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Einleitung

1 Einleitung

Die exakte Weitergabe der gesamten genetischen Information an eine Tochterzelle und
die Aufrechterhaltung der Genomstabilitdt sind komplexe Herausforderungen an einen
mehrzelligen Organismus. Dabei spielen epigenetische Prozesse eine grof3e Rolle.

Wihrend einzelner Entwicklungsphasen im eukaryotischen Organismus wie
Meiose, Mitose, Fertilisation und Zellmorphogenese sind die DNA-Sequenzen als
zentraler Informationstrager der genetischen Information von besonderer Bedeutung.
Trotz einer identischen genomischen DNA-Sequenz im Zellkern miissen die
verschiedenen Expressionsprofile einzelner Gene und DNA-Abschnitte den
entsprechenden Entwicklungsstadien der Zelle angepasst werden. Die rdumliche und
zeitliche Regulation der Genexpression eines Genoms fiihrt zu einer Vielzahl von
spezialisierten Zellen und ist zentral fiir eine erfolgreiche Zelldifferenzierung.
Unterschiedliche Expressionsmuster werden zunédchst durch transiente Signale etabliert.
Langfristig sind es aber epigenetische Anderungen, die zum FErhalt dieser
Expressionsmuster in der gesamten Zelllinie fithren. Epigenetische Verdnderungen
werden durch epigenetische Prozesse gesteuert und an die Tochterzellen weitergegeben,
ohne dabei die urspriingliche genomische DNA-Sequenz zu verdandern.

Die genomische DNA liegt im eukaryotischen Zellkern mit Proteinen assoziiert
vor und ist besonders eng mit dem Nukleosom als ein grundlegendes Strukturelement
verbunden. Das Nukleosom bildet als stetig wiederkehrendes Element die Basis fiir das
Chromatin und die Chromosomen (Kornberg, 1974). Nukleosomen bestehen aus einem
Histon-Oktamer, aufgebaut aus zwei heterodimeren Histonen H2A-H2B und einem
Tetramer aus den core-Histonen (H3-H4),, sowie der darum gewundenen 147bp langen
genomischen DNA (Luger et al., 1997; Richmond and Davey, 2003). Uber eine
Bindung des Linker-Histons H1 und der Interaktion mit weiteren Nicht-Histonproteinen
konnen die Nukleosomen zu einer 30nm Chromatinfaser kondensiert werden (Robinson
et al., 2006; Woodcock et al., 2006). Die verschiedenen Arten von Chromatin, wie das
konstitutive und fakultative Heterochromatin sowie das Euchromatin, sind in strukturell
verschiedenen Regionen des Genoms lokalisiert.

Heterochromatin ist rdumlich dicht gepackt und fiir Transkriptionsfaktoren

unzuginglich, so dass es transkriptionell inaktiv ist (Richards and Elgin, 2002).
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Euchromatin ist im Gegensatz dazu weniger stark kondensiert, zuginglich fiir
Transkriptionsfaktoren und transkriptionell aktiv.

Das transkriptionsinaktive Heterochromatin, mit seiner Vielzahl an repetitiven
Sequenzen (z.B. Satelliten-DNA), hat fiir die strukturelle und funktionelle Integritét von
spezifischen chromosomalen Regionen, wie den Zentromernen und den Telomeren, eine
besondere Bedeutung. Repressive posttranslationale Modifikationen der Histone sind
wesentliche Merkmale von transkriptionsinaktivem Heterochromatin (Jenuwein and
Allis, 2001). Die posttranslationalen Modifikationen an N-terminalen Enden der
Histone, welche aus dem Nukleosom herausragen, dienen in Abhéngigkeit ihrer
jeweiligen epigenetischen Indizierung als Plattformen fiir Transkriptionsaktivatoren und
Transkriptionsrepressoren (Levine, 2010).

Kovalente Modifikationen an Histonen sind Merkmale einer epigenetischen
Verianderung, die zu einer reversiblen Regulation von Genabschnitten fithren. Durch
Histonmodifikationen sind funktionelle und zeitlich gesteuerte Regulationen nuklearer
Prozesse moglich, ohne die DNA-Sequenz zu verdndern.

Eine der ersten bekannten epigenetischen Modifikationen, welche im Besonderen mit
transkriptionell aktiven Genen verbunden ist, stellt die Acetylierung von Histonen dar
(Allfrey et al., 1964). Studien an verschiedenen Histonmodifikationen zeigen, dass die
einzelnen Modifikationen unabhéngig zur DNA-Sequenz eine Unterscheidung in Eu-
und Heterochromatin moglich machen. Genomweite Analysen von Histon-
modifikationen durch Chromatinimmunoprézipitationen (ChIP), gekoppelt mit
genomweiten DNA Sequenzierungen, zeigen fiir Phosphorylierung, Ubiquitinierung,
Acetylierungen, Methylierung, Sumolierung und ADP-Ribosylierung epigenetische
Profile an Gen-Promotoren und regulatorischen Elementen innerhalb des Genoms
(Wang et al., 2008; Celniker et al., 2009; Roudier et al., 2011; Tessarz and Kouzarides,
2014; Allis and Jenuwein, 2016). Es zeigt sich, dass die meisten epigenetischen
Modifikationen des Chromatins reversibel sind und von einer Vielzahl epigenetischer
Kontrollfaktoren gesteuert werden. Mit verschiedenen genetischen Testsystemen in
Drosophila, Saccharomyces und Arabidopsis konnten konservierte Schliisselfaktoren
wie z.B. das Heterochromatinprotein 1 (HP1), SU(VAR)3-9, E(Z), GCN5, CLR4 und
DDM] fiir eine chromatinabhidngige Genregulation identifiziert werden (Elgin and
Reuter, 2013; Grunstein and Gasser, 2013; Grossniklaus and Paro, 2014; Kingston and
Tamkun, 2014; Pikaard and Mittelsten Scheid, 2014). Die Identifizierung des ersten
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Vertreters einer SET-Domine enthaltenden Histonmethyltransferasen (KMTasen)
gelang in Drosophila melanogaster (Tschiersch et al., 1994). Der als dominanter
Suppressor fiir PEV isolierte Faktor weist eine konservierte SET-Doméne auf, welche
im humanen Homologen SUV39HI eine Methyltransferaseaktivitit am Lysin 9 des
Histons H3 hat (Jenuwein et al., 1998; Rea et al., 2000). Es konnen neben SUV39H1 im
Sdugergenom eine Vielzahl weiterer SET-Doménen enthaltenden Gene identifiziert und
charakterisiert werden (Dillon et al., 2005).

Das in Drosophila melanogaster besonders erfolgreich eingesetzte Testsystem
zur Identifizierung konservierter Heterochromatinfaktoren basiert auf Grundlage der
Positionseffekt-Variegation (PEV) (Muller, 1930).

Bei einer Positionseffekt-Variegation werden euchromatische Genabschnitte durch eine
Neupositionierung in die unmittelbare Nihe zum perizentrischen Heterochromatin
gebracht und durch dessen Ausbreitung heterochromatisiert. Im PEV-Rearrangement
In(1)w™ wird das euchromatische white-Gen partiell durch eine Heterochromatisierung
inaktiviert und zeigt einen variegierten Augenphinotyp (Elgin and Reuter, 2013). Der

Bruchpunkt der Inversion In(1)w™

im X-Chromosomen, welcher das white-Gen hin
zum perizentrischen Heterochromatin verlagert, befindet sich distal zum Nukleolus
Organisator innerhalb einer R1-Transposon Repeatsequenz (Muller, 1930; Cooper,
1959; Ebert, 1999). Durch die Nihe des white-Gens zum heterochromatischen
Bruchpunkt und einer Ausbreitung des Heterochromatins, wird das euchromatische
white-Gen durch eine Heterochromatisierung partiell transkriptionell inaktiviert.

Drosophila melanogaster mit dem In(I)w™-Rearrangement wurde erfolgreich
zur Isolation einer sehr grolen Anzahl von Suppressor- und Enhancer-Mutationen fiir
eine Positions-Effekt-Variegation (PEV) verwendet (Reuter and Wolff, 1981). Der
Funktionsverlust eines Suppressor-Genes ["Suppressor of variegation", Su(var)] in
In(Iw™ fiihrt zu einer Verminderung von ,silencing®, wihrend Enhancer-Gen-
Mutationen ["Enhancer of variegation®, E(var)] zu einer verstirkten Zunahme von
»silencing® fiihren. Umfangreiche Untersuchungen zeigen, dass diese Genprodukte an
einer strukturellen Regulierung von heterochromatischen und euchromatischen
Chromatinzustinden beteiligt sind. Ein Genverlust fiihrt in den Mutanten zu einem
verdnderten ,,silencing® durch heterochromatische Strukturen.

Durch epigenetische Verdnderungen kann eine Zuginglichkeit von Protein-

komplexen fiir die Transkription, Replikation und Rekombination gesteuert werden.
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Genetische Analysen schitzen die Anzahl von Su(var)- und E(var)-Genen im
Drosophila-Genom auf iiber 150 (Sinclair et al., 1983; Schotta et al., 2003; Elgin and
Reuter, 2013). Die meisten dieser Gene sind noch nicht molekular charakterisiert.

Die mit dem PEV-System identifizierten Heterochromatinfaktoren haben eine
hohe evolutiondre Konservierung und sind zentrale epigenetische Faktoren in
verschiedenen Organismen (Fodor et al., 2010; Elgin and Reuter, 2013). So kann fiir das
in Drosophila melanogaster identifizierte Su(var)3-9-Gen gezeigt werden, dass es fiir
ein Heterochromatinprotein kodiert. Dieses im Heterochromatin lokalisierte Protein
besitzt, wie sein humanes Homolog SUV39HI1, eine H3K9 spezifische Methyl-
transferasaktividt (Schotta et al., 2002). Durch die dynamischen und reversiblen
epigenetischen Zustdnde eines Chromatinbereiches wird eine transkriptionelle
Flexibilitdt ermoglicht. Fehlregulation oder der Funktionsverlust human homologer
SU(VAR)- und E(VAR)-Proteine konnen pathologische Formen verschiedener
Krankheiten wie Akute-Myeloische-Leukdmien (AML) ausldsen. Dies verdeutlicht die
fundamentale Bedeutung einer epigenetischen Balance in eukaryotischen Genomen
(Santos-Rosa and Caldas, 2005; Zhang and Dent, 2005; Fodor et al., 2010). Beispiele
fiir hochkonservierte Su(var)-Gene sind z.B. Su(var)3-1 (JIL1), Su(var)3-3 (LSDI1),
Su(var)3-9 (SU(VAR)3-9) und Su(var)2-5 (HP1) (Elgin and Reuter, 2013).

Die gekannten Suppressorgene kodieren fiir Proteine verschiedener
enzymatischer Funktion. Das Su(var)3-1-Gen ist identisch mit Jil-1 in Drosophila und
wirkt mit seiner enzymatischen Aktivitit einer Ausbreitung von Heterochromatin
entgegen. JIL-1 ist eine H3S10 spezifische Kinase (H3S10p), die in Drosophila an
polytinen Chromosomen in euchromatischen Interbandenbereichen und dem
minnlichen X-Chromosom lokalisiert ist (Jin et al., 1999). Eine Reduktion von H3S10p
in JIL-1 Mutanten fiihrt zur ektopischen Ausbreitung von H3K9me2 und HP1 auf den
Chromosomenarmen mit einer besonders starken Anreicherung auf den X-
Chromosomen. Dariiber hinaus zeigen genetische Untersuchungen, dass die JIL-1
Aktivitit antagonistisch zur Funktion von SU(VAR)3-9 ist. Die JIL-1-Kinase ist aber
auch an einer epigenetischen Regulation von Heterochromatin durch die Etablierung
von H3S10phK9me2 mit der SU(VAR)3-9-Methyltransferase im Chromocenter und
dem vierten Chromosom von Bedeutung (Wang et al., 2014).

Die Gene Su(var)3-9 und Su(var)2-5 (HP1) sind Suppressorgene, die eine

zentrale Rolle bei der Etablierung von Heterochromatin haben. Su(var)3-9 kodiert fiir
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eine Histon-Methyltransferase (KMTase), die spezifisch Histon H3 am Lysin 9 (H3K9)
methyliert. Su(var)3-9 Null-Mutanten zeigen eine reduzierte H3K9-Di-Methylierung im
Heterochromatin der Chromozentren von Speicheldriisenchromosomen. SU(VAR)3-9
ist die wichtigste heterochromatinspezifische KMTase fiir H3K9me2 in Drosophila
melanogaster. SU(VAR)3-9 interagiert direkt mit HP1 und wird dadurch im
perizentrischen Heterochromatin gehalten. Ein Verlust von HP1, welches ebenfalls ein
Suppressor fiir PEV ist, fiihrt zu einer ektopischen Ausbreitung von H3K9me2 und
SU(VAR)3-9 (Schotta et al., 2002).

In den Experimenten zur Isolation von Suppressor-Mutationen im PEV konnten
mit In(/)w™ die Gene Su(var)3-3 und Su(var)2-1 als starke Suppressorgene, die eine n-
Butyrat-Sensitivitdt aufweisen, identifiziert werden (Reuter et al., 1982a; Reuter et al.,
1986). Su(var)3-3 wurde bereits kloniert und die molekulare Funktion ist bestimmt
(Rudolph et al., 2007). SU(VAR)3-3 ist eine von dreizehn putativen Histon-
Demethylasen in Drosophila melanogaster, die der Flavin-Monoaminoxidase-Familie
angehort. Sie ist die bisher einzig bekannte Aminoxydase-Demethylase in Drosophila
(Shi et al.,, 2004; Di Stefano et al., 2007). Das SU(VAR)3-3-Protein enthilt als
konservierte Bereiche die SWIRM-Domédne und eine NAD-Bindedoméne
(Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid) (Shi et al., 2004; Holowatyj et al., 2015). Die
SWIRM Domaine, welche sich in den Proteinen SWI3, RSC8 und MOIRA wiederfindet,
ist an Protein-Protein- und DNA-Protein-Wechselwirkungen im Euchromatin beteiligt
(Aravind and Iyer, 2002). SU(VAR)3-3 entfernt durch seine Demethylaseaktivitit die
Mono- und Di-Methylgruppen an H3K4 im Chromatin. In einem Proteinkomplex mit
der Histondeactylase RPD3 und SU(VAR)3-9 hat SU(VAR)3-3 eine protektive
Wirkung gegen die Etablierung einer H4K9-Metylierung im Heterochomatin (Rudolph
et al., 2007).

Das Gen Su(var)2-1 ist wie Su(var)3-3 einer der stirksten bekannten
dominanten Suppressoren fiir PEV und von zentraler Bedeutung im Prozess des
heterochromatischen Gen-Stilllegung (Reuter et al., 1982a). Mutanten von Su(var)2-1
sind homozygot lebensfahig und zeigen aber eine rezessiv weibliche Sterilitit (Szabad
et al., 1988a). Polzell-Transplantationsexperimente zeigen, dass rezessiv weibliche
Sterilitdt in Su(var)2-1 wahrscheinlich von somatischen Follikelzellen abhéngig ist.

Su(var)2-1-Mutanten weisen mit zusétzlichem Y-Heterochromatin und n-Butyrat eine
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letale Wechselwirkung auf und unterstreicht die essentielle Chromatinfunktionen von
SU(VAR)2-1 (Szabad et al., 1988a).
Die untersuchten Su(var)2-1-Mutanten zeigen neben dem dominanten

"¢ starke Effekte in anderen PEV-Variegations-

Suppressoreftekt auf das In(l)w
Rearrangements. Su(var)2-1 ist an einer PEV-abhidngigen Heterochromatisierung der
euchromatischen white-Notch-Region in der Translokation T(7;4)w"™ %" beteiligt. In
weiteren PEV-Rearrangementsystemen, welche die Gene white-, brown-, Stubble-,
scute- und bobbed betreffen, ist Su(var)2-1 ein wichtiger Faktor fiir Gensilencing
(Reuter et al., 1982b; Hayashi et al., 1990). Der starke Suppressoreffekt der Su(var)2-1
Mutanten in allen PEV-Systemen weist darauf hin, dass das Su(var)2-1-Genprodukt
eine zentrale Funktion beim Aufbau von Heterochromatin besitzt.

Alle Su(var)2-1 stellen n-Butyrat sensitive dominante Suppressormutationen
dar. Nach Zugabe von n-Butyrat wurde eine verminderte Uberlebensrate von
homozygoten Su(var)2-1-Mutantentieren nachgewiesen (Reuter et al., 1982a). Butyrat
ist ein Inhibitor fiir Histon-Deacetylasen (HDAC), iiber dessen genaue regulatorischen
Wirkungen wenig bekannt ist (Candido et al., 1978). Die Butyrat-Sensitivitit zeigt sich
in verschiedenen Analysen und geht in homozygoten Su(var)2-1- Mutantenméinnchen
mit einem additiven Effekt der letalen Wirkung des heterochromatischen Y-
Chromosoms einher. Es zeigt sich, dass die Ab- bzw. Anwesenheit von zusitzlichem Y-
Chromatin in beiden Geschlechtern einen starken Einfluss auf die Letalitit der
homozygoten Su(var)2-1-Mutanten hat.

Neben der letalen Wechselwirkung mit heterochromatischen Y-Chromatin und
der n-Butyrat-Sensitivitit zeigen die semiletalen Su(var)2-1-Mutanten eine rezessiv
weibliche Sterilitit ohne die Ablage reifer Eier (Sinclair et al., 1983). Die rezessive
Sterilitit der Su(var)2-1-Weibchen geht von den Eikammer-umschlieBenden
somatischen Follikelzellen aus (Szabad et al., 1988b).

Su(var)2-1-Mutanten zeigen am Histonen H3 und H4 eine Hyperacetylierung
(Dorn et al., 1986). Durch die Anreicherung von hyperacetyliertem Histon H4, in
heterozygoten und homozygoten Su(var)2-I-Mutanten-Larven konnte gezeigt werden,
dass der Anteil von nicht acetyliertem Histon H4 im Vergleich zum Wildtyp von
urspriinglich 50 % auf ca. 27 % absinkt. In Su(var)2-1-Mutanten wird beobachtet, dass
jedoch der Anteil an hyperacetyliertem Histon H4 in gleichem Mafle wie der Anteil des
nicht acetylierten Histons H4 verdndert wird (Dorn et al., 1986). Die Letalitit von
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Su(var)2-1-Mutanten durch n-Butyrat und die nachgewiesene Hyperacetylierungen der
Histone in den Su(var)2-1-Mutanten zeigen, dass SU(VAR)2-1 und eine Histon-
Deacetylierung fiir eine Gen-Stilllegung wichtig sind. Eine vergleichbare letale
Wechselwirkung wie von n-Butyrat auf Su(var)2-1 zeigt Carnitin, ein natlirlicher
Inhibitor fiir Deacetylasen (Candido et al., 1978; Vidali et al., 1978a; Vidali et al.,
1978b; Fanti et al., 1994).

Genetische Wechselwirkungen von SU(VAR)2-1 mit anderen E(var)- und
Su(var)-Genen werden durch epistatische Effekte beobachtet. So reduzieren bereits drei
genomische Kopien des Suppressorgenes Su(var)3-7 den Suppressor-Effekt der
Su(var)2-1""-Mutation deutlich. In Kombination mit fiinf Su(var)3-7-Kopien zeigt sich
ein Enhancer-Phinotyp mit fast vollstindig weillen Facetten (Reuter et al., 1990).
Interaktionen der Su(var)2-1-Mutante mit dem Enhancer E(var)3-93D" zeigen, dass
der dominante Suppressor-Effekt von Su(var)2-1 auch durch E(var)3-93D" ebenfalls
kompensiert wird und beide Genprodukte in Wechselwirkung treten (Dorn et al., 1993).

Allele der  Su(var)2-1-Mutanten  zeigen homozygot eine  braune
Augenschattierung, welche einem Augen-Phinotyp von /ight-Gen-Mutanten dhnelt
(Sinclair et al., 1992). Das light-Gen ist, ebenso wie rolled und concertina ein im
Heterochromatin lokalisiertes Gen. Su(var)2-1-Mutanten fiihren zu einer Modifikation
der heterochromatischen Umgebung von /ight, die in einer verdnderten Expression des
light-Genes resultiert (Clegg et al., 1998; Sinclair et al., 2000). Transgene white-
Insertionen im iiberwiegend heterochromatischen vierten Chromosom zeigten ebenfalls
einen deutlich von Su(var)2-1 abhéngigen Suppressor-Effekt (Wallrath and Elgin, 1995;
Sun et al., 2000). Ebenso wird der Effekt von E(z)”", welches phénotypisch eine [oss-
of-function Mutation von E(z) ist, durch Su(var)2-1 supprimiert. Die Wechselwirkung
von E(z)"™ mit Su(var)2-1 und die gemeinsame Sensibilitit gegeniiber Butyrat sind
Hinweise fiir eine Interaktion der Proteine, da der konservierte ESC-E(Z)-Komplex eine
Histondeacetylase-Aktivitdt in Drosophila melanogaster besitzt (Bajusz et al., 2001).

Die in Su(var)2-1-Mutationen ausgelosten Effekte auf das Gensilencing haben
eine direkte Wirkung auf ein Crossing over innerhalb der perizetromeren
Chromosomenregionen in Drosophila melanogaster. Die untersuchten Su(var)2-1-
Mutationen haben so einen signifikanten Einfluss auf den Anstieg der Crossing over
Frequenz in der ri-p”-Region, was darauf hindeutet, dass die Crossing over Frequenz

vom Heterochromatin und Su(var)2-1 abhingig ist (Westphal and Reuter, 2002).
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Zytogenetische- und genetische Analysen lokalisieren das Su(var)2-1-Gen in der
Region 31B1 im zweiten Chromosom (2L) von Drosophila melanogaster. Fir den
chromosomalen Bereich von Su(var)2-1 in 31B-32A sind mittels Defizienz-Kartierung
und Mutanten-Analysen ca. 193 rezessiv letale Mutationen isoliert (Sinclair et al., 1983;
Wustmann et al., 1989; Sinclair et al., 1992; Clegg et al., 1993). Durch dieser
Untersuchungen konnte der genaue Mutationsort fiir Su(var)2-1 nicht bestimmt werden,
so dass genetische bzw. biochemische Su(var)2-1-Effekte beschrieben sind, ohne das
Su(var)2-1 molekular kloniert wurde. Als eines der ersten Proteine konnte dMES-
4/NSD als Interaktor von SU(VAR)2-1 in einem Hefe-Dihybrid-Screen nachgewiesen
werden. Da MES-4/NSD auch ein Su(var)-Gen ist, deutet es darauf hin, dass zwei
Suppressoren fiir PEV miteinander in Wechselwirkung treten konnen (Walther, 2003).

Mes-Gene werden in C.elegans als funktionell ,,maternal effect sterile“-Gene

beschrieben. Mutationen der Mes-Gene zeigen, neben einer Sterilitit zusétzlich
»grandchildless“-Effekte (Capowski et al., 1991). Die MES-Proteine werden bei
C.elegans maternal an die Nachkommen weitergegeben und haben dort einen
unmittelbaren Einfluss auf die Keimbahn. Obwohl alle vier Gene der Mes-Gen-Familie
(Mes-2; Mes-3; Mes-4 und Mes-6) in C. elegans gleiche Mutanten-Phinotypen
aufweisen, werden die mes-Gene in zwei verschieden funktionellen Gruppen zugeordnet
(Xu et al., 2001; Bender et al., 2004). Die MES-Proteine MES-2-, MES-3- und MES-6-
bilden zusammen einen Komplex, welcher dem PRC2-Komplex (Polycomb Repressiv
Complex) in Drosophila bzw. dem in Vertebraten dhnelt. MES-2 und MES-6 sind in
C.elegans Orthologe von E(Z) (enhancer of zeste) und ESC (extra sex combs) zwei
charakterisierte PRC2-Untereinheiten in Drosophila und katalysieren eine repressive
Di- und Tri-Methylierung am Histon H3K27. Eine enzymatische Aktivitdt des MES-
2/3/6-Komplexes findet in der C.elegans-Keimbahn statt und bewirkt direkt eine
Stilllegung des X-Chromosoms durch eine Anreicherung von H3K27me3 (Fong et al.,
2002). Durch die Akkumulation von H3K27me3 ist eine effektive Bindung von MES-4
an diesen chromosomalen Regionen reprimiert.
Durch eine Aktivitit des MES-2/3/6-Komplexes am X-Chromosomen wird das MES-4-
Protein in C.elegans vorwiegend an den fiinf Autosomen lokalisiert und ist am X-
Chromosom nicht nachzuweisen (Fong et al., 2002).

Wie auch in MES-2 vorhanden, enthdlt MES-4 neben drei PHD- und zwei

PWWP-Dominen eine konservierte SET-Domidne im C-terminalen Bereich des
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Proteins. Die SET-Doméne in MES-4 ist fiir die H3K36me2 Methylierung an den
Autosomen in der Keimbahn und im Embryo verantwortlich. Dabei ist die H3K36-
Methylierung durch MES-4 nicht mit einer Transkriptionaktivitdt verbunden, sondern
scheint eine differenzierte epigenetische Rolle in der Keimbahn zu besitzen (Bender et
al., 2004; Bender et al., 2006). Durch MES-4 in C. elegans wird durch die
H3K36mel/me2-Methylierung eine Bindung von Silencing-Repressoren an den
Autosomen verhindert. Durch die erschwerte Bindung findet eine Akkumulation von
Silencing-Repressoren am X-Chromosom statt, welche zusétzlich durch die Wirkung
des MES-2/3/6-Komplexes begiinstigt wird. Ein Verlust von MES-4 Proteinen fiihrt zu
einer Umverteilung der Repressoren vom X-Chromosomen zu den Autosomen, mit
einem sofortigen De-Silencing des X-Chromosoms in der C.elegans-Keimbahn. Die
maternalen Mutanteneffekte in der C.elegans-Keimbahn zeigen sich nicht unmittelbar in
der ersten Generation der homozygoten Mutanten, sondern werden als Sterilitdt in der
zweiten Generation der homozygoten Mes/Mes-Nachkommen beobachtet.

In Drosophila melanogaster zeigt das Gen CG4976 eine Homologie zum MES-4
in C.elegans. Auf Grundlage seiner Homologie mit dem C.elegans-SET-Doménen-
Protein MES-4 und den NSD-Proteinen (Nuclear-receptor-binding-SET-Domain-
containing protein) in Mus musculus wird es in Drosophila melanogaster als AMES-4
bzw. NSD bezeichnet. Uber die molekulare Funktion von dMES-4 in Drosophila ist
wenig bekannt. Der gezielte Einsatz eines dMES-4-RNAi-Kockdowns fiihrt in den
Schneider-S2-Zellen zu einer deutlichen Reduktion der H3K36me2-Methylierung. Eine
Beeinflussung der H3K36me3-Methylierung sowie eine Einfluss auf den Dosis-
Kompensations-Komplexes konnen nicht beobachtet werden (Yokoyama et al., 2007).
In-vivo-Analysen in Drosophila melanogaster zeigen, dass die H3K36-Methylierung
ein stark regulierter komplexer Prozess ist, an dem mindestens zwei verschiedene
H3K36-Histon-Methyltransferasen beteiligt sind. Eine H3K36-Di-Methylierung in
Promotorregion aktiv transkribierter Gene ist hauptsidchlich durch dAMES-4 katalysiert.
Die am 3’-Ende akkumulierte H3K36me3-Methylierung ist dMES-4-unabhingig und
wird durch die Histon-Methyltransferase HYPB katalysiert (Bell et al., 2007; Mikkelsen
et al., 2007). Es zeigt sich in vivo, dass eine H3K36-Methylierung eine antagonistische
Wirkung auf die K16-Acetylierung am Histon H4 hat, welche eine besondere Rolle bei

der Transkriptions-Elongation und der Dosiskompensation in Drosophila spielt.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die beiden PEV-Suppressorgene
Su(var)2-1 und dMes-4/NSD identifiziert, charakterisiert und eine umfassende
molekulare und funktionelle Analyse der Proteine SU(VAR)2-1 und dMES-4
durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen die zentrale Bedeutung von SU(VAR)2-1 beim
Gen-Silencing. Die direkte Interaktion von SU(VAR)2-1 mit der Histondeacetylase
RPD3 und der evolutiondr konservierten Methyltransferase dMES-4 zeigt, dass
Suppressoren in verschieden Stadien der Entwicklung Komplexe bilden konnen. Die
Interaktion von RPD3 mit SU(VAR)2-1 und die beobachteten Su(var)2-1
Mutanteneffekte von SU(VAR)2-1 weisen auf eine besondere Bedeutung bei der
Kontrolle von Acetylgruppen an den Histonen hin. In den frilhen Embryonalstadien
spielt dMES-4/NSD, neben der direkten Interaktion mit SU(VAR)2-1, bei der
Etablierung der friihen embryonalen H3K36-Methylierung eine wichtige Rolle.
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2 Material und Methoden

2.1 Genetische Methoden

2.1.1 Haltung und Anzucht von Drosophila melanogaster

Die Anzucht, Kreuzung und Haltung von Drosophila melanogaster erfolgten auf einem
Drosophila-Standard-Futtermedium (1% Agar; 2,5% Sirup; 3,5% Rosinen; 3% GrieB;
5% Hefe; 0,1% Nipagin, 100mM Ampicillin/50mM Tetracyclin) bei einer Temperatur

von 25 °C im Inkubator.

2.1.2 Drosophila-Stamme und Balancerchromosomen

Die in der Arbeit verwendeten Drosophila-Stdimme und Drosophila-Linien sind in der
folgenden Tabelle aufgefiihrt und im Anhang beschrieben. Die genutzten Drosophila-
Stimme und Stabilisierungschromosomen sind bei Lindsley und Zimm detailliert
beschrieben (Lindsley and Zimm, 1992). In Tabelle 1 sind die genutzten Drosophila-
Stimme mit ihren genetischen Merkmalen aufgefiihrt.

Tabelle 1: Verwendete Drosophila-Stimme mit ihren dominanten und rezessiven genetischen Markern

(Lindsley and Zimm, 1992).

Stammbezeichnung Genotyp FlyBase-ID/Ref.
w'!'® W i3 2103 Biso FBst0005905
w In(Dyw""s+ 3+ Prof. Reuter
Wildtyp/Canton-S + s+ FBst0064349
Cre-Rekombinase yl w67¢23 P[Crey]1b; D*/TM3, Sbl FBst0000851
Balancer 2.Chr. w'''¥; SM6a/Sco Lindsey und Zimm
Balancer 2./3.Chr. w'''®; SM6a/Sco; TM2, Ubx/TMé6c, Sb Lindsey und Zimm
Balancer 3.Chr. w'!'%; TM3, Ser/Dr Lindsey und Zimm
Balancer 3.Chr. w'''%; TM2, Ubx/TM6c, Sb Lindsey und Zimm
w[1]; T(2;3)CyO-TM3, P[w[+mC]=GAL4 Hsp70.PB]
GFP-Balancer 2./3.Chr TR1, P[w[+mC]=UAS-GFP.Y]|TR1: P[GAL4-Hsp70.P FBst0005703
B]TR2, P[UAS-GFP.Y]TR2, y[+] Ser[1]/sna[Sco]; Sb[1]
ZH-51D yl M[vas-int. Dm]ZH-2A w*; M[3xP3-RFP.attP]ZH-51D  FBst0024483
ZH-86F yl M[vas-int.Dm]ZH-2A w*; M[3xP3-RFP.attP]ZH-86F  FBst0024749
CB-6516-3 w'''%; PIRS3]Npc1a®®61¢3 FBst0326667
5-SZ-4008 w18, P[RS5]CG5381%57400% FBst0328282
FLP fiir 2.Chrom. y'w!*P[ry""*=FLP]3Fi/Dp(1;Y)y Yi;sna*/SM6azsi,  FBst0006416
CAS-0001 y2 cho2 v1; attP40[nos-Cas9]/CyO NIG-FLY#CAS-0001
CAS-0003 y2 cho2 v1; P[nos-Cas9, y+, v+]3A/TM6C, Sb Tb NIG-FLY#CAS-0003
CAS-0004 y2 cho2 v1; Sp/Cy0, P[nos-Cas9, y+, v+]2A NIG-FLY#CAS-0004

11



Material und Methoden

Die fiir eine Kartierung von Su(var)2-1 verwendeten chromosomalen Deletionen, P-
Elemente sowie die einzelnen Su(var)2-1-Allele sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die zur
Analyse von dMes-4 genutzten Deletionen Df(3R)13 und Df(3R)77 sind molekular
bereits charakterisiert (Schéfer, 2004).

Tabelle 2: Verwendete chromosomale Deletion, P-Elemente und Su(var)2-1-Allele

Bezeichnung Charakteristika Lokalistaion

5-HA-1257 P-Element 21.:10,230,357 ... 10,230,552 [+]
CB-6516-3 P-Element 21.:10,220,877 ... 10,220,877 [-]
Df(2L)ED721 chromosomale Deletion 201.:10,220,877 ... 10,230,357
Df(2L)ED729 chromosomale Deletion 201.:10,220,877 ... 10,321,777
Df(2L)BSC143 chromosomale Deletion 21.:10,209,408 ... 10,333,704
Df(2L)BSC144 chromosomale Deletion 201.:10,227,504 ... 10,457,595
Df(2L)BSC206 chromosomale Deletion 21.:10,240,295 ... 10,333,704
Su(var)2-1 Allel Ursprung /Mutagen Stammbezeichnung
Su(var)2-1" spontan Sub-1

Su(var)2-1” EMS Sub-36

Su(var)2-1" Rontgenstrahlen Sub-49

Su(var)2-1" EMS Sub-45 & Sub-56
Su(var)2-1” Rontgenstrahlen Sub-51 & Sub-64
Su(var)2-1"° Rontgenstrahlen Sub-40

Su(var)2-1" EMS Su(var)2-9

Su(var)2-1°"* EMS -

Su(var)2-1°" EMS -

Su(var)2-1° diese Arbeit Su(var)2-1°

Su(var)2-1"" diese Arbeit Su(var)2-1""

Su(var)2-1"" diese Arbeit Su(var)2-1""

Su(var)2-1""? diese Arbeit Su(var)2-1""

Su(var)2-1""? diese Arbeit Su(var)2-1""

2.1.3 Etablierung transgener Drosophila-Linien

Zur Etablierung transgener Drosophila-Linien wurden Methoden, die auf P-Element-
und phiC31-Integrase-Systemen basieren, flir eine Keimbahntransformation genutzt
(Rubin and Spradling, 1982; Bischof et al., 2007).

Durch eine Keimbahntransformation wird extrachromosomale DNA {iber ein Zwischen-

konstrukt (Tabelle 3) eingebracht und stabil im Genom der Nachkommen integriert.
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Fiir die P-Element vermittelte Keimbahntransformationen wurde die DNA eines
Transformationskonstruktes (300 ng/ul) mit einem A2-3-Helfer-Plasmid (Transposase-
Quelle, 250 ng/ul) gemischt und im Injektionspuffer (0,ImM Na-Phosphat, SmM KCI,
pH 6,8~7,8) aufgenommen. Fiir eine phiC31-basierte Integration wurde das DNA-
Konstrukt mit einer Endkonzentration von 350ng/ul mit Injektionspuffer gemischt. Vor
jeder Injektion wurde der Puffer-DNA-Mix bei 4°C fiir 25 Minuten und 13000 Upm
zentrifugiert.

Embryonen des Injektionsstammes wurden in einem Zeitintervall von dreilig Minuten
abgesammelt und mit Hypochlorid (12%) fiir zwei Minuten dechorionisiert. Nach einem
Mehrmaligen Waschen mit 1xPBS wurden die Embryonen auf einem Agarblock
aufgereiht und zum Trocknen auf einen beschichteten Objekttrager transferiert. Nach
einer folgenden Trocknung (6 Minuten) der Embryonen bei 28°C wurden diese mit
10S-Voltalev-Ol (Elf-Atochem, Diisseldorf) iiberschichtet. Mittels einer stationiren
Mikroinjektionsapparatur konnte die DNA-Injektionslosung in die rdumliche Nihe der
Polzellen injiziert werden. Nach der Injektion inkubierten die Embryonen unter
Voltalev-O1-S10 bei 25 °C fiir 24 Stunden in einer Feuchtekammer. Die geschliipften
Larven wurden anschlieBend auf ein Fliegenstandardmedium tiberfiihrt. Nach erfolgter
Auskreuzung und einer Auswertung der Nachkommen anhand von Selektionssmarkern
(z.B. wihte, dsSRED), wurden die transgenen Fliegenlinien mit entsprechenden Balancer-

Chromosomen stabilisiert (Tabelle 1).

Tabelle 3: Konstrukte zur Etablierung transgener Drosophila-Linien

Vektor (Ref.) Bezeichnung P-Element-Konstrukt

pP[RS5] pR[g2-1-V5] DPP[RS5 gen. Su(var)2-1-V5]

(K.Golic) pR[g2-1-V5-FLAG] PP[RSS5 gen. Su(var)2-1-V5-3xFLAG]
pR[gdMes4-V5] PP[RS5 gen. dMes-4-V5]

pR[gdMes4-V5-FLAG] pP[RSS5 gen. dMes-4-V5-3xFLAG]
pR[gH3.3B-V3] PP[RS5 gen. H3.3B-V5-6xHis]

pP[UAST] pU[c2-1-EGFP] pP[UAST cDNA-Su(var)2-1-EGFP]
(Perrimon, 1993) pU[g3.3A-V5-His] pP[UAST gen. H3.34-V5-6xHis]

pP[UASTattB] pB[g2-1-V5-FLAG] pP[UAST,attB gen. Su(var)2-1-V5-3xFLAG]
(Bischof et al. 2007)  pB[gS2-1-V5-FLAG]  pP[UAST,attB gen. Strep-Su(var)2-1-V5-FLAG]
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2.1.4 Kartierung von Su(var)2-1

Fiir die Kartierung von Su(var)2-1 wurde der dominante Suppressoreffekt auf /n(/ )w’"4h

in Kombination mit chromosomalen Deletion genutzt. Df(2L)BSC-Deletionen der

genomischen Region 31B1 wurden mit dem chromosomalen wm4h-Rearrangement
1118, 1118,
w

b

Df{2L)BSC/CyRoi (Tabelle 2) mit Ménnchen des Genotyps In()w™*"/Y ;+ :+ wurden

kombiniert. Nach der Kreuzung von Weibchen des Genotyps w

die weiblichen F1-Nachkommen analysiert. Zeigten diese in der F1-Generation einen
Suppressoreffekt auf In(1)w™, bei gleichzeitiger Anwesenheit der chromosomalen
Deletion, so befindet sich ein Su(var)-Gen im Bereich der untersuchten Deletion. In
einer daran anschliefend durchgefiihrten Komplementations-analyse wurden einzelne
Su(var)2-1-Allele (Tabelle 2) mit den Df(2L)BSC-Deletionen komplementiert. Fiir diese
Komplementation wurden  w™;  Su(var)2-1"""/CyRoi-Tiere mit  w"™*/w"*;
Df(2L)BSC)/CyRoi gekreuzt und die transheterozygoten Nachkommen auf ménnliche
und weibliche Fertilitit getestet.

Weitere Defizienzen fiir den Su(var)2-1-Locus wurden mithilfe von DrosDel-Deltionen
identifiziert [Df(2L)ED729] bzw. durch eine FLP/FRT-basierte Rekombination
hergestellt [Df(2L)ED721] (Ryder et al., 2004). Die auf dem DrosDel-System
beruhenden w'-Deletionen wurden, wie zuvor beschrieben, ebenfalls in einer

Komplementationsanalyse auf ménnliche und weibliche Fertilitit untersucht.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Verwendete Bakterienstimme

DH5a, Escherichia coli F-, end Al, hsd R17 (rk-, mk+), Sup E44, thi- 1, I, rec A1, gyr
A96, rel A1, @80d, lacAZM15 (Life Technologies; Invitrogen)

BL21 (DE3) pLysE F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dem (DE3) pLysE (CamR) ; (Life
Technologies; Thermo Scientific)

BL21 (DE3) pLysS F- ompT hsdSB (tB-mB-) gal dem (DE3) pLysS (CamR) ; (Life

Technologies; Thermo Scientific)

2.2.2 Vektoren und Plasmide

Fiir die Klonierung von DNA-Fragmenten wurden in E.coli die Vektoren pGEM-T®
(Promega) und ZERO-Blunt® (Life Technologies/Thermo) verwendet. Fiir Gateway-
System-basierte Konstrukte wurde das Gateway® pDONR™ System (Life

Technologies) genutzt. Als Transformationsvektoren fiir Drosophila melanogaster

dienten die Vektoren pP[UAST], pP[RS5] und pP[UASTattB], siche Tabelle 3.
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2.2.3 Transformation in E.coli

Plasmide und ihre Derivate wurden in E.coli-Bakterien des Stammes DH5a (Invitrogen)
durch Hitzeschock transformiert. Die Selektion der Transformanten erfolgte auf einem
LB-Agar-Selektionsmedium (Ampicillin; Chloramphenicol; Tetracyclin) tiber Nacht bei

37 °C im Wirmeschrank.

2.2.4 Priparation von Plasmid-DNA

Die Isolation von Plasmiden zur Sequenzierung aus E.coli erfolgte mit dem Plasmid-
Isolations-Kit der Firma Marligen bzw. Macherey & Nagel nach Angaben des
Herstellers. Fiir einfache Kontrollrestriktionen und PCR-Analysen wurden die Plasmide

nach der Methode von Birnboim und Doly isoliert (Birnboim and Doly, 1979).

2.2.5 Standard-PCR

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR). Dabei wurden verschiedene DNA-Polymerasen wie 7Tag (Life Technologies),
Pfu (Promega Corporation, Madison, WI), Phusion (Thermo Scientific) sowie KOD
(Novagen) eingesetzt und geméll den Herstellervorgaben verwendet.

Die in dieser Arbeit genutzten Primer fiir die spezifischen PCR-Reaktionen und ihre

entsprechenden Sequenzen sind im Anhang detailliert aufgefiihrt.

2.2.6 DNA-Sequenzierung

DNA-PCR-Fragmente und Vektoren wurden mittels Big-Dye termination-cycle
sequencing Kit (Applied Biosystems) sequenziert (Sanger et al., 1977a; Sanger et al.,
1977b). Ein Sequenz-Standard-Reaktionsgemisch von 10 pl enthielt jeweils 1 pl Big
Dye Puffer, 1.3 ul Big Dye Mix, 1 ul Oligonucleotid (4 pmol), DNA (~125 ng Plasmid-
DNA bzw. ~15 ng PCR-Produkt) und H,O. Nach Beendigung der Sequenzreaktion
wurde diese nach Zugabe von 3ul 3M NaAc pH5 bzw. 60 pl Ethanol (99%) bei
12000Upm gefdllt und getrocknet. Die Analyse erfolgte am Sequenzer (Applied

Biosystems).

2.2.7 RNA- und DNA-Isolation aus Drosophila melanogaster

Fiir die Priparation von Gesamt-RNA aus Embryonen, Larven und adulten Drosophila
melanogaster wurde die TRIzol®-Methode (Life Technologies) nach den Angaben des
Herstellers angewendet. Die Gesamt-RNA wurde nach dem Trocknen in 50 ul DEPC
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behandeltem Wasser geldst und vor ihrer Verwendung spektrofotometrisch vermessen.
Eine Lagerung der RNA iiber ldngere Zeitrdume erfolgte bei -20 °C.

Die Isolation genomischer DNA aus Drosophila melanogaster erfolgte aus jeweils
flinfzehn bis dreiflig adulten Fliegen nach Vorgabe des ,,Quick-Fly-Genomic-DNA-
Prep““-Protokolls von E. Jay Rehm (Berkeley, Drosophila Genome Project).

2.2.8 RACE-PCR an 5’- und 3’- Enden an Gesamt-RNA

Fiir die Untersuchung der 3’- und 5’-Bereiche wurden 7 pg Gesamt-RNA eingesetzt.
Unter Verwendung des GeneRacer'™-Kits (Life Technologies) erfolgte eine RNA-
Ligase-vermittelte Amplifizierung von 5’- und 3’-cDNA-Enden. Die amplifizierten und

klonierten 3°- und 5°-Enden wurden sequenziert und analysiert.

2.2.9 RT-PCR-Analyse

Die Reverse Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurde entsprechend
der Herstellerangaben (GoScript, Promega; Life Technologies) durchgefiihrt. Zur
Herstellung von cDNA wurde 1ug einer isolierten Gesamt-RNA verwendet. Die RNA
(1pg/ul) wurde mit 2pul Random Primern (50ng/pl, Promega) und 13ul Nuklease-freiem
Wasser versetzt und nachfolgend fiir 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Nach einer
Abkiihlung auf Eis erfolgte eine Inkubation bei 37°C nach Zugabe von 5 x M-MLV
Reaktionspuffer, M-MLV Reverse Transkriptase (5U/ul), RNase Inhibitor RNasin
(Promega) und dNTPs entsprechend den Herstellerangaben. Die in den RT-PCR
Reaktionen fiir die Expressionsanalysen von Su(var)2-1 (CG5694) verwendeten Primer,

sind im Anhang aufgelistet.

2.2.10 Herstellung von Konstrukten fiir das CRISPR/Cas9-System

Zur Erzeugung von Knock out-Konstrukten wurden ca. 1-kb-lange genomische
homologe Bereiche, die die gRNA-Schnittstellen flankierten, mittels Oligonukleotiden
amplifiziert und {iiber entsprechende Restriktionsschnittstellen in den pHD-dsRed-
Donor-Vektor kloniert (Gratz et al., 2014). Die Injektionen der Konstrukte in Cas-9-
exprimierende Embryonen wurden bei 18°C durchgefiihrt (Kondo and Ueda, 2013). Die
pU6-gRNA-Targeting-Konstrukte wurden in einer Konzentration von jeweils 125ng/pl
(Gratz et al., 2013) zusammen mit pHD-dsRed basierten Donor-Konstrukten in einer
Konzentration von 350ng/ul injiziert. Alle Injektionsmischungen wurden mit dem

Injektionspuffer hergestellt (0,ImM Na-Phosphat, SmM KCI, pH 6,8~7,8). Die
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injizierten Embryonen wurden nach dem  Schlupf mit entsprechenden
Stabilisierungschromosomen gekreuzt und die Nachkommen der F1-Generation durch
Analyse der Markergene und PCR selektiert. DsRed-positive Fliegen wurden fiir den
Aufbau stabiler Fliegenstimme weiterverwendet.

Zur Erzeugung eines endogen in vivo Expremierten Su(var)2-1 C-Terminal markierten
AVI-Fuisonsproteins, wurde ein Donor-Konstrukt durch die Klonierung von drei DNA-
Fragmenten erstellt. Das erhaltene Konstrukt wurde, wie zuvor fiir die knock out
Konstrukte beschrieben, injiziert. Erfolgreiche Transformanten wurden selektiert und
stabilisiert. Die fiir die Konstrukte verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang

aufgelistet.

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Isolierung und Charakterisierung von GST-Fusionsproteinen

Fiir die Expression von GST-Fusionsproteinen wurde eine proteinkodierende Sequenz
des Gens in den Vektor pGEX6P-1 (Amersham Biosience) kloniert. Durch eine
anschlieende Expressionsinduktion der erstellten Konstrukte in E.coli (BL21pLys)
wurde ein Fusionsprotein bestehend aus der klonierten Zielsequenz und einer N-
terminalen GST-Fusion (Glutathion-S-Transferase) gebildet.

Die endogene Expression des GST-Fusionsproteins in E.coli steht unter Kontrolle des
lac-Promotors, welcher durch ein Laktose-Analogon (IPTG) induziert wird. Durch
Zugabe von IPTG in das Kulturmedium kann nachfolgend die Expression des
Fusionsproteins angeschaltet werden. 100 ml LB-Medium (100 pg/pul Ampicillin)
wurden frisch mit E.coli BL21pLys/pGEX6P-1-Konstrukten inokuliert und tiber Nacht
bei 37 °C auf dem Schiittler inkubiert. Die Ubernacht-Kultur wurde 1:100 in 300 ml
LB-Amp-Medium verdiinnt und bei 37 °C im Schiittelinkubator bis zu einer optischen
Dichte von 0.6 inkubiert. Die Expressionsinduktion der GST-Fusionskonstrukte erfolgte
mit 0,15 mM IPTG. Nach einer Induktion iiber drei Stunden wurde die Bakterienkultur
durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei 4 °C und 5000upm (Sigma) pelletiert.

Das E.coli-Zellpelett wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren, in 1/15 Vol. 1xPBS
(137mM NaCl; 10mM Na,HPO4; 2,7mM KCI; 1,8mM KH,PO4) mit Protease-
inhibitoren (Roche, Basel) resuspendiert und 1 Stunde auf Eis inkubiert. Nach einer
anschlieenden Ultraschallbehandlung (3 x 12 Pulse, 70 % Power) auf Eis wurde der

l6sliche Zellextrakt von den unloslichen Bestandteilen durch Zentrifugation (zwanzig
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Minuten, 15300upm bei 4 °C) abgetrennt. Zur Isolation der GST-Fusionsproteine aus
dem Gesamtzellextrakt wurde eine GST-Affinitdtschromatografie durchgefiihrt. Das
erhaltene 16sliche Extrakt des Uberstandes wurde dazu mit 1xPBS equilibrierter
Glutathion-B4-Sepharose versetzt und iiber Nacht im Kiihlraum (4°C) auf dem Drehrad
inkubiert. Nach beendeter Inkubation wurden die ungebundenen Idslichen Proteine
durch mehrmaliges Waschen mit 20 ml 1 x PBS entfernt. Die nach den Waschschritten
an der Sepharose gebundenen GST-Fusionsproteine wurden mit einem Elutionspuffer
(20mM reduziertes Glutathion) eluiert bzw. als direkt an der Sepharose gebundenes

Protein fiir proteinbiochemische Experimente eingesetzt.

2.3.2 Histon-Methyltransferase-Assay

Fiir einen Nachweis der Histon-Methyltransferaseaktivitit von dMES-4 wurden die
Proteine in E.coli als GST-Fusionsproteine exprimiert und aus dem Gesamtextrakt iiber
GST-Sehparose gereinigt. Die mit 4 x 5Sml MAB-Puffer (0,25M Saccharose; 0,05M
TrisCl pH 8,5; 0,02M KCI; 0,0lmM B-Mercaptoethanol) gewaschenen GST-
Fusionsproteine wurden anschlieBend in einem Histon-Methyltransferase Assay
eingesetzt. Fiir die Reaktionen wurden an die GST-Sepharose gebundene
Fusionsproteine, S—Adenosyl—L—[methy1—14C] (Amersham Bioscience) und 2 pg
rekombinantes Histon bzw. synthetisches Peptid gemischt. Das Reaktionsgemisch
wurde fiir 1h bei 30 °C in einem Wasserbad inkubiert und die Reaktion durch die
Zugabe von ROTI-Load Puffer (Carl Roth) sowie einer fiinf miniitigen Erhitzung bei 95
°C beendet. Das Proteingemisch wurde zentrifugiert und der Uberstand auf einem 15%
igem SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Nach der Trocknung des SDS-Gels wurden die C'*-
markierten Histone und Peptide am Phosphoimager (FUJIFILM, Japan) radiografisch
detektiert. Nichtradioaktive HMTase-Assays wurden im Westernblot analysiert.

2.3.3 Isolierung und Charakterisierung von 6xHis-Fusionsproteinen

Zur Reinigung von 6xHis-Tag-Fusionsproteinen wurde eine frische Expressionskultur
des entsprechenden Fusionskonstruktes in LB-Medium angeimpft. Nach Erreichen einer
ODggo von 0,6 wurde die Kultur mit ImM IPTG induziert und fiir die Dauer von zwolf
Stunden bei 37 °C auf einem Schiittler inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation
wurde aus der Expressionskultur durch Zentrifugation ein Gesamtpellet hergestellt. Je
nach denaturierter oder nativer Proteinaufreinigung wurde nach Angaben des

Herstellers die Ni-NTA-Agarose (Qiagen, The Expressionist), vorbereitet und
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verwendet. Die gebundenen 6xHis-Fusionsproteine wurden in einem Elutionspuffer
(250mM Imidazol) eluiert bzw. direkt in einem ROTI-Load Puffer (Carl Roth) fiir 5
Minuten gekocht. Die Analyse erfolgte mittels Coomassie-Farbung nach SDS-PAGE.

2.3.4 Westernblot zum Nachweis von Proteinen

Proteine wurden nach einer SDS-PAGE aus der Acrylamid-Gelmatrix auf eine PVDF-
(Thermo) bzw. Nitrocellulose-Membran durch einen Elektro-Blot-Transfer (Blotpuffer:
192mM Glycin, 25mM Tris, 20% Methanol) bei 0,5mA/cm? fiir 60 Minuten transferiert.
Die Membran mit den gebunden Proteinen wurde nach dem Blot eine Stunde im
Blocking-Puffer (3% Trockenmilchpulver [Carl-Roth] in 1 x PBST) geblockt und
anschlieBend mit einem im Blocking-Puffer verdiinnten priméren Antikorper fiir 2
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3 x 20 miniitigem Waschen in PBST (1x
PBS, 0,2% Tween 20) wurde der sekunddre HRP-gekoppelte Antikorper in Blocking-
Puffer verdiinnt auf die Membran gegeben und fiir 1 Stunde bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde erneut 3 x 20 Minuten gewaschen und der Westernblot mit einem

ECL-Prime-System (GE Healthcare) nach Angaben des Herstellers entwickelt.

2.3.5 Proteinkonzentrationsbestimmungen

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde der Bio-Rad Protein-Assay-Kit der
Firma Bio-Rad verwendet. Nach Erstellung der Eichgeraden mit entsprechenden
Eichproteinen (GE Healthcare) wurden die zu untersuchenden Proben nach Vorgaben
des Herstellers aufgearbeitet, fotometrisch im Ultrospec (Amersham Biosience)

vermessen und die Proteinkonzentration bestimmt.

2.3.6 Kernisolation aus Drosophila fiir Proteinextrakte

Fiir die Kernisolation wurden zunichst die Embryonen des ausgewahlten Genotyps von
den Agar-Ablegeplatten abgesammelt und durch eine zweiminiitige Behandlung mit
Hypochlorid (6%) dechorionisiert. Die anschlieBend intensiv mit Wasser gewaschenen
Embryonen wurden sofort fiir eine Kernisolation verwendet bzw. in Stickstoff
eingefroren und bei -80°C gelagert.

Die Kernisolation erfolgte bei 4°C nach der Methode von Elgin und Hood (Elgin and
Hood, 1973) und wurde wie folgt modifiziert. 1g dechorionisiert Embryonen wurden
mit 5ml TMMP-Puffer (50mM Tris-Maleat pH 7.4; 5SmM MgCI2; 10mM b-

Mercaptoethanol; 0,1mM PMSF) versetzt und in einem Dounce-Homogenisator
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(Weaton) homogenisiert. Nach Filtration des Homogenats durch eine Miracloth-
membran (Calbiochem) wurde dieses auf Sml Suc-TMMP Puffer (0,25 M Saccharose
gelost in TMMP-Puffer) iiberschichtet und fiir 10 Minuten bei 2000upm in der
Kiihlzentrifuge bei 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das erhaltene Kern-Pellet zweimal in 2ml TMMP-
[I-Puffer (0,1% Triton X-100 in TMMP-Puffer) und einmal in TMMP-Puffer
gewaschen. Die isolierten Kerne wurden in Stickstoff eingefroren bzw. zur Herstellung

der Kernextraktes weiterverarbeitet.

2.3.7 Herstellung von nativen Drosophila-Proteinextrakten

Fiir Co-Immunoprézipitationen wurden native Kernextrakte verwendet (Dignam et al.,
1983). Die aus der Kernisolation gewonnenen Kerne des Kern-Pellets wurden in 1ml
Puffer C (25mM HEPES pH 7,6; 500mM NaCl; 1,5mM MgCly; 25% Glycerol; 0,2mM
EDTA; 0,5mM PMSF; 0,5mM DTT) aufgenommen und bei 4°C auf einem Drehrad fiir
45 Minuten inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 4°C mit 16000upm fiir 30 Minuten
wurde der Uberstand iiber Nacht gegen 1000 ml Puffer D (25mM HEPES pH 7.6; 150
mM KCI; 12,5mM MgCl2; 20% Glycerol; 0,2mM EDTA; 0,2mM PMSF; 0,5mM DTT;
Roche-Protease-Inhibitor-Mix) dialysiert. Das Dialysat wurde erneut bei 4°C mit
12000upm fiir 5 Minuten zentrifugiert und jeweils in Aliquotes a 250 pl in fliissigem

Stickstoff eingefroren und bis zu einer Weiterverwendung bei -80°C gelagert.

2.3.8 Co-Immunoprizipitation von Drosophila-Proteinen

Native Kernextrakte wurden mit an Protein-A-Sepharose (Amersham) gekoppelten
SU(VAR)2-1-Antikorpern bzw. a-FLAG-tag-Antikorpern fiir 3h bei 4°C inkubiert. Die
kovalente Bindung des SU(VAR)2-1-Antikorpers an die Protein-A-Sepharose erfolgte
zuvor durch eine Reaktion mit DMP (Dimethylpimelimidat). Nach der Inkubation
wurden die Sepharose-Beads sechsmal mit Puffer A (50mM Tris-HCL, pH 7.5; 125mM
NaCl; 0,1% NP-40) und fiinfmal mit Puffer A plus 250mM KCI gewaschen. Die
gebundenen Proteine wurden anschliefend durch Zugabe eines 0,1M-Glycinpuffers (pH
2.5) eluiert und sofort mit 1:10 Volumen 1M Tris-HCI (pH 8.0) neutralisiert. Die Eluate
wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt und in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Der
Nachweis der durch den Antikorper prézipitierten Proteine erfolgte im Westernblot mit

den entsprechend aufgefiihrten Antikorpern.
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2.4 Immunzytologische Methoden

2.4.1 Anzucht von Embryonen

Zur Gewinnung von Embryonen fiir die verschiedenen immunzytologischen
Untersuchungen wurden spezielle Ablegerohren mit auswechselbaren Ablegeplatten
verwendet. Die Ablageplatten (2% Agar; 10% Zucker; 2,25% Nipagin; Aktivkohle zum
Anfirben des Mediums) wurden mit Frisch-Hefe bestrichen, um die Eiablage der
adulten Drosophila-Weibchen zu stimulieren. Die Ablage erfolgte im Inkubator bei
einer konstanten Temperatur von 25 °C fiir die jeweiligen Untersuchungsintervalle von
0,5 - 12 Stunden. Embryonen wurden mittels eines Pinsels und entsprechender Siebe

abgesammelt und entsprechend weiterverwendet.

2.4.2 Immunfirbung in embryonalen Stadien

Fir die Immunmarkierung von Drosophila-Embryonen wurde die Methode nach
Mitchison und Sedat (Mitchison and Sedat, 1983), wie in Drosophila-Protocols
beschrieben, angewendet und modifiziert (W. Sullivan, 2000). Die von den
Ablegeplatten abgesammelten Embryonen wurden in einer 6%igen Natrium-
hypochloridlosung (Carl Roth GmbH) dechorionisiert, intensiv mit Wasser gewaschen
und anschlieend entweder einer Hitze- oder Formaldehydfixierung (Rothwell and
Sullivan, 2007) unterzogen. Die nachfolgende Devitellinisierung der fixierten
Embryonen erfolgte durch Zugabe eines Gemisches aus n-Heptan und Methanol mit
anschlieBendem kréftigem Schiitteln. Die devitelinisierten und fixierten Embryonen
wurden in Methanol bei 4°C gelagert. Zu Beginn einer Farbung wurden die Embryonen
ca. 30 Minuten auf dem Drehrad in PBTA (1xPBS, 1% BSA, 0,05% Titon X-100)
rehydriert. Die Immunmarkierung mittels primédren Antikorpers (verdiinnt in PBTA)
fand bei 4°C iiber Nacht statt. Am néchsten Tag wurden die Embryonen zunichst
dreimal in IxPBTA gewaschen und fiir eine Stunde in PBTA inkubiert. Die Farbung
mit fluoreszenzmarkierten sekundiren Antikérpern (GAR/GAM Alexa 488) erfolgte fiir
2 Stunden in PBTA bei 37°C. AnschlieBend wurden die Embryonen erneut mit 1x
PBTA gewaschen und inkubiert. Die Farbung der DNA erfolgte mit jeweils 40ul DAPI-
Mix [1:1-Gemisch Glycerol / 1xPBS, 1:1000 DAPI (Stammldsung 2 mg/10 ml)]. Um
ein Austrocknen der Priparate zu verhindern wurde jedes Préparat mit handelsiiblichem
Nagellack verschlossen. Die Auswertung der Immunmarkierung erfolgte an einem

konfokalen Mikroskop (LSM 510/780; Zeiss).
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2.4.3 Immunmarkierung von polytinen Speicheldriisenchromosomen

Fiir die immunzytologische Untersuchung von polytdnen Speicheldriisenchromosomen
von Drosophila melanogaster wurde die Methode nach Silver und Elgin (Silver et al.,
1978) verwendet. Larven des zu untersuchenden Genotyps wurden unter Zugabe von
frischer Hefe bei 18°C gehalten, bis sie das dritte Larvenstadium erreicht hatten. Aus
diesen beweglichen Larven wurden die paarigen Speicheldriisen in 0,7%-iger NaCl-
Losung unter dem Binokular herauspripariert. Die freipraparierten Speicheldriisen
wurden in Fixierlosung (45% Essigsdure, 3,7% Formaldehyd) fiir 5 Minuten inkubiert.
Nach erfolgter Spreizung und Quetschung der Chromosomen wurden diese in fliissigem
Stickstoff eingefroren, das Deckglas abgesprengt und die Objekte in 1xPBS bis zur
Farbung mit spezifischen Antikdrpern gelagert.

Die verwendeten primiren Antikdrper (Tabelle 4) wurden in 1xPBS, 5% Trockenmilch-
pulver bzw. 3% BSA geldst und iiber Nacht im Kiihlraum bei 4°C inkubiert. Nach
beendeter Inkubation wurden die Préparate 3x 15 Minuten mit PBST gewaschen und
anschlieend mit dem sekunddren Antikorper in 1xPBST, 5% Trockenmilchpulver bzw.
3% BSA {iber Nacht bei 4°C in einer Feuchtekammer inkubiert.

Nach einem erneuten Waschen mit PBST erfolgte die DNA-Féarbung fiir 10 Minuten
mit PBS-DAPI. Die Priaparate wurden anschlieend gewaschen und in CITIFLOUR-
Mounting eingebettet. Die Versiegelung der Prdparate erfolgte mit handelsiiblichem
Nagellack. Die Auswertung erfolgte am konfokalen Mikroskop (LSM 510/780; Zeiss)

mit entsprechenden Filtersadtzen.

2.4.4 Gal4-UAS-kontrollierte Transgenexpression von SU(VAR)2-1 EGFP

Die Transgenexpression von SU(VAR)2-1-EGFP-Fusionsproteinen erfolgte mit dem
Gal4-UAS-System. Durch den Einsatz der gewebespezifischen Gal4-UAS-Treiberlinien
(Tabelle 4) konnen gewebs- oder entwicklungsabhingige Promotoren genutzt werden,

um SU(VAR)2-1EGFP kontrolliert zu exprimieren.

Tabelle 4 Verwendete Gal4-Treiberlinien

Bezeichnung Genotyp FlyBase-Ref.
mat-Gal4-62 w[*]; P[w[+mCJ]=matalpha4-GAL-VP16]V2H FBst0007062
mat-Gal4-63 w[*]; P[w[+mCJ]=matalpha4-GAL-VP16]V37 FBst0007063
tj-Gal4 y* w¥; P[GawB]NP1624 / CyO, P[UAS-lacZ.UW14]UW14 FBst0302922
act-Gal4 y1 w*; P[Act5C-GAL4]25FO1/CyO, y+ FBst0004414
tub-Gal4 P[hsFLP]1, P[tubP-GALSO]LL1 w* P[neoFRT]19A; PinYt/CyO FBst0005133
elv-Gal4 P[GawB]}elavC155 FBst0000458
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2.4.5 Immunmarkierungen in Drosophila-Ovarien

Die Ovarien angefiitterter Drosophila-Weibchen wurden in 1xPBS unter einem
Stereomikroskop aus dem Abdomen herausprépariert und die Ovariolen freigelegt.

Die vorbereiteten Ovarien wurden in 250ul einer Losung, bestehend aus 5%-igem
Paraformaldehyd gelost in 1xPBS, fiir dreiig Minuten bei Raumtemperatur fixiert.
Nach Dehydrierung in 200ul Methanol mit anschlieBender dreimaliger Rehydrierung in
250ul PBTA (1xPBS; 1% BSA; 0,05% Triton-X100) wurden die fixierten Ovarien fiir
eine weitere Stunde nochmals in PBTA aufgenommen und inkubiert. Anschlieend
erfolgte die Zugabe der in PBTA verdiinnten primaren Antikdrper und einer Inkubation
bei 4°C iiber Nacht. Nach dreimaligem Waschen mit PBTA wurde der in PBTA
verdiinnte primére Antikorper fiir zwei Stunden bei 37°C zugegeben. Danach erfolgte
ein erneutes waschen mit PBTA. Die Ovariolen-Préparate wurden auf Objekttrager
tiberfiihrt, gespreitet und in ein DAPI enthaltendes CITIFLOUR-Mounting-Medium
eingebettet. Die Deckgldschen wurden mit handelsiiblichem Nagellack versiegelt und
die Objekte zur Auswertung der Immunmarkierungen an einem konfokalen Mikroskop

(LSM 510/780; Zeiss) untersucht.

2.4.6 Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH)

Fixierte und gespreitete polytdne Speicheldriisenchromsomen wurden in 2xSSC fiir 45
Minuten im Wasserbad bei 70°C inkubiert. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur
wurden die Priparate fiir neunzig Sekunden in Denaturierungspuffer (2xSSC; 70 mM
NaOH) getaucht und sofort danach in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 80%,
90%) fiir jeweils Smin bei -20°C inkubiert. Die per GoTaq-PCR (Promega) hergestellte
und mit DIG markierte Sonde (aufgenommen in Hybridisierungspuffer [10%
Lachsspermien-DNA; 2xSSC; 50% Formamid; 10% Dextransulfat; ImMMEDTA, 50mM
Na-Phosphat-Puffer pH7]) wurde nach einer 5 miniitigen Inkubation bei 95°C direkt zur
Hybridisierung auf die Priparate gegeben und {iber Nacht in einer feuchten Kammer bei
37°C inkubiert. Nach viermaligem Waschen in 2x SSC bei 42°C wurden die
hybridisierten Praparate fiir 60 min in einer feuchten Kammer bei 37°C mit Blocking-
Losung (4x SSC; 0,15% NP40; 0,15% Tween 20, 3% BSA; 5% Milchpulver) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Priparate mit der Antikorperlosung (1:25 anti-DIG) iiber
Nacht bei 4°C gefarbt. Nach dreimaligem Waschen in 2x SSC + 0,15% TritonX-100 bei

Raumtemperatur wurden die Préparate mit einem Goar-Anti-Maus Alexa 488
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Antikorper (GAM488) bei 37°C fiir 2 Stunden geférbt. Nach dreimaligem Waschen in
2xSSC + 0,15% Triton X-100 bei Raumtemperatur wurden die Préparate in einer
Mounting-Losung (1xPBS, 50% Glycerol, DAPI) eingedeckelt und mit Nagellack
versiegelt. Die Auswertung erfolgte am Laser Scanning Mikroskop (LSM 780, Carl
Zeiss).

Tabelle 5: Verwendete Antikdrper im Westernblot und der Immunzytologie

Antikorper Hersteller Kat. Nr. Western Blot f\iliirg;i:lol:)lgige
Primére Antikorper
polyklonal H3 Sant Cruz abl1791 1:1000 -
polyklonal H3K9mel Abcam ab89906 1:1000 1:100
polyklonal H3K9me2 Abcam ab1220 1:800 1:100
polyklonal H3K9ac Abcam abl0812 1:1000 1:100
polyklonal H3K18ac Abcam abl191 1:1000 1:100
polyklonal H3K23ac Abcam Ab47813 1:1000 1:100
polyklonal H3K27ac Abcam ab4729 1:1000 1:100
polyklonal H3K36mel Abcam ab9048 1:750 1:100
monoklonal H3K36me2 O. Bell et al. 2008 - 1:40 1:20
polyklonal H3K36me3 Abcam ab9049 1:750 1:100
polyklonal H4 Abcam ab10158 1:1000 1:100
polyklonal H4KS5ac Millipore 206839 1:1000 1:100
polyklonal H4K8ac Millipore 205840 1:1000 1:100
polyklonal H4K12ac Millipore 205842 1:1000 1:100
polyklonal H4K16ac Millipore 205841 1:1000 1:100
monoklonal a-E(Z) A. Imhof - 1:300 -
monoklonal a-FLAG Sigma-Aldrich F1804 1:1500 1:100
monoklonal a-HP1a DSHB, Iowa USA C1A9 1:300 1:250
monoklonal a-HP1c A. Imhof - 1:800 -
monoklonal o-HYPB O. Bell et al. 2008 - 1:500 1:100
polyklonal a-LSD1 Rudolph et al. 2007 - 1:2000 1:100
monoklonal o-dMES-4 O. Bell et al. 2008 - 1:40 1:15
polyklonal a-dMES-4 Walther/Rudolph - 1:850 1:100
polyklonal a-MOF P. Becker - - 1:200
polyklonal a-MSL-1 P. Becker - - 1.250
monoklonal a-PCNA Millipore 05-347 1:250 -
polyklonal a-RPD3 Rudolph - 1:2500 1:150
polyklonal a-SU(VAR)2-1 Walther - 1:750 1:100
monoklonal a-Tubulin Sigma-Aldrich T6199 1:10000 -
monoklonal a-V5 Life Technologies R96025 1:2000 1:100
polyklonal a-GFP TP Biolabs TP401 1:1000 1:100
Sekundiire Antikérper
Goat anti-Mouse HRP Life Technologies G-21040 1:1000 -
Goat anti-Rabbit HRP Life Technologies G-21234 1:1000 -
Goat anti-Mouse 488 Life Technologies A110001 - 1:100 - 1:250
Goat anti-Rabbit 488 Life Technologies A110008 - 1:100 - 1:250
Goat anti-Mouse 555 Life Technologies A21422 - 1:100 - 1:250
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3 Ergebnisse

3.1 Das Su(var)2-1-Gen

3.1.1 Su(var)2-1, ein Suppressor fiir PEV im In(1 )w’"4h-Rearrangement

Das in dieser Arbeit analysierte Su(var)2-1-Gen ist neben den bereits sehr gut
untersuchten Genen Su(var)3-9 und Su(var)3-3 einer der stiarksten dominanten
Suppressoren fiir das In(1)w™*"-Rearrangement. Der Verlust des Su(var)2-1-Gens fiihrt
im In(1)w™*"-Rearrangement zur Suppression des heterochromatischen white-Gen-
Silencings. Aufgrund des Suppressoreffektes der Su(var)2-1-Mutante wird das in
rdumlicher Ndhe zum Heterochromatin liegende white-Gen vollstindig exprimiert,
sodass in Su(var)2-1-Mutatenallelen die Facetten im Fliegenauge intensiv rot gefarbt
sind. Durch den Suppressoreffekt in In(1)w"*-Tieren wird deutlich, dass das

SU(VAR)2-1-Protein ein wichtiger Faktor bei der Etablierung von Heterochromatin ist.

3.1.2 Kartierung von Su(var)2-1

Die untersuchten Su(var)2-1-Mutanten wurden anhand ihres starken dominanten
Suppressoreffektes auf w™ in den frithen 80er-Jahren isoliert (Reuter et al., 1982a).
Die erste Kartierung des Su(var)2-1-Gens erfolgte zunichst durch eine P-Element
vermittelte Rekombination im Drosophila-Ménnchen in die Region 31B1 im linken
Arm des zweiten Chromosoms (Westphal & Suckau, personliche Mitteilung). Um den
Genlocus genauer zu kartieren, wurden verschiedene Deletionen der Region 31BI
eingesetzt. Die vom Drosophila-Stammzentrum in Bloomington bereitgestellten white-
minus-Deletionen Df(2L)BSCI143, Df(2L)BSCI44 und Df(2L)BSC206 fiir den
chromosomalen Bereich 31B1 konnten zunéchst in das In(l )wm4h-Rearrangement
eingekreuzt werden. Die Nachkommen dieser Kreuzung wurden auf einen dominanten
Suppressoreffekt untersucht (Abb. 1A). In der F1-Generation der Kreuzung w'’*®/w!!’%;
Df{2L)BSC/CyO-Weibchen mit w"*/Y:Sco/CyRoi-Minnchen zeigten Df{2L)BSC143
und Df(2L)BSCi144, aber nicht die Deletion Df(2L)BSC206 einen dominanten
Suppressoreffekt auf das In(1)w™*"-Rearrangement (Abb. 1B). In balancierten w™-
Stammen prigen Weibchen und Miannchen mit den Deletionen Df(2L)BSCI43 und
Df(2L)BSC144, nicht aber Tiere mit der Deletion Df(2L)BSC206 einen dominanten

Suppressoreffekt auf In()w™*" aus.
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Komplementationsanalysen der Deletionen Df(2L)BSCI143, Df(2L)BSCI44 und
Df(2L)BSC206 mit einzelnen Su(var)2-1 Allelen zeigen, dass die transheterozygoten
Weibchen der Genotypen Df(2L)BSC143/Su(var)2-1 und Df(2L)BSCI144/Su(var)2-1
steril sind. Transheterozygote Weibchen des Genotyps Df(2L)BSC206/Su(var)2-1 sind
dagegen jedoch fertil (Abb. 1D). Su(var)2-1 betindet sich innerhalb der Region, die von
den Deletionen Df(2L)BSC143 und Df(2L)BSC144 gemeinsam abgedeckt werden (Abb.
1C). Durch die Analyse der iiberlappenden Region konnte das Su(var)2-1-Gen auf die
Gene CG5694, eEF 1delta und CG31720 eingegrenzt werden (Abb. 1C).

A B Df(2L)BSC Df(2L)BSC CyO
Sco Roi Sco

w'8/w'"; Df(2L)BSC143ICyO X  wm Y ; Sco/CyRoi  Bo0 143

F1 1
w118/ wm4h: DF(2L)BSC143/Sco BSC144
w118 wmah. DF(2L )BSC143/CyRoi ‘

wi18] wméh, CyO/Sco

>

BSC206 & ‘

C
L - L L
10220k 10250k 10280k 10310k
i ]
| NPCA <4 RnrL
E Df(2L)BSC143
Df(2L)BSC144
W Df(2L)BSC206
Su(var)2-1
D Weibchen Ménnchen Su(var)2-1
Df(2L)BSC 25 S | s 2 = = o | 2515
Sub-1 Sub-36 Sub-56 Sub-40 2-9
143 steril steril steril steril steril
144 steril steril steril steril steril
206 fertil fertil fertil fertil fertil
steril = Weibchen sind steril und zeigen einen Suppressoreffekt auf In(1)wm4h
fertii = Weibchen sind fertil und zeigen keinen Suppressoreffekt auf In(1)w"'4"

Abbildung 1: Genetische Analyse der Su(var)2-1-Region 31B1 durch Deletionskartierung und
Komplementation. (A) Kreuzungsschema der BSC-Deletionen mit In(1)w"*. Stellvertretend fiir die
Kreuzung wurde Df{2L)BSC143 dargestellt. (B) Augenphinotypen der heterozygoten In()w"* /w'''"* F1-
Weibchen (C) Deletionskartierung mit Df(2L)BSC143, Df(2L)BSC144 und Df(2L)BSC206. In Rot
unterlegt sind Deletionen, die einen Suppressoreffekt aufweisen und steril mit Su(var)2-1-Allelen sind. In
Schwarz ist die Deletion dargestellt, welche keinen Suppressoreffekt auf In(1)w"*" zeigt und fertil mit
Su(var)2-1 ist. Die Lage der Gene und die GroBe der ecinzelnen Deletionen wurden FLYBASE
(FB2012_04) entnommen (McQuilton et al., 2012). (D) Komplementation der BSC-Deletionen mit
verschiedenen Su(var)2-1-Allelen.
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3.1.3 Erstellung der Deletion Df(2L)ED721 zur Feinkartierung

Mit dem DrosDel-System ist es moglich, eine Deletion zwischen molekular genau
definierten P-Elementen zu generieren und so gezielt Gene innerhalb der Region
auszuschalten. Zur weiteren molekularen Bestimmung von Su(var)2-1 wurden mit Hilfe
der DrosDel P-Element-Kollektion kleine chromosomale Deletionen in der Region
31B1 erzeugt (Ryder et al., 2004; Ryder et al., 2007). Zur Erstellung der DrosDel-
Deletion Df(2L)ED721 wurde zwischen den FRT-Sequenzen der Remnant-P-Elemente
CB-6516-3 und 5-HA-1257 eine FLP-katalysierte Rekombination durchgefiihrt (Abb.
2). Die so hergestellte DrosDel-Deletion Df{2L)ED721 umfasst einen 9.764 bp gro3en
chromosomalen Bereich in der Region 31B1. Durch die Deletion Df(2L)ED721 werden
die vier Gene CG5694, CG4904, CG4908 und CG5708 deletiert. In der ebenfalls
verwendeten DrosDel-Deletion Df{2L)ED729, welche aber ca. 100 kb umfasst, werden
im Gegensatz zur Deletion Df(2L)ED721 bereits vierunddreiBig Gene deletiert.

CB-6516-3
W
10220877
5-HA-1257
w’
10230641
2L31B1 |
hs
L pempemg o EY

w118 SM6/Sco
|

10230641

[9764bp]

Abbildung 2: Schema zur Herstellung der DrosDel-Deletion Df(2L)ED721.

Die P[rRS, w-]-Elemente (remnant) CB-6516-3 und 5-HA-1257 werden durch eine Kreuzung trans-
heterozygot kombiniert. Durch eine Hitzeschock induzierte FLP-Rekombinase-Reaktion findet an den in
trans liegenden FRT-Sequenzen der beiden P-Elemente eine homologe Rekombination statt. Die
generierten Deletionen werden balanciert und beinhalten ein vollstindiges white-Gen (w"*) mit seinen 3’-
und 5’-Bereichen. Die erzeugte white-Deletion Df(2L)ED721 in der Region 31B1 umfasst einen Bereich
von 9.764 bp.
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A CB-6516-3
5-HA-1257 5-SZ-4008
v v
»
#_
10220k ! 10250k 10280k 10310k ;
K :

NPC1 - RnrL
—
iDf(2L)EDT721
. Df(2L)ED729 i

B
K F1-CyRoi F1-CyRoi ED721/Su ED721/Su steril/ ED721/Su
cuzung ‘Weibchen Minnchen gesamt Weibchen fertil Minnchen
Df(2L)ED721/CyRoi x Su(var)2-1"'/CyRoi 42 54 17 15 steril 2
Df(2L)ED721/CyRoi x Su(var)2-1"/CyRoi 63 38 20 18 steril 2
Df{2L)ED721/CyRoi x Su(var)2-1"/CyRoi 48 40 24 19 steril 5
Df(2L)ED721/CyRoi x Su(var)2-1°°/CyRoi 47 80 6 6 steril 0
DA2L)ED721/CyRoi x Su(var)2-1"°/CyRoi 76 93 41 25 steril 16

Abbildung 3: Komplementationsanalyse von Su(var)2-1Allelen mit der Deletion Df(2L)ED721 und
genomische Lage der DrosDel-Deletionen Df(2L)ED721 und Df(2L)ED729.

(A) In Grau ist die Lage der Gene in der genomischen Region eingezeichnet (McQuilton et al., 2012). Die
verwendeten P-Elemente CB-6516-3 und 5-HA-1257 sind griin eingefarbt. Schwarz sind die durch
Df(2L)ED721 und Df(2L)ED729 deletierten Gene hervorgehoben. In der Deletion Df{2L)ED729 werden
vierunddreiflig Gene und in der Deletion Df(2L)ED721 jeweils vier Gene deletiert.

(B) Komplementationskreuzung der Deletion Df(2L)ED721 mit Su(var)2-1-Allelen. Die trans-
heterozygoten Weibchen (Df(2L)ED721/Su(var)2-1) sind steril. Die F1-Mannchen sind fertil.

Die hergestellte Deletion Df(2L)ED721 und die durch das DrosDel-Konsortium
bereitgestellte Deletion Df(2L)ED729 (Abb. 3A) wurden mit verschiedenen Su(var)2-1-
Allelen gekreuzt und die transheterozygoten Nachkommen der Kreuzung w it
Df{2L)ED721/CyRoi x w"™/Y;: Su(var)2-1"""/CyRoi auf weibliche und mannliche
Fertilitdt getestet (Abb. 3A).

Die verwendeten Allele Su(var)2-1", Su(var)2-17, Su(var)2-1", Su(var)2-1"° und
Su(var)2-1"° zeigten in transheterozygoter Kombination mit der Deletion Df{2L)ED721
und der Deletion Df(2L)ED729 sterile weibliche Nachkommen (Abb. 3B). Die
Su(var)2-1-Allele Su(var)2-1 % und Su(var)2-1 2 zeigten liber die getesteten Deletionen
eine weibliche Semisterilitdt und sind besondere Allele von Su(var)2-1. Die generierten
Defizienzen Df(2L)ED721 und Df(2L)ED729 wurden nicht fiir einen Test im PEV-

Rearrangement In()w™*"

verwendet, da durch die Etablierung der Deletionen ein
vollstandiges white-Gen (w") entsteht und ein w"-Phénotyp ausgeprigt wird. Der w'-
Augenphénotyp lberlagert vollstindig einen Suppressoreffekt bei einer Testung der

DrosDel-Deletionen im PEV-Rearrangement /n(1 )w’"4h .
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Komplementationsanalysen mit der P-Element-Insertionslinie 5-HA-1257 und der
Defizienz Df(2L)ED729 ergaben ebenfalls sterile weibliche Nachkommen. Das 5-HA-
1257-P-Element, welches sich im ersten Intron des Gens CG5694 befindet, wurde mit
den genutzten Su(var)2-1-Allelen komplementiert. Die transheterozygoten weiblichen
Nachkommen  Su(var)2-1*"/5-HA-1257 sind durch eine weibliche Sterilitit
gekennzeichnet. Aus den durchgefiihrten Komplementations- und Deletionsanalysen
mit 5-HA-1257, Df(2L)BSC143, Df(2L)BSC144 und Df(2L)ED721 lasst sich ableiten,
dass das unbekannte Gen CG5694 mit dem Gen Su(var)2-1 identisch ist.
RT-PCR-Untersuchungen an transheterozygoten 5-HA-1257/Df(2L)ED729 zeigen, dass
kein normales Su(var)2-1 Transkript gebildet wird (Abb. 4B). Es wird ein alternatives
chiméres Transkript, bestehend aus dem ersten Exon des Genes Su(var)2-1 und dem im
P-Element codierten white-Gen, gebildet (Daten nicht gezeigt). Da dieses chimére
mRNA-Transkript nur das erste untranslatierte Exon von Su(var)2-1 enthélt kann es fiir
Su(var)2-1 nicht mehr funktionell sein. Die 5-HA-1257-Insertion im ersten Exon des
CG5694-Genes ist somit auch ein ,,loss of function Su(var)2-1-Allel, welches eine
nicht korrekt prozessierte mRNA bildet (Abb. 4B). Su(var)2-1 kann auch
transkriptionell eindeutig mit dem Gen CG5694 in Verbindung gebracht werden (Abb.
4A-B).

A CB-6516-3 5-HA-1257 B
v v . 5'“‘%257 CG5694
| BB CG4908! RB XN N E—

»CG4904 , I EED> 1M

Df(2L)BSC143 750bp -

Df(2L)BSC144 """ RS 174130

; : 250bp — “m““ rp49
Df(2L)BSC206 ie—

Abbildung 4: Zusammenfassung der Su(var)2-1-Kartierung mit eingezeichneten P-Elementen sowie
den iiberlappenden Deletionen und RT-PCR-Untersuchung am P-Element 5-HA-1257.

(A) In der Deletion Df(2L)ED721, welche mit den P-Elementen CB-6516-3 und 5-HA-1257 hergestellt
wurde, sind die kodierenden Bereiche von Su(var)2-1/CG5694 vollstindig deletiert. Df(2L)ED721
umfasst neben Su(var)2-1 (schwarz unterlegt) die Gene CG4904, CG4908 und CG5708. In den
Deletionen Df(2L)ED729, Df(2L)BSCI143 und Df(2L)BSC144 ist Su(var)2-1 vollstindig deletiert. Die
Positionen der Deletionen und die Genstruktur wurden FLYBASE entnommen. (B) RT-PCR an trans-
heterozygoten Fliegen mit den eingezeichneten Primern. Zur RT-PCR Kontrolle wurde rp49 verwendet.
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3.1.4 Molekulare Analyse einzelner Su(var)2-1-Mutanten

Zur Sequenzierung einzelner Su(var)2-1-Allele wurden diese mit der chromosomalen
Deletion Df(2L)ED729 gekreuzt und die transheterozygoten Nachkommen molekular
analysiert. Aus den transheterozygoten Tieren Df(2L)ED729/Su(var)2-1 Allel wurde fiir
die nachfolgende Sequenzierung genomische DNA isoliert. Der gesamte Exon-Intron-
Bereich des Genes CG5694 konnte mehrmals unabhéngig voneinander durch eine PCR-
Reaktion amplifiziert, kloniert und anschlieBend sequenziert werden. Die Sequenzdaten

wurden mit Hilfe der Flybase-Datenbank ausgewertet (BDGB; www.flybase.org/). Die

Ergebnisse der Su(var)2-1-Sequenzierung sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Ergebnisse der Sequenzierung einzelner Su(var)2-1-Allele. In der Tabelle werden die
analysierten Su(var)2-1-Allele, das Mutagen und die molekular bestimmten Mutationsorte aufgefiihrt.

Position
Allel Mutagen Ver.éinderung (bp) Verﬁ.nderung (AA) (genomisch;
Wildtyp > Allel Wildtyp> Allel Flybase
January 2015)

Su(var)2-1" spontan 1bp Insertion T349 Frameshift > StOP 10228687
Su(var)2-1" EMS 75 bp Deletion S365 Frameshift >Stop 10228939
Su(var)2-1% Rontgenstrahlen 14bp ]Ijnesl:rttii(z)l:: Sbp E324.328 > C324N325 10228763
Su(var)2-1" EMS GTA > ATA S149 splicedefekt > StOP 10229413
Su(var)2-1” Rontgenstrahlen 1bp Insertion T349 Frameshifc > StOP 10228687
Su(var)2-1"° Rontgenstrahlen 4 bp Deletion Q153 Frameshife > Stop 10229303
Su(var)2-1"1 EMS 1bp Insertion T349 Frameshife > StOP 10228687
Su(var)2-17 EMS TTA >TAA L, > stop 10229811
Su(var)2-1" EMS 1bp Insertion T349 Frameshife > StOP 10228687
Su(var)2-1*"* EMS TTA >TAA Ly79> stop 10228897
Su(var)2-1*" EMS CAG>TAG Qs, > stop 10229851
5-HA-1257 P-Element Im 1. Intron SpleiBidefekt 10230453

Die untersuchten Su(var)2-1-Allele zeigen eine Vielzahl verschiedener Sequenz-
verdnderungen. In den durch EMS induzierten Su(var)2-I-Mutationen werden
iiberwiegend Basenpaaraustausche gefunden, wohingegen Rontgenstrahl induzierte
Mutationen oft genomische Umbauten und Deletionen aufweisen.

Insgesamt konnten zwei Spleidefekt-, fiinf Insertions-, zwei Deletions- und drei
Punktmuationen gefunden werden. Mit Ausnahme von Su(var)2-1 fiihren alle
Mutationen zum Abbruch der Translation des Su(var)2-1/CG5694-Genes (Tab. 1). Im
Su(var)2-1"-Allel ergibt eine 14-bp-Deletion mit einer zusitzlichen 5-bp-Insertion am

Mutationsort ein um drei Aminosduren verkiirztes SU(VAR)2-1-Protein.
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Im Allel Su(var)2-1° fithrte die Mutagenese zu einem Verlust von vier Basenpaaren im
vierten Exon und einem nachfolgenden Abbruch der Translation von SU(VAR)2-1%.
Im Su(var)2-1"-Allel befindet sich eine Splice-Donor-Site Mutation im dritten Exon
von Su(var)2-1. Dadurch wird in dieser Mutante das Intron nicht aus mRNA entfernt
und es entsteht nach einem ,,frame-shift” ein vorzeitiger Translationsstopp.

Mit Ausnahme der Su(var)2-1”-Mutante fithren alle untersuchten Su(var)2-1-
Mutationen zu einem vorzeitigen Stopp der Translation (Tab. 6). Durch den vorzeitigen
Translationsstopp werden verkiirzte SU(VAR)2-1-Proteine von 34 [Su(var)2-1°""] bis
hin zu maximal 349 Aminosiuren [Su(var)2-1°'] gebildet. Sie sind als verkiirzte
Proteine nicht funktionsfahig und filhren zum Suppressoreffekt im Rearrangement
In(H)w™*". Es konnten insgesamt 12 der 22 Su(var)2-1-Allele erfolgreich sequenziert
und die Verdnderung auf molekularer Ebene dem Su(var)2-1-Gen zugeordnet werden
(Abb. 5A). Die Allele Su(var)2-1", Su(var)2-1"* und Su(var)2-1"° kénnen auf Grund

1™ Mutanten klassifiziert

ihrer verdanderten genomischen Sequenz als SU(VAR)2-
werden. Fiir die funktionelle Analyse von Su(var)2-1 sind sie als ,,loss of function®-
Allele durch den Verlust des SU(VAR)2-1-Proteins besonders gut geeignet.

Im ersten Intron von Su(var)2-1 ist das 5-HA-1257 inseriert. Diese P-Insertion fiihrt
dazu, dass CG5694 nicht korrekt transkribiert werden kann und stellt selbst ein neues
Su(var)2-1-Allel dar. Fiir die genetischen, biochemischen und zytologischen Analysen

wurden Su(var)2-17, Su(var)2-1", Su(var)2-1°° und Su(var)2-1" genutzt (Abb. 5B-C).

5-HA-1257
215 04 02 214 03 01/05/11/97
v 15 06 | |
I m Su(var)2-1
CantonS ATGGTGCAATGCTCTTTAGGACACATAAACTTACC
Su(var) 2-11 5 ATGGTGCAATGCTCTTAA-GACACATAAACTTACC
Cantons CATTTC A CAAGCCTAC
Su(var)2-194  carrrC CAAGCOTAC
Canton$§ AGTGCTTGTTGCTGCAAAAGAACAACAGTTCCATT
Su(var)2-196  AGTGCTTGTTGCTGC----GAACAACAGTTCCATT
CantonS CATATTCATTCAGCGAAGAAACATCAACGGAAACATCARACAGAAAGAL .CCATCGCH TCGAACA TCH
Su(var)2-192  CATATTCATTCA------—=-= ——- _—- -- ---TAGTA
15 04 TB 02
]
N- I - I -c SU(VAR)2-1

1 623

EWG-Domain

NLS

ZnF C2H2

Abbildung 5: Zusammenfassung zur genomischen Lage molekular analysierter Su(var)2-1-Allele.
(A) Genomische Lage einzelner Mutanten innerhalb der Exon-Intron-Struktur von Su(var)2-1 (B) Die
Verinderungen der genomische Sequenz von Su(var)2-1, Suvar)2-1", Su(var)2-1% und Su(var)2-1" im
Vergleich zum Flybase-Referenzstamm Canton-S. (C) Schematische Darstellung und Lage der im
SU(VAR)2-1-Protein konservierten Proteinmotive EWG, NLS und Znf C2H2.
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3.1.5 Erstellung definierter Su(var)2-1-Mutanten mit CRISPR/Cas9

Durch das CRISPR/Cas9-System ist es moglich, Genome zielgerichtet durch verdnderte
DNA-Bereiche zu mutieren. Optimierte Anwendungen des CRISPR/Cas9-Systems in
Drosophila zeigten, dass nach einer gRNA-gesteuerten Cas9-Aktivitit ein homologes
DNA-Template (dsDNA) prizise durch homology-directed-repair (HDR) an
vorbestimmten genomischen DNA-Sequenzen eingebaut wird (Gratz et al. 2014). Mit
Hilfe von DsRED und white sind diese transgenen Integrationen gut nachzuweisen.

Fir die Generierung einer Su(var)2-1“-Mutante, die keine codierenden Exone mehr
enthilt, wurde ein pHD-dsRed basiertes Donor-2-1%-Konstrukt kloniert. Dieses
Konstrukt enthilt neben dem Markergen dsRed, ca. 1kb groe homologe Regionen
(HR) von Su(var)2-1, die die gRNA1 bzw. gRNA?2 flankieren (Abb. 6A). Die gRNA-
Zielsequenzen wurden in den Vektor pU6-gRNA kloniert und zusammen mit dem
Donor Konstrukt coinjiziert (Gratz et al. 2013). Nach der Injektion in Cas9 enthaltenen
Fliegenlinien (Kondo and Ueda, 2013) konnten mit einer Rate von 9% der geschliipften
Go-Tiere vier Su(var)2-1“-Transgene Fliegenlinien etabliert werden.

Fiir die Insertion eines C-Terminalen AVI-Tag’s in den endogenen Su(var)2-1-Locus
wurde das Donor-konstrukt Donor-2-1*"" und die gRNA2/gRNA3 coinjziert (Abb. 6A)

und anschlieBend drei Su(var)2-1*"" Linien aufgebaut.

A gRNA1 gRNA3 5
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SU(WJI’)Z-I ‘L I\’ €G5708
— s - - — -
HR-L1 | HR-R1
- Donor-2-1%
HR-L2 HR-R2 |
HDR _ e Donor-2-1A"
e l

gRNA3

gRNA1 gRNA2
l ATG TAG
— — : J—# Su(var)2-1

—

—
2-1_null_del_2 2-1_null_del_1

LoxP -SV40 -.— LoxP —EF Su(var)2-19
Loxp I --- Su(var)2-1m"
e - == a1 Su(var)2-14v!

500bp
Abbildung 6: Erzeugung von Su(var)2-1-Mutantenmaterial mit dem CRISPR/Cas9-System. (A) Zur
Erzeugung einer Su(var)2-1-Deletion wurden homologe Regionen (HR-L1 und HR-R1) in einen Dornor-
2-1%-Vektor kloniert. Fiir die Su(var)2-1*V'-Insertionsmutante wurden die homologen Regionen HR-L2
und HR-R2 im Dornor-2-1*V-Vektor kloniert. (B) Durch eine gRNA geleitete CAS9-Aktivitit mit
nachfolgender HDR entsteht eine Su(var)2-1“-Mutante. Sie enthilt statt der codierenden Exone nur
dsRed LoxP und attP. Nach Cre-LoxP-Rekombination ist in Su(var)2-1"" nur noch Lox-P und attP
vorhanden. In Su(var)2-1*" ist der AVI-tag vor dem Stopcodon/UTR des endogenen Su(var)2-1 inseriert.
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Zur Charakterisierung der Su(var)2-1%-Mutanten wurden DsRed positive Fliegenlinien
mittels FISH-Analyse untersucht. Fiir die FISH-Probe wurde eine DIG-markierte
DsRed-DNA-Sonde amplifiziert und hybridisiert. In der FISH konnte ein DIG-
Fluoreszenzsignal an polytdnen Speicheldriisenchromosomen detektiert werden
(Abb.7A). Die zytogenetische Analyse zeigt eine Einzelintegration des Transgens in die
Region 31B1 mit einer relativen Ndhe zur chromosomalen Bande 31A1. Das deckt sich
mit der Lage des Su(var)2-1-Locus in 31B1.

Zur molekularen Charakterisierung von Su(var)Z—]ds bzw. der Su(var)2-1*"" wurden
RT-PCR und PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Mit spezifischen Primern (Abb. 7B)
konnten die Mutationen Su(var)2-1* und Su(var)2-1*"" bestitigt werden (Abb. 7C). In
homozygoten Su(var)2-1 “_Mutanten ist kein Su(var)2-1-Transkript nachweisbar (Abb.7
D). Die mRNA-Transkripte von eEF1delta werden normal gebildet was bedeutet, dass
in Su(var)2-1“ der Promotor von eEFldelta nicht mutiert ist. Die charakterisierten
Mutanten Su(var)2-1° und Su(var)2-1*"" wurden in das In(1)w™*"-Rearrangement

eingekreuzt und die Nachkommen in der F1-Generation auf PEV analysiert.
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v__\\ - CG56_RT_forw
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S s | eEFldelta_for
45 — — eEFldelta_rev
S Avi_rev
Y s
PCR RT-PCR

FISH

Abbildung 7: Charakterisierung von Su(var)2-1*- und Su(var)2-1""-Mutanten. (A) Nachweis einer
transgenen Einzelintegration durch FISH am Su(var)2-1-Locus. Die Detektion eines erfolgreichen
Austausches der Su(var)2-1-Exone durch DsRed in der Su(var)2-1“-Mutante erfolgte mittels einer DIG-
markierten DsRed-FISH-Sonde. (B-C) PCR-Nachweis von DsRed nach einem erfolgreichen Einbau in
Su(var)2-1 mit den angegebenen Primern. In heterozygoten Su(var)2-1* konnte DsRed mit den Primern
ds_forw und 2-1_rev nachgewiesen werden. In homozygoten Su(var)2-1""" wurde der AVI-tag mit den
Primern 45 und Avi_rev detektiert. (D) RT-PCR an homozygoten Su(var)2-1“-Mutanten zeigt einen
kompletten Verlust der Su(var)2-1-Transkripte. Die Transkription von eEF1delta ist nicht beeinflusst
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Die mit dem CRISPR/Cas9-System hergestellte Su(var)2-1“-Mutante zeigt einen

" in  Drosophila

deutlichen Suppressoreffekt auf das Rearrangement [In(1)w
melanogaster (Abb. 8). Der starke Suppressoreffekt weist darauf hin, dass der Verlust
der kodierenden Exone von Su(var)2-1 in Su(var)Z—]ds zum beobachteten
Suppressoreffekt in der PEV fiihrt. Ein solch starker Suppressoreffekt kann auch bei den
durch Rontgenstrahlen bzw. EMS induzierten Su(var)2-1-Mutanten beobachtet werden.
Eine Komplementationsanalyse von Su(var)2—]ds mit den Allelen Su(var)2-1%,
Su(var)2-1"° und Su(var)2-1" zeigt Allelie. In der Komplementationskreuzung zeigen
die transheterozygoten Weibchen der F1-Generation Sterilitit und bilden einen
deutlichen Suppressoreffekt im In(I)w™*-Rearrangement aus. In der Su(var)2-1*V'-
Linie wird kein Suppressoreffekt auf das In(/ )w’"4h—Rearrangement beobachtet. Dieses
bedeutet, dass der in den endogenen Locus von Su(var)2-1 eingebrachte AVI-tag die

molekulare Funktion von SU(VAR)2-1*Y" nicht beeinflusst und somit auch als

SU(VAR)2-1*V-Protein die endogene Funktion von SU(VAR)2-1 beibehilt.

wliis wmah

4 Su(var)2-1% Sco/CyRoi Sufvar)2-19/CyRoi Sufvar)2-12V
=

T~
Abbildung 8: Analyse des Suppressoreffektes von Su(var)2-1* und Su(var)2-1""" auf In()w"*.
Nach dem Austausch der Su(var)2-1-Exone gegen DsRed, zeigen die Su(var)2-1“-Mutanten ein
deutliches DsRED-Signal in den Augenfacetten. Im genetischen Hintergrund des In(l)w™*-
Rearrangements zeigt die Su(var)2-1“-Mutante einen ausgeprigten Suppressoreffekt auf PEV. Die
Augenfacetten sind dabei Unform rot geféirbt. Su(var)2-1*"" zeigt keinen Suppressoreffekt in In(1)w"".

3.1.6 Evolutionire Konservierung von SU(VAR)2-1

Das SU(VAR)2-1-Protein in Drosophila melanogaster besteht aus 623 Aminoséduren.
Im N-Terminus des Proteins zwischen der 9. und der 100. Aminosdure befindet sich
eine teilweise konservierte Nrf DNA-Binde-Dimerisierungsdomine (Abb. 9A-B).
Diese wird in EWG/NRF-Proteinen von Sdugern gefunden und wird dort fiir eine DNA-

Protein-Wechselwirkungen verantwortlich gemacht (Scarpulla, 2006, 2008).
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Durch Datenbankanalysen mit SU(VAR)2-1 konnten insgesamt einunddreif3ig orthologe

Proteine gefunden werden (Veiko KrauBl, personliche Mitteilung), wobei das

SU(VAR)2-1-Protein wahrscheinlich nur bei Insekten konserviert vorkommt (Abb. 10).
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Abbildung 9: Proteinalignment des EWG-Motives (Nrf-DNA-Bine-Dimerisierungs-Motiv) in
SU(VAR)2-1. (A) Proteinsequenzvergleich der EWG-Doméne in erect wing und Su(var)2-1. Die
konservierte EWG-Doméne ist grau schraffiert. Die Mutationen Su(var)2-1 213 und Su(var)2-1" befinden
sich in der EWG-Doméne (B) Alignment verschiedener EWG-Doménen enthaltender Proteine aus Maus

(Nrfl), Strongylocentrotus purpuratus (DNA-binding-protein P3A2), Nematostella (XP_001625750) und
Anopheles gambiae (QTPQW1). Die konservierten Aminoséduren sind mit * gekennzeichtet.

Der Transkriptionsfaktor EWG (erect wing) ist das einzige in Drosophila melanogaster
gefundene Protein welches konservierte Aminosduren mit SU(VAR)2-1 aufweist (Abb.
9A). Beide Proteine haben einen Teilbereich der EWG-Domiéne gemeinsam, wobei
SU(VAR)2-1 zusétzlich eine weitere konservierte Proteinsequenz besitzt (Abb. 10).
Dieses Motiv eine Struktur von Zinkfinger-Doménen des Typs ZnF C2H2 (SMART,
2012) auf, ist mit ihnen aber nicht identisch. Der ZnF-Typ scheint nur in SU(VAR)2-1

vorzukommen und zeigt eine f-Faltblatt- und o-Helix-Struktur (Pei and Grishin, 2007).

Bombyxmori RAADI YL{ADN[D SHFDNLNNLQVLIER L{9H
Apismellifera S TEDI YLI{ADN[dDAEF | GLEKMKERIER VdY
Daphniapulex PI NDI Y L{9D YIdGADF S SL SAI] KARIE A K[aM
consensus of 31 species PX X DI YLEgDNEgD A E L X SX EAX X EgJE X X[aX

Strukturvorhersage helix | helix |

Abbildung 10: Zinkfingerihnliches Motiv in SU(VAR)2-1. Proteinalignment aus Drosophila

melanogaster, Bombyx mori, Apis melifera, Daphnia pulex und der Konsensussequenz aus 31 Arten. Eine

Strukturvorhersage der Motive zeigt ein fS-Faltblatt bzw. eine a-Helix-Struktur (Pei and Grishin, 2007).
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3.1.7 Mutantenrettung des Su(var)2-1-Suppressoreffekts

3.1.7.1 Rettung des Su(var)2-1-Phéinotyps mit Rescue-Konstrukten
Neben dem Nachweis von endogenem SU(VAR)2-1-Protein mit spezifischen

polyklonalen Antikdrpern erfolgten Untersuchung zur Verteilung von SU(VAR)2-1
sowie eine Mutantenrettung mit genomischen Fusionskonstrukten.

Durch genomische Konstrukte, welche liber Vektorsysteme in das Drosophila-Genom
eingebracht werden, ist es moglich, die Effekte, die durch Mutationen hervorgerufen
werden, teilweise bzw. vollstdndig zu kompensieren. Die genomische Region, welche
den gesamten Su(var)2-1-Locus umfasst, wurde in verschiedene Drosophila-
Transformationsvektoren kloniert. Um die endogenen Expressionsverhéltnisse zu
erhalten wurden verschiedene genomische Rescue-Konstrukte hergestellt (Abb. 11).

In den Konstrukten pP[RS5-Su(var)2-1-V5-3xFLAG] und pP[RS5-Su(var)2-1-V5]
wurden der genomische Su(var)2-1-Bereich in pP[RS5/-P-Element-Vektoren mit
verschiedenen Fusionsanteilen (V5 und 3xFLAG) kloniert und transgene Fliegenlinien
hergestellt (Abb. 11). Neben den pP/RS5]-basierten Konstrukten, die nur eine zufillige
Integration ins Drosophila-Genom ermoglichen, wurde alternativ das pP/UAST.attB]-
phiC31-Integrase-System (Gendatenbanknummer: EF362409) fiir ortspezifische
Genomintegration genutzt (Bischof et al., 2007). Das p[UASTattB-AeEF1-Strep-
Su(var)2-1-V5-3xFLAG]-Konstrukt enthilt zusitzlich das eEFIDelta-Gen, in welches
nachtriglich durch Mutagenese ein Stopcodon eingefiihrt wurde (Abb. 11B). So kann
sichergestellt werden, dass das Konstrukt den vollstdndigen unbekannten Promotor-

bereich von Su(var)2-1 enthélt und eEF1Delta durch die Mutation ,,/oss of function* ist.

A eEF13 9 Su(var)2-1
— - f—=
P g% 111
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p[UASTattB-AeEF1-Strep-Su(var)2-1-V5-3xFLAG]

~_~ (1 -
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pP[RS5-Su(var)2-1-V5-3xFLAG] \/
pPIRS5-Sufvar)2-1-V5] Se g VI
Bstrepragn [ vs .3xFLAG ——

Abbildung 11: Konstrukte zur Mutantenrettung von Su(var)2-1. (A) Genomische Region, an der die
Rescue-Konstrukte amplifiziert wurden. (B) Das Konstrukt p[UAST, attB-eEF1-Strep-Su(var)2-1-V5-
FLAG] enthélt eEF 1delta, dieses wurde mutagenisiert, so dass eine Translation vorzeitig abbricht (Y16-
Stop). Die pP[RS5]-Konstrukte sind verkiirzt und haben kein vollstindiges eEF1delta. Die modifizierten
5¢- bzw. 3‘-Bereiche sind durch die Proteintags wie V5, 3xFLAG und Strep-Tag II gekennzeichnet.
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Die Expression von Su(var)2-1 in den genomischen Konstrukten steht unter Kontrolle
des endogenen Promotors. Dadurch werden die endogenen Expressionsverhéltnisse von
Su(var)2-1 im Su(var)2-1-Transgen erhalten und eine Verteilung von SU(VAR)2-1-
Fusionsproteinen ist unter endogener Kontrolle analysierbar.

Fiir die Su(var)2-1-Mutantenrettung wurden homozygote bzw. heterozygote transgene
Weibchen w™/w™"; +/+; Transgen-Konstrukt/TM3 mit den Su(var)2-1-Mutanten-
ménnchen w™*/Y;  Su(var)2-1""/CyRoi gekreuzt. Die genomischen Rettungs-
Konstrukte, welche zusétzlich zum genomischen Bereich verschiedene Fusionsanteile
wie V5- bzw. 3xFLAG-Tag enthalten (Abb. 11), konnten den Su(var)2-1
Suppressoreffekt in verschiedenen Su(var)2-1-Mutantenlinien retten. Die beobachtete
vollstindige oder partielle Rettung erfolgte sowohl mit den auf pP/RS5] basierten
Konstrukten (Abb. 12A) als auch mit den pP/UAST]-basierten Konstrukten (Abb. 12B).
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Abbildung 12: Rettung des Su(var)2-1-Suppressoreffektes mit genomischen Su(var)2-1Konstrukten.
(A) Su(var)2-1"° zeigt einen starken Suppressoreffekt in In(l)w"*. Der Suppressoreffekt der Allele
Su(var)2-1°° und Su(var)2-1" kénnen mit dem pP/RS5 Su(var)2-1-V5]-Konstrukt gerettet werden. Die
Augenfacetten sind nicht Suppressor. Dargestellt sind der w”*-Phanotyp, der Su(var)2-1°-Suppressor-
phénotyp und die F1-Nachkommen der Rettungskreuzung. (B) Mutantenrettung des Suppressoreffektes in
der Su(var)2-1"°-Mutante mit dem pP[UAST attB Strep-Su(var)2-1-V5-FLAG]-Konstrukt. Gezeigt sind
die Augenphinotypen von w"*-Weibchen und -Minnchen sowie die heterozygote und homozygote
Integrationslinie Strep-Su(var)2-1-V5-FLAG. Der Suppressoreffekt von Su(var)2-1°° kann durch
pP[UAST attB Strep-Su(var)2-1-V5-FLAG] gerettet werden. Der TM3-Balancer hat keinen Effekt.
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3.1.7.2 Fosmid-Klone einer pFlyFos-Bibliothek konnen fiir eine Mutantenanalyse
genetisch und molekular angepasst werden

Zur weiteren vollstandigen Rettung der Su(var)2-1-Mutantenffekte, wurden mit Hilfe
von Fosmiden (pFlyFos) alternative genomische Konstrukte generiert (Ejsmont et al.,
2009). Neben Su(var)2-1 und dMes-4 konnten zusitzlich siebzehn modifizierte Fosmid-
Konstrukte fiir wichtige Heterochromatinfaktoren hergestellt werden. Die Konstrukte
enthalten am 5’- bzw. am 3’-Ende definierte synthetische Sequenzmodifikationen, aber
insgesamt alle regulatorischen Elemente der endogenen Genstruktur. Diese
genomischen pFlyFos-Konstrukte konnten mit dem bereits genutzten phiC3-Intergase-
System ortsspezifisch in das Drosophila-Genom integriert werden. In Tabelle 7 sind
alle neunzehn hergestellten pFlyFos-Fusionskonstrukte und die daraus bereits zum Teil
etablierten transgenen Drosophila-Linien dargestellt.

Tabelle 7: Zusammenstellung etablierter stabiler transgener pFlyFos-Fliegenlinien (FF) nach
spezifischer Modifikation an selektierten pFlyFos-Klonen.

Dargestellt sind die Genbezeichnung, die CG-Nummer der einzelnen Gene, die Nummer der pFlyFos-
Klone fiir die entsprechende Zielgene, die Art und Position des eingefiigten Fusions-Tag-Motives (siche
Material und Methoden) sowie die hergestellten Konstrukte und die balancierten Stammlinien.

FlyFos-Vektor Region nach Fusions . .

Su(var) Gen (FosmidgréBe) hetp:/flybase.org/ (R5.27) “Tag attp-Stelle etablierte Stimme
Su(var)2-8 CG2807 FlyFos028731 (33613bp) | 2L:547714..581327 V5-C attp2 In(hw"*; TM3/Flyfos
Suv4-20 CG13363 FlyFos023442 (32866bp) | X:541037..573903 V5-C attp2 -
Suv4-20 CG13363 FlyFos023442 (32866bp) | X:541037..573903 GFP-C attp2 In(Dw™*"; TM3/Flyfos
Su(var)2-1 CG5496 FlyFo0s026029 (39806bp) | 2L: 10201601..10241406 V5-C attp2 In(Dw™*"; TM3/Flyfos
Su(var)2-1 CG5496 FlyFo0s026029 (39806bp) | 2L: 10201601..10241406 V5-N attp2 -
Su(var)2-14 CG5496 FlyFos026029 (39806bp) | 2L: 10201601..10241406 Stop attp2 In(Dhw"*™; TM3/Flyfos
HPI CG8409 FlyFos030711 (35230bp) | 2L:8199309..8234539 V5-C attp2 In(Dhw"*; TM3/Flyfos
CG5381 CG5381 FlyFos018655 (37756bp) | 2L: 10279485..10317240 V5-C attp2 In(Dhw"*; TM3/Flyfos
RpD3 CG7471 FlyFos023080 (38895bp) | 3L:4607067..4645962 V5-C VK00001 -
Su(var)3-9 CG6476 FlyFo0s026659 (37406bp) | 3R:11061825..11099231 V5-C attp40 -
Gens CG4107 FlyFos028109 (38422bp) | 3L:12493527..12531949 V5-C VK00001 In()w"*™; CyRoi/Flyfos
Su(var)3-6 CG5650 FlyFos019660 (31303bp) | 3R:8233814..8265117 V5-C VK00001 -
Su(var)3-7 CG8599 FlyFos024374 (34599bp) | 3R:9081640..9116239 V5-C VK00001 -
SuUR CG7869 FlyFos026479 (34136bp) | 3L:11039439..11073575 V5-C attp40 In(hw"*; CyRoi/Flyfos
mod(mdg4) CG32491 FlyFos031052 (30914bp) | 2L:2875662..2906575 V5-C attp2 In(hw"*; TM3/Flyfos
E(z) CG6502 FlyFos031509 (25632bp) | 3L:10611197..10636829 V5-N VK00001 -
dMes-4 CG4976 FlyFos024854 (31114bp) | 3R:23754595..23785709 V5-N attp40 In(hw"*; CyRoi/Flyfos
egg CG12196 | FlyFos016198 (29361bp) | 2R:20649790..20679151 V5-N attp2 In()w"*; TM3/Flyfos
Jil-1 CG6297 FlyFos030223 (32360bp) | 3L:11063710..11096070 V5-C attp40 -

Zur Uberpriifung der genomischen pFlyFos-Konstrukte und zum Test auf eine generelle
zytologische und biochemische Nutzbarkeit der pFlyFos-Klone, wurde ein Klon fiir das
Heterochromatin-Protein 1 (HP1) in einem Vorversuch genauer charakterisiert. In dem

isolierten pFlyFos-Plasmid fiir den HpI-Genlocus wurde der C-Terminus des Hpl-
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Genes so modifiziert, dass ein HP1-V5-FLAG-Fusionsprotein exprimiert wird. Das HP-
1-Fusionsprotein steht dabei im pFlyFos-Konstrukt unter Kontrolle des endogenen Hp!-
Promotors.

In immunzytologischen Untersuchungen an polytédnen Speicheldriisenchromosomen der
transgenen FF-HP1-V5-FLAG-Drosophila-Fliegenlinie konnte eine Féarbung des
Chromozentrums mit den zwei unabhéngigen Fusions-Tag-spezifischen Antikorpern
(V5 und FLAG) gezeigt werden (Abb. 13A). Die Bindung von HP1-V5-FLAG-
Fusionsprotein am Chromozentrum ist gleich dem Verteilungsmuster des endogenen
Wildtyp-HP1-Proteins (Fanti et al., 1998). Das Verteilungsmuster des HP1-Fusions-
proteins und das des endogenen HP1-Proteins sind deckungsgleich und zeigen, dass der
V5-FLAG-Fusionsanteil die Bindung nicht beeinflusst. Die Verteilung von HP1-V5-
FLAG entspricht auch in Ovarien der Verteilung des Wildtyp HP1-Proteins (Abb. 13B).
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Abbildung 13: Untersuchung und Charakterisierung von pFlyFos-kodierten HP1-V5-FLAG mit
immunzytologischen Methoden und Western-Blot.

(A) Lokalisation von HP1-V5-FLAG an polytdnen Speicheldriisenchromosomen. Der Nachweis der
Proteine erfolgte mit monoklonalen anti-V5- und anti-FLAG-Antikérpern, welche den V5- bzw. FLAG-
Fusionsanteil des Proteins erkennen. (B) Verteilung von HP1-V5-FLAG wihrend der Oogenese in den
Ovariolen transgener HP1-pFlyFos-Linien. Die Farbung der DNA in allen dargestellten zytologischen
Priparaten erfolgte mit DAPI. (C) Nachweis der HP1-Fusionsproteine im Western-Blot mit den
angegebenen Antikorpern an Extrakten aus Speicheldriisen, Ovarien und Embryonen. Als Ladekontrolle
wurde der anti-H3-Antikorper verwendet.
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In den untersuchten Ovarien der transgenen HPI1-pFlyFos-Linien ist das HP1-V5-
FLAG-Protein in allen Stadien der Ovarienentwicklung zu finden. Das HP1-V5-FLAG-
Protein ist ubiquitdr in den somatischen Zellen, aber auch in Keimbahnzellen,
nachweisbar (Abb. 13B). Die Ovarienentwicklung und die Oogenese werden durch das
zusétzlich exprimierte HP1-V5-FLAG-Protein nicht beeinflusst. Der Nachweis des
HP1-V5-FLAG-Proteins erfolgte neben dem zytologischen Nachweis auch erfolgreich
an Proteinextrakten im Western-Blot mit monoklonalen anti-V5- bzw. anti-FLAG-
Antikorpern (Abb. 13C). In Speicheldriisen und ovarialen Extrakten wurde
rekombinantes HP1-V5-FLAG-Protein sehr gut und in etwas schwécherer

Konzentration auch an embryonalen Extrakten (0—12 h) nachgewiesen (Abb. 13C).

3.1.7.3 Rettung des Su(var)2-1-Phinotyps mit modifizierten Fosmiden
Nach den Voruntersuchungen am HPI1-V5-FLAG-Protein konnte, als alternative

Methode zur P-Element vermittelten Mutantenrettung, die ca. 30-40 kb umfassenden
pFlyFos-Konstrukte fiir eine Rettung von Su(var)2-1 genutzt werden.

Aus einer bestehenden FlyFos-Bibliothek (MPI-CBG, AG Pavel Tomancak) wurde ein
Su(var)2-1 enthaltender pFlyFos-Klon identifiziert und isoliert (Tab. 7). Der pFlyFos-
Klon mit der Datenbanknummer 026029 enthilt einen 39805bp grolen genomischen
Bereich [201:10201601..10241406] in der Su(var)2-1-Region 31B1. Der in diesen
pFlyFos inserierte genomische Bereich enthdlt die vollstdndigen Su(var)2-1
Locussequenzen mit all seinen noch unbekannten regulatorischen Kontrollelementen.
Um neben der Su(var)2-1-Mutantenrettung weitere Charakterisierung von SU(VAR)2-1
durchzufiihren zu konnen, wurden verschiedene Konstrukte durch Modifikationen am
Su(var)2-1 Locus innerhalb des pFlyFos-Klons 026029 hergestellt. Das pFlyFos-
Konstrukt FF-(2-1)-V5 enthilt den vollstindigen Su(var)2-1-Locus mit einer in am 3’-
Bereich eingefiligten Fusionskassette (Abb. 14). Fiir Kontrollexperimente wurde das
Mutantenkonstrukt FF-(A2-1)-V5 erzeugt, welches durch eine Insertion der
Fusionskassette in Su(var)2-1 eine ,,loss of function*-Mutante fiir Su(var)2-1 innerhalb
der pFlyFos-Klons 026029 erzeugt (Abb. 14). Die verwendete Fusionskassette fiir die
Modifikationen des Su(var)2-1-Gens enthidlt ein Set von Protein-Fusionstags wie
BLRK-V5-3xFLAG-Stop. Damit ist es moglich, V5- und FLAG-Fusionsproteine unter
Kontrolle des endogenen Promotors zu exprimieren. Durch die endogene Kontrolle der
SU(VAR)2-1-Fusionsproteine werden sie in den transgenen Fliegenstimmen gewebe-
und entwicklungsspezifisch gebildet.

40



Ergebnisse

_ Df(2L)ED729

Df(2L)ED721
—_—

10200kb 10210kb 10220kb 10230kb 10240kb 10250kb
2L:31B81 — | | | | |

i FlyFos 026029 :
10201601 v ' 10241406

10227760 JENNNNN| 10231689

Su(var)2-1

- HOHOHCw . FF-(21)-V5

TEV
Stop

3xFlag BLRP V5 TRY

I HOHCR I FF-(12-1)-V5

3xFlag BLRP V5 TRY

Abbildung 14: Genomische Region des isolierten pFlyFos-Klons 026029 und hergestellte pFlyFos-
Su(var)2-1-Konstrukte. Der isolierte pFlyFos-Klon (hellgrau) enthilt den vollstindigen genomischen
Su(var)2-1-Locus (dunkelgrau) mit seinen endogenen regulatorischen Sequenzen. Der pFlyFos-Klon
wurde genutzt, um zwei unabhingige Konstrukte fiir die Etablierung von transgenen Drosophila-Linien
zu erstellen. Das Konstrukt FF-(2-1)-V5 enthdlt das vollstindiges Su(var)2-1-Gen mit einem C-
terminalen V5-FLAG-Fusionanteil. Im Mutantenkonstrukt FF-(A2-1)-V5 wurde durch die Insertion der
V5-FLAG-Fusionskassette in das Su(var)2-1-Gen eine loss of function-Mutante erzeugt. Dieses
Mutanten-Konstrukt entspricht dem des sequenzierten Su(var)2-1"-Allels. Durch die Insertion der
Fusionskassette entsteht ein frame shift und das verkiirzte SU(VAR)2-1%-Mutanten Protein.

Fiir die Erzeugung ,,loss of funktion*“-Mutante pFlyFos FF-(A2-1)-V5 erfolgte zunéchst
eine Auswertung der einzelnen Sequenzen der bereits analysierten Su(var)2-1-Allele.
Die erfolgte Insertion einer Proteinfusionskassette im Mutantenkonstrukt entspricht
dem Integrationsort der analysierten Su(var)2-1"-Mutante, die ein verkiirztes
SU(VAR)2-1%-Fusionsprotein von 153 Aminosduren bildet (Abb. 14) Durch die
erzeugte ,loss of function“-Mutation im Su(var)2-1-Locus des pFlyFos-Klon-
Konstruktes FF-(A2-1)-V5 sollte eine Mutantenrettung im Gegensatz zum Wildyp-
Konstrukt pFlyFos FF-(2-1)-V5 nicht mdglich sein (Abb. 14).

Die pFlyFos-Konstrukte wurden nach ihrer Fertigstellung und Sequenzierung
unabhingig voneinander in ausgewéhlte Drosophila-Stimme injiziert (Ejsmont et al.,
2009) und gemél ihrer Lokalisation mit Balancer-Chromosomen stabilisiert. Fiir alle
Su(var)2-1-pFlyFos-Konstrukte wurden transgene Fliegenlinien etabliert (Tabelle 7).
Nach der Kreuzung der pFlyFos-Transgene FF-(A2-1)-V5 und FF-(2-1)-V5 mit dem

In(1)w"™"-Rearrangement zeigte sich ein charakteristischer white-mottled-Augen-
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Phinotyp (Abb. 15A, Spalte 2 und 4). Somit kann ausgeschlossen werden, dass eine
zusitzliche Kopie von Su(var)2-1 zu weiterer Inaktivierung des white-Gens fiihrt und
ein Triplo-Enhancereffekt von Su(var)2-1 nicht bzw. nur sehr schwach ausgeprigt ist.
Liegt das Konstrukt FF-(2-1)-V5 homozygot vor, so ist durch zwei zusitzliche Kopien
von Su(var)2-1 ein leichter Enhancereffekt auf PEV im Miannchen zu beobachten (Abb.
15A, Spalte 3). Eine Expression von Su(var)2-1 durch vier genomische Kopien von
Su(var)2-1 fiihrt im Méannchen zum Aufbau von Heterochromatin in /n(1 )w’”4h .

In der Kreuzung w™*m™*: +/+; FF-(2-1)-V5/FF-(2-1)-V5 x w""/Y; Su(var)2-
1"/CyRoi und der reziproken Kreuzung konnte eine Rettung des Su(var)2-1"-
Suppressoreffektes durch das pFlyFos-Konstrukt FF-(2-1)-V5 gezeigt werden (Abb.
15B). Das Mutantenkonstrukt FF-(A2-1)-V5 war nicht in der Lage, den
Suppressoreffekt der Mutante Su(var)2-1°° zu retten (Abb. 15B).
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Abbildung 15: Rettung des Su(var)2-1-Suppressoreffektes mit pFlyFos-Konstrukten. (A) Die
pFlyFos-Konstrukte wurden in das In(1)w"*-Testsystem gekreuzt. Getestet wurden das Wildtyp-
Konstrukt FF-(2-1)-V5 in heterozygot und homozygot. Das Mutantenkonstrukt FF-(A2-1)-V5 zeigt
heterozygot keinen Suppressoreffekt in fn(1)w"*. Unter den Abbildungen ist die Anzahl funktioneller
Su(var)2-1-Genkopien dargestellt. (B) Mutantenrettung der Su(var)2-1"° Mutante durch das Konstrukt
FF-(2-1)-V5. Das Mutantenkonstrukt FF-(A2-1)-V5 kann den Suppressoreffekt der Mutante Su(var)2-1"
nicht retten, da die Augen noch einen deutlichen Suppressoreffekt aufweisen.
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Die erfolgreiche Mutantenrettung zeigt, dass eine Expression von Su(var)2-1 im
Wildtyp-Kostrukt FF-(2-1)-V5 den Verlust der Mutante kompensieren kann (Abb. 15B,
Spalte 3). Weiterhin kann ausgeschlossen werden, dass andere Gene, die ebenfalls im
pFlyFos-Klon codiert sind, fiir die Reversion des Suppressoreffektes verantwortlich
sind, da eine Rettung des Suppressoreffektes mit dem Mutantenkonstrukt FF-(A2-1)-V5
nicht mehr moglich ist (Abb. 15B, Spalte 4). In weiteren Rescue-Kreuzungen konnte
auch fir die Allele Su(var)2-1”, Suvar)2-17, Su(var)2-1", Sutvar)2-1", Su(var)2-1"
und  Su(var)2-1’" mit dem Wildtyp-Konstrukt FF-(2-1)-V5 eine Rettung des
Suppressoreffektes nachgewiesen werden (Abb. 16, F1). Die erfolgreiche Rettung der
Allele zeigt auch, dass die Fusionskassette, welche am C-terminus von Su(var)2-1

eingefiigt wurde, keinen Effekt auf die Funktion des SU(VAR)2-1-Proteins hat.

Su(var)2-14!
CyRoi

3
Su(var)2-1°1/+; Sufvar)2-1°2/+; Sufvar)2-1°%f+; Su(var)2-1°€f+; Su(var)2-1'°{+; Su(var)2-1215f+;
FF-(2-1)-V5/+  FF-(2-1)-V5/+ FF-(2-1)-V5/+  FF-(2-1)-V5/+  FF-(2-1)-V5/+  FF-(2-1)-V5/+

F1

Abbildung 16: Rettung des Suppressoreffektes verschiedener Su(var)2-1-Allele durch das
genomische Wildtyp-pFlyFos-Konstrukt FF-(2-1)-VS5.

Die Nachkommen der Kreuzung w"*/w™*; FF-(2-1)-V5/FF-(2-1)-V5 mit verschiedenen Su(var)2-1 -
Mutanten zeigen, dass der Suppressoreffekt der Su(var)2-Allele Su(var)2-1", Su(var)2-1”, Su(var)2-1%,
Suvar)2-1", Suvar)2-1"° und Su(var)2-1°" vollstindig durch das Wildtypkonstrukt gerettet werden
kann.

43



Ergebnisse

Das Su(var)2-1 ,loss of function“-Mutantenkonstrukt FF-(A2-1)-V5 ist nicht in der
Lage, den Suppressoreffekt der untersuchten Allele Su(var)2-1", Su(var)2-1%,
Su(var)2-1", Su(var)2-1"°, Su(var)2-1"° und Su(var)2-1°" im In(1 )w’"4h-Rearrangement
zu retten (Abb. 17, FI1). Der Suppressoreffekt ist somit unmittelbar mit Su(var)2-1

verbunden.
F FF-(A2-1)-V5 Sufvar)2-14t!
wimndh fyymah 5 g f g — WY ;————————; +[+
FF-(A2-1)-V5 CyRoi
F1 3

Su(var)2-1°f+; Su(var)2-1°2[+; Sufvar)2-1%{+; Sufvar)2-1°f+; Sufvar)2-1*°{+; Sufvar)2-12'5{+;
FF-(A2-1)-V5/+ FF-(A2-1)-V5/+ FF-(A2-1)-V5/+ FF-(A2-1)-V5/+ FF-(A2-1)-V5/+ FF-(A2-1)-V5/+

Abbildung 17: Kreuzung von Su(var)2-Allelen mit dem Mutantenkonstrukt FF-(A2-1)-V5.

Die Nachkommen der Kreuzung von w"*/v""*; FF-(A2-1)-V5/ FF-(A2-1)-V5-Weibchen mit Su(var)2-1-
Mutanten-Méannchen zeigen, dass der Suppressoreffekt der verwendeten Su(var)2-1-Allele nicht in der
Tochtergeneration gerettet werden kann. Alle F1-Nachkommen mit dem Genotyp w"*"; Su(var)2-1""
FF-(A2-1)-V5 zeigen einen Suppressorphinotyp.
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3.1.8 Su(var)2-1-Expression in Drosophila melanogaster
Fiir eine funktionelle Analyse von Su(var)2-1 wurde die Expression des Su(var)2-1-
Gens in verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht. Das Su(var)2-1-Gen, welches
aus fiinf Exonen besteht, bildet zwei mRNA-Varianten, die sich im untranslatierten 5°-
Bereich voneinander unterscheiden (Abb. 18A) Das erste Exon der mRNA-Variante
Su(var)2-1-RA ist gegeniiber der mRNA von Su(var)2-1-RB um 256 bp verkiirzt, sonst
jedoch mit diesen identisch (Abb. 18A). Beide mRNA-Varianten von Su(var)2-1
konnten unabhingig voneinander in den untersuchten Entwicklungsstadien mit RT-PCR
nachgewiesen werden (Abb. 17B). Eine semi-quantitative RT-PCR zeigte keine

Expressionsunterschiede zwischen den beiden getesteten Su(var)2-1-mRNA-Varianten.
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Abbildung 18: Expressionsanalysen des Su(var)2-1-Gens in Drosophila melanogaster. (A) Exon-
Intron-Struktur des Su(var)2-1-Gens und Lage der verwendeten Primer mit dem 5-HA-1257 P-Element.
(B) Zum Nachweis der beiden mRNA-Varianten Su(var)2-1-RA und Su(var)2-1-RB wurden die
Primerkombinationen 174-130 (RA) bzw. 132-130 (RB) verwendet. Die entwicklungsspezifische
Expression von Su(var)2-1 in Embryonen, Larven und adulten Stadien detektiert beide Su(var)2-1
mRNA-Varianten. Als Kontrolle wurde rp49 verwendet. (C) Eine Expression der Su(var)2-IRB mRNA
in transheterozygoten P/RS]5-HA-1257/Df(2L)ED729 konnte nicht nachgewiesen werden. (D) Die RT-
PCR Charakterisierung von verschiedenen Su(var)2-1-Allelen (Tab. 6) zeigen fiir die Allele Su(var)2-1%
und Su(var)2-1"* (Sub-Allele 45 und 56) verinderte Su(var)2-1-TranskriptgroBen. Su(var)2-1" besitzt
eine 75pb-Deletion im getesteten Bereich und Su(var)2-1 ™ ist eine Spleifidefektmutante.
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Expressionsdaten aus der modENCODE-Datenbank (Graveley et al., 2011) und aus
FlyAtlas (Chintapalli et al., 2007) deuten darauf hin, dass Su(var)2-1 besonders stark im
Embryo und den Ovarien exprimiert ist. In larvalen Stadien und adulten Mannchen ist
die Su(var)2-1 schwach exprimiert. Diese Expressionsdaten wurden mit RT-PCR
bestdtigt, da auch hier eine Su(var)2-1-mRNA besonders stark in Embryonen und
adulten Weibchen nachgewiesen werden konnte. In Larven ist ein Su(var)2-1-Transkript
in nur sehr geringen Mengen nachzuweisen (Abb. 18B). Die Analysen zeigten auch,
dass in transheterozygoten P/RS]5-HA-1257/Df(2L)ED729 ein funktionelles Su(var)2-
I-Transkript fehlt (Abb. 18C). In ihnen wird stattdessen ein chiméres Transkript
gefunden, bestehend aus dem ersten Su(var)2-1-Exon und dem zweiten Exon des im P-
Element befindlichen white-Gens (Daten nicht gezeigt). In heterozygoten P/RS]5-HA-
1257/CyRoi-Tieren wird eine Reduktion der Su(var)2-1-Transkripte gefunden.

Nach einer FRT-Rekombinase-Reaktionen (Ryder et al., 2004; Ryder et al., 2007)
konnen die white-Exone aus dem w+ P/RS]5-HA-1257-P-Element entfernt werden und
es entsteht ein white minus P/rRS]5-HA-1257-P-Element (remnant). Nach Verlust der
white-Exone in P[rRS]5-HA-1257 zeigen die transheterozygoten P/rRS]5-HA-
1257/Df2L)ED729 Weibchen normale Fertilitit und bilden wieder Su(var)2-1-
Transkripte (Abb. 18C). Durch den Verlust der white-Exone in P[rRS]5-HA-1257
fehlen die zuvor genutzten Splice-Sequenzen im white-Gen und Su(var)2-1 wird normal
transkribiert (Abb.18C). Mit einer RT-PCR an Su(var)2-1-Mutanten konnten
verdnderten RNA-Transkripte der Splice-Mutante Su(var)2-1° und der 75pb-
Deletionsmutante Su(var)2-1% betitigt werden (Abb. 18D).

Zur Bestimmung von 3’- und 5’-Enden der Su(var)2-1-Transkripte wurde ein 3’- bzw.
5’-RACE durchgefiihrt. Es konnten die ersten Exone der beiden mRNA-Varianten
spezifisch amplifiziert werden (Abb.19). Die Sequenzierung der 5°UTR-Bereiche ergab

im Vergleich zu den in der Datenbank hinterlegten Sequenzen keine Abweichungen.
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Abbildung 19: 5’°-Race an Gesamt-mRNA aus Drosophila melanogaster. Die Amplifikate des 5’-
spezifischen Primers (5°SP) und der Gen-Spezifischen Primern (GSP65; GSP130; GSP309) wurden an
Wildtyp ¢DNA generiert und in einem Agarosegel aufgetrennt, kloniert und sequenziert. Der 5’-Bereich
der Su(var)2-1-RA und -RB mRNA-Varianten konnte unabhéngig amplifiziert werden.
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3.1.9 SU(VAR)2-1 ist ein kernlokalisiertes Protein

Neben dem Nachweis des endogenen SU(VAR)2-1-Proteins mit polyklonalen
Antikorpern wurde die Su(var)2-1-cDNA zur Erzeugung eines EGFP-markierten
Proteins in den p/UAST]-Vektor kloniert und mit EGFP fusioniert (Abb. 20A). Durch
die Fusion von SU(VAR)2-1 mit EGFP kann eine Verteilung von SU(VAR)2-1 in vivo
untersucht werden. Durch das Gal4-UAS-System ist eine gewebespezifische Expression
von SU(VAR)2-1-EGFP unter Kontrolle von UAS-Promotoren moglich (Abb. 20C-D).
Das SU(VAR)2-1-EGFP-Fusionsprotein ist in den Speicheldriisen im Kern lokalisiert
(Abb. 20C). Dieses unterstiitzt, neben den identifizierten Kernlokalisierungssignalen
(RKRR, PLKKPKA, PSRRNRT), die bioinformatisch vorhergesagte Kern-
lokalisierungswahrscheinlichkeit von iiber 70 % (PSORT II). Durch Kreuzung und
Rekombination wurden UAS-Su(var)2-1-EGFP/act-Gal4-Linien aufgebaut (Abb. 20B)
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Abbildung 20: Expression von SU(VAR)2-1-EGFP-Fusionsproteinen mit dem Gal4-UAS-System.
(A) Das SU(VAR)2-1-EGFP-Konstrukt hat einen durch Gal4 induzierbaren UAS-Promotor. Die Primer
P106 und P85 dienten in der PCR-Reaktion zum Nachweis des Transgens. (B) Nachweis des cDNA-
EGFP-Transgens und des act-Gal4-Treibers mittels PCR.[Marker (Spur 1), w'""® Fliegen (Spur 2),
Su(var)2-1-EGFP und act-Gal4-Treiber in den Ausgangslinien (Spur 3 und 4)]. Nachweis des Transgens
und des act-Gal4-Treibers nach Rekombination in einer stabilen Fliegenlinie des Genotypes w'’’®; act-
Gal4, UAS-Su(var)2-1-EGFP; + (Spur 5). (C) EGFP-Fluoreszenz nach Induktion durch den act-Gal4-
Treiber im Kern der Speicheldriisen (D) Nachweis des SU(VAR)2-1 EGFP-Proteins mittels eines o-
EGFP-Antikdrpers im Westernblot. Als EGFP-Kontrollprotein diente enEGFP.
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3.1.10 Generierung eines polyklonalen SU(VAR)2-1-Antikorpers

Fir die Herstellung eines SU(VAR)2-1-spezifischen Antikérpers wurde ein 323
Aminosduren enthaltendes C-terminales Proteinfragment von SU(VAR)2-1 als Antigen
in E.coli rekombinant exprimiert. Der Su(var)2-1-cDNA-Bereich, welcher fir die
Aminoséduren 300-623 codiert, wurde dafiir in den Expressionsvektor pET28c kloniert
und mit 6xHis fusioniert. Die Expression erfolgte bei 37°, da das Antigenprotein auch
bei niedrigen Temperaturen unldslich ist und als ,,inclusion-bodies *“ akkumuliert wird.
So wurde eine Induktion der Expression bei 37 °C mit 1mM IPTG in E.coli
BL21(DE3)Lys durchgefiihrt. Nach einer denaturierenden Proteinreinigung an einer Ni-
NTA-Agarose und der anschlieBenden Renaturierung des eluierten Proteins wurde das
erhaltene 16sliche Protein in einer SDS-PAGE aufgetragen (Abb. 21A). Zur
Bestimmung der erhaltenen Proteinmengen wurde ein BSA-Protein-Standard verwendet
(Abb. 21A).

Die Immunisierung des Kaninchens erfolgte mit insgesamt drei Milligramm des
gereinigten rekombinanten Fusionsproteins (Pab-productions). Die erhaltenen
Immunseren wurden zytologisch und im Western-Blot an nativen Drosophila-Extrakten
getestet und zeigten eine gute Spezifitit gegen das eingesetzte rekombinante
SU(VAR)2-1-Fusionsprotein. Die Serumfraktionen mit dem hochsten spezifischen
Antikorpertiter gegen SU(VAR)2-1 wurden fiir eine Aufreinigung an Protein-A-
Sepharose ausgewdhlt und zur Reduktion unspezifischer Bindungen mit
Proteinextrakten aus SU(VAR)2-1-Null-Mutanten priinkubiert. Die an Protein-A-
Sepharose gereinigten Antikdrper wurden lyophilisiert und bei -20 °C gelagert.
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Abbildung 21: SU(VAR)2-1-6xHis-Expression und Reinigung fiir die Antikoperherstellung.

(A) Die Reinigung von SU(VAR)2-1-6xHis erfolgte unter denaturierenden Bedingungen an Ni-NTA-
Agarose. Nach der Renaturierung und Ultrazentrifugation erfolgte die Auftrennung in einer SDS-PAGE.
Die Mengenabschitzung erfolgte mit BSA-Proteinstandards (0,2 pg—1,5 pg). (B) Western-Blot zum
Nachweis von SU(VAR)2-1-6xHis mit monoklonalen 6xHis-Tag-Antikorpen.
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3.1.10.1Testung des gereinigten polyklonalen SU(VAR)2-1-Antikorpers
Die Spezifitit des gereinigten SU(VAR)2-1-Antikdrpers wurde im Western-Blot und an
fixierten polytdnen Speicheldriisen-Chromosomen getestet.
Der SU(VAR)2-1-Antikorper detektiert in adulten Drosophila-Gesamtproteinextrakten,
S2-Zell-Extrakten und Embryonalen-Extrakten mit einer guten Spezifitdt das endogene
SU(VAR)2-1-Protein (Abb. 22). Das nachgewiesene Protein entspricht dabei dem des
endogenen SU(VAR)2-1 Proteins von ca. 70 kDa. In Gesamt-Protein-Extrakten adulter
Fliegen und bei sehr hohen Proteinkonzentrationen in embryonalen Extrakten sind
unspezifische Banden zu erkennen (Abb. 22).
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Abbildung 22: Spezifitit des polyklonalen SU(VAR)2-1-Antikorpers im Western-Blot.

(a) Western-Blot mit anti-SU(VAR)2-1 an embryonalen Proteinextrakten, (b) SU(VAR)2-1-Detektion an
adulten Kernextrakten, (¢) SU(VAR)2-1-Nachweis in S2-Schneider-Zellen mit anti-SU(VAR)2-1 im
Western-Blot (d) Nachweis eines rekombinanten GST-SU(VAR)2-1-Fusionsproteins (105kDa) an
Gesamt-Proteinextrakten einer E.coli-Uberexpressionskultur, als Kontrolle diente eine GST-
Uberexpression ohne SU(VAR)2-1-Fusionsanteil.

Zur weiteren Charakterisierung des Antikérpers wurden Speicheldriisen aus
SU(VAR)2-1-Null-Mutanten Larven isoliert. Zum FErhalt dieser SU(VAR)Z—IN“H—
Larven wurde die Kreuzung +/+; Su(var)Z—]A”el/CyO, Ser®™: +/+ und +/Y;
Df(2L)ED721/Cy0, Ser®™™; +/+ durchgefiihrt. F1-Larven des dritten Larvenstadiums
konnten mit Hilfe von UV-Licht selektiert werden, da Larven des transheterozygoten
Genotypes +/+; Su(var)Z-]A”el/DfQL)ED 721; +/+ nach Anregung durch UV-Licht keine
Fluoreszenz zeigen. Larven, die den GFP-Balancer transheterozygot tragen, zeigten eine
GFP-Fluoreszenz und wurden fiir den Test verworfen (Rudolph et al., 1999). Die
polytinen Speicheldriisenchromosomen der unter UV selektierten Su(var)2-1""-Larven,

wurden nach einer Fixierung mit dem SU(VAR)2-1-Antikorper inkubiert und mit

polytdnen Wildtyp-Chromosomen verglichen.
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An den polytdnen Speicheldriisenchromosomen des Wildtyps bindet der polyklonale
SU(VAR)2-1-Antikorper hauptsichlich in den Banden der Chromosomenarme (Abb.
23). In polytinen Speicheldriisenchromosomen der homozygoten Su(var)2-1""-Larven
kann der SU(VAR)2-1-Antikdrper im Vergleich zum Wildtyp nicht binden. Die
erhaltenen immunzytologischen Daten an polytinen Speicheldriisenchromosomen

weisen auf eine spezifische Bindung des SU(VAR)2-1-Antikorpers hin (Abb. 23).

++ Df(2L)ED721/Su(var)2-102

SU(VAR)2-1

Abbildung 23: Bindung des polyklonalen SU(VAR)2-1-Antikorpers an polytinen Chromosomen.
Nachweis des SU(VAR)2-1-Proteins durch einen SU(VAR)2-1-Antikérper an polytdnen
Speicheldriisenchromosomen. Der immunzytologische Nachweis von SU(VAR)2-1 erfolgte durch den
Vergleich der polytinen Speicheldriisenchromosomen im Wildtyp- und in SU(VAR)2-1-Null-Mutanten-
Larven. Die DNA wurde mit DAPI gefarbt.

3.2 Zytologische Verteilung und Effekte von SU(VAR)2-1

3.2.1 Verteilung von SU(VAR)2-1 in der frithen Embryogenese

Fir Su(var)2-1 konnte eine starke Anreicherung von Su(var)2-I-Transkripten im
Weibchen und im Embryo gezeigt werden (Abb. 18). In den frithen Stadien der
Embryogenese von Drosophila, in welchen das Su(var)2-1-Gen stark exprimiert wird,
finden zundchst nur sehr schnelle mitotische Kernteilungen statt. Dieser Zustand, in
dem sich der Embryo nach der Ablage fiir etwa zwei Stunden nach der Befruchtung
befindet, wird als Synzytium bezeichnet. Direkt nach einer Befruchtung und der damit
einhergehenden Fusion von maternalem und paternalem Kern durchliduft der Embryo
eine Vielzahl von sychronen mitotischen Kernteilungszyklen, bestehend aus M- und S-
Phasen, ohne die begleitenden Zellteilungsstadien. Die Furchungskerne befinden sich
im Zytosol des Embryos und wandern zur Bildung eines synzytialen Blastoderms in die
Peripherie des Embryos. Beim Ubergang vom synzytialen Blastoderm zum zelluliiren
Blastoderm am Ende des 9-10-Kernteilungszyklus findet neben der beginnenden
Abgrenzung der Kerne durch eine Zellmembran eine zunehmende Chromatin-

differenzierung in Eu- und Heterochromatin statt.
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Die fortschreitende Differenzierung der Kerne innerhalb des zelluldren Blastoderms
geht mit einer apiko-basalen Polarisierung der DNA einher (Rabl-Konformation). Dabei
differenziert sich am apikalen Pol das Heterochromatin und in der basalen Region der
Zellkerne das Euchromatin.

Mit dem polyklonalen SU(VAR)2-1 Antikdrper konnte das SU(VAR)2-1-Protein vom
ersten bis zum vierzehnten Kernteilungszyklus in der Embryogenese von Drosophila
melanogaster nachgewiesen werden (Abb. 25). Das SU(VAR)2-1-Protein ist innerhalb
des synzytialen Blastoderms abundant an den Furchungskernen gebunden und zeigt
nach Beendigung des synzytialen Blastodermstadiums im zelluldren Blastoderm eine
Bindung am Eu- und Heterochromatin (Abb. 25). Die Verteilung des SU(VAR)2-1
Proteins erfolgt in Drosophila entwicklungsabhingig. So ist SU(VAR)2-1 bis zu Beginn
des 10. Kernteilungszyklus homogen an den Furchungskernen gebunden (Abb. 24). Je
weiter die Furchungskerne differenzieren und dadurch zunehmend heterochromatische
Strukturen am apikalen Teil des Furchungskernes ausbilden, desto mehr findet auch

eine differenzielle Verteilung des SU(VAR)2-1-Proteines statt.
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Abbildung 24 : Verteilung von SU(VAR)2-1 wahrend der friihen Embryonalentwicklung.
(A) Nachweis des SU(VAR)2-1-Proteins mittels des polyklonalen SU(VAR)2-1-Antikorpers wéihrend des
Synzytiums in Wildtypembryonen. Dargestellt sind die synzytialen Stadien 1-10. Die DNA der Kerne
wurden mit DAPI angeférbt
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Die detaillierte Analyse der Eu-und Heterochromatin-Bindung von SU(VAR)2-1
erfolgte an Kernen im 10. bis 14. Kernteilungszyklus. Diese zelluldren Stadien zeigen
ein differenziertes, besonders gut herausgebildetes, Eu- und Heterochromatin (Abb. 25).
Am Ende des 14. Kernteilungszyklus ist SU(VAR)2-1 hauptsdchlich mit
Heterochromatin colokalisiert. Trotz der relativ starken Akkumulation von SU(VAR)2-
1-Protein im Heterochromatin der differenzierten Zellkerne des 14. Kernteilungszyklus
ist aber immer auch noch eine schwache Bindung von SU(VAR)2-1-Protein im basalen

Euchromatin zu erkennen (Abb. 25).
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Abbildung 25: Verteilung von SU(VAR)2-1 im zelluliiren Blastoderm der frithen Embryogenese.
Lokalisierung von SU(VAR)2-1-Protein wéhrend des zelluldren Blastoderms. Einzelne Kerne und die
Polzellenregion sind in den Zyklen 11-14 vergroBert dargestellt. Die Polzellen sind separat durch Pfeile
markiert. Die DNA wurde mit DAPI angefarbt.

Das SU(VAR)2-1-Protein befindet sich wéahrend der gesamten Zellteilungszyklen (Abb.
24-25) mit dem Chromatin der Furchungskerne assoziiert und ist auch in den Phasen der
mitotischen Teilung abundant vorhanden (Abb. 26). Wihrend einer mitotischen Teilung
ist das SU(VAR)2-1-Protein bereits in der Prophase an den chromosomalen Strukturen
der Furchungskerne gebunden und dort bis zur Metaphase colokalisiert. In der
Metaphase sind die kondensierenden Chromosomen homogen mit SU(VAR)2-1-Protein
assoziiert. In der der darauf folgenden Anaphase ist SU(VAR)2-1 deutlich im

Zentromer und an dem perizentrischen Spindelapparat der wandernden Chromosomen
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gebunden und bis zum Beginn der Telophase homogen an den sich teilenden

Furchungskernen verteilt (Abb. 26).
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Abbildung 26: Verteilung von SU(VAR)2-1 in Mitosestadien der Furchungskerne.

In der Anaphase umlagert das SU(VAR)2-1-Protein homogen die Metaphasenchromosomen. Mit dem
Abschluss der Anaphase und mit Beginn der Telophase ist das SU(VAR)2-1-Protein gleichmdBig mit den
Tochterfurchungskernen assoziiert. Dargestellt sind eine Gesamtiibersicht und Vergroflerungsausschnitte
der Kerne einer mitotischen Welle im Embryo. Die Detektion von SU(VAR)2-1 erfolgte mit einem
SU(VAR)2-1-Antikorper. Die DNA wurde mit DAPI angefarbt.

3.2.2 Verteilung von SU(VAR)2-1-Fusionsproteinen in der frithen
Embryogenese

Das endogene SU(VAR)2-1-Protein weist in allen Stadien der frithen Embryogenese
eine abundante Bindung mit dem Chromatin auf. Zur weiteren Untersuchungen von
SU(VAR)2-1 Proteinlokalisationen und =zur Identifizierung von SU(VAR)2-1
Proteinkomplexen sollten auch die charakterisierten transgenen Drosophila-Linien
verwendet werden (Abb. 10 und 13). Die in den Rescue-Experimenten genutzten
transgenen Drosophila-Linien enthalten eine genomische Su(var)2-1-Region, welche im
5¢ und 3¢ Bereich modifiziert ist. Dadurch bilden sie SU(VAR)2-1-Fusionsproteine mit
verschiedenen N- bzw. C-terminalen Fusionsanteilen. Aufgrund der sehr starken
Anreicherung des endogenen SU(VAR)2-1-Proteins in der frithen Embryogenese wurde
auch eine Verteilung der SU(VAR)2-1-Fusionsproteine in der frithen Embryogenese
erwartet. Die transgenen Embryonen wurden zum Nachweis der Fusionsproteine mit

spezifischen Antikérpern gegen den FLAG- und V5-Fusionsanteil inkubiert (Abb. 27).
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Abbildung 27: Nachweis von STREP-SU(VAR)2-1-V5-3xFLAG im frithen Embryo.

(A) Immunzytologischer Nachweis von STREP-SU(VAR)2-1-V5-FLAG mit FLAG-tag Antikorpern in
den Stadien 8, 10 und 12. Als Kontrolle wurden Wildtyp-Embryonen mit dem gleichen Antikorper
inkubiert. Die DNA-Farbung erfolgte mit DAPI. (B) Western-Blot an 0-3 Stunden alten Embryonen der
Su(var)2-1%, STREP-SU(VAR)2-1-V5-FLAG-Fliegenlinie mit V5 und -FLAG-Antikdrpern. Als
Ladekontrolle wurde PCNA und H3 genutzt. Lokalisierung von STREP-SU(VAR)2-1-V5-FLAG in der
Polzellregion (12) und in der Gastrulation (>14) der Fliegenlinie Su(var)2-1%*, STREP-SU(VAR)2-1-V5-
FLAG mit FLAG-Antikérpern

Das durch das genomische Su(var)2-1-Transgen exprimierte STREP-SU(VAR)2-1-V5-
FLAG-Fusionsprotein ist in den untersuchten Stadien der frithen Embryogenese auch
mit dem Chromatin der Furchungskerne colokalisiert (Abb. 27). Das zeigt, dass der im
Konstrukt befindliche endogene Promotor entwicklungsspezifisch funktioniert und dass
STREP-SU(VAR)2-1-V5-FLAG-Protein in den friihen Stadien exprimiert wird (Abb.
27B). Am Furchungschromatin konnte bereits eine Bindung des endogenen SU(VAR)2-
1-Proteins mit einem polyklonalen SU(VAR)2-1-Antikdrper nachgewiesen werden. Das
SU(VAR)2-1-Fusionsprotein zeigt wie auch das endogene SU(VAR)2-1-Protein, eine
Bindung am Furchungschromatin. In spdteren Stadien der Embryogenese (Gastrulation)
ist dieses ebenfalls ein mit dem Chromatin assoziiertes Protein (Abb. 27B).
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3.2.3 SU(VAR)2-1 ist an polytinen Chromosomen mit Banden assoziiert
Drosophila melanogaster besitzt fiir die Analyse von Heterochromatinfaktoren eine
besondere Form von Chromosomen. Dieses sind vor allem die polytdnen
Chromosomen, welche in den larvalen Speicheldriisen von Drosophila zu finden sind.
Immunzytologische Analysen der polytdnen Speicheldriisen mit dem polyklonalen
SU(VAR)2-1-Antikorper zeigen, dass das endogene SU(VAR)2-1-Protein in Banden
nachweisbar ist und ein in Banden lokalisiertes Protein darstellt. Eine spezifische
Féarbung im heterochromatischen Chromozentrum und eine Bindung an chromosomalen
Interbanden ist mit diesem Antikdrper nicht zu erkennen (Abb. 28A). Im Vergleich mit
dem Wildtyp ist in den homozygoten SU(VAR)2-1-Null-Mutanten mit dem

SU(VAR)2-1-Antikorper kein endogenes SU(VAR)2-1-Protein nachweisbar.
A B

Polytanchromosom
+/+

Polytaner Chromosomenarm in +/+

Ubersicht Chromozentrum
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Abbildung 28: Nachweis von SU(VAR)2-1 an Polytinchromosomen mit einem polyklonalen
SU(VAR)2-1-Antikérper. (A) SU(VAR)2-1 ist am Wildtypchromosom an Banden lokalisiert. Die
Vergroferungen des Chromozentrums zeigt keine heterochromatische Bindung von SU(VAR)2-1 (B)
Immunmarkierung eines autosomalen Chromosomenarmes mit dem anti-SU(VAR)2-1Antikorper.
SU(VAR)2-1 ist mit Banden assoziiert. Die Farbung der DNA erfolgte mit DAPI.

3.2.4 SU(VAR)2-1-Mutanten zeigen Hyperacetylierung am Histon H4

Friihe genetische und biochemische Untersuchungen weisen darauf hin, dass in
SU(VAR)2-1-Mutanten eine Hyperacetylierung des Histons H4 in den Larven vorliegt
(Dorn et al.,, 1986). Die Art der betroffenen Acetylierung an den polytinen

/™" Larven konnte nicht eindeutig gezeigt werden. Uber

Chromosomen von Su(var)2-
die chromosomale Verteilung der Acetylierung am Histon H4 und insbesondere iiber

deren biologische Relevanz ist bis auf einige Ausnahmen wenig bekannt.
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Die acetylierten Lysine im Histon H4 sind die N-Terminal gelegenen Lysine 5, 8, 12
und 16 (Turner et al., 1992). Fiir ihre Charakterisierung wurden Antikérper verwendet,
die spezifisch fiir H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac und H4Kl6ac sind. Die H4K5ac-,
H4K8ac-, und die H4Kl6ac-Modifikation zeigen, mit Ausnahme der H4KI12-
Acetylierung, eine signifikante Verdnderung in den untersuchten homozygoten
Su(var)2-1-Mutanten. In weiblichen Larven des Wildtyps ist H4K5ac an autosomalen
Chromosomenarmen zu finden, konzentriert sich im Gegensatz dazu in den Su(var)2-1-
Mutanten im Chromozentrum (Abb. 29). Im Minnchen ist die H4K5ac im Vergleich
zum Wildtyp leicht verdndert (Abb. 29).

H4K8ac zeigt zytologisch und im Westernblot eine deutliche Erhdhung im Weibchen
und Minnchen der Su(var)2-1"™"-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 29).
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Wildtyp [Df(2L)ED721/Sufvar)2-1%]

H4-K5Ac | DNA H4-K5Ac |
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Abbildung 29: H4K5ac- und H4K8ac-Verteilung an Wildtyp- und Su(var)2-1""-Speicheldriisen-
chromosomen. H4K8ac und H4KS8ac in polytinen Chromosomen vom Wildtyp- und Su(var)2-1™".
Anreicherung von H4K5ac innerhalb des Chromozentrums in weiblichen Su(var)2-1 ™I _[arven. Erhéhung
der H4K8-Acetylierung am gesamten polytinen Chromosom von Su(var)2-1™" im Vergleich zum
Wildtyp. Westernblot mit den angegebenen Antikorpern. DNA-Féarbung erfolgte mit DAPI.
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Die analysierte H4K12-Acetylierung zeigte zytologisch und im Westernblot Su(var)2-

]null

-Mutanten keine Verdnderung im Vergleich zum Wildtypen (Abb. 30).
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Abbildung 30: Vergleich der H4K12-Acetylierung in polytinen Speicheldriisenchromosomen.
Lokalisierung von H4K12ac an polytinen Chromosomen des Wildtyps und Su(var)2-1"". SU(VAR)2-1
beeinflusst nicht die Menge und die Verteilung von H4K12ac. Die DNA-Férbung erfolgte mit DAPI.

Die untersuchte H4K16-Acetylierung, welche durch die Acetyltransferase MOF (male
absent on the first) Kkatalysiert wird, hat eine besondere Rolle im Dosis-
kompensationsprozess bei Drosophila (Conrad et al., 2012). Durch die Aktivitdt des
MOF-Enzymes im MSL-Komplex wird die Acetylierung von Lysin 16 am X-
Chromosom der Ménnchen katalysiert. Im Weibchen ist die H4K16-Acetylierung im
Gegensatz zum Ménnchen unterreprisentiert (Abb. 31A-B). Zur Analyse der H4K16
Acetylierung wurden polytine Speicheldriisenchromosomen der Su(var)2-1 mull_
Mutanten sowie Wildtyplarven mit den entsprechenden H4K16-acetylspezifischen
Antikorpern untersucht und verglichen.

Durch die immunzytologischen Analysen konnten deutliche Unterschiede in der H4K16
Acetylierung vom Wildtyp und der Su(var)2-1-Mutante gezeigt werden. Im Vergleich

der polytinen Chromosomen aus Wildtyp-Weibchen mit den Chromosomen aus

Inull Inull

homozygoten Su(var)2-1"""-Mutantenweibchen zeigte Su(var)2- nur eine leichte
Anreicherungen von H4Kl6ac an autosomalen Chromosomenarmen. Besonders zu
beobachten ist aber eine starke Akkumulation von H4K16ac im Chromozentrum (Abb.
31C) die so in weiblichen Larven nicht zu finden ist (Abb. 31B).

Polytine Chromosomen von ménnlichen Su(var)2-1""-Larven zeigen eine deutliche

Anreicherung von H4K16ac im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 31A und 31C).
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Die H4K 16-Acetylierung ist dabei in Su(var)2-1"" besonders im Chromozentrum stark
erhoht und tliber den basalen Bereich weiter ausgebreitet als in Wildtyp zu beobachten.
Im Westernblot ist im Vergleich mit den zytologischen Aufnahmen kein so deutlicher
Unterschied zu verzeichnen (Abb. 31E).

Eine unspezifische Bindung des verwendeten H4K16-Acetylantikérpers konnte
ausgeschlossen werden, da der Antikdrper im Wildtypmédnnchen eine spezifische
charakteristische Farbung des X-Chromosoms zeigte (Abb. 31A).
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Abbildung 31: In Su(var)2-1""-Mutanten ist die Verteilung der H4K16-Acetylierung in polytiinen
Speicheldriisenchromosomen von Drosophila melanogaster beeinflusst.

(A) Verteilung von H4K16ac an polytinen Chromosomen im Weibchen und Ménnchen des Wildtyps.
H4K16ac ist nur wenig im Weibchen vorhanden. Im Ménnchen ist nur das ménnliche X-Chromosom mit
H4K16ac markiert. (B) H4K16ac-Verteilung an polytdnen Chromosomen im Weibchen und Méannchen in
Su(var)2-1"". Die H4K16-Acetylierung ist in Weibchen und Minnchen der Su(var)2-1""-Mutanten
erhoht. (C-D) Das Chromozentrum von Su(var)2-1™"-Mutantenweibchen zeigt im Vergleich zum
Wildtyp eine starke Anreicherung an H4K16-Acetylierung. Das Chromozentrum in Su(var)2-1""
Mannchen ist im Vergleich zum Wildtyp besonders stark mit der H4K16-Acetylierung angereichert und
iiberdeckt das Chromozentrum. (E) Westernblot mit a-H4K16ac im Weibchen und Mannchen.
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3.2.5 MOF und MSL-1 sind in SU(VAR)2-1- Mutanten nicht verindert

In Drosophila wird der Dosisunterschied der X-Chromosomal-assoziierten Gene in
Weibchen (XX) und Ménnchen (XY) durch den spezifischen DCC-Komplex (Dosage
Compensation Complex, DCC) kontrolliert. Dabei wird im Méinnchen die einfache
Gendosis des X-Chromosoms gegeniiber den beiden X-Chromosomen im Weibchen
ausgeglichen (Mendjan and Akhtar, 2007; Straub and Becker, 2007). Der Dosis-
Kompensations-Komplex besteht aus fiinf Proteinkomponenten, den sogenannten MSL-
(male specific lethal) Proteinen (MSL-1, MSL-2, MSL-3, MOF und MLE) und den
zweil non-coding-RNA-Bestandteilen roX1 und roX2. Der DCC ist am méannlichen X-
Chromosomen lokalisiert und kann durch die Aktivitit der H4-K16-spezifischen Lysin-
Acetyltranferase MOF (male absent on the first) eine lokale Anreicherung der H4-K16-
Acetylierung (Bone et al., 1994) bewirken. Durch die Anreicherung von H4K16ac wird
eine Zunahme der Transkription im X-Chromosom des Mannchens erreicht.

1" _Mutanten

Da gezeigt werden konnte, dass die H4K16-Acetylierung in Su(var)2-
verandert ist, wurde die Verteilung von MSL-1 und MOF als Bestandteile des
Dosiskompensationskomplexes in Su(var)2-1 "_Mutanten untersucht.

Das MSL-1-Protein ist in polytdnen Wildtypchromosomen der Ménnchen, neben
vereinzelten Banden auf den Autosomen, sehr abundant an X-Chromosomen
angereichert. Im Gegensatz dazu ist in Weibchen das MSL-1-Protein durch den
polyklonalen MSL-1-Antikérper nur sehr schwach nachzuweisen. Vergleichende
zytologische Aufnahmen zeigen, dass die Verteilung des MSL-1-Proteins an den
polytinen Chromosomen des Wildtyps und der Su(var)2-1"""-Mutanten im Méannchen
und Weibchen gleich ist (Abb. 32). Die Bindung von MSL-1 beschrédnkte sich in den
Su(var)Z-I”"”-Mutanten auf das méannliche X-Chromosom und ist an den weiblichen
Chromosomen nicht nachzuweisen. FEine Bindung von MSL-1-Protein am
Heterochromatin konnte nicht nachgewiesen werden. Einen Effekt der Su(var)2-1""
Mutante auf die Zusammensetzung des Dosiskompensationskomplexes durch den
Verlust des SU(VAR)2-1-Proteins konnte anhand der Verteilung des MSL-1-Proteins
nicht gezeigt werden.

Die Lokalisierung der H4K16-Acetyltransferase MOF ist an den polytdnen
gl

Chromosomen von Su(var)2-

Wildtyps nicht verdndert (Abb. 32). MOF bindet in Su(var)2-I™" an allen

-Mutanten im Vergleich zu Chromosomen des

Chromosomenarmen im Weibchen, im Méannchen jedoch ist sie auf das X-Chromosom
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beschrinkt. Da beide untersuchten Proteine des Dosiskompensationskomplexes in einen
Proteinkomplex mit MSL-2 und MSL-3 assoziieren, ist es sehr wahrscheinlich, dass sie
als Komplexpartner mit MOF sowie MSL-1 an die polytdnen Chromosomen binden
(Abb. 32). SU(VAR)2-1 beeinflusst nicht den DCC-Komplex da die Bestandteile des
Komplexes MSL-1 und MOF in den untersuchten Su(var)2-I"™"-Mutanten ein
Verteilungsmuster aufweisen welches dem des Wildtyps entspricht (Abb. 32). Wie die
DCC-Komplexbestandteile MSL-2 und MSL-3 verteilt sind, konnte wegen des Fehlens
guter Antikorper gegen MSL-2 und MSL-3 nicht gezeigt werden.

Wildtyp Su(var)2-1 null
[Df(2L)ED721/Su(var)2-105]
MSL-1 MSL-1

Abbildung 32: Verteilung von MSL-1-Protein an polytinen Speicheldriisenchromosomen der
SU(VAR)2-1-Null-Mutanten und der Wildtyp-Larven.

Immunzytologischer Nachweis von MSL-1-Protein und MOF-Protein an weiblichen bzw. minnlichen
polytinen Chromosomen in Wildtyp- und SU(VAR)2-1-Null-Larven. Der Nachweis erfolgte mit einem
spezifischen Antikorper gegen MSL-1 bzw. MOF an polytdnen Chromosomen. Die Farbung der DNA
wurde mit DAPI durchgefiihrt.
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null

3.2.6 Beeinflussung der H3-Acetylierungen in Su(var)2-1"""-Mutanten

Uber die Acetyltransferasen und Deacetylasen, welche die wechselseitige Dynamik von
Acetylierung und Deacetylierung der Lysine am Histon H4 bzw. H3 beeinflussen,
liegen nur wenige komplexe Untersuchungen vor (Aka et al., 2011). Ein Kandidat fiir
die verdnderte Acetylierung der Histone in Su(var)2-1-Mutanten ist HDAC1 (RPD3,
KDAC). Das RPD3-Protein ist in S.cerevisiae als Transkriptionsregulator beschrieben
und hat eine in-vitro-Histon-Deacetylase-Aktivitit (Vidal and Gaber, 1991; Kadosh and
Struhl, 1998). Es konnte an S.cerevisiae gezeigt werden, dass in rpd3-Mutanten durch
den Ausfall der Histondeacetylase-Aktivitit eine Zunahme der Acetylierung an den
Lysinen 5 und 12 des Histons H4 stattfindet und in Drosophila durch RPD3 H3K9ac
und H3K27ac Deacetyleriert werden kann (Rundlett et al., 1996; Tie et al., 2009). Fiir
von RPD3 in Su(var)2-1"" wurde ein a-RPD3-Antikérper (Rudolph et al., 2007)
immunozytologisch und im Westernblot verwendet. (Abb. 33). An den polytinen
Chromosomen und im Westernblot zeigt RPD3 die Su(var)2-1™" Mutante eine leichte
Reduktion im Vergleich zum Wildtyp. Die Chromosomen aber sind in Su(var)2-1""
nicht vollstindig frei von RPD3, da der Antikérper auch in Su(var)2-1"" immer noch
RPD3-Signal an den Chromosomen nachweisen kann (Abb. 33).

+/+
RPD3 Uberlagerung
&
S
§,
N
N
A
Q
Su(var)2-1 null S =" RPD3

[Df(2L)ED721/Su(var)2-19]

Abbildung 33: RPD3 an polytinen Chromosomen von Su(var)2-1-Mutanten. Inmunmarkierung und
Westernblot an polytdnen Speicheldriisenchromosomen des Wildtyps und transheterozygoten Su(var)2-
1™"Mutanten mittels eines RPD3-Antikorpers. Die DNA-Firbung erfolgte mit DAPL
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Nach den Ergebnissen zur Verteilung von RPD3 in den Su(var)2-1""-Mutanten wurden
die H3-Acetylierungen analysiert. Die zytologischen Untersuchungen der Acetylierung
K9ac, K14ac, K18ac, K23ac und H3K27ac im Histon H3 zeigten, dass die Acetylierung
an K9 und K27 in den Su(var)2-1""-Mutanten leicht erhdht ist. Fiir H3K9ac ist
besonders im Chromozentrum eine zusétzliche Fiarbung erkennbar (Abb. 34A) die im
Wildtyp sehr viel schwicher ist. Auf den Chromosomenarmen wird der Unterschied an
H3K9ac im Wildtyp und Su(var)2-1-Mutante mit dem verwendeten Antikdrper wie
auch im Westernblot nicht deutlich (Abb. 34A).

Wildtyp
DNA H3K9ac

Uberlagerung

it

§
e ;% e 5
SU(VAR)2-1null E H3Kgac
(2-19s/Su(var)2-19) 1‘“ ‘ "

DNA H3K9%ac Uberlagerung
‘ ol o

Abbildung 34A: Verteilung von H3K9ac an polytinen Chromosomen im Wildtyp und Su(var)2-1"""
Ubersicht zur H3K9-Acetylierung an euchromatischen Chromosomenarmen und dem Chromozentrum in
Wildtyp- und Su(var)2-1-Mutanten. Das Chromozentrum ist in den Einzelabbildungen VergroBert
dargestellt. Die Farbung der DNA erfolgte mit DAPI. Der Nachweis der H3K9-Acetylierung erfolgte im
Westernblot mit polyklonalen Antikdrpern.

Die in den Wildtypchromosomen vorhandene H3K9-Acetylierung ist in einem
besonders hohen Mafle an den Chromosomenarmen in Banden lokalisiert. Die Zunahme
der gesamten H3K9-Acetylierung in Su(var)2-1-Nullmutanten konnte im Westernblot
nicht eindeutig nachgewiesen werden (Abb. 34A).

Die Acetylierung an den Lysinen 14, 18 und 23 im Histon H3 sind in den Su(var)2-1-

Nullmutanten im Vergleich zum Wildtyp nicht verédndert (Daten nicht gezeigt).
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In weibliche und minnlichen Larven des Wildtyps ist eine H3K27 Acetylierung bei
beiden Geschlechtern vorhanden zeigen aber geschlechtsspezifische Unterschiede.
Die untersuchte H3K27 Acetylierung an polytdnen Speicheldriisenchromosomen weist

1"™"_Mutanten mit dem Wildtyp eine Zunahme der

in einem Vergleich von Su(var)2-
H3K27 Acetylierung im Weibchen auf. Die nachgewiesene H3K27 Acetylierung ist
dabei in den weiblichen Su(var)2-1""-Mutanten besonders stark an den Chromosomen-
armen und im heterochromatischen Chromozentrum akkumuliert (Abb. 34B). Im
Minnchen ist zytologisch nur ein sehr schwacher Unterschied in der H3K27
Acetylierung bei der Su(var)2-1-Mutante nachzuweisen. Im Westernblot wird diese

leichte Verdanderung im Gegensatz zur weiblichen Larven nicht deutlich.
] SU(VAR)2-1m!
Wildtyp (2-1ds/Su(var)2-1°)
DNA H3K27ac DNA H3K27ac

e W | H3K27ac

- . | H3

T T | H3K27ac

| H3

Abbildung 34B: H3K27ac an polytinen Chromosomen im Wildtyp und Su(var)2-1"" .
Ubersicht der H3K27-Acetylierung an weiblichen larvalen polytinen Chromosomen in Wildtyp- und
Su(var)2-1-Mutanten. Vergleich der H3K27-Acetylierung an ménnlichen larvalen polytinen
Chromosomen in Wildtyp- und Su(var)2-1-Mutanten Die Firbung der DNA erfolgte mit DAPI. Der
Nachweis der H3K27-Acetylierung erfolgte im Westernblot mit polyklonalen Antikdrpern.
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3.2.7 H3K9me2 und HP1 an polytinen Chromosomen von Su(var)2-1 null
Das Heterochromatinprotein 1 (HP1) und eine H3K9me2-Methylierung sind in
polytdnen Chromosomen kolokalisiert. Es ist bekannt, dass HP1 mittels einer Chromo-
Domine an di- und tri-methyliertem H3K9 bindet und in Verbindung mit einer H4K20-
Methylierung hoher geordnete heterochromatische Strukturen aufgebaut werden
(Bannister et al., 2001; Schotta et al., 2004). Zur Untersuchung, ob das SU(VAR)2-1-
Protein einen Einfluss auf den H3K9/HP1/H4K20me3-Reaktionsweg hat, wurden
polytine Chromosomen von Su(var)2-1"" mit dem Wildtyp verglichen.

In den fixierten Speicheldriisenchromosomen wurde H3K9me2 und die Bindung von
HP1 mit Hilfe spezifischer Antikorper analysiert. H3K9me2 und HP1 sind im Wildtyp
hauptsichlich im Chromozentrum und dem vierten Chromosom nachweisbar (Abb. 35).
Zusitzlich zur Lokalisation im Chromozentrum ist HP1 auch schwach an einigen
euchromatischen Banden und an den Telomeren nachzuweisen (Fanti et al., 1998). In
Su(var)2-1""-Mutanten sind H3K9me2 und die HP1 Bindung am Chromozentrum im
Vergleich zum Wildtyp unverdndert (Abb. 35). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass
endogenes SU(VAR)2-1-Protein fiir die Methylierung von H3K9 durch SU(VAR)3-9
und die Bindung von HP1 im perizentrischen Heterochromatin nicht wichtig ist.

Su(var)2-1--
Wildtyp [Df(2L)ED721/Sufvar)2-1°)

[ DNA H3K9me2 [ DNA H3K9me2 I

DNA HP1la HPla

Abbildung 35: SU(VAR)2-1 beeinflusst die H3K9me2-Methylierung nicht und hat in vivo ebenfalls
keinen Einfluss auf die Bindung von HP1. Lokalisierung und Vergleich von H3K9me2 und endogenem
HP1 im Wildtyp- und Su(var)2-1"". Der Nachweis in den dargestellten zytologischen Firbungen erfolgte
mithilfe eines a-H3K9me2 bzw. cines o-HPI-Antikérpers. Die DNA-Fiarbung wurde mit DAPI
durchgefiihrt.
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3.2.8 Eine Verlust von SU(VAR)2-1 fiihrt zu Defekten in der Qogenese
Komplementationskreuzungen einzelner Su(var)2-1-Allele untereinander und in
Kombination zeigen in transheterozygoten Weibchen eine ausgeprigte weibliche
Sterilidt. Die Kombinationen der getesteten Su(var)2-1-Allele Su(var)2-1 02 Su(var)2-
% und Su(var)2-1"° mit den Defizienzen Df{2L)ED721, Df(2L)ED729, Df{2L)BSC143
und Df(2L)BSC144 zeigen alle eine weibliche Sterilitdt. Diese Sterilitdt fiihrt dazu, dass
die transheterozygoten Su(var)2-1-Mutantenweibchen keine Eier mehr ablegen. Zur
Analyse der Oogenese wurden Ovarien von transheterozygoten Su(var)2-1
Mutantenweibchen prépariert und mit Ovarien des Wildtyps verglichen (Abb. 36A).
Zur Untersuchung wurden die Allele Su(var)2-1 02 Suvar)2-1"°, Su(var)2-1" und die
Deletion Df(2L)ED721 in transheterozygoter Kombination verwendet. Die Ovarien der
transheterozygoten Weibchen sind im Vergleich zu den Wildtypovarien stark reduziert
und eine Differenzierung in Ovariolen bzw. Eikammern ist nicht mehr erkennbar (Abb.
35A). Eine Eientwicklung ist in keinem Stadium der Oogenese zu erkennen. Die durch
CRISPR/CAs9 hergestellte homozygote Mutante Su(var)2-1% ist steril und zeigt
ebenfalls starke Defekte in der Oogenese nach dem Verlust des SU(VAR)2-1-Proteins
(Abb. 36B-C). Durch das genomische Rescue-Konstrukt Su(var)2-1°"% kann die
Sterilitdt von Su(var)2-1% gerettet werden (Abb.36C). Im Rescue-Stamm Su(var)2-1°"%
ist SU(VAR)2-1 als funktionsfdhiges Fusionsprotein gut nachzuweisen (Abb. 36D).

steril
A C &
+ Sufvar)2-1% _Sufvar)2-1° _Sufvar)2-1'* "7;1
Df{2L)ED721 Df(2L)ED721 Df(2L)ED721 Df(2L)ED721 +/+ suk"o
. ‘ —— a-SU(VAR)2-1
- s | o-H3
SﬂeP
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++  oulV
Su(var)2-17 Su(var)2-1,2-15trep

I - | orLAG
A S | 2-H3
fertil steril fertil

Abbildung 36: Einfluss von SU(VAR)2-1 auf die Oogenese. (A) Die Ovarienphidnotypen einzelner
Su(var)2-1-Allele mit der Deletion Df{2L)ED721. Der Verlust von SU(VAR)2-1-Protein fiihrt in
transheterozygoten Weibchen [Su(var)2-1/Df(2L)ED721] zu reduzierten Ovarien. (B) Homozygote
Su(var)®-Weibchen sind steril und zeigen reduzierte Ovarien. Su(var)2-1°"% kann die Sterilitit und die
Oogenese von Su(var)2-1* retten. (C) Homozygote Su(var)2-1“-Weibchen bilden kein SU(VAR)2-1
Protein. Der Nachweis erfolgte im Westernblot mit einen a-SU(VAR)2-1-Antikdrper. (D) Nachweis von
SU(VAR)2-1°™FF im Westernblot mit a-FLAG Antikorper. Als Ladekontrolle wurde o-H3 verwendet.
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Zur weiteren Analyse der Oogenese wurden die Ovarien der Su(var)2-1™"-Mutanten-
weibchen mit einem anti-VASA-Antikdrper untersucht (personliche Mitteilung, Dr.
Sandy Mietzsch). Das mit der Keimbahn assoziierte VASA-Protein wird spezifisch im
Zytoplasma der weiblichen Keimbahn exprimiert und dient in den durchgefiihrten
Untersuchungen als immunzytologischer Marker fiir eine intakte Keimbahn. Die
untersuchten Su(var)2-1"™"-Mutantenweibchen zeigten eine gute VASA-Firbung in den

I"™"_Ovarien. Zum Teil ist in diesen Ovarien ein

transheterozygoten Su(var)2-
beginnender Verlust der somatischen Follikelzellen zu erkennen (Abb. 37, Stadium 6)
Die Keimbahn und damit auch die Oogenese weisen in  Su(var)2-1""-
Mutantenweibchen strukturelle Defekte in der Expansion der Follikelzellen auf und

fiihren in Folge dessen zu einer Apoptose mit weiblichen Sterilitit in Su(var)2-1 null

Germarium Stadium 3 Stadium 4 Stadium 5 Stadium 6

Wildtyp

Su(var)2-1 null

Df(2L)ED721/Su(var)2-1*  Df(2L)ED721/Su(var)2-1%2
Su(var)2-1 null

Abbildung 37: Entwicklungsdefekte wihrend der Oogenese in Su(var)2-1"""-Mutanten.

Konfokale Aufnahmen von Einzelstadien der Oogenese im Wildtyp und in Su(var)2-1™"-Mutanten. Der
Nachweis von VASA erfolgte mit einem anti-VASA-Antikorper. VASA zeigt in Su(var)2-1-Mutanten
keine gednderte Verteilung in der Oogenese im Vergleich zum Wildtyp bis zum 5. Oogenesestadium. Ab
dem 6. Oogenesstadium zeigten die untersuchten Su(var)2-1-Mutanten morphologische Defekte im
Vergleich zum Wildtyp. Die Farbung der DNA wurde mit DAPI durchgefiihrt.

1 .
1"™"-Ovarien wurden neben dem

Zur Rettung der Entwicklungsdefekte in den Su(var)2-
bereits verwendeten Konstrukt pP/UAST,attB gen.Strep-Su(var)2-1-V5-FLAG](Abb.36)
auch die pFlyFos Konstrukte verwendet. Die Rettung der Entwicklungsdefekte wurde
mit den Konstrukten FF-(2-1)-V5 und FF-(A2-1)-V5 durchgefiihrt. Das Konstrukt FF-
(2-1)-V5 enthélt ein unverandertes Su(var)2-1-Gen und das Konstrukt FF-(A2-1)-V5 ein

»loss of function* Su(var)2-1-Gen, durch die Insertion eines Stoppcodons.
66



Ergebnisse

Su(var)2-1 null

Su(var)2-1 null; FF-(2-1)-V5

Su(var)2-1 null; FF-( A2-1)-V5

Abbildung 38: Rettung von Oogenesedefekten in Su(var)2-1-Mutanten mit Flyfos-Konstrukten.

Ovarien im Wildtyp mit normaler Oogenese (WT). Die Eikammern der transheterozygoten Su(var)2-1™"-
Mutantenweibchen (DF(2L)ED721/Su(var)2-1") zeigen ab dem 5. Oogenesestadium einen starken
Entwicklungsdefekt. Das FlyFos-Transgen FF-(2-1)-V5 enthélt ein Wildtypsequenz von Su(var)2-1 und
kann den Ovarienphinotyp der transheterozygoten Su(var)2-1™"-Mutantenweibchen retten. Das Flyfos-
Transgen FF-(A2-1)-VS5, welches ein Mutanten-Su(var)2-1 enthilt, kann zeigt keine Rettung. DNA-
Féarbung mit DAPI (rot). Nachweis von VASA mit einem VASA-Antikdrper in der Keimbahn (griin).

Die Sterilitit von Su(var)2-1 konnte durch das Transgen FF-(2-1)-V5 vollstindig
gerettet werden. Die geretteten Weibchen zeigen mit dem eingebrachten Transgen eine
normale Oogenese mit Eiablage. Die Oogenese der transheterozygoten Su(var)2-1"™"-
Mutantenweibchen wird somit durch das Wildtypkonstrukt FF-(2-1)-V5 vollstindig
gerettet. Eine Rettung der Sterilitdt mit dem Mutantenkonstrukt FF-(A2-1)-VS5 ist nicht

moglich (Abb. 38).

3.2.9 Lokalisierung von SU(VAR)2-1-Fusionsproteinen in der Oogenese

In den Expressionsanalysen wurde gezeigt, dass Su(var)2-1 im Weibchen sehr stark
exprimiert ist. Der polyklonale Antikdrper, welcher an den Furchungskernen der frithen
Embryogenese gut funktionierte, konnte fiir zytologische Untersuchungen an Ovarien

nicht verwendet werden. Zum zytologischen Nachweis von SU(VAR)2-1 in der
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Oogenese von Drosophila melanogaster wurden endogen exprimierte SU(VAR)2-1-
V5-3xFLAG-Fusionsproteine verwendet (Abb. 39A). Durch spezifische Antikdrper
gegen den FLAG bzw. V5-Fusionsanteil konnte SU(VAR)2-1 zytologisch und im
Westernblot in der Oogenese nachgewiesen werden (Abb. 39B). Am Anfang der
Oogenese in Drosophila entwickelt sich innerhalb des Germariums durch vier Mitosen
eine Cyste, welche aus 16 Zellen besteht (King, 1970). Die Zellen innerhalb der
gebildeten 16-Zell-Cyste bleiben iiber cytoplasmatische Briicken (Ringkanéle)
miteinander verbunden. Eine von zwei Zellen (Pro-Oozyten), die iiber vier Ringkanéle
verfigt, wird spéter zur Eizelle und fiihrt eine Meiose durch. Die verbliebene Pro-
Oocyte und die iibrigen vierzehn Zellen der Cyste entwickeln sich zu transkriptionell
aktiven polyploiden Nihrzellen. An diesen polyploiden Néhrzellen ist das SU(VAR)2-1
Protein deutlich lokalisiert (Abb. 39A) und spielt moglicherweise dort bei einer

transkriptionellen Aktivitét der Néhrzellen eine wichtige Rolle.
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Abbildung 39: Immunzytologischer Nachweis von SU(VAR)2-1 als SU(VAR)2-1-V5-3xFLAG-
Fusionsprotein in der Oogenese der transgenen Fliegenlinie w'''%; Su(var)2-1%, Su(var)2-15"%.

(A)Verteilung des SU(VAR)2-1-Fusionsproteins in der Oogenese. Uber die ganzen Ovariolen und in den
Eikammern ist eine Anreicherung des SU(VAR)2-1-Proteins in den Néhrzellen und dem Eizellkern zu
erkennen. Die Farbung der DNA erfolgte mit DAPI. (B) Western-Blot des unter endogener Kontrolle
exprimierten SU(VAR)2-1-V5-FLAG-Proteins in Ovarien mit anti-V5- bzw. anti-FLAG-tag-Antikdrpern.

SU(VAR)2-1 ist abundant in den polyploiden Néhrzellen gebunden. Die Niahrzellen
sind durch ihre hohe Transkriptionsaktivitit Bildungsorte groler Mengen an maternalen
Genprodukten wie z.B. die mRNA-Molekiile bicoid, nanos und oskar (Cha et al., 2001).

Es werden zudem auch Ribosomen und Proteine innerhalb der Néhrzellen gebildet, die
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dann {iber die Ringkanéle in die Oozyte transportiert und dort deponiert werden. Die
posterior gelegene Oozyte mit dem Oozytenkern, welcher sich in der meiotischen
Prophase I befindet und durch eine Kondensation der Chromosomen ein Karyosom
ausbildet, ist transkriptionell inaktiv (Carpenter, 1975; Morris and Lehmann, 1999). An
diesem inaktiven Oozytenkern ist das SU(VAR)2-1-V5-3xFLAG-Fusionsprotein
deutlich gebunden. Im einschichtigen Follikelzellenepithel, welches die Keimbahn

umschlieBt, ist das SU(VAR)2-1-Fusionsprotein kaum bzw. schwach nachzuweisen.

3.2.10 Rettung des ,,held out wing“-Phéanotyps in Su(var)2-1-Minnchen
Neben der Rettung der weiblichen Sterilitdt und des Suppressoreffektes in Su(var)2-1-
Mutanten war es moglich, dem im Miannchen beobachteten ,,ield out wing*-Phanotyp
von Su(var)2-1 erfolgreich zu retten. Su(var)2-1 Mutantenménnchen zeigen im ,,held
out wing*“-Phénotyp abgespreizte Fliigel, im Weibchen ist dieser Phénotyp nicht zu
beobachten (Abb. 40A). Dieser im Miannchen ausgeprégte Su(var)2-1-Phianotyp, kann
durch das Transgen-Konstrukt FF-(2-1)-V5 vollstandig gerettet werden (Abb. 40B). Das
Konstrukt FF-(A2-1)-V5, welches ein mutiertes Su(var)2-1-Gen besitzt, kann den ,,held
out wing*“-Phinotyp in den Su(var)2-1 Mutanten nicht retten (Abb. 40B).

A B

Df(2L)ED721

Sufvar)2-122 pERERRVS

Df(2L)ED721
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Su(var)2-1%? ( )

Abbildung 40: Rettung des ,,held out wing“-Phiinotyps in transheterozygoten Su(var)2-1Minnchen.
(A) Vergleich vom Wildtyp (+/4) mit transheterozygoten Su(var)2-1 02/Df(2L)ED 721-Mutanten. Su(var)2-
1-Mutanten bilden im Méannchen einen ,,ield out wing*-Phéanotyp aus. (B) Rettung des ,,held out wing*-
Phénotyps im Ménnchen durch das pFlyFos-Konstrukt FF-(2-1)-V5. Eine Rettung mit dem FF-(A2-1)-
V5-Konstrukt ist nicht moglich.
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3.3 Analyse von SU(VAR)2-1-Proteinkomplexen

3.3.1 Expression und Reinigung von rekombinantem SU(VAR)2-1

Die Expression eines rekombinanten SU(VAR)2-1-Proteins wurde in E.coli und in
Drosophila melanogaster-Schneider-Zellen (S2-Zellen) durchgefiihrt. Der Vorteil eines
E.coli Expressionssystems ist, dass die Proteinausbeuten besser sind als in
eukaryotischen Expressionssystemen, wie z. B. den $2-Zellen oder den K¢ Zellkulturen.
Allerdings sind diese eukaryotisch exprimierten Proteine funktionell ndher am
endogenen Protein als die prokaryotisch exprimierten.

Das vollstindige SU(VAR)2-1-Protein ist in E.coli sehr schlecht loslich. Durch
verschiedene cDNA-Konstrukte und E.coli-Stimme wurde die Ausbeute an lslichem
Protein gesteigert. Der E.coli-Stamm BL21pLysE (Invitrogen) zeigte die besten
Expressionseigenschaften fiir das rekombinante SU(VAR)2-1-Protein. In SU(VAR)2-1-
Expressionskonstrukten wurden SU(VAR)2-1 mit N- und C-terminale Fusionen wie
6xHis, GST oder FLAG versehen und iiberexprimiert. Durch die eingefiihrte GST-
Fusion am N-Terminus konnte die Loslichkeit fiir das SU(VAR)2-1 Protein deutlich
erhoht werden. Der GST-tag und der zusitzlich erzeugte 7xHis-Fusions-Tag am C-
Terminus ermdoglichte eine erfolgreiche native Reinigung des Proteins durch GST-

Affinitatschromatographie und IMAC (Immobilized-Methal-Affinity-Chromatographie).
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Abbildung 41: Reinigung von rekombinantem GST-SU(VAR)2-1-7xHis-Fusionsprotein.

(A) Exprimiertes GST-SU(VAR)2-1-7xHis-Protein mit einem GST- und 7xHis-Fusionsanteil. (B)
Reinigungschema fiir das GST-SU(VAR)2-1-7xHis-Fusionsprotein. (C) SDS-Page der durchgefiihrten
Reinigungsschritte des rekombinanten SU(VAR)2-1-Fusionsproteins aus E.coli. In der 2.Elution konnte
GST-SU(VAR)2-1-7xHis-Protein in zwei Fraktionen von der Ni-NTA-Agarose eluiert werden.
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Mit dem GST-SU(VAR)2-1-7xHis-Konstrukt wurden zwei Protein-Tags zusammen an
ein SU(VAR)2-1-Fusionsprotein kloniert und exprimiert (Abb. 41A). Das exprimierte
GST-SU(VAR)2-1-7xHis-Fusionsprotein konnte iiber zwei Stufen erfolgreich aus
E.coli-Proteinextrakten isoliert werden (Abb. 41 B und 41C). Das gewonnene
rekombinante SU(VAR)2-1-Volllangenprotein wurde in einem EMSA eingesetzt
(Daten nicht gezeigt).

3.3.2 Etablierung SU(VAR)2-1 exprimierender S2-Zelllinien

Das SU(VAR)2-1-Volllangenprotein ist unter Standardbedingungen in E.coli schlecht
16slich und die Ausbeute an rekombinantem Protein ist sehr gering (Abb. 41C). Aus
diesem Grunde wurden neben einem E.coli-Expressionssystem alternativ stabil
exprimierende SU(VAR)2-1-Schneider-S2-Zellkulturen etabliert.

Die Schneider-S2-Zellkulturen sind eine embryonale minnliche Zelllinie von
Drosophila melanogaster, die besonders gut geeignet ist, um Drosophila-Proteine
rekombinant zu exprimieren. Die endogenen Faktoren, welche eine Expression und die
native Faltung von SU(VAR)2-1 begiinstigen, sind in den S2-Zellen vorhanden und
steigern die Ausbeuten an 16slichem Protein deutlich (Thomas Rudolph, personliche
Mitteilung). Neben der Isolation von 16slichem, rekombinantem SU(VAR)2-1-Protein
konnte parallel in diesen Zelllinien der polyklonale SU(VAR)2-1-Antikorper
charakterisiert werden. Die Extrakte eigneten sich sehr gut zum Test der Immuno-
préazipitationsfahigkeit von den verwendeten AntikGrpern an nativen Drosophila-
Zellkulturextrakten (Abb. 42).

Der fiir die Uberexpression genutzte S2-Transfektionsvektor pMT-His-V5 (Invitrogen)
ermoglicht eine stabile Integration ins Genom der S2-Zellen und fiihrt zu einer
kontrollierten Expression eines modifizierten SU(VAR)2-1-V5-6xHis-Fusions-
proteines. Fiir die Untersuchungen an den S2-Zellen und fiir eine Uberexpression von
SU(VAR)2-1 konnten zwei Konstrukte hergestellt werden (Abb. 42A). Die Konstrukte
ermoOglichen nach Transfektion eine Integration in das S2-Zell-Genom und die
Expression von FLAG-SU(VAR)2-1-V5-His- bzw. SU(VAR)2-1-EGFP-V5-His-
Fusionsproteinen in den etablierten S2-Zelllinien (Abb. 42A).

Die Induktion der stabil in das Genom der S2-Zellen integrierten Konstrukte erfolgte
durch einen induzierbaren Methallothionein-Promotor in verschiedenen Zeitintervallen

von 12 bis 48 Stunden bei 25 °C (Abb. 42B).
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Abbildung 42: Expression von SU(VAR)2-Fusionsproteinen in stabilen S2-Zelllinien.

(A) SU(VAR)2-1-Fusionskonstrukte mit eingezeichneten FLAG-, EGFP- und V5-6xHis-Fusionsanteilen
zur Transfizierung von S2-Zell-Linien. (B) Expression von pMT[FLAG, cDNA SU(VAR)2-1-V5-His] in
transfizierten S2-Zell-Linien nach unterschiedlichen Induktionsintervallen und Affinitdtsreinigung von
FLAG-SU(VAR)2-1-V5-His an Ni-NTA-Sepharose. Der Nachweis erfolgte im Western-Blot durch die
angegebenen Antikorper. (C) Immunoprézipitation von FLAG-SU(VAR)2-1-V5-His mit einem poly-
klonalen SU(VAR)2-1-Antikorper (AK) aus S2-Zellextrakten. (D) Immunoprézipitation von SU(VAR)2-
1-EGFP-V5-His mit a-V5- und o-EGFP-Antikdrpern aus pMT[cDNA Su(var)2-1 EGFP]-S2-Zell-
extrakten. Der Nachweis erfolgte mit dem angegebenen V5-Antikdrper im Western-Blot.

Fiir die zwei Konstrukte konnten jeweils eine stabile S2-Zelllinien generiert werden, die
nach einer Induktion des Methallothionein-Promotors ein entsprechendes
Fusionsprotein exprimierte (Abb. 42B-D). Der Nachweis der Fusionsproteine erfolgte
im Western-Blot mit monoklonalen a-V5-Antikérpern.

Zur Reinigung der SU(VAR)2-1-Fusionsproteine aus S2-Zellextrakten wurde die
FLAG-SU(VAR)2-1-V5-His S2-Zelllinie entsprechend induziert und abgeerntet. Nach
einem nativen Zellaufschluss der S2-Zellen konnte das SU(VAR)2-1-Fusionsprotein
durch Reinigung mit einer Ni-NTA-Sepharose (Qiagen, Hilden) isoliert und
nachgewiesen werden. Die von der Ni-NTA-Affinititsmatrix eluierten Proteine wurden
dazu in verschiedenen Fraktionen aufgefangen und nach einer SDS-PAGE im
Westernblot getestet (Abb. 41B). Als Kontrolle wurden uninduzierte S2-Zellen nach der
gleichen Vorgehensweise aufgearbeitet. Im Westernblot konnte das SU(VAR)2-1-

Fusionsprotein in allen Elutionsfraktionen mittels eines V5-Antikdrpers nachgewiesen
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werden. Das exprimierte SU(VA)2-1-Fusionsprotein zeigt in den S2 Zellextrakten eine
sehr gute Loslichkeit und die verwendeten Affinitdtstags sind gut nutzbar. Die
Kernextrakte der beiden stabilen Zelllinien wurden aufgrund der guten Loslichkeit des
expremierten SU(VAR)2-1-Fusionsproteins als Ausgangsmaterial flir anschlieende
Immunoprizipitationen (IP) genutzt. Die Immunoprizipitation erfolgte mit einem
polyklonalen SU(VAR)2-1-Antikdrper an nativen Extrakten der FLAG-SU(VAR)2-1-
V5-His-S2-Zelllinie. Nach einer Bindung des polyklonalen SU(VAR)2-1-Antikorpers
an die Zielproteine konnten die Antikorper-Protein-Komplexe an Protein-A-Sepharose
(Amersham) gebunden und prézipitiert werden (Abb. 42C). Zur Analyse der Immuno-
prazipitation, der Extrakte und der einzelnen Waschfraktionen wurden diese im
Westernblot mit V5-Antikorpern untersucht (Abb. 42C). Aus den S2-Extrakten konnte
mit dem polyklonalen SU(VAR)2-1-Antikorper erfolgreich das rekombinante FLAG-
SU(VAR)2-1-V5-HIS-Fusionprotein isoliert und per Westernblot nachgewiesen
werden. Des Weiteren war es moglich, das exprimierte Fusionsprotein SU(VAR)2-1-
EGFP-V5-His mit V5 bzw. EGFP-Antikorper erfolgreich zu prizipitieren (Abb. 41D).

Die getesteten o-V5- und a-EGFP-Antikorper (Clonetech) sind sehr gut geeignet, um
eine Immunoprizipitation von nativem SU(VAR)2-1-EGFP-V5-HIS durchzufiihren
(Abb. 41D). Fir die Untersuchung und die Reinigung von SU(VAR)2-1-
Komplexpartnern ist eine Immunoprazipitation mit Antikorpern aus S2-Zellkulturen
jedoch nicht geeignet, da die Menge der coprézipitierten Proteine (Silbergel, nicht
gezeigt) fiir eine massenspektrometische Analyse nicht ausreichend waren. Um
Interaktionspartner von SU(VAR)2-1 zu identifizieren, wurden basierend auf den
Versuchen mit den S2-Zelllinien endogene SU(VAR)2-1-Komplexpartner aus der

verschiedenen Entwicklungsstadien von Drosophila isoliert und charakterisiert.

3.3.3 SU(VAR)2-1 interagiert mit RPD3

Su(var)2-1-Mutanten zeigen eine Hyperacetylierung von H3 und H4 mit einer
Reduktion von RPD3 an polytdnen Chromosomen. Die erhohte Letalitdt von Su(var)2-1
Mutanten gegeniiber n-Butyrat deutet zudem sehr stark auf die Beteiligung von
Histondeacetylasen im SU(VAR)2-1-Komplex hin da durch deren Inhibition die
Letalitét in den Su(var)2-1-Mutanten ansteigt. Mit Hilfe einer Co-Immunoprézipitation
an nativen Speicheldriisenextrakten konnte eine Interaktion von SU(VAR)2-1 mit RPD3

nachgewiesen werden.
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Fiir die Untersuchungen wurden durch Rekombination Chromosomen aufgebaut, die
sowohl ¢cDNA-Su(var)2-1-Egfp unter UAS-Promotorkontrolle als auch actin-GAL4-
Treiber tragen. Das Chromosom wird heterozygot durch das Blancerchromosom CyRoi
stabilisiert und an die nachfolgende Generation weitergegeben.

Aus den Speicheldriisen der SU(VAR)2-1-EGFP-exprimierenden Larven wurden native
Extrakte hergestellt und mittels GFP-Trap (Chromotek) eine Co-Immunoprizipitation
durchgefiihrt. Als Kontrolle erfolgte eine Co-Immunoprézipitation an nativen Extrakten
des Wildtyps. Die Analyse der erhaltenen nativen Extrakte, der Waschfraktionen sowie
der Prazipitate erfolgte durch Westernblot mit polyklonalen Antikorpern gegen GFP,
RPD3 und HP1la (Abb. 43). Es konnte eine direkte in vivo Interaktion durch eine Co-
Immunprézipitation von SU(VAR)2-1 und RPD3 aus larvalen Extrakten mittels GFP-
Trap gezeigt werden (Abb. 43). Eine Interaktion von HP1a mit SU(VAR)2-1 wurde in

den Speicheldriisenextrakten nicht nachgewiesen.
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Abbildung 43: In vivoe Interaktion von SU(VAR)2-1 und RPD3. Co-Immunoprizipitation von
SU(VAR)2-1 und RPD3 mit einem EGFP-Antikérper aus larvalen SU(VAR)2-1-EGFP-Extrakten. Im
Westernblot mit Antikorper gegen GFP, RPD3 und HP1a an den Extrakten (Input), den Waschfraktionen
(Wasch) und den Prézipitaten (IP) konnte RPD3 spezifisch nachgewiesen werden. In der Kontrolle
konnte kein SU(VAR)2-1-EGFP, RPD3 und HP1a detektiert werden.

3.3.4 Isolation von SU(VAR)2-1 in Proteinkomplexen in der friihen
Embryogenese

Fiir die Isolation von SU(VAR)2-1-enthaltenden Proteinkomplexen aus Embryonen

wurden Kernextrakte aus 0—12 Stunden alten Embryonen genutzt. SU(VAR)2-1 ist in

den Stadien der frilhen Embryogenese stark exprimiert und mit dem Chromatin

assoziiert. Zur Charakterisierung von SU(VAR)2-1 wurde eine Isolation von

SU(VAR)2-1 in Proteinkomplexen mit Hilfe transgener Fliegenlinien durchgefiihrt.
74



Ergebnisse

3.3.5 Immunoprizipitation von SU(VAR)2-1 aus Extrakten des Wildtyps

In den Experimenten wurde versucht, das SU(VAR)2-1-Protein und seine
Komplexpartner aus 0-12 Stunden alten Drosophila-Embryonen in groBen Mengen zu
isolieren. Neben einer Isolation aus dem Wildtyp wurden zusétzlich die transgenen
Drosophila-Linien P[rRS,w-gen. Su(var)2-1-V5-FLAG] und FF-(2-1)-V5 fiir die
Interaktorenanalyse genutzt. In Vorexperimenten konnten die Prédzipitatmengen und
alternative Pufferbedingungen fiir die Porteinkomplex-Isolation mithilfe der transgenen
P[rRS,w- gen. Su(var)2-1-V5-FLAG] Linie optimiert werden. Die Prdzipitation von
SU(VAR)2-1-V5-FLAG aus den nativen embryonalen Kernextrakten der transgenen
Linie P[rRS,w- gen. Su(var)2-1-V5-FLAG] erfolgte durch Bindung eines gekoppelten
spezifischen = Antikérper an Protein-G/A-Agarose (Santa Cruz). Fir die
Immunoprizipitation konnten auch Antikdrper verwendet werden, welche sich gegen
den Fusionsanteil V5 und FLAG des SU(VAR)2-1-V5-FLAG-Fusionproteins richten.
In einem Hochsalzextraktionspuffer (Dignam et al., 1983) ist das SU(VAR)2-1-V5-
FLAG-Fusionsprotein sehr gut 16slich und konnte mittels Immunoprizipitation
erfolgreich aus dem Extrakt mit Antikorpern gebunden werden (Abb. 44A). Dabei
zeigte der polyklonale SU(VAR)2-1-Antikorper, wie in den S2-Zell-Extrakten, eine
gute Immunoprézipitationsfahigkeit gegen das SU(VAR)2-1-Protein (Abb. 44B). Die a-
V5- und a-FLAG-Antikorper zeigten ebenfalls eine gute Prézipitation des Fusions-
porteins aus den hergestellten embryonalen Extrakten (Abb. 44B)
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Abbildung 44: Herstellung embryonaler Gesamtproteinextrakten aus der transgenen Linie P[RS, w-
gen. Su(var)2-1-V5-FLAG] und Immunopréizipitation des SU(VAR)2-1-V5-FLAG-Fusionsproteins
mit versch. Antikérpern. (A) Kernextrakte aus 0-12 Stunden alten Embryonen der SU(VAR)2-1-V5-
FLAG Fliegenlinie. Die isolierten Kerne wurden mit einem Hochsalzpuffer zu einem Hochsalzextrakt
aufgeschlossen. Die Hochsalzextrakte wurden vor einer IP gegen einen Niedrigsalzpuffer dialysiert. (B)
Immunoprazipitation (IP) von SU(VAR)2-1-V5-FLAG-Fusionsprotein mit o-V5-, a-FLAG- und o-
SU(VAR)2-1-Antikérpern an nativen embryonalen Kernextrakten. Der Nachweis des Fusionsporteine
erfolgte nach SDS-PAGE im Westernblot mit einem monoklonalen a-FLAG-Antikorper.
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Im Hefe-Dihybrid-Screen wurde der N-Terminale Bereich von dMES-4 als moglicher
Interaktionsbereich mit SU(VAR)2-1 identifiziert (Walther, 2003). Zur Bestitigung der
in vivo Interaktion von SU(VAR)2-1 mit dMES-4 sollten diese mittels Co-
Immunopréizipitation bestdtigt und eine Analyse weiterer Protein-Komplex-Partner
vorgenommen werden.

Zur Immunoprézipitation an nativen Proteinextrakten des Drosophila-Wildtyps wurde
der polyklonale SU(VAR)2-1-Antikoérper kovalent an Protein-A-Agarose gekoppelt und
mit Wildtyp-Proteinextrakten aus 0—2 Stunden alten Embryonen inkubiert. Die Elution
der Proteinkomplexe erfolgte mit Glycinpuffer (pH 3,5), da eine Elution mit diesem
Puffer im Vergleich zur Elution mit 10%igem SDS eine hohere Ausbeute ergab. Die
Analyse der embryonalen Priextrakte, der Uberstinde, der Waschfraktionen sowie der
eluierten Prézipitate erfolgte nach SDS-PAGE mit spezifischen Antikérpern im
Western-Blot (Abb. 45). In der Elution der IP konnte das SU(VAR)2-1-Protein, die H3-
K36-Methyltransferase dMES-4 und die H3K4mel/me2-spezifische Demethylase
SU(VAR)3-3/dLSD1 nachgewiesen werden (Abb. 44). Die Proteine dMES-4 und
SU(VAR)3-3 wurden mit SU(VAR)2-1 in 0-2 Stunden alten Extrakten coprézipitiert,
was auf eine direkte Interaktion mit SU(VAR)2-1 hindeutet.
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Abbildung 45: Immunoprézipitation von SU(VAR)2-1 an embryonalen Kernextrakten (0-2h) mit
einem polyklonalen SU(VAR)2-1-Antikorper. Die Proteine dMES-4, SU(VAR)3-3, SU(VAR)2-1,
SU(VAR)3-9, und HPla konnten im loslichen Uberstand der Extrakte nachgewiesen werden. In der
Kontoll-CoIP an Wildtypextrakten, sind in der Elution keine Proteine im Western-Blot nachzuweisen. In
der Elution der ColP ist SU(VAR)2-1 als Prazipitat und dMES-4 bzw. SU(VAR)3-3 als Co-Prézipitate im
Western-Blot mit den angegebenen Antikdrpern nachzuweisen.
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In der Elution der Prézipitation von SU(VAR)2-1 sind SU(VAR)3-9 und HP1la nicht
nachzuweisen und offensichtlich keine direkten Interaktionspartner von SU(VAR)2-1 in
der sehr frithen Embryogenese von Drosophila melanogaster (Abb. 45).

Als Kontrolle zur Immunoprézipitation (IP) wurde eine IP ohne den spezifischen
Antikorper mit Kernextrakt des Wildtyps durchgefiihrt. Hierbei sollte eine
unspezifische Bindung von Proteinen an der Sepharosematrix bzw. unspezifisch
gebundene Aggregate an der Protein-A-Agarose identifiziert werden. In den IP-
Reaktionen am Wildtypextrakt konnten in der Elutionsfraktion keine unspezifischen
Proteine detektiert werden (Abb. 45, Wichter, 2007).

Zur Bestimmung der Spezifitit der gezeigten Interaktion von SU(VAR)2-1, dmMES-4
und SU(VAR)3-3 wurden weitere Experimente durchgefiihrt. In den weiterfiihrenden
Analysen wurden vor allem die Transgen-Fliegenlinien genutzt, die SU(VAR)2-1-V5-
FLAG und STREP-SU(VAR)2-1-V5-FLAG exprimieren. Die auf pFlyFos- und p/RS]/-
basierenden transgenen Fliegenlinien stehen unter Kontrolle des endogenen Promotors
und bilden funktionelle Fusionsproteine, die den Suppressorphidnotyp und den
Sterilitdtsphenotyp von Su(var)2-1-Mutanten erfolgreich retten konnen. Durch den
Einsatz der transgenen Linien und Antikorpern gegen SU(VAR)2-1, V5- und FLAG
war es moglich, den SU(VAR)2-1/dMES-4-Komplex in einem zweiten Experiment zu

bestétigen.

3.3.6 Reinigung von SU(VAR)2-1-Proteinkomplexen mit Ionenaustausch-

Chromatografie

Mithilfe einer Affinitdtschromatographie sollte eine Auftrennung und Isolation von
SU(VAR)2-1-Proteinkomplexen erfolgen, um nachfolgend massenspektrometrisch
unbekannte Interaktionspartner zu identifizieren zu konnen.

Durch die angewendete lonenaustausch-Chromatografie ist es moglich, eine Trennung
von verschiedenen Proteinkomplexen aufgrund ihrer Ladung zu erreichen. Dabei
werden die einzelnen Proteine und die aus ihnen gebildeten Proteinkomplexe durch
Unterschiede in ihren Ladungseigenschaften voneinander getrennt. Durch
unterschiedlich starke ionische Wechselwirkungen zur Chromatografiematrix werden
weniger gut gebundene von sehr stark gebundenen Faktoren durch eine Erhéhung der
Ionenkonzentration im Elutionspuffer getrennt und fraktioniert. Die Fraktionierung

eines SU(VAR)2-1-Protein enthaltenden Komplexes erfolgte an einer HitrapMonoQ
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Sdulenmatrix (Amersham). Diese HitrapMonoQ-Trennmatrix ist ein besonders starker
Anionenaustauscher mit den quartiren Ammoniumionen-Seitenketten -O-CH2N+(CH3)3
als funktionell negativ geladene Gruppen (Amersham, 2010).

Fiir eine Beladung der HiTrapMonoQ-Sédule wurden dialysierte native embryonale
Zellkernextrakte aus 0-12 Stunden alten Embryonen der transgenen Fliegenlinie
SU(VAR)2-1-V5-FLAG verwendet. Das Extrakt wurde auf die HiTrapMonoQ-Siule
aufgetragen und in vier Elutionsstufen (250 mM, 500 mM, 750 mM und 1.000 mM
KCl) durch eine ansteigende Ionenkonzentration fraktioniert. Im Chromatogramm der
Elutionsfraktionen ist zu erkennen, dass der wesentliche Teil der an der HiTrapMonoQ-
gebundenen Proteine in zwei Peaks bei 750 mM KCI eluieren (Abb. 46). Das
Fusionsprotein SU(VAR)2-1-V5-FLAG konnte im Westernblot mit einem a-V5-
Antikorper im ersten Proteinelutionspeak nachgewiesen werden (Abb. 46B). Im zweiten

Peak ist SU(VAR)2-1-V5-FLAG nicht nachzuweisen.
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Abbildung 46: Schema zur Auftrennung von SU(VAR)2-1-V5-FLAG aus embryonalen Extrakten
an HiTrapMonoQ und Nachweis von SU(VAR)2-1-V5-FLAG Protein in den Elutionsfraktionen.
(A) Das Extrakt aus 0-12 Stunden alten SU(VAR)2-1-V5-FLAG Embryonen wurde auf die MonoQ-Séule
aufgetragen und anschliefend in vier Stufen von 250mM, 500mM, 750mM und 1000mM KCl
fraktioniert. Nach einer Dialyse erfolgte ein Westernblot der Elutionsfraktionen zum Nachweis von
SU(VAR)2-1-V5-FLAG mit a-V5-Antikdrpern. (B) Das Elutionsprofil der Proteine zeigt zwei deutliche
Proteinspeaks in den 750mM KCI Elutionsfraktionen. Jede zweite Elutionsfraktion, beginnend von der 9.
bis zur 21., wurde im Western-Blot mit einem o-V5-Antikorper getestet. In der Fraktion 15 erfolgte der
Nachweis von SU(VAR)2-1-V5-FLAG durch einen spezifischen a-V5-Antikorper.
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Der erste Peak der 750mM Elution umfasst die drei Fraktionen 14, 15 und 16. Der
zweite Proteinelutionspeak schlie8t sich unmittelbar an den ersten Peak an und
beinhaltet die Fraktionen 17, 18 und 19 (Abb. 47). Nach einem Test aller Fraktionen des
ersten Proteinpeaks konnte das Fusionsprotein SU(VAR)2-1-V5-FLAG spezifisch in
den Fraktion 14 und 15, aber nicht in der Fraktion 13 nachgewiesen werden (Abb. 46
und 47). In allen anderen Fraktionen konnte SU(VAR)2-1-V5-FLAG-Protein im
Westernblot nicht detektiert werden. Ein putativer SU(VAR)2-1 einhaltender
Proteinkomplex befindet sich somit im ersten Peak der Elution. Zur weiteren
Eingrenzung von Interaktionskandidaten wurden cofraktionierten Proteine in den
Fraktionen 14, 15 und 16 mit spezifischen Antikdrpern untersucht (Abb. 47).

Zum Nachweis einer Co-Fraktionierung mit SU(VAR)2-1 wurden Antikorper gegen
dMES-4, SU(VAR)3-3 [dLSD1], E(Z), RPD3, a-V5, HPIc und H3 im Westernblot
verwendet (Abb. 47). Dabei zeigte sich, dass SU(VAR)2-1-V5-FLAG-Protein nur in
den Fraktionen 14 und 15 zu finden ist. In der Elutionsfraktion 14 konnten neben dem
SU(VAR)2-1-Fusionsprotein auch E(Z) und SU(VAR)3-3 als kofraktionierte Proteine
nachgewiesen werden. In der Fraktion 15 konnten gemeinsam mit dem SU(VAR)2-1-
V5-FLAG das dMES-4-Protein, SU(VAR)3-3, E(Z), RPD3 und HPIc kofraktioniert
werden. In Fraktion 16 ist von den getesteten Proteinen nur dMES-4 sehr schwach mit
den endogenen dMES-4-Antikérpern nachzuweisen (Abb. 47). Die Elutionsfraktionen

14,15 und 16 sind in ihrer Zusammensetzung deutlich voneinander verschieden.

Fraktionen

14 15 16

o-dMES-4

o-E(Z)

| c-dLSD1

-SU(VAR)2-1-V5-FLAG

| o-rPD3

| o-HP1c

Abbildung 47: Analyse der Fraktionen 14, 15 und 16 mit Antikdrpern im Westernblot.

In Fraktion 14 sind die Proteine E(Z); dLSD-1 und SU(VAR)2-1-V5-FLAG im Westernblot nachweisbar.
In der Fraktion 15 konnten dMES-4, E(Z), dLSD1, SU(VAR)2-1-V5-FLAG, RPD3 und HPIc als
cofraktionierte Proteine nachgewiesen werden. In der Fraktion 16 ist von den getesteten Proteinen nur
dMES-4 in einer sehr schwacher Konzentration zu detektieren. Fiir den Nachweis wurden die
angegebenen endogenen bzw. Tag-spezifischen Antikérper im Westernblot verwendet.
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3.3.7 Prizipitation von SU(VAR)2-1 aus Fraktionen nach Ionenaustausch-
chromatografie
Fiir die Isolation von SU(VAR)2-1-Proteinkomplexen wurden die SU(VAR)2-1-V5-
FLAG enthaltenden Elutionsfraktionen 14 und 15 gegen 75 mM KCl dialysiert und als
Ausgangsmaterial fiir eine FLAG-Immunoprézipitation verwendet (Abb. 48A).
Die dialysierten SU(VAR)2-1-V5-FLAG-enthaltenden Fraktionen 14 und 15 wurden
vereinigt und mit einer M2-a-FLAG-Agarose (Sigma-Aldrich) versetzt. Nach
mehrmaligem Waschen wurden die an M2-a-FLAG-Agarose gebundenen Prazipitate
durch eine Zugabe von FLAG-Peptid eluiert und nach einer SDS-PAGE im Westernblot
analysiert (Abb. 48B).
Aus den Elutionsfraktionen 14 und 15 konnte das SU(VAR)2-1-V5-FLAG-Protein
erfolgreich durch die Immunopréizipitation an einer M2-a-FLAG-Agarose isoliert
werden (Abb. 47B). Neben dem prézipitierten SU(VAR)2-1-V5-FLAG-Protein konnte
auch das dMES-4-Protein als Coprizipitat in der Elution nachgewiesen werden. Die
Proteine E(Z), dLSD1, RPD3 und HPlc konnten in diesem Western-Blot nicht als
copréazipitierte Proteine von SU(VAR)2-1-V5-FLAG detektiert werden (Abb. 47B).

A [14 & 15] B

Dialysierte Fraktionen IP:0-FLAG
Input x E
| -
o-FLAG-M2

c-dLSD1

Durchfluss _ 0-SU(VAR)2-1-V5-FLAG

Waschen R o e
e . |oReD3
; B

e

EIUtion _ orHple
L J

Western

Abbildung 48: Schema zur Immunoprizipitation von SU(VAR)2-1-V5_FLAG an den Fraktionen
14/15 mittels M2-a-FLAG-Agarose und Analyse der Priizipitate im Westernblot.
(A) Die dialysierten Elutionsfraktionen 14/15 der Anionen-Austausch-Chromatografie wurden mit M2-a.-
FLAG-Agarose versetzt. Nach einer Bindung der M2-a-FLAG-Agarose an den FLAG-Fusionsanteil des
SU(VAR)2-1-V5-FLAG-Proteins wurden die Prézipitate nach mehreren Waschschritten mit einem
FLAG-Peptid eluiert. (B) Der Input, die Waschfraktion und das Eluat wurden im Western-Blot mit o-
dMES-4-, a-E(Z)-, a-dLSD1-, a-V5-, a-RPD3- und a-HP1c-Antikérpern analysiert.
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3.3.8 Co-Immunoprizipitation von SU(VAR)2-1-V5-FLAG aus transgenen
Fliegenlinien
Fiir die Charakterisierung der Interaktion von SU(VAR)2-1 mit dMES-4 wurden Co-
Immunoprizipitation aus embryonalen Extrakten von Transgenen enthaltenden
Su(var)2-1- und dMes-4-Fliegenlinien durchgefiihrt. Die Co-IP erfolgte aus
embryonalen Extrakten 0—12 h alter Embryonen des Wildtyps, der SU(VAR)2-1-V5-
FLAG Linie und der FLAG-V5-dMES4-exprimierenden FlyFos Fliegenlinie.
In der transgenen dMes-4-pFlyFos-Fliegenlinie wird das FLAG-V5-dMES-4 expremiert
und im Kernextrakten (Input) mit einem V5-Antikorper nachgewiesen. Eine
Immunoprizipitation des FLAG-V5-dMES-4-Fusionsproteins aus den Extrakten wurde
mit einem monoklonalen FLAG-Antikérper durchgefiihrt (Abb. 49A).
An den Extrakten des Wildtyps und der SU(VAR)2-1-V5-FLAG exprimierenden
Fliegenlinie wurden die Proteine jeweils mit DynaBeads (Invitrogen) gekoppelten
Antikdrpern isoliert und die Prizipitate im Westernblot analysiert.
In der IP wurde mit dem FLAG-Tag-Antikérper, dem VS5-Antikorper und dem
polyklonalen SU(VAR)2-1-Antikoérper jeweils unabhdngig das SU(VAR)2-1-V5-
FLAG-Fusionsprotein aus den Zellkernextrakt (Input) isoliert (Abb. 49A). Zusitzlich
dazu konnte aus der transgenen Fliegenlinie FLAG-V5-dMES-4 mit dem polyklonalen
SU(VAR)2-1-Antikorper das FLAG-V5-dMES-4-Fusionsprotein als Coprézipitat von
nachgewiesen werden. Dieses deutet auf eine direkte Interaktion von SU(VAR)2-1 mit

dMES4 hin (Abb. 48B).

Transgene Fliegenlinien

FLAG-V5-dMES-4 - + - - B Input
SU(VAR)2-1-V5-FLAG - - - + FLAG V5 dMES-4 - +
wB
Input (1/200) Kernextrakt- Input (1/200) ‘
| — P .
- » IP: a-FLAG

IP:o-FLAG IP:a-FLAG

o-V5
o-V5

IP: 0-SU(VAR)2-1

e

IP:c:-SU(VAR)2-1

Abbildung 49: Co-Immunoprizipitation von SU(VAR)2-1 und dMES-4 aus transgenen Linien.

(A) Nachweis von FLAG-V5-dMES-4 und SU(VAR)2-1-V5-FLAG im Extrakt der exprimierenden
transgenen Fliegenlinien. Immunoprézipitation von FLAG-V5-dMES-4 mittels FLAG-Tag-spezifischen
Antikorpern. Immunoprézipitation (IP) von SU(VAR)2-1-V5-FLAG mit o-FLAG-, o-V5- und o-
SU(VAR)2-1-AK. Der Nachweis erfolgte jeweils mit einem V5-Tag-spezifischen Antikdrper. (B) Co-IP
von FLAG-V5-dMES-4 mit dem polyklonalen SU(VAR)2-1-Antikdrper an Transgenen FLAG-V5-
dMES-4 Extrakten. Die Fusionsproteine wurden mit a-V5-Antikdrpern im Westernblot nachgewiesen.
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3.4 dMES-4/NSD als Interaktionspartner von SU(VAR)2-1

In Drosophila konnte mit Hilfe der chromosomalen Deletion Df(3R)D13-1 das Gen
dMes-4 (CG4976) als Suppressor fiir die Positionseffekt-Variegation im Rearrangement
In(1)w™*" identifiziert werden (Rudolph, 2000).

Das Gen dMes-4 befindet sich auf dem dritten Chromosom in der Region 98B,
besteht aus fiinf Exonen und codiert fiir ein Protein von 1427 Aminosduren. Im 5°-
Bereich des Genes befindet sich in der Fliegenlinie pP[RS3]CB-0044-3 ein P-Element.
Dieses pP[RS3]CB-0044-3-Element wurde zur Herstellung von definierten Deletionen
verwendet, die nach ihrer Etablierung im PEV-System einen Suppressoreffekt
aufweisen (Schifer, 2004). Untersuchungen von dMES-4 und SU(VAR)2-1 im Hefe-
Dihybrid-Screen weisen auf eine direkte Interaktion der beiden Proteine hin (Walther,
2003). Die Interaktion von dMES-4 mit SU(VAR)2-1 dient als Ausgangspunkt zur

detaillierten Analyse der in vivo Funktion von dMES-4 in Drosophila melanogaster.

3.4.1 dMES-4 ist ein evolutionir konserviertes Protein

Die dMES-4 Proteine besitzen konservierte Proteinmotive, wie zwei PWWP-Domaénen,
drei PHD-Motive und einer SET-Doméne (Abb.50A). Das dMES-4-Protein zeigt hohe
evolutiondre Konservierung zwischen dem human-Orthologen MMSET, dem
Drosophila AMES-4 und dem C.elegans MES-4 (Greer and Shi, 2012). Auf3erhalb der
festgestellten konservierten Doménen ist nur eine geringe Homologie nachweisbar
(Schultz et al., 1998).

Die konservierten PHD- und PWWP-Doménen sind verantwortlich fiir Protein-

Protein- und Protein-DNA-Wechselwirkungen. Proteine mit PWWP-Doménen konnen
mit modifizierten Histonen interagieren, wie z. B. mit H3K36me3 (Dhayalan et al.,
2010; Vezzoli et al., 2010). PHD-Doménen enthaltende Proteine wie die Proteine der
ING-Familie binden iiber dieses Motiv an modifizierten Lysinen wie H3K4me3 (Shi et
al., 2006). Am C-terminus des dMES-4-Proteins befindet sich eine SET-Doméane mit
einem cysteinreichen Post- und Pre-SET-Bereich.
Die katalytische Funktionen von SET-Doménen ist sehr gut untersucht und sind oft
Hauptbestandteile von Histon-Methyltransferasen. Analysen der SET-Domédne des
Drosophila-Proteins SU(VAR)3-9 und die seines human-orthologen SUV39H1 zeigen
eine wichtige enzymatische Funktion bei der Ubertragung von Methylgruppen auf das
Lysin 9 im Histon H3 (Rea et al., 2000; Schotta et al., 2002).
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3.4.2 Erzeugung definierter dMes-4-Mutanten mit CRISPR/Cas9

Fiir molekulare und genetische Untersuchungen konnten definierte Mutantenallele von
dMes-4 mit dem CRISPR/Cas9-System und HDR (homogy direct repair) hergestellt
werden. Zur Etablierung dieser Mutanten wurde ein dMes-4-HDR-Konstrukt erstellt,
welches ca. 1kb lange homologe Bereiche der 5° (HR-L)- und 3° (HR-R)- Region
enthélt. Diese homologen Bereiche flankieren gRNA-Zielsequenzen, welche in ein
gRNA-Konstrukt kloniert wurden. Nach erfolgter Transformation des dMes-4-HDR-
Konstruktes in CAS9-exprimierenden Fliegenlinien (Tab.l) konnten sieben DsRed-
enthaltende Fliegenlinien aufgebaut werden. Der Austausch chromosomaler Bereiche
iiber die gRNA/Cas9-vermittelte homologe direkt Reparatur fiithrt durch den Einbau der
Markergenkassette zu einem Verlust codierter Bereiche des dMes-4 Genes (Abb.50B).
Die so generierten dMes-4“-Mutantenallele enthalten DsRed an Stelle der codierten
Bereiche und sind ,,loss of function“ Mutanten. Durch die zusitzlich in den dMes-4%
inkorporierten LoxP-Sequenzen konnte nachfolgend mit einer Cre-Rekombinase das
Markergen DsRed entfernt werden. Die Cre-Rekombinase erkennt die LoxP-Sequenzen
und fiihrt eine Rekombination zwischen den zwei enthaltenden Lox-Sequenzen durch.
Nach der Cre-Rekombinase-Aktivitit ist in den dMes-4""-Mutanten nur noch eine attP
bzw. LoxP-Sequenz enthalten (Abb.50C). Die aufgebauten Fliegenlinien wurden
stabilisiert, mit dem In(1)w"**-Rearrangement gekreuzt und fiir die weitere molekulare

Analyse von dMes-4 verwendet.

Ao <— Mesd_gen_test PWWP PHD PWWP  SET A »
A— H N - N A ——dMes-4
RT_1f  RT_Ir

ATG TAA

B —m --------- @ ----- @‘ DsRed |sv4u }H—’_‘;— dMes-4ds
A ——————— U dMes-4nu

1000bp

—
Mesd_null_forw Mes4_null_rev

Abbildung 50: Erstellung CRISPR/Cas9-induzierter dMes-4-Mutanten.

(A) Schematische genomische Organisation des dMes-4-Genes mit den PWWP-, PHD- und SET-
Dominen. (B) Durch CRISPR/Cas9 induzierte dMes-4%*-Mutanten nach HDR-Modifikation durch den
Austausch codierender dMes-4 Bereiche mit den Sequenzen fiir 3xP3-, DsRed-, LoxP und einer attP-
Docking-Stelle. (C) Entfernung des Markergenes DsRed durch eine Cre-LoxP-Reaktion fiihrt zur
Erzeugung von dMes-4™"-Allelen, welche kein 3xP3 und DsRed enthalten. Die eingezeichneten Primer
RT 1f und RT Ir dienen zum Nachweis von dMes-4 Transkripten. Die Primer Mes4 null forw,
Mes4 null rev und Mes4 gen test wurden zur molekularen Bestimmung der dMes-4“ Mutanten
verwendet.
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3.4.3 Charakterisierung von erzeugten dMes-4-Mutanten

Fir die genetische Untersuchung von dMes-4 im PEV-System wurden die durch
CRISPR/Cas9 erzeugten dMes-4-Allele mit dem Rearrangement In(1)w™* gekreuzt.
dMes-4*-Allele zeigen in heterozygoten Kombinationen (dMes-4“/TM3) nur im
Weibchen einen leichten Suppressor-Effekt (Abb. 51). In heterozygoten Ménnchen ist
kein PEV-Effekt zu erkennen. In homozygoten Weibchen (dMes-4"/dMes-4) zeigen
alle neu erzeugten dMes-4%-Allele einen starken Suppressoreffekt auf das

" In homozygoten Minnchen der dMes-4%-Allele ist ein

m4h

Rearrangement In(1)w

abgeschwichter Suppressoreffekt im Rearrangement In(1)w™" zu erkennen. Dieser

4dS70

Su(var)-Effekt ist sehr variabel und reicht von einer schwachen (dMes- ) bis hin zur

einem starken Suppression von In(1)w™" in der Mutante dMes-4""". In allen dMes-4“

Allelen ist kein dMes-4 Transkript mit den Primern RT 1fund RT 1r nachzuweisen.
wm4
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Abbildung 51: dMes-4 ist ein rezessiver Suppressor fiir PEV. Im Hintergrund von In(Lyw™*"

dMes-4“-Allele in heterozygoten Kombinationen (dMes-4“/TM3) im Weibchen einen leichten
Suppressoreffekt. In heterozygoten Mainnchen ist kein PEV-Effekt zu erkennen. In homozygoten
Weibchen (dMes-4%/dMes-4") zeigt sich ein starker Suppressoreffekt. In den homozygoten Ménnchen ist

zeigen die

der beobachtete Suppressoreffekt im Rearrangement In(1)w™* sehr ungleichmiBig und reicht von

schwacher Suppression bis hin zu einer starken Suppression von PEV. Die erstellten dMes-4%-Mutanten
bilden kein dMes-4-Transkript. Als RT-PCR-Kontrolle dient rp49 und genomische Wildtyp-DNA.
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3.5 Analyse der enzymatischen Aktivitit von dMES-4/NSD

3.5.1 dMES-4 ist eine H3K36-Methyltransferase

Methylierung als Modifikation an N-terminalen Enden der Histone konnen durch
Methyltransferasen katalysiert werden. Verschiedene Modifikationsarten sind mit
inaktiven (H3K9me2) bzw. aktiven (H3K4me2) Genabschnitten assoziiert. Haupt-
bestandteil von Methyltransferasen sind SET-Domin-Proteinmotive, welche die
Ubertragung von Methylgruppen auf Lysinreste der Histone katalysieren.

Das dMES-4-Protein besitzt neben zwei PWWP- und drei PHD-Proteinmotiven
eine C-terminale SET-Domine. Fiir die Aktivitit von dMES-4 konnten bereits
enzymatische Aktivititen in S2- und Kc-Zellkulturen beschrieben werden. Ein Verlust
von dMES-4 fiihrt nach einem RNAi-Knock down in der Zellkultur zu einer Reduktion
einer H3K36mel- und H3K36me2-Methylierung (Bell et al., 2007). Die H3K36me3
Methylierung ist nicht beeinflusst und wird hauptsiachlich durch HYPB katalysiert.

Eine H3K36mel, H3K36me2 und H3K36me3 ist in Drosophila melanogaster
im Euchromatin in den Interbanden zu finden (Ebert et al., 2006). In Drosophila-Kc-
Zellen konnte gezeigt werden, dass transkriptionell inaktive heterochromatische
Bereiche frei von einer H3K36me2 und H3K36me3 sind, aber stark in transkriptionell
aktiven euchromatischen Regionen angereichert werden (Bell et al., 2007).

Um die Abhéngigkeit der H3K36-Methylierung von dMES-4 in vitro zu zeigen,
wurde rekombinantes GST-dMES-4-Fusionsprotein (GST-wt) hergestellt. Mit dem
GST-dMES-4-Protein konnte der Bereich der katalytisch aktiven SET-Doméne (AS
1105-1384) exprimiert und gereinigt werden. Neben einem katalytisch aktiven GST-
dMES4-Protein wurde durch eine in vitro Mutagenese ein katalytisch inaktives GST-
dMES4-Protein (SET-mut) fiir Kontrollversuche hergestellt. In diesem wurde das aktive
NHSC-Motiv im Zentrum der SET-Domine zu einem inaktiven AASC-Motiv mutiert.

Die rekombinanten GST-dMES-4-Proteine wurden mit unmarkierten SAM (S-
adenosyl-[methyl-]-methionin), C'*-markierten SAM und rekombinanten Histon H3
bzw. Histon-H3-Peptid (AS 33-40) inkubiert. Zum Nachweis iibertragener radioaktiver
C'"-Isotope enthaltenden Methylgruppen auf die Lysine der Histone wurden diese nach
einer SDS-Page an einen Phosphorimager (Fuji) dokumentiert. Das GST-dMES-4-
Fusionsprotein (SET-wt) zeigt eine signifikante in-vitro-Methyltransferase-aktivitdt
gegeniiber Histon H3, da nach der Methyltransferasereaktion die C'*-Methylgruppen

auf das rekombinante Histon H3 iibertragen wurden (Abb. 52B).
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Zum Nachweis einer H3K36-Methyltransferaseaktivitit ~wurden  zusétzlich
rekombinantes Histon H3 in vitro mit unmarkiertem SAM durch das GST-dMES-4-
Fusionsprotein methyliert. Es konnte im Westernblot gezeigt werden, dass die SET-
Domaéne in dem rekombinant exprimierten dMES-4 eine H3K36-Methyltransferase ist,
die in vitro H3K36mel und -me2, aber nicht H3-K36me3 katalysiert (Abb. 52C). GST-
dMES4-Protein (SET-mut) besitzt keine H3K36-Methyltransrfraseaktivitit.
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Abbildung 52: H3K36-Methylierung durch die Histonmethyltransferase dMES-4/NSD.
(A) Proteindoménen in dMES-4 und eingesetzte GST-dMES-4-Fusionsproteine. Die GST-dMES-4-
Konstrukte enthalten die Aminosduren 1105-1384 mit der C-terminalen SET-Doméne von dMES-4.
Gezeigt ist die relative Lage der GST-dMES-4-Fusionsproteine SET-wt (Wildtype) und SET-mut (SET-
Mutante). (B) SDS-PAGE der gereinigten rekombinanten GST-dMES-4-Fusionsproteine (SET-wt) und
Radiogramm des Methyltransferase-Assay mit unmethyliertem rekombinantem Histon H3. Die C'-
markierten Histone wurden im Phosphorimager detektiert. (C) Westernblot von in vitro methyliertem
rekombinantem Histon H3. Der Nachweis erfolgte mit H3K36 Antikdrpern. Als Kontrolle wurde die
enzymatisch inaktive SET-mut im Assay verwendet.

3.5.2 dMES-4 kontrolliert die frith-embryonale H3-K36-Methylierung

Im friihen Stadium der Embryonalentwicklung sind eine Vielzahl von Enzymen und
Proteinen beteiligt, die filir eine differenzierte Organisation des nativen Chromatins
besonders wichtig sind. Das Ziel von Faktoren, wie z.B. Methyltransferasen, ist das
Chromatin der differenzierenden Embryonen. Dieses wird durch katalytische Prozesse
in der Embryogenese in euchromatische und heterochromatische Bereiche differenziert.
Das Protein dMES-4 ist eine H3K36-Methyltransferase, die in sehr frithen Embryonal-

stadien von Drosophila melanogaster eine enzymatische Funktion aufweist.
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In Drosophila melanogaster wird in den frithen Entwicklungsstadien eine spezielle Art
von Kernteilungen gefunden, die als syncytiale Furchung beschrieben wird. Nach einer
Fusion des maternalen und des paternalen Kernes finden mehrere Kernteilungen statt,
ohne dass eine Zellmembran ausgebildet wird. Die etablierten Furchungskerne sind
genetisch inaktiv, enthalten aber im Furchungschromatin eine Vielzahl von
Histonmodifikationen, wie Acetylierung und Methylierung (T. Rudolph, pers.
Mitteilung). Im Syncytium, bis zum zehnten Kernteilungszyklus, wird keine
Zellmembran ausgebildet. Aus dem Syncytium heraus beginnt die Entwicklung eines
zelluldren Blastoderms mit einer typischen Rabl-Konformation des Chromatins. Mit
Hilfe dieser besonderen Charakteristik kann das Chromatin zytologisch sehr einfach in
Eu- und Heterochromatin unterschieden werden.

Das dMES-4-Protein zeigte eine in vitro H3K36-Methyltransferase-Aktivitit.
Voruntersuchungen an Embryonen im Wildtyp sollen Aufschluss {iber Verteilung der
H3K36-Methylierung am Histon H3 in den verschiedenen Stadien der Embryogenese
geben (Abb. 53-54).

Bereits vom ersten Kernteilungszyklus an, bis hin zum vierzehnten Kernteilungszyklus
der Embryogenese, ist am Furchungschromatin der Furchungskerne in vivo eine
H3K36mel und -me2-Methylierung am Chromatin nachzuweisen (Abb. 53A-B). Eine

frithe H3K36mel und -me2 ist auch in den Polzellen des 12.-14. Stadiums zu erkennen.
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Abbildung 53: Frithembryonale Verteilung von H3K36mel und H3K36me2 in den Kernteilungs-
zyklen 1 bis 14 in Drosophila melanogaster. (A) H3K36mel ist im frithen Furchungschromatin (1-10)
und in spéteren Stadien (12-14) mit den Polzellen assoziiert. (B) Nachweis der friihen H3K36me2
Methylierung. Die Verteilung von H3K36me?2 entspricht dem der Verteilungsmuster von H3K36mel.
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Im Gegensatz zur H3K36mel- und H3K36me2-Methylierung ist eine H3K36me3-
Methylierung, aufler im ersten Stadium, nur ab dem beginnenden neunten bis zehnten
Zellteilungszyklus nachzuweisen. (Abb. 54). Die H3K36me3-Methylierung lokalisiert
dabei hauptsidchlich distal im Euchromatin der Zellkerne. Das apikal lokalisierte
Heterochromatin ist frei von H3K36me3 und ist mit den verwendeten Antikdrpern dort

nicht nachzuweisen (Abb. 54).
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Abbildung 54: Verteilung der friih-embryonalen H3K36me3-Methylierung.

Eine H3K36me2-Methylierung ist in den Kernteilungszyklen 2-8 nicht nachweisbar. Nach Heraus-
bildung des zelluldren Blastoderms ist die H3K36me3 mit dem Euchromatin der Zellkerne und den
Polzellen assoziiert. Heterochromatin ist frei von H3K36me3.

Da die untersuchten embryonalen Stadien ein hohes Mall an H3K36-methyliertem
Histon aufweisen und fiir die Transkripte der H3K36-Methyltransferase dMES-4 auch
eine starke Akkumulation in den frithen Embryonalstadien nachgewiesen werden
konnte (FlyBase, 2012), wurden die H3K36-Methylierung an Embryonen homozygoter
dMes-4“-Mutantenweibchen mit Embryonen des Wildtypes verglichen.

Fiir den Nachweis der Abhdngigkeit einer H3K36-Methylierung von dMES-4
wurden Histone der frithen Entwicklungsstadien aus der dMes-4-Mutante im Western-
blot und mit immunzytologischen Methoden untersucht. Die isolierten Histone, aus 0-
120 Minuten alten Embryonen, der dMes-4-Mutantenlinien bzw. Embryonen des
Wildtyps wurden mit methylspezifischen Antikdrpern gegen die Modifikationen
H3K4me2, K3K9me2, H3K36me2, H3K27me2 und H4K20me2 untersucht und
verglichen (Abb. 55A). Die Resultate der Westernblot-Analysen zeigen, dass dAMES-4
die frih-embryonale H3K36mel- und H3K36me2-Methylierung am Histon H3
kontrolliert. Bei H3K27me?2 ist eine schwache Erhéhung der Modifikation in den dMes-
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4-Mutanten zu erkennen. Die Modifikationen H3K4me2, K3K9me2 und H4K20me2
sind in dMes-4-Mutanten nicht verdndert.

In zytologischen Praparaten der homozygoten dMes-4 Embryonen wird bis zum
Zyklus 11 im Vergleich zu Wildtyp keine H3K36me2 Methylierung gefunden (Abb.
55B). Es zeigt ergdnzend zu den Westernblots sehr deutlich, dass ein Ausfall von
dMES-4 unmittelbar in vivo mit einem Verlust der frithen H3K36mel- und H3K36me2-
Methylierung einhergeht. In den Entwicklungsstadien nach dem Synzytium wird im
zelluldren Blastoderm eine H3K36me2-Methylierung in den dMES®-Mutanten wieder
vollstédndig etabliert (Abb. 55B). Die Wiederherstellung der H3K36me2-Methylierung
in den spéten Stadien der Embryonalentwicklung ist AIMES4 unabhéngig und spricht fiir

die Aktivitit einer weiteren bis jetzt noch unbekannten H3K36me2-Methyltransferase.
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Abbildung 55: dAMES-4, eine H3K36mel und H3K36me2-HMTase in friihen Embryonalstadien.
(A) In 0-2 Stunden alten Embryonen der dMES-4-Mutanten Df{3R)13D-1 bzw. dMes-4* ist eine
H3K36mel/me2-Methylierung am Histon H3 stark reduziert und eine H3K27me2 schwach erhoht.
H3K4me2, H3K9me2 und H4K20me?2 sind nicht verdndert im Western-Blot. Als Ladekontrollen dienten
Tubulin, PCNA und Histon H3. (B) Immunzytologische Untersuchung im Wildtyp und an dMES-4 Null-
Mutanten [dMes-4%] zeigen einen Verlust der frithen H3K36me2 Methylierung. In der Gastrulation ist die
H3K36me2-Methylierung von dMES-4 unbeeinflusst. Der immunzytologische Nachweis erfolgte mit den
angegebenen Antikdrpern. Die DNA wurde mit DAPI gefarbt.
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3.5.3 HYPB als H3K36me3-HMTase wird durch dMES-4 nicht beeinflusst

Durch die Untersuchung an dMes-4”””-Mutantenembryonen konnte gezeigt werden,
dass eine H3K36me2-Methylierung im zelluldren Blastoderm nicht von dMES-4
anhingig ist (Abb. 55). In Drosophila ist bekannt, dass das SET-Dominen-Protein
HYPB in der Lage ist, H3K36 zu modifizieren (Bell et al., 2007). Mit einem
monoklonalen HYPB-Antikérper (Bell et al., 2007) wurden die friilhen Embryonal-
stadien und die Verteilung des endogenen HYPB Proteins untersucht. HYPB ist im
syncytialen Blastoderm nicht vorhanden, sondern nur im zelluldren Blastoderm
nachzuweisen. HYPB ist ausschlielich am Euchromatin der somatischen Zellkerne
lokalisiert, die Polzellen sind frei von HYPB-Protein (Abb. 56 A-C). Da eine
H3K36me3-Methylierung durch HYPB eine vorhergehende Methylierung von H3K36
bedingt, wurden auch dMes-4-Mutantenembryonen untersucht (Abb. 56C). Die
ausschlieBlich in den somatischen Zellkernen lokalisierte Verteilung von HYPB wird

durch den Verlust der enzymatischen Aktivitdt von dMES-4 nicht beeinflusst.
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Abbildung 56: Verteilung der H3K36me3-Methyltransferase HYPB in frithen Embryonen des
Wildtyps und in dMES-4-Mutantenembryonen.

(A) Nachweis von HYPB wiahrend des Synzytiums (Zyklus 1-9) des zelluldren Blastoderm (Zyklus 10—
14) und der Gastrulation (Zyklus >15) in Drosophila-Wildtypembryonen. Der Nachweis erfolgte mittels
eines monoklonalen HYPB-Antikorpers (B) Verteilung von HYPB an vergroBerten Einzelkernen des
zelluliren Blastoderms der Stadien (11-14). (C) Nachweis von HYPB in Wildtyp- und dMES-4™"-
Embryonen des zelluldren Blastoderms (Zyklus 12). Die Féarbung erfolgte mit DAPI.
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Eine Beeinflussung von HYPB durch dMES-4 konnte nicht gezeigt werden und deutet
darauf hin, dass HYPB mdglicherweise in vivo auch H3K36mel/me2 katalysieren kann
oder eine bislang unbekannte H3K36mel/me2-Methyltransferase in den somatischen

Zellkernen des zellularen Blastoderms aktiv ist.

3.6 Lokalisation und Verteilung von dMES-4

3.6.1 dMES-4 ist im frithen Embryo mit Furchungskernen kolokalisiert

Wie in zytologischen Férbungen zum SU(VR)2-1-Proteins in den frithen
Furchungsteilungen bereits gezeigt wurde finden, beginnend vom syncytialen
Blastoderm hin zum zelluldren Blastoderm, verschiedene Differenzierungsschritte statt.
Besonders bedeutsam ist dabei die Organisation vom Furchungschromatin zum Eu- und
Heterochromatin. Ab dem ersten Kernteilungszyklus ist dAMES-4 in den Embryonen mit
den endogenen Antikorpern nachweisbar und das dMES4-Protein ist in frithen Stadien
der Entwicklung préferenziell am Furchungschromatin der Furchungskerne lokalisiert.
Die Assoziierung ist besonders gut an den Furchungskernen im frithen Embryo sichtbar
(Abb. 57). Bis zum Kernteilungszyklus 10 ist AIMES-4 in steigender Konzentration an
den Furchungskernen gebunden. Mit dem Erreichen vom Kernteilungszyklus 11

beginnt ein sehr starker Konzentrationsabfall an der AIMES-4-Proteinmenge (Abb. 57).
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Abbildung 57: Verteilung von dMES-4 wiihrend friih embryonaler Furchungsteilungen.

Die H3K36-Methyltransferase dMES-4 ist in den friihen Furchungsteilungen bis zum Zyklus 10 mit der
DNA der Furchungskerne assoziiert. In dMES-4™"-Embryonen homozygoter dMes-4“-Weibchen konnte
kein dMES-4 nachgewiesen werden. Ein Nachweis von dMES-4 in spéteren Furchungsstadien von 11. bis
zum 14. Zyklus war nicht moglich. Die MES-4 wurden mit einem dMES-4-spezifischen Antikorper
nachgewiesen. Die DNA wurde mit DAPI angeférbt.
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Die beobachtete Reduktion an dMES-4-Protein geht einher mit der einsetzenden
zygotisch gesteuerten Gentranskription und der Herausbildung eines zelluldren
Blastoderms. In den gebildeten Polzellen ist dMES-4 nicht gebunden, obwohl sie
nachweislich eine H3K36mel- und H3K36me2-Methylierung aufweisen (Abb. 54).

3.6.2 dMES-4-Bindung mit dem 4. Chromosom

Durch die Immunmarkierung polytiner Speicheldriisenchromosomen des Wildtyps mit
einem generierten polyklonalen dMES-4-Antikérpern konnte eine Assoziation von
dMES-4 besonders am 4. Chromosom nachgewiesen werden (Abb. 58A) (Alekseyenko
et al.,, 2014). Im heterochromatischen Chromozentrum ist dMES-4 nur schwach
gebunden. Ein vergleichbares Verteilungsmuster mit einer deutlichen Assoziation von
dMES-4 am vierten Chromosom und dem Chromozentrum konnte ebenfalls mit einem
monoklonalen dMES-4-Antikorper (Bell et. al 2008) gezeigt werden (Abb. 58B). An
den larvalen Speicheldriisenchromosomen von dMes-4""-Mutanten konnte mit dem
monoklonalen Antikorper keine Férbung am vierten Chromosom und dem

Chromozentrum beobachtet werden, da in diese kein dMES-4 bilden (Abb. 58B).
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Abbildung 58: Bindung von endogenem dMES-4 am vierten Chromosom in polytinen Speichel-
driisenchromosomen von Drosophila melanogaster.

(A) Lokalisation von dMES-4 an polytinen Chromosomen in der Gesamtiibersicht mit dem schwach
angefarbten Chromozentrum mit dem gut gefarbten vierten Chromosom. Die Detektion erfolgte mit
einem polyklonalen dMES-4-Antikérper. (B) Chromosomen des Wildtyps und dMes-4™" in der
Gesamtiibersicht sowie eine Vergroerungen des Chromozentrums mit dem heterochromatischen vierten
Chromosom. Der Nachweis des endogenen dMES-4-Proteins erfolgte in diesen Pridparaten mit einem
monoklonalen dMES-4-Antikérper (Bell et. al 2008). In dMes-4™" konnte kein dMES-4 mit den
verwendeten Antikdrpern nachgewiesen werden.
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3.6.3 Verteilung von FLAG-V5-dMES-4 in Ovarien und Embryonen
Fiir dMes-4 konnte ein FlyFos-Klon mit der Nummer 024854 isoliert werden. Dieser ca.
27 kb grofle FlyFos-Klon wurde modifiziert, so das durch eine Fusionskassette am 5°-
Bereich von dMes-4 ein FLAG-V5-dMES-4 (FF-dMes-4) Fusionsproteins gebildet wird
(Abb. 59). Das Konstrukt steht unter Kontrolle des endogen dMes-4-Promotors.
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Abbildung 59: Lokalisation und Modifikation des FlyFos dMES-4-Konstruktes.

Der FlyFos-Klon 024854 beinhaltet die chromosomale Region 3R:98B6 mit dem darin enthaltenen dMes-
4-Genlocus. Diese Region kodiert fir das Gen dMes-4 mit allen regulatorischen Elementen. Fiir die
Erzeugung eines N-terminalen dMES-4-Fusionproteins wurden Fusionstags am 5’-Bereich eingefiigt.

Nach der erfolgreichen Etablierung von FLAG-V5-dMES-4-FlyFos-Fliegenlinien (FF-
dMes-4) wurden Ovarien dieser homozygoten Linien im Westernblot und
immunzytologisch untersucht. Zytologische Féarbungen der Ovarien zeigten in den
Oogenesestadien 5 bis 8 eine Co-Lokalisation von FLAG-V5-dMES-4 mit den
Nahrzellen. Eine Detektion von FLAG-V5-dMES-4 in den Follikelzellen konnte nicht
beobachtet werden (Abb. 60A). An Extrakten isolierter Ovarien der FF-Mes-4-
Fliegenlinie konnte FLAG-V5-dMES-4 im Westernblot mit o-V5-Antikorpern
nachgewiesen werden. Das theoretische Molekulargewicht stimmt mit dem

nachgewiesenen Molekulargewicht von FLAG-V5-dMES-4 {iberein (Abb. 60B).
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Abbildung 60: Das FLAG-V5-dMES-4-Fusionsprotein wird in Ovarien exprimiert. (A) Immun-
zytologischer Nachweis des Fusionsproteins mit a-V5-Antikdrpern in den Ovarienstadien 5 bis 8. Die
Féarbung der DNA erfolgte mit DAPI. (B) Nachweis von FLAG-V5-dMES-4 mit a-V5-Antikérpern an
ovarialen Extrakten im Westernblot. Als Ladekontrolle diente Histon H3.
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Fiir das endogene dMES-4-Protein konnte gezeigt werden, dass dMES-4 in den frithen
embryonalen Stadien an den Furchungskernen des Synzytiums anlagert ist (Abb. 57).
Mit dem monoklonalen V5-Antikdrper konnte das FLAG-V5-dMES-4-Fusionsprotein
ebenfalls an den frilhen Furchungskernen der homozygoten transgenen Fliegenlinie
nachgewiesen werden (Abb. 61). Dieses Ergebnis bedeutet darauf hin, dass das FLAG-
V5-dMES-4-Protein in der Lage ist, die gleichen chromosomalen Areale der
Furchungskerne zu besetzen wie das endogene dMES-4. Die Fusionsanteile FLAG-V5
des Fusionsproteins beeinflussen die Bindung nicht, da es die gleichen
Verteilungsmuster aufweist wie beim endogenen dMES-4-Protein beobachtet. Im

Westernblot ist FLAG-V5-MES4 in embryonalen Extrakten nachzuweisen (Abb. 61C).
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Abbildung 61: FLAG-V5-dMES-4-Fusionsproteine sind mit friihen Furchungskernen assoziiert.
(A) Eine Féarbung von w’"‘f’/w“"’h; +/+-Embryonen mit dem monoklonalen V5-Antikorper zeigte keine
spezifischen Signale. (B) Ubersichtsaufnahmen und Nachweis des FLAG-V5-dMES-4-Fusionsproteins
mit o-V5-Antikérpern in homozygoten transgenen Embryonen der Stadien 7 und 9. (C) VergroBerte
Aufnahme zur Antikorperfarbungen mit a-V5-Antikdrpern an Einzelkernen in den Zyklen 5,7 und 9 vom
Wildtyp- und Transgen. Westernblot an isolierten Kernen und Kernextrakten der FLAG-V5-dMES-4-
Fliegenlinien bzw. dem Wildtyp mit einem a-FLAG-Tag-spezifischen Antikorper.
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Nach der Charakterisierung von FLAG-V5-dMES-4 in Ovarien und Embryonen
transgener Fliegenlinien wurden Speicheldriisenchromosomen untersucht.

Das endogene dMES-4 zeigte beim Nachweis mit poly- bzw. monoklonalen dMES-4-
Antikorpern eine bevorzugte Bindung am heterochromatischen vierten Chromosom und
eine etwas abgeschwichte Bindung im heterochromatischen Chromozentrum (Abb. 57).
Die polytinen Chromosomen der FLAG-V5-dMES-4-transgenen Fliegenlinie wurden
prapariert, fixiert, gespreitet und die Verteilung von FLAG-V5-dMES-4 mit
entsprechenden Antikorpern untersucht (Abb. 62)

wm4; FF-MW-4
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Abbildung 62: Nachweis von FLAG-V5-dMES-4 in Polytiinchromosomen mithilfe von V5- und
FLAG-Tag-Antikorpern. Die dMES-4-Fusionsproteine sind eindeutig in den homozygoten FF-Mes-4-
Fliegenlinien am vierten Chromosom und im Chromozentrum gebunden. Der Nachweis der Lokalisation
erfolgte mit o-V5- und a-FLAG-tag-spezifischen Antikérpern. Die DNA wurde mit DAPI gefarbt.

Die immunzytologische Analyse der FLAG-V5-dMES-4-Fusionsproteine mit den V5-
und FLAG-Tag-Antikorpern erlaubte eine Bestimmung der dMES-4-Proteinbindung im
Chromatin der polytdnen Speicheldriisenchromosomen. Die durch den endogenen
Promotor induzierten dMES-4-Fusionsproteine sind in den larvalen polytdnen
Speicheldriisenchromosomen am heterochromatischen vierten Chromosom und im
Chromozentrum mit beiden Antikérpern unabhdngig voneinander nachweisbar (Abb.
62). Das dMES-4-Fusionsprotein ist an den gleichen chromosomalen Regionen
lokalisiert, wie es auch fiir die endogenen dMES-4-Proteine gezeigt werden konnte
(Abb. 57B). Die Fusionstags am N-terminus haben auf das Verteilungsmuster von
FLAG-V5-dMES-4 im Vergleich mit dem Wildtyp zytologisch keinen Einfluss.

Proteine, welche wie dMES-4 eine lokale Anreicherung im vierten Chromosom zeigen,
sind das HP1-Protein, SETDB1 und POF. Da das vierte Chromosom einen iiberwiegend

heterochromatischen Charakter aufweist, ist dort auch eine H3K9me2-Methylierung zu
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finden. An Speicheldriisenchromosomen konnte in dMes-4""-Mutanten und in
SU(VAR)2-1""-Mutanten eine Verinderung der H3K9me2-Methylierung im Vergleich
zum Wildtyp nicht gezeigt werden. Um einen Effekt von dMES-4 auf Proteine, die auch
am vierten Chromosoms binden, zu analysieren, wurde die Verteilung des POF-Proteins

an polytanen Chromosomen des Wildtyps, Su(var)2-1"" und dMes-4"" untersucht.

3.6.4 POF (Painting Of Fourth) in Su(var)2-1- und dMes-4-Mutanten

Das POF-Protein (painting of fourth) ist hauptsdchlich am heterochromatischen vierten
Chromosom gebunden. Die Bindung von POF am vierten Chromosom ist HP1
abhingig, was durch eine Co-Lokalisierung von POF mit HP1 an Genen des vierten
Chromosoms gezeigt werden konnte. Wahrscheinlich ist POF fiir eine Aktivierung von
Genen und HP1 fiir eine Repression von Genen am vierten Chromosom verantwortlich
(Johansson et al., 2007a; Johansson et al., 2007b). In SU(VAR)2-1™" und dMES-4™"
wird die POF-Bindung am 4. Chromosom offenbar nicht beeinflusst, da die Verteilung
von POF in den Mutanten im Vergleich zum Wildtyp unverindert ist (Abb. 63).
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Abbildung 63: Bindung von POF (painting of fourth) am vierten Chromosom polytiner Speichel-
driisenchromosomen aus Su(var)2-1- und dMes-4-Mutanten. Verglichen wurde eine Verteilung von
POF in dMES-4™"- und SU(VAR)2-1™"-Mutantenlarven. Die Lokalisation von POF im Wildtyp ist auf
das vierte Chromosom beschrinkt. Eine Um- bzw. Fehlverteilung von POF in dMES-4""", dMES-4 P&
7 sowie in SU(VAR)2-1™"-Larven ist in keinem der Priiparate zu erkennen.
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4 Diskussion

Die Epigenetik beschreibt zellererbliche Verdanderungen in der Genaktivitit, welche
nicht direkt durch differentielle DNA-Veridnderungen verursacht werden. Wihrend der
gesamten Ontogenese eines Organismus spielen Transkriptionsfaktoren, Chromatin-
Proteine, chromatinmodifizierende Proteine sowie verschiedene non-coding-RNA’s
eine entscheidende Rolle (Elgin and Workman, 2002; Lippman and Martienssen, 2004).
Durch das Zusammenwirken dieser epigenetischen Faktoren werden differentielle
Chromatinzusténde etabliert, die rdumlich und zeitlich getrennte Expressionsmuster der
Gene hervorrufen. Dabei reguliert die Chromatinkonformation im Wesentlichen die
Zuginglichkeit der DNA an den einzelnen Genen eines Chromosoms. Wird z.B. die
epigenetische Stilllegung von Genen nicht prézise gesteuert, kann die bedingte
Genexpression zu Entwicklungsdefekten fiihren. Faktoren, welche eine besondere
Bedeutung im Aufbau von Chromatinkonformationen haben, wie z.B. beim Eu- und
Heterochromatin, konnten in Drosophila melanogaster erstmals mit Hilfe von Su(var)-
und E(var)-Mutationen in der Positionseffekt-Variegation identifiziert werden.

Alle verfiigbaren genetischen Daten forderten, dass bis zu Beginn meiner Arbeiten
noch nicht molekular charakterisierte Su(var)2-1-Gen eine besondere Bedeutung fiir die
Etablierung von heterochromatischem Gensilencing besitzt. Su(var)2-1-Mutationen
gehoren zu den stirksten isolierten dominanten Su(var)’s. Zytologische Analysen
zeigen einen signifikanten Suppressoreffekt der Su(var)2-1”’-Mutation auf
Heterochromatin-Spreading im 7(1;4)w”*?! PEV-Rearrangement (Reuter et al., 1982b).
Su(var)2-1-Mutationen supprimieren Gensilencing in allen getesteten PEV-
Rearrangements, unabhidngig vom induzierenden Heterochromatin und unabhingig vom
euchromatischen Material, welches durch Heterochromatisierung inaktiviert wird
(Reuter et al., 1982b). Diese allgemeine Wirkung auf PEV veranschaulicht, dass
SU(VAR)2-1 ein grundlegender Regulator bei der Etablierung heterochromatischer
Chromatinzusténde ist.

Weiterhin manifestieren Su(var)2-1-Mutationen interessante pleiotrope Effekte.
Su(var)2-1-Allele sind Butyrat-sensibel und zeigen eine letale Wechselwirkung mit
zusitzlichem Y-Heterochromatin (Reuter et al., 1982a). Die Wechselwirkung mit

Inhibitoren der Histon-Deacetylierung lieB vermuten, dass SU(VAR)2-1 Prozesse der
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Histon-Deacetylierung kontrolliert. Elektrophoretische Analysen der Acetylierungs-
zustinde der Histone H3 und H4 lieferten weitere Hinweise auf eine Rolle von
SU(VAR)2-1 bei der Kontrolle der Histon-Deacetylierung (Dorn et al., 1986).
Zusidtzlich zeigen die urspriinglich isolierten Su(var)2-1-Allele alle eine rezessive
weibliche Sterilitit. Diese ist Follikelzell-abhingig und der beobachtete Verlust von
Follikelzellen fiihrt zur Apoptose der Eikammern (Szabad et al., 1988a).

Molekulare Klonierung von Su(var)2-1

Su(var)2-1 wurde zuerst mit einer im In(1)w™*" Stamm spontanen entstanden Mutation
identifiziert (Reuter et al., 1982b). Die molekulare Analyse dieser Mutation zeigte, dass
eine Sequenzverdnderung in einem aus 10 hintereinanderliegenden Thyminen
umfassenden Sequenzbereich durch Insertion eines zusitzlichen Thymins hervorgerufen
wurde. Diese Abfolge von Thyminen stellt offensichtlich einen Hot-Spot fiir
Mutationen dar. Von den insgesamt 20 molekular definierten Su(var)2-1-Mutanten wird
bei vier Allelen durch Verlust bzw. Zusatz eines Thymins ein Frameshift im Su(var)2-1-
Gen hervorgerufen. Dieser Frameshift fiihrt infolge eines Stopp-Codons im ORF zu
einem verkiirzten SU(VAR)2-1-Protein.

Ausgehend von der Crossover-Kartierung (Reuter et al., 1982b) konnte das Su(var)2-1
Gen in Komplementationsanalysen mit einer Serie von Deletionen und Duplikationen
(Ryder et al., 2007) in der Region 31AB im 2L Chromosomenarm lokalisiert werden.
Feinkartierung mittels einer Serie von BSC-Deletionen (Cook et al., 2012) identifizierte
schlieBlich das Gen CG5694 als Su(var)2-1 (vgl. Ergebnisse 3.1.3.). Die Deletions-
analysen belegen, dass Su(var)2-1 zur Gruppe der haplo-sensiblen Su(var)-Gene gehort.
Bei haplo-sensiblen Su(var)- oder E(var)-Genen wird bereits durch den Verlust einer
der beiden Genkopien ein dominanter Su(var)- bzw. E(var)-Effekt manifestiert (Schotta
et al., 2003).

Die molekulare Analyse von Su(var)2-1-Mutationen wurde zunichst bei 12 Allelen
durchgefiihrt, die aus fritheren Isolationsexperimenten stammen (Reuter and Wolff,
1981; Sinclair et al., 1983; Ryder et al., 2007) (vgl. 3.1.4.). Zusitzlich wurden weitere 9
Su(var)2-1 Allele molekular analysiert, die in einem neuen Su(var)-Sittigungsscreen
(Sanger, 2017) isoliert worden sind.

Alle diese Mutationen zeigen Transheterozygot mit der Deletion Df{2L)2-1* die fiir
Su(var)2-1-Mutanten typischen phénotypischen Defekte. Df(2L)2-1 % deletiert den
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gesamten ORF von Su(var)2-1. Zur Generierung einer solch prizisen Deletion wurde
das CRISPR-Cas9-System erfolgreich eingesetzt (vgl. 3.1.5). Parallel dazu erfolgte die
Generierung mehrerer Rescue-Transgene, die unter endogenem Promoter das
SU(VAR)2-1-Protein ohne bzw. mit Antikorper-Tag exprimieren. Die eingesetzten
Transgene stellen FlyFos-Klone dar, die sich von Fosmiden ableiten und ca. 30-40kb
genomische Regionen einschlieBen (Ejsmont et al., 2009). Der Einsatz dieser Klone fiir
die Rescue-Analysen stellt einen experimentellen Fortschritt dar. Es kann durch diese
FlyFos-Klone abgesichert werden, dass alle regulatorischen Elemente in den
Transgenen vorhanden sind. Kreuzungen mit FlyFos-Transgenen bestdtigten eindeutig
das Vorliegen von Su(var)2-1-Allelen (vgl. 3.1.7.3). In den heterozygoten Su(var)2-
PI+/pFlyFos[Su(var)2-1"] Genotypen wurde stets der dominante Su(var)-Effekt in den
untersuchten Su(var)2-1-Mutanten gerettet (Su” Phénotyp).

Zur Kontrolle der Rescue-Analysen erfolgte zusitzlich der Einsatz eines mutierten

FlyFos-Transgens, welches die mit Su(var)2-1"°

verbundene molekulare Verdanderung
(Q153Stopp) enthidlt. Die Mutation wurde durch Nutzung eines bakteriellen
Rekombinationssystems in den FlyFos-Klon eingefiihrt. Mit dem mutierten FlyFos-
Klone-Transgen wird kein Rescue des dominanten Su(var)-Effektes beobachtet.

All diese Experimente ermoéglichten es, nachzuweisen, dass CG5694 Su(var)2-1

entspricht und Su(var)2-1-Mutationen zur Gruppe der haplo-Su(var)-Gene gehort.

Su(var)2-1 kodiert fiir ein Protein mit einer EWG/NRF Domiine

In dem von Su(var)2-1 kodiertem Protein wird in der N-terminalen Region eine
Homologie zu der sogenannten EWG/NRF-Domine gefunden (vgl. 3.1.6). Diese
Domiéne wurde zuerst im Erect wing Protein von Drosophila (Virbasius et al., 1993)
beschrieben. Eine homologe EWG/NRF-Doméne wird auch in den Sdugerprotein NRF1
(Virbasius et al., 1993; Scarpulla, 2006) und dem Zebrafisch NRF (Becker et al., 1998)
gefunden. Fiir NRF1 gibt es Hinweise, dass die EWG/NRF-Doméne Dimere bildet und
DNA-bindend ist (Virbasius et al., 1993). Ein Sequenzvergleich zwischen insgesamt
fiinf Proteinen mit einer EWG-Domine (SU(VAR)2-1, Drosophila-EWG, Maus-NRF1,
Zebrafisch-NRF, Nematostella-NRF und einem Anopheles-EWG Protein) zeigt, dass in
der SU(VAR)2-1-EWG-Domine nur Homologie zu etwa 100 Aminosduren des C-
Terminus der EWG-Doménen der NRF Proteine vorliegt (vgl. 3.1.6). SU(VAR)2-1

unterscheidet sich von allen anderen bisher bekannten EWG-Doméinenproteinen durch
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das Vorhandensein eines C2H2 Zink-fingermotivs. Bei den Crustacea werden Proteine
gefunden, die Homologie zu dem C2H2-Zinkfinger enthaltenden Bereich von
SU(VAR)2-1 besitzen (Krauss, personliche Mitteilung). Die Sequenzvergleiche zeigen,
dass SU(VAR)2-1 nur bei den Arthropoden eindeutig nachgewiesen werden kann und
somit kein hochkonservierter Chromatin-faktor ist. Offensichtlich ist bei SU(VAR)2-1
analog zu dem Zinkfingerprotein SU(VAR)3-7 die 3D-Struktur fiir die Funktion des
Proteins bedeutsam. Mutationen des Drosophila ewg-Gens zeigen keinen Effekt auf
Gensilencing im w™*"-Rearrangement.

Die zahlreichen genetischen Hilfsmittel, die im Verlauf der Analysen von Su(var)2-1
entwickelt wurden, ermdglichten es schlieBlich, unterschiedliche Gruppen von
Mutationen zu identifizieren. Von den 21 isolierten Su(var)2-1 Mutationen sind
insgesamt 12 Frameshift-Mutationen und neun Punktmutationen. Die Frameshift-
Mutationen manifestieren alle fiir Su(var)2-1 typische pleiotrope Effekte und zeigen
einen agametischen Phianotyp in Weibchen (keine Eier). Unter insgesamt 110 neuen, fiir
das 2. Chromosom isolierten Su(var)-Mutationen (Sénger, 2017), konnten fiinf neue
Su(var)2-1-Punktmutationen identifiziert werden.

Fir die funktionelle Analyse der SU(VAR)2-1 EWG-Doméne ist z.B. die neu

identifizierte Su(var)2-17°

Mutation interessant. Diese Mutation (S26F) betrifft eine
zwischen SU(VAR)2-1 und dem Maus/Mensch NRF1 Protein konservierte Aminosaure.
Mit Hilfe des generierten SU(VAR)2-1-spezifischen polyklonalen Antikorpers kann die
Rolle der EWG Domine fiir die chromosomale Assoziation des SU(VAR)2-1"®
Mutantenproteins wahrend der Entwicklung untersucht werden.

Zentrales Anliegen der Arbeiten besteht in der Priifung, ob die EWG-Doméne bei der
entwicklungsspezifischen Assoziation von SU(VAR)2-1 mit Heterochromatin eine
Kontrollfunktion besitzt. Erste Analysen belegen, dass das SU(VAR)2-17® Protein in
Heterozygoten mit einer Su(var)2-1-Deletion eine Bindung an Banden der larvalen
Polytdinchromosomen wie beim Wildtyp zeigt. Zukiinftige Arbeiten miissen noch
priifen, ob die friih embryonale Heterochromatinbindung betroffen ist. Alternativ

besteht die Mdglichkeit, die Chromosomenassoziation eines SU(VAR)2-1-Proteins mit

einer kompletten Deletion der EWG-Doméne zu analysieren.
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SU(VAR)2-1 ist nur im embryonalen Blastoderm mit Heterochromatin assoziiert
Mit Hilfe von Su(var)-Mutationen identifizierte Chromatinfaktoren, die eine zentrale
Rolle bei der Etablierung von Heterochromatin besitzen, stellen typische
Heterochromatin-assoziierte Proteine dar (SU(VAR)3-9, SU(VAR)2-5 [HPI],
SU(VAR)3-7). Andere Faktoren, wie SU(VAR)3-3 (LSD1) oder SU(VAR)3-1 (JIL1)
werden entwicklungsspezifisch sowohl im Euchromatin als auch im Heterochromatin
gefunden. LSDI1 bei Drosophila ist nur in der friihen Embryonalentwicklung
(Blastoderm) Heterochromatin-assoziiert (Rudolph et al., 2007). Zu diesem Zeitpunkt
wird Heterochromatin etabliert und LSD1 schiitzt prospektive heterochromatische
Regionen gegen die Etablierung aktiver Histonmodifizierungen (Demethylierung von
H3K4mel und H3K4me2). Offensichtlich besitzt auch die Deacetylase RPD3 in der
frihen Embryogenese eine analoge protektive Funktion und ist Bestandteil des
friihembryonalen LSD1, HP1 und SU(VAR)3-9 Proteinkomplexes (Rudolph et al.,
2007). LSD1 wird in der spéteren Entwicklung nur in den euchromatischen Interbanden
und nicht im Heterochromatin gefunden. Die H3S10 Kinase JIL1 ist ebenfalls ein
Interbandenprotein, wird aber zugleich im Heterochromatin gebunden und kontrolliert
hier die Heterochromatin-spezifische H3K9me2S10p Doppelmarkierung (Wang et al.,
2014).

Fiir das SU(VAR)2-1 Protein konnten wir eine interessante entwicklungsspezifische
Bindung zu Heterochromatin nachweisen (vgl. 3.1.10 und 3.2.1). SU(VAR)2-1 ist
zunéchst ein abundantes Chromatinprotein der Furchungskerne.

Eine vergleichbare Assoziation von SU(VAR)2-1 mit den Furchungskernen wird bereits
im Eizellkern {iber die gesamte Oogenese gefunden (vgl. Abbildung 39). Das Chromatin
des FEizellkerns zeigt ebenfalls wie in den Furchungskernen eine abundante
Histonacetylierung (J. Kessler, personliche Mitteilung). Dieser Sachverhalt konnte
darauf hinweisen, dass die Differenzierung des fiir die Furchungskerne typischen
Chromatinzustandes bereits wiahrend der Oogenese im Eizellkern etabliert wird.
Vergleichbar mit SU(VAR)2-1 ist auch die Histondemethylase LSD1 ein abundantes
Protein der Furchungskerne (Rudolph et al., 2007). Beide Proteine werden in frithen
Embryonen nach Immunoprézipitation tatsdchlich auch coprézipitiert und assoziieren
offensichtlich zusammen mit der H3K36 Methyltransferase NSD (MES-4) in einem
frithembryonalen Proteinkomplex (vgl. 3.3.5). Die Assoziation vom SU(VAR)2-1 mit

einem MES-4 enthaltenden embryonalen Proteinkomplex wird durch eine Serie weiterer
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experimenteller Befunde unterstiitzt. Hefe-Dihybrid-Analysen weisen auf eine direkte
Interaktion von SU(VAR)2-1 mit MES-4 hin (Walther, 2003). Die Interaktion erfolgt
zwischen der C-terminalen Region von SU(VAR)2-1 und der N-terminalen Region von
MES-4, die ein PWWP Motiv enthilt. Die MES-4 , Loss-of-function® Mutationen, die
in der vorliegenden Arbeit generiert wurden, enthiillten eine entwicklungsspezifische
Funktion von MES-4 bei der Etablierung von H3K36mel und H3K36me2 in
Furchungskernen (vgl. 3.5.2). Im Blastoderm wird diese Funktion von der HYPB
Methyltransferase libernommen (Bell et al., 2007). Weil MES-4 Mutationen keinerlei
Su(var)2-1 spezifische phinotypische Effekte zeigen, kann geschlussfolgert werden,
dass SU(VAR)2-1 in Furchungskernen die H3K36-KMTase MES-4 rekrutiert.
Immunoprizipitation von SU(VAR)2-1 (polyklonaler Antikorper oder Protein-Tag bei
transgenen Linien mit SU(VAR)2-1 Fusionsproteinen) lieferten den Beweis, dass beide
Proteine auch in vivo interagieren (vgl. 3.3.8). Daraus schlussfolgern wir, dass
SU(VAR)2-1 tatsichlich MES-4 rekrutiert und somit indirekt die H3K36mel/me2
Methylierung im Furchungschromatin kontrolliert. Im Furchungschromatin wird kein
H3K36me3 nachgewiesen. Die MES-4-abhidngige H3K36mel/me2 Methylierung ist
nicht essentiell und alle MES-4-Null Embryonen entwickeln sich normal. Ein
maternaler Effekt kann ausgeschlossen werden, weil alle MES-4-Null Tiere homozygot
lebensfdhig und fertil sind.

Fiir die Analyse von MES-4 Nullmutationen auf PEV wurden neue Mutationen mit
Hilfe von CRISPR-Cas9 generiert. Diese stellen prizise Deletionen fiir den gesamten
ORF dar (vgl. Abbildung 50). Die Mutationen zeigen einen dominanten Su(var)-Effekt
im Weibchen, wihrend im Minnchen nur ein rezessiver Su(var)-Effekt nachgewiesen
wird (vgl. Abbildung 51). Dies ist bisher das erste Su(var)-Gen, fiir das dieser
Unterschied zwischen den Geschlechtern nachgewiesen wurde (Reuter pers.
Mitteilung). Der Su(var)-Effekt von MES-4 Mutationen ldsst vermuten, dass die
frihembryonale H3K36mel/me2 Modifizierung eine Rolle bei der Bildung von
Heterochromatin im embryonalen Blastoderm besitzen konnte. Immunozytologische
Analysen von H3K9me2 und der Bindung von HP1 werden gegenwértig in MES-4-Null
Embryonen durchgefiihrt. Eine Assoziation von MES-4 mit HP1 Komplexen und die
Bindung von MES-4 im heterochromatischen Chromozentrum der larvalen Polytén-
chromosomen konnte durch Alekseyenko et al., (2014) nachgewiesen werden. Die

Bindung von MES-4 im heterochromatischen Chromozentrum konnte von mit einem
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neu generierten polyklonalen Antikdrper bestitigt werden. Besonders prominent ist eine
Férbung am iiberwiegend heterochromatischen 4. Chromosoms nachweisbar (vgl.
3.6.2).

Weil MES-4 in Su(var)2-1 Null Polytdnchromosomen normal verteilt ist, spielt
offensichtlich SU(VAR)2-1 bei der Heterochromatinbindung von MES-4 in der
spiteren Entwicklung keine Rolle. Unabhingig von der MES-4 Bindung im 4.
Chromosom und der signifikant schwécheren Bindung im heterochromatischen
Chromozentrum, besteht die Moglichkeit, dass der Su(var) Effekt von MES-4
Mutationen primér auf eine Funktion von MES-4 bei der Bildung von Heterochromatin
in der frithen Embryonalentwicklung (Rekrutierung durch SU(VAR)2-1) hinweist.

Eine Heterochromatinbindung von SU(VAR)2-1 ist nur im frilhen embryonalen
Blastoderm nachweisbar, wihrend in Polytinchromosomen das Protein eine Banden-
spezifische Assoziation zeigt. Dies veranschaulicht, dass SU(VAR)2-1 fiir die
Etablierung und nicht fiir die ,,Maintenance” von Heterochromatin von Bedeutung ist.
Die Bindung mit Banden in larvalen Polytinchromosomen zeigt, dass SU(VAR)2-1 in
der spdteren Entwicklung eine wichtige regulatorische Funktion im transkriptionell

inaktiven Euchromatin besitzt.

SU(VAR)2-1 ist ein Schliisselregulator der genomweiten Histon-Deacetylierung

Immunozytologische Analysen der Histon-Acetylierung in SU(VAR)2-1-Null Larven
zeigen eine signifikante Erhohung von H3K9ac, H3K27ac, H4K5ac, H4K8ac und
H4K16ac. Keine Veridnderung wurde gefunden fiir H3K18ac, H3K23ac und H4K12ac.
Nach Fertigstellung der vorliegenden Arbeit wurden die Analysen zu H3KOac,
H3K27ac und H4Kl6ac auch an embryonalem Gewebe und in der Oogenese
durchgefiihrt. In allen untersuchten Entwicklungsstadien wird eine signifikante
Erhohung der Histon-Acetylierung nachgewiesen. Alle diese Histon-Acetylierungen
sind sowohl im Euchromatin als auch im Heterochromatin stark erhoht. Im
Heterochromatin wird normalerweise kein H3K9ac und H3K27ac gefunden. Geringe
Mengen von H4KS5ac, H4K8ac und H4K16ac konnen jedoch im Heterochromatin beim
Wildtyp nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass SU(VAR)2-1 in der frithen
Embryonalentwicklung, wenn dieses Protein mit Heterochromatin assoziiert ist, die

Etablierung von H3K9ac und H3K27ac aktiv ausschlie3t sowie eine Akkumulation von
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H4K5ac, H4K8ac und H4Kl16ac verhindert, obwohl es selbst keine konservierten
vorhergesagten Strukturmotive von Histondeacetylasen besitzt.

Besonders interessant ist der Befund, dass in SU(VAR)2-1-Null Larven H3K9me2 und
HP1 im Heterochromatin keine signifikante Reduktion zeigen, obwohl gleichzeitig eine
starke H3K9 Acetylierung nachweisbar ist. H3K9ac und H3K9me2 schlie3en sich aus,
denn beide Markungen kdnnen nicht gleichzeitig am Lysin 9 von Histon H3 etabliert
werden. Die Koexistenz von H3K9ac und H3K9me2 im Heterochromatin konnte
sowohl durch eine differenticlle Modifizierung der beiden H3-Molekiile eines
Nukleosoms als auch durch alternierende H3K9ac und H3K9me2 Modifizierung
aufeinanderfolgender Nukleosomen erklért werden.

Ein anderer Sachverhalt liegt bei H3K27ac vor. Hier zeigen neue Analysen dass das
Auftreten bzw. die Erhohung von H3K27ac zu einer gleichzeitigen Reduktion von
H3K27me?2 im Heterochromatin und im Euchromatin fiihrt.

In Eukaryoten stellt RPD3 (HDACI1) eine Histon-Deacetylase dar, die offensichtlich
enzymatische Aktivitit gegeniiber unterschiedlichen Histone-Acetylierungen besitzt. In
der Hefe Saccharomyces cerevisiae konnte eine Aktivitit gegeniiber H4K5ac und
H4K12ac nachgewiesen werden (Rundlett et al., 1996). In Drosophila und im
Sadugersystem (Seto and Yoshida, 2014) wird eine Aktivitit der RPD3 Homologen
gegeniiber H3K9ac und H3K27ac gezeigt (Tie et al., 2009). Diese Literaturbefunde
belegen, dass RPD3 (HDACI1) in Abhéngigkeit des Proteinkomplexes, in dem es
assoziiert ist, ein breites Spektrum unterschiedlicher Histon-Acetylierungen entfernen
kann (Tie et al., 2009).

Durch Immunoprézipitation an larvalen Speicheldriisenextrakten konnten wir zeigen,
dass SU(VAR)2-1 und RPD3 in vivo direkt interagieren. Gleichzeitig war es moglich,
mittels eines spezifischen polyklonalen RPD3 Antikdrper nachzuweisen, dass in
SU(VAR)2-1-Null Larven die Bindung von RPD3 an polytinen Speicheldriisen-
chromosomen signifikant reduziert ist. Diese Ergebnisse fordern, dass SU(VAR)2-1 ein
wesentlicher Kontrollfaktor der Rekrutierung von RPD3 in larvalen Speicheldriisen ist.
In SU(VAR)2-1-Null Tieren werden gleichzeitig mehrere Acetylierungsmarkierungen
dereguliert und somit muss gekldrt werden, ob all diese durch RPD3 deacetyliert
werden oder SU(VAR)2-1 auch eine Interaktion mit anderen Deacetylasen der
verschiedenen bekannten Klassen zeigt. Zur Kliarung dieser Frage konnten zunéchst in

den RPD3-Null Larven analysiert werden, welche der Acetylierungen erhoht sind, die
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auch in SU(VAR)2-1-Null Larven dereguliert werden. Parallel dazu besteht die
Moglichkeit, auf in vivo Interaktion von SU(VAR)2-1 mit anderen bekannten
Deacetylasen zu testen. Hierfiir wurden zundchst SIRT2- und SIRT4-Transgene
generiert, die V5-Flag Fusionsproteine exprimieren. Nach Immunoprizipitation von
SU(VAR)2-1 mit einem polyklonalen Antikérper konnte kein SIRT2-V5-Flag und
SIRT4-V5-Flag coprizipitiert werden. Dies weist darauf hin, dass keine direkte
Bindung von SU(VAR)2-1 zu diesen Deacetylasen vorliegt. Fiir SIRT7 wurden
Knockoutlinien mit CRISPR-Cas9 generiert. Immunzytologische Analysen konnten in
den homozygoten Larven keine signifikante Verdnderung von H3K9ac und H3K27ac

nachweisen (Chen, 2017).

Die funktionelle Rolle von SU(VAR)2-1 bei der Etablierung von Heterochromatin

Die Isolation neuer Punktmutationen fiir Su(var)2-1 ermoglichte es, eine getrennte
Analyse der funktionellen Rolle von SU(VAR)2-1 in der Oogenese und dem
heterochromatischen Gensilencing durchzufiihren. Einige der Punktmutationen sind
homozygot lebensfihig und fertil. Mit Hilfe der Su(var)2-1°*/ P180S Punktmutation
wurde es erstmals moglich, Embryonen zu analysieren, die von homozygoten
Mutanten-Weibchen produziert werden. Die Analyse dieser Embryonen fordert, dass
das SU(VAR)2-1 Protein fiir die Deacetylierung der Histone nach Abschluss der
Furchungsteilungen beim Ubergang zum Blastoderm essentiell ist. SU(VAR)2-1
rekrutiert die Histondeacetylase/en, die fiir die Beseitigung der embryonalen
Histonacetylierung eine wesentliche Voraussetzung sind und zur Etablierung eines
»haiven Chromatinzustandes zu frilhen. Eine immunzytologische Farbung von
Su(var)2-1°** homozygoten Embryonen sollte priifen, ob RPD3 in den Blastoderm-
Kernen noch mit Chromatin assoziiert ist. Die Su(var)2-1"** homozygoten Embryonen
zeigen, dass im Vergleich zum Wildtyp keine Entfernung von H3K9ac und H3K27ac
im Bereich des Heterochromatins stattfindet und diese Acetylierungen im Gegensatz
zum Wildtyp akkumuliert werden. Obwohl eine signifikante Anreichung der
Acetylierung sowohl im Heterochromatin als auch im Euchromatin nachweisbar ist,
sind diese Embryonen nicht letal sondern zeigen nur einen epigenetischen Defekt bei
der Bildung von Heterochromatin und der Etablierung von heterochromatischem
Gensilencing. Dies fiihrt zum Verlust von H3K9me2S10p infolge eines Ausschlusses

der JIL1-Bindung zum Heterochromatin. SU(VAR)2-1 kontrolliert somit primér die
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Entfernung der abundanten Histone-Acetylierung durch die Rekrutierung von
Histondeacetylasen wie RPD3. Dies ist fiir die Bindung von JIL1 ins Heterochromatin
und eine Etablierung der H3K9me2S10p Doppelmarkierung essentiell. Somit wird der
starke Su(var)-Effekt von Su(var)2-1-Mutationen primédr durch den Ausfall der
Deacetylierung von Furchungschromatin und der Nichtetablierung der H3K9me2S10p
Doppelmarkierung im Heterochromatin hervorgerufen. Fiir die Bindung von JILI ins
Heterochromatin  konnte u.a. auch die MES-4-abhidngige H3K36mel/me2
Modifizierung verantwortlich sein und somit die Etablierung der H3K9me2S10p
Doppelmarkierung im Heterochromatin beeinflussen. Das wire auch eine mdogliche
Erklarung fiir den Su(var)-Effekt von MES-4 Mutationen. Fiir weitere Arbeiten ist es
somit notwendig in MES-4 Nullmutanten immunzytologische Analysen zur Bindung
von JIL1 und der Etablierung von H3K9me2S10p durchzufiihren.

Es kann angenommen werden, dass RPD3 in Furchungsembryonen vorhanden
ist. Hier scheint es aber inaktiv oder nur schwach aktiv zu sein. Alternativ ist auch
denkbar, dass RPD3 wihrend der Furchung nicht durch SU(VAR)2-1 ans Chromatin
rekrutiert wird. Weiterfilhrende immunzytologische Analysen sollten somit
durchgefiihrt werden, um diese offenen Fragen, auch unter Einsatz der neuen Su(var)2-1
Punktmutationen kldren zu konnen. Mutationen fiir einen Faktor, der die Interaktion
zwischen SU(VAR)2-1 und RPD3 (z.B. kovalente Modifizierung von SU(VAR)2-1
oder RPD3) oder die enzymatische Aktivitdit von RPD3 kontrolliert, sollten zu einem

Entwicklungsstopp wihrend der Furchungsteilung fiihren.

SU(VAR)2-1 ein zentraler Regulator der Midblastula-Transition bei Drosophila

Zusammenfassend fithrten die Untersuchungen zur Funktion von Su(var)2-1 zu
folgendem Modell. Die nachgewiesene Heterochromatinbindung von SU(VAR)2-1 ist
essentiell fiir Histon-Deacetylierung bei der Transition von Furchungschromatin zu
einer ,naiven Chromatinkonformation, die fiir die differentielle Etablierung von
Heterochromatin und Euchromatin im friihen embryonalen Blastoderm (Midblastula-
Transition) erforderlich ist. Das SU(VAR)2-1-Protein kontrolliert dabei durch die
Rekrutierung von Histondeacetylasen (z.B. RPD3) die Entfernung der abundanten
Histonacetylierung. Ein Ausfall dieser Funktion durch den Verlust von SU(VAR)2-1
resultiert in einer signifikanten Anreicherung verschiedener Histon-Acetylierung im

Heterochromatin und Euchromatin. Als eine wichtige Folge dieser epigenetischen
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Defekte im Heterochromatin wird die H3K9me2S10p Doppelmarkierung von
Heterochromatin durch JIL1 ausgeschlossen. Diese Defekte in der epigenetischen
Indizierung von Heterochromatin fithren zu einer signifikanten Suppression von
Silencingprozessen. Parallel reguliert SU(VAR)2-1 iiber die Kontrolle der Histon-
Deacetylierung die Etablierung einer normalen Struktur von Euchromatin. Dies fiihrt zu
einer komplexen Deregulation von Genaktivitdten in somatischen Geweben. Obwohl
der Einfluss von SU(VAR)2-1 auf die Kontrolle der Chromatinstruktur massiv ist, sind
die homozygoten Mutantentiere nicht letal. Dies verdeutlicht auch die hohe Dynamik
epigenetischer Prozesse und veranschaulicht zugleich die hohe Kapazitit der

eukaryotischen Zellen epigenetische Defekte zu kompensieren.
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S Zusammenfassung

Su(var)-Gene identifizieren epigenetische Faktoren, die am Aufbau von
Heterochromatin und bei Prozessen zum Stilllegen von Genen in Drosophila
melanogaster von besonderer Bedeutung sind. Su(var)-Gene kodieren fiir Proteine die
Bestandteile des Chromatins modifizieren und oftmals eine funktionelle evolutiondre
Konservierung aufweisen.

Su(var)2-1-Mutationen zeigen ein interessantes Spektrum phénotypischer Effekte,
einschlieBlich  weiblicher Sterilitdt, Hyperacetylierung von Histonen, letaler
Wechselwirkung mit Y-Heterochromatin und eine Butyrat-Empfindlichkeit. Das
Su(var)2-1-Gen wurde molekular charakterisiert und ist ein dominanter Suppressor fiir
das In(1)w™*"-PEV-Rearrangement. Es kodiert fiir ein neues Chromatinprotein mit einer
NLS-binding and DNA-binding and dimerisation domains of Nrfl (EWG Doméne) und
einem C2H2-Zink-Finger-Motiv. Mapping- und Komplementationsanalysen mit
isolierten Mutanten lassen auf eine komplexe Proteinfunktion von SU(VAR)2-1 in der
Ontogenese von Drosophila schlieen. In der frithen Embryogenese ist SU(VAR)2-1
mit dem Heterochromatin assoziiert, in der spiteren Entwicklung ist es aber an den
Banden der larvalen Polytdnchromosomen lokalisiert. SU(VAR)2-1 interagiert
innerhalb der polytinen Speicheldriisenchromosomen mit RPD3. Ein Verlust von
SU(VAR)2-1 in Su(var)2-1-Mutanten fiihrt dort zu einer deutlichen Hyperacetylierung
von H3K9, H3K27, H4K8 und H4KI16. Die heterochromatischen Indizierungen
H3K9me2 und HP1 sind durch den Verlust von SU(VAR)2-1 nicht betroffen.
SU(VAR)2-1 ist besonders wichtig fiir die Etablierung einer normalen Oogenese in
Drosophila. Durch den Verlust von SU(VAR)2-1 konnen keine spdten Stadien der
Oogenese gebildet werden, was zu einer rezessiv weiblichen Sterilitit fiihrt.

In der frithen Embryogenese interagiert SU(VAR)2-1 nicht nur mit dem
Heterochromatin sondern auch mit dMES-4/NSD, einem Drosophila-Homolog des
humanen WHSCI1-Proteins (dWHSC1). Das Gen dMes-4 ist wie Su(var)2-1 ein
Su(var)-Gen. Drosophila-MES-4 kontrolliert in der friilhen Embryogenese die
H3K36mel- und H3K36me2-Methylierung. Im Blastoderm ist AMES-4 wahrscheinlich
funktionell durch die H3K36-Methyltransferase HYPB substituiert. In polytdnen
Speicheldriisenchromosomen assoziiert AMES-4 mit dem vierten Chromosom und kann

in vitro H3K36mel und H3K36me2 am Histon H3 katalysieren.
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Anhang

7 Anhang

Verwendete Primer:

132

174

130
p49_frw
rp49_rev

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

chiRNA seq
Avi_rev

ds DIG_for
ds_DIG rev

eEF1delta_for
eEFldelta_rev

CG 56 RT rev
CG 56 _RT for
ds_forw

2-1 rev

45

169

105

GSP65

GSP130
GSP309

P106

P85

Gal_rev
Gal_for

RT_If

RT Ir

Mes4 null for
Mes4 null rev

ATGGTGATTCTATTTTGATCGGTTTTT
TGCGAATTCTTGTGACAATGGATG
AACCAACAGTTTGTTGTTTCTCCTGTCATA
TGTCCTTCCAGCTTCAAGATGACCATC
CTTGGGCTTGCGCCATTTGTG
AGCAACAAGAGCCAGCAA
GAGTGGAACAGTGTGGGA
TCATCAGGACGGACAGGCA
GGCTCAGGGGAATCACAA
GCCATTTAGCAGTCAGTTCTC
TCGTATAATCGTAAAGCCCTCA
GCATAACAGGAACACGAAAAC
AGCACATTTACTTGGCTCGAC
GAGCGCAACGCAATTAATGTGAG
CTTCTGGGCCTCGAAAATATCATTCAGTC
ATGGCCTCCTCCGAGGACGTCATCAAG
CTACAGGAACAGGTGGTGGCGGCCCTCG

GAAAGTAGAGGCATTGGACAAATTC
CCAAGCGCTTCACTGTGGCAGTCAA

GCTCAGGGGAATCACAAAGT
TGCCGAACTTTATTCTAAAGAAGC
GATCCTAATTGAATTAGCTCTAATTG
CACACACTCGCAGCGAACGCTTGCAATG
CAGAGCCAGAATCAGTAATAGTTGATAATT
GTGGTTATATGCTATCAATTTCACAAAAGC
GATATTGTTTGTTTTGTCGATTTTAACAATTGC
TGAGAGCAATTCGTGGTTTTTCAGTAAGG
AACCAACAGTTTGTTGTTTCTCCTGTCATA
AGAATAAAGTTCGGCATCACAG
TCGTTTAGTAGGTGTTCGTTTATCCCAATATCA
ATACTCAGAGCTCGACTTGCCCGGGCCTTGTACAGC
TCATCGGAAGAGAGTAG
CCTCCTCAATCTCATTAC
CCATGGTGAACAGGAAACGAG
CATCTGTCCGGTCAACTTCCTCATC
ATGAAGCTGAGCACGGACGCGCACTCCG
CCTTCTTGCTGTTGTTCATTAAGTCGTCC

Primer fiir CRISPR/Cas-9 —HDR [Su(var)2-1 knock out]

5694-5' HR_Spe
5694-5' HR_Pst
5694-3' HR_Eco
5694-3' HR_ Not

TAACTAGTGTACGCACCAAGAATTCGCAATGATTAAC

TACTGCAGACAATTGGCTGAACAATACGATAAC

TAGAATTCGTGTATCAAACTGCGGTCTTACGC

TAGCGGCCGCTTTTCGGTATGTACCTCAACCCAAC
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gRNAL 2 Isense
gRNA1 2 lasens
gRNA2 2 lsense
gRNA2 2 lasens

CTTCGAATTCTTGGTGCGTACTGA
AAACTCAGTACGCACCAAGAATTC
CTTCGAGGTACATACCGAAAAGAC
AAACGTCTTTTCGGTATGTACCTC

Primer fiir CRISPR/Cas-9 —HDR Primer [Su(var)2-1 AVI knock in]

F HR_1_Ascl-Avrll

R_HR 1 Xhol
Rest 1 Ascl
Rest 1 Spel
Ascl avi for

Avrll_avi rev

gRNA3 2 Isense
gRNA3 2 laense

ATGGCGCGCCGCGCCTAGGAGAAGTTAAATCAATGGAAATTATAC
ATCTCGAGCCCAAATTCTCCGATAATAGTTTATC
ATGGCGCGCCACATTTTAATCCATAGTTAAG
ATACTAGTCAGTAGGGTTCCTCTACAGTATGTC
CGCGCCCTACTCATGCCACTCAATCTTCTGGGCCTCGAAAATATCA
TTCAGTCCC
CTAGGGGACTGAATGATATTTTCGAGGCCCAGAAGATTG
AGTGGCATGAGTAGGG

CTTCGTAGAGGAACCCTACTGTTT

AAACAAACAGTAGG GTTCCTCTAC

Primer fiir: p[UASTattB,w gen.eEFmut. Strep-TaglI-Su(var)2-1-V5-3xFLAG]

e2F_mut_forw
e2F_mut_back
Strepl forw
Strep2_back
2-1 genom_f

2-1genom_rev

GCTTCTCGGCAAGATCGCTAGCGGCTCTTGTCAG
CTGACAAGAGCCGCTAGCGATCTTGCCGAGAAGC
AGTGACAAATGGCTTGGAGCCACCCGCAGTTCGA
AAAAGATGAAAAAGAT
ATCTTTTTCATCTTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCA
AGCCATTTGTCACT
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCAAAAT
ATTTATTTAGACGACTCCCAAACAC
AGGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAGAA

GTTAAATCAATGGAAATTATACGCC

Primer fiir: pP[RSS w+ gen. Su(var)2-1-V5] & pP[RSS w+ gen. Su(var)2-1-V5-3xFLAG]

2-1genom_rev

short 220

AGGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAGAAGT
TAAATCAATGGAAATTATACGCC
AGGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGCCATC

GATCTGGAACACACACAAAAGGCTTG

Primer fiir: pP[RSS w+gen. dMes-4-V5] & pP[RSS w+ gen. dMes-4-V5-3xFLAG]

49forw 2

49back 2

AGGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAGGCTCCGGT
GCTATAGACTCAATACTGGCATTG
AGGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCTCGTCCTTC
GCATCCATTGGCTCATCGTCCGC

Primer fiir: pP[UAST w+ gen. H3.3A -V5-6xHis] & pP[RS5 w+ gen. H3.3B -V5-6xHis]

H3.3A xba back
H3.3A eco forw
H3.3B Eco_forw
H3.3B Eco_back

ATATCTAGAGGCCCGCTCGCCACGGATGCGTCT
ATAGAATTCGTTAACAATGCGGCTATTGGCATT
ATAGAATTCGTGGGCAAGGCCAACAGGCAGGCGGA
ATAGAATTCAGCACG CTCGCCACG GATGCGGCGCGC
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Primer fiir: pP[UAST w+; attB gen. eEF Su(var)2-1-V5-3xFLAG]

2-1 genom f

2-1genom_rev

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCAAAATA
TTTATTTAGACGACTCCCAAACAC
AGGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAGAAG
TTAAATCAATGGAAATTATACGCC

Primer fiir: pP[UAST cDNA-Su(var)2-1-EGFP]

Xho EGFP_forw
Xho EGFP back
2-1cDNA-Eco
2-1cDNA-Not

ATACTCGAGTGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC
ATACTCGAGCTCGACTTGCCCGGGCCTTGTACAGC
AAGAATTCATGGATGAAAAAGATAAAGCTCAA
ATGCGGCCGCCAGAAGTTAAATCAATGGAAATTA

Primer zur Herstellung von pFlyFos-Konstrukten:

C_CG2807_F
C_CG2807_R
C Suv4-20 F
C Suv4-20 R
C Ubc9 F

C Ubc9 R

N_CG5694 F
N CG5694 R
C CG569%4 F

C_CG5694 R

5'- GAT TAC TAA TGA TCC CAA GAA CCA GTA CGA GCG GTA CGA GTT
GGA CTA CAC GCT AGA AGT GCA TAC CAA TCA GGA CCC GC -3°

5'- ATT GGT ATC TTA GAG AAT CCT ACC ACT AGC AGA TAA GCT ATT
ACA ATT TACTTG TCG TCG TCA TCC TTG TAG TCA -3

5'- CAA CGG GCG CAG TTA CAT CTC ACC ATC ATA CAA ACA ACC ATC
ACG GCC AGA AAG AAG TGC ATA CCA ATC AGG ACC CGC -3

5'- CTC ATG GAA ATG GCA ACT GTG CTT AGT CAA TTT GCT TGG AGA
TCA GTC GTT GGT TAC TTG TCG TCG TCA TCC TTG TAG TCA -3°

5'- GAG TAC GAG AAG CGC GTG CGT GCC CAG GCC CGC GCC ATG GCG
GCC ACT GAG GAA GTG CAT ACC AAT CAG GACCCG C -3’

5°- GAT GTG TGT ATT TGT TAA TGT CTA TGT GGT AAA GGT GGT TGG
CAG GAG CCCGACTACTTGTCG TCG TCA TCC TTG TAG TCA -3°
5-CTATCG ATA ACA TGG CAA TAA AAT ATA ACATTT TAATTC ACT
TGC AGT GAC AAT GGA AGT GCA TAC CAA TCA GGA CCC GC -3°

5'- CAA ACA AAA GTG GTA GGT TGG ATA TCA TGT TGT GTT GAG CTT
TAT CTT TTT CAT CCT TGT CGT CGT CAT CCT TGT AGT CA -3°

5'- CTC CGC CTT TCA ATG GCA CTG GGC GTATAATTT CCATTG ATT
TAA CTT CTG AAG TGC ATA CCA ATC AGG ACC CGC -3°

5'- AGG TTT TCT TGT AAA ATA ACA ATT TCT TAA CTT AAC TAT GGA
TTA AAA TGT CTA CTT GTC GTC GTC ATC CTT GTA GTC A -3°

C CG5694 def F5'- GGT TAT TTT GCA GTC ATA TGA TAG ACA ACA AAA GAA CAG

AAAGTG CTT GTT GCT GGA AGT GCA TAC CAA TCA GGA CCC GC -3°

C_CG5694_def R 5'- GCT CAA CCA TCA TAT GCT GTA CGT TTT CGC TAA TGG AAC TGT

C_RPD3_F
C_RPD3 R
N _E(z) F
N_E(z) R
C_Jill_F
C_Jill R

C_Su(var)3-7_F

TGT TCT TTT GCT ACT TGT CGT CGT CAT CCT TGT AGT CA -3°

5'- CGG GAT CAG GTT CCG GTG CCG GGG CCA AGG GCG CCA AGG
AGA ACA ACATTG AAG TGC ATA CCA ATC AGG ACC CGC -3°

5'- GTA CTT CGG CGG TCG CTT AAT TGG CTT CTA TAA CCA ATT GCG
GCC GCC ACG TCA CTT GTC GTC GTC ATC CTT GTA GTC A -3°
5'-CAGTGT TTT TTA TAC GTA AAA TCA ACA AAT ATA AAG TCC CTC
GAA GGC ATT ATG GAA GTG CAT ACC AAT CAG GACCCG C -3

5'- ATG TAC TCC GAC TTG ACA CGC CTC TTC CAC TCG GGC GGC ACT
TTA GTG CTATTC TTG TCG TCG TCA TCC TTG TAG TCA -3°

5'- CTC GAG TTC AGC CGG AGA GGG CGC GGG CAATGC GTC AACTTT
ATC AGT TCC AAG AAG TGC ATA CCA ATC AGG ACC CGC -3°

5'- CCT CCT TGA TTT CCA CCA CCT CCA CAT CAT CGC CGT CGT CAT
CCT CAT GTC ACT TGT CGT CGT CAT CCT TGT AGT CA -3°

5'- GGT TGT CAA ATC ACA ACA TTT CGG ACA ATG GTG AAC CAT AAC
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C_Su(var)3-7_R
N_Ahyc89 F
N_Ahyc89 R
N _SetDBI1 F
N SetDB1 R
C HP1 F

C HP1 R
C39f
C39hb
C33f
C33b

C Gen5 f

C Gen5 b

N dMES4 f
N dMES4 b
Clid f

C lid b

C_SUUR f
C SUUR b
C_mod58f

C_mod58b

CGC AGG CCA GAA GTG CAT ACC AAT CAG GACCCG C -3

5'- GAC AGT GAT AAA GTC TTA AGT TAC GTT TGA TTC ATATTT CCT
AGG AGC TCT ACT TGT CGT CGT CAT CCT TGT AGT CA -3°

5'- CGA GCA TACTTT ATA ACC TGT TTC GGA TCC GTC TAA GTC GCC
TAC AGA ATG GAA GTG CAT ACC AAT CAG GACCCG C -3°

5'- GCA GTC TTA TCA GCC AGA CTC AGG TCG GCA AAC GTT GTCTCC
GGC ATT TTG GCC TTG TCG TCG TCA TCC TTG TAG TCA -3°

5'- GTC TCG CAA ATT TGC ATT AAT GTG TAA AGT TAA GTA AACTCA
TTA AAA CTA TGG AAG TGC ATA CCA ATC AGG ACC CGC -3°

5'- CTC CAC TGT GCT TCC ACT GCT CTC TAA GCA GTC CAC GGC TGT
TGG CTG CCC AGA CTT GTC GTC GTC ATC CTT GTA GTC A -3°
5'-TAATCC ACT TCT ACG AAG AGC GCC TAT CCT GGT ACT CTG ATA
ATG AAG ATG AAG TGC ATA CCA ATC AGG ACC CGC -3°

5-TCG TTA AAT GTATAATCG TTC TTT TTC GCT TTC GAT GAT CCA
ACT GTT TAC TTG TCG TCG TCA TCC TTG TAG TCA -3°

5'- GAT CTT CGG AGG CAA GAC AAT CAC ACC CGT TCT GGA CAG CCA
GGT GGC AAA GAA GGA AGT GCA TAC CAA TCA GGA CCCGC -3°
5'-TTG CCG CTG ATG TTG TTC TTA AAA GTA GAA CCA TTC GGA TCC
TAA CTA AAT TCT ACT TGT CGT CGT CAT CCT TGT AGT CA -3°

5'- GAA GTC GGA GGA GAA TTC AAA CTC AAA CAC TGC CGA CTC TAC
GGA GCT ACA GGA AGT GCA TAC CAA TCA GGA CCC GC -3°

5'- AAC GCT CTA GGA GTA ACT GCT GGG GAC CAA ATC CAT CAC GCT
AAA TAC ATT GTT ACT TGT CGT CGT CAT CCT TGT AGT CA -3°

5'- CTC CCT GGA GCG CTA CTT CCA GAC CAA GAT GCG CGA GCT GGG
GCT GTG GGA CAA AGA AGT GCA TAC CAA TCA GGA CCC GC -3°
5'-TTA GTT CGA TTA AAT GTT CGG CCT TAT GCA GGG CTC CTC GGA
ATC ACT GCA TCA CTT GTC GTC GTC ATC CTT GTA GTC A -3°

5- GAATTA ACG GTA GTG TTT AAT TGA CGA GAG CGC GAT TAA ACT
GGA CCG CAG AAT GGA AGT GCA TAC CAA TCA GGA CCC GC -3°

5'- CAT TGC CGT GGG CAG CGT CGC CCT CGA TCT CGG AGT GCG CGT
CCG TGC TCA GCT TCT TGT CGT CGT CAT CCT TGT AGT CA -3°

5'- GCG TGG CGT CCA CGA CGA CGC CGG GCA AGC AGC GGG CGG TGC
AAT CGG CGC GGG AAG TGC ATA CCA ATC AGG ACC CGC -3°

5'- GCG TAA AAC ACA ATC GGC TGT TAC TGC ACC TCC TGG ACT CTA
TAT ACGTTA CTCTAC TTG TCG TCG TCA TCC TTG TAG TCA -3°

TGG CCT AAT AGA CTA CTT GTC GTC GTC ATC CTT GTA GTC A -3°

5'- GAG AAG TGG TGG AGC ATC AGG ACC GAC CAA AAG AAA GCG
ATT GGA ACT GTT CAA GGA AGT GCA TAC CAA TCA GGA CCC GC -3°
5-TAATTG GAT TTG ATT TGA TTT GGT TTT TGT CAT TTT CAT TGA
TTG CTG TTC ATC ACT TGT CGT CGT CAT CCT TGT AGT CA -3°

5'- GTT CAT TGA CCA CAA GCT GTC TAC TCT TAA ACT TAT GCC TAT
AAA GGA GGG GAA AGA AGT GCA TAC CAA TCA GGA CCC GC -3
5°-TCT AGT ACA GGC ATT TAT TTC GGT TTA CGA ATG CAA CAATCA
ATTT AAACTACTTG TCG TCG TCA TCC TTG TAG TCA -3°

Primer fiir CRISPR/Cas-9 —HDR [Mes-4/NSD knock out]

HA-1_Spel TAACTAGTATCTCGGAGTGCGCGTCCGTGCTCAGC
HA-1_Pstl TACTGCAGTCTTGATAAAGTCGTCCATGCTCCTTG
HA-2_Notl TAGCGGCCGCACTACTTGTGGGACGACTTAATG
HA-2_EcoRI TAGAATTCTCCGTGCGCAACTGCCTGAAGCTG
1gRNA_NSD _sens CTTCGACGCGCACTCCGAGATCGA
1gRNA_NSD_asen AAACTCGATCTCGGAGTGCGCGTC
2gRNA_NSD_sens CTTCGTCGTCCCACAAGTAGTTGA

2gRNA NSD asen AAACTCAACTACTTGTGGGACGAC
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Hergestellte transgene Drosophila-Linien:

Bezeichnung

9_]EGFP-10
5_] EGEP-1
5] EGEP-18
5] EGEP-13
5_]EGFP-8
5 Strep-S1D
51 Strep-86F
5_1V547
5_V534
5_1V513
5.1 Vs-153
5_{FLAG-13
5_1FLAG-16
o_1FLAG-24

_1FLAG-37

H3.3AY
H3.3BY?
CG7745%>%8
CG7745%>%
dMES-4Y>6
dMES-4¥>7
dMES-4">#%
dMES-4">%
dMES_4V5-I 14
dMES_4FLAG-37
FlyFOSZ-l-VS-FLAG

FlyFOSAZ- 1-V5-FLAG
FlyFOSdMes4-V5-FLAG

Genotyp

1118,

>

p[UAST,w+ UAS-cDNA Su(var)2-1 EGFP]/CyO
b p
p

UAST,w+ UAS-cDNA Su(var)2-1 EGFP}/CyO

1

1118, ]
UAST,w+ UAS-cDNA Su(var)2-1 EGFP])/CyO

]

]

1118,

E}

[
[
[
18, )[UAST,w+ UAS-cDNA Su(var)2-1 EGFP)/CyO
““‘; p[UAST,w+ UAS-cDNA Su(var)2-1 EGFP)/TM6
18, ZH-51D p[UAST.attB,w" gen Step-tag II 2-1-V5-3xFLAG]/CyRoi
118, 7H-86F p[UAST.attB w" gen Step-tag 11-2-1-V5-3xFLAG]/CyRoi
118, 5[RS5,w+ gen. Su(var)2-1 V5]/CyO
118, 5[RS5,w+ gen. Su(var)2-1 V5]/CyO
118 5[RS5,w+ gen. Su(var)2-1 V5]/TM6
118, 5[RS5,w+ gen. Su(var)2-1 V5]/CyO
RS5,w+ gen. Su(var)2-1 V5-3xFLAG]/TM6
RS5,w+ gen. Su(var)2-1 V5-3xFLAG]/CyO
RSS5,w+ gen. Su(var)2-1 V5-3xFLAG]/TM6
RSS5,w+ gen. Su(var)2-1 V5-3xFLAG]/CyRoi
UAST,w+ gen. H3.3A-V5-6xHis]/CyO
UAST,w+ gen. H3.3B-V5-6xHis]/CyO
; p[UAST,w+ gen. CG7745-V5-6xHis]/TM6
I8 5[UAST,w+ gen. CG7745-V5-6xHis];+;+
18, b[RS5,w+ gen. dMes-4-V5]/TM6
118 pI[RS5,w+ gen. dMes-4-V5];+;+
18, b[RS5,w+ gen. dMes-4-V5]/TM6
18, b[RS5,w+ gen. dMes-4-V5]/CyO
18, b[RS5,w+ gen. dMes-4-V5]/CyO
RS5,w+ gen. dMes-4-V5-3xFLAG;+;+
dsRed,FlyFos026029-Su(var)2-1-V5-3xFLAG]/TM6
dsRed,FlyFos026029-4Su(var)2-1-V5-3xFLAG]/TM6
dsRed,FlyFos024854- V5-3xFLAG-dMes-4]/CyO

1118,

b}

1118,

b

1118,

>

p
p
p
p
Y
p
p
p

1118
1118,

>

1118,

>

1118,

pl
[
[
[
[
[
[
[
[
[

1118,
1118,
1118,

1118

£ £ £ £ £ £ ¢ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ %

[
[
[
[
[
[
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30C1
39E3
44E1
49C1
85A5
ZH-51D
ZH-86F
60E8
54E1
91C3
37D7
75A8
21B7
83E2
40ES
35C5
26B5
99B
16B9
91F1
16C1
100D1
50E6
26B4
3C3
68A4[attp2]
68A4[attp2]
[attp40]
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