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1 Einleitung

Die Entwicklung eines Organismus ist gekennzeichnet durch die raumlich und
zeitlich spezifische Auspragung seiner Gene. Das Verstandnis von Regulations-
mechanismen der Genexpression ist daher von grof3er Bedeutung fur die geziel-
te Beeinflussung von Entwicklungsvorgangen. Ein wesentliches Kontrollelement
der Genexpression ist die Ausbildung einer bestimmten Chromatinstruktur, bei
der DNA durch Proteine und RNA's in verschiedene hohergeordnete Strukturen
verpackt wird. Die kleinste Einheit der Verpackung ist das Nukleosom, welches
aus einem Oktamer-Komplex der Histone H2A, H2B, H3 und H4 besteht, um
den jeweils 146 Basenpaare DNA gewunden sind. Die Nukleosomen bilden eine
10 nm dicke Faser aus, die wiederum helikal in 30 nm dicke Chromatin-Fasern
gefaltet sind, welche weiter kondensiert die typischen Metaphasechromosomen
bilden. Zwei zytologisch sichtbare Verpackungsstufen des Chromatins im Inter-
phasekern wurden zuerst von Heitz (1928, 1929) beschrieben. Das Euchromatin
bildet offene Strukturen aus und weist eine hohe transkriptionelle Aktivitat auf,
wahrend das Heterochromatin besonders kompakt, spét replizierend (Lima di
Faria und Jaworska, 1968) und nur wenig transkriptionell aktiv ist (Gatti und
Pimpinelli, 1992).

Heterochromatische Bereiche, die wahrend des gesamten Zellzyklus konden-
siert bleiben, bezeichnet man als konstitutives Heterochromatin (Brown, 1966).
Es wird vorwiegend im Zentromerbereich (perizentrisches und zentromerisches
Heterochromatin), aber auch an Telomeren ausgebildet (Blackburn, 1994; Par-
due, 1994); in vielen Spezies ist ausserdem eines der beiden Geschlechtschromo-
somen (Y oder W) konstitutiv heterochromatisiert. Die Hauptbestandteile konsti-
tutiven Heterochromatins sind Arrays von verschiedenen Retrotransposons und
anderen mobilen Elementen, sowie hochrepetitiver Satelliten-DNA (Carmena und
Gonzalez, 1995; Lohe et al., 1993). Essentielle Gene werden hingegen nur ver-
einzelt gefunden (Gatti und Pimpinelli, 1992). Die Funktionen dieser heterochro-
matischen Bereiche sind mdglicherweise mit der Genom-Stabilitat, aber auch
-Variabilitat, durch Kontrolle der mobilen Elemente (Birchler et al., 2000), sowie



1 Einleitung

Mitose- und Meiosefunktionen (Wines und Henikoff, 1992; Hawley et al., 1992;
Westphal und Reuter, 2002) verbunden.

Manche Bereiche werden nicht in allen Zellen bzw. Zellstadien gleichermalen
heterochromatisiert. Man spricht hier von fakultativem Heterochromatin. Das
bekannteste Beispiel ist das X-Chromosom von weiblichen Saugern (Eutheria),
bei dem entweder das véterliche oder das mutterliche Allel scheinbar zuféllig
inaktiviert wird und im Kern als Barr-Kérperchen vorliegt (Barr und Bertram,
1949). Bei manchen Schildlausen kann sich der heterochromatisierende Effekt
sogar auf ganze haploide Chromosomensatze ausdehnen. Hier werden in So-
mazellen von Mannchen alle vaterlichen Chromosomen inaktiviert (Nur, 1990).
Die transkriptionelle Inaktivierung durch fakultatives Heterochromatin zeigt klar
einen EinflulR der Chromatinstruktur auf die Regulation der Genaktivitat. Da-
mit kommt Genen, die in den Aufbau heterochromatischer Strukturen involviert
sind, eine grol3e Bedeutung flr das Verstadndnis der Genregulation zu.

Ein elegantes Modellobjekt zur Analyse von Heterochromatinproteinen ist die
Taufliege Drosophila melanogaster. Das Chromozentrum und die perizentrischen
Bereiche der Autosomen, sowie das Y-Chromosom und grof3e Teile des 4. Chro-
mosoms sind heterochromatisch, also etwa 30% des gesamten Genoms. Wie auch
in anderen héheren Organismen besteht die Zentromerregion aus hochrepetitiver
Satelliten-DNA, die von gro3en Arrays mobiler Elemente flankiert wird (Pimpinelli
et al., 1995). Auch das Y-Chromosom besteht vorwiegend aus mobilen Elementen
und enthélt nur wenige essentielle Gene (Zhang und Spradling, 1994).

Proteine, die am Aufbau des Heterochromatins in Drosophila melanogaster be-
teiligt sind, kdnnen durch das System der Positioneffekt Variegation (PEV) iden-
tifiziert werden. Gene, welche durch chromosomale Rearrangements oder Trans-
position in die Nahe von heterochromatisierten Bereichen gebracht werden, kon-
nen fakultativ heterochromatisiert und damit inaktiviert werden (Spofford, 1976).
Proteine, die wichtig fir den Heterochromatinaufbau sind, kénnen identifiziert
werden, da Mutationen zu einer verminderten Inaktivierung der sonst fakultativ
heterochomatisierten Gene fuhren (Reuter und Spierer, 1992; Weiler und Waki-
moto, 1995).

Die Inversion In(1)w™ (Muller, 1930) ist ein PEV-Rearrangement, welches sich
besonders gut zur Identifizierung von Genen, die am Heterochromatinaufbau be-
teiligt sind, eignet. Das white-Gen ist hier durch eine Inversion in die Nahe
perizentrischen Heterochromatins gelangt (Schultz, 1936). Durch fakultative He-
terochromatisierung wird es in manchen Zellen inaktiviert, was an einer mosa-
ikartig gefleckten Rotfarbung der Augen adulter Tiere sichtbar ist. Durch um-
fangreiche Experimente zur ldentifizierung von Genen, die eine Inaktivierung des
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white-Gens beeinflussen, konnten eine Vielzahl von Mutanten isoliert werden,
die etwa 150 Gene représentieren (Reuter und Wolff, 1981; Sinclair et al., 1989).
Dabei lassen sich zwei wesentliche Gruppen von Modifikatoren unterscheiden
(Reuter und Spierer, 1992; Wustmann et al., 1989): Mutationen in Enhancerge-
nen fahren zu einer verstarkten Inaktivierung des white-Gens. Damit sind deren
Wildtyp-Genprodukte offenbar an der Etablierung offener Chromatinstrukturen
beteiligt. Entgegengesetzt wirken Mutationen fir Suppressorgene. Sie fuhren
zu einer geringeren Inaktivierung des white-Gens, was an einer verstarkten Rot-
farbung der Augen erkennbar ist. Diese Gene sollten demnach die Etablierung
heterochromatischer Strukturen direkt oder indirekt beeinflussen. Einige Mo-
difikatoren zeigen auch bei erhdhter Dosis Effekte auf PEV (Triplo-Enhancer-
bzw. Triplo-Suppressoreffekte, Wustmann et al., 1989) und sind besonders in-
teressant, da ihre Genprodukte wahrscheinlich in den Aufbau multimerer Pro-
teinkomplexe involviert sind, die direkt an der Ausbreitung heterochromatischer
Strukturen beteiligt sind (Locke et al., 1988).

Unter den bisher identifizierten Enhancergenen befinden sich Transkriptions-
aktivatoren wie mod(mdg4) (Dorn et al., 1993; Buchner et al., 2000), E2F (Seum
et al., 1996) oder der GAGA Faktor (Farkas et al., 1994). Die klonierten Suppres-
sorgene kodieren Proteine verschiedenster Funktionen. SU(VAR)2-10 ist offenbar
eine chromosomale Strukturkomponente (Hari et al., 2001). Die Modifizierung
von Histonen wird unter anderem durch die Histondeacetylase HDAC1 (Ruber-
tis et al., 1996; Mottus et al., 2000) und indirekt tiber das noch nicht klonierte
Su(var)2-1-Gen reguliert. Das modulo-Gen kodiert ein DNA-bindendes Protein
mit einer Spezifitat far repetitive Elemente (Perrin et al., 1998). Drei weitere Ge-
ne, die sich genetisch durch ihren Haplo-Suppressor- / Triplo-Enhancereffekt
dhneln, sind Su(var)2-5 (Eissenberg et al., 1990), Su(var)3-7 (Reuter et al., 1990)
und Su(var)3-9 (Tschiersch et al., 1994).

Das Su(var)2-5-Gen kodiert das HP1 Protein, welches als erstes Heterochro-
matinprotein biochemisch aus Drosophila melanogaster isoliert wurde (James
und Elgin, 1986) und evolutionar von der Hefe (Swi6p) bis zum Menschen (M31)
konserviert ist (Singh et al., 1991). Immunzytologische Analysen von polytdnen
Speicheldrusenchromosomen in Drosophila melanogaster zeigen, daf? das Protein
vorwiegend im zentromerischen Heterochromatin, im vierten Chromosom, aber
auch an Telomeren und einigen Stellen im Euchromatin lokalisiert ist (James
et al., 1989; Fanti et al., 1998). HP1 besteht aus 206 AS und weist 2 konservierte
Doméanen auf, die N-terminal gelegene Chromo-Doméne (chromatin organization
modifier, Paro und Hogness, 1991) und die C-terminal Uber eine flexible Linker-
Region verbundene Chromo-Shadow-Domane (Aasland und Stewart, 1995). Die
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Struktur der Chromo-Domane wurde bereits aufgeklart und die Mdéglichkeit einer
Hetero-bzw. Homodimerisierung beschrieben (Ball et al., 1997). Auch die Struk-
tur der Chromo-Shadow-Doméne konnte bestimmt werden und auch fur diese
Domaéane besteht die Mdglichkeit einer Dimerisierung (Brasher et al., 2000). In
beiden Fallen bietet die dimerisierte Doméane Flachen fir weitere Interaktionen,
so dall davon ausgegangen wird, dal® HP1 eine Funktion als flexibles Linker-
Modul im Heterochromatin ausubt (Eissenberg und Elgin, 2000). Die Bindung an
die Chromo-Shadow-Domane kann Uber ein konserviertes Pentapeptid erfolgen,
welches jedoch nicht in allen Interaktoren vorkommt (Smothers und Henikoff,
2000). Die groRRe Menge der identifizierten Interaktionspartner zeigt, daf3 HP1
in viele verschiedene Silencing-Prozesse involviert ist. Eine Interaktion mit dem
Lamin-B Rezeptor (Ye und Worman, 1996; Ye et al., 1997) deutet auf eine Funkti-
on bei der Anheftung des Heterochromatins an die Kernmembran (Pyrpasopoulou
et al., 1996). Daneben kommt HP1 in Komplexen mit Untereinheiten des “Ori-
gin Replication Complex” (ORC) vor (Pak et al., 1997), wobei die Interaktion mit
DmORC2 offenbar wichtig fur die Heterochromatinbindung von HP1 ist (Huang
et al., 1998). Ausserdem wurde eine Interaktion mit KAP-1, einem Korepressor
von KRAB (Kruppel-associated box) enthaltenden Zinkfinger-Proteinen gefunden,
die zum Silencing der betroffenen Gene notwendig ist (Ryan et al., 1999; Lechner
et al., 2000). Weitere HP1-Interaktionspartner sind die p150 Untereinheit des
“Chromatin-Assembly Factor” CAP-1 (Murzina et al., 1999), sowie Arp4 (Frankel
et al., 1997) und SP100 (Lehming et al., 1998; Seeler et al., 1998). Die physiolo-
gischen Funktionen dieser letztgenannten Interaktionen sind jedoch noch nicht
genigend untersucht.

Su(var)3-7 wurde als erstes Suppressorgen fur PEV kloniert (Reuter et al.,
1990). Fur Su(var)3-7 existieren bislang keine Punktmutanten, die Defizienz
Df(3L)Ace"P! schlieRRt jedoch das Gen ein und zeigt einen signifikanten Suppres-
soreffekt, wahrend genomische Zusatzkopien einen starken Enhancereffekt auf
In(1)w™* bewirken. Das Protein besitzt 7 Zinkfinger-Motive, die fur die Bindung
repetitiver DNA verantwortlich sind (Cleard und Spierer, 2001). Immunzytolo-
gische Analysen zeigen eine klare Heterochromatinassoziation von SU(VAR)3-7
(Cleard et al., 1997). Im Hefe-Dihybrid-System und mittels Koimmunprazipita-
tion konnte HP1 als Interaktionspartner identifiziert werden und die Bindungs-
stellen auf die Zinkfinger 2, 5 und 7 bzw. eine C-terminal nach den Zinkfingern
gelegene Region eingegrenzt werden (Cleard et al., 1997; Delattre et al., 2000).

Su(var)3-9 ist einer der starksten bisher identifizierten Suppressoren fur PEV
und damit offenbar in Schlusselfunktionen im Prozel3 des heterochromatischen
Gen-Silencings involviert (Tschiersch et al., 1994). Mutanten von Su(var)3-9 sind
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zwar homozygot lebensfahig, zeigen aber eine stark reduzierte Fertilitat (Ebert,
personliche Mitteilung). Der Suppressor-Phanotyp von Su(var)3-9-Mutanten und
auch die reduzierte Fertilitdt kann durch ein genomisches 11.5 kb Fragment,
welches den vollstandigen Su(var)3-9-Locus umfalR3t und einen starken Triplo-
Enhancer-Effekt auf In(1)w™ zeigt, gerettet werden (Tschiersch et al., 1994).

Das Gen liegt in Form einer bicistronischen Transkriptionseinheit mit dem eu-
karyotischen Translationsfaktor elF2~ vor (Abb. 1.1A). Durch alternatives Splei-
Ben werden zwei Transkripte generiert, wobei SU(VAR)3-9 die ersten beiden Exo-
nen von elF2y erhalt, die 80 Aminosauren kodieren (Krauss und Reuter, 2000).
Das SU(VAR)3-9 Protein weist neben der Chromo-Domé&ne die ebenfalls evolutio-
nar konservierte SET-Doméne (SU(VAR)3-9, E(Z), TRITHORAX, Tschiersch et al.
(1994)) auf (Abb. 1.1B). Die SET-Domane wird in SU(VAR)3-9 von der cysteinrei-
chen preSET- und postSET-Domaéne eingeschlossen.

A
| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11kb
] Su(var)3-9
Oscp Set elF2~
P{ry*(11.5kbSu(var)3-9)}
Z P{GS.ry*(10.5kbSu(var)3-9)EGFP}
B N Terminus preSET pOStSET
I I I I I I [ ]
elF2y Chromo-Doméne SET-Domane

Abbildung 1.1: Su(var)3-9-Locus und Proteinstruktur von SU(VAR)3-9. (A) Ge-
nomische Struktur des Su(var)3-9-Locus. Die blauen Balken stellen die Be-
reiche dar, die in genomischen Konstrukten zur Mutantenrettung verwendet
wurden. Der grune Balken kennzeichnet die Position des EGFP. Oscp - Oligo-
mycin sensitivity-conferring protein, Set - Nucleosome assembly protein. (B)
Proteinstruktur und konservierte Doméanen von SU(VAR)3-9. Die Aminosauren
1-80 stammen durch alternatives Spleil3en von elF2~.

SU(VAR)3-9 ist evolutionar von der Hefe bis zum Menschen konserviert. Das
orthologe Protein aus Schizosaccharomyces pombe Clr4p (Ilvanova et al., 1998)
unterscheidet sich vor allem durch ein volliges Fehlen des N-Terminus vor der
Chromo-Domane. Im Menschen gibt es zwei Orthologe, SUV39H1 (Aagaard et al.,
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1999) und SUV39H2 (O’Carroll et al., 2000), die ahnlich dem Drosophila-Protein
aufgebaut sind. Neben der strukturellen scheint auch eine funktionelle Konser-
vierung von SU(VAR)3-9 vorzuliegen, da neben dem Drosophila-Gen sowohl das
Hefe-Homologe (Allshire et al., 1995), als auch die menschlichen Homologen (Aa-
gaard et al., 1999) in Prozesse des Gen-Silencings involviert sind.

Durch umfangreiche Suchen mit Hilfe des Hefe-Dihybrid-Systems konnte ne-
ben mehreren putativen Interaktoren von SU(VAR)3-9 auch HP1 identifiziert wer-
den (Fischer, 1997). Die Interaktionsdomanen wurden mit spezifischen Protein-
varianten im Hefe-Dihybrid-System auf einen N-terminalen Bereich in SU(VAR)3-
9 (AS 81-188) und die Chromo-Shadow-Domé&ne von HP1 eingegrenzt (Fischer,
1997). Auch das SU(VAR)3-7-Protein interagiert im Hefe-Dihybrid-System mit
der N-terminalen Region von SU(VAR)3-9 und einer nicht ndher spezifizierten Re-
gion im anschlieBenden C-Terminus (AS 188-635) des Proteins. Bei SU(VAR)3-7
liegt die Interaktionsstelle in einem C-terminalen Bereich nach den Zinkfingern
(Fischer, 1997). Die mogliche Interaktion mit diesen heterochromatischen Prote-
inen legt nahe, dalR auch SU(VAR)3-9 ein Heterochromatinprotein ist, was in der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden konnte.

Ein Durchbruch bei der Analyse der Funktion von SU(VAR)3-9 war die Ent-
deckung der fur Lysin 9 von Histon H3 (H3-K9) spezifischen Methyltransfera-
seaktivitat der SET-Doméne der menschlichen und Maus-Homologen SUV39H1
und Suv39hl (Rea et al., 2000) bzw. des Maus-Homologen Suv39h2 (O’Carroll
et al., 2000). Diese Aktivitat wird wesentlich durch vorhandene Modifikationen
am N-Terminus von Histon H3 beeinflult. So verhindert eine vorhandene Ace-
tylierung an K9 oder Phosphorylierung von S10, welche durch die Ipll/aurora
Kinase normalerweise vor der Mitose durchgefiihrt wird, die Ubertragung der Me-
thylgruppen (Rea et al., 2000). Auch fur das Drosophila-Protein (Czermin et al.
(2001) und vorliegende Arbeit) sowie Clr4p (Nakayama et al., 2001) konnte die-
se Aktivitat nachgewiesen werden. Die H3-K9-Methylierung kann von Proteinen
wie HP1 erkannt werden (Lachner et al., 2001; Nakayama et al., 2001) und stellt
somit die Grundlage fur den Aufbau heterochromatischer Strukturen dar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine umfassende Struktur-Funk-
tions-Analyse von SU(VAR)3-9 durchgefuhrt. Die dabei erhaltenen Ergebnisse
zeigen zahlreiche Parallelen zu Silencing-Prozessen auf, die zeitgleich auch in
anderen Modell-Organismen beschrieben wurden und eine zentrale, evolutionar
konservierte Funktion der SU(VAR)3-9-Methyltransferase im Prozel3 des hetero-
chromatischen Gen-Silencing zeigen.



2 Material und Methoden

2.1 Genetische Methoden

2.1.1 Anzucht der Fliegen

Anzucht und Haltung von Drosophila melanogaster erfolgte auf einem Standard-
medium (1% Agar, 2.5% Sirup, 3.5% Rosinen, 3% Griel3, 5% Hefe). Zur Ver-
meidung von Schimmelbildung bzw. Bakterienwachstum wurden 0.1% Nipagin
sowie 100 mM Ampicillin zugesetzt. Die Haltung der Stamme erfolgte bei 18°C.
Kreuzungen wurden bei einer Temperatur von 25°C durchgefuhrt.

2.1.2 Verwendete Stamme und Stabilisierungschromosomen von
Drosophila melanogaster

Eine detaillierte Beschreibung der verwendeten Mutationen und Stabilisierungs-
chromosomen ist in Lindsley und Zimm (1992) zu finden. Die Bezeichnungen,
der durch Transformation von P-Element-Vektoren erhaltenen transgenen Lini-
en sind in Tab. 2.1 verzeichnet. Die dabei etablierten Stamme sind im Anhang
(Abschnitt 6.1) aufgefuhrt.

P-Element-Vektor Bezeichnung Referenz
P{GS.ryThs(cDNASu(var)3-9)EGFP3’} P{c3-9} vorl. Arbeit
P{GS.ry™(10.5kbSu(var)3-9)EGFP} P{g3-9} vorl. Arbeit
P{GS.ry"hs(cDNASUV39H1)EGFP3’} P{SUV39H1} vorl. Arbeit
P{GS.ryThs(cDNAHP1)EGFP3%} P{cHP1} vorl. Arbeit
P{GS.ry*(1.9kbSu(var)2-5)} P{Su(var)2-5} vorl. Arbeit
P{ry*.(10kbSu(var)3-7)} P{Su(var)3-7} Reuter et al. (1990)
P{ryT.(11.5kbSu(var)3-9)} P{Su(var)3-9} Tschiersch et al. (1994)

Tabelle 2.1: AbkuUrzungen, die fur die Bezeichnung transgener Linien verwendet
werden.
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2.1.3 Untersuchung der Heterochromatinverteilung von SU(VAR)3-9

Folgende autosomale PEV-Rearrangements mit Bruchpunkten im Heterochro-
matin von 2L, 2R, 3L und 3R (Abb. 2.1) wurden Uber ein CyOGFP, P{w™™
hsp70:Gal4} p{wt™UAS:GFP} Chromosom (Rudolph et al., 1999) balanciert
und die heterozygoten Mannchen mit homozygoten P{c3-9} Weibchen ge-
kreuzt: In(2L)TE62var7, In(2LR)TE62var25, In(2LR)TE80'2?4, In(2LR)TE196v32,
T(2;3)TE62va20,  T(2;3)TE301Y@1,  T(2;3)TE62Y@18  T(2;3)TES80Y¥3> und
T(2;3)TE80Ya4°  (Reuter, personliche Mitteilung), sowie In(2LR)bw'?!,
IN(2LR)bwY329, In(2LR)Rev, IN(2L)It™2, In(2R)bw"3#, In(2R)bw'Pel, In(2R)bwV'Pe?,
T(2;3)bw'®, T(2;3)bw'Pe* und T(2;3)bw'Pe3 (FLYBASE, 2002). Larven der Nach-
kommenschaft, die das entsprechende Rearrangement enthielten, konnten
durch Fehlen der starken GFP-Fluoreszenz des Balancerchromosoms identifi-
ziert werden. Um die X-chromosomalen Rearrangements zu analysieren, wurden
homozygote P{c3-9} Weibchen mit In(1)w™° bzw. In(1)w™* Mannchen gekreuzt,
wobei alle sich entwickelnden Larven analysiert werden konnten.

2.1.4 Untersuchung der genetischen Interaktionen verschiedener
Suppressoren

Die Mutantenallele Su(var)3-1°2 (Reuter, persénliche Mitteilung), Su(var)3-97
(Krauss, 1995), Su(var)2-5°°, die Su(var)3-7 umfassende Defizienz Def(3L)AceHP?
(Reuter et al., 1990) sowie die HDAC1-Allele HDAC13%3, HDAC13'® und HDAC1326
(Mottus et al., 2000) wurden mit Stammen gekreuzt, die genomische Zusatzkopi-
en von Su(var)3-9 (P{Su(var)3-9}, Tschiersch et al., 1994), Su(var)2-5 (P{Su(var)2-5})
und Su(var)3-7 (P{Su(var)3-7}, Reuter et al., 1990) enthalten. Die transheterozy-
goten Tiere in der Nachkommenschaft wurden beztiglich des Effekts auf In(1)w™*
beurteilt.

2.1.5 Herstellung transgener Drosophila-Linien

DNA-Templates, die als flankierende Sequenzen P-Element-Repeats enthalten,
kénnen mit Hilfe einer Transposase in das Genom von Drosophila melanogaster
integriert werden (Rubin und Spradling, 1982). Dabei wird der Transformations-
vektor zusammen mit einer Transposasequelle (pm25.1-Derivat) in Embryonen
eines Stammes von Drosophila melanogaster injiziert, der eine Mutation fur den
entsprechenden Selektionsmarker des Transformationsvektors tragt. Nach Kreu-
zung der Uberlebenden Tiere mit dem fur die Injektion verwendeten Stamm kann
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Abbildung 2.1: PEV-Rearrangements, die fir die Analyse der Heterochromatin-
verteilung von SU(VAR)3-9 verwendet wurden. Die Chromosomenarme von X,
2L, 2R, 3L und 3R sind verschiedenfarbig markiert. Ahnliche Rearrangements
sind in Gruppen zusammengefaf3t.
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in der Nachkommenschaft auf transgene Tiere selektiert werden, die den Selekti-
onsmarker auspragen.

Zur genetischen Lokalisierung des Integrationsorts werden Kreuzungen mit Ba-
lancerchromosomen fur das zweite (CyO) und dritte (TM3 Sh) Chromosom durch-
gefuhrt. Das Segregationsverhalten des Selektionsmarkers relativ zum Balan-
cerchromosom ermdglicht, auf den Einbau im entsprechenden Chromosom zu
schliel3en. Wird der Selektionsmarker X-gekoppelt vererbt, ist ein Einbau im X-
Chromosom erfolgt.

2.1.6 In vivo-Interaktion von SU(VAR)3-9 und HP1

HP1 und Proteine, die mit HP1 interagieren, werden durch ein chimares HP1-
Protein mit POLYCOMB Chromo-Domane (HP1-PC) an euchromatische Bin-
dungsstellen lokalisiert (Platero et al.,, 1996). Im Fall der EGFP-markierten
SU(VAR)3-9 Proteinvarianten konnte das durch in vivo-Beobachtung der EGFP-
Fluoreszenz in Kernen von Speicheldriisenchromosomen untersucht werden. Ei-
ne HP1-PC exprimierende Linie (HP1-PC/CyO-GFP) wurde mit den zu testenden
Transgenen gekreuzt. F1-Larven, die nicht den GFP-Balancer (CyO-GFP) trugen,
wurden 30 min hitzegeschockt und nach Inkubation fur 2 h bei 18°C konnte die
EGFP-Fluoreszenz analysiert werden.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Verwendete Plasmide und Bakterienstamme

Folgende Bakterienstamme wurden zur Plasmidvermehrung bzw. Proteinexpres-
sion verwendet:

Bezeichnung Genotyp Referenz

E. coli, DH5« F~,end A1, hsd R17 (r;-, m;+), Gibco/BRL 1987
sup E44, thi-1, I-, rec Al, gyr
A96, rel A1, ©80d, lacZ AM15
E. coli, XL1-blue end Al, hsd R17 (r,-, my+), Bullock, Stratagene 1987
sup E44, thi-1, rec A1, gyr A96,
rel Al, [F, proAB, lacqZ AM15,
Tn10, (tet™)]

10
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2.2.2 Molekularbiologische Standardmethoden

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte nach der alkalischen Lyse-Methode
(Birnboim und Doley, 1979), Grof3praparationen wurden mit Plasmid-Midiprapa-
rationskits (Quiagen) durchgefihrt.

Restriktionen wurden mit Enzymen der Firmen GibcoBRL bzw. MBI Fermentas
durchgefuhrt. Zur Fragmentelution aus Agarosegelen wurde der Nucleobond-Kit
(Macherey-Nagel) bzw. der Quiaex Il-Kit (Quiagen) benutzt.

Agarose-Gelelektrophorese, Behandlung mit Alkalischer Phosphatase, Herstel-
lung kompetenter Zellen und Transformation von E. coli erfolgten nach Standard-
protokollen (Sambrook et al., 1989).

Fur PCR-Reaktionen wurden Tag-Polymerase (GibcoBRL) bzw. Pfu-Polymerase
(Stratagene) nach Standardprotokoll (Seiki, 1990) verwendet. Klonierungen von
PCR-Fragmenten erfolgten mit dem pGEM-T Cloning Kit (Promega).

Sequenzreaktionen wurden mit dem ABI PRISM dRhodamine Terminator Cycle
Sequencing Kit nach Herstellervorgaben durchgefuihrt.

Far PCR-Klonierungen verwendete Primer sind im Anhang (Abschnitt 6.2) auf-
gelistet.

2.2.3 Das pP{GS}-Vektor-System

Basis fur den Aufbau des pP{GS} Transformationsvektorsystems war der Vektor
pPEGFP (Schotta, 1997). Um den Grundvektor pP{GS} zu erhalten, wurde das
EGFP mit Notl und Sall ausgeschnitten und durch einen Linker, bestehend aus
den Primern linkerl und linker2, ersetzt.

Selektionsmarker

Als Selektionsmarker-Modul fur das Vektorsystem kamen rosy, vermilion oder
white zum Einsatz. Das rosy-Modul ist ein Hindlll-Fragment aus Carnegie20
(Rubin und Spradling, 1983) und das vermilion-Modul ein HindlllI-Fragment aus
PYC1.8 (Fridell und Searles, 1991). Das mini-white-Modul wurde tber PCR-
Klonierung mit den Primern casperl und casper2 aus pUAST (Brand und Per-
rimon, 1993) hergestellt.

Protein Tags

Neben dem EGFP, welches als Notl-Sall-Modul bereits vorlag (Schotta, 1997)
wurde ein Notl-Sall EBFP-Modul Gber PCR-Klonierung mit den Primern EGFP-

11
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start und EGFP-end an pEBFP-C1 (Clontech) hergestellt. Als weiteres Protein-
Tag wurde die DNA-bindende Doméne des lexA-Proteins als Notl-Sall Fragment
verwendet (Ebert, 1999).

Promoter Module

Neben dem Xbal-Apal hsp70-Modul aus dem Vektor pEGFPhs (Schotta, 1997)
wurde ein Xbal-Apal UAS/hsp70-Modul verwendet, das Uber PCR-Klonierung
mit den Primern UAS-start und hsp70-end an pUAST (Brand und Perrimon,
1993) hergestellt wurde. Als Transkriptionsterminations-Modul wurde das 3'23gt
Avrll-Fragment aus pEGFPhs (Schotta, 1997) verwendet.

pP{GS}-Vektoren

Durch Kombination der verschiedenen Module (Abb. 3.2) war es mdglich, eine
breite Palette von Vektoren flr die unterschiedlichsten Aufgabenstellungen her-
zustellen. Dies erfolgte durch Einbau der entsprechenden Module in den Grund-
vektor pP{GS} bzw. durch einen Austausch von Modulen in bereits klonierten
Vektoren.

2.2.4 Konstruktion der verwendeten Transformationsvektoren

Alle Su(var)3-9-Konstrukte basieren auf dem pP{GS}-Vektorsystem (Schotta und
Reuter, 2000). Folgende cDNA-Konstrukte wurden durch Einbau der entspre-
chenden PCR-Fragmente in den Vektor pP{GS.rythsEGFP3'} hergestellt (Abb. 2.2):
NTerm (As 1-206) mit dem Primerpaar NTerm-forw — NTerm-back, AChromo (AAs
207-267) durch Einbau eines mit den Primern Achromo-forw und c¢3-9end er-
zeugten PCR-Fragmentes in das NTerm-Konstrukt, ASET (AAs484-653) mit dem
Primerpaar c3-9 start und ASET back. Die Konstrukte SET13 und SET15 sind
cDNA-Konstrukte der entsprechenden Su(var)3-9-Allele Su(var)3-9'2 (P571S) und
Su(var)3-9'° (A549AANY552) und wurden durch PCR an revers transkribierter
RNA dieser Mutanten (Krauf3, personliche Mitteilung) erhalten.

Das N-Terminus Konstrukt mit dem Austausch P177T wurde mittels tberlap-
pender PCR unter Nutzung der Primer NTerm forw, NTerm back und des tber-
lappenden Primers NTerm P177T back, der die Mutation einftihrt, hergestellt und
in pP{GS.ryThsEGFP3'} kloniert.

Die SU(VAR)3-9/TRITHORAX-Chimare (c3-9/TRX) wurde durch Amplifizierung
der TRX SET-Doméane (AS 3586-3726) mit den Primern c3-9/trx forw und c3-
9/trx back und anschlieBender Klonierung in ASET hergestellt.

12
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Das SUV39h1-EGFP Konstrukt wurde durch Amplifizierung des ORF mit den
Primern SUV39h1 forw und SUV39h1 back unter Nutzung einer cDNA als Tem-
plate (Aagaard et al., 1999) angefertigt und ebenfalls in pP{GS.rythsEGFP3’} klo-
niert.

Ein 1.9 kb groRBes genomisches Fragment des Su(var)2-5-Locus wurde Uber
PCR an CantonS-DNA mit den Primern HP1gen forw und HP1gen back amplifi-
ziert und in pP{GS.ry*} kloniert (P{Su(var)2-5}). Das HP1-EGFP Konstrukt wurde
mittels PCR an einer im Hefe-Dihybrid-System isolierten cDNA mit den Primern
HP1cDNA forw und HP1cDNA back amplifiziert und in pP{GS.rythsEGFP3"} klo-
niert (P{cHP1}).

N Terminus preSET POStSET
1 80 206 267 375 484 617 635
1 1] [0 [N SU(VAR)3-9EGFP
elF2y Chromo-Domaéne SET Doméne EGFP

NTerm
P177T

T [ - NTermPT
] [ I ANTerm
] . [ I A Chromo

] [T 1 [ ASET

P571S

1 [T ] [ TR SET13

AS549AANYS552

1 [T ] [ TR SET15

TRX SET Domaéane

- . — I 39/ TRX

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der SU(VAR)3-9-Proteinvarianten, die
far die Struktur-Funktionsanalyse verwendet wurden

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Gelelektrophorese von Proteinen

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in diskontinuierlichen SDS-Polyacryl-
amidgelen (Laemmli, 1970). Die Polyacrylamidkonzentration im Sammelgel be-

13



2 Material und Methoden

trug 5%, im Trenngel 7.5-15% (abhangig vom aufzutrennenden Molekularge-
wichtsbereich). Die Elektrophorese wurde in Laufpuffer (192 mM Glycin, 25 mM
Tris, 0,1% SDS) bei 20 mA fur ein Minigel (10x15 cm) bzw 40 mA fir ein 18x12 cm
Gel durchgefuhrt. Als Molekulargewichtsstandards wurden Proteinleitern von
Gibco BRL bzw. MBI Fermentas eingesetzt.

2.3.2 Coomassie-Farbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Zur Farbung der Proteine wurden die Gele nach der Elektrophorese in Coomas-
sieldsung (0.1% Coomassie Brilliant Blue R250 in 40% Methanol, 10% Essigsau-
re) inkubiert. Die Entfarbung erfolgte durch 20 min Kochen der Gele in Aqua
bidest.

2.3.3 Nachweis von Proteinen im Westernblot

Die Proteine wurden im Anschluf3 an die Elektrophorese auf eine PVYDF-Membran
(Macherey-Nagel) durch Elektro-Blot-Transfer bei 0.8 mA/cm? fur 2 Stunden
transferiert (Blotpuffer: 192 mM Glycin; 25 mM Tris; 20% Methanol). Zur Kon-
trolle der Effizienz des Transfers wurden auf der Membran die Proteine mit Pon-
ceau-S-Losung (0.2% Ponceau S ; 3% Trichloressigsdure; 3% Sulfosalicylsaure)
far 10 Minuten angefarbt und mit Wasser entfarbt.

Die Membran wurde far 2 Stunden bei Raumtemperatur in 5% Milchpulver
(Biorad) in PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,, 1.5 mM KH,POy;
pH 7.4) geblockt. Im Anschlul daran wurden die priméren Antikorper (Tab. 2.2)
in 5% Milchpulver oder 3% BSA in PBS verdinnt zugegeben und entweder 2
Stunden bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach 3x 15
Minuten Waschen in PBST (1x PBS; 0.2% Tween20) wurden die entsprechen-
den sekundaren Antikdrper (Tab. 2.2) in 5% Trockenmilchpulver (Biorad) zuge-
geben und far 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Membran wurde wiederum 3x
15 Minuten in PBST gewaschen. Danach erfolgte die Detektion der Peroxidase-
gekoppelten Antikérper mit dem ECL- bzw. ECL Plus System (Amersham Phar-
macia Biotech) nach Angaben des Herstellers.

2.3.4 Koimmunpréazipitation von SU(VAR)3-9-EGFP und HP1

Embryonen (0-12 h) der Linie P{c3-9} E5 wurden 30 min bei 37°C hitzegeschockt,
2 h bei 18°C inkubiert und anschlieRend mit Natriumhypochloritldsung dechorio-
nisiert. Die Praparation der Kernextrakte erfolgte nach Elgin und Hood (1973):
Je 1 g der dechorionisierten Embryonen wurden im Dounce-Homogenisator in
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Antikorper Hersteller Verdinnung

primére Antikorper:

monoclonal GFP Babco 1:1000
polyclonal GFP Molecular Probes 1:1000
polyclonal dimeth H3-K9 Upstate Biotech 1:1000
monoclonal myc (9E10) T. Jenuwein 1:1000
polyclonal HP1-AK (chromo Peptid) J. Eissenberg 1:7500
polyclonal HP1-AK (Gesamtprotein) J. Eissenberg 1:2000
polyclonal SU(VAR)3-9 (As285-465) preink. mit Su(var)3-9'7 1:1000
sekundare Antikoérper:

Goat-Anti mouse-Peroxidase Jackson Immunres. 1:2000
Goat-Anti rabbit-Peroxidase Jackson Immunres. 1:5000

Tabelle 2.2: Verwendete primare und sekundare Antikérper fur Westernblots

10 ml PBS homogenisiert und durch ein Nylonnetz mit einer Porengrdf3e von
100 pm filtriert. Das Homogenat wurde auf 0.3 M Saccharose in PBS geschichtet
und 10 min bei 5000 g zentrifugiert. Das Kernpellet wurde in IP-Puffer (50 mM
Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0.1% NP-40, 10% Glycerin; pH 7.5) aufgenommen und
3x10 sec ultraschallbehandelt. Nach Zentrifugation bei 10000 g wurde vom
Uberstand die Proteinkonzentration bestimmt und mit IP-Puffer auf eine Kon-
zentration von 1 ug/ml eingestellt. Alternativ wurden IP-Reaktionen mit in vitro
Transkriptionsextrakt (siehe 2.3.5) durchgefuhrt.

Der Kernextrakt wurde tber Nacht mit 1 ul polyklonalemm GFP-Antikdrper (Mo-
lecular Probes) inkubiert. Durch Zugabe von 50 ul Protein-G-Sepharose (Amer-
sham-Pharmacia) wurde der Immunkomplex tUber den GFP-Antikérper gebun-
den. Die Sepharose wurde abzentrifugiert und der Uberstand fur die Bestim-
mung nicht gebundenen Proteins aufbewahrt. Nach zweimaligem Waschen mit
IP-Puffer wurden die gebundenen Proteine mit 50 ul Rotiload (Roth) bei 95°C
eluiert.

Der Kernextrakt, der Uberstand und das Eluat wurden auf ein Proteingel auf-
getragen und im Westernblot mit einem monoklonalen GFP-Antikdrper (Babco)
auf SU(VAR)3-9-EGFP und mit einem polyklonalen HP1-Antikérper (Eissenberg,
personliche Mitteilung) auf HP1 getestet.
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2.3.5 Herstellung von in vitro-Transkriptionsextrakt (TRAX) aus
Drosophila-Embryonen

Far die Herstellung von in vitro-Transkriptionsextrakt (TRAX) aus transgenen Li-
nien mit cDNA-Konstrukten, die unter Kontrolle des Hitzeschockpromoters lie-
gen, wurden Embryonen 30 min bei 37°C hitzegeschockt und nach Inkubation
far 2 h bei 18°C mit Natriumhypochloritldsung dechorionisiert. Die Embryonen
wurden danach entweder sofort weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert. FUr die
Herstellung von TRAX aus Wildtypembryonen wurden die gesammelten Embryo-
nen ohne vorherigen Hitzeschock dechorionisiert.

Danach erfolgte die Praparation der Kerne: 1 g Embryonen wurde in 1 ml NU-I
Puffer (15 mM Hepes-KOH, pH 7.6; 10 mM KCI; 5 mM MgCl, ; 0.1 mM EDTA,
pH 8.0; 0.5 mM EGTA, pH 8.0; 350 mM Saccharose) suspendiert und in einem
Dounce-Homogenisator aufgeschlossen. Nach Zugabe von weiteren 6 ml NU-I
Puffer wurden die Kerne fir 10 min bei 10000 rpm abzentrifugiert. Das Kernpel-
let wurde in 1 ml NU-II Puffer (15 mM Hepes, pH 7.6; 110 mM KCI; 5 mM MgCl,;
0.1 mM EDTA, pH 8.0) resuspendiert und in Ultrazentrifugenréhrchen gegeben.
Nach Zugabe von 1/10 Volumen 4 M Ammoniumacetat wurden die Réhrchen
far 20 min rotiert. Nach Abzentrifugation bei 35000 rpm fur 30 min konnte der
Kernextrakt entnommen und die Proteinkonzentration bestimmt werden.

2.3.6 Methyltransferase-Assay fur SU(VAR)3-9

Zu 100 pl TRAX wurden 400 ul IPH-Puffer (50 mM Tris/HCI pH 7.5, 150 mM
NacCl, 0.1% NP40, 0.2 mM PMSF) und 1 ul Antikorper (polyklonaler GFP-Antikor-
per, bzw. polyklonaler HP1-Antikdrper) gegeben. Nach Inkubation fir 3 h bei
4°C wurden 20 pul Protein-G Beads (Pharmacia) zugegeben und die Anséatze eine
weitere Stunde rotiert. Die Beads wurden schlie3lich zweimal mit 1 ml Puffer
IPH 300 (300 mM NacCl anstatt 150 mM) und noch zweimal mit IPH 50 (50 mM
NaCl anstatt 150 mM) gewaschen und in 60 ul Reaktionspuffer suspendiert. Fur
die eigentliche Reaktion wurden 20 ul der Beads mit 1 ug Histon H3-Peptid (AS
1-20, Upstate Biotech), 0.5 ul SAM (Amersham, 1 uCi/ml) und 3.5 ul destilliertem
Wasser gemischt und bei 30°C fur 40 min inkubiert. Nach Abzentrifugieren der
Beads wurden 20 ul des Reaktionsgemisches auf P81 Filterpapier (Whatman) auf-
getragen und anschlieend dreimal mit 50 mM Natriumkarbonatlésung (pH 9.2)
gewaschen. Die Bestimmung der am Papier verbleibenden Menge des radioaktiv
markierten Peptids erfolgte mit einem Scintillationszahler.
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2.4 Immunzytologische Methoden

2.4.1 In vivo-Detektion von EGFP

Aus Larven im dritten Stadium wurden ganze Speicheldrisen prapariert und in
einem Tropfen PBS + 10% Glycerin auf einem Objekttrager tiberfuhrt. Nach Auf-
legen eines Deckglaschens konnte mit einem konfokalen Mikroskop (LSM 510,
Zeiss) die Fluoreszenz in Kernen untersucht werden. Die gleiche Prozedur wurde
auch fur andere Larven- bzw. Adultgewebe verwendet.

Um ganze Kerne aus Speicheldriisen zu isolieren, wurden 10-20 Speicheldri-
sen isoliert, in 100 ul PBS + 1% Triton X-100 fur 1 min gevortext und dann bei
1000 rpm sedimentiert.

Far die Konfokalmikroskopie wurde ein invertiertes Carl-Zeiss LSM 510 Mikro-
skop mit einem Plan Apo 63xN.A. 1.2 Wasser-Immersionsobjektiv benutzt. Zur
Analyse von EGFP wurde eine Anregungswellenlange von 488 nm verwendet und
die Fluoreszenz nach einem 505-550 nm Bandpass-Filter mittels Photomultiplier
detektiert. Differential Interference Contrast (DIC) Bilder wurden gleichzeitig mit
dem Fluoreszenzbild unter Benutzung des Lasers als Transmissions-Lichtquelle
aufgenommen.

2.4.2 Enzymatischer Test auf lacZ-Expression

Die Untersuchung der lacZ-Expression des Konstrukts P[w™ HS-lacZ] in den bei-
den Rearrangements In(3L)BL1 und Tp(3;Y)BL2 erfolgte in Speicheldrusen drit-
ter Larven (Lu et al., 1996). Die Larven wurden fur 30 min bei 37°C hitzege-
schockt und nach 30 mindtiger Inkubation bei 18°C die Speicheldriisen in PBS
prapariert. Nach einer Fixierung in 5% Formaldehyd/PBS fur 2 min wurden
sie kurz in PBS gewaschen und fur mindestens 2 h in eine X-Gal-Féarbeldsung
(3.1 mM Kaliumferrizyanid, 3.1 mM Kaliumferrocyanid, 10 mM Natriumphos-
phat, pH 6.8, 0.15 M NaCl, 1 mM MgCl;, 10% DMSO und 0.1% X-Gal) Gberfuhrt.
Nach einem erneuten Waschschritt in PBS wurden sie in 90% Glycerin/PBS ein-
gebettet und mit einer CCD-Kamera an einem Zeiss Axioskop im Differenzial-
Interferenzkontrast-Modus dokumentiert.

2.4.3 Immunmarkierung von Polytanchromosomen

Aus Larven im dritten Stadium wurden nach der Methode von Silver und Elgin
(1978) Speicheldrisen in einer 0.7% NaCl-Losung prépariert und in einer Fi-
xierlésung (45% Essigsaure, 1.85% Formaldehyd) 10 min inkubiert. Nach dem
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2 Material und Methoden

Spreiten der Chromosomen wurde der Objekttrager bis zur Antikdrperfarbung
in PBS bei 4°C aufbewahrt. Die Antikdrpermarkierung erfolgte mit fluoreszenz-
markieren sekundaren Antikérpern. Die primaren Antikérper wurden mit dem
entsprechenden Préparat in PBS + 5% Trockenmilchpulver (Biorad) in der Regel
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Auswertung der Farbung erfolgte ebenfalls mit
einem Konfokalmikroskop (LSM 510) unter Nutzung der Standardfiltersatze fur
FITC, TR, Propidiumiodid und TOTO-3 (Zeiss).

2.4.4 Immunmarkierung von Drosophila-Embryonen

Fur die Farbung von Drosophila-Embryonen wurde die Methode nach Mitchi-
son und Sedat (1983) wie folgt modifiziert: Die gesammelten Emryonen wurden
nach der Dechorionisierung in 1 ml eines 1:1-Gemischs aus n-Heptan und 3.7%
Formaldehyd in PBS gegeben und 15 min fixiert. Die wal3rige Phase wurde abge-
nommen und die Embryonen durch Zugabe von 1 ml Methanol und anschlief3en-
des kréaftiges Schitteln devitellinisiert. Nach funf weiteren Methanolwaschschrit-
ten wurden die Embryonen entweder bei -20°C eingefroren, oder der Antikérper-
farbung unterzogen. Zunachst wurde das Methanol durch 3 Waschschritte mit
PBST (PBS + 0.2% Tween-20) entfernt und die Embryonen durch Inkubation mit
10% Ziegenserum in PBST zugleich rehydriert. Der primére Antikérper wurde
Uber Nacht bei 4°C in 10% Ziegenserum in PBST mit den Embryonen inkubiert;
nach 3 Waschschritten mit PBST wurde der sekundére Antikdrper gleichzeitig
mit einer RNaseA-Behandlung (40ug/ml) bei Raumtemperatur fur 2 h inkubiert.
Nach wiederum 3 Waschschritten mit PBST erfolgte eine DNA-Farbung mit Pro-
pidiumiodid (5 pg/ml) und nach erneutem Waschen mit PBST wurden die Em-
bryonen in Citifluor eingebettet. Die Farbungen wurde am konfokalen Mikroskop
(LSM 510) unter Nutzung der entsprechenden Filterkombinationen ausgewertet.

2.5 Sequenzierung von Su(var)3-9-Mutanten im
endogenen Locus und im Transgen

2.5.1 Inverse PCR

Die Methode der inversen PCR wurde zur Bestimmung des Insertionsorts von
P-Elementen angewendet und erfolgte in Anlehnung an Huang et al. (2000) mit
folgenden Modifikationen. Die PCR-Reaktionen am Ligationsansatz wurde zu-
néchst mit den Primern 5P forw-1 und 5P back-1 fur das 5’-Ende des Elements
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bzw. 3'P forw-1 und 3'P back-1 fir das 3'-Ende des P-Elements vorgenommen.
Bei zu geringer Produktausbeute wurden geschachtelte PCRs mit entsprechen-
den Primerpaaren (5'P forw-2 - 5'P back-2 bzw. 3'P forw-2 - 3'P back-2) durch-
gefuhrt. Die PCR-Produkte wurden mit Primern sequenziert, die vom 5'- bzw. 3’
P-Repeat in Richtung der angrenzenden genomischen DNA orientiert sind (Spl
bzw. Pry2mod). Durch Datenbankvergleich der an das P-Element angrenzenden
Sequenz mit der Gesamtsequenz von Drosophila konnten die entsprechenden In-
sertionsstellen identifiziert werden. Die verwendeten Primer sind im Anhang (Ab-
schnitt 6.2) aufgefuhrt.

2.5.2 Sequenzierung der Mutanten

Fur die Sequenzierung der Su(var)3-9-Mutanten im P{c3-9}-Transgen wurde ein
PCR-Produkt vom hsp70-Promoter bis zum EGFP amplifiziert (Primerpaar: pHT4-
vorn, pEGFPhsback). Falls die Produktausbeute nicht ausreichend war, wurden
2 verschachtelte PCRs mit den Primern pHT4-vorn - 3-9-3back und 3-9-4forw -
pEGFPhsback durchgefuhrt. Die Produkte wurden mit folgenden Primern se-
quenziert: pHT4vorn, 3-9-3back, 3-9-4forw, 3-9-4back, 3-9-5forw, pEGFPhs-
back (Abb. 2.3A).

Fur die Sequenzierung der Su(var)3-9-Mutanten im endogenen Locus muf3ten
zunachst homozygote Tiere isoliert werden. Dazu wurden die Mutanten mit dem
TM3-GFP-Balancer (Rudolph et al., 1999) gekreuzt. Die F;-Tiere wurden un-
tereinander gekreuzt und in deren Nachkommenschaft Larven isoliert, die keine
GFP-Fluoreszenz aufwiesen. Die gesamte kodierende Region des endogenen Lo-
cus wurde mit verschiedenen Primerpaaren (3-9-1forw - 3-9-2back, 3-9-2forw -
3-9-4back, 3-9-4forw - 3-9-5back) amplifiziert und sequenziert (Abb. 2.3B).

Alternativ wurden verschiedene Mutanten im endogenen Locus mit homozy-
goten Su(var)3-9%¢-Tieren gekreuzt und die transheterozygoten F,-Tiere analy-
siert. Da das Su(var)3-9°-Allel eine groRe Insertion am Beginn des dritten Exons
enthalt, kann nur von dem zu analysierenden Mutanten-Chromosom ein PCR-
Produkt gebildet werden (Abb. 2.3C).

Die Auswertung des Sequenzdaten und das Assemblieren der Sequenz-Contigs
erfolgte mit dem Staden-Package, Version 2001.0. Fur die Identifikation der Mu-
tationsorte mittels Alignment der sequenzierten Contigs mit der Wildtyp-Sequenz
wurde das GCG-Package, Version 10.2, genutzt.
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A
3-9 4forw 3-9 5forw
3-9 3.2back ~— 3-9 3back > 3-9 4back
pHT4-vorn - s s PEGFPhsback
| | [
5P hsp70 cDNA Su(var)3-9 EGFP-Tag 3’ Poly-A
B
3-9 1forw 3-9 1back 3-9 3forw 3-9 3back 3-9 5forw 3-9 5back
3-9 2forw 3-9 2back 3-9 4forw 3-9 4back
SET Su(var)3-9 Exon IlI
Su(var3-9 Exon II 7 (van 1,
Su(var)3-9 Exon |
(var) elF2~
Su(var)3-9*
] = 3931frw | | 3.0 5.1pack
3-9 3forw 3-9 3back 3-9 Sforw 3-9 5back
3-9 4forw 3-9 4back
Su(var)3-9°6 3-9 3.1forw ? — - 3-9 5.1back
e === B ]
SET Su(var)3-9 Exon I
Su(var3-9 Exon II (van 1
Su(var)3-9 Exon |
(van) elF2~

Abbildung 2.3: Sequenzierungsstrategie und benutzte Primer zur molekularen
Analyse von Mutanten im P{c3-9}-Transgen (A) und im endogenen Locus (B,C).
Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang (Abschnitt 6.2) ver-
zeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Das pP{GS} Vektor System

Ein wichtiges genetisches Hilfsmittel zur funktionellen Analyse bei Drosophila
melanogaster ist die Nutzung transgener Linien, die die einfache Analyse von
Genen und ihren Kontrollelementen ermdglicht. Fir eine effiziente Analyse der
hier untersuchten Gene wurde ein neues P-Element Transformationsvektorsys-
tem entwickelt, das sich durch eine besondere Flexibilitat auszeichnet.

Durch Ersetzen des EGFP-Moduls im Vektor pEGFP (Schotta, 1997) mit einen
Linker, der mehrere neue Restriktionsschnittstellen enthielt, wurde der Basis-
vektor pP{GS} erhalten. Der Polylinker dieses Vektors enthalt Schnittstellen fur
vierzehn 6bp-Restriktionsenzyme und drei 8bp-Restriktionsenzyme (Abb. 3.1).

Eco471 11
i(bal \Spel \Sacl I \ épal {\lot | i(hol {EcoRI
540 aatctagaact agt ccgcggagcgct gggcccat agcggccgcect cgaggcagaattccc 599
N * N * I * N * N * A BE3
c al Nhel
Sbf | BanH  Ascl Sal | Aat | | Avrll Hindll
\ \ \ \ \ \ \ \

600 tgcaggat cgat ggatccggcgcecgecgt cgacgacgt cgct agcat acct aggaagcttc 659

N N * N * N * N *

Abbildung 3.1: Polylinker des pP{GS}-Vektors

Die Flexibilitat des Vektorsystems wird durch die Herstellung verschiedener
Module erreicht, die Promotoren, Proteintags und Markergene zur Verfigung
stellen. Eine Kombination dieser Module (Abb. 3.2) ermdglicht beispielsweise die
Verwendung einer einmal klonierten cDNA zur Expression des Proteins mit oder
ohne Proteintag sowie dessen Expression unter der Kontrolle verschiedener Pro-
motoren. Fur die wichtigsten Anwendungen wurden bereits Vektoren hergestellt,
die die entsprechende Modul-Kombination enthalten (Tab. 3.1).
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Protein-Markierung Markergen
Promoter EGFP rosy
hsp70 EBFP mini-white
I |
UAS lexA 3’ 23¢gt vermilion
pP{GS}
L] v[ 1] |
«p Xbal Apal Notl Sall Avrll Hindlll o« :
SP (Spel, Sstll, Eco47I1Il) (Xhol, EcoRlI, Sdal, Clal, BamH]I, Ascl) Aatll, Nhel 3P pBIuescrlpt

Abbildung 3.2: Module fur das pP{GS}-Vektor-System. Durch Kombination der
verschiedenen Module in den Grundvektor pP{GS} kdnnen P-Element Vektoren
far verschiedene Anwendungen erhalten werden.

Markergen Promoter Protein-Tag Bezeichnung des Vektors
7.2 kb rosy — — pP{GS.ry"}
hsp70 — pP{GS.ryThs}
— EGFP pP{GS.ryTEGFP}
hsp70 EGFP pP{GS.ry"hsEGFP3’}
hsp70 EBFP pP{GS.ry"hsEBFP3’}
UAS EGFP PP{GS.ry* UASEGFP}
1.8 kb vermilion — — pP{GS.v"}
— EGFP PP{GS.vFEGFP}
— lexA pP{GS.vtlexA}
hsp70 EGFP PP{GS.v+hsEGFP}
UAS EGFP pP{GS.vF UASEGFP}
hsp70 lexA pP{GS.vthslexA}
4.1 kb mini-white — — pP{GS.w*™MS}

Tabelle 3.1: P-Element Vektoren, die durch Kombination der verschiedenen Mo-
dule des pP{GS}-Vektor-Systems hergestellt wurden (http://www.biologie.uni-
halle.de/Genetics/drosophila/pGS/vectors/vectors.html).
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3.2 SU(VAR)3-9 ist ein heterochromatisches Protein

Neben dem Nachweis des endogenen SU(VAR)3-9-Proteins mit spezifischen An-
tikoérpern sollte die zellulare Lokalisierung mit Hilfe eines EGFP-markierten Fu-
sionsproteins erfolgen. Damit ist es mdglich, das markierte Protein in vivo, un-
ter Erhalt der nativen Zellstrukturen, zu beobachten. Die cDNA von Su(var)3-9
wurde in den Vektor pP{GS.ry"hsEGFP3%} kloniert (P{c3-9}) und entsprechende
Transgene isoliert. Da hier die Expression des Proteins unter Kontrolle des Hit-
zeschockpromoters liegt, der schon bei geringem Hitzeschock relativ hohe Ex-
pressionslevel erzeugt, eignen sich diese Linien insbesondere zur Analyse des
Uberexprimierten Proteins. Nach Remobilisierung des Transgens (Reuter, per-
sonliche Mitteilung) konnte eine Linie erhalten werden (P{c3-9}r), bei der die Ba-
sisexpression des Hitzeschockpromoters offenbar so gesteuert ist, dal3 eine Ret-
tung des Mutantenphanotyps von Su(var)3-9 zumindest im ventralen Teil des
Auges erfolgen kann (Abb. 3.3). Um eine Expression entsprechend der endoge-
nen Verhéaltnisse zu gewahrleisten, wurde ein weiteres Konstrukt hergestellt, das
ein 10.5 kb-Fragment der genomischen Region von Su(var)3-9 enthélt, in welches
an den ORF ein EGFP-Tag eingefuigt wurde (P{g3-9}, siehe auch Abb. 1.1A). Auch
bei diesem Konstrukt wurde die EGFP-Fluoreszenz in einer Linie analysiert, die
den Mutantenphanotyp von Su(var)3-9 rettet (Abb. 3.3).

+ P{c3-9}r P{g3-9}
Su(var)3-917 Su(var)3-917 Su(var)3-917

Weibchen

Mannchen =

Abbildung 3.3: Rettung des Mutantenphéanotyps von Su(var)3-9 durch Expressi-
on von SU(VAR)3-9-EGFP in der remobilisierten Linie P{c3-9}r und der P{g3-9}-
Linie CII.
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Da bei Drosophila melanogaster die Kerne von Speicheldrisenchromosomen
polytanisiert und besonders grof sind, ist hier eine genaue Analyse der chromo-
somalen Verteilung von Proteinen mdglich. Aus diesem Grund wurde die Vertei-
lung des SU(VAR)3-9-EGFP-Proteins zunachst in Speicheldrisen analysiert. Da-
bei wurde sowohl bei den P{c3-9}-Linien nach einem schwachen Hitzeschock von
5 min, als auch bei den P{g3-9}-Linien eine Assoziierung mit zentromerischem He-
terochromatin gefunden (Abb. 3.4A-F). Nach Immunmarkierung von Polytdnchro-
mosomen einer P{c3-9}-Linie mit einem monoklonalen GFP-Antikérper (Babco)
konnte eine Assoziierung von SU(VAR)3-9-EGFP mit dem 4. Chromosom, allen
Telomeren, sowie wenigen autosomalen Banden festgestellt werden (Abb. 3.4G-H
und Hoffmann (2000)). Nach intensiveren Hitzeschocks bis zu 1 h konnte eine
Farbung weiterer autosomaler Banden, insbesondere im X-Chromosom festge-
stellt werden (Hoffmann, 2000). Die Verteilung von SU(VAR)3-9-EGFP nach leich-
tem Hitzeschock entspricht der Verteilung des endogenen Proteins, wie durch
Farbung mit SU(VAR)3-9 spezifischen Antikérpern gezeigt werden konnte (Ebert,
personliche Mitteilung).

Um zu untersuchen, an welche heterochromatischen Regionen SU(VAR)3-9
binden kann, wurde die Verteilung von SU(VAR)3-9-EGFP im Hintergrund ver-
schiedener heterochromatischer Rearrangements in Kernen von Speicheldrisen-
chromosomen analysiert (siehe auch Material und Methoden, Abb. 2.1). In allen
autosomalen Rearrangements wurde ein auf3erhalb des Heterochromatins liegen-
der EGFP-Spot variabler Grof3e identifiziert (Abb. 3.5). Beim X-chromosomalen
In(1)w™-Rearrangement wurden jedoch EGFP-Spots gefunden, die immer noch
mit dem zentromerischen Heterochromatin verkntpft waren (Abb. 3.5). Diese
Verbindung mit dem Chromozentrum ist bei immunmarkierten polytédnen Spei-
cheldrisenchromosomen in der Regel vom Chromozentrum getrennt (Ebert, per-
sdnliche Mitteilung).

Die Verteilung in Speicheldriisenchromosomen wurde vorwiegend in P{c3-9}-
Linien untersucht, da hier die P{g3-9}-Linien nur eine schwache Fluoreszenz
zeigten. Um Hinweise auf eine gewebespezifische Expression zu erhalten, wur-
den verschiedene Entwicklungsstadien der P{g3-9}-Linien auf die Verteilung von
SU(VAR)3-9-EGFP untersucht. In diesen Linien wird SU(VAR)3-9-EGFP bereits in
prablastodermalen Embryonalstadien exprimiert (Ebert, persdnliche Mitteilung).
Im ersten und zweiten Larvenstadium ist es sehr stark, im dritten Larvensta-
dium nur noch schwach in Speicheldrisen exprimiert. In allen Larvalstadien
kann dagegen eine starke Expression in Imaginalscheiben nachgewiesen werden
(Abb. 3.6A-C). In Ovarien adulter Weibchen wird SU(VAR)3-9-EGFP vorwiegend in
Nahrzellen, aber auch in Follikelzellen gefunden (Abb. 3.6D-E). Eine Besonder-
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Abbildung 3.4: Verteilung von SU(VAR)3-9-EGFP an polytanisierten Speicheldri-
senchromosomen von Drosophila melanogaster. (A-C) Kern einer P{c3-9}-Linie
nach Hitzeschock. (D-E) Kern einer P{g3-9}-Linie. (A,D) EGFP-Fluoreszenz,
(B,E) Differenz-Interferenz-Kontrast, (C,F) Uberlagerung. (G-H) Gespreitetes
Speicheldrusenchromosom einer P{c3-9}-Linie nach Hitzeschock. (G) DNA-

Farbung mit Propidiumiodid, (H) Immunmarkierung mit polyklonalem GFP-
Antikorper.
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|n(1)wm51b

In(2LR)TE62var25 IN(2LR)TE196var2 In(2R)bw"Pel IN(2LR)ItM12

Tp(2;3)TE301vart Tp(2;3)bwVPe3 Tp(2;3)TE8QVar40

&

Abbildung 3.5: Verteilung von SU(VAR)3-9-EGFP in verschiedenen Rearran-
gements, die Bruchpunkte im zentromerischen Heterochromatin haben.
SU(VAR)3-9-EGFP ist mit den aulRerhalb des Chromozentrums liegenden he-
terochromatischen Blécken assoziiert (weil3e Pfeile).

26



3 Ergebnisse

heit der Nahrzellkerne besteht in der ungewdhnlichen Verteilung von SU(VAR)3-
9-EGFP, denn gegenuber der fokussierten Verteilung im zentromerischen Hetero-
chromatin diploider und polyploider Kerne ist in diesen Kernen eine starke Zer-
splitterung der Fluoreszenz sichtbar (Abb. 3.6F).

ventral

Abbildung 3.6: Expression der P{g3-9}-Linie CIlI in Imaginalscheiben und Ova-
rien. (A-C) SU(VAR)3-9-EGFP in einer Antenne-Augen-Imaginalscheibe eines
dritten Larvalstadiums. Der weil3e Pfeil markiert die morphogenetische Furche.
(A) DIC-Aufnahme, (B) EGFP-Fluoreszenz, (C) Uberlagerung. (D-E) Expression
von SU(VAR)3-9-EGFP in verschiedenen Oogenesestadien (Zahlen bezeichnen
das entsprechende Stadium), (D) DIC-Aufnahme, (E) EGFP-Fluoreszenz. (F)
SU(VAR)3-9-EGFP-Verteilung in einem Nahrzellkern aus Oogenesestadium 10.

3.3 Su(var)3-9 modifiziert PEV in verschiedenen
Rearrangements und interagiert genetisch mit
anderen Heterochromatinproteinen

Su(var)3-9 ist ein Suppressor fur Positionseffekt-Variegation (PEV) mit Triplo-
abhangigem Enhancereffekt auf das In(1)w™*-Rearrangement (Tschiersch et al.,
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1994) und andere PEV-Rearrangements wie bw"P®? und Byron (Sass und Heni-
koff, 1998), sowie die meisten der hier untersuchten heterochromatischen w*-
Rearrangements (Reuter, perdonliche Mitteilung). In der vorliegenden Arbeit wur-
de der Einfluss von Su(var)3-9 auf die lacZ-Variegation der zwei Rearrangements
In(3L)BL1 und Tp(3;Y)BL2 (Lu et al., 1996) untersucht. Diese Rearrangements
wurden durch Réntgenbestrahlung eines Transgens erhalten, das ein lacZ-Gen
und ein mini-white-Gen, jeweils unter Kontrolle des hsp70-Promoters und um-
schlossen von SCS, SCS’ Sequenzen, enthalt (Lu et al., 1996). Nach einer Kreu-
zung von In(3L)BL1 bzw. Tp(3;Y)BL2 mit dem Null-Allel Su(var)3-9*’ wurde in
Transheterozygoten und Kontrolltieren die lacZ-Variegation untersucht. Dabei
zeigte sich, dalR Su(var)3-9 auch auf diese Rearrangements einen starken domi-
nanten Suppressoreffekt austbt (Abb. 3.7).

In(3L)BL1 Tp(3;Y)BL2

Su(var)3-917 _/

Abbildung 3.7: Su(var)3-9 modifiziert PEV in Speicheldrisen. Die lacz-
Variegation in Speicheldrisen von Df(l)w, yw; In(3L)BL1/TM3, Ser und
Tp(3;Y)BL2/Df(1)w, yw (obere Reihe) wurde mit der Variegation in transhetero-
zygoten Tieren aus Kreuzungen von Su(var)3-9'7/Su(var)3-9'7 mit Df(1)w, yw;
In(BL)BL1/TM3, Ser bzw. Tp(3;Y)BL2/Df(1)w, yw verglichen (untere Reihe).

Neben Su(var)3-9 zeigen auch Su(var)3-7 und Su(var)2-5 Haplo-Suppressor /
Triplo-Enhancereffekte auf PEV und kodieren heterochromatinassoziierte Prote-
ine (James und Elgin, 1986; Cleard et al., 1997). Um die genetischen Wech-
selwirkungen naher zu charakterisieren, wurden Null-Allele dieser Gene mit ge-
nomischen Zusatzkopien gekreuzt und die Nachkommenschaft bezuglich ihres
Effekts auf In(1)w™* ausgewertet (Abb. 3.8). Dabei zeigte sich, daR die Su(var)3-
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+ P{Su(var)3-9} P{Su(var)2-5} P{Su(var)3-7}

Su(var)3-9'7 ‘

Su(var)2-5%

Su(var)3-

Abbildung 3.8: Genetische Interaktionen zwischen Su(var)3-9, Su(var)2-5 und
Su(var)3-7 bezuglich In(1)w™-Variegation. Die Null-Allele Su(var)3-9'7,
Su(var)2-5%°, Def(3R)Ace"P! (Su(var)3-7 Defizienz) und Su(var)3-1°® wurden mit
transgenen Linien, die genomische Zusatzkopien von Su(var)3-9, Su(var)2-5
und Su(var)3-7 enthalten, gekreuzt. Abgebildet ist die white-Variegation in Au-
gen von Mannchen der Haplo-Suppressor- (1. Spalte) und Triplo-Enhancer-
Genotypen (1. Reihe) sowie der transheterozygoten Kombinationen.
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9l7_Mutante epistatisch Uber den Enhancereffekt von Zusatzkopien der Gene
Su(var)3-7 und Su(var)2-5 ist. Andererseits ist der Triplo-Enhancereffekt von
Su(var)3-9 zwar epistatisch Uber die Su(var)3-7-Mutante, aber kooperativ mit
Su(var)2-5. Die Interaktion von Su(var)2-5 und Su(var)3-7 ist wechselseitig epi-
statisch, denn Null-Allele von Su(var)2-5 sind epistatisch Uber eine zusatzliche
Kopie von Su(var)3-7 und ebenso ist die Su(var)3-7 umfassende Df(3R)Ace P! epi-
statisch Uber eine zusatzliche Su(var)2-5 Kopie.

Besonders interessant sind Mutanten des Su(var)3-1 Gens, denn diese dominie-
ren sowohl Uber Su(var)3-9 als auch Su(var)2-5 und Su(var)3-7. Dieses Gen stellt
damit einen Ubergeordneten Regulator fur die Etablierung heterochromatischen
Gen-Silencings dar (Abb. 3.8).

+ HDAC1203 HDAC1313 HDAC1326

P{Su(var)3-9}

Abbildung 3.9: Genetische Interaktion von Su(var)3-9 mit verschiedenen HDAC1-
Allelen. Mutanten in HDAC1 (obere Reihe) wurden mit der genomischen Zu-
satzkopie von Su(var)3-9, P{Su(var)3-9}, gekeuzt. Abgebildet ist die white-
Variegation in Augen der transheterozygoten Mannchen.

Die Histon-Deacetylase HDACL1 ist in SU(VAR)3-9-Komplexe inkorporiert und
deacetyliert Histon H3, um eine nachfolgende Methylierung von SU(VAR)3-9 zu
ermdglichen (Czermin et al., 2001). Fur HDAC1 existieren 4 Punktmutanten, die
zu Aminosaureaustauschen fuhren, sowie insertionelle Mutanten im Promotor-
bereich, bei denen in Augen-lmaginalscheiben kein Transkript nachweisbar ist
(Rubertis et al., 1996; Mottus et al., 2000). Die Punktmutanten sind starke Sup-
pressoren, die insertionellen Mutanten jedoch Enhancer fur PEV. Drei der Punkt-
mutanten wurden mit einer zusatzlichen Kopie von Su(var)3-9 (P{Su(var)3-9}) ge-
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kreuzt und der Effekt auf die white-Variegation in Augen der F;-Mannchen analy-
siert (Abb. 3.9). Von allen drei HDAC1-Mutanten wird der Triplo-Enhancereffekt
von P{Su(var)3-9} abgeschwécht, die Mutante HDAC132% ist sogar epistatisch
(Abb. 3.9).

3.4 SU(VAR)3-9 interagiert mit HP1

Neben der genetischen Interaktion von Su(var)3-9, Su(var)3-7 und Su(var)2-5 wur -
den auch mdgliche Interaktionen auf Proteinebene unter Nutzung des Hefe-Dihy-
bridsystems festgestellt (Fischer, 1997), welche in vivo bestéatigt werden sollten.

Ein chimares HP1-PC-Protein, bei dem die Chromo-Domane von HP1 gegen die
von POLYCOMB ausgetauscht ist, zeigt wie HP1 selbst eine heterochromatische
Verteilung, ist aber zusatzlich an Bindungsstellen von POLYCOMB im Euchroma-
tin lokalisiert (Platero et al., 1995). Bei Vorhandensein des HP1-PC-Proteins sind
HP1-interagierende oder in HP1-Komplexe involvierte Proteine ebenfalls an die-
sen zusatzlichen Stellen zu finden (Platero et al., 1996). Mit Hilfe dieses Systems
kann SU(VAR)3-9 auf eine in vivo-Interaktion mit HP1 getestet werden, indem ei-
ne P{c3-9}-Linie mit einer Linie, die das ebenfalls unter Kontrolle des Hitzeschock-
promotors stehende HP1-PC-Protein exprimiert, gekreuzt wird. In den Larven
der transheterozygoten Tiere konnte schlieBlich SU(VAR)3-9-EGFP ebenfalls an
den euchromatischen Bindungsstellen des HP1-PC-Proteins nachgewiesen wer-
den (Abb. 3.10 A, B).

Eine in vivo-Interaktion konnte zudem durch Koimmunprazipitation beider Pro-
teine aus embryonalen Kernextrakten gezeigt werden. Dazu wurden von Wildtyp-
Embryonen (0-12h) bzw. hitzegeschockten P{c3-9}-Embryonen Kerne isoliert und
mit Ammoniumsulfat aufgeschlossen. Die Extrakte wurden mit einem polyklona-
len HP1-Antikdrper (Wildtyp-Embryonen) bzw. GFP-Antikérper (P{c3-9}-Embry-
onen) inkubiert, welche wiederum an Protein-G Sepharose gebunden wurden.
Extrakte, Uberstande und Préazipitate wurden einer Westernanalyse mit polyklo-
nalem SU(VAR)3-9-, GFP- bzw. HP1-Antikérper unterzogen. Dabei konnten so-
wohl im GFP- als auch im HP1-Prazipitat beide Proteine nachgewiesen werden
(Abb. 3.10 C, D).

3.5 Evolutionare Konservierung von SU(VAR)3-9

SU(VAR)3-9 ist ein evolutionar konserviertes Protein. Bisher konnten ortholo-
ge Proteine in Schizosaccharomyces pombe (lvanova et al., 1998), Caenorhab-
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Abbildung 3.10: In vivo-Interaktion von SU(VAR)3-9-EGFP und HP1. (A, B)
SU(VAR)3-9-EGFP wird durch Expression der HP1-PC Chimére an euchroma-
tische Stellen umlokalisiert. (A) Kontrolle, (B) Umlokalisierung durch HP1-PC.
(C, D) Koimmunpraziptation von SU(VAR)3-9 mit einem HP1-Antikérper aus
Wildtyp-Embryoextrakt (C) und einem GFP-Antikérper aus Kernextrakt von
P{c3-9}-Embryonen (D). Westernblots mit Extrakten (E), Uberstanden (Sn) und
Prazipitaten (IPyp1, IPgrp) wurden mit einem SU(VAR)3-9 spezifischen Antikor-
per (C, obere Reihe), GFP-Antikdrper (D, obere Reihe) und HP1-Antikdrper (C
und D, untere Reihe) getestet. Die Pfeilspitzen zeigen auf die Bande des be-
nutzten Antikorpers.
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ditis elegans (Tamaru und Selker, 2001), Mensch und Maus (Aagaard et al.,
1999; O'Carroll et al., 2000), sowie mehreren Insektenspezies (Krauss und Reu-
ter, 2000) identifiziert werden. Die cDNA des menschlichen Orthologs (SUV39H1)
wurde in pP{GS.ry"hsEGFP3"} kloniert (P{SUV39H1}) und transgene Linien eta-
bliert. Die Verteilung des Fusionsproteins in Speicheldriisenkernen entspricht
der des Drospophila-Proteins (Abb. 3.11A). Durch Nutzung des HP1-PC-Chima-
renproteins konnte auch die in vivo-Interaktion mit HP1 nachgewiesen werden
(Abb. 3.11B). Die transgenen Linien zeigen nur geringe PEV-Effekte auf In(1)w™*,
Nach einer Remobilisierung konnte jedoch eine Linie erhalten werden, die eine
partielle Rettung des Suppressoreffekts von Su(var)3-9-Mutanten zeigt (Abb. 3.11
C,D). Somit scheint SU(VAR)3-9 nicht nur strukturell, sondern auch funktionell
konserviert zu sein.

in vivo in vivo

SUV39H1-EGFP SUV39H1-EGFP/ HP1-PC

£

Su(van)3-917 / + Su(var)3-917 / P{SUV39H1}

Abbildung 3.11: Das humane Ortholog SUV39H1 ist funktionell in Drosophi-
la. (A) SUV39H1-EGFP-Fluoreszenz im Speicheldrisenkern einer transgenen
P{SUV39H1}-Linie nach leichtem Hitzeschock. (B) Umlagerung des Fusionspro-
teins durch Koexpression mit dem HP1-PC-Chiméarenprotein. (C, D) Suppres-
soreffekt von Su(var)3-9'7 (C) und partielle Rettung des Mutanteneffekts durch
Expression von SUV39H1-EGFP in einer remobilisierten P{SUV39H1}-Linie (D).
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3.6 Struktur-Funktionsanalyse von SU(VAR)3-9

3.6.1 Kontrolle der Heterochromatinbindung von SU(VAR)3-9

SU(VAR)3-9 interagiert mit den Heterochromatin-Proteinen HP1 und SU(VAR)3-
7. Im Hefedihybridsystem konnte festgestellt werden, daf3 diese Interaktion tGber
den N-Terminus von SU(VAR)3-9 stattfindet (Fischer, 1997), der somit eine wich-
tige Bedeutung fur die Heterochromatin-Assoziierung von SU(VAR)3-9 haben soll-
te. Ein EGFP-Fusionsprotein des N-Terminus (NTerm-EGFP) zeigt in Speichel-
drisenkernen die gleiche Verteilung wie SU(VAR)3-9-EGFP (Kontrolle), allerdings
ist das Chromozentrum etwas schwacher gefarbt (Abb. 3.12). Ein N-terminal de-
letiertes Protein (mycANTerm) zeigt ebenfalls eine Heterochromatinassoziierung
(Ebert, personliche Mitteilung), was darauf hinweist, dal3 der N-Terminus zwar
in der Lage, aber noch ein anderer Teil des Proteins noétig ist, um die korrekte
Heterochromatinverteilung von SU(VAR)3-9 zu ermdglichen.

Die Chromo-Doméane kommt neben SU(VAR)3-9 in vielen anderen Chroma-
tinproteinen vor und wird als Chromatin-Bindungsmodul diskutiert (Platero
et al.,, 1995). Um den Einflul dieser Doméane auf die Heterochromatinbin-
dung von SU(VAR)3-9 zu beurteilen, wurde ein EGFP-Fusionskonstrukt mit
deletierter Chromo-Domaéane hergestellt (Achromo-EGFP) und die Verteilung in
Speicheldrisenkernen untersucht. Ebenso wie NTerm-EGFP zeigt diese Pro-
teinvariante eine Heterochromatin-Assoziierung mit schwacherer Chromozen-
trumfarbung (Abb. 3.12), was verdeutlicht, dal3 auch die Chromo-Doméane zur
Heterochromatin-Assoziierung von SU(VAR)3-9 beitragt.

Da der N-Terminus von SU(VAR)3-9 im Hefedihybridsystem mit HP1 und auch
SU(VAR)3-7 interagieren kann, wurde untersucht, ob diese Interaktionen auch in
vivo fur die Heterochromatin-Lokalisierung des Proteins verantwortlich sind. Im
SU(VAR)3-9 Bait-Klon (AS 1-188) wurden Mutanten des N-Terminus isoliert, die
im Hefedihybridsystem keine Interaktion mit HP1 und SU(VAR)3-7 aufweisen (Fi-
scher, persdnliche Mitteilung). Eine dieser Mutanten (P177T) wurde ebenfalls als
EGFP-Fusionskonstrukt in Drosophila transformiert (NTermPT-EGFP). Die Ver-
teilung dieses Proteins entspricht der von NTerm-EGFP, bzw. Achromo-EGFP
(Abb. 3.12). Das bedeutet, dall entweder die Heterochromatinbindung des N-
Terminus unabhangig von HP1 oder SU(VAR)3-7 vermittelt ist, oder der mutierte
N-Terminus (in vivo) doch noch in der Lage ist, mit diesen Proteinen zu intera-
gieren. In vivo-Interaktionstests von HP1-PC mit NTerm-EGFP, NTermPT-EGFP
und Achromo-EGFP zeigen, daf3 alle drei Proteinvarianten in der Lage sind, mit
HP1 zu interagieren (Abb. 3.12). Auffallig ist dabei, dal3 die Chromozentren bei
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NTermPT-EGFP und Achromo-EGFP wesentlich schwéacher angefarbt sind, als
bei NTerm-EGFP. Bei diesen Experimenten wurden alle Linien der gleichen Hit-
zeschockprozedur (5 min bei 37°C) unterzogen und unter gleichen Bedingungen
am konfokalen Laserscanningmikroskop ausgewertet. Fir alle Konstrukte wur-
den verschiedene transgene Linien untersucht, um Unterschiede in der Expres-
sionsstarke auszumitteln.

3.6.2 Mutanten der SET-Doméane verursachen eine veranderte
Verteilung von SU(VAR)3-9 im Chromozentrum

Neben der Chromo-Domane ist auch die SET-Domaéane in vielen Chromatinprotei-
nen konserviert (Jenuwein et al., 1998). Um den Einflu3 der SET-Domaéane auf die
Verteilung von SU(VAR)3-9 zu untersuchen, wurden EGFP-Fusionskonstrukte
angefertigt, bei denen die SET-Doméane deletiert (ASET-EGFP), bzw. ein Do-
méanentausch gegen die SET-Domane von TRITHORAX durchgefuihrt wurde (c3-
9/TRX-EGFP). Weiterhin wurden von zwei Su(var)3-9-Allelen, die als Suppres-
soren fur PEV identifiziert wurden (Tschiersch et al., 1994) und bei denen der
Mutationsort innerhalb der SET-Domaéne festgestellt werden konnte (Su(var)3-
913, P571S; Su(var)3-9'°, A;4AANY;55,) EGFP-Fusionskonstrukte (SET13-EGFP,
SET15-EGFP) generiert.

Im Gegensatz zu SU(VAR)3-9-EGFP, welches eine weitgehend homogene An-
farbung des Heterochromatins zeigt, unterscheiden sich diese Proteinvarianten
durch starkere Akkumulation an einem oder mehreren Spots innerhalb des He-
terochromatins (Abb. 3.12, SET13, SET15, Daten nicht gezeigt). Aufgrund der
Zahl dieser Spots und der zentralen Position kann man vermuten, dal3 es sich
hier um zentromerisches Heterochromatin handelt. Die SET-Doméane ist damit
an einer homogenen Verteilung von SU(VAR)3-9 innerhalb des Chromozentrums
beteiligt. Die Interaktion mit HP1 ist durch Mutationen in der SET-Doméne nicht
betroffen, da bei allen Proteinen der in vivo-Test auf HP1-Interaktion positiv ist
(Abb. 3.12).

3.6.3 Die Verteilung der SU(VAR)3-9-Proteinvarianten wird vom
endogenen SU(VAR)3-9-Protein beeinfluf3t

Um zu testen, ob die Verteilung der SU(VAR)3-9-Proteinvarianten von endogenem
SU(VAR)3-9 abhangig ist, wurden Stdmme etabliert, bei denen das entsprechen-
de Transgen in der homozygoten Null-Mutante Su(var)3-9°¢ vorliegt. SU(VAR)3-9-
EGFP zeigt dabei die gleiche Verteilung wie im Wildtyp-Hintergrund (Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Kontrolle der Heterochromatinverteilung von SU(VAR)3-9.
Transgene Linien der EGFP-markierten Proteinvarianten wurden im Wildtyp-
bzw. Su(var)3-9°-Hintergrund bezuglich ihrer Verteilung in Speicheldriisen-

kernen und in vivo-Interaktion mit HP1 untersucht. Konfokale Schnitte durch
in vivo-Kerne, Pfeile weisen auf das vierte Chromosom.
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Die anderen Proteinvarianten sind auf wenige zentrale Punkte nur sehr schwach
mit dem Chromozentrum assoziiert, zeigen jedoch noch eine starke Assoziierung
mit dem vierten Chromosom (Abb. 3.12). Das Vorliegen des endogenen bzw. ei-
nes vollstandig funktionsfahigen SU(VAR)3-9 ist somit flr eine Ausbreitung des
Proteins Uber das gesamte Chromozentrum, nicht jedoch fir die Verteilung tiber
das vierte Chromosom, notwendig.

3.6.4 Wechselseitige Beeinflussung der Heterochromatinbindung
von SU(VAR)3-9 und HP1

Die reduzierte Chromozentrumfarbung der SU(VAR)3-9-Proteinvarianten zeigt,
dal3 die volle Funktionalitédt des Proteins notig ist, um korrekt innerhalb des
Heterochromatins verteilt zu werden. Die Restfarbung an den zentromerischen
Dots und am 4. Chromosom weist jedoch darauf hin, dal3 verschiedene Me-
chanismen an der Verteilung von SU(VAR)3-9 beteiligt sind. Um die Einfllsse
von anderen PEV-Modifikatoren auf die Kontrolle der Verteilung von SU(VAR)3-
9 zu untersuchen, wurden mit Hilfe von GFP-Balancern (Rudolph et al., 1999)
transheterozygote Tiere fur Mutanten von Su(var)2-1, Su(var)2-5, Su(var)3-1 und
Su(var)3-3 selektiert, die zuséatzlich eine Kopie des P{c3-9}-Transgens enthielten.
In diesen Tieren wurde nach kurzem Hitzeschock die Verteilung von SU(VAR)3-
9-EGFP in Speicheldrisen untersucht. Dabei wurde in Mutanten von Su(var)2-
1, Su(var)3-1 und Su(var)3-3 keine veranderte Verteilung gefunden (Daten nicht
gezeigt). Drastische Verdnderungen zeigten sich jedoch in transheterozygoten
Su(var)2-5-Mutanten. Hier ist SU(VAR)3-9-EGFP uUber die gesamten euchroma-
tischen Bereiche ausgebreitet; die Verteilung im Heterochromatin scheint dabei
nicht beeinfluf3t zu sein (Abb. 3.13).

HP1 ist in Speicheldrisenchromosomen wie SU(VAR)3-9 vorwiegend im Chro-
mozentrum und am vierten Chromosom lokalisiert (James et al., 1989), was fur
ein EGFP-markiertes HP1-Protein bestatigt werden konnte (Abb. 3.13). In ho-
mozygoten Su(var)3-9-Mutanten hingegen zeigt HP1-EGFP eine stark reduzierte
Assoziierung mit chromozentrischem Heterochromatin (Abb. 3.13). Wie flr die
SU(VAR)3-9 Proteinvarianten ist auch fur die vollstandige Verteilung von HP1 im
Chromozentrum endogenes SU(VAR)3-9 essentiell.
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Abbildung 3.13: Wechselseitige Kontrolle der Verteilung von SU(VAR)3-9 und
HP1. (A-B) Verteilung von SU(VAR)3-9-EGFP einer P{c3-9}-Linie in Wildtyp- (A)
und Su(var)2-5%/Df(2L)TE128X11-Larven (B). (C-D) Verteilung von HP1-EGFP
einer P{cHP1}-Linie in Wildtyp- (C) und Su(var)3-9°6/Su(var)3-9%-Larven (D).
Konfokale Schnitte durch in vivo-Kerne, Pfeile weisen auf das vierte Chromo-
som.

3.7 SU(VAR)3-9 ist eine Methyltransferase fur Histon H3

SUV39H1 realisiert Uber die SET-Domane eine Aktivitat als Methyltransferase,
die spezifisch fur Lysin 9 von Histon H3 (H3-K9) ist (Rea et al., 2000). Durch
die Untersuchung eines myc-SU(VAR)3-9-Fusionsproteins konnte gezeigt wer-
den, daf3 Drosophila SU(VAR)3-9 ebenso wie SUV39H1 eine Methyltransferase
mit einer Substratspezifitat fir H3-K9 ist (Czermin et al., 2001). Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurden diese Untersuchungen auf die in der Struktur-
Funktionsanalyse verwendeten Proteinvarianten ausgedehnt, um die Bedeutung
der Methyltransferasefunktion fur die Heterochromatinverteilung von SU(VAR)3-
9 zu analysieren.

Fur SU(VAR)3-9-EGFP, AChromo-EGFP, ASET-EGFP und c¢3-9/TRX-EGFP
wurden Stamme etabliert, die homozygot das Null-Allel Su(var)3-9°¢ enthal-
ten. Von hitzegeschockten Embryonen dieser Linien wurden Kernextrakte an-
gefertigt und mit einem GFP-Antikorper die entsprechende SU(VAR)3-9-Variante
an Protein-G-Sepharose-Beads gebunden. Ein Teil der Beads wurde mit 3H-
markiertem SAM (S-adenosyl-[methyl-3H]-I-methionin) und einem N-terminalen
H3-Peptid (AS 1-20) inkubiert und die in das Peptid eingebaute Radioaktivitat
als Mal} fur die Methyltransferaseaktivitat im Scintillationszahler bestimmt. Als
Kontrolle wurden die Extrakte ohne Antikérper mit den Protein-G-Beads inku-
biert und ansonsten gleich behandelt (Mock).

In diesem Test zeigen SU(VAR)3-9-EGFP, AChromo-EGFP und das endogene
SU(VAR)3-9-Protein eine signifikante Methyltransferaseaktivitat. Da die SET-
Domane fur die Methyltransferaseaktivitat verantwortlich ist, zeigt ASET-EGFP
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Abbildung 3.14: Methyltransferaseassay von EGFP-markierten SU(VAR)3-9 Pro-
teinvarianten und endogenem SU(VAR)3-9. (A) Kernextrakte von Embryonen
transgener Linien in SU(VAR)3-9 Null-Mutanten (c3-9 (=SU(VAR)3-9-EGFP),
AChromo, ASET, ¢3-9/TRX) und Wildtyp (ASET, SU(VAR)3-9) wurden ana-
lysiert. Der Methyltransferaseassay wurde an Prazipitaten mit GFP- oder HP1-
Antikorper (IP) und ohne Antikdérper (Mock) durchgefuhrt. (B) Westernblots mit
je 10 ug der verwendeten Kernextrakte (E), 10 ul der Immunprazipitate mit
GFP- oder HP1-Antikorper (IP) und 10 ul der Prazipitate ohne Antikdrper (M)
wurden mit GFP-Antikorper (Spalte 1-5) bzw. SU(VAR)3-9-spezifischem Anti-
korper (Spalte 6-7) markiert.

39



3 Ergebnisse

erwartungsgemal keine Aktivitat. Die SET-Domane von TRITHORAX kann offen-
bar keine Methylierung des H3-Peptids durchfuhren, da ¢3-9/TRX-EGFP eben-
falls inaktiv ist. Endogenes SU(VAR)3-9 wird nicht in den an die Beads gekoppel-
ten Komplexen gefunden, denn ASET im Wildtyphintergrund zeigt ebenfalls keine
Methyltransferaseaktivitat. (Abb. 3.14A). Die HMTase-Aktivitat von AChromo-
EGFP ist nicht signifikant geringer, als die von SU(VAR)3-9-EGFP, da die Menge
des an die Beads gebundenen AChromo-EGFP geringer ist, als die von SU(VAR)3-
9-EGFP (Abb. 3.14B). Die Bestimmung der HMTase-Aktivitaten wurde mehrmals
an unabhangigen Extrakten wiederholt und lieferte immer gleiche Relationen.

Um die Aktivitat des endogenen Proteins nachzuweisen, wurden Kernextrak-
te von Wildtyp- und homozygoten Su(var)3-9'’-Embryonen hergestellt. Weil der
SU(VAR)3-9-spezifische Antikdrper fur Immunprazipitationen nicht geeignet ist,
wurde SU(VAR)3-9 Uber einen HP1-Antikorper an die Protein-G-Beads gebunden.
Aus Wildtyp-Embryonen konnte eine starke, aus der Su(var)3-9*/ Null-Mutante
keine Aktivitat préazipitiert werden (Abb. 3.14A). Im Westernblot konnte das ge-
bundene SU(VAR)3-9 nachgewiesen werden (Abb. 3.14B).

HP1 R T TR

dimethyl H3-K9O |  mmm—s

Abbildung 3.15: H3-K9-Methylierung in Drosophila melanogaster. Gleiche Men-
gen Kernextrakt von 0-12h alten Wildtyp- und homozygoten Su(var)3-9°6-
Embryonen wurden auf zwei separate Westernblots aufgetragen und mit «-
HP1-Antikorper (obere Reihe) zur Quantifizierungskontrolle und a-dimethyl
H3-K9-Antikdrper (untere Reihe) markiert.

Die in vivo-Relevanz der H3-K9-Methyltransferaseaktivitdt wurde in Su(var)3-
9 Null-Mutanten untersucht. Gleiche Mengen des Kernextraktes von Wildtyp-
Embryonen und homozygoten Su(var)3-9°-Embryonen wurden auf einem Wes-
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tern-Blot mit einem a-dimethyl H3-K9-Antikdrper markiert. In Su(var)3-9-Mutan-
ten ist die Menge des dimethylierten H3-K9 stark reduziert (Abb. 3.15). SU(VAR)3-
9 ist damit nicht die einzige, aber die wesentliche H3-K9 Methyltransferase in
Embryonen von Drosophila melanogaster.

3.8 Isolation und molekulare Analyse von
Su(var)3-9-Mutanten

3.8.1 Isolation von Su(var)3-9-Mutanten im endogenen Locus und
im P{c3-9}r-Transgen

Die durch Transformation erhaltenen P{c3-9}-Linien zeigen aufgrund der schwa-
chen konstitutiven Expression des Hitzeschockpromotors keine Rettung des Sup-
pressoreffekts von Su(var)3-9. Durch Remobilisierung der P{c3-9}-Linie P{c3-
9} E wurde die Linie P{c3-9}r isoliert, die den far Su(var)3-9 typischen Triplo-
Enhancereffekt aufweist. AuBerdem konnte fir diese Linie eine spezifische Ret-
tung des Su(var)3-9-Suppressoreffekts im ventralen Bereich des Auges beobach-
tet werden (Abb. 3.16).

Mannchen Weibchen

Su(var)3-917 / + Su(var)3-9%7 / P{c3-9}r  Su(var3-9'7 / + Su(var)3-97 / P{c3

Abbildung 3.16: Mutantenrettung durch die remobilisierte P{c3-9}-Linie P{c3-9}r.
Der Suppressoreffekt von Su(var)3-9'7/+ wird in transheterozygoten Su(var)3-
917/P{c3-9}r Mannchen und Weibchen in der ventralen Halfte des Auges (weilRer
Pfeil) gerettet.

Unter Nutzung dieses sehr spezifischen Effekts auf Su(var)3-9 wurden von
Prof. Dr. G. Reuter und Stefan Lotzsch zwei unabhangige Mutationsexperi-
mente durchgefuhrt. Im ersten Experiment (EMS-I) wurde die Linie P{c3-9}r mit
EMS behandelt und, nach Kreuzung mit Su(var)2-1°%, Mutanten isoliert, die nicht
mehr den Triplo-Enhancereffekt von P{c3-9}r aufwiesen (Abb. 3.17). Durch wei-
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tere Kreuzungsschritte wurden die Mutationen dem Transgen, dem endogenen
Locus oder einem Modifikator auf dem zweiten oder dritten Chromosom zuge-
ordnet (Abb. 3.17). Unter 4134 gesichteten F1-Tieren wurden 97 Suppressor-
Ausnahmen identifiziert. Von diesen konnten 28 dem Transgen, 6 dem endoge-
nen Su(var)3-9-Locus, 2 Su(var)3-1, 8 Suppressoren auf dem dritten Chromosom
und 16 Suppressoren auf dem zweiten Chromosom zugeordnet werden.

In einem zweiten Experiment (EMS-II) wurden spezifisch Mutanten im endo-
genen Su(var)3-9-Locus isoliert, indem In(1)w™-Mannchen mit EMS behandelt
und mit P{c3-9}r-Fliegen gekreuzt wurden. In der Nachkommenschaft wurden
die Tiere selektiert, die im ventralen Teil des Auges einen Suppressorphanotyp
aufwiesen. In diesem Experiment wurden 6 Ausnahmetiere identifiziert.

Die molekulare Auswertung der Transgen-Mutanten erforderte zunachst die
Identifizierung des Insertionsorts von P{c3-9}r. Mit in situ-Hybridisierung unter
Nutzung einer P-Element-Sonde (Hoffmann, 2000) konnten zwei Insertionen des
Transgens in Region 77 bzw 88 festgestellt werden (Abb. 3.18). Beide Inserts
wurden durch Rekombination voneinander getrennt und nach Kreuzung der Re-
kombinanten mit Su(var)3-9'7-Mutanten zeigte sich, daR nur das Insert in Region
77 fur die spezifische Rettung des Suppressoreffekts in der ventralen Augenhalfte
verantwortlich ist.

Mittels inverser PCR wurden die genauen Insertionsstellen der Inserts identifi-
ziert. Das in Region 77 gelegene Insert ist in den 5’-Bereich von fringe inseriert
(Abb. 3.19A). Da fringe cytologisch in Region 78A1-2 liegt, wird dieses Insert wei-
terhin mit P{c3-9}78A bezeichnet. Fir das in Region 88 gelegene Insert konnte
hingegen die Integrationsstelle im dritten Exon von Men nachgewiesen werden
(Abb. 3.19B). Aufgrund der Lokalisierung von Men in Region 87C wird dieses
Insert im folgenden als P{c3-9}87C bezeichnet.

Das P{c3-9}78A-Insert fuhrt sowohl zu einem Triplo-Enhancereffekt, als auch
zur spezifischen Mutantenrettung in der ventralen Augenhalfte. Die Expression
von SU(VAR)3-9-EGFP wurde in verschiedenen Entwicklungsstadien von Droso-
phila melanogaster (Embryonen, Larven, Adulte) untersucht, um eine Korrela-
tion mit dem beobachteten Phanotyp zu finden. In der Linie P{c3-9}78A wird
SU(VAR)3-9-EGFP erst in spateren Embryonalstadien (ab Stadium 10) in einem
spezifischen Expressionsmuster gefunden (Abb. 3.20A-F). In Larven kommt das
Protein in allen Imaginalscheiben vor (Abb. 3.20G-I), bei adulten Tieren wird es
nur in den “nurse-like cells” der Hoden (Abb. 3.20K-L) und frilhen Oogenesesta-
dien (Abb. 3.20M-N) exprimiert.
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Abbildung 3.17: Kreuzungsschema zur Selektion von Mutanten im P{c3-
9lr-Transgen (EMS-I). Nach Kreuzung der EMS-behandelten Mannchen mit
Su(var)2-1°1-Mutanten wurde auf Verlust des Enhancereffekts selektiert. Die
Ausnahmetiere konnten durch erneute Kreuzung mit Su(var)2-1°* kategorisiert
werden (Anzahl der Ausnahmen in Klammern).
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73D5 77B6 T7T7TE3 79A2 z 83D-E 85A6 93D1
} ——— - } } ) ———
st in kni eg Ki p e
P{c3-9}78A P{c3-9}87C

Abbildung 3.18: Lokalisierung der beiden Inserts in der remobilisierten P{c3-9}r-
Linie beztglich verschiedener Markergene auf dem dritten Chromosom. Die
zytologisch bestimmten Insertionsstellen sind als griine Kasten angegeben. z -
Zentromer, st - starlet, in - inturned, kni - knirps, eg - eagle, Ki - Kinked, p -
pink, e - ebony

P{c3-9}78A
5 3
W\/\/\/‘\/‘ fng

—_—

CT29692 — 1kb

B P{c3-9}87C

e—— 5

~
T— ——— =

mus308 Men
— 1kb

Abbildung 3.19: Molekulare Karte der Insertionsstellen von P{c3-9}78A und P{c3-
9187C. Pfeile geben die Transkriptionsrichtung der entsprechenden Gene bzw.
die Orientierung der P-Elemente (5'—3’) an. Su(var)3-9 ist in den P-Elementen
ebenfalls 5'—»3’ orientiert. Die Grtfe der P-Elemente ist nicht mal3stabsge-
recht. (Men - Malatdehydrogenase, fng - fringe, mus308 - mutagen-sensitive
308, CT29692 - EST aus Genomprojekt).
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.

ventral

Abbildung 3.20: Expression von SU(VAR)3-9-EGFP in der P{c3-9}78A-Linie. (A-
F) Antikdrperfarbung eines Stadium-13-Embryos. Zwei Konfokale Sektio-
nen. Die Position der Vorlauferzellen der Augen-Antenne-Imaginalscheibe
ist als weilBer Kasten markiert. (A,D) DNA-Farbung mit Propidiumiodid.
(B,E) GFP-Antikorperfarbung (FITC). (C,F) Uberlagerung. (G-1) Augen-Antenne-
Imaginalscheibe. (G) DIC-Aufnahme, (H) EGFP-Fluoreszenz, (I) Uberlagerung.
(K-L) “nurse-like cells” in einem mannlichen Hoden (K) DIC-Aufnahme, (L)

EGFP-Fluoreszenz. (M-N) Oogenesestadien (Zahlen) von P{c3-9}78A-Weibchen,
(M) DIC-Aufnahme, (N) EGFP-Fluoreszez.
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3.8.2 Molekulare Analyse der Su(var)3-9-Mutanten

Die Referenz fur die Analyse der Su(var)3-9-Mutanten ist die Sequenz des 11.5 kb
Sall-Fragmentes (Genbank: AJ290956), welches aus einer genomischen Biblio-
thek des Karsnds-Stammes von Drosophila melanogaster stammt (Tschiersch
et al., 1994). Entsprechend der unterschiedlichen Isolationsstamme der Su(var)3-
9-Mutanten wurden gegenuber dieser Referenzsequenz Polymorphismen im drit-
ten Exon gefunden (Tab. 3.2). Vier Variationen fuhren zum Austausch von Ami-
nosauren, wobei 1176M und 1381V keine wesentlichen Veranderungen der Prote-
instruktur zur Folge haben sollten. Weiterhin sind die Positionen T275 und R493
offenbar nicht konserviert, denn hier wurden in verschiedenen Wildtyp-Stdmmen
von Drosophila melanogaster die Austausche T275I (leich saure As — neutrale As)
und R493Q (stark basische As — neutrale As) identifiziert.

Variation molekulare Veranderung
Basen Triplett Aminosaure

1 5116-5118 ATA—ATG | 176 M
2 5152-5154 CGG—~CGA R 188 R
3 5413-5415 ACA—ATA T 275 |
4 5443- 5445 GAA—GAG E 285 E
5 5731-5733 ATT—GIT | 381 V
6 5905- 5907 GAG—»GAA E 439 E
7 6067- 6069 CGA—CAA R 493 Q
8 6070- 6072 GCC—GCA A 494 A
9 6304- 6306 TGI—-TGC C 572 C
10 6415- 6417 GAT—GAC D 609 D
11 6430- 6432 AAC—AAT N 614 N

Tabelle 3.2: Variationen (Polymorphismen) im kodierenden Bereich des dritten
Exons von Su(var)3-9. Die Angabe der Baasenpaare bezieht sich auf die Position
im genomischen 11.5 kb Su(var)3-9-Fragment (Genbank Acc-nr.: AJ290956);
Nucleotid- bzw. Aminosédureaustausche sind fett gedruckt.

Die ldentifizierung des Insertionsortes in der Mutante Su(var)3-9°¢ (Krauss,
1995) erlaubte die molekulare Analyse von Su(var)3-9-Mutanten, die aufgrund
von “second site”-Letalmutationen nicht homozygot lebensfahig sind. Von trans-
heterozygoten Su(var)3-9%6/Su(var)3-9¢ Tieren konnte mit spezifischen Primer-
paaren selektiv das Su(var)3-9*-Allel sequenziert werden (siehe auch Material und
Methoden, Abb. 2.3). Damit wurden zunachst Allele untersucht, die aus Mutati-
onsexperimenten stammen, bei denen Suppressoren fur E(var)2-1°1 bzw. E(var)3-
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191 jsoliert wurden und durch Komplementationsanalyse als Su(var)3-9-Allele
identifiziert werden konnten (Reuter et al., 1986; Wustmann, 1988; Tschiersch
et al., 1994). Ein weiteres Allel (Su(var)3-933) wurde als spontane Suppressor-
mutation in einem TM2-Balancerchromosom gefunden und aufgrund der spezifi-
schen Mutantenrettung mit P{c3-9}r als Su(var)3-9-Allel klassifiziert.

In den meisten der untersuchten Allele wurden Basenpaaraustausche identifi-
ziert, die in Aminosaureaustauschen resultieren (Tab. 3.3). Bei dem spontanen
Allel Su(var)3-9%2 ist eine Base am Beginn des Su(var)3-9 spezifischen Exons dele-
tiert, die zu einem sehr frihen Frameshift fuhrt. Das resultierende Protein sollte
praktisch nur die mit elF2y gemeinsamen Aminosauren enthalten und damit ei-
ne Su(var)3-9 Null-Mutante darstellen. Fiir das Allel Su(var)3-9*! wurde aufgrund
von Restriktionslangenpolymorphismen gegentiber Su(var)3-9°° und Su(var)3-91°
eine Deletion im dritten Exon vermutet (Tschiersch, 1993). Dies konnte durch
die Sequenzanalyse nicht bestatigt werden. Da Su(var)3-9'! aus einem anderen
Wildtypstamm isoliert wurde, als die Vergleichsstamme (vgl. Polymorphismen
Tab. 3.3), sind hier Restriktionslangenpolymorphismen nur begrenzt aussagefa-
hig.

Des weiteren erfolgte die Auswertung der Mutanten im P{c3-9}r-Transgen und
endogenen Locus aus den Experimenten EMS-1 und EMS-II. Die Mutanten im
endogenen Locus wurden entweder als homozygote Su(var)3-9*/Su(var)3-9* oder
transheterozygote Su(var)3-9°6/Su(var)3-9* Tiere analysiert. In allen Mutanten,
far die aufgrund der spezifischen Mutantenrettung durch P{c3-9}r eine Mutation
im endogenen Locus vermutet wurde, konnten tatsachlich Basenpaaraustausche
gefunden werden, die Aminosdureaustausche oder Nonsens-Mutationen ergeben
(Tab. 3.4). Da die Experimente EMS-I und EMS-II einmal mit Chromosomen
eines ry®%6/ry5% Stammes (EMS-1) und eines Oregon R-Wildtypstammes (EMS-
I1) durchgefuhrt wurden, gibt es zwei Klassen von Polymorphismen im dritten
Exon. Die Polymorphismen des Transgens stimmen hier mit denen des Oregon R-
Stammes Uberein, der offenbar als Isolationsstamm fur die cDNA diente.

Die putativen Transgen-Mutanten aus dem EMS-I Experiment wurden vor der
Sequenzierung naher genetisch charakterisiert. Da diese Allele auf den Verlust
des Triplo-Enhancereffekts isoliert wurden, kénnen auch vom Transgen unab-
héngige Mutationsorte als Ursache in Betracht gezogen werden. Deshalb erfolg-
te zunachst eine Kreuzung mit Su(var)3-9%6-Mutanten, bei denen ein intaktes
Transgen die spezifische Mutantenrettung zeigen sollte. Von den 31 putativen
Allelen zeigten 11 keine, 9 eine partielle und 11 eine vollstandige Mutantenret-
tung im ventralen Bereich des Auges. Die Kenntnis des Integrationsortes von
P{c3-9}78A ermdglichte die spezifische Amplifizierung und Sequenzierung dieses
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Inserts. Von den 11 Mutanten, die keine Mutantenrettung zeigten, war in 9 Fal-
len das Insert nicht amplifizierbar, was entweder durch Ausbau oder Umbau des
P-Elements erklérbar ist. Die Sequenzanalyse wurde deshalb auf die restlichen 2
Mutanten mit fehlender, und die 9 Mutanten mit partieller Mutantenrettung kon-
zentriert. In 6 dieser Allele konnten wiederum Basenpaaraustausche gefunden
werden, die ausschliel3lich in Aminosaureaustauschen resultieren (Tab. 3.4).

Allel Experiment Variationen Bereich molekulare Veranderung
Basen Triplett Aminosaure
Su(varn3-921  EMS-I 2,3 5953-5955 GAG — GIG E 455 V
Su(var)3 922 EMS-I 2,3 6490-6493 CTC — TTC L 634 F
Su(var)3-923  EMS-I 2,3 6064-6066 GIG — GAG V 492 G
Su(van3-924  EMS-I 2,3 6307-6309 TGG — TGA W573 STOP
Su(var)3-92°5  EMS-I 2,3 6421-6423 CCC — CTC P 611 L
Su(var)3 926 EMS-I 2,3 6016- 6018 CAG — TAG Q 476 STOP
Su(var)3-927  EMS-II 2,5,6,7,8,9,10 6061-6063 GGG — AGG G 491 R
Su(var)3-928  EMS-II 2,5,6,7,8,9,10 6307-6309 TGG — TAG W573 STOP
Su(var)3-92°  EMS-II 2,5,6,7,8,9,10 5503-5505 TAT — TAA Y 305 STOP
Su(var)3-93°  EMS-II 2,5/6,7,8,9,10 5899-5901 GCC — ACC A 437 T
Su(var)3-931  EMS-II 2,5,/6,7,8,9,10 5953-5955 GAG — AAG E 455 K
Su(var)3-9%2  EMS-II 2,5,6,7,8,9, 10 6274-6276 TCT — TTT S 562 F
P{c3-9}78A1  EMS-I 2,5,6,7,8,9,10 5593-5595 GGA — GAA G 335 E
P{c3-9}78A°  EMS-I 2,5,6,7,8,9,10 5968-5970 TGC — TAC C 460 Y
P{c3-9}78A%2* EMS-I 2,5/6,7,8,9,10 6358-6360 CGI — TGT R 590 Q
P{c3-9}78A28  EMS-I 2,5,6,7,8,9,10 6013-6015 CGC — TGC R 475 C
P{c3-9}78A%  EMS-I 2,5,6,7,8,9, 10 60556057 GGA — GAA G 489 E
P{c3-9}78A% EMS-I 2,5/6,7,8,9,10 5986-5988 TGC — TAC C 466 Y

Tabelle 3.4: Allele von Su(var)3-9, die innerhalb der Mutationsexperimente EMS-
| und EMS-II isoliert und sequenziert wurden. Su(var)3-921-32 sind Mutanten
im endogenen Locus, P{c3-9}78A%®> sind Mutanten im P{c3-9}78A-Transgen.

Die innerhalb der EMS-Experimente entstandenen Basenpaaraustausche sind
zum grofRten Teil Transitionen (G—A: 12 Allele, C—T: 8 Allele). Transversionen
wurden ausschlieBlich von A—=T (3 Allele) bzw. T—A (3 Allele) gefunden. Die
EMS-Mutagenese sollte durch Alkylierung von Guanin zum gréf3ten Teil zu G—A,
etwas weniger durch Alkylierung von Thymin zu A—G Austauschen fahren. Der
letztgenannte Austausch wurde in keiner Mutante beobachtet. Im Unterschied
zu EMS, welches ausschlief3lich zu Basenpaaraustauschen fuhrt, wurden durch
die Rontgenstrahl-Mutagenese vorwiegend kleinere Deletionen erzeugt. Eine Aus-
nahme ist Su(var)3-9%, bei der eine groRe, bisher nicht naher spezifizierte Inser-
tion entstand.

Ein Alignment von SU(VAR)3-9 mit den orthologen Proteinen SUV39H1, Clr4p
und DIM5 zeigt, dal die meisten Punktmutanten, die Aminosédureaustausche be-
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wirken, in hochkonservierten Bereichen der SET-Domane oder der preSET- bzw.
postSET-Doméne liegen (Abb. 3.21). Die Konservierung des “GWGV” -Motivs
(As 489-492) scheint besonders essentiell fur die Funktion der SET-Doméne zu
sein, da hier insgesamt 4 unabhangige Mutanten gefunden wurden (Su(var)3-927,
Su(var)3-912, Su(var)3-92% und P{c3-9}78A%8). Weitere Mutanten liegen in konser-
vierten Cysteinpositionen der preSET-Domane (P{c3-9}78A° und P{c3-9}78A%)
und dem fur die Methyltransferaseaktivitat wichtigen “NHSC”-Motiv (As 560-563)
der SET-Doméne (Su(var)3-9%2). Mehrere Mutanten weisen Aminosaureaustau-
sche auch in wenig konservierten Bereichen, wie der Linker-Region zwischen
SET- und postSET-Domaéne (Su(var)3-9°¢, Su(var)3-92°) auf.

Zur funktionellen Analyse wurden alle Mutanten mit einer Linie gekreuzt, die
das 11.5 kb Sall-Fragment des endogenen Locus von Su(var)3-9 enthalt. Trans-
heterozygote Su(var)3-9*/P{Su(var)3-9} Tiere wurden beziglich der Rettung des
Suppressoreffekts untersucht. Alle Mutanten konnten durch das 11.5 kb Sall-
Fragment gerettet werden, es wurden nur leichte Unterschiede in der Starke der
Mutantenrettung gefunden. Kein Allel zeigt einen typisch antimorphen Charak-
ter.

Zur weiteren Charakterisierung von bestatigten Transgen-Mutanten wurden
P{c3-9}78A%*, P{c3-9}78A%% und P{c3-9}78A*® durch Rekombination von P{c3-
9187C getrennt. Eine Kreuzung der Rekombinanten mit Su(var)3-9°® zeigte, daR
bei P{c3-9}78A%* noch in 14% aller transheterozygoten Weibchen und 25% der
Mé&nnchen eine wenigstens partielle Rettung des Suppressoreffekts im ventralen
Bereich des Auges auftritt (Tab. 3.5). Hingegen zeigten P{c3-9}78A%% und P{c3-
9}78A*8 praktisch keine Rettung des Suppressors (Tab. 3.5).

Da die zentrale Funktion von SU(VAR)3-9 die H3-K9-Methylierung ist, wurden
die Transgenmutanten auf ihre Methyltransferaseaktivitét getestet. Alle Mutan-
ten zeigen gegeniiber der Kontrolle (SU(VAR)3-9-EGFP) eine Reduktion der Akti-
vitat (Abb. 3.22A). P{c3-9}78A* ist sogar vollig inaktiv. Bei P{c3-9}78A%* wurde
noch eine Restaktivitat registriert, die moglicherweise ausreichend fur die Eta-
blierung der partiellen Mutantenrettung ist. Dieses Experiment wurde mehrfach
mit unabhangigen Extrakten durchgefiihrt, wobei immer das gleiche Verhaltnis
der HMTase-Aktivitdaten der Mutantenproteine gefunden wurde.
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Abbildung 3.22: Methyltransferaseassay von EGFP-markierten SU(VAR)3-9-
Mutantenproteinen. (A) Kernextrakte von Embryonen der Linien P{c3-9}78A,
P{c3-9}78A%*, P{c3-9}78A%% und P{c3-9}78A*® wurden analysiert. Der Methyl-
transferaseassay wurde an Prazipitaten mit GFP-Antikérper (IP) und ohne An-
tikdrper (Mock) durchgefuhrt. (B) Westernblots mit jeweils 10 ug der verwende-
ten Kernextrakte (E), 10 ul der Immunprazipitate (IP) und 10 ul der Préazipitate
ohne Antikdrper (M) wurden mit GFP-Antikdrper markiert.
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Mutante Mutantenrettung in transheterozygoten
Weibchen Méannchen
komplett partiell keine komplett partiell keine
P{c3-9}78A 34% 63% 3% 64% 36% 0%
(44) (80) 4) (113) (64) (0)
P{c3-9}78A%* 3% 11% 86% 7% 18% 75%
(8) (25) (203) (18) (49) (201)
P{c3-9}78A 0% 0% 100% 0% 3% 97%
(0) ) (192 (0) 4) (154)
P{c3-9}78A* 0% 1% 99% 0% 5% 95%
(0) 1) (123) (0) () (131)

Tabelle 3.5: Mutantenrettung durch Transgen-Mutanten. Die transhetero-
zygoten Nachkommen einer Kreuzung von Su(var)3-9*//Su(var)3-9'/ x P{c3-
9}78A*/TM3 wurden beziglich der Rettung des Suppressoreffekts von Su(var)3-
9 in der ventralen Augenhélfte analysiert. Die Tiere zeigten entweder eine kom-
plette, partielle oder keine Rettung des Suppressoreffekts (prozentuale Anga-
ben, die Zahl der ausgewerteten Augen steht in Klammern).
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Gen-Silencing durch Heterochromatisierung ist ein entscheidender Kontrollpro-
zel3 far Genaktivitaten in der Entwicklung eukaryotischer Organismen. In Dro-
sophila melanogaster wurde mit der Positionseffekt-Variegation des white-Gens
ein Modellsystem etabliert, welches die Identifizierung von Komponenten erlaubt,
die am Aufbau oder dem Erhalt heterochromatischer Strukturen beteiligt sind.
Im Verlauf der letzten 20 Jahre wurde eine Vielzahl von Genen identifiziert, die
Funktionen im heterochromatischen Gen-Silencing ausuiben (Reuter und Wolff,
1981; Sinclair et al., 1983; Reuter und Szidonya, 1983). In der vorliegenden
Arbeit wurde einer der starksten Suppressoren fur PEV, das Su(var)3-9-Gen, be-
zuglich seiner Funktion am Aufbau heterochromatischer Strukturen und seiner
genetischen und molekularen Interaktionen néher untersucht.

4.1 Heterochromatisches Gen-Silencing bei PEV wird
durch Su(var)3-9-abhangige H3-K9-Methylierung
kontrolliert

Die N-Termini der Histone sind einer Vielzahl von Modifikationen, wie Acetylie-
rung, Phosphorylierung, Methylierung, Ubiquitinylierung und ADP-Ribosylierung
unterworfen (Berger, 2002). Die Acetylierung ist dabei am besten erforscht und
wird als eine epigenetische Markierung fur den Status der transkriptionellen Ak-
tivitat gesehen (Turner, 1998). Die Mdéglichkeit durch Kombination verschiedener
Modifikationsstufen der N-Termini Markierungen fur “Feinabstimmungen” der
transkriptionellen Aktivitat bzw. des Chromatinzustandes verfuigbar zu haben,
fahrte zur “Histon-Code”-Hypothese (Strahl und Allis, 2000). Mit der Entdeckung
der H3-K9-Methyltransferaseaktivitat von SUV39H1 (Rea et al., 2000) wurde die-
se Hyothese auch mit der Kontrolle heterochromatischer Regionen in Verbindung
gebracht (Jenuwein und Allis, 2001).
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Die Lysin-Methylierung kann mehrere Positionen des N-Terminus von Histon
H3 (K4, K9, K27, K36) bzw. Histon H4 (K20) betreffen. Nicht alle dieser Mo-
difikationen markieren jedoch, wie H3-K9, heterochromatische oder transkrip-
tionell inaktive Chromatinbereiche. Die K4-Methylierung hat duale Funktio-
nen, die wahrscheinlich abhangig von der Kombination mit anderen Modifika-
tionen sind. SET9, eine H3-K4-Methyltransferase, fuhrt zur transkriptionel-
len Aktivierung durch Verhindern der H3-K9-Deacetylierung und damit Aus-
schlieBen der H3-K9-Methylierung durch SUV39H1 (Nishioka et al., 2002). An-
dererseits ist SET1 ebenfalls eine H3-K4-Methyltransferase, die far Telomer-
Silencing in Saccharomyces cerevisiae essentiell ist (Briggs et al., 2001). Wei-
terhin ist die H3-K36-Modifikation durch SET2 in Saccharomyces cerevisiae an
Gen-Repressionsprozessen beteiligt (Strahl et al., 2002). Neben SUV39H1 (Rea
et al., 2000) wurden Suv39h2 (O'Carroll et al., 2000) in der Maus, Clr4p (Nakaya-
ma et al., 2001) in Schizosaccharomyces pombe und DIM5 (Tamaru und Selker,
2001) in Neurospora crassa als weitere H3-K9-Methyltransferasen identifiziert,
die alle in Gen-Silencingprozesse involviert sind. Mit transkriptioneller Aktivie-
rung ist die dagegen die Methylierung verschiedener Arginin-Reste von H3 (R2,
R17, R26) und H4 (R3) verknupft, die durch PRMT1 (Strahl et al., 2001; Wang
et al., 2001) und PRMT4/CARM1 (Chen et al., 1999) erfolgen kann.

Durch den Nachweis der in vitro-Methyltransferaseaktivitdt von SU(VAR)3-9-
EGFP und rekombinantem SU(VAR)3-9-GST (Schotta et al., 2002) und der star-
ken Reduktion von dimethyl-H3-K9 in Su(var)3-9 Null-Mutanten konnte im Ver-
lauf der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dal SU(VAR)3-9 die wesentliche H3-
K9-Methyltransferase in Drosophila melanogaster ist. In polytéanisierten Spei-
cheldrisenchromosomen ist SU(VAR)3-9 vorwiegend im perizentrischen Hetero-
chromatin und im stark heterochromatischen vierten Chromosom lokalisiert. Die
Verteilung von methyliertem H3-K9 in Speicheldriisenchromosomen stimmt hier
mit der SU(VAR)3-9 Verteilung Uberein, in Su(var)3-9 Null-Mutanten ist die H3-
K9-Methylierung des Heterochromatins stark reduziert. Ausgenommen ist die
H3-K9-Methylierung des vierten Chromosoms und einiger zentraler Bereiche des
Chromozentrums, die nicht beeinflu3t sind (Schotta et al., 2002). Die Korrelati-
on einer Reduktion von methyliertem H3-K9 und dem Suppressoreffekt auf PEV
zeigt, dal3 die H3-K9-Methyltransferaseaktivitat von SU(VAR)3-9 fur den Aufbau
heterochromatischen Gen-Silencings verantwortlich ist.

Die Su(var)3-9-unabhéangige H3-K9-Methylierung des vierten Chromosoms be-
weist die Existenz weiterer H3-K9-Methyltransferasen in Drosophila melanogas-
ter, die insbesondere die Heterochromatinstruktur dieses Chromosoms bestim-
men sollten. Proteine wie POF (Birve et al., 2001), die ausschlie3lich im vier-
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Abbildung 4.1: Dendrogramm bezlglich der preSET- und SET-Domane verschie-
dener H3-K9-HMTasen und homologer Proteine aus verschiedenen Organis-
mengruppen. Proteine, bei denen eine HMTase-Aktivitat gezeigt werden konn-
te, sind eingerahmt. Fir MmMESET und HsG9A wurde eine duale Aktivitat fur
H3-K4 und H3-K9 bzw. H3-K9 und H3-K27 gezeigt. CG2995 und CG12196
sind neben SU(VAR)3-9 die einzigen Proteine in Drosophila melanogaster, die
sich in diese Gruppe der H3-K9-HMTasen einordnen lassen. Hs - Homo sa-
piens, Mm - Mus musculus, Dm - Drosophila melanogaster, De - Drosophila
erecta, Ca - Clytus arietis, Nc - Neurospora crassa, Sp - Schizosaccharomyces
pombe.
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ten Chromosom binden, zeigen, dalR hier eine spezielle Chromatinstruktur be-
stehen sollte. Tatséchlich konnte die Existenz weiterer Methyltransferasen in
Drosophila melanogaster durch die Isolation mehrerer Proteinkomplexe, die nicht
SU(VAR)3-9 enthalten, aber H3-K9-Methyltransferaseaktivitat aufweisen (A. Im-
hof, pers. Mitteilung), bestéatigt werden. Vergleiche mit der Genomsequenz von
Drosophila melanogaster zeigen zwei putative Proteine, die eine dhnliche SET-
Domaéne, wie andere H3-K9-HMTasen aufweisen (Abb. 4.1). Auch in der Maus
sind Suv39h1/Suv39h2 nicht die einzigen H3-K9-Methyltransferasen, denn in
Doppel-Null-Mutanten wird eine Suv39h-unabhéangige H3-K9-Methylierung des
inaktiven X-Chromosoms (Peters et al., 2002) und von Teilen mitotischer Chro-
mosomen gefunden (Peters et al., 2001). Neben Suv39h1/Suv39h2 existieren in
der Maus mit ESET (Yang et al., 2002) und G9a (Tachibana et al., 2001) wenigs-
tens zwei weitere SET-Domanen Proteine mit H3-K9-Methyltransferaseaktivitat.

Die Suv39h-abhangige H3-K9-Methylierung ist in der Maus fur die korrekte
Entwicklung und Gewebedifferenzierung notwendig, denn Doppel-Null-Mutanten
far Suv39h1/Suv39h2 zeigen Segregationsdefekte bei der Zellteilung, vermin-
derte Lebensfahigkeit und die Ausbildung von B-Zell-Lymphomas (Peters et al.,
2001). In Drosophila melanogaster sind Mutanten fur Su(var)3-9 homozygot le-
bensfahig, zeigen aber ebenfalls eine gegentiber dem Wildtyp erhéhte embryo-
nale Letalitat, die mit einer veranderten Kernmorphologie verknipft ist (Ebert,
personliche Mitteilung). Weitere Untersuchungen dieses Phéanotyps bezuglich
Kondensations- oder Segregationsdefekten und die Untersuchung weiterer H3-
K9-Methyltransferasen, die eventuell redundante Funktionen austiben kénnen,
werden tiefere Einblicke in die Funktion der H3-K9-Methylierung beim Erhalt der
Genomstabilitat liefern.

Eine wesentliche Voraussetzung fur die Methylierung von H3-K9 ist die Deace-
tylierung von H3-K9, denn auf Peptide, die an dieser Position eine Acetylgruppe
tragen, kann keine Methylierung durch SUV39H1 erfolgen (Rea et al., 2000).
Tatséchlich konnte mit HDAC1 in SU(VAR)3-9-Komplexen eine Histondeacetyla-
se nachgewiesen werden (Czermin et al., 2001). Punktmutanten in HDAC1 zeigen
einen starken Suppressoreffekt auf In(1)w™*, der im Fall von HDAC32% epistatisch
Uber den Triplo-Enhancereffekt einer zuséatzlichen Su(var)3-9 Kopie ist. Die Ami-
nosdureaustausche dieser Mutanten liegen in den Bereichen, die die “Tasche” fur
die Substratbindung bilden (Finnin et al., 1999) und verandern die Proteinstruk-
tur von HDAC1 mdéglicherweise nur wenig. Der Einbau in SU(VAR)3-9-Komplexe
sollte mit einem dominant negativen Effekt durch fehlerhafte oder ausbleibende
Deacetylierung und damit Hemmung der Methylierung durch SU(VAR)3-9 ver-
knupft sein. Da die Suppression des Triplo-Enhancereffekts durch die beiden
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Allele HDAC3%3 und HDAC3'2® schwacher ist, als durch HDAC®?6, kann vermu-
tet werden, dal3 diese Mutanten eine grof3ere Restaktivitat aufweisen. Die Be-
teiligung von Deacetylasen ist auch wesentlich fur die Silencing-Funktion von
Clr4dp, denn clr3-Mutanten supprimieren das Clrd4p-abhangige Silencing in Schi-
zosaccharomyces pombe (Nakayama et al., 2001). Eine generelle Notwendigkeit
der Deacetylierung fur die Integritat perizentrischen Heterochromatins wurde des
weiteren durch TSA-Behandlung von Maus-Zellen gezeigt, die zu einer Delokali-
sierung von HP1 und Mitosedefekten fuhrt (Taddei et al., 2001).

Interessant ist eine insertionelle HDAC1-Mutante (Rubertis et al., 1996), die
keine Expression in Augen-lmaginalscheiben zeigt, einen starken Enhanceref-
fekt auf In(1)w™* aufweist und damit ein verstarktes Silencing ermoglicht. Die-
ser Effekt kdnnte damit erklart werden, dal? bei Fehlen von HDAC1 eine andere
Deacetylase in den SU(VAR)3-9 Komplex eingebaut wird. Diese kénnte entwe-
der eine hohere Effizienz bei der Deacetylierung aufweisen oder unempfindlich
far eine negative Regulierung durch vorhandene Komponenten im Komplex sein
und zu einer effizienteren Deacetylierung und nachfolgenden Methylierung durch
SU(VAR)3-9 fihren. Die gezeigte Interaktion des N-Terminus von Suv39H1 mit ei-
nem Deacetylase-Kernkomplex in Maus-Zellen, der neben HDAC1 auch HDAC2
enthalt (Vaute et al., 2002) legt die Mdglichkeit nahe, daf3 auch in Drosophila
melanogaster neben HDAC1 andere Deacetylasen mit SU(VAR)3-9 interagieren
kénnen bzw. im SU(VAR)3-9 Silencing-Komplex eingebaut sind.

Um den Einflul3 der Deacetylierung auf die Etablierung von Gen-Silencing wei-
tergehend abzuschéatzen, wére es wichtig, die Substratspezifitdt von HDAC1 und
den eventuell noch beteiligten Deacetylasen zu untersuchen. Bei Schizosaccha-
romyces pombe wurden die Klasse-I Deacetylasen Clr6p und Hdal, sowie die
Klasse-1l Deacetylase Clr3p identifiziert, die im Clr4p-abhangigen Gen-Silencing
involviert sind (Nakayama et al., 2001). CIr3p zeigt eine spezifische Aktivitéat
far K14, wahrend die anderen beiden Proteine eine eher breite in vivo-Aktivitat
aufweisen (Bjerling et al., 2002). In Drosophila kénnte demnach ebenfalls die K9-
Deacetylierung von der Klasse-l Deacetylase HDAC1 und die K14-Deacetylierung
durch eine andere Deacetylase erfolgen.

4.2 SU(VAR)3-9 ist eine limitierende Komponente flr
Gen-Silencing bei Positionseffekt-Variegation

HP1 ist ein zentrales Linker-Modul fur heterochromatische Proteinkomplexe (Eis-
senberg und Elgin, 2000). Es wurde eine Vielzahl von Interaktionspartnern
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K9 K14 0
Deacetylierung von K9 und K14
durch HDAC1 und andere Deacetylasen

Methylierung von H3-K9 durch SU(VAR)3-9
(CIrdp wird durch ac-K14 gehemmt)

|
K9 K14 @

Bindung von HP1 an dimethyl-H3-K9
Nachfolgende Etablierung der heterochromatischen
Struktur durch Su(var)3-1? und RNA-Komponenten?

Su(var)3-1? SU(VAR)3-9 hpac1
HDAC?

HP1 @ \ >
° D
Abbildung 4.2: Modell far die Funktion von SU(VAR)3-9. SU(VAR)3-9 kann Ly-
sin 9 von Histon H3 methylieren, wenn vorher eine Deacetylierung dieser Posi-
tion erfolgt ist. HP1 bindet Uber seine Chromo-Doméne an methyliertes H3-K9
und durch bisher unbekannte Faktoren (méglicherweise RNA-Komponenten

und / oder Su(var)3-1) wird eine heterochromatische Chromatinstruktur eta-
bliert.
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identifiziert, die Funktionen im Heterochromatinaufbau, aber auch bei der Kon-
trolle von Gen-Silencing Ubernehmen. Die meisten Interaktionen erfordern die
Chromo-Shadow-Doméne von HP1, die in der Regel dimerisiert vorliegt (Bras-
her et al., 2000). Eine mit Hilfe des Hefe-Dihybrid-Systems identifizierte Inter-
aktion von SU(VAR)3-9 mit HP1 (Fischer, 1997) konnte in der vorliegenden Ar-
beit durch in vivo-Analysen untermauert werden. Es wurde gezeigt, da HP1
und SU(VAR)3-9 kopréazipitieren, kolokalisiert sind und SU(VAR)3-9 mit der HP1-
POLYCOMB-Chimaéare umlokalisiert wird. Die Interaktionsdoméane bei HP1 ist die
Chromo-Schadow-Domane, bei SU(VAR)3-9 ist der N-Terminus (AS 81-188) an
der Interaktion beteiligt (Fischer, 1997). Der fur Interaktionen mit der Chromo-
Shadow-Domane identifizierte Konsensus (Smothers und Henikoff, 2000) liegt
bei SU(VAR)3-9 nicht vor, jedoch existieren auch andere Interaktionspartner von
HP1, die diesen Konsensus nicht aufweisen.

Auch in der Maus und im Menschen ist die Interaktion des N-Terminus von
SUV39H1 (AS 1-44) mit M31 (HP1p3) gezeigt worden (Aagaard et al., 1999; Mel-
cher et al., 2000). Die Analyse von SUV39H1 in Drosophila melanogaster zeigte
zudem, dall SUV39H1-EGFP sogar mit Drosophila-HP1 interagieren kann, so daf3
diese Interaktionsstelle in SU(VAR)3-9 evolutionar konserviert ist. In Schizosac-
charomyces pombe wurde bisher keine direkte Interaktion von Clr4p und Swi6p
beschrieben und da bei Clr4p der N-terminale Interaktionsbereich fehlt, findet
diese wahrscheinlich auch nicht statt.

Eine wesentliche Funktion der Chromo-Domane von HP1 ist die Bindung an
K9-methyliertes Histon H3 (Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001). Ein
Modell, welches die Ausbreitung des Heterochromatins (“Spreading”) erklaren
konnte (Abb. 4.2), nimmt eine Methylierung von H3-K9 durch SU(VAR)3-9 oder
andere Methyltransferasen und nachfolgende Bindung durch HP1 an (Bannister
et al. (2001). Eine Fehlen der direkten Interaktion von SU(VAR)3-9 und HP1 wie
in Schizosaccharomyces pombe ist nach diesem Modell méglich, eine vorhandene
Interaktion kdnnte aber zu einer besseren Effizienz von “Spreading’-Effekten bei-
tragen, die in hdheren Organismen aufgrund der ausgebreiteten Regionen peri-
zentrischen Heterochromatins nétig waren. In Su(var)3-9 Null-Mutanten ist HP1
nur noch mit dem vierten Chromosom, einigen zentralen Dots im Chromozen-
trum und sehr viel schwécher mit dem restlichen perizentrischen Heterochro-
matin assoziiert. Diese Lokalisierung stimmt mit der Verteilung von H3-K9 in
Su(var)3-9 Null-Mutanten Uberein und zeigt, daf3 die Methylierung von H3-K9
tatsachlich eine Voraussetzung fur die Bindung von HP1 ist. Ein weiterer funktio-
neller Beweis ist, dal der Suppressoreffekt von Su(var)3-9-Mutanten epistatisch
Uber den Triplo-Enhancereffekt von HP1 ist, das heif3t, Su(var)3-9 ist die limitie-
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rende Komponente bei dieser Art des heterochromatischen Gen-Silencings. Auch
in Schizosaccharomyces pombe und in der Maus ist die Methylierung von H3-K9
notwendig fur die Bindung von HP1 und das anschlieRende Silencing der betrof-
fenen Regionen. In Clr4p-Mutanten ist Swi6p nicht mehr an mat2/3 und den
zentromerischen Repeats lokalisiert (Nakayama et al., 2001), sondern diffus im
Kern verteilt (Bannister et al., 2001) und auch in Suv39h Doppel-Null PMEF-
Zellen werden HP1la und HP13 nicht mehr an heterochromatischen Bereichen
gefunden (Lachner et al., 2001).

HP1 ist jedoch nicht far die Heterochromatin-Lokalisierung von SU(VAR)3-9
notwendig. In allen transheterozygot mit einer Su(var)2-5-umfassenden Defizienz
getesteten Su(var)2-5*-Mutanten zeigt SU(VAR)3-9 eine heterochromatische Ver-
teilung. Zusatzlich ist das Protein jedoch Uber die gesamten Chromosomenarme
ausgebreitet und fuhrt auch an diesen Stellen zu einer Methylierung von H3-K9
(Schotta et al., 2002). Da im dritten Larvenstadium kein maternales Genpro-
dukt mehr vorliegt (Fanti et al., 1998) kann davon ausgegangen werden, dal3 der
beobachtete Effekt mit einem Verlust des endogenen HP1-Proteins korreliert.

Der Triplo-Enhancereffekt einer zusétzlichen Su(var)3-9-Kopie wird durch HP1-
Mutanten stark reduziert, was zeigt, da3 HP1 fir den effizienten Aufbau von he-
terochromatischem Gen-Silencing notwendig ist. Besonders stark wird dieser Ef-
fekt von Su(var)2-5%2-Mutanten reduziert. Hier handelt es sich um eine Punktmu-
tante in der Chromo-Doméne (V26M), bei der noch endogenes Mutantenprotein
im Heterochromatin und Euchromatin nachzuweisen ist. Wahrscheinlich kann
das Mutantenprotein mit SU(VAR)3-9 interagieren, aber die mutierte Chromo-
Doméane nicht an methyliertes H3-K9 binden (Bannister et al., 2001; Lachner
et al., 2001), was damit eine wichtige Voraussetzung fur die Etablierung von Si-
lencing ist. In den anderen Su(var)2-5-Mutanten, die den Triplo-Enhancereffekt
von Su(var)3-9 nicht so stark senken, kann diese Funktion offenbar von anderen
Proteinen Ubernommen werden.

Die euchromatische Bindung von SU(VAR)3-9 in HP1-Null-Zellen zeigt, daf3
HP1 fur die Restriktion des Proteins im Heterochromatin notwendig ist. Die Fehl-
verteilung von SU(VAR)3-9 in Su(var)2-5-Mutanten kann mdoglicherweise durch
die Interaktion mit den HP1-Varianten HP1b und HP1c, die vorwiegend euchro-
matisch lokalisiert sind (Smothers und Henikoff, 2001), hervorgerufen werden.
Ob solche Interaktionen erfolgen, kénnte im Hefe-Dihybrid-System und durch
Untersuchungen auf Kolokalisierung von HP1b und HPlc mit SU(VAR)3-9 in
Su(var)2-5 Null-Mutanten getestet werden.
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4.3 Kontrolle der Heterochromatin-Bindung von
SU(VAR)3-9

Durch die Analyse der chromosomalen Verteilung von SU(VAR)3-9-EGFP und
immunzytologische Analysen unter Verwendung spezifischer Antikérper konnte
nachgewiesen werden, dal SU(VAR)3-9, ebenso wie die Orthologen Clr4p und
SUV39H1 (Aagaard et al., 1999), mit heterochromatischen Bereichen assoziiert
ist. Mittels heterochromatischer Rearrangements wurde gezeigt, daf3 SU(VAR)3-9
mit allen getesteten heterochromatischen Regionen assoziiert ist. In weiterfiih-
renden Arbeiten kénnte eine Feinlokalisierung der heterochromatischen Vertei-
lung von SU(VAR)3-9 an mitotischen Chromosomen erfolgen, da in diesen auch
das stark heterochromatisierte Y-Chromosom sichtbar ist.

Alle untersuchten Proteinvarianten von SU(VAR)3-9 zeigen in Speicheldriusen-
chromosomen prinzipiell die gleiche Verteilung wie das Wildtyp-Protein. In Null-
Mutanten von Su(var)3-9 beschrankt sich deren Verteilung jedoch auf wenige
Punkte im zentromerischen Heterochromatin und auf das vierte Chromosom.
Einzig das Vollangen-Protein SU(VAR)3-9-EGFP weist die gleiche Verteilung wie
im Wildtyp-Hintergrund auf. Damit ist die Funktionalitat des gesamten Prote-
ins notwendig, um eine vollstdndige Verteilung im Heterochromatin zu erreichen.
Das minimale Modul fur eine Heterochromatin-Bindung stellt der N-Terminus
dar (Abb. 4.3). Die Interaktion des N-Terminus mit HP1 im Hefe-Dihybrid-System
(Fischer, 1997) legt zwar nahe, dal3 die Bindung von SU(VAR)3-9 im Heterochro-
matin HP1-vermittelt ist, da aber SU(VAR)3-9 in Su(var)2-5 Null-Mutanten im-
mer noch heterochromatinassoziiert ist, tragt HP1 nicht ursachlich zur Hetero-
chromatinbindung bei. Auch bei SUV39H1 scheint die HP1-Interaktion des N-
Terminus nicht ausschlaggebend fir die Lokalisierung zu sein, denn SUV39H1-
N44 (ein myc-markiertes N-Terminus-Protein As 1-44) kann zwar mit HP1 inter-
agieren, ist jedoch nicht heterochromatinassoziiert (Melcher et al., 2000). Das
minimale Targeting-Modul besteht bei SUV39H1 aus dem N-Terminus und der
Chromo-Domaéane (Melcher et al., 2000). Im Gegensatz zu SUV39H1 hat der N-
Terminus von SU(VAR)3-9 zusatzliche Funktionen bei der Lokalisierung des Pro-
teins.

Die schwache Assoziierung der untersuchten Mutantenproteine mit dem Chro-
mozentrum in Su(var)3-9 Null-Mutanten &hnelt stark der Verteilung von methy-
liertem H3-K9 im gleichen genetischen Hintergrund. Daher kann davon ausge-
gangen werden, dafl3 diese Proteinvarianten nicht in der Lage sind, eine Methy-
lierung von H3-K9 auszufuihren, welche somit gleichzeitig eine Voraussetzung
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far die Ausbreitung (“Spreading”) von SU(VAR)3-9 Uber das gesamte Heterochro-
matin darstellt. Die Methyltransferaseaktivitat ist jedoch nur bei N-Term-EGFP
bzw. NTermPT-EGFP, sowie ASET-EGFP und c3-9/TRX-EGFP beeintrachtigt.
Das A-Chromo-EGFP Protein zeigt eine eindeutige in vitro Methyltransferase-
aktivitat, die ebenso stark wie die des Wildtypproteins ist. Eine Beeintréachti-
gung der Chromo-Doméne verhindert damit das “Spreading” der SU(VAR)3-9-
vermittelten H3-K9-Methylierung (Abb. 4.3). Eine Funktion der Chromo-Doméne
kénnte bei SU(VAR)3-9 in der Bindung benachbarter Nukleosomen liegen, die ein
“Weitergleiten” des Proteins bewirken kénnte. Eine andere Erklarungsmdéglich-
keit liegt darin, daf’ die SU(VAR)3-9 Chromo-Domane eventuell auch methylier-
tes H3-K9 binden kann (Nielsen et al., 2002; Jacobs und Khorasanizadeh, 2002)
und erst dann abgel6st wird, wenn HP1 um diese Bindung konkurriert. Die
Funktion des N-Terminus kdnnte andererseits die Erkennung von Initiations-
stellen fur Heterochromatin, durch Bindung an bestimmte Proteine oder Histon-
modifikationen, sein. Das wurde erklaren, warum alle Proteinvarianten inklusi-
ve NTermPT-EGFP, einem Protein mit defizienter HP1-Interaktion, in Su(var)3-9
Null-Mutanten an die beobachteten zentralen Punkte und das vierte Chromosom
binden. Offenbar ist an diesen Stellen eine initiale heterochromatische Struk-
tur aufgebaut worden, die durch den N-Terminus, unabhangig von HP1, erkannt
wird.

elF2y N-Terminus Chromo preSET SET POStSET
| | | | | | [ ]
v
Substratspezifitat ?
Bindung an Initiationsstellen Spreading durch Bindung H3-K9-Methylierung
far Heterochromatin von Nachbar-Nukleosomen ?

Abbildung 4.3: Funktionen der SU(VAR)3-9-Doméanen

Uber die Untersuchung von Mutanten, die genetisch mit Su(var)3-9 interagie-
ren, kénnen Proteine identifiziert werden, die Kontrollfunktionen bei der Hetero-
chromatisierung austiben. In Schizosaccharomyces pombe wurden Mutanten in
rikl gefunden, die das Silencing an mat2/3 (Ekwall und Ruusala, 1994) und
der Zentromerregion (Allshire et al., 1995) reprimieren. Zudem konnte gezeigt
werden, daf3 Riklp absolut notwendig fur die Methylierung von H3-K9 durch
Clr4p (Nakayama et al., 2001) und damit die Assoziierung von Swi6p ist. Aus
diesem Grund wurde die Verteilung von SU(VAR)3-9-EGFP auch im Hintergrund
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von Mutanten fir verschiedene Suppressor-Gene, wie Su(var)2-1, Su(var)3-1 und
Su(var)3-3 analysiert. Diese Mutanten interagieren genetisch mit Su(var)3-9 und
kénnten damit Komponenten des Su(var)3-9-abhangigen Gen-Silencing darstel-
len. Besonders interessant sind hier Mutanten von Su(var)3-1, da diese epista-
tisch Uber den Triplo-Enhancereffekt von Su(var)3-9 wirken. In transheterozy-
goten Su(var)3-1*/P{Su(var)3-9}-Tieren wird kein oder nur geringes Silencing des
white-Gens der Inversion In(1)w™* beobachtet. In keinem der beobachteten Ge-
notypen wurde eine veranderte SU(VAR)3-9-Verteilung gefunden. Zudem konnte
gezeigt werden, dal3 bei Su(var)3-1-Mutanten die H3-K9-Methylierung unbeein-
fluRdt ist (Ebert, personliche Mitteilung). Su(var)3-1 kodiert damit fur eine Kom-
ponente, die nach dem Methylierungsereignis von SU(VAR)3-9 wirksam und an
der weiteren Etablierung der heterochromatischen Struktur beteiligt ist. Ein
negativer Regulator fiir Gen-Silencing-Prozesse kénnte ptnP sein. Diese Mu-
tation weist einen starken PEV-Enhancereffekt auf, der epistatisch Uber den
Suppressoreffekt von Su(var)3-9-Mutanten ist (Kuhfittig et al., 2001). Zudem
fahrt diese Mutante zu ektopischem Gen-Silencing infolge Lokalisierung und H3-
K9-Methylierung von ektopischen Bindungsstellen im Euchromatin durch den
SU(VAR)3-9-HP1-Komplex (Kuhfittig et al., 2001). Durch die Analyse weiterer
Suppressor- und Enhancer-Mutanten beziglich der SU(VAR)3-9-Verteilung und
H3-K9-Methylierung kénnen somit weitere Gene bzw. Proteine identifiziert wer-
den, die ahnlich wie Su(var)3-1, ptn® oder Riklp wichtige Funktionen fur die
Ausbildung heterochromatischer Strukturen austben.

4.4 Funktionen der SET-Domane

Neben einer Struktur-Funktionsanalyse ist die Mutantenanalyse besonders ge-
eignet, die Bedeutung bestimmter Domanen oder konservierter Aminosaureposi-
tionen fur die Funktion eines Proteins zu charakterisieren. Fur Su(var)3-9 konn-
ten in mehreren unabhéngigen Mutationsexperimenten insgesamt 33 Mutatio-
nen isoliert werden. Durch Roéntgenstrahl-Mutagenese wurden mehrere kleine
Deletionen bzw. Insertionen isoliert, die in den meisten Féllen zu Frameshifts
fuhren (Abb. 4.4). In EMS-Experimenten wurden ausschliel3lich Punktmutanten
isoliert, die entweder in Aminosaureaustauschen oder Nonsense-Mutationen re-
sultieren (Abb. 4.4). Auffallig ist, daB alle Punktmutanten in der SET-Domane
oder der preSET- bzw. postSET-Doméne liegen. Da weder Mutanten im N-
Terminus noch in der Chromo-Doméne isoliert wurden, wird deutlich, dal3 die
SET-Domane das zentrale Modul fur die dosisabhangige Wirkung von Su(var)3-
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9 beim Gen-Silencing darstellt. Die Analyse von AChromo-EGFP im Hinter-
grund von Su(var)3-9 Null-Mutanten zeigt jedoch eindeutig, dal3 die Chromo-
Doméane fur die korrekte Ausbreitung im Chromozentrum wichtig ist. Auch
der N-Terminus Ubt eine essentielle Funktion aus, denn ein myc-markiertes
ANTerm-Protein ist in Su(var)3-9 Null-Mutanten nicht mehr chromosomal as-
soziiert (Ebert, persdnliche Mitteilung). Dal} keine N-Terminus- oder Chromo-
Doméne-Mutanten gefunden wurden, kann somit nur mit einer ungenugenden
Sattigung der Mutationsexperimente erklart werden. Beide Proteinbereiche wei-
sen zudem eine gegeniber der SET-Doméane wesentlich geringere Konservierung
auf, weshalb méglicherweise viele Aminosaureaustausche keinen starken Phano-
typ zeigen wurden.

Insgesamt vier Mutanten wurden in dem bei allen SET-Doméanen sehr stark
konservierten GWGV-Motiv (As 489-492) identifiziert (Su(var)3-9'2, Su(var)3-923,
Su(var)3-927 und P{c3-9}78A%8). Das gleiche Motiv ist in der trithorax-Mutante
trx?1! betroffen (3501 GRG303), bei der ein G3601S Austausch (Stassen et al., 1995)
zu homootischen Transformationen und Letalitat im Puppenstadium fahrt (Breen,
1999). Rekombinantes TRITHORAX-Protein besitzt wahrscheinlich keine Aktivi-
tat als Histon-Methyltransferase, kann aber tber die SET-Doméane den Histon H3
N-Terminus binden (Katsani et al., 2001). Die Ursache fur die phanotypischen
Effekte von trx?! ist eine stark reduzierte Bindung der mutierten SET-Doméne
an Histone, wobei die Struktur der Doméane nicht generell gestort ist, da andere
Interaktionen nicht unterdriuckt werden (Katsani et al., 2001). Die Bedeutung
des GWGV-Motiv fur die Histon-Bindung erklart damit fur SU(VAR)3-9, weshalb
P{c3-9}78A%8 praktisch keine in vitro-Methyltransferaseaktivitat aufweist. Die Ak-
tivitdtsbestimmung der anderen drei Mutanten im GWGV-Motiv kdnnte diesen
Befund weiter untermauern.

Ein weiterer Interaktionspartner mit der SET-Doméne von TRX ist ASH1. Mu-
tationen in verschiedenen Bereichen der SET-Doméne unterdriicken eine Inter-
aktion im Hefe-Dihybrid-System (Rozovskaia et al., 1999). Besonders die Aus-
tausche 1391-1392 PN—AY, 1414 1—-A und 1423-1424 DY—AA verhindern diese
Interaktion vollig (Rozovskaia et al., 1999). Fir SU(VAR)3-9 sind bisher keine In-
teraktoren mit der SET-Doméane beschrieben, jedoch wurden in den Mutations-
experimenten auch Aminosédureaustausche gefunden, die dhnliche Stellen wie
bei TRITHORAX betreffen. Su(var)3-91° (D601N) betrifft beispielsweise die ana-
loge Position (1423DY1424) Wie in TRITHORAX und P{c3-9}78A%* (R590Q) liegt nur
zwei Positionen neben dem auch in Drosophila melanogaster konservierten ly4y4.

In allen Methyltransferasen ist insbesondere das NHSC-Motiv (in SU(VAR)3-9
As 560-563) konserviert (Rea et al., 2000). Da Mutationen in SUV39H1 sowohl zu
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einem Verlust (A330NHSC354, H324L, H324K), als auch einer Erhéhung (H320R)
der Methyltransferaseaktivitat fuhren (Rea et al., 2000), kénnte dieses Motiv im
katalytischen Zentrum liegen. Die Mutante Su(var)3-93? betrifft dieses NHSC-
Motiv. Die Erklarung fir den Silencing-Defekt der Mutante kénnte somit im
Verlust der Methyltransferaseaktivitat liegen. ASH1, eine weitere Methyltrans-
ferase in Drosophila, weist ebenfalls das NHSC-Motiv auf. In der Mutante ash1'©
(N1385l) ist die Funktion dieses Motivs beeintrachtigt, was zu homdootischen
Transformationen und Letalitat im Puppenstadium fahrt (Tripoulas et al., 1996).
Die preSET-Doméane von ASH1 gehdort zwar eher der Enhancer-of-Zeste-Gruppe
an, jedoch besteht eine hohe Homologie zu SU(VAR)3-9 vom Beginn der preSET-
Doméane bis zu einem konservierten ECN-Motiv (bei SU(VAR)3-9 As 455-457).
Dieses Motiv ist in ash1?! (E1284K) betroffen und fuhrt zu &hnlichen Defekten
wie ash11 (Tripoulas et al., 1996). Bei Su(var)3-9%! ist die gleiche Aminosaure des
ECN-Motivs (E455V) betroffen und da diese Region aul3erhalb der SET-Doméne
liegt, ware es interessant, festzustellen, inwieweit die Methyltransferaseaktivitat
des Proteins betroffen ist. In diesem Zusammenhang wirde sich auch die Unter-
suchung der zwei Transgen-Mutanten P{c3-9}78A° und P{c3-9}78A5% anbieten,
denn diese betreffen zwei unmittelbar benachbarte, konservierte Cysteine in der
preSET-Domaéne. Die Cysteinposition des ECN-Motivs ist auch in einer Su(var)3-
9-Mutante betroffen (C456S), die bestimmte Telomer-Positionseffekte (TPE) be-
einflut (Donaldson et al., 2002), jedoch liegen keine Daten vor, ob damit eine
Veranderung des Musters der Histonmodifikationen einhergeht.

Die weiterfuhrende Analyse der Punktmutanten in Su(var)3-9, insbesondere
bezuglich ihrer Methyltransferaseaktivitat und deren Korrelation mit der Star-
ke des Suppressoreffekts, sowie die zytologische Lokalisierung der Mutanten-
proteine wird weitere Einsichten in die Funktionen der SET- und besonders der
preSET- und postSET-Domaéne liefern. Die postSET-Domaéne ist bei Methyltrans-
ferasen nahezu immer mit der SET-Doméne verbunden, die preSET-Domane
kommt jedoch nur in der SU(VAR)3-9 Familie der Methyltransferasen vor (Kouza-
rides, 2002). In der SET1- und SET2-Familie wird diese Doméne durch andere
Motive ersetzt oder fehlt vollig. Da diese Methyltransferasen jeweils andere Lysin-
Positionen der Histone methylieren, kénnte die preSET-Domane der SU(VAR)3-9
Familie an der Substraterkennung beteiligt sein.
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4.5 Ist die H3-K9-Methylierung durch SU(VAR)3-9 eine
epigenetische Markierung fur Gen-Silencing?

Gen-Silencing wird in verschiedenen Bereichen des Genoms beobachtet und
dient im perizentrischen Heterochromatin unter anderem der Stillegung mobiler
Elemente (Henikoff, 2000) und im Euchromatin der spezifischen Repression von
Entwicklungsgenen (Pirrotta, 1997). Die H3-K9-Methylierung als Histon-Code
far Gen-Silencing konnte insbesondere mit der Etablierung fakultativen Hetero-
chromatins in der Inversion In(1)w™* oder der Inaktivierung eines X-Chromosoms
in weiblichen Saugerzellen (Peters et al., 2002) korreliert werden. Untersuchun-
gen euchromatischer Gene bei Drosophila melanogaster zeigen, dal3 die H3-K9-
Methylierung auch an deren Regulation beteiligt ist (Hwang et al., 2001).

Die Entscheidung Uber eine Aktivierung oder Inaktivierung bestimmter Gene
oder chromosomaler Bereiche kann frih in der Entwicklung erfolgen und bis in
das adulte Tier aufrecht erhalten werden. Ein Beispiel fur diese Art des epigene-
tischen Gen-Silencing ist die POLYCOMB-abhangige Inaktivierung von Entwick-
lungsgenen (Pirrotta, 1997). Auch beim Su(var)3-9-abhangigen Gen-Silencing
scheinen epigenetische Mechanismen beteiligt zu sein. Erzeugt man durch mito-
tische Rekombination in heterozygoten Su(var)3-9°¢/+ Tieren Wildtyp-Zellklone,
weisen diese nur dann einen Wildtyp-Phanotyp (normale Variegation) auf, wenn
sie frih in der Entwicklung erzeugt wurden (Reuter, persénliche Mitteilung und
Abb. 4.5). Tatsachlich wird heterochromatisches Gen-Silencing in Drosophila me-
lanogaster in frihen Embryonalstadien, zu Beginn der Gastrulation, initiiert (Lu
et al., 1998). Unterbleibt in diesen Stadien der Aufbau des white-Gen-Silencing
aufgrund der Su(var)3-9-Mutation, kann es auch in spateren Stadien nicht her-
gestellt werden (Abb. 4.5).

Einen Hinweis auf den Zeitpunkt fir die Etablierung des Su(var)3-9-abhangigen
Gen-Silencing gibt die P{c3-9}78A-Linie. Der Suppressoreffekt von Su(var)3-9
kann hier nur in der ventralen Augenhalfte gerettet werden. Diese Linie ist
im fringe-Gen inseriert und steht offenbar unter Kontrolle der entsprechenden
Enhancer-Elemente. Fringe kodiert eine Glycosyltransferase, die an der Ausbil-
dung der Dorsal/Ventral-Polaritat des Auges (Papayannopoulos et al., 1998; Do-
minguez und de Celis, 1998) aber auch der Flugel (Rauskolb et al., 1999) beteiligt
ist. Charakteristisch ist deshalb die Expression im ventralen Teil der Augen-
Imaginalscheibe, die auch fur SU(VAR)3-9-EGFP in der Linie P{c3-9}78A gefun-
den wurde. Bislang ist jedoch ungeklart, wann dieses Dorsal/Ventral-Muster
durch die Expression des fringe-Gens festgelegt wird. Die Immunmarkierung von
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Abbildung 4.5: Der Suppressoreffekt von Su(var)3-9-Mutanten kann nur durch
eine frah in der Entwicklung erfolgende Expression des Wildtyp-Proteins ge-
rettet werden. (A-B) In Su(var)3-9°6/+ Fliegen durch mitotische Rekombinati-
on erzeugte Wildtypklone (red-Sektoren, weif3er Pfeil) (A) zeigen nur dann eine
Rettung des Suppressors, wenn die Klone gro3 und damit frih in der Augen-
entwicklung erzeugt wurden (B) (Reuter, personliche Mitteilung).

Embryonen der Linie P{c3-9}78A mit einem GFP-Antikérper zeigt ein sehr spezifi-
sches Expressionsmuster von SU(VAR)3-9-EGFP. Im Bereich der Vorlauferzellen
far die Augenimaginalscheibe in Embryonen ist jedoch noch keine signifikan-
te Expression nachweisbar. Das wurde dafur sprechen, dal3 auch in spateren
Entwicklungsstadien eine Rettung des Suppressoreffekts durch Expression von
SU(VAR)3-9-EGFP stattfinden kann. Da die genaue Lage dieser Vorlauferzellen
nur durch eine Doppel-Markierung von SU(VAR)3-9-EGFP und einem Protein,
das spezifisch in der Augenentwicklung exprimiert wird, feststellbar ist, mul die-
ses Ergebnis durch zusatzliche Experimente untermauert werden.

Eine genaue Analyse des Expressionsmusters von P{c3-9}78A insbesondere in
Embryonal- und frihen Larvenstadien, wird weitere Hinweise auf den Zeitpunkt
geben, an dem durch SU(VAR)3-9 noch Gen-Silencing etabliert werden kann. Da
bisherige Ergebnisse auf eine epigenetische Festlegung des transkriptionell ak-
tiven Zustandes hinweisen, ware es ebenfalls interessant, zu testen, ob auch
der inaktive Zustand epigenetisch festgelegt wird. So sollte es beispielsweise
nur in frihen Entwicklungsstadien méglich sein, den Triplo-Enhancereffekt von
Su(var)3-9 zu unterdricken.

Epigenetische Prozesse spielen eine grol3e Rolle in der Gewebe-Differenzierung
und der Ausbildung héhergeordneter Chromatinstrukturen. Ein wesentliches
Ereignis fur transkriptionelle Inaktivierung ist die H3-K9-Methylierung durch
SU(VAR)3-9 und andere Methyltransferasen. Das weitergehende Verstandnis fur
die epigenetischen Mechanismen zur Steuerung der Gen-Aktivitat wird es dem-
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zufolge ermdglichen, Entwicklunsvorgénge gezielt zu beeinflussen, Fehlregulatio-
nen zu korrigieren und vielleicht, durch Aufheben der epigenetischen Program-
mierung, Zellen omnipotent zu machen.
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5 Zusammenfassung

Drosophila Su(var)3-9 ist ein dominanter Modifikator fur Heterochromatin-indu-
ziertes Gen-Silencing. Wie die orthologen Proteine aus Mensch, Maus und Hefe
kodiert Su(var)3-9 fur eine Histonmethyltransferase (HMTase), die selektiv Ly-
sin 9 von Histon H3 methyliert. SU(VAR)3-9 ist die wesentliche HMTase in Droso-
phila melanogaster, da in Su(var)3-9 Null-Mutanten nur noch eine sehr schwache
Restmethylierung nachweisbar ist. SU(VAR)3-9 ist im Chromozentrum lokalisiert
und interagiert dort mit HP1, einem weiteren Heterochromatinprotein und Mo-
difikator fur PEV. Diese Interaktion fuhrt zu einer wechselseitigen Abhangigkeit
in der Verteilung der beiden Proteine. In SU(VAR)3-9 Null-Mutanten ist HP1 nur
noch schwach mit dem Chromozentrum assoziiert. In Su(var)2-5 Null-Mutanten
ist SU(VAR)3-9 nicht mehr auf das Chromozentrum beschrankt, sondern auch
stark im Euchromatin ausgebreitet. Das wesentliche Modul fur eine Heterochro-
matinbindung von SU(VAR)3-9 ist der N-Terminus. Dieses Modul erkennt offen-
bar Initiationsstellen fur die Etablierung von Gen-Silencing. Die Chromo-Domane
ist dagegen wichtig far die Ausbreitung (“Spreading-Funktion”) der SU(VAR)3-
9-Komplexe. Genetische Tests zeigen, dal Su(var)3-9 eine zentrale Rolle fur
die Ausbildung von Heterochromatin-induziertem Gen-Silencing austbt, denn
Su(var)3-9 Null-Mutanten sind epistatisch Uber die PEV-Modifikatoreffekte von
HP1 und Su(var)3-7. Da die Deacetylierung von H3-K9 flur die nachfolgende
Methylierung durch SU(VAR)3-9 notwendig ist, dominieren andererseits HDAC1-
Mutanten Uber den Triplo-Enhancereffekt von Su(var)3-9. SU(VAR)3-9 ist evolu-
tionar nicht nur strukturell, sondern auch funktionell konserviert. Die Expres-
sion des humanen Orthologs SUV39H1 fiuhrt in Drosophila zur partiellen Ret-
tung des Suppressorphanotyps von Su(var)3-9 Null-Mutanten. Ein wesentliches
funktionelles Modul von SU(VAR)3-9 ist die SET-Domane. Alle molekular charak-
terisierten Punktmutanten liegen innerhalb der preSET-, SET-, bzw. postSET-
Doméane. Da in mehreren Mutanten nur eine Reduktion der HMTase-Aktivitat
beobachtet wurde, ist die volle enzymatische Aktivitéat wichtig fur die Etablierung
von Gen-Silencing.
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6.1 Transgene Su(var)3-9-Linien

Linie Chromosom

Linie Chromosom
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Linie Chromosom

Linie Chromosom
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Linie Chromosom Linie Chromosom
P{GS.ryTUAS(SUV39H1)EGFP} P{GS.ry*ths(cDNA HP1)EGFP}
A 3 A 3

B 3 B 2

C 2 C 2

D 2 D 2

E 3 E X

F 3 F 2

G 3 H X

H 3 | 2
P{GS.ry*(1.9kbSu(var)2-5)} J 3

A 3 P{GS.ryths(cDNA HP1)EBFP}
B 3 A verloren
C 2 B 2

D 3 C 2

E 2 D 2

F 2 E 3

G 3 F 3

H 3 H 2

| 2 I 3

J 3 J 3

K 3 K 3

6.2 Verwendete Primer

Primer fur das pP{GS}-Vektor-System

EGFP-start aaa tct aga act agt ccg cgg agc gct ggg ccc ata gcg gec geca tgg gta aag gag aa
EGFP-end tta aag ctt cct agg tat gct agc gac gtc gtc gac tat gcc cgg gec ttg tat agt tc

linkerl ggc cgc ctc gag gca gaa ttc cct gca gga tcg atg gat ccg gcg cge cg
linker2 tcg acg geg cgce cgg atc cat cga tcc tge agg gaa ttc tge ctc gag gc
casperl aag ctt ccg aat taa ttc tag ttc cag tga aat cca g

casper2 aag ctt agt taa taa aac cct ttt ttg gag

UAS-start tct aga tgc atg cct gca ggt cgg
hsp70-start ata tct aga gaa tcc caa aac aaa ctg g
hsp70-end  aca ggg ccc tat tca gag ttc tct tct tg
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Primer zur Herstellung von Konstrukten

3-9gen-I1 forw
3-9gen-Il forw
3-9gen-I1l back
c3-9 start
c3-9 end
NTerm forw
NTerm back
Achromo forw
ASET back

NTerm P177T back

€3-9/trx forw
¢3-9/trx back
SUV39H1 forw
SUV39H1 back
HP1gen forw
HP1gen back
HP1cDNA forw
HP1cDNA back

aca tct aga cag cta aaa atc tca gct gtg acc

aca gtc gac tga atg gac ttg aag tac

aca cct agg att gga atc tgt acc ata cg

gcg gee geg ata tcg aga ttt gat gec g

gcg gce gec aaa gag gac ctt tct gc

aca ggg ccc gat atc gag att tga tgc cg

aca gcg gcc gee gtt att ttt cga ccg ctt gga g

aca gcg gcc geg age gge atc age age tct ac

aca gcg gcc geg age gge atc agce age tct ac

cgt tga gac tgg tta ttt tgt cca c

ctg gtg cag cac gga cgc cag tac aag gat tat gtt gga gtc
aca gcg gcc gee att taa gta ctt ccg aca cc

aca gcg gcc gea aca tgg cgg aaa att taa aag gct g
aca gcg gcc gec gaa gag gta ttt gcg gca gg

aca ggg ccc tgt aaa att tag ata gtt ctt agt ¢

aca cct agg gaa taa att aac ata tag cca g

ata gcg gcc gea tgg gca aga aaa tcg aca acc

ata gcg gcc gece atc ttc att atc aga gta c

Primer zur Sequenzierung

3-9 1forw
3-9 lback
3-9 2forw
3-9 2back
3-9 3forw
3-9 3back
3-9 3.1forw
3-9 3.2back
3-9 4forw
3-9 4back
3-9 5forw
3-9 5back
3-9 5.1back
pHT4vorn
pPEGFPhsback

gaa gcg aag cgg att ttt aac c
aag cgg ctc cat aat gac gac g
ttt ggg ctc tgg caa gca gat cag
cgg gcg age agg aag aat taa c
cac caa acc cat cat cca atc ¢
gag tgg ctc ata ggc gtc tac ttc
att gat acg act gat cca gc

tca tac tgc tgt cgc tgc tg

aag ttt gtg gag cgg cat cag ¢
cgg tct taa aca gca cca acg g
gcc atc tat gag tgc aat agc cg
caa tgc aat gat gtc tca ggt gg
atg cgg taa taa ttt cag cac
aca agc gca gct gaa caa gc
ctt gtg gcc gtt tac gtc

Primer fur inverse

PCR

3'P forw-1
3'P back-1
3'P forw-2
3'P back-2
5'P forw-1
5'P back-1
5'P forw-2
5'P back-2

ata cta ttc ctt tca ctc gca c
tgt cgt att gag tct gag tga g
gca tac gtt aag tgg atg tct c
tga tta acc ctt agc atg tcc g
acc cac ttt aat gat tcg cag

ttt act cca gtc aca gct ttg

acc agt ggg agt aca caa aca g
cac aca acc ttt cct ctc aac
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