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1 Einleitung

Die Zedlen eines eukaryotischen Organismus enthalten Uberwiegend die gleichen
genetischen Informationen, welche in Form der DNA gespeichert und an die néchste
Generation weitergegeben werden. Trotzdem existiert eine Vielzahl von Zelltypen, die
sich in Form und Funktion voneinander unterscheiden und die Komplexitét eines
Organismus ermdglichen. Dabel sind die spezifischen Expressionsmuster der Gene,
welche an die néchste Zellgeneration weitergegeben werden konnen, von
entscheidender Bedeutung. Die Epigenetik beschreibt die Mechanismen, welche die
stabile Weitergabe der Expressionsmuster der Gene ermdglichen und verknipft damit
Vererbung, Entwicklung und Evolution (Waddington, 1942; Holliday, 1994). Das
Chromatin, bestehend aus DNA, RNAs und Proteinen, eréffnet die Mdglichkeit der
Kontrolle der Genexpression. Zytologisch differenzierbar sind zwel Arten des
Chromatins. Der Botaniker Emil Heitz verfolgte in Mooszellen mikroskopisch den
Ubergang von Mitose- zu Interphasechromosomen und beschrieb 1928 erstmals
Heterochromatin (Heitz, 1928). Heitz beobachtete, dass sich die Chromosomen der
Mooszellen in der Telophase nicht vollstéandig dekondensieren und sich die
hochkondensierten  Metaphasechromosomen  nicht  vollstdndig zu  lockeren
I nterphasechromosomen entfalten (Heitz, 1928).

Euchromatische Bereiche bilden offene, transkriptionsaktive Strukturen und enthalten
die Mehrheit der Gene. Konstitutive heterochromatsiche Bereiche bleiben wahrend des
Zellzyklus kondensiert, enthalten nur wenige Transkriptionseinheiten und bestehen
grofenteils aus hoch- und mittelrepetitiven DNA-Sequenzen (Lima di Faria und
Jaworska, 1968; Gatti und Pimpinelli, 1992; Lohe et al., 1993; Laurent et al., 1997).
Heterochromatin ist besonders auf Zentromer- bzw. Telomerregionen konzentriert
(Blackburn, 1994; Pardue, 1994). Es spielt bei der Kernorganisation,
Chromosomensegregation, Crossing-over, Schutz gegentiber mobilen Elementen sowie
Gensilencing eine Rolle (Henikoff und Matzke, 1997; Westphal und Reuter, 2002;
Cremer et al., 2004).

Das Nucleosom stellt die kleinste Verpackungseinheit des Chromatins dar (Kornberg,
1974). Es setzt sich aus jewells zwel der stark positiv geladenen Histonproteine H2A,
H2B, H3 und H4 zusammen, um welche die negativ geladene DNA auf einer Lange von
ca. 146 Basenpaaren gewunden ist (Luger et a., 1997). Die N-terminalen Enden der
Histone ragen aus dem Nucleosom heraus und spielen bel der Etablierung und



Einleitung 2

Aufrechterhaltung von Chromatinstrukturen eine wesentliche Rolle. Bereits 1964
wurden acetylierte und methylierte Histone mit der Regulation der RNA-Synthese in
Verbindung gebracht (Allfrey et a., 1964). Durch kovalente, posttrandationale
Histonmodifizierungen, wie Methylierung, Acetylierung, Phosphorylierung, ADP-
Ribosylierung, Ubiquitinierung und Sumoylierung, kann der Chromatinstatus definiert
und kontrolliert werden (van Holde, 1988; Strahl und Allis, 2000; Jenuwein und Allis
2001). Histonmodifizierungen bilden die molekulare Grundlage fir epigenetische
Programmierung und werden von histonmodifizierenden Enzymen vermittelt.
Verschiedene Modifizierungen und Modifizierungsmuster bilden dabei einen Histon-
Code, der die Wechselwirkung zwischen DNA und Histonen bestimmt und
Bindungsstellen fir andere Proteine bildet mit entsprechenden Konsequenzen fir
Chromatinstruktur und Genexpression (Strahl und Allis, 2000). Die Verteilung von
Histonmodifizierungen wurde in vielen verschiedenen Organismen untersucht. In
Saugern und Drosophila wurden heterochromatische Histonmodifizierungen zuerst
analysiert (Rea et a., 2000; Peters et a., 2001; Schotta et al., 2002). Konstitutives
Heterochromatin in Saugern ist durch H3K9-Trimethylierung (H3K9me3), H3K27-
Monomethylierung (H3K27mel) und H4K20me3 gekennzeichnet (Peters et a., 2003;
Rice et al., 2003; Schotta et al., 2004). In Drosophila ist Heterochromatin durch alle
Methylierungsstufen von H3K9, H3K27 und H4K 20 markiert (Schotta et al., 2002 und
2004; Ebert et al., 2004). Im Gegensatz zu Sdugern ist H3K9me3 in Drosophila eine
unterreprasentierte heterochromatische Modifizierung. Alle Methylierungsstufen von
H3K4 und H3K36, Histonacetylierung und Histonphosphorylierung kennzeichnen
aktives Chromatin (Wang et al., 2001; Zhang und Reinberg, 2001; Santos-Rosa €t al.,
2002; Ebert et al., 2004).

Neben histonmodifizierenden Enzymen sind DNA-Methyltransferasen, Chromatin-
Remodeling-Faktoren, Transkriptonsfaktoren und RNAi-Komponenten fir die
Etablierung, Aufrechterhaltung und Weitergabe von Chromatinstrukturen nétig.

Die Taufliege Drosophila melanogaster als Modellobjekt eignet sich besonders, um
Chromatinstrukturen zu untersuchen. Das Chromozentrum und die perizentrischen
Bereiche der Autosomen, das Y -Chromosom und grof3e Teile des 4. Chromosoms sind
heterochromatisch. Die Zentromerregion besteht aus hochrepetitiver Satelliten-DNA,
die von grof3en Arrays mobiler Elemente flankiert wird (Pimpinelli et a., 1995). Das Y -
Chromosom besteht vorwiegend aus mobilen Elementen und enthdlt nur wenige
essentielle Gene (Zhang und Spradling, 1994).
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Die Positionseffekt-Variegation (PEV) eignet sich besonders, um neue Kenntnisse tber
epigenetische Regulationsmechanismen von Chromatinzustanden zu gewinnen. PEV
wurde zuerst in Drosophila beschrieben (Muller, 1930). Dabei wurde das white-Gen,
das fur die Auspragung der roten Augenpigmentierung nétig ist, durch eine Inversion in
die Nahe des zentromerischen Heterochromatins verlagert (Schultz, 1936). Durch die
Nahe und Ausbreitung des Heterochromatins kommt es in Folge einer teilweisen
Inaktivierung des white-Gens zu einer rot-weif3en mosaikartigen Augenpigmentierung,
dem white-mottled-Phanotyp (Muller, 1930; Tartof et a., 1984). Dieses
Heterochromatin-induzierte Gensilencing stellt ein genetisches Modellsystem dar, um
durch Mutagenese Modifikatoren zu identifizieren, die in epigenetische Prozesse
involviert sind (Reuter und Wolff, 1981; Sinclair et a., 1983; Wustmann et al., 1989).
Mutationen fur Su(var)-Gene (Suppressor of Variegation) supprimieren PEV, wahrend
Mutationen fur E(var)-Gene (Enhancer of Variegation) PEV verstarken (Wustmann et
al. 1989). SQu(var)s sind Gene, die direkt oder indirekt an der Etablierung bzw.
Aufrechterhaltung heterochromatischer Chromatinzusténde beteiligt sind (Locke et al.,
1988). Im Gegensatz dazu sind E(var)s Gene, welche die Ausbildung euchromatischer
Chromatinstrukturen  beglnstigen  und  heterochromatischem  Gensilencing
entgegenwirken. Eine Vielzahl von Mutanten konnten auf diese Weise isoliert werden,
die etwa 150 Gene reprasentieren (Reuter und Wolff, 1981; Sinclair et al., 1989).

Bisher identifizierte E(var)s kodieren fur Transkriptionsfaktoren, Koaktivatoren oder
Chromatin-Remodeling-Faktoren wie z.B. mod(mdg4), E2f, Trithorax-like oder brahma
(Tamkun et al., 1992; Dorn et al., 1993b; Farkas et al., 1994; Seum et a., 1996).

Einen besonders interessanten Enhancer fur PEV stellt das lid-Gen dar. Lid zeigt bei
Verringerung der Gendosis einen Haplo-Enhancereffekte und bei Erhohung der
Gendosis einen Triplo-Suppressoreffekt. LID gehort zur Gruppe der JUMONJI-
Proteine, welche nach der Jmj-Doméne des jmj-Gens benannt wurden (Takeuchi et al.,
1995). Die Jmj-Doméne ist bisher in Uber 100 Proteinen von Bakterien bis zum
Menschen nachgewiesen. Zusétzlich zur JmjC-Doméne existiert in einer Gruppe von
Proteinen die JmjN-Doméne. Die JmjN-Domane ist in ihrer Sequenzstruktur zur JmjC-
Doméne homolog und vermittelt vermutlich die Demethylierung verschiedener
Methylierungszusténde (Secombe et a., 2007). Sind beide Doméanen in einem Protein
vorhanden werden bevorzugt di- und trimethylierte Lysine demethyliert. Ist nur die
JmjC-Domaéne ohne JmjN-Domaéne prasent, werden vorrangig mono- und dimethylierte
Lysine demethyliert (Klose et al., 2006; Whetstine et a., 2006). Funktionelle Analysen

haben gezeigt, dass die evolutiondr konservierte Histondemethylase LID durch
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Demethylierung von H3K4me3 entscheidenden Einfluss am Aufbau und der
Etablierung euchromatischer Strukturen inne hat (Eissenberg et al., 2007; Baisch,
2010).

Bisher identifizierte Suppressoren fur PEV kodieren Chromatinproteine mit vielfatigen
Funktionen. Dazu zéhlen z.B. Chromatin-Remodeling- und Assemblierungsfaktoren wie
Domino und Acfl (Ruhf et al., 2001; Fyodorov et a., 2004), RNA/DNA-bindende
Proteine (z.B. Modulo; Perrin et al., 1998) oder Komponenten der DNA-Replikation
(z.B. PCNA; Henderson et al., 1994; ORC2; Pak et a., 1997; HOAP; Badugu et al.,
2003). Su(var)3-3 wurde als einer der starksten Suppressoren fur PEV isoliert. Ingesamt
konnten fur dieses Gen 25 Allele identifiziert werden (Rudoplph et al., 2007). Alle
Allele zeigen eine keimbahnabhangige rezessive mannliche und weibliche Sterilitat
(Szabad et al., 1988). AulRerdem reagieren Su(var)3-3 Allele sensitiv auf den Histon-
Deacetylase-Inhibitor Natriumbutyrat (Reuter et al., 1982). Das SU(VAR)3-3-Protein
besitzt eine N-terminale SWIRM Domaéne und eine C-terminale Aminoxidase-Doméne.
Die SWIRM-Domane wurde nach den drei Proteinen Swi3p, Rsc8p und Moira benannt
und kann Chromatin bzw. den N-Terminus von Histon H3 binden (Tochio et al., 2006).

Die Aminoxidase-Doméane stellt die katalytisch aktive Region des Proteins dar. Sie
bindet den fur die Katalyse notwendigen Kofaktor FAD. LSD1 représentiert das
humane Homologe zu SU(VAR)3-3 aus Drosophila (Rudolph et a., 2007). Die
Aminoxidase-Doméne von LSD1 katalysiert die Demethylierung von mono- und
dimethyliertem H3K4/H3K9 zu unmethyliertem Histon H3 (Shi et al., 2004; Metzger et
al., 2005). Die Entfernung einer Trimethylierung ist auf Grund der katalysierten
Reaktion nicht mdglich. Das rekombinante Protein ist nur in der Lage, Peptide und freie
Histone zu demethylieren. Die SWIRM-Domane ist fir die Katalyse nicht zwingend
notwendig, da auch N-terminal verkirzte Varianten die volle katalytische Aktivitét
zeigen (Forneris et a., 2005).

Besonders interessante Suppressoren fir PEV sind die Gene Su(var)3-7, Su(var)2-5 und
Su(var)3-9. Sie zeigen bei Verringerung der Gendosis Hapl o-Suppressoreffekte und bei
Erhohung der Gendosis Triplo-Enhancereffekte (Wustmann et a., 1989). Su(var)3-7
kodiert fUr ein Protein mit 7 Zinkfinger-Motiven und wurde als erstes Suppressorgen fir
PEV kloniert (Reuter et al., 1990). Die Zinkfingerbereiche stellen DNA-Bindedoménen
dar, welche in vitro eine hohe Affinitét gegenlber bestimmten Satelliten-Sequenzen
aufweist (Cleard und Spierer, 2001). Durch Co-Immunoprézipitation und mittels Hefe-
Dihybrid-Analysen konnte eine Interaktion von SU(VAR)3-7 mit HP1 und
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SU(VAR)3-9 nachgewiesen werden (Cleard et al., 1997; Delattre et al., 2000; Schotta et
a., 2002).

Das BESS-Motiv Im C-Terminus von SU(VAR)3-7 ist fur die Dimeriserung des
Proteins von Bedeutung (Altschul et a., 1997). Der C-terminale Bereich nach den
Zinkfinger-Motiven dient der Interaktion mit anderen Proteinen und ist fur eine
spezifische Erkennung und Bindung des Proteins an das perizentrische Heterochromatin
erforderlich (Jaquet et al., 2002).

Su(var)2-5 kodiert das Protein HP1, das als erstes Heterochromatinprotein biochemisch
aus Drosophila isoliert wurde (James und Elgin, 1986). Homologe Proteine konnten in
zahlreichen Organismen von Hefen (Schizosaccharomyces pombe, Swi6p) bis zum
Menschen identifiziert werden (Singh et al., 1991). Die HP1-Familie besteht aus drei
Proteinen, HP1a, HP1b und HP1c in Drosophila (Smothers und Henikoff, 2001). HP1
besitzt zwei konservierte Doménen. Die Chromo-Domaéne befindet sich im N-Terminus
des Proteins (chromatin organization modifier, Paro und Hogness, 1991). Sie ist Uber
eine Linker-Region mit der C-terminal gelegenen Chromo-Shadow-Domane verbunden
(Aadand und Stewart, 1995). Die Struktur der Chromo-Doméne wurde bereits
aufgeklart (Ball et a., 1997). Sie ermdglicht eine Dimerisierung und bindet mit hoher
Affinitat di- und trimethyliertes H3K9 (Lachner et al., 2001; Bannister et al., 2001). Die
Chromo-Shadow-Doméane ist eine Homodimerisierungsdomane, welche eine
Oberflache fur Interaktionen mit anderen Proteinen darstellt. Die grof3e Anzahl der
identifizierten Interaktionspartner zeigt, dass HP1 in viele verschiedene Slencing-
Prozesse involviert ist und eine Funktion as flexibles Linker-Modul im
Heterochromatin ausibt (Eissenberg und Elgin, 2000). Immunzytologische Analysen
von polytanen Speicheldrisenchromosomen in Drosophila melanogaster zeigen, dass
HP1 vorwiegend im zentromerischen Heterochromatin, am vierten Chromosom, an
Telomeren und einigen Stellen im Euchromatin lokalisiert ist (James et a., 1989; Fanti
et al., 1998).

Einer der starksten Suppressoren fur PEV ist Su(var)3-9 (Tschiersch et al., 1994).
Su(var)3-9-Mutanten sind homozygot lebensféhig, zeigen aber eine stark reduzierte
Fertilitdt. SU(VAR)3-9 ist von der Hefe bis zum Menschen evolutionar konserviert und
besitzt neben der Chromo-Domane die hoch konservierte SET-Doméne (SU(VAR)3-9,
E(Z2), TRITHORAX; Tschiersch et a., 1994). Sie wird von der cysteinreichen preSET-
und postSET-Domane eingeschlossen. Die genomische Organisation von Su(var)3-9 in
Drosophila melanogaster unterscheidet sich von anderen Organismen. In Drosophila

liegt Su(var)3-9 in Form einer bicistronischen Transkriptionseinheit mit dem
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eukaryotischen Trandationsfaktor elF-2 vor. Durch alternatives Spleif3en werden zwel
unabhéngige Transkripte generiert, wobel SU(VAR)3-9 die ersten beiden Exonen von
elF-2 erhdlt (Krauss und Reuter, 2000).

Im Hefe-Dihybrid-System konnte eine Interaktion von HP1 bzw. SU(VAR)3-7 tber den
N-Terminus mit SU(VAR)3-9 nachgewiesen werden (Schotta et al., 2002). Wahrend
der N-Terminus Initiationsstellen fur die Etablierung von Heterochromatin erkennt, ist
die Chromo-Doméne vermutlich an der Ausbreitung von SU(VAR)3-9 Uber das
Heterochromatin beteiligt (Schotta et al., 2002). Die SET-Domane als wichtigstes
Modul von SU(VAR)3-9 bewirkt die Methylierung von Lysin 9 im Histon H3 (Schotta
et a., 2002). Die Funktion as spezifische H3K9-Methyltransferase wurde zuerst bei
dem Maus-Homologen SUV39H1 nachgewiesen (Rea et a., 2000). Die hohe
Konservierung von SU(VAR)3-9 wird besonders deutlich, da das menschliche
SUV39H1 in der Lage ist, in Drosophila die Funktion von SU(VAR)3-9 zu tbernehmen
und bei korrekter Expression den Mutantenphanotyp zu retten (Schotta et a., 2002). Die
H3K9-Methyltransferaseaktivitéat der SET-Domane stellt eine wesentliche Komponente
fur die Etablierung von Gensilencing dar, da die Methylierung von H3K9 ene
Markierung bzw. Bindestelle fir andere Proteine wie HP1 darstellt und essentiell fir
den Aufbau von Heterochromatin ist (Lachner et al, 2002). Su(var)3-9 spielt somit eine
bedeutende Rolle bei der Steuerung epigenetischer Slencing-Prozesse. Die
Untersuchung der strukturellen und funktionellen Eigenschaften dieses Gens ist deshalb
von grof3er Bedeutung.

Durch die Analyse von Su(var)- und E(var)-Genen in Drosophila kénnen molekulare
Kontrollprozesse fur hthergeordnete Chromatinstrukturen weiter entschlisselt werden.
Mit Hilfe der DrosDel P-Elementkollektion wurde ein Screening nach dominanten
Suppressoren fir PEV im In(L)w™"-Hintergrund durchgefiihrt (Apelt, 2005). Taiman
wurde in diesem Screening als dominanter Suppressor fur PEV identifiziert (Apelt,
2005). TAIMAN ist ein Koaktivatorprotein fir den EcR/USP Ecdyson-
Rezeptorkomplex und homolog zu Steroidhormonrezeptor-Koaktivatoren der pl60-
Familie. Das TAIl-Protein beinhatet eine Helix-Loop-Helix-Doméne, zwei PAS-
Doménen und LXXLL-Motive, welche fir die Bindung an den Rezeptor nétig sind
(Mclnemey et al., 1998). Der Ecdysonrezeptor aus Drosophila ist ein Dimer aus ECR
und USP (Yao et a., 1992; Yao et a., 1993). In polytanen Chromosomen und in
Border-Zellen kolokalisiert TAl mit USP (Bai et al., 2000). In ECR-293 Saugerzellen
konnte gezeigt werden, dass TAI die Ecdyson-induzierte Transkription verstérkt (Bai et
al., 2000). Die Transkriptionsaktivitdt war bis zu 5mal hoher in Zellen, die
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vorubergehend TAI exprimierten. Die Tatsache das taiman ein dominanter Suppressor
fur PEV ist, weist darauf hin, dass die epigenetische Differenzierung von somatischen
und Keimbahnzellen wéahrend der frihen Embryonalentwicklung durch hormonelle
Signale induziert wird. Die Entdeckung einer grundlegenden Funktion von TAIMAN
bei epigenetischen Prozessen erlaubt die Identifizierung und funktionelle Analyse von
Signalprozessen, welche die Chromatindifferenzierung in der  frihen
Embryonal entwicklung von Drosophila initiieren und steuern. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden umfassende Funktions-Analysen von der  Histonmethyltransferase
SU(VAR)3-9, der Histondemethylase SU(VAR)3-3, dem LSD1 Homologen aus
Drosophilaund dem Koaktivator TAIMAN durchgefhrt.



2 Material und M ethoden

2.1 Genetische M ethoden

2.1.1 Anzucht der Fliegen

Anzucht und Hatung von Drosophila melanogaster erfolgte auf einem
Standardmedium (1% Agar, 2.5% Sirup, 3.5% Rosinen, 3% Griel3, 5% Hefe). Zur
Vermeidung von Schimmelbildung bzw. Bakterienwachstum wurden 0.1% Nipagin
sowie 100 mM Ampicillin zugesetzt. Die Hatung der Stdmme erfolgte bei 18°C.
Kreuzungen wurden bei einer Temperatur von 25°C durchgefuhrt. Fir Eiablagen
(Préparation von Proteinextrakten, zytologische Methoden) wurde ein spezielles
Nahrmedium (2% Agar, 10% Zucker, 0,1% Essigsaure und 2,25% Nipagin) verwendet.

2.1.2  Analysen der Su(var)3-9”"-Mutanten

Transheterozygote In(L)wW™"; +/Sco; Su(var)3-9""/Su(var)3-9"" Fliegen wurden aus der
Kreuzung In(L)wW™YIn(L)w™"+/+;Su(var)3-9""/TM6 oder In(L)w™/In(L)w™":+/+;
Su(var)3-9"YTM3 x In(L)W™"Y: ScolT(2; 3)ap™@+In(2)Cy,CySu(var)3-9%Su(var)3-9™"
generiert und beziglich ihres Augenphanotyps untersucht. Transheterozygote
In(L)W™"; P{c3-9P"-EGFP}/+; Qu(var)3-9"/Su(var)3-9’ Tiere wurden durch die
Kreuzung In(L)w™/In(L)w™"; P{c3-9""-EGFP}/SM6; Su(var)3-9/TM3 x In(L)w™"Y:
+/+;u(var)3-9"TM6  oder In(L)W™VY:  +/+;Su(var)3-9"/TM3 generiert und

beziglich ihres Augenphanotyps untersucht.

2.1.3 Generierungvon transheter ozygoten Su(var)3-3-Nullmutanten

Zur Analyse von Su(var)3-3-Nullmutanten im  In(1)w™"-Hintergrund wurden
transheterozygote Fliegen generiert. Zuerst wurden Weibchen des Stammes
In(L)W™" PrDr/TM3 mit der Defizienz Df(3L)XS572/TM3 (Ito und Rubin, 1999;
Miiller, 2004) gekreuzt. Dann wurden Weibchen des Stammes In(1)w™"; PrDr/TM3 mit
F1-Mannchen In(1)W™"Y: Df(3L)XS572/TM3 gekreuzt. Der Stamm
In(1)w™"; Df(3L)XS572/TM3 wurde durch die Kreuzung
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In(L)W™YIn(L)W™" DF(BL)XSE72/TM3  x  In(L)W™"Y: DF(BL)XSH72/TM3  generiert.
Transheterozygote Nullmutanten In(L)w™"; Su(var)3-3*/Df(3L)XS572 wurden durch
die Kreuzung In(L)w™"In(L)w™"; Su(var)3-3°/TM3 x In(1)w™"Y; Df(3L)XS572/TM3

generiert.

2.1.4 Analyseder Suppressoreffekte von tai- ECR-, woc- und dib-Mutanten

Die F1-Generationen aus der Kreuzung w™"w™"; Df(2L)tai2/CyRoi x w™VY;+/+ und
der reziproken Kreuzung w™"w™":+/+ x w™Y: Df(2L)tai2/CyRoi, der Kreuzung
WM™ EcRYSICyRoi x w™/Y:+/+ und der reziproken Kreuzung w™w™":+/+
x W™VY:EcRYS/CyRoi, der Kreuzung w™"/w™":woc®20/TM3 x w™Y:+/+ und
der reziproken Kreuzung w™/wW™%+/+  x  w™VY:wocF 2 TM3, der Kreuzung
WM™ dib® %% TM3 x W™Y;+/+ und der reziproken Kreuzung w™w™+/+ x
wW™Y: dib®2%’/TM3 wurden beziiglich ihres Augenphénotyps untersucht.

2.2 M olekular biologische M ethoden

2.21 Vewendete Plasmide und Bakterienstamme

Fur die Vermehrung von Plasmid-DNA wurde der E. coli-Stamm DH5-a (Gibco/BRL
1987) verwendet. Zur Uberexpression von Proteinen wurde der E. coli-Stamm
BL21(DE3)pLys (Invitrogen) genutzt. Fir Klonierungen wurden die Vektoren pGEM-T
(Promega) und pZero-blunt (Invitrogen) verwendet. Zur Uberexpression von
rekombinanten Proteinen wurden die Vektoren pGEX-6P-1, pGEX-6P-2 und pGEX-
6P3 genutzt (Amersham Biosciences).

2.2.2 Molekularbiologische Standar dmethoden

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte nach der Methode der akalischen Lyse
(Birnboim und Doley, 1979), Grofpraparationen wurden mittels eines Plasmid-
Midipraparationskits (Macherey-Nagel) entsprechend den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Die Isolation von Plasmid-DNA aus 6ml Ubernacht-Kultur erfolgte
mittels der Rapid Plasmid Miniprep nach Angaben des Herstellers (Marligen
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Biosciences INC). Restriktionen wurden mit Enzymen der Firma MBI Fermentas
durchgefuihrt. Zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der
NucleoSpin-Kit (Macherey-Nagel) bzw. der Quiaex I1-Kit (Quiagen) benutzt. Fir PCR-
Reaktionen wurden Tag-Polymerase (GibcoBRL) bzw. Pfu-Polymerase (Stratagene)
nach Standardprotokoll (Saiki, 1990) verwendet. Klonierungen von PCR-Fragmenten
erfolgten mit dem pGEM-T Cloning Kit (Promega) oder dem pZero-blunt Kit
(Invitrogen). Sequenzreaktionen wurden mit dem ABI PRISM dRhodamine Terminator
Cycle Sequencing Kit nach Herstellervorgaben durchgefihrt. Die Auswertung der
erhaltenen Sequenzdaten erfolgte mit dem Staden-Package, Version 2001.0 bzw. GCG-
Package, Version 10.2. (Stratagene) nach Standardprotokoll (Seiki, 1990).

2.2.3 Chromatin-lmmunoprazipitation (Chl P)

200 adulte Kopfe oder 300 mg Embryonen wurden mit 1,8% Formaldehyd in X-link-
Puffer (50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 100 mM NaCl) fur 20-30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 125mM Glycin wurde das
Crosslinking gestoppt. Das fixierte Material wurde danach mit ChlP-wash-Puffer A
(10 mM HEPES, 10 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.25% Triton X-100) und ChlP-wash-
Puffer B (10 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.01%Triton
X-100) bei 4°C fur 10 min gewaschen. Der Ultraschall erfolgte in 5ml TEN140
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 140 mM NaCl) bei 4 °C 10 mal 30 sec. Nach Zugabe
von 50pul 10% SDS, 500 ul 1% DOC und 500 pul 10% Triton erfolgte eine
Zentrifugation fur 10 min bei 4 °C. Danach wurde das Gesamtchromatin auf die
entsprechende Anzahl der Antikorper verteilt und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Der
DNA-Proteinkomplex wurde dann an 40ul Protein G Sepharose (Amersham
Biosciences) in RIPA-Puffer (140 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8.0], 1 mM EDTA,
1% Triton X-100, 0.1% SDS, 0.1% DOC) gebunden. Nach 3 h wurden die Protein G
Sepharose 5 mal mit RIPA-Puffer, einmal mit LiCl-Puffer (250 mM LiCl, 10 mM Tris-
HCI [pH 8.0], 1 mM EDTA, 0.5% NP40, 0.5% DOC) und zweima mit TE-Puffer (10
mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA) gewaschen, dann in 100 ul TE-Puffer aufgenommen, fur
30 min mit RNase A (50 pg/ml, Marligen Biosciences) und Uber Nacht mit Proteinase
K (50 pg/ml, Fermentas) bei 37°C inkubiert. Die Aufhebung des Crosslinks wurde bei
65°C fur 6h durchgefiihrt. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mit Phenol-Chloroform
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oder dem NucleoSpin Extract Il Kit (Macherey-Nagel). Die Analyse der DNA wurde
mit Real-Time-PCR nach Dellino et al. (2004) durchgefihrt.

Tabelle 2.1: Verwendete Primer.

Primer forward reverse
359bp sat ATAGGGATCGTTAGCACTGG ATTTTATTACGAGCTCAGTGAG
R1_front CGCGAATTAAAAACAAGCGG TCCTCCTTTTGACGAGTCC
R1_n.b. CGAATGCTTGCCCGATATAC GCACATCCATTTCATCCCC
R1_end GGCCCATTTATCTGGGACATAC ACCGACAGCTACGCACATAC
n.b. TGCTTTGCATTCGCATTTC CTTTCCTTTTGGCTTTTCCAC
white CAATCACCACCCCAATCACTC TCCGCTATCTCTTTCGCCAC
CG12498 TGTCTCTAACCTGAACTTCACC TGATGCCGATTTTCTGCTG
CG14416 TCCTTCACAACTTATTCGCAC ACTTCTTCATAAAATCCCGACC
CG3588 GCAACGGAATACGGATTTTCAG GCCAGCACACAATTAATCCAAC
rst GCACCAGCACAAATCTCAC AAAGCATTCGATCCGAGCC
B-tub AGCAAATTACTTGCAGAATTGG GATTAGTGCGATTAGGACTTG
G9A pGEX  ATAGTCGACGACAATGACAACAATACGGTGC ATAGCGGCCGCCGCGTGTCCAATTTTCTCCGTA
TAl_pGEX GGATCCGACAACTGCTCGATCCATCCGG GCGGCCGCTCAGCCCGCTCCGCTGGAATTGGAGC
3P-1 ATACTATTCCTTTCACTCGCAC TGTCGTATTGAGTCTGAGTGAG
3‘P-2 GCATACGTTAAGTGGATGTCTC TGATTAACCCTTAGCATGTCCG
5P-1 ACCCACTTTAATGATTCGCAG TTTACTCCAGTCACAGCTTTG
5P-2

ACCAGTGGGAGTACACAAACAG CACACAACCTTTCCTCTCAAC
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2.3 Proteinbiochemische M ethoden

2.3.1 Gelelektrophoresevon Proteinen

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte in
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970). Die
Acrylamidkonzentration betrug im Sammelgel 5% und im Trenngel 7%-10%. Die
Elektrophorese wurde in Laufpuffer (192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0.1% SDS) bei 20
mA fur en Minigd (10 x 15 cm) durchgefuhrt. Zur Kennzeichnung des
M olekulargewichts wurde ein vorgeférbter Proteinstandard (MBI Fermentas) eingesetzt.
Nach der Elektrophorese wurden die Gele fur 10 min in Coomassielésung (0.1%
Coomassie Brilliant Blue R250, 50% Methanol, 40% H,0, 10% Essigsaure) inkubiert
und anschlieffend in Aqua bidest entfarbt.

2.3.2 Nachweisvon Proteinen im Wester nblot

Die Proteine wurden im Anschluss an die Elektrophorese auf eine Nitrocellulose-
Membran (Macherey-Nagel) durch Elektro-Blot-Transfer bei 0.8 mA/cm? fiir 2 Stunden
transferiert (Blotpuffer: 192 mM Glycin, 25 mM Tris, 20% Methanol). Zur Kontrolle
der Effizienz des Transfers wurden die Proteine auf der Membran mit Ponceau-S-
Losung (0.2% Ponceau S, 3% Trichloressigsaure, 3% Sulfosalicylsaure) fur funf
Minuten angeférbt und mit Wasser entféarbt. Die Membran wurde anschlief3end eine
halbe Stunde bei Raumtemperatur in 5% Trockenmilchpulver (Biorad) in PBST
geblockt. Im Anschluss daran wurden die primédren Antikorper in 5% Milchpulver in
PBS verdiinnt zugegeben und entweder 2 Stunden bei Raumtemperatur oder Uber Nacht
bei 4 °C mit der Membran inkubiert. Nach 3 x 20 min Waschen in PBST (PBS, 0.2%
Tween 20) wurden die entsprechenden sekundaren Peroxidase-gekoppelten Antikorper
in 5% Trockenmilchpulver in PBS zugegeben und fir 2 Stunden bel RT inkubiert. Die
Membran wurde anschlief3end wiederum 3 x 20 min in PBST gewaschen. Danach
erfolgte die Detektion der Peroxidase-gekoppelten Antikorper mit dem ECL Plus

System (Amersham Biosciences) nach Angaben des Herstellers.
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2.3.3 Uberexpression und Aufreinigung von rekombinanten

Fusionsproteinen

Die Histonmethyltransferase SU(VAR)3-9 und entsprechende M utantenproteine wurde
as GST-Fusionsproteine (AS 218-635) in pGEX-6P-1 im E. coli-Stamm
BL21(DE3)pLys exprimiert. Das TAIMAN-Antigen (AS 342-555) wurde als GST-
Fusionsprotein in pGEX-6P-2 exprimiert. Die Induktion und Expression erfolgten mit
0.1 mM IPTG Uber Nacht bei 18 °C. Die Aufreinigung wurde mit Glutatione Sepharose
4B (Amersham Biosciences) nach der Batch Purification-Methode nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Abspaltung des GST-Tags erfolgte Gber Nacht bei
4 °C mit PreScission™ Protease. Die rekombinanten Proteine wurden mit Amicon Ultra
Zentrifugalfiltereinheiten  (Millipore) aufkonzentriert. Die Aufbereitung von
SU(VAR)3-9 und den Mutantenproteinen SU(VAR)3-9%, SU(VAR)3-9"" und firr STD-
NMR-Anaysen erfolgte in Deuteriumoxid (99,85%, Merck) mit Amicon Ultra

Zentrifugalfiltereinheiten nach Herstellerangaben.

2.3.4 Methyltransferase-Assay fur SU(VAR)3-9 und G9a

Fur die Methyltransferase-Reaktion wurden 1 pg des tberexprimierten Proteins mit 1 ug
Histon H3-Peptid (AS 1-20, Upstate Biotech) und 0.5 ul SAM (Amersham Biosciences,
1 pCi/ul) gemischt und mit HIM-Puffer (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 0.5 mM DTT,
Czermin et al., 2001) zu einem Reaktionsvolumen von 25 ul aufgefllt. Das
Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde zu
bestimmten Zeitpunkten abgestoppt, auf P81 Filterpapier (Whatman) aufgetragen und
dreimal fir 30 min in 50 mM Natriumkarbonatlésung pH 9.2 gewaschen. Das
Filterpapier wurde nach Lufttrocknung in ein Szintillationsflaschchen Gberfihrt und mit
5 ml Szintillations-Cocktail Uberschichtet. Die Bestimmung der am Papier
verbleibenden Menge des radioaktiv markierten Peptids erfolgte nach Inkubation im
Szintillations-Cocktail (Roth) mit einem Szintillationszahler (Beckmann).
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2.3.5 Demethylase-Methyltransferase-Assay fir SU(VAR)3-3 und
SU(VAR)3-9

3 Mg rekombinantes SU(VAR)3-3 und jewells 1 pg unmodifiziertes, K4 mono-
methyliertes bzw. K4 di-methyiertes Histone H3 Peptid wurden Gber Nacht bel 25 °Cin
16.7 mM HEPES-KOH (pH 7.9), 100 mM KCl und 1.7% Glycerol in einem
Gesamtvolumen von 25 pl inkubiert.

Danach wurden 2.5 ul 10fach HIM-Puffer, 1 ul 1.25 M Glycin, 0.5 pl SAM (1 pCi/ul),
und 1 pg rekombinantes SU(VAR)3-9 hinzugegeben und for 20 min bel
Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde wie beschrieben gestoppt und die
Menge des radioaktiv markierten Peptids erfolgte mit einem Szintillationszéhler.

2.3.6 Herstellung von polyklonalen Antikor pern

Das gereinigte rekombinante TAIMAN-Antigen wurde fir die Immunisierung von
Kaninchen verwendet. Pro Injektion wurden fur ein Kaninchen 100 ug Protein
eingesetzt. Die Tiere wurden bei ,PAB Produktions® nach dem Standardprotokoll
immunisiert. Die erhaltenen Seren der entsprechenden Blutabnahmen wurden mittels
Dotblot weiter charakterisiert. Aus den erhaltenen Seren wurde der Antikorper durch

Protein-A-Sepharose (A mersham Biosciences) aufgereinigt.

24  Immunzytologische M ethoden

24.1 Immunmarkierung von polytéanen Speicheldrisenchromosomen

Fur Préparation von polytdnen Speicheldriisenchromosomen wurde die Methode nach
Alfageme et al. (1980) angewendet. Die Speicheldriisen wurden aus Larven im dritten
Stadium in PBS, 0.5% NP-40 prépariert und fir 2 min in 2% Formaldehyd, 1% Triton
X-100 fixiert. Nach einer Inkubation fur 3 min in 45% Essigsaure, 2% Formaldehyd
erfolgte das Spreiten der Chromosomen. Die AntikOrper wurden mit dem
entsprechenden Préparat in PBST (PBS, 0.2% Tween 20), 5 % Trockenmilchpulver
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(Biorad) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach drei Waschschritten in PBST fir jewells 5
min wurden die Praparate mit den sekunddren Antikérpern in PBST, 5 %
Trockenmilchpulver fur 2 h bei 37 °C in einer Feuchtkammer inkubiert. Nach weiteren
drei Waschschritten in PBST fur jewells 5 min erfolgte die Farbung der DNA mit
DAPI. Nach Waschen in PBST fur 5 min wurden die Préparate getrocknet,
anschlief3end in Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories) eingebettet und
mit Nagellack verschlossen. Die Auswertung der Immunmarkierungen erfolgte mit
einem Konfokamikroskop (LSM 510; Zeiss).

24.2 Immunmarkierung von Embryonen

Fur die Immunmarkierung von Drosophila-Embryonen wurde die Methode nach
Rothwell und Sullivan (2000) angewendet. Die gesammelten Embryonen wurden nach
der Dechorionisierung in 10 ml Waschpuffer (0,7% NaCl, 0,05% Triton X-100) bei
100°C fixiert. Anschlief3end wurden die Embryonen auf Eis gestellt und durch Zugabe
von kaltem Waschpuffer abgekiihlt. Die Embryonen wurden anschlief3end nach Zugabe
von je 1 ml Heptan und Methanol durch kréftiges Schitteln devitellinisiert. Nach drei
weiteren Methanolwaschschritten wurden die Embryonen dber Nacht bei 4°C
aufbewahrt und am néchsten Tag rehydriert. Dazu wurde zunéachst das Methanol durch
3 Waschschritte in PBTA (PBS, 1% BSA, 0.05% Triton X-100, 0.02% Natriumazid)
entfernt. Anschlief3end wurden die Embryonen durch Inkubation mit PBTA fur
mindestens 15 min rehydriert. Der primare Antikorper wurde Uber Nacht bei 4 °C in
PBTA mit den Embryonen auf einem Drehrad inkubiert. Nach 3 Waschschritten in
PBTA wurde der sekundédre Antikorper verdinnt in PBTA zugegeben und mit den
Embryonen fur 2 h bel RT inkubiert. Nach weiteren 3 Waschschritten in PBTA erfolgte
eine DNA-Farbung mit DAPI (0.5 pg/ml) in Mounting-Medium (PBS / 50%Glycerol).
Die Immunmarkierungen wurden am konfokalen Mikroskop (LSM 510; Zeiss)

ausgewertet.
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Tabelle 2.2: Verwendete Antikorper fir biochemische und immunzytol ogische Analysen.

Antikérper Hersteller Produktnr. Lot-Nummer \V/\leécsj’ga ?zgﬂﬂ V;;:glr; r;tijgg
polyclonal H3K4me1 abcam ab8895 726668 1:1000 1:100
polyclonal H3K4me2 abcam ab11946 239177 1:1000 1:100

monoclonal H3K4me3 abcam ab1012 785696 1:1000 1:100
polyclonal H3K9me1 abcam ab9045 800300 1:1000 1:100
monoclonal H3K9me2 abcam ab1220 GR8729 1:1000 1:100
polyclonal H3K9me3 abcam ab8898 484100 1:1000 1:100
polyclonal H3K9ac abcam ab10812 H884022 1:1000 1:100
polyclonal H3K27me1 Millipore 07-448 DAM1661077 1:1000 1:100
polyclonal H3K27me2 abcam ab24684 808607 1:1000 1:100
polyclonal H3K27me3 abcam ab6002 GR13255 1:1000 1:100
polyclonal LID Baisch, 2010 - - - 1:75
polyclonal RPD3 abcam ab1767 892974 1:1000 1:100

monoclonal a-Tubulin Sigma T6074 Clone B-5-1-2 1:5000 -
GAR 488 Invitrogen A11008 792513 - 1:100
GAM 488 Invitrogen A11001 861163 - 1:100

GAR HRP Invitrogen G21234 714260 1:1000 -

GAM HRP Invitrogen G21040 454184 1:1000 -




3 Ergebnisse

3.1 Molekulare Analyse der Methyltransferase SU(VAR)3-9

u(var)3-9 ist einer der stérksten dominanten Suppressoren im PEV Modellsystem
In(L)W™". Der Verlust einer Kopie von Su(var)3-9 fuihrt zur vollstandigen Aktivierung
des white-Gens (Tschiersch et a., 1994). Eine zusétzliche Kopie von Su(var)3-9
verursacht hingegen ein verstarktes Gensilencing und fuhrt zur kompletten
Inaktivierung des white-Gens (Triplo-Enhancereffekt). Dem zufolge stellt SU(VAR)3-9
eine zentrale Komponente bel der Etablierung heterochromatischer Chromatinstrukturen

dar.

311 SU(VAR)3-9ist eine Methyltransferase fur Hisson H3Lysin 9

Biochemische Analysen zeigen, dass Lysine der Histone in mono-, di- oder
trimethylierter Form vorliegen konnen (DeLange et a., 1973). In polyténen
Speicheldrisenchromosomen von Drosophila melanogaster ist die H3K9-
Monomethylierung im Chromozentrum und an vielen euchromatischen Banden zu
finden (Ebert et a., 2004). Histon H3K9-Dimethylierung ist vorwiegend im
Chromozentrum lokalisiert und mit einigen Banden und Telomeren assoziiert. Im 4.
Chromosom ist ebenfalls H3K9me2 zu finden. Histon H3K9-Trimethylierung zeigt eine
sehr spezifische Assoziation im inneren Bereich des Chromozentrums (Ebert et a.,
2004). In Speicheldrisenchromosomen von Su(var)3-9-Nullmutanten sind H3K9me2
und H3K9me3, aulRer im 4. Chromosom, in Telomeren und einigen euchromatischen
Banden, sehr stark reduziert, aber H3K9mel ist unveréndert (Ebert et al., 2004).
SUV39HL1 redlisiert Uber die SET-Doméane eine Aktivitét as Methyltransferase, die
spezifisch fur Lysin 9 von Histon H3 ist (Rea et a., 2000). SU(VAR)3-9 ist das
Drosophila Orthologe des humanen SUV39H1 und enthdlt neben einer Chromo-
Domane, wie auch SUV39H1, eine SET-Doméne.

Um die Abhangigkeit der H3K9-Di- und Trimethylierung von SU(VAR)3-9 in vitro zu
zeigen, wurde ein rekombinantes GST-Fusionsprotein von SU(VAR)3-9 hergestellt, mit
3H-markiertem AdoMet und N-terminalem Histon H3-Peptid (AS 1-20) inkubiert und
die in das Peptid eingebaute Radioaktivitdt als das Mal3 fur die Methyltransferase-
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aktivitdt im Szintillationszahler bestimmt. Als Substrate dienten unmodifizierte bzw. an
Lysin 9 pramethylierte H3-Peptide (AS 1-20).

Bel Verwendung des K9-trimethylierten H3-Peptids konnte keine KM Tase-Aktivitéat im
Vergleich zur Kontrolle ohne H3-Peptid festgestellt werden. Dies zeigt die hohe
Spezifitdt von SU(VAR)3-9 nur das Lysin 9 des H3-Peptids zu methylieren, da keine
weitere Methylgruppe auf ein trimethyliertes Lysin Ubertragen werden kann (Abb. 3.1).
Die anderen Lysine des H3-Peptides (K4, K14 und K18) werden nicht durch
SU(VAR)3-9 methyliert. Eine Automethylierung kann ebenfalls ausgeschlossen
werden. Bel Einsatz eines dimethylierten H3-Peptids konnte eine Methyltransferase-
aktivitat detektiert werden. Dies bedeutet, dass SU(VAR)3-9 eine Methylgruppe auf das
dimethylierte Lysin 9 Ubertragen und eine Trimethylierung vermitteln kann (Abb.3.1).
Die Methyltransferaseaktivitét ist jedoch geringer as bel der Verwendung von
unmodifiziertem und monomethyliertem H3-Peptid als Substrat. Diese in vitro Daten
zeigen die Korrelation zu den in  vivo Analysen von polytdnen
Speicheldrisenchromosomen in Su(var)3-9-Nullmutanten. Die Trimethylierung an
Lysin 9 ist dort nahezu vollstandig verloren wobei anstelle der Trimethylierung nur im
Kern des Chromozentrums eine Dimethylierung detektierbar ist (Ebert et al., 2004,
Ebert, 2005). Die hochste Methyltransferaseaktivitdt konnte bel Einsatz des
monomethylierten Peptids festgestellt werden. Dieses Peptid kann durch SU(VAR)3-9
zu di- oder trimethyliertem Peptid umgesetzt werden (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: Methyltransferaseassays mit rekombinantem SU(VAR)3 -9. Die Reaktionen
erfolgten nach Czermin et a. 2001. Jeweils 1ug unmodifiziertes bzw. mono-, di- oder tri-
methyliertes H3-Peptid (AS 1-20) wurde mit 1ug SU(VAR)3-9 und 0,5uCi SAM inkubiert. Die
auf das H3-Peptid Ubertragene Radioaktivitét wurde mittels eines Szintill ationszéhler bestimmt.
Als Kontrolle wurde der Reaktionsansatz ohne H3-Peptid verwendet.

KMTase-Aktivitat (cpm)
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Diese in vitro Daten stimmen ebenfals mit den in vivo Analysen in Su(var)3-9-
Nullmutanten Uberein. In diesen Mutanten ist neben dem fast vollsténdigen Verlust von
H3K9me3 auch H3K9me2 sehr stark verringert (Ebert et al., 2004). Bel Verwendung
des unmodifizierten H3-Peptids konnte ebenfalls eine Methyltransferaseaktivitét gezeigt
werden. Dies bedeutet, dass SU(VAR)3-9 in vitro eine Methylgruppe auf ein noch nicht
methyliertes H3-Peptid Ubertragen und eine Monomethylierung vermitteln kann (Abb.
3.1). Aulerdem konnen dann weitere Methylgruppen auf das H3-Peptid Ubertragen
werden. SU(VAR)3-9 ist somit in vitro in der Lage, Mono-, Di- und Trimethylierung zu
vermitteln. Diese Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Stefan Kubicek
(Arbeitsgruppe T. Jenuwein, IMP) bestétigt. Unmodifiziertes H3-Peptid wurde dabel
mit rekombinantem SU(VAR)3-9 inkubiert und anschlief3end massenspektrometrisch
untersucht. Dabel zeigte sich, dass mono-, di- und trimethylierte H3-Peptide durch
SU(VAR)3-9 entstehen kénnen (Abb. 3.2). Die Ubertragung der Methylgruppen durch
SU(VAR)3-9 erfolgen dabei auf eine nicht-prozessive Weise (Eskeland et a., 2004).
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Abbildung 3.22 Massenspektrometrisch  Analyse der  H3K9-Methylierungsstufen.
Unmodifiziertes H3-Peptid wurde mit rekombinantem SU(VAR)3-9 inkubiert und in
Kollaboration mit Stefan Kubicek vom IMP in Wien massenspektrometrisch untersucht.
SU(VAR)3-9 ist in der Lage, H3K9-Mono-, Di- und Trimethylierung zu vermitteln. Die relative
Hohe einer einzelnen H3K9-Methylierungsstufe ist in Abhéngigkeit zu der Summe aller H3K9-
Modifkationen in den Histon H3-Peptiden dargestellt.
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312 SU(VAR)3-9 ist fur die Ausbreitung der H3K9-Dimethylierung

ver antwortlich

Methylierung von H3K9 stellt eine Markierung repressiven Chromatins dar (Fischle et
al., 2003; Rougeulle et a., 2004). Unter Verwendung spezifischer Antikorper, die die
Maoglichkeit bieten, zwischen mono-, di- und trimethyliertem Zustand von H3K9 zu
unterscheiden, konnte sowohl in Interphasechromatin als auch in mitotischen
Chromosomen von Mauszellen eine spezifische Vertellung dieser Markierungen
beobachtet werden (Peters et a., 2003). In Neurospora crassa konnte gezeigt werden,
dass ausschliefdlich H3KO9-Trimethylierung, vermittelt durch das SU(VAR)3-9-
homologe Protein DIM-5, eine Vorraussetzung fir DNA-Methylierung darstellt
(Tamaru et al., 2003). Die in vivo-Verteilung der drei verschiedenen H3K9-
Methylierungsstadien in polyténen Speicheldriisenchromosomen von Drosophila
melanogaster wurde in Ebert et al., 2006 ausfuhrlich beschrieben.

Um die Ausbreitung der H3K9-Methylierung (Spreading) molekularbiologisch zu
anaysieren, wurde mittels Chromatin-Immunopréazipitation die den proximalen
Bruchpunkt flankierende, ca. 200 kb grof3e white-roughest-Region im Rearrangement
In(L)W™" in adulten Fliegenkdpfen untersucht. Die Inversion In(L)w™ (Muller, 1930)
ist ein PEV-Rearrangement, welches sich besonders gut zur Identifizierung von
Faktoren eignet, die am Heterochromatinaufbau beteiligt sind. Das white-Gen ist hier
durch eine Inversion in die Nahe perizentrischen Heterochromatins gelangt (Abb. 3.3A;
Schultz, 1936). Durch fakultative Heterochromatisierung wird es in einem Anteil der
Augenzellen inaktiviert, was an einer mosaikartig, gefleckten Rotfarbung der Augen
adulter Tiere sichtbar ist (Abb. 3.3B). Durch umfangreiche Experimente zur
Identifizierung von Genen, die eine Inaktivierung des white-Gens beeinflussen, konnten
eine Vielzahl von Mutanten isoliert werden, die etwa 150 Gene reprasentieren (Reuter
und Wolff, 1981; Sinclair et al., 1989). Su(var)3-9 ist einer der starksten dominanten
Suppressoren fir PEV (Abb. 3.3B). Um die ChIP-Anadysen im In(l)w™"-
Rearrangement zu vervollstandigen, wurden zwei Kontrollsequenzen verwendet. Das S-
tubulin 56D dient as euchromatische Kontrollsequenz und liegt au3erhalb der white-
roughest-Region auf dem 2. Chromosom.
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Abbildung 3.3: SU(VAR)3-9 kontrolliert die Ausbreitung der H3K9-Dimethylierung. (A)
Schematische Darstellung des Rearrangements In(1)w™". Das white-Gen ist durch eine
Inversion in die Nahe des X-Heterochromatins verlagert. (B) Eine teilweise Inaktivierung des
white-Gens ist durch einen variegierten Augenphdnotyp (rote und weil3e Facetten)
gekennzeichnet. Durch eine dominante Su(var)3-9 Mutation wird die Inaktivierung des white-
Gens durch Heterochromatisierung unterdriickt. (C) Ausbreitung der H3K9-Dimethylierung
iber den proximalen Bruchpunkt des In(1)w™"-Rearrangements entlang der flankierenden,
euchromatischen, ca. 200 kb groRen white-roughest-Region. Ein H3K 9me2-Gradient ist im w™"
(weify) zu finden, der in Su(var)3-9-Mutanten nicht mehr vorhanden ist (grau). In
Wildtypfliegen, die nicht die Inversion In(l)w™" tragen, ist kein H3K9me2-Gradient zu
finden (dunkelgrau).

Als heterochromatische Kontrollsequenz wurden die 359 bp satellite repeats verwendet,
welches sich im proximalen Heterochromatin des X-Chromosoms befindet (Hsieh und
Brutlac, 1979; Hilliker und Appels, 1982).

Aus adulten Kopfen von Drosophila melanogaster wurde das Gesamtchromatin isoliert
und mit einem hochspezifischen Antikorper, der H3K9-Dimethylierung erkennt,
versetzt. Die prézipitierte DNA wurde mit quantitativer Real-Time-PCR analysiert. Das
Ausmall der Amplifikation korreliert mit der Menge an H3K9me2. In der
euchromatischen Kontrollsequenz g-tubulin 56D wird im Wildtyp kein H3K9me2
gefunden. Die white-roughest-Region im Wildtyp weist einen H3K9me2-Gradienten
auf, wobel die Menge an H3K9me2 zunimmt, je néher die Sequenz zum proximalen
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Bruchpunkt liegt (Abb. 3.3C). Diese ChIP-Untersuchungen erfolgten auch in
Wildtypfliegen, die nicht die Inversion In(1)w™" tragen. In den euchromatischen
Sequenzen konnte kein H3K9me2 detektiert werden. Die heterochromatische
Kontrollsequenz zeigte jedoch eine deutliche Menge an H3K9me2 (Abb. 3.3 C). Um die
Abhangigkeit von H3K9me2 von SU(VAR)3-9 weiter zu verdeutlichen, wurden die
ChIP-Anaysen in einer Su(var)3-9-Uberexpressionslinie durchgefiihrt. Eine zusitzliche
Kopie von Su(var)3-9 fuhrt zu einem Triplo-Enhancereffekt auf PEV (Tschiersch et al.,
1994). Das bedeutet, dass das Markergen in dem jeweiligen PEV-Rearrangement
aufgrund der Uberexpression von SU(VAR)3-9 reprimiert wird. In dem PEV-
Rearrangement In(1)w™" ist in Kombination mit einer zusétzlichen Su(var)3-9-Kopie
eine komplette Inaktivierung des white-Gens zu verzeichnen. Zwei zusdtzliche
Su(var)3-9-Kopien verstérken diesen Effekt weiter (Abb. 3.4). Die ChiP-
Untersuchungen in der white-roughest-Region im Hintergrund von zwel zusétzlichen
Su(var)3-9-Kopien zeigen eine signifikante Erhthung von H3K9me2. Die Inaktivierung
des white-Gens korreliert mit der vorhandenen H3K9me2. Auf3erdem ist ene
Ausbreitung von H3K9me2 Uber das roughest-Gen hinweg detektierbar. Diese
Anaysen stellen eine molekulare Bestdtigung des Soreading-Modells dar und zeigen,
dass SU(VAR)3-9 fur die Ausbreitung der H3K9-Dimethylierung in Drosophila
melanogaster verantwortlich ist.

a-H3K9me2

2 Extrakopien Su(var)3-9

12 s
. man. PI(ry+)Su(var)3-9 11,5kb]
In(1)wm4h:+/+ 88« S In(1)wméh;
114 Lin() Kk &in(1) P[(ry+)Su(var)3-9 11,5kb]
10+
x84
5
297
4 A
N D [ S—
O—Ali—/ L1 L _'A'
B-tubulin rst CG3588 CG14416 CG12498 w E;;romea\ekrt sat
EU ruchpun HET

Abbildung 3.4: Ausbreitung der heterochromatischen H3K9-Dimethylierung tber den
proximalen Bruchpunkt des In(1)w™"-Rearrangements entlang der white-roughest-
Region. Zwei zusétzlichen Su(var)3-9-Kopien verstarken die Inaktivierung des white-
Gens und fuhren zu einem Enhancereffekt (weil3er Augenphanotyp). Der H3K9me2-
Gradient ist in der Su(var)3-9-Uberexpressiondinie wesentlich erhéht (grau) im
Vergleich zum w™" (weif?).
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3.1.3 pitkin® ist ein hypermorphes Su(var)3-9 Allel

SU(VAR)3-9 ist die wesentliche H3K9-Methyltransferase in Drosophila und spielt eine
entscheidende Rolle bei der Etablierung heterochromatischen Gensilencings. Mit Hilfe
von EMS- bzw. Réntgenstrahlen-Mutagenese konnten 33 Su(var)3-9-Allele identifiziert
werden (Reuter et al., 1986; Wustmann, 1988; Tschiersch, 1993; Krauss, 1995; Schotta,
2002; Ebert et al., 2004). Fast alle Mutantenallele, die Aminosdureaustausche darstellen,
betreffen die SET-, bzw. pre-SET und post-SET-Doméne von SU(VAR)3-9 (Schotta,
2002; Ebert et al., 2004).

Pitkin® ist ein auRergewdhnlich starker dominanter Enhancer fir PEV und fiihrt zu
dominanter weiblicher Sterilitdt (Kuhfittig et al., 2001). Das Chromatin in pitkin® ist
kompakter als im Wildtyp und eine ektopische Verteilung von SU(VAR)3-9 an vielen
euchromatische Banden in polytanen Speicheldriisenchromosomen ist erkennbar
(Kuhfittig et a. 2001). Die H3K9-Di- und Trimethylierung in polytanen
Speicheldriisenchromosomen dieser Mutante ist stark erhoht und ektopisch verteilt. Die
H3K9-Monomethylierung ist unbeeinflusst (Ebert et al., 2004).

Pitkin® konnte im Verlauf der Mutantenanalysen ebenfalls as Su(var)3-9-Alle
[Su(var)3-9""] identifiziert werden (Ebert et al., 2004). Diese Mutante resultiert aus
einer  Punktmutation innerhab der SET-Doméne, welche zu einem
Aminosaureaustausch (R529S) fuhrt (Abb. 3.5A). Transgene Fliegen, welche
SU(VAR)3-9""-EGFP exprimieren, zeigen einen sehr starken Enhancereffekt auf die
Inversion In(1)w™" und eine Verteilung des Fusionsproteins im Chromozentrum und in
zahlreichen euchromatischen Banden, welche eine groflRe Uberlappung mit der H3K9-
Dimethylierung im Chromozentrum und in euchromatischen Banden aufweist (Ebert et
al., 2004). Die H3K9-Trimethylierung in diesen transgenen Linien ist ebenfalls stark
erhoht (Ebert et al. 2004). Um zu bestétigen, dass diese Punktmutation in Su(var)3-9
tatsachlich pitkin® représentiert, wurde ein rekombinantes GST-Fusionsprotein
hergestellt, welches den Aminosaureaustausch von Arginin 529 nach Serin enthélt. Die
KMTase-Aktivitst von SU(VAR)3-9"" wurde mit 22 anderen SU(VAR)3-9-
Mutantenproteinen und dem Wildtypprotein [SU(VAR)3-9"] verglichen (Abb. 3.5B).
Fast alle Proteine der amorphen Su(var)3-9-Allele zeigen in vitro keine KMTase-
Aktivitdt auBer SU(VAR)3-9%® und SU(VAR)3-9'° die nur noch eine schwache
Aktivitét in vitro aufweisen (Ebert et al., 2006).
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Abbildung 3.5: Mutantenanalyse von Su(var)3-9. (A) Multiple Sequence Alignment der SET-
Domaéne von SU(VAR)3-9 mit seinen Homologen SUV39H1 (Sauger), DIM5 (Neurospora
crassa) und Clrdp (Schizosaccharomyces pombe). Stark konservierte Aminosauren sind
dunkelgrau unterlegt. Die durch Mutationen entstandenen Aminosdureaustausche in
SU(VAR)3-9 sind in der oberen Reihe eingezeichnet. Die mit "t" gekennzeichneten Austausche
zeigen Mutationen im P{Su(var)3-9-EGFP}-Transgen. Mutanten im endogenen Locus sind nur
mit Zahlen bezeichnet. (B) In vitro KM Tase-Aktivitét der SU(VAR)3-9-Mutantenproteine. Die
zugehorige Aktivitét in vivo ist mit "-" fur inaktiv bzw. "+" fir aktiv gekennzeichnet (Ebert et
a., 2006). Rekombinante SU(VAR)3-9 Proteine wurden mit Histon H3-Peptid und radioaktiv
markiertem SAM inkubiert. Die auf das H3-Peptid Ubertragene Radioaktivitét wurde mittels
eines Szintillationszahlers bestimmit.
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Fir die Proteine der hypermorphen Allele Su(var)3-9*, Su(var)3-9%% und Su(var)3-9%
ist ebenfalls in vitro eine KM Tase-Aktivitat nachweisbar, die aber geringer ist as das
Wildtypniveau. Die Proteine der Allele Su(var)3-9° und Su(var)3-9* weisen auch eine
geringere KMTase-Aktivitdt in vitro auf (Ebert et al., 2006). Das Protein von
Su(var)3-9, welches als einziges Allel nicht die SET-Doméne betrifft, zeigt ebenfalls
geringe Aktivitét (Ebert et al., 2006). Die KMTase-Aktivitdt von SU(VAR)3-9”"
Ubertrifft die Aktivitét aller anderen Mutantenproteine und die des Wildtypproteins
(Abb. 3.5B). Um einen noch genaueren Einblick in das Ausmal? der Hypermethylierung
durch SU(VAR)3-9"" zu erlangen, wurde die KMTase-Aktivitdt in vitro von
SU(VAR)3-9" und SU(VAR)3-9°" in Abhangigkeit von der Reaktionszeit untersucht
(Abb. 3.6). In der Anfangsphase der Reaktion zeigte sich, dass SU(VAR)3-9°" nahezu
doppelt so viel H3-Peptid methyliert wie SU(VAR)3-9". Nach 40 min wird bei
SU(VAR)3-9"" ein Plateau erreicht, welches beim Wildtypprotein erst nach 90 min bis
120 min eintritt (Abb. 3.6).

Um die Auswirkungen der Hyperaktivitdt der Su(var)3-9"" Mutante in vivo
molekularbiologisch zu analysieren, wurde mittels Chromatin-Immunoprézipitation die
Ausbreitung der H3K9-Di- und Trimethylierung in der white-roughest-Region im
Rearrangement In(L)w™" untersucht (Abb. 3.7). Dabei zeigte sich, dass das Spreading
von H3K9me2 in Su(var)3-9°"/+ heterozygoten Tieren stark reduziert ist (Abb. 3.7).
Die Menge an H3K9me2 in den 359 bp satellite repeats ist jedoch unverandert im
Vergleich zum Wildtyp (In(1)w™";+/+).
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Abbildung 3.6: KMTase-Aktivitdt in vitro von SU(VAR)3-9" und SU(VAR)3-9"" in
Abhéngigkeit von der Reaktionszeit. Die KM Tase-Aktivitat von SU(VAR)3-9""ist wesentlich
erhoht. Die auf das H3-Peptid Ubertragene Radioaktivitdt wurde nach verschiedenen
Zeitpunkten mittels eines Szintillationszahlers bestimmt.
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H3K9-Trimethylierung ist im Wildtyp in den untersuchten euchromatischen Sequenzen
und in den heterochromatischen 359 bp satellite repeats nicht detektierbar. Dies
bestétigt, dass die Dimethylierung die wesentliche heterochromatische Modifizierung an
H3K9 in Drosophila melanogaster ist.

In den heterozygoten Su(var)3-9°"-Mutanten ist eine signifikante Menge an H3K9me3
detektierbar. Anstelle des H3K9me2-Gradienten ist ein H3K9me3-Gradient vorhanden,
der zur vollstandigen Inaktivierung des white-Gens fuhrt. Die Trimethylierung von
H3K9 stellt somit ebenfalls eine reprimierende, heterochromatische Modifizierung in
Drosophila melanogaster dar. Offenbar fuhrt die H3K9me3 zu einer starkeren
Verpackung des Chromatins as H3K9me2, denn das white-Gen ist vollstandig
inaktiviert und das roughest-Gen partiell reprimiert, obwohl nur sehr geringe Mengen
von H3K9me3 in der untersuchten roughest-Sequenz detektierbar sind.
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Abbildung 3.7: Ausbreitung der heterochromatischen H3K9-Methylierung Uber den
proximalen Bruchpunkt des In(1)w™"-Rearrangements entlang der white-roughest-Region. (A)
In der hypermorphen Su(var)3-9°"-Mutante ist die Inaktivierung des white-Gens verstérkt. Dies
fihrt zu einem Enhancereffekt. Der H3K9me2-Gradient ist in In(1)w™"; Su(var)3-9”"/+
wesentlich reduziert (grau) im Vergleich zum Wildtyp (weif3). (B) H3K9-Trimethylierung ist im
Wildtyp entlang der white-roughest-Region nicht vorhanden (weif3). Ein H3K9me3-Gradient ist
in Su(var)3-9”"-Mutanten zu finden (grau).
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Um die verstérkte Konvertierung von H3K9me2 zu H3K9me3 durch SU(VAR)3-9"" in
vitro zu untersuchen, wurde die KMTase-Aktivitdt von SU(VAR)3-9" und
SU(VAR)3-9"" in Abhangigkeit von der Reaktionszeit an pré-dimethylierten H3-
Peptiden untersucht (Abb. 3.8). Dabei zeigte sich, dass SU(VAR)3-9"" wesentlich mehr
H3K9me3 vermitteln kann a's das Wildtypprotein.

Diese Daten charakterisieren SU(VAR)3-9"" als hyperaktive H3K 9-Methyltransferase
und zeigen, dass der stark hypermorphe Charakter der Mutante Su(var)3-9"" durch die
Steigerung der enzymatischen Aktivitéat der SET-Domane hervorgerufen wird.

Um die Bedeutung der enzymatischen Aktivitdt der SET-Doméane und deren Einfluss
auf die Inaktivierung des white-Gens weiter zu verdeutlichen, wurden die Su(var)3-9-
Allele 06, 07, 13 und 22 im endogenen Su(var)3-9""-Hintergund und im transgenen
Su(var)3-9""-EGFP-Hintergund untersucht. Su(var)3-9% ist aus einer Rontgenstrahl-
M utagenese hervorgegangen, beinhaltet eine ca. 6 kb grof3e Insertion und reprasentiert
ein Nullallel von Su(var)3-9 (Reuter et al., 1986; Tschiersch et al., 1994; Schotta, 2002).
Die Augen transheterozygoter Su(var)3-9%/Su(var)3-9”"-Mannchen weisen einen sehr
schwachen white-mottled-Phénotyp auf, wohingegen Weibchen weile Augen mit

wenigen rauen Facetten zeigen (Abb. 3.9A).
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Abbildung 3.8: Konvertierung von H3K9me2 zu H3K9me3 in vitro von SU(VAR)3-9" und
SU(VAR)3-9"" in Abhangigkeit von der Reaktionszeit. SU(VAR)3-9"" setzt wesentlich mehr
H3K9me2 zu H3K9me3 um as SU(VAR)3-9". Die auf das H3-Peptid Ubertragene

Radioaktivitdt wurde nach verschiedenen Zeitpunkten mittels eines Szintillationszahlers
bestimmt.
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Ein ahnliches Bild zeigt sich bei transheterozygoten Su(var)3-9°/Su(var)3-9™" Tieren.
SQu(var)3-9%” enthalt eine Punktmutation, die ebenfalls durch Réntgenstrahlen-
Mutagenese entstanden ist, welche zu einem Aminosdureaustausch des hoch
konservierten Cysteins 427 nach Tyrosin innerhalb der SET-Doméne fuhrt (Abb.3.5).
Dieser Austausch ist auch in Su(var)3-9% zu finden, das durch EMS-Mutagenese
entstanden ist und resultiert in einem funktionsunfahigen SU(VAR)3-9-Protein (Reuter
et a., 1986; Ebert et a., 2004). Su(var)3-9™ ist aus einer EMS-Mutagenese
hervorgegangen, fuhrt zu einem Aminosaureaustausch von Prolin 571 nach Serin in der
SET-Domane und stellt ein hypomorphes Allel dar (Reuter et al., 1986; Ebert et al.,
2004). Ein weiteres aus einer EMS-Mutagenese entstandenes hypomorphes Allel ist
Su(var)3-9%, das zu einem Aminosiureaustausch von Leucin 634 nach Phenylalanin
fihrt (Ebert et al., 2004). Betrachtet man transheterozygote Su(var)3-9"%/Su(var)3-9°"
und Su(var)3-9°%/Su(var)3-9"" Tiere, findet man nur weiRe Augen bei Mannchen und
Weibchen mit einigen rauen Facetten, wobei bel Su(var)3-9"%/Su(var)3-9"" Tieren mehr
raue Facetten erkennbar sind (Abb. 3.9A). In den Hintergrund des Su(var)3-9""-EGFP-
Transgens P{c3-9""-EGFP}, welches auf dem 2. Chromosom inseriert ist, wurde
zusdtzlich das Su(var)3-9'’-Allel gebracht, um ale Su(var)3-9-Wildtypkopien zu
entfernen. Su(var)3-9* ist aus einer Rontgenstrahl-Mutagenese hervorgegangen,
beinhaltet eine 8 bp grol3e Deletion, die zu einem Frameshift an Position Threonin 93
fuhrt und reprasentiert ein Nullallel von Su(var)3-9 (Tschiersch et a., 1994). In diesem
Hintergrund zeigte sich in den Allelen Su(var)3-9% und Su(var)3-9°" bei Mannchen und
Weibchen ein schwacher white-mottled-Phanotyp (Abb. 3.9B). Das Transgen
P{c3-9""-EGFP} wird offenbar etwas schwacher exprimiert, als das endogene
Su(var)3-9™".

In den Allelen Su(var)3-9* und Su(var)3-9? findet man bei Mannchen und Weibchen
nur weil3e Augen, jedoch ohne raue Facetten (Abb. 3.9B). Diese Daten zeigen den stark
hypermorphen Charakter von Su(var)3-9°" und bestétigen den hypomorphen Charakter
der Su(var)3-9-Allele 13 und 22, die noch in der Lage sind, im Gegensatz zu
u(var)3-9% und Su(var)3-9” die Reprimierung der white-roughest-Region zu
verstarken. Die Mutante Su(var)3-9% verursacht dabei eine etwas starkere

Reprimierung al's Su(var)3-97%, was mit den in vitro Analysen korreliert.
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A In(1)wmh:+/+:Su(var)3-9Mut/Su(var) 3-9°tn
Su(var)3-9% Su(var)3-9°7 Su(var)3-97 Su(var)3-922

B In(1)wm4h;P{c3-9P"-EGFP}/+;Su(var)3-9"“YSu(var)3-9'7

Su(var)3-9% Su(var)3-997 Su(var)3-973 Su(var)3-922

cmmmn

Abbildung 3.9: Genetische Klassifizierung der Su(var)3-9-Allele 06, 07, 23 und 22 im
Su(var)3-9""-Hintergrund.  (A)  Su(var)3-9"“-Allele wurden mit endogenen
Qu(var)3-9""-Mutanten gekreuzt und der Effekt auf die Inversion In(1)w™" untersucht.
Die amorphen Allele Su(var)3-9% und Su(var)3-9” zeigen nur in Mannchen einen sehr
schwachen white-mottled-Phanotyp, wahrend die hypomorphen Allele Su(var)3-9% und
Su(var)3-9" die Reprimierung des white-Gens verstarken und kein white-mottled-
Phanotyp erkennbar ist. (B) Su(var)3-9" -Allele wurden mit dem Transgen
Su(var)3-9""-EGFP im Su(var)3-9*-Hintergrund gekreuzt und der Effekt auf die
Inversion In()w™" untersucht. Die amorphen Allele Su(var)3-9% und Su(var)3-9”
zeigen in Weibchen und Méannchen einen schwachen white-mottled-Phénotyp, wahrend
die hypomorphen Allele Su(var)3-9*° und Su(var)3-9% die Reprimierung des white-
Gens verstarken und kein white-mottled-Phénotyp erkennbar ist.
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3.1.4 Protein-Ligand-Wechselwirkung von SU(VAR)3-9 mit AdoMet und
AdoHcy

Die SET-Doméane von SU(VAR)3-9 dtellt die katalytisch aktive Doméane der
Histonmethyltransferase dar. Das Kosubstrat S-Adenosyl-L-methionin (AdoMet) und
der N-Terminus des Histons binden an unterschiedlichen Seiten der SET-Domaéne, die
durch einen engen hydrophoben Kanal verbunden sind (Xiao et a., 2003). In diesen
Kana wird die Seitenkette des Lysins eingebracht und die Methylgruppe von AdoMet,
die genau in diesen Kanal hineinragt auf die Aminogruppe Ubertragen (Kwon et al.,
2003). Als Koprodukt entstent, wie be jeder AdoMet-abhangigen
Methylierungsreaktion, aus AdoMet S-Adenosyl-L-homocystein (AdoHcy, Abb.3.10).
AdoHcy ist ein starker Inhibitor fir AdoMet-abhangige Methyltransferasen (Borchardt
and Wu, 1976; Usdin et a., 1982; Bacollaet al., 1999).

Um Wechselwirkungen des Kofaktors AdoMet und des Koprodukts AdoHcy mit
SU(VAR)3-9 zu untersuchen, wurden im Rahmen einer Zusammenarbeit mit Karsten
Seeger und Christoph Rauber vom Ingtitut fur Analytische Chemie in Lepzig
Séttigungs-Transfer-Differenz-NMR-Untersuchungen (STD-NMR) mit rekombinanten
SU(VAR)3-9-Proteinen durchgefuihrt. Die STD-NMR ist eine Liganden-basierte
Methode, bei der keine Markierung des Proteins nétig ist, weil die Signale des Liganden
detektiert werden (Salvatella und Giralt, 2003). Grundlage dieser Methode ist das
unterschiedliche Verhalten des Liganden im gebundenen und im freien Zustand. Im
Komplex mit dem Protein verhélt sich der Ligand wie das Protein und gibt die gleichen
Signale wie ein Makromolekl ab.

Abbildung 3.10: Schematische Darstellung der
Ko di-Methylierung des Histon H3 an Lysin 9 durch

SU(VAR)3-9. Der Methyldonor ist S Adenosyl-

AdoMet L-methionin (AdoMet). Als Koprodukt der
Reaktion entsteht S-Adenosyl-L-homocystein
(AdoHcy).

AdoHcy—)

® o
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Nach Dissoziation liegt der Ligand im freien Zustand vor und verhédlt sich wie ein
kleines Molekil, besitzt nun aber noch Informationen aus dem Protein-Ligand-
Komplex. Dieser Ligand kann dadurch detektiert werden.

Durch Subtraktion eines NMR-Spektrums ohne Proteinsdttigung sind nur die Signale
des bindenden Liganden detektierbar, wahrend nicht-bindende Molekile keine STD-
Signale zeigen. Dabel erhalten Ligandenprotonen, die nahe an der Proteinoberfléche
sind, enen starkeren Séttigungstransfer als Ligandenprotonen, die von der
Proteinoberflache entfernt sind (Klein et al., 1999). Dadurch ist es méglich Protonen
eines Molekils zu identifizieren, die einen engen Kontakt zur Proteinoberfléache
aufweisen und somit besonders essentiell fir die Bindung sind (epitope mapping).

Fur AdoMet und SU(VAR)3-9 konnte gezeigt werden, dass das Adeninproton Hg den
engsten Kontakt mit dem Protein besitzt (Abb. 3.11A, Seeger et a., 2005). Hs-, Hg, und
die Methylgruppe des AdoMet weisen ebenfalls einen engen Kontakt auf. Weiter
entfernt vom Protein sind Hy, Hs, Ho, Hy s und Hzys (Abb. 3.11A; Seeger et d.,
2005). Das Bindungsepitop von AdoMet mit SU(VAR)3-9 ist in Losung &hnlich dem
von AdoMet in der Kristallstruktur mit SET7/9 (Kwon et a., 2003). Somit ist auch die
Struktur der Bindungstasche von SU(VAR)3-9 dhnlich der von SET7/9 (Seeger et al.,
2005). Fur das Koprodukt AdoHcy konnte auch eine Interaktion mit SU(VAR)3-9
nachgewiesen werden. Die Bindungsepitope von AdoHcy und AdoMet unterscheiden
sich von einander. H,, Hs, Hy und Hg des AdoHcy zeigen einen engen Kontakt mit der
Proteinoberflache, wahrend die Protonen des Homocysteins weiter entfernt sind (Abb.
3.11B; Seeger, 2006). Um eine mogliche Ursache fur die Hyperaktivitdt von
SU(VAR)3-9"" zu erhaten, wurden die STD-NMR-Untersuchungen auch mit
rekombinantem SU(VAR)3-9"" durchgefiihrt und die Bindungsepitope von AdoMet
und AdoHcy mit denen zum Wildtyp verglichen.

A
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Abbildung 3.11: Bindungsepitope von (A) AdoMet und (B) AdoHcy mit SU(VAR)3-9
(Seeger et al., 2005; Seeger, 2006). Das Proton mit der hdchsten Séttigung entspricht 100 % und
ist der Proteinoberfl&che am néchsten.
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Sollte AdoHcy weniger stark an SU(VAR)3-9"" binden, wirde eine geringere
Inhibierung durch das Koprodukt erfolgen und eine erhdhte KM Tase-Aktivitét wére die
Folge. Das Bindungsepitop von AdoMet fir SU(VAR)3-9"" entspricht dem fir
SU(VAR)3-9" (Tab. 3.1). Die Bindungstasche ist demnach identisch der von
SU(VAR)3-9" (Seeger, 2006). Das Bindungsepitop von AdoHcy fur SU(VAR)3-9°"
scheint dhnlich dem fir SU(VAR)3-9". Unterschiede im Bindungsverhalten von
AdoHcy konnten firr SU(VAR)3-9°" nicht detektiert werden (Seeger, 2006).

Um den Einfluss von AdoHcy auf die KMTase-Aktivitdt von SU(VAR)3-9°" im
Vergleich zu SU(VAR)3-9" zu analysieren, wurden KM Tase-Assays mit verschiedenen
AdoHcy-Konzentrationen durchgefihrt (Abb3.12). Dabei zeigte sich, dass die KM Tase-
Aktivitét des Wildtyp- und des Mutantenproteins durch zusétzliches AdoHcy verringert
wird. Die KMTase-Aktivitdat von SU(VAR)3-9"" verringert sich dabei in gleichem
Mal3e, wie die des Wildtyps (Abb3.12). Demzufolge erfolgt eine Hemmung durch
AdoHcy nicht nur beim Wildtyp, sondern auch bei SU(VAR)3-9”".

Diese Daten zeigen, dass ene verringerte Inhibierung durch AdoHcy bei
SU(VAR)3-9"" als Ursache fir die Hyperaktivtét ausgeschlossen werden kann.

16000
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Abbildung 3.12: KMTase-Aktivitdt in vitro von SU(VAR)3-9" und SU(VAR)3-9"" in
Abhangigkeit von AdoHcy. SU(VAR)3-9" und SU(VAR)3-9"" werden durch AdoHcy in ihrer
Aktivitdt gehemmt. Die auf das H3-Peptid Ubertragene Radioaktivitdt wurde in Anwesenheit
von verschiedenen AdoHcy-K onzentrationen mittels eines Szintillationszahl ers bestimmt.
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In alen Methyltransferasen ist besonders das NHSC-Motiv hoch konserviert. Dieses
Signaturmotiv bildet eine knotendhnliche Struktur, die nur durch Wasserstoff-
briickenbindungen stabilisiert wird (Xiao et a., 2003). Die Mutante Su(var)3-9% betrifft
das Serin an Position 562 innerhalb des NHSC-Motivs (Abb. 3.5). SU(VAR)3-9*
besitzt keine KMTase-aktivitét in vivo und in vitro (Abb. 3.5). Um den Einfluss des
NHSC-Motivs auf die Wechselwirkung mit AdoMet und AdoHcy zu untersuchen,
wurden die STD-NMR-Analysen mit rekombinantem SU(VAR)3-9* durchgefiihrt und
die Bindungsepitope von AdoMet und AdoHcy mit denen zum Wildtyp verglichen.
Dabel zeigte sich, dass die meisten Protonen weiter vom Protein entfernt sind. Das H,
des Adeninteils ist der Proteinoberfldche jedoch deutlich ndher (Tab. 3.1). Der
Bindungsmodus von AdoMet in SU(VAR)3-9% unterscheidet sich somit deutlich vom
Wildtyp (Seeger, 2006). Das NHSC-Motiv ist neben dem GWG-Motiv (ASA89-AS491)
offenbar ebenfalls wichtig fur eine korrekte Bindung des AdoMets. Eine Ursache fir
den Verlust der KMTase-Aktivitat von SU(VAR)3-9% konnte somit die fehlerhafte
Bindung des AdoM ets darstellen.

Fir AdoHcy konnte ebenfalls eine Bindung in SU(VAR)3-9% festgestellt werden.
Grol2e Abweichungen zum Wildtyp zeigen Hss+, Ha und Hg- (Tab. 3.2). Die Lage
dieser Protonen zum Protein ist durch den Austausch des Serins 562 nach Phenylalanin
in SU(VAR)3-9% verandert. Die veranderte Bindung des AdoHcy geht einher mit einer
Veranderung der enzymatischen Aktivitat von SU(VAR)3-9%. Dieses Mutantenprotein
ist in der Lage, die glycosidische Bindung des AdoHcy zu spalten (Abb. 3.13; Seeger,
2006).
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S-(Ribofuranosyl)-homocysteine

Abbildung 3.13: Spaltung der glycosidischen Bindung von AdoHcy durch SU(VAR)3-9%. Die
Produkte der Reaktion sind Adenin und S(Ribofuranosyl)-Homocystein.
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Das Prolin 571 in SU(VAR)3-9 betrifft einen Bereich der SET-Domaéne, der keine
Konservierung in Methyltransferasen aufweist. In SU(VAR)3-9" ist das Prolin 571
durch ein Serin ausgetauscht. Die KM Tase-Aktivitdt des Mutantenproteins ist geringer
als die des Wildtypproteins.

Fir AdoMet und SU(VAR)3-9" konnte gezeigt werden, dass das Adeninproton Hg
ebenfalls den engsten Kontakt mit dem Mutantenprotein besitzt (Tab. 3.1). Hs+, Hg, und
die Methylgruppe des AdoMet weisen auch einen engen Kontakt zum Mutantenprotein
auf. Weiter entfernt vom Protein sind Hy, Hs, H,, Hy, und Hszs (Tab. 3.1). Das
Bindungsepitop von AdoMet mit SU(VAR)3-9*2 entspricht somit dem des Wildtyps.
Die Mutation in Su(var)3-9" hat offenbar keinen Einfluss auf die Struktur der
Bindungstasche von SU(VAR)3-9.

Die Wechselwirkung von AdoHcy mit SU(VAR)3-9* ist ebenfalls mit dem Wildtyp
vergleichbar. H,, Hs, und Hy des AdoHcy zeigen einen engen Kontakt mit der
Proteinoberflache, wahrend die Protonen des Homocysteins weiter entfernt sind
(Tab. 3.2). Diese Daten zeigen, dass eine veranderte Wechselwirkung von AdoMet und
AdoHcy mit SU(VAR)3-9% als Ursache fir die verringerte KMTase-Aktivitat

ausgeschlossen werden kann.

Tabelle 3.1: Bindungsepitope von AdoMet Tabelle 3.2: Bindungsepitope von AdoHcy
mit verschiedenen SU(VAR)3-9 Proteinen. mit verschiedenen SU(VAR)3-9 Proteinen.
Das Proton mit der hochsten Séttigung Das Proton mit der hochsten Séttigung
entspricht jeweils 100 % und ist der entspricht jeweils 100 % und ist der
Protei noberflache am néchsten. Proteinoberflache am néchsten.
Proton wit ptn 13 32 Proton wit ptn 13 32
Heg 100 100 100 100 Hg 63 47 57 49
H, 55 48 58 90 H, 90 86 100 100
H, 43 35 45 39 H, 32 36 51 24
Ha/H,, 38 26 45 13 Hy 51 39 57 26
Hs. 60 53 59 34 H, 70 100 60 20
Hs 41 40 43 11 o 23 41 25 30
H, 46 32 57 -2 Hg 54 18 43 2
H, 51 32 57 3 Hg 100 73 72 19
H, 49 39 42 -12 H, 31 46 37 4
SCH,(-) 65 55 69 14 Hg 42 73 37 12
Hy 66 59 70 10 Hp: 54 80 58 12
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3.1.5 Die KMTase-Aktivitat von SU(VAR)3-9 kann durch Homocystein-

Hydrolasen beeinflusst werden

Bel jeder AdoMet-abhéangigen Methylierungsreaktion entsteht aus AdoMet das
Koprodukt S Adenosyl-L-homocystein. AdoHcy ist ein starker Inhibitor fir AdoMet-
abhangige Methyltransferasen (Borchardt and Wu, 1976; Usdin et al., 1982; Bacolla et
al., 1999).

Der Einfluss von AdoHcy auf die KMTase-Aktivitat von SU(VAR)3-9, wurde mittels
KMTase-Assays mit verschiedenen AdoHcy-Konzentrationen untersucht. Die Aktivitét
des Wildtyp-SU(VAR)3-9 und des hyperaktiven Mutantenproteins SU(VAR)3-9”"
wurden durch zusétzliches AdoHcy verringert. Die KMTase-Aktivitdt von
SU(VAR)3-9"" verringert sich dabel in gleichem MaRe, wie die des Wildtyps
(Abb3.12).

Die Methylierung des Histon H3 ist durch die Hemmung der KM Tase-Aktivitét durch
AdoHcy limitiert. Der Abbau des Koprodukts AdoHcy wirde es ermdglichen, diese
Beschrankung teillweise aufzuheben. S-Adenosyl-L-homocystein-Hydrolasen (AHCY)
sind in der Lage, durch hydrolytische Spaltung AdoHcy zu Adenosin und Homocystein
abzubauen (Cantoni und Scarano, 1954). Um den Einfluss einer AHCY auf die
KMTase-Aktivitaét von SU(VAR)3-9 in Abhangigkeit von der Reaktionszeit zu
untersuchen, wurden KM Tase-Assays mit AHCY und ohne AHCY durchgefihrt. (Abb.
3.14). In Anwesenheit der AHCY konnte eine wesentlich erhthte KM Tase-Aktivitét
von SU(VAR)3-9 festgestellt werden.
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Abbildung 3.14: KMTase-Aktivitdt von SU(VAR)3-9 mit und ohne AHCY. Die KMTase-
Aktivitdt von SU(VAR)3-9 in Anwesenheit der AHCY ist wesentlich erhoht. Die auf das H3-
Peptid Ubertragene Radioaktivitdt wurde mittels eines Szintillationszahlers bestimmt.
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Das Gen Ahcy89E in Drosophila, das fur eine putative AHCY kodiert, ist in der Region
89E5 auf dem 3. Chromosom lokalisiert. Das Gen Ahcyl13 kodiert fur eine funktionale
AHCY (Caggese et a., 1997). AHCY89E gehort zu einer Gruppe von Proteinen,
welche in der AHCY -ghnlichen Doméane Unterschiede in konservierten Aminosauren
aufweisen (Abb. 3.15A; Caggese et al., 1997). Daher werden sie als Familie der AHCY -
ahnlichen Proteine zusammengefasst (AHCYL; Dekker et a., 2002; Bujnicki et al.,
2003; Cooper et a., 2006). Das menschliche AHCYL1, das ebenfalls zu dieser
Proteinfamilie gehdrt, ist in medikamentenresistenten Krebszellen herunterreguliert
(Wittig et a., 2002). Der charakteristische Aminosaureunterschied zwischen AHCY -
und AHCYL-Proteinen betrifft die AdoHcy-Bindungstasche. In AHCY-Proteinen
befindet sich ein hoch konserviertes GHP-Motiv, das in AHCYL-Proteinen nicht
vorkommt (Bujnicki et al., 2003).

Das AHCY -dhnliche Protein AHCY 89E wurde bislang nicht funktionell charakterisiert.
Globale Expressionsanalysen zeigen, dass Ahcy89E besonders im Embryo und in
Larven exprimiert wird (Celniker et al., 2009). Um ein rekombinantes AHCY 89E zu
erhalten, wurde die cDNA von Ahcy89E kloniert (Gebhardt, pers. Mitteilung) und ein
GST-AHCY89E-Fusionsprotein  hergestellt (Abb. 3.15B). Im Rahmen einer
Zusammenarbeit mit Christoph Réuber vom Institut fir Analytische Chemie in Leipzig
wurden STD-NMR-Analysen durchgefiihrt, um eine mogliche Adohcy-Bindung zu
untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass AHCY89E in der Lage ist, Adohcy zu
binden (Rauber, pers. Mitteilung).

Um den Einfluss von AHCY89E auf die KMTase-Aktivitdét von SU(VAR)3-9 zu
untersuchen, wurden KMTase-Assays mit rekombinanten SU(VAR)3-9- und
AHCY89E-Proteinen durchgefiihrt (Abb. 3.15C). Dabei zeigte sich, dass in
Anwesenheit von AHCY89E die KMTase-Aktivitdt von SU(VAR)3-9" und
SU(VAR)3-9"" stark reduziert ist (Abb. 3.15C). Offenbar besteht eine Wechselwirkung
zwischen SU(VAR)3-9 und AHCY89E, die eine Reduktion der KMTase-Aktivitét

hervorruft.
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Abbildung 3.15: Wechsdwirkung von AHCY89E und SU(VAR)3-9. (A) Schematische
Darstellung der Doméanenstrukturen von AHCY 13 und AHCY89E und Multiple Sequence
Alignment von AHCY13 und AHCY89E. Der charakteristische Aminosaureunterschied
zwischen AHCY- und AHCYL-Proteinen ist rot unterlegt. (B) Zur Herstellung des GST-

AHCY 89E-Fusionsproteins wurden die Aminosauren 1-492 verwendet. Pellet und Uberstand
von IPTG-induzierten Testexpressionen in E.coli BL21-Zellen im Vergleich zum Pellet und

Uberstand uninduzierter Zellen und Aufreinigung des Fusionsproteins. Die Abspaltung des
GST-Tags erfolgte mit PreScission™-Protease. Das Gel wurde mit Coomassie Brilliant Blue
R250 angeféarbt und als Leiter (M) der Molekulargewichtsstandard PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Fermentas) verwendet. (C) KMTase-Aktivitdt von SU(VAR)3-9" und
SU(VAR)3-9"". In Anwesenheit von AHCY 89E ist die KM Tase-Aktivitét stark reduziert.
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3.1.6 Generierungvon hyperaktiven SU(VAR)3-9-M utantenproteinen

Im Rahmen einer Kooperation mit Marcel Ander vom Institut fur Biochemie in Leipzig
wurden auf Grundlage der STD-NMR-Analysen und einer computerbasierten
Molekilmodellierung von SU(VAR)3-9 weitere Mutantenproteine durch in vitro
Mutagenese hergestellt (Gebhardt, pers. Mitteilung).

Die H3K4-Methyltransferase SET7/9 aus Homo sapiens besitzt zwei nicht konservierte
Aminosauren (E228 und K294), die sich an Stelle von in anderen KMTasen
konservierten Aminosauren befinden (Abb. 3.16A). E228 betrifft das hoch konservierte
AdoMet-Bindemotiv, welches in SU(VAR)3-9 as GWG-Moativ, in SET7/9 jedoch as
GEG-Motiv auftritt. K294 befindet sich vor dem Signaturmotiv und ist in SU(VAR)3-9
durch F558 reprasentiert. Der jeweilige Austausch W490E im GWG-Motiv bzw.
F558K sollte die Aktivitdt von SU(VAR)3-9 beeinflussen. Der Doppelaustausch von
W490E und F558K sollte jedoch eine KM Tase-Aktivitét hervorrufen, die ghnlich ist,
wie die des Wildtypproteins (Ander, 2007). Um die Auswirkungen dieser
Aminosaureaustausche auf die KMTase-Aktivitaét von SU(VAR)3-9 zu untersuchen,
wurden die drei entsprechenden, rekombinanten GST-M utantenproteine hergestellt und
KMTase-Assays mit unmodifizierten Peptiden durchgefiihrt. Dabel zeigte sich, dass alle
drei  Mutantenproteine keine KMTase-Aktivitdt besitzen (Abb. 3.16B). Die
vorhergesagte KM Tase-Aktivitéat des Doppelaustausches W490E und F558K konnte
nicht bestétigt werden.

Als néchstes sollte Uberpriift werden, ob es mdglich ist, SU(VAR)3-9, welches in vitro
eine Mono-, Di- und Trimethylierung vermitteln kann, durch den Austausch einer
Aminosaure in eine Monomethyltransferase zu konvertieren. Eine solche Konvertierung
konnte fur DIM5 und SET7/9 gezeigt werden (Zhang et al. 2003). SET7/9 vermittelt die
Monomethylierung an H3K4 und besitzt an Position 305 ein Tyrosin. DIM5 und
SU(VAR)3-9 weisen an der homologen Position ein Phenylalanin auf. Durch den
Austausch Y305F in SET7/9 konnte eine Di- und Trimethylierung vermittelt werden,
wohingegen von der Trimethyltransferase DIM5 durch den Austausch F281lY
Uberwiegend Monomethylierung vermittelt wurde (Zhang et a. 2003). Fir
SU(VAR)3-9 wurde ein entsprechendes Mutantenprotein hergestellt, welches den
Austausch F570Y enthalt. Mit SU(VAR)3-97"°Y wurden KM Tase-Assays durchgefihrt.
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Abbildung 3.16: Mutantenanalyse von Su(var)3-9. (A) Multiple Sequence Alignment der SET-
Domane von SU(VAR)3-9 mit SET7/9. Hoch funktionelle Bereiche sind mit roten Klammern
beschrieben. Stark konservierte Aminosauren sind dunkelgrau unterlegt. Aminosdureaustausche
in SU(VAR)3-9 sind in der oberen Reihe eingezeichnet (orange). (B) KM Tase-Aktivitét in vitro
der SU(VAR)3-9-Mutantenproteine. Die auf das H3-Peptid Ubertragene Radioaktivitdt wurde
mittels eines Szintillationszahlers bestimmt. Als Negativkontrolle wurde GST verwendet.

Als Substrate dienten unmodifizierte bzw. an Lysin 9 mono- und dimethylierte H3-
Peptide. Sollte SU(VAR)3-9"%" nur noch Monomethylierung vermitteln kénnen,
durfte nur eine stark verringerte Aktivitét bel Verwendung der mono- und di-
methylierten Peptide auftreten. Bel diesen Experimenten zeigte sich jedoch, dass
SU(VAR)3-97 trotzdem Di- und Trimethylierung konvertieren kann (Abb. 3.17A).
AulBerdem konnte wider Erwarten eine erhthte KM Tase-Aktivitét im Vergleich zum
Wildtyp bel alen verwendeten Peptiden festgestellt werden. Um einen genauen
Einblick in das AusmaR der Hypermethylierung durch SU(VAR)3-97"%" zu erlangen,
wurde die KMTase-Aktivitéat in vitro von SU(VAR)3-9" und SU(VAR)3-9™" in
Abhangigkeit von der Reaktionszeit untersucht (Abb. 3.17B). Dabel zeigte sich, dass
SU(VAR)3-97" zu jedem Zeitpunkt eine signifikant hthere M ethyltransferaseaktivitét

aufweist.



Ergebnisse 40

Als nachstes sollte durch einen Aminosaureaustausch in SU(VAR)3-9 die KMTase-
Aktivitdt gezielt gesteigert werden. Fir das humane Homologe von SU(VAR)3-9
SUV39H1 konnte eine solche Steigerung gezeigt werden (Rea et al., 2000). SUV39H1
besitzt an Position 320 ein Higtidin. Durch den Austausch H320 nach Arginin in
SUV39H1 wurde eine massive Erhdhung der KMTase-Aktivitét verursacht. FUr
SU(VAR)3-9 wurde ein entsprechendes Mutantenprotein hergestellt. Die homologe
Position in SU(VAR)3-9 betrifft das H557, das zu einem Arginin ausgetauscht wurde.
Von SU(VAR)3-9™R wurde die KM Tase-Aktivitét bestimmt und mit der Aktivitét der
anderen Proteine verglichen. Dabei zeigte sich, dass SU(VAR)3-9™°R die héchste
Aktivitét aller Proteine aufweist und sogar die Aktivitdt von SU(VAR)3-9"" Ubertrifft
(Abb. 3.16B). AuRerdem wurde die Aktivitat von SU(VAR)3-9"°"R in Abhangigkeit
von der Reaktionszeit untersucht und mit dem Wildtypprotein verglichen (Abb. 3.17B).
Dabei zeigte sich, dass SU(VAR)3-9"° zu jedem Zeitpunkt eine erhéhte
Methyltransferaseaktivitdt aufweist. Auf dieser Grundlage sollte nun ein SU(VAR)3-9-
Mutantenprotein hergestellt werden, welches einen Doppelaustausch enthélt und eine
noch hdhere KM Tase-Aktivitat aufweist als SU(VAR)3-9™"°"R. Zum einen sollte dieses
Protein den Austausch von SU(VAR)3-9"" enthalten, zum anderen den Austausch
H557R. Die vorhergesagte KM Tase-Aktivitdt des Doppelaustausches ptn und H557R
konnte jedoch nicht bestétigt werden. Dennoch weist SU(VAR)3-9P™H*R gine héhere
KMTase-Aktivitét als der Wildtyp auf (Abb. 3.16B)
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Abbildung 3.17: KMTase-Assays mit hyperaktiven SU(VAR)3-9-Mutantenproteinen. (A)
Jewells 1pug unmodifiziertes bzw. mono- oder dimethyliertes H3-Peptid (AS 1-20) wurde mit
1pg SU(VAR)3-9 bzw. SU(VAR)3-9™" und 0,5uCi SAM inkubiert. Die Aktivitét von
SU(VAR)3-97 st generell héher, as die des Wildypproteins. (B) KMTase-Aktivitat von
SU(VAR)3-9", SU(VAR)3-9™"" und SU(VAR)3-9™°"® an unmodifizierten H3-Peptiden (AS
1-20) in Abhéngigkeit von der Reaktionszeit. Die KM Tase-Aktivitét der Mutantenproteine ist
wesentlich erhoht. Die auf das H3-Peptid tibertragene Radioaktivitdt wurde nach verschiedenen
Zeitpunkten mittels eines Szintillationszahlers bestimmt.
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3.2 dGYaist keine spezifische H3K9-M ethyltransferase

Die Methylierung von Lysinen am Histon H3 und Histon H4 durch Methyltransferasen
spielt eine Schlusselrolle bei der Etablierung von Chromatinstrukturen. Die
Methylierung von H3K9 ist generell mit Heterochromatin und Gensilencing verbunden
(Bannister et a. 2001; Lachner et al. 2001). Das humane SUV39H1 und das Drosophila
homologe SU(VAR)3-9 sind heterochromatische H3K 9-Methyltransferasen (Schotta et
al., 2002; Peters et a., 2003; Ebert et al., 2004). SUV39H1 vermittelt die H3K9me3 im
perizentrischen Heterochromatin wohingegen mG9a H3K9mel und H3K9me2 im
Euchromatin reguliert. In Drosophila sind zwel H3K9-spezifische Methyltransferasen
sehr gut charakterisiert. SU(VAR)3-9 di- und trimethyliert H3K9 im Chromozentrum
und ist somit eine heterochromatinassoziierte H3K9-Methyltransferase (Schotta et al.
2002; Ebert et al. 2004; Ebert et a. 2006). In polyténen Speicheldriisenchromosomen
von Su(var)3-9-Nullmutanten ist die H3K9mel nicht signifikant verandert. Im
Gegensatz dazu ist H3K9me2 im Chromozentrum stark reduziert und H3K 9me3 nahezu
vollstéandig verloren (Ebert et al. 2004). Im 4. Chromosom von Su(var)3-9-Null-Larven
ist die H3K9-Methylierung unbeeinflusst (Ebert et a. 2004). Der Kern des
Chromozentrums, der in Wildtypchromosomen mit H3K9me3 angereichert ist, ist in
u(var)3-9-Mutanten H3K9 dimethyliert (Ebert et a., 2006). Fur die H3K9-
Methylierung im 4. Chromosom ist SETDB1 verantwortlich (Seum et a. 2007a).
SETDB1 mono- und dimethyliet H3K9 in enigen Banden im Euchromatin,
dimethyliert H3K9 im 4. Chromosom und ist n6tig fur Transgen-Slencing im 4.
Chromosom (Seum et a. 2007a). Zumindest eine weitere H3K9-Methyltransferase
muss in die H3K9-Methylierung involviert sein, da H3K9mel im Chromozentrum,
H3K9me2 an den Telomeren und H3K9mel und H3K9me2 in einigen euchromatischen
Banden nicht durch SU(VAR)3-9 oder SETDB1 vermittelt werden. Ein Kandidat fir
diese H3K9-Methyltransferase ist dG9a, das Drosophila Homologe von G9a aus
Saugern (Abb. 3.18). CG2995 (dG9a) wurde durch Sequenzanalysen als das
Drosophila Homologe zum Saugerprotein mG9a identifiziert (Mis et al., 2006; Stabell
et a., 2006). dG9aistin Region 1A1 auf dem X-Chromosom lokalisiert. mG9aist eine
euchromatische H3K9-Mono- und Dimethyltransferase und involviert in das Slencing
von entwicklungsabhangig regulierten Genen (Tachibana et a., 2001; Tachibana et al.,
2002; Rice et al., 2003; Roopraet al., 2004; Feldman et al., 2006).
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3.21 Generierung einesrekombinanten, funktionalen dG9aSET-Proteins

Zur Herstellung eines funktionalen dG9aSET-Proteins wurde ein 409 Aminosduren
grof3es Fragment, welches die SET-Doméne von G9a enthalt, rekombinant exprimiert.
Ein 1224bp grofRes DNA-Fragment, das fur die AS 1229-1637 kodiert, wurde in den
Vektor pGEM-T (Promega) subkloniert (Abb. 3.19A). Uber Sal1 und Notl wurde das
DNA-Fragment in den Expressionsvektor pGEX-6P-1 (Amersham Biosciences)
kloniert. Dieser Vektor enthélt neben der GST-Sequenz auch eine Sequenz, welche fir
eine Schnittstelle der PreScission™-Protease kodiert und gibt somit die Moglichkeit der
Abspaltung des GST-Tags. Die Expression des ca. 74 kDa grof3en GST-Fusionsproteins
erfolgte intrazelluldr im E. coli Stamm BL21(DE3)pLys.
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Abbildung 3.18: Proteinstruktur von G9a. (A) Schematische Darstellung der Proteinstruktur
von dG9a und mG9a (Sauger). (B) Multiple Sequence Alignment der SET-Doméne von dG9a
mit seinem Homologen mG9a. Stark konservierte Aminosduren sind dunkelgrau unterlegt.
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Abbildung 3.19: Uberexpression und KMTase-Aktivitdt der SET-Doméane von dG9a. (A)
Schematische Darstellung der Domanenstruktur von dG9a und des GST-dG9aSET-
Fusionsproteins. Zur Herstellung des Proteins GST-dG9aSET wurden die Aminosduren 1229-
1637 verwendet. (B) Pellet und Uberstand von IPTG-induzierten (0.1 mM, 0.3 mM, 0.5mM)
Testexpressionen in E.coli BL21-Zellen im Vergleich zum Pellet und Uberstand uninduzierter
Zellen. (C) Aufreinigung des GST-dG9aSET-Fusionsproteins. Die Aufreinigung des ca. 75
kDa grofRen Fusionsproteins erfolgte mit Glutathione-Sepharose® 4B. Die Abspaltung des GST-
Tags vom ca. 45 kDa groRen dG9aSET-Protein erfolgte mit PreScission™-Protease. Das Gel
wurde mit Coomassie Brilliant Blue R250 angefarbt und as Leiter (M) der
Mol ekulargewichtsstandard PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas) verwendet. (D)
KMTase-Aktivitéat von SU(VAR)3-9 und dG9a in Abhéngigkeit von der Reaktionszeit. Die
Aktivitat von SU(VAR)3-9ist zu Beginn wesentlich hther. Erst nach 80 min ist die KMTase-
Aktivitdt von dG9a hoher. Die auf das H3-Peptid Ubertragene Radioaktivitét wurde nach
verschiedenen Zeitpunkten mittels eines Szintillationszéhl ers bestimmt.
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Die induzierten Testexpressionen Uber Nacht bei 18°C und einer IPTG-Konzentration
von 0.1 mM, 0.3 mM und 0.5 mM ergaben ein |6siches GST-Fusionsprotein (Abb.
3.19B).

Die Reinigung des Fusionsproteins erfolgte Uber Glutathione-Sepharose® 4B-
Chromatographie (Amersham Biosciences). Der GST-Tag wurde durch eine Pre-
Scission™-Protease-Behandlung abgespalten (Abb. 3.19C). Um das erhaltene Protein
aufzukonzentrieren, wurde eine Amicon Ultra Zentrifugalfiltereinheit (Millipore) mit
einer Ausschlussgréfie von 10 kDa verwendet.

Um die KMTase-Aktivitdt des rekombinanten dG9a-Proteins zu untersuchen, wurde die
KMTase-Aktivitéat in vitro von SU(VAR)3-9 und dG9a in Abhéngigkeit von der
Reaktionszeit untersucht (Abb. 3.19D). Dabel konnte eine deutliche KM Tase-Aktivitét
von dG9a nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum humanen mG9a, welches im
Vergleich zu SUV39H1 hyperaktiv ist (Tachibana et al. 2001), ist die KM Tase-Aktivitat
von SU(VAR)3-9 in der Anfangsphase der Reaktion hoher als die von dG9a. Erst nach
80 minist die KMTase-Aktivitdt von SU(VAR)3-9 geringer als die von dG9a.

322 dGY9% zeigt keine spezifische H3K4- und H3K9-Methyltrans

fer aseaktivitat

Das humane G9a ist in der Lage, in vitro Methylgruppen auf H3K9 und auf H3K27 zu
Ubertragen (Tachibana et al. 2001). In vivo jedoch ist mG9a eine euchromatische
H3K9-Mono- und Dimethyltransferase (Tachibana et al., 2002; Peters et al., 2003; Rice
et a., 2003). Um die Abhangigkeit der H3K9-Methylierung von dG9a in vitro zu
untersuchen, wurde das rekombinante GST-dG9aSET-Fusionsprotein bzw. das
rekombinante GST-SU(VAR)3-9-Fusionsprotein mit *H-markiertem AdoMet und N-
terminalen Histon H3-Peptiden inkubiert und die in das Peptid eingebaute
Radioaktivitét als das Mal3 fur die Methyltransferaseaktivitdt im Szintillationszéhler
bestimmt. Als Substrate dienten unmodifizierte bzw. an Lysin 9 pramethylierte H3-
Peptide. Beim Einsatz von unmodifiziertem, K9mel und K9me2 H3-Peptid konnte bei
dG9a und bei SU(VAR)3-9 KMTase-Aktivitdt nachgewiesen werden. Bei Verwendung
des an Lysin 9 trimethylierten H3-Peptids konnte im Gegensatz zu SU(VAR)3-9 bel
dG9a eine KM Tase-Aktivitéat gezeigt werden (Abb. 3.20).
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Abbildung 3.20: KMTase-Assays mit SU(VAR)3-9 und dG9a an modifizierten H3-Peptiden
(AS 1-20). Jeweils 1ug unmodifiziertes bzw. an Lysin9 mono-, di- oder tri-methyliertes H3-
Peptid wurde mit 1ug SU(VAR)3-9 bzw. dG9a und 0,5uCi SAM inkubiert. Die Aktivitdt von
dG9a an H3K9me3-Peptid zeigt keine Spezifitdt fur H3K9 (rot). Die auf das H3-Peptid
Ubertragene Radioaktivitdét wurde nach verschiedenen Zeitpunkten mittels eines
Szintillationszahlers bestimmt.

Da keine weitere Methylgruppe auf ein trimethyliertes Lysin Ubertragen werden kann,
ist offenbar ein anderes oder mindestens ein weiteres Lysin von der Methylierung durch
dG9a betroffen.

Das H3-Peptid enthalt neben Lysin 9 noch weiter Lysine an Position 4, 14 und 18 (Abb.
3.21A). Um die Methylierung von moglichen anderen Lysinen durch dG9a zu
bestétigen, wurde ein KMTase-Assay mit einem H3-Peptid durchgefihrt, welches an
Stelle von Lysin 9 ein Leucin trégt. Unter Verwendung dieses Peptids ist ebenfalls eine
KMTase-Aktivitdt von dG9a nachweisbar (Abb.3.21B). Eine Automethylierung von
dG9a kann ausgeschlossen werden, da keine KM Tase-Aktivitédt erkennbar ist, wenn die
Reaktion ohne H3-Peptid durchgefihrt wird (Abb. 3.21B).

Methylierungen an H3 Lysin 14 oder Lysin 18 sind bis jetzt nicht bekannt. Die
Methylierung an H3K4 kennzeichnet generell aktives Chromatin (Zhang und Reinberg,
2001; Bernstein et al., 2002). Um zu prifen, ob die H3K4-Methylierung einen Einfluss
auf die KMTase-Aktivitét von dG9a hat oder H3K4 ein mogliches Ziel von dG9a ist,
wurden KMTase-Assays mit unmodifizierten bzw. an Lysin 4 préamethylierten H3-
Peptiden durchgefihrt.
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Abbildung 3.21: KMTase-Assays mit dG9a an modifizierten H3-Peptiden. (A)
Aminosauresequenz des H3-Peptids. Die Lysine sind rot markiert. (B) 1ug unmodifiziertes H3-
Peptid bzw. H3-Mutantenpeptid (K9OL) wurde mit 1pug dG9a und 0,5uCi SAM inkubiert. Die
Aktivitdt von dG9a an dem H3-Mutantenpeptid (K9L) zeigt keine Spezifitdt fur H3K9. Bel
Inkubation von dG9a mit 0,5uCi SAM ohne H3-Peptid ist keine Aktivitét erkennbar (keine
Automethylierung). (C) Jeweils 1ug unmodifiziertes bzw. an Lysin 4 mono-, di- oder tri-
methyliertes H3-Peptid (AS 1-20) wurde mit 1ug dG9a und 0,5uCi SAM inkubiert. Die
Aktivitat von dG9a an dem H3Kme3-Peptid zeigt keine Spezifitét fur H3K4. Die auf das H3-
Peptid Ubertragene Radioaktivitdt wurde mittels eines Szintillationszahlers bestimmit.

Bei Verwendung des an Lysin 4 mono-, di- bzw. trimethylierten H3-Peptids konnte
keine Reduktion der KMTase-Aktivitdt von dG9a im Vergleich zur Positivkontrolle
ohne Pramethylierung festgestellt werden (Abb. 3.21C). Die Aktivitdt von dG9a an
H3K4-trimethyliertem Peptid zeigt, dass ein anderes oder mindestens ein weiteres Lysin
von der Methylierung durch dG9a betroffen sein muss, da keine weitere Methylgruppe
auf ein trimethyliertes Lysin Ubertragen werden kann. Diese Daten zeigen, dass
zumindest in vitro dG9a keine spezifische H3K4- und H3K 9-Methyltransferaseaktivitét
besitzt und im Gegensatz zu SU(VAR)3-9 offenbar relativ unspezifisch Lysine
methylieren kann. Mittels massenspektrometrischer Analysen von Peptiden, die durch
dG9a methyliert wurden, konnte man untersuchen, ob die Lysine 14 und 18 ebenfalls
Ziele von dG9a darstellen. Die Verwendung von Doppel- bzw. Dreifachmutanten des
H3 Peptids, in dem entsprechende Lysine ausgetauscht sind, konnte auch Aufschluss
uber weitere Ziellysine von dG9a geben.

Fur dG9a sind weitere Lysine bekannt, die in vitro methyliert werden. Lysin 27 von
Histon H3, Lysin 8 von Histon H4 und Lysin 12 oder 16 von Histon H4 werden
ebenfalls durch dG9a in vitro methyliert (Stabell et al., 2006).
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3.3 Die H3K4-Demethylase SU(VAR)3-3 kontrolliert die

Ausbreitung von Heter ochromatin

Auf Grund der thermodynamischen Stabilitdt von Histon-Methylierungen wurde lange
Zeit angenommen, dass diese Modifikationen irreversibel sind. Die Entdeckung der
ersten lysinspezifischen Demethylase LSD1 zeigte, dass LSD1 je nach gebundenem
Kofaktor sowohl die Demethylierung von mono- und dimethyliertem Lysin 4 des
Histons H3, als auch die Entfernung einer repressiven H3K9-Methylierung katalysieren
kann (Shi et al., 2004, Metzger et a., 2005). SU(VAR)3-3 stellt das Drosophila
Homologe zu LSD1 dar und besitzt ebenfalls eine SWIRM-Doméne und eine

Aminoxidase-Domane.

3.3.1 Su(var)3-3-Mutanten kompensieren die massive Heterochro-

matisierung in Su(var)3-9""

Su(var)3-3-Mutanten gehdren zu den stérksten dominanten Suppressoren im In(1)w™"-
Rearrangement (Wustman et al., 1989). Homozygote Su(var)3-3-Mutanten Weibchen
sind steril und entwickeln keine Oocyten in ihren Eikammern, wohingegen in
Mannchen nur bewegungsunfahige Spermien zu finden sind (Szabad et al., 1988). Diese
Mutanten sind auf3erdem butyratsensitiv und zeigen eine rezessiv letale Interaktion mit
zusétzlichem Heterochromatin (Reuter et al., 1982). 22 Mutanten konnten fir
Su(var)3-3 isoliert werden (Rudolph et al., 2007). Es wurde bereits beschrieben, dass
eine zusétzliche Kopie von Su(var)3-9 einen Triplo-Enhancereffekt auf PEV aufweist
(Tschiersch et al., 1994). Das bedeutet, dass das Markergen in dem jeweiligen PEV-
Rearrangement aufgrund der Uberexpression des SU(VAR)3-9-Proteins reprimiert
wird. In dem PEV-Rearrangement In(1)w™" ist in Kombination mit einer zusétzlichen
Su(var)3-9-Kopie eine komplette Inaktivierung des white-Gens zu beobachten. Ein
solcher Triplo-Enhancereffekt zeigt sich auch fur zusétzliche Kopien von Su(var)3-7
und Su(var)2-5. Eine Su(var)3-3 Mutante ist in transheterozygoten Fliegen epistatisch
Uber den Enhancereffekt von Zusatzkopien der Genen Su(var)3-9, Su(var)2-5 und
Su(var)3-7 (Rudolph et al., 2007).
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In Fliegen mit zwei Extrakopien von Su(var)3-9 ist ebenfals eine signifikante
Suppression der Inaktivierung des white-Gens erkennbar, wenn eine Su(var)3-3
Mutante vorhanden ist (Rudolph et al., 2007).

Um das Ausmal’ des Einflusses von Su(var)3-3 auf heterochromatisches Gensilencing
weiter zu verdeutlichen, wurden transheterozygote Tiere generiert, die eine Su(var)3-3
Mutante im Hintergrund von Su(var)3-9°"
Su(var)3-9°" stellt, wie schon beschrieben, den stérksten bisher identifizierten Enhancer
fir PEV dar. In der Inversion In(L)w™" wird durch Su(var)3-9°" nicht nur eine
kompl ette Inaktivierung des white-Gens, sondern selbst eine teilweise Reprimierung des
ca. 180 kb distal lokalisierten roughest-Gens hervorgerufen (Kuhfttig et al., 2001).

In transheterozygoten In(L)w™"; Su(var)3-3/Su(var)3-9"" Tieren ist eine deutliche

tragen. Die hypermorphe Mutation

Verminderung der Ausbreitung des Heterochromatins nachweisbar, sichtbar an einer
deutlichen Unterdriickung des Enhancereffekts der Su(var)3-9°"-Mutante und der
teilweisen Reaktivierung des white-Gens bzw. der kompletten Aktivierung des
roughest-Gens (Abb. 3.22). Dies verdeutlicht, dass SU(VAR)3-3 einen Ubergeordneten
Regulator fur die Etablierung heterochromatischen Gensilencings darstellt. AulRerdem
bestdtigen diese Daten, dass SU(VAR)3-3 funktionell vor, aso ,upstream” der
Methyltransferase SU(VAR)3-9 agiert.

Su(var)3-9rtn

Su(var)3-3

Abbildung 3.22: Su(var)3-3-Mutanten kompensieren die massive Heterochromatisierung durch
Su(var)3-9™.  Su(var)3-3-Mutanten gehtren zu den starksten  Suppressoren  fir
heterochromatisches Gensilencing im In(1)w™"-Rearrangement. Su(var)3-9°" zeigt eine
komplette white- und teilweise roughest-Inaktivierung, die in Anwesenheit von Su(var)3-3-
Mutanten unterdruckt ist.
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3.3.2 H3K4-Methylierung behindert die H3K 9-Methylierung durch
SU(VAR)3-9

H3K4- und H3K9-Methylierung stellen antagonistische Histonmodifizierungen dar. Im
Gegensatz zu heterochromatischen Regionen, die H3K9-Methylierung aufweisen, sind
euchromatische Regionen bzw. aktiv transkribierte Gene durch H3K4-Methylierung
gekennzeichnet (Zhang und Reinberg, 2001; Bernstein et al., 2002; Kouzarides, 2002).
In polytanen Speicheldrisenchromosomen von Drosophila ist H3K4-Methylierung
Uberwiegend in Interbanden vorhanden, wobel H3K4me2 auch eine selektive,
punktierte Markierung bestimmter Regionen im Chromozentrum zeigt (Ebert, 2005;
Ebert et a., 2006). Die Aktivitét der humanen H3K9-Methyltransferase SUV39H1 wird
durch H3K4-Methylierung stark verringert. Rekombinantes SUV39H1 wurde mit K4-
pramethylierten H3-Peptiden inkubiert und zeigte eine verringerte Aktivitat (Nishioka et
al., 2002).

Um zu untersuchen, welche Auswirkung H3K4-Methylierung auf die KM Tase-Aktivitét
der H3K9-Methyltransferase SU(VAR)3-9 hat, wurde ein rekombinantes GST-
Fusionsprotein von SU(VAR)3-9 mit *H-markiertem SAM und Histon H3-Peptid
inkubiert und die in das Peptid eingebaute Radioaktivitdt als das Mal3 fur die
Methyltransferaseaktivitdt im Szintillationszdhler bestimmt. Als Substrate dienten
unmodifizierte bzw. an Lysin 4 pramethylierte H3-Peptide. Bei Verwendung des an
Lysin 4 mono-, di- und trimethylierten H3-Peptids konnte eine starke Reduktion der
KMTase-Aktivitdt von SU(VAR)3-9 im Vergleich zur Positivkontrolle ohne
Pramethylierung festgestellt werden (Abb. 3.23). Um diese Reduktion vergleichen zu
kénnen, wurde das Mutantenprotein SU(VAR)3-9% eingesetzt.
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Abbildung 3.23: H3K4-Methylierung behindert die H3K9-Methylierung durch SU(VAR)3-9.
KMTase-Aktivitdt von SU(VAR)3-9"' und SU(VAR)3-9° an unmodifiziertem H3 Peptid
(schwarz und rot) und (A) SU(VAR)3-9" inkubiert mit H3K4-monomethyliertem Peptid (blau),
(B) SU(VAR)3-9" inkubiert mit H3K4-dimethyliertem Peptid (blau) und (C) SU(VAR)3-9
inkubiert mit H3K4-trimethyliertem Peptid (blau). Die auf das H3-Peptid (bertragene
Radioaktivitdt wurde nach verschiedenen Zeitpunkten mittels eines Szintillationszahlers
bestimmt.
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In dem hypermorphen Allel Su(var)3-9°° ist ebenfals eine KMTase-Aktivitét
nachweisbar, die aber geringer ist als das Wildtypniveau und dennoch einen dominanten
Suppressoreffekt aufweist. Diese verminderte KM Tase-Aktivitét ist offenbar Ursache
fir den Suppressoreffekt von Su(var)3-9%°, da das Slencing-Potenzia von SU(VAR)3-9
mit der KM Tase-Aktivitét korreliert (Ebert et al., 2004). Die Aktivitét von SU(VAR)3-9
und H3K4mel, me2 bzw. me3-Peptiden ist geringer as die Aktivitdt des
Mutantenproteins SU(VAR)3-9%.

Dieses Ergebnis zeigt, dass H3K4-Methylierung einen inhibitorischen Effekt auf die
H3K9-Methylierung durch SU(VAR)3-9 austibt.

3.3.3 DieDemethylierung von Histon H3 Lysin 4 durch SU(VAR)3-3
ermaoglicht die SU(VAR)3-9 ver mittelte H3K 9-M ethylierung

Die humane Demethylase LSD1 und das Drosophila homologe SU(VAR)3-3 sind in
der Lage, spezifisch H3K4mel und H3K4me2 zu entfernen (Shi et al., 2004; Rudolph et
al., 2007). AulRerdem interagiert das Drosophila-Homologe SU(VAR)3-3 in einem
Komplex mit HP1, RPD3 und SU(VAR)3-9 (Rudolph et a., 2007). Um zu prifen, ob
SU(VAR)3-3 H3K4-Demethylierung vermittelt und eine H3K9-Methylierung durch
SU(VAR)3-9 ermdglicht, wurde ein rekombinantes SU(VAR)3-3 Protein mit K4-
methylierten H3-Peptiden inkubiert und anschlieRend mit SU(VAR)3-9 und 3H-

markiertem SAM versetzt.
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Abbildung 3.24: SU(VAR)3-3 ist eine Demethylase fir H3K4. Die KMTase-Aktivitét von
SU(VAR)3-9 wird durch H3K4mel und H3K4me2 inhibiert (weif3). Durch Préinkubation der
H3-Peptide mit SU(VAR)3-3 erfolgte eine Demethylierung von K4. Die Wildtyp-KMTase-
Aktivitat von SU(VAR)3-9 wird an demethylierten H3-Peptiden nachgewiesen (grau).
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Die in das Peptid engebaute Radioaktivitét diente als MaR far die
Methyltransferaseaktivitdt von SU(VAR)3-9 und as Indikator far die
Demethylaseaktivitdt von SU(VAR)3-3. Masato Y onezawa vom IMP in Wien stellteim
Rahmen einer Kooperation das rekombinante, aus Baculovirus infizierten SF9 Zellen
isolierte SU(VAR)3-3 Protein zur Verflgung.

Dieser Versuch zeigte, dass die KMTase-Aktivitdt von SU(VAR)3-9 auch bei
Verwendung der urspriinglich an K4 methylierten und mit SU(VAR)3-3 préinkubierten
H3-Peptide nicht beeintrachtigt war (Abb. 3.24). Daraus kann geschlussfolgert werden,
dass SU(VAR)3-3 eine Demethylase fir H3K4mel und H3K4me2 ist und die
Methylierung von H3K9 durch SU(VAR)3-9 begunstigt. Die Demethylaseaktivitét von
SU(VAR)3-3 wurde mit Westernblot-Assays und massenspektrometrischen Anaysen
durch Masato Y onezawa bestétigt (Rudolph et al., 2007).

3.34 In Su(var)3-3-Mutanten ist die Ausbreitung von H3K9me2 reduziert

In den Embryonen von heterozygoten Su(var)3-3-Mutantenweibchen ist ab dem
Kernteilungszyklus 14 eine Reduktion der Menge an SU(VAR)3-3 detektierbar. Die
Reduktion von SU(VAR)3-3 in den Mutantenembryonen fihrt zu einer verstarkten
H3K4-Dimethylierung in den Kernen des Kernteilungszyklus 14 (Rudolph et al., 2007).
Diese fur Euchromatin spezifische Modifikation ist durch das Fehlen der Demethylase
in bestimmten Bereichen des Heterochromatins detektierbar (Rudolph et al., 2007).

4o oo

Qa-H3K9me2

[ in(1)ywméh;+/+ [l In(1)wm#:Su(var)3-3 null

0‘4|1_/ Or 1o U
L

B-tubulin rst CG3588 CG14416 CG12498 w proximaler  Sat
Bruchpunkt
EU HET

Abbildung 3.25: Ausbreitung der heterochromatischen H3K9-Dimethylierung Uber den
proximalen Bruchpunkt des In(1)w™"-Rearrangements entlang der white-roughest-Region. Der
H3K9me2-Gradient ist in Su(var)3-3-Nullmutanten nicht detektierbar (grau) im Vergleich zum
Wildtyp (weil3).
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In den Mutantenembryonen fuhrt die verringerte Menge an SU(VAR)3-3 neben einer
verstarkten H3K4-Dimethylierung zu einer Reduktion der heterochromatischen H3K9-
Dimethylierung (Rudolph et al., 2007). Die H3K9-Trimethylierung im Heterochromatin
ist vollstéandig verloren. Diese Reduktion der heterochromatischen H3K9-Methylierung
fuhrt zu einer signifikant verringerten Bindung von HP1 im Heterochromatin (Rudolph
et a., 2007). In polytanen Speicheldriisenchromosomen von Su(var)3-3-Nullmutanten
ist die H3K4me2 in Interbanden ebenfalls erhtht und die H3K9me2 verringert.

Um die Auswirkungen einer Su(var)3-3 Nullmutante auf die Ausbreitung der
SU(VAR)3-9 vermittelten H3K9-Dimethylierung molekular zu analysieren, wurde
mittels Chromatin-Immunoprazipitation die den proximalen Bruchpunkt flankierende,
ca. 200 kb groRe white-roughest-Region im Rearrangement In(1)w™" untersucht. Dazu
wurden  transheterozygote  Su(var)3-3-Nullmutanten  mit  dem  Genotyp
In(1)wW™"; Su(var)3-3°%/DF(3L)XS572 generiert und die adulten Fliegenkdpfe analysiert.
Die Deletion Df(3L)XS572 schliefdt die Region zwischen 76B6-77C1 ein (Ito und
Rubin, 1999). Dabei zeigte sich, dass der Gradient aus H3K9me2 in Su(var)3-3-
Mutanten vollstandig verloren ist (Abb. 3.25). Die H3K9me2 in den
heterochromatischen 359 bp satellite repeats ist jedoch unverandert im Vergleich zum
Wildtyp [In(L)w™";+/+].

Obwohl die H3K9me2 in polytanen Speicheldriisenchromosomen von Su(var)3-3-
Nullmutanten verringert ist, sind trotzdem noch H3K9me2 Signale im zentralen Bereich
des Chromozentrums detektierbar.

Um einen genaueren Einblick in die Abhangigkeit der Ausbreitung von H3K9me2 von
SU(VAR)3-3 zu erhdten, wurde eine weitere heterochromatische Sequenz in die
Anaysen einbezogen. Diese heterochromatische Sequenz betrifft ein 5357 bp grof3es
Typl retrotransposables Element (R1-Element), welches unter anderem in
Tandemanordnung distal zu dem rDNA-Cluster auf dem X-Chromosom lokalisiert ist
(Kidd und Glover, 1980; Hilliker und Appels, 1982; Jakubczak et al., 1990).

Der distale und der proximale Bruchpunkt der Inversion In(1)w™" wurden kloniert und
molekular charakterisiert (Ebert, 1999). Dabel zeigte sich, dass der proximae
Bruchpunkt in Position 2198 innerhalb eines 5357 bp grof3en R1-Elementes liegt (Ebert,
1999). Mittels FISH wurde die zytologische Lage des R1-Clusters in Zyklus 14
Embryonen vergleichend analysiert (Abb. 3.26). Ab Zyklus 10/11 ist erstmals eine
Unterscheidung von Eu- und Heterochromatin innerhalb des Kerns moglich. Es bildet

sich zu diesem Zeitpunkt eine typische Rabl-Konformation aus (Foe et al., 1993).
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Das zu diesem Zeitpunkt entstehende Heterochromatin ist durch seine verstérkte
Anférbbarkeit mit DNA-Farbstoffen wie DAPI gekennzeichnet und befindet sich am
apikalen Pol der Kerne. Euchromatin ist weniger stark mit DAPI férbbar und weist eine
basadle Orientierung auf (Abb. 3.26). AuRerdem sind die aktivierenden
Histonmodifizierung H3K4me2 und H3K9ac ausschliefdich in den euchromatischen
Armen der Chromosomen detektierbar. H3K9me2 kennzeichnet heterochromatische
Strukturen im apikalen Bereich der Kerne und Uberlagert mit der verstarkten DAPI-
Farbung. HP1, das mit SU(VAR)3-9 interagiert und H3K9me2 binden kann (Lachner et
al., 2001; Schotta et a. 2002; Ebert. 2005), ist ebenfalls an den heterochromatischen
Strukturen im apikalen Bereich der Kerne detektierbar. Die Signale, welche mittels
FISH fir die 359 bp satellite repeats erhalten wurden, zeigen eine Assoziation mit
zentralen, heterochromatischen Strukturen (Abb. 3.26). Die Signale fur die R1-Elemente
sind hingegen im aufl3eren Bereich des Heterochromatins an der Grenze zwischen Eu-
und Heterochromatin erkennbar.

Die heterochromatische H3K9-Dimethylierung in den R1-Elementen wurde mit ChiP in
Su(var)3-3-Nullmutanten untersucht (Abb. 3.27). Im Wildtyp ist an den R1-Elementen
eine vergleichbare Menge an H3K9me2 zu finden, wie in den 359 bp satellite repeats.
In Su(var)3-3-Nullmutanten ist im Gegensatz zu den 359 bp satellite repeats keine
H3K9me2 in den R1-Elementen erkennbar. Diese Analysen zeigen, dass SU(VAR)3-3
fur die Etablierung und die Ausbreitung von H3K9me2 in perizentrische

heterochromatische Bereiche und in flankierende euchromatische Regionen nétig ist.
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Abbildung 3.27: Ausbreitung der heterochromatischen H3K9-Dimethylierung in den R1-
Elementen. (A) Schematische Darstellung des R1-Elements. (B) H3K9me2 ist in Su(var)3-3-
Nullmutanten an den R1-Elementen nicht detektierbar (grau) im Vergleich zum Wildtyp (weif3).
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34 TAIMAN st indieKontrolleder Chromatindifferenzierung

involviert

Die Differenzierung von Eu- und Heterochromatin erfolgt bei Drosophila in der friihen
Embryogenese. Die H3K4-Demethylase SU(VAR)3-3, ein Homolog des humanen
LSD1, definiert die Grenze zwischen Hetero- und Euchromatin durch Blockierung der
Ausbreitung von H3K4me2 ins Heterochromatin und férdert H3K 9-Methylierung durch
SU(VAR)3-9 Uber Interaktion mit der Deacetylase RPD3 (Rudolph et a., 2007). In
einem parallelen Reaktionsweg kontrolliert auch die H3K4me3-Demethylase LID die
RPD3 Ausbreitung ins Heterochromatin und beeinflusst ebenfalls H3K9-Methylierung
durch SU(VAR)3-9 (Baisch, 2010). Durch die Isolation von Su(var)- und E(var)-
Mutationen fur Gensilencing bei Positionseffekt-Variegation wurde die Analyse der
Chromatindifferenzierung ermoglicht. Molekulare Signale, die die
Chromatindifferenzierung in der Embryogenese initiieren, sind unbekannt. Mit der
Identifikation des Ecdysonrezeptor-Koaktivatorproteins TAIMAN as Su(var) ist es
erstmals moglich, molekulare Signale der Initiation dieser Prozesse aufzukléren. Das
TAI-Protein beinhaltet eine Helix-Loop-Helix-Domane und zwei PAS-Doméanen. Das
homologe Protein aus Saugern ist der Steroidrezeptor-Coaktivator 3 (Abb. 3.28A).

3.4.1 taimanist ein dominanter Suppressor fur PEV und beeinflusst die
Ausbreitung von H3K 9me2

Mit Hilfe der DrosDel P-Elementkollektion wurde ein Screening nach dominanten
Suppressoren fir PEV im In(L)w™"-Hintergrund durchgefiihrt (Apelt, 2005). Taiman
wurde in diesem Screening als dominanter Suppressor fur PEV identifiziert (Apelt,
2005). Neben funf Insertionsmutanten wurde eine interne, semiletale Deletionsmutante
[Df(2L)tai2] hergestellt, welche einen Teil eines Exons von taiman einschlief3t (Abb.
3.28B; Apdlt, pers. Mitteilung). Alle diese tai-Mutanten sind dominante Suppressoren
fur PEV und eine Duplikation, welche taiman einschlief, rettet spezifisch die Su(var)-
Effekte der tai-Mutanten (Apelt, pers. Mitteilung). Die P-Element-Insertionslinie CB-
5460-3 tragt eine Insertion im 4. Intron von taiman und weil3t keinen Suppressoreffekt
auf. Die P-Element-Insertionslinie 5-S7-3139 (W™"w™": 5-57-3139/5-57-3139) ist
homozygot lebensfahig und kann als Stamm gehalten werden. Der Suppressoreffekt der

Mutanten zeigt, dass taiman einen Einfluss auf heterochromatisches Gensilencing hat.
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Abbildung 3.28: taiman ist ein dominanter Suppressor fir PEV und beeinflusst die Ausbreitung
von H3K9me2. (A) Schematische Darstellung der Doménenstruktur von TAIMAN und des
homologen Saugerproteins Steroidrezeptor-Coaktivator 3. (B) Genomische Struktur des
taiman-Locus und Lage der Insertionsmutanten. Die Deletion Df(2L)tai2 wurde durch FRT-
abhéngige Rekombination zwischen den RSGr-Elementen 5-S7-4051 und 5-HA-1532 erzeugt
(Apelt, pers. Mitteilung). Mutationen des taiman-Gens sind dominante Suppressoren fir PEV.
Eine teilweise Inaktivierung des white-Gens ist durch einen variegierten Augenphanotyp (rote
und weil3e Facetten) gekennzeichnet. In den Insertonsmutanten und der Deletionsmutante wird
die Inaktivierung des white-Gens durch Heterochromatisierung unterdrtickt (rote Facetten). (C)
Ausbreitung der heterochromatischen H3K9-Dimethylierung in frihen Embryonen Uber den
proximalen Bruchpunkt des In(1)w™"-Rearrangements entlang der white-roughest-Region. Ein
H3K9me2-Gradient ist in der frihen Embryonalentwicklung erkennbar (weil3). Der H3K 9me2-
Gradient ist in der hypomorphen, homozygoten tai man-1nsertionsmutante 5-SZ-3139 signifikant
reduziert (grau) im Vergleich zum Wildtyp (weil3). H3K9me2 im heterochromatischen R1-
Element ist ebenfalls stark reduziert in taiman-Mutanten.
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In der Kreuzung von w™"w™" Df(2L)tai2/CyRoi x W™VY;+/+ und der reziproken
Kreuzung w™w™"+/+ x w™"Y; Df(2L)tai2/CyRoi wurde der Suppressoreffekt der
Df(2L)tai2-Deletion auf die Reprimierung des white-Gens in der Inversion In(L)w™"
anaysiert. Dabel zeigte die tai-Deletion einen dominanten Suppressoreffekt,
unabhéngig davon, ob die Mutation maternal oder paternal vererbt wurde (Abb. 3.29).

A wmeh/wmeh: DF(2L )tai2/CyRoi X  wmh/Y; +/+

In(1)wm4h

Df(2L)tai2/+

? 3

B wmdhjymah: 4/ x  wmah/Y: Df(2L )tai2/CyRoi

In(1)wméh

Df(2L)tai2/+

? 3

Abbildung 3.29: taiman ist ein dominanter Suppressor fur PEV. (A) Augen der F1-Generation
aus der Kreuzung w™w™": Df(2L)tai2/CyRoi x Ww™"/Y:+/+. (B) Augen der F1-Generation aus
der reziproken Kreuzung w™"/w™";+/+ x w™"/Y; Df(2L)tai2/CyRoi.
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Die H3K9me2 stellt ein wesentliches Mark fir heterochromatisches Gensilencing in
Drosophila dar (Schotta et al., 2002; Ebert et al., 2004). Um die Auswirkungen einer
tai-Mutante auf die Ausbreitung der SU(VAR)3-9 vermittelten H3K9me2 molekular zu
analysieren, wurden frihe Embryonen der P-Element-Insertiondinie 5-S7-3139
verwendet und mittels Chromatin-lmmunoprazipitation die den proximalen Bruchpunkt
flankierende, ca. 200 kb groRe white-roughest-Region im Rearrangement In(1)w™"
untersucht (Abb. 3.28C).

Dabel zeigte sich, dass der Gradient aus H3K9me2, wie er in adulten Kopfen vorhanden
ist, schon in der friihen Embryonaentwicklung etabliert wird und in der tai-Mutante
signifikant verringert ist (Abb. 3.28C). H3K9me2 in den heterochromatischen 359 bp
satellite repeats ist jedoch unverandert im Vergleich zum Wildtyp [In(L)w™"; +/+].

Die heterochromatische H3K9-Dimethylierung in den R1-Elementen wurde ebenfals
mit ChIP in der Insertionsmutante untersucht (Abb. 3.28B). Im Wildtyp ist in den R1-
Elementen eine hohe Menge an H3K9me2 zu finden, dhnlich wie in den 359 bp satellite
repeats. In der Insertionsmutante ist im Gegensatz zu den 359 bp satellite repeats eine
starke Verringerung von H3K9me2 in den Rl1-Elementen erkennbar. TAIMAN ist
demnach fir die Ausbreitung von H3K9me2 in perizentrische, heterochromatische
Bereiche und in flankierende euchromatische Regionen nitig.

Der Suppressoreffekt der Mutanten und die starke Reduktion von H3K9me2 in der
white-roughest-Region im Rearrangement In(L)w™" zeigen, dass das Ecdysonrezeptor-
Koaktivatorprotein TAIMAN in die Kontrolle der Heterochromatinbildung und die

Etablierung von heterochromatischen Gensilencing involviert ist.
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3.4.2 Generierung eines polyklonalen TAIMAN-spezifischen Antikoérpers

Zur Herstellung eines TAIMAN spezifischen Antiserums wurde ein 214 Aminosauren
grol3es Fragment aus TAIMAN rekombinant exprimiert. Ein 642 bp grof3es DNA-
Fragment, das fur die AS 342-555 kodiert, wurde in den Vektor pGEM-T (Promega)
subkloniert (Abb. 3.30A). Uber BamH1 und Notl wurde das DNA-Fragment in den
Expressionsvektor pGEX-6P-2 (Amersham Biosciences) kloniert. Dieser Vektor enthalt
neben der GST-Sequenz auch eine Sequenz, welche fir eine Schnittstelle der Pre-
Scission™-Protease kodiert und gibt somit die Moglichkeit der Abspaltung des GST-
Tags. Die Expression des ca. 53 kDa grof3en GST-Fusionsproteins erfolgte intrazel lul&r
im E. coli Stamm BL21(DE3)pLys. Die induzierte Testexpression tUber Nacht bel 18°C
und einer IPTG-Konzentration von 0,1 mM ergab ein vollstandig l6sliches GST-
Fusionsprotein ohne Bildung von inclusion bodies (Abb. 3.30B).

Die Reinigung des Fusionsproteins erfolgte Uber Glutathione-Sepharose® 4B-
Chromatographie (Amersham Biosciences). Um eine Antikorperbildung gegen den
GST-Tag zu vermeiden, wurde dieser durch eine Pre-Scission™-Protease-Behandlung
abgespalten (Abb. 3.30B).

A HLH  PAS PAS
[ T T T T 1 |
1 241 297 | 375 445 | 580 648 2047
. .
: | Pellet Uberstand Aufreinigun BSA
I — —
333 T55. Tunind 0,1mM' Tunind 0,1mM' 'GsT-Tai Tai' M ' 0,149 0,29 0,39

130

100
70
55
40

r- =
342DNCSIHPVQQGEVSSTEPPLPEPSLLLGQVPEISAYFEALEHY ISGVGW
VLLQVNANGIIESCTQNIRDLIGYEKQELYHQPLYMYLYSGDHAKLEPIINT
MYNNPNGGNSNSANNSGPGGSSAGTSAGVWGDLEELNNGNASQGSNSSGAGG
LGGAGGAAAGKKRSISTKVRMLVKDTRTATQTSSNCEEKPLRQSGHQDKYEE
VVLIAAPVKS555

. ) 35
] Helix-Loop-Helix-Domane (HLH-Doméne)

25
[[] PAS-Domane (PER, ARNT, SIM)

kDa

Abbildung 3.30: Uberexpression und Reinigung des TAIMAN-Proteinfragments zur
Antikorperherstellung. (A) Schematische Darstellung der Doménenstruktur von TAIMAN. Zur
Antigenherstellung wurden die Aminosduren 342-555 verwendet. (B) Extrakt einer IPTG-
induzierte Testexpression in E.coli BL21-Zellen im Vergleich zum Extrakt uninduzierter Zellen.
Die Aufreinigung des ca. 53 kDa groRRen Fusionsproteins erfolgte mit Glutathione-Sepharose®
4B. Die Abspatung des GSTs vom TAIMAN-Proteinfragment erfolgte mit PreScission™-
Protease. Zur Bestimmung der erhatenen Proteinmenge wurden 1 pg, 2 ug bzw. 3 pg eines
BSA-Standarts (=70kDa) aufgetragen. Das Gel wurde mit Coomassie Brilliant Blue R250
angefarbt und als Leiter der Molekulargewichtsstandard PageRuler™ Prestained Protein Ladder
(Fermentas) verwendet.
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Die erhaltene Menge des 16slichen TAIMAN-Proteinfragments wurde durch Auftragen
auf ein PAA-Gel zusammen mit einem BSA-Standard bestimmt (Abb. 3.30B). Um das
erhaltene Protein aufzukonzentrieren wurde eine Amicon Ultra Zentrifugalfiltereinheit
(Millipore) mit eine Ausschlussgréf3e von 10kDa verwendet. 2 mg des gereinigten
TAIMAN-Proteinfragments wurden zur Immunisierung von Kaninchen fur die
Herstellung des polyklonalen Antikorpers eingesetzt. Die nach der Immunisierung
erhaltenen Blutseren wurden immunozytologisch an Speicheldriisenchromosomen,
Embryonen und mittels Westernbl ot getestet.

3.4.3 TAIMAN ist en Interbandenprotein in polytdnen Speicheldrisen-

chromosomen

Die Spezifitdt des TAIMAN-Antikérpers wurde an Speicheldriisenchromosomen des
Wildtyps, der homozygoten P-Element-Insertionslinie 5-S7-3139  (w™"w™";
5-§7-3139/5-S7-3139) und der homozygoten Deletionsmutante Df(2L)tai2 untersucht.
Einige tai-Deletionsmutanten [w™"/w™"; Df(2L)tai2/Df(2L)tai2] erreichen das adulte
Stadium.

Zur Selektion von homozygoten Larven der tai-Deletionsmutante wurden heterozygote
Tiere (W™"wW™"; Df(2L)tai2/T(2;3)CyO, P{w[+m| hsp70:GAL4} P{w[+nm] UAS GFP};
™3, y[+] ri[1] plp] bx[34¢ €9 Ser[1] P{w[+m| hsp70:GAL4}
P{w[+m|] UAS GFP}/+) gekreuzt und in den Larven der Nachkommen unter UV-Licht
auf Fluoreszenz untersucht. Die homozygoten Larven der tai-Deletionsmutante weisen
keine GFP-Fluoreszenz auf.

An Speicheldrisenchromosomen des Wildtyps bindet der TAIMAN-Antikorper
spezifisch in Interbanden (Abb. 3.31). In der homozygoten P-Element-Insertionslinie
5-&7-3139 und der homozygoten Deletionsmutante Df(2L)tai2 ist keine spezifische
Bindung des TAIMAN-Antikorpers erkennbar (Abb. 3.31). Diese Untersuchungen
zeigen, dass der TAIMAN-Antikorper spezifisch fur TAIMAN ist und die TAIMAN-
Proteinmenge in den Mutantenlinien deutlich reduziert ist. TAIMAN ist demnach ein
euchromatisches Protein und bindet in Interbanden von polytéanen Speicheldriisen-

chromosomen.
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a-TAIMAN Uberlagerung

-

Wildtyp

5-SZ-3139 / 5-SZ-3139

Abbildung 3.31: TAIMAN bindet in Interbanden von polytanen Speichel driisenchromosomen.
Vertellung von TAIMAN im Wildtyp, in 5-SZ-3139-Mutanten und in der homozygoten
Deletionsmutante Df(2L)tai2. Die DNA wurde mit DAPI angefarbt.

Df(2L)tai2 / Df(2L)tai2

3.4.4 taiman-Mutanten fihren zu einer Verédnderung der H3K9- und
H3K27-Methylierung

Wahrend der frihen Embryonalentwicklung von Drosophila erfolgen die ersten
Furchungsteilungen im Inneren des Embryos. Diese Teilungen erfolgen im Syncytium
ohne Bildung einer Zellmembran. Zu Beginn des 9. Kernteilungszyklus erfolgt die
Wanderung der Kerne an die Oberfléche des Embryos und ein syncytiales Blastoderm
entsteht. Einige Kerne verbleiben im Inneren des Embryos und bilden die Dotterkerne.
Erst nach der 14. Kernteilung erfolgt die Bildung des zelluldren Blastoderms. Bis zum
14. Kernteilungszyklus verlaufen die Kernteilungen des Embryos synchron (Foe et al.,
1993).
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Ab Zyklus 10-11 ist erstmals eine Unterscheidung von Eu- und Heterochromatin
innerhalb des Kerns moglich. Das zu diesem Zeitpunkt entstehende Heterochromatin
befindet sich am apikalen Pol der Kerne. Die euchromatischen Bereiche der
Chromosomenarme weisen e ne basal e Orientierung auf.

Um neben der starken Reduktion von H3K9me2 in der white-roughest-Region im
Rearrangement  In(L)w™" der Insertionsmutante 5-S7-3139 globale Effekte und
Auswirkungen einer Reduktion der TAIMAN-Proteinmenge auf repressive
Histonmethylierungsmarks zu untersuchen, wurden Embryonen der homozygoten
P-Element-Insertionslinie 5-S7-3139 (W™"w™": 5-57-3139/5-S7-3139), homozygote
Embryonen der Deletionsmutante Df(2L)tai2 [w™"w™": Df(2L)tai2/Df(2L)tai2] und
Embryonen des Wildtyps vergleichend immunozytologisch analysiert. Der maternale
Effekt von tai ermoglicht nach Kreuzung heterozygoter tai-Deletionsmutanten
homozygote tai-Deletionsmutanten zu erhalten. Um homozygote Embryonen zu
erhalten, wurden homozygote Jungfrauen der tai-Deletionsmutante gesammelt und mit
homozygoten M annchen der tai-Deletionsmutante verkreuzt.

Fur die Analysen wurden drei benachbarte somatische Kerne des 14. Mitosezyklus stark
vergrofert aufgenommen. In tai-Mutanten sind H3K9mel, H3K27mel und H3K27me2
nicht verdndert (Daten nicht gezeigt). Die repressve H3K9-Dimethylierung
kennzeichnet heterochromatische Strukturen im apikalen Bereich der Kerne und
Uberlagert mit der verstérkten DAPI-Farbung (Abb. 3.32). In den tai-Mutanten ist eine
Verringerung von H3K9me2 detektierbar, wobei in der homozygoten tai-
Deletionsmutante die Verringerung am starksten ist (Abb. 3.32).
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H3K27me3 ist im Wildtyp in euchromatischen Bereichen der Chromosomenarme zu
finden und weist eine punktuelle Verteilung auf (Abb. 3.32). In der Insertionsmutante
5-&-3139 ist im Gegensatz zu H3K9me2 eine starke Erhohung von H3K27me3
erkennbar. Die homozygote tai-Deletionsmutante zeigt eine massive Erhdhung von
H3K27me3 (Abb. 3.32). Diese Analysen zeigen, dass offenbar H3K9me2, H3K9me3
und H3K27me3 in tai-Mutanten vollig dereguliert sind. In Westernbl otanalysen von
0-4 h aten Wildtypembryonen konnte mit Hilfe eines H3K9me2- und H3K9me3-
Antikorpers signifikante Mengen H3K9me2 und H3K9me3 nachgewiesen werden, die
in tai-Mutantenembryonen gleichen Alters reduziert sind (Abb. 3.33). H3K27me3
konnte ebenfalls in Westernblotanalysen mittels eines H3K27me3-Antikorpers
nachgewiesen werden, wobei der Antikorper fir immunozytologische Analysen besser
geeignet ist. Eine Erhéhung von H3K 27me3 konnte in tai-Mutanten festgestellt werden
(Abb. 3.33). Vergleichende immunozytologische Analysen an Speicheldriisen-
chromosomen von Wildtyplarven, Larven der homozygoten P-Element-Insertionslinie
5-§7-3139 und der homozygoten Deletionsmutante Df(2L)tai2 zeigen ebenfalls eine
Verringerung von H3K9me2 und eine Erhdhung von H3K27me3 in den tai-Mutanten
(Apelt, pers. Mitteilung).

Wildtyp 5-SZ-3139/5-SZ-3139 Df(2L)tai2/Df(2L )tai2
[ |

Tubulin | A - - “’

H3K9me2

ers‘ “ .

Abbildung 3.33: Westernblotanalysen der TAIMAN-abhangigen Anderung von H3K9me2,
H3K9me3 und H3K27me3. Gleiche Mengen Embryoextrakt von 0-4 h alten Embryonen des
Wildtyps, der homozygoten P-Element-Insertionslinie 5-S7-3139 und der Deletions-
mutante Df(2L)tai2 wurden in einer 3-stufigen Verdinnungsreihe fir Westernblots
verwendet und mit Tubulin-, H3K9me2-, H3K9me3- und H3K27me3-Antikorper
markiert.
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345 taiman-Mutanten fihren zu ener Veranderung der H3K4-
Methylierung und H3K 9-Acetylierung

H3K9-Methylierung kann andere Modifikationen benachbarter Aminoséuren des N-
Terminus von Histon H3, wie beispielsweise Acetylierung und Phosphorylierung,
beeinflussen (Peters et al., 2001). Die Set9-vermittelte Methylierung von H3K4
beispielsweise, verhindert die Bindung des NURD-Komplexes und unterstiitzt damit die
Aktivierung der Transkription (Noma et al., 2001; Nishioka et al., 2002). Die
Methylierung an H3K4 beeintréchtigt dartber hinaus die SUV39H1-abhéngige, aber
nicht mG9a-abhangige H3K9-Methylierung (Nishioka et al., 2002). In mG9a-
defizienten Mausen ist aufgrund der reduzierten H3K9me2 die Methylierung von H3K4
sowie die Acetylierung von H3K9 stark erhoht (Tachibana et al., 2002). Methyliertes
H3K9 kann in vitro die Phosphorylierung von H3S10 durch die Ipl1l/aurora-Kinase
beeinflussen (Rea et al., 2000). Die Phosphorylierung an H3S10 wiederum erleichtert
die Acetylierung von H3K 14 durch die Acetyltransferase GCN5 (Cheung et a., 2000).
Die Abhéngigkeiten und gegenseitigen Beeinflussung von Histonmodifikationen sowie
deren Auswirkung auf den Chromatinstatus ist ein generelles Prinzip der
Chromatinregulation. Auf Grund der generellen Reduktion von H3K9me2 und
H3K9me3 und der Erhthung von H3K27me3 in tai-Mutanten wurden der
Methylierungsstatus von H3K4 sowie die Acetylierung von H3K9 in tai-Mutanten
untersucht. Posttranslationale Histonmodifikationen wie H3K4-Methylierung und
H3K9-Acetylierung bestimmen das Euchromatin. Diese Markierungen werden bereits
in den frihen Embryonalstadien ab dem 10. Embryonal zyklus etabliert (Rudolph et al.,
2007). Fur die Anaysen wurden drei benachbarte somatische Kerne des 14.
Mitosezyklus stark vergrofRert aufgenommen. Die aktivierenden Histonmodifizierung
H3K4mel (Daten nicht gezeigt) H3K4me2, H3K4me3 und H3K9ac sind im Wildtyp
ausschliefdlich in den euchromatischen Armen der Chromosomen detektierbar (Abb.
3.34). Fur H3K4mel und H3K4me2 sind keine signifikanten Veranderungen in tai-
Mutanten erkennbar (Abb. 3.34). H3K4me3 und H3K9ac sind in der homozygoten P-
Element-Insertionglinie 5-S2-3139 im Vergleich zum Wildtyp erhéht. Eine deutliche
Zunahme von H3K4me3 und H3K9ac ist in homozygoten Embryonen der
Deletionsmutante Df(2L)tai 2 detektierbar (Abb. 3.34).
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Um die Verdnderungen von H3K4me3 und H3K9ac zu quantifizieren, wurden
Westernblotanalysen durchgefiihrt. In diesen Westernblotanalysen von 0-4 h adten
Wildtypembryonen konnte mit Hilfe eines H3K4me3- und H3K9ac-Antikorpers eine
H3K4me3 und H3K 9ac nachgewiesen werden, die in tai-Mutantenembryonen gleichen
Alters erhoht ist (Abb. 3.35). Vergleichende immunozytologische Anaysen an
Speicheldriisenchromosomen von Wildtyplarven, Larven der homozygoten P-Element-
Insertionslinie 5-S7-3139 und der homozygoten Deletionsmutante Df(2L)tai2 zeigen
ebenfalls eine Erhéhung von H3K9ac in den tai-Mutanten (Apelt, pers. Mitteilung).
Diese Daten zeigen, dass das Chromatin in tai-Mutanten offenbar einer Deregulation
unterliegt. Die erhohte H3K9ac wirde dabei die Reduktion von H3K9me2 und
H3K9me3 nach sich ziehen.

Wildtyp 5-SZ-3139/5-SZ-3139 Df(2L)tai2/Df(2L)tai2
[ | | | [ |
T [ SR e

H3K4me3]

V}-

Abbildung 3.35: Westernblotanalysen der TAIMAN-abhangigen Anderung von H3K4me3 und
H3K9ac. Gleiche Mengen Embryoextrakt von 0-4 h aten Embryonen des Wildtyps, der
homozygoten P-Element-Insertiondinie 5-S7-3139 und der Deletionsmutante Df(2L)tai2
wurden in einer 3-stufigen Verdinnungsreihe fir Westernblots verwendet und mit Tubulin-,
H3K4me3- und H3K 9ac-Antikorper markiert.

3.4.6 taiman-Mutanten zeigen eine erhdhte Menge LID und RPD3im

Chromatin

Die Veranderung von Histonmodifikationen in tai-Mutanten legt eine Regulation von
chromatinmodifizierenden Faktoren durch TAIMAN nahe. Die H3K4-Methylierung
wird direkt durch Methyltransferasen und Demethylasen beeinflusst. Die SET-
Doménenproteine ABSENT SMALL HOMEOTIC 1 (ASH1) und TRITHORAX
(TRX), Mitglieder der Trithorax-Gruppe, sind in der Lage die H3K4-Methylierung zu
vermitteln (Roguev et al., 2001; Beisel et al., 2002; Czermin et a., 2002; Byrd and
Shearn, 2003). TRITHORAX-RELATED (TRR) kann H3K4-Trimethylierung
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katalysieren und scheint die aktive H3K4-Methyltransferase in  der frihen
Embryonal entwicklung von Drosophila zu sein (Sedkov et al., 2003). TRR enthélt vier
Kernrezeptor-Interaktionsmotive und interagiert in vitro Uber diese mit ECR und USP,
welche den Hauptteil des Ecdysonrezeptors bilden (Sedkov et al., 2003). Neben der
genetischen Interaktion von trr-Mutationen mit der temperatursensitiven ecdysone-less-
Mutation ecd” wurde auch eine hormonabhéngige Interaktion zwischen EcR und TRR
durch Isolation und Aufreinigung von TRR-Komplexen gezeigt (Sedkov et al., 2003).
Des Weiteren colokalisieren TRR und EcR in polytanen Speicheldriisenchromosomen
von Drosophila. Offenbar kontrolliet TRR die H3K4-Methylierung an Ecdyson-
induzierbaren Promotoren (Sedkov et al., 2003). Eine andere Mdglichkeit H3K4-
Methylierung direkt zu regulieren, ist die Entfernung von Methylgruppen durch
Demethylasen. Die Demethylierung von H3K4mel und H3K4me2 kann durch
SU(VAR)3-3 erfolgen. Die Demethylierung von H3K4me3 wird durch das JUMONJI-
Protein LID vermittelt (Eissenberg et al., 2007; Secombe et a., 2007). lid wurde as
Haplo-Enhancer mit Triplo-Suppressoreffekt im In(1)w™"-System charakterisiert
(Baisch, 2010). In Embryonen sowie in polytanen Speichel driisenchromosomen von lid-
Mutanten ist, wie auch in tai-Mutanten, eine erhthte Menge an H3K4me3 zu finden
(Schicht, 2007; Baisch, 2010). Da H3K4mel und H3K4me2 auch in lid-Mutanten
unverdndert sind, legt die erhdhte H3K4me3 in tai-Mutanten eine Deregulation von
H3K4me3-Demethylase LID nahe. Um dies zu analysieren, wurden Embryonen des 14.
Mitosezyklus mit einem LID-spezifischen Antikdrper (Baisch, 2010) vergleichend
analysiert. LID ist ein euchromatisches Protein und kennzeichnet im Wildtyp die
euchromatischen Arme der Chromosomen (Abb. 3.36). In den tai-Mutanten ist eine
signifikante Verringerung der LID-Proteinmenge erkennbar. In der homozygoten
Deletionsmutante Df(2L)tai2 ist kein Signal des LID-Antikorpers detektierbar, was auf
eine stark verringerte Proteinmenge von LID schlief3en 18sst.

Des Weiteren ist in tai-Mutanten eine starke Erhthung der H3K9-Acetylierung
vorhanden. Die Histonacetylierung wird direkt durch Acetyltransferasen, wie MOF,
dGCN5 oder dTip60 und Deacetylasen wie RPD3 (HDAC1) beeinflusst. MOF ist
Bestandteil des MSL-Komplexes, der die H4K16-Acetylierung vermittelt und n6tig ist
fur die Dosiskompensation (Brownell et a., 1996, Hilfiker et al., 1997; Smith et al.,
2000).
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GCN5 dtelt die histonmodifizierende Untereinheit des transkriptionsregulierenden
dSAGA Komplexes dar (Kusch et a., 2003). In vitro zeigt GCN5 eine 10fach hohere
Acetyltransferaseaktivitat, wenn Serin 10 im Histon H3 phosphoryliert ist (Cheung et
al., 2000; Agalioti et al., 2002). GCN5 und E2F1 stimulieren auf3erdem gemeinsam die
Nukleotidexzisionsreparatur (NER) durch H3K9-Acetylierung an entsprechenden
Reparaturstellen (Guo et al., 2011). Tip60 wurde zuerst identifiziert as ein Protein,
welches mit dem Tat Protein aus HIV interagiert (Kamine et al., 1996). Die
Acetylierung der Histonvariante H2Av durch dTip ist nétig fur den Austausch von
H2Av an Stellen mit DNA-Schaden (Kusch et al., 2004). Die erste Histondeacetylase
(HDAC1) wurde aus Kuh-Proteinextrakten gereinigt und als Orthologes des globalen
Regulators RPD3 aus Hefen identifiziert (Vidal et al., 1991; Taunton et a., 1996). EMS
induzierte Punktmutationen in Rpd3 zeigen einen dominanten Suppressoreffekt im
In(1)w™"-System (Mottus et al., 2000; Doheny et al., 2008). Interessant ist, dass die
Nullallele HDAC1%® und HDAC1%? keinen dominanten Effekt im In(1)w™"-System
aufweisen (Mottus et al., 2000). H3K9ac ist in lid-Mutanten ebenso veréndert, wie auch
die Menge an RPD3 (Schicht, 2007; Baisch, 2010). Zwischen LID und RPD3 besteht
somit offenbar ein Zusammenhang (Baisch, 2010). Da in tai-Mutanten H3K 9ac sowie
auch die Menge an LID veréndert ist, liegt die Vermutung nahe, dass auch ein Effekt in
Bezug auf RPD3 vorhanden ist. Um diese Vermutung zu anaysieren, wurden
Embryonen des 14. Mitosezyklus mit einem RPD3-spezifischen Antikorper
vergleichend analysiert. RPD3 ist ein euchromatisches Protein und kennzeichnet, wie
auch LID, im Wildtyp die euchromatischen Arme der Chromosomen (Abb. 3.36). In
den tai-Mutanten ist tatséchlich eine Veranderung der RPD3-Proteinmenge erkennbar.
Offenbar ist eine sehr stark erhohte RPD3-Proteinmenge in tai-Mutanten vorhanden. In
der homozygoten Deletionsmutante Df(2L)tai2 ist darber hinaus ein extrem starkes
Antikorpersignal detektierbar, was auf eine stark erhdhte Proteinmenge von RPD3
schlief3en 18sst.
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3.4.7 Mutanten fur EcR, dib und woc sind dominante Suppressoren fir
PEV

Die Tatsache, dass taiman als ein dominanter Suppressor fur PEV identifiziert werden
konnte, 18sst vermuten, dass auch andere Komponenten des Ecdysonsignalwegs einen
Einfluss auf PEV aufweisen. Tatséchlich zeigt auch die Temperatur-sensitive
ecdysoneless-Mutante ecd' einen dominanten Suppressoreffekt (Apelt, pers.
Mitteilung). In der ecd’-Mutante ist der Ecdysongehalt bei einer Temperatur von 29°C
stark reduziert (Garen et a., 1977; Redfern and Bownes, 1983; Warren et a., 1996). Da
TAIMAN ein Koaktivatorprotein fur den ECR/USP Ecdyson-Rezeptorkomplex dar
stellt, wurde eine Mutante firr ECR im In(1)w™"-Hintergrund auf PEV untersucht. In
dem EcRY**.Allel sind 22 bp deletiert. Diese Deletion filhrt zu einem Frameshift
(Bender et al., 1997). In der Kreuzung von w™w™" EcR"S5*S/CyRoi x w™Y:+/+ und
der reziproken Kreuzung w™"w™"+/+ x w™Y: ECR"**/CyRoi wurde der Einfluss
des EcRY®**_Allels auf die Reprimierung des white-Gens in der Inversion In(1)w™"
anaysiert. Dabel zeigte die EcR-Mutante einen dominanten Suppressoreffekt,
unabhéngig davon, ob die Mutation maternal oder paternal vererbt wurde (Abb. 3.37A).
Da auch die ecdysonelessMutante ecd’ einen dominanten Suppressoreffekt zeigt,
wurden zwei weitere Gene, welche in die Ecdysonsynthese involviert sind, auf PEV
untersucht. Das Zinkfingerprotein WOC reguliert die Aktivitét der 7,8-Dehydrogenase,
welche den ersten Schritt in der Ecdysonsynthese aus Cholesterol katalysiert (Warren et
a., 2001). In den Nachkommenschaften aus der Kreuzung von
W™ wocEY 2380 TM3 x w™Y:+/+ und der reziproken Kreuzung w™ W™ +/+ x
W™y wocE?3¥9TM3 wurde der Einfluss des wocE?**®-Allels auf die Reprimierung
des white-Gens in der Inversion In(1)w™" analysiert. Bei diesem Allel befindet sich ein
P-Element im ersten Intron des woc-Gens (Bellen et a., 2004). Auch fir die woc-
Mutante wurde ein dominanter Suppressoreffekt beobachtet, unabhangig von der
paternalen Herkunft der Mutante (Abb. 3.37B).

Das Gen disembodied kodiert fir das Cytochrom P450 Enzym Disembodied, welchesin
die Synthese von Ecdyson involviert ist (Chavez et al., 2000). Nach Kreuzung von
WM™ dib®%%TM3 x W™/Y:+/+ und der reziproken Kreuzung w™wW™+/+ x
wW™Y: dib®2%’/TM3 wurde der Einfluss des dib®®*?"-Allels auf die Reprimierung des
whiteGens in der Inversion In()W™" anaysiert. Das dib®°*-Allel enthdt im
Promotorbereich des dib-Gens ein P-Element (Thibault et al., 2004). Die dib-Mutante



Ergebnisse 72

zeigte nur nach maternaler Herkunft einen dominanten Suppressoreffekt in den
Nachkommen, der sich aber nicht in der reziproken Kreuzung zeigte (Abb.3.37C).

A wmdh/ymah: ECRMS54s/CyRoi X  wm4h/Y; +/+ wmdhjymah: 4/ x  wméh/y: ECRM554s/CyRoi

In(1)wmh
CyRoi/+

ECRMS54fs /4

B wmdhjyymah: +/+  x  wmeh/Y: wocEY23360/T3

In(1)wm#h

wo CE Y23360 )+

wméhfymah: 4/x  x  wmah/Y: dibe01927/TM3
I 1

In(1)wméh

dibe07927/4

Abbildung 3.37: Mutanten von EcR, dib und woc sind dominante Suppressoren fir PEV. (A)
Augen der F1-Generation aus der Kreuzung w™"w™" EcCR"***/CyRoi x w™/Y;+/+ und der
reziproken Kreuzung w™"/w™"+/+ x w™VY;EcR"**/CyRoi. (B) Augen der F1-Generation
aus der Kreuzung w™"wW™wocE?*TM3 x w™VY;+/+ und der reziproken Kreuzung
WMIW™ 1+ x WY wocEP*TM3. (C)  Augen der F1-Generation aus der Kreuzung
WM™ dib™2927TM3 x W™Y:+/+ und der reziproken Kreuzung w™w™":+/+ x
W™y, dib®? I TM3.



4 Diskussion

Heterochromatisierung stellt einen entscheidenden Kontrollprozess fir Gensilencing in
der Entwicklung eukaryotischer Organismen dar. Das In(1)w™"-Rearrangement in
Drosophila melanogaster ermdglicht die Identifizierung von Komponenten, die am
Aufbau heterochromatischer Strukturen beteiligt sind. Su(var)3-9 und Su(var)3-3 sind
zwel der stérksten Suppressoren fur PEV  und somit Schllsselfaktoren des
heterochromatischen Gensilencings. Ein  molekulares Signal fir Chromatin-
differenzierung stellt der Koaktivator des Ecdyson-Rezeptorkomplex TAIMAN dar,
welcher ebenfalls als dominanter Suppressor fur PEV isoliert wurde. Durch die Analyse
dieser Faktoren wurden grundlegende Kenntnisse tber die molekularen Prozesse bel der

Chromatindifferenzierung und deren Kontrolle erlangt.

4.1 Heterochromatisches  Gensilencing  wird  durch  die
SU(VAR)3-9-abhangige H3K 9-M ethylierung kontrolliert

u(var)3-9 ist einer der stérksten dominanten Suppressoren im PEV Modellsystem
In()Ww™". Bei einem Verlust einer Kopie von Su(var)3-9 kommt es zu einer
vollstandigen Aktivierung des white-Gens (Tschiersch et al., 1994), wohingegen eine
zusétzliche Kopie von Su(var)3-9 ein verstarktes Gensilencing verursacht und zu einer
kompletten Inaktivierung des white-Gens fihrt. Demzufolge stellt SU(VAR)3-9 eine
zentrale Komponente bei der Etablierung hohergeordneter Chromatinstrukturen dar. Der
Suppressoreffekt  von  Su(var)3-9-Nullmutanten dominiert Uber die meisten
Enhancermutationen und Uber den Triplo-Enhancereffekt einer zusétzlichen HP1- bzw.
Su(var)3-7-Kopie (Schotta et a., 2002). Su(var)3-9 wurde erstmals in Drosophila
mittels Transposon-Tagging kloniert (Tschiersch et a., 1994) und ist von der Hefe bis
zum Menschen evolutiondr hoch konserviert. Diese strukturelle und funktionelle
Konservierung wird besonders deutlich durch das Einbringen des homologen
Saugerproteins SUV39H1 in Drosophila, denn SUV39H1 ist in der Lage, den
Suppressoreffekt von Su(var)3-9-Mutanten zu kompensieren (Schotta et a., 2002).
Inzwischen konnten in Uber 40 verschiedenen Arten SU(VAR)3-9 Homologe
identifiziert werden (Ivanova et al., 1998; Baumbusch et al., 2001; Tamura und Selker
2001; Naumann et al., 2005; Krauss et al., 2006). SU(VAR)3-9 enthdlt eine Chromo-
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Doméane und eine C-terminale SET-Doméne. Diese Doméne wurde zuerst in
SU(VAR)3-9, ENHACER of ZESTE und TRITHORAX entdeckt (Jones und Gelbart
1993; Tschiersch et a., 1994) und stellt ein wesentliches funktionelles Modul von
SU(VAR)3-9 dar. Die enzymatische Funktion der SET-Doméne in der H3K9-
Methylierung wurde zuerst fir das humane SUV39H1 gezeigt. SU(VAR)3-9 ist in der
Lage in vitro H3K9mel, H3K9me2 und H3K9me3 zu vermitteln. Die Transferierung
der Methylgruppen durch SU(VAR)3-9 erfolgen dabel auf eine nicht-prozessive Weise
(Eskeland et al., 2004). In Su(var)3-9-Nullmutanten ist H3K9me2 und H3K9me3 stark
reduziert, aber H3K9mel ist unverandert (Ebert et al.2004). Im zentralen Bereich des
Chromozentrums von polytdnen  Speicheldrisenchromosomen ist H3K9me3
detektierbar. In Su(var)3-9-Nullmutanten ist in diesem Bereich H3K9me2 zu finden
(Ebert et al., 2004). ChIP-Analysen im In(1)w™"-Rearrangement in der white-roughest-
Region zeigen einen vollstandigen Verlust von H3K9me2 in Su(var)3-9-Nullmutanten,
von dem auch die heterochromatischen 359 bp satellite repeats betroffen sind.
H3K9me3 ist im In(l)w™"-Rearrangement in der white-roughest-Region nicht
detektierbar. Offenbar wird auch in vivo nur eine Methylgruppe durch SU(VAR)3-9
Ubertragen. Im perizentrischen Heterochromatin konvertiert SU(VAR)3-9 H3K9mel zu
H3K9me2. Im zentralen Bereich des Chromozentrums wird H3K9me2 durch
SU(VAR)3-9 trimethyliert. Mit Hilfe von EMS- bzw. Rontgenstrahlenmutagenese
konnte eine Vielzahl an dominanten Suppressoren fir das PEV-Rearrangement
In(1)w™" selektiert werden (Tschiersch, 1993; Reuter et al., 1986; Wustmann, 1988;
Ebert et al., 2004). Durch Komplementations- und Sequenzanal ysen konnten insgesamt
33 Su(var)3-9-Allele identifiziert werden (Krauss, 1995; Schotta, 2002). Die Tatsache,
dass fast alle Mutantenallele, die in Aminosdureaustauschen resultieren, die SET-, bzw.
pre-SET und postSET-Doméne betreffen, zeigt deren fundamentale Bedeutung fur die
Etablierung von heterochromatischen Chromatindomanen. Bisher wurde keine Mutation
im Bereich der Chromo-Doméne isoliert, obwohl die Mutagenese weitestgehend
séttigend war (Ebert et a., 2006). Die genetische Klassifizierung der Mutanten wurde
im  Hintergrund einer  Extrakopie von  Su(var)3-9  durchgefihrt (W™
Su(var)3-9"/Su(var)3-9 + P[Su(var)3-9]). In diesem Hintergrund ergeben Su(var)3-9-
Nullmutanten den normalen white-mottled-Phanotyp, wohingegen hypomorphe Allele
einen Enhancereffekt verursachen (Ebert et a., 2004). Die genetische Klassifizierung
der Su(var)3-9-Allele 06, 07, 23 und 22 im Su(var)3-9”"-Hintergrund ergab ein
vergleichbares Ergebnis. Su(var)3-9M“"-Allele wurden mit endogenen Su(var)3-9°"
Mutanten bzw. dem Transgen Su(var)3-9°"-EGFP im Su(var)3-9'’-Hintergrund
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gekreuzt und der Effekt auf die Inversion In(1)w™" untersucht. Die amorphen Allele
Su(var)3-9% und Su(var)3-9% zeigen keine Verstarkung der Reprimierung des white-
Gens. Die hypomorphen Alldle Su(var)3-9% und Su(var)3-9% verstiarken die
Reprimierung des white-Gens, was in einem Enhancereffekt sichtbar ist.

Fur 23 verschiedene SU(VAR)3-9-Mutantenproteine wurden auf’erdem KMTase-
Assays durchgefuhrt. Alle genetisch as Nullmutanten klassifizierten Allele sind ohne
enzymatische Aktivitédt, wohingegen die hypomorphen Su(var)3-9-Mutanten reduzierte
KMTase-Aktivitat aufweisen.

Die Tatsache, dass die phanotypischen Effekte der Su(var)3-9-Mutanten mit deren
KMTase-Aktivitdt korrelieren, zeigt, dass das Slencing-Potenzial von SU(VAR)3-9
direkt durch die KM Tase-Aktivitét, welche die SET-Domane vermittelt, bestimmt wird.
Im Verlauf dieser Analysen konnte ebenfalls der extrem starke Enhancer pitkin® als
Su(var)3-9-Allel identifiziert werden (Kuhfittig et al., 2001; Ebert et a., 2004).
Su(var)3-9"" verursacht eine massive Verdichtung des Chromatins in der frithen
Embryogenese und verstérkt die Rekrutierung von SU(VAR)3-9 an viele
euchromatische Bereiche, welche mit endogenen SU(VAR)3-9-Bindestellen
Ubereinstimmen (Greil et al., 2003). Eine Punktmutation (R529S) innerhalb der SET-
Doméne von SU(VAR)3-9"" verursacht eine verstirkte KM Tase-Aktivitéat. Diese fihrt
zu einer Erhéhung von H3K9me2 und H3K9me3 im perizentrischen Heterochromatin
und in vielen euchromatischen Banden. Die Ausbreitung der H3K9-Dimethylierung
ber den proximalen Bruchpunkt des In(L)w™"-Rearrangements entlang der
flankierenden, euchromatischen, ca. 200 kb grofen white-roughest-Region ist in
Su(var)3-9""-Mutanten reduziert. Dafirr ist in dieser Region ein H3K9me3-Gradient
vorhanden. Offenbar ist ein grof3er Teil von H3K9me2 in der Region zu H3K9me3
konvertiert. Da Su(var)3-9""-Mutanten einen starken Enhancereffekt zeigen, fuhrt auch
die H3K9me3 in Drosophila zu einem verstarkten Slencing.

Im Gegensatz zum Drosophila SU(VAR)3-9 vermittelt das SUV39H1 in Saugern
H3K9-Trimethylierung. Transgene Fliegen, welche das humane SUV39H1-EGFP
Fusionsprotein exprimieren, zeigen eine komplette Rettung des Verlustes des
endogenen Drosophila SU(VAR)3-9-Proteins, wenn es korrekt wahrend der
Entwicklung exprimiert wird (Schotta et al., 2002). Das SUV39H1-EGFP
Fusionsprotein ist, wie auch das endogene SU(VAR)3-9 mit dem Chromozentrum
assoziiert. Interessant ist, dass das humane SUV39H1 in Drosophila nicht zu einer
signifikanten Erhthung der H3K9-Trimethylierung in der white-roughest-Region im
In(1)W™"-Rearrangement  filhrt. Méglicherweise werden die einzelnen H3K9-
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Methylierungsstufen in verschiedenen Spezies spezifisch kontrolliert. Da sich jedoch im
Hintergrund des humanen SUV39H1-EGFP eine Kopie des genomischen Su(var)3-9
befand, konnte die Beschrankung der H3K9-Methylierungsstufen auch durch das
endogene SU(VAR)3-9 verursacht worden sein. Sinnvoll ware demnach auch eine
Anayse der durch SUV39H1-EGFP verursachten H3K9-Methylierungsstufen im
Su(var)3-9-Nullhintergrund. Die Tatsache, dass das humane SUV39H1-EGFP den
Verlust des endogenen Drosophila SU(VAR)3-9-Proteins retten kann, zeigt die hohe
Konservierung der SU(VAR)3-9-Methyltransferasen auf struktureller und funktioneller
Ebene. Die 3D-Struktur der SET-Doméane as katalytisches Zentrum von
Methyltransferasen und somit die funktionelle Bedeutung von verschiedenen
Strukturmotiven wurden fur Clrdp aus Schizosaccharomyces pombe, DIM5 aus
Neurospora crassa und SET7/9 aus Saugern ermittelt (Min et al., 2002; Zhang et a.,
2002; Jacobs et al., 2002). Hoch konserviert in allen SET-Domanen sind die Motive fir
die AdoHcy-Bindung, die H3-Erkennung und das NHS-Motiv, welches der SET-
Doméne ermdglicht, eine knotenférmige Struktur auszubilden. STD-NMR-Analysen
mit rekombinantem SU(VAR)3-9, dem Kofaktor S-Adenosyl-L-Methionin und dem
Koprodukt  S-Adenosyl-L-homocystein  ermdglichten  die  Bestimmung  der
Bindungsepitope von AdoMet und AdoHcy (Seeger et al., 2005; Seeger 2006). Dabei
wurde im Vergleich zur Kristallstruktur eine gleichartige Bindung beider Kofaktoren in
L 6sung nachgewiesen (Seeger et a., 2005; Seeger 2006).

4.2  dGYaist keine spezifische H3K 9-M ethyltransferase

In Drosophila muss neben SU(VAR)3-9 und SETDB1 ene weitere H3KO9-
Methyltransferase existieren, die H3K9mel bzw. H3K9me2 im Chromozentrumkern
vermittelt. dASETDB1 katalysiert hauptsachlich H3K9me2 im 4. Chromosom und in
Telomerregionen (Seum et al., 2007a; Tzeng et a., 2007). In humanen Zellen wurde
gezeigt, dass die H3K9-Methyltransferasen SUV39H1, G9a, GLP und SETDB1 auch in
einem multimeren Komplex vorkommen und zusammenwirken kénnen (Fritsch et al.,
2010). Ein dhnlicher multimerer Proteinkomplex kdnnte auch in Drosophila existieren,
wobel dSETDB1 vornehmlich in der frihen Embryonaentwicklung aktiv ist und
SU(VAR)3-9 die Aufrechterhaltung der H3K9-Methylierung verstarkt in der weiteren
Entwicklung Ubernimmt. Ein Kandidat fir eine weitere H3K9-Methyltransferase ist

dG9a, das Drosophila Homologe von G9a aus Sdugern. In Saugern erfolgt die
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euchromatische H3K9-Mono- und Dimethylierung durch G9a (Tachibana et al., 2001,
Tachibana et al., 2002; Rice et a., 2003). G9a ist involviert in das Slencing von
entwicklungsabhangig regulierten Genen (Roopra et al., 2004; Feldman et al., 2006).
Far das  Drosophila  Homologe dG9a konnte in  vitro  eine
Histonmethyltransferaseaktivitdt nachgewiesen werden (Stabell et a. 2006). Mittels
massenspektrometrischer Analysen wurde gezeigt, dass dG9a in vitro H3K9 mono-, di-
und trimethylieren kann (Stabell et al. 2006). H3K27, K8, K12 oder K16 in Histon H4
konnen ebenfalls durch dG9a methyliert werden (Stabell et al., 2006).
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dSETDB1 SET
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Abbildung 4.1: H3K9-Methyltransferasen in Drosophila. (A) Schematische Darstellung der
Domanenstruktur von dBlimp-1. dBlimp-1 besteht aus 1203 Aminosauren und ist ein ca
134kDa grofies Protein. Die SET-Doméane im N-Terminus und die Zinkfingermotive im
C-terminalen Bereich bestimmen die Doméanenstruktur von dBlimp-1. (B) Methylierungsstufen
der H3K9-Methyltransferasen in vivo. dBlimp-1 im Komplex mit dG9a konnte die H3K9-
Monomethylierung vermitteln. (HET: Heterochromatin, EU: Euchromatin).
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Die Tatsache, dass ein Histonpeptid mit den Aminosduren 1-20 und einem
Aminosdureaustausch an Position 9 bzw. einer bereits vorhandenen H3KO-
Trimethylierung trotzdem durch dG9a methyliert wird, zeigt deutlich, dass dG9a in
vitro noch weitere Lysine methylieren kann. Welche Funktion dG9a in vivo erflillt, ist
immer noch ungekléart. FUr eine homozygote Deletionsmutante, in welcher der gesamte
ORF von dG9a deletiert ist, wurde in polytanen Speicheldrisenchromosomen keine
Veranderung der H3K9-Mono-, Di- und Trimethylierung festgestellt (Seum et a.,
2007). dG9a ist somit offenbar nicht fir die H3K9-Methylierung in polytéanen
Speicheldriisen von Drosophila verantwortlich. In einer weiteren Studie konnte gezeigt
werden, dass dG9a-Mutanten Defekte in der Oozytendetermination aufweisen (Lee et
al., 2010). Dennoch ist auch in Ovarien die H3K9-Methylierung nicht durch dG9a
beeinflusst (Lee et a., 2010). Da dG9a nachweislich Methyltransferaseaktivitét zeigt,
besteht die Mdglichkeit, dass dG9a Nichthistonproteine methyliert und somit eine
regul atorische Funktion zumindest in der Keimbahn aufwelist.

Ein anderer Kandidat fur eine H3K9-Methyltransferase in Drosophilaist dBlimp-1, das
Homologe zu B-lymphocyte-induced maturation protein 1 (Blimp-1) aus Saugern
(Schotta et al., 2004; Agawa et a., 2007). dBlimp-1 befindet sich auf dem
Chromosomenarm 3L in Region 64E1 (3L: 5,624,083..5,642,049 [+]). Das Protein
enthdlt eine SET-Domane und eine DNA-Bindedoméne, bestehend aus flnf
Zinkfingermotiven (Abb. 4.1A). Die SET-Doméne von dBlimp-1 befindet sich, im
Gegensatz zu SU(VAR)3-9, SETDB1 und dG9a, im N-terminalen Bereich des Proteins.
Um einen madglichen Einfluss von dBlimp-1 auf PEV zu untersuchen, mussten dBlimp-
1-Mutanten  isoliet und im In())W™"-Rearrangement analysiert  werden.
Immunozytologische Analysen an polytanen Speicheldriisenchromosomen und frihen
Embryonen von Drosophila kdnnten Aufschluss geben, ob dBlimp-1 einen Effekt auf
die H3K9-Methylierung austibt. Eine mogliche Histonmethyltransferaseaktivitét konnte
mittels Histonmethyltransferase-Assays untersucht werden. Interessant ist, dass fur den
humanen Blimp-1-Komplex eine spezifische Histonmethyltransferaseaktivitat for
Histon H3 Lysin 9 nachgewiesen werden konnte (Gyory et a., 2004). Diese H3K9-
Methyltransferaseaktivitdt wird jedoch nicht durch Blimp-1 vermittelt, sondern durch
G9a. Blimp-1 interagiert direkt tber die Zinkfingermotive mit G9a (Gyory et a., 2004).
Eine direkte Interaktion von dBlimp-1 und dG9a kdnnte auch in Drosophila vorhanden

sain.
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4.3 SU(VAR)3-3ist eine H3K 4 spezifische Demethylase und

essentiell fur die Etablierung von Heter ochromatin

Neben der H3K9- und H3K 27-Methylierung, welche repressive Histonmodifizierungen
darstellen, kennzeichnet die Methylierung an H3K 4 aktive Chromatinzusténde (Santos-
Rosa et al., 2002; Ebert et a. 2006). ASH1, TRR und TRX sind Enzyme, die H3K4-
Methylierung vermitteln konnen (Roguev et al. 2001, Nakamura et al. 2002, Beisel et
al. 2002, Sedkov et al. 2003, Byrd & Shearn 2003). Die Entdeckung der ersten
lysinspezifischen Demethylase LSD1 zeigte, dass LSD1 die Demethylierung von mono-
und dimethyliertem Lysin 4 des Histons H3 katalysieren kann (Shi et al., 2004).
SU(VAR)3-3 stellt das Drosophila Homologe zu LSD1 dar. Su(var)3-3-Mutanten
gehdren zu den starksten dominanten Suppressoren im In(1)w™"-Rearrangement
(Wustman et a., 1989). Dies zeigt, dass offenbar eine H3K4 Demethylase fur die
Etablierung heterochromatischer Strukturen nétig ist.

Eine Su(var)3-3 Mutante ist aulRerdem in transheterozygoten Fliegen epistatisch Uber
den Triplo-Enhancereffekt von Zusatzkopien der Gene Su(var)3-9, Su(var)2-5 und
Su(var)3-7 (Rudolph et al., 2007). Wenn zwei Extrakopien von Su(var)3-9 vorhanden
sind, ist ebenfalls eine signifikante Suppression der Inaktivierung des white-Gens in
Su(var)3-3-Mutanten erkennbar (Rudolph et al., 2007). Su(var)3-3-Mutanten
kompensieren auRerdem die massive Heterochromatisierung in Su(var)3-9"". Diese
Daten zeigen einen direkten Zusammenhang zwischen SU(VAR)3-3 und SU(VAR)3-9.
Tatsachlich ist die heterochromatische, SU(VAR)3-9 vermittelte H3K9me2 in
Su(var)3-3-Mutanten in der white-roughest-Region nicht mehr detektierbar.
SU(VAR)3-3 kann, wie das humane Homologe LSD1, H3K4mel und H3K4me2
demethylieren. Tatséchlich beeinflusst die Methylierung an H3K4 die SUV39H1-
abhangige H3K9-Methylierung (Nishioka et a., 2002). Fur SU(VAR)3-9 konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass alle drel Methylierungsstufen an H3K4 die KM Tase-
Aktivitét behindern. Durch Préinkubation mit SU(VAR)3-3 wurde eine Demethylierung
von H3K4mel und H3K4me2 initiiert und die H3K9-Methylierung durch SU(VAR)3-9
ermdglicht. Damit konnte ein molekularer Mechanismus entschlUisselt werden, der fir
die Etablierung heterochromatischer Strukturen ndétig ist. Neben der genetischen
Wechselwirkung von SU(VAR)3-3, SU(VAR)3-9, HP1 und RPD3 wurde durch Co-
Immunoprézipitation gezeigt, dass diese Proteine in der frihen Emryonal entwicklung

von Drosophila in einem Komplex vorliegen (Rudolph et al., 2007). Dieser Komplex ist
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zur Etablierung des Heterochromatins im Embryo des Kernteilungszyklus 14 nétig.
Endogenes SU(VAR)3-3 wird zu diesem Zeitpunkt praferentiell im Chromozentrum
von Blastodermzellen gebunden (Rudolph et a., 2007). Dort agiert das Protein als
H3K4-Demethylase. In Embryonen mit einer verringerten Menge an SU(VAR)3-3
kommt es zu einer Ausbreitung der H3K4-Dimethylierung und einer gleichzeitigen
Reduktion von H3K9me2 und H3K9me3. SU(VAR)3-3 schitzt demnach
heterochromatische Bereiche vor H3K4-Methylierung und ermdglicht die Methylierung
von H3K9. Neben der Bildung der Euchromatin-Heterochromatin-Grenzen in
Blastodermzellen spielt SU(VAR)3-3 in primordialen Keimbahnzellen eine frihe und
induktive, regulatorische Rolle. Ebenso wie z.B. nanos ist auch Su(var)3-3 nétig, um
eine H3K4me in den Polzellen zu verhindern, eine repressive H3K9me zu etablieren
und damit die Quiescence in der Keimbahn aufrecht zu erhalten (Schaner et a., 2003;
Rudolph et al., 2007).

44  H3K4-Trimethylieeung und die Kontrolle der H3KO9-
Acetylierung

Die Demethylierung von H3K4me3 erfolgt durch das JUMONJI-Protein LID, welches
eine JMjN- und eine JmjC-Doméne besitzt (Eissenberg et al., 2007; Secombe et al.,
2007). Aminoxidasen sind in ihrer Aktivitét beschrankt auf mono- und dimethylierte
Lysine, bedingt durch den FAD-abhangigen Mechanismus dieser Demethylierung.
Dabel entsteht eine Doppelbindung zwischen dem Stickstoffatom des Lysins und der
Methylgruppe, welche dann hydrolysiert wird. Die Methylgruppe wird dadurch in Form
von Formaldehyd entfernt. Die Moglichkeit auch Trimethylierung zu entfernen, stellt
die Hydroxylierung dar. Das lid-Gen wurde as Haplo-Enhancer mit Triplo-
Suppressoreffekt im In(1)w™"-System charakterisiert (Baisch, 2010). Der dominante
Enhancereffekt von lid zeigt, dass der Verlust einer Kopie des lid Gens zu einer
verstérkten Heterochromatisierung und somit zu einer Inaktivierung des white-Gens
fahrt. In Embryonen sowie in polyténen Speicheldriisenchromosomen von lid
Nullmutanten ist ein Erhtéhung von H3K4me3 zu finden (Schicht, 2007; Baisch, 2010).
Die Erhéhung von H3K4me3 ist jedoch ausschliefdich in euchromatischen Bereichen
detektierbar. Heterochromatische Bereiche sind nicht von einer Veranderung von
H3K4me3 betroffen. Die Bedeutungen der Demethylasen LID und SU(VAR)3-3
unterscheiden sich offenbar von einander, da LID ein Enhancer und kein Suppressor fur
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PEV ist. LID ist im Gegensatz zu SU(VAR)3-3 in der frihen Embryonal entwicklung
nicht in heterochromatischen Bereichen detektierbar (Schicht, 2007). Eine protektive
Funktion im Heterochromatin, wie sie fiur SU(VAR)3-3 und die Demethylierung von
H3K4me2 zutrifft, scheint fir LID und die Demethylierung von H3K4me3 nicht zu
existieren. Bei weiteren Untersuchungen von lid-Nullembryonen ist erkennbar, dass die
Erhéhung von H3K4me3 mit einer Verringerung von H3K9ac und einer Erhdhung von
H3K9me2 einher geht, obwohl die H3K4-Trimethylierung die SU(VAR)3-9-vermittelte
H3K9-Methylierung in vitro inhibiert. Da jedoch heterochromatische Bereiche nicht
von der erhohten Menge an H3K4me3 betroffen sind, sollte die Methylierung von
H3K9 durch SU(VAR)3-9 in diesen Bereichen nicht behindert sein.

H3K4me3 ist vorzugsweise in euchromatischen Regionen zu finden und beginstigt die
Genexpression (Santos-Rosa et a., 2002). Jedoch kommt der aktivierenden Funktion
dieser Modifizierung eine reprimierende hinzu, abhangig von den Komplexen, die an
H3K4me3 gebunden sind. Fir ING2 wurde gezeigt, dass dessen PHD-Domane
spezifisch H3K4me3 bindet und in einem Komplex mit HDACL1 die Deacetylierung von
H3 bewirkt (Shi et a., 2006). Diese Deacetylaseaktivitdt wird durch ene
Hypermethylierung von H3K4me3 verstarkt (Shi et al., 2006). Eine erhdhte H3K4-
Trimethylierung ist auch in lid-Nullmutanten vorhanden, welche eine Erhéhung der
RPD3 Menge und somit die Deacetylierung von H3K9 bedingt (Schicht, 2007). Die
Deacetylierung von H3K9 durch RPD3 macht dann die SU(VAR)3-9-vermittelte
H3K9-Methylierung mdglich (Schotta, 2002). In Zusammenarbeit mit Masato
Yonezawa vom IMP in Wien konnte gezeigt werden, dass dING2 an H3K4-
Trimethylierung binden kann. Auf3erdem ist die Menge an dING2 in lid-Nullmutanten
erhoht (Baisch, 2009).

Eine zusétzliche Kopie des lid-Gens verursacht einen Suppressoreffekt im In(1)w™"-
System und bewirkt die vollstandige Aktivierung des white-Gens. In Embryonen einer
LID-Uberexpressiongdinie ist eine Verringerung von H3K4me3, eine Erhohung von
H3K9ac und eine Verminderung von H3K9me2 erkennbar. ChIP-Analysen der
heterochromatischen H3K9-Dimethylierung Uber den proximalen Bruchpunkt des
In(1)w™"-Rearrangements entlang der white-roughest-Region zeigen ebenfalls eine
Verminderung von H3K9me2, von der auch die R1-Elemente betroffen sind. LID wirkt
demnach der Deacetylierung von H3K9 entgegen indem die H3K4-Trimethylierung
entfernt wird (Abb. 4.2).
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Abbildung 4.2: LID wirkt der reprimierenden Funktion von H3K4me3 entgegen. (A) Die
Demethylierung von H3K4me3 durch LID verhindert die Bindung von diING2 und RPD3 und
bewirkt die Aufrechterhaltung der H3K9-Acetylierung (aktiv). (B) Der Verlust von LID fuhrt
zur Bindung von dING2 und RPD3 und zur Deacetylierung von H3K9 (reprimiert).

4.5  Einesequenzielle molekulare Reaktionsfolge fuhrt zur Bildung

von Heterochromatin

Die Organisation euchromatischer Chromatindoméanen wird bei der Stilllegung von
genomischen Regionen grundlegend verandert. Damit verbunden ist auch eine
Verédnderung von Histonmarkierungen. Euchromatische Bereiche sind unter anderem
durch Hyperacetylierung von Lysinen in Histonen gekennzeichnet. Im Gegensatz dazu
sind heterochromatische Regionen deacetyliert und weisen Methylierung von H3K9 und
H3K27 sowie H4K20 auf. Die Deacetylierung von Histonen ist demnach ene
essentielle Voraussetzung fur die Etablierung heterochromatischer Chromatinzustéande.
Rpd3-Mutanten zeigen einen starken dominanten Suppressoreffekt auf In(L)w™ und
unterdriicken somit heterochromatisches Gensilencing (Mottus et al., 2000). Rpd3-
Mutanten dominieren Uber den Triplo-Enhancereffekt einer zusdtzlichen Su(var)3-9
Kopie. SU(VAR)3-9 und RPD3 liegen in vivo assoziiert in einem Komplex vor
(Czermin et a., 2001; Nakayama et a., 2001). Eine Deacetylierung von H3K9 ist somit
eine entscheidende V oraussetzung fur die nachfolgende SU(V AR)3-9-abhéngige H3K 9-
Methylierung (Abb. 4.3A).

H3K4-Methylierung hat ebenfalls eine antagonistische Wirkung auf die KMTase-
Aktivitéat von SU(VAR)3-9. SU(VAR)3-3 ist in der Lage, H3K4mel und H3K4me2 zu
demethylieren (Abb. 4.3A). In der frihen Embryonal entwicklung schitzt SU(VAR)3-3
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heterochromatsiche Bereiche vor H3K4-Mono- und Dimethylierung und erméglicht die
Methylierung von H3K9 durch SU(VAR)3-9 (Rudolph et a., 2007). Eine
Schltisselfunktion wahrend der Etablierung von Heterochromatin  nimmt die
SU(VAR)3-9 abhangige H3K9-Methylierung ein (Abb. 4.3B). HP1 kann di- und tri-
methyliertes H3K9 mittels der Chromo-Doméne binden (Lachner et a., 2001). Zum
Zeitpunkt der Etablierung von Heterochromatin in der friihen Embryonalentwicklung
liegt HP1 in einem Komplex mit SU(VAR)3-9, SU(VAR)3-3 und RPD vor (Rudolph et
a., 2007).

EUCHROMATIN

A e 7 O

... O
B

HETEROCHROMATIN

Abbildung 4.3: Molekulare Reaktionsfolge zur Etablierung von Heterochromatin.
(A)Histonmodifizierungen, die den aktiven Chromatinzustand definieren, werden durch
SU(VAR)3-3 (H3K4me2) und RPD3 (H3K9ac) entfernt. (B) Eine Schitisselfunktion wahrend
der Etablierung von Heterochromatin nimmt die SU(VAR)3-9 abhéngige H3K9-Methylierung
ein. (C) HP1 bindet methyliertes H3K9 und rekrutiert SUV4-20, welches die Trimethylierung
von H4K 20 vermittelt.
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In HP1-Nullmutanten bindet SU(VAR)3-9 an weitere Chromosomenbereiche. Dies
fuhrt zu ektopischer H3K9-Methylierung und Letalitét (Schotta et al., 2002). Des
Weiteren ist die Trimethylierung von H4K20, vermittelt durch die Methyltransferase
SUV4-20, in HP1-Nullmutanten stark verringert (Schotta et a., 2004). Mit HP1
interagiert demnach auch SUV4-20 (Abb. 4.3C). Interessant ist die Frage, ob H3K9-
Methylierung aleine schon ausreicht, um Heterochromatin zu etablieren. Der
Suppressoreffekt von Suv4-20-Mutanten lasst vermuten, dass neben der H3KO9-
Methylierung die H4K20-Trimethylierung eine Vorraussetzung fir Heterochromatin
darstellt. Suv4-20-Mutanten weisen einen dominanten Suppressoreffekt auf und
unterdriicken heterochromatisches Gensilencing (Schotta et al., 2004; Phalke et al.,
2009). H4K20me3 stellt somit ebenfalls eine repressive Histonmodifizierung dar. In
Su(var)3-9-Mutanten ist die H4K20-Trimethylierung stark reduziert, da die Bindung
von HP1 an das Chromatin nicht mehr moglich ist (Schotta et a., 2004). Die H4K20-
Trimethylierung kénnte demnach die finale Markierung fur Heterochromatin darstellen.
In Suv4-20-Mutanten kénnte die H3K9-Dimethylierung vollig unbeeinflusst sein. Des
Weliteren konnte eine Reduktion der Menge an H4K20me3 aufgrund der molekularen
Reaktionsfolge auch in Su(var)3-3-Mutanten vorhanden sein.

4.6 Die Chromatindifferenzierung wird durch Hormonsignale

initiiert

Waéhrend der Entwicklung muss die Zelldifferenzierung in den korrekten Bereichen und
zu den richtigen Zeitpunkten auftreten. Steroidhormonsignale spielen bei der Steuerung
von Entwicklungsprozessen eine entscheidende Rolle. Mit der Identifizierung von
taiman als dominanten Suppressor fir PEV konnte gezeigt werden, dass Hormonsignale
auch bei der Chromatindifferenzierung in der frihen Embryonalentwicklung von
Drosophila eine wichtige Funktion innehaben. TAIMAN ist ein Koaktivatorprotein fir
den EcR/USP Ecdyson-Rezeptorkomplex und homolog zu Steroidhormonrezeptor-
Koaktivatoren der pl60-Familie. Neben taiman weist auch die Temperatur-sensitive
ecdysonel ess-Mutante ecd1 einen dominanten Suppressoreffekt in der nicht-permissiven
Temperatur auf (Apelt, pers. Mitteilung). In der ecd1l-Mutante ist der Ecdysongehalt bei
einer Temperatur von 29°C stark reduziert (Garen et al., 1977; Redfern and Bownes,
1983; Warren et a., 1996). Mutanten fur den Ecdysonrezeptor ECR selbst zeigen
ebenfalls dominante Suppressoreffekte. Das Zinkfingerprotein WOC reguliert die
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Aktivitét der 7,8-Dehydrogenase, welche den ersten Schritt in der Ecdysonsynthese aus
Cholesterol katalysiert (Warren et a., 2001). Auch woc-Mutanten zeigen einen
dominanten Suppressoreffekt fiir PEV im In(1)w™"-Hintergrund. Das Cytochrom P450
Enzym Disembodied ist in die Synthese von Ecdyson involviert (Chéavez et al., 2000).
Die disembodied-Mutante weist ebenfals einen Suppressoreffekt auf. Diese Daten
zeigen, dass das Steroidhormon Ecdyson beim Aufbau von Chromatinstrukturen eine
entscheidende Rolle spielt. Dies bestétigen auch die Verénderungen von
Histonmodifizierungen in friihen Embryonen von tai-Mutanten. Neben einer Erhéhung
von H3K27me3 weisen tai-Mutanten eine signifikante Verringerung der H3K9-Di- und
Trimethylierung auf. Aullerdem sind die euchromatische H3K4me3 und die H3K9ac
stark erhéht, wobei die erhohte H3K9ac eine Reduktion der repressiven H3K9-Di- und
Trimethylierung bewirkt. Die erhdhte H3K4me3 lasst sich durch die starke Reduktion
der Proteinmenge der H3K4me3-Demethylase LID erklaren. In lid-Nullmutanten fihrt
eine erhdhte H3K4me3 zu einer verstérkten Rekrutierung der Deacetylase RPD3 und
somit zu einer Verringerung von H3K9ac. Interessant ist, dass auch in tai-Mutanten
eine stark erhohte Proteinmenge von RPD3 detektierbar ist, jedoch keine Verringerung
der Menge an H3K9ac erfolgt. Offenbar wird RPD3 verstérkt rekrutiert, alerdings
erfolgt keine H3K9-Deacetylierung. Dabei konnte der dING2-RPD3-Slencing-
Komplex durch das Fehlen bestimmter Komplexpartner nicht vollstandig funktionsfahig
sein. Da eine erhohte H3K4me3 sowie eine erhthte RPD3-Proteinmenge in tai-
Mutanten vorhanden sind, wére auch eine erhéhte dING2-Proteinmenge moglich. Ob
die Proteinmenge von dING2 in tai-Mutanten verandert ist, konnte mittels eines
Antikorpers fur dING2 untersucht werden. In Hefen und Sdugern konnte gezeigt
werden, dass RPD3/HDAC1 und ING1/2 Bestandteile eines grofRen Slencing-
Komplexes sind, dessen Gerilist SIN3 bilden kann (Laherty., et a 1997; Zhang., et a
1997; Skowyra et al., 2001; Kuzmichev., et a., 2002; Doyon., et a., 2006). Die
Hauptbestandteile des SIN3-Komplexes sind neben HDAC1/2 und ING1/2 die Proteine
SAP30, SDS3/SAP45, SAP130, SAP180, RBP1 und BRMSL1 (Alland et a., 1997;
Hassig et a., 1997; Lechner et al., 2000; Fleischer et al., 2003; Meehan et al., 2004,
Shiio et a., 2006; Zang et a., 2006). Eine Vielzahl von anderen Proteinen ist ebenfalls
Tell des SIN3-Komplexes wie z.B. SMRT, MeCP2, Madl, KLF Repressor, REST und
ESET (Nagy et a., 1997; Nan et a., 1998; Yang et a., 2003). TAIMAN ist en
Koaktivatorprotein fir den ECR/USP Ecdyson-Rezeptorkomplex und verstarkt die
Ecdyson-induzierte Transkription (Bai et al., 2000).
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Abbildung 4.4: Schematische Struktur und Funktionsweise des Ecdyson-Rezeptorkomplexes.
EcR und USP binden an ein EcR-Responselement (ECRE). Die aktivierte Form von Ecdyson,
20-Hydroxyecdyson (20E) und TAIl binden an den Rezeptorkomplex und induzieren die
Transkription.

EcR und USP bilden ein Dimer und stellen die Core-Einheit des Ecdyson-
Rezeptorkomplexes dar (Yao et a., 1992; Yao et a., 1993). Durch Ecdyson (20-
Hydroxyecdyson, 20E) wird die Transkription induziert (Abb. 4.4).

Die Bildung von Puffsist eéin Anzeichen von Genaktivierung in Polytdnchromosomen.
Ein zeitliches Muster fur Puffbildung wird durch das Steroidhormon Ecdyson
kontrolliert (Ashburner, 1971). Eine geringe Anzahl von Genen reagiert durch die
Bildung von Puffs innerhalb von wenigen Minuten nach Zugabe von Ecdyson, wahrend
eine wesentlich hthere Anzahl erst nach Stunden reagiert (Ashburner, 1972). Die
zeitliche Auspragung von Puffs unterliegt dabei einer genetischen Hierarchie
(Ashburner und Garcia-Bellido, 1973; Thummel, 1990; Guay und Guild 1991). Frihe
Puffs sind dabel unabhéngig von einer Proteinsynthese, wahrend spétere Puffs eine
Proteinsynthese voraussetzen (Ashburner, 1974). Proteinsynthese-Inhibitoren haben
keinen Einfluss auf die Entstehung der frihen Puffs, was darauf hinweist, dass deren
Induzierung durch Ecdyson das primére Ereignis ist (Ashburner, 1974). EcR wird zu
Beginn der Genaktivierungs-Kaskade direkt durch Ecdyson induziert (Karim und
Thummel, 1992; Huet et a., 1995). Die Veranderungen der Histonmodifizierungen in
tai-Mutanten  kénnen durch die Veranderung der Proteinmenge von
histonmodifizierenden Enzymen entstehen. LID ist eine Demethylase spezifisch fir
H3K4me3. Die Proteinmenge von LID ist in tai-Mutanten signifikant verringert,
wohingegen die H3K4-Trimethylierung erhoht ist. Die verringerte Proteinmenge von
LID legt eine Veradnderung der Transkription von lid in tai-Mutanten nahe. Tatséchlich
konnte eine Reduktion der lid-Expression mittels semiquantitativer RT-PCR
nachgewiesen werden (Nickel, pers. Mitteilung). Um einen Uberblick tber veranderte
Transkripte in tai-Mutanten zu erhalten, wurden genomweite Microarray-Analysen
durchgefuihrt. Fur diese Analysen wurde die homozygote P-Element-Insertionslinie
5-S7-3139 verwendet. Auf dem Microarray befanden sich 18952 DNA-Markierungen.

2234 Gene wurden als signifikant in ihrer Expression im Hintergrund der tai-Mutante
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gewertet (Schmidt, 2009). Unter diesen Genen befinden sich 1322 hochregulierte Gene
und 912 herunterregulierte Gene. Unter den am starksten hochregulierten Genen sind
Gene fur putative Proteasen und Gene der Jonah-Familie, welche ebenfalls fir
Proteasen kodieren (Ross et al., 2003; Tab. 4.1).

Tabelle4.1: Stark hochregulierte Gene der P-Element-Insertionslinie 5-S2-3139.

Gen Region Regulationsfaktor mdgliche Funktion
CG13445 72A1 4.220 Transmembranprotein
CG9672 15A3 4.169 Protease
CG18179 67C3 3.762 Protease
HORZ38H s S99 (Ahrens u:c:ol\t/lza:'ns:ney, 1998)
CG3819 75E6 3.709 Endonuclease
ol 6848 3700 Neurogensse (Kazums ot . 995)
CG10205 51C4 3.180 ?
CG12303 67E3 3.153 Transmembranprotein
CG3868 70D6 2.905 ?
fzr2 60A13 2.901 Cdh1-Homolog (Jacobs et al., 2002)
CG2657 21A5-21B1 2.882 Glutamatrezeptor
CG7710 91C1 2.856 ?
v 3L:24,317,967.. 2835 Rieske-Domane, Protgin essentiel fur
24,394,755 [+] Ecdyson-Synthese (Yoshiyama et al., 2006)
CG4691 35B5 2.817 ?
PGRP-SC1a 44E2 2807 essentiel fur Toll-Signaling (Garver et al., 2006)
CG6036 97A9 2.802 Phosphatase
Seneszenz-Marker-Homolog
regucalcin 11A1 2.800 (Fujita, 1999; Nakajima und Natori, 2000)
Jon66Ci 66C10 2.789 Protease (Ross et al., 2003)
CG17344 37C1 2.747 ?
dro5 63D1 2,677 Dr°?$:ny;2t'53’l_"°%%t;‘;“ehr
CG4520 89A3 2.636 Porin
B-Trypsin 47F4 2.620 Protease (David et al., 1985)
CG30025 47F4-47F5 2.616 Protease
Jon65Ai 65A4 2.536 Protease (Ross et al., 2003)
CG33124 22D4 2.513 Transmembranprotein
CG31661 22A2 2.507 Peptidase
CG6452 97C2 2.484 Transmembranprotein
PH4alphaSG1 99F6 2 451 ER-Enzym, Hydroxylierung von Proteinen

(Abrams et al., 2006).
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Des Weiteren befinden sich unter den stark hochregulierten Genen, solche die fir
Proteine mit Transmembran-Doménen kodieren.

Das Gen neverland kodiert fir ein Protein, das eine Rieske-Domane beinhaltet und ist
ebenfalls stark hochreguliert. Diese Doméne enthdlt 2-Eisen-2-Schwefel-Cluster
(Rieske et a., 1964). Mutanten fr nvd weisen eine Unterbrechung der Hautung und des
Wachstums wahrend der Drosophila-Entwicklung auf (Y oshiyama et al., 2006). Dieser
Phanotyp kann durch Zugabe von 20-Hydroxyecdyson oder die Vorstufe
7-Dehydrocholesterol gerettet werden. Nvd kénnte Oxidations- oder Hydroxylierungs-
Reaktionen wahrend der Ecdysteroid-Biosynthese katalysieren (Yoshiyama et al.,
2006). Die Gene PGRP-SCla und dro5 sind stark hochreguliert und spielen bei der
Immunabwehr eine wichtige Rolle. Ebenso stark hochreguliert in friihen Embryonen der
homozygote P-Element-Insertionslinie 5-S2-3139 ist das Gen regucalcin, welches fir
einen Seneszens-Marker kodiert (Fujita, 1999; Nakgjima und Natori, 2000). In
Juvenilhormon-defizienten Fliegen, die keine Corpora allata-Zellen aufweisen, ist
dieses Gen ebenfalls stark hochreguliert (Liu et al., 2009). Wahrend der Entwicklung
von Drosophila l6sen 20-Hydroxyecdyson und das Juvenilhormon die Larvalhdutung
aus. Sinkt die Konzentration an Juvenilhormon unter einen bestimmten Schwellenwert,
erfolgt eine Verpuppung (Riddiford, 1994; Riddiford et al., 2003).

Unter den am stérksten herunterregulierten Genen sind Gene, die fur Proteine mit
putativen Transmembran-Domanen kodieren, ein Gen fir eine putative Protease, eine
GTPase und eine Oxidoreduktase (Tab. 4.2). Das Gen dsx kodiert fir enen
Transkriptionsfaktor, der die Geschlechtsdifferenzierung in Weibchen und Mannchen
von Drosophila reguliert und ist stark herunterreguliert. Durch geschlechtsspezifisches
RNA-Splicing entstehen weibliche und mannliche dsx-l1soformen (Burtis und Baker,
1989). CcapR kodiert fur einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, der PRXamid-Peptide
binden kann (Brody und Cravchik, 2000). Cyp4s3 kodiert fur ein Cytochrom P450, das
in der Ecdysteriod-Synthese eine Rolle spielen kdnnte (Tijet et al., 2001; Gilbert, 2004).
Laf kodiert fir ein Protein, das mit Labial interagiert (Megraw und Kaufman, 1996).
Labial wird von dem homeotischen Gen lab kodiert (Mlodzik et al., 1998). Die Gene |z
und cato kodieren fur Transkriptionsfaktoren (Lebestky et al., 2003; zur Lage und
Jarman, 2010) und sind stark herunterreguliert. Der Transkriptionsfaktor Cato
beinhaltet, wie auch TAIMAN, eine Helix-Loop-Helix-Doméane (zur Lage und Jarman,
2010; Tab. 4.2).
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Tabelle 4.2: Stark herunterregulierte Gene der P-Element-Insertionslinie 5-S7-3139.

Gen Region Regulationsfaktor mogliche Funktion
CG1136 64A5 -3.135 Cuticulaprotein
CG32167 73E4 -2.927 ?

CG14356 88A9 -2.769 Transmembranprotein
CG18557 23B4 -2.765 Protease
Transkriptionsfaktor, somatische
dsx 84E5-84E6 -2.647 geschelchtsspezifische Entwicklung
(Burtis und Baker, 1989)
CG14341 21F1 -2.607 ?
e oo™
Cyp4s3 13A12 -2.399 Cytochrom P450 (Tijet et al., 2001)
CG3703 1D2 -2.374 GTPase
CG14358 88A8 -2.329 Transmembranprotein

iaf 82E1 2316 (Megraw und Kaufman, 1696)
CG3280 67C2 -2.280 Transmembranprotein
CG3635 40F2-40F3 -2.251 ?

CG14098 76B6 -2.153 ?

: Tl oo excnt Sy
yellow-f2 87D7 2.042 Dopachronzﬁ-al(nogtv:[s’iggbgn)elanisation
CG30356 44E3 -2.109 ?

Pease T fezepr S

bHLH-Transkriptionsfaktor, involviert in
cato 53A4 -2.014 Neurogenese
(zur Lage und Jarman, 2010)
GABA-B-R1 3588 1977 e Fuiniogiictboor

CG13404 12E6 -1.973 ?

CG6938 68F1 -1.955 ?

CG9518 12F6-12F7 -1.950 Oxidoreduktase
CG15376 4A5 -1.926 ?

CG30281 58B9 -1.926 Fibrinogen

Neben diesen stark hoch- bzw. herunterregulierten Genen zeigt eine Vielzahl von

Chromatingenen eine Veranderung der Transkription in der P-Element-Insertionslinie
5-S7-3139 (Tab. 4.3; Schmidt, 2009).
E(2) kodiert fir eine Methyltransferase, die fur alle Methylierungsstufen von H3K27
verantwortlich ist (Ebert et a., 2004). In tai-Mutanten sind H3K27mel und H3K27me2
unverandert. Die H3K27-Trimethylierung ist jedoch stark erhéht. Die homozygote tai-

Deletionsmutante zeigt sogar eine massive Erhéhung von H3K27me3. Die Veradnderung
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der H3K 27-Trimethylierung geht einher mit der Verdnderung der Transkriptmenge von

E(2). E(2) ist in Embryonen der P-Element-Insertionslienie 5-SZ-3139 hochreguliert
(Tab. 4.3). Des Weiteren ist eine erhdhte Proteinmenge der Histondeacetylase RPD3 in

tai-Mutanten erkennbar.

Tabelle 4.3: Transkriptionsverdnderung von Chromatingenen der P-Element-Insertiondinie

5-§7-3139.
Gen Region Regulationsfaktor mdgliche Funktion
H3K27-Methyltransferase
E@) 67E5 0.986 (Czermin et al. 2002, Ebert et al. 2004)
CG13902 61D2 0.783 JmjC-Domane
. H3K4me3-Demethylase
lid 2682 -0.700 (Eissenberg et al., 2007)
. Komplexpartner von RPD3,
Sin3A 49B5-49B7 -0.677 Transkriptonsrepressor (Hassig et al., 1997)
Chromatin-Assemblierung
Caf1-105 47A9 0.612 (Simth und Stillman, 1989)
Bestandteil des RISC-Komplex, RNA|,
piwi 32C1 -0.585 Binung von piRNAs
(Girard et al., 2006; Lu und Clark, 2010)
Rpd3 64B12 0.546 Histondeacetylase (Czermin et al., 2001)
Komponent des E2F DNA-Bindungs-Komplexes
Rbf 1C5 -0.511 (Du et al., 1996)
Repressor von homeotischen Genen
Pc 78C6 0.481 (Lewis, 1978)
HP1-Isoform, nicht im Heterochromatin,
HP1c 94C4 0.438 Interaktion mit WOC (Smothers und Henikoff,
2001; Font-Burgada et al., 2008)
. H3-ahnlich, zentromerspezifisch
cid 50A11 0.434 (Henikoff et al., 2000)
msl-3 65E4 -0.426 Dosiskompensation (Gorman et al, 1995)
Sir2 34A7 -0.418 Histondeacetylase (Barlow et al., 2001)
H4r 88C9 0.404 Austausch-Histon H4 (Akhmanova et al., 1996)
app 83E6-83E7 -0.377 H3K79-Methyltranferase (Feng et al., 2001)
His3.3B 8C14 0.336 H3-Variante (Fretzin et al., 1991)
Chromatinassemblierungs- und Remodeling-
Acf1 10002 -0.328 Faktor (Ito et al., 1997)
H3K4-Demethylase, SU(VAR)3-3
dLSD1 77A3 -0.325 (Shi et al., 2004; Rudolph et al., 2007)
Transkriptionsaktivierung homeotischer Gene
brm 72C1 -0.314 (Tamkun et al., 1992)
Su(var)3-9 88E6 0.299 H3K9-Methyltransferase (Schotta et al. 2002)
trr 2B14 -0.298 H3K4-Methylierung (Sedkov et al., 2003)
mod(mdg4) 93D7-93D9 0.273 Enhancer fur PEV (Dorn et al., 1993)
HP1 28F2 0.269 Heterochromatinprotein 1(James und Elgin, 1986)
Komplexpartner von brm, Transkription
snr1 83A4 0.238 homeotischer Gene (Dingwall et al., 1995)
nej 8F7-8F9 -0.229 Histoneacetyltransferase (Ludlam et al., 2002)
CoRest 18C8 0.194 Bestandteil von Histondeacetylase-LSD1-

Komplexen (Yu et al., 2003; Lee et al., 2005)
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Dies korreliert ebenfalls mit einer erhéhten Transkription von Rpd3 (Tab. 4.3). Dennoch
ist auch eine verstarkte Menge an H3K 9ac in tai-Mutanten erkennbar. Interessant ist die
Tatsache, dass neben einer erhdhten Transkription von Rpd3 tatséchlich auch die
Transkription von Sn3A verdndert ist. Sn3A kodiert fir SIN3, das wie schon
beschrieben, neben RPD3 zu einem Slencing-Komplex gehort (Laherty., et al 1997;
Zhang., et al 1997; Skowyraet al., 2001; Kuzmichev., et al., 2002; Doyon., et a., 2006).
AulBerdem herunterreguliert ist die Transkription von Sr2, welches fur eine
Histondeacetylase kodiert (Barlow et al., 2001). SIR2 ist die Histondeacetylase, welche
die hochste evolutiondren Konservierung aufweist (Brachmann et al., 1995). Sr-
Nullmutanten verstérken den extra-sex-combs-Phanotyp von bestimmten Polycomb-
Mutanten (Furuyama et al., 2004). Aul3erdem supprimieren Sr-Mutanten die
Variegation eines PRE-mini-white Transgen, was eine Funktion von SIR2 im
Polycomb-Silencing nahe legt (Furuyama et al., 2004). Tatsachlich interagiert SIR2 mit
der Histonmethyltransferase E(Z) und ist mit einem E(Z)-Komplex assoziiert
(Furuyama et al., 2004). Neben einer Erhdhung der Transkriptmenge von E(2) ist auch
Pc in Embryonen der P-Element-Insertiondlinie 5-S2-3139 hochreguliert.

Mittels semiquantitativer RT-PCR konnte eine Reduktion der lid-Expression
nachgewiesen werden (Nickel, pers. Mitteilung). Die genomweiten Microarray-
Analysen zeigen ebenfalls eine Herrunterregulation von lid (Schmidt, 2009).

Die Proteinmenge der H3K4me3-Demethylase LID ist in tai-Mutanten signifikant
reduziert, wohingegen die H3K4-Trimethylierung erhoht ist.

Mdglicherweise erfolgt eine direkte Regulation der lid-Expression durch TAIMAN und
den Ecdyson-Rezeptorkomplex. Die Bindung des Ecdysonrezeptors kann an das
Konsensusmotiv 5-ANR(TT)NANTGA(CA)CY -3 erfolgen. In einem Bereich von ca
10kb up- und downstream von lid konnten 4 putative EcR-Bindestellen durch
Sequenzanalysen identifiziert werden (Abb. 4.5; Schmidt, 2009). Im Rahmen des
MOdENCODE-Projektes wurden mittels ChiP-Seq EcR-Bindestellen fir verschiedene
Entwicklungsstadien (3. Larve, Prapuppe, Prapuppe + 30-33h) von Drosophila
bestimmt (Abb. 4.5; Celniker et a., 2009). Eine postulierte ECR-Bindestelle betrifft das
Gen chic, in dem tatsachlich mittels ChlP-Seq EcR-Bindestellen nachgewiesen wurden.
Eine weitere EcR-Bindestelle wurde downstream von lid mittels ChiP-Seq im 3.
Larvenstadium gezeigt (Celniker et a., 2009), die jedoch nicht vorhergesagt wurde. Im
Gen el F-4a wurde ebenfalls eine putative ECR-Bindestelle postuliert. In diesem Bereich
befindet sich die P-Elementinsertion P{hsneo.ry*}elF-4a'®*3, welche einen
Enhancereffekt aufweist (Dorn et a., 1993a). Der Enhancereffekt wird jedoch nicht
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durch elF-4a hervorgerufen. Eine mogliche Ursache fur diesen Effekt kdnnte die
verdnderte Transkription des Gens lid darstellen, da lid-Mutanten ebenfalls einen
Enhancereffekt im In(1)w™"-Hintergrund aufweisen. Die putative EcR-Bindestelle und
somit eine mdgliche EcR-Bindung in elF-4a konnte durch die P-Elementinsertion
gestort sein und die Transkription von lid verandern. Um dies zu untersuchen, missten
RT-PCR-Analysen im Hintergrund der P-Elementinsertion P{hsneo.ry*}elF-4a'®*3
durchgefiihrt werden. Aullerdem konnten ChiP-Analysen mit EcR-spezifischen
Antikorpern dartber Aufschluss geben, ob mdgliche zusétzliche EcR-Bindestellen in

der friihen Embryonalentwicklung von Drosophila in dieser Region existieren.

10 kbp
2L: 48 kbp
I . , .
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FlyBase Genes

chic ifc (DES-1) T=p26R Hz.0
chic-pp s @1 ifc-RAE T E ) Tspzen-ReEIINI——> Hz .0-RACTOEY"
chic-RD e i 1 lid Gal (lacZ-1)

i e I - I L 1y

chicRC lid-RA Gal-RA
chic-RE DR o | | s 69098

elf-d4a (elF-4a-1)
CGO093-RA
elF-4a-RA C69098-Rp I CI—IX'0

elF-da-RD!
ChIP-Seq (Ecdysone Receptor Antibodies) (Showing 3 of 3 subtracks)

W3L-EcRGFP B 300
J.‘;_-g-‘ . _‘_ S | o am t e = g wpp— e e —._{0
r——
300
vPP -~ i ca A i, — e - o —— R PE— 0
E-300
WPP30-33 BO0
it e g ————— g ——————— i
L9300
(http://www.modencode.org)

Abbildung 4.5: Schematische Darstellung der genomischen lid-Region. Putative EcR-
Bindestellen sind mit roten Linien gekennzeichnet (Schmidt, 2009). Im Rahmen des
mOodENCODE-Projektes wurden mittels ChIP-Seq EcR-Bindestellen fir verschiedene
Entwicklungsstadien (3. Larve: W3L, Prapuppe: WPP, Prapuppe + 30-33h: WPP30-33)
von Drosophila bestimmt (Celniker et a., 2009).



5 Zusammenfassung

Posttrandationale Modifizierungen von Histonen stellen wichtige epigenetische
Markierungen dar. Das Drosophila Su(var)3-9 ist ein dominanter Suppressor fur PEV
und kodiert fur eine H3K9-spezifische Methyltransferase. Gensilencing in PEV ist
erklarbar mit dem Spreading von Heterochromatin. In Wildtyp-Fliegen konnte mittels
ChIP eine molekulare Bestétigung des Spreading-Modells etabliert werden. In adulten
Su(var)3-9-Nullmutanten ist kein Soreading von H3K9me2 in der white-roughest-
Region im Rearrangement In(1)w™" vorhanden. Das funktionelle Modul von
SU(VAR)3-9 ist die SET-Doméne. Alle molekular charakterisierten Punktmutanten
liegen innerhalb der preSET-, SET-, bzw. postSET-Doméne. Das Slencing-Potenzial
von SU(VAR)3-9 beruht auf der enzymatischen Aktivitdt der SET-Doméne und
korreliert mit der KM Tase-Aktivitat. Die hypermorphe Punktmutante Su(var)3-9°" zeigt
eine massiv erhohte KMTase-Aktivitét, was in einer Konversion des H3K9me2- zu
H3K9me3-Spreadings in der white-roughest-Region resultiert. Neben SU(VAR)3-9 und
SETDBL1 a's spezifische H3K 9-Methyltransferasen weist dG9a keine spezifische H3K 9-
Methyltransferaseaktivitdt auf. Die antagonistische Enzymklasse zu KM Tasen bilden
Histondemethylasen. SU(VAR)3-3 ist das Drosophila Orthologe der humanen
H3K4/H3K9-Demethylase LSD1. Su(var)3-3-Mutanten sind dominante Suppressoren
fir heterochromatisches Gensilencing und kompensieren sogar die massive
Heterochromatisierung  in Su(var)3-9°".  H3K4-Methylierung  behindert  die
SU(VAR)3-9-vermittelte H3K9-Methylierung. Die Demethylierung von H3K4mel/2
durch SU(VAR)3-3 ermoglicht die Methylierung von H3K9 durch SU(VAR)3-9
wahrend der Chromatindifferenzierung. In adulten Su(var)3-3-Nullmutanten ist kein
H3K9me2-Spreading in der white-roughest-Region im Rearrangement In(1)w™"
vorhanden. Die Chromatindifferenzierung erfolgt in der friihen Embryonalentwicklung
von Drosophila. Mit der Identifikation des Ecdysonrezeptor-Koaktivatorproteins
TAIMAN als Su(var) konnte gezeigt werden, dass Hormonsignale bei der Initiation der
Chromatindifferenzierung eine wichtige Rolle spielen. Mutationen in taiman fuhren zu
einer Erhéhung der H3K9-Acetylierung und einer Verringerung von H3K9me2 und
H3K9me3. Die Transkription der H3K4me3-Demethylase LID ist in tai-Mutanten
verringert, was zu einem geringeren L1D-Proteinlevel fuhrt und zu einer Erhéhung von
H3K4me3. Des Weiteren ist in tai-Mutanten die Transkription der H3K27-
Methyltransferase E(Z) verstéarkt und die H3K27-Trimethylierung erhoht.
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