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1 Einleitung

1 Einleitung

Die genetische Information einer Zelle ist in Form genomischen DNA gespeichert
und in der Abfolge der 4 Nukleotide Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin verankert.
Komplette Genome-Sequenzierprojekte ergaben, dass das Genom des Menschen
aus mindestens 3300Mbp und der Taufliege Drosophila aus rund 200Mbp bestehen.
Somit entsprechen diese einer Lange von 2m bzw. 0,5m und beinhalten ungefahr
25.000 bzw. 14000 Gene (The FlyBase Consortium, 1999; Drysdale, 2003). Heute
weild man, dass die Komplexitat eines Organismus nicht nur durch die gespeicherten
Informationen sondern auch durch die Kontrolle der raumlich und zeitlich prazisen
Auspragung seiner Gene bestimmt wird. Alle Zellen eines eukaryotischen
Organismus sind weitestgehend genetisch identisch, unterscheiden sich aber zum
Teil sehr stark in Form und Funktion. Dieser Unterschied ist in dem spezifischen
Expressionsmuster der Gene begrundet, die wahrend der Zelldifferenzierung
etabliert und durch epigenetische Prozesse aufrechterhalten werden. Die
genetischen Expressionsmuster sind fur jeden Zelltyp eines eukaryotischen
Organismus charakteristisch, definieren deren Spezifitat und werden innerhalb eines
Zelltyps vererbt. Diese Art der Zellidentitat wird als ,cellular memory“ bezeichnet
(Turner et al., 2002) und ist in der Chromatinstruktur verankert. AuRere Einfliisse, wie
Nahrung, Stress oder andere Umweltfaktoren konnen dieses zellulare Gedachtnis
beeintrachtigen und eine veranderte epigenetische Pragung festlegen, doch wahrend
der DNA-Replikation, Chromatinassemblierung oder Zellteilung bleibt diese bestehen.
Der Zweig der Epigenetik wurde 1942 von Conrad Waddington (1905-1975) erstmals
definiert und beschaftigt sich mit der Analyse des Chromatins.

Das Chromatin, ein Komplex aus DNA, Histon-, Nicht-Histonproteinen und RNA,
spielt eine wesentliche Rolle bei der Kontrolle der spezifischen Expression der Gene.
Die kleinste sich wiederholende Einheit des Chromatins ist das Nukleosom. Es
besteht aus einem Histon-Oktamer-Komplex, der aus je zwei Histonen H2A, H2B, H3
und H4 aufgebaut ist, um welches 147bp DNA gewunden sind (Luger et al., 1997;
Luger et al., 2003). Uber mehrere Verpackungsstufen bilden diese Histonkomplexe
schliel3lich die hochste Form der DNA-Kondensation das Metaphasenchromosom
(Kornberg, 1974; Nemeth und Langst, 2003; Felsenfeld und Groudine, 2003). Dabei
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spielt der Grad der Verpackung des Chromatins eine wesentliche Rolle bei der
Genexpression.

Bezuglich des Grades der Kompaktierung lassen sich generell zwei Zustande des
Chromatins beschreiben, das Euchromatin und das Heterochromatin. Offene und
lockere Strukturen werden als Euchromatin und stark kondensierte als
Heterochromatin bezeichnet. Diese zwei zytologisch sichtbaren Verpackungsstufen
des Chromatins wurden im Interphasenkern erstmals von Heitz (1928) dokumentiert.
Euchromatische Chromatindomanen sind transkriptionell aktiv und enthalten die
Mehrheit der Gene. Heterochromatin wird in seiner Kompaktheit erst spat in der
Interphase repliziert (Lima di Faria und Jaworska, 1968), enthalt nur wenige
essentielle Gene (Gatti und Pimpinelli, 1992) und lasst sich in konstitutives und
fakultatives  Heterochromatin  differenzieren  (Brown, 1966). Konstitutives
Heterochromatin besteht hauptsachlich aus hoch- und mittelrepetitiven Sequenzen
(Lohe et al., 1993; Pimpinelli et al., 1995) und ist vorwiegend auf perizentrische
Bereiche bzw. Telomerregionen konzentriert (Blackburn, 1994; Pardue, 1994). Unter
Verwendung von Mikrokokken-Nuklease konnte im konstitutiven Heterochromatin
eine regelmalligere Nukleosomenanordnung als im Euchromatin festgestellt werden
(Wallrath und Elgin, 1995; Sun et al., 2001). Heterochromatin kann entgegen friherer
Annahmen (Pardue ML und Hennig W, 1990) zur dauerhaften Stilllegung einzelner
Gene oder ganzer Chromosomen etabliert werden (Boumil und Lee, 2001; Craig,
2005; Huisinga et al., 2006) und in wesentliche Kernfunktionen involviert sein. Dabei
konnen zum  Beispiel Chromosomensegregation und Crossing-over-Vorgange
wahrend der Meiose und Mitose (Wines und Henikoff, 1992; Hawley et al., 1992;
Westphal und Reuter, 2002), Kernorganisation (Cremer et al., 2004), Reprimierung
mobiler Elemente (Henikoff und Matzke, 1997; Birchler et al., 2000) sowie
Gensilencing (Wallrath, 1998; Wakimoto, 1998; Girton und Johansen, 2008)
betroffen sein. Das X-Chromsom von weiblichen Saugern (Eutheria) ist das
bekannteste Beispiel. Dessen Heterochromatisierung erfolgt rein zufallig und wird als
Barr-Korperchen sichtbar (Barr und Bertram, 1949; Lyon, 1961; Boumil und Lee,
2001; Erwin und Lee, 2008). Ein anderes Phanomen wurde bei Schildlausen
(Coccoidea) beschrieben. Hier wird in den meisten somatischen Zellen der ganze
mannliche Chromosomensatz heterochromatisiert (Brown und Nur, 1964; Nur, 1990).

Durch die zeitliche als auch lokale Heterochromatisierung der Gene wird deutlich,
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welche groRe Bedeutung die epigenetischen Prozesse in der Genregulation haben
(Craig, 2005).

Die Daten der letzten Jahre zeigen, dass die Nukleosomen, neben der Verpackung
der DNA, eine weitere bedeutende und hoch konservierte Funktion in der Regulation
der Gen-Expression ausuben. Da die Histone basische, positiv geladene Proteine
sind, konnen sie mit der negativ geladenen DNA elektrostatisch wechselwirken. Die
N-terminalen Enden der Histone (Luger et al., 1997) ragen aus der Oberflache der
Nukleosomen heraus und definieren dessen zweite bedeutende Funktion. Diese N-
terminalen Schwanze (, Tails®) sind vielfaltigen posttranslationalen Modifikationen wie
Methylierung, Acetylierung, Phosphorylierung, ADP-Ribosylierung und
Ubiquitinierung unterworfen (Okazaki und Moss, 1999; Strahl und Allis, 2000; lIto,
2007). Solche Modifizierungen sind hoch dynamisch, kennzeichnen den Grad der
Chromatinverpackung und regulieren die Genexpression. Die Kombination der
mdglichen Histonmodifikationen stellt einen Code dar, der den Chromatinstatus
definiert (Jenuwein und Allis, 2001; Richards und Elgin, 2002; Kouzarides, 2007).
Dieser Histon-Code, von spezifischen Histon-modifizierenden Enzymen kontrolliert,
generiert im Nukleosom neue Bindungsstellen, die von Nicht-Histonproteinen erkannt
werden und zellulare Prozesse nachschalten. Dieses ausgefeilte System zur
Nutzung genetischer Informationen wird auf molekularer Ebene bei der Etablierung,
Aufrechterhaltung und Vererbung des Chromatinstatus durch unterschiedlichste
Proteine, wie Histon-modifizierende Enzyme, Transkriptions- oder Chromatin-
Remodellingfaktoren (NuRD-Komplex, Nucleosome Remodeling and Deacetylase,
Zegerman et al., 2002; Bannister und Kouzarides, 2005) oder HP1 (Heterochromatin
Protein 1, van Holde, 1988; Turner, 2000; Ito, 2007) definiert. Zu den Nicht-
Histonproteinen gehoren Methyltransferasen (ASH1, Beisel et al.,, 2002),
Demethylasen (LID, SU(VAR)3-3, Rudolph et al., 2007; Secombe et al., 2007),
Acetylasen (GCN5, Carre et al., 2005), Deacetylasen (dRPD3, Lee et al., 2009) oder
Histonkinasen (SU(AR)3-1, Ebert et al., 2004; Griswold et al., 2008). Damit kommt
Faktoren, die den Aufbau heterochromatischer Strukturen kontrollieren, eine grol3e
Bedeutung fiur das Verstandnis des Ablaufs epigenetischer Prozesse zu.

Um neue interessante Einblicke in die epigenetischen Prozesse zu gewinnen, steht
bei Drosophila melanogaster mit dem Phanomen der Positionseffekt-Variegation
(PEV) ein experimentelles Modellsystem zur Verfugung, welches erstmals von Muller

(1930) beschrieben wurde. Dabei werden euchromatisch aktive Gene, durch
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chromosomale Rearrangements in unmittelbare Nachbarschaft zu
heterochromatischen Bereichen gebracht und unterliegen danach einer
Heterochromatisierung (Spofford, 1976; Weiler und Wakimoto, 1995). Diese
Inaktivierung euchromatischer Gene ist phanotypisch sichtbar. Wird beispielsweise
das white-Gen, welches flr die rote Augenpigmentierung verantwortlich ist, infolge
einer Inversion des X-Chromosoms in die Nahe des perizentrischen
Heterochromatins gebracht (In(1)w’”4h), wird durch die unkontrollierte Ausbreitung
des benachbarten Heterochromatins eine Inaktivierung des white-Gens in einigen
Zellen hervorgerufen. Diese variable Inaktivierung ist an einer rot-weilden
mosaikartigen Augenpigmentierung (white-mottled-Phanotyp) erkennbar (Muller,
1930; Schultz, 1936; Reuter et al., 1984; Tartof et al., 1984). Die Ausbreitung des
Heterochromatins auf normalerweise euchromatische Bereiche kann in einigen PEV-
Rearrangements Uberdies zytologisch nachgewiesen werden (Reuter et al., 1982).
Mit dem System der Positionseffekt-Variegation koénnen auf einfachem Weg
epigenetische Kontrollfaktoren identifiziert werden. In verschiedenen genetischen
Screens lieRen sich zahlreiche Gene (etwa 120) isolieren, die in eukaryotischen
Organismen fur Modifikatoren epigenetischer Prozesse kodieren (Reuter und Wolff,
1981; Sinclair et al., 1983; Wustmann et al., 1989; Reuter und Spierer, 1992; Dorn et
al., 1993a).

Es lassen sich zwei wesentliche Gruppen von Modifikatoren unterscheiden, die PEV
supprimierenden Su(var)s (suppressors of variegation) und die PEV verstarkenden
E(var)s (enhancers of variegation, Wustmann et al., 1989; Reuter und Spierer, 1992).
Suppressoren flr PEV stellen Gene dar, deren Genprodukte direkt oder indirekt an
der Etablierung oder Aufrechterhaltung von heterochromatischen
Chromatinstrukturen beteiligt sind (Locke et al., 1988). Im white-mottled-System
fuhren Mutationen in Suppressorgenen zur Abschwachung der Fahigkeit des
Heterochromatins das Markergen zu inaktivieren, was in der Rotfarbung der Augen
sichtbar wird. Im Gegensatz dazu werden Gene als E(var)s bezeichnet, deren
funktionellen Produkte die Etablierung offener euchromatischer Chromatinstrukturen
begiunstigen und somit dem  Silencingpotential des Heterochromatins
entgegenwirken. Im white-mottled-System verstarken Mutationen in Enhancergenen
die Inaktivierung des white-Gens und somit die Ausdehnung des Heterochromatins,
was phanotypisch in einer weillen Augenfarbe sichtbar wird. (Locke et al., 1988;

Reuter und Spierer, 1992; Weiler und Wakimoto, 1995). Dabei weisen einige
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Modifikatoren eine Besonderheit auf und sind deshalb von speziellem Interesse.
Diese zeigen bei erhohter Gendosis einen umgekehrten PEV-Effekt (Triplo-
Enhancer- bzw. Triplo-Suppressoreffekt; Wustmann et al., 1989). Vermutlich sind
deren Genprodukte im Aufbau multimerer Proteinkomplexe involviert und somit direkt
am Aufbau hdhergeordneter Chromatinstrukturen beteiligt (Locke et al., 1988). In
Reuter und Spierer (1992) wird abgeschatzt, dass vermutlich nur 10% der
identifizierten Modifikatoren einen Triplo-abhangigen Dosiseffekt auf PEV besitzen
(Reuter und Spierer, 1992).

Ein Groldteil der nachgewiesenen E(var)s kodiert fir Transkriptionsfaktoren, Co-
Aktivatoren oder Chromatin Remodeling Faktoren, wie mod(mdg4) (Dorn et al.,
1993a; Blchner et al.,, 2000), brahma (Buchner et al., 2000) oder trithorax-like
(Farkas et al., 1994; Weiler und Wakimoto, 1995). Transkriptionsaktivator e2f (Seum
et al., 1996) gehort zu der Gruppe, die neben einem Haplo-Enhancereffekt bei
erhohten Gendosen einen Triplo-Suppressoreffekt manifestieren.

Molekular charakterisierte Su(var)s kodieren fir Chromatin-assoziierte Proteine, die
uber verschiedene hoch konservierte Proteindomanen verfugen und vielfaltige
Funktionen ausuben. Einige kodieren fur Proteine, die in Chromatin-Remodeling- und
-Assemblierungsprozesse involviert sind und PEV supprimieren. Zu diesen Faktoren
gehoren zum Beispiel MODULO, ein RNA/rDNA-bindendes Protein (Perrin et al.,
1998) oder PCNA (proliferating cell nuclear antigen), welches in DNA-Replikation
involviert ist (Henderson et al.,, 1994). Die beiden Proteine HOAP (HP1/ ORC-
associated protein) und HP1 (Heterochromatin-Protein1) interagieren miteinander
und supprimieren ebenso PEV (Wustmann et al., 1989; Badugu et al., 2003). Dabei
gehort HP1 zu den Chromatin-assoziierten Proteinen, die bei erhohter Gendosis
zusatzlich einen Triplo-Enhancereffekt auspragen (Eissenberg et al., 1990). Zu der
Gruppe der Haplo-Suppressoren gehoren weiterhin die Histon-Deacetylasen HDACA1
(Mottus et al., 2000) und dSIR2 (Newman et al., 2002) oder die Protein-Phosphatase
PP1, die von Su(var)3-6 kodiert wird (Reuter et al., 1986; Baksa et al., 1993). Von
besonderer Bedeutung bei der Heterochromatinetablierung, wegen ihres Haplo-
Suppressor-/ Triplo-Enhancereffekts, sind neben HP1 (Wustmann et al., 1989) auch
SU(VAR)3-7 (Reuter et al., 1990) und SU(VAR)3-9 (Tschiersch et al., 1994; Schotta
et al, 2002; Schotta et al., 2003). Die Dosis-abhangigen Effekte auf

Heterochromatin-induziertes  Gensilencing implizieren, dass selbst geringe
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Unterschiede in deren Konzentration das Ausmall der Ausbreitung des
Heterochromatins beeinflussen kénnen.

Eines der ersten klonierten Suppressorgene fur PEV war Su(var)3-7 (Reuter et al.,
1990). Su(var)3-7-Mutanten sowie eine den Su(var)3-7-Locus einschlieRende
Defizienz zeigen einen signifikanten Suppressoreffekt. Im Gegensatz dazu wird
durch Erhdhung der genomischen Kopien ein Heterochromatin-induziertes
Gensilencing verstarkt (Reuter et al., 1990; Cleard et al., 1997). Charakteristisch fur
SU(VAR)3-7 sind dessen 7 Zinkfinger-Motive (Cleard und Spierer, 2001) uber die
das Protein mit mittel-repetitiven-Elementen und Satelliten-Sequenzen interagiert
(Cleard et al., 1997; Delattre et al., 2000; Delattre et al., 2004). Co-
Immunoprazipitationen, Hefe-Dihybridanalysen und immunozytologische Farbungen
zeigten, dass SU(VAR)3-7 mit dem N-terminus von SU(VAR)3-9 (Schotta et al.,
2003) und der Chromo-Shadow-Domane von SU(VAR)2-5 (Eissenberg et al., 1990;
Cleard et al., 1997; Delattre et al., 2000) interagiert. Der C-terminus von SU(VAR)3-7
besitzt  vermutlich mit  dem BESS-Motiv grolde Bedeutung bei
Dimerisationsvorgangen und ist verantwortlich fur eine spezifische Erkennung und
Bindung des Proteins an das perizentrische Heterochromatin (Jaquet et al., 2002).
Das Su(var)2-5-Gen kodiert fur HP1 (Heterochromatin Protein 1), ein 206
Aminosauren (AS) groRes Protein, welches mit der N-terminal gelegenen Chromo-
Domaéane (chromatin-organization-modifier-domain, Paro und Hogness, 1991; Jacobs
et al., 2001) spezifisch H3K9 Di- und Trimethyl erkennt und bindet (Lachner et al.,
2001). Die Chromo-Domane ist Uber eine flexible Hinge-Region (Singh et al., 1991;
Eissenberg und Elgin, 2000) mit der C-terminal gelegenen Chromo-Shadow-Domane
(Aasland und Stewart, 1995) verbunden. Die Chromo-Shadow-Domane verfugt mit
der Pentapeptidsequenz (PxVxL) Uber ein Motiv, mit dem sie mit verschiedenen
Kernproteinen dimerisieren und Hetero- bzw. Homodimere ausbilden kann (Ball et al.,
1997; Thiru et al., 2004; Lechner et al., 2005). In Drosophila melanogaster wurde
HP1 mit Hilfe spezifischer Antikorper als erstes Heterochromatin-assoziiertes Protein
identifiziert (James und Elgin, 1986; Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001).
HP1 bindet vorwiegend am perizentromeren Heterochromatin, dem vierten
Chromosom, am Telomer aber auch an einigen euchromatischen Stellen (James et
al., 1989; Fanti et al.,, 1998). Es ist evolutionar hoch konserviert und homologe
Proteine konnten in Hefe (Swi6p, Ayoub et al., 1999), in Pflanzen (TFL2, Kotake et
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al., 2003; Nakahigashi et al., 2005) und ebenso in der Maus (M31) und im Menschen
(M1) nachgewiesen werden (Wreggett et al., 1994; Singh et al., 2001).

Einer der starksten bisher identifizierten Suppressoren fur PEV ist Su(var)3-9. Damit
kommt der H3K9 Methyltransferase (HMTase) eine grof3e Bedeutung im Prozess des
heterochromatischen Gensilencings zu (Tschiersch et al., 1994). Su(var)3-9-
Mutanten sind homozygot lebensfahig, zeigen aber eine reduzierte Fertilitat.
SU(VAR)3-9 enthalt wie HP1 eine Chromo-Domane, deren Funktion jedoch noch
unbekannt ist. Weiterhin besitzt SU(VAR)3-9 im C-terminalen Bereich eine SET-
Domane (SU(VAR)3-9, E(Z), TRITHORAX-Domane). Diese ist von einer
cysteinreichen preSET- und postSET-Domane eingeschlossen und besitzt H3K9 Di-
und Trimethyltransferaseaktivitat (Tschiersch et al., 1994; Jenuwein et al., 1998;
Schotta et al., 2002). Diese Transferaseaktivitat wird durch H3K9 Acetylierung oder
H3S10 Phosphorylierung gehemmt (Wang et al., 2001; Ebert et al., 2004). Uber den
N-Terminus interagiert SU(VAR)3-9 mit HP1 und SU(VAR)3-7 (Fischer, 1997).
Homologe Proteine sind in Schizosaccharomyces pombe mit CLR4p (Ilvanova et al.,
1998) und im Menschen mit den Proteinen SUV39H1 (Aagaard et al., 1999) und
SUV39H2 (O'Carroll et al., 2000) identifiziert. Das humane SUV39H1 ist in der Lage,
die Funktion von SU(VAR)3-9 in Drosophila zu Uubernehmen und dessen
Mutantenphanotyp zu retten (Schotta et al., 2002). Durch diese Arbeiten konnte
neben der strukturellen auch eine funktionelle Konservierung von SU(VAR)3-9
nachgewiesen werden. Ebenso wurde fur die Homologen aus Hefe und Mensch
gezeigt, dass sie in die epigenetische Kontrolle des heterochromatischen
Gensilencings involviert sind (Allshire et al., 1995; Peters et al., 2002; Schotta et al.,
2002). Fur das murine SUV39H-Protein wurde gezeigt, dass es fur die H3K9-
Methylierung im perizentrischen Heterochromatin verantwortlich ist (Peters et al.,
2001). In Suv39h-defizienten Mausen kommt es zu chromosomalen Instabilitaten, die
zu einem erhohten Tumorrisiko, aber auch zu verringerten DNA-Methylierungen der
perizentrischen Haupt-Satellitensequenzen fuhren (Peters et al., 2001; Lehnertz et
al., 2003).

Mit der ldentifizierung von SUV39H1 als Methyltransferase eroffneten sich neue
Analysemdglichkeiten, die einen Meilenstein in der Chromatinforschung darstellten.
Die spezifische Methylierung von H3K9 durch SU(VAR)3-9 generiert Bindungsstellen
fur Heterochromatin-assoziierte Proteine wie HP1. Dieser Zusammenhang erweiterte

grundlegend das Verstandnis vom Aufbau des Chromatins (Rea et al., 2000;
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Rudolph et al., 2007; Nishioka et al., 2009). Laut Datenbankanalysen sind in der
Maus, Schizosaccharomyces pombe und Drosophila melanogaster zusammen Uber
80 SET-Domanenproteine (Schultz et al., 1998) bekannt, wobei in Drosophila tUber
20 Proteine eine SET-Domane besitzen.

Die Vielzahl der bisher bekannten SET-Domanen-Proteine spiegelt die hohe Anzahl
der moglichen Methylierungsreaktionen von Histonen und wahrscheinlich auch
anderer Chromatinproteine wieder. Einige Methyltransferasen sind in der Lage drei
verschiedene Lysin-Positionen und zwei verschiedene Arginin-Positionen zu
methylieren. Bei 17 verschiedenen Lysinen (zum Beispiel am Histon H3 das Lysin K4,
K9, K27, K36 und K79 und am Histon H4 das Lysin K20) und 7 verschiedenen
Argininen ergibt sich so eine hohe Zahl méglicher Kombinationen (Kouzarides, 2002).
Die Vielzahl an Kombinationen lassen sich in zwei Gruppen differenzieren. Neben
den repressiven, wie der H3K9 Methylierung, gibt es aktive Modifizierungen, wie die
H3K4 Methylierung, die spezifisch kondensierte bzw. offenere Strukturen des
Chromatins bilden kénnen (Rea et al., 2000; Rudolph et al., 2007; Nishioka et al.,
2009). Das Zusammenspiel der einzelnen Histonmodifikationen regelt den Zustand
des Chromatins (Schultz et al., 1998; Kouzarides, 2002).

Bei der Etablierung und Aufrechterhaltung heterochromatischer Chromatinzustande
ist die H3K9 Methylierung von entscheidender Rolle. In Drosophila ist SU(VAR)3-9
die Haupt-, aber nicht die einzige Heterochromatin-spezifische H3K9
Methyltransferase, da im 4. Chromosom von Su(var)3-9 Null-Mutantenembryonen
noch signifikante Methylierung nachweisbar ist (Schotta et al., 2002; Serum et al.,
2007). Neben SU(VAR)3-9 kénnen in Drosophila auch SETDB1 (Serum et al., 2007),
in der Maus ESET (Yang et al., 2002), im Menschen G9A (Tachibana et al., 2001)
und EUHMTASE1 (Ogawa et al., 2002) H3K9 Methylierungen katalysieren.
Zusatzlich zu H3K9 existieren in der Fruchtfliege mit H3K27 und H4K20 noch weitere
Methylierungsstufen, die  prominente = Modifikationen in  perizentrischem
Heterochromatin  polytaner  Speicheldrisenchromosomen und  wesentliche
epigenetische Markierungen bei der Etablierung und Aufrechterhaltung inaktiver
Chromatinzustande sind (Schotta et al., 2004; Ebert et al., 2006). Die
Methyltransferasen flir H3K27 in Drosophila sind E(Z) und PR-SET7 (Czermin et al.,
2002; Nishioka et al., 2002), H4K20 wird dagegen durch dSET8 methyliert (Fang et
al., 2002).
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Nicht nur fir die Heterochromatisierung der Chromozentren ist H3K9 und H3K27
Methylierung wichtig, sondern auch fur die Erhaltung totipotenter Stammzellen in der
Keimbahn. Folglich sind diese repressiven Modifizierungen in den Polzellen von
Drosophila angereichert und reprimieren die Primordialzellen der Keimbahn
(Leatherman et al., 2002; Rudolph et al., 2007). Die durch das Chromatin vermittelte
Repression, auch transkriptionale ,Quiescence” genannt, verhindert die Aktivierung
somatischer Differenzierungswege in den Keimzellen (Seydoux et al., 1996; Wylie,
1999; Pirrotta et al., 2002). Initiiert wird die transkriptionelle Inaktivitat der
Primordialzellen durch Gene wie nanos, germ cell-less und pumilio. Folglich treten
keine aktivierenden H3K4 Methylierungen in Polzellen des Wildtyps auf. Bei
Mutationen dieser Gene kommt es zur vorzeitigen Aktivierung der Transkription
(Asaoka-Taguchi et al., 1999; Deshpande et al., 1999; Leatherman et al., 2002;
Rudolph et al., 2007) und in den Polzellen von nanos Mutationen kann H3K4
Methylierung nachgewiesen werden. Diese euchromatischen Methylierungen gehen
schliel3lich mit einer Reduktion der H3K9 Methylierung und einem Verlust der
transkriptionellen Repression einher (Schaner et al., 2003).

Im Gegensatz dazu sind die aktivierenden H3K4 und H3K36 Methylierungen oder
auch die H3S10 Phosphorylierung prominent in den Interbanden des Euchromatins
vorhanden. Diese werden in Drosophila durch die Methyltransferasen ASH1 (absent,
small, or homeotic discs 1) fur H3K4 (Beisel et al., 2002; Byrd und Shearn, 2003),
dHYPB fur H3K36 (Sun et al., 2005; Bell et al., 2007) und der Phosphotransferase
JIL1 fGr H3S10 (Ebert et al., 2004; Johansen und Johansen, 2006) etabliert. In der
Hefe Saccharomyces cerevisae erfolgt die Etablierung der aktivierenden
Modifizierungen durch die HMTasen SET1p fur H3K4- und SET2p fur H3K36
Methylierung (Roguev et al., 2001; Roguev et al., 2003).

SET1 ist in Saccharomyces cerevisae (Sc_SET1) im Komplex COMPASS als die
einzige H3K4 HMTase identifiziert worden, da in set7-Mutanten die gesamte H3K4
Methylierung ausfallt (Briggs et al., 2001; Krogan et al., 2002). Phosphoryliert die
Kinase, KIN28, die RNA-Polymerase Il am Serin 5 des CDT (carboxy-terminal
domain), so wird Sc_SET1 Uber den PAF1-RNA-Polymerase II-Komplex an den
Promotor transkriptionsaktiver Gene rekrutiert (Krogan et al., 2003a). H3K4
Methylierung durch Sc_SET1 setzt neben der Serin 5 Phosphorylierung auch die
Ubiquitinierung des Lysins 123 des Histons H2B durch RAD6/BRE1 voraus (Robzyk
et al., 2000; Bernstein et al., 2002; Dover et al., 2002; Krogan et al., 2003a; Wood et
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al., 2003). Bemerkenswert ist der gegenseitige Ausschluss von H3K4 Methylierung
und H2BK123 Ubiquitinierung am gleichen Nukleosom. Aus diesen Daten wurde
geschlussfolgert, dass Paf1 sowohl die Bindung von Rad6/Bre1, als auch von
Sc_Set1 an transkriptionsaktive Regionen kontrolliert und damit an der Etablierung
einer offenen Chromatinstruktur beteiligt ist. Untermauert wird diese These durch den
Befund, dass Paf1 auch fur die Etablierung von H3K36 essentiell ist (Krogan et al.,
2003b; Sun et al., 2005; Stabell et al., 2007).

Die Frage, wie sich die einzelnen H3K4 Modifizierungen in einer transkribierenden
Region verteilen, konnte auch in der Hefe beantwortet werden. Eine Genom-weite
ChIP-on-chip-Analyse zeigte, dass H3K4me3 sich vorrangig im Promotorbereich,
H3K4me2 hauptsachlich im offenen Leserahmen (ORF — open reading frame)
kodierender Regionen und H3K4me1 am 3 Ende kodierender Gene befindet
(Bernstein et al., 2002; Pokholok et al., 2005).

Die verschiedenen H3K4 Methylierungsstufen werden durch Bindeproteine erkannt
und gebunden. Ein solcher Proteinkomplex in Drosophila ist der NURF-Komplex
(nucleosome remodeling factor complex). Dessen grof3te und essentiellste
Untereinheit in Drosophila ist NURF301 bzw. im Menschen BPTF (bromodomain und
PHD-finger transcription factor). Beide Untereinheiten enthalten eine PHD-Domane
(plant homeo domain), die spezifisch H3K4me3 erkennt und bindet (Wysocka et al.,
2006; Sims Il et al., 2007; Kwon et al., 2009; Lee W. et al., 2009). Die Rekrutierung
des NURF-Komplexes ist fur die Regulation der HOX-Gene wahrend der
Embryonalentwicklung essentiell (Wysocka et al.,, 2006; Berger et al., 2007).
Weiterhin ermdglicht alternatives SpleiRen die Expression unterschiedlicher NURF-
Komplex-Isoformen. Diese Diversitat fuhrt zur Auspragung verschiedener Chromatin
.,;remodeling® Komplexe und impliziert eine veranderte Histonbindung (Kwon et al.,
2009).

Die Etablierung von H3K4me3 in Drosophila durch ASH1 oder TRX dient nicht nur
der Etablierung euchromatischer Domanen und damit der Aktivierung der
Transkription homootischer Gene (Beisel et al., 2002; Poux et al., 2002), sondern
auch dazu, dass die Ausbildung repressiver Histonmodifizierungen unterdrickt wird
(Poux et al., 2002; Klymenko et al., 2004). Die Bindung des NuRD-Komplexes
(Nucleosome remodeling and deacetylase complex) und somit die Bindung von
Deacetylasen wird durch H3K4me3 verhindert. Dadurch wird H3K9 nicht methyliert,

es erfolgt keine HP1-Bindung, heterochromatische Chromatinstrukturen werden nicht
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etabliert und Transkription kann erfolgen (Nishioka et al., 2002; Zegerman et al.,
2002).

Im Gegensatz dazu fuhrt die ING1-Bindung (inhibitor of growth 1) an H3K4me3 im
Menschen zum Aufbau heterochromatischer Chromatinstrukturen (Kuzminchev et al.,
2002). Der ING1-Komplex rekrutiert die Histondeacetylase Sin3a an
Promotorsequenzen von Proliferationsgenen. Bei DNA-Schaden kann so die
Zellproliferation durch Etablierung von Heterochromatin und Reprimierung aktiver
Gene unterbunden werden (Kuzminchev et al., 2002; Gozani et al., 2003; Doyon et
al., 2006; Shi et al., 2006). Demzufolge aktiviert (Klymenko et al., 2004; Kwon et al.,
2009) bzw. reprimiert H3K4 Trimethylierung die Genexpression (Shi et al., 2006),
was die Etablierung und Aufrechterhaltung des Heterochromatins beeinflusst
(Klymenko et al., 2004).

In Zellen hoherer eukaryotischer Organismen besteht eine genau definierte Balance
zwischen Eu- und Heterochromatin und deren zugrunde liegenden spezifischen
Histonmodifizierungen. Um aktive Gene stillzulegen bzw. reprimierte Gene zu
aktivieren, muss der epigenetische Code innerhalb des Chromatins geandert werden.
Die transkriptionelle Kompetenz einer bestimmten Region wird beispielsweise durch
Acetylierung festgelegt. Histon-Acetyltransferasen (HATs) und Histon-Deacetylasen
(HDACs) regulieren gegensatzlich diese Histonmodifizierung, regeln dadurch die
transkriptionelle Aktivitat eines Gens und entscheiden, ob Eu- oder Heterochromatin
gebildet wird (Turner et al., 2000). Basierend auf der thermodynamischen Stabilitat
von Histonmethylierungen wurde lange Zeit vermutet, dass diese Modifizierungen
stabil und somit irreversibel sind und nur durch Ausdinnen der repressiven
Modifikation eine Veranderung erreichbar ist (Loyola et al., 2006; Loyola und
Almouzni, 2007). Durch die Entdeckung der ersten Lysin-spezifischen Demethylase
(LSD1) wurde jedoch gezeigt, dass Histonmethylierung reversibel ist (Shi et al.,
2004; Tsukada et al., 2005; Lee et al., 2009). Lysinmethylierungen kénnen durch
zwei Klassen von Enzymen entfernt werden. Die Aminoxidasen katalysieren die
Demethylierung von Mono- und Dimethyl-Gruppen durch Aminoxidation (Shi et al.,
2004; Metzger et al., 2005; Rudolph et al., 2007), wahrend JUMONUJI-Proteine Di-
und Trimethylierungen durch Hydroxylierung abspalten (Klose et al., 2006a; Tsukada
et al., 2006; Yamane et al., 20006).

LSD1 (Lysine specific demethylase 1), das humane Homolog zu Drosophila
SU(VAR)3-3, kann je nach gebundenem Co-Faktor die aktiven H3K4 Mono- und
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Dimethyl- als auch H3K9 Dimethyl als repressive Markierung entfernen (Bannister
und Kouzarides, 2005; Metzger et al., 2005; Schneider und Shilatifard, 2006;
Rudolph et al., 2007). Das Protein besitzt eine N-terminal gelegene SWIRM- (Swi3p,
Rsc8p und Moira) und eine C-terminale Aminoxidase-Doméane (AOD). Die SWIRM-
Domane vermittelt Protein-Protein-Interaktion, wirkt auf Acetyltransferasen
aktivierend und interagiert mit dem N-terminus von Histonen (Tochio et al., 2006).
Die AOD-Domane bindet den Co-Faktor FAD und katalysiert die Demethylierung von
H3K4 und H3K9 (Shi et al., 2004; Forneris et al., 2005). Die Entfernung einer
Trimethylierung ist aufgrund der chemischen Natur der Aminoxidasereaktionen nicht
mdglich, da der Co-Faktor FAD immer ein protoniertes Stickstoffion bendtigt (Shi et
al., 2004; Klose et al., 2006a). Die Demethylase wurde in verschiedenen Repressor-
Komplexen, wie dem CoREST- (Rest corepressor), dem CtBP- (C-terminal binding
protein) oder dem HDAC-Komplex nachgewiesen (Ballas et al., 2001; Humphrey et
al., 2001; Shi et al., 2003; You et al., 2001).

JUMONUJI-Proteine wurden nach der Jmj-Domane des jmj-Genes benannt (Takeuchi
et al., 1995). Die Jmj-Domane ist bisher in Uber 100 Proteinen vom Prokaryonten
(YCFD in Eschericha coli) bis zum Eukaryonten (RBP2 im Menschen) nachgewiesen.
Diese sind in 7 Gruppen eingeteilt und besitzen weitere typische Domanen von
Transkriptionsfaktoren wie PHD-, ARID- oder Zink-Finger-Domanen (Clisshold und
Ponting, 2001). Zusatzlich zur JmjC-Domane (C-terminal, 123AS) existiert in einer
Gruppe von Proteinen die JmjN-Domane (N-terminal, 43AS). Die JmjN-Domane ist in
ihrer Sequenzstruktur zur JmjC-Domane homolog und vermutlich fur die
Demethylierung  verschiedener  Methylierungszustande  (Mono-, Di- bzw.
Trimethylierung) verantwortlich (Secombe et al.,, 2007). Sind beide Domanen in
einem Protein vorhanden werden bevorzugt di- und trimethylierte Lysine gespalten.
Existiert die JmjC-Domane nur alleine werden vorrangig mono- und dimethylierte
Lysine demethyliert (Klose et al., 2006b; Whetstine et al., 2006).

Die JmjN-Domane ist offensichtlich nicht durch ,Domanenswap® aus der Jm|C-
Domane entstanden, da beide Domanen in verschiedenen molekularen
Hintergrinden agieren und somit funktionell unterschiedlich sind (Balciunas und
Ronne, 2000; Clisshold und Ponting, 2001). Neue Untersuchungen bestatigten, dass
dMYC nur die JmjC-Doméane bindet (Secombe et al., 2007). dMYC ist ein
Oncoprotein und als Transkriptionsfaktor in vielen verschiedenen Katalysewegen

aktiv, wobei es Zellwachstums- und Apoptosevorgange induziert (Coller et al., 2000;
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O’Connell et al., 2003; Patel et al., 2004; Oskarsson und Trumpp, 2005). Mit Hilfe
von Kristallstrukturanalysen wurde nachgewiesen, dass die JmjN-Domane eher einer
Dimerisierungsdomane ahnelt und Chen et al. postuliert, dass die JmjN-Domane mit
der JmjC-Domane interagiert und damit deren katalytischen Kern stabilisiert (2006).
Die fur die Hydrolyse bendtigten Co-Faktoren Eisen und a-Ketoglutarat werden
aulRerdem nur von der JmjC-Domane gebunden. Das weist darauf hin, dass beide
Jmj-Domanen fur die spezifische Demethylaseaktivitat erforderlich sind (Klose et al.,
2006b).

Die ARID-Domane ist als AT-reiche Interaktionsdomane fir DNA-Bindung
nachgewiesen (Kortschak et al., 2000; Takeuchi 2006), wahrend die CsHC,-
Zinkfinger- und die PHD-Zinkfinger-Domanen far Protein-Protein-
Interaktionsdomanen verantwortlich sind (Aasland 1995; Bienz et al., 2006). Neue
Studien zeigten, dass der PHD-Finger des ING2-Proteins als auch die BPTF-
Domane des NURF-Komplexes eine ,Lese—Funktion® beim Erkennen von H3K4me2
und H3K4me3 besitzen (Li 2006; Mellor, 2006; Wysocka 2006; Champagne und
Kutateladze, 2009; Lee et al., 2009a).

Mit JHDM1 (JmjC domain-containing histone demethylase 1), die spezifisch
H3K36me2 demethyliert, wurde das erste JUMONUJI-Protein mit Demethylasefunktion
beschrieben (Tsukada et al., 2005). Bis heute sind viele JHDMs (JmjC-domain
containing histone demethylases), wie die H3K4- (LID; JARID-Gruppe), die H3K9-
(JHDM2A; JMJD2), die H3K27- (UTX; JMJD3) oder die H3K36-Demethylasen
(JHDM1; JMJD2) beschrieben worden (Klose et al., 2006a; Klose et al., 2006b;
Whetstine et al., 2006; Agger et al., 2007; Eissenberg et al., 2007; Lan et al., 2007,
Lee et al., 2007; Secombe et al., 2007; Yamane et al., 2007).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zunachst in Drosophila melanogaster ein
E(var) in der Region 26B, der fur ein Triplo-Suppressoreffekt verantwortlich ist,
lokalisiert und umfassend genetisch charakterisiert. Die genetischen Analysen
wurden mit Hilfe von P-Element-Insertionslinien, die zur Generierung von Deletions-
und Duplikationsmutanten verwendet wurden, durchgefuhrt. Sie zeigten, dass der
E(var)26B ein Haplo-Enhancer und Triplo-Suppressor im System der PEV und mit lid
identisch ist. Funktionelle Analysen ergaben, dass die evolutionar konservierte
Histondemethylase LID durch Demethylierung von H3K4me3 entscheidenden
Einfluss am Aufbau und Etablierung des Euchromatins besitzt. Durch Generierung

eines polyklonalen Antikorpers konnte das Protein spezifisch lokalisiert und ein
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Einfluss auf das Bindeverhalten von dING2 (Drosophila ING2) und SU(VAR)3-3
nachgewiesen werden. Letztendlich deuten alle Ergebnisse auf eine essentielle
Funktion von LID im heterochromatischen Gensilencing und beim Aufbau einer

dynamischen Balance zwischen Eu- und Heterochromatin hin.
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2 Material und Methoden

2.1 Genetische Methoden
2.1.1 Anzucht der Fliegen

Anzucht und Haltung von Drosophila melanogaster erfolgte auf einem
Standardmedium (1% Agar; 2,5% Sirup; 3,5% Rosinen; 3% Griel3; 5% Hefe). Zur
Vermeidung von Schimmelpilz- bzw. Bakterienwachstum wurden 0,1% Nipagin sowie
100mM Ampicillin zugesetzt. Die Haltung der Stamme erfolgte bei 18°C. Kreuzungen
wurden im Allgemeinen bei einer Temperatur von 25°C durchgefuhrt.

Fir Eiablagen (Praparation von Proteinextrakten, zytologische Methoden) wurde ein
spezielles Nahrmedium, das sich aus 2% Agar, 10% Zucker, 0,1% Essigsaure und
Aktivkohle zusammensetzt, verwendet. Zur Stimulation der Eiablage der Weibchen

wurde Hefe auf die Platten gegeben.

2.1.2 Verwendete Stamme und Stabilisationschromosomen von

Drosophila melanogaster

Die verwendeten Stamme und Stabilisierungschromosomen sind in Lindsley und
Zimm (1992) bzw. FLYBASE (2010) beschrieben. Die am haufigsten benutzten
Mutationen sind in der Tabelle 2.1 und die durch P-Element-Vektoren (Tab. 2.2)

erhaltenen transgenen Linien sind im Anhang (siehe Tab. 7.3) aufgefuhrt.

Tabelle 2.1: Verwendete Mutationen und Stabilisierungschromosomen

Balancer/ Mutation Markierungsmutation Mutantenphanotyp / Bemerkung

- Stabilisierungschromosomen fur 2. Chromosomenpaar

CyO Curly gebogene Fligel

CyRoi Curly Rough eye gebogene Fligel und defekte
Ommatidenanordnung

Sco Scutoid fehlende Scutellarborsten

-> Stabilisierungschromosomen fiir 3. Chromosomenpaar

TM2 Ubx, Ultrabithorax verdickte Halteren

TM3 Ser, Serate eingeschnittene Fligelspitzen
Sb, Stubble verklrzte Scutellarborsten

TM6 Tb, Tubby verklrzter und verdickter Kérper
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TM3, Sb, P(A 2-3)
%
Su(var)2-1”'

Su(var)2-5%
Df(2L)HB1Su(var)2-5
Dp(2L)HB1Su’gvar)2-5+
P{Su(var)2-5""5%)
Su(var)3-1%
Su(var)3-3"'
Su(var)3-3"?
Df(3L)TR2Su(var)3-3
Dp(3L) TR3Su(var)3-3"
Su(var)3-7%°
Su(var)3-7"°

P{Su( var)3—7T2 Ws}
Su(var)3-9”°
Su(var)3-9""

P{Su( va?3—9}
HDACI3**°

I n (1 ) wm4h

P{PZ}lid"***

P{lacW}ia %’
/I-d10424-

Df(2L)HB4lic"
Dp(2L)HB4lid*

Stabile Transposasequelle
Deletion im rosy-Gen
Mutation im Su(var)2-1-Gen

Mutation im Su(var)2-5-Gen
Deletion des Su(var)2-5-Gens
Duplikation des Su(var)2-5-Gens
zusatzliche Kopie von Su(var)2-5
Mutation im Su(var)3-1-Gen
Mutation im Su(var)3-3-Gen
Mutation(Stop) im Su(var)3-3-Gen
Deletion des Su(var)3-3-Gens
Duplikation des Su(var)3-3-Gens
Mutation im Su(var)3-7-Gen
Mutation im Su(var)3-7-Gen
zusatzliche Kopie von Su(var)3-7
Mutation im Su(var)3-9-Gen
Mutation im Su(var)3-9-Gen
zusatzliche Kopie von Su(var)3-9
Mutation im Rpd3-Gen

Inversion des white-Gens
P-Element Insertion

P-Element Insertion
P-Elementausbau

Deletion des lid-Gens
Duplikation des lid-Gens

Remobilisierung von P-Elementen
braune Augen

Quantifizierung des Effektes von
Enhancermutationen

Nullallel, PEV-Test

genomische Deletion, PEV-Test
genomische Duplikation, PEV-Test
P-Elementinsertion, PEV-Test
Jil1-Mutation, PEV-Test
Funktionsmutante in AOD-Domane
Abbruchmutante, PEV-Test
genomische Deletion

genomische Duplikation, PEV-Test
Mutante, PEV-Test

Mutante, PEV-Test
P-Elementinsertion, PEV-Test
Nullallel, PEV-Test,

Nullallel, PEV-Test
P-Elementinsertion, PEV-Test
Mutante, PEV-Test

PEV-System, rot-weil’e Augen
P-Elementinsertion
P-Elementinsertion

Revertante

genom. lid-Defizienz.

genom. lid-Duplikation

Tabelle 2.2: Verwendete Konstrukte zur Herstellung transgener Linien

P-Element-Vektor

Bezeichnung

P{GS.v+hs(cDNA-lid)EGFP3’}
P{GS.v+hs(cDNA-lid"**"*)EGFP3’}
P{GS.v+UAS(cDNA-/id)EGFP3}
P{GS.v+UAS(cDNA-lid™**"*)EGFP3}
P{GS.v+UAS(cDNA-/ig"**" "%\ EGFP3"}
P{GS.v+UAS(cDNA-/ig"®**"#%*\EGFP3’}
P{GS.v+UAS(cDNA-dIng2)EGFP3}
P{GS.v+UAS(cDNA-dING2"****)EGFP3}

P{c,hs,li
P{c,hs,/iZL“”}

P{c,UAS id}
P{c,UAS, lid"%*"™"y
P{c,UAS, lid “°%"}
P{c,UAS, lid “%%%}
P{c,UAS,dIng2+v}
P{c,UAS,dIng2">*""}

2.1.3 Herstellung transgener Drosophila melanogaster—Linien

Enthalten DNA-Moleklle flankierende P-Element-Repeats, konnen diese mit Hilfe
einer Transposase in das Genom von Drosophila melanogaster integriert werden
(Rubin und Spradling, 1982). Die Injektion des Transformationsvektors und einer
(pP[ry+ A2-3]; 1988)
prablastodermalen Stadium der Embryonalentwicklung in den posterioren Bereich

Transposasequelle Robertson et al. erfolgte im

des Drosophila melanogaster Embryos. Die Embryonen waren entsprechend dem

Selektionsmarker, entweder rosy™*- oder vermillion’- Mutanten.
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Alle Arbeitsschritte wurden bei 18°C durchgefuhrt. Die Embryonen wurden mit einem
Pinsel von der Ablegeschale, die schwarzes Futter enthielt, nach 30min Ablegezeit
abgesammelt und in Ringer-Losung (1,82M KCI; 46mM NaCl; 3mM CaCly; 10mM
Tris/HCI; pH 7,2) gewaschen. Die Chorionschicht wurde durch 2 minutige Inkubation
mit Natriumhypochloridldsung (100%) (Roth) entfernt und die Embryonen erneut in
Ringer-Lésung inkubiert. AnschlieRend wurden sie auf einem mit Leim beschichteten
Deckglaschen ausgerichtet, 4min bei 30°C getrocknet und mit 10S-Voltalef-Ol
(Lehmann & Voss) uberschichtet. Das Deckglaschen mit den Embryonen wurde auf
einem Objekttrager fixiert und auf dem Objekttisch eines Mikroskops (Technoval,
Carl-Zeiss-Jena) platziert. Durch Bewegen des Objekttisches an der Mikrokapillare,
die mit einem Mikromanipulator verbunden ist und die zu injizierende DNA enthalt,
erfolgte die Injektion der Injektionslésung (0,1mM Na-Phosphat (pH 6,8-7,8); 10mM
KCI; 150ng Transposasequelle; 450ng Transformationsvektor) in den posterioren Pol
der Embryonen. Die anschlieBende Entwicklung der Embryonen erfolgte unter
sauerstoffreicher Atmosphare bei 25°C in einer feuchten Kammer. Nach 24h wurden
die geschlupften Larven auf Hefe gesetzt und mit Erreichen des 3. Larvenstadiums in
Glasrohrchen uberfuhrt. Die uberlebenden Tiere wurden mit dem Ausgangstamm
zuruckgekreuzt und die Nachkommenschaft mittels Selektionsmarker auf transgene
Tiere selektiert. Zur genetischen Lokalisierung des Integrationsortes wurden
Kreuzungen mit Balancerchromosomen fur das zweite (CyO) und das dritte (TM3,
Sb) Chromosom durchgefuhrt. Das Segregationsverhalten des Selektionsmarkers im
Verhaltnis zum Balancerchromosomen ermdglichte es, den Insertionsort des
Plasmids einem Chromosom zuzuordnen. Wird der Selektionsmarker X-gekoppelt
vererbt, liegt ein Einbau im X-Chromosom vor. Die fur lid und ding2 erhaltenen

Stamme sind im Anhang (siehe Tab. 7.3) mit genauem Genotyp aufgefuhrt.

2.1.4 Kartierung von lid

Defizienzen und Duplikationen fur den lid-Locus wurden mit Hilfe von Drosdel-P-
Element-Insertionslinien durch FLP/FRT basierte Rekombination (Ryder et al., 2004;
Ryder et al., 2007) generiert und auf ihren Suppressor-Phanotyp gegenuber white-

Variegation in w™"-Tieren untersucht. In einem zweiten unabhéngigen Test wurde
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ein Rescue-Experiment mit dem /id’%***®-Allel und der Duplikation Dp(2L)HB4lid*
durchgefuhrt und auf PEV getestet.

2.1.5 Untersuchung der genetischen Interaktion von lid mit verschieden

PEV-Suppressormutationen

Die Duplikation Dp(2L)HB4lid" wurde mit Stdmmen, die genomische Zusatzkopien
von Su(var)2-5 (P{Su(var)2-5}; Dp(2L)HB1Su(var)2-5"; Reuter et al., 1990,
vorliegende Arbeit), Su(var)3-3 (Dp(3L)TR3Su(var)3-3"; Rudolph et al., 2007),
Su(var)3-7 (P{Su(var)3-7}; Reuter et al., 1990) oder Su(var)3-9 (P{Su(var)3-9},
Tschiersch et al., 1994) enthalten sowie mit der Rpd3-Mutantenlinie HDACI3%%°
(Mottus et al., 2000) gekreuzt.

Die lid-Mutante /id"**?*® wurde mit den Suppressorstammen Su(var)2-1°", Su(var)2-
5% (Reuter et al., 1990), Df(2L)HB1Su(var)2-5 (vorliegende Arbeit), Su(var)3-1%
(Ebert et al., 2004), Su(var)3-3'? (Rudolph et al., 2007), Su(var)3-7°°, Su(var)3-7%,
Su(var)3-9%, Su(var)3-9"" (Krauss et al., 1995) und HDACI3*?® (Mottus et al., 2000)
gekreuzt.

Die transheterozygoten Nachkommen wurden anschlieliend bezliglich des Effekts
auf In(1)w™" beurteilt und fotografisch dokumentiert.

2.1.6 Untersuchung des Effekts von lid auf heterochromatisches

Gensilencing

Das Gen lid, mit den Allelen /id"**?*® und Dp(2L)HB4lid*, wurde auf einen Haplo-
Enhancer- und Triplo-Suppressor-Effekt in verschiedenen PEV-Rearrangements
untersucht. Dazu wurden die beiden Allele in den Hintergrund von In(1)w™" (Reuter
et al., 1981; Schotta et al., 2003), Dp(71;9y**® (Le et al., 1995), T(2;3)BL1 (Lu et al.,
1998), die Inversion In(2R)bw"?®" (Belyaeva et al., 1997) und T(2;3)Sh" (Sinclair et
al., 1983) gebracht und analysiert. Dabei wurden die PEV-Rearrangements und die
zu untersuchende Mutationen Uber ein T(2;3)CyO, P{w[+tm]hsp70:GAL4}
P{w[+mJUAS:GFP}; TM3, y[+] ri[1] p[p] bx[34e] e[s] Ser[1] P{w[+m]hsp70:GAL4}
P{w[+m]UAS:GFP}-Chromosom aus dem Stamm w[1]; Sco[1]/T(2;3)CyO,
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P{w[+m]hsp70:GAL4} P{w[+m]UAS:GFP}; TM3, y[+] ri[1] p[p] bx[34e] e[s] Ser[1]
P{w[+m]hsp70:GAL4} P{w[+m]UAS:GFP}/Sb[1] balanciert (Rudolph et al., 1999).
Larven der Nachkommenschaft, die das entsprechende Gen und Rearrangement
enthalten, koénnen durch Fehlen der starken GFP-Fluoreszenz oder des
Balancerchromosomen identifiziert werden.

Bei dem Sb-Rearrangement (T(2;3)Sb"); Sinclair et al.,1983) wurden 12 definierte
Borsten (Abb. 2) pro Tier ausgewertet und die Anzahl der Stubble-Borsten in

Mannchen und Weibchen der F1-Generation ermittelt.

Abb. 2: Thorakale und scutellare Borsten
von Drosophila melanogaster

Die 12 ausgezahlten Borsten sind rot markiert.
a: anteriore dorsozentrale Borsten

b: posteriore dorsozentrale Borsten

c: anteriore Scutellarborsten

d: posteriore Scutellarborsten

e: supraalare Borsten

f: postalare Borsten

2.1.7 Generierung von homozygoten Mutanten- und

Doppelmutantentieren

Lid-Nulltiere konnten bis zum 3. Larvenstadium als GFP-negative Larven in den
Nachkommen des Stammes w™" lid"%?*%T(2:3)CyO, P{w[+m]hsp70:GAL4}
P{w[+m]JUAS:GFP}; TM3, y['] ri[1] plp] bx[34e] e[s] Ser[1] P{w[+m]hsp70:GAL4}
P{w[+m]JUAS:GFP}/+ identifiziert werden.

Lid"; Su(var)3-3-Doppelnulltiere entwickeln sich ebenfalls bis zum 3. Larvenstadium.
Sie wurden als GFP-negative Larven (w'; lid"%*?*8/lig"%*?*%: Su(var)3-3""/Su(var)3-
3'%) aus der Kreuzung von w'; [id"%**%T(2:3)CyO, P{w[+m]hsp70:GAL4}
P{w[+m]UAS:GFP}; TM3, y[+] ri[1] p[p] bx[34e] e[s] Ser[1] P{w[+m]hsp70:GAL4}
P{w[+m]UAS:GFP}Y/Su(var)3-3""~Weibchen ~ mit  w'Y;  [lid"***%T(2;3)CyO,
P{w[+m]hsp70:GAL4} P{w[+m]UAS:GFP}; TM3, y[+] ri[1] p[p] bx[34e] e[s] Ser[1]
P{w[+m]hsp70:GAL4} P{w[+m]UAS:GFP}/Su(var)3-3'>~-Mannchen selektiert.
Dp(2L)HB4Lid*;  Dp(3L)TR3Su(var)3-3*-Tiere  konnten als Stamm (w';
Dp(2L)HB4lid"/Dp(2L)HB4lid"; Dp(3L)TR3Su(var)3-3"/Dp(3L) TR3Su(var)3-3")

etabliert werden, so dass auf eine Selektion der Larven verzichtet werden konnte.
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2.1.8 In vivo-Lokalisation von LID

Die LID-Proteinverteilung konnte in vivo mittels EGFP-markierten LID-Protein-
Konstruktes und durch Verwendung eines endogenen LID-Antikorpers in Verbindung
mit einem Fluoreszenz-gekoppelten sekundaren Antikorper (Alexa 488, Goat-Anti-
Rabbit) in Drospohila melanogaster untersucht werden. Die LID-EGFP exprimierende
Linie (W™": P{GS.v*, hs(cDNA-lid) EGFP3’}/CyRoi) wurde 60min hitzegeschockt und

nach Inkubation fur 2h bei 18°C konnte die EGFP-Fluoreszenz analysiert werden.

2.1.9 Remobilisierung der P-Elemente P{PZ}lid'**** und P{lacW}lid *%%***

Die beiden P-Elementinsertionslinien P{PZ}lid"%*** (lid"****) und PflacW}id*%®°’
(lid"*°®°"y wurden remobilisiert. Dazu wurden die Insertionslinien mit einer A2-3-
Transposase zusammengebracht. Da die Transposase mit dem Dropped eye-
Phanotyp (A2-3Dr) gekoppelt ist, kann ein genetisch kontrollierter Ausbau der P-
Elemente erfolgen. Die w7/Y, P-Element/SM6a; A2-3Dr/+ Mannchen der F1-
Generation wurden mit w™*"; SM1/T(2;3)ap™®, Su(var)2-1°"/Sb Weibchen gekreuzt, in
der F2-Generation wurde in w™*"/Y: P-Element/T(2;3)ap™?, Su(var)2-1°'/+ Mannchen
auf Enhancereffekt selektiert und mit entsprechendem Balancer ein Stamm
aufgebaut. Die w™/Y: P-Element/T(2;3)ap*®, Su(var)2-1°"/+ Tiere wurden im
Anschluss mit genomischen Primern Uberprift. Im Anhang sind die verwendeten
Primer (siehe Tab. 7.1) aufgelistet und ein Kreuzungsschema (siehe Abb. 7.3)

dargestellt.

2.1.10 GAL4-UAS-kontrollierte Transgenexpression

Das GAL4-UAS-Expressionssystem erlaubt die kontrollierte Expression von
Transgenen in Drosophila melanogaster. Das System beruht auf der
gewebespezifischen Expression von GAL4 in eigens daflr etablierten transgenen
Drosophila-Linien, sogenannten Treiberlinien. In Tabelle 2.3 sind die verwendeten P-
Elemente fur die spezifische GAL4-Expression aufgeflhrt. Die beschriebenen
Stamme sind beim Bloomington Drosophila Stock Center (Indiana University)

erhaltlich.

20



2 Material und Methoden

Tabelle 2.3: Verwendete GAL4-Treiberlinien.

Bezeichnung Expression P-Element Herkunft

hspGAL4 ubiquitar nach P{ry[+t7.2]=GAL4- Bloomington
Hitzschock: 30 min, 37°C Hsp70.sev}2

actinGAL4 ubiquitéar, konstitutiv P{w[+mCJ]=Act5C- Bloomington

(2.Chromosom) GAL4}25F01

actinGAL4 ubiquitér, konstitutiv P{w[+mCJ]=Act5C- Bloomington

(3.Chromosom) GAL4(FRT.CD2).P}S

T80GAL4 Speicheldriisen, konstitutiv P{GawB} T80 H. Saumweber

(2.Chromosom)

14-2GAL4 Speicheldrisen, konstitutiv P{GAL4} H. Saumweber
(3.Chromosom)

2.2 Molekulare Methoden

Die Standardmethoden der Molekularbiologie erfolgten weitestgehend nach
»Molecular Cloning“ (Sambrook et al., 1998) oder ,Current Protocols in Molecular
Biology“ (Ausuebel et al., 1994). Die wichtigsten in dieser Arbeit angewendeten

Techniken werden im Folgenden kurz beschrieben.

2.2.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Die Praparation von Plasmid-DNA aus 4ml Ubernacht-Kulturen erfolgte nach der
alkalischen Lyse (Birnboim und Doley, 1979) oder mittels dem Rapid Plasmid-
Minipraperationskit nach Angaben des Herstellers (Marligen-Biosciences-INC).
Grol3praparationen wurden unter Verwendung eines Plasmid-Midipraparationskits
(Macherey-Nagel) nach Angaben des Herstellers durchgeflihrt. Die Isolation der
BAC-DNA (Bac-RP98M10) erfolgte nach dem Low-copy-Plasmid-Protokoll.
Verdaureaktionen erfolgten mit Enzymen der Firma MBI Fermentas. Zur Elution von
DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der Nucleobond-Kit (Machery-Nagel)
bzw. der Quiaex II-Kit (Quiagen) benutzt.
Agarose-Gelelektrophorese, Behandlung mit Alkalischer Phosphatase, Herstellung
kompetenter Zellen und Transformation von E. coli erfolgten nach
Standardprotokollen (Sambrook et al., 1989).
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Fir PCR-Reaktionen wurden Taqg-Polymerase (GibcoBRL) bzw. Pfu-Polymerase
(Stratagene) nach Standardprotokoll (Saiki et al., 1990) verwendet. Klonierungen von
PCR-Fragmenten erfolgten mit dem pGEM-T Cloning-Kit (Promega) oder dem pZero-
blunt-Kit (Invitrogen). Sequenzreaktionen wurden mit dem ABI377 (APPLIED
BIOSYSTEMS) Cycle-Sequencing-Kit nach Herstellervorgaben durchgefihrt. Die
Auswertung der erhaltenen Sequenzdaten erfolgte mit dem Staden-Package,
Version 2001.0 bzw. GCG-Package, Version 10.2. Fur PCR-Klonierungen

verwendete Primer sind im Anhang (siehe Tab. 7.1) aufgelistet.

2.2.2 Isolation von DNA

Fur die Isolation geringer Mengen genomischer DNA aus einzelnen Larven oder
adulten Tieren fand die ,Single-fly-prep“-Methode (Gloor und Engels, 1992)
Anwendung. Dabei wurde eine einzelne Fliege fur 10min bei -20°C in einem
Eppendorfgefall tief gefroren und anschlieBend in einem Gemisch aus 50ul
Squishing-Puffer (10mM Tris-HCL (pH 8,2); 1mM EDTA und 25mM NaCl) und 0,5l
Proteinase-K-Stammldsung homogenisiert. Nachdem das Homogenisat bei 37°C fur
30min inkubiert wurde, erfolgte die Inaktivierung des Enzyms bei 85°C fur 15min. Der
so erhaltene Uberstand wurde mit je 3ul zur PCR-Analyse eingesetzt.

Die Prapartion von genomischer DNA aus Drosophila melanogaster wurde nach dem
,Quick Fly Genomic DNA Prep“-Protokoll von E. Jay Rehm (Berkley Drosophila
Genome Project; BDGB) durchgeflnhrt.

2.2.3 Isolation von RNA

Fir die Isolation von RNA aus Drosophila melanogaster wurde 1ml TRIzol®
(Invitrogen) auf die Probe gegeben und diese unter Benutzung eines
Homogenisators aufgeschlossen. Die verbliebenen Gewebesticke wurden bei
Raumtemperatur (RT) und 13.000rpm fir 5min abzentrifugiert. Dem Uberstand
wurde anschlielend 200ul Chloroform zugegeben und das Gemisch 5min geschuttelt.
Durch Zentrifugation wird die organische von der wassrigen Phase getrennt (30min
bei RT und 13.000rpm). Um RNA aus der wassrigen Phase zu gewinnen, wurde die

obere Phase abgenommen, 700ul Isopropanol (0,7 Volumeneinheiten) zugegeben
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und das Gemisch fur 5min inkubiert. Anschlielend erfolgte ein 20minatiger
Zentrifugationsschritt bei 4°C und 13.000rpm. Das erhaltene Pellet wurde mit
70%igem EtOH (mit DEPC-behandeltem H>O verdunnt) gewaschen, bei
Raumtemperatur getrocknet (nicht vollstandig trocknen lassen) und in 100ul DEPC-
behandeltem H,O aufgenommen. Im nachsten Schritt wurde die RNA photometrisch

quantifiziert und die Qualitat mittels Agarose-Gelelektrophorese ermittelt.

2.2.4 PCR-Methoden

Die “Polymerase Chain Reaction” (PCR) ermdglicht eine pseudoexponentielle
Amplifikation von DNA-Fragmenten in vitro. Die Verwendung der aus dem Bakterium
Thermus aquaticus stammenden hitzestabilen Tag-Polymerase (Promega; Saiki et
al., 1988) ermoglichte eine Automatisierung der Reaktion durch Einsatz von
Thermocyclern. Die PCR-Anwendungen erfolgten weitestgehend nach Anleitung
(Eppendorf, InViTek), sowie in Anlehnung an die Protokolle des Buches ,PCR1“ und
,PCR2“ der Practical Approach Serie (Mc Person et al., 1991, 1995). Durch den
Einsatz geeigneter genspezifischer Primer konnen spezifische Genfragmente
amplifiziert werden. Die Anlagerungstemperatur (Tan) des Primers errechnet sich
nach folgender Formel: Ta = (4°C x (n(G+C))+ 2°C x (n(A+T))) - 5°C (G, C,Aund T
stehen flr die 4 Basen der DNA).

Das verwendete Protokoll wurde je nach Bedarf hinsichtlich DNA-Konzentration, den
erwarteten Fragmentgroflen (Tag-Polymerase 1.000bp/min, Pfu-Polymerase
500bp/min) und den Anlagerungstemperaturen der verwendeten Primer angepasst.
Die PCRs wurden in einem T3 Thermocycler (Biometra) durchgefihrt.

Der Standard-PCR-Reaktionsansatz fur genomische- als auch Plasmid-DNA enthielt
folgende Komponenten: 50-500ng genomische oder Plasmid-DNA; 1ul dNTP’s
(10mM); 2ul 10x PCR-Pfu-Puffer (1,5-2mM MgCl,); 1pmol Oligonukleotid-Primer1
(5pmol/ul); 1pmol Oligonukleotid-Primer2 (5pmol/ul); 0,2ul Tag- oder Pfu-Polymerase
(5U/ul) und ad 20yl mit Aqua bidest. Das PCR-Programm hatte folgende
Bedingungen: 1. 95°C 57; 2. 95°C 40°"; 3. T,, 407"; 4. 72°C 17; 38 Zyklen beginnend
bei 2.; 5. 72°C 5" und 6. 4°C .

Die Reverse Transkription ist eine Methode zur Umschreibung von isolierter RNA in

cDNA, wodurch man in einer anschlieRenden PCR spezifische mRNA-Moleklle
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indirekt nachweisen und quantifizieren kann. Fur die Herstellung von cDNA aus RNA
mittels reverser Transkription, wurden 2-6ug der entsprechenden RNA verwendet.
Diese mussten zunachst mit RNase-freier DNase (Promega) behandelt werden, um
DNA Kontaminationen der RNA zu vermeiden. Dazu wurden 1U DNase/ug RNA und
1ul 10xDNase-Puffer im RNA-DNase-Ansatz verwendet. Dieser wurde mit DEPC-
behandeltem H,O auf 10ul aufgefillt. Es erfolgte nun eine einstindige Inkubation bei
37°C. Diese Reaktion wurde durch Zugabe von 1ul DNase Stop-Solution (Promega)
bei 10min und 60°C inaktiviert. Um die reverse Transkription initiieren zu kénnen,
wurden 1ug/ul Random Hexamer Primer (Promega) hinzugegeben. Das Annealing
erfolgte 15min bei 70°C. Im letzten Schritt konnte der Mastermix, bestehend aus 5pl
5x MLV-Reaktionspuffer (Promega), 40U/ul RNase-Inhibitor (Promega), 2,5ul dNTPs
(10mM) und 200U/1ul Reverse Transkriptase (Promega, RNA-abhangige DNA-
Polymerase), zugegeben werden. Die Synthesezeit betrug 2h bei einer Temperatur
von 37°C. Es schloss sich ein RNA-Verdau mit 1yl RNase H (5U/pl), bei 37°C flr
20min an, welcher danach bei 60°C fiir 10min inaktiviert wurde. Zur Uberpriifung der
erfolgreichen cDNA Synthese wurde eine PCR zum Nachweis von rp49-cDNA
(ribosomales Protein) durchgefuhrt. Dieses Enzym ist konstitutiv in allen Geweben in
hohem Male exprimiert und gehort deshalb zur Gruppe der sogenannten
Haushaltsgene.

Zur Ermittlung quantitativer Unterschiede der mRNA-Expression verschiedener Gene
wurden Real-Time-PCR-Reaktionen (qRT) in einem iCycler® von BioRad
durchgefuhrt. Um Pipettierfehler zu minimieren, wurden die erhaltenen 20ul cDNA
Proben in einer Verdinnungsreihe (1:4, 1:16, 1:64) eingesetzt. Dafir wurden 1ug
RNA umgeschrieben. Als Standard wurden die Haushaltsgene rp49 und B-Tub56D
verwendet. Um die Reinheit der Reaktionen zu bestatigen, wurden fir jedes zu
prifende Gen zwei Kontrollen (ohne Reverse-Transkriptase und Wasserkontrolle)
mitgefiihrt. Zusatzlich wurden fir jedes zu analysierende Gen pro PCR und
Verdinnung je zwei Messreihen erfasst, wobei alle Experimente dreifach wiederholt
wurden. Fir den PCR-Ansatz wurde das iQ™ SYBR® Green Supermix-PCR Kit von
BioRad verwendet. Die Messung beruht auf der verstarkten Fluoreszenz des SYBR®
Greens nach Einlagerung in die kleine Furche doppelstrangiger DNA. Durch eine
Schmelzkurvenanalyse, in der von 60°C Ausgangstemperatur pro Zyklus die
Temperatur um 0,5°C bis auf 95°C erhoht wird, kann so eine Aussage uber die

Reinheit des PCR Produkts und das Auftreten von Primer-Dimeren getroffen werden.
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Die Fluorezenzmessungen erfolgten im iCycler® von BioRad. Anschlielend wurden
die Daten nach Pfaffl (2001) berechnet und ausgewertet. Der gRT-PCR-Ansatz
bestand aus folgenden Komponenten: 2ul cDNA (Verdunnung)/ noRT/ dest; 10pl
iIQ™ SYBR® Green Supermix (2x); 1,5ul Oligonukleotid-Primer 1 (5pmol/pl); 1,5ul
Oligonukleotid-Primer 2 (5pmol/ul) und ad 20ul mit Aqua bidest. Das gRT-PCR-
Programm hatte folgende Bedingungen: 1. 95°C 57; 2. 95°C 17; 3. Tan 4577 4. 65°C 17
(“Real Time” Fluoreszenz Messung); 40 Zyklen beginnend bei 2.; 5. 65°C 17; 6. Ta,
10" (Erhdhung 0,5°C/ Zyklus (“Real Time” Fluoreszenz Messung)); 70 Zyklen
beginnend bei 5.; 7. 55°C .

Die Inverse-PCR ist eine Methode um unbekannte Insertionsorte von P-Elementen
zu bestimmen und erfolgte in Anlehnung an die Methode von Huang et al. (2000).
Der Verdau der genomischen DNA wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen
(EcoRI, Msp1, Sal1) variiert. Die selbstligierten DNA-Fragmente wurden direkt fur die
PCR-Reaktionen eingesetzt. Zunachst wurden PCRs mit den Primern 5°P forw-1 und
5°P rev-1 fur das 5’-Ende des P-Elements bzw. fir 3'P forw-1 und 3'P rev-1 fur das
3’-Ende des P-Elements vorgenommen. Bei zu geringer Produktausbeute wurden
geschachtelte PCRs mit entsprechenden Primerpaaren fur den 5 Bereich 5°P forw-2
und 5'P rev-2 bzw. den 3'-Bereich 3'P forw-2 und 3'P rev-2 durchgeflhrt. Die PCR
Produkte wurden zunachst in pGEM-T kloniert und anschlieRend sequenziert oder
aber direkt mit Primern sequenziert, die vom 5’P-Repeat (Sp1) bzw. vom 3’P-Repeat
(Pry2mod) in Richtung der angrenzenden genomischen DNA orientiert sind. Durch
Datenbankvergleich der an das P-Element angrenzenden Sequenz mit der
Gesamtsequenz von Drosophila melanogaster konnten die entsprechenden
Insertionsstellen identifiziert werden. Die verwendeten Primer sind im Anhang (siehe
Tab. 7.1) aufgefuhrt.

2.2.5 Sequenzierung doppelstrangiger DNA

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruchmethode
(Didesoxynucleotidverfahren, Sanger et al., 1977). Bei der Sequenzreaktion liegen
zusatzlich zu den 4 Desoxy-Nukleosid-Triphosphaten (dNTPs - dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) die 4 2, 3’-Didesoxy-Nukleosid-Triphosphate (ddNTPs - ddATP, ddCTP,
ddGTP, ddTTP) vor, die mit vier verschiedenen Fluorophoren markiert sind. Somit ist
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es moglich, alle 4 Nukleotide in einem Ansatz zu analysieren. Der Einbau eines
ddNTPs in einen neu synthetisierten DNA-Strang fihrt zu einem Abbruch der
Synthesereaktion, da aufgrund der fehlenden 3'-Hydroxydgruppe kein weiteres
Nukleotid angefugt werden kann. Dadurch erhdlt man Fragmente verschiedener
Lange mit unterschiedlichen 3" -terminalen ddNTPs. Durch einen Laser wurden nach
einer Kapillarelektrophorese die Fluorophore der ddNTPs angeregt, die
entstandenen Emissionen von einer Kamera erfasst und von einem
Computerprogramm ausgewertet. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass nur
geringe Mengen DNA eingesetzt werden mussen.

Ein 10ul Sequenzier-Reaktionsansatz (Big-DYE-Kit, Applied Biosysthems) enthielt
folgende Komponenten: 500ng DNA; 1ul Primer (5pmol/ul); 1ul Big-Dye-Puffer (5x);
2yl Big-Dye-Sequenziermix und ad 10pl mit Aqua bidest.

Die PCR-Reaktion erfolgte in einem Temperatur-Gradientencycler (Biometra). Es
wurden 40 Zyklen durchgefuhrt, wobei das Primerannealing 40sec dauerte. Die
Annealingtemperatur variierte je nach Schmelztemperatur der eingesetzten Primer.
Die Verlangerung der eingesetzten Primer erfolgte bei 60°C fur 4 min, die
Denaturierung fur 3 min bei 95°C und die Vordenaturierung lag bei 95°C und 40 sec.
Anschlie®end wurde die DNA gefallt (2.2.6). Die Auftrennung und Sequenzierung
der DNA-Fragmente erfolgte laut Herstelleranleitung in der Sequenzieranlage
ABI377 (APPLIED-BIOSYSTEMS, Darmstadt). Die Sequenzierungsdaten konnten
mit Hilfe Staden-Package, Version 2001.0 bzw. GCG-Package, Version 10.2.

analysiert und mit der Flybase-Datenbank (www.flybase.org) verglichen werden.

2.2.6 Fallung und Aufreinigung von Nukleinsauren

Mit Hilfe der Ethanolfallung kann man Nukleinssauren aus einer Lésung prazipitieren.
Zur Lésung wird das 4 fache Volumen an 96%igem EtOH (DNA) (99%iger EtOH bei
RNA-Isolation) und 1/50 des Volumens an 3M NaAc (pH 4,8) gegeben. Anschliel3end
wird die Nukleinsdure durch Zentrifugation fur 20min bei 13000rpm in einer
Kihlzentrifuge (4°C) sedimentiert und der Uberstand abgenommen und verworfen.
Das Sediment wird mit der Halfte des vorherigen Gesamtvolumens mit vorgekihltem
Ethanol (70%) gewaschen und fur weitere 20min bei 4°C und 13.000rpm zentrifugiert,
bei 37°C getrocknet und in H,O resuspendiert.
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Die Isopropanolfallung hat den Vorteil, dass mit kleinerem Volumen (0,75
Volumeneinheiten Isopropanol) gearbeitet werden kann. Der Nachteil ist jedoch,
dass mehr Salze ausfallen, welche in Folgeexperimenten storen konnten. Die
Fallung erfolgt fir 10min bei Raumtemperatur, wobei anschlieend fur 10min bei 4°C,
und 13.000rpm zentrifugiert wird. Der Waschschritt ist analog zur Ethanolfallung.

Mit Hilfe der Chloroform/Phenolextraktion (Chloropanextraktion) kann man
Nukleinsaurelosungen von Proteinen isolieren. Der Nukleinsaurelésung wird das
gleiche Volumen an Chloropan (1 Volumeneinheit Tris-gesattigtes Phenol und 1
Volumeneinheit Chloroform-Isoamylalkohol (24:1)) zugesetzt, intensiv gemischt und
zur Phasentrennung bei Raumtemperatur fGr 10min bei 13.000rpm in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues
Eppendorfgefall uberfihrt und zweimal mit Chloroform (Trichlormethan) in analoger
Weise extrahiert. Damit wurde versucht, das Phenol vollstandig zu beseitigen. Die
phenolische untere Phase enthalt die Proteine. Anschlielend wurde die
Nukleinsaure mit EtOH (bei DNA) oder mit Isopropanol (bei RNA) gefallt.

Mit Hilfe des NucleoSpin®-Extract-1l-Kits (Macherey-Nagel) wurde nach einer
anderen Methode nach Herstellerangaben die in geldster Form vorliegende DNA von
Proteinen isoliert und prazipitiert.

Die Konzentrationen der gefallten, wassrigen Nukleinsauren wurden abschliel3end,
entweder mit dem Spektralphotometer (Amersham Biosciense) oder mittels
Agarosegel bestimmt. Das Verfahren am Spektralphotometer beruht auf der
Messung der Absorption von wassrigen DNA- und RNA-LOsungen bei drei
verschiedenen Wellenlangen (Salze bei 230nm, DNA/RNA bei 260nm und AS bei
280nm). Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach der Lambert-Beerschen-
Regel: OD2e0 von 1 entspricht 50ug/ml doppelstrangiger DNA oder 40ug/ml
einzelstrangiger DNA bzw. RNA bei einer Schichtdicke von 1cm. Der Quotient
A260/A280 wurde zur Bestimmung der Reinheit der Nukleinsdure-Ldsung
herangezogen. Dieser Wert sollte fir reine DNA bei 1,8 und bei reiner RNA-L&sung
bei 2,0 liegen. Ist die Nukleinsaureldsung mit Proteinen oder Phenol kontaminiert, so
ist der Wert signifikant kleiner. Eine 50%ige DNA-Protein-Losung zeigt ein Verhaltnis

von ODzso ZU OD280 von ca. 1,5.
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2.2.7 Agarosegelelektrophorese und Isolation von DNA-Fragmenten

Zur praparativen und analytischen Trennung von DNA-Fragmenten wurden
Agarosegelelektrophoresen durchgefiihrt. Die gelelektrophoretische Auftrennung der
DNA-Fragmente erfolgte in 0,6-2%igen Agarosegelen in Flachbettgelapparaturen mit
1 x TAE- Puffer (40mM Tris; 20mM Essigsaure und 1mM EDTA in Aqua dest) oder 1
x TBE-Puffer (89mM Tris; 89mM Borsaure und 20mM EDTA in Aqua dest). Angefarbt
wurden die Nukleinsauren mit Ethidiumbromidlésung, wobei zu 100ml Agarosegel
Syl Ethidiumbromidlosung (10mg/ml) zugesetzt wurden. Die zu analysierenden
Proben wurden in entsprechendem Verhaltnis mit 5 x Ladepuffer (50%Glycerin;
50mM TrisHCI; 0,4% Bromphenolblau und 1mM EDTA mit pH 8,0) versetzt und
aufgetragen. Die Elektrophorese (3-6V/cm) erfolgte fur 1-6h bei 60 — 150V oder Uber
Nacht bei 20V. AnschlieBend wurde das Gel auf einem UV-Durchlichttisch im
durchscheinenden UV-Licht unter Verwendung einer Kamera dokumentiert. Zur
GroRenbestimmung der DNA-Fragmente dienten Léngenstandards (GeneRuler™,
Fermentas).

Zur Elution, von in der Gelmatrix gebundenen DNA-Fragmenten, wurden diese aus
dem Gel unter UV-Licht ausgeschnitten und mit dem Nucleospin®-Extraktll-Kit
(Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben eluiert.

Bei der ,Huckepack-Elution® werden die DNA-Fragmente aus der Agarose durch
silanisierte Glaswolle (keine Wechselwirkungen zur DNA), rein mechanisch und
durch Zentrifugationskraft getrennt. Der Boden, eines mit einer Kanulenspitze
gelochtem 500ul Tube, wird mit Glaswolle geflllt und in ein 1,5ml Eppendorf-Tube
gesteckt. Die DNA-Fagment-enthaltenen Gelbanden werden nun im 500l
Eppendorftube auf der Glaswolle platziert. Das ganze ,Tube-Konstrukt® wird fur
15min bei Raumtemperatur und 13.000rpm zentrifugiert. Die DNA ist abschliel3end in
der Gel-Lésung im unteren Teil des 1,5ml Eppendorfgefalles und kann durch

Ethanolfallung gereinigt werden (2.2.6).

2.2.8 Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten

Klonierung ist wie die PCR-Technik eine gute Methode DNA-Fragmente zu

vervielfaltigen. Dazu wurde das gewinschte, lineare DNA-Fragment in einen Vektor
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ligiert und dieser in kompetente Zellen zum Beispiel E.coli. transformiert. Durch
Selektion der Bakterien auf einen spezifischen Marker, den der Vektor tragt, kann
man die positiv transformierten Bakterien isolieren. Die entsprechenden Vektoren
wurden durch Restriktion und Ligation hergestellt.

Zur Spaltung von Plasmiden und doppelstrangiger DNA wurden Typ II-
Restriktionsendonukleasen (MBI-Fermentas) verwendet. Diese erkennen meist
spezifische 4-8bp lange, palindromische Sequenzen und spalten in dieser
Erkennungssequenz die Phosphodiesterbindung zwischen zwei Nukleotiden. Fir die
enzymatische Spaltung ist zu beachten, dass 1ug DNA von 1U Enzym pro h bei
37°C geschnitten wird. Die Kombination von Puffern und Enzymen erfolgte nach
Angaben der Hersteller.

Ein analytischer 10ul-Restriktionsansatz setzt sich folgendermallen zusammen: 1ug
DNA; 1ul Restriktionspuffer (10x); 1ul BSA (10x, 1mg/ml); 1U Enzym und ad 10ul mit
Aqua bidest.

Bei praparativen Ansatzen (>10ug DNA) wurde die Restriktion in einem Volumen von
50ul oder mehr durchgefuhrt. Sowohl analytische, als auch praparative Ansatze
wurden fur die Dauer von 1-4h oder uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
Inkubationszeit richtete sich nach der DNA-Menge. AnschlieRend wurde das Enzym
fir 10min bei 65°C hitzeinaktiviert. Kontrolle der Qualitdt und Quantitat der
Restriktion erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese.

Nachdem die Vektoren (Tab. 2.4) linearisiert waren, wurden diese dephosphoryliert,
um Religationen zu vermeiden. Die Dephosphorylierung erfolgte am 5'-Terminus
durch Zugabe von 1ul CIAP (Calf-Intestine-Alkaline-Phosphatase, MBI-Fermentas)
und entsprechender Menge enzymatischen Puffers zum inaktivierten Verdauansatz.
Es folgte bei Raumtemperatur ein einstundiger Inkubationsschritt mit anschlieRender
Inaktivierung fur 15min bei 85°C. AbschlieRend wurde der Vektor mit Hilfe des
NucleoSpin® Extract Il Kits gereinigt (2.2.7). Zu ligierende DNA-Fragmente, die
durch Amplifikation mit 5’ -Terminus unphosphorylierten Oligonukleotiden entstanden,
mussen phosphoryliert werden. Dazu wurden 10 Einheiten (U) T4-Poly-Nukleotid-
Kinase (T4-PNK, Promega) zugegeben und entsprechend nach Herstellerangaben
verfahren. Die enzymatische Reaktion wurde fir 30min bei 37°C durchgefihrt und
abschlie3end fur 10min bei 70°C inaktiviert.

Die Ligation von phosphorylierten DNA-Fragmenten in dephosphorylierte Vektoren
erfolgte mit T4-DNA-Ligase (MBI-Fermentas) unter ATP-Hydrolyse. Dabei verbindet

29



2 Material und Methoden

die T4-DNA-Ligase zwei DNA-Strange zwischen der 5 Phosphatgruppe und der
3'Hydroxylgruppe. PCR-Produkte konnten direkt in den pGEM®T-Vektor ligiert
werden, da der Vektor einen T-Uberhang besitzt und die Tag-Polymerase ein freies
Adenosin am 3'Ende des Fragmentes etabliert (gemaly Herstellerangaben). Bei
PCR-Produkten, welche nur mit Pfu-Polymerase erzeugt wurden, erfolgte zunachst
ein vorangestelltes A-Tailing. Dazu wurde fur 30min ein Syntheseschritt bei 72°C mit
Adenosin und Tag-Polymerase durchgefihrt. DNA-Fragmente die durch Restriktion
entstanden sind, konnten direkt in entsprechend verdaute Vektoren ligiert werden.

Die zur Ligationsreaktion eingesetzte Menge an Vektor-DNA betrug 50-200ng. Die

aquimolare Menge an DNA-Fragment wurde nach folgender Formel berechnet:

ng (Vektor) x kb (Insert) x 3/kb (Vektor) = ng (Insert)

AnschlieBend wurde die Ligation wie folgt angesetzt: x ng DNA-Fragment; x ng
Plasmid-DNA; 1ul Ligasepuffer (10x); 1ul T4-DNA-Ligase (3U/pl) und ad 10ul mit
Aqua bidest. Die Ligation erfolgte Uber Nacht bei 18°C oder fur 2h bei

Raumtemperatur.

Tabelle 2.4: Fur Ligationen verwendete Vektoren.

Vektorbezeichnung Verwendung Referenz
pGEM-T Klonierung von PCR-Produkten Promega
pGEX-6P1 Proteinuberexpression in BL21-pLys Promega
pP{GS.v+hs EGFP 3% Transformation in Drosophila melanogaster Prof. Reuter
pP{GS.v+UAS EGFP 3%} Transformation in Drosophila melanogaster Prof. Reuter
pMT-V5-His Transfektion in Drosophila S2-Zelllinien Invitrogen
pAC5.1-V5-His Transfektion in Drosophila S2-Zelllinien Invitrogen
pPCR-Script Klonierung von PCR-Produkten Stratagene
pZERO-blunt Klonierung von PCR-Produkten Stratagene
pBluescriptlIKS- Klonierung von PCR-Produkten Stratagene

2.2.9 Herstellung kompetenter Zellen

Calciumchlorid- kompetente E.coli-Zellen wurden aus einer einzelnen E.coli-XL1-blue
Kolonie (Stratagene) hergestellt. Ausgehend von dieser einzelnen Kolonie wurde
uber Nacht eine 4ml Kultur angezogen. Davon wurden 400pul in 40ml LB-Medium
uberfuhrt und bei 37°C auf einem Schuttler, bis zu einer OD von 0,5-0,6 bei Agoo-E
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inkubiert. AnschlieRend wurde die Kultur fir 7min bei 4°C und 4.000rpm zentrifugiert
und das Pellet in 20ml eisgekuhltem CaCl, (50mM) resuspendiert. Nach 20min
erfolgte eine nochmalige Zentrifugation fur Smin bei 4°C und 4.000rpm. Das Pellet
wurde in 4ml eisgekuhltem CaCl, (50mM) aufgenommen und die Losung zu 300pl
aliquotiert. Diese Aliquots wurden bei -80°C gelagert oder konnten bei 4°C innerhalb
von 2d aufgebraucht werden.

Magnesiumsulfat-kompetente E.coli-Zellen wurden ahnlich der Calciumchlorid-
Methode hergestellt. Dazu wurden 500ul einer 5ml E.coli Ubernachtkultur in 50ml
Medium A (10mM MgSO. und 0,2% Glukose in LB-Medium) Uberfuhrt und bei 37°C
bis zu einer optischen Dichte von 0,5 bei Agopo-E kultiviert. Dann wurde die
Suspension fur 10min auf Eis gekihlt, um die Zellen anschlieRend fir 10min, bei
1.500g und 4°C zu zentrifugieren. Das Zellsediment wurde in 500l eiskaltem
Medium A aufgenommen und vorsichtig mit 2,5ml Medium B (36% Glycerin; 12%
PEG 8000 und 12mM MgSO4 in LB-Medium) vermischt. Aliquots von je 100l
wurden bei -80°C gelagert.

2.2.10 Transformation der Vektoren und Kultivierung der Bakterien

Transformation ist als Einschleusung von DNA in kompetente Bakterien definiert.
Indem Bakterien vorbehandelt werden, ist deren Membran fir Molekille permeabel
und Klonierungsprodukte konnen durch Kultivierung der transformierten Bakterien
vervielfaltigt werden.

Zur Transformation wurden 50ul Calciumchlorid-kompetente Zellen (Tab. 2.5) oder
50ul kompetente Zellen der Firma Invitrogen auf Eis aufgetaut, mit 5ul (25-250ng)
des Ligationsansatzes (2.2.8) gemischt und fur 30min auf Eis inkubiert. Darauf folgte
ein Hitzeschock fur 30sec bei 37°C. Nach erneuter Inkubation fur 2min auf Eis
wurden die Zellen mit 900yl LB-Medium (DUCHFA, Harleem/Niederlande, 20g/l)
versetzt und fur 30-60min  bei 37°C und 500rpm kultiviert. Die
Transformationsansatze wurden anschlielend auf LB-Agarplatten (DUCHEFA,
Harleem/Niederlande), mit vom Markergen des Vektors abhangigem Antibiotikum,
ausplattiert. Die Behandlung der Platten mit X-Gal ermdglichte eine Blau-Weil3-
Vorselektion, hinsichtlich positiver Kolonien bei Nutzung des pGEM-T-Vektorsystem.

Die Vorselektion ist moglich, da die Fragmentinsertionstelle im R-Galactosidase-Gen
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liegt und bei Insertion das Gen nicht mehr abgelesen werden kann. Nachdem die
Bakterien Uber Nacht bei 37°C inkubiert wurden, erfolgte die Auswahl von
rekombinanten Kolonien, deren Plasmid-DNA zu analytischen Zwecken,

entsprechend Punkt 2.2.1, isoliert wurde.

Tabelle 2.5: Verwendete E.coli-Zelllinien.

Zelllinie Genotyp Verwendung Agarmedium
XL1-blue recA1, endA1, gyrA96, thi-1,  Plasmid- LB-Agar (30 g/L),
(Stratagene) hsdR17, supE44, relA1, lac vermehrung 100uM Ampicillin
[F" proAB laclqZAM15,
Tn10 (Tetr)].
DH5™¢ F ¢,80d/acZAM15, Plasmid- LB-Agar (30 g/L),
(Invitrogen) A [lacZYA-argF], U169, deo R vermehrung 1ul X-Gal/ml Medium
recA1,endA1, hsdR17, [r, m(’], (2% in DMF),
phoA\, supE44, i.- thi-1, 100uM Ampicillin,
gyrA96, relA1
BL21-pLys F" ompT, hsdSg, [remg], gal, Uberexpression LB-Agar (30 g/L),
(Promega) dcm, [DE3], pLysS [Cam™] von GST- 100uM Ampicillin,
Fusionsproteinen 34uM Chlor-
amphenicol

Von den erhaltenen und gepruften Transformanten wurden zur spateren
Verwendung Stocks hergestellt. Dazu wurden 5ml LB-Broth-Flissigmedium
(DUCHFA, Harleem/Niederlande, 20g/l) bzw. LB-Selektions-Medium mit einer
vereinzelten E.coli-Zellkolonie beimpft und diese Uber Nacht auf einem Schdittler bei
37°C inkubiert. 700ul aus dieser Ubernachtkultur wurden mit 300ul Glycerin (65%)
versetzt und sofort in flissigen Stickstoff tiefgefroren. Die Lagerung der Gefrierkultur
erfolgte bei -80°C.

2.3 Immunozytologische Methoden

2.3.1 Immunmarkierung von embryonalen Drosophila-Zelllinien

Immunozytologisch wurden embryonale Drosophila-Zelllinien, Embryonen und
Speicheldrisenchromosomen, sowie die EGFP-Fluoreszenz und lacZ Farbung von

Speicheldriusen untersucht.
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Die Anzucht, Transfektion und Selektion transienter und stabiler Schneider-Zellen
(S2) und Kc167-Zellen erfolgte entsprechend dem Protokoll DES®Blasticidin-
Support-Kits, Version C (Invitrogen). Fur die Klonierung der Voll-Langen-/id-cDNA
und der Funktionslos-Variante lid-cDNA-H637A wurden die Vektoren pMT-V5-HisB
(induzierbar exprimierend) und pAC5.1-V5-HisB (konstitutiv exprimierend) verwendet
(Tab. 2.6). Die Selektion stabiler Zelllinien erfolgte mit 20ug Blasticidin. Im
transienten Test wurde die Expression rekombinanten Proteins mit 500uM CuSQO4

induziert und nach 24-48h die Zellen analysiert.

Tabelle 2.6: Fir Transfektion in Zelllinien verwendete Vektoren.

Vektorbezeichnung Verwendung

pAC5.1-V5-HisB-lid-cDNA Transfektion in Drosophila S2-Zelllinien
pAC5.1-V5-HisB-lid-cDNA-H637A Transfektion in Drosophila S2-Zelllinien
pMT-V5-HisB-/id-cDNA Transfektion in Drosophila S2-Zelllinien
pMT-V5-HisB-/id-cDNA-HE637A Transfektion in Drosophila S2-Zelllinien
pAC5.1-V5-HisB-lid-cDNA Transfektion in Drosophila Kc167-Zelllinien
pAC5.1-V5-HisB-lid-cDNA-H637A Transfektion in Drosophila Kc167-Zelllinien

Stabil mit pAC5.1-V5-HisB-lid-cDNA und pAC5.1-V5-HisB-lid-cDNA-HG637A
transfizierte und in DES-Medium angezogene S2- und Kc167-Zellen wurden in Lab-
Tek 1l Chamber-Slides (Nunc) gegeben und 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nachdem sich die Zellen abgesetzt hatten, wurde das Medium und Ubrige
Zellen entfernt und die Kammern 3x10min mit 1xPBS gewaschen. Die Fixierung
erfolgte durch Zugabe von Methanol (MeOH) fir 20min auf Eis. Anschlieend
wurden die Zellen mit 1XxPBTA (1% BSA; 0,05% Triton X-100 und 0,02% Na-Azid in
1xPBS) gespult. Um unspezifische Bindungen zu blocken, wurden die Zellen
anschliefend fur 30min mit 1xPBTA bei Raumtemperatur auf einem Taumler
inkubiert. Der primare Antikorper (H3K4me3 (Lot:32497) 1:100 in 1xPBTA) wurde mit
den Zellen Uber Nacht bei 4°C auf dem Taumler inkubiert. Anschliefend wurden die
Proben erneut 3x10min mit 1XxPBTA gewaschen und der sekundare Antikorper
(Ziege-a-Maus, konjugiert mit Alexa 488; Upstate), in der Verdunnung 1:200 in
1xPBTA, zugeflugt. Die Zellen wurden nun mit dem 2. AK fur 1h bei Raumtemperatur
auf dem Taumler inkubiert, um danach wieder 3x10min mit 1XxPBTA zu waschen. Die
DNA der Zellen wurde anschlieRend fur 5min mit 0,2ug/ml DAPI-Lésung angefarbt.
Nach erneutem Waschen mit 1xPBTA wurden die Kammern entfernt, die

Objekttrager mit Citifluor (Agar-Scientific) versehen und mit Nagellack versiegelt. Die
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Auswertung der Praparate erfolgte am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (LSM
510, Carl Zeiss).

2.3.2 Immunmarkierung von Embryonen

Die Immunmarkierung von Drosophila-Embryonen erfolgte auf zwei Wegen. Fur die
erste wurde die ,Boiling Fix“-Methode nach Rothwell und Sullivan (2000) wie folgt
modifiziert: Embryonen  wurden mit  Natrium-Hypochlorid-Lésung  (Roth)
dechorionisiert und in 5ml Embryo-Wasch-L6sung (0,7% NaCl; 0,05% Triton X-100)
bei 100°C fixiert. Anschliellend wurden die Embryonen auf Eis gestellt und durch
Zugabe von 45ml kalter Embryo-Wasch-Lésung auf Raumtemperatur abgekuhlt. Im
Anschluss wurden die Embryonen nach Zugabe von je 1ml N-Heptan und Methanol
durch kraftiges Schutteln devitellinisiert.

Zum anderen wurde die Immunmarkierung mit der Formaldehyd-Fixierungsmethode
nach Mitchison und Sedat (1983) durchgeflhrt, die folgendermalen modifiziert
wurde: Embryonen wurden, nach der Dechorionisierung (Natriumhypochloritldsung
(Roth)) in 1ml eines 1:1-Gemisches aus N-Heptan und 3,7% Formaldehyd in 1xPBS
gegeben und 15min auf einem Drehrad fixiert. Die wassrige Phase wurde
abgenommen und die Embryonen durch Zugabe von 1ml Methanol und
anschlielRendem kraftigen Schitteln devitellinisiert.

Nach 3 weiteren Methanolwaschschritten wurden bei beiden Fixierungsmethoden die
Embryonen entweder bei -20°C in Methanol aufbewahrt oder der Antikdrperfarbung
unterzogen. Fur die Antikdrperfarbung wurden die Embryonen zunachst rehydriert.
Dazu wurde das Methanol in 5 Waschschritten in 1xPBTA (1xPBS; 1% BSA; 0,05%
Triton X-100 und 0,02% Natriumazid) vorsichtig entfernt. Anschlielend wurden die
Embryonen mit 1xPBTA fur mindestens 15min bei Raumtemperatur gewaschen, um
uber Nacht bei 4°C auf einem Drehrad mit dem primaren Antikdrper in 1xPBTA
(siehe Tab. 7.2) zu inkubieren. Nach 3 Waschschritten in 1XxPBTA wurde der
sekundare Antikorper (siehe Tab. 7.2) verdinnt in 1xPBTA zugegeben und mit den
Embryonen fur 3h bei Raumtemperatur inkubiert. DNA-Farbung mit DAPI (0,5ug/ml)
erfolgte nach weiteren 3 Waschschritten in 1xPBTA in Mounting-Medium

(50%Gilycerol in 1xPBS). Die Immunmarkierungen wurden am konfokalen Mikroskop
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(LSM 510; Zeiss) unter Nutzung der entsprechenden Filterkombinationen

ausgewertet.

2.3.3 Immunmarkierung von Polytanchromosomen

Fir die Praparation von polytanen Speicheldrisenchromosomen wurde die Methode
von Silver und Elgin (1978) modifiziert verwendet. Speicheldrisen aus Larven des
dritten Larvenstadiums wurden in 1xPBS préapariert und in Fixierldsung (45%
Essigsaure; 2% Formaldehyd) 10min inkubiert. Nach dem Spreiten der
Chromosomen wurde das Deckglaschen in flussigem Stickstoff entfernt und der
Objekttrager bis zur Antikorperfarbung in 1xPBS bei 4°C aufbewahrt.

FUr Immunmarkierungen mit a-Histon-Modifikations-AK und dem a-LID-AK erfolgte
die Praparation von polytdnen Speicheldrisenchromosomen nach Alfageme et al.
(1980) mit folgenden Modifikationen. Larven im dritten Stadium wurden in 1xPBS,
0,5% NP-40 prapariert und fur 30sec in 3,7% Formaldehyd und 1% Triton X-100 in
1x PBS fixiert. Nach einer weiteren Inkubation fur 1min in 45% Essigsaure und 3,7%
Formaldehyd in Aqua-dest (Pile et al., 2000) erfolgte das Spreiten der Chromosomen
mit der anschlieRenden Aufbewahrung der Objekttrager in 1xPBS bei 4°C bis zur
Antikorperfarbung.

Die Antikérpermarkierungen erfolgten mit verschiedenen Antikérpern (siehe Tab. 7.2).
Die Praparate wurden mit einem AK in 5% Trockenmilchpulver (Biorad) in 1xPBST
(1xPBS; 0,2% Tween20) bzw. 5% BSA uber Nacht bei 4°C in einer Feuchtkammer
inkubiert. Nach drei Waschschritten in 1xPBST fur jeweils 5min bei Raumtemperatur
folgte die Inkubation der Praparate mit dem sekundaren Antikorper in 1xPBST mit
5% Trockenmilchpulver in einer Feuchtkammer fur 2h bei 37°C. Nach weiteren drei
Waschschritten in 1xPBST fur jeweils 5min erfolgte die Farbung der DNA mit DAPI
(0,5ug/ml). Nach Waschen in 1xPBST fur 5min wurden die Praparate getrocknet,
anschlieRend in Citifluor eingebettet und mit Nagellack verschlossen. Die
Auswertung der Immunmarkierungen erfolgte mit einem Konfokalmikroskop (LSM

510; Zeiss) unter Nutzung der Standardfiltersatze.
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2.3.4 Enzymatischer Assay fiir lacZ-Expression in Speicheldrise

Die lacZ-Expression des Konstrukts Pfw+, HS-lacZ] wurde im PEV-Rearrangement
In(3L)BL1 in Speicheldrisen aus Larven des 3. Larvenstadiums untersucht (Lu et al.,
1998). Dazu wurden Larven fur 30min bei 37°C hitzegeschockt. Nach weiteren 30min
Inkubation bei 18°C wurden die Speicheldrusen in 1xPBS prapariert. Anschliel3end
wurden die Speicheldrisen fur 2min mit 5% Formaldehyd/PBS fixiert und 5min in
1xPBS gewaschen. Uber Nacht wurden die Speicheldrisen in einer XGal-
Farbelosung (3,1mM Kaliumferricyanid; 3,1mM  Kaliumferrocyanid; 10mM
Natriumphosphat; 0,15M NaCl; 1mM MgCl,; 10% DMSO; 0,1% XGal und pH 6,8)
inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt in 1xPBS wurden die Speicheldrisen in
90% Glycerin in 1xPBS eingebettet und mit einer CCD-Kamera an einem Zeiss

Axioskop im Differenzial-Interferenzkontrast-Modus dokumentiert.

2.3.5 In vivo-Detektion von EGFP

Zur Analyse der Expression von EGFP-Fusionsproteinen wurden aus Larven des
dritten Stadiums transgener Fliegen ganze Speicheldrisen prapariert und diese in
einem Tropfen 1xPBS mit 50% Glycerin auf einen Objekttrager Uberfuhrt. Nach
Auflegen eines Deckglaschens konnte mit Hilfe des konfokalen Mikroskops (LSM
510, Zeiss) die EGFP-Fluoreszenz der eingebrachten und exprimierten Transgene in
den Zellkernen analysiert werden. Hierfur wurde ein invertiertes Carl-Zeiss LSM 510
Mikroskop 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 505-550nm Bandpass-Filter mittels Photomultiplier
detektiert.
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Gelelektrophorese von Proteinen

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in diskontinuierlichen  SDS-
Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970). Die Polyacrylamidkonzentration im Sammelgel
betrug 5% und im Trenngel 7,5-20%, abhangig vom aufzutrennenden
Molekulargewichtsbereich. Die Elektrophorese wurde in ELPHO-Laufpuffer (192mM
Glycin; 25mM Tris; 0,1% SDS) bei 15-20mA (300V) fur ein Minigel (10x15cm)
durchgefuhrt. Als Molekulargewichtsstandards wurden Proteinleitern von Invitrogen

bzw. MBI Fermentas verwendet.

2.4.2 Coomassie-Farbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Zur Farbung der Proteine wurden die Gele nach der Elektrophorese in
Coomassielosung (0,1% Coomassie Brilliant Blue R250; 40% Methanol und 10%
Essigsaure in Aqua dest) inkubiert. Die Entfarbung erfolgte durch Entfarbelésung
(40% Methanol und 10% Essigsaure in Aqua dest) oder durch Erhitzen der Gele in
Aqua bidest fur 20 min.

2.4.3 Westernblot-Analyse

Die Proteine wurden im Anschluss an die Elektrophorese auf eine Nitrocellulose-
Membran (Machery-Nagel) durch Elektro-Blot-Transfer (Semi-Dry-Blotter) bei
0,8mA/cm? fiir 2h transferiert (1xBlotpuffer: 192mM Glycin; 25mM Tris; 20%
Methanol in Aqua dest). Zur Kontrolle der Effizienz des Transfers wurden die
Proteine auf der Membran mit 1xPonceau-S-Lésung (0,2% Ponceau-S; 3%
Trichloressigsaure; 3% Sulfosalicylsaure in Aqua dest) fur funf Minuten angefarbt
und mit Wasser entfarbt. Die Membran wurde anschlieBend eine Stunde bei
Raumtemperatur in 5% Trockenmilchpulver (Biorad) bzw. 3% BSA in 1xPBST
(1xPBS und 0.2% Tween 20) geblockt. Im Anschluss daran wurden die primaren
Antikorper (siehe Tab. 7.2) in 5% Trockenmilchpulver oder 3% BSA in 1xPBST

verdunnt zugegeben und entweder 2h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C
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mit der Membran in einer Feuchtekammer inkubiert. Nach 3x20min Waschen in
1xPBST wurden die entsprechenden sekundaren Peroxidase-gekoppelten Antikdrper
(siehe Tab. 7.2) in 5% Trockenmilchpulver oder 3% BSA in je 1xPBST zugegeben
und far 2h bei 37°C inkubiert. Die Membran wurde anschlielend erneut 3x20min in
1XxPBST gewaschen. AbschlieRend erfolgte die Detektion der Peroxidase-
gekoppelten Antikdrper mit dem ECL-Plus-System (Amersham-Pharmacia-Biotech)

nach Angaben des Herstellers.

2.4.4 Herstellung von Kernextrakten aus Drosophila melanogaster fur

Westernblot-Analysen

Fur die Herstellung embryonaler Kernextrakte wurden Embryonen (2-3h) zunachst in
Aqua-dest gewaschen. Die Chorionmembran der Embryonen wurde mit
Natriumhypochloridlosung (Roth) entfernt. Diese dechorionisierten Embryonen
wurden entweder sofort weiter verarbeitet oder in flissigem Stickstoff tiefgefroren
und bei -80°C gelagert. Fur die Praparation der Kernextrakte aus Drosophila
melanogaster wurde die Methode von Elgin und Hood (1973) modifiziert angewandt.
Alle Schritte der Praparation wurden bei 4°C ausgefuhrt. Etwa 500mg
dechorionisierte Embryonen wurden im Dounce-Homogenisator in 5ml Puffer Il
(0,05M Tris-maleat; 0,005M MgCl,; 0,01M B-Mercaptoethanol; 0,1mM PMSF pH 7,4)
homogenisiert. Das erhaltene Homogenat wurde durch eine Miracloth-Membran mit
einer PorengréfRe von 100um filtriert und auf 5ml Saccharose (0,2M) in Puffer Il
geschichtet. Dieser Ansatz wurde 10min bei 2.000g abzentrifugiert. Anschliel3end
wurde das Pellet in jeweils 5ml Puffer Il, Puffer [1+0,1% Triton-X100 sowie in Puffer Il
gewaschen und jeweils fur 10min bei 2.000g sedimentiert. Die erhaltenen Kerne
wurden im nachsten Schritt in 17ml Saccharose (0,2M) in Puffer Il resuspendiert, auf
19ml Saccharoselésung (2,2M) in Puffer Ill (0,01M Tris-maleat; 0,005M MgCly;
0,01M B-Mercaptoethanol; 0,1mM PMSF pH 7,4) geschichtet und fir 100 Minuten bei
85.000g (Rotor SW27, Beckmann, 4°C) sedimentiert und 3x in Puffer || gewaschen.
Zuletzt wurde das Sediment in entsprechendem Volumen 1xPBS resuspendiert und
fur 20sec mit Ultraschall behandelt. Diese Kernextrakte konnten nun direkt

verwendet oder bei -80°C gelagert werden.
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Fir die Praparation von Kernextrakten aus Speicheldrisen wurden 200
Speicheldrisenpaare in 150ul 1xPBS-NP40 (0,5%) und 50ul Rotiload-Gemisch in
einem Eppendorf-Gefaly (Tube) mit einem Pistilator homogenisiert. Dieses
Homogenat wurde flr 1min auf 95°C erhitzt und anschlieBend fur 20sec sonifiziert.
Nach erneutem Erhitzen fur 1min auf 95°C wurden die Proben fir 15min bei
17.300rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde nun direkt verwendet oder bei
-80°C gelagert.

2.4.5 Herstellung von Kernextrakten aus Drosophila melanogaster fur

massenspektrometrische Analysen

Die Praparation der Kerne erfolgte auf Eis wie unter 2.4.4 beschrieben. Um eine
besonders hohe Anreicherung von Histonen fur massenspektrometrische Analysen
zu erreichen, wurde eine saure Extraktion der isolierten Kerne vorgenommen. Dazu
wurde das aus der Kernextraktion gewonnene Pellet nicht in 1xPBS sondern in 0,6N
HCI resuspendiert und bei 4°C fur 2h auf einem Drehrad inkubiert. Nach 15 minatiger
Zentrifugation bei 4°C und 17.300rpm wurde der Uberstand mit 10Volumen kaltem
Aceton versetzt und Uber Nacht bei -80°C inkubiert. Nach Zentrifugation wurde das
Pellet in 300ul Aceton gewaschen und erneut zentrifugiert. Das so erhaltene Pellet

wurde auf Eis getrocknet und danach direkt analysiert oder bei -80°C gelagert.

2.4.6 Isolierung und Charakterisierung von Proteinen

Unter Verwendung des Expressionsvektors pGEX-6-P1 (Amersham Biosciences)
wurden die rekombinanten Proteine intrazellular als Fusionsproteine mit einem GST-
Taq exprimiert.

FUr analytische Ansatze wurde eine Einzelkolonie, BL21plys-Zellen mit
Expressionskonstrukt, tUber Nacht in LB-Medium mit Ampicillin (100mg/ml) und
Chloramphenicol (34mg/ml) inkubiert. Aus der Ubernachtkultur wurde 1:100 eine
neue Kultur angesetzt (100mg/ml Ampicillin; 34mg/ml Chloramphenicol) und bei
37°C bis zu einer OD von 0,5-0,6 bei Agpo-E kultiviert. Es wurde 1ml Kulturmedium

als Kontrollprobe abgenommen, die Zellen fir 5min bei 6.000g und 4°C zentrifugiert
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und bei -20°C aufbewahrt. Die verbleibenden Kulturen wurden durch IPTG-Zugabe
(Endkonzentration 0,1mM) induziert und Uber Nacht bei 18°C bei 200rpm inkubiert.
FUr praparative Analysen erfolgte die Protein-Praparation aus einem 0,5-4,0 Liter-
Kulturansatz und nach Protokoll.

Alle folgenden Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgefuhrt. Die Zellen wurden flr
10min bei 6.000g abzentrifugiert, mit eiskaltem Aufschlusspuffer (RIPA-Puffer: 5mM
EDTA; 1% NP-40; 0,5% Na-desoxycholat; 5mg Lysozym; 20mM Tris/HCI (pH 7,5);
500mM NaCl und 1 Tablette Protease-Inhibitor) gewaschen, fur 10min bei 6.000g
zentrifugiert und das erhaltene Pellet erneut in 10ml Aufschlusspuffer pro 100ml
Kulturvolumen resuspendiert. AnschlieBend wurden die im Aufschlusspuffer
resuspendierten Zellen entweder bei -80°C aufbewahrt oder mittels Ultraschallgerat
(Bandelin-Sonopuls-GM-70) fur je 4 x 30sec mit gepulstem Schall (70%) bei 42W
aufgeschlossen. Das Lysat wurde im nachsten Schritt fur 30min bei 20.000g
zentrifugiert und aus dem Uberstand die Idslichen Fusionsproteine durch
Affinitatschromatographie isoliert. Die Reinigung der I6slichen Fusionsproteine
erfolgte Uber Protein-G-Sepharose (Amersham Biosciences) nach den Angaben des
Herstellers. Das erhaltene Eluat wurde 24h gegen Dialysepuffer (50mM Tris/HCL (pH
8,0)) dialysiert und anschlie3end in einem der Proteingrél3e entsprechenden Amicon-
Ultra-Filter (MilliPore) aufkonzentriert. Das im Aufschlusspuffer geloste GST-
Fusionsprotein wurde, um das GST abzuspalten, mit PreScission-Protease
(Amersham Biosciences) versetzt (nach Herstellerangaben). Abschlielfend wurde
uber Affinitatschromatographie (Protein-G-Sepharose) das GST-freie Protein isoliert.
Im Uberstand reicherte sich nach 5minltiger Zentrifugation bei 500g und 4°C das
rekombinante Protein an. Eine Abschatzung der erhaltenen Menge erfolgte mit Hilfe
eines bekannten BSA-Standards auf PAA-Gelen.

2.4.7 Herstellung und Reinigung von polykionalen a-LID- und a-dING2-

spezifischen Antikorpern

Die zur Immunisierung von Kaninchen verwendeten rekombinanten Proteine wurden
aus Bakterien, die das entsprechende Antigen Uberexprimierten, gewonnen (2.4.6).
Fir die Herstellung des a-LID-Antikorpers wurde ein LID-Antigen aus der lid-cDNA
mit den Primer lid-394aa-forw und lid-394aa-rev und fir den a-dING2-Antikorper aus
der ding2-cDNA mit den Primer ING2_20aa_AB1_fund ING2_20aa_AB1_r generiert.
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Pro Injektion wurden je Kaninchen 100ug Protein eingesetzt. Die Tiere wurden bei
,PAB Produktions“ nach dem Standardprotokoll immunisiert.

Das Serum der neunten Blutabnahme, eines mit rekombinantem Protein
immunisierten Kaninchens, wurde zur Aufreinigung und Konzentrierung des a-LID-
AK eingesetzt. Fur den a-dING2 spezifischen Antikorper wurde die flunfte
Blutabnahme verwendet. Die Antikérpermolekile wurden an Protein-A-Sepharose
(Amersham Biosciences) gebunden und durch einen sauren Elutionspuffer (100mM
Glycinpuffer, pH 2,5) eluiert. Nach Neutralisierung mit 1/10Volumeneinheiten
Tris/HCL (1M, pH8) wurden die Konzentrationen bestimmt. Fraktionen wurden mit
Glycerol versetzt und bei -80°C eingefroren. Aufgetaute Aliquots dieser
Elutionsfraktion wurden flr Westernblots und immunzytologische Analysen

eingesetzt.

2.4.8 Co-Immunoprazipitation

Kernextrakte aus 1g Wildtypembryonen (2-3h) wurden wie unter 2.4.4 beschrieben,
isoliert. Modifiziert wurde die Prozedur, indem eine Aufnahme des Kernpellets in
Extraktionspuffer (50mM Tris/HCI (pH 7,5); 150mM NaCl; 0,1% NP40 und 250mM
KCl in Agqua dest) erfolgte. Um Unspezifitaten zu minimieren, wurden nach 20
mindtiger Sedimentation bei 10.000g und 4°C der Uberstand auf mit
Extraktionspuffer vorbehandelte Protein-A-Sepharose (Amersham Biosciences)
gegeben und fur 20min bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Nach 3minuGtiger
Zentrifugation bei 500g und 4°C wurde der Uberstand auf mit LID-gekoppelter
Protein-A-Sepharose Uberfuhrt und Uber Nacht auf einem Drehrad bei 4°C inkubiert.
Die kovalente Bindung des Antikorpers an die Matrix erfolgte durch
Dimethylpimelimidat. Die Sepharose-Beads wurden anschliel3end flr 3min bei 4°C
und 500g sedimentiert und zweimal mit Puffer A (50mM Tris/HCI (pH 7,5); 150mM
NaCl und 0,1% NP-40 in Aqua dest) und dreimal mit Extraktionspuffer gewaschen.
Die gebundenen Proteine wurden abschlieBend durch Zugabe von Glycinpuffer
(0,1M Glycin (pH 2,5) in Aqua-dest) eluiert und mit 1/10Volumeneinheiten Tris/HCI
(1M; pH 8,0) neutralisiert. Nach Zugabe von Rotiload (Roth) und 5min bei 95°C
wurde das Eluat im PAA-Gel aufgetrennt. Der Nachweis der gebundenen Proteine

erfolgte im Westernblot mit den entsprechenden spezifischen Antikdrpern.
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3 Ergebnisse

3.1 Die H3K4me3 Demethylase LID beeinflusst heterochro-
matisches Gensilencing

E(var)- und Su(var)-Mutationen beeinflussen antagonistisch heterochromatisches
Gensilencing in PEV-Rearrangements. Enhancermutationen verstarken, wahrend
Suppressormutationen Gensilencing unterdriicken. Hierbei spielt die Gendosis eine
entscheidende Rolle. Einen der starksten Haplo-Suppressoren stellt das Gen
Su(var)3-9 dar. Liegt nur eine Kopie des Gens vor, kommt es zu einer Unterdrickung
von heterochromatischen Gensilencing. Eine zusatzliche Kopie Su(var)3-9 fuhrt zu
einem verstarkten Gensilencing und zeigt einen Triplo-Enhancereffekt (Tschiersch et
al., 1994).

In der Region 26B wurde durch zytogenetische Analysen ein Gen identifiziert, das
einen Triplo-Suppressoreffekt manifestiert (Reuter und Szidonya, 1983). Als
Ergebnis hochauflésender Defizienzanalysen konnte dem Gen lid (little imaginal disc)
dieser Triplo-Suppressoreffekt zugeordnet werden. Um den Einfluss von Jid im
Gensilencing einstufen zu kdnnen, wurden verschiedene lid-Allele in den Hintergrund
von In(1)w™" gebracht. Hierbei fiihrt der Verlust einer lid-Kopie (Df(2L)HB4lid" bzw.
lid"**?*8) " zu einer reduzierten Expression des white-Gens (Abb. 3.1). Das lid-Gen

manifestiert somit einen Haplo-Enhancereffekt.

2xlid 1xlid 1xlid 4xlid

-—

+/+ Df(2L)HB4lid /+  lid"%*?*¢/+ Dp(2L)HB4lid*/+ Dp(2L)HB4lid"/ Dp(2L)HB4lid"/
Dp(2L)HB4lid"  lig"%4?*+8

Abbildung 3.1: PEV-Effekt von lid-Allelen im In(1)w™"-Variegationssystem.

Im ersten Bild (von links) ist die Variegationskontrolle zu sehen. Im zweiten und dritten Bild
liegen jeweils eine, im vierten 3 und im fiinften Bild 4 /id"-Genkopien vor. In einer
Heterozygoten (letztes Bild) von Dp(2L)HB4lid* und lid"***% sind die PEV-Effekte der
Duplikation und der Deletion ausgeglichen.

Hingegen verursacht eine genomische Duplikation (Dp(2L)HB4lid") eine Suppression
des Gensilencings, was zum Triplo-Suppressoreffekt fuhrt, sichtbar an der nahezu
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vollstindigen Wildtypfunktion des white-Gens im w™-Rearrangement. Im
Hintergrund eines lid-Nullallels (lid"%***®) zeigt eine genomische Duplikation von fid*
(Dp(2L)HB4lid") keinen Triplo-Suppressoreffekt. Eine zusatzliche Kopie des Wildtyp-
Gens ist in der Lage, den Haplo-Enhancer-Effekt von lid" vollstdndig auszugleichen.
Dabei wird der Triplo-Suppressoreffekt kompensiert und eine Variegation beobachtet
(Abb. 3.1).

Um ausschlieRen zu kdnnen, dass dieser Effekt in /id-Mutationen nur ausschlieB3lich
die white-Inaktivierung in w™" betrifft und kein allgemeiner Effekt auf PEV ist, wurden
Dp(2L)HB4lid* und lid"****® mit weiteren PEV-Rearrangements gekreuzt (Abb. 3.2).
Die Translokation T(2;3)Sb" (Sinclair et al., 1992) enthilt die neomorphe Sb’-
Mutation, deren Inaktivierung zur Auspragung des Sb*-Phanotyps fihrt. Im Fall des
yellow-Rearrangements liegt ein zusatzliches yellow-Gen in Dp(1;f)y**® vor (Le et al.,
1995). Ist das Gen aktiv wird in einem yellow-Mutantenhintergrund ein Wildtyp-
farbenes Abdomen manifestiert. In der Inversion In(3L)BL1 (Lu et al., 1998) liegt ein
lacZ-Gen im 3. Chromosom in der Nahe des Heterochromatins. Bei diesem
Rearrangement kann durch lacZ-Farbung der Speicheldrisenchromosomen eine

vD1

Variegation detektiert werden. Das Rearrangement brown in v; In(2R)bw’™" (Sass

und Henikoff, 1998) betrifft das 2. Chromosom und zeigt sich in variegierten Augen.

In()w™"  T(2;3)SbY v;In(2R)bw'®*  Dp(1:f) 2% In(3L)BL
B C D E

+/+

Dp(2L)HB4lid"/+

lid 94248 /4.

36%

Abbildung 3.2: Allgemeine Wirkung von lid auf PEV in verschiedenen Rearrangements.
Die obere Reihe zeigt die Kontrolltiere der verwendeten PEV-Rearrangements von (A) white
in In(1)w™", (B) Stubble in T(2;3)Sb", (C) brown in v; In(2R)bw*™’, (D) yellow in Dp(1;f)y**
und (D) lacZ in In(3L)BL1. In der mittleren Reihe ist der Triplo-Suppressor-Phanotyp der
Kreuzungen mit der genomischen Duplikation Dp(2L)HB4lid* zu sehen. In der unteren Reihe
ist der Haplo-Enhancer-Phanotyp der Kreuzungen mit der Mutation lid’%*?*® zu sehen, mit
Ausnahme von v; In(2R)bw*?’. Die Anzahl der Sb-Borsten (in Prozent) wurden in & und @
der F1-Generation ermittelt. Kurze, dicke Borsten (Pfeile) zeigen Reaktivierung des Sb’-
Allels.
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Eine Duplikation fur lid manifestiert in allen 5 getesteten PEV-Systemen (white,
Stubble, brown, yellow und lacZ) einen Triplo-Suppressoreffekt. Im Gegensatz dazu
zeigt die untersuchte lid-Mutation einen schwachen Haplo-Enhancereffekt. Im brown-
Rearrangement der /id-Mutation ist sogar ein Triplo-Suppressoreffekt zu erkennen.

Da eine Duplikation fur lid einen signifikanten Triplo-Suppressor zeigt und eine lid-
Mutation mit einem schwachen Haplo-Enhancer verbunden ist, kann geschlussfolgert
werden, dass das Genprodukt von /id beim Aufbau euchromatischer Strukturen eine
wichtige Rolle spielt und ein essentieller Bestandteil euchromatischer

Proteinkomplexe ist.

3.2 Su(var)2-5, Su(var)3-1, Su(var)3-3, Su(var)3-7 und Su(var)3-9

sind epistatisch gegenuiber dem E(var)-Effekt von lid -

Beim Aufbau des Heterochromatins spielen viele Faktoren eine wichtige Rolle. Einige
essentielle Faktoren fur heterochromatisches Gensilencing sind die Haplo-
Suppressoren Su(var)2-5%, Su(var)3-1%, Su(var)3-3'%, Su(var)3-7°° und Su(var)3-9%.

Um die genetische Wechselwirkung der Nullmutation /ig"%#?#%

mit den Suppressoren
zu charakterisieren, wurden Transheterozygote mit den jeweiligen Su(var)-
Mutationen untersucht (Abb. 3.3). Wie in der Abbildung zu sehen ist, sind alle
Suppressoren gegeniiber dem /id’***%-Nullallel in ihrer Wirkung epistatisch und
stellen somit bei der Etablierung des heterochromatischen Gensilencings

ubergeordnete Funktionen dar.

Mutantenallele

+ [ Su(var)2-5% Su(var)3-1%2 Su(var)3-3"  Su(var)3-7%° Su(var)3-9% |

In(1)w™"

li d1 0424-8

Abbildung 3.3: Genetische Interaktion zwischen 1id'****® und Su(var)2-5%-, Su(var)3-
1°%., Su(var)3-3"2-, Su(var)3-7°- und Su(var)3-9°-Mutationen.

Das lid"***%.Nullallel wurde mit Su(var)2-5-, Su(var)3-1-, Su(var)3-3-, Su(var)3-7- und
Su(var)3-9-Mutationen verkreuzt. Es sind die white-Variegationen der Kontrolltiere (obere
Reihe) und der Einfluss des lid"%*?*® -Allels (untere Reihe) dargestellt.
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3.3 Regulierte Uberexpression von lid kompensiert partiell den
Triplo-Enhancereffekt von Su(var)2-5, Su(var)3-3, Su(var)3- 7
und Su(var)3-9

Eine zusatzliche Kopie der Suppressoren Su(var)2-5, Su(var)3-3, Su(var)3-7 und
Su(var)3-9 fihrt im In(1)w™ -Testsystem zu einer verstirkten Ausbreitung des
Heterochromatins (Triplo-Enhancereffekt). Um die genetischen Wechselwirkungen
zwischen dem Triplo-Enhancereffekt der Suppressoren und dem Triplo-
Suppressoreffekt von lid zu untersuchen, wurden jeweils eine zusatzliche
genomischen Genkopie von [lid mit zusatzlichen Genkopien von Su(var)2-5,
Su(var)3-3, Su(var)3-7 und Su(var)3-9 kombiniert. In den transheterozygoten Fliegen
wirkt die Uberexpression von lid gegeniiber dem Triplo-Enhancereffekt von Su(var)2-
5, Su(var)3-3, Su(var)3-7 und Su(var)3-9 additiv (Abb. 3.4). Das spiegelt sich in einer
rot-weillen mosaikartigen Augenpigmentierung wieder. In Fliegen mit 4 Kopien von
Su(var)3-9 ist ein besonders starker E(var)-Effekt zu beobachten, der epistatisch
gegenuber dem S(var)-Effekt einer Duplikation fir /id ist.

jeweils eine genomische Zusatzkopie
P{Su(var)2-5} Dp Su(var)3-3 P{Su(var)3-7} P{Su(var)3-9} !

2x

! P{Su(var)3-9}

In(H)w™"

ki
Dp(2L)HB4lid" - :
Dp E(var)26B2/ Dp E(var)26B2;
Dp Su(var)3-3/ Dp Su(var)3-3
Abbildung 3.4: Genetische Interaktion zwischen Dp(2L)HB4lid® und dem Triplo-
Enhancereffekt zusatzlicher Kopien von P{Su(var)2-5}, Dp Su(var)3-3, P{Su(var)3-7}
und P{Su(var)3-9}.
Eine Duplikation fir /id wurde mit einer Duplikation fir Su(var)3-3 sowie mit einer
zusatzlichen genomischen Kopie von Su(var)2-5, Su(var)3-7 und Su(var)3-9 kombiniert. Es
ist die white-Variegation der Kontrolltiere (obere Reihe) und der Einfluss von Dp(2L)HB4lid*
auf den Triplo-Enhancereffekt der Su(var)s (untere Reihe) dargestellt.
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3.4 Der Haplo-Suppressoreffekt von Rpd3 ist epistatisch uber lid

RPD3 wurde bereits als Histone-Deacetylase und dessen Mutantenallel Rpd3°%° im
In(1)w™-Testsystem als Haplo-Suppressor beschrieben (Mottus et al., 2000; Ebert
et al., 2004). In Fliegen mit transheterozygoten lid/Rpd3 -Hintergrund (vn/"4h; lid"942+
8/+; Rpd3°?%/+) wird eine epistatische Wirkung von Rpd3°% (iber lid"**?**® beobachtet,
was darauf hindeutet, dass funktionell Rpd3 ,upstream® von lid wirkt. Der Haplo-
Suppressoreffekt von Rpd3°%° bleibt von der Triplo-Suppressorfunktion der
genomisch regulierten Uberexpression in Dp(2L)HB4lid" unbeeinflusst (Abb. 3.5).

+ Dp(2L)HB4lid" lid"**#**

In(1)w™"

Abbildung 3.5: Genetische Interaktion zwischen Rpd3°?° und der lid*****-Nullmutation.
Der Su(var)-Effekt von Rpd3*?° dominiert iiber den E(var)-Effekt von lid"**?*%,

3.5 Klonierung von lid und Generierung von lid-Nullallelen

Gene, deren Faktoren den Chromatinstatus regulieren, wurden erfolgreich als
Su(var)- und E(var)-Mutationen fur Positions-Effekt-Variegationssysteme (PEV)
identifiziert (Schotta et al., 2003; Reuter et al., 1982; Wustmann, 1989).

Durch zytogenetische Analysen wurde ein Gen identifiziert, das einen Triplo-
Suppressoreffekt manifestiert (Reuter und Wolff, 1981; Reuter und Szidonya, 1983).
Die Analyse von erfolgreich generierten und in der genomischen Sequenz definierten
Duplikationen und Deletionen (Ryder et al., 2004; Ryder et al., 2007) sowie von P-
Elementen zeigte, dass dem Gen CG9088 (lid) in der Region 26B2 auf dem linken
Arm vom Chromosom 2 dieser Triplo-Suppressoreffekt zugeordnet werden kann
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(Abb. 3.6). Diese Kartierungsmethode hat den Vorteil, dass Deletionen und
Duplikationen zwischen zwei P-Elementen mit molekular bekannten Insertionsorten
generiert und direkt im PEV analysiert werden konnen. Die erhaltenen Deletionen
und Duplikationen wurden mit dem /lid%*?*%-Nullallel komplementiert und auf Letalitat
bzw. Gendosiskompensation im PEV Uberprift. Im Anhang ist je ein
Kreuzungsschema fiir die Herstellung von w*- (siehe Abb. 7.1) sowie von w™- (siehe
Abb. 7.2) Deletionen bzw. Duplikationen dargestellt. Stellvertretend fur diese
Kreuzungen sind in Abbildung 3.6 sechs Defizienzen, eine Duplikation und zwei fur

deren Herstellung verwendete P-Elemente gezeigt.

zL@ 5 )| [ ;’Hf A8 A P ARRIB T

S 9 "4 T

i 4| 7
B 1 C D E|F A B c D | £ | F |
125 25%2 6 26
DIf(2L)ED385 |
Df(2L)ED320
Df(2L)ED334
Df(2L)ED347
Df(2L)ED354
Df(2L)HBA4lid"

Dp(2L)HB4lid" I

ﬁ

5-HA-1239 P{PZ}id"****  sHa1136
v - v
598100909 | Df/Dp(2L)HB4lid /" (26B2) (-
nRHA
chic-RA eIF-d4a-RE ifc-RA lid-RE Id1(}4£4 8
€] O T  — P S
hic-RD —da-| id
{_]c: ic elF-d4a-RO lid-RA e . |
elF-da-RA > < > <
D R13  lid-cDNAAF 9F 1896

elF-da-RC

Abbildung 3.6: Genetische Analyse der lid-Region.

Kartierung von lid (CG9088) mittels P-Element generierten Duplikationen und Deletionen. Im
oberen Teil ist ein Ausschnitt (Region: 25-27) des Chromosomenarms 2L gezeigt. Darunter
sind in blau die Defizienzen und in rot eine Duplikation zu sehen. Die Defizienz
(Df(2L)HB4lid") zeigt einen Haplo-Enhancer- und die Duplikation (Dp(2L)HB4lid") einen
Triplo-Suppressoreffekt. Die P-Elemente 5-HA-1239 und 5-HA-1136 wurden zur Generierung
von Df(2L)HB4lid und Dp(2L)HB4lid* benutzt. Das P-Element P{PZ}id"**** wurde
remobilisiert und die fid"**?*®-Nullmutation isoliert. Die Primer (Pfeile) R13 und lid-cDNAA4f,
die das 2. Intron von lid Gberspannen, wurden flr RT-Analysen und die Primer 9F und 1896
zur Uberpriifung der Revertanten verwendet.

Die erhaltenen w™-Deletionen und -Duplikationen sowie die /id"%**®-Nullmutation
wurden im PEV-Rearrangement In(1)w™" auf Suppressor- bzw. Enhancereffekt
getestet. Mit Hilfe dieser Mutationen konnte das Gen lid als Haplo-Enhancer und

Triplo-Suppressor definiert werden (siehe Abb. 3.1).
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Um den Haplo-Enhancer von lid bestatigen zu kénnen, wurden die P-Insertionen
P{PZ}id"**?* bzw. P{lacW}id"®®®°" verwendet, die im 1. Intron von lid inseriert sind.
Diese P-Elemente wurden mittels Transposase (TM3, Sb, P(A 2-3) remobilisiert. Ziel
dieses Experimentes war es, Deletionen des Genes lid durch P-Elementausbau zu
erhalten. Die erhaltenen Mannchen des Genotyps w/Y; P-Element/SM6a; P(A2-3)/+
wurden mit Weibchen des Genotyps w™"/w™": SM1/T(2;3)ap™®, Su(var)2-1°"/Sb
gekreuzt, um in der Folgegeneration w™/Y: P-Element/T(2;3)ap’®, Su(var)2-1°"/+
Ausnahmetiere mit einem Haplo-Enhancer zu selektieren (siehe Abb. 7.3). Es
konnten aus diesem Remobilisierungsexperiment 12 Haplo-Enhancerstamme
(lid"*?*" bis [id"%*?*° und 1id“?®®°"" bis 1id“°°®""%) selektiert werden (siehe Tab. 7.3). Bei
den Stammen, lid"**?*" und lid"°***%, konnten durch PCR-Analyse (Abb. 3.7) mit den
Primern 9F/1896 (siehe Abb. 3.6) und Sequenzierung (siehe Abb. 3.8) ein Ausbau von

Intronsequenzen (54 bp bzw. 194 bp) nachgewiesen werden.

Iidk06801-1-3 Iid10424-1-9

M1 2 3 4 56 7 8 9101 12 M 13 14 15 M

Abbildung 3.7: PCR-Analyse der nach Remobilisierung erhaltenen E(var)-Mutationen.
Die Analyse wurde mit dem Primerpaar 9F/1896 (9F im 1. Intron; 1896 im IR vom P-Element;
FragmentgroRe 550bp) durchgefiihrt. In den Spuren 1 bis 3 sind die Revertanten /ig"?°%""
bis 1id®®®"= und in 4 bis12 die Revertanten lid"**?*" bis lid"°*?*° zu sehen. Die Spuren 4 und
11 zeigen nach Remobilisierung eine Deletion (54 bp bzw. 194 bp) von Intronsequenzen.
Als Kontrollen dienten die P-Element tragenden Linien P{lacW}id®®®" (Spur 13) und
P{PZ}lid"**** (Spur 14) sowie eine Wasserkontrolle (Spur 15). (M = Marker: Fermentas
GeneRuler™ 100bp DNA Leiter)

Weiterhin ergaben die PCR-Analysen ergaben, dass die selektierten Stdmme noch
einen Groldteil des vorhandenen P-Elementes enthalten und durch die
Remobilisierung hauptsachlich deren Selektionsmarker (white bzw. rosy) funktionslos
wurde. Weitere Untersuchungen zeigten, dass alleine das Vorhandensein der P-
Elemente im 1. Intron diesen Enhancereffekt bewirkt und verantwortlich fir den
Verlust der Expression des LID-Proteins ist (D. Gerloff, personliche Mitteilung). Im
In(1)W™ -Testsystem konnte mit Hilfe der lid-Mutation, /id"****% der Triplo-
Suppressoreffekt der lid-Duplikation, Dp(2L)HB4lid* kompensiert (sieche Abb. 3.1)

und so das lid-Gen als E(var) bestatigt werden.
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3.6 Molekulare Analysen von lid-Nullallelen

Fir Sequenzanalysen der 12 Revertanten wurden heterozygote Tiere mit der

Deletion Df(2L)HB4lid" hergestellt. In Abbildung 3.8 sind schematisch die Ergebnisse

der Sequenzanalysen, der Revertanten [id"%?*" [id"%%?*8 [ig"%?* und /g%’

dargestellt.
P-Element
—ry'
/id70424-8 _ >7//L<7
ry
104241 »7//47
/I-d10424 =ry:
/idk06801 ‘W‘

Abbildung 3.8: Ergebnisse der Sequenzanalysen von Revertantenlinien.

In den beiden Linien /id"*?* und /id"°®" sind die P-Elemente (P{PZ}Mid"**** bzw.
P{lacW}id“®®") im ersten Intron des lid-Genes an Position 5998036bp inseriert. Neben
dem Funktionsverlust des Markergens vom P-Element enthalt die Revertante lid"***" eine
54bp-groRe Deletion und /id"****8 eine 194bp-groRe Deletion im 1. Intron von /id.

Durch die Sequenzdaten konnten die Ergebnisse der PCR-Analysen (siehe Abb. 3.7)

10424-1 (104248

verifiziert und in der Revertante /id eine 54bp-grof’e Deletion und in i

eine 194bp-grofRe Deletion im 1. Intron von lid (Abb. 3.8) nachgewiesen werden. Die

d10424

restlichen Revertanten zeigten im Vergleich zu den Ausgangsstammen i und

lid°®®" in der genomischen Sequenz von lid keine Verdnderungen. In den
Ausgangslinien fid"%*?** und 1id“®®®" sind deren P-Elemente P{PZ}lid"**** bzw.
P{lacWj}lid“®®®" im ersten Intron des Genes lid an Position 5998036bp inseriert. An
der Insertionsstelle konnte weiterhin eine Duplikation von 8bp, hervorgerufen durch
die Insertion der P-Elemente, nachgewiesen werden.

Weitere Experimente zeigen, dass durch die Insertion der P-Elemente die
Transkription von lid gestort ist. Da lid-Mutationen rezessiv letal sind, erreichen
Fliegen, die kein lid exprimieren, nicht das adulte Stadium. Exemplarisch ist in
Abbildung 3.9 in Speicheldrisen der Transkriptionsverlust von flid in

lid"**%% und der Defizienz

transheterozygoten Larven mit dem lid-Nullallel
Df(2L)HB4lid” gezeigt. Es handelt sich somit bei der Revertante /id"**?*® nachweislich

um ein /id-Nullallel (Abb. 3.9).
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WT  lid- gK Abbildung 3.9: Lid-Transkript-
nachweis im Wildtyp und der
lid'****8.Mutation.

lid Die Expressionsanalysen (A) fur lid
erfolgten mit den Primern lid-
cDNA4f und R13 und (B) fur rp49
als Ladekontrolle mit den Primern

B Rp49-RT-F und Rp49-RT-B. WT =

- Wildtyp (w*°%), lid" = Nullmutante
346bp —> rp49 (Iid10424_'8/Df(2L)HB4Iid”), gk =
genomische Kontrolle, M = Marker

(Fermentas GeneRuler™  DNA

Ladder Mix)

fe =

385bp —» -_
283bp >

284bp —» —

3.7 Expression von lid wahrend der Drosophila-Entwicklung

Das LID-Protein enthalt eine JmjC-Domane (siehe Abb. 7.5 und Abb. 7.6) und
katalysiert die Demethylierung von H3K4me3 zu H3K4me2 (Eissenberg et al., 2007;
Lee N. et al., 2007; Secombe et al., 2007). Die JmjC-Domane, welcher in Drosophila
diese H3K4me3-Demethylierungsaktivitdt zugewiesen werden konnte (Lee et al.,
2007), ist stark konserviert und wurde bereits in Arten wie Saccharomyces cerevisiae
(Liang et al., 2007; Metzger et al., 2007; Seward et al., 2007) Schizosaccharomyces
pombe (Huarte et al., 2007), Arabidopsis thaliana (Lu et al., 2008; Lu et al., 2010), C.
elegans (Christensen et al., 2007; Klose et al., 2006a) und dem Menschen (Secombe
et al., 2007; Gildea et al., 2000; Christensen et al., 2007; Eissenberg et al., 2007)
identifiziert (siehe Abb. 7.6). Als Voraussetzung flr funktionelle LID-Analysen wurde
zunachst die Expression des lid-Gens wahrend der verschiedenen
Entwicklungsstadien von Drosophila untersucht (Abb. 3.10). Semiquantitative RT-
PCR-Analysen zeigen die hochste Expressionsrate in adulten Weibchen und im

Embryo.
ESDL P Q@ & gk M

>
i

-— lid
S rp49

Abbildung 3.10: Entwicklungsspezifische Expression des lid-Gens.

(A) Die PCR-Analysen wurden mit den Primern lid-cDNA4f und R13 fur die lid-Expression
und (B) Rp49-RT-F und Rp49-RT-B flr die rp49-Expression im WT durchgefihrt. E =
Embryo, SD = Speicheldriisen, L = Larve, P = Puppe, @ = adultes Weibchen, & = adultes
Méannchen, gK = genomische Kontrolle, M = Marker (Fermentas GeneRuler™ DNA Ladder
Mix)
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3.8 Generierung eines spezifischen LID- und dING2-Antikorpers

Exprimierte LID-FLAG-Fusionsproteine transgener Linien binden in
Speicheldrisenchromosomen im Interbandenbereich des Euchromatins (Lee et al.,
2009). Neben LID bindet auch ING2 spezifisch H3K4me3 (Becker, 2006; Pena et al.,
2006; Shi et al., 2006; Lee et al., 2007). Mit Hilfe eines polyklonalen Antikorpers ist
es mdoglich die Verteilung und die gegenseitige Abhangigkeit von LID und dING2

wahrend der Drosophila-Entwicklung zu dokumentieren.

3.8.1 Generierung eines polyklonalen LID-spezifischen Antikorpers

Fir lid existieren 2 alternative mRNAs (9043bp und 6345bp), welche flr je 5 Exone
kodieren und sich im 5°-Bereich unterscheiden (Abb. 3.11). Das gemeinsame Protein
(1838aa) enthalt eine JmjN- und JmjC-Domane, eine ARID-Domane, eine C5HC2-
Domane und drei PHD-Domanen. Um einen spezifischen LID—Antikorper (LID-AK) zu
generieren, wurde ein auf Proteinebene zu anderen Drosophila-Proteinen nicht
konservierter Bereich von 394 Aminosauren, aus dem mittleren Bereich des LID-

Proteins, rekombinant exprimiert.

90|g'ibp 63|ggbp |id-3fta-fon~ Iid-Szt_aa-rev
| | |
v vy /Z 7
N [ ] [ | c

1a 1838aa
203kD
- translatierte Region |:| untranslatierte Region

Il ’miN-Domane ARID-Domine I Jmic-Doméne [ PHD-Domane C5HC2-Doméne

Abbildung 3.11: Schematische Darstellung des Ilid-Genes und der LID-
Domanenstruktur.

Die 2 Transkripte (9043bp und 6345bp) von lid sind oben dargestellt und darunter die
Doméanenstruktur des Proteins (1838aa). Die Primer (Pfeile), lid-394aa-forw und lid-394aa-
rev, die das 3. und 4. Intron von lid Gberspannen, wurden zur Antigenherstellung verwendet.

Dazu wurde ein DNA-Fragment mit den Primern Lid-394aa-forw und Lid-394aa-rev
aus dem cDNA-Klon LD40310 (BACPAC Resources Center) amplifiziert. Das fur die
Aminosauren 888 bis 1281 kodierende Fragment wurde anschlie3end in den Vektor
pCR®-Blunt Il TOPO® (Invitrogen) subkloniert und in den Expressionsvektor pGEX-

6Pl (Amersham Biosciences) umkloniert. Die Expression des Proteins erfolgte im E.
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coli Stamm BL21(DE3)pLys (Promega). Induzierte Testexpressionen (Abb. 3.12 A,
Pfeil in Spur 3) ergaben, gegentber nicht induzierten Proben (Abb. 3.12 A, Spur 2),
bei 18°C und einer IPTG-Konzentration von 0,1mM eine gute Expressionsrate des
=74kDa grof3en Fusionsproteins (Abb. 3.12 A).
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Abbildung 3.12: Aufreinigung des LID-Proteinfragmentes zur Antikorperherstellung.
A: IPTG-induzierte Testexpression des GST-Fusionsproteins (Pfeil in Spur 3)
gegenuber nicht induzierten Zellen (Spur 2) in E.coli BL21-Zellen.

B: Aufreinung des GST-LID-Fusionsproteins. Spur 2, 3 und 5 zeigen das ca. 74kDa grolie
mit Glutathione-Sepharose® 4B (Amersham Biosciences) aufgereinigtes LID-GST-
Fusionsprotein (Pfeil). Spur 7 zeigt, nach Abspaltung von GST, ,freies” I8sliches ca. 45kDa
groRes LID-Proteinfragment (Pre-Scission™-Protease, Amersham Biosciences). Ebenso ist
in Spur 6 das abgespaltene GST (=29kDa) zu erkennen (Pfeil). Zur Abschatzung der
erhaltenen Proteinmenge wurden 3ug bzw. 2ug (Spuren 8 und 9) von BSA (=70kDa)
aufgetragen. Das Gel wurde mit Coomassie Brilliant Blue R250 angefarbt und als Leiter der
Molekulargewichtsstandard PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas) verwendet.

Die Reinigung des Fusionsproteins erfolgte (iber Glutathione-Sepharose® 4B-
Chromatographie (Amersham Biosciences). Die nach der Pre-Scission™-Protease-
Behandlung (Amersham Biosciences) erhaltene Menge I0slichen Proteins wurde
durch Auftragen auf ein PAA-Gel zusammen mit einem BSA-Standard abgeschatzt
(Abb. 3.12 B, Spuren 7, 8 und 9).

Insgesamt 1,5mg des gereinigten Proteins wurden zur Immunisierung von Kaninchen

zur Herstellung des Antikorpers eingesetzt. Die nach der Immunisierung erhaltenen
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Blutseren wurden immunozytologisch an Speicheldrisenchromosomen und im
Westernblot getestet. Das Antiserum der neunten Blutung wurde Uber Protein-A-
Sepharose-Chromatographie gereinigt und fur weitere Experimente verwendet.

Der gereinigte Antikorper zeigte hohe Reaktivitat und Spezifitdt fir das endogene
LID-Protein. Fur die Analyse im Westernblot wurde Gesamtproteinextrakt verwendet,
um unspezifische Bindungen des Antikorpers, hervorgerufen durch nicht
kernlokalisierte Proteine, ausschlie3en zu konnen. Die Spezifitat des LID-Antikorpers
wurde im Westernblot an Gesamtproteinextrakt von Speicheldrisen des Wildtyps

und homozygoter /id-Nullmutanten ermittelt (Abb. 3.13).

WT Iid10424-8/
/Id1 0424-8

+/+ /-

Abbildung 3.13: LID-Antikorpertest.

Der Antikorper detektiert im Wildtyp ein

a-LID > <«180kDa  Protein von =204kDa. In der fid"****® —
Nullmutante wurde kein  Protein

<«130kDa nachgewiesen. Der Nachweis erfolgte

mittels Westernblot mit
Gesamtproteinextrakt aus 10
Speicheldrisen.

<«+100kDa

<+70kD

<+ 55kD

Speicheldrisen

Trotz der rezessiven Letalitat von lid erreichen einige lid-Nulltiere (w™"/w™": Jig?%4?*
8/id"%*2%8: +/+) das 3. Larvenstadium. Diese homozygoten lid-Nulltiere kdnnen unter
UV-Licht selektiert werden, da nur die heterozygoten Tiere (W™'1w™": Jig"%4?*
8T(2:3)Cy0, P{w[+m]hsp70:GAL4} P{w[+mJUAS:GFP}; TM3, y['] ri[1] plp] bx[34e]
efs] Ser[1] P{w[+tm]hsp70:GAL4} P{w[+m]JUAS:GFP}/+) fluoreszieren. Neben
Speicheldrisen (Abb. 3.14 G-O) wurden auch Embryonen (Abb. 3.14 A-F) von
Wildtyp, lid-Null und Dp(2L)HB4lid" immunozytologisch analysiert.
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WT lid-Null lid-Uberexpression
[+/+] Jlid"*2% 804248 [Dp(2L)HBA4lid"/Dp(2L)HB4lid"]
DNA Antiksrper  Uberlagerung ' DNA Antikorper  Uberlagerung '

17T
Antikorper  Uberlagerung

DNA

Somatische
Embryonalzellen

>
II

®

Polytéane

(.

Chromo-
Chromosom zentrum Chromosomen

<

X-

Abbildung 3.14: LID-Nachweis an Embryonen und polytanen Chromosomen larvaler
Speicheldriusen von Drosophila melanogaster.

Die immunozytologischen Farbungen erfolgten an Embryonen des Kernteilungszyklus 14 (A-
F) und Speicheldriisenchromosomen (G-O) vom Wildtyp, w**? (A, D, G, J und M), einer lid-
Nulllinie, lid"%?*% (B, E, H, K und N) und einer lid-Uberexpressionslinie, Dp(2L)HB4lid" (C, F,
I, L und O). Der Pfeil markiert in den Polzellen spezifisch LID. Das endogen exprimierte
Protein wurde mit einem spezifischen polyklonalen LID-AK (griin) detektiert. Die Anfarbung
der DNA erfolgte mit DAPI (rot).

Die Berechnung des Molekulargewichtes von LID erfolgte aufgrund der abgeleiteten
Aminosauresequenz des cDNA-Klons. Dieses betragt =204kDa. In Nullmutanten wird
sowohl nach Westernanalyse (Abb. 3.13) als auch in den immunozytologischen
Analysen (Abb. 3.14) keine unspezifische Reaktion des Antikérpers nachgewiesen.

In Interphasenkernen somatischer Embryonalzellen wird das LID-Protein im
euchromatischen Bereich (Abb. 3.14 D) und in den Polzellen (Abb. 3.14 A, Pfeil)
detektiert. In Polytanchromosomen von Speicheldrisen bindet LID spezifisch in
Interbanden (Abb. 3.14 G und M; Lee et al., 2007; Lee et al., 2009). In der lid-
Uberexpressionslinie Dp(2L)HB4lid" ist in den Interbanden eine verstarkte (Abb. 3.14
| und O) und in der homozygoten lid"**?*5-Nullmutantenlinie keine LID-AK-Bindung
zu beobachten (Abb. 3.14 H und N). Eine Bindung von LID an heterochromatische
Bereiche konnte weder in den somatischen Zellen des Embryos (Abb. 3.14 D-F)
noch in den Banden und Chromozentren polytaner Speicheldrisenchromosomen
(Abb. 3.14 J-O) nachgewiesen werden. LID st demnach in der
Embryonalentwicklung  hauptsachlich  euchromatisch  lokalisiert.  Weiterhin
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unterstreicht das Fehlen der LID-Bindung in den /id-Nullmutanten (Abb. 3.14 B, E, H,
K und N) die hohe Spezifitat des hergestellten polyklonalen Antikérpers.

3.8.2 Generierung eines polyklonalen dING2-spezifischen Antikorpers

Neben LID (Klose et al., 2006a; Eissenberg et al., 2007; Secombe et al., 2007)
bindet auch ING2 (Inhibitor of Growth2; Becker, 2006; Pena et al., 2006; Shi et al.,
2006) spezifisch H3K4me3. Um einen LID-Einfluss auf die dING2-Bindung
(Drosophila ING2) charakterisieren zu koénnen, wurde ein polyklonaler dING2-
Antikérper generiert. Dieser wurde analog der Vorgehensweise flr den LID-
spezifischen Antikorper (3.8.1) hergestellt. Ein 20 Aminosaure grofdes Fragment
wurde rekombinant exprimiert, welches die letzten 20 Aminosauren des C-Terminus
der 433 Aminosauren groRen dING2-Proteinsequenz umfasst. Dieses Fragment
wurde mit den Primern ING2_20aa_AB1_f und ING2_20aa_AB1_r aus dem cDNA-
Klon GH01429 (BACPAC Resources Center) amplifiziert und anschlieRend in den
Expressionsvektor pGEX-6PI kloniert.

ding2_20aa_AB1_f ding2_20aa_AB1_r
><

RA
A A 1818bp
N C
1a 433aa
46kDa
- translatierte Region |:| untranslatierte Region - PHD-Domaéne

Abbildung 3.15: Schematische Darstellung des ding2-Genes und der dING2-
Domaénenstruktur.

ding2 kodiert fiir 3 Exone und es wird eine 1818bp grolRe mRNA transkribiert. Das 46KDa
grolie Protein (433aa) enthalt eine PHD-Domane. Die Primer (Pfeile), ding2_20aa_AB1_f
und ding2_20aa_AB1_r, im 3. Exon wurden zur Antigenherstellung verwendet.

Die Expression des Proteins erfolgte im E. coli Stamm BL21(DE3)pLys (Promega).
Induzierte Testexpressionen ergaben gegenuber nicht induzierten Proben bei 18°C
und einer IPTG-Konzentration von 0,1mM eine gute Expressionsrate des =32kDa
grollen ING2-GST-Fusionsproteins. Nach der Aufreinigung des Proteinfragmentes
wurde die erhaltene Menge des loslichen Proteins durch Auftragen auf ein PAA-Gel
zusammen mit einem BSA-Standard abgeschatzt (Daten nicht gezeigt). Insgesamt
1,5mg des gereinigten Proteins wurden anschlieend zur Herstellung des
Antikérpers fur die Immunisierung der Kaninchen eingesetzt. Die erhaltenen
Blutseren der Kaninchen wurden analog der LID-AK-Testung ebenfalls mittels
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Westernblots getestet. Das 5. und 6. Blutserum wurde vereinigt und nach

Aufreinigung fur weitere Experimente verwendet.

WT

+
“100k Apbildung 3.16: dING2-Antikérpertest.
«70kD Der Antikorper detektiert im Wildtyp ein Protein von
=46kDa. Der Nachweis erfolgte mittels Westernblot an

“55kD Gesamtproteinextrakt von Wildtypembryonen (2-3h).

a-dING2 > =
«45kD

<435kD

<-25kD

<4+15kD

Embryo (2-3h)

Aufgereinigte Antikorper zeigten fur das endogene dING2-Protein eine gute
Reaktivitat und Spezifitat. Fur die Analyse im Westernblot (Abb. 3.16) wurde
Gesamtproteinextrakt aus Wildtypembryonen (2-3h) verwendet.

Die Berechnung des Molekulargewichtes vom dING2—Protein erfolgte aufgrund der
abgeleiteten Aminosauresequenz des CcDNA-Klons und betragt =46kDa. Im
Westernblot konnte mit dem dING2-Antikdrper eine prominente und eine schwachere
Bande detektiert werden (Abb. 3.16).

3.9 LID ist ein Interbandenprotein und zygotisch exprimiert

LID konnte immunozytologisch mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers im
Euchromatin lokalisiert werden. Neben dem endogenen Proteinnachweis war es
durch die Generierung transgener Linien, die ein LID-EGFP Fusionsprotein unter
Kontrolle eines Hitzeschockpromotors ektopisch exprimieren (oP{GS[hs lid cDNA), v*,
EGFP+]}), moglich die nukleare Verteilung von LID zu analysieren (Abb. 3.17 C). Mit
Hilfe mono- und polyklonaler EGFP-spezifischer Antikorper konnte das LID-EGFP
Fusionsprotein in den Interbanden der polytdnen Chromosomen lokalisiert werden
(Abb. 3.17 B und E). Mit Hilfe des polyklonalen LID-Antikorpers (siehe Abb. 3.13 und
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Abb. 3.14) konnte das endogene LID-Protein ebenfalls in Interbanden (Abb. 3.17 A

und D) nachgewiesen werden.

WT lid-Uberexpression
[+/4] [hs_lid-cDNA_v+EGFP/hs_lid-cDNA_v+EGFP]

' DNA a-LID Uberlagerun DNA a-EGFP Uberlagerung |
Abbildung 3.17: Verteilung des endogenen LID-Proteins und des transgenen LID-
EGFP-Fusionsproteins in polytdanen Speicheldriisenchromosomen.

Der Nachweis des nativen LID-Proteins erfolgte mit einem spezifischen polyklonalen LID-
Antikérper (A und D, anti-Kaninchen). Der Nachweis des LID-EGFP-Fusionsproteins einer
pP{GS[hs lid-cDNA, v*, EGFP+]} transgenen Linie erfolgte mit EGFP-spezifischen
Antikorpern (anti-Maus monoklonal) (B und E). (D) und (E) stellen vergroRerte Ausschnitte
von (A) und (B) dar. (C) Nachweis des LID-EGFP Fusionsproteins in intakten Speicheldriisen
unter UV-Licht. Die DNA wurde mit DAPI angefarbt.

Demnach kolokalisiert die endogene LID-Bindung mit der ektopischen Bindung des
LID-EGFP Fusionsproteins wahrend der Drosophila Entwicklung an chromosomalen
Interbanden (Lee et al., 2007).

Nach der Befruchtung erfolgen im Drosophila-Embryo in einem Syncytium 13 rasch
aufeinanderfolgende und synchrone Kernteilungen (Foe und Alberts, 1983). Dabei
wandern ab dem 8. Zyklus die Kerne an die Peripherie und bilden das nukleare
Blastoderm. Im Inneren verbleiben die sogenannten Dotterkerne. Wahrend dieser
syncytialen Kernteilungen werden maternal in das Ei eingebrachte mRNAs
translatiert. SU(VAR)3-3 (Rudolph et al., 2007) und SU(VAR)3-9 (Ebert, 2005) sind
bereits ab dem 2. Kernteilungszyklus, wahrscheinlich als maternale Komponenten,
im Embryo nachweisbar. Die Zellularisierung erfolgt nach dem 13.
Kernteilungszyklus und geht mit dem 14. Kernteilungszyklus in das zellulare
Blastoderm Uber. Ab dem 12. Kernteilungszyklus ist es erstmals maoglich, innerhalb
des Kernes, die Differenzierung von Eu- und Heterochromatin zu unterscheiden
(Rudolph et al., 2007). Das zu diesem Zeitpunkt entstehende Heterochromatin ist
durch seine verstarkte Anfarbbarkeit mit DAPI nachweisbar und befindet sich an der
apikalen Peripherie des Kernes (Abb. 3.18 A). Die euchromatischen Regionen sind
basal ausgerichtet (Abb. 3.18 B).
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Heterochromatin

Euchromatin

=

Abbildung 3.18: Polare Organisation von Eu- und Heterochromatin im Blastoderm von
Drosophila.

(A) Somatische Zellen des Kernteilungszyklus 14 im posterioren Pol eines Drosophila-
Embryos. (B) Ausschnittsvergroferung der Abbildung A zeigt apikal gelegenes
Heterochromatin und basal ausgerichtetes Euchromatin. Stark mit DAPI angefarbte Bereiche
entsprechen Heterochromatin und schwachere Regionen Euchromatin.

Die maternalen mRNAs werden wahrend der ersten Furchungsteilungen translatiert
und regulieren die zygotische Expression der ersten embryonalen
Transkriptionsfaktoren (TF). Zu den frih embryonal exprimierten Genen gehoéren die
Gap-Gene, deren RNA schon ab dem 10. Kernteilungszyklus nachweisbar sind
(Edgar und Schubigert, 1986).

WT WT WT
[+/4] [+/4] [+/4]

. N ]
DNA a-LID Uberlagerung DNA a-LID Uberlagerung DNA a-LID

Kernteilungs-
zyklus 10

= .-..-.-
zyklus 12
Dp4 () x WT (& Dp4 (3) x WT (2)
[+/+] [Dp(2LHB)4lid* /+] , [+/Dp(2L)HB4//d+]

o -LID

]
Uberlagerun a-LID Uberlagerung a-LID Uberlagerun
Kernteilungs- : -
zyklus 14

Abbildung 3.19: Zygotische lid-Expression und maternaler Effekt auf die embryonale
Konzentration von LID in Drosophila melanogaster.

Immunozytologische Analysen des zygotisch exprimierten LID-Proteins, wahrend der
Kernteilungszyklen 10 (A-C), 12 (D-F) und 14 (G-I). LID-Farbung in somatischen Zellen von
WT-Embryonen (A-G) und nach Kreuzung von Dp(2L)HB4lid" homozygoten Weibchen mit
Wildtypmannchen (H) und reziproker Kreuzung (I). LID in Polzellen (Pfeil) von WT-
Embryonen des Kernteilungszyklus 12 (F). Das Protein wurde mit einem spezifischen LID-
AK detektiert. Die Anfarbung der DNA der Zellkerne erfolgte mit DAPI.
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Lid gehort ebenfalls zu den ersten zygotisch exprimierten Genen. Das Protein ist im
Embryo ab dem 12. Kernteilungszyklus im Euchromatin nachweisbar (Abb. 3.19 D-F).
In friheren Zyklen konnte LID noch nicht detektiert werden (Abb. 3.19 A-C). Im
zellularen Blastoderm und wahrend der Gastrulation ist LID mit dem Euchromatin
assoziiert. LID ist darlber hinaus in den Polzellen nachweisbar (Abb. 3.19 F, Pfeil).
Weiterhin wurde festgestellt, dass das maternale Allel starker oder das paternale
schwacher exprimiert wird. In den Nachkommen der Kreuzung lid-Uberexpressions-
Weibchen mit Wildtyp-Mannchen ist eine hohere LID-Proteinkonzentration (Abb. 3.19
H) gegenuber dem reziproken Ansatz (Abb. 3.19 |) zu beobachten.

3.10 In vivo-Demethylaseaktivitat von DmLID in Zellkulturen

Ein in E.coli rekombinant hergestelltes LID-Volllangenprotein war sehr schlecht
I6slich und konnte fur einen funktionalen in vitro-Assay nicht genutzt werden. Aus
diesem Grund wurden zwei Zelllinien, S2 und Kc 167 (DGRC, Bloomington) aus
Drosophila  melanogaster, mit einem Volllangen-lid-cDNA- und einem
Mutantenkonstrukt (Abb. 3.20), induziert- bzw. konstitutiv-exprimierend transfiziert
(Tabelle 2.6) und stabil exprimierend etabliert. Die flir den LID-Funktionsnachweis
interagierenden und essentiellen Proteine des gesamten LID-Komplexes sind
endogen in den Zelllinien vorhanden. Die zur Transfektion verwendeten Konstrukte
sind in der Abbildung 3.20 aufgefuhrt.

LID-V5-HIS
1AS 1838AS

LID"®37Av5.HIS

JUNN | N N e N N w BN 1O

1AS HG637 >A 1838AS

l JmjN Domiine ARID Doméine l JmjC Domiine

-
l PHD Finger (C4HC3) ke Zn Finger (C5HC2) D V5-HIS

Abbildung 3.20: Schematische Darstellung der beiden LID-Konstrukte zur Etablierung
stabiler Zelllinien.

Funktionales (oben) und funktionsloses LID-Volllangenprotein (unten, Austausch von Histidin
zu Alanin) mit C-terminalem-V5-HIS-Tag zur Etablierung stabiler S2- und Kc167-Zelllinien.
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Ein funktionales Volllangen-/id-cDNA- und ein funktionsloses Mutantenkonstrukt, mit
einem Aminosaureaustausch (H637A) in der funktionellen JmjC-Domane, wurden in
die Vektoren pMT-V5-His und pAC5.1-V5-His (Invitrogen) eingebracht. Die
Expression des Vektors pMT-V5-His steht unter der Kontrolle des Metallothionein-
Promotors (Induktion der Expression mit Kupfersulfat) und die des Vektors pAC5.1-
V5-His unter der des konstitutiven Actin-Promotors. Nach Co-Transfektion mit
pCoBlast (Invitrogen) wurden fur beide Konstrukte transgene Zelllinien erhalten, die
ein LID- bzw. LID"%"A.v5-H|S-Fusionsprotein exprimieren. Unter der Zugabe von
Blasticidin-S-HCL (Invitrogen) wurde auf stabil exprimierende Zelllinien selektiert.
Putative transgene S2- und Kc167-Zelllinien wurden mit einem spezifischen LID- und
einem V5-AK untersucht. Mit dem a-V5-Antikérper konnte indirekt die Transfektion
und direkt die Expression der Fusionsproteine nachgewiesen werden (Abb. 3.21). In
der ersten Spur (Abb. 3.21, Pfeil) wird mit dem LID-Antikorper im Gesamtzellextrakt
von Wildtyp-S2-Zellen das endogene LID detektiert. Die endogenen und die
rekombinanten LID-Proteine sind mit dem LID-Antikérper in den Spuren 2 und 3 (Abb.
3.21) nachgewiesen.

Abbildung 3.21: lid-Expressionsnachweis
transfizierter S2-Zellen.

Nachweis von endogenem LID-Protein (Spur 1,
Pfeil) und von konstitutiv exprimierenden LID-
bzw. LID"®*"A.\5-HIS-Protein (Spuren 5 und 6)
in WT-S2- bzw. stabil transfiziertem S2-
Gesamtzellextrakt. Detektiert wurde mit a-LID-
(1:5000) und a-V5-Antikérper  (1:2000;
Invitrogen), S2-Zellen (Spuren 1 und 4,
‘5-&——-‘ Drosophila melanogaster) dienten als Kontrolle.

(positiv Kontrolle)

PATE -l BIPA e ONA-VE-HIE
PACE T -licbe ONA -V5-HIS
PACE T -l BIFA_cONA-VE-HIS

pACE A lid-c DNA -V 5-HIS
SZ2(negativ Kantralle)

o2

-
:

1 2 3 4 5 5
o-LID- Antikarper o -Ya-Antikarper

Es ist nicht moglich die endogenen von den rekombinanten Proteinen getrennt
voneinander aufzuldsen, da der V5-HIS-Tag das Molekulargewicht nur um 2,6kDa
erhoht. Bei einer GesamtgroRe von 204kDa und 206,6kDa lassen sich die Banden
nicht unterscheiden und zeigen die gleiche GroRe. Die Expression der
rekombinanten LID-V5-HIS-Fusionsproteine ist jedoch mit einem V5-Antikérper
nachweisbar und wird in den Spuren 5 und 6 (Abb. 3.21) in rekombinantem S2-
Zellextrakt gezeigt. Im Wildtypextrakt konnte kein Protein mit dem V5-Antikorper
(Abb. 3.21, Pfeil in Spur 4) detektiert werden.

60



3 Ergebnisse

Die transfizierten Zellen wurden immunozytologisch auf H3K4me3 untersucht (Abb.
3.22). In den mit dem Volllangen-/id-cDNA-Konstrukt stabil transfizierten S2-Zellen ist
im Vergleich zum untransfizierten Wildtyp (Abb. 3.22 A) die H3K4-Trimethylierung
(grun) stark reduziert (Abb. 3.22 C). Im Gegensatz dazu weisen die Zellen, die
zusatzlich das lid-cDNA"®"A.Mutantenkonstrukt exprimieren (Abb. 3.22 B),
Wildtypfarbung auf (Lee et al., 2006; Eissenberg et al., 2007; Secombe et al., 2007).
Die reduzierte H3K4 Trimethylierung bei erhdhter lid-Expression belegt, dass LID
eine H3K4me3 Demethylase ist.

Stabile Transfektion mit cDNA-Iid™™  Stabile Transfektion mit cDNA-lid
11 1
Antikorper Uberlagerung Antikorper Antikorper Uberlagerung

Abbildung 3.22: Reduktion von H3K4me3 nach Uberexpression von LID in S2-Zellen.
Drosophila melanogaster S2-Zellen sind stabil mit einem Volllangen-lid-cDNA-Konstrukt (C)
bzw. (B) einem Volllangen-lid-cDNA"®"A-Mutantenkonstrukt  (B) transfiziert. Die
Histonmodifikation H3K4me3 (grun) wurde mit einem spezifischen Antikorper (1:200) der
Firma Upstate detektiert und die DNA der Zellkerne mit DAPI (rot) angefarbt.

Uberlagerung I

3.11 In vivo-Kontrolle von H3K4me3 durch LID

Immunozytologische Analysen mit einem H3K4me3-spezifischen Antikorper belegen,
dass eine Erhohung der lid-Expression zu einer signifikanten Reduktion von
H3K4me3 in S2-Zellen fuhrt und, dass das aktive Zentrum von LID in der JmjC-
Domane liegt (siehe Abb. 3.22). Die JmjC-Domane von LID katalysiert spezifisch die
Demethylierung von H3K4me3 zu H3K4me2 (Secombe et al., 2007; Eissenberg et al.,
2007; Lee et al.,, 2007; Lee et al., 2009). H3K4-Methylierung hat einen starken
Einfluss auf die Bindung von Proteinkomplexen wie zum Beispiel des NuRD-
Komplexes (Zegerman et al., 2002). Im Euchromatin kann der NuRD-Komplex an
Promotorregionen aktiver Gene binden. An diese Promotorregionen gebundene
H3K4-methylierte Histone verhindern die Bindung des NuRD-Komplexes (Zegerman
et al.,, 2002). Folglich kommt es an diesen Regionen nicht zur Aktivierung der
Deacetylaseaktivitat des NuRD-Komplexes, H3K9-Methylierung wird verhindert, HP1
kann nicht binden, Heterochromatin kann sich nicht etablieren und die aktiven Gene
bleiben Transkriptions-aktiv (Zegerman et al., 2002; Nishioka et al., 2002). Das

Zusammenspiel zwischen H3K4me3 und NuRD-Komplex-Bindung zeigt, dass
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H3K4me3 eine grolie Bedeutung in der Embryonalentwicklung durch die Regulierung
der Genaktivitat hat.

Um H3K4me3 in Embryonen zu untersuchen, wurden Kernextrakte von 2-3h alten
Embryonen im Westernblot analysiert. Tatsachlich konnte in einer lid-
Uberexpressionslinie, mit Hilfe eines H3K4me3-spezifischen Antikdrpers, eine
signifikante Reduktion von H3K4me3 nach Uberexpression von lid nachgewiesen
werden. Gleichzeitig wurde mit einem spezifischen LID-AK ein deutlicher Anstieg des
LID-Proteins bestatigt (Abb. 3.23).

WT LID-Uberexpression
[+/4] [Dp(2L)HBA4lid"/Dp(2L)HB4lid"]
1 1/2 1/4 1 1/2 1/4

a-H2B T e e .

a-LID va— R

a-H3K4me3
SIS o o .-

Abbildung 3.23: LID-abhangige Demethylierung von H3K4me3 in embryonalen
Gesamtkernextrakten von 2-3h alten Drosophila-Embryonen. In einer Verdinnungsreihe
(1 Volumeneinheit, Y2 Volumeneinheit und Y2 Volumeneinheit) wurden gleiche Mengen an
embryonalen Kernextrakt von Wildtyp und einer LID-Uberexpressionslinie (Dp(2L)HB4lid")
auf separate Westernblots aufgetragen und mit a-H2B-Antikérper (oben) zur Quantifizierung,
a-LID-Antikorper (Mitte) und a-H3K4-Trimethyl (unten) markiert.

Diese H3K4me3-Demethylaseaktivitat von LID konnte in spezifischen in vitro-Assays
bestatigt werden (M. Yonezawa, personliche Mitteilung). In einem Baculovirus-
Expressionssystem wurden ein Wildtyp- (1-960aa) und ein Mutantenkonstrukt (1-
960aa mit Aminosaureaustausch H637A) von lid exprimiert, gereinigt und auf seine
enzymatische Aktivitat getestet. Im Gegensatz zum in vivo-Experiment wurde in vitro
auch eine Demethylierung von H3K4me2 zu H3K4me1 nachgewiesen (M. Yonezawa,
personliche Mitteilung). Massenspektroskopische Analysen bestatigten die
Demethylierung dieser beiden Histonmodifizierungen (M. Yonezawa, personliche
Mitteilung). Weitere Analysen ergaben, dass die enzymatische Aktivitat von LID
unbeeinflusst vom Vorhandensein einer zusatzlichen H3K9 Acetylierung bzw. H3K9

Di- oder Trimethylierung erfolgt (M. Yonezawa, personliche Mitteilung).
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3.12 Einfluss von LID auf Histonmodifikationen in friihen

Embryonalstadien von Drosophila melanogaster

Immunozytologische Analysen mit einem LID-spezifischen Antikorper (LID-AK)
lassen den Schluss zu, dass lid bereits frih zygotisch exprimiert wird und auf
Proteinebene kaum eine maternale Komponente nachweisbar ist. Nach Kreuzung
von lid/Balancer-Tieren wird bei 1/3 der Embryonen keine Farbung fur LID
beobachtet (Schicht, 2007). Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, dass lid
offensichtlich zu den friihen zygotischen Genen gehdrt und keine signifikante
maternale Komponente nachzuweisen ist. Weiterhin wurde gezeigt, dass das Protein
in den Interbanden des Euchromatins von Speicheldrisen gebunden und dass das
Chromozentrum ausgespart ist (Lee et al., 2007). Um den Einfluss von LID auf
Histonmodifizierung im frithen Embryo zu untersuchen, wurden Embryonen wahrend
der ersten 14 Kernteilungszyklen bis zum Beginn der Gastrulation, von Wildtyp, lid-

Nullallelen und lid*-Uberexpressionsallelen analysiert.

%@

a-H3K4me2 a-H3K4me3
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WT Kernteilungs-
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e I D T N RS
Abbildung 3.24: H3K4me2 und H3K4me3 in der friihen Embryonalentwicklung. Die
Analyse von H3K4me2 (A-E) und H3K4me3 (F-J) erfolgte an Wildtypembryonen des
Kernteilungszyklus 10-14 von Drosophila melanogaster. Der Pfeil markiert die Polzellen. Die
Histonmodifikationen wurden mit spezifischen Antikbrpern (griin) detektiert und die DNA der
Zellkerne zusatzlich mit DAPI (rot) angefarbt.
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Aktive posttranslationale Histonmodifikationen, wie H3K4-Methylierung und H3K9-
Acetylierung bestimmen das Euchromatin. Diese Markierungen werden bereits in
frihen Embryonalstadien ab dem 11. Embryonalzyklus etabliert. Fur die Analysen
wurden drei benachbarte somatische Kerne stark vergroRert aufgenommen.
Exemplarisch dazu sind in Abbildung 3.24 die Ergebnisse fur die aktiven
Histonmodifikationen H3K4me2 und H3K4me3 dargestellt (Schicht, 2007). Die
beiden Methylierungsstufen H3K4me2 und H3K4me3 sind bereits ab dem 11.
Kernteilungszyklus im Wildtypembryo (Abb. 3.24 B und G) als euchromatische
Histonmodifizierung nachweisbar. In der weiteren Entwicklung nehmen bis zum 13.
Zyklus die Konzentrationen der beiden Modifikationen (Abb. 3.24 C, D und H, |) im
Euchromatin zu. Im Gegensatz dazu werden keine H3K4me2- (Rudolph et al., 2007)
und H3K4me3-Methylierungen in den Polzellen beobachtet (Abb. 3.24E und J). Das
Fehlen dieser Modifikationen in den Polzellen spiegelt die transkriptionelle
»=Quiescence” in der Keimbahn wider (Schaner et al., 2003).

Ab Zyklus 14 wird ein signifikanter Unterschied in der euchromatischen Bindung von
LID zwischen den untersuchten lid-Genotypen nachgewiesen. Da zwischen dem 10.
und dem 14. Zyklus die Differenzierung von Eu- und Heterochromatin erfolgt, wurde
der 14. Zyklus (Abb. 3.25) besonders intensiv untersucht.

Wahrend des 14.Kernteilungszyklus ist LID im Euchromatin assoziiert (siehe Abb.
3.14; Lee et al., 2007). Dass LID die Trimethylierung von H3K4 demethylieren kann,
wurde sowohl in vivo an transgenen S2-Zellen (siehe Abb. 3.22) und embryonalem
Kernextrakt (siehe Abb. 3.23) als auch in vitro gezeigt (M. Yonezawa, personliche
Mitteilung; Lee et al., 2007). Die erhdhte lid-Expression in Dp(2L)HB4lid" fihrt in
Embryonen des 14. Kernteilungszyklus zur Abnahme von H3K4me3 (Abb. 3.25 F).
Diese Euchromatin-spezifische Modifikation ist in /id-Nulltierembryonen, Iid10424'8,
(Abb. 3.25 E) erhdht. Durch das Fehlen des zygotisch exprimierten LID-Proteins
breitet sich die flir das Euchromatin spezifische Modifikation H3K4me3 bis in die
Grenzregion des Eu- und Heterochromatins aus. In der lid-Uberexpressionslinie lasst
sich neben der Abnahme von H3K4me3 ein Anstieg von H3K4me2 (Abb. 3.25 C)
beobachten. Die Akkumulation von H3K4me2 kann auf die erhdhte LID-
Konzentration (siehe Abb. 14 F), wodurch ein vermehrter Abbau von H3K4me3 zu
H3K4me2 stattfindet, als auch auf die Abnahme von SU(VAR)3-3 (Abb. 3.25 1)
zuruckgefuhrt werden. Ein Anstieg von SU(VAR)3-3 (Abb. 3.25 H) in der lid-
Nullmutante ist mit gleichzeitiger Reduktion von H3K4me2 (Abb. 3.25 B) zu
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beobachten. Fur H3K4me1 wurden in den untersuchten Jid-Genotypen keine

Unterschiede nachgewiesen (M. Schicht, persénliche Mitteilung).

WT lid-Null lid-Uberexpression
[+/+ N " %ig" 4] | _[Dp(2L)HB4lid"/Dp(2L )HB4lid"]
DNA Antikérper  Uberlagerung DNA Antikérper  Uberlagerung DNA Antikérper  Uberlagerung
a-H3K4me2

a- H3K4me3

a-H3K9
acetyl

a-RPD3

a- H3K9me2

q H3K9meg.
W L X
o—dING2 A !

Abbildung 3.25: Einfluss von LID auf Histonmodifikationen und modifizierende
Proteine wdhrend des 14. Kernteilungszyklus von Embryonen bei Drosophila
melanogaster.

Nachweis von H3K4me2 (A-C), H3K4me3 (D-F), SU(VAR)3-3 (G-I), H3K9acetyl (J-L), RPD3
(M-O), H3K9me2 (P-R), H3K9me3 (S-U) und dING2 (V-X) erfolgte an Embryonen vom
Wildtyp (A, D, G, J, M, P, S und V), von lid-Nulltieren, lid"**?*% (B, E, H, K, N, Q, T und W)
und einer lid-Uberexpressionslinie, Dp(2L)HB4lid*, (C, F, I, L, O, R, U und X). Die
Histonmodifikationen und Proteine wurden mit spezifischen Antikérpern (griin) detektiert und
die DNA der Zellkerne zusatzlich mit DAPI (rot) angefarbt.

Die erhoéhte LID-Menge fiihrt in der lid-Uberexpressionslinie nicht nur zur
Verringerung von H3K4me3, sondern auch zur Erhohung der H3K9ac (Abb. 3.25 L).
Diese Erhohung korreliert mit einer signifikanten Reduktion von RPD3 (Abb. 3.25 O).
Die H3K9ac und die Bindung von RPD3 sind im Wildtyp ab dem 10.

Kernteilungszyklus ubiquitar Uber das Euchromatin bis in die Grenzregion des Eu-
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und Heterochromatins verbreitet (Daten nicht gezeigt). Wahrend in der lid-
Uberexpression H3K9ac erhéht ist, kann in lid-Nulltieren eine Reduktion (Abb. 3.25
K) beobachtet werden, die mit einer Erhohung von RPD3 (Abb. 3.25 N) einhergeht.
Die Erhohung der RPD3-Menge in den lid-Nulltieren und die Abnahme der
Deacetylasekonzentration in der lid-Uberexpression wurden quantitativ bestétigt (Abb.
3.26). Die RPD3-Konzentration in /lid-Nulltieren resultiert somit aus einem erhdhten
rod3-mRNA-Level, wahrend der rpd3-mRNA-Level in der lid-Uberexpressionslinie
reduziert ist.

14
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WT lid-Null lid-Uberexpression
[+/+] [id"***®+]  [Dp(2L)HB4lid*/Dp(2L)HB4lid"]

Abbildung 3.26: Quantitative Analyse des Rpd3-Transkripts an Embryonen von
Drosophila.

Die mRNA-Analyse erfolgte an Embryonen des 14. Kernteilungszyklus von Wildtyp,
heterozygoter lid-Nulltiere (lid"**?*®) und einer lid-Uberexpressionslinie (Dp(2L)HB4lid").
Normalisiert wurde Uber rp49. Die Auswertung erfolgte nach Pfaffl (2001).

Euchromatin-spezifische H3K9-Acetylierung hemmt die Methylierung von H3K9 und
Heterochromatin kann sich nicht etablieren (Ebert et al., 2006; Rudolph et al., 2007).
Diese Hemmung fiihrt in der lid-Uberexpressionslinie zu einer Abnahme von
H3K9me2 und me3 (Abb. 3.25 R und U) und spiegelt sich im Triplo-Suppressoreffekt
wider (siehe Abb. 3.1). Die Abnahme von H3K9me2 wurde mittels ChlP-Analyse
bestatigt (S. Lein, personliche Mitteilung). In den lid-Nulltieren ist neben der
Abnahme von H3K9ac eine Erhéhung von H3K9me2 und me3 zu beobachten (Abb.
3.25 Q und T), die sich im Haplo-Enhancereffekt zeigt (siehe Abb. 3.1). Eine
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Veranderung der H3K9me1 konnte in den untersuchten lid-Genotypen nicht
nachgewiesen werden (M. Schicht, persdnliche Mitteilung).

Neben dLID wurde auch fur ING2 (Inhibitor of Growth 2), einem Vertreter der
humanen ING-Familie, H3K4 Trimethylbindung nachgewiesen (Pena et al., 2006; Shi
et al., 2006). Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, dass das Drosophila-Homologe
dING2 auch H3K4me3d binden kann und mit LID um diese euchromatische
Modifikation in Drosophila melanogaster konkurriert. Mit dem in dieser Arbeit
hergestellten dING2-Antikdrper (siehe Abb. 3.16) konnte eine euchromatische
Verteilung der dING2-Bindung im Wildtyp (Abb. 3.25 V) nachgewiesen werden.
Weiterhin wurde gezeigt, dass eine veranderte LID-Konzentration die dING2-Bindung
beeinflusst (Abb. 3.25 W und X). Wahrend in /id-Nulltieren die dING2-Konzentration
erhoht ist, kommt es nach lid-Uberexpression zur Reduktion.

Die erhaltenen Daten lassen den Schluss zu, dass LID, als H3K4 Trimethyl-
Demethylase, zur Aufrechterhaltung des Euchromatins und zum Schutz vor der
Etablierung und Ausbreitung des Heterochromatins dient. LID steuert indirekt die
Bindung von dING2. /n vitro-Assays zeigen, dass dING2 H3K4me2 und H3K4me3
binden kann (M. Yonezawa, personliche Mitteilung). Das humane ING1, ein weiteres
Mitglied der ING-Familie, kontrolliert die Aktivitdt von Histonacetyltransferasen
(HATs) bzw. Histondeacetyltransferasen (HDACs, Feng et al., 2002). Bei ING2 aus
der Maus wurde nachgewiesen, dass es den SIN3a-HDAC1-Komplex stabilisiert (Shi
et al., 2007). Diese Ergebnisse ermdglichen den Schluss, dass H3K4-
Trimethylierung Uber die Bindung von dING2 die Rekrutierung und Aktivitat von
HDAC reguliert und somit H3K9ac regeln kénnte. Die H3K4-Trimethylierung wird von
LID kontrolliert. LID schutzt demnach euchromatische Regionen vor der Ausbreitung

und Etablierung heterochromatischer Histonmarkierungen.

3.13 Einfluss von LID auf Histonmodifikationen in polytanen

Speicheldriisenchromosomen von Drosophila melanogaster

Die in den frihen Embryonalstadien und in der Analyse der Zelllinien erhaltenen
Ergebnisse wurden durch Untersuchungen polytaner Speicheldrisenchromosomen
uberpruft. In Drosophila melanogaster sind die Chromosomen der Speicheldrisen
mehr als 1000-fach polytanisiert. Die Polytanisierung betrifft nur euchromatische

Bereiche, wahrend das perizentromare Heterochromatin aller Chromosomen zum
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Chromozentrum fusioniert. Die Differenzierung des Euchromatins in Banden und
Interbanden entspricht der linearen Anordnung der Gene im Chromosom. Banden
stellen transkriptionsinaktive Gene dar. In Polytanchromosomen ist LID nur im
Euchromatin zu finden, assoziiert ausschlieBlich mit Interbanden und ist mit
H3K4me3 kolokalisiert (siehe Abbildung 3.17; Lee et al., 2007; Lee et al., 2009).
Immunozytologische Analysen von Embryonen und S2-Zellen zeigen, dass LID in
vivo H3K4me3 reguliert und die LID-Konzentration negativ mit der RPD3-,
SU(VAR)3-3 und dING2-Bindung (siehe Abb. 3.25) korreliert. Lid wird frih zygotisch
exprimiert und assoziiert mit Euchromatin. SU(VAR)3-3 ist eine spezifische
H3K4me2- und H3K4me1-Demethylase, die frih embryonal praferentiell mit
Heterochromatin assoziiert ist und hier eine protektive Funktion besitzt. Die
chromosomale SU(VAR)3-3-Verteilung zeigt, dass die Demethylase genauso wie
H3K4me2 und H3K4me1 in Interbanden kolokalisiert ist (Rudolph et al., 2007). Die
Anwesenheit von SU(VAR)3-3 im Heterochromatin verhindert H3K4-Methylierung. In
SU(VAR)3-3-Mutanten wird durch H3K4-Methylierung die Aktivitat von SU(VAR)3-9
gehemmt und eine Reduktion von H3K9 Methylierung im Heterochromatin gefunden
(Rudolph et al., 2007).

Zur Analyse der Histonmodifikationen und Proteine wurden polytane
Speicheldrisenchromosomen des dritten Larvenstadiums von Wildtyp, /id*-Nullallelen
und lid*-Duplikationen bzw. transgene Linien mit zuséatzlicher lid-cDNA-Kopie
analysiert (Abb. 3.27). In lid-Speicheldrisen (Abb. 3.27 H), genauso wie in lid-
Embryonen (siehe Abb. 3.25 E), ist eine Erhéhung der H3K4me3-Bindung zu
beobachten, die sich nicht in das perizentromare Heterochromatin und Banden
ausbreitet (Daten nicht gezeigt). Wahrend in Embryonen der lid-Uberexpressionslinie
H3K4me2 akkumuliert vorliegt (siehe Abb. 3.25 C), wird in Speicheldrisen eine
Reduktion (Abb. 3.27 F) beobachtet. Die Abnahme von H3K4me2 Korreliert
offensichtlich mit einer erhéhten chromosomalen SU(VAR)3-3-Bindung (Abb. 3.27 L)
und die erhohte LID-Menge mit einer Abnahme von H3K4me3 (Abb. 3.27 1).
H3K4me2 liegt in lid-Embryonen reduziert (siehe Abb. 3.25 B) und in Speicheldrisen
erhoht vor (Abb. 3.27 E), wahrend die embryonale SU(VAR)3-3-Bindung erhoht
(siehe Abb. 3.25 H) und die chromosomale Bindung reduziert (Abb. 3.27 K) ist. Fur
embryonales H3K4me1 wurde keine Anderung der Assoziation nachgewiesen
(Daten nicht gezeigt), wahrend H3K4me1 in Speicheldrisenchromosomen positiv mit
H3K4me2 korreliert (Abb. 327 A-C). Daraus lasst sich schlieRen, dass LID im
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Embryo SU(VARS3)-3 bei der Etablierung von Heterochromatin reguliert. Nachdem
sich Heterochromatin etabliert hat, korreliert die Bindung von SU(VAR)3-3 mit LID.
Das LID-Protein liegt vermutlich in einem Komplex mit der Histondemethylase dLSD1

vor oder beeinflusst direkt oder indirekt dessen Expression oder Funktion.
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Abbildung 3.27: Einfluss von LID auf Histonmodifikationen und modifizierende
Proteine in polytidnen Speicheldriisenchromosomen von Drosophila melanogaster.
Nachweis von H3K4me1 (A-C), H3K4me2 (D-F), H3K4me3 (G-l), SU(VAR)3-3 (J-L),
H3K9acetyl (M-O), RPD3 (P-R), H3K9me2 (S-U), H3K9me3 (V-X), dING2 (a-y) und
SU(VAR)3-9 (6-C) erfolgte an Speicheldriisenchromosomen vom Wildtyp (A, D, G, J, M, P, S,
V, a und d), von lid-Nulltieren, lid"*?*% (B, E, H, K, N, Q, T, W, B und €) und einer lid-
Uberexpressionslinie, Dp(2L)HB4lid*, (C, F, I, L, O, R, U, X, y und Q). Die
Histonmodifikationen und Proteine wurden mit spezifischen Antikérpern (griin) detektiert und
die DNA der Zellkerne zusatzlich mit DAPI (rot) angefarbt.
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In Embryonen und Speicheldrisenchromsomen korrelieren H3K4me3 und RPD3-
Bindung. Eine erhdhte LID-Konzentration in Speicheldriisen von Dp(2L)HBA4lid" fiihrt
neben der Abnahme von H3K4me3 (Abb. 3.27 I) zur Erhéhung von H3K9ac (Abb.
3.27 0O). Die Zunahme der H3K9-Acetylierung resultiert offensichtlich aus der
Abnahme der RPD3-Bindung (Abb. 3.27 R). In lid-Nulltieren dagegen wird eine
Reduktion von H3K9ac (Abb. 3.27 N) beobachtet, die mit einer Akkumulation von
RPD3 (Abb. 3.27 Q) einhergeht. Wahrend H3K9ac und RPD3 in Embryonen mit
Euchromatin assoziiert, ist in den Speicheldrisenchromosomen H3K9ac an Banden
und RPD3 an Interbanden lokalisiert (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse
veranschaulichen, dass die zellulare Konzentration beider Enzyme einer exakten
Kontrolle unterliegt. Veranderungen in der Konzentration dieser Enzyme fihren zu
signifikanten Anderungen der globalen Konzentration von H3K4 Trimethyl und H3K9
Acetyl (Abb. 3.27 G-l und M-O).

Die Erhéhung und die Reduktion der RPD3-Menge in den Jid-Nulltieren bzw. der lid-
Uberexpression konnte in Speicheldriisen quantitativ bestatigt werden (Abb. 3.28).
Wahrend in den lid-Nulltieren die RPD3-Konzentration aus einem erhdhten rpd3-
mRNA-Level resultiert, ist in der lid-Uberexpressionslinie die rpd3-mRNA-Menge

reduziert.
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Abbildung 3.28: Quantitative Analyse des Rpd3-Transkripts an Speicheldriisen von
Drosophila.

Die mRNA-Analyse erfolgte an Speicheldriisen vom Wildtyp, lid-Nulltieren (/id"**?*®) und
einer lid-Uberexpressionslinie (Dp(2L)HB4lid"). Normalisiert wurde Uber rp49. Die
Auswertung erfolgte nach Pfaffl (2001).
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In Embryonen und Speicheldriisenchromosomen von lid-Uberexpressionstieren wird
neben der Abnahme von RPD3 und der daraus resultierenden Erhdhung von
H3K9ac auch die Reduktion von H3K9me2 und me3 (Abb. 3.27 U und X) beobachtet,
wahrend in der Mutante eine Erhdhung von H3K9me2 und me3 (Abb. 3.27 T-W)
nachgewiesen wurde. In polytdnen Speicheldrisenchromosomen wird H3KO9-
Methylierung vorrangig im perizentrischen Chromatin und einigen euchromatischen
Banden nachgewiesen (Schotta et al., 2002; Ebert et al., 2004; Ebert et al., 2006).
Die in Drosophila melanogaster fur H3K9me2 und me3 verantwortliche
Methyltransferase ist SU(VAR)3-9 (Schotta et al., 2002; Ebert et al., 2004). In den
untersuchten Genotypen ist in den Speicheldrisenchromosomen die Bindung von
SU(VAR)3-9 (Abb. 3.27 & -C) und von H3K9me1 (Daten nicht gezeigt) unverandert.
Da SU(VAR)3-9 unverandert vorliegt und fur LID in vitro nur H3K4 Demethylierungs-
und keine H3K9 Demethylierungsaktivitat nachgewiesen wird (M. Yonezawa,
personliche Mitteilung), reguliert LID nicht dessen Bindung, sondern direkt oder
indirekt dessen Aktivitat oder eine andere H3K9-Methylase. Die hohe H3K9ac-
Assoziation im Jid*-Hintergrund und die daraus resultierende reduzierte H3K9me2-
und H3K9me3-Konzentration ist Ursache fur die Hemmung der Etablierung von
Heterochromatin, welche sich im Triplo-Suppressoreffekt widerspiegelt (siehe Abb.
3.2).

Neben dem LID-Protein in Drosophila melanogaster wurde auch fur ING2 (Inhibitor of
Growth 2), einem Vertreter der humanen ING-Familie, H3K4 Trimethylbindung
nachgewiesen (Pena et al., 2006; Shi et al., 2006). Die Menge an dING2 wird in
polytdnen Chromosomen larvaler Speicheldriisen an Interbanden gefunden (Daten
nicht gezeigt). In den untersuchten Embryonen wurde bei lid-Uberexpression eine
Abnahme und in den /id-Nulltieren eine Erhdhung der dING2-Bindung gezeigt (siehe
Abb. 3.25 V-X). Diese Veranderungen Kkorrelieren mit denen, die in polytanen
Speicheldrisen beobachtet werden (Abb. 3.27a-y). Des Weiteren wurde in vitro die
H3K4me3-Bindung von mING2 (Maus ING2) und dING2 (Drosophila ING2)
nachgewiesen (M. Yonezawa, personliche Mitteilung). Weiterhin wurde gezeigt, dass
ING-Proteine die Rekrutierung von Deacetylasen an Chromatin kontrollieren (Pena et
al., 2006; Shi et al., 2006). Verstarkungen von H3K4me3 flhren somit Uber eine
Erhohung der ING2-Bindung auch zur verstarkten Rekrutierung von RPD3 und zur
Reduktion von H3K9ac.
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3.14 Funktionelle Interaktion der Demethylasen SU(VAR)3-3 und
LID

LID und SU(VAR)3-3 sind H3K4 Demethylasen und assoziieren in
Polytanchromosomen mit Interbanden (Lee et al., 2007; Rudolph et al., 2007; Lee et
al., 2009). SU(VAR)3-3 demethyliert in vivo spezifisch H3K4me2 und H3K4me1 und
LID H3K4me3. In lid-Embryonen (Dp(2L)HB4lid") wird eine Reduktion der
embryonalen SU(VAR)3-3-Konzentration und eine Erhéhung von H3K4me2
nachgewiesen, wahrend in lid-Nulltieren (lid?%?*?)
SU(VAR)3-3-Menge und eine reduzierte Assoziation von H3K4me2 beobachtet wird
(siehe Abb. 3.25). Die chromosomale Konzentration von SU(VAR)3-3 ist in
Polytanchromosomen der lid-Uberexpressionslinie gegeniiber dem Wildtyp erhoht
und in fid-Nulltieren (lid°***®) reduziert (siehe Abb. 3.27). Hier korreliert H3K4me2

mit SU(VAR)3-3. In der lid-Uberexpressionslinie ist eine Abnahme und in lid-

eine Erhohung der zellularen

Nulltieren eine Erhohung von H3K4me2 zu beobachten. H3K4me3 liegt in
Embryonen und in Polytanchromosomen der lid-Uberexpressionslinie reduziert und
in der lid-Nulllinie erhéht vor und korreliert negativ zur Menge an LID.

Um mehr Uber einen mdglichen funktionellen Zusammenhang der beiden
spezifischen Demethylasen, LID und SU(VAR)3-3 zu erfahren, wurde in Embryonen
und polytdnen Speicheldrisen die Assoziation von LID untersucht. LID wurde
embryonal und chromosomal im Su(var)3-3-Nullgenotyp (Df(3R)TR2Su(var)3-3
/Su(var)3-3'%) und einer  Su(var)3-3*-Uberexpression  (Dp(3L)TR3Su(var)3-
3"/Dp(3L) TR3Su(var)3-3") Gberprift (Abb. 3.29 A-F).

Im Su(var)3-3-Nullgenotyp und nach Su(var)3-3*-Uberexpression wurden im
Vergleich zum Wildtyp keine Unterschiede der zellularen (Abb. 3.29 A-C) und der
chromosomalen LID-Konzentration festgestellt (Abb. 3.29 D-F). H3K4me3 wurde
nach Su(var)3-3"-Uberexpression in polytdnen Speicheldriisenchromosomen ebenso
unverandert (Abb. 3.30 J) nachgewiesen, wahrend H3K4me1 und me2 reduziert sind
(Abb. 3.30 B und F). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die H3K4
Trimethyldemethylierung unabhangig von SU(VAR)3-3 geregelt ist. Hingegen die
Bindung von dLSD1 uber die Konzentration von LID geregelt wird.
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Antiksrper Uberlagerung ' DNA Antikorper Uberlagerung ' DNA Antikérper Uberlagerung '

" DNA
o-LID

lid- Ubergxpressmn
Su(var)3-3-Uberexpression

lid-Null; Su(var)3-3-Null [Dp(2L)HB4lid"/Dp(2L)HB4lid";
WT i+ i >+, Dp(3L)TR3 Su(var)3-3"/
[+/+] . Su(va)3-3""/Su(var)3-3""] _ Dp(3L)TR3 Su(var)3-3"]
Antiksrper Uberlagerung DNA Antikorper Uberlagerung DNA Antikorper Uberlagerung

Abbildung 3.29: Einfluss von lid- und Su(var)3-3-Mutationen auf Embryonen des 14.
Kernteilungszyklus und polytinen Speicheldrisenchromosomen von Drosophila
melanogaster.

Die Analyse von LID erfolgte im Wildtyp (A, D und G), im Su(var)3-3-Nullgenotyp
(Df(3R)TR2Su(var)3-3/Su(var)3-3'?) (B und E) und in Su(var)3-3*-Uberexpressionstieren
(Dp(3L)TR3Su(var)3-3"/Dp(3L) TR3Su(var)3-3") (C und F) sowie in lid; Su(var)3-3-
Doppelnullmutanten (lid"**?*%/lia"**?*#: Su(var)3-3""/Su(var)3-3"%) (H) bzw. in lid*; Su(var)3-3*-
Doppelliiberexpressionstieren (Dp(2L)HB4lid"/Dp(2L)HB4lid"; Dp(3L)TR3Su(var)3-
3"/Dp(3L) TR3Su(var)3-3") (I). Die Analyse von SU(VAR)3-3 erfolgte im Wildtyp (J), in lid;
Su(var)3-3-Doppelnullmutanten (lid"****%/lid"****3: Su(var)3-3""/Su(var)3-3'?) (K) bzw. in lid";
Su(var)3-3"-Doppelliberexpressionstieren (Dp(2L)HBA4lid"/Dp(2L)HB4lid";
Dp(3L)TR3Su(var)3-3"/Dp(3L) TR3Su(var)3-3") (L). SU(VAR)3-3 und LID wurden mit
spezifischen Antikdrpern (grin) detektiert und die DNA zusatzlich mit DAPI (rot) angefarbt.

In  den untersuchten lid-Genotypen wurden zelluldare und chromosomale
Veranderungen der SU(VAR)3-3-Konzentrationen festgestellt (siehe Abb. 3.25 und
Abb. 3.27), wahrend LID in den untersuchten Su(var)3-3-Genotypen unverandert
vorlag (Abb. 3.29). Um mehr Uber den funktionellen Zusammenhang von LID und
SU(VAR)3-3 zu erfahren, wurden LID- und SU(VAR)3-3-Konzentrationen in einer lid’;
Su(var)3-3-Doppelnullmutante (lid"**?*%/id"%*?*®: Su(var)3-3'"/Su(var)3-3"%) bzw. in
einer lid"; Su(var)3-3"-Doppeliiberexpressionslinie (Dp(2L)HB4lid"/Dp(2L)HB4lid";
Dp(3L)TR3Su(var)3-3"/Dp(3L) TR3Su(var)3-3*) analysiert (Abb. 3.29 G-L).

Erwartungsgemald wird in der Doppelnullmutante ein Verlust der zellularen LID- (Abb.
3.29 H) und eine reduzierte SU(VAR)3-3-Konzentration nachgewiesen (Abb. 3.29 K),
wahrend in den Doppeluberexpressionen eine starke Erhdohung beider
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Proteinkonzentrationen festgestellt wird (Abb. 3.29 | und L). Die in den Embryonen
gezeigte negativ zu LID korrelierte SU(VAR)3-3-Bindung (siehe Abb. 3.25 G-I)
konnte in Embryonen der lid*; Su(var)3-3*-Doppeliberexpressionslinie nicht bestatigt
werden (Abb. 3.29 J-L).

Aufgrund dieser Daten wurden die H3K4-Methylierungen in
Speicheldrisenchromosomen Uberprift (Abb. 3.30). Korrelierend liegen bei Verlust
der beiden H3K4 Demethylasen alle drei Lysinmethylierungsstufen erhoht (Abb. 3.30
C, G und K) und bei lid- und Su(var)3-3-Uberexpression reduziert vor (Abb. 3.30 D, H
und L). Diese Ergebnisse spiegeln die Dosis-abhangigen Wirkungen beider
Demethylasen auf heterochromatisches Gensilencing wider. Die Reduktion der
H3K4-Methylierungen in den lid*; Su(var)3-3"-Doppelliberexpressionstieren fiihrt zu
additiven Effekten, da gleichzeitig das prospektive Heterochromatin durch
SU(VAR)3-3 geschutzt, jedoch durch die ebenfalls erhdhte LID-Menge die
Etablierung von Euchromatin reguliert wird. Doppelnulltiere erreichen nicht das
adulte Stadium, da lid rezessiv letal wirkt. Ob SU(VAR)3-3 alleine oder in
Kombination mit LID erhoht ist, zeigte keine Auswirkung auf die H3K4me1- und
H3K4me2-Verteilung. H3K4me1, H3K4me2 und H3K4me3 sind in polytanen
Speicheldriisenchromosomen der lid*;  Su(var)3-3*-Doppeliiberexpressionslinie
reduziert (Abb. 3.30 D, H und L). Der Grund dafur ist die erhéhte LID- und
SU(VAR)3-3-Konzentration (Abb. 3.29 | und L), die fiir das Uberleben und die
Fertilitat der Fliegen ohne sichtbare Bedeutung ist. Der Anstieg der H3K4-
Methylierungen in Fliegen der lid; Su(var)3-3-Doppelnulimutante (Abb. 3.30 C, G
und K) lasst den Schluss zu, dass LID und SU(VAR)3-3 die wesentlichsten H3K4
Demethylasen sind. Werden beide Demethylasen in ihrer Konzentration beeinflusst,
wird keine lid-abhangige SU(VAR)3-3-Bindung beobachtet, da die LID- und
SU(VAR)3-3-Konzentrationen in der lid; Su(var)3-3-Doppelnullmutante
erwartungsgemaf reduziert bzw. in der lid*; Su(var)3-3"-Doppeliberexpressionslinie

erhoht nachgewiesen sind.
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4 Diskussion

Fir die Entwicklung héherer Organismen ist es entscheidend, Genexpression zu
kontrollieren. Die differentielle Aktivitat der Gene spiegelt sich im spezifischen
Expressionsmuster der verschiedenen Gewebe wider. Deren Fehlregulation ist
haufig Ursache oder Folge von Krankheiten. Aus diesem Grund ist die Erforschung
der Genregulation ein wichtiger Schritt auf der Suche nach Behandlungsmethoden
gegen Krankheiten. Einen Mechanismus zur Regulation der Genaktivitat stellen
Histonmodifikationen dar. Bereits seit langem sind Histonmodifikationen wie
Phosphorylierungen, Acetylierungen und Methylierungen (Okazaki und Moss, 1999;
Strahl und Allis, 2000; Ito, 2007) bekannt. In den letzten 15 Jahren war es mit Hilfe
des Modellsystems der Positionseffekt-Variegation in Drosophila melanogaster
madglich, Komponenten zu identifizieren, die in Prozesse der epigenetischen
Genregulation involviert sind (Reuter und Wolff, 1981; Reuter und Szidonya, 1983;
Reuter und Spierer, 1992). Faktoren, die in heterochromatisches Gensilencing
involviert sind und die Etablierung und Ausbreitung heterochromatischer Strukturen
ermdglichen, konnten zum Beispiel mit SU(VAR)3-9 als H3K9-HMTase (Schotta et
al., 2002) oder SU(VAR)3-3 als H3K4-HDMase (Rudolph et al., 2007) identifiziert
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde der Haplo- und Triplo-abhangige

Modifikator /id umfassend molekulargenetisch und funktionell charakterisiert.

41LID ist Bestandteil euchromatischer Proteinkomplexe und

Su(var)s sind epistatisch gegenuiber dem E(var)-Effekt von lid"

E(var)- und Su(var)-Mutationen beeinflussen im antagonistischen Sinne die
Ausbreitung des Heterochromatins. Enhancermutationen verstarken und
Suppressormutationen unterdriucken dessen Ausbreitung. Fur die Differenzierung
von Euchromatin wahrend der frihen Embryonalentwicklung besitzt die
Histondemethylase LID eine primare Rolle. Zunachst konnten durch genetische
Analysen erste Hinweise auf eine solche Funktion von LID erhalten werden. LID
wurde im white-mottled-Variegationssytem als Haplo-Triplo-abhangiger Modifikator

identifiziert. Mutationen von lid verstarken und Uberexpressionen von lid
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supprimieren das Gensilencing. Der Triplo-Suppressoreffekt wurde nicht nur
spezifisch im white-PEV-Variegationssystem (In(1)w™") beobachtet, sondern konnte
auch mit anderen klassischen heterochromatischen PEV-Rearrangements wie
Stubble (T(2;3)Sb"), brown (v;In(2R)bw*""), yellow (Dp(1;f)y**) und lacZ (In(3L)BL1)
nachgewiesen  werden. Das Grundprinzip der verschiedenen PEV-
Variegationssysteme beruht darauf, dass Gene, die in die Nahe von Heterochromatin
gebracht werden, variable heterochromatisiert werden konnen. Diese epigenetischen
Phanomene konnen anschliefend phanotypisch beobachtet werden. In lid" ist der
Haplo-Enhancereffekt schwach ausgepragt. Tatsachlich wird in lid® ein Triplo-
Suppressoreffekt im brown-PEV-Variegationssystem gezeigt. Dieser Effekt ist fur
dieses PEV-Variegationssystem spezifisch und weist auf eine noch unbekannte
Funktion von LID in diesem Rearrangement hin. Die Etablierung und
Aufrechterhaltung der Balance zwischen Eu- und Heterochromatin in den PEV-
Rearrangements unterliegt der Wirkung vieler Faktoren (Weiler und Wakimoto, 1995).
Diese Modifikatoren kénnen in verschiedene Stoffwechselwege involviert sein und
sind noch Gegenstand aktueller Forschung.

Im Vergleich zu den Heterochromatin-assoziierten Proteinen SU(VAR)3-3,
SU(VAR)3-9 und HP1, die einen Haplo-Suppressor- und einen Triplo-Enhancereffekt
manifestieren (Wustmann et al., 1989; Eissenberg et al., 1990; Tschiersch et al.,
1994; Rudolph et al., 2007), zeigt LID eine inverse, dosisabhangige Wirkung auf
heterochromatisches Gensilencing. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass zum
Beispiel am Bruchpunkt des In(1)w™" PEV-Rearrangements eine Reduktion von LID
die Ausbreitung des heterochromatischen Chromatinzustandes in das angrenzende
Euchromatin begunstigt, wahrend eine Erhohung der Konzentration von LID im
Euchromatin die Ausbreitung des euchromatischen Chromatinzustandes in das
Heterochromatin bewirkt oder die Heterochromatisierung euchromatischer Regionen
starker blockiert und somit einen Suppressoreffekt auspragt. ChlP-Analysen zur
Verteilung der  heterochromatischen = H3K9-Dimethylierung  entlang  der
euchromatischen Region am heterochromatischen Bruchpunkt In(7)w™" bestatigen
diese Annahme (S. Lein, personliche Mitteilung). Somit ist anzunehmen, dass LID
beim Aufbau euchromatischer Strukturen eine wichtige Rolle spielt und ein
essentieller Bestandteil euchromatischer Proteinkomplexe ist.

Mutationen von Su(var)2-5, Su(var)3-1, Su(var)3-3, Su(var)3-7, Su(var)3-9 und Rpd3

hemmen das Gensilencing im In(1)w™ PEV-Variegationssystem und blockieren die
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Heterochromatisierung euchromatischer Regionen, wahrend zusatzliche Kopien die
Ausbreitung des heterochromatischen Chromatinzustandes (,Spreading“) in das
angrenzende Euchromatin begunstigen (James und Elgin, 1986; Reuter et al., 1990;
Tschiersch et al., 1994, Mottus et al., 2000; Czermin et al., 2001; Ebert et al., 2004;
Greil et al., 2006; Rudolph et al., 2007). Im Hintergrund einer zusatzlichen lid-Kopie
in den jeweiligen Mutationsstammen ist dieses Spreading des Heterochromatins ins
Euchromatin unterdrtckt, wahrend eine Mutation von /id keinen Einfluss auf die
Haplo-Suppressoren zeigt. Daraus lasst sich schlielRen, dass die Etablierung des
Heterochromatins am Bruchpunkt des In(1)w™"-Testsystems unabhéngig von LID
erfolgt, es aber eine stabilisierende Wirkung auf die Erhaltung des Euchromatins

ausubit.

4.2 Einfluss von H3K4me3 auf Chromatin

Heterochromatin wird ab dem 10. Kernteilungszyklus mit dem Start der zygotischen
Transkription etabliert und kann ab dem 14. Kernteilungszyklus eindeutig von
euchromatischen Regionen unterschieden werden (Edgar und Schubigert, 1986).
Wichtige Heterochromatin-assoziierte Chromatinregulatoren, deren Enzymaktivitat
die Ausbreitung des Chromatins regeln, sind mit SU(VAR)3-9 und SU(VAR)3-3 als
Methylase bzw. Demethylase bereits beschrieben (Schotta et al., 2002; Ebert et al.,
2006; Rudolph et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit konnte LID als weiterer
bedeutender Chromatinregulator in der Drosophila-Entwicklung bestimmt werden.

LID kontrolliert durch seine H3K4me3-Demethylaseaktivitdt das Ausmall von
H3K4me3 im Euchromatin. Immunozytologische Analysen an fruihen Embryonen und
S2-Zellen konnten diese LID-Funktion bestatigen. Die JmjC-Domane konnte nach
ektopischer Uberexpression eines Volllangen-lid-cDNA-Konstrukts bzw. einem
Volllangen-lid-cDNA™®*"A.Mutantenkonstrukts als enzymatisch aktive Domane
bestatigt werden. In lid-Nullembryonen wird eine signifikante Erhohung von
H3K4me3 nachgewiesen, wahrend nach lid-Uberexpression eine drastische
Reduktion von H3K4me3 beobachtet wird. Das LID-Protein wird ausschlieRlich im
Euchromatin detektiert. Wiirde nur das AusmaR von H3K4me3 bei In(1)w™" die
Ausbreitung von Heterochromatin ins benachbarte Euchromatin kontrollieren, sollte
eine lid-Nullmutation durch die Erhdhung von H3K4me3 einen Suppressoreffekt und

nicht einen Enhancereffekt manifestieren. Auch wirde man erwarten, dass die
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Uberexpression von lid durch die Reduktion von H3K4me3 im Euchromatin einen
E(var)-Effekt hervorrufen sollte. Phanotypisch manifestiert sich jedoch eine inverse,
dosisabhangige Wirkung von LID und H3K4me3 auf die Ausbreitung von
Heterochromatin. Eine Erklarung fur diesen Gegensatz ist, dass weniger die
H3K4me3-Modifikation an sich die Ursache fur die Etablierung euchromatischer
Regionen ist, sondern eher, dass andere H3K4me3-bindende Proteine zur
aktivierenden Wirkung von LID fuhren (Eissenberg et al., 2006). Ein solcher
Proteinkomplex ist der NURF-Komplex. Die Bindung von H3K4me3 durch den
NURF-Komplex ermdglicht die raumlich kontrollierte Expression von HOX-Genen
und in der Folge die Transkription verschiedenster Zellzyklus-regulierender Gene
(Mellor et al., 2006; Wysocka et al., 2006). Das humane Chromo-Domanen-Protein1
(hChd1), welches mit Elongationsfaktoren interagiert und die Transkription aufrecht
erhalt (Sims et al., 2005; Eissenberg et al., 2007), oder dING2, dass fur die
Rekrutierung von Histondeacetylasen und Acetyltransferasen bekannt ist (Feng et al.,
2002; Li et al., 2006; Pena et al., 2006; Shi et al., 2006), binden ebenso H3K4me3.
H3K4me3 fuhrt demnach zur Regulierung der Balance zwischen Eu- und

Heterochromatin.

4.3 LID kontrolliert euchromatische Chromatinzustande

Zygotisch exprimiertes LID wurde erstmals in somatischen Zellen des 12.
Kernteilungszyklus im Euchromatin nachgewiesen. Immunozytologische Analysen
von H3K9 Acetylierung in frihen Embryonen zeigen, dass die Funktion von LID bei
der Etablierung eines euchromatischen Chromatinzustandes Uber die indirekte
Kontrolle der Menge an H3K9ac erfolgt. In /id-Nullmutanten wird nicht nur eine
Erhohung von H3K4me3 sondern gleichzeitig eine Reduktion von H3K9ac detektiert.
Nach Uberexpression von lid wird neben der Reduktion von H3K4me3 eine
Erhéhung von H3K9ac gefunden. Eine wichtige Funktion bei der Kontrolle der H3K9
Acetylierung wird der Deacetylase RPD3 zugeschrieben (Mottus et al., 2000; Yang
und Seto, 2008). Dies wird auch durch die im Rahmen der Untersuchungen
erhaltenen Ergebnisse unterstrichen. In lid-Nullembryonen Iasst sich eine erhdhte
Menge an RPD3 finden, wahrend nach lid-Uberexpression eine Reduktion von RPD3
nachgewiesen wird. Im Euchromatin embryonaler Kerne korreliert somit die Menge

an H3K4me3 positiv mit der Menge an RPD3. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
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primar die Balance zwischen Eu- und Heterochromatin durch H3K9 Acetylierung
kontrolliert wird. Dadurch ist es ebenfalls mdglich, den beobachteten E(var)-Effekt
von lid-Mutationen auf PEV zu erklaren. Durch eine Reduktion von H3K9ac wird die
Methylierung von H3 am Lysin 9 weniger gehemmt und die heterochromatische
H3K9-Methylierung kann sich besser ins angrenzende Euchromatin ausbreiten. Dies
fihrt zu einer verstarkten Inaktivierung des white-Gens im In(1)w"™"-Rearrangement
und somit zu einem E(var)-Effekt. Analog wird nach lid-Uberexpression H3K4me3
reduziert. Dies korreliert mit einer Reduktion von RPD3 und fuhrt zu einer Erhéhung
von H3K9ac. Diese Verstarkung von H3K9ac fihrt nun zu einer signifikanten
Reduktion des heterochromatischen Spreading-Effektes und zur Manifestierung des
PEV-Suppressoreffektes.

Diese Ergebnisse sprechen daflur, dass die Menge an H3K4me3 direkt das Ausmal}
der Assoziation von RPD3 ans Chromatin kontrolliert. In Saugerzellen wurde
gefunden, dass ING-Proteine H3K4me3 binden und zugleich mit Deacetylasen
interagieren kdénnen (Feng et al., 2002; Becker, 2006; Pena et al., 2006; Shi et al.,
2006). Bei Drosophila stellt somit das ING2-Protein einen potentiellen Kandidaten fur
diese Funktion dar. Mittels in vitro-Analysen konnte zunachst gezeigt werden, dass
dING2 tatsachlich eine H3K4me3-Bindefunktion besitzt (M. Yonezawa, personliche
Mitteilung). Mit Hilfe eines polyklonalen Antikorpers, der dING2 spezifisch erkennt,
war es moglich, erste Einsichten in die potentielle Rolle von dING2 bei der Kontrolle
von H3K9ac in Abhangigkeit von H3K4me3 zu erhalten. In /id-Nullembryonen wird
tatsachlich eine Erhdhung von dING2 im Euchromatin gefunden. Dies konnte die
verstarkte Rekrutierung von RPD3 im Euchromatin erklaren, wenn auch dING2 wie
die ING-Proteine der Sauger mit RPD3 interagiert. Der Nachweis einer
Proteininteraktion zwischen dING2 und RPD3 steht aber noch aus und soll durch
Analyse frih-embryonaler RPD3-Komplexe geklart werden. Eine verstarkte
Rekrutierung von RPD3 wurde auch die Reduktion von H3K9ac in lid-Nullembryonen
erklaren. Nach lid-Uberexpression wiirde aufgrund der reduzierten Assoziation von
H3K4me3 weniger dING2 binden. Dies konnte dann die geringe Menge von RPD3
und die daraus resultierende Verstarkung von H3K9ac im Euchromatin erklaren. Alle
bisher vorliegenden Ergebnisse unterstlitzen somit ein Modell (Abb. 4) bei dem die
Kontrolle der Etablierung euchromatischer Chromatinzustande zwar durch die Menge
an H3K4me3 initiiert aber durch die konzentrationsabhangige Bindung von dING2 an

H3K4me3 und der daraus resultierenden Rekrutierung von RPD3 letztlich Gber die
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Konzentration von H3K9ac entschieden wird. Beim Modellsystem Drosophila
konnten somit erstmals wesentliche Schritte des molekularen Reaktionsweges zur

Etablierung eines offenen euchromatischen Chromatinzustandes aufgeklart werden.

lid-Null lid-Uberexpression
T r & r
K4me3 K9ac . K4me3 K9ac .

| |

> | R

K4me3 K9ac K4me3 K9ac

|

Caiv -

! diNG2) )
< o @ | d @
K4me3 K9me?2 K4me3 K9ac
Heterochromatin Euchromatin

Abbildung 4: Die Balance zwischen Eu-und Heterochromatin wird durch die Proteine
dING2, RPD3 und LID reguliert. LID kontrolliert die Bindung des dING2-RPD3-Komplexes
und fuhrt zur Stabilisierung des Euchromatins. Demethylierung von H3K4me3 durch LID
hemmt die Bindung des dING2-RPD3-Komplexes und blockiert starker die
Heterochromatisierung euchromatischer Regionen.

Eine dING2-unabhangige Regulation von H3K9ac wurde von Lee et al. beschrieben
(2009). Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass LID mit RPD3 in einem gemeinsamen
Komplex vorliegt und in vitro die RPD3-Aktivitat nach Zugabe von LID gehemmt ist
(Lee et al.,, 2009). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die
Deacetylaseaktivitat von RPD3 direkt und nicht indirekt Gber H3K4me3 und letztlich
Uber die Rekrutierung durch dING2 geregelt sein kénnte. Nach lid-Uberexpression
wurde hier ebenfalls die Aktivitat von RPD3 gehemmt sein und wirde so die
Erhéhung von H3K9ac und den Suppressoreffekt in lid" erklaren. Diese Daten lassen

jedoch die Frage offen, warum RPD3 im Euchromatin nach lid-Uberexpression
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delokalisiert ist? Eine Erklarung ware, dass RPD3 in einem Komplex mit LID und in
einem mit dING2 vorliegt und so in unterschiedlichen Pathways wirken kann.

Der Anstieg von H3K9me2 und H3K9me3 in lid-Nulltieren bzw. deren Reduktion
nach lid-Uberexpression geht nicht mit einer Anderung der SU(VAR)3-9-Bindung
einher (M. Schicht, personliche Mitteilung). Es konnte gezeigt werden, dass
SU(VAR)3-9 in vitro signifikant inhibiert wird, wenn das Substrat eine H3K4-
Dimethylierung aufweist (S. Lein, persénliche Mitteilung). Nach lid-Uberexpression
liegt im Embryo eine solche Erhdhung der H3K4me2 vor und die H3K9-Methylase
konnte inhibiert werden. In lid-Nullembryonen wirde dagegen durch eine reduzierte
H3K4me2-Assoziation SU(VAR)3-9 nicht gehemmt werden. Damit die H3KO9-
Methylase aktiv werden kann, musste demnach zuerst H3K4me2 entfernt werden.
Diese Daten lassen den Schluss zu, dass LID Uber die indirekte Regulation der
H3K4me2 die SU(VAR)3-9-Aktivitat regeln konnte. Durch Lein wurde jedoch auch
gezeigt, dass H3K4me3 die HMTase SU(VAR)3-9 inhibieren kann (Lein, persdnliche
Mitteilung). Dies deutet nun darauf hin, dass die Anderung von H3K9me2 und
H3K9me3 in Embryonen eher durch eine andere HMTase als durch SU(VAR)3-9
geregelt wird. SU(VAR)3-9 ist zwar die Hauptmethylase fur H3K9 in Drosophila
melanogaster, doch wird noch H3K9-Methylierung in Su(var)3-9° beobachtet (Ebert
et al., 2004). In Drosophila kbnnten DmSETDB1 (EGGLESS) oder dG9a weitere
H3K9-HMTasen sein (Mis et al., 2006; Seum et al., 2007; Brower-Toland et al., 2009).
In Experimenten wurde gezeigt, dass die H3K9-Aktivitit von DmSETDB1
unabhangig von SU(VAR)3-9 ist (Seum et al.,, 2007). Somit lassen diese Daten
vermuten, dass LID nicht S(VAR)3-9 reguliert, sondern die Expression oder Aktivitat
einer anderen HMTase steuert. Bei Mutationen von Suppressor of Underreplication
ist ebenfalls bekannt, dass SU(VAR)3-9 im Heterochromatin nicht zu detektieren ist,
jedoch die H3K9-Methylierung im Heterochromatin vollig normal erscheint (Koryakov
et al., 2006). Offenbar kompensiert in diesem Fall auch ein anderes Enzym den
Ausfall von SU(VAR)3-9.

Auf der Basis von Sequenzhomologien konnten von LID bereits orthologe Proteine in
Arten wie Saccharomyces cerevisiae (Liang et al., 2007; Metzger et al., 2007;
Seward et al., 2007) Schizosaccharomyces pombe (Huarte et al., 2007), Arabidopsis
thaliana (Lu et al., 2008; Lu et al., 2010), C. elegans (Christensen et al., 2007; Klose
et al., 2006a) und dem Menschen (Secombe et al., 2007; Gildea et al., 2000;
Christensen et al., 2007; Eissenberg et al., 2007) identifiziert werden. Die hohe
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evolutionare Konservierung aller an diesem Reaktionsweg beteiligten Faktoren |asst
zugleich den Schluss zu, dass auch bei hoheren Systemen ein gleichartiger

Reaktionsweg zur Etablierung von Euchromatin nachweisbar sein sollte.

4.4 Bedeutung von LID, SU(VAR)3-3 und RPD3 wahrend der

Chromatindifferenzierung

LID ist ein Mitglied der Gruppe der Trithorax-Proteine (TrxG). Diese Proteine wirken
transkriptionsaktivierend und fordern einen offenen Chromatinzustand. Polycomb-
Proteine (PcG) hemmen Transkription und verstarken Silencing (Papp und Mdller,
2006; Lee et al.,, 2009). Proteine beider Gruppen stellen Gegenspieler bei der
Etablierung des Chromatins dar. SU(VAR)3-3 und RPD3 sind in Drosophila
melanogaster maternalen als auch zygotischen Ursprungs, ab dem 4.
Kernteilungszyklus im Chromatin zu beobachten und in einem friih embryonalem
Komplex zusammen mit SU(VAR)3-9 nachgewiesen (Rudolph et al., 2007).
Wahrendessen ist LID ab dem 12. Kernteilungszyklus detektierbar, zygotischen
Ursprungs und in einem Komplex gemeinsam mit RPD3 gefunden wurden (Lee et al.,
2009). SU(VAR)3-3 ist wahrend der embryonalen Kernteilungen meist
heterochromatisch und LID als auch RPD3 sind euchromatisch assembliert (Rudolph
et al., 2007).

Die erhaltenen Ergebnisse veranschaulichen zugleich, dass sowohl bei der
Differenzierung von Heterochromatin als auch bei der Differenzierung von
Euchromatin wahrend der frihen Embryogenese H3K4 Demethylasen funktionell von
zentraler Bedeutung sind. Fur die Bildung von Heterochromatin ist die H3K4me1-
und H3K4me2-Demethylase SU(VAR)3-3 essentiell (Rudolph et al., 2007), wahrend
fur Euchromatindifferenzierung die Aktivitat der H3K4me3-Demethylase LID von
grundlegender Bedeutung ist. Dabei besitzt SU(VAR)3-3 eine protektive Funktion
und verhindert die Etablierung von H3K4-Methylierung im prospektiven
Heterochromatin, wahrend bei der Etablierung von Euchromatin eine exakt
kontrollierte Aktivitat der H3K4me3-Demethylase entscheidend fir die Konzentration
von H3K9ac ist. Es kann somit angenommen werden, dass mehrere mutterliche als
auch zygotische Faktoren die prazise Expression des lid-Gens bzw. die

enzymatische Aktivitat des LID-Proteins kontrollieren. Mutationen fur diese Faktoren
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konnen in Abhangigkeit von ihrer Funktion sowohl einen E(var)- als auch einen
Su(var)-Effekt manifestieren.

Neben LID besitzt auch die RPD3 Histondeacetylase durch die Kontrolle der Menge
an H3K9ac eine grundlegende Bedeutung fur die Differenzierung euchromatischer
Chromatinzustande. Mutationen fir RPD3 (De Rubertis et al., 1996) sollten ahnlich
wie lid-Mutationen theoretisch einen E(var)-Effekt manifestieren. Verfigbare Rpd3-
Mutationen zeigen jedoch einen Su(var)-Effekt (Mottus et al., 2000; Czermin et al.,
2001). Dies kann nur dadurch erklart werden, dass fur die Balance zwischen
euchromatischen und heterochromatischen Zustand am Bruchpunkt des In(1)w™
PEV-Rearrangements die protektive Wirkung von RPD3 gegen H3K9ac im
prospektiven Heterochromatin funktionell der Wirkung von RPD3 auf die
Differenzierung von Euchromatin Ubergeordnet ist. Alternativ konnte es sich aber
auch bei den vorhandenen Rpd3-Mutationen um spezifisch wirkende Allele handeln,
die ausschlieBlich die Funktion von RPD3 im embryonalen Heterochromatin-
Proteinkomplex beeinflussen. Zur weiteren Aufklarung der molekularen Funktion von
RPD3 sind deshalb weiterfUhrende genetische Analysen von grundlegender
Bedeutung. Besonders wichtig ist es Nullmutationen zu isolieren und transgene

Linien fir einen Mutantenrescue zu etablieren.

4.5 LID sichert transkriptionelle ,,Quiescence® in der Keimbahn von

Drosophila ab

Gene wie germ-cell-less, nanos und pumillio sind far die Etablierung und
Aufrechterhaltung der transkriptionellen ,Quiescence” in Polzellen von Drosophila
verantwortlich. Mutationen dieser Gene fuhren zu Proliferations- und
Migrationsdefekten der Keimzellen (Asaoka-Taguchi et al., 1999; Deshpande et al.,
1999; Leatherman et al., 2002). Neben NANOS verhindert auch SU(VAR)3-3 die
Etablierung aktiver H3K4me2 in den Polzellen (Schaner et al., 2003; Rudolph et al.,
2007), wahrend LID die Assemblierung von H3K4me3 kontrolliert. Die Reduktion der
H3K4-Methylierungen in den Keimbahnzellen ist erforderlich, um die repressiven
Markierungen H3K9me2 und me3 zu etablieren.

In Polzellen von lid-Nullmutanten wird neben dem Verlust von LID eine Erh6hung der

H3K4me2 und me3 gefunden, was auf einen Verlust der Quiescence hindeutet (M.
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Schicht, personliche Mitteilung). Hingegen wird in somatischen Zellen der lid-
Nullembryonen neben einer Erhohung von H3K4me3 eine Reduktion von H3K4me2
beobachtet, die mit einer Erhdhung von SU(VAR)3-3 korreliert. Diese Ergebnisse
lassen die Schlussfolgerung zu, dass im Soma der Embryonalzellen und in den
Polzellen Faktoren existieren, die den Aufbau von verschiedenen LID-Komplexen
ermoglichen oder unterschiedlich regulieren. Auch in Polzellen heterozygoter
Su(var)3-3-Nullmutanten wird eine Erhdhung von H3K4me2 beobachtet (Rudolph et
al., 2007). Tatsachlich sind homozygote Su(var)3-3-Mutantenweibchen steril und
entwickeln in ihren Eikammern keine Oocyten (Szabad et al., 1988). Das lasst den
Schluss zu, dass die H3K4-Demethylasen LID und SU(VAR)3-3 essentielle Faktoren
der Polzellen sind, da der Abbau von H3K4me2 und me3 zwingend notwendig ist,
um die transkriptionelle Quiescence in den fruhen Embryonalstadien
aufrechtzuerhalten (Schaner et al., 2003).

Ferner wird in allen Polzellkernen von lid-Nulltierembryonen eine signifikante
Erhéhung von H3K4-Methylierung beobachtet. In nos™-Embryonen ist dieser Effekt
nur fur einen Teil der Polzellkerne beschrieben (Schaner et al., 2003). In Polzellen
von nos-Embryonen ist zusatzlich CTD-phosphoryliete RNA-Polymerase
nachgewiesen worden. Diese Form der RNA-Polymerase |l ist die trankriptionsaktive
Form (Komarnitsky et al., 2000) und deutet auf eine aktive Transkription und den
Verlust der Quiescence in den Polzellen hin. Ob in den untersuchten lid-Genotypen
diese Form der RNA-Pol Il nachzuweisen ist und ob LID in nos-Embryonen als auch
in  Su(var)3-3-Embryonen gehemmt oder delokalisiert vorliegt, muss in

weiterfuhrenden Arbeiten untersucht werden.

4.6 H3K4me3-spezifische Demethylase LID bindet an Interbanden

polytaner Speicheldrisenchromosomen

Vergleichende Analysen der Wirkung von LID auf die Differenzierung von
Euchromatin in frihen Embryonen und der Wirkung von LID auf euchromatische
Regionen in polytanen Speicheldrisenchromsomen zeigen, dass der friih etablierte
Chromatinzustand stabil Uber die nachfolgende Individualentwicklung erhalten wird.
In polytanen Chromosomen der larvalen Speicheldrisen ist LID ausschlieRlich an

Interbanden lokalisiert. Somit wird fur LID eine Kolokalisation mit H3K4me3 gefunden.
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Auch SU(VAR)3-3 ist ausschlieBlich an Interbanden zu finden. Ob beide Proteine in
einem gemeinsamen Proteinkomplex vorkommen, ist momentan noch unbekannt.
Die molekulare Analyse einiger Interbanden ergab, dass diese Regionen viele kurze
Repeats enthalten und moglicherweise eine Kontrollfunktion haben (Demakov et al.,
1993). In Interbanden wird neben H3K4me3 auch H3K4me1 und H3K4me2 gefunden.
Im Detail konnte in Hefe in einer Genomweiten ChlP-on-chip-Analyse H3K4me3 im
Promotorbereich, H3K4me2 in kodierenden Regionen und H3K4me1 am 3’ Ende
kodierender Gene nachgewiesen werden (Bernstein et al., 2002; Pokholok et al.,
2005). Weitere Histonmodifikationen, die ausschlie3lich an Interbanden gefunden
werden, sind H3S10-Phosphorylierung und alle Stufen der H3K36-Methylierung
(Ebert et al., 2006). Eine Analyse der Wirkung von Jid-Mutationen bzw. lid-
Uberexpressionen auf H3K36-Methylierung und H3S10-Phosphorylierung wurde in
der vorliegenden Arbeit nicht vorgenommen und sollte noch Uberprift werden.

Die Ergebnisse aus Embryonalkernanalysen lassen vermuten, dass die Menge an
H3K4me3 direkt das Ausmald der Assoziation von RPD3 am Euchromatin reguliert.
Neben LID und ING2, einem Vertreter der humanen ING-Familie, wurde auch fur das
Drosophila-Homologe dING2 H3K4 Trimethylbindung nachgewiesen (M. Yonezawa,
personliche Mitteilung; Pena et al., 2006; Shi et al., 2006). Fir ING2 wurde weiterhin
gezeigt, dass es neben der Kolokalisation mit H3K4me3 an Interbanden auch mit
Deacetylasen interagieren kann (Feng et al., 2002; Becker, 2006). Die Deacetylase
RPD3 wird ebenfalls an Interbanden polytdner Chromosomen larvaler
Speicheldrisen detektiert und kolokalisiert mit H3K4-Methylierungen, wahrend
H3K9ac an Banden gefunden wird. In /id-Nullmutationen wird an polytanen
Speicheldrisenchromosomen als auch in Embryonalkernen eine erhohte Menge an
RPD3 wund eine Reduktion von H3K9ac beobachtet. In Embryonen und
Speicheldriisenchromosomen von lid-Uberexpressionstieren wird eine Reduktion an
RPD3 und eine Erhéhung von H3K9ac detektiert. Wenn nun dING2-Proteine, wie
auch die ING-Proteine der Sauger, mit RPD3 interagieren, ware es moglich, dass die
Rekrutierung von RPD3 durch die konzentrationsabhangige dING2-Bindung an
Interbanden-spezifische H3K4me3 letztlich Uber die Konzentration von H3K9ac an
den Banden polytaner Speicheldrisenchromsomen in Drosophila entscheidet. Ob
dING2 mit RPD3 interagiert, ist noch unbekannt und soll durch die Analyse von frih

embryonalen RPD3-Komplexen geklart werden.
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Da H3K9ac in Drosophila an den Banden polytaner Speicheldrisenchromsomen
assoziiert aber RPD3, LID und H3K4me3 an den Interbanden lokalisiert ist, besteht
nun die Frage, wie RPD3 die Acetylierung von H3K9 regulieren kann? Eine
Erklarung ware, dass RPD3 uber noch unbekannte Proteine an H3K9ac delokalisiert
werden konnte oder aber das H3K9ac durch eine andere Deacetylase der HDAC-
Familie deacetyliert wird (Yang und Seto, 2008). RPD3 kdénnte aber auch
Histonacetylasen wie zum Beispiel Genb oder einen anderen Faktor des Chromatin-
Remodeling-Komplexes regulieren und somit die Erhdhung oder Reduktion von
H3K9ac an den Banden bewirken. Ob H3K9ac direkt durch RPD3 oder uber einen
anderen Weg reguliert wird, bleibt noch offen und muss in weiteren Analysen geklart
werden.

Die dosisabhangigen Effekte von LID in den Speicheldrisenchromosomen betreffen
sowohl die epigenetischen Markierungen von Interbanden (Menge an H3K4me3,
RPD3 und dING2) als auch von Banden (Menge an H3K9ac). Somit kann
angenommen werden, dass diese Unterschiede frih embryonal, noch bevor eine
Differenzierung von Banden und Interbanden erfolgt, etabliert werden und das
nachfolgend die Balance zwischen Eu- und Heterochromatin stabil erhalten wird
(Maintenance). Faktoren, die diese ,Maintenance® der epigenetischen
Differenzierung des euchromatischen Zustandes kontrollieren, sind voéllig unbekannt.
FiUr die Differenzierung des heterochromatischen Chromatinzustandes konnte auch
epigenetische ,Maintenance” nachgewiesen werden (Rudolph et al., 2007).
Offensichtlich wird nicht nur Heterochromatin sondern auch Euchromatin frih in der
Embryonalentwicklung differenziert und der einmal etablierte Zustand prazise
wahrend der nachfolgenden Entwicklung erhalten und stabil auf die Tochterzellen

vererbt.

4.7 Funktionelle Interaktion von LID und SU(VAR)3-3 in Drosophila

melanogaster

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zu moglichen funktionellen
Interaktionen zwischen molekularen Prozessen der Differenzierung von Eu- und
Heterochromatin an Embryonen und Polytdnchromosomen durchgefuhrt. Die

Histondemethylase SU(VAR)3-3 besitzt bei der Etablierung des Heterochromatins
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wahrend der frthen Embryogenese eine protektive Funktion und verhindert die
Etablierung von H3K4me1 und H3K4me2 im prospektiven Heterochromatin (Rudolph
et al., 2007). Im Gegensatz dazu ist bei der Etablierung von Euchromatin eine exakt
kontrollierte Aktivitat der H3K4me3-Demethylase LID entscheidend. SU(VAR)3-3 ist
in den frthen embryonalen Stadien von Drosophila im Heterochromatin lokalisiert,
wahrend LID im Euchromatin gefunden wird. In polytdnen Chromosomen larvaler
Speicheldrisen sind beide Demethylasen mit Interbanden assoziiert (Lee et al.,
2007; Rudolph et al.,, 2007) und kolokalisieren mit H3K4-Methylierungen. Die
vorliegenden Daten lassen den Schluss zu, dass bei der Differenzierung von Eu- und
Heterochromatin wahrend der friihen Embryogenese H3K4-Demethylasen funktionell
von zentraler Bedeutung sind.

Die immunozytologischen Analysen von lid-Nullembryonen zeigen bei einem Verlust
von LID eine Erhdhung von H3K4me3. Gleichzeitig ist die Menge an SU(VAR)3-3
erhdht und H3K4me2 reduziert. Nach lid-Uberexpression wird neben LID auch
H3K4me2 erhoht beobachtet, wahrend H3K4me3 und SU(VAR)3-3 reduziert
nachgewiesen werden. Durch Reduktion von H3K4me3 nach lid-Uberexpression
sollte eine verstarkte Ausbreitung des Heterochromatins und nicht eine Hemmung
der Ausbreitung erwartet werden. Hingegen sollte in /id-Nulltieren bei Erhéhung von
H3K4me3 ein Suppressoreffekt und nicht ein Enhancereffekt manifestiert werden.
Dieser inverse Effekt resultiert in den lid-Nulltieren aus der reduzierten und nach lid-
Uberexpression aus der erhohten zelluldaren H3K4me2-Assoziation. Es konnte
gezeigt werden, dass H3K4-methyliertes Substrat in vitro SU(VAR)3-9 signifikant
inhibiert (S. Lein, personliche Mitteilung). Nach Uberexpression von lid liegt im
Embryo eine Erhdhung von H3K4me2 vor. Falls LID auch in vivo die Aktivitat von
SU(VAR)3-9 steuert, konnte SU(VAR)3-9 Uber die Menge der H3K4-Methylierung,
die Etablierung der heterochromatischen Histonmodifizierungen H3K9me2 und
H3K9me3 regulieren. In lid-Nulltieren ist H3K4me2 reduziert. Dadurch kame es nicht
zur Hemmung der H3K9-Methylase und nach Methylierung von H3K9 konnte sich
Heterochromatin ausbilden. Die Erhdhung von H3K9me2 und H3K9me3 in lid-
Nulltieren und die Reduktion der H3K9-Methylierungen nach lid-Uberexpression
korreliert mit einem Enhancer- und einem Suppressoreffekt.

In polytanen Speicheldrisenchromosomen von lid-Nulltieren ist neben dem Verlust
an LID und SU(VAR)3-3 eine Erhdhung von H3K4me1, H3K4me2 und H3K4me3 zu
finden, wahrend nach lid-Uberexpression eine Erhéhung von LID und SU(VAR)3-3
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als auch eine Reduktion der H3K4-Methylierungen nachgewiesen werden. In
Embryonen von lid-Nulltieren, als auch von lid-Uberexpressionstieren, korreliert die
Menge an SU(VAR)3-3 negativ mit der Menge an LID. Hingegen wird in polytanen
Chromosomen larvaler Speicheldrisen eine positive Korrelation der beiden
Demethylasen beobachtet.

Weiterhin wird weder in Su(var)3-3-Nulltieren (Df(3R)TR2Su(var)3-3/Su(var)3-3'?)
noch nach Su(var)3-3-Uberexpression (Dp(3L)TR3Su(var)3-3"/Dp(3L) TR3Su(var)3-
3") in Embryonen als auch in polytanen Speicheldriisenchromosomen eine Anderung
der LID-Menge beobachtet. Diese Daten deuten darauf hin, dass im Embryo,
wahrend das Chromatin in Eu- und Heterochromatin differenziert wird, LID neben der
Demethylierung von H3K4me3 die Menge an H3K4me2 Uber das heterochromatisch
lokalisierte SU(VAR)3-3 regelt. LID wirkt jedoch unabhangig von SU(VAR)3-3,
obwohl dLSD1 funktionell upstream von LID angeordnet ist. Wenn die Balance
zwischen Eu- und Heterochromatin einmal eingestellt ist, wird SU(VAR)3-3 im
Heterochromatin nicht mehr bendtigt und in der weiteren Entwicklung an Interbanden
polytaner Speicheldrisenchromosomen umgelagert (Rudolph et al., 2007). Daraus
lasst sich schlussfolgern, dass nachdem das Chromatin in den frihen
Embryonalstadien in Eu- und Heterochromatin differenziert ist, der frih etablierte
Chromatinzustand stabil Uber die nachfolgende Individualentwicklung erhalten bleibt
und eine Lid-abhangige inverse SU(VAR)3-3 Regelung nicht mehr notwendig ist.
Weiterhin lasst sich vermuten, dass beide H3K4-Demethylasen in einem
gemeinsamen Komplex vorkommen. Ob dies der Fall ist, muss noch in der Analyse
frh embryonaler Proteinkomplexe Uberpruft werden.

Um den funktionellen Zusammenhang der Demethylasen weiter zu untersuchen,
wurden eine lid; Su(var)3-3-Doppelnullmutante  (lid"*?*%/id'%*?*®:  Su(var)3-
3"/Su(var)3-3"%) und eine lid*; Su(var)3-3*-Doppeliiberexpression
(Dp(2L)HB4lid"/Dp(2L)HB4lid"; Dp(3L)TR3Su(var)3-3"/Dp(3L) TR3Su(var)3-3")
hinsichtlich LID, SU(VAR)3-3 und die Methylierungen von K4 des Histons H3
analysiert. In der Doppelnulimutante als auch in der DoppelUberexpression ist wie zu
erwarten eine Reduktion bzw. eine Erhdhung der beiden H3K4-Demethylasen
nachgewiesen, obwohl in den lid-Nulltieren und nach lid-Uberexpression SU(VAR)3-
3 gegenuber LID in den Embryonen negativ korreliert ist. Die embryonalen Mengen
der beiden Demethylasen in der Doppelnullmutante und der Doppeltuberexpression

korrelieren somit positiv mit den chromosomalen Mengen an LID und SU(VAR)3-3
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von polytdnen Speicheldrisenchromosomen der /id-Nulltiere und der lid-
Uberexpression. H3K4me1, H3K4me2 und H3K4me3 sind in der Doppelnullmutante
erhoht, wahrend nach Doppeluberexpression die euchromatischen Markierungen
reduziert sind. Wird SU(VAR)3-3 alleine oder in Kombination mit LID erhoht, ist kein
Unterschied in der reduzierten Menge der H3K4me1- und H3K4me2-Assoziation zu
beobachten, wahrend nur in den Doppelluberexpressionstieren H3K4me3 reduziert
zu finden ist. Dieses Ergebnis korreliert mit den Daten, die in polytanen
Speicheldriisenchromsomen nach lid-Uberexpression fiir H3K4me1 und H3K4me2
gefunden werden. Nach lid-Uberexpression wird bei Vorhandensein von zwei
Su(var)3-3-Kopien und vier lid-Kopien die Menge an SU(VAR)3-3 erhoht beobachtet.
In den Doppellberexpressionstieren liegen neben vier lid—Kopien auch vier Su(var)3-
3-Kopien vor. Es st in diesem Doppeluberexpressions-Genotyp nicht zu
unterscheiden, ob die Reduktion von H3K4me1 und H3K4me2 durch die erhdhte
Menge an SU(VAR)3-3, die aus den 4 Su(var)3-3-Kopien hervorgegangen ist oder
durch die LID-regulierte erhohte SU(VAR)3-3-Aktivitat katalysiert wird. Mit
Transkriptionsanalysen und Aktivitatstests ware diese Frage in weiteren Arbeiten zu
klaren.

Wahrend eine Su(var)3-3-Mutation die Ausbreitung des Heterochromatins ins
benachbarte Euchromatin (Haplo-Suppressoreffekt) hemmt, fuhrt eine zusatzliche
Kopie des Suppressors Su(var)3-3 am Bruchpunkt des In(1)w™"-Testsystems zu
einer verstarkten Ausbreitung des Heterochromatins (Triplo-Enhancereffekt). In einer
lid-Mutante kommt es durch die Reduktion von H3K9ac zur Auspragung des Haplo-
Enhancereffekts, wahrend eine zusatzliche Kopie von lid die Auspragung des
Heterochromatins hemmt und ein Triplo-Suppressoreffekt manifestiert wird. Werden
der Haplo-Suppressor mit dem Haplo-Enhancer kombiniert, erreichen aufgrund der
rezessiven Letalitat der /id-Mutanten keine homozygoten Fliegen das adulte Stadium.
In transheterozygoten Doppelnulltieren férdert die drastische Erhéhung aller drei
H3K4-Methylierungen einen offenen Chromatinzustand, bei dem die Ausbreitung des
Heterochromatins ins Euchromatin gehemmt wird. Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass Su(var)3-3-Mutationen epistatisch Uber dem Enhancereffekt der lid-
Mutationen sind. Auch lasst dies den Schluss zu, dass LID und SU(VAR)3-3 die
wesentlichsten H3K4-Demethylasen in Drosophila melanogaster darstellen. Die
Reduktion aller drei Methylierungszustande in den Doppeltberexpressionen fuhrt zur

Auspragung eines additiven Effektes. Dabei kommt es weder zur Ausbreitung des
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Heterochromatins durch eine zusatzliche Kopie von Su(var)3-3 noch zur Hemmung
des Heterochromatins durch eine zusatzliche Kopie von /id am Bruchpunkt des
In(1)m/"4“-Testsystems und spiegelt sich in der Auspragung einer rot-weil3en
mosaikartigen Augenpigmentierung wieder. Die Reduktion der H3K4-Methylierungen
ist fir das Uberleben und die Fertilitat der Fliegen ohne sichtbare Bedeutung. Ob die
Menge an RPD3 durch die erhdhte bzw. reduzierte H3K4me3-Assoziation Uber die
Rekrutierung von dING2 und letztlich durch das Ausmalfd an H3K9ac reguliert wird,
muss in weiteren immunozytologischen Analysen Uberpruft werden. Ob SU(VAR)3-3
mit LID in einem gemeinsamen Komplex existiert, ist ebenso durch Analyse frih
embryonaler Proteinkomplexe zu klaren. Letztlich konnte gezeigt werden, dass LID in
Verbindung mit SU(VAR)3-3 in Drosophila melanogaster die Balance zwischen Eu-
und Heterochromatin in den frihen Embryonalstadien reguliert und dass dieser

Chromatinzustand, wahrend der weiteren Entwicklung, aufrechterhalten wird.
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5 Zusammenfassung

Epigenetische Stabilitdt beruht auf der dynamischen Balance zwischen Eu- und
Heterochromatin. Dieses Gleichgewicht wird durch die koordinierte Funktion
antagonistischer Enzymklassen geregelt, deren Wechselspiel bereits seit vielen
Jahren intensiv erforscht wird. Mit der Charakterisierung von Demethylasen, die
gegenuber den Methyltransferasen antagonistisch wirken, wurde eine neue Ebene
der Regulation entdeckt. H3K4-Methylierungen sind N-terminale Modifizierungen an
H3, die zur Etablierung eines aktiven Chromatinzustandes fihren. Nachdem dLSD1
als H3K4me1- und H3K4me2-Demethylase bestatigt wurde (Rudolph et al., 2007),
wird die Funktion der H3K4me3-Demethylase LID wahrend der Differenzierung von
Euchromatin in dieser Arbeit beschrieben.

In Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein E(var), der im System der PEV flur
einen Haplo-Enhancer- und Triplo-Suppressoreffekt verantwortlich ist, lokalisiert und
umfassend genetisch charakterisiert. Genetische Analysen von Deletions- und
Duplikationsmutanten zeigen, dass der E(var)26B2 mit lid identisch ist. Mutationen
von lid haben keinen Einfluss auf die Haplo-Suppressoren Su(var)2-5, Su(var)3-1,
Su(var)3-3, Su(var)3-7, Su(var)3-9 und Rpd3, wahrend eine zusatzliche lid-Kopie das
Spreading des Heterochromatins ins Euchromatin dieser Triplo-Enhancer unterdrickt.
Lid stellt somit gegenuber diesen Suppressoren bei der Etablierung des
heterochromatischen Gensilencings eine untergeordnete Funktion dar. Die Analyse
von 12 lid-Revertanten-Allelen, lid"***" bis /id"%***® und 1id"%®*°"" bis [ig“%®"*
(P{PZ}id"**** bzw. P{lacW}lid®°®°"), zeigt, dass alleine die Insertion der P-Elemente
ausreichend ist, um die Expression von lid zu unterbinden.

Funktionelle Analysen ergaben, dass dLID eine evolutionar hoch konservierte
H3K4me3-spezifische Demethylase ist, ab der 12. Furchungsteilung im Euchromatin
und den Polzellen nachweisbar ist und in polytdnen Speicheldrisenchromosomen
mit H3K4me3 an Interbanden kolokalisiert. Dabei hat LID bei der Differenzierung von
Euchromatins durch die Regulierung von H3K4me3 entscheidenden Einfluss.

Durch Generierung eines polyklonalen Antikorpers gegen LID und gegen dING2
konnte ein Einfluss auf das Bindeverhalten von dING2 und SU(VAR)3-3 untersucht
werden. Uberexpression von lid flhrt zu einer fast vollstandigen Reduktion von

H3K4me3 und ein Verlust von lid zu einem starken Anstieg der H3K4-Methylierung.
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5 Zusammenfassung

Neben der Reduktion von H3K4me3 wird nach lid-Uberexpression in
Embryonalzellen und in polytdnen Chromosomen larvaler Speicheldrisen eine
Erhohung von H3K9ac bei einer Reduktion von RPD3, dING2 und H3K9me2 als
auch von H3KO9me3 beobachtet, wahrend in lid-Nulltieren diese Markierungen
negativ korrelieren.

Die Menge an SU(VAR)3-3 wird in Embryonalkernen negativ zur Menge von LID
reguliert, wahrend in Speicheldrisenchromsomen SU(VAR)3-3 positiv zur LID-
Konzentration zu finden ist. LID wird hingegen unabhangig von SU(VAR)3-3 im
Embryo und an Interbanden gebunden. LID und SU(VAR)3-3 zeigen in lid"; Su(var)3-
3-Doppelnullembryonen und nach lid*; Su(var)3-3*-Doppeliiberexpression eine
erwartete Reduktion bzw. Erhdhung. Dabei sind H3K4me1, H3K4me2 und H3K4me3
in der Doppelnullmutante erhoht, wahrend die euchromatischen Markierungen nach
Doppeluberexpression reduziert sind. Letztendlich deuten alle Ergebnisse auf eine
essentielle Funktion von LID bei der Differenzierung von Euchromatin und beim

Aufbau einer dynamischen Balance zwischen Eu- und Heterochromatin hin.
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7.1 Primerliste

Tabelle 7.1: Verwendete Primer

Primerbezeichnung

Sequenz 523

HP1-dup-forw
HP1-del-forw
HP1-dup-rev
HP1-del-rev
HP1-del-rev1
Lid-dup-forw
Lid-del-forw
Lid-dup-rev
Lid-del-rev
Lid-pGS-forw
Lid-pGS-forw1
Lid-pGS-forw2
Lid-pGS-677-rev
Lid-pGS-432-rev
Lid-pGS-241-rev
Lid-pGS-103-rev
Lid-pGEX-forw1:
Lid-pGEX-forw:
Lid-677aa-rev:
Lid-432aa-rev:
Lid-241aa-rev:
Lid-103aa-rev:
lid-cDNA-HB637A
lid-cDNA-A 624-740
lid-cDNA-H637Arev
lid-cDNA-H637Afor
lid-cDNA-624 rev
lid-cDNA-740 for
lid-cDNA-587rev
lid-cDNA-590rev
lid-cDNA-159rev
lid-cDNA-207forw
lid-cDNA-222rev
lid-cDNA-332forw
5P forw-1

5'P forw-2

5P rev-1

5'P rev-2

3'P forw-1

3'P forw-2

3'P rev-1

3'P rev-2

GGAATAAAATTGATAACTGTGC
CCATTTATCTTGCCATTGCG
GCAACGAAGCTTTCTCTCC
GGTGTTGTTGTTGTACTTGC
CGTATTTACTCTCGTCGCC
GCCCCACAAAAGTTCGGG
GCTTTGTACGCAATTTACCC
GCGAGGAATATCGTGATCG
CCTATGGATGTTTCAAGTCC
ATAGCGGCCGCATGTACCATAATAGTTGTCCTCATCCC
ATAGCGGCCGCATGGGTCACATCAATGCCGACATTAG
ATAGCGGCCGCATGAAGCTACGCTTTGTGCCACGTG
ATAGCGGCCGCAGATGTAGCAGGCAGTAGCGATG
ATAGCGGCCGCACTCCACCATCTCAGTGGGCAC
ATAGCGGCCGCAGCGACGTGTGTTTGTCTCGTTG
ATAGCGGCCGCACTGGACACGTGGCACAAAGCG
ATAGCGGCCGCATGGTCACATCAATGCCGACATTAG
ATAGCGGCCGCATTACCATAATAGTTGTCCTCATCCC
ATAGCGGCCGCTCAGATGTAGCAGGCAGTAGCGATG
ATAGCGGCCGCTCACTCCACCATCTCAGTGGGCAC
ATAGCGGCCGCTCAGCGACGTGTGTTTGTCTCGTTG
ATAGCGGCCGCTCACTGGACACGTGGCACAAAGCG
TCCTCGTTGGCCCAGCAG
AGCCAATCGGCAGGTGCCGGAGCGTTCATGCCGC
CCAGCAGAAGGCTGCGAAG
GCCAACGAGGACCACTGG
CGGAGCGTTCATGCCGCT
GCACCTGCCGATTGGCTG
CGGCAACAAATATAACGAGCTC
TTGGTCGCCCGGCAACAAAT
TGGCGGCGTGTCAAAGTGGA
GTGGACAAGCTACGCTTTGTG
GAGCTCATTCAGCCGCTGGA
ACACCCGTCAAATTGGAGGAC
ACCCACTTTAATGATTCGCAG
ACCAGTGGGAGTACACAAACAG
TTTACTCCAGTCACAGCTTTG
CACACAACCTTTCCTCTCAAC
ATACTATTCCTTTCACTCGCAC
GCATACGTTAAGTGGATGTCTC
TGTCGTATTGAGTCTGAGTGAG
TGATTAACCCTTAGCATGTCCG
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BAC lid f1

BAC lid r1
BAC lid Apalll_f1
BAC lid Apalll_r1
pGEMT_T forw
pGEMT _T_back
lid cDNA1f

lid cDNA2f

lid cDNA3f

lid cDNAA4f

lid cDNA5Sf

lid cDNAGf

lid cDNATf

lid cDNASf

lid cDNASf

lid cDNA10f

lid cDNA11f

lid cDNA12f

lid cDNA13f

lid cDNA14f
lid-cDNA-H637A
5'lid-cDNA-pGS
3'lid-cDNA-pGS
5’lid-cDNA
3’lid-cDNA
3'2.E-lid
3'2.E-lid 2
3.E-lid-rev
3.E-lid-rev1
2.E-lid-forw3
lid-394aa-forw
lid-394aa-rev
ding2 20aa_AB1_f

ding2 20aa_AB1 _r

5 dING2-cDNA-pGS
3'dING2-cDNA-pGS
dING2_Del_forw
dING2_Del _rev
dING2_Dp_forw
dING2_Dp_rev

lid 2E forw_RT
lid_3E_rev_RT
Rpd3 2E forw_RT
Rpd3 3E_rev RT
rp49 RT-F

rp49 RT-B
rp49_E_2forw_RT

ATCACGCAGTGCGACGGCTCC
TGTCGCACGTCAGTCATGTGGGC
TGGGCCCATCACGCAGTGCGACGGCTCC
TGGGCCCTGTCGCACGTCAGTCATGTGGGC
GCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTC
GTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCC
TCAGCCAGCAAAAAGTACC
TGAGCTCGAGGCAAAGAC
GCACACCCGTCAAATTGG
ACTGATGAAGTACATTTGCC
TTGCACACAATGGATCACG
CTGGTGACCATTATGAACC
GCAAATCGCTTTTGGAGTG
TCATCGATCGCCTTAATGC
CTGAAGCAGTGCAAGTGG
AACCACGTCACATATTGCC
CGATATGTTCTGCTTGTGC
AAGCGATTATGGCGCAGC
GCATTCTAGAAACGATGCC
TGCCGAGAATAAGCAGGC
TCCTCGTTGGCCCAGCAG
ATAGCGGCCGCATGTCCGCCAAAACTGAGGCGG
ATAGCGGCCGCACCGCGCCGATTGCACCGCC
ATAGCGGCCGCATTCCGCCAAAACTGAGGCGGAC
ATAGCGGCCGCTCACCGCGCCGATTGCACCGC
CGGAGTTGCTGTTCCATTCG
GGTACTGCATCCGGTTGG
AGCATTAAGGCGATCGATG
TCTCAGTGGGCACCAAGTG
AGGACGGAGGTGGAACCG
ATAGCGGCCGCATGTGAAGGCGCACAGCTTCGAG
ATAGCGGCCGCTCAAAGTTCGCGCATATCGAG CAG
ATAGAATTCCCCAAGGCGCAGTTCCTCAAAGAACTGGA
GCGCTACAACAAGGAAAAGGAGGAGAAGACCTGATAG
CGGCCGCATA
TATGCGGCCGCTATCAGGTCTTCTCCTCCTTTTCCTTGT
TGTAGCGCTCCAGTTCTTTGAGGAACTGCGCCTTGGGG
AATTCTAT
ATAGCGGCCGCATGATAAACCCCATTGCATCCGAG
ATAGCGGCCGCAGGTCTTCTCCTCCTTTTCCTTGTT
TGACGTAGACGTCGATAGCATTTG
AGGTACGGTCACTCGGCAACTG
CCAGATACCCAATCATGTCCACG
GACAGCTGACTGCTTTGATTTGC
CTGCGACGACAGCTACCACACC
CCTGCGGTTTGCTTACTTCCTCG
CATGACCCACAACCTGCTGCTC
GTACTCGTCCGAGTGGAACTTGGTC
GATGACCATCCGCCCAGCATAC
AGTAAACGCGGTTCTGCATGAGC
CAGCATACAGGCCCAAGATCGTG
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rp49 _E 3rev RT
rp49 2E_forw1_RT
rp49 3E revl RT
R-Tub56D_forw_RT
R-Tub56D_rev RT

CTTGAAGCGGCGACGCACTC
GCCACCAGTCGGATCGATATGC
AATCCGGTGGGCAGCATGTG
GAGGGAAATCGTTCACATCCAAGC
CACCGGACGCCTCATTGTAGTACAC

UAS-F TGCAACTACTGAAATCTGCC

17 GTAATACGACTCACTATAGGGC

pGEMT-AR AATACTCAAGCTATGCATCC

Sp1 ACACAACCTTTCCTCTCAACAA

Pry2mod ATGTCTCTTGCCGACGGGACCACCTTATG
pAc/MT-for ATAGAATTCAAAGCTATGTCCGCCAAAACTGAG
pMT-V5-forw1 TCTCAGTGCAACTAAAGGGG

pMT-V5-rev1 GTCTGGATCTTAGAAGGCAC

pAC5.1-V5-forw1 ACAAAGCCGCTCCATCAGC

pACS5.1-V5-rev1 CTCAGGCCTTAGAAGGCAC

7.2 Antikorperliste

Tabelle 7.2: Verwendete Antikérper

Antikorperbezeichnung Verdiinnung/Zytologie Hersteller/ LOT-Nr.

polyclonal H3K4 mono- 1:100 Upstate/24402/ cat 07-436
methyl

polyclonal H3K4 di-methyl 1:100 Upstate/26335/cat 07-030
polyclonal H3K4 tri-methyl 1:100 Upstate/32497/ cat 07-473
polyclonal H3K4 tri-methyl 1:100 Abcam/242125/ab8580-28
polyclonal H3K4 tri-methyl 1:100 Abcam/287912/ab8580-25
polyclonal H3K4 tri-methyl 1:100 Abcam/224576/ab8580-25
polyclonal H3K9 acetyl 1:100 Upstate/23997/cat 06-942
polyclonal H3K9 mono- 1:100 Upstate/24441/cat 07-460
methyl

polyclonal H3K9 di-methyl 1:100 Upstate/0608038250
polyclonal H3K9 di-methyl 1.100 Upstate/30309/cat 07-441
polyclonal H3K9 tri-methyl 1:100 Abcam/275887/ab 8898-25
polyclonal a-LID-Ak 1:75 Heiko Baisch
polyclonal H3-S10 phospho. 1:100 Abcam/35682/ab 5176-25
polyclonal HP1 1:100 Abcam/165642/ab 24724
polyclonal HP1 1:100 S. Elgin
polyclonal HDAC1 (RPD3) 1:50 Abcam/269532/ab 1767-00
polyclonal SU(VAR)3-3 Ak. 1:100 Th. Rudolph
polyclonal H4K20 tri-methyl 1:50 Abcam/232666/ab9053-
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polyclonal H3K36 tri-methyl 1:100 Upstate/26796/cat 07-540
polyclonal H3K36 di-methyl 1:100 Upstate/26796/cat 07-540
polyclonal H3K27 di-methyl 1:50 Upstate/32530/cat 07-452
polyclonal H4K8 acetyl 1:100 Upstate/30399/cat 07-328
polyclonal WHSC 1 (MES1) 1:50 Matthias Walter
polyclonal 2-1-Ak 1:100 Matthias Walter
polyclonal PP1 1:20 Sandro Lein/ Serum
Goat-anti-mouse-Peroxidase 1:2000 (Western) Jackson Immuno Research
(GAM)

(Cg):;;anti-rabbit-Peroxidase 1:5000 (Western) Jackson Immuno Research

7.3 Kreuzungsschema zur Herstellung von w" Deletionen und w*

Duplikationen aus P-Elementen

w/w; RS3r/SM6 ; +/+ X w/Y; RS5r/SM6; +/+
w/w; RS3r/RSbr; +/+ X w/Y; SM6/Sco; +/+
w/w; Df,Dp/SM6; +/+ X w/Y; SM6/Sco; +/+

Analyse: w/Y; Df,Dp/ SM6; +/+ > Ausnahmefliegen

Abbildung 7.1: Kreuzungsschema zum Stammaufbau von w" Defizienz- und
Duplikationsallelen fiir das 2. Chromosom. (RS3r/RS5r= remnant P-Element; Df=
Defizienzallel; Dp= Duplikationsallel)

7.4 Kreuzungsschema zur Herstellung von w™ Deletionen und w’

Duplikationen aus P-Elementen

W™ /™ RS5r/SM6 ; +/+ X WY RS5r/SM6; +/+
W™ /™0 - RS5r/RS5r: +/+ X w"™Y: SM6/Sco; +/+
W™ /™ Df Dp/SM6; +/+ X w™™y: SM6/Sco; +/+

Analyse: w™/Y: Df.Dp/ SM6; +/+ > Ausnahmefliegen

Abbildung 7.2: Kreuzungsschema zum Stammaufbau von w Defizienz- und
Duplikationsallelen am Beispiel von RS5remnant-Elementen fiir das 2. Chromosom.
(RS5r= remnant P-Element; Df= Defizienzallel; Dp= Duplikationsallel)
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7.5 Kreuzungsschema zur Herstellung von neuen Mutantenallelen

durch P-Elementremobilisierung

w/w’; SM6a/Sco; +/+ X w7/Y; +/+; A2-3Dr/TM6¢

w /w ; SM6a/+; A2-3Dr/+ X +/Y; P-Element/SM6; +/+
W™ SM1/T(2;3)ap™e, Su(var)2-1°"/Sb X w7/Y; P-Element/SM6a; A2-3Dr/+
Analyse: w™/Y: P-Element/T(2;3)ap™®, Su(var)2-1°"/+ - Ausnahmefliegen

Abbildung 7.3: Kreuzungsschema zur Remobilisierung von P-Elementen mit
anschlieRenden Test auf Enhancereffekt. (P-Element= P{PZ}lid"**** oder P{lacW}lid*°®°")

7.6 Kreuzungsschema zur Herstellung transgener lid- und ding2-

Linien
v/Av; SM6/T; ry/ry X +/Y; P/SM6; +/+
v/+; P/T; ry/+ X w/Y; SM6/Sco; +/+
w/w; SM6/Sco; +/+ X v/Y; P, T/SM6; +/+

Analyse: v/Y; Pr, T/SM6; +/+ - Ausnahmefliegen

Abbildung 7.4: Kreuzungsschema zum Stammaufbau von lid- und ding2-Allelen fiir
das 2. Chromosom. (T= Transgen; P= Promotor; v= vermillion; ry= rosy)
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7.7 Transgene lid- und ding2- Fliegenstamme

Tabelle 7.3: Hergestellte lid- und ding2- Fliegenstamme.

Stammbezeichnung Anzahl

Genotyp

lld1 0424
/Id1 0424-1

if10424-2
Jic10424-3
if10424-4
Jic10424-5
if10424-6
icf10424-7
if10424-8

Jicf10424-9

lid"****5_.GFP

Iidk06108
Iidk06108-1

lidk06 108-2

lidk06 108-3

dING2-cDNA-2
dING2-cDNA-3
dING2-Y360A-2
dING2-Y360A-3
lid-cDNA-3Sgs

Alid 587-740aa-2Ac
Alid 587-740aa-2Sgs
Alid 587-740aa-3Ac
Alid 624-740aa-2Ac

Alid 624-740aa-2Sgs

1

B e N Y. N . W W . T N

W = A A A

—_—

+/+; Cn', Pry""?=PZlid10424/CyO; ry*/ry*
w7y lid"%*?*/T(2;3)ap*?Su(var) 2-1°"/+
W™y lid"%*?42/T(2;3)ap’@Su(var)2-1°"/+
w7y 1id"%*?43/T(2;3)ap™?Su(var) 2-1°"/+
W™y lid"%*?*4/T(2;3)ap’@Su(var)2-1°"/+
w7y lid"%*?*%/T(2;3)ap™?Su(var) 2-1°"/+
W™y lid"*?4%/T(2;3)ap’@Su(var)2-1°"/+
w7y lid"*?47/T(2;3)ap*?Su(var) 2-1°"/+
W™y lid"*?48/T(2;3)ap’@Su(var)2-1°"/+
w7y lid"%*?4%/T(2;3)ap*?Su(var) 2-1°"/+

w™ry: lid"*?48/T(2:3)CyO, GFP, TM3, Ser, w",
e/Sb’

Y, w?7?: PflacW(w")} lidk06801/CyO; +/+
W™y 1id 080" 1/T(2:3)ap™?Su(var) 2-1°"/+
W™y 1idk9%8%72/T(2:3)ap*?Su(var) 2-1°" /+
w™ry; 1id 08031 (2:3)ap™?Su(var) 2-1°"/+

V' pGS(UAS,dING2-cDNA, 6GFP, V'}/CyO;
™/

V; +/+; pGS{UAS,dING2-cDNA, eGFP, v'},
ry*/TM3, Sb', Ser, ry™

v; PGS{UAS, dING2-cDNA(Y3604), eGFP, v'}/Cy0;
ry™/ryR

v; +/+; pGS{UAS,dING2-cDNA(Y360A), eGFP, v'},
ry*/TM3, Sb', Ser, ry™

V; +/+; Sgs3GAL4, pGS{UAS, lid-cDNA, eGFP, v'},
ry*/TM3, Sb', Ser, ry™

v; AcGAL4, pGS{UAS, lid-cDNA AJmjC 587-740,
eGFP, v*}/CyO; ry//r/

V; Sgs3GAL4, pGS{UAS, lid-cDNA AJmjC 587-740,
eGFP, v'}/CyO; ry/"/r/*

V; +/+; AcGAL4, pGS{UAS, lid-cDNA AJmjC 587-
740, eGFP, v}, r//TM3, Sb, Ser, /¢

v; AcGAL4, pGS{UAS, lid-cDNA AJmjC 624-740,
eGFP, v*}/CyO; ry//r/

v, Sgs3GAL4, pGS{UAS, lid-cDNA AJmjC 624-740,
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Alid 624-740aa-3Ac
Alid 624-740aa-3Sgs
lid-cDNA-Xhs

lid-cDNA-2hs
lid-cDNA-3hs

lid-cDNA-2-w™"
lid-cDNA-3-w™"

Df(2L)HB4lid
/Su(var)3-3""

Df(2L)HBA4lid
ISu(var)3-3"?

lid*/Su(var)3-3*
lid"**?*8Su(var)3-3""
lid"%*?*8Su(var)3-3'2

Df(2L)HB1Su(var)2-
p

Dp(2L)HB1Su(var)2-
5+

Df(2L)HBA4lid
Dp(2L)HB4lid"*
Dp(3R)HB22ding2"

N N

eGFP, v*}/CyO; ry™/ry/K

V; +/+; AcGAL4, pGS{UAS, lid-cDNA AJmjC 624-
740, eGFP, v'}, ry/~/TM3, Sb’, Ser, ry/™¥

V; +/+; SgsGAL4, pGS{UAS, lid-cDNA AJmjC 624-
740, eGFP, v'}, ry~™/TM3, Sb’, Ser, ry™K

V/P{GS.v*, hs(cDNA-lid) EGFP3’}/ v/P{GS.V",
hs(cDNA-lid) EGFP3%}; +/+; ry™/r/™

v, P{GS.v", hs(cDNA-lid) EGFP3’}/ CyO; ryRK/ryRK

v, +/+; P{GS.V", hs(cDNA-lid) EGFP3}, ry*"/TM3,
Sb’, Ser, ry™*

W™ P{GS.v*, hs(cDNA-lid) EGFP3’}/CyRoi
W™ +/+;: P{GS.v*, hs(cDNA-lid) EGFP37}/TM3, Ser

w'; Df(2L)HB4lid /T(2;3)CyO, GFP, TM3, Ser, w'",
e/Su(var)3-3"

w'; Df(2L)HB4lid /T(2;3)CyO, GFP, TM3, Ser, w",
e/Su(var)3-3"

w'; Dp(2L)HB4lid"/Dp(2L)HB4lid";
Dp(3L) TR3Su(var)3-3"/Dp(3L) TR3Su(var)3-3"*

w'; Iid70424'8ﬂ'$2;3)CyO, GFP, TM3, Ser, w",
e/Su(var)3-3'

w'; Iid70424'8ﬂ'g2;3)CyO, GFP, TM3, Ser, w",
e/Su(var)3-3'

w™": Df(2L)HB1Su(var)2-5/Df(2L)HB1Su(Var)2-5;
+/+

w™": Dp(2L)HB1Su(var)2-5"/Dp(2L)HB1Su(Var)2-
5% +/+

w™": Df(2L)HB4lid /Df(2L)HB4lid"; +/+

w™h: Dp(2L)HB4lid"/Dp(2L)HB4lid"; +/+

w™: +/+; Dp(3R)HB22ding2/ Dp(3R)HB22ding2
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7.8 Evolutionare Konservierung

Dm LID —0—189-4 0 I
Hs JARID1A (45,1%) JO—IHB— 0 I
Hs JARID1B (44,5%) YO—JH@— —1

Hs JARID1C 38%) JO—JHB— i
Hs JARID1D (41,7%) }O—-— i
Ce RBR-2 333%) OB !
At IMI17 300%)  HOHHH
Sc YJR119C (17,2%) —H—
SpIMJ2 (17.9%)  HO——)
SpLID2 252%) OB —{

}ijN (:)Arid/Bright I PHD ’ JmiC ¢C5H02-ZF

Abbildung 7.5: Homologievergleich der Doménenorganisation. Vergleich des
Drosophila melanogaster Proteins Dm LID mit homologen Mitgliedern der humanen
JARID1-Familie (P29375, Q9UGL1, P41229 und Q9BY66), Ce RBR-2 (Q23541), dem
einzigen Mitglied aus Ceanorhabditis elegans, den beiden Homologen Sp LID2 (Q9HDV4)
und Sp JMJ2 (QOUS53) aus Schizosaccharomyces pombe und Sc YJR119C (P47156) aus
Saccharomyces cerevisiae sowie At JMJ17 (Q9SH34), dem Homologen aus Arabidopsis
thaliana. Der Anteil der Sequenzibereinstimmung der Gesamtproteine mit Dm LID ist in
Prozent angegeben und mit dem Programm Genebee erstellt.

i
I
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7 Anhang

1 60

Dm LID(591-650) ENAESSWINEN NLPLLEDSIL GHINADISGM NAPWMYVEMC FAARCHENED HWSYSINYLH

Hs JARID1A(437-496) EMALSGWMEN NMPVLEQSVL AHINVDISGM KVPWLYVEMC [FSSIECIUMIED HWSYSINYLH

Hs JARID1B(453-512) EMLDSGWNEN NMPVMEQSVL AHITADICGM KLPWLYVEMC [FSS[ECIMIED HWSYSINYLH

Hs JARID1C(401-460) EMATSGWNEN VMPVLEQSVL CHINADISGM KVPWLYVEMV [@SAECIEIED HWSYSINYLH

Hs JARID1D(489-548) EMATSGWMEN VMPVLDQSVL CHINADISGM KVPWLYVEMV [§SAFCUMIED HWSYSINYLH

Ce RBR-2(468-527)  QNASHAWNEN NMPVLRESVL SHFNTGISGM MVPWVYVEMC [FSTECEBTED HWTYSVNYNH

AT JIMJ17(378-437)  EMCGSPWNEN NMPKLKGSML QAIRHNINGV TVPWLYLEML [§SSIECUMFED HCFYSVNYLH

Sc YJR119C(381-440) KNYCDHPMMET NLPMAHNSLL PLFKRNISGM TIPWIY1ESL [ESTECIEMED QYTLSANYQH

Sp JIMJ2(422-481) PYSKDTWNEN VIASTNGSLL SYIDNPVSGI TCPWLYVEMC [ESTIEC D NYTYSVNYQH

Sp L1D2(408-467) KMSSEPWNEH NLPFENPCLF NYSFSDLSSL TITRLSIEMV [§YTHGITKSS LSTGLLHHHR

Consensus YoooowNLn nop....s.l __i...isgm t.pwlyvGm. FstfcWh.ed h.tys.ny.h
61 118/120

Dm LID(651-708) EPRTINGY PGSCAEQFEE TMKQAAEELF SSQPDLLHQL VTIMNENI.. LMNNRVPVFR

Hs JARID1A(497-554) WEEP| GV PSHAAEQLEE VMRELAZELF ESQPDLLHQL VTIMNgENV.. LMEHGVPVYR

Hs JARID1B(513-570) WEEPETINGY PGYAAEQLEN VMKKLAFELF VSQPDLLHQL VTIMNENT.. LMTHEVPVYR

Hs JARID1C(461-518) WEEP) GV PSLAAEHLEE VMKKLT[FELF DSQPDLLHQL VTLMNENT.. LMSHGVPVVR

Hs JARID1D(549-606) WEEP| GV PSLAAEHLEE VMKMLT[ZELF DSQPDLLHQL VTLMN@ENT.. LMSHGVPVVR

Ce RBR-2(528-585)  FEERMIMYGY GGEDAEKFED ALKKIARGLT GRQRDLFHHM TTAANEHL.. LRSLGVPIHS

AT JIMJ17(438-495) EANCIRNGG1 PGSAASAFEK VMRKTLEDLF DAQPDLLFQL VTMLSEETV.. LQENKVPVYT

Sc YJR119C(441-500) EEDP S1 PESGCTKFND LLNDMS[gDLF IKQPDLLHQL VTLIS[EYDPN FKKSGIPVYK

Sp JIMJ2(482-539) YEDTLIRYG1 PGDQAERFER AALDIARDLYV KKQKDLLYQL ATMINEDE.. LQKRGVDVYF

Sp LI1D2(468-525) FEDTVTINJVL PPDESDAFER YLISSY[gQYT MEDLNRSNGL PVIVS[ESS.. LIENGFHPIA

Consensus G#.k.WYg. pg..ae.f#. ...... P_If __#p#llhg$ vt..nP.._.. 1.._gvpvy.
119/121 167/169

Dm LID(709-757) TDQHAGEFV1 TFERAYHABF NQEYNF PADJJLKM BRECVNHYS

Hs JARID1A(555-603) TNQCAGEFVV TFERAYHSEF NQEYNF CTADJLP1 [ERQCVNHYR 89, 3%

Hs JARID1B(571-619) TNQCAGEFVI TFgRAYHSEF NQEFNF CTVDJLPL {€RQCVEHYR 87 ,0%

Hs JARID1C(519-567) TNQCAGEFVI1 TFERAYHSEF NQEYNF CTADJLPA [ERQCIEHYR 85, 6%

Hs JARID1D(607-655) TNQCAGEFVI TFERAYHSEF NQEYNF CTADJJLPA [RQCIEHYR 85,2%

Ce RBR-2(586-634)  VHQNAGEFVI THgRAYHAEF NEELNF PIDYLSK €RECVESYS 74 ,4%

At JIMJ17(496-545)  VLQEPGNFVI TFgKSFHAEF NFELNC ATADJLPY €GSGAELYR 68,2%

Sc YJR119C(501-549) AVQKPNEYI11 THEKCYHAEF NTEYNFN TIDFYLPY EFGAITDYK 57 ,9%

Sp IMJ2(540-588) IDQGPNEFVI TFgKSFHAEI NHEFNIN APKDwLLN €FSLNGVLK 60, 8%

Sp LID2(526-574) IDLRPNEFLV VSENSYHMEF HQEFSSHES TYNJIKD LLNSSISV 35, 7%

Consensus --q-pg#%v! tfP._%HaGFf n.G.nfaEaV NFat.dWl.. G...... y

Abbildung 7.6: Sequenzvergleich der katalytischen JmjC-Proteindomane in LID-
Homologen. Vergleich zwischen Drosophila melanogaster (Dm LID) und den humanen
JARID1-Proteinen (Hs JARID1A-D) sowie den Proteinen von Ceanorhabditis elegans (Ce
RBR-2), Arabidopsis thaliana (At JMJ17), Saccharomyces cerevisiae (Sc YJR119C) und
Schizosaccharomyces pombe (Sp JMJ2 und Sp LID2).

Alle identischen Aminosauren sind schwarz unterlegt. Die hochkonservierten Aminosauren
Histidin (H) und Glutaminsaure (E), verantwortlich fur die Bindung von Eisen (Fe[ll]) und die
Aminosauren Lysin (K) und Phenylalanin (F), verantwortlich fiir die Bindung des Co-Faktors
(a-Ketoglutarat), sind mit rotem bzw. blauen Buchstabenhintergrund gekennzeichnet. Die
Zahlen auf der linken Seite reprasentieren die Aminosaureposition im entsprechenden
Protein. Der Homologietest erfolgte mit dem Programm Clustal W und Genebee. Die
Homologie zwischen LID und den homologen Proteinen ist als Zahlenwert in Prozent
angegeben.
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