler inkubiert). Verschiedene Mengen (50 µl und
150 µl ) wurden dann auf LB Agar mit den jeweiligen Antibiotika ausplattiert und bei
37◦C über Nacht kultiviert.

Plasmidexpression

5 ml einer LB Medium Flüssigkultur mit dem entsprechendem Antibiotikum wurden mit
einer Kolonie der Transformation bei 37◦C über Nacht im Schüttler inkubiert. Anschlie-
ßend wurden Bakterien bei 3000 Upm pelletiert und der Überstand verworfen. Mit dem
NucleoSpin R© Plasmid-Kit von Macherey-Nagel (Düren) wurde die Plasmid DNS prä-
pariert. Die Funktionsweise des Plasmid-Kits ist folgendermaßen: Die pelletierten Zellen
wurden mir RNAse behandelt und mit einem NaOH/SDS Puffer bei pH 13.0 lysiert, wobei
die DNS denaturiert. Nach neutralisierung mit einem Kaliumacetat Puffer werden bei pH
4.0 chromosomale Bakterien DNS und Zellwandbestandteile präzipitiert und abzentrifu-
giert. Die Plasmid DNS bleibt im Überstand und wird über eine Silikat-Säule gereinigt.
Die Plasmid DNS wurde dann mit 10mM Tris HCl pH 7.5 und 0,1 mM EDTA eluiert.

Lagerung von Bakterienstämmen

0,15 ml Kultur + 0,85 steriles Glycerin
in flüssigem Stickstoff einfrieren und bei -80◦C lagern.
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2.10. Biochemische Methoden

Aufreinigung von Histonproteinen

Transformation von BL21 Bakterien Transformation von 25 µl BL21 mit 100 ng
pET Histon Expressionsplasmid. Die Bakterien wurden 1 h bei 4◦C mit dem Plasmid
inkubiert. Anschließend folgte für 45 Sekunden ein Hitzeschock bei 42◦C. Danach wurden
die Bakterien 2 Minuten auf 4 ◦C abgekühlt. Bei 37◦C wurden sie anschließend für 1 h
inkubiert, nachdem 180 µl SOC Medium hinzugeben wurden. Verschiedene Mengen (50
µl und 150 µl ) wurden danach auf LB Agar plattiert, mit 100 µg/ml Ampilcillin und bei
Verwendung von BL21 plysS Stämmen auch 50 µg/ml Chloramphenicol.

Kultur ansetzen und Histonexpression 10 ml LB Medium mit den jeweiligen Anti-
biotika (100 µg/ml Ampilcillin und bei Verwendung von BL21 plysS Stämmen auch 50
µg/ml Chloramphenicol) wurden angesetzt und mit Bakterien von Platten inokuliert. Diese
wurden bei 37◦C ÜN inkubiert. Nach Abzentrifugieren bei 4000 Upm für 5 min in Falcon
15 ml Röhrchen wurden diese in 10 ml frischem LB + Antibiotika Medium aufgenommen.
Dann wurden 1l LB Kulturen mit 100 µg/ml Ampilcillin und bei Verwendung von BL21
plysS Stämmen auch 50 µg/ml Chloramphenicol mit den 10 ml resuspendiertem Vorkultur
Pellet inokuliert. Bei 200 rpm und 37◦C inkubiert. Regelmäßig wurde die OD gemessen und
eine Wachstumskurve erstellt. Proben wurden für das SDS Gel aufgehoben (je 1 ml Kultur
Zentrifugieren und Pellet in 50 µl H20 und 30 µl SDS Probenpuffer). Bei einer OD von
ca. 0,5 wurde mit IPTG induziert (Kultur auf 1mM IPTG). Danach weiter OD gemessen
und Proben genommen (z.B. alle 30 min). Dann wurde 3 h inkubiert und anschließend bei
5000 Upm je 15 min zentrifugiert. Überstand wurde verworfen und Pellets bei -80◦C ÜN
eingefroren. Anschließend wurde ein SDS Gel mit den vorher gesammelten Proben (8%)
gefahren um Expression zu überprüfen.

Histonaufreinigung Das Pellet wurde in 40 ml Lysepuffer resuspendiert. Nach Lyse mit
Ultraschall (Branson Sonifier 250, output level 5, duty cycle 50% auf Eis 4x 15 Sekunden
mit je 1 Minute Pause dazwischen) für 20 min bei 4◦C und 12000Upm zentrifugiert (Sorvall
RC 5B Plus, Rotor SS34). Das Pellet wurde in 40 ml Lysepuffer resuspendiert. Dann 10
min bei 4◦C und 12000 upm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde mit Lysepuffer und 2
x mit Waschpuffer wiederholt. Das Pellet wurde getrocknet und bei -20◦C aufbewahrt.
Eine Sephacryl S-200 Säule wurde mit 2 Liter gefiltertem und entgasten SAU-1000 Puffer
equilibriert. Das Pellet wurde in ein 50 ml Falcon Röhrchen überführt und 250 µl DMSO
hinzugegeben. Nach 30 Minuten bei Raumtemperatur, wurde es mit einem Spatel durch-
mischt. Langsam wurden 10 ml Entfaltungspuffer mit 100 µl 1m DTT dazugegeben und
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1 h bei Raumtemperatur gerührt. Mehrfach wurde dies durch eine Glaspipette pipettiert
und 10 min bei 20◦C und 12000 Upm zentrifugiert. Der Überstand wurde behalten und die
Schritte mit dem Pellet wiederholt, die Überstande gesammelt und 0,45 µm filtriert. Der
Überstand wurde auf die Gelfiltrationssäule gegeben bei einer Flussrate von 3 ml/min. Das
Elutionsprofil wurde bei 280 nm aufgezeichnet und alle Fraktionen gesammelt. Die Peak
Fraktionen wurden auf 18% SDS Gel analysiert (je 10 µl der Fraktion). Die ersten Histon
enthaltenden Fraktionen auf DNS Kontaminationen überprüft (hohes OD260 zu OD280
Verhältnis) und kontaminierte Fraktionen verweorfen. Mit Vivaspin 20 (10000 MWCO)
wurde konzentriert bis das Volumen kleiner 10 ml war. Die Fraktionen wurden gesammelt
und bei 4◦C gegen destilliertes Wasser mit 2 mM 2-Mercaptoethanol dialysiert. Das Wasser
wurde 3x gewechselt.

Konzentrationen nach Tabelle bestimmt:

MW E AA MW E

H2A 13960 4050 19-118 11862 4050

H2B 13774 6070 27-122 11288 6070

H3 15273 4040 27-135 12653 4040

H4 11236 5040 20-102 9521 5040

Dies wurde gegen 800 ml SAU 50 Puffer dialysiert und bei -20◦C aufgehoben bis zum
nächsten Schritt. Zuerst wurde aufgetaut indem die Probe bei Raumtemperatur 1 h stehen
gelassen wurde. Die unlöslichen Komponenten wurden durch Zentrifugation entfernt, max.
5 min 5000 upm. Der Überstand wurde 0,45 µm filtriert.
Eine Mono S HR 10/10 FPLC Säule wurde mit SAU 50 und SAU 1000 Puffer equilibriert.
Es wurde max. 100mg Protein injiziert (bzw. 15mg bei Mono S HR 5/5) Dann wurde mit
einem Gradient eluiert: 110 ml bis 50% SAU 1000; 120 ml bis 100% SAU 1000; 140 ml
bis 100% SAU 50; 1-1,5 ml/min Flussrate und 1 ml. Peak Fraktionen wurden auch hier
wieder mit SDS Page analysiert. Die Fraktionen mit Histon gesammelt und mit Vivaspin
20 konzentriert auf weniger als 10 ml. Dies wurde gegen destilliertes Wasser dialysiert wie
zuvor. Dann wie zuvor die Konzentration nach Tabelle bestimmt, Aliquots lyophylisiert
und bei -80◦C gelagert.

Oktamer Refolding Die Mengenbestimmung von H4 wird anscheinend durch Kontami-
nationen gestört und führt zu ca. 1,5 x zu hohen Ergebnissen. Um diese zu korrigieren wird
1,5 x mehr H4 benötigt. Jedes Histon wurde in 500 µl Entfaltungspuffer gelöst und bei
Raumtemperatur 1 h inkubiert. Die Konzentration der Histone wurde dann gemessen und
alle Histone im equimolarem Verhältnis für eine Konzentration von 1 mg/ml gemischt. 3-12
ml Volumen wurden dann bei 4◦C in Slide-A-Lyzer MWCO dialysiert, dies 3 x je 2 h und
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ÜN gegen 1-2 l Refoldingbuffer. Das Prezipitat wurde mit Zentrifugation entfernt (5 min
5000 upm). Nach Konzentrieren auf weniger als 1 ml in Vivaspin 20 PES, 10000 MWCO
wurde eine Superdex 200 HR 10/10 Säule mit 50 ml gefiltertem (0,2 µm) Refoldingbuffer
equilibriert. Auf diese wurde die Probe geladen und Fraktionen gesammelt. Die Flussrate
betrug 0,5 ml/min, die Fraktionen wurden zu je 0,5 ml gesammelt. Die Stöchiometrie
wurde dann auf 18% SDS PAGE analysiert. Die Fraktionen mit equimolarem Verhältnis
der Histone wurden gesammelt und deren Konzentration gemessen (A276 = 0,45 für 1
mg/ml). Diese Aliquots konnten dann bei -80◦C in TE und 2 M NaCl gelagert werden.

Rekonstitution von rekombinanten Nukleosomen

Mengenverhältnis von DNS zu Histonoktamer:
Je nach verwendeter DNS Sequenz und deren Länge variierte das Verhältnis von DNS
zu Histonoktamer. Üblicherweise wurden 2,6 µg DNS eingesetzt, mit je nach DNS Länge
angepasster Oktamermenge. Bei 220 bp wurden 2,6 µg DNS und 3,5 µg Histonoktamer
eingesetzt, bei 190 3,4 µg Histonoktamer und bei 170 und 160 bp DNS 3,3 µg Histonokt-
amer.
(Masse des Histonoktamer: ca. 108600 Da)

DNS Länge [bp] ˜Masse [Da] eingesetztes Verhältnis Histonoktamer:DNS

220 145200 1,8:1

190 125400 1,5:1

170 112200 1,35:1

160 105600 1,2:1

Das molare Verhältnis von DNS zu Histonoktamer beträgt daher: Bei 220 bp DNS 1:1,8;
bei 190 bp 1:1,5; bei 170 bp 1:1,35 und bei 160 bp 1:1,2.

Rekonstitution:
In einem Volumen von 50 µl wurden 2 M NaCl in TE Puffer mit pH 7,5 mit den berech-
neten Mengen an Histonoktamer und DNS gemischt. Zuerst wurde der Puffer vorgelegt
(filtriert und entgast), dann die DNS hinzugegeben und schließlich das Histonoktamer.
Diese Mischung wurde mit der Pipette vorsichtig vermischt. Dann wurde der Ansatz in
Dialysiergefäßen überführt. Diese wurden mit 50 µl gefüllt und in einem 500 ml Becherglas
der jeweiligen Pufferlösung für 1 Stunde im Kühlraum bei 4◦C und durchgehendem Rühren
dialysiert. Die Pufferschritte waren wie folgt (alle in TE Puffer pH 7,5): 1,8 M NaCl; 1,4
M NaCl; 1 M NaCl; 0,8 M NaCl; 0,6 M NaCl; 0,4 M NaCl; 0,2 M NaCl; 0,1 M NaCl
und evtl bis 5 mM NaCl. Nach der Rekonstitution wurden die Nukleosomen in 500 µl
Reaktionsgefäße überführt und bei 4◦C gelagert. Anschließend wurden die Nukleosomen
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absorptionspektroskopisch auf Aggregate kontrolliert und es wurde mittels Agarosegelelek-
trophorese das Verhältnis von gebundener zu freier DNS bestimmt.

2.11. Spektroskopie

Absorption und Fluoreszenzspektrometrie Alle Messungen wurden bei definierten
Temperaturen in einem SLM-AMINCO 8100 Fluorimeter und einem Cary 4E von Varian
Absorptionspectrometer in Quartz Küvetten mit 3 mm Lichtweg gemessen. Üblicherweise
waren die Konzentrationen von Donor oder Akzeptor Farbstoffmolekülen bzw. Nukleoso-
men oder DNS unter 400 nM. Dies ist auch wichtig um Filtereffekte durch Übersättigung
der Lösung mit Fluorophoren zu vermeiden.

Absorptions- und Fluoreszenzmessungen

Das Cary 4E Absorptionsspektrometer hat eine Messgenauigkeit von 0.001 OD und einen
Messbereich von 220 bis 750 nm. Das Fluorimeter verfügt zur Anregung über eine 150 W
Xenon Hochdrucklampe. Emissionspektren wurden zwischen 500 und 750 nm, bei 4 nm
Monochromatorschlitzweite gemessen. Die schwankende Lampenintensität wurde ebenso
wie das Hintergrundsignal korrigiert. Anregungswellenlängen waren je nach Farbstoff 495,
579 und 585, entsprechend Alexa 488, Alexa 568, Rhodamin X und Alexa 594. Die Zah-
lenwerte der Fluorophorbezeichnungen beziehen sich auf günstige naheliegende Laserlinien
und weichen daher von der tatsächlich günstigsten Anregungswellenlänge ab.

Absorptionspektrometrie von Nukleosomen

Um Aggregationen zu vermeiden, die ein Experiment beeinflussen könnten, wird jede Probe
in einem Absorptionsspektralphotometer gemessen.
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Abbildung 2.7. Absorptionsspektrum, links: aggregierte Nuklesomen, rechts: nicht aggregierte Nu-
kleosomen. Durch Aggregation der Probe kommt es zu Streuung, die sich in einer ansteigenden
Absorption im normalerweise durchlässigen Bereich äußert, und auch die Absorption der Farbstoffe

verfälscht.

Deutlich ist zu sehen, wie in der aggregierten Probe oben im Vergleich mit der nicht aggre-
gierten Probe die Grundlinie mit abnehmender Wellenlänge ansteigt, ein Anzeichen von
Streuung und damit Aggregaten. Durch Zentrifugation ist es in manchen Fällen möglich
Nukleosomen und Aggregate voneinander zu trennen, aber nur bei Verlust eines Teils
der Probe. Auch verschmutzte Küvetten führen oft zu Streuung, weswegen diese Ursache
vorher ausgeschlossen werden muss.

Analyse der Markierungseffizienz

Bei der Ensemble Fluorimetrie ist eine gleichmäßige Markierung der DNS Vorraussetzung
für die Abstandsberechnung. Abweichungen würden direkt die Messergebnisse verfälschen.
Bei der Einzelmolekülspektroskopie hingegen ist es je nach Technik möglich einfach und
doppelt markierte Spezies zu trennen. Insbesondere ausschließlich mit Donorfarbstoff mar-
kierte Nukleosomen würden z.B. erwartungsgemäß nur das Null-FRET Signal verstärken.
Bei Varianz der Farbstoffverhältnisse überwog fast immer der Donorfarbstoff, teilweise
gab es besonders bei den komplexeren intern markierten DNS Unterschiede bis zu 15%
weniger Akzeptor (nach der Änderung der Absorption geschätzt). Diese Proben währen
für Ensemble Messungen weniger geeignet. Die an den 5´ Enden markierten DNS hatten
keine solchen Qualitätsunterschiede.
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Abbildung 2.8. Absorption der Farbstoffe: Beispiel intern markierter DNS von 170 bp Länge. Mit
dem Absorptionsphotometer wurde die Markierung der DNS überprüft und auch eine Abschätzung
der Verhältnisse der Fluorphore zueinander kann gemacht werden. Die Extinktionskoeffizienten der
Farbstoffe sind durch Bindung an der DNS verändert. Deshalb kann deren Konzentration und die
Verhältnisse so nicht direkt bestimmt werden. Hinzu kommt, daß die Exktinktionskoeffizienten der

Farbstoffe oft sehr unterschiedlich angegeben sind.

Berechnung des Energietransfers für Ensemble Messungen

Bedingungen für eine genaue Messung ist hier eine Markierung mit Donor und Akzeptor
im Verhältnis 1:1. Außerdem muss der Anteil an freier DNS zur Zeit der Messung bekannt
sein. da diese das Ergebnis verfälscht.
Es wurden im Fluorimeter jeweils die Donoremission mit dem Energietransfer im Bereich
von 500-750 nm gemessen, sowie die direkte Akzeptoremission im selben Bereich (siehe Ab-
bildung). Der Energietransfer für Ensemble Messungen wird dann nach folgender Formel
berechnet:

ET = (S2−S1(D2/D1)−S4(A3/A4))/a
S4(A3/A4)/b

wobei S1 für die Fluoreszenzemission bei 510-530 nm der doppelt markierten Probe

bei Anregung von 495 nm steht, S2 für die Emission bei 600-620 nm und S4 für die
Fluoreszenzemission des Akzeptors bei 600-620 nm. D1 steht für die Emission des Donors
allein zwischen 510-530 nm bei 495 nm Anregungswellenlänge, D2 für die Emission im Ak-
zeptorbereich von 600-620 nm. A3und A4 stehen für die Emission des Akzeptors zwischen
600-620 nm bei Anregung mit 495 und 585 nm. Die Bestimmung von a und b erfolgt mittels
Absorptionsspektrometrie und bezeichnet die Absorption von Donor und Akzeptor nach
Abzug der jeweils anderen Farbstoffkontribution (s. Abb 2.10). Der Abstand wird dann
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Abbildung 2.9. Fluoreszenzsignal einer Nukleosommessung mit markierten DNS 5´-Enden. Das
Spektrum mit den S1 und S2 bezeichneten Bereichen ergibt sich bei Anregung des Donors, wobei
S1 die Emission des Donors ist und S2 der Energietransfer mit dem Donorhintergrund in diesem
spektralen Bereich. Die Emission des Akzeptors, S4, ergibt sich durch die direkte Anregung des

Akzeptors.

mittels folgender Gleichung berechnet:

R = R0(1/ET − 1)1/6

Die Werte für R0 siehe Tabelle 2.7. Beispiel: Berechnung von Energie Transfer bei einem
Nukleosom, assembliert auf 220 bp DNS, mit Markierungen an den DNS Linker Enden,
mit Alexa 488 und RoX.

S1 S2 S4 freie DNS ET Abstand(A)

4.09 0.33 2.17 5% 0.15 73.6

Die Temperatur hat auch einen Einfluß auf die Parameter. Außerdem muss beachtet
werden, daß manche Puffersysteme wie zB. TE mit pH Wert Änderungen auf Tempe-
raturänderungen reagieren können. Hier wurde über eine Korrektur des Försterradius für
die Farbstoffpaare korrigiert, da die Quantenausbeute temperaturabhängigen Änderungen
unterworfen ist. Die Absorptionspektren waren bei verschiedenen Temperaturen nicht ver-
ändert, und das Üerlappungsintegral daher nicht verändert. Die Quantenausbeuten der
Farbstoffe wurden je nach Temperatur im TE Puffersystem untersucht. Unter der Annah-
me, daß R0 bei 20◦C und n=1,33 für Alexa 488 und RoX 55 ist, wurden folgende Werte
berechnet:
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Abbildung 2.10. Berechnungsgrundlagen für Energietransfer. Oben: Absorptionsspektrum von Nu-
kleosomen im Bereich der Farbstoffe, links: mit beiden Farbstoffen, rechts: nur mit Akzeptor. Dar-
unter links: Fluoreszenzemission von DNS mit Donor bei Anregung mit 495 nm, Emissionsanteil
des Donors im Donorkanal (D1) und Akzeptorkanal (D2). Rechts unten: Fluoreszenz von Donor
und von Akzeptor, jeweils allein bei Anregung mit 585 nm. Kontribution von Akzeptor (A3) und

von Donor (A4) zur Emission im Akzeptorkanal (Erklärungen im Text).
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Temperatur [C◦] rel. Quantenausbeute n 404.41 nm Förster R

0 20 1 1,3432 54,732

1 25 0,98650

2 30 0,98646 1,3420 54,638

3 35 0,98053

4 40 0,96487 1,3406 54,475

5 45 0,94649

6 50 0,92337 1,3390 54,121

7 55 0,89202

8 60 0,88945 1,3371 53,835

Temperatur [C◦] rel. Quantenausbeute n 589,00 nm Förster R

0 20 1 1,334 55

1 25 0,98650

2 30 0,98646 1,3323 54,904

3 35 0,98053

4 40 0,96487 1,3310 54,739

5 45 0,94649

6 50 0,92337 1,3294 54,383

7 55 0,89202

8 60 0,88945 1,3276 54,093

Abbildung 2.11. Einfluß der Temperatur auf S1, S2 und S4. Reversibler Effekt auf die Verhältnisse,
die Ursache ist eine reversible und temperaturabhängige Veränderung der Quantenausbeute der

Farbstoffe.
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2.12. Einzelmolekülspektroskopie

Das hauptsächlich verwendete Gerät wurde von Alexander Gansen im Rahmen seiner Dok-
torarbeit gebaut [49]. Ebenso wie das Programm FRETtchen, die Software zum Betrieb
des Gerätes [48].

Fluorophoranpassung für Einzelmolekülspektroskopie

Prinzipiell lassen sich für Einzelmolekülspektroskopie die gleichen Farbstoffe verwenden,
wie bei Ensemble Versuchen. Notwendig sind eine Anregbarkeit durch die verwendete La-
serwellenlänge, ausreichende spektrale Trennung der Farbstoffe für die Detektion in zwei
verschiedenen Kanälen und eine hohe Quantenausbeute. Es wurden vor allem Farbstoffe
wie Rhodamin X, Alexa 488, Alexa 568 und Alexa 594 verwendet, aber auch andere Farb-
stoffe wie z.B. Atto 647N. Die Trennung der Farbstoffemissionen erhält in der Einzelmo-
lekülspektrometrie größeres Gewicht. Bei einer Ensemble Messung können die Farbstoffe
sehr gut anhand der Spektren und der Möglichkeit vorher Kontrollproben zu messen ge-
trennt werden. In der Einzelmolekülspektrometrie wird dir Trennung der Farbstoffe durch
Filter erreicht. Dabei verliert man aber oft Signalstärke, da man die spektralen Über-
schneidungen der Farbstoffe möglichst vermeiden will. Die Wahl der Farbstoffe ist daher
entscheidend für ein gelungenes Einzelmolekülexperiment. Da der bisher im Labor ver-
wendete Donorfarbstoff Alexa 488 gute Vorraussetzungen hat, d.h. direkt anregbar, sehr
hohe Quantenausbeute, p.H. stabil, unproblematisch in der Markierung, Aufreinigung und
Assemblierung der Nukleosomen, wurde vermehrt mit den Akzeptor Farbstoffen variiert.
RoX war in den Ensemble Experimenten unproblematisch, obwohl die Quantenausbeute
unter 30 % liegt. Im Einzelmolekül wurde dieser Nachteil evident, auch war die spektrale
Trennung durch Filter nicht optimal. Dennoch konnte dieser Farbstoff auch für Einzelmo-
lekülexperimente genutzt werden. Ein idealer Farbstoff wäre Atto 647 gewesen, nur dieser
war nach der PCR aus unbekannten Gründen nicht mehr fluoreszierend. Alexa 594 und
Alexa 568 erwiesen sich als besser geeignet.

Messungen bei freier Diffussion der Probe

Messbedingungen, Verdünnung und Stabilisation der Farbstoffe und Proben

Nukleosomen dissoziieren bei zu starker Verdünnung. Ohne spezielle Maßnahmen reduzier-
te sich das FRET Signal wahrscheinlich Aufgrund der Dissoziation der DNS vom Histon-
oktamer oder Oberflächenbindungseffekten. Dieser Effekt ist in Abbildung 2.12 zu sehen.
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A B

Abbildung 2.12. A: Verhältnis von rotem zu grünen Signal bei Verdünnung der Nukleosomenprobe.
Der FRET nimmt mit zunehmender Verdünnung ab. Möglicherweise dissoziieren die Komplexe, es
ist auch möglich das Oberflächenbindung der Komplexe die Reduktion des Signales bewirkt. [50]; B:
Einfluss von inertem Protein auf die Signalstärke. Zugabe von inertem Protein (BSA) verminderte

den Effekt.

Eine Lösung dieser Problematik besteht in der Zugabe von inertem Protein, wie BSA. Dies
stabilisierte das Signal und ermöglichte Messungen unter diesen Bedingungen.

Verdünnung der Proben für Einzelmolekülspektroskopie

Die Bedingungen für Einzelmolekülexperimente sind besonders wichtig für ein erfolgrei-
ches Experiment. Da die Proben sehr stark verdünnt werden müssen (im Vergleich zur
Ensemble Fluorimetrie üblicherweise um Faktoren von 1:2000 bis 1:4000 oder mehr, also
von ca. 200 nM auf Beispielsweise 50 pM) um weniger als ein Molekül gleichzeitig im
Fokus zu haben, kann es sein daß ohne besondere Massnahmen die Moleküle oder Kom-
plexe dissoziieren. Nach einigen Versuchen ergaben sich zwei Möglichkeiten Nukleosomen
zu stabiliseren. Zum einen war es möglich mit unmarkierten rekombinanten Nukleosomen
die geeigneten Bedingungen zu schaffen. Diese Methode ist jedoch sehr aufwendig da re-
kombinante Nukleosomen aufwendig in der Herstellung sind. Diese Methode wurde deshalb
abgewandelt und es kamen nichtmarkierte HeLa Nukleosomen zum Einsatz. Diese erzielten
bei Konzentrationen um 0,2 oder 0,1 OD den gewünschten stabilisierenden Effekt. Nicht
auszuschliessen ist aber bei diesen Präparationen aber, daß noch unbekannte Faktoren in
das Experiment eingebracht werden, da es sich um aufbereitete Zellextrakte handelt. Diese
Einwand gilt für die zweite Methode weniger, die in der Beschaffung auch am einfachsten
ist. Einfaches BSA, daß üblicherweise für Restriktionsenzyme genutzt wird, zeigte einen
ähnlichen Effekt, und hatte auch bei den erforderlichen Konzentrationen kaum oder keine
spektroskopische Verunreinigung der Probe zur Folge.
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Abbildung 2.13. Stabilisierung der Farbstoffe unter Einzelmolekülbedingungen [50]. A ist eine Pro-
be mit mittlerem FRET um 50 %, B ist eine Probe mit FRET um 80%. A1 und B1: ohne Additive;
A2 und B2: 1 mM Vitamin C; A3 und B3: 1 mM Mercaptoethylamin; A4 und B4: 1 mM Vitamin C
und 1 mM Mercaptoethylamin. Je nach Zugabe der Additive verbessert sich das Signal / Rauschen

Verhältnis.

Stabilisierung der Farbstoffe

Das zweite Problem, daß der Sauerstoffradikale und Photodestruktion bedingt unter an-
derem durch Bestrahlung einzelner Farbstoffmoleküle mit relativ hohen Laserintensitäten
wurde mit Stoffen wie Vitamin C oder Mercaptoethylamin vermindert. Auch kann die
Laserintensität so angepasst werden, daß bessere Ergebnisse erzielt werden. A. Gansen be-
stimmte die am besten geeigneten Umgebungsbedingungen für Einzelmolekülmessungen
2.13.
Nicht zu vergessen ist der Puffer selbst, da Nukleosomen in verschiedenen Puffern stabil
sind, ergibt sich auch hier ein Spielraum. Deshalb wurden Phosphat und TE Puffersysteme
untersucht. Dadurch kann der Hintergrund der Messung teils erheblich reduziert werden.
Für TE Puffer gibt es verschiedene besonders für die Spektroskopie geeignete Tris Basen.
Es wurde Tris X von Sigma verwendet, die einen niedrigen Hintergrund ergab und dazu
noch mit dem im Labor bereits etablierten Puffersystem für Nukleosomen kompatibel war.

Einzelmolekülaufbau

Der hier verwendete optische Aufbau basiert auf einem konfokalem Laserscanningmikro-
skop [129, 131]. Ein Argon/Krypton Gaslaser (Melles Griot, Darmstadt) wird über eine
optische Fiber in ein an das Olympus IX70 Mikroskop gekoppelte Gehäuse geleitet. In
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diesem sind alle notwendigen Teile untergebracht. Das Laserlicht wird mit dichroiden Spie-
geln (485DF22, Omega Optical, USA) in die Objektivlinse (60x 1.2W, Uplanapo Olympus,
Hamburg) geleitet. Die Fluoreszenz der Probe wird auf zwei spektral getrennten Avalan-
chephotodioden abgebildet (SPCM AQ 14, Perkin Elmer). Die Donoremission wird von
der Akzeptoremission über einen dichroiden Spiegel (580DRLP, Omega Optical) und Band-
pass Emssionsfiltern (535AF45 und OG590+700CFSP, Omega Optical) separiert. Durch
die Verwendung eines 50 µm Pinhole wird der Einfall von Licht ausserhalb des Fokus
vermieden. Das resultierende konfokale Volumen liegt bei ca. 0.4 fl (mit FCS ermittelt).
Die Laserintensität wurde normalerweise auf 60 kW/cm2eingestellt (s. auch[50]).

Signalauswertung

Das Signal wird über eine TCSPC (time correlated single photon counting)-Platine aus-
gelesen (TimeHarp 200, PicoQuant GmbH, Berlin). Mit der von Alexander Gansen ent-
wickelten Software “FRETtchen” [48, 49] wurden die Signale ausgewertet. Über ein Selek-
tionssschemam, das die Pausen zwischen den Photonen berücksichtigt, wurden Einzelmo-
lekülereignisse, sogennante“bursts”, identifiziert. Üblicherweise wurden nur Ereignisse mit
mehr als 40 Photonen und Interphotonenzeiten von 140 µs weiterverarbeitet. Auch die
Dauer des Ereignisses wurde einbezogen (s. auch [50]).

Silicagel Probeneinbettung

Objektträger oder Nunc Kammer wurden vorbereitet und in Kühlraum gestellt. Folgende
Lösung wurde unter einem Abzug in einem 5 ml Glasgefäß zusammenpipettiert: 750 µl
TMOS (tetramethylorthosilicate) SIGMA #341436; 169 µl H20; 11 µl 40mM HCl (Ach-
tung, TMOS ist sehr toxisch!) Alle folgenden Arbeiten wurden bei 4◦C durchgeführt. Die
Probe wurde sonifiziert bei ca. 5-10% Leistung des Gerätes für jeweils 5 min Pulse, danach
je 1 min Pause. Das Ganze wurde 4 X wiederholt. Dann wurde das Sol mit folgendem Puffer
1:1 gemischt: 10 mM KH2PO4; 1 mM EDTA; pH 6.0. Anschließend wurde auf Eis mit N2
begast - 40 min lang und nicht zu stark ebenfalls unter dem Abzug. Anschließend wurde
die Probe im Kühlraum mit der Lösung gemischt. Die Probe sollte einen passenden pH
aufweisen, der TE 7.5pH Puffer der Nukleosomen war hierfür kompatibel und erzeugte ein
festes Silicagel. Dann wurden je 9 µl Sol + 6 µl Probe gemischt. Davon wurden dann 2
µl auf Objektträger oder Nunc Kammer gegeben. Nach ca. 5-10 min war dieses fest, es
wurde dann mit Puffer überschichtet ( TE pH 7,5 oder 25mM Na2HPO4 NaH2PO4 pH
7.0 ).
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Verwendete Software

Betriebssysteme Ubuntu Linux 5.1, 7.04; Windows 3.1, 95, 98, 2000, NT, XP; Mac OS 9, OS X

Textverarbeitung und Tabellenkalulation MS Office, Origin, Kaleidagraph, LYX, JabRef, IGOR, Open Office

Bildbearbeitung Adobe Photoshop, Adobe Illustrator, Blender,

Quantfizierung (Gelelektrophorese) Biometra BioDoc, BioQ, Image J

DNS Modelierungs und Sequenzsoftware Bandit, DNA Strider, pdraw32

Moleküldarstellung Pymol[28]

Spektrometrie Cary, Olis, FRETtchen [48],



Kapitel 3

Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden zunächst Fluoreszenzmarkierungstechniken verglichen, um eine
geeignete Methode für die Versuche auszuwählen. Zusätzlich werden verschiedene Nu-
kleosompositionierungssequenzen und ihr Positionierungsverhalten im Nukleosomkomplex
untersucht.
Im darauf folgenden Abschnitt werden Fluoreszenzmessungen durchgeführt, und die Stär-
ken und Schwächen verschieden markierter Nukleosomen für die Analyse von Remodellie-
rungsereignissen und anderen Strukturveränderungen untersucht.
Der anschließende Abschnitt zeigt die Charakterisierung von intern markierten Nukleoso-
men mit Kontrollmessungen und Messungen von Nukleosomen unter Einfluß von den in
der Einleitung besprochenen Proteinen NAP1, ISWI und BRG1.
Zum Abschluß folgen Messungen innerhalb einer Kooperation, bei denen dynamische Er-
eignisse in Nukleosomen in Abwesenheit anderer Proteine untersucht wurde.

3.1. Etablierung und Charakterisierung des Nukleosommodellsystems

Für die Etablierung des in der Einleitung dargestellten Nukleosommodellsystems müssen
Histonoktamere und DNS hergestellt werden und auf eine geeignete Art und Weise mar-
kiert werden. Verschiedene Techniken für die Einbringung von Fluoreszenzfarbstoffen in
die DNS wurden deshalb verglichen um die dazu geeignetere Methode zu ermitteln.

3.1.1. Untersuchung und Vergleich verschiedener

Fluoreszenzmarkierungsmethoden

Es wurden zwei Techniken, um die fluoreszierenden Markierungen in der nukleosomalen
DNS anzubringen, auf deren Vor- und Nachteile untersucht: Das Ziel war die Etablierung
einer verlässlichen Technik zur Herstellung fluoreszenzmarkierter Nukleosomen für die spä-
teren Experimente.
Eine Möglichkeit ist, markierte Oligonukleotide an größere Fragmente zu hybridisieren.
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Abbildung 3.1. Schema der Hybridisierung (links) und der PCR-Methode (rechts). Bei der Hy-
bridisierungsmethode werden überlappende und teilweise komplementäre Oligonukleotide so hy-
bridisiert, so daß eine längere DNS Sequenz entsteht. Diese sollte durch Aufreinigung von nich-
thybridisierten Oligonukleotiden getrennt werden können. Durch interne Fluoreszenzmarkierung
einzelner Oligonukleotide können Markierungen an beliebigen Positionen eingebracht werden. Bei
der PCR-Methode wird wie bei einer herkömmlichen PCR eine Zielsequenz, z.B. eine Nukleosom-
positionierungssequenz aus einem Plasmid, amplifiziert. Durch die Verwendung von fluroszenzmar-
kierten Primern wird die Markierung in die DNS Sequenz eingebracht. Hier ist ein PCR-Zyklus
dargestellt. Die DNS wird durch Hitze denaturiert und die Primer lagern sich an (Primerhybri-
disierung). Anschließend werden die Primer durch die Polymerase (gelb) verlängert (Elongation).
Nach vielfacher Wiederhohlung dieses Zyklus erhält man markierte DNS (in dieser Darstellung ist
dies intern markierte DNS). Je nach Design der Primer kann auch endmarkierte DNS hergestellt

werden.
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Eine weitere ist mittels einer PCR-Technik und markierter Primer Oligonukleotide mit
Fluoreszenzmarkierungen herzustellen. Diese Methoden sind in Abbildung 3.1 schematisch
dargestellt. Ein limitierender Faktor ist die Länge der markierten Oligonukleotide. Bei An-
wendung der PCR-Technik ist die Gesamtlänge der DNS für intern markierte Nukleosomen
mit hohem FRET auf ca. 180-200 bp beschränkt, wenn der Großteil der DNS markiert sein
soll. Das liegt daran, daß ab 50-60 Basen Länge der Anteil der markierten Oligonukleotide
spürbar sinkt. Begründet ist dies in den in der Synthese auftretenden Kettenabbrüchen, die
mit der Länge akkumulieren. Die Hybridisierungsmethode ist in dieser Hinsicht theoretisch
nicht limitiert, da mehrere Oligonukleotide an einander hybridisiert werden können. Bei
Anwendung von Techniken, die unvollständig mit Donor und/oder Akzeptor markierte
Nukleosomen detektieren und aussortieren können, wie z.B. Einzelmoleküldetektion, kann
diese Hürde aber auch umgangen werden. Abbildung 3.2 zeigt einzelne Oligonukleotide
vor und nach Hybridisierung in ein größeres Fragment. Das Schema stellt die sieben ver-
wendeten Oligonukleotide dar. Die Sequenz enthält die synthetische 601 Sequenz (siehe
Material und Methoden Abschnitt). Diese wurde im Labor von J.Widom entwickelt, als
Sequenzen mit besonders hoher Affinität für das Nukleosom erzeugt wurden [118]. Nach
Hybridisierung und Aufreinigung ist die Bande im Polyacrylamidgel selbst nach einer vor-
herigen Aufreinigung mittels PAGE noch verschmiert und qualitiativ nicht rein genug für
weitere Experimente.

Bei Einsatz stringenterer Reinigungsmethoden könnte diese Methode aber anwendbar sein,
allerdings mit viel mehr Aufwand als der nachfolgend beschriebenen PCR-Technik. Nach
der PCR und der anschließenden Aufreinigung wurde die Qualität der DNS mittels ei-
ner PAGE überprüft, um Primerkontaminationen auszuschließen und unmarkierte DNS
sichtbar zu machen.

Abbildung 3.3 zeigt DNS, die mit der PCR-Technik hergestellt wurde (das Gel ist über-
laden, um evtl. minimale Verunreinigungen durch freie Primer sichtbar zu machen) und
daneben Primer in verschiedenen Mengen zum Vergleich und zum Ausschließen von Pri-
merkontamination im fertigen Produkt. Der Vergleiche der beiden Methoden in Banden
C und D zeigt, daß die PCR DNS eine höhere Reinheit und Qualität hat als die durch
Hybridisierung von Einzelsträngen erhaltenen DNS. Deshalb wird die PCR-Technik wei-
terverwendet.

Mögliche Markierungen mit der gewählten Technik: Die Positionen der Markie-
rungen können bei der PCR Technik sehr verschieden gewählt werden. Für die folgenden
Experimente wurden hier drei verschiedene Markierungsstrategien genutzt. Einmal wur-
den Farbstoffe am Ende der Linker DNS, dann innerhalb der Linker DNS und intern in
der nukleosomalen DNS angebracht (Abbildung 3.4). Eine Mischung der verschiedenen
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Abbildung 3.2. Gelelektrophorese auf einem 8% Polyacrylamidgel; A: Vor und nach der Hybri-
disierung von Oligonukleotiden. M: MW Marker; 1-5: verschiedene zueinander komplementäre
Einzelstrang-Oligonukleotide (1: L73; 2: M66; 3: R73; 4: 601; 5: R20, diese Fragmente sind in
Schema C dargestellt); h1-h4: Olikognukleotide nach Hybridisierung in Doppelstrang-DNS bei
verschiedenen Bedingungen und Gesamtmengen (h1: L73+R73+M66; h2: L73+L20+601rev; h3:
R73+R20+601fwd; h4: L73+R73+L20+601rev+M66+601fwd+R20; jeweils 220 pmol pro Oligo-
nukleotid im Ansatz). Es wurde in 100 mM NaCl TE Puffer pH 7,5 hybridisiert, indem bei 90◦C
denaturiert wurde, und dann über den Verlauf von 2 Stunden langsam auf Raumtemperatur ab-
gekühlt wurde; B: M: DNS Leiter; h1,h2: Nach Hybridisierung aufgetragen, Produkt nach PAGE
Extraktion, verschiedene Mengen sind aufgetragen. In der Abbildung darunter sind die Oligonu-

kleotide noch einmal schematisch dargestellt.
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Abbildung 3.3. Gelelektrophorese auf einem 8% Polyacrylamidgel; A: Page von fluoreszenzmar-
kierten Primern nach Ethidiumbromidfärbung: 1, 2: jeweils verschiedene Mengen (hier als Beispiel
mit unvollständig markierten Primern, zu erkennen an der Doppelbande); B: fertiges PCR Produkt
im Vergleich mit den Primern (um Kontamination durch Primer nachzuweisen). M: DNS Leiter;
K: PCR Produkt; 1-6 verschiedene Mengen an Primern: von links nach rechts K: 0,6 pmol an DNS,
dann B1: 0,01 pmol; B2: 0,02 pmol; B3: 1 pmol; B4: 2 pmol; B5: 4 pmol und B6: 8 pmol and Primer-
DNS. Es sind keine Primer in dem PCR Produkt zu sehen (0,02 pmol wäre hier noch nachweisbar).
In einer (nicht gezeigten) Überbelichtung dieses Gels konnte auch eine Kontamination unter 0,01
pmol ausgeschlossen werden. Das bedeutet, falls freie Primer noch vorhanden wären, würde ihr
Anteil unter 1-2% liegen. C: Aufgereinigtes DNS Produkt aus Hybridisierungstechnik (s. auch

Abb. 3.2). D: Aufgereinigte DNS aus PCR Technik (Spur K aus B vergrößert).

Markierungspositionen ist auch möglich. Für die Markierung in der DNS wurde die modi-
fizierte Base 5-C6-Amino-2’-deoxythymidine verwendet. Bei Markierung der 5‘Enden der
DNS wurde ebenfalls ein C6 Linker genutzt.

3.1.2. Histone und DNS Sequenzen

Um die Dynamik und Struktur der Nukleosomen zu untersuchen, wurde das in der Einlei-
tung beschriebene in vitro System verwendet. Alle verwendeten Nukleosomen wurden aus
rekombinanten Histonen, die aus E.coli gewonnen wurden hergestellt. Diese wurden mit
kurzen durch präparativer PCR Technik gewonnenen DNS Fragmenten von 146 bis zu 223
bp Länge rekonstituiert. Die Sequenz der Histone stammt aus Xenopus laevis. Die 5S rDNS
stammt aus Xenopus borealis. Die anderen verwendeten DNS Nukleosompositionierungs-
sequenzen 601 und 612 sind synthetischen Ursprung (s. oben). Die Histone wurden jeweils
einzeln in E.coli exprimiert und anschließend aufgereinigt. Durch die Verwendung von
rekombinanten Histonen werden postranslationale Modifikationen vermieden, die bei aus
Zellextrakten gewonnenen Histonoktameren auftreten können. Außerdem besteht so auch
die Möglichkeit einzelne Histone mit Farbstoffen zu markieren. Mit der Salzschrittdialyse
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Abbildung 3.4. Markierungsstrategien, die mit der PCR Technik durchführbar sind. Das Template
ist hier grau dargestellt, Primer in blau mit den Farbstoffen (grün und rot). Oben: Markierung der
5´DNS Enden. Mitte: Markierung in der Linker DNS. Unten: Interne Markierung der nukleosoma-

len DNS mittels langer Primer.

(siehe Methodenteil Seite 81) wurden aus Histonoktameren und der DNS Nukleosomen
rekonstituiert.

3.1.3. Charakterisierung der Nukleosomenpositionierung verschiedener DNS

Sequenzen

Da die DNS unterschiedlich auf Nukleosomen positioniert sein kann, ist es wichtig das Po-
sitionierungsverhalten der verschiedenen DNS Sequenzen und Längen zu charakterisieren.
Nur so können spätere Versuche über Remodellierung richtig interpretiert werden. Mit
PAGE und Restriktionsanalysen ist es möglich, die Position des Nukleosoms auf der DNS
zu bestimmen. Symmetrisch auf der DNS positionierte Nukleosomen laufen am langsams-
ten im Gel. Danach kommen verschiedene asymmetrisch positionierte Konfigurationen, bei
denen die Linker DNS unterschiedlich lang sind. Am schnellsten läuft die freie DNS, die
ungebunden ist. Ein Vergleich der Sequenzen zeigt auch ohne Restriktionsanalyse deutliche
Unterschiede der Sequenzen und ihres Positionierungsverhaltens im Nukleosomkomplex (s.
Abb. 3.5). Detaillierter werden die einzelnen Sequenzen nachfolgend mit der Restriktions-
analyse untersucht.
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Abbildung 3.5. Vergleich verschiedener Nukleosomenpositionierungssequenzen: Gezeigt sind Nu-
kleosomen verschiedener Sequenzen von 220-223 bp Länge (601 und 612 mit 220bp; 5S rDNS mit
223 bp) auf einem 8% Polyacrylamidgel mit jeweils der 0,2 µg an DNS entsprechenden Menge
von Nukleosomen. Die langsam diffundierenden Banden sind verschiedene Konformationen der
Nukleosomen, mit unterschiedlich positionierter DNS, die schnelle Bande ist freie DNS. Zu sehen
sind Unterschiede zwischen den verschiedenen Sequenzen: die 601 und 612 Sequenzen bilden bei

dieser DNS Länge zwei verschiedene Hauptbanden, die 5 S rDNS 3-4 Banden.

Abbildung 3.6. Restriktionsanalyse von Nukleosomen, die auf 5S rDNS von 220 bp Länge rekon-
stituiert wurden. A: Polyacrylamidgel (8%) einer Restriktionsanalyse von Nukleosomen. M: DNS
Leiter; K: Nukleosomen unbehandelt; 1: Nukleosomenrestriktionsanaylse mit EcoRI ; 2:Nukleo-
somenrestriktionsanaylse mit RsaI; 3:Nukleosomenrestriktionsanaylse mit ApaI. B: Schema der
DNS mit Nukleosom und Restriktionsstellen. Die schematische Darstellung bezieht sich auf die
3-4 Hauptbanden, die auf verschiedene Positionen des Nukleosoms auf der DNS zurückzuführen
ist. Alle Spuren wurden bei der Restriktion den gleichen Bedingungen unterworfen (Puffer und

Temperatur), nur bei Spur K ohne Restriktionsenzym.
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Bei der 5S rDNS Sequenz gibt es viele verschiedene Positionen, die das Nukleosom auf
der DNS einnehmen kann, was an den vielen Banden zu erkennen ist (Abbildung 3.6,
Spur K). Es hat sich gezeigt, daß die am langsamsten diffundierende Bande symmetrisch
positionierte Nukleosomen enthält, und asymmetrisch auf der DNS positionierte Nukleo-
somen schneller elektrophoretisch im Gel wandern. Um die Banden genauer zu charakte-
risieren, wurden Restriktionsspaltungen der DNS mit Restriktionsenzymen durchgeführt.
Diese können DNS Abschnitte, die im Nukleosom liegen, in der Regel nicht oder nur viel
langsamer hydrolysieren. Daher lässt sich aufgrund des nach einer Restriktionsspaltung
entstandenen Bandemusters eine Aussage über die Positionierung des Nukleosoms auf der
DNS treffen (Abbildung 3.6, Banden 1-3).

Abbildung 3.7. Restriktionsanalyse von Nukleosomen, rekonstituiert auf der 601 DNS von 220 bp
Länge und schematische Darstellung der Position des Nukleosoms auf dem DNS Abschnitt, die
aus den in der Restriktionsanaylse gemachten Beobachtungen basiert. A: Polyacrylamidgel (8%)
der Nukleosomrestriktionsanaylse. Wie vorhergehend erklärt laufen symmetrische, also zentral auf
der DNS positionierte Nukleosomen, am langsamsten im Gel. Danach kommen asymmetrisch posi-
tionierte Konfigurationen bei denen die Linker DNS unterschiedlich lang ist. Am schnellsten läuft
auch hier die freie DNS. M: DNS Leiter; K: Unbehandelte 601 Nukleosomen, bzw. gleiche Puffer
und Temperatur wie bei der Restriktion, nur ohne Enzym; 1: Restriktion mit PmlI; 2: Restriktion
mit HinfI. B: Schema der DNS mit Nukleosom und Restriktionsstellen. Die HinfI Position ist bei
jeder Bande verdeckt, die PmlI Schnittstelle ist bei der asymetrischen Nukleosomenpositionierung
zugänglich: es entsteht durch die Spaltung der DNS eine neue Bande im Gel, und die Bande der
asymetrischen Position nimmt im gleichen Verhältnis ab. Die Bande der symmetrischen Position
bleibt unverändert. Als Kontrolle für die Aktivität der Enzyme dient die freie DNS, bei der man

den erfolgreichen Verdau erkennen kann.

In Abbildung 3.7 kann man sehen, daß Nukleosomen, die auf der 601 Sequenz von 220
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bp Länge rekonstituiert wurden, zwei unterschiedliche Positionen belegen. Mittels der
Restriktionsspaltung kann man diese unterscheiden und charakterisieren. So ergibt sich
eine zentrale Position, mit annähernd symmetrische langer Linker DNS und eine versetzte
Position am Rande der DNS. Dadurch, daß bei der versetzten Position eines der Restrik-
tionsenzyme schneiden kann, kann man auch erkennen zu welcher Seite das Nukleosom
versetzt ist. Die freie DNS fungiert hier auch als Kontrolle, da diese auch geschnitten
wird, wenn es in den Nukleosomenbanden keinen Effekt gibt. In der Abbildung sind die
Stellen, an denen die Restriktionsenzyme schneiden, schematisch dargestellt. Da die 5 S
rDNS zuviele verschiedene Positionen aufweist, ist sie für die Untersuchung von dynami-
schen Ereignissen mit möglicherweise geringen Unterschieden der einzelnen Zustände nicht
optimal. Die 601 und 612 Sequenzen weisen nur 1-2 verschiedene Positionen auf und sind
daher besser geeignet. Wichtig sind allerdings auch die dynamischen Aspekte der mit den
DNS Sequenzen gebildeten Nukleosomen, die im nächsten Abschnitt behandelt werden.
Eine weitere wichtige Beobachtung ist, daß bei der verwendeten Rekonstitutionsmethode,
der Salzschrittdialyse, die Verhältnisse der einzelnen Positionierungen nicht immer gleich
sind und von Rekonstitution zu Rekonstitution variieren (Abb.3.8). Bei Versuchen, bei
denen das Verhältnis der Banden zueinander von Bedeutung ist, können daher nur kompa-
rative Vergleiche von einer Rekonstitution genutzt werden, da sonst Ergebnisse verfälscht
würden. Innerhalb einer Rekonstitution bleiben die Verhältnisse der Banden zueinander
nach mehrmaligem Gelauftrag gleich.

Abbildung 3.8. Vergleich verschiedener Rekonstitutionen. Hier sind nur die Banden der Nukleo-
somenpositionen gezeigt, die freie DNS wurde der Übersichtlichkeit wegen weggelassen. Das Ver-
hältnis von symmetrischer und asymmetrischer Bande kann von Rekonstitution zu Rekonstitution

variieren, ebenso wie das Verhältnis der freien DNS.

3.1.4. Untersuchung dynamischer Aspekte der Positionierung von

Nukleosomen

Das Ziel der Versuche ist die Analyse der Vorgänge bei der Nukleosomenremodellierung.
Daher wurden die verschiedenen DNS Sequenzen auf ihr Mobilisierungsverhalten hin un-
tersucht. Um die Remodellierung beobachten zu können, ist es wichtig diese einfach und
reproduzierbar auslösen zu können. Inwiefern dies mit den verwendeten DNS Sequenzen
machbar ist, zeigen die folgenden Experimente.
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Seit den Versuchen von Pennings [98] ist bekannt, daß Erwärmung Nukleosomen mobi-
lisiert, d.h. das Histonoktamer bewegt sich relativ zur DNS. Die damals durchgeführten
Versuche wurden mit 5S rDNS durchgeführt, die aber wesentlich länger war als die hier
verwendete. Diese weist aber wie in Abbildung 3.6 zu sehen schon von Beginn an eine
große Heterogenität verschiedener Positionierungen auf. Zur Untersuchung von dynami-
schen Veränderungen mit Fluoreszenzmethoden ist sie deshalb nicht so gut geeignet, da
hier bei Ensemble Messungen auch über die ganze Population gemittelt werden würde (s.
Einleitung). Deshalb wurden die 601 und 612 Sequenzen für die Versuche genutzt, da hier
weniger verschiedene Nukleosomenpositionierungen vorhanden sind. Abbildung 3.9 zeigt

Abbildung 3.9. Nukleosomen mit der 601, 612 und 5S rDNS rekonstituiert. Erstes Gel: Bande
1: Bei 601 (mit 220 bp) Nukleosomen gibt es zwei Positionen nach der Rekonstitution (normal);
Bande 2: nach thermischer Mobilisierung entstehen neue intermediäre Banden zwischen den beiden
Hauptpositionen (mobilisiert); Mittleres Gel: Bande 1: Bei 612 (mit 220 bp) Nukleosomen gibt
es zwei Positionen nach der Rekonstitution (normal); Bande 2: nach thermischer Mobilisierung
verändert sich das Muster etwas, es sind aber immer noch zwei Positionen sichtbar (mobilisiert);
Letztes Gel: Erstes Gel: Bande 1: Bei 5S (223 bp) Nukleosomen gibt es drei bis vier Positionen
nach der Rekonstitution (normal); Bande 2: nach thermischer Mobilisierung entstehen keine neuen
intermediäre Banden, nur eine der Banden der asymmetrisch Positionierten Nukleosomen wird

schwächer (mobilisiert);

Nukleosomen vor und nach thermischer Mobiliserung. Nach thermischer Mobilisierung bei
55◦C für 3 Stunden entstehen teilweise neue intermediäre Banden. Nukleosomen wurden
hier mit der 601 Positionierungs DNS von 220 bp Länge, der 612 von 220 bp Länge und
der 5 S rDNS von 223 bp Länge rekonstituiert. Die deutlichsten Unterschiede zeigen sich
bei den 601 Nukleosomen.

Nukleosomen auf einer 220 bp 601 Sequenz werden durch Wärmebehandlung teilweise an
ein Ende der DNS verschoben, wie eine Restriktionsanalyse in Abbildung 3.10 zeigt. Vor
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Abbildung 3.10. Restriktionsanalyse von Nukleosomen mit der 601 Sequenz bei 220 bp Länge, vor
und nach thermischer Mobilisierung und anschließender Restriktionsanalyse. A: Polyacrylamidgel
(8%) der Nukleosomrestriktionsanaylse. M: DNS Leiter; K: Unbehandelte 601 Nukleosomen; 1:
Restriktion mit PmlI; 2: Restriktion mit HinfI. Km: Bei 55◦C mobilisierte 601 Nukleosomen; 1m:
Restriktion mobilisierter Nukleosomen mit PmlI; 2m: Restriktion mobilisierter Nukleosomen mit

HinfI. B: Schema der DNS mit Nukleosom und Restriktionsstellen.
Die HinfI Position ist bei jeder Bande verdeckt, die PmlI Schnittstelle ist bei der asymmetrischen
Nukleosomenpositionierung zugänglich und es entsteht durch die Spaltung der DNS eine neue
Bande im Gel, und im gleichen Verhältnis nimmt die Bande der asymmetrischen Position ab. Die
Bande der symmetrischen Position bleibt unverändert. Durch die Mobilisierung kommt es zu einer
neuen Nukleosomenposition (zu sehen an der neuen Bande in Km). Diese neue Position gibt die
DNS der HinfI Erkennungsstelle frei und es kommt dort zur Spaltung der DNS. Daher muss bei
dieser Position das Nukleosom am anderen Ende der DNS liegen. Als Kontrolle für die Aktivität

der Enzyme dient die freie DNS, bei der man den erfolgreichen Verdau erkennen kann.
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der Mobilisierung kann das Restriktionsenzym Pml I die DNS spalten, wohingegen Hinf I
dies nicht kann, da dessen Erkennungssequenz vom Nukleosom verborgen wird. Nach der
Mobilisierung wird durch Hinf I die neu erhaltene Bande geschnitten wie in Abbildung 3.10
zu sehen ist. Bei dem Vergleich verschiedener Sequenzen wurde klar, daß die Nukleoso-
menpositionierung und Verschiebung unter anderem auch von der Sequenz abhängt. Durch
Quantifizierung der Signalstärke der Banden konnte belegt werden, daß die Verschiebung
zu Lasten der symmetrischen Bande geschieht. Das heißt, daß die Endpositionen stabiler
sind und die Bewegung von der zentralen Position ausgeht. Die während einer Mobili-
sierung neu auftretenden Banden könnten diskrete Zwischenschritte darstellen, aber auch
Akkumulationen kleinerer, nicht deutlich sichtbarer, Zwischenschritte sein. Diese Frage soll
mit den später folgenden Versuchen geklärt werden. Am geeignetesten erscheint bisher die
601 Sequenz, da diese nicht so heterogen positioniert wie die 5S rDNS und auch deutliche
Veränderungen nach einer Mobilisierung zeigt.
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3.2. Fluoreszenzmessungen

Nach der biochemischen Charakterisierung werden in den folgenen Versuchen die Fluores-
zenzeigenschaften der markierten Nukleosomen untersucht. Die Frage, inwiefern die ver-
schiedenen Markierungen detektiert werden können und wie deutlich Veränderungen der
Strukturen messbar sind stellt sich hier. Weitergehend wird auch untersucht, wie relevante
Parameter (wie DNS Sequenz, DNS Länge, Salzkonzentration und Markierungsposition)
auf die Mobilisierung und Struktur der Nukleosomen einwirken.
Die Messungen von Nukleosomen mit Einzelmolekülspektroskopie wurden mit Hilfe von
Alexander Gansen im DKFZ Heidelberg an einem eigens im Rahmen seiner Doktorarbeit
entwickelten Gerät und an dem bereits vorhandenen Aufbau [129], der für diese Messun-
gen modifiziert wurde, durchgeführt. Es wurden zusätzlich in Kooperation mit G.Chirico,
Mailand (2-Photonen Aufbau), und C.Seidel, Düsseldorf, und Mitarbeitern (MFD/PDA)
an den dort vorhandenen Einzelmolekülgeräten Messungen durchgeführt. Die Ensemble-
fluorimetriemessungen und alle anderen Experimente wurden im DKFZ durchgeführt.

3.2.1. Messung der Mobilisierung mit Fluoreszenzenergietransfer

Durch die Markierung der Enden der Linker DNS sollte es möglich sein, die Geschwindig-
keit der Verschiebungsreaktion und deren Verlauf zu beobachten. Dafür wird die Tatsache
ausgenutzt, daß bei Verschiebung der DNS relativ zum Histonoktamer die Abstände der
DNS-Enden variieren würden. Eine Annahme dafür ist, daß die Linker DNS monoton
divergiert. Bei Veränderung der Position des Nukleosoms auf der DNS infolge von Mo-
bilisierung sollte sich der Abstand der Linker Enden der DNS zueinander vergrößern. Je
mehr asymmetrische Positionen eines DNS Abschnittes durch Nukleosomen belegt werden,
desto höher sollten die durchschnittlichen Abstände sein.
Wie in den Graphen zu sehen ist, vergrößert sich bei der 601 Sequenz von 220 bp mit end-
markierter DNS der mittlere Abstand der Farbstoffe (Abbildung 3.11). Diese Beobachtung
ist mit den Ergebnissen der Restriktionsanalyse kompatibel, aus denen hervorgeht, daß sich
eine weitere Nukleosomenpopulation bildet, die an dem anderen Ende der DNS lokalisiert
ist. Jene hat erwartungsgemäß einen vergrößerten Ende zu Ende Abstand der Linkerenden
und damit der Farbstoffe im Vergleich zu einer symmetrisch lokalisierten Nukleosomenpo-
pulation. Bei der 612 und 5 S Sequenz ist dieser Effekt geringer. Von den Ergebnissen der
Gelexperimente her ist das auch zu erwarten. Interessant ist, daß die 5 S Sequenz auch
eine durschnittliche Vergrößerung der Abstände zeigt, obwohl in der Gelelektrophorese zu
sehen ist, wie die asymmetrischen Formen während der Mobilisierung leicht abnehmen.
Es ist daher nicht auszuschließen, daß diese Art der Mobilisierung auch die Geometrie der
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Linker DNS verändert. Der Versuch zeigt aber, daß es möglich ist mit FRET-Messungen
Nukleosomenremodellierung zu beobachten.

Abbildung 3.11. Vergleich von Nukleosomen während thermischer Mobilisierung. A und B: Mes-
sung der Abstände der Linker DNS Enden mit FRET: Eine Probe von 50 µl mit einer Konzentration
von ca. 200-300 nM wurde für 3 Stunden bei 55◦C mobilisiert und eine andere als Kontrolle bei 20◦C
belassen. In verschiedenen Zeitabständen wurden Messungen durchgeführt. Das Ensemble-FRET
Experiment zeigt eine Vergrößerung der Abstände der DNS Linkerenden, bis zu einem bestimmten
Abstand, nach dem keine weitere Änderung mehr auftritt. Diesen Sachverhalt konnte man auch
in den Gelexperimenten verfolgen3.8. Nach einer bestimmten Zeit kommt es zu keiner sichtbaren
Veränderung der Nukleosompositionen mehr; A: Vergleich von Nukleosomen mit verschiedenen Se-
quenzen während thermischer Mobilisierung. Nukleosomen auf 220 bp der 601, 612 und 5S rDNS
Sequenz im Vergleich bei thermischer Mobilisierung von 55◦C; C: Vergleich von Nukleosomen as-
sembliert auf 5´-endmarkierter DNS verschiedener Längen. B: Nukleosomen auf der 601 Sequenz

mit Längen von 220, 190 und 170 bp bei thermischer Mobilisierung von 55◦C.

3.2.2. Vergleich des Mobilisierungsverhaltens verschiedener DNS Sequenzen

mit FRET

Die nächste Frage ist, wie verschiedene DNS-Sequenzen und Längen die Nukleosomremo-
dellierung beeinflussen. Der Versuch, der in Abbildung 3.11 dargestellt ist, zeigt neben
einem Sequenzvergleich auch einen Längenvergleich. Bei den Sequenzen zeigt die 5S rDNS
eine größere Diversität an verschiedenen Nukleosomenpositionen. Dies resultiert in grö-
ßeren mit FRET gemessene Abständen, gefolgt von der 601 Sequenz mit zwei Positionen
und der 612 Sequenz. Unterschiedliche Abstände treten auch bei den Nukleosomen mit
verschieden langen DNS Sequenzen auf. Da die Linker divergieren, vergrößern sich deren
Abstände bei Nukleosomen mit längerer DNS. Nach thermischer Mobilisierung sind die
Abständsänderungen mit kürzerer DNS geringer als mit längeren Sequenzen.
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Abbildung 3.12. Einzelmolekülanalyse von 601 Nukleosomen mit markierten Linker DNS Enden
auf 170 bp DNS. Es wurden Proben von 30 µl mit einer Konzentration zwischen 50-100 pM
Nukleosomen gemessen, in 5 mM NaCl TE Puffer, pH 7,5. Stabilisiert wurde unter Einzelmo-
lekülbedingungen durch 0,2 µg/µl BSA, 1 mM Vitamin C und 1 mM Mercaptoethylamin. Davor
fand die Mobilisierung jeweils parallel bei Konzentrationen von 200-300 nM in einem Volumen
von 10 µl statt. Von dieser Probe ausgehend wurden Verdünnungen für die Einzelmolekülspektro-
skopie gemacht. Mobilisiert wurde dabei durch Inkubation bei 55◦C für drei Stunden. Durch die
Durchführung bei höherer Konzentration wurde die schnellere Dissoziation der Nukleosomen unter

Einzelmolekülbedingungen vermieden.
Der Schwerpunkt der Positionsverteilung verändert sich nach Mobilisierung in Richtung der asym-
metrischen Positionierung mit höheren DNS Linker Abständen. Aufgetragen ist die “Proximity
Ratio” (die Proximitätsrate, also das Verhältnis der im roten Kanal detektierten Emission zur
Gesamtemission im rotem und im grünen Kanal) gegen die Frequenz der Einzelmolekülereignisse.
Für eine genaue Bestimmung des Energietransfers sind noch weitere Parameter notwendig. Zum
relativen Vergleich von Proben eignet sich dieses Verhältnis aber bereits und dient hier daher als
relatives Maß für die Entfernung der Farbstoffe. Der Schwerpunkt der Verteilung geht um 17% von
einem Wert von 0.35 auf 0.30 zurück. Das Hintergrundsignal ist nach der Mobilisierung verstärkt,

möglicherweise aufgrund der Dissoziation von Teilen der Probe.

3.2.3. Einzelmolekülanalyse der Mobilisierung

Da bei der Ensemblemessung über die Gesamtpopulation gemittelt wird, können Informa-
tionen verloren gehen. Mit der Einzelmolekültechnik wird daher überprüft, ob sich weitere
Informationen über den Mechanismus gewinnen lassen, die in der Ensemblemessung nicht
sichtbar sind.
In einer typischen Einzelmolekülanalyse zeigt sich ein ähnliches Bild wie in der Ensemble-
fluorimetrie (s. Abbildung 3.12). In der Abbildung ist jeweils eine Messung des Anfangs
und des Endes der Mobilisierung dargestellt. Nach der thermischen Mobilisierung ist der
Energietransfer niedriger und daher müssen die Abstände größer sein.

Die verschiedenen Populationen, welche man von der Gelelektrophorese her erwarten wür-
de, lassen sich aber in diesem FRET Bereich nicht effektiv separieren, da die relativen
Unterschiede zu klein bzw. im Signalrauschen verborgen sind. Falls es verschiedene Unter-
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population gäbe, wären diese wegen der geringen Signalunterschiede zueinander nicht zu
trennen. Für weitergehende Experimente mit Einzelmolekülanalyse müssen daher Nukleo-
somen mit kürzeren DNS Sequenzen und/oder interner Markierung verwendet werden.

Untersuchung weiterer relevanter Parameter

3.2.4. Wie verändert die Natriumchloridkonzentration die Struktur

nukleosomaler DNS und das Mobilisierungsverhalten?

In der Einleitung wurde beschrieben, wie die Konzentration von Natriumchlorid die Nu-
kleosomen Linker DNS Geometrie beeinflusst. Bei höheren Konzentrationen verringern sich
die Abstände der DNS Enden und die Struktur wird kompakter. Da später mit verschie-
denen Natriumchloridkonzentrationen gearbeitet wird, wurde hier untersucht, inwiefern
die Mobilisierung davon beeinflußt wird. In Abbildung 3.13 sind jeweils die Ergebnis-
se von Ensemble FRET Mobilisierungsversuchen mit verschiedenen Natriumchloridkon-
zentrationen zu sehen. Am Startpunkt der Messungen sind die kompakteren Strukturen
bedingt durch die erhöhte NaCl-Konzentrationen zu erkennen. Dennoch findet eine Mobi-
lisierung statt. Die relative Abstandsveränderung verläuft dabei ähnlich wie bei niedrigen
NaCl-Konzentrationen. Ein anderer Effekt ist aber auch zu beobachten. Bei Veränderung
der NaCl-Konzentrationen der Pufferlösung verändert sich das Muster der Positionierung
(siehe Abbildung 3.13 B) auch ohne temperaturinduzierte Mobilisierung. Es verstärkt sich
die asymmetrische Position der Nukleosomen auf der DNS. Wie vorher dargestellt, würde
man daher einen größeren durchschnittlichen Abstand der Farbstoffe an den DNS Linker
Enden zueinander erwarten. Der Effekt der Kompaktierung überwiegt aber offenbar.
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Abbildung 3.13. Einfluss von NaCl auf die Struktur der Nukleosomen und deren thermische Mob-
lisierung. A: Gemessen wurden hier 601 Nukleosomen mit 220 bp DNS, die an den 5´-Enden
fluoreszenzmarkiert waren. Die Konzentration der Nukleosomen beträgt hier zwischen 200-300
nM. Die thermische Mobilisierung wurde bei 55◦C in Volumen von 50 µl in NaCl TE Puffer mit
pH 7,5 durchgeführt. Zu sehen ist auch, daß schon bei Beginn des Experimentes die Enden der
DNS bei 50mM NaCl näher zusammen liegen. Eine Mobilisierung findet aber auch bei der höheren
NaCl-Konzentration statt, der Verlauf dieser ist ähnlich mit gleichbleibend geringeren Abständen.
B: Polyacrylamidgel (8%) von Nukleosomen bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen von jeweils
5, 25, 50, 75, 100 und 150 mM ohne Mobilisierung, es wurde lediglich für 1 Stunde bei Raum-
temperatur mit der jeweiligen NaCl Konzentration inkubiert. Es sind zwei Effekte sichtbar: zum
einen erhöht sich der Anteil an freier DNS und zum anderen verändert sich die Positionierung der

Nukleosomen und die asymmetrische Form nimmt zu.

Es stellt sich die Frage, ob diese asymmetrische Positionierung nun in einem einzigen
Remodellierungsschritt erreicht wird, oder sie eine stabile Akkumulationsstufe für viele
verschiedene, im Gel z.B. nicht klar differenzierbare Einzelschritte darstellt, z.B. teilweise
ungebundene oder abgelöste Zustände der DNS auf dem Histonoktamer. Da solche Subpo-
pulationen mit Ensemble FRET nicht aufgelöst werden können, müssen zur Klärung dieser
Frage Einzelmolekültechniken herangezogen werden. Wie bereits gesehen, eignet sich der
Bereich niedriger Energietransferintensitäten aber nur bedingt für diese Fragestellung. Da-
her wurden hierfür intern markierte Nukleosomen eingesetzt. Eine Zwischenstufe sind die
Nukleosomenproben mit intern markierter Linker DNS, die im Folgenden für die Analyse
von H1 Bindung verwendet wurden.

3.2.5. Verändert die Bindung von H1 das FRET-Signal und die dynamischen

Eigenschaften?

Die Kompaktierung durch H1 wurde mit innerhalb der Linker DNS markierter Nukleo-
somen analysiert. Besonderes Interesse galt dem Einfluss dieses Komplexes auf die Mo-
bilisierung der DNS unter thermischen Bedingungen. Dies wurde mit Gelelektrophorese,
Ensemblefluorimetrie und Einzelmolekülexperimenten untersucht. Im Prinzip dienen die-
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se Versuche auch der Kontrolle des Systems, da bekannt ist, daß H1 die Nukleosomen
kompaktiert und der Mobilisierung entgegenwirkt.

Abbildung 3.14. 601 Nukleosomen mit 220 bp DNS mit und ohne H1. A: Polyacrylamidgel (8%): M:
DNS Leiter; a1: Nicht mobilisierte Nukleosomen ohne H1; a2: Nicht mobilisierte Nukleosomen mit
H1; a3: Mobilisierte Nukleosomen ohne H1; a4: Mobilisierte Nukleosomen mit H1; B: Agarose Gel:
M: DNS Leiter; b1: Nicht mobilisierte Nukleosomen ohne H1; b2: Nicht mobilisierte Nukleosomen
mit H1; b3: Mobilisierte Nukleosomen ohne H1; b4: Mobilisierte Nukleosomen mit H1; Der Gel-
retardierungseffekt ist nur im Agarose Gel sichtbar. Jeweils 0,2 µg DNS für das Polyacrylamidgel
und 0,4 µg DNS Äquivalent für das Agarosegel. Die Mobilisierung fand bei 200-300 nM in Volumen

von 50 µl in 5 mM NaCl TE pH 7,5 Puffer statt.

In Abbildung 3.14 ist der Retardierungseffekt (Bandshift) zu sehen, der durch die zu-
sätzliche Masse von H1 (22,5 kDa) verursacht wird. Es fällt auf, daß bei PAGE der in
der Agarosegelelektrophorese durch H1 bedingte Gelretardierungseffekt nicht zu sehen ist.
Möglicherweise wird die Bindung von H1 durch den Elektrophoresepuffer gestört oder H1
wird durch die engmaschigere Gelmatrix abgestreift. H1 hat auch einen Einfluß auf die
Mobilisierung der Nukleosomen: So hemmt es deutlich die Bildung der nach einer Mobi-
lisierung typischerweise auftretenden Bande. Die neu entstehende Bande ist bei der H1
freien Probe nach gleicher Zeit viel deutlicher zu erkennen.
Das Ensemble FRET Experiment, dargestellt in Abbildung 3.15 A, ergibt zusätzliche Er-
kenntnisse: So ist eine kompaktere Ausgangstruktur der Nukleosomen mit H1 im Vergleich
zu Nukleosomen ohne H1 zu erkennen. Der Abstand der Farbstoffe, die wie in Schema
3.15 B dargestellt sind innerhalb der Linker-DNS liegen, wird durch die Kompaktierung
verringert. Bei Durchführung der thermischen Mobilisierung ist der Effekt auf die durch-
schnittlich gemessene Abstandsveränderung der Probe mit H1 viel geringer.
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Abbildung 3.15. Nukleosomen mit 220 bp der 601 DNS und Farbstoffen jeweils 30 bp innerhalb
der DNS A: Ensemble FRET Messung, Vergleich von Nukleosomen mit und ohne H1 bei thermi-
scher Mobilisierung. Die Mobilisierung der Probe mit H1 erscheint gehemmt, dennoch ändert sich
auch hier der gemessene durchschnittliche Abstand etwas. B: Schema der Markierung (links) und
erwartete Konformationsänderung durch die Bindung von H1 (rechts); C: Einzelmolekülanalyse
der Proben, links: freie DNS ergibt das typische Hintergrundsignal einer Einzelmolekülmessung,
aber keinen Energietransfer; mitte: Nukleosomen ohne H1 und rechts: Nukleosomen mit H1, bei
denen ein deutlich stärkerer Energietransfer auftritt. Die Proximitätsrate verstärkt sich bei der H1
enthaltenden Probe um ungefähr 35 %. Das Verhältnis von Oktamer zu H1 beträgt 1:1. Die Mobili-
sierung wurde bei einer Konzentration von 200-300 nM Nukleosomen in 5 mM NaCl und TE pH 7,5
durchgeführt. Für die Einzelmolekülspektroskpie wurden jeweils Verdünnungen gemacht, die dann
durch 0,2 µg/µl BSA sowie 1 mM Vitamin C und 1 mM Mercaptoethylamin stabilisiert wurden. Bei
der freien DNS Probe und auch im geringeren Maße bei den anderen Proben, fallen einige Signale
im Bereich sehr hohen Energietransfers auf. Ob es sich hierbei um Knickereignisse der freien DNS
handelt, die so einen hohen Energietransfer erklären könnten oder um Hintergrundrauschen und

andere Störungen, konnte bisher nicht schlüssig geklärt werden.

Diese Ergebnisse decken sich mit dem bisherigen Verständnis der Funktionsweise von H1.
Das Einzelmolekülexperiment in Abbildung 3.15 C zeigt DNS, Nukleosomen und Nukleo-
somen mit H1. Die Nukleosomen werden einheitlich kompaktiert, es bilden sich offenbar
keine Subpopulationen, die ein inhomogenes Signal verursachen würden.
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3.3. Nukleosomen mit intern markierter DNS

3.3.1. Charakterisierung intern markierter Nukleosomen

Die vorhergehenden Versuche haben gezeigt, daß für detailliertere Analysen der nukleoso-
malen Dynamik eine andere Art von Probe nötig ist. Um Subpopulationen zu trennen, wie
sie für Remodelierungsereignisse erwartet werden, sind größere messbare Unterschiede im
Energietransfer notwendig, um Rückschlüsse auf die Art des Mechanismus zu bekommen.
Mit internen Markierungen in der nukleosomalen DNS können die Abstände der Farbstoffe
im Vergleich zu den vorhergehend verwendeten Nukleosomen verringert werden und damit
der Energietransfer deutlich verstärkt werden.

Abbildung 3.16. Übersicht der DNS Sequenzen und der erwarteten, daraus gebildeten Nukleoso-
men unter der Annahme, daß die hier verwendeten Sequenzen ein der Kristallstruktur (1KX5)
ähnliches Nukleosom bilden würden (Darstellung mit Pymol [28]). Auch gilt dieser Fall nur für
zentral auf der DNS positionierte Nukleosomen, asymmetrisch positionierte Nukleosomen werden
in der nächsten Abbildung (3.17) diskutiert. A: die beiden oberen Sequenzen mit 170 bp Länge sind
zwei verschiedene 601 Sequenzen, die nach Rekonstitution in ein Nukleosom bei 92 bp Abstand der
Farbstoffe zueinander mittleren (ca. 50%) bzw. bei 85 bp Abstand hohen FRET (>80%) ergeben.
B: Die erwartete Konfiguration im Nukleosom; Die unteren beiden Sequenzen von 160 bp sind die
der 612 Sequenz, die analog ebenfalls Nukleosomen mit mittlerem und hohem FRET ergeben. Die
Wahl der Markierungsstellen beruht darauf, daß für die Donorfarbstoffe ähnliche Ansatzstellen,

hier Adenine, gewählt wurden.
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Im folgenden Abschnitt werden die intern markierten Nukleosomen im Detail beschrieben
und mit Einzelmolekültechniken genauer untersucht. Abbildung 3.16 zeigt das Schema der
Markierungsstrategie für intern markierte Nukleosomen. Die Strategie zur Detektion von
“Twist”- und “Loop”-Diffusion basiert auf der Annahme, daß sich bei einer Verschiebung
oder Versetzung der DNS auf dem Nukleosom der Abstand der Farbstoffe untereinander
verändern würde. In Abbildung 1.18 ist dieser Vorgang schematisch dargestellt. Es wurden
Nukleosomen mit einem erwarteten Energietransfer von um die 50% und Nukleosomen mit
höherem Energietransfer von über 80% konstruiert. Diese Unterschiede entsprächen dem
in Abbildung 1.18 gezeigten Abstandsveränderungen wie bei einer “Loop”-Diffusion. Zuvor
wurde mittels Analyse der Kristallstruktur des Nukleosoms 1KX5 abgeschätzt, an welchen
Positionen innerhalb der DNS die Markierungen erfolgen müssten. Abbildung 3.16 B zeigt
wo die Farbstoffe je nach Position der DNS auf dem Nukleosom zueinander stehen würden,
bei 92 und 85 bp (601 Sequenz), bzw. 92 und 82 bp (612 Sequenz) Abstand innerhalb der
DNS.

Nicht vergessen werden darf hier, daß nur die Ansatzpunkte der Basen vermessen wurden.
Die tatsächlichen Abstände der Farbstoffe variieren zusätzlich wegen der C6 Linker, mit
denen die Fluorophore an den Basen angekoppelt sind. Die Farbstoffe mitsamt Linker sind
frei um die Ansatzstelle herum beweglich, solange keine sterischen Behinderungen auftre-
ten. Auch ist die DNS Sequenz dieser Kristallstruktur eine andere als hier, was selbst zu
leichten Variationen führt. Abbildung 3.17 zeigt die Abstände der Markierungen, in Ab-
hängigkeit der genauen Position auf dem Nukleosom, falls dieses asymmetrisch positioniert
wären.

Von Bedeutung ist hier, daß die 612 Nukleosomen und die 601 Nukleosomen unterschiedlich
symmetrisch bzw. auch asymmetrische Positionen belegen. In Abbildung 3.18 A und B sind
die hier verwendeten 612 und 601 Nukleosomen im Vergleich auf einem Gel. Die kürzere
612 Sequenz hat bei einer Länge von 160 bp eine definierte Nukleosomenposition, die 601
hat bei einer Länge von 170 bp und dem gewählten Sequenzbereich der Ursprungssequenz
zwei Positionen. Die Einzelmolekülanalysen in Abbildung 3.18 C, zeigen ein verbreitertes
Signal bei der 601 Sequenz, das evtl. auf zwei verschiedene Konformationen mit leicht
unterschiedlichen Abständen zurückzuführen ist. Diese würden also zwei Werten der Kurve
in 3.17 entsprechen. Da solch geringfügigen Unterschiede detektiert werden können, die
nur auf der unterschiedlichen Position der Nukleosomen auf der DNS Sequenz beruhen,
wäre dieses System wohl in der Lage ein Phänomen wie “Twist”-Diffusion aufzulösen. In
Abbildung 3.19 ist ein Versuch dargestellt, Nukleosomen mit 601 und 612 DNS, wie sie
auch in Abbildung 3.18 zu sehen sind, quantitativ auszuwerten um diese Behauptung zu
untermauern.

Der nächste Versuch zeigt, wie mit Hilfe dieses Systems“Loop”-Diffusion detektiert werden
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Abbildung 3.17. A: Abschätzung der Farbstoffabstände je nach Position der DNS auf dem Nu-
kleosom, unter der Annahme, daß die gemessenen Nuklesomen eine ähnliche Struktur wie in 1KX5
ausbilden würden. Jeweils 21 Punkte wurden vermessen, je 10 bp von der symmetrischen Position
aus (Plotkurve A1: mittlere FRET Probe, Plotkurve A2: hohe FRET Probe), bei gleicher Anzahl
von Basenpaaren zwischen den Markierungsstellen. A1 und A2: Grundlage der Abstandsabschät-
zungen zwischen den Farbstoffansatzstellen auf Kristallstruktur 1KX5 mit Hilfe von Pymol [28],
rot und grün sind jeweils die Farbstoffansatzstellen bei zentraler Positionierung. Die schwarzen
Striche sind die Entfernungsmessungen zwischen den Basen; A1 entpricht einer Markierung mit
mittlerem erwartetem Energietransfer um 50 %, A2 einem hohen erwarteten Energiertransfer von

> 80 %; B1 und B2 analog für die 612 160 bp DNS Nukleosomen.
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Abbildung 3.18. A und B: Vergleich der 612 160 bp (A) und 601 170 bp (B) Nukleosomen (beide
intern markiert) im Polyacrylamidgel; C: Einzelmolekülanalysen von 601 und 612 intern markierten

Nukleosomen [50]. Erläuterungen im Text.

kann. Eine Mischung von mittleren und hohen FRET Nukleosomen wurde im Einzelmol-
külverfahren analysiert. Die mittleren und hohen FRET Proben der Nukleosomen ent-
sprechen den erwarteten Zuständen während einer “Loop”-Diffusion mit 10 bp Schritten.
In Abbildung 3.20 sieht man eine einzelmolekülspektroskopische Analyse von Einzelmes-
sungen und Mischungen der intern markierten Nukleosomen. Die Nukleosomen mit dem
mittleren FRET haben Proximitätsraten von 0,45, die mit hohem FRET von 0,8. Die
einzelnen Populationen sollten also klar voneinander getrennt werden können. Bei den
Mischungen lassen sich die bekannten Mengenverhältnisse zwar nicht exakt über die mit
spFRET gemessene Frequenz der jeweiligen Populationen bestimmen, aber die Popula-
tionen ergeben zwei deutlich unterschiedliche Signale. Durch die Mischung werden die
Verteilungen viel breiter, daher ist die Auswertung ungenau. Die erwartete Proximitätsra-
te der Populationen weicht deswegen in den Mischproben von den aus den Einzelmessung
bestimmten Werten ab. Da die beiden Nukleosomenpopulationen aber viel weiter ausein-
ander liegen, können sie trotzdem gut unterschieden werden. Das Auftreten der jeweils
anderen Nukleosomenpopulationen ist jedenfalls deutlich zu erkennen. Problematisch ist,
daß viele strukturverändernde Ereignisse zur gleichen Zeit auftreten müssten um ähnlich
wie in diesem Kontrollversuch nachweisbar zu sein. Falls nur wenige Nukleosomen in der
Probe zeitgleich in einem strukturveränderten Zustand vorlägen, könnten diese Ereignisse
im Hintergrundsignal verborgen bleiben.
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Abbildung 3.19. Diese Abbildung zeigt die Auswertung einer Einzelmolekülanalyse von 601 und 612
Nukleosomen mittels Anpassung von Gausskurven. Hier wurden jeweils Nukleosomen mit hohem
FRET genutzt, da deren Signal sich deutlich vom Hintergrund absetzt. Die Nukleosomen wurden
bei 50-100 pM Konzentration in 5 mM NaCl TE Puffer mit pH 7,5 und 0,2 µg/µl BSA, 1 mM
Vitamin C und 1 mM Mercaptoethylamin gemessen. In Histogramm A sind Nukleosomen mit der
612 160 bp DNS, die eine definierte Positionierung haben und damit hier als Kontrolle fungieren,
aufgetragen. Es zeigt sich eine relativ schmale Verteilung mit einem Wert für den Schwerpunkt
der Verteilung von 0,79. Bei den 601 170 bp Nukleosomen in Histogramm B, die zwei Positionen
aufweisen, ist die Verteilung deutlich breiter. Hier liegt der Schwerpunkt bei 0,63. Histogramm C
zeigt den Versuch zwei Gaussverteilungen an das FRET Signal von B anzupassen. Dabei zeigen
sich zwei Komponenten mit Proximitätsraten von 0,59 und 0,77. Die Komponente mit dem höheren
Energietransfer ist in diesem Experiment weniger stark vorhanden als die mit dem weniger hohen
Energietransfer. Dieses ungleiche Verhältnis deckt sich mit der Beobachtung der Gelelektrophorese,
in der häufig eine der Nukleosomenbanden schwächer ausfällt als die andere (siehe Gel 3.18 B).
Dieser Unterschied im Energietransfer entsteht daher vermutlich aus der unterschiedlichen Position

der Nukleosomen auf der DNS, ohne daß eine Schleife oder DNS-Ablösung involviert ist.
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Abbildung 3.20. Mischungen von 601 170 bp Nukleosomen mit interner Markierung und daraus
resultierendem hohem oder mittlerem FRET. Messungen bei 50-100 pM Nukleosomen, in 5 mM
NaCl TE pH 7,5 mit 0,2 µg/µl BSA, 1 mM Vitamin C und 1 mM Mercaptoethylamin. A: Histo-
gramm von Nukleosomen mit hohem FRET; B: Nukleosomen mit mittlerem FRET; C, D und E:
jeweils Mischungen der Nukleosomen im Verhältnis 3:1, 1:1 und 1:3. Um die Kurven quantitativ

auswerten zu können, wurden Gausskurven an die Werte angepasst.
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3.3.2. Einzelmolekülmessungen von Nukleosomen unter Einwirkung von

Remodellierungsfaktoren

In den nachfolgend beschriebenen Experimenten wurden mit den Remodellierungsfakto-
ren ISWI und BRG1, sowie mit dem Histonchaperon NAP1 strukturelle und dynamische
Veränderung der vorher beschriebenen Nukleosomen induziert. Diese Prozesse wurden mit
Einzelmolekülspektroskopie charakterisiert, um dann diese Ergebnisse mit den bekannten
Modellen vergleichen zu können. Je nach verwendeten Filterkombinationen und anderen
Parametern variieren die Proximitätsraten der einzelnen Messungen gleicher Nukleosomen
untereinander. Daher eignen sich diese mehr für komparative Vergleiche, als zur Bestim-
mung absoluter Größen.

3.3.3. Untersuchungen mit BRG1

BRG1 gehört, wie in der Einleitung beschrieben, zum SWI/SNF Nukleosomremodellie-
rungskomplex. Es ist aber auch ohne den gesamten SWI/SNF Komplex in der Lage Nu-
kleosomen zu mobilisieren. Dies ist auf einer Gelelektrophorese, in der Abbildung 3.21 zu
sehen. Ähnlich den Versuchen mit veränderter NaCl Konzentration, verschiebt sich die
heterogene Nukleosomenpopulation auf den 170 bp Nukleosomen in Richtung der asym-
metrischen Form. Zusätzlich scheint ebenso während der Gelelektrophorese weniger DNS
freigesetzt zu werden.
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Abbildung 3.21. Gelelektrophoretische Analyse einer Nukleosomremodellierung mit BRG1. A: PA-
GE - Mobilisierung auf 601 170 bp Nukleosomen; Es wurden hier 100 ng pro Ansatz BRG1 (ent-
spricht hier 100 nM) verwendet und 2 pmol Nukleosomen in 10 µl (entspricht 200 nM Nukleosomen)
in 5 mM NaCl, TE pH 7,5; 1 mM ATP; A1: Nukleosomen ohne BRG1; A2 : Nukleosomen mit BRG1
inkubiert. Inkubation erfolgte bei 37◦C für 1 Stunde. Zu sehen ist wie BRG1 die Nukleosomen zur
asymmetrischen Form hin verändert. B: Auswertung von A1 und A2 mit der Software ImageJ.
Nach der Inkubation sind im Verhältnis hier etwas mehr als 30% mehr asymmetrische positionierte

Nukleosomen vorhanden als vorher. Die freie DNS ist ebenfalls reduziert.

Analysiert man diese Remodellierung mit einer Einzelmolekülanalyse, wie in Abbildung
3.22, zeigt sich ein Effekt von BRG1 auf die Nukleosomen. Die Signalintensität erhöht sich,
bei einem leicht verstärktem Energietransfer. Es ist aber schwer zu interpretieren was im
Detail passiert, da deutliche Verschiebungen der Energietransferintensität nicht auftreten.
Die leichte Verschiebung hin zu einem stärkeren Energietransfer, sowie eine Verbreiterung
des Signals (s. Tabelle 3.22), könnte aber auf eine mögliche Verdrehung der DNS oder das
Auftreten von Populationen mit höherem Energietransfer hinweisen, die sich nicht klar
trennen lassen. BRG1 könnte aber an den Komplex binden und ihn stabilisieren, was auch
mit dem Gelretardierungseffekt im Agarosegel kompatibel wäre.
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Abbildung 3.22. Untersuchung von Nukleosomen (601 170 bp Nukleosomen mit erwartetem FRET
um 50%) während BRG1 Inkubation. Messungen bei 50-100 pM Nukleosomen, in 5 mM NaCl TE
pH 7,5 mit 0,2 µg/µl BSA, 1 mM Vitamin C und 1 mM Mercaptoethylamin und je nach Probe
mit 0,1 mM ATP und/oder 1,5 nM BRG1. Es kommt zu einer Verstärkung oder Stabilisierung der
signalgebenden Population. A: Nukleosom; B: Nukleosom mit BRG1 nach 15 min; C: Nukleosom
mit BRG1 nach 30 min; D: Nukleosom mit ATP Puffer; E: Nukleosom mit BRG1 und ATP Puffer
nach 15 min; F: Nukleosom mit BRG1 und ATP Puffer nach 30 min; Das Signal verändert sich in
der Kontrolle (BRG1 ohne ATP) nur leicht um weniger als 6%, in der ATP enthaltenden Probe
mit BRG1 verstärkt sich die relative Proximitätsrate um bis zu 17%. Aufälliger ist die relative

Verstärkung der Amplitude des Nukleosomsignals gegenüber dem Hintergrund.

A B C D E F

xc2 0,292±0,005 0,296±0,012 0,276±0,003 0,342±0,008 0,279±0,004 0,319±0,009

w2 0,217±0,012 0,234±0,025 0,209±0,009 0,289±0,018 0,206±0,009 0,291±0,021

BRG1 Inkubation. Proximitätsraten der Nukleosompopulation nach Anpassung an Gaus-
skurven. Der Fehler bezieht sich auf die Anpassung der Kurve, zusammengefasst aus Ab-
bildung 3.22.
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3.3.4. Untersuchungen mit ISWI

Analog den Versuchen mit BRG1 wurde ISWI eingesetzt, um Nukleosomen zu remodellie-
ren. Hier wurde ebenfalls die 601 170 bp Sequenz für die Gelelektrophorese und Einzelmo-
lekülexperimente verwendet. Bei Remodellierung mit ISWI wurden Nukleosomen ebenfalls
zur asymmetrischen Position hin überführt (Abbildung 3.24). Auffällig ist, daß die freie
DNS ähnlich wie bei den Versuchen mit BRG1, reduziert ist. Da weder von ISWI noch
von BRG1 bekannt ist, ein Histonchaperon wie z.B. yNAP1 zu sein, ist eine Erklärung,
daß ISWI und BRG1 bei der Elektrophorese stabilisierend wirken könnten. Ohne diese
Faktoren löst sich möglicherweise leichter DNS während der Elektrophorese ab.

Abbildung 3.24. Acrylamidgelelektrophorese (in 8% Gel) von Nukleosomen, die mit ISWI inku-
biert wurden und Auswertung der Bandenintensitäten mit der Software ImageJ. Ansatz: 2 pmol
Nukleosomen in 10 µl (entspricht 200 nM Nukleosomen) in 5 mM NaCl, TE pH 7,5; 1 mM ATP,
einmal ohne und einmal mit 1,2 pmol (entspricht hier 120 nM) ISWI; A1: Nukleosomen ohne ISWI;
A2: Nukleosomen mit ISWI inkubiert. B: Rechts daneben Intensitätsauswertung mit ImageJ. Das
Verhältnis von symmetrischer zu asymmetrischer Bande verändert sich hier um ca. 35 % in Rich-
tung asymmetrischer Position. Im Gel ist die sichtbare freie DNS ebenfalls sehr deutlich reduziert,

ähnlich wie bei BRG1.

Das Ergebnis des Einzelmolekülexperimentes fällt anders aus als bei yNAP1 oder BRG1
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Abbildung 3.23. Untersuchung des Effekts der BRG1 Konzentration auf die Änderung der signal-
gebenden Nukleosomenpopulation von A. Gansen [49]. A: In dieser Abbildung sind die Proximi-
tätsraten der gemessenen Nukleosomen gegen die Versuchszeit aufgetragen. Mit BRG1 Inkubation
nimmt die Population, die Energietransfer zeigt, mit der Zeit zu. Diese Darstellung ist die Grundla-
ge für die Auswertung in B. Die Signale in A wurden dafür in zwei Populationen eingeteilt: eine die
FRET zeigt und eine die keinen FRET aufweist. Das Verhältnis der Veränderung dieser Populatio-
nen zueinander ist in B dargestellt. In diesen Graphen ist die Signalentwicklung bei verschiedenen
BRG1 Konzentrationen gegen die Versuchszeit aufgetragen. Je deutlicher die Population die FRET
zeigt zunimmt, desto steiler ist die entsprechende Kurve in B. Die oberen beiden Kurven in B ent-
sprechen verschiedenen BRG1 Konzentrationen, in 10x Verdünnungsschritten (oben 10fache der
normal eingesetzten BRG1 Konzentration, mitte 1fache Konzentration). Die untere Kurve zeigt
den Effekt der Äqulibrierung, d.h. der Signaländerung in Abwesenheit anderer Faktoren, die bei

Einzelmolekülmessungen in den ersten Minuten auftritt.
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(Abb. 3.25). Es kommt hier nicht zu einer Stabilisierung oder Verstärkung der signalgeben-
den Nukleosomenpopulation, das Signal wird im Gegenteil schwächer und verschiebt sich
in Richtung niedrigeren Energietransfers. Eine Interpretationsmöglichkeit ist, daß ISWI
zwar ebenfalls an die Nukleosomen bindet, allerdings dabei die DNS so delokalisiert, daß
der Energietransfer schwächer wird. Bei zeitabhängiger Analyse im Minutenbereich, Abb.
3.26, ergeben sich auch keine direkten weitergehenden Erkenntnisse. Die Signalverbreite-
rung kann auch dahingehend interpretiert werden, daß eine zusätzliche Population von
Nukleosomen mit höherem FRET entsteht.
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Abbildung 3.25. Einzelmolekülanalyse von Nukleosomen (601 170 bp, medium FRET Probe) nach
15 Minuten Inkubation mit und ohne ISWI, jeweils mit und ohne ATP. Messungen bei 50-100
pM Nukleosomen, in 5 mM NaCl TE pH 7,5 mit 0,2 µg/µl BSA, 1 mM Vitamin C und 1 mM
Mercaptoethylamin und je nach Probe mit 0,1 mM ATP und mit 5 nM ISWI. Es werden weniger
Nukleosomen mit mittlerem Energietransfer aufgezeichnet und es zeichnet sich auch eine Verschie-
bung des Signals um ca. 20% in Richtung niedrigerem Energietransfers ab. Diese Reduktion der
signalgebenden Nukleosomenpopulation wäre mit einer Ablösung der DNS kompatibel, zusätzlich

verbreitert sich das Signal.

1A 1B 1C 1D

xc2 0,250±0,003 0,216±0,014 0,245±0,003 0,196±0,011

w2 0,232±0,007 0,349±0,02 0,232±0,007 0,346±0,019

Proximitätsraten der Nukleosompopulation nach Anpassung an Gausskurven. Die Fehler
beziehen sich auf die Anpassung der Kurven.

Eine weitere Erklärung ist, daß nur wenige Nukleosomen während der Messung in einer
intermediären Struktur der Remodellierungsreaktion vorliegen. Möglicherweise sind also
mehrere Komponenten vorhanden. Hier wurde bei der Auswertung der einfachste Fall an-
genommen. Es sieht teilweise so aus, als wäre eine Komponente mit höherem Energietrans-
fer nach ISWI Inkubation vorhanden. Generell ist aber auch ein gewisser Hintergrund zu
sehen, was im Bereich niedriger Intensität die Interpretation erschwert. Die Beobachtung
könnte auf eine lokalen Ablösung oder Verdrehung der DNS hinweisen.
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Abbildung 3.26. Hier wurde eine ISWI Inkubation mit 601 Nukleosomen mit 170 bp DNS in
Probenpuffer mit ATP unter den gleichen Bedingungen wie im vorherigen Versuch über längere
Zeit gemessen; A: nach 10 min; B: 20 min; C: 30 min; D: 40 min; E: 50 min; und F: 60 min. Es

kommt zu keiner weiteren deutlichen Veränderung.

2A 2B 2C 2D 2E 2F

xc2 0,204±0,017 0,172±0,023 0,220±0,028 0,181±0,018 0,210±0,020 0,189±0,014

w2 0,346±0,025 0,341±0,029 0,344±0,043 0,355±0,028 0,376±0,029 0,348±0,021

Proximitätsraten der Nukleosompopulation nach Anpassung an Gausskurven. Die Fehler
beziehen sich auf die Anpassung der Kurven.
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3.3.5. Untersuchungen mit yNAP1

Es gibt verschiedene Hinweise dafür, daß yNAP1 nicht nur bei der Assemblierung von
Nukleosomen in vivo beteiligt ist, sondern auch Nukleosomen mobilisieren kann (s. Ein-
leitung). Durch die Analyse der Gelelektrophoreseexperimente, in Abbildung 3.27 und 3.28,
können mehrere Beobachtungen gemacht werden: Einerseits verringert eine yNAP1-Inkubation
das Verhältnis der freien DNS zu nukleosomal gebundener DNS und die asymmetrische
Position wird relativ verstärkt (Banden A3 und A5), andererseits werden in der nicht mo-
bilisierten Probe durch yNAP1 keine Nukleosomen an Position N2 gebildet (A3). In der
moblisisierten Probe wird diese aber durch yNAP1 relativ verstärkt (Position N2 in A4
zu A5). Diese Beobachtung führt zu der Schlussfolgerung, daß yNAP1 in diesem Versuch
schon vorhandene Nukleosomen stabilisiert, die ansonsten während der Gelelektrophorese
evtl. leichter dissoziieren würden. Denn sonst wäre zu erwarten, daß yNAP1 auch in Bande
A3 Nukleosomen auf Position N2 neu bildet. Zwar ist ein leichter Schatten einer Bande
zu erkennen, diese läuft aber etwas höher. Da aber keine Bande auf der Position N2 zu
erkennen ist, kann man annehmen, daß yNAP1 Nukleosomen nicht nur neu bildet, sondern
auch die symmetrischen Nukleosomen in die asymmetrischen überführt, um das Verhältnis
wie beobachtet zu verändern.

Abbildung 3.28. Auswirkungen yNAP1 Inkubation auf Nukleosomen mit 170 bp der 601 DNS. Es
wurden je 2 pmol Nukleosomen in 10 µl (entspricht 200 nM Nukleosomen) in 5 mM NaCl, TE pH
7,5 eingesetzt. Je nach Probe wurde entweder mit oder ohne 1,5 µM yNAP1 für 3 Stunden bei
37◦C inkubiert; A: Polyacrylamidgel von yNAP1 Inkubation. A1: DNS Leiter; A2: Nukleosomen
nach Inkubation bei 37◦C für 1 Stunde ohne yNAP1; A3: Nukleosomen nach Inkubation bei 37◦C
für 3 Stunden mit yNAP1. B: Auswertung von Banden A2 und A3 mit der Software ImageJ, oben
A2, unten A3. Das Verhältnis von symmetrischer zu asymmetrischer Position ändert sich hier sogar

um ca. 50% in Richtung der asymmetrischen Position.



129

Abbildung 3.27. Versuche mit yNAP1. Es wurden je 2 pmol Nukleosomen in 10 µl (entspricht 200
nM Nukleosomen) in 5 mM NaCl, TE pH 7,5 eingesetzt. Je nach Probe wurde vorher entweder
für 3 Stunden bei 55◦C mobilisiert und gegebenenfalls nach der Mobilisierung mit 1,5 µM yNAP1
für 3 Stunden bei 37◦C inkubiert; A1: DNS Leiter; A2: Nukleosom auf 220 bp 601 Sequenz nach
Inkubation für 3 Stunden bei 37◦C ohne yNAP1; A3: Nukleosom nach Inkubation mit NAP1 für 3
h bei 37◦C; A4: Nukleosom nach thermischer Mobilisierung für 3 Stunden bei 55◦C und anschlie-
ßender Inkubation für 3 Stunden und 37◦C ohne yNAP1; A5: Nukleosom nach Mobilisierung für 3
Stunden bei 55◦C und anschließender Inkubation mit yNAP1 für 3 Stunden bei 37◦C; Inkubation
mit yNAP1 verringert den Anteil an freier DNS. Zusätzlich wird auch die asymmetrische Form
relativ zur symmetrischen verstärkt. B: Auswertung von Banden A2 (oben) und A3 (unten) mit

der Software ImageJ; C: Auswertung von Banden A4 (oben) und A5 (unten).

Der Mechanismus, wie yNAP1 Nukleosomen von der symmetrischen, zentralen Position, in
die asymmetrische Form überführt, kann hier nicht geklärt werden, da eine Verlagerung der
Population zu einem niedrigeren oder stärkeren Energietransfer nicht deutlich stattfindet.
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Abbildung 3.29. spFRET Analyse von yNAP1 mit 601 170 bp Nukleosomen. Messbedingungen:
50-100 pM Nukleosomen, in 5 mM NaCl TE pH 7,5 mit 0,2 µg/µl BSA, 1 mM Vitamin C und 1 mM
Mercaptoethylamin und jeweils mit oder ohne 67,5 nM yNAP1; A: Nukleosomen ohne yNAP1; B:
Nukleosomen mit yNAP1 nach 30 min; C: Nukleosomen mit yNAP1 nach 60 min; Nukleosomen mit
yNAP1 nach 90 min. Die Proximitätsrate schwankt nur um 6 % im Verlauf des Experimentes. Die
Intensitäten nehmen zwar geringfügig zu, ebenso aber auch das Hintergrundsignal. Die Verteilung

wird auch geringfügig schmaler.

A B C D

xc2 0,454±0,012 0,436±0,019 0,456±0,009 0,450±0,014

w2 0,359±0,026 0,376±0,041 0,340±0,019 0,333±0,029

Proximitätsraten der Nukleosompopulation nach Anpassung an Gausskurven. Der Fehler
bezieht sich auf die Anpassung der Kurve.



Kapitel 4

Ausblick:

4.1. Messung von nukleosomaler Dynamik im Millisekundenbereich

In einer Kooperation mit Prof. Dr. Claus Seidel, Dr. Suren Felekyan und Alexander Gan-
sen im Rahmen des DFG SPP1128, wurden weitere Einzelmolekültechniken verwendet,
um intrinsische dynamische Prozesse des Nukleosoms in Abwesenheit anderer Faktoren zu
untersuchen.
Das Prinzip der Messung in freier Diffusion kommt auch in den folgenden Versuchen zur
Anwendung, jedoch war es hier möglich während der Transition eines Teilchens Variationen
in einem Messereignis zu detektieren. Zusätzlich kann mit der in der Einleitung beschrie-
benen PDA Methode eine heterogene Signalverteilung besser diskriminiert werden, da
die ursprünglichen Signale, die zu einer heterogenen Verteilung führen, simuliert werden
können. Mit einer zusätzlichen zeitabhängigen Datenverarbeitung können dynamische Er-
eignisse, die auf einerer schnelleren Zeitskala ablaufen als die Diffusion des gemessenen
Teilchens durch den Fokus, mit dieser Methodik untersucht werden.

Ziel der Messungen war es, die dynamischen Veränderungen der nukleosomalen Struktur in
Abwesenheit anderer Faktoren zu untersuchen. Abbildung 4.1 zeigt die Charakterisierung
der Nukleosomen mit dem MFD Aufbau (s. Einleitung). Über die Messung des Verhält-
nisses von grüner zu roter Emission und der Fluoreszenzlebensdauermessung, kann die
Nukleosomenprobe von Hintergrundsignal und dissoziierten Nukleosomen unterschieden
werden. Die Population ohne FRET, die in B und C zu sehen ist, stammt wahrscheinlich
von freier DNS und anderen Störquellen. Auffällig ist auch hier bereits eine Verteilung von
verschiedenen FRET Intensitäten in der Nukleosomenprobe. Bei erhöhter NaCl Konzen-
tration verstärkt sich auch das Hintergrundsignal. Die Graphen D - F geben Aufschluß
über die zeitabhängige Signalentwicklung. Bei erhöhter NaCl Konzentration scheinen die
Nukleosomen bereits leicht zu dissoziieren, bis zum Ende der Messung ist aber noch eine
intakte Nukleosomenpopulation vorhanden.
Die gezielte Selektion der FRET Signale für die weitere Analyse erlaubt die Trennung des
Signals von Hintergrund und dissoziierten Nukleosomen. Die Daten eines einzelnen Nukleo-
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Abbildung 4.1. Mit dem MFD charakterisierte Nukleosomenproben (601 170 bp Nukleosomen, mit
Alexa 488 und Alexa 594 als Donor und Akzeptor), TE pH 7,5 mit 0,1 µg/µl BSA, 1 mM Vitamin
C bei 5 mM NaCl (A) und 130 µW Laserleistung; 25 mM NaCl (B) und 50 mM NaCl (C) bei
Raumtemperatur. Aufgetragen ist das Verhältnis von Fg/Fr (Fluoreszenzverhältnis von Grün/Rot)
gegen die Lebensdauer im grünen Kanal (Donor). Je niedriger das Verhältnis von grüner zu roter
Emission ist, desto höher ist der Energietransfer in der Probe. Zusätzlich wird durch FRET auch
die Lebensdauer des Donorfarbstoffes reduziert. Bei höherer NaCl-Konzentration dissoziieren die
Nukleosomen bereits teilweise. In B und deutlicher in C ist eine Population mit geringem bis
keinem Energietransfer zu erkennen, die auf dissoziierte DNS beruht. Am rechten Rand der Ab-
bildung ist das Signalverhältnis aufgetragen, dies entspricht den vorangegangenen Histogrammen
der Einzelmolekülanalysen. Der Vorteil bei dem MFD Aufbau ist die Möglichkeit der Selektion der
Datenbereiche für die weitere Analyse. So können gezielt die Signale, die FRET aufweisen, getrennt
von dem Hintergrundsignal oder Störungen aufgrund dissoziierter Proben weiteruntersucht werden.
D, E und F zeigen die Signalentwicklung über die Dauer des Experimentes. In F kann man deutlich
erkennen, daß die Nukleosomen unter diesen Bedingungen im Verlauf des Experimentes teilweise
dissozieren und das Hintergrundsignal entsprechend zunimmt.(Kooperation innerhalb des DFG

SPP1128; Felekyan, S., Seidel, C.A.M., Gansen, A., Hauger, F., Langowski J.)
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soms, d.h. die Signalverhältnisse von rotem und grünem Signal, können dann zeitaufgelöst
betrachtet werden. Dies geschieht auf folgende, vereinfacht dargestellte Weise: Die Signa-
le, die während des Transits eines Nukleosoms, also eines sogennanten“Bursts”, durch den
Fokus aufgenommen werden, werden in der bisher verwendeten Einzelmolekülanalyse zu
einem Energietransferwert zusammengerechnet. Würde man pro Ereignis, also pro Transit
eines Nukleosoms durch den Fokus genau einen Wert definieren, gäbe es keine Dynamik.
Teilt man den Transit aber in mehrere kürzere Abschnitte ein, als für die Dauer des Transit
eines Nukleosoms nötig ist, kann man für diese getrennt Werte ermitteln. In Abwesenheit
einer Dynamik sollten diese alle gleich sein, unterscheiden sich die gemessenen FRET Wer-
te der Teilabschnitte für ein Nukleosom aber, ist das ein Hinweis auf Dynamik (s. Abb.
4.3). Je nach Definition der Teilabschnitte können verschiedene Zeitfenster untersucht
werden. Eine solche zeitfensterabhängige Analyse ist die Grundlage der in Abbildung 4.2
dargestellten PDA Analyse.

Abbildung 4.2. Zeitabhängige PDA Analyse von 601 170 bp Nukleosomen (Alexa 488/594). A:
bei 5 mM NaCl erscheint je nach gewähltem Beobachtungsfenster von 0,5 und 1 ms Zeitfenster
kein großer Unterschied aufzutreten. Nur im 3 ms Zeitfenster (blaue Kurve) sieht man eine leichte
Variation. B: Anders ist die Situation bei 50 mM, hier ist eine deutlichere Verschiebung bei 3
ms sichtbar.(Kooperation innerhalb des DFG SPP1128; Felekyan, S., Seidel, C.A.M., Gansen, A.,

Hauger, F., Langowski J.)
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Abbildung 4.3. Schematisch sind in der Abbildung zwei verschiedene Einzelmolekülereignisse
(“Bursts”) dargestellt. Im ersten Fall wandert ein Molekül mit einem konstanten Energietransfer,
im zweiten Fall ein Molekül mit wechselndem Energietransfer durch den Fokus. Ohne Aufteilung
der Signale in kleinere Teilabschnitte, ergäbe sich bei beiden gemessenen Molekülen ein gemittelter
Wert für den Energietransfer. Bei Aufteilung der Ereignisse in mehrere Abschnitte würde man
bei dem zweiten Ereignis zwei unterschiedliche Energietransferintensitäten messen. Durch den Ver-
gleich der Ergebnisse der unterschiedlichen Einteilungen miteinander kann man den dynamischen
Charakter des Partikels erkennen. Darüber hinaus kann man das Zeitfenster zuordnen, in dem die

Fluktuation aufgetreten ist.

Abbildung 4.2 A zeigt die Analyse von 3 verschiedenen Zeitfenstern im Bereich von 0,5
ms, 1 ms und 3 ms für eine 601 170 bp Nukleosomprobe bei 5 mM NaCl. Bei 3 ms ist
eine geringe Abweichung der Kurven voneinander zu erkennen. Abbildung 4.2 B zeigt
diese Analyse für Nukleosomen bei 50 mM NaCl. Hier ist eine deutlichere Abweichung des
Signals im 3 ms Fenster von denen des 0,5 und 1 ms Zeitfensters zu sehen.

In Abbildung 4.4 ist eine detailliertere Untersuchung der mobilen Konformation darge-
stellt. Es wurden verschiedene Verteilungen simuliert, die am besten auf die experimen-
tellen Daten passen. Am besten kompatibel mit den gemessenen Proben ist ein Modell
mit zwei statischen Populationen mit verschiedenen Energietransfereffizienzen und einer
transient auftretenden Population (rote Kurve in C und D: Mobile). Diese transiente Popu-
lation weist aber eine sehr breite Verteilung auf. Bei erhöhter Natriumchloridkonzentration
ist die transiente Population stärker vorhanden, und das Verhältnis der stabilen Konfor-
mationen (blaue und grüne Kurve in C und D: HF und MF, für High FRET und Medium
FRET) zueinander verändert sich ebenfalls. Das veränderte Verhältnis der stabilen Kon-
formationen passt auch zu den in den anderen Versuchen gemachten Beobachtungen über
die 601 Sequenz. Daher kann man davon ausgehen, daß diese stabilen Konformationen
den verschiedenen Positionierungen auf dem Nukleosom entsprechen. Der Ursprung der
transienten Population ist nicht völlig klar. Es besteht die Möglichkeit, daß diese sehr
breite Verteilung ein Artefakt ist und auf photophysikalischen Effekten oder Störungen
aufgrund freier DNS oder Pufferverunreinigungen beruht und nicht auf einer tatsächlich
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vorhandenen Nukleosomensubpopulation. Die Verlagerung der HF und MF Populationen
in Abhängigkeit der Natriumchloridkonzentration kann aber mit dieser Technik genauer
beobachtet werden. Unter diesen Umständen gibt es aber keinen Beweis für das Auf-
treten einer intermediären Struktur, die bei einem Übergang zwischen der HF und MF
Nukleosomenpopulationen auftreten könnte. Um solche möglichen Übergangszustände zu
beobachten, sind also andere Proben oder Messbedingungen notwendig, die diese induzie-
ren können.

Abbildung 4.4. Untersuchung der mobilen Konformation. A und B: Signalverteilung und Simula-
tion bei 5 und 25 mM NaCl. Gezeigt sind die tatsächlichen Signale (grau) und Simulationen von
mehreren Komponenten, die am besten mit diesen Daten übereinstimmen (lila). C und D: 5 und
25 mM NaCl Probe: Hier sind Verteilungen simuliert, die am besten auf die eigentlichen Daten des
3 ms Zeitfensters passen. Zwei stabile Konfigurationen und eine mobile bzw. transiente Population
sind mit den gemessenen Daten am besten kompatibel. In D sieht man wie in der vorhergehenden
Abbildung den Effekt erhöhter NaCl-Konzentration (von 25 mM). Der Anteil der mobilen Kon-
figuration nimmt zu, und es verlagert sich das Verhältnis der beiden stabileren Konfigurationen
zueinander. (Kooperation innerhalb des DFG SPP1128; Felekyan, S., Seidel, C.A.M., Gansen, A.,

Hauger, F., Langowski J.)





Kapitel 5

Diskussion

Fluoreszenzenergietransfer ist eine wichtige Methode, Strukturen und dynamische Verän-
derungen zu untersuchen. Bereits 1980 wurden mittels FRET Nukleosomen bei verschie-
denen Ionenstärken untersucht und aus den Beobachtungen Rückschlüsse auf die Struktur
und Verbindung der DNS mit den H3 und H4-Terminalen geschlossen [37]. Wie in der
Einleitung besprochen, konnte mit Ensemble FRET auch die Geometrie der Linker DNS
und der Einfluß von Natriumchlorid und Magnesiumchlorid auf diese untersucht werden
[121]. Darauf aufbauend konnten nun auch zusätzlich die Auswirkungen von Histonmodi-
fikationen, in diesem Fall der Acetylierung, auf die Struktur der Nuklesomen beobachtet
werden [122]. Auf eine ähnliche Weise wurden vor kurzem auch Erkenntnisse über die
Histonvariante H2A.Z gewonnen. In einer Studie wurde die Dissoziation von peripherer
nukleosomaler DNS durch Erhöhung der Ionenstärke untersucht. Die Beobachtung war,
daß H2A.Z eine Stabilisierung der Struktur gegenüber H2A bewirkt [96]. Kürzlich konnte
auch der Einfluss von DNS bindenden Proteinen wie LexA auf das dynamische Equlibrium
der DNS-Histonoktamer Bindung untersucht werden [77]. Dies ist für die Frage bedeutend,
wie z.B. Transkriptionsfaktoren oder andere Proteine die DNS sequenzabhängig binden,
ihre Zielsequenz erreichen können, falls diese im Nukleosomen verborgen ist. Ähnliche
Versuche wurden mit dem Transkriptionsfaktor Amt1 durchgeführt [132].
Anders als in diesen Experimenten, wurden hier in der vorliegenden Arbeit Einzelmolekül-
techniken eingesetzt, um zu detaillierteren Ereignissen zu gelangen. Während der Durch-
führung dieser Arbeit wurden auch einige andere Studien publiziert, die vergleichbare
Proben und Einzelmolekültechniken nutzten. So gelang es in [76] spontane Konformati-
onsänderungen im Nukleosom zu detektieren. Nach dieser Studie oszilliert nukleosomale
DNS zwischen gebundenen und teilweise abgelösten Zuständen. So sei sie nur für jeweils ca.
250 ms komplett an das Histonoktamer gebunden, um dann für 10-50 ms teiweise abgelöst
vorzuliegen. Dieses spontane Abwickeln der DNS könnte Proteinen Zugang zu nukleoso-
maler DNS ermöglichen. Von einer anderen Arbeitsgruppe wurden Experimente durchge-
führt, bei der Nukleosomen an Oberflächen gebunden wurden [120]. Dies ermöglicht eine
zeitaufgelöste Messung der nukleosomalen Dynamik im Sekundenbereich. Dadurch wurde
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es möglich, längere, in diesem Fall reversible, Konformationsänderungen des Nukleosoms
zu beobachten. Eine andere Arbeit demonstrierte wie hier die Verwendung von intern
markierter DNS für die Generierung von Nukleosomenproben mit hohem Energietransfer
[80].

Die vorliegende Arbeit legt den Schwerpunkt auf die genauere Charakterisierung der Farb-
stoffpositionen und Messbedingungen als Basis für weitere Versuche. Es wurden verschie-
dene Markierungspositionen untersucht und insbesondere die Veränderungen der Farb-
stoffabstände, die bei intern markierter nukleosomaler DNS allein durch unterschiedliche
Repositionierung auf dem Histonoktamer entstehen können, beschrieben. Diese Charak-
terisierung dient als Basis für die in dieser Studie auf Einzelmolekülebene untersuchte
Wirkung von Remodellingfaktoren und Histonchaperone auf die nukleosomale Struktur
und Dynamik.
Der Einsatz von Techniken wie der PDA Analyse mit zeitfensterabhängiger Datenanaly-
se erweiterte die Analysemethoden um die Möglichkeit schnelle dynamische Prozesse im
Millisekundenbereich zu detektieren. Auch können Nukleosomenproben mit heterogenen
Populationen damit genauer beschrieben werden.

Diskussion der einzelnen Abschnitte

Etablierung des Fluoreszenzmarkierungssystems:

In dieser Arbeit wird das bereits etablierte Nukleosomenmodellsystem (Markierungen an
den 5´-Enden der DNS [121]) für Messungen von dynamischen Aspekten eingesetzt, sowie
auch andere Markierungsstrategien untersucht und neue entwickelt. Hier zeigt sich, daß die
PCR-Methode verlässlicher und reproduzierbarer ist, als die ebenfalls untersuchte Hybri-
disierungstechnik. Besonders die Qualität der erhaltenen DNS war mit der PCR-Technik
wesentlich besser. Nachteilig bei der PCR-Technik hingegen ist, daß die Länge der mar-
kierten DNS, zumindest im Falle von interner Markierung, nicht beliebig gewählt werden
kann. Je nach Länge des Oligonukleotids nimmt das Verhältnis an markierter DNS durch
synthesebedingte Probleme, wie z.B. “trityl-off” Fehler (Kettenabrüche bei der Synthese
der DNS) ab. Falls die Farbstoffe im Nukleosom nahe beieinander liegen sollen, müssen
die Farbstoffe innerhalb der DNS einen Abstand von 80-100 bp haben. Ab ca. 50-60 Ba-
sen Länge nimmt die Qualität der Markierung spürbar ab. Bei dieser Länge ist es auch
schwierig, unmarkierte von markierten Oligonukleotiden zu trennen, da die Längen- und
Massenunterschiede der Oligonukleotide prozentual geringer sind als bei kurzen Primern.
Als Konsequenz sind intern markierte Nukleosomen mit hohem Energietransfer mit mehr
als 180-200 bp zur Zeit schwierig zu realisieren. Hier wäre die Hybridisierungstechnik eine
Alternative, wenn sie effektiver betrieben werden könnte. Die verwendeten Farbstoffe wie
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Alexa 488/594 o. ä. sind für Einzelmolekülanalysen sehr gut geeignet. Eine weitere Mög-
lichkeit ist die Markierung der Histone mit Alexa oder vergleichbaren Farbstoffen. Dafür
müssten aber auch die Histone modifiziert werden, was einen weiteren Eingriff in deren
Struktur darstellt.

Vergleich der DNS-Sequenzen:

Der Vergleich der verschiedenen DNS Sequenzen zeigt Unterschiede im Positionierungsver-
halten nach der Rekonstitution. Auch bei der Mobilisierung giebt es große Unterschiede.
Es zeigt sich, daß die gebräuchliche 5S rDNS Sequenz bei ca. 220 bp Länge viele ver-
schiedene Positionen ausbildete, die 601 und 612 bei vergleichbarer Länge jedoch nur zwei
Positionen. Bei der Mobilisierung waren die 5S rDNS und die 612 bei dieser Länge relativ
träge, anders als die 601 Sequenz die deutliche Veränderungen zeigte. Es zeigte sich daher,
daß die 601 Sequenz die geeignetere für Remodellierungsversuche ist, wobei die anderen
Sequenzen weiter als Kontrollen und Vergleichsproben dienen kann. Praktisch ist bei der
601 Sequenz das Auftreten von zwei Positionen, so daß man bei Positionsveränderungen
die Änderungen der Verhältnisse nachvollziehen kann. Die 612 Sequenz von 160 bp Länge
ist hingegen eine gute Kontrolle für definierte Positionen, da hier keine Subpopulationen
mit abweichenden Konformationen und daraus resultierendem Energietransfer auftreten
können.

Charakterisieren der unterschiedlich markierten Nukleosomenkonstrukte:

Die Analyse der am Ende der Linker-DNS markierten Nukleosomen mittels Ensemble
FRET ermöglicht es, thermische Remodellierung zeitaufgelöst zu beobachten. Die Ge-
lanalysen zeigen, daß die Nukleosomen bei 601 und 612 DNS an den Rand der DNS
mobilisiert werden. In den Ensemblemessungen vergrößern sich die Abstände der DNS
ebenfalls. Dieser Prozeß reduziert sich erwartungsgemäß auch mit verkürzen der DNS.
Im Falle der 5S rDNS weichen die Resultate aber von der Erwartung nach der Gelelek-
trophorese ab, bei der sich eine Reduktion der asymmetrischen Konformation zeigt. Die
Ensemblemessungen zeigten aber auch für die 5S rDNS Sequenz eine Zunahme der durch-
schnittlichen Abstände der Linker-DNS Enden. Möglicherweise ändert sich daher auch
deren Geometrie und bewirkt damit eine Vergrößerung der Abstände, die dann aber auch
unter Normalbedingungen nach Ende des Versuches weiterbesteht. Dies belegt auch die
Notwendigkeit für Versuche, bei denen nicht über die gesamte Population gemittelt wird,
wie die Einzelmolkülanalyse. Denkbar sind aber auch Gelextraktionstechniken, die einzel-
ne Nukleosompopulationen extrahieren. In dieser Arbeit wurden solche Versuche testweise
durchgeführt, es gelang jedoch nicht die Acrylamidkontaminationen zu beseitigen, ohne
die strukturelle Integrität der Nukleosomenkomplexe instandzuhalten. Diese Reste stören
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jedoch erheblich die spektralen Eigenschaften der Probe, so daß eine Fluorsezenzmessung
sehr erschwert wird.
Messungen mit verschiedenen NaCl-Konzentrationen zeigen, daß die Struktur der Linker
DNS zwar kompakter wird, die relativen Änderungen der Abstände bei einer thermischen
Mobilisierung aber ähnlich sind. Es wurde aber auch beobachtet, daß NaCl-Konzentrationen
einen Einfluß auf die Positionierung der Nukleosomen auf der 601 DNS haben. Bei erhöh-
ter NaCl-Konzentration liegen mehr asymmetrisch positionierte Nukleosomen vor, als bei
niedrigerer NaCl-Konzentration.
Die Bindung von H1 kann mit Nukleosomen, die innerhalb der Linker DNS markiert waren,
untersucht werden. Nukleosomen mit H1 hatten einen deutlich verstärkten Energietransfer
im Vergleich mit den vorher verwendeten, nur an den 5´ Enden der DNS markierten Nu-
kleosomen. Der Vergleich des Mobilisierungsverhaltens von Nukleosomen mit und ohne H1
zeigt auch, daß bei Bindung von H1 die thermische Mobilisierung weitestgehend gehemmt
wird. Mit dieser Art von Markierung können auch andere Proteine untersucht werden, die
die Linker-DNS Geometrie verändern könnten.
Bei einer Markierung innerhalb der nukleosomalen DNS kann es allein je nach Position
der DNS auf dem Nukleosom zu unterschiedlichen Abständen kommen. Mit verschiedenen
Nukleosomenkonstrukten, die nur eine oder zwei verschiedene Nukleosomenpopulationen
bilden, wurde die Auswirkung dieser Eigenschaft auf die Messergebnisse untersucht. Die
601 und 612 Sequenzen dienen hierfür als Modell. Die 612 Nukleosomen mit einer Nukleo-
somposition bildet ein scharfes FRET Signal, die 601 Nukleosomen mit zwei Nukleosom-
positionen ein verbreitertes Signal. Derart geringe Abstandsveränderungen von weniger
als 1 Nanometer sind in der Analyse also deutlich sichtbar.

Untersuchung der Remodellierungsfaktoren und Histonchaperone:

Für die Detektion von “Twist”- oder “Loop”-Diffusion wurden intern in der nukleosomalen
DNS markierte Nukleosomen entwickelt und charakterisiert. Anhand von Modellexperi-
menten kann gezeigt werden, daß diese Remodellierungsmechanismen mit den verwende-
ten Proben und Techniken prinzipiell detektiert werden können. Mit diesen intern in der
nukleosomalen DNS markierten Nukleosomen, konnte eine Analyse von ISWI, BRG1 und
NAP-abhängigen dynamischen Prozessen im Nukleosom durchgeführt werden.

BRG1 und ISWI:

Die Remodellierungsfaktoren ISWI und BRG1 verändern die Struktur der Nukleosomen.
Die Messungen zeigen einen veränderten Energietransfer der Nukleosomen während und
nach der Reaktion. Veränderungen der Farbstoffabstände von mehreren Nanometern wie
bei einer “Loop”-Diffusion zu erwarten sind, wurden nicht beobachtet. Es besteht aller-
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dings die Möglichkeit, das die Remodellierungsereignisse zu selten auftreten und daher
nicht deutlich genug abgebildet werden. Trotzdem ergeben sich Hinweise auf die Funk-
tionsweisen. In der Einleitung wurde beschrieben, daß BRG1 und ISWI wahrscheinlich
unterschiedliche Wirkungsweisen haben [38, 91].
BRG1 führt, wie in den Einzelmolekülanalysen zu sehen ist, zu einer Stabilisierung der
signalgebenen Nukleosomenpopulation bzw. einer leichten Verstärkung des Energietrans-
fers, ISWI hingegen zu einer Verminderung des Energietransfers. Eine Ablösung oder Ver-
drehung der DNS wäre mit den hier mit ISWI im Einzelmolekülexperiment gemachten
Beobachtungen des reduzierten Signals kompatibel. Die Signale verbreitern sich bei ISWI
sowie auch bei BRG1, ein möglicher Hinweis auf das Auftreten von Subpopulationen mit
anderen Konformationen und Energietransfer. Es wurden hier allerdings andere DNS Se-
quenzen als in den zitierten Studien verwendet, weswegen sich Ergebnisse nicht so ohne
weiteres übertragen lassen, da Remodellierungsprozesse auch von der DNS Sequenz abhän-
gig sind. Andererseits ist es aber auch möglich, daß das Substrat, die 601 Sequenz, für diese
Experimente nicht ideal ist. Es gibt Hinweise auf eine Art “DNS Code” für Remodelling
(Vortrag G.Längst). Bei unterschiedlichen Sequenzen könnten die Komplexe jeweils anders
wirken, da manche DNS Sequenzen in gewisser Weise ein Signal für Remodellierung geben
könnten, bzw. eine solche möglicherweise behinderten.
Eine sehr wichtige Beobachtung betrifft die ATP-Abhängigkeit der Reaktionen. Bei den
Versuchen mit ISWI verändert sich der Energietransfer direkt unabhängig von der ATP
Konzentration (vgl. Abb. 3.25). BRG1 hingegen zeigt erst bei Anwesenheit von ATP einen
Effekt (s. Abb. 3.22). Das lässt darauf schliessen, daß ISWI allein durch Anlagerung an
das Nukleosom einen Effekt auslöst, der aber noch nicht von der Energie des ATP ab-
hängig ist. Es ist theoretisch denkbar, daß ISWI ATP sehr schnell verbraucht, und dann
in einem Schritt gebunden ist, für dessen Bewältigung weiteres ATP notwendig wäre.
Bei den hier verwendeten Konzentrationen ist das aber nicht wahrscheinlich. Denkbar
ist auch, daß ISWI ein “Zeitfenster” zur Anlagerung benutzt, in dem die DNS kurzzeitig
nicht im Nukleosomkomplex gebunden ist und dann entweder eine Wiederanlagerung der
DNS behindert, oder dabei dann zu einer Strukturveränderung führt. BRG1 zeigt einen
solchen ATP-unabhängigen “Bindeeffekt” nicht. Deutliche Strukturveränderungen treten
erst bei Anwesenheit von ATP auf. Dies spricht entweder dafür, daß BRG1 sich ohne
Strukturveränderung anlagert, oder aber erst in Anwesenheit von ATP. Eine Möglichkeit
zur Klärung dieser Fragen wäre beispielsweise die Fluoreszenzmarkierung dieser Faktoren
und des Nukleosoms, um dann zu messen unter welchen Umständen Komplexe zwischen
diesen Auftreten.
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yNAP1:

Das Histonchaperon yNAP1 verändert zwar den Energietransfer der Nukleosomen nicht
deutlich, aber es zeigt sich ein deutlicher Effekt im Gel. Diese Beobachtung schliesst aber
nicht aus, daß yNAP1 unter den Messbedingungen nicht aktiv ist. Es ist denkbar, daß
die Reaktion sehr schnell stattfindet, bzw. auch das yNAP1 and die Nukleosomen bindet
und sie so stabilisiert. ohne daß eine Veränderung der Struktur stattfindet. Damit könnten
auch zum Teil die Gelexperimente erklärt werden. Es kann sein, daß der Effekt im Gel
bei längerer DNS von 220 bp nur darauf beruht, daß yNAP1 die Nukleosomen stabilisiert,
die sonst während der Elektrophorese dissoziieren würden. Bei 170 bp DNS kommt es
jedoch auch deutlich zu einer Veränderung der Verhältnisse zwischen asymmetrischer und
symmetrischer Position. Diese Veränderung war mit der Einzelmolekülanalyse nicht zu
beobachten.

Insgesamt ergibt sich das Dillema, einerseits bestimmte Effekte sehen zu können, anderer-
seits ist es aber (noch) nicht möglich direkte Rückschlüsse auf die zugrunde liegenden Me-
chanismen der Remodellierung zu ziehen. Mit der Einzelmolekülanalyse kann aber gezeigt
werden, daß bei intern markierten Nukleosomen geringe Unterschiede und Variationen
gemessen werden können. Diese Technik ist also prinzipiell geeignet, “Loop/Bulge”- sowie
auch “Twist”- Diffusionsphänomene in vitro zu unterscheiden.
Für nachfolgende Experimente ist es sinnvoll mehrere verschiedene DNS Sequenzen zu
verwenden um Teile der angesprochenen Probleme zu umgehen. Wichtig sind auch weitere
Versuche um die Enzymkinetik unter Einzelmolekülbedingungen genauer zu untersuchen.

Ausblick

Der Mechanismus der Nukleosomremodellierung ist immer noch weitgehend rätselhaft,
Dank neuer Technologien und Anwendungen ist es aber vorstellbar, daß die Mechanismen
dieses Prozesses in Zukunft aufgeklärt werden können. In dieser Arbeit wurden einige neue
Methoden und Herangehensweisen mitentwickelt, die nicht nur für diese Frage sondern
auch für eine Reihe anderer Probleme im Angström und Nanometerbereich wichtig sein
werden.

Untersuchung dynamischer Strukturveränderungen im Nukleosom:

In diesem Projekt wurde demonstriert, wie heterogene Verteilungen genauer analysiert
werden können. Es wird auch gezeigt, wie schnelle dynamische Prozesse untersucht wer-
den können. Ein dynamisches Geschehen innerhalb der Diffusionszeit eines Nukleosoms
durch den Fokus, bzw innerhalb von 3 ms kann aber bisher nicht aufgelöst werden. Hier
stören Inhomogenitäten wie Pufferzusammensetzung und Dissoziation der Probe während
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des Versuchs die Genauigkeit der Methode. Ein Plan für zukünftige Projekte mit dieser
Methodik ist der Vergleich verschiedener DNS Sequenzen, sowie die Untersuchung ver-
schiedener Markierungspositionen auf dem Nukleosom, um eine detaillierte topographische
Beschreibung nukleosomaler Dynamik zu erhalten.

Perspektive für die Zukunft

Kürzlich gelang es Nukleosomen an Oberflächen zu immobilisieren und so über einen
längeren Zeitraum ein einzelnes Molekül zu beobachten. Die Expositionszeit stieg so im
Vergleich zu den wenigen Millisekunden der freien Diffusion durch den Fokus auf bis zu
mehrere Sekunden an. Das Auftreten von Oberflächeneffekten wie Absorption von Teilen
des gemessenen Komplexes an die Oberfläche und daraus resultierenden Artefakten kann
aber nicht einfach ausgeschlossen werden. Dennoch zeigt dieser Versuch die Möglichkeiten
der Einzelmolekültechniken auf.
Versuchsweise verwendeten wir zur Immobilisierung in Kooperation mit G.Chirico (Uni-
versität Mailand) Silica Gele. Diese bilden ein transparentes, glasartiges Medium, daß
sehr gut für mikroskopische Anwendungen geeignet sind. Auf eine Oberfläche aufgebrachte
Proben können so fixiert werden. Problematisch war bisher noch die Diskriminierung von
einzelnen Molekülen und Aggregaten sowie die Ansteuerung der einzelnen Punkte für die
Detektion. Die bisher verwendete Kamera ist nicht sensitiv genug einzelne Moleküle für
die Selektion des Messbereiches sichtbar zu machen, und die Steuersoftware nicht geeignet
spezifische Positionen präzise anzufahren. Zur Zeit dieser Arbeit ist ein solcher Aufbau mit
einer hochsensitiven Kamera und verbesserter Ansteuerung im Aufbau. Dieses System hät-
te auch den Vorteil, daß kurzzeitig auftretende “Loop”- oder “Twist”-Diffusionsereignisse
nicht mehr in einem Hintergrund verloren gehen würden, der aus der Messung vieler Er-
eignisse wie bei der Messung in freier Diffusion resultiert. Diese Art der Immobilisierung
innerhalb eines Silica Gels umgeht die Koppelung an einer Oberfläche und schränkt nur die
Beweglichkeit der Moleküle ein, so daß diese im Fokus verbleiben müssen. Inwiefern hier
Oberflächenbindung oder Absorptionsereignisse aufträten, müsste noch genauer erforscht
werden. Diese Methode wurde schon vielfach verwendet um die Photophysik von GFP ge-
nauer zu erforschen [18, 19, 21]. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, daß Pufferlösungen
frei in der Matrix diffundieren können.

Verlässt man die Ebene der Methodik und der Beschreibung der Nukleosomen auf Nano-
meterebene kommen wieder andere Fragen auf. Es steht ausser Frage, daß Nukleosomen
in vivo einer komplexeren Umgebung ausgesetzt sind, man denke nur an die Vielzahl
der denkbaren Modifikationen und der möglichen Komplexe mit Transkriptionsfaktoren
und anderen Chromatinarchitekturproteinen. Allerdings kann man mit Verständnis für
die Funktionsweise isolierter Einzelteile komplexere Zusammenhänge möglicherweise bes-
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ser verstehen und allgemein gültige Grundlagen beobachten. Da nur ein kleiner Teil des
Genoms “kodiert” bleibt die Frage welche Funktion der restliche Teil der DNS hat. Die
räumliche und zeitliche Organisation des Zellkerns ist für seine Funktion besonders wich-
tig. Wie bei der Geschichte der Histone zu sehen ist, kann in der Gestalt und Organisation
eines Systems mehr Bedeutung liegen als auf den ersten Blick erscheinen mag. Immer noch
wird die DNS oft vereinfachend nur als Informationsspeicher und Protein nur als Baustoff
oder Werkzeug gesehen. DNS kann aber ebensosehr ein strukturgebendes Baumaterial für
die räumliche und zeitliche Organisation der Zelle sein, wie Proteine in Form von Histonen
und dem Histoncode z.B. Informationen tragen und weitergeben können.
Die komplexen Zusammenhänge und das Inneinandergreifen verschiedenster Proteine auf
der Ebene der Nukleosomen sowie die Bildung von Strukturen in der Chromatinfiber,
die die Genexpression mitorganisieren, lassen sich in vitro nicht nachstellen. Lineares
Ursache-Wirkungsdenken kann oft ein Bild für die Ereignisse vermitteln, reicht aber nicht
aus um komplexere Zusammenhänge zu verstehen. Dies muss man bei der Durchführung
von in vitro Studien beachten - dennoch haben sie ihre Bedeutung. Das Ganze ist zwar
mehr als die Summe seiner Teile aber das “Ganze” kann auch nicht ohne Verständnis für
die kleinsten Bestandteile verstanden werden.



Kapitel 6

Anhang

6.1. Plasmidkarten und Sequenzen

Abbildung 6.1. pGEM3z

pGEM3z mit 601 in hincII

1 GGGCGAATTC GAGCTCGGTA CCCGGGGATC CTCTAGAGTG GGAGCTCGGA

51 ACACTATCCG ACTGGCACCG GCAAGGTCGC TGTTCAATAC ATGCACAGGA

101 TGTATATATC TGACACGTGC CTGGAGACTA GGGAGTAATC CCCTTGGCGG

151 TTAAAACGCG GGGGACAGCG CGTACGTGCG TTTAAGCGGT GCTAGAGCTG

201 TCTACGACCA ATTGAGCGGC CTCGGCACCG GGATTCTCCA GGGCGGCCGC

251 GTATAGGGTC CATCACATAA GGGATGAACT CGGTGTGAAG AATCATGCTT

301 TCCTTGGTCA TTAGGATCCC GGACCTGCAG GCATGCAAGC TTGAGTATTC

351 TATAGTGTCA CCTAAATAGC TTGGCGTAAT CATGGTCATA GCTGTTTCCT

401 GTGTGAAATT GTTATCCGCT CACAATTCCA CACAACATAC GAGCCGGAAG
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451 CATAAAGTGT AAAGCCTGGG GTGCCTAATG AGTGAGCTAA CTCACATTAA

501 TTGCGTTGCG CTCACTGCCC GCTTTCCAGT CGGGAAACCT GTCGTGCCAG

551 CTGCATTAAT GAATCGGCCA ACGCGCGGGG AGAGGCGGTT TGCGTATTGG

601 GCGCTCTTCC GCTTCCTCGC TCACTGACTC GCTGCGCTCG GTCGTTCGGC

651 TGCGGCGAGC GGTATCAGCT CACTCAAAGG CGGTAATACG GTTATCCACA

701 GAATCAGGGG ATAACGCAGG AAAGAACATG TGAGCAAAAG GCCAGCAAAA

751 GGCCAGGAAC CGTAAAAAGG CCGCGTTGCT GGCGTTTTTC CATAGGCTCC

801 GCCCCCCTGA CGAGCATCAC AAAAATCGAC GCTCAAGTCA GAGGTGGCGA

851 AACCCGACAG GACTATAAAG ATACCAGGCG TTTCCCCCTG GAAGCTCCCT

901 CGTGCGCTCT CCTGTTCCGA CCCTGCCGCT TACCGGATAC CTGTCCGCCT

951 TTCTCCCTTC GGGAAGCGTG GCGCTTTCTC ATAGCTCACG CTGTAGGTAT

1001 CTCAGTTCGG TGTAGGTCGT TCGCTCCAAG CTGGGCTGTG TGCACGAACC

1051 CCCCGTTCAG CCCGACCGCT GCGCCTTATC CGGTAACTAT CGTCTTGAGT

1101 CCAACCCGGT AAGACACGAC TTATCGCCAC TGGCAGCAGC CACTGGTAAC

1151 AGGATTAGCA GAGCGAGGTA TGTAGGCGGT GCTACAGAGT TCTTGAAGTG

1201 GTGGCCTAAC TACGGCTACA CTAGAAGAAC AGTATTTGGT ATCTGCGCTC

1251 TGCTGAAGCC AGTTACCTTC GGAAAAAGAG TTGGTAGCTC TTGATCCGGC

1301 AAACAAACCA CCGCTGGTAG CGGTGGTTTT TTTGTTTGCA AGCAGCAGAT

1351 TACGCGCAGA AAAAAAGGAT CTCAAGAAGA TCCTTTGATC TTTTCTACGG

1401 GGTCTGACGC TCAGTGGAAC GAAAACTCAC GTTAAGGGAT TTTGGTCATG

1451 AGATTATCAA AAAGGATCTT CACCTAGATC CTTTTAAATT AAAAATGAAG

1501 TTTTAAATCA ATCTAAAGTA TATATGAGTA AACTTGGTCT GACAGTTACC

1551 AATGCTTAAT CAGTGAGGCA CCTATCTCAG CGATCTGTCT ATTTCGTTCA

1601 TCCATAGTTG CCTGACTCCC CGTCGTGTAG ATAACTACGA TACGGGAGGG

1651 CTTACCATCT GGCCCCAGTG CTGCAATGAT ACCGCGAGAC CCACGCTCAC

1701 CGGCTCCAGA TTTATCAGCA ATAAACCAGC CAGCCGGAAG GGCCGAGCGC

1751 AGAAGTGGTC CTGCAACTTT ATCCGCCTCC ATCCAGTCTA TTAATTGTTG

1801 CCGGGAAGCT AGAGTAAGTA GTTCGCCAGT TAATAGTTTG CGCAACGTTG

1851 TTGCCATTGC TACAGGCATC GTGGTGTCAC GCTCGTCGTT TGGTATGGCT

1901 TCATTCAGCT CCGGTTCCCA ACGATCAAGG CGAGTTACAT GATCCCCCAT

1951 GTTGTGCAAA AAAGCGGTTA GCTCCTTCGG TCCTCCGATC GTTGTCAGAA

2001 GTAAGTTGGC CGCAGTGTTA TCACTCATGG TTATGGCAGC ACTGCATAAT

2051 TCTCTTACTG TCATGCCATC CGTAAGATGC TTTTCTGTGA CTGGTGAGTA

2101 CTCAACCAAG TCATTCTGAG AATAGTGTAT GCGGCGACCG AGTTGCTCTT

2151 GCCCGGCGTC AATACGGGAT AATACCGCGC CACATAGCAG AACTTTAAAA

2201 GTGCTCATCA TTGGAAAACG TTCTTCGGGG CGAAAACTCT CAAGGATCTT

2251 ACCGCTGTTG AGATCCAGTT CGATGTAACC CACTCGTGCA CCCAACTGAT

2301 CTTCAGCATC TTTTACTTTC ACCAGCGTTT CTGGGTGAGC AAAAACAGGA

2351 AGGCAAAATG CCGCAAAAAA GGGAATAAGG GCGACACGGA AATGTTGAAT

2401 ACTCATACTC TTCCTTTTTC AATATTATTG AAGCATTTAT CAGGGTTATT

2451 GTCTCATGAG CGGATACATA TTTGAATGTA TTTAGAAAAA TAAACAAATA

2501 GGGGTTCCGC GCACATTTCC CCGAAAAGTG CCACCTGACG TCTAAGAAAC
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2551 CATTATTATC ATGACATTAA CCTATAAAAA TAGGCGTATC ACGAGGCCCT

2601 TTCGTCTCGC GCGTTTCGGT GATGACGGTG AAAACCTCTG ACACATGCAG

2651 CTCCCGGAGA CGGTCACAGC TTGTCTGTAA GCGGATGCCG GGAGCAGACA

2701 AGCCCGTCAG GGCGCGTCAG CGGGTGTTGG CGGGTGTCGG GGCTGGCTTA

2751 ACTATGCGGC ATCAGAGCAG ATTGTACTGA GAGTGCACCA TATGCGGTGT

2801 GAAATACCGC ACAGATGCGT AAGGAGAAAA TACCGCATCA GGCGCCATTC

2851 GCCATTCAGG CTGCGCAACT GTTGGGAAGG GCGATCGGTG CGGGCCTCTT

2901 CGCTATTACG CCAGCTGGCG AAAGGGGGAT GTGCTGCAAG GCGATTAAGT

2951 TGGGTAACGC CAGGGTTTTC CCAGTCACGA CGTTGTAAAA CGACGGCCAG

3001 TGAATTGTAA TACGACTCAC TATA

pGEM3z mit 612 in hincII

1 GGGCGAATTC GAGCTCGGTA CCCGGGGATC CTCTAGAGTC GATCTATAGA

51 GCTCTAGAAT ATTTATGGAG CTGAAAACTG CTCCCCCACA CCCTATACTG

101 CCCGCGTAAG AAGGTGCCGA CTATGTCTGC GGAAATTAAG AGGTATTAAA

151 CGTGCAGCTG GAATGCTCTA GACCCCTTTA GGAGCCGCTA GAGGCCAAGG

201 TTAGCATATT AGCTCGGTAG TTTGGCCTCA GTCAATTGGG TTCACTCCGA

251 ACTGGACATA CCGATTTGGA ACGACCTGCA GGCATGCAAG CTTGAGTATT

301 CTATAGTGTC ACCTAAATAG CTTGGCGTAA TCATGGTCAT AGCTGTTTCC

351 TGTGTGAAAT TGTTATCCGC TCACAATTCC ACACAACATA CGAGCCGGAA

401 GCATAAAGTG TAAAGCCTGG GGTGCCTAAT GAGTGAGCTA ACTCACATTA

451 ATTGCGTTGC GCTCACTGCC CGCTTTCCAG TCGGGAAACC TGTCGTGCCA

501 GCTGCATTAA TGAATCGGCC AACGCGCGGG GAGAGGCGGT TTGCGTATTG

551 GGCGCTCTTC CGCTTCCTCG CTCACTGACT CGCTGCGCTC GGTCGTTCGG

601 CTGCGGCGAG CGGTATCAGC TCACTCAAAG GCGGTAATAC GGTTATCCAC

651 AGAATCAGGG GATAACGCAG GAAAGAACAT GTGAGCAAAA GGCCAGCAAA

701 AGGCCAGGAA CCGTAAAAAG GCCGCGTTGC TGGCGTTTTT CCATAGGCTC

751 CGCCCCCCTG ACGAGCATCA CAAAAATCGA CGCTCAAGTC AGAGGTGGCG

801 AAACCCGACA GGACTATAAA GATACCAGGC GTTTCCCCCT GGAAGCTCCC

851 TCGTGCGCTC TCCTGTTCCG ACCCTGCCGC TTACCGGATA CCTGTCCGCC

901 TTTCTCCCTT CGGGAAGCGT GGCGCTTTCT CATAGCTCAC GCTGTAGGTA

951 TCTCAGTTCG GTGTAGGTCG TTCGCTCCAA GCTGGGCTGT GTGCACGAAC

1001 CCCCCGTTCA GCCCGACCGC TGCGCCTTAT CCGGTAACTA TCGTCTTGAG

1051 TCCAACCCGG TAAGACACGA CTTATCGCCA CTGGCAGCAG CCACTGGTAA

1101 CAGGATTAGC AGAGCGAGGT ATGTAGGCGG TGCTACAGAG TTCTTGAAGT

1151 GGTGGCCTAA CTACGGCTAC ACTAGAAGAA CAGTATTTGG TATCTGCGCT

1201 CTGCTGAAGC CAGTTACCTT CGGAAAAAGA GTTGGTAGCT CTTGATCCGG

1251 CAAACAAACC ACCGCTGGTA GCGGTGGTTT TTTTGTTTGC AAGCAGCAGA

1301 TTACGCGCAG AAAAAAAGGA TCTCAAGAAG ATCCTTTGAT CTTTTCTACG

1351 GGGTCTGACG CTCAGTGGAA CGAAAACTCA CGTTAAGGGA TTTTGGTCAT

1401 GAGATTATCA AAAAGGATCT TCACCTAGAT CCTTTTAAAT TAAAAATGAA

1451 GTTTTAAATC AATCTAAAGT ATATATGAGT AAACTTGGTC TGACAGTTAC
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1501 CAATGCTTAA TCAGTGAGGC ACCTATCTCA GCGATCTGTC TATTTCGTTC

1551 ATCCATAGTT GCCTGACTCC CCGTCGTGTA GATAACTACG ATACGGGAGG

1601 GCTTACCATC TGGCCCCAGT GCTGCAATGA TACCGCGAGA CCCACGCTCA

1651 CCGGCTCCAG ATTTATCAGC AATAAACCAG CCAGCCGGAA GGGCCGAGCG

1701 CAGAAGTGGT CCTGCAACTT TATCCGCCTC CATCCAGTCT ATTAATTGTT

1751 GCCGGGAAGC TAGAGTAAGT AGTTCGCCAG TTAATAGTTT GCGCAACGTT

1801 GTTGCCATTG CTACAGGCAT CGTGGTGTCA CGCTCGTCGT TTGGTATGGC

1851 TTCATTCAGC TCCGGTTCCC AACGATCAAG GCGAGTTACA TGATCCCCCA

1901 TGTTGTGCAA AAAAGCGGTT AGCTCCTTCG GTCCTCCGAT CGTTGTCAGA

1951 AGTAAGTTGG CCGCAGTGTT ATCACTCATG GTTATGGCAG CACTGCATAA

2001 TTCTCTTACT GTCATGCCAT CCGTAAGATG CTTTTCTGTG ACTGGTGAGT

2051 ACTCAACCAA GTCATTCTGA GAATAGTGTA TGCGGCGACC GAGTTGCTCT

2101 TGCCCGGCGT CAATACGGGA TAATACCGCG CCACATAGCA GAACTTTAAA

2151 AGTGCTCATC ATTGGAAAAC GTTCTTCGGG GCGAAAACTC TCAAGGATCT

2201 TACCGCTGTT GAGATCCAGT TCGATGTAAC CCACTCGTGC ACCCAACTGA

2251 TCTTCAGCAT CTTTTACTTT CACCAGCGTT TCTGGGTGAG CAAAAACAGG

2301 AAGGCAAAAT GCCGCAAAAA AGGGAATAAG GGCGACACGG AAATGTTGAA

2351 TACTCATACT CTTCCTTTTT CAATATTATT GAAGCATTTA TCAGGGTTAT

2401 TGTCTCATGA GCGGATACAT ATTTGAATGT ATTTAGAAAA ATAAACAAAT

2451 AGGGGTTCCG CGCACATTTC CCCGAAAAGT GCCACCTGAC GTCTAAGAAA

2501 CCATTATTAT CATGACATTA ACCTATAAAA ATAGGCGTAT CACGAGGCCC

2551 TTTCGTCTCG CGCGTTTCGG TGATGACGGT GAAAACCTCT GACACATGCA

2601 GCTCCCGGAG ACGGTCACAG CTTGTCTGTA AGCGGATGCC GGGAGCAGAC

2651 AAGCCCGTCA GGGCGCGTCA GCGGGTGTTG GCGGGTGTCG GGGCTGGCTT

2701 AACTATGCGG CATCAGAGCA GATTGTACTG AGAGTGCACC ATATGCGGTG

2751 TGAAATACCG CACAGATGCG TAAGGAGAAA ATACCGCATC AGGCGCCATT

2801 CGCCATTCAG GCTGCGCAAC TGTTGGGAAG GGCGATCGGT GCGGGCCTCT

2851 TCGCTATTAC GCCAGCTGGC GAAAGGGGGA TGTGCTGCAA GGCGATTAAG

2901 TTGGGTAACG CCAGGGTTTT CCCAGTCACG ACGTTGTAAA ACGACGGCCA

2951 GTGAATTGTA ATACGACTCA CTATA

6.2. Abkürzungsverzeichnis:

A Angström
Abb. Abbildung
ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaar
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA - Desoxyribonucleicacid
DNS - Desoxyribonukleinsäure
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DNAse Desoxyribonuklease
DTT 1,4-Dithiothreitol
E.coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
FRET Fluoreszenzresonanzenergietransfer
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piparazin-1ethansulfonsäure
HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie
kD Kilodalton
M molar (g/mol)
mg Milligram
min Minuten
µ- mikro
nm Nanometer
NP-40 Nonidet-P 40 (Ethylenphenolpolyethylenglycolether)
OD optische Dichte
PAGE - Polyacrylamidgelelektrophorese
pH -log H+
pmol picomol
RT Raumtemperatur
RNA - Ribonucleicacid
RNS - Ribonukleinsäure
s Sekunden
spFRET single pair FRET -Einzelmolekül FRET
TAE Tris/Acetat/EDTA - Puffer
TBE Tris/Borat/EDTA - Puffer
TCSPC Time correlated single photon counting
TE Tris/EDTA - Puffer
TEMED N,N,N,N,-Tertramethylethylendiamin
üN über Nacht
% v/v Volumenprozent
% g/v Gewichtsvolumenprozent
% g/g Gewichtsprozent
z.B. - zum Beispiel
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