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1.  Einleitung 

 

Die genetische Information eines Organismus ist auf der DNA kodiert. Die Verpackung 

dieser genetischen Information erfolgt auf engsten Raum im Zellkern in mehreren 

Strukturebenen. Dabei ist die DNA durch die Bindung der Histonproteine H1, H2A, 

H2B, H3 und H4 in eine komplexe Struktur, den Nukleosomen, kompaktiert. Diese 

Nukleosomen wiederum können durch Interaktion mit anderen Proteinen zu einer 

höhergeordneten Struktureinheit, dem Chromatin, konfiguriert werden. 

Die Kontrolle dieser transkriptionsaktiven und –inaktiven Bereiche wird dabei direkt 

durch cis–DNA-Elemente, aber auch durch trans- wirkende Faktoren, sowie durch 

epigenetische Prozesse, welche letztendlich auf die Chromatinstruktur der Gene wirken, 

durchgeführt. Dabei sind solche epigenetischen Veränderungen der Chromatinstruktur 

zellerblich und können zu epigenetischem Silencing führen. So wurde mittlerweile auch 

die Modifizierung von DNA und Histonen, bei letzteren insbesondere der N-terminale 

Bereich, als der Schlüssel zum Verständnis epigenetischer Prozesse, wie Gen-Silencing 

und –aktivierung, erkannt. Als Silencing wird dabei die Inaktivierung von künstlich 

oder natürlich eingebrachten Transgenen sowie deren endogene Sequenzhomologe 

bezeichnet. Der Mechanismus für das Silencing ist sehr komplex. Die DNA-Sequenz 

des Zielgens wird dabei nicht verändert, sondern das Silencing wird durch einen 

epigenetischen Prozess bewirkt. Dabei kann auch lokal die Chromatinstruktur verändert 

werden, was durch DNA- und Histonmodifizierungen, wie z. B. Methylierungen, 

bewirkt werden kann. Hierzu konnten in den letzten Jahren eine große Anzahl von 

Enzymen identifiziert werden, welche diese DNA- und Histonstrukturen modifizieren, 

sowie Proteine, welche solche Modifizierungen spezifisch erkennen, daran binden und 

Silencing-Komplexe aufbauen.    

Insbesondere auch nach der Sequenzierung des Genoms verschiedener Arten, beispiels-

weise der Eukaryoten Drosophila melanogaster als Vertreter tierischer und Arabidopsis 

thaliana als pflanzlicher Modellorganismus, wuchs die Anzahl und das Wissen über 

solche Enzyme und Proteine stetig an. Somit kann letztendlich eine Vielzahl von 

entwicklungsbiologischen Prozessen über solche epigenetische Regulationsmechanis-

men kontrolliert werden.    
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1.1  Eukaryotische Histon-und DNA-Modifizierungen 

 

Die Methylierung, Acetylierung, Phosphorylierung oder Ubiquitinierung der Lysin-, 

Arginin- und Serinreste von Histonen resultiert in einem bestimmten Muster, welches 

zur Formulierung der epigenetischen Histon-Code Hypothese führte (Stahl und Allis 

2000; Jennuwein und Allis 2001). Dabei sind bei aktiven oder reprimierten Chromatin 

unterschiedliche Modifizierungen an den Aminosäureresten vorhanden. 

Am Histon H3 definiert die Methylierung der Lysinreste 4, 36 und 79 aktives 

Chromatin, während die Methylierung der Lysinreste 9 und 27 bei H3 sowie 20 bei 

Histon H4 für reprimierte Chromatinbereiche spezifisch ist (Fischle et al., 2003; 

Lachner et al., 2003). Dabei wird durch die Mono-, Di- und Trimethylierung dieser 

Aminosäurepositionen das Spektrum des epigenetischen Histoncodes noch wesentlich 

erweitert. Eine Mono-, Di- und Trimethylierung von Histon H3 an der Position Lysin 9 

und 27 sowie die Trimethylierung im Histon H4 an der Position Lysin 20 sind 

spezifische Histonmethylierungen für Heterochromatin von Drosophila (Ebert et al., 

2004). Bei der Maus ist die Trimethylierung von Lysin 9 im Histon H3, von Lysin 20 

im Histon H4 sowie die Monomethylierung von Lysin 27 im Histon H3 spezifisch für 

perizentrisches Heterochromatin. In dem pflanzlichen Modellorganismus Arabidopsis 

thaliana werden im Gegensatz dazu Trimethylierungen für Lysin 9 und 27 im Histon 

H3 und Di- sowie Trimethylierung von Lysin 20 im Histon H4 im Euchromatin 

gefunden, während Heterochromatin durch mono- und dimethyliertes Lysin 9 und 27 im 

Histon H3 sowie monomethyliertes Lysin 20 im Histon H4 charakterisiert wird 

(Naumann et al., 2005). Diese Unterschiede deuten darauf hin, das der Histoncode im 

Gegensatz zum DNA-Code nicht universell ist, sondern artspezifische Unterschiede 

existieren (Loidl, 2003). 

Die Anzahl der histonmodifizierenden Enzyme in Pflanzen ist ungleich höher als in 

anderen Eukaryoten. Ihre Funktion bei der Methylierung der verschiedenen 

Aminosäureresten in den Histonen sowie das Zusammenspiel mit anderen Chromatin-

regulatoren ist bisher nur teilweise aufgeklärt. Die Existenz für diese weitaus höhere 

Vielfalt von Histon- und DNA-modifizierenden Enzymen bei Pflanzen im Vergleich zu 

anderen Eukaryoten könnte verschiedene Ursachen haben. Die ontogenetische Entwick-

lung der Pflanzen ist, im Gegensatz zu den meisten Tieren, durch eine hohe Umwelt-

abhängigkeit und Plastizität gekennzeichnet. Dies wird vor allem durch die fast 
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ausschließlich sessile Lebensform bedingt. Die Vielzahl äußerer Einflüsse wird wahr-

scheinlich durch ein breites Spektrum an Genexpressionsmustern, gesteuert durch eine 

große Zahl dafür verantwortlicher Enzyme und interagierender Proteine, wider-

gespiegelt. Die Möglichkeit der Dedifferenzierung und Totipotenz pflanzlicher Zellen 

kann ebenfalls für eine flexible Antwort auf verschiedene Umwelteinflüsse notwendig 

sein. Die komplexe Steuerung dieser entwicklungsbiologischen Prozesse wird vor allem 

durch DNA- und Histonmodifizierungssysteme bewirkt, welche als Multigenfamilien in 

Pflanzen vorhanden sind. So wurden 12 putative methylcytosin-bindende Proteine 

(Zemach und Grafi, 2003), 29 SET-Domänenproteine (Baumbusch et al., 2001), 18 

putative Histondeacetylasen und 12 putative Histonacety-lasen (Arabidopsis Genome 

Initiative 2000; Pandey et al., 2002) identifiziert, ungleich mehr als in tierischen 

Organismen.    

Eine zentrale Rolle bei diesen Regulationsprozessen kommt der Etablierung epigene-

tisch stabiler Chromatinzustände zu. Hierbei ist die Lysinmethylierung der Histone H3 

und H4 durch die enzymatische Aktivität der SET-Domänenproteine von entschei-

dender Bedeutung.  

 

1.2  In Arabidopsis thaliana kodieren Genfamilien für E(Z), TRX, ASH1 und   

SU(VAR)3-9 homologe SET-Domänenproteine 

 

Die Identifikation von SET-Domänenproteinen fand zuerst in Drosophila melanogaster 

statt. Hierbei wurde eine im carboxyterminalen Ende befindliche konservierte Domäne 

identifiziert, die außer in SU(VAR)3-9 auch in ENHANCER OF ZESTE (EZH) sowie 

TRITHORAX (TRX) gefunden wurde (Tschiersch et al., 1994; Jenuwein et al., 1998). 

In Arabidopsis erfolgt die Einteilung der SET-Domänenproteine, in Anlehnung an die 

homologen Proteinfamilien in Drosophila, in vier Klassen. Dabei wurden bislang 29 

Gene, welche für SET-Domänenproteine kodieren, identifiziert (Baumbusch et al., 

2001). Die Gruppe der zuerst identifizierten Enhancer of zeste E(z) homologen SET-

Domänengene in Arabidopsis umfasst 3 Mitglieder, CURLY LEAF (CLF), MEDEA 

(MEA) und SWINGER (SWN, ursprünglich EZA1). Die Funktion von E(Z) Proteinen 

wurde bereits in anderen Eukaryoten, vor allem in Drosophila melanogaster und Mus 

musculus (Jones und Gelbart, 1993; Laible et al., 1997; Laible et al., 1999) analysiert. 

Hierbei sind E(Z) Proteine in die chromatinabhängige Genregulation einbezogen. E(Z) 

wirkt in Drosophila sowohl als Polycomb-Gruppen Gen Pc(G), als auch als Trithorax- 
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Gruppen Gen. Das Genprodukt der Pc(G) Gene ist dabei in die Repression der 

homeotischen Antennapedia und Bithorax Complex Gene, Genprodukte der Trithorax-

Gruppengene in die Aufrechterhaltung der aktiven Expression dieser homeotischen 

Selektorgene involviert (LaJeunesse und Shearn, 1996). Mutationen für E(z) führen zu 

einem Suppressorphänotyp, bewirken also eine Dekondensierung von Chromatinstruk-

turen. Die tierischen Polycomb-Gruppen Proteine (Pc-G) interagieren zu einem 

Polycomb Repressive Complex 1 und 2 (PRC1 und PRC2). PRC2 hat eine Histon-

Methyltransferaseaktivität für die Lysinreste 9 und 27 von Histon H3. Die Methylierung 

von H3K9 und H3K27 bildet die Vorraussetzung für die Bindung von Pc-G an Histon 

H3. Isoliertes Enhancer of Zeste E(Z) zeigt jedoch keine HMTase Aktivität (Cao et al., 

2002; Czermin et al., 2002; Ebert et al., 2004).  

Während die Mitglieder von PRC2 in Drosophila Einzelkopie-Gene darstellen, so sind 

diese in Arabidopsis meist kleine Genfamilien. Zu dieser Pc-G Genfamilie gehören die 

FERTILISATION INDEPEND SEED (FIS) Gene, welche durch Mutantenanalysen 

isoliert wurden. Diese Mutanten zeigen verschiedene Stadien der Samenentwicklung bei 

fehlender Fertilisation. (Chaudhury et al., 1997; Grossniklaus et al., 1998; Guitton et al., 

2004; Ohad et al., 1996). Zu den bislang identifizierten FIS-Genen gehört MEDEA 

(MEA), FERTILISATION INDEPEND SEED 2 (FIS2), FERTILISATION INDEPEND 

ENDOSPERM (FIE) und MULTICOPY SUPRESSOR OF IRA1(MSI1). Die von diesen 

Genen kodierten Proteine sind jeweils homolog zu den Drosophila PRC2-Proteinen 

E(Z), Suppressor of zeste 12 [Su(z)12], Extra sex combs (Esc) und P55 (Grossniklaus et 

al., 1998; Kiyosue et al., 1999; Kohler et al., 2003; Luo et al., 1999 ; Ohad et al., 1999).  

Eine zweite Klasse von Pc-G Proteinen wurde in Arabidopsis anhand von Mutanten 

identifiziert, welche durch frühzeitigen Blühbeginn und homeotische Transformationen 

gekennzeichnet sind. Dazu gehören CURLEY LEAF (CLF) und EMBRYONIC 

FLOWER 2 (EMF2) welche für Proteinen kodieren, die jeweils homolog zu den 

Drosophila-Proteinen E(Z) und Su(z)12 sind. (Goodrich et al., 1997; Yoshida et al., 

2001). Eine dritte Klasse von Pc-G Proteinen wurde anhand ihrer Funktion bei der 

epigenetischen Reaktion auf die Vernalisation identifiziert. Dazu gehört 

VERNALISATION2 (VRN2) welches als Repressor für FLOWERING LOCUS C (FLC) 

fungiert. VRN2 kodiert für ein Protein, welches homolog zu dem Su(z)12 aus 

Drosophila ist (Gendall et al., 2001). Auch gibt es Hinweise für die Interaktion der 

Mitglieder des PRC2-Komplexes in Pflanzen. So kann FIE mit den E(Z)-Homologen 

MEA, CLF und SWN, aber auch mit MSI1 interagieren (Katz et al., 2004; Kohler et al., 
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2003; Luo et al., 2000; Spillane et al., 2000; Yadegari et al., 2000). Die Involvierung 

der E(Z) Proteine CLF und SWN von Arabidopsis in die Methylierung von Histon H3 

Lysin27 ist anhand von clf swn-Doppelmutanten immunocytologisch gezeigt worden 

(Lindroth et al., 2004). 

Die Gruppe der TRITHORAX Proteine in Arabidopsis (ATX) umfasst die 5 Mitglieder 

ATX1-ATX5 (Alvarez-Venegas et al., 2001; Baumbusch et al., 2001), welche 

Homologie zum TRX Protein von Drosophila (Mazo et al., 1990; Stassen et al., 1995) 

und dessen Homologe aus Homo sapiens und Mus musculus, ALL-1 und HRX (Ma et 

al., 1993) sowie SET1 aus Saccaromyces cerevisiae (Nislow et al., 1997) aufweisen. 

Die Funktion von ATX1 ist bereits bekannt. ATX1 ist eine Histon-Methyltransferase, 

die spezifisch Histon H3 an der Position Lysin 4 methyliert. ATX1 ist ein Regulator für 

die Blütenentwicklung (Alvarez-Venegas et al., 2001). Die Familie der ARABIDOPSIS 

TRITHORAX-RELEATED Proteine ATXR zählt mit zur Gruppe der TRITHORAX 

homologen Proteine, weist aber eine geringere Homologie zum tierischen TRX auf 

(Baumbusch et al., 2001). Die Funktionen dieser Proteine sind bislang nicht bekannt. 

Die Gruppe der ASHH Proteine sind homolog zum Drosophila ASH1-Protein (Absent, 

Small or Homeotic Discs1, Tripoulas et al., 1996). ASH1 besitzt in Drosophila eine 

„Maintenance“- Funktion auf homeotische Gene während der Segmentbildung.  

Die Gruppe der ASH1-releated Proteine (ASHR) mit ihren 4 Mitgliedern wurde von 

ASHH aufgrund des Fehlens von Cystein-reichen Regionen im C-terminalen Bereich 

abgetrennt. 

Die größte Gruppe der SET-Domänenproteine in Arabidopsis wird von den SU(VAR)3-

9 Homologen (SUVH) und SU(VAR)3-9 releated (SUVR) Proteine gebildet. 

SU(VAR)3-9 wurde zuerst bei Drosophila als dosisabhängiger Suppressor für PEV 

gefunden (Tschiersch et al., 1994). Das Gen kodiert für eine Histon-Methyltransferase, 

welche spezifisch Histon H3 an der Position Lysin 9 methyliert (Schotta et al., 2002). 

Aufgrund der Homologie von Aminosäuremotiven in der SET-Domäne, welche das 

katalytische Zentrum für eine Histon-Methyltransferase darstellen (Rea et al, 1999), 

wurde eine solche Funktion auch für die Proteine der SUVH- bzw. SUVR-Gruppe in 

Arabidopsis vermutet und konnte auch teilweise gezeigt werden. 
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Abb. 1: Schematische Darstellung aller bisher in Arabidopsis identifizierten SET-Domainen-
proteine. Die SU(VAR)3-9 homologen und – releated Proteine sind rot markiert (nach Baumbusch et  
al. , 2001). 
 

1.3  Zusammenspiel von DNA-und Histonmethylierung 

 

Das Zusammenspiel von Histonmethylierung durch Methyltransferasen an H3 Lysin 9 

und anderen Positionen sowie der DNA-Methylierung durch DNA-Methylasen und 

Nukleosomen-Remodeling Enzyme, wie CMT3, DRM1, DRM2, MET1 und DDM1, ist 

eine der Hauptvoraussetzungen für Gensilencing in Pflanzen (Jackson et al., 2002; 

Gendrel et al., 2002; Cao and Jacobson 2002 ; Tariq et al., 2003). 

Dabei ist die Methylierung der DNA eine bei vielen Organismen beobachtete Modifi-

zierung, welche eine wichtige Rolle bei der Etablierung von Heterochromatin und bei 

Gen-Silencing im Zusammenwirken mit Histonmodifikationen spielt. Bei der DNA-

Methylierung werden die Basen Adenin oder Cytosin durch spezifische Enzyme, den 

DNA-Methyltransferasen, enzymatisch durch Zufügen einer Methylgruppe modifiziert. 

Über die Modifizierung von Adenin ist bisher kaum etwas bekannt. Im Bezug auf das 

Silencing von Genen und die damit verbundenen Veränderungen der DNA-Methy-

lierung wurden daher bislang vorrangig Cytosinmodifizierungen untersucht, wobei hier 
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gut etablierte Analysemethoden, wie Restriktionsbehandlung mit methylierungs-

sensitiven Restriktionsendonukleasen, massenspektrometrische Messungen oder die 

Sequenzanalyse von Natriumbisulfid-behandelter DNA zur Anwendung kommen. Die 

Methylierung des Cytosins in Position 5 des Pyrimidinringes kann auch immuno-

cytologisch durch spezifische Antikörper gegen diese Modifizierung beobachtet 

werden. Unter-(hypo) sowie über (hyper)-methylierte DNA-Sequenzen, insbesondere 

im Heterochromatin, werden durch Mutanten oder nach Überexpression von DNA-

Methylasen nachgewiesen.  

Die Cytosinbasen können sowohl spezifisch in den palindromen Sequenzmotiven CpG 

und CpNpG (N=A, C oder T), als auch in nicht-palindromen Motiven CpN (N=A, C 

oder T) methyliert werden. Diese werden dementsprechend als symmetrische bzw. 

asymmetrische DNA-Methylierung bezeichnet, wobei für beide Methylierungsarten 

unterschiedliche DNA-Methylasen verantwortlich sind. Während anfangs vor allem die 

symmetrische DNA-Methylierung im Zusammenhang mit Silencing gebracht wurde, ist 

die asymmetrische Methylierung in letzter Zeit immer mehr als gleichwertig für diesen 

Prozess betrachtet worden. Gerade in Pflanzen ist diese Form der DNA-Methylierung 

sehr häufig analysiert worden (Jacobsen und Meyerowitz, 1997), während sie in 

anderen Organismen seltener beobachtet wurde. Hier konnte die asymmetrische DNA- 

Methylierung vor allem in humanen Zellkulturen (Ramsahoye et al., 2000) sowie in 

Neurospora crassa und Ascobolus immersus (Selker et al., 1993; Goyon et al., 1994) 

beobachtet werden. Asymmetrische Methylierung wird vorrangig von einer de novo 

Methylase, DNMT, katalysiert. DNMT-Homologe wurden auch in anderen Organis-

men, wie z.B. in Drosophila (Lyco et al., 2000), gefunden. Während die DNA-

Methylierung in Drosophila vor allem in den embryonalen Stadien beobachtet wird, ist 

sie in Arabidopsis in allen Entwicklungsstadien vorhanden. Schon im Wildtyp wurden 

DNA-Methylierungshöhen von 50%, an einigen Loci bis über 80% beobachtet 

(Malagnac et al., 2002). Dabei ist dementsprechend auch die Zahl der pflanzlichen 

DNA-Methylasen größer. Sie werden in Arabidopsis in drei Familien, MET1, CMT und 

DRM, unterteilt (Finnegan und Kovac, 2000). MET1 (METHYLTRANSFERASE1) ist 

eine Familie, welche funktionell homolog zu DNMT1 aus Mus musculus ist. Sie besitzt 

eine konservierte Methyltransferasedomäne im C-terminalen Bereich. Die Funktion von 

MET1 ist die Wiederherstellung des Methylierungsmusters des paternalen DNA-

Stranges auf dem DNA-Tochterstrang, die „Maintenance“-Methylation. In MET1-

Mutanten fehlt weitestgehend die symmetrische CpG-Methylierung. MET1 ist primär 
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für dieses Motiv aktiv, aber auch die anderen Sequenzmotive werden, wahrscheinlich 

indirekt, von MET1 beeinflusst.  

CMT (CHROMOMETHYLASE) stellt die zweite Familie der pflanzlichen Methylasen 

mit dem wichtigsten Vertreter CMT3 dar. Diese Klasse besitzt eine Chromodomäne, 

welche zuerst in den Drosophila Proteinen Polycomb (Pc) und HP1 identifiziert wurde. 

Die Aufgabe dieser Domäne in Drosophila ist wahrscheinlich der Transport und die 

Bindung von Pc und HP1 an das Heterochromatin und andere Chromatinkomponenten. 

Dabei bindet die Chromodomäne von Pc an methyliertes H3K27, die HP1 Chromo- 

domäne an di- und trimethyliertes H3K9 (Paro und Harte, 1996; Jackson et al., 2002). 

Es wird aber auch eine Funktion bei der Involvierung in RNA-Protein-Interaktionen 

diskutiert (Akhtar et al., 2000). CMT3 ist vor allem für die Methylierung des Motivs 

CpNpG spezifisch, es wurden jedoch auch Veränderungen in der asymmetrischen 

Methylierung in CMT3-Mutantenlinien beobachtet (Bartee et al., 2001). Die dritte 

Familie der Methylasen, DRM (domains rearranged methylase), ist homolog zu den 

menschlichen DNMT3-Enzymen, welche als de novo Methylasen fungieren (Okano et 

al., 1998). Die beiden untersuchten Vertreter dieser Familie in Arabidopsis, DRM1 und 

DRM2, sind für die Aufrechterhaltung der asymmetrischen DNA-Methylierung, aber 

auch für die Etablierung aller anderen Sequenzmotive verantwortlich (Cao und 

Jacobsen, 2002). 

Ein mögliches Modell für das Zusammenspiel dieser DNA-Methylasen mit Histonme-

thyltransferasen ist bereits für CMT3 diskutiert worden (Lindroth et al., 2004). Hierbei 

bindet CMT3 an zuvor von SUVH4 und einer weiteren HMTase methyliertes Histon 

H3K9 und H3K27 und kann nachfolgend an den Targetsequenzen für die CpNpG-

Methylierung enzymatisch aktiv werden.  

Nachdem die Methylierung der DNA und der Histone als einer der wichtigsten Prozesse 

für die epigenetische Regulation der Genexpression erkannt wurde, stellte sich natürlich 

auch die Frage, ob dieser Mechanismus irreversibel oder umkehrbar, also eine 

Demethylierung bereits modifizierter DNA und Histone möglich ist. 

Eine spezifische Demethylierung der DNA in Pflanzen wurde bereits analysiert. Dabei 

wurden bisher zwei DNA-Demethylasen, DEMETER und ROS1, charakterisiert, 

welche eine DNA-Glycosylasedomäne aufweisen. Mutanten dieser Gene zeigen eine 

erhöhte DNA-Methylierung (Choi et al., 2002; Gong et al., 2002). Nachdem lange Zeit 

vermutet wurde, das die Methylierung der Histone ein unumkehrbarer Prozess sei, ist 

seit neuem auch die Demethylierung von Histonen gezeigt worden. Der katalytische 
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Weg wurde zuerst für die humane Histondemethylase LSD1 beschrieben, welche 

spezifisch für die H3K4-Demethylierung wirkt (Shi et al., 2004). Dabei wird in einer 

oxydativen Reaktion unter Freisetzung von Formaldehyd die Methylgruppe entfernt. 

LSD1 homologe Proteine in Arabidopsis lassen auf einen evolutionär konservierten 

Mechanismus der Histondemethylierung durch diese Aminoxydasen schließen. 

Wahrscheinlich ist dabei auch die Demethylierung anderer Histonpositionen durch 

solche katalytischen Wege denkbar und erweitert so das Spektrum der posttrans-

lationalen Modifizierung der Histone. 
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1.4  Gegenstand der Arbeit 

 

Das Ziel der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen bestand in der 

molekularen und funktionellen Charakterisierung neuer SET-Domänenproteine aus 

Arabidopsis thaliana. Dabei sollte die Funktion dieser Proteine bei der Modifizierung 

von Histonen sowie die Auswirkungen dieser Veränderungen auf die komplexen 

Regulationsmechanismen der Chromatinstruktur analysiert werden. Für die Charak-

terisierung der SET-Domänenproteine wurden transiente Assaysysteme in heterologen 

pflanzlichen Organismen etabliert, wodurch sowohl eine Lokalisierung der 

entsprechenden Fusionsproteine in den Zellorganellen, als auch eine cytologische 

Beobachtung der Chromatin-Assoziation dieser Proteine möglich war. Dies wurde, auch 

im Hinblick auf konservierte Funktionen, für die Heterochromatinproteine HP1 und 

SU(VAR)3-9 aus Drosophila durchgeführt. Zur Analyse von Proteinverteilungen, 

phänotypischen Effekten und Veränderung in der Histon- und DNA-Modifizierung 

wurden transgene Arabidopsis-Linien hergestellt. Dabei wurden myc- und GFP-

fusionierte Proteine der SET-Domänengene SUVH1 und SUVH2 verwendet, welche 

eine cytologische Lokalisierung dieser Proteine im Zellkern von Arabidopsis erlaubten. 

Somit konnte erstmals eine Heterochromatin-Assoziation von SET-Domänenproteinen 

in Arabidopsis gezeigt werden. Durch weitere umfangreiche cytologische und 

molekularbiologische Analysen konnte ein Beitrag zur Aufklärung der Funktion der 

SET-Domänenproteine SUVH1 und SUVH2 bei der Modifizierung von Histonen und 

der Regulation der DNA-Methylierung im Zusammenspiel mit anderen Proteinen, wie 

DNA-Methylasen, geleistet werden. Gezeigt wurde auch die dosisabhängige Wirkung 

dieser Modifizierungen von der SUVH2 Proteinmenge. Für SUVH1 wurde eine 

spezifische Expression in der Wurzel gefunden, welche generell auf eine Spezifität in 

der Funktion der großen Anzahl von SET-Domänenproteine auf bestimmte Organe oder 

auch Entwicklungsabschnitten schließen lässt. Für die Chromatinproteine HP1 und 

SU(VAR)3-9 aus Drosophila konnte ebenfalls eine heterochromatische Assoziation 

gezeigt werden. Die Wirkung des Drosophila HP1 Proteins auf die Expression von 

Blütenentwicklungsgenen analog dem homologen TFL2 aus Arabidopsis lässt auf eine 

konservierte homologe Funktion von DmHP1 in Arabidopsis schließen.  
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2.  Material und Methoden  

 
2.1  Verwendete Materialien 

 

2.1.1  Chemikalien, Enzyme, Antikörper, Lösungsmittel und Oligonukleotide 

 

Alle Laborchemikalien im analytischen Reinheitsgrad sowie organische Lösungsmittel 

wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma-Aldrich (Deisenhofen), 

Diagonal (Münster), AppliChem (Darmstadt), Duchefa (Haarlem, Niederlande), Carl 

Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt) verwendet. Von Boehringer (Mannheim), 

MBI Fermentas (St. Leon-Rot), GibcoBRL (Eggenstein), Roche Diagnostics 

(Mannheim) und Promega (Madison, USA) wurden Restriktionsenzyme, T4-DNA-

Ligase, Ribonuklease A und DNA-Polymerasen benutzt. Mono- und polyklonale 

Antikörper wurden von MoBiTec (Göttingen), Eurogentec (Seraing, Belgien), Dunn 

Labortechnik (Asbach) sowie von Biomol (Hamburg) bezogen. Radioaktiv markiertes 

S-Adenosyl-L-[methyl-14C] Methionin wurde von Amersham LIFESCIENCE 

(Freiburg), synthetisierte Oligonukleotide von MWG-Biotech (Ebersberg) erworben. 

Die für diese Arbeit verwendeten Oligonukleotide befindet sich als Liste im Anhang 

 

2.1.2  Mikroorganismen 

 

Als Wirt für die zu transformierenden Plasmide wurde der Stamm von Escherichia coli 

DH5α (INVITROGEN, Karlsruhe) mit dem Genotyp: F-, φ80dlacZ∆M15, ∆(lacZYA-

argF), U169, deo R, recA1, end A1, hsdR17, (rK-,rK+), phoA, supE44, λ-thi-1, gyrA96, 

relA1 verwendet. Für die Expression der rekombinanten Proteine wurde der Stamm 

BL21 (Promega, Mannheim) mit dem Genotyp: F–, ompT, hsdSB (rB–mB–), dcm, gal, 

(DE3), pLysS, Cmr benutzt. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte mit 0,1mM 

IPTG für 1,5 h bei 30°C. Zur Erzeugung transgener Pflanzen mittels T-DNA Transfor-

mation wurde Agrobacterium tumefaciens GV3101 pMP90 verwendet (Koncz und 

Schell, 1986). 
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2.1.3  Nährmedien für Escherichia coli 

 

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Broth Flüssigmedium (DUCHFA, 

Harleem/Niederlande, 20g/l) oder auf LB-Agar (DUCHEFA, Harleem/Niederlande). 

Nach dem Autoklavieren und Abkühlen wurden den Medien die den Selektionsmarkern 

entsprechenden Antibiotika zugegeben: Ampicillin (100mg/l) bzw. Kanamycin 

(50mg/l) sowie Chloramphenicol (300mg/l). Eine Selektion auf β-Galactosidase 

erfolgte mit Xgal (20mg/l in Dimethylformamid). 

 

2.1.4  Vektoren 

 

Die für diese Arbeit verwendeten Vektoren sind in der folgenden Tabelle 1 aufgeführt. 
Tab.1: Verwendete Vektoren 

Vektor Merkmale Verwendung / Referenz 
pBluescript®II 
KS (+) 

Ampr, MCS, LacZα, M13-
Primerbindungsstellen 

Klonierungsvektor/              
Stratagene (Heidelberg) 

pGEM®-3Zf(+) Ampr, MCS, LacZα, M13-
Primerbindungsstellen 

Klonierungsvektor/                 
Promega (Madison, USA) 

pKEx4tr-GFP 
 

Ampr, MCS, EGFP 327 Vektor für transiente Expression 
eines EGFP327-Fusionsproteins 
(ABRC STOCK CENTRE) unter 
Kontrolle des CaMV- 35S
Promoters 

pBI121 
 

Kanr, T-DNA-borders, 
MCS 

Ausgangsvektor zur Konstruktion 
des binären pBI1,4t Vektors 
(Clontech)   

pBI 1,4t-myc 
 

Kanr, MCS, myc-tag, T-
DNA-borders 

Binärer Vektor zur Transformation 
von Pflanzen durch Agrobacterium 
tumefaciens, Expression eines myc- 
Fusionsproteins unter Kontrolle des 
CaMV 35S* -Promoters 
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pTA7002-EGFP 
 

Hygr , MCS, EGFP, 
induzierbarer Promoter, 
T-DNA-borders 

Binärer Vektor zur Transformation 
von Pflanzen durch Agrobacterium 
tumefaciens und Expression eines 
EGFP-Fusionsproteins in Pflanzen-
zellen unter Kontrolle des 
Dexamethason induzierbaren 
Gluco-corticoid GVG-Promoters 
(Aoyama et al., 1997) 

pGPTV-LUC Kanr, T-DNA-borders, LUC Binärer Vektor zur Transformation 
von Pflanzen durch Agrobacterium 
tumefaciens, enthält das Luciferase- 
Reportergen (Becker et al., 1992; 
Hofmann, 2004) 

pKEX4tr-GUS Ampr, MCS, GUS Vektor für transiente Expression 
eines GUS-Fusionsproteins unter
Kontrolle des CaMV-35S Promoters

pGEX2T 
 

Ampr, MCS, GST Vektor zur Expression von GST-
Fusionsproteinen unter tac-
Promoterkontrolle (Amersham 
Biosciences) 

pBI ∆ 35S* GUS 
 

Kanr ,MCS, T-DNA-
borders, GUS 

Binärer Vektor zur Transformation 
von Pflanzen durch Agrobacterium 
tumefaciens, für 35S* können 
endogene Promotoren verwendet 
werden  

 

2.1.5  Pflanzenmaterial 

 

Für diese Arbeit wurden verschiedene Pflanzenarten als Modellorganismus genutzt. 

Zur Untersuchung der Kernlokalisation von Fusionsproteinen in den transienten Assays 

wurden Epidermiszellen der Zwiebeln von Alium cepa sowie Scilla mischtschenkoana 

genutzt.  

Für die anderen Arbeiten an Pflanzen wurde Arabidopsis thaliana genutzt und dabei der 

bereits gut charakterisierte Ökotyp Columbia verwendet, dessen Genom nahezu 

vollständig, unter anderem durch das Arabidopsis-Genomprojekt, sequenziert ist 

(Arabidopsis Genom Initiative 2000). T-DNA Insertionsmutanten (SALK-Linien) 

wurden vom Nottingham Arabidopsis Stock Centre bezogen.           
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2.1.6  Kulturmedien für die Anzucht und Haltung der Pflanzen 

 
 Arabidopsis-Samen wurden auf einem Medium nach Murashige und Skoog (1962) 

ausgebracht, welches 4,4g/l M&S Salz, 10g/l Select Agar sowie 20g/l Saccharose 

enthält. Zur Selektion auf T-DNA Marker wurden dem Medium die entsprechenden 

Antibiotika, Kanamycin (50mg/l) bzw. Hygromycin (50mg/l) zugesetzt, bei Medium für 

induzierbare Promoterkonstrukte 0,01mM Dexamethason. Als Auflage für die 

Epidermiszellen in den transienten Assays wurden M&S–Platten, bestehend aus 30g/l 

Saccharose, 20g/l Select Agar und 4,4g/l M&S Salz, verwendet. Zur Kultivierung der 

beschossenen Epidermiszellen wurde flüssiges M&S-Nährmedium verwendet. Die 

Kultivierung von Arabidopsis thaliana sowie von Scilla mischtschenkoana erfolgte 

vorwiegend auf einem Gemisch aus 3 Teilen Einheitserde ED 73 (Einheitserde 

Werkverband, Sinntal-Jossa) und 1 Teil Vermiculite® (Gärtnereibedarf Kammlott, 

Erfurt). 

 
2.2  Molekulargenetische Methoden 

 
2.2.1  Klonierung von Fusionskonstrukten 

 

Für die verschiedenen Analysen im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Reihe von GUS-, 

EGFP-, myc- und GST-Fusionskonstrukten hergestellt und in die entsprechenden 

Vektoren kloniert. In der Regel erfolgte nach der PCR-Amplifikation des Konstruktes 

eine Zwischenklonierung in den pGEM®-3Zf(+)-Vektor mit anschließender Restriktion 

und Ligation des Fragmentes in den Zielvektor. Die klonierten Gene, verwendeten 

Primer und Vektoren sind in der folgenden Tabelle 2 dargestellt. 
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Tab.2: Für diese Arbeit klonierte Gene und ihre Verwendung. 
 
Kloniertes Gen 
(Länge in bp) 

verwendeter 
Vektor 

verwendete Primer,  
Restriktionsenzyme 

Bemerkung, 
Verwendung 

SUVH1 
(1-2010) 

pKEX4tr-
GUS 

SUVH1-start, SalI 
SUVH1-stop, SalI        

gesamtes Gen (ORF) als 
GUS-Fusion für tran-
sienten Assay 

SUVH1 
(1-2010) 

pKEX4tr-
GFP 

SUVH1-start, SalI 
SUVH1-stop, SalI        

gesamtes Gen (ORF) als 
GFP-Fusion für tran-
sienten Assay 

SUVH1 
(1-2010) 

pBI 1,4t-myc SUVH1-start, SalI 
SUVH1-stop, SalI        

gesamtes Gen (ORF) als 
myc-Fusion zur Her-
stellung transgener Arabi-
dopsis  

SUVH1 
(1-2010) 

pTA7002-
EGFP 

SUVH1-start, SalI 
SUVH1-stop, SalI        

gesamtes Gen (ORF) als 
EGFP-Fusion zur Her-
stellung von transgenen 
Arabidopsis mit induzier-
barer Expression des 
Transgens 

SUVH1 
(1-2010) 

pGEX2T SUVH1-start, SalI 
SUVH1-stop, SalI        

gesamtes Gen (ORF) als 
GST-Fusion zur Protein-
expression /-aufreinigung 

SUVH1  
(873-2010) 

pGEX2T SUVH1-291, EcoRI 
SUVH1-stop, SalI        

verkürztes Konstrukt als 
GST-Fusion zur Protein-
expression /-aufreinigung 

Promoter- 
SUVH1 
(-1173-1) 

pBI∆ 35S*- 
GUS 

SUVH1gen.Start, 
EcoRI, 
SUVH1 gen.Ende, 
BamHI 

5´ genomischer Promoter-
bereich von SUVH1 als 
GUS-Fusion für Promoter-
analysen 

SUVH2 
(1-1953) 

pKEX4tr-
GFP 

SUVH2-start, BamHI 
SUVH2-stop, BamHI   

gesamtes Gen (ORF) als 
GFP-Fusion für transien-
ten Assay 

SUVH2 
(1-1953) 

pBI 1,4t-myc SUVH2-start, BamHI 
SUVH2-stop, BamHI   

gesamtes Gen (ORF) als 
myc-Fusion zur Herstel-
lung transgener Arabidop-
sis  

SUVH2  
(873-1953) 

pGEX2T SUVH2YDG, BamHI 
SUVH2-stop Xho, 
XhoI                

verkürztes Konstrukt als 
GST-Fusion zur Protein-
expression /-aufreinigung 
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SUVH2 
(1-1953) 

pTA7002-
EGFP 

SUVH2-start Xho, 
XhoI 
SUVH2-stop Xho, 
XhoI                

gesamtes Gen (ORF) als 
EGFP-Fusion zur Her-
stellung von transgenen 
Arabidopsis thaliana mit 
induzierbarer Expression 
des Transgens 

HP-1 Dm 
(1-621)   

pKEX4tr-
GFP 

HP1Eco, EcoRI 
HP1Bam, BamHI 

gesamtes Gen (ORF) als 
GFP-Fusion für tran-
sienten Assay 

HP-1 Dm 
(1-621)   

pBI 1,4t-myc HP1Eco, EcoRI 
HP1Bam, BamHI 

gesamtes Gen (ORF) als 
myc-Fusion zur Her-
stellung transgener Arab-
idopsis thaliana 

Su(var)3-9 Dm 
(1-1905) 

pKEX4tr-
GUS 

3-9 Eco, EcoRI 
3-9 Bam, BamHI 

gesamtes Gen (ORF) als 
GUS-Fusion für tran-
sienten Assay 

Su(var)3-9 Dm 
(1-1905) 

pKEX4tr-
GFP 

3-9 Eco, EcoRI 
3-9 Bam, BamHI 

gesamtes Gen (ORF) als 
GFP-Fusion für tran-
sienten Assay 

Su(var)3-9 Dm 
(915-1905) 

pGEX2T 3-9 Eco, EcoRI 
3-9 Bam, BamHI 

gesamtes Gen (ORF) als 
GST-Fusion zur Protein-
expression und Proteinauf-
reinigung 

Su(var)3-9 Dm 
(1-1905) 

pBI 1,4t-myc 3-9 Eco, EcoRI 
3-9 Bam, BamHI 

gesamtes Gen (ORF) als 
myc-Fusion zur Her-
stellung transgener 
Arabidopsis thaliana 

Clf 
(1-2709) 

pKEX4tr-
GUS 

clf-A-Not, NotI 
clf-B-Not,  NotI 

gesamtes Gen (ORF) als 
GUS-Fusion für tran-
sienten Assay 

SUVH3 
(1-2010) 

pKEX4tr-
GUS 

SUVH3-Start, XhoI 
SUVH3-Stop, XhoI 

gesamtes Gen (ORF) als 
GUS-Fusion für tran-
sienten Assay 

SUVH3 
(1-2010) 

pKEX4tr-
GFP 

SUVH3-Start, XhoI 
SUVH3-Stop, XhoI 

gesamtes Gen (ORF) als 
GFP-Fusion für tran-
sienten Assay 

Die Sequenzen der dabei verwendeten Primer sind im Anhang dargestellt. 
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2.2.2  Amplifikation von DNA-Fragmenten 

 

Die zu klonierenden DNA-Fragmente der entsprechenden Gene wurden entweder neu 

durch PCR oder über Restriktion bestehender Fragmente aus anderen Plasmiden 

gewonnen. Die zu klonierende PCR-Produkte wurden zur Verringerung von PCR- 

Fehlern mit Pfu-Polymerase (Promega, Mannheim) unter Verwendung von spezifischen 

Primern amplifiziert. Die Amplifikation der meisten in dieser Arbeit verwendeten Gene 

erfolgte aus einer Arabidopsis UNI-ZAP cDNA-Bibliothek (STRATAGENE, 

Amsterdam /Niederlande). Für die Restriktion von Fragmenten aus Plasmiden wurden 

die jeweiligen sequenzspezifischen Restriktionsendonukleasen, 1 bis 5 U Enzym je µg 

DNA, unter Zugabe der zugehörigen Puffer verwendet, und der Ansatz bei der ent-

sprechenden Inkubationstemperatur inkubiert.  

 

2.2.3  Klonierung von Fragmenten und Transformation von Escherichia coli 

 

Die mittels PCR amplifizierten oder aus anderen Vektoren erhaltenen Fragmente 

wurden nach dem Verdau mit den entsprechenden Restriktionsenzymen in den 

jeweiligen Vektor ligiert, welcher vorher ebenfalls mit den geeigneten 

Restriktionsenzymen vorbereitet wurde. Bei ungerichteten Ligationen wurde der Vektor 

vorher mit CiAP (Calf intestine alkaline posphatase, MBI Fermentas, St-Leon Rot) nach 

den Angaben des Herstellers dephosphoryliert. Die amplifizierten DNA Fragmente 

wurden nach der PCR in einem Agarosegel eletrophoretisch aufgetrennt und mittels 

einem DNA-Extraktionskit (QUIAGEN, Hilden) aus dem Gel eluiert. Zur Ligation der 

DNA-Fragmente in die entsprechend vorbereiteten Vektoren wurde die DNA-

Fragmente mit der Vektor-DNA in einem Verhältnis von 3:1 bis 5:1 verdünnt und der 

Ligationsansatz mit 1 U T4-DNA-Ligase und zugehörigen Ligasepuffer in einem 

Gesamtvolumen von 20 µl 3 h bei 16°C oder über Nacht bei 14°C inkubiert. Von 

diesem Ansatz wurden 5µl zur Transformation in kompetente E. coli Zellen verwendet. 

Dazu wurden die kompetenten Zellen des E. coli Stammes DH5α (INVITROGEN, 

Karlsruhe) im Eisbad aufgetaut und zu 50µl aliquotiert. Zu einem Aliquot wurden 5µl  



                                                                                                                                                                                 
                                                                                                                           Material und Methoden 18
 

des Ligationsansatzes pipettiert und die Zellen 20 min auf Eis gestellt. Anschließend 

erfolgte ein Hitzeschock bei 37°C für 30 sec. Nach 2 min auf Eis wurden 250 µl LB-

Medium zugegeben und die Zellen 1h bei 37°C auf einem Schüttelinkubator inkubiert.  

Der Ansatz wurde anschließend auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika 

ausplattiert und über Nacht bei 37°C bebrütet. 

 

2.2.4  Isolation von Plasmid-DNA aus E.coli  

 

Zur Isolation der Plasmide aus E.coli wurde nach der Methode von Birnboim und Doly 

(1979) vorgegangen. 2 ml LB-Nährmedium mit dem entsprechenden Antibiotikum wur- 

den mit einer Bakterienkolonie beimpft und bei 37° auf dem Schüttelinkubator über 

Nacht inkubiert. Die Kultur wurde bei 4500 U für 10 min pelletiert und in 200 µl P1 

Puffer (50 mM Tris-HCl, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 µg/ml RnaseA) resuspendiert. Die 

Lyse der Zellen erfolgte nach Zugabe von 200 µl P2-Puffer (200 mM NaOH; 1% SDS) 

5 min bei Raumtemperatur. Anschließend wurden 200 µl P3-Puffer (2,8 M Na-Acetat; 

pH 5) zugegeben, gut gemischt und die Probe 10 min bei 13000 Upm abzentrifugiert. 

Der Überstand wurde in ein Eppendorfgefäß überführt, die Plasmid-DNA durch Zugabe 

von 600 µl Isopropanol gefällt und bei 13000 Upm 30 min pelletiert. Das Pellet wurde 

mit 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 40 µl TE-Puffer (1 mM EDTA; 10 

mM Tris-HCl, pH 8,0) resuspendiert. Für die Isolation von Plasmid-DNA für die Se-

quenzanalyse wurden 2 ml Kultur mit einem Plasmid-Aufreinigungskit der Firma 

Marligen (BioCat, Heidelberg) nach Angaben des Herstellers behandelt.  

 

2.2.5  Isolation genomischer DNA aus Pflanzen  

 

Zur Isolation pflanzlicher DNA wurde nach der Methode nach Brandstädter (1994) 

vorgegangen. Dazu wurden 3-5 Blätter von Arabidopsis thaliana (ca. 1 g) in einem 2 ml 

Eppendorfgefäß mit flüssigen Stickstoff eingefroren, mit einem vorgekühlten Glasstab 

fein zermörsert und anschließend in 1 ml Extraktionspuffer (100 mM Tris-HCl, pH 8,0; 

50 mM EDTA; 500 mM NaCl; 10 mM β-Mercaptoethanol; 1,5 % SDS) resuspendiert.  
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Anschließend wurden 300 µl essigsaure Kaliumacetat-Lösung (3 M Kaliumacetat; 2 M 

Essigsäure) zugegeben und der Ansatz für mindestens 10 min im Eisbad inkubiert, die 

Probe dann 15 min bei 20000 Upm zentrifugiert, der Überstand in ein neues Eppen-

dorfgefäß überführt und mit 500 µl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Mischung 

(25:24:1) extrahiert. Nach Zentrifugation bei 6000 Upm für 6 min wurde die wässrige 

Oberphase abgetrennt und in ein neues Eppendorfgefäß überführt, die DNA anschließ-

end mit 500 µl Isopropanol ausgefällt und durch Zentrifugation für 10 min bei 15000 

Upm sedimentiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, getrock-

net und in 100 µl TE-Puffer (1 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl, pH 8,0; 100 µg/ml 

RNaseA) resuspendiert. Zur Kontrolle wurden 5 µl der isolierten DNA anschließend auf 

ein Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. 

 

2.2.6  Isolation von pflanzlicher RNA 

 

Für die Isolation der Gesamt-RNA aus Blattmaterial von Arabidopsis thaliana wurde 

die Trizol®-Methode entsprechend den Angaben des Herstellers (GibcoBRL) 

angewandt. Dazu wurden insgesamt 3-5 Blätter (1 g) in einem 2 ml Eppendorfgefäß in 

flüssigem Stickstoff eingefroren, mit einem kleinen Mörser pulverisiert und in 1 ml 

Trizol® resuspendiert. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 240 µl 

Chloroform zugegeben, erneut gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

der Zentrifugation von 10 min bei 6000 Upm wurde die Oberphase in ein neues 

Eppendorfgefäß überführt, die RNA mit 1 Volumen Isopropanol ausgefällt und bei 

15000 Upm 10 min sedimentiert. Das Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, 

getrocknet und in 20 µl sterilen Wasser aufgenommen. 

 

2.2.7  RT-PCR-Analysen 

 

Für die semiquantitativen RT-PCR-Experimente wurden jeweils 1 µg isolierte RNA 

eingesetzt. Zu dieser RNA wurden 5 x M-MLV Reaktionspuffer und M-MLV Reverse 

Transkriptase (Promega, Mannheim), dNTP´s sowie RNase-Inhibitor in den entspre- 
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chenden Volumenverhältnissen zugegeben, mit RNase-freien Wasser aufgefüllt und 

nach Angaben des Herstellers inkubiert. Für die RT-PCR Expressionsanalysen wurden 

die in der nachfolgenden Tabelle 3 aufgeführten Primer verwendet. 
Tab. 3: Genspezifische Primer für die RT-PCR Analysen. 

        Gen                 verwendete Primerpaare 

SUVH1 

SUVH2 

SUVH3 

SUVH4 

SUVH5 

AtCyclophilin 

AP3                 

PI                   

18SrDNA     

AtSUVH1-3, AtSUVH1-7 

AtSUVH2-6, AtSUVH2-8 

AtSUVH3 forw, AtSUVH3 back 

MAC12-5, MAC12-8 

AtSUVH5-1, AtSUVH5-2 

Cyclophilin, Cyclophilin stop 

AP3F258,  AP3R460 

Pistillata F327, Pistillata R55 

18SrDNAF214, 18SrDNA R478 

Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang dargestellt. 

 

2.2.8  Herstellung Digoxygenin-markierter DNA-Sonden 

 

Für die FISH Analyse wurde eine Digoxygenin markierte 180 bp-Sonde hergestellt. 

Dazu wurde das 180 bp-Fragment aus genomischer DNA unter Verwendung spezi-

fischer Primer amplifiziert und in den Vektor pGEM®-3Zf(+) kloniert. Die Markierung 

der 180 bp-DNA erfolgte in einer nachfolgenden PCR mit spezifischen Primern für das 

180 bp-Repeat unter Verwendung des DIG DNA Labeling Mixes (Roche, Mannheim). 

 

2.2.9  Agarosegelelektrophorese 

 

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA in horizontalen Agarosegelen wurde 

Agarose (INVITROGEN, Karlsruhe) in Konzentrationen von 0,8% - 1% genutzt. Diese 

wurde in TBE-Puffer (100 mM Tris-Borat, pH 8,3; 1 mM EDTA) durch Erhitzten  
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gelöst, zum Anfärben der DNA wurden 0,5 µg/ml Ethidiumbromid zugefügt. Vor dem 

Auftragen auf das Gel wurde den DNA-Proben 0,2 Volumen Stoppuffer (20 mM Tris-

HCl, pH 8,0; 120 mM EDTA; 50 % Glyzerin; 0,1 % [w/v] Bromphenolblau) 

zugegeben. Als Größenmarker wurde eine 1 kb DNA-Leiter (MBI Fermentas, St.Leon-

Rot) auf das Gel aufgetragen. Zur Dokumentation der aufgetrennten DNA-Fragmente 

wurde ein Transilluminator sowie ein Digitaldrucker ( Mitsubishi, Ratingen) verwendet.  

 
2.2.10  Transformation von Agrobacterium tumefaciens 

 

Für die Übertragung von DNA in Agrobacterium wurde die Methode nach Höfgen und 

Willmitzer (1988) genutzt. Dazu wurden zuerst kompetente Zellen von Agrobacterium 

tumefaciens GV3101 hergestellt. 2-4 ml einer Übernachtkultur dieses Stammes wurden 

in 100 ml LB-Flüssigmedium mit 10 mg/l Gentamycin und 100 mg/l Rifampicin 

gegeben und für 6-10 h im Schüttelinkubator bei 28°C und 160 Upm kultiviert. 

Nachdem die Kultur im Eisbad abgekühlt wurde, erfolgte die Sedimentation der Zellen 

für 10 min bei 3000 x g. Das Pellet wurde in 1 ml LB-Medium resuspendiert, zu 200 µl 

aliquotiert, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert. Für die Plasmid-

transformation wurde ein Aliquot kompetenter Bakterien auf Eis aufgetaut, 1-5 µg 

Plasmid-DNA zugegeben und 5 min auf Eis inkubiert. Nachfolgend wurde der Ansatz 

in flüssigem Stickstoff für 5 min eingefroren und dann ein Hitzeschock der Zellen für 

5 min in einem Wasserbad bei 37°C durchgeführt. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium 

wurden die Zellen für 2-4 h bei 28°C und 160 Upm im Schüttelinkubator kultiviert, 

100 µl des Ansatzes auf eine Selektionsplatte ausplattiert und ca. 48 h bei 28°C 

inkubiert. 

 
2.2.11  Plasmidtransformation in Arabidopsis thaliana 

 

Die Agrobacterium-vermittelte Transformation von Arabidopsis thaliana erfolgte nach 

der Vacuuminfiltrationsmethode (Bechtold et al. 1993). Eine 50 ml Agrobacterium- 
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Übernachtkultur (GV3101) in LB-Medium mit 50 mg/l Kanamycin, 100 mg/l Rifam-

picin und 10 mg/l Gentamycin wurde in 500 ml LB-Medium mit den gleichen 

Antibiotika verdünnt und erneut über Nacht bei 28°C auf dem Schüttelinkubator 

inkubiert. Die Kultur wurde anschließend bei 4000 Upm 20 min abzentrifugiert und das 

Bakterienpellet in 200 ml Infiltrationsmedium (0,5 x M&S-Medium, 3 % Saccharose, 

0,044 µM Benzylaminopurin) aufgenommen. In diese Suspension wurden die Blüten-

stände frischblühender Arabidopsis-Pflanzen getaucht und dann einem Vakuum in ei-

nem Exikator mit Vakkumpumpe ausgesetzt, bis an den Pflanzen starke Bläschen-

bildung zu beobachten war. Anschließend wurden die Blütenstände mit Wasser ge-

waschen, vorsichtig abgetupft und die Pflanzen für 24 Stunden dunkel gestellt. Bis zur 

Reifung der Samen wurden diese Pflanzen unter Langtagbedingungen gehalten. Die 

Selektion der erhaltenen transgenen Pflanzen erfolgte durch Ausplatten der Samen auf 

Selektionsmedium mit der entsprechenden Konzentration von Kanamycin bzw. 

Hygromycin. 

 

2.2.12  Anzucht des Pflanzenmaterials 

 

Nach der Entfernung der Testa durch Inkubation (10 min) in 12%iger Natrium-

hypochlorid-Lösung und anschließenden dreimaligen Waschen in sterilen Wasser 

wurden die so oberflächensterilisierten Samen von Arabidopsis thaliana auf M&S-

Agarplatten ausgebracht, über Nacht bei 4°C gelagert und anschließend bis zum 

Pikieren unter Langtagbedingungen gehalten. Arabidopsis thaliana wurde in einer 

Phytokammer der Firma Vötsch Industrietechnik (Balingen-Frommern) bzw. in 

Klimaschränken von Percival Scientific Inc. (Perry, USA) unter Kurztagbedingungen (8 

Stunden Licht und 23°C sowie 16 Stunden Dunkelheit und 20°C und einer relativen 

Luftfeuchtigkeit von 60 %) angezogen. Zur Induktion der Blütenbildung wurde 

Arabidopsis unter Langtagbedingungen (16 Stunden Licht und 8 Stunden Dunkelheit) 

gehalten.  
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2.2.13  Kreuzung von Arabidopsis thaliana 

 

Für die Kreuzungsexperimente wurden von den als weibliche Kreuzungspartner 

vorgesehenen Blüten die Antheren entfernt. Von der als männlicher Kreuzungspartner 

verwendeten Blüte wurden die Antheren mit Hilfe einer Pinzette abgetrennt und die 

darin befindlichen Pollen für die Befruchtung auf das Gynözeum des vorbereiteten 

weiblichen Kreuzungspartners übertragen. 

 
2.2.14  Proteinextraktionen  

 
Zur Isolation des myc-Fusionsproteins aus Arabidopsis wurde die Phenol-

Extraktionsmethode (Hurkman und Tanaka, 1986) mit einigen Modifizierungen 

verwendet. Dazu wurden 1g Blätter in einem Mörser mit flüssigen Stickstoff zu einem 

feinem Pulver zerkleinert und in 2 ml kalten Extraktionspuffer (0,7 M Saccharose; 0,5 

M Tris; 30 mM HCl; 0,1 M KCl; 2% ß-Mercaptoethanol) unter kontinuierlichem 

Mörsern resuspendiert. Die Suspension wurde in ein 50 ml GREINER-Röhrchen 

überführt und auf 6 ml mit Extraktionspuffer aufgefüllt. Nach einer Inkubation von 30 

min bei 4°C wurde die Suspension bei 5000 Upm 5 min pelletiert, und der Überstand in 

ein neues 50 ml GREINER-Röhrchen überführt. Zu diesem Überstand wurde 1 

Volumen eiskaltes Phenol zugegeben, gemischt und 45 min bei 4°C inkubiert. Durch 

Zentrifugation bei 6000 Upm für 10 min erfolgte die Trennung der Phasen. Die 

phenolische Phase wurde in ein neues Röhrchen überführt, 5 Volumen 

Prezipitationspuffer (0,1 M Ammoniumacetat in eiskaltem Methanol) zugegeben und 

die Proteine bei –20°C ausgefällt. Die Probe wurde anschließend 10 min bei 5000 Upm 

abzentrifugiert, das Pellet luftgetrocknet und bis zur Verwendung bei –20°C 

eingefroren.  

Für die Extraktion der Histone aus Arabidopsis wurde die Methode nach Houben 

(Houben et al., 2003) in leicht modifizierter Form angewendet. Hierfür wurden 1g 

Blattmaterial von Arabidopsis in einem Mörser unter Verwendung von flüssigen 

Stickstoff fein zerkleinert und in 800 µl Extraktionspuffer (20 mM Hepes, pH 7,9; 400 

mM Saccharose; 1,5 mM MgCl2; 10 mM KCl; 0,1% Triton X-100; 0,025% NaN3;  
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1,5 mM PMSF; 1 mM DTT) resuspendiert. Nach einer kurzen Ultraschallbehandlung 

(Sonoplus, BANDELIN, Berlin) wurden 800 µl 0,4 M H2SO4 zur Probe gegeben und 

der Ansatz 1 h auf Eis inkubiert. Nach der Abzentrifugation der Zelltrümmer bei 1400 g 

für 10 min wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 500 µl 

Methanol/Chloroform (1:1) versetzt. Nach einer Inkubation auf Eis für 10 min wurden 

die Phasen durch Zentrifugation für 10 min bei 1400 g separiert, die Interphase 

abgetrennt und mit 1 ml eiskalter 80%igen Acetonlösung gewaschen, luftgetrocknet, in 

250 µl Ladepuffer (ROTH, Karlsruhe) resuspendiert und bis zur Verwendung 

eingefroren. Zur Kontrolle wurden die myc-Proteinextraktionen auf ein 12%iges, die 

Histonextraktionen auf ein 15%iges Polyacrylamidgel aufgetragen und nach der 

elektrophoretischen Auftrennung mit Coomassielösung (50% Methanol; 40% H2O; 10% 

Essigsäure; 0,25% Brilliant Blue R 250, SIGMA) eingefärbt, anschließend mit 

Entfärbelösung (40% Methanol; 7 % Essigsäure) entfärbt.        

 

2.2.15  Nachweis der Proteine im Westernblot  

 

Zum Nachweis von Fusionsproteinen im Westernblot wurden für die myc-Fusionen 

10%ige, für die Auftrennung der Histone 15%ige Polyacrylamidgele verwendet.  
Tab. 4: Verwendete Polyacrylamidgele. Mengen in ml. 

                       Trenngel  Sammelgel
Konzentration          8%        10%                       15%        5% 
Menge  10 ml 15 ml 10  ml 15  ml 10  ml 15  ml 4  ml 
dest.Wasser  4,6    7  4  5,9 2,3 3,5 2,7 
30% AA-mix  2,7  4  3,3  5 5 7,5 0,67 
1,5M Tris-Cl,pH8,8  2,5  3,8  2,5  3,8 2,5 3,8 - 
1,5M Tris-Cl,pH6,8  -  -  -  - - - 0,5 
10% SDS  0,1  0,15  0,1  0,15 0,1 0,15 0,04 
10%APS  0,1  0,15  0,1  0,15 0,1 0,15 0,04 
TEMED (ml) 0,006 0,009  0,004  0,006 0,004 0,006 0,004 
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Nach Aufnahme der Proben im Ladepuffer wurden diese bei 95°C aufgekocht, 5 min 

bei 13000 Upm abzentrifugiert, der Überstand auf ein Polyacrylamidgel mit der ent-

sprechenden Konzentration aufgetragen und die Proteine bei 25 mA/Gel in Laufpuffer 

(0,025 M Tris; 0,1% SDS; 0,192 M Glycin) aufgetrennt. Nach dem Lauf wurden die 

Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (0,2 µm Porenweite, SCHLEICHER & 

SCHUELL, Dassel) mittels eines Semidry-Blotters bei 150 mA für 1,5 h transferiert. 

Anschließend wurde die Antikörperfärbung durchgeführt. Für den Nachweis des myc-

Antigens wurde die Membran in 5% Milchpulverlösung (5% Milchpulver in PBST, 

1xPBS [137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM Na2HPO4; 1,4 mM KH2PO4; pH 7,6 ]; 

0,1% Tween 20) für 1 h präinkubiert und dann mit c-myc-Antikörper (anti-Maus, 

1:1000 in 5% Milchpulverlösung, DUNN, Asbach) für 1h bei 37°C inkubiert. Die 

Memban wurde 3 mal für 15 min in PBST gewaschen und nachfolgend mit dem 

sekundären Antikörper (1:1000, Ziege-anti-Maus, Peroxydase konjugiert, MOBITEC, 

Göttingen) inkubiert. Nach dem Waschen der Membran 2 mal 20 min in 1xPBST, dann 

1x in PBS, erfolgte der Nachweis des Antikörpers mittels ECL-Kit (AMERSHAM 

LIFESCIENCE, Freiburg) nach Angaben des Herstellers.  

Für den Nachweis von Histonmodifikationen im Westernblot wurden polyklonale 

Antikörper gegen mono-, di- und trimethyl H3K9, monomethyl H3K27 sowie 

monomethyl H4K20 (AG T.Jenuwein, Wien sowie BIOMOL, Hamburg) genutzt. Dazu 

wurde die Membran nach der Präinkubation in BSA (3% BSA in 1xPBST) für 1 h mit 

dem primären Antikörper für die entsprechenden Histonmodifizierung (1:1000 in 3% 

BSA) bei 37°C inkubiert. Nach 3 maligen Waschen in PBST erfolgte die Inkubation mit 

dem sekundären Antikörper (1:1000, Ziege-anti-Kaninchen, Peroxydase konjugiert, 

MOBITEC, Göttingen). Nach dem Waschen der Membran (2 mal 20 min in 1xPBST, 

dann 1x in PBS) erfolgte wiederum der Nachweis des Antikörpers mittels ECL-Kit 

(AMERSHAM LIFESCIENCE, Freiburg) nach Herstellerangaben.  
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2.2.16  Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen  

 
Für die Expression von GST-Fusionsproteinen wurden die in den Vektor pGEX2T 

klonierten Gene (s. Tab. 1) in den Bakterienstamm BL21 transformiert. Eine Einzelko-

lonie wurden in 50 ml LB-Ampicillin Flüssigmedium über Nacht bei 37°C auf einem 

Schüttelinkubator inkubiert und am nächsten Tag in 200 ml LB-Ampicillin Flüssig-

medium überführt und bis zu einer OD600=0,5-0,6 inkubiert. Anschließend wurde die 

Proteinexpression für 1,5 h mit 150 µm IPTG induziert. Nach Pelletierung der Kultur 

für 20 min bei 4500 Upm wurde das Pellet mit 50 mM Tris gewaschen, abzentrifugiert 

und das Pellet in 20 mM RIPA-Puffer (500 mM NaCl; 20 mM TrisCl, pH 7,5; 5 mM 

EDTA; 1% NP40; 0,5% Na-desoxycholat; Proteinaseinhibitor-Mix, ROCHE, Mann-

heim) resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von Lysozym (5 

mg/ml) und einer Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur. Zum weiteren Aufschluß 

wurden die Zellen in flüssigen Stickstoff schockgefroren, aufgetaut und einer Ultra-

schallbehandlung von 3 mal 10 sec unterzogen. Die Zelltrümmer wurden bei 15000 

Upm 15 min abzentrifugiert, der Überstand in ein neues Röhrchen überführt. Dazu 

wurden 250 µl GST-Bead Suspension (AMERSHAM LIFESCIENCE, Freiburg), 

welche nach Angaben des Herstellers vorbereit wurden, pipettiert. Die Bindung der 

GST-Fusionsproteine an die Beads erfolgte über Nacht auf einem Drehinkubator bei 

4°C. Anschließend wurden die GST-Beads 5 min bei 500g abzentrifugiert, 2 x mit 

RIPA-Puffer gewaschen und in 250 µl RIPA-Puffer resuspendiert.  

 
2.2.17  Histon-Methyltransferase Assay 

 
Für den Transfer von C14-markierten Methylgruppen auf ein Substrat wurden 15-25 µg 

rekombinantes GST-Fusionsprotein genutzt. Nach zweimaligen Waschen in MAB-

Puffer (0,25 M Saccharose; 0,05 M TrisCl pH 8,5; 0,02 M KCl; 0,01 mM β-

Mercaptoethanol) wurden zu 90 µl GST-Beads 25 µl MAB-Puffer, 6 µl SAM sowie das 

zu methylierende Substrat (10 µg Kalbshistone, 5 µg rekombinante rekonstituierte 

Nukleosomen oder 5 µg Peptide) zugegeben und 2 h bei 30°C inkubiert. Anschließend 

wurden die Proben mit ROTILOAD-Puffer (ROTH, Karlsruhe) bei 95°C inkubiert, ab- 
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zentrifugiert und der Überstand auf ein 15%iges Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach 

dem Lauf wurde das Gel mit Coomassie gefärbt, entfärbt, getrocknet und auf eine 

Imaging-Platte (FUJIFILM, Japan) aufgelegt. Die Analyse der Autoradiographie er-

folgte mit einem Phosphoimager (FUJIFILM, Japan).      

 

2.2.18  DNA-Sequenzanalyse  

 

Zur DNA-Sequenzanalyse wurde die Methode nach Sanger (1977) angewandt. Zur 

Probenvorbereitung wurden 5 µl aufgereinigte Plasmid-DNA (1-1,5 µg) für die PCR 

eingesetzt. Dazu wurden 0,1 µl (10 pmol) des entsprechenden Primers, 2 µl Big-Dye-

Mix (APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt) und 1 µl des zugehörigen Puffers gegeben, 

auf 10 µl mit sterilem Wasser aufgefüllt und die PCR Reaktion in einem Biometra-

Cycler (BIOMETRA, Göttingen) mit dem entsprechenden Programm durchgeführt. 

Nach der Reaktion wurde die DNA mit 1/10 Vol 3 M Natriumacetatlösung (pH 4,8) und 

3 Vol 96%igem Ethanol präzipitiert, bei 13000 Upm für 20 min pelletiert, das Pellet mit 

70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und bei –20°C aufbewahrt. Die automatische 

Sequenzierung erfolgte mit einem ABI377 (APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt). 

 

2.2.19  Transiente Expression in Epidermiszellen von Scilla und Allium  

 

Für die Expression wurden die Vektoren pKEx4tr-GUS sowie pKEx4tr-GFP verwendet, 

in welche die entsprechenden Gene „in frame“ einkloniert wurden (s. Tab. 2). Für das 

Bombardement wurden 1 mg Goldpartikel (1,6 Mikron, BIO-RAD, München) und 50 

µl 50%ige sterile Glycerollösung in einem Eppendorfgefäß bis zum Erreichen einer 

homogenen Suspension gemischt und 10 µl 100 mM Spermidin, 25 µl CaCl2 sowie 1 µg 

Plasmid-DNA zugegeben. Der Ansatz wurde für weitere 3 min vorsichtig gemischt 

(Vortexer), 1 min zum Absetzten der Goldpartikel stehen gelassen, dann kurz zentri-

fugiert. Der Überstand wurde abgenommen, das Goldpellet mit 70%igen, anschließend 

mit 96%igen Ethanol gewaschen, in 30 µl 96%igen Ethanol resuspendiert und bei 4°C 

aufbewahrt. Die Epidermiszellen wurden direkt von frischen Zwiebeln abgezogen und  
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auf M&S-Agarplatten aufgelegt. Diese wurden in die Vakuumkammer der Partikel-

kanone (BIO-RAD PDS 1000 Helium-Partikel Delivery System, BIORAD, München) 

mit einem Abstand von 5 cm von der Beschussdüse eingesetzt. Die vorbereiteten 

Goldpartikel wurden auf passende Aluminiumfoliescheibchen aufgetragen, diese in die 

Düse eingesetzt und mit einem Druck von 5,5 bar bei 130 mbar Kammerdruck auf die 

Epidermiszellen beschossen. Anschließend wurden die Zellen mit 1 ml M&S 

Nährlösung überschichtet und bei 28°C über Nacht inkubiert. Die GUS-Fusionsproteine 

wurden nach Anfärbung mit Färbelösung, die GFP-Fusionsprotein unter UV-Licht 

ausgewertet. 

 

2.2.20  Nachweis von ββββ-Glucuronidase  

 

Das Enzym β-Glucuronidase (GUS) wurde nach transienter bzw. stabiler Expression 

von GUS-Fusionsproteinen in den Epidermiszellen von Allium cepa sowie in 

Arabidopsis thaliana anhand einer Farbreaktion unter Verwendung von X-Gluc nach-

gewiesen. Dazu wurden die Epidermiszellen nach dem Bombardement bzw. Keimlinge 

oder Organe von Arabidopsis für 24 h in 2 ml GUS-Färbelösung (50 mM 

Natriumphosphat pH 7,0; 10 mM EDTA; 0,1 % Triton; 0,1 % N-Lauryl-Sarkosin; 0,7 

µg/ml β-Mercaptoethanol; 1 mg/ml X-Gluc) gelegt und bei 37°C inkubiert. Zum 

Entfernen des Chlorophylls wurde das Material nachfolgend 3 mal mit 70%igen Ethanol 

bei 4°C gewaschen. 

 
2.2.21  Immunozytologische Analysen mit spezifischen Antikörpern 

 
Für die immunocytologischen Analysen wurden verschiedene Antikörper verwendet. 

Für die verschiedenen Epitope war auch eine unterschiedliche Fixierung des 

verwendeten Gewebes notwendig: 

Nachweis von methylierter DNA 

Junge Rosettenblätter von Arabidopsis wurden in eiskalter Fixierungslösung 

(Methanol/Essigsäure, 3:1) für 1 h fixiert und anschließend 2 mal für 10 min in  
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Citronensäure-Natriumcitratpuffer (0,01 M Citronensäure-monohydrat; 0,01 M tri-

Natriumcitrat-2-hydrat, pH 4,8) gewaschen. Die Proben wurden in Cellulasepuffer 

(20% Cellulase Onozuka R-10 in Citronensäure-Natriumcitratpuffer, MERCK, Darm-

stadt) 45 min bei 37°C verdaut, 2 mal für 10 min in Citronensäure-Natrium-citratpuffer 

gewaschen und anschließend mit einer Pipette in 50 µl 1xPBS suspendiert. Die 

Zellsuspension wurde auf ein Objektträger übertragen, verteilt und mit 3 Tropfen 45% 

iger Essigsäure versetzt. Nach dem Abdecken mit einem Deckglas wurde die Probe 

gequetscht und in Trockeneis eingefroren. Nach dem Absprengen des Deckglases wurde 

das Präparat bei 60°C für 30 min gebacken und anschließend für 5 min in 

Denaturierungspuffer (70% Formamid; 2xSSC; 50 mM Natriumphosphat, pH 7,0) 

inkubiert. Die Präparate wurden dreimal für 5 min in eiskalter 1xPBS-Lösung 

gewaschen und in BSA-Lösung (1% BSA in 1xPBS) für 30 min bei 37°C präinkubiert. 

Dann wurde mit dem primären Antikörper gegen 5-Methylcytosin (1:400 in 1%BSA, 

monoklonal, anti-Maus, EUROGENTECH, Belgien) für 1 h bei 37°C inkubiert. Nach 

dem dreimaligen Waschen in 1xPBS für 5 min erfolgte die Inkubation mit dem 

sekundären Antikörper (1:200 in 1xPBS, Ziege-anti-Maus, Alexa 488 konjugiert, 

MOBITEC. Göttingen) für 1 h bei 37°C. Nach dem 3maligen Waschen mit 1xPBS zu je 

5 min erfolgte die Gegenfärbung der DNA mit DAPI (0,2 µg/ml in McIlvaine Puffer 

[0,01 M Citronensäure; 0,02 M Na2HPO4,  pH7; 25% Glycerol] ).  

FISH-Analysen 

Die Präparate wurden bis zur Inkubation bei 60°C analog zum Nachweis methylierter 

DNA behandelt, nachfolgend 2x5 min mit 2xSSC (0,3 M Natriumcitrat-Puffer pH 7,4; 

0,3 M NaCl) gewaschen. Anschließend erfolgte eine RNase-Behandlung (10 µg/ml 

RNAseA in 2xSSC) für 1 h bei 37°C, die Präparate wurden dann zweimal für 5 min in 

2xSSC und einmal in 1xPBS für 5 min gewaschen. Die Proben wurden nachfolgend für 

10 min in Paraformaldehydlösung fixiert (1% Paraformaldehyd in 1xPBS), in 1xPBS 

gewaschen (2 mal 5 min), in einer Ethanolreihe dehydriert (70%, 90% und 100% für 

jeweils 2 min) und luftgetrocknet. Nachfolgend wurden die Präparate mit 15 µl 

Denaturierungspuffer (70% Formamid, 2xSSC, 50 mM Natriumphosphat) versetzt, mit  
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Deckgläsern abgedeckt, und der Ansatzt für 2 min bei 75°C inkubiert. Die Deckgläser 

wurden nun entfernt und die Proben in eiskaltem 70%igen Ethanol für 2 min gewaschen  

anschließend wieder in der Ethanolreihe dehydriert und luftgetrocknet. 20-30 µl 

Hybridisierungsmix (100 ng DIG-markierte DNA-Probe in: 50% Formamid; 2xSSC; 50 

mM Natriumphosphat pH 7,0; 10% Dextransulfat, 5 µg Lachsspermien-DNA) wurde 

für 10 min bei 100°C denaturiert, auf Eis abgekühlt und zu der Probe gegeben. Die 

Präparate wurden mit einem Deckglas abgedeckt und für 18 h bei 37°C inkubiert. Die 

Post-Hybridisierung der Präparate erfolgte nach Entfernen des Deckglases für dreimal 5 

min in 50% Formamid/2xSSC pH 7,0 bei 42°C, nachfolgend wurde dreimal 5 min mit 

2xSSC gewaschen. Für die Immunocytochemische Detektion wurden die Präparate 30 

min bei 37°C in 4M-Puffer (4xSSC, 5% Milchpulver) präinkubiert und anschließend 

der primäre Antikörper gegen Digoxygenin (1:100 in 4M-Puffer, anti-Schaf, Roche-

Diagnostics, Mannheim) zugegeben und bei 37°C für 1 h inkubiert. Nach dem Waschen 

der Präparate für 5 min in 4T-Puffer (4xSSC; 0,05% Tween-20) und zweimal 5 min in 

TNT-Puffer (100 mM Tris-HCl, pH7,5; 150 mM NaCl; 0,05% Tween-20) erfolgte die 

Inkubation mit dem sekundären Antikörper (1:200 in TNB-Puffer [100 mM Tris-HCl, 

pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,5% Milchpulver], Kaninchen-anti-Schaf, Rhodamin 

konjugiert, Acris Antibodies Hiddenhausen). Anschließend wurden die Proben in der 

Ethanolreihe dehydriert, luftgetrocknet und mit DAPI gegengefärbt. 

Nachweis des myc-Fusionsproteins 

Die Rosettenblätter von Arabidopsis wurden analog zum Nachweis von methylierter 

DNA fixiert und mit Cellulase verdaut, mit Essigsäure versetzt, in Trockeneis 

eingefroren und mit 1xPBS für 2 x 5 min gewaschen. Die Präinkubation erfolgte 

anschließend in Milchlösung (5% Trockenmilch in 1xPBS) für 30 min bei 37°C, danach 

wurde mit dem primären c-myc Antikörper (1:20 in 5% Trockenmilch, monoklonal 

Maus, DUNN Labortechnik, Asbach) für 1 h bei 37°C inkubiert. Die Präparate wurden  

mit 1xPBS für 3 x 5 min gewaschen, anschließend erfolgte die Inkubation mit dem se-

kundären Antikörper (1:100 in 1xPBS, Ziege-anti-Maus, Alexa 488 konjugiert, 

MOBITEC, Göttingen) für 1 h bei 37°C. Nach dem 3maligen Waschen mit 1xPBS für 

je 5 min erfolgte die Gegenfärbung der DNA mit DAPI.  
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Analyse von Histonmodifikationen 

Für den immunocytologischen Nachweis von Histonmodifikationen wurde ein Stück 

eines jungen Rosettenblattes von Arabidopsis oder ein Stück Epidermis von Scilla auf 

einem Objekträger in 50 µl Fixierungslösung gelegt (4% Formaldehyd in 1xPBS) und 

mit Hilfe einer Rasierklinge fein zerkleinert. Die Suspension wurde mit einem Deckglas 

abgedeckt, gequetscht und die Präparate dann in flüssigen Stickstoff für ca. 20 sec 

eingefroren. Das Deckglas wurde anschließend abgesprengt und das Präparat 3 x 5 min 

in 1xPBS gewaschen. Die Präinkubation erfolgte in BSA-Lösung (1% BSA in 1xPBS),  

anschließend wurde mit dem primären Antikörper, mono-, di-und trimethyl H3K9, 

mono-, di- und trimethyl H3K27, mono-, di- und trimethyl H3K36, mono-, di- und 

trimethyl H4K20, dimethyl H3K4 sowie acetyl H3K9 (1:100 in 1% BSA, polyclonal 

anti-Kaninchen, AG T. Jenuwein, Wien bzw. BIOMOL Hamburg) für 1 h bei 37°C 

inkubiert. Nach dreimaligen Waschen mit 1xPBS erfolgte die Inkubation mit dem 

sekundären Antikörper (1:200 in 1xPBS, Ziege-anti-Kaninchen, Alexa 488 konjugiert, 

MOBITEC. Göttingen) für 1h bei 37°C. Nach dem 3maligen Waschen mit 1xPBS für je 

5 min wurde die DNA mit DAPI gegengefärbt. Die Fluoreszenzsignale wurde mit 

einem Zeiss Axioscop Fluoreszenmikroskop mit den entsprechenden Anregungsfiltern 

über eine gekühlte CCD Kamera (PHOTOMETRIX, Fürstenfeld-Bruck) aufgenommen. 

Die einzelnen Bilddateien wurden separat mit der Software Photoshop (ADOBE 

SYSTEMS, Unterschleißheim) bearbeitet.  

 
2.2.22  Bisulfid-Sequenzanalyse 

 
Für diese Analyse der DNA Methylierung wurden ca. 2 g genomische DNA von 

Arabidopsis mit EcoRI und dem entsprechenden Puffer über Nacht bei 37°C verdaut. 

Anschließend wurden 90 µl dieser DNA unter Zugabe von 10 µl tRNA (1 g/l Hefe- 

RNA, BOEHRINGER, Mannheim) und 11 µl 3M NaOH bei 42°C für 20 min dena-

turiert. Zur Behandlung der DNA mit Natriumbisulfid wurden dann 5,41 g Na-bisulfid 

(SIGMA ALDRICH, Deisenhofen) in 7 ml dest. Wasser gelöst, 0,5 ml Hydrochinon 

(2,2 g/l) und 400 µl 10 M NaOH zugegeben, die Lösung auf 10 ml mit destilliertem 

Wasser aufgefüllt, filtriert und 1200 µl dieser Lösung zu der vorbereitete DNA pipet- 
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tiert. Der Ansatz wurde mit 200 µl Mineralöl überschichtet und 1 h bei 95°C im Dunk-

len inkubiert. Anschließend erfolgte die Entsalzung der DNA mit einem Quiaex II-Kit 

(QUIAGEN, Hilden) nach den Vorgaben des Herstellers. Die DNA wurde in 105 µl 1 

mM Tris-Cl (pH 8,0) eluiert, 100 µl davon mit 11 µl 3 M NaOH versetzt und für 20-50 

min bei 37°C inkubiert. Die Neutralisation des Ansatzes erfolgte unterHinzufügung von 

47 µl 10 M Ammoniumacetatlösung. Die DNA wurde dann unter Zugabe von 1 µl RNA 

(1 g/l Hefe-RNA) und 500 µl 96%igem Ethanol bei -20°C über Nacht präzipitiert, 20 

min bei 13000 Upm abzentrifugiert, mit 70%Ethanol gewaschen, das Pellet 

luftgetrocknet, in 100 µl 1 mM Tris-Cl (pH 8,0) resuspendiert und bei –20°C 

aufbewahrt. Die Analyse der Methylierung ausgewählter DNA-Bereiche erfolgte durch 

PCR-Amplifizierung mit spezifischen Primern und nachfolgender Klonierung der 

erhaltenen Fragmente in den Vektor pGEM®-3Zf(+). Nach der Transformation in den 

E.coli Stamm DH5α wurde die Plasmid-DNA von 20 Kolonien präpariert. Nach einem 

Kontrollverdau der Plasmide mit den Restriktionsenzymen ApaI und PstI wurden diese 

Proben in der Sequenzier-PCR mit T7 Primer für die automatischen Sequenzierung 

vorbereitet und anschließend ausgewertet. 

 

2.2.23  Bioinformatik 

 

Für die Datenbanksuche von DNA und Proteinen wurde BLASTN und BLASTP 

(www.tigrblast.org, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) verwendet. Für die Analyse von 

Arabidopsis-Genen die TAIR-Datenbank (The Arabidopsis Information Resource, 

www.arabidopsis.org) genutzt. Sequenzdaten wurden mit dem Programm BIOEDIT 

(Biological sequence alignment editor for WIN95/98/NT/2K/XP, 

www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) analysiert. Für die Erstellung von Bild-

dateien wurden die Programme Corel Draw (COREL, Unterschleißheim) und 

Photoshop (ADOBE SYSTEMS, Unterschleißheim), für Tabellenkalkulationen und 

Textverarbeitung das Microsoft Office Paket (MICROSOFT, München) verwendet. 

 
 

http://www.tigrblast.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.arabidopsis.org/
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
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3.  Ergebnisse 

 

3.1  Die Su(var)3-9 homologe Gene von Arabidopsis thaliana 

 

Die Arabidopsis-Gene, welche homolog zum Drosophila Su(var)3-9, zum humanen 

SUV39H und zu CLR4 aus Schizosaccharomyces pombe sind, wurden zur Gruppe der 

SUVH Gene zusammengefasst. Ingesamt umfasst diese Gruppe 10 Gene (SUVH1-

SUVH10), welche 4 verschiedenen Subgruppen zugeordnet werden können. Bis auf 

SUVH4 weisen alle anderen SUVH-Genen keine Intronen im kodierenden Bereich auf. 

Dieses ist nicht nur in dicotylen Pflanzen, wie Arabidopsis thaliana der Fall, sondern 

auch in Monocotylen, wie Pinus taeda. Die hohe Anzahl von SUVH-Genen in 

Spermatophyten ist durch Retrotransposition und Duplikation von Genombereichen 

schon vor der Abtrennung der Angiospermen von den Gymnospermen zu erklären. 

Duplikationen treten insbesondere in Angiospermen häufig für verschiedene 

Genfamilien auf (Clegg et al., 1997; Lynch und Conery, 1997). Die Aufspaltung der 

SUVH Gene ist somit bereits in Gymnospermen, wie Pinus taeda, nachweisbar. In 

Bryophyten und Pteridophyten, wie Physcomitrella patens und Ceratopteris richardii, 

sind noch keine Subgruppen vorhanden (Abb. 2). 

 

 
Abb. 2: Die SUVH-Gene in Angiospermen sind in 4 konservierte Subgruppen untergliedert. 
Phylogenetische Analyse der SUVH-Gene aus Arabidopsis thaliana (At), Oryza sativa (Os), Pinus taeda 
(Pta), Physcomitrella patens (Pp) und Ceratopteris richardii (Cri, nach Krauss, pers. Mitteilung ). 
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Die SUVH-Gene werden in Arabidopsis thaliana exprimiert. Eine Ausnahme bildet 

dabei SUVH8 und SUVH10, letzteres ein putatives Pseudogen, für welche keine 

Genexpression gezeigt werden konnte. Bei allen anderen SUVH-Genen konnte ein 

RNA-Transkript nachgewiesen werden (Baumbusch et al., 2001). Die Expression ist 

dabei nicht immer ubiquitär, sondern oft organspezifisch. So wurde das Transkript von 

SUVH2 und SUVH3 nur den grünen Organen, in Blätter sowie Infloreszenzen gefunden.  

Die SUVH4 und SUVH5 Transkripte waren in allen Organen außer der Wurzel 

nachweisbar. Für SUVH1 waren die RNA-Transkripte in allen Organen zu finden. 

Dabei konnte die Expression von SUVH1 als einziges untersuchtes SUVH-Gen auch in 

der Wurzel nachgewiesen werden (Abb. 3). 

 
Abb. 3: RT-PCR Expressionsanalysen von SUVH-Genen aus Arabidopsis. 
SUVH1 bis SUVH5 aus verschiedenen Organen. Die RT-PCR Reaktion mit genspezifischen Primern für 
die Gene SUVH1-SUVH5 sowie für Cyclophilin (Kontrolle) wurde an RNA-Isolationen aus gequollenen 
Samen, Wurzeln, Blättern, Sprossachsen, Knospen, Blütenorganen und grüne Schoten durchgeführt. 
Wasser sowie genomische DNA wurde als PCR Kontrolle verwendet (nach Baumbusch et al., 2001). 
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Für die SET-Domänenproteine SU(VAR)3-9 aus Drosophila, dem humanen SUV39H1 

sowie CLR4 aus S. pombe wurde ein Zusammenhang zwischen einem konservierten 

katalytischen Bereich in der SET-Domäne und der HMTase Aktivität gefunden. Durch 

Vergleich dieses für die Histon-Methyltransferaseaktivität essentiellen Bereiches mit 

den SET-Domänen der SUVH-Proteine aus Arabidopsis wurde auch hier eine solche 

konservierte Aminosäuresequenz identifiziert (Abb. 4), was auf eine enzymatische 

Aktivität für die SUVH-und SUVR-Gengruppe als H3K9-Methyltransferase deutet.  

 

A                                     

 

B 
 
 SUVH2       SQVYPDFVRPNYPSLPPLDFSMDVSRMRNVACYISHSKEPNVMVQFVLHD-HNHLMFPRVMLFALENISP  
 SUVH9       SQVLADFERPSYPDIPPVDFAMDVSKMRNVACYISHSTDPNVIVQFVLHD-HNSLMFPRVMLFAAENIPP  
 SUVH4       AVPMNNGVSQSSEDENAPEFCIDAGSTGNFATFINHSCEPNLFVQCVLSS-HQDIRLARVALFAADNISP  
 SUVH5       -------------DEDDP-FTINAAQKGNIGRFINHSCSPNLYAQDVLYD-HEEIRIPHIMFFALDNIPP  
 SUVH6       MLGTQAGRSMAEGDESSG-FTIDAASKGNVGRFINHSCSPNLYAQNVLYD-HEDSRIPHVMFFAQDNIPP  
 SUVH1       LADEDACEEMSEESEIPLPLIISAKNVGNVARFMNHSCSPNVFWQPVSYE-NNSQLFVHVAFFAISHIPP  
 SUVH3       LVDEDPSTEVPEEFNLPSPLLISAKKFGNVARFMNHSCSPNVFWQPVIRE-GNGESVIHIAFFAMRHIPP  
 SUVH7       LLLEDSWEQVSEFINLPTQVLISAKEKGNVGRFMNHSCSPNVFWQPIEYE-NRGDVYLLIGLFAMKHIPP  
 SUVH8       LLCEDACEQVSEDANLPTQVLISAKEKGNVGRFMNHNCWPNVFWQPIEYDDNNGHIYVRIGLFAMKHIPP  
 SUVAR(3-9)  ------LFDLDYNTAQDSEYTIDAANYGNISHFINHSCDPNLAVFPCWIE-HLNVALPHLVFFTLRPIKA  
                                  :..    *.. ::.*.  **:       .         : :*:   * .  
 Consensus                               N      H   PN                     F    I    
 
 
 
 SUVH2       LAELSLDYG-LADEVN----------GKLAICN-----------  
 SUVH9       MTELSLDYG-VVDDWN----------AKLAICN-----------  
 SUVH4       MQELTYDYGYALDSVHGPDG-----KVKQLACYCGALNCRKRLY  
 SUVH5       LQELSYDYNYKIDQVYDSNG-----NIKKKFCYCGSAECSGRLY  
 SUVH6       LQELCYDYNYALDQVRDSKG-----NIKQKPCFCGAAVCRRRLY  
 SUVH1       MTELTYDYGVSRPSGTQNGN----PLYGKRKCFCGSAYCRGSFG  
 SUVH3       MAELTYDYGISPTSEARDES----LLHGQRTCLCGSEQCRGSFG  
 SUVH7       MTELTYDYGVSCVERSEEDEV--LLYKGKKTCLCGSVKCRGSFT  
 SUVH8       MTELTYDYGISCVEKTGEDE---VIYKGKKICLCGSVKCRGSFG  
 SU(VAR)3-9  GEELSFDYIRADNEDVPYEN---LSTAVRVECRCGRDNCRKVLF 
               **  **     .                 *              
 Consensus     EL  DY                       C              
 

Abb. 4: Domänenstruktur und katalytische Zentren der SUVH Proteine. 
In allen SUVH Proteinen wurden die konservierte YDG- sowie die SET-Domäne identifiziert. Am N-und 
C-terminalen Bereich der SET-Domaine befindet sich die PRE-bzw. Post-SET (P) Domäne (A). 
Alignment der katalytischen Zentren für die Histonmethylierung in der SET-Domäne der SUVH-Proteine 
und SU(VAR)3-9. Die für die Übertragung der Methylgruppen wichtigen konservierten Amino- 
säuremotive wurden eingerahmt (B).  
 

Diese Aktivität konnte zuerst für SUVH4 (KRYPTONITE) in einem in vitro-Test mit 

rekombinant hergestelltem SUVH4 Protein gezeigt werden (Jackson et al., 2002). In 

späteren Experimenten konnte auch für SUVH6 (Jackson et al., 2004) und SUVH2 

sowie für ein Protein der SUVR-Gruppe, SUVR4, eine in vitro-HMTase-Aktivität 
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nachgewiesen werden (Naumann et al., 2005; Thorstensen et al., 2005). Vermutlich 

zeigen alle SUVH-Proteine eine solche Aktivität. Die hohe Sequenzhomologie im 

katalytischen Zentrum der SET-Domäne (Abb. 4) sind dafür ein wichtiger Hinweis.  
 

3.2  Transiente Expressionssysteme und die Analyse der nukleären Verteilung von 

SUVH-Proteinen  

 

Die transiente Expression von Proteinen in heterologen Systemen zur Identifizierung 

der zellulären Verteilung ist ein wichtiger Schritt bei der funktionellen Analyse von 

Chromatingenen. Neben den transienten Assay in Epidermiszellen von Allium cepa 

wurden Lokalisierungen von Chromatinproteinen in Interphasekernen von Scilla 

mischtschenkoana durchgeführt. 

Bei der Sequenzanalyse der SUVH-und SUVR-Gene konnte in mehreren Genen eine 

zweiteilige Kernlokalisierungssequenz (Robbins et al., 1991) nachgewiesen werden. 

Dies betrifft SUVH4, SUVH6 sowie SUVR1. Für SUVH3, SUVH7 und SUVH8 wurde 

eine AT-hook Domäne identifiziert (Abb. 1). Für Proteine mit einem solchen 

Proteinmotiv wurde eine Bindung an die kleine Furche von AT-reichen DNA-

Sequenzen, u. a. in der Hefe S. pombe, gezeigt (Chuang et al., 1999). In den Proteinen 

SUVH1, SUVH2, SUVH5, SUVH9 und SUVH10 sowie in SUVR2-SUVR5 wurden keine 

Kernlokalisierungsmotive mit einer spezifischen zweiteiligen Konsensussequenz 

(Robbins et al., 1991) identifiziert. Die Funktion des Kerntransportes kann hier auch 

durch andere einfache und multiple Kernlokalisierungssequenzen übernommen werden. 

Dies sind Sequenzen vom SV40 T-Antigen Typ mit kurzen Wiederholungen der 

basischen Aminosäuren Lysin und Arginin (Kalderon et al., 1984). Zum Nachweis der 

Kernlokalisierung von Proteinen wurden transiente Expressionsassays genutzt. Hierbei 

wurden die GUS- bzw. GFP-Fusionsproteine von SUVH1, SUVH2, SUVH3 und CLF 

aus Arabidopsis sowie SU(VAR)3-9 und HP1 aus Drosophila transient in den 

Epidermiszellen von Allium cepa und Scilla mischtschenkoana nach dem Beschuss mit 

einer Partikelkanone exprimiert. Anhand der Lokalisierung des Fusionsproteins konnten 

dann Aussagen über eine zelluläre Verteilung der Proteine im Kern oder Zytoplasma 

gemacht werden. Als Kontrolle für die Lokalisierung der GUS-Fusionsproteine wurde 

zuerst das GUS-Gen im Vektor pKEX4tr-GUS in Allium cepa transient nach dem 

Bombardement exprimiert. Dabei war eine Blaufärbung nach der Anfärbung mit 

Färbelösung in der gesamten Zelle zu beobachten (Abb. 5A). Die Drosophila Proteine 

SU(VAR)3-9 und HP1 wurden als GUS-Fusionsproteine exprimiert und konnten nach 
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der Färbereaktion mit X-Gluc im Kern von Allium cepa lokalisiert werden. Als 

Vertreter der SET-Domänenproteine von Arabidopsis wurden SUVH1, SUVH2, 

SUVH3 und CLF als GUS-Fusionsproteine untersucht und konnten auch eindeutig als 

kernlokalisiert charakterisiert werden (Abb.5).  

 
 
Abb. 5: Lokalisierung der GUS-Fusionsproteinen in Epidermiszellen von Allium cepa.  
Das 35S::GUS Konstrukt wurde als Kontrolle verwendet und ist in der gesamten Epidermiszelle 
lokalisiert (A). Die Fusionsproteine SUVH1-GUS (B), SUVH2-GUS (C), CLF-GUS (D), SU(VAR)3-9-
GUS (E) und HP1-GUS (F) sind im Zellkern von Alium cepa lokalisiert 
.        

Weiterhin wurde EGFP (GFP327) als Fusion mit den zu testenden Proteinen für die 

Kernlokalisierung verwendet. Dazu wurden die zu untersuchenden Proteine in den 

binären Vektor pKEx4tr-GFP vor das EGFP-Gen kloniert. Unter Kontrolle des 35S 

CaMV Promoters erfolgt die Expression des EGFP-Fusionsproteins. Zur Kontrolle 

erfolgte ein Bombardement mit dem EGFP327 Konstrukt im Vektor pKEx4tr-GFP. 

Nach transienter Expression in Allium cepa war nur im Zytoplasma eine GFP-

Fluoreszenz zu beobachten (Abb. 6). Als Kernproteine wurden SU(VAR)3-9 und HP1 

aus Drosophila in Allium cepa transient als EGFP-Fusion exprimiert. SU(VAR)3-9-

EGFP zeigt eine eindeutige Kernlokalisierung (Abb. 6). Im Kern wurde keine uniforme 

Verteilung des SU(VAR)3-9-EGFP Fusionsproteins, sondern eine Konzentration an 

Stellen gefunden, welche als heterochromatische Bereiche gedeutet werden können. Im 

Nucleolus wurde keine Fluoreszenz beobachtet (Abb. 6). 
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Abb. 6: Lokalisierungsexperiment von GFP-Fusionsproteinen in Epidermiszellen von Allium cepa.  
Die Kontrolle EGFP zeigt nur Fluoreszenz im Zytoplasma. Die Fusionsproteine SUVH1-EGFP, SUVH2-
EGFP, SUVH3-EGFP, SU(VAR)3-9-EGFP und HP1-EGFP sind im Zellkern lokalisiert. Die Zellkerne 
mit GFP-Fusionsproteinen wurden heraus vergrößert (Balken =10µm).           
 

Exprimiert man das Drosophila HP1-EGFP Fusionsprotein, so erfolgt gleichfalls ein 

Transport in den Kern von Allium cepa. Ähnlich wie bei SU(VAR)3-9-EGFP sind auch 

hier Bereiche zu erkennen, die eine stärkere GFP-Fluoreszenz zeigen. Dies deutet auf 

eine vorrangige Lokalisierung von HP1-EGFP in den heterochromatischen Bereichen 

des Kerns hin (Abb. 6). SU(VAR)3-9 und HP1 sind auch in Drosophila vorrangig in 

den heterochromatischen Bereichen assoziiert (Schotta et al., 2002). Dies belegen 

cytologische Untersuchungen, welche u. a. an Speicheldrüsenkernen durchgeführt 

worden sind. Die Lokalisierung dieser Proteine in den Nuklei von Allium cepa und 

insbesondere auch in Scilla mischtschenkoana deuten darauf hin, das die 

heterochromatische Assoziation von Su(var)3-9 und HP1 ein konservierter Prozess ist. 
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Auch die EGFP-Fusion des SUVH1-Proteins aus Arabidopsis war in Allium-Kernen in 

den heterochromatischen Bereichen konzentriert. In den Nukleoli wurde keine 

Fluoreszenz gefunden. SUVH2-EGFP zeigt in Allium-Kernen einige stärker 

fluoreszierende Bereiche, welche mit den Chromozentren assoziiert werden könnten 

(Abb. 6). Bei SUVH3-EGFP wurde eine uniforme Verteilung im Allium-Kern 

beobachtet. Von diesem Protein kann von einer euchromatischen Lokalisierung 

aufgrund der AT-hook Motive ausgegangen werden. Analysen mit dem SUVH3-EGFP 

Protein in Scilla mischtschenkoana untermauern diese Befunde (Abb. 8). 

In Allium cepa sind die heterochromatischen Bereiche eher diffus im Zellkern verteilt. 

Ähnliche Verteilungen wurden z. B. in Hordeum vulgare gefunden. Im Gegensatz dazu 

wird in vielen anderen Pflanzenarten, wie in Marchantia polymorpha, Ornithogalum 

longebracteanum, Scilla mischtschenkoana sowie in Arabidopsis thaliana eine 

Verteilung der heterochromatischen Bereiche beobachtet, die vorrangig auf die 

Chromozentren konzentriert ist (Abb. 7 und 8).  

 
Abb. 7: Unterschiedliche Verteilung des Heterochromatins in Interphasekernen von Pflanzenarten. 
Diffuse Verteilung in Hordeum vulgare (A) und Alium cepa (B). Konzentration des Heterochromatins in 
den Chromozentren von Marchantia polymorpha (C), Ornithogalum longebracteanum (D) und 
Arabidopsis thaliana (E). Die Kerne wurden mit Antikörpern gegen den heterochromatischen Marker 
dimethyl-H3K9 gefärbt (Balken = 10 µm). 
 

Um genauere Aussagen über die Lokalisierung von Proteinen im Chromatin zu machen, 

wurden die Chromatingene zusätzlich zu Allium cepa in den Kernen von Scilla 

mischtschenkoana exprimiert. Neben dem Assay in Allium cepa stellen Interphasekerne 

von Scilla mischtschenkoana ein interessantes Modellsystem für die Analyse der 

Lokalisierung heterochromatischer Proteine dar. Scilla mischtschenkoana bietet den 

Vorteil, daß hier das Heterochromatin im Interphasekernen nach der Anfärbung mit 

DAPI mikroskopisch gut sichtbar vorliegt (Schweizer, 1983; Berger und Greilhuber, 

1993). Immunocytologische Analysen mit Antikörpern gegen dimethyl-H3K9, einem 



                                                                                                                                                                                 
                                                                                                                                                 Ergebnisse 40

heterochromatischen Marker in Pflanzen, zeigen gleichfalls starke Markierungen an den 

Chromozentren (Abb. 8A).  

Nach Expression der EGFP-Fusion des Drosophila HP1 konnte eine klare 

Lokalisierung dieses Proteins in den heterochromatischen Bereichen des Nukleus von 

Scilla beobachtet werden (Abb. 8B). Auch für das SUVH2-EGFP Fusionsprotein 

konnte eine solche Verteilung gezeigt werden (Abb. 8C). SUVH3-EGFP ist mehr diffus 

(euchromatisch) verteilt (Abb. 8D). Die SUVH1-GFP Verteilung wurde nicht 

untersucht.  

 

 
Abb. 8: Lokalisierungsanalysen in den Interphasekerne von Scilla mischtschenkoana. 
Immunologische Färbung eines Interphasekern mit Antikörper gegen dimethyliertes H3K9 und 
Gegenfärbung mit DAPI zur Detektion der Chromozentren C und Nukleoli N (A). Die Lokalisierung des 
HP1–EGFP Fusionsproteins erfolgt vor allem in den Chromozentren (B). Das SUVH2–EGFP 
Fusionsproteins ist ebenfalls überwiegend in den Chromozentren lokalisiert (C). SUVH3-EGFP wird 
sowohl in den Chromozentren, als auch außerhalb dieser Regionen gefunden (D).  
 

Nachdem eine eindeutige Lokalisierung der GUS-und EGFP-Fusionsproteine von 

SUVH1 und SUVH2 im Zellkern von Allium cepa sowie in den heterochromatischen 

Bereichen von Scilla mischtschenkoana nach der transienten Expression gezeigt wurde, 

standen Untersuchungen im eigentlichen Herkunftsorganismus dieser SET-

Domänenproteine, Arabidopsis thaliana, an. 
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3.3  Die SU(VAR)3-9 Homologen SUVH1 und SUVH2 sind Heterochromatin- 

assoziierte Proteine, Transgen-Analyse zur Heterochromatinbindung von 

SUVH-Proteinen 

 

Zur Analyse der Funktion von pflanzlichen SET-Domänenproteinen wurden stabile 

transgene Pflanzenlinien hergestellt. Dabei wurden die Proteine SUVH1 und SUVH2 

ausgewählt, beides Vertreter zweier unterschiedlicher Subgruppen von SET-Domänen-

proteinen. Von SUVH1 und SUVH2 wurden die myc- und EGFP-Fusionsproteine beider 

Gene in Arabidopsis unter Kontrolle des 35S*- bzw. des induzierbaren GVG-Promoters 

exprimiert. Zur Analyse evolutionär konservierter Funktionen und Lokalisierungen im 

Chromatin von Arabidopsis wurden die Drosophila Heterochromatinproteine HP1 und 

SU(VAR)3-9 als myc-Fusionsproteine, ebenfalls unter Kontrolle des 35S*-Promoters, 

exprimiert. Mit Hilfe von Antikörpern gegen den myc-Fusionsanteil bzw. unter 

Anregung der Fluoreszenz des EGFP-Fusionsanteils wurde dann die Lokalisierung der 

Proteine im Nukleus von Arabidopsis analysiert. In Arabidopsis-Interphasekernen sind 

nach Anfärbung mit dem DNA-Farbstoff DAPI hell leuchtende Strukturen 

(Chromozentren) sichtbar. In diesen Chromozentren befinden sich vor allem zentromere 

180bp DNA-Repeats (core repeats, Abb. 9), welche von pericentrischen Heterochro-

matin, Transposons und anderen Repeats flankiert sind (Fransz et al., 2000; Haupt et al., 

2001).  

 

 

 
Abb. 9: Isolierte Interphasekerne aus Arabidopsis thaliana, Ecotyp Columbia.  
Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt. Die heterochromatischen Bereiche (C=Chromozentren) sind 
als hellblaue Zentren, die Nucleoli (N) als dunkel gefärbte Bereiche zu beobachten. In den 
Chromozentren sind 180 bp-Repeats zu finden. FISH-Analysen unter Verwendung einer 180 bp-Sonde. 
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In Übereinstimmung mit der Chromosomenzahl von 2n=10 in diploiden Interphase-

kernen von Arabidopsis sind dementsprechend maximal 10 Chromozentren nach der 

Anfärbung mit DAPI zu beobachten. Die Nucleoli treten als dunkle Bereiche in den 

Kernen hervor. Sind die untersuchten Fusionsproteine mit den Chromozentren co-

lokalisiert, deutet dies auf eine Assoziation mit dem Heterochromatin hin.  

Zusätzlich zu den beiden zu untersuchenden Arabidopsis-Proteinen SUVH1 und 

SUVH2 wurde auch die Verteilung der beiden Drosophila-Heterochromatinproteine 

SU(VAR)3-9 und HP1 untersucht (Abb. 10). 

 

 
Abb. 10: Lokalisierung von Chromatinproteinen in Arabidopsis-Interphasekernen. 
Die Proteine SUVH1, SUVH2, SU(VAR)3-9 und HP1 sind überwiegend in den Chromozentren 
lokalisiert. Immunocytologische Analysen mit spezifischen Antikörpern gegen den myc-Fusionsanteil.  
 

Alle untersuchten Chromatinproteine wurden als myc-Fusionen in den Chromozentren 

der Arabidopsis-Zellkerne beobachtet. Die SU(VAR)3-9 Homologen SUVH1 und 

SUVH2 sind somit Heterochromatin-assoziierte Proteine. 
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3.3.1  Überexpression von Drosophila HP1 in Arabidopsis 

 

In Arabidopsis wurden 12 transgene Linien erzeugt, welche das Drosophila HP1-

Protein als myc-Fusionsprotein stabil exprimierten. Davon zeigten 4 Linien einen 

Phänotyp, der als homeotische Transformation der Blütenorgane beschrieben werden 

kann (Abb. 11). Im Vergleich zum Wildtyp von Arabidopsis mit der Blütenformel 

K2+2 C4 A2+4 G(2) beobachtet man in den transgen HP1 exprimierenden Linien #1, 

#4, #5 und #11 einen Blütenphänotyp mit der Blütenformel K2+2 C4 K4 A2+4 G G 

(2). Somit sind die Blütenblätter (C) zu Kelchblättern (K) und die Antheren (A) zu 

Gynözeen (G) transformiert (Abb. 11). Blütentransformationen dieser Art findet man 

für Mutationen der homeotischen Blütenentwicklungsgene APETALA3 (AP3) und 

PISTILLATA (PI). Diese MADS-Box Proteine sind für die Identität der Blütenorgane 

mitbestimmend. Dabei sind AP3 und PI in die Entwicklung der Blütenwirtel 2 und 3 

involviert (Jack et al., 1992; Goto et al., 1994). Mutationen für AP3 und PI führen zu 

einer Veränderung der Blütenmorphologie (Abb. 11). 

 
Abb. 11: Überexpression von DmHP1 in Arabidopsis führt zur homöotischen Transformation.  
Wildtypblüte von Arabidopsis mit Blütendiagramm (A). Der ap3/pi -Phänotyp (B, aus Meyerowitz et al., 
1994). Blüten von myc-HP1 transgenen Pflanzen mit homöotischer Transformation zeigen ebenfalls 
einen ap3/pi Phänotyp (C). 
 
 
 



                                                                                                                                                                                 
                                                                                                                                                 Ergebnisse 44

Diese homeotische Transformation wurde auch nach Überexpression von HP1Dm 

beobachtet. Das homologe Protein zu HP1Dm in Arabidopsis, TERMINAL FLOWER 2, 

ist an der Regulation wichtiger Blütenentwicklungsgene beteiligt. In Mutanten für 

TERMINAL FLOWER 2 wurde eine Hochregulierung der Transkription von AP3 und PI 

analysiert. TFL2 wirkt somit als Repressor für AP3 und PI (Kotake et al., 2003). Die 

Supprimierung von AP3 und PI nach HP1Dm Überexpression lässt auf eine funktionelle 

Redundanz zu TFL2 schließen. 

Zur Überprüfung, ob es sich bei den beobachteten phänotypischen Effekten nach 

DmHP1 Überexpression nicht um eine Insertion des 35S::mycHP1 Konstruktes in die 

Targetgene AP3 oder PI handelt, wurde deren Transkription unter Zuhilfenahme der 

RT-PCR mit genspezifischen Primern überprüft. Hierbei konnte gezeigt werden, daß 

AP3 und PI in 35S::mycHP1-Linien weiterhin exprimiert werden. (Abb. 12). Die 

Expression ist aber geringer als in der untersuchten Wildtypkontrolle. Die Repression 

von AP3 und PI beruht offensichtlich auf der Wirkung der zu TFL2 homologe Funktion 

von DmHP1. 

 
Abb. 12: RT-PCR Expressionsanalyse von AP3 und PI in 35S*::myc-HP1 Linien.  
Die RT-PCR Reaktion wurde mit genspezifischen Primern für AP3 und PI sowie für 18SrDNA als 
Kontrolle an RNA aus Wildtyp (1) und den transgenen Linien 35S*::mycHP1#4-3 (2) und 
35S*::mycHP1#10-1 (3) durchgeführt. Als Kontrolle wurde Wasser verwendet (4). 
 

Um Aussagen über eine Lokalisierung des HP1 Proteins in den Arabidopsis Kernen zu 

machen, wurden Antikörperfärbungen gegen den myc-Fusionsanteil des transgen 
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exprimierten myc-HP1 Proteins vorgenommen. Das HP1-Protein ist überwiegend in den 

heterochromatischen Bereichen (Chromozentren) der Arabidopsis-Interphasekerne zu 

finden (Abb. 13).  

 
 
Abb. 13: Lokalisierung von myc-HP1 in Interphasekernen von Arabidopsis thaliana. 

 Das myc-HP1 Fusionsprotein ist überwiegend in den Chromozentren lokalisiert.  
 Immunocytologische Färbung mit Antikörpern gegen den myc-Fusionsanteil. 

 

Dabei war in der Lokalisierung von myc-HP1 die Färbung ausschließlich in den 

Chromozentren lokalisiert. Eine Verteilung außerhalb des perizentrischen 

Heterochromatins wurde nicht beobachtet. 
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3.3.2  Expression von Drosophila SU(VAR)3-9 in Arabidopsis thaliana 

 

Für das heterochromatin-assoziierte Protein SU(VAR)3-9 aus Drosophila wurden 12 

transgene Linien in Arabidopsis hergestellt. In allen 35S::mycSU(VAR)3-9 Linien waren 

keinerlei signifikante phänotypische Veränderungen sichtbar.  

In transgenen 35S::mycSU(VAR)3-9 Pflanzen wurde unter Verwendung von 

spezifischen Antikörpern gegen den myc-Fusionsanteil die Verteilung des 

Fusionsproteins in den Interphasekernen untersucht (Abb. 14).  

Das SU(VAR)3-9 Protein wird überwiegend in den heterochromatischen Bereichen 

(Chromozentren) der Arabidopsis-Kerne gefunden. In einigen Kernen ist jedoch auch 

eine Lokalisierung außerhalb der Chromozentren beobachtet worden.  

 

 
 
Abb. 14: Lokalisierung von myc-SU(VAR)3-9 in Arabidopsis-Interphasekernen. 
Das myc-SU(VAR)3-9 Fusionsprotein ist überwiegend in den heterochromatischen Bereichen zu finden. 
Immunocytologische Färbung mit Antikörpern gegen den myc-Fusionsanteil. 
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3.3.3  Überexpression von SUVH1 in Arabidopsis thaliana 

 

Als Vertreter der SUVH1 Subgruppe der SUVH-Genfamilie wurde das SUVH1-Gen als 

myc-Fusionsprotein unter Kontrolle des CaMV 35S*-Promoters sowie als EGFP- 

Fusionskonstrukt unter der Kontrolle des induzierbaren GVG-Promoters in Arabidopsis 

exprimiert. Dabei wurden 12 transgene Pflanzenlinien für 35S*::mycSUVH1 sowie für 

GVG::SUVH1-EGFP hergestellt. Nach Überexpression unter dem konstitutiven CaMV 

35S*-Promoter wurden in 9 Linien unterschiedliche (pleiotrope) Phänotypen 

festgestellt, welche eine Veränderung des Wurzelphänotyps betrafen. So kam es nach 

Überexpression von SUVH1 zu einer signifikanten Verlängerung der Wurzeln im 

Vergleich zum Wildtyp (Abb. 15).  

 
Abb. 15: Keimlinge von transgenen 35S*::mycSUVH1 und GVG::SUVH1 Linien. 
Nach Überexpression von SUVH1 ist eine Verlängerung der Primärwurzeln im Vergleich zum Wildtyp zu 
beobachten . 
 

Betrachtet man die Wurzelhaare der transgenen SUVH1-Linien, so ist eine knollige 

Verdickung dieser Organe auffällig. Diese Veränderungen der Wurzel sind nicht nur in 

den SUVH1 Linien mit konstitutiven 35S*CaMV Promoter, sondern auch nach 

induzierter Expression unter Kontrolle des GVG Promoters zu beobachten. Dieser 

Phänotyp wurde auch bei Doppelmutanten für die Wurzelentwicklung rhd1, rhd3 sowie 

rhd1, rhd4 beobachtet (Abb. 16). Die Gruppe der RHD- (root hair development) Gene 
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ist in die Morphogenese der Wurzelhaare in Arabidopsis involviert (Schiefelbein und 

Somerville, 1990). 

 

 
Abb. 16: Veränderung des Phänotyps der Wurzelhaare in transgenen SUVH1-Linien. 
Nach konstitutiver sowie induzierter Überexpression von SUVH1 wurde eine knollige Veränderung der 
Wurzelhaarform beobachtet (Pfeile). Dieser Phänotyp wurde auch in rhd1 rhd3 sowie in rhd1 rhd4 
Doppelmutanten gezeigt (Mutanten nach Schiefelbein und Somerville, 1990, Balken=50µm). 
 
Zum Nachweis der spezifischen Expression in Gewebe wurden Konstrukte hergestellt, 

welche das GUS-Reportergen unter Kontrolle des spezifischen SUVH1-Promoters 

exprimierten. Die Expression von SUVH1 startet bereits im frühen Embryo. Ein 

Imprinting der SUVH1-Genexpression ist dabei sehr wahrscheinlich, da nur das 

maternale Gen exprimiert wird (P. Grini, persönl. Mitteilung). Eine GUS-Färbung ist 

bereits im globulären Embryostadium ab der 2. Teilung zu beobachten. Hierbei ist die 

Suspensorregion sowie die Chalaza des Embryogewebes gefärbt. Im späteren Herz-und 

Torpedostadium des Embryos war eine Ausbreitung der Färbung über den gesamten 

Embryo zu beobachten (Abb. 17). In Keimlingen ist eine SUVH1::GUS Expression in 

der Wurzelspitzenregion zu sehen. In älteren Keimlingen ist auch das Leitgewebe 

gefärbt, wobei hier auch eine Diffusion bzw. Transport des GUS-Färbeproduktes die 

Ursache sein könnte (Abb. 17).  
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Abb. 17: Expression des SUVH1::GUS Konstruktes in Arabidopsis thaliana.  
Die Expression ist bereits im frühen Embryonalstadium in den Suspensorzellen nachweisbar (A). Später 
sind Herz-sowie Torpedostadium des Embryos gefärbt (B, C, P. Grini, pers. Mitteilung). In Keimlingen 
erfolgt eine SUVH1::GUS Expression dann vorwiegend in den Wurzelspitzen (D, E), später in der 
gesamten Wurzel (F).  
 
Zum Nachweis der Verteilung des SUVH1-Proteins in der Zelle von Arabidopsis wurde 

eine EGFP-Fusion von SUVH1 unter Kontrolle des mit Dexamethason induzierbaren 

GVG-Promoters genutzt. Dieses GVG::SUVH1-EGFP Konstrukt wurde cytologisch 

anhand der GFP-Fluoreszenz bei 327 nm Wellenlänge nachgewiesen (Abb. 18). Bereits 

in Keimlingen transgener SUVH1-EGFP Linien war eine GFP-Fluoreszenz in den 

Kernen der Wurzel nachweisbar. Das SUVH1-EGFP Fusionsprotein wurde in den 

Chromozentren der Zellkerne vorgefunden (Abb.18). 
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Abb. 18: Lokalisierung von SUVH1-EGFP und myc-SUVH1 in den Kernen von Arabidopsis.  
Das SUVH1-EGFP Fusionsprotein ist überwiegend in den heterochromatischen Bereichen zu finden (A). 
Nach Immunocytologischer Analyse unter Verwendung eines myc-spezifischen Antikörpers wurde eine 
Assoziation von myc-SUVH1 in den heterochromatischen Bereichen des Zellkerns festgestellt (B). 
 

Ebenfalls wurde die Verteilung des myc-SUVH1 Fusionsproteins untersucht. Diese 

Lokalisierungen korrelieren mit der Verteilung des EGFP-fusionierten SUVH1 Proteins 

im Heterochromatin (Abb. 18).  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                                 
                                                                                                                                                 Ergebnisse 51

 

3.3.4  Ektopische Chromatinbindung nach Überexpression von SUVH2  

 

Zur Analyse der dosisabhängigen Wirkung des SUVH2-Proteins wurden Konstrukte 

unter konstitutiver Promoterkontrolle, 35S*::mycSUVH2, sowie für induzierte 

Expression, GVG::SUVH2-GFP, in Arabidopsis transformiert. Ebenfalls wurden Anti-

sense-Konstrukte von SUVH2, 35S*::SUVH2as, zur Analyse von Effekten nach dem 

Verlust des endogenen Transkriptes hergestellt (K. Naumann, pers. Mitteilung). Nach 

der Expression unter 35S*-Promoter wurden von den insgesamt 24 transgenen Linien 3 

Linien gefunden, welche einen „mini-plant“-Phänotyp zeigten (Abb. 19A). 

 

 
   Abb. 19: Die Überexpression von SUVH2 führt zu einem dosisabhängigen „mini-plant“-Phänotyp. 

Die SUVH2-Linien #5, #6 und #22 zeigen einen signifikanten „mini-plant“-Phänotyp, der in Linie #4 nur 
schwach ausgeprägt ist. Der „mini-plant“-Phänotyp wurde auch nach induzierter Expression des 
GVG::SUVH2-Konstruktes mit Dexamethason beobachtet (A). Nach Überexpression von SUVH2 wird 
außerdem ein „curled“-Kotelydonen-Phänotyp beobachtet (B, Naumann et al., 2005).  
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Dieser äußert sich in drastischen Entwicklungsdefekten, wie einer Reduktion der 

Sprossachse, der Blattgröße und – anzahl sowie einer stark herabgesetzten Fertilität. 

Dabei führt offenbar auch die Verminderung der Zellgröße zu dem morphologischen 

Phänotyp, welcher in den Linien #5, #6 und #22 beobachtet wurde. In den 

Überexpressionslinien wurde außerdem eine Veränderung der Morphologie der 

Kotyledonen festgestellt (Abb. 19B), ein Effekt, welcher hilfreich bei der Isolierung von 

Suppressormutanten für das SUVH2-Transgen war (Naumann et al., 2005).  

Durch Bestimmung des Insertionsortes des SUVH2-Transgenes über Southernblots und 

inverse PCR-Analysen wurde festgestellt, daß es sich bei den Linien mit den „mini- 

plant“-Phänotyp um unabhängige Insertionen handelt. Dabei erfolgte die Insertion in 

Regionen, die für die Ausprägung dieses „mini-plant“-Phänotyps nicht relevant sind (K. 

Naumann, pers. Mitteilung). Der „mini-plant“-Phänotyp ist abhängig von der 

Proteinmenge. Dieses konnte anhand von Western-Analysen mit Hilfe spezifischer 

Antikörper gegen den myc-Fusionsanteil des myc-SUVH2 Konstruktes gezeigt werden 

(Abb. 20). Dabei wiesen die Linien #5, #6 und #22 eine deutlich erhöhte Konzentration 

von myc-SUVH2 auf, in Linie #4 war weniger myc-SUVH2 Protein nachweisbar.  

 
Abb. 20: Der „mini-plant“-Phänotyp ist abhängig von der Proteindosis. 
Der „mini-plant“-Phänotyp nach SUVH2 Überexpression korreliert mit der Menge an transgenen myc-
SUVH2 Protein. Nachweis des myc-SUVH2 Fusionsproteins im Westernblot mit spezifischen c-myc 
Antikörper. 

 

Betrachtet man die Lokalisierung des SUVH2-Proteins in den Kernen der Linien #5, #6 

und #22, so ist neben der Lokalisierung in den heterochromatischen Bereichen eine 

Antikörperfärbung auch außerhalb dieser Regionen sichtbar (Abb. 21A).  
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Abb. 21: Das myc-SUVH2 Fusionsprotein ist im Heterochromatin assoziiert und ektopisch verteilt. 
Immunocytologische Analysen von Interphasekernen der Linie 35S*::mycSUVH2#4 zeigen normale 
Verteilung des Fusionsproteins in den Chromozentren (A). In der Linie 35S::mycSUVH2#5 ist eine 
ektopische Verteilung des Fusionsproteins zu beobachten (B). In SUVH2-EGFP Linien erfolgt ebenfalls 
eine ektopische Verteilung des Fusionsproteins im Zellkern (C). 
 
Dabei kann von einer ektopischen Verteilung des myc-SUVH2 Fusionsproteins 

ausgegangen werde. Diese Verteilung wurde hauptsächlich in den Linien mit erhöhter 

myc-SUVH2 Proteinmenge gefunden (Abb. 21B). Nach induzierter Überexpression 

wurde ebenfalls eine ektopische Verteilung des SUVH2-EGFP Fusionsproteins im 

Zellkern beobachtet (Abb. 21C). 
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3.4  Histon-Methyltransferaseaktivität von SUVH1 und SUVH2  

3.4.1  In vitro-Analysen zur HMTase-Aktivität von SUVH1 und SUVH2 

 

Von den Arabidopsis SET-Domänenproteinen aus der SUVH-Gruppe wurde eine 

Histon-Methyltransferaseaktivität für das Histon H3 an der Position Lysin 9 zuerst 

aufgrund der funktionellen und strukturellen Homologie zu dem Drosophila 

SU(VAR)3-9 Protein postuliert. Rekombinantes DmSU(VAR)3-9 ist in vitro in der 

Lage, Histon H3 und auch das N-terminale Histon H3-Peptid (AS 1-20) zu methylieren 

(Abb. 22).  

 
Abb. 22: Das SUVH2 Protein ist eine Histon-Methyltransferase für H3 und H4. 
Methyltransferase in vitro-Assays mit rekombinanten H3 und H4, H3-Peptiden (AS 1-20) sowie 
rekonstituierten Nukleosomen als Substrat. Nukleosomen als Substrat werden von der HMTase SUVH2 
besser methyliert als rekombinantes H3 (A). Synthetisch hergestellte H3 Peptide (AS 1-20) zeigen nur 
schwache Aktivität, SU(VAR)3-9 wurde als Kontrolle verwendet (B). Auch das rekombinante H4 als 
Substrat reagiert nur schwach (C). An Nukleosomen ist eine Aktivität bei H3 und H4 zu beobachten, 
SU(VAR)3-9 wurde als Kontrolle verwendet (D).  
 

Ausgehend von dieser Beobachtung, das SU(VAR)3-9 in der Lage ist, Methylgruppen 

auf Histon H3, speziell an der Modifizierungsposition Lysin 9, zu übertragen, wurden 

Methyltransferase-Assays auch für die rekombinanten SUVH1 und SUVH2 Proteine 

durchgeführt. Dabei wurden sowohl Peptide, rekombinante Histone als auch 

rekombinante rekonstituierte Nukleosomen als Substrat eingesetzt. Das rekombinante 

SUVH2-Protein methyliert in vitro die Histone H3 und H4. Dabei war bei den verwen-

deten H3-Peptiden 1-20 sowie bei den rekombinanten Histonen H3 und H4 nur eine 

schwache Aktivität zu beobachten. Wurden rekonstituierte Nukleosomen verwendet, 

erfolgte eine wesentlich stärkere Methylierung des Substrates, was auf die Abhängigkeit 

der Methyltransferaseaktivität des SUVH2 Proteins von Nukleosomen hindeutet. Das 



                                                                                                                                                                                 
                                                                                                                                                 Ergebnisse 55

als Kontrolle verwendete SU(VAR)3-9 methyliert das als Substrat angebotene 

rekombinante H3 sowie die synthetisch hergestellten H3-Peptide AS 1-20. Bei den 

Nukleosomen als Substrat wurde eine schwächere Aktivität festgestellt (Abb. 22). Für 

SUVH1 wurde keine Methyltransferaseaktivität in den Assays beobachtet . 

 

3.5  Differentielle Effekte von SUVH1, SUVH2 und SUVH4–Nullmutanten auf   

heterochromatische Histon-und DNA-Methylierung 

 

Für einige Mitglieder der SUVH-Gruppe wurde eine Histon-Methyltransferaseaktivität 

sowohl aufgrund von Strukturhomologien zu bereits bekannten Methyltransferasen als 

auch durch Identifizierung von in vitro-Methylierungsaktivitäten gezeigt. Mit Hilfe von 

immunocytologischen Analysen wurden die Wirkung von „loss of function“- 

Mutationen (T-DNA Insertion und Antisense) der Gene SUVH1, SUVH2 und SUVH4 

auf die Modifikation von Histonen sowie auf die DNA-Methylierung untersucht. 

Spezifische Methylierungsmarkierungen für Heterochromatin in Arabidopsis sind 

mono- und dimethyl-H3K9 und mono- und dimethyl-H3K27 sowie monomethyl-

H4K20. Zusammen mit hohen Konzentrationen von methylierter DNA definieren vor 

allem diese Methylierungen heterochromatische Bereiche in Arabidopsis, während 

dimethyl-H3K4, acetyl- sowie trimethyl-H3K9, trimethyl-H3K27, mono-, di- und 

trimethyl-H3K36 sowie di- und trimethyl-H4K20 hauptsächlich euchromatische Berei-

che spezifizieren (Abb. 23). Dimethyl-H3K27 stellt dabei einen Grenzfall dar, da es, 

zumindestens cytologisch, zwar vorwiegend im Heterochromatin vorgefunden wird, 

aber auch eine schwache Lokalisierung im Euchromatin nachgewiesen werden konnte. 

Interessanterweise wurde auch phosphoryliertes H3S10 in den heterochromatischen 

Bereichen der Arabidopsis-Interphasekerne nachgewiesen (Abb. 24).  



                                                                                                                                                                                 
                                                                                                                                                 Ergebnisse 56

 
Abb. 23: Histonmethylierungsmarkierungen in Arabidopsis-Interphasekernen. 
Immunocytologische Analysen der Mono-, Di- und Trimethylierung für die Histonpositionen H3K9 (A), 
H3K27 (B), H3K36 (C) und H4K20 (D) unter Verwendung spezifischer Antikörper. 
 

 
Abb. 24: Eu-und heterochromatische Histon-und DNA-Modifikationen in Arabidopsis-Inter-
phasekernen. Immunocytologische Analysen der Histonmodifikationen dimethyl-H3K4, acetyl-H3K9, 
phosphoryliertes H3S10 sowie der 5-Methylcytosinmethylierung unter Verwendung spezifischer Anti-
körper. 
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Mit spezifischen Antikörpern gegen diese Histon-Methylierungsmarkierungen wurden 

Veränderungen in den einzelnen suvh-Mutanten und Überexpressionslinien sowohl im-

munocytologisch nachgewiesen, als auch immunohistochemisch im Westernblot 

quantifiziert. Diese Mutanten wurden zuvor molekular charakterisiert, um zum einen 

eine Beeinflussung anderer SUVH-Gene dieser konservierten Genfamilie durch 

Insertionen der Transgene auszuschließen, zum anderen wurde die korrekte Position der 

T-DNA Insertion im endogenen Gen untersucht. Dabei wurde gezeigt, das es zu keiner 

Beeinflussung anderer SUVH-Gene in den Antisense- bzw. T-DNA Insertionslinien von 

SUVH1 und SUVH2 kommt (Naumann et al., 2005). In den immunocytologischen 

Analysen konnte nachgewiesen werden, das T-DNA-Insertionsmutationen für das 

SUVH1-Gen (SALK003675) nur einen geringen Einfluss auf die Modifizierung der 

heterochromatischen Histon- und DNA-Methylierung hat (Abb. 25).  

 

 
Abb. 25: Analyse der Histon-und DNA-Methylierung in SUVH1 und SUVH2 T-DNA Linien.  
Nach Immunocytologischer Färbung mit spezifischen Antikörpern wurde in der SUVH1 T-DNA Linie 
(SALK003675) im Vergleich zum Wildtyp keine signifikante Änderungen der Histon- und DNA-Methy-
lierungen beobachtet. In Interphasekernen der SUVH2 T-DNA Linie (SALK 079574) sind die hetero-
chromatischen Methylierungsmarkierungen reduziert. 
 

Auch in den quantifizierenden Westernanalysen wurden keine signifikanten 

Veränderungen nachgewiesen (Abb. 27). In den untersuchten SUVH4 T-DNA Inser-

tionslinien (SALK130630, SALK105816) sowie der kyp-2 Mutante wurden ebenfalls 

kaum signifikante Veränderungen sowohl in den heterochromatischen als auch in den 
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euchromatischen Histonmethylierungsmarkierungen, sowie bei der 5-Methyl-

cytosinmarkierung gefunden (Abb. 28). Die deutlichsten Veränderungen wurden in 

SUVH2 Linien beobachtet. Hierbei zeigte die T-DNA Insertionslinie von SUVH2 

(SALK079574) eine deutliche Reduzierung in den heterochromatischen Methy-

lierungsmarkierungen (Abb. 25). Dabei korrelieren die immunocytologisch sichtbaren 

Veränderung der Antikörperfärbungen mit den im Westernblot quantifizierten 

Befunden. Insbesondere dimethyliertes H3K9, monomethyliertes H3K27 sowie mono-

methyliertes H4K20 waren sowohl cytologisch und auch im Westernblot reduziert 

(Abb. 25 und 27). Die Reduktion der heterochromatischen Histonmethylierungsmar-

kierungen korrelierte mit einer signifikanten Verkleinerung der Chromozentren in den 

SUVH2 T-DNA Insertionslinien. Eine immunocytologisch erkennbare Reduzierung der 

DNA-Methylierung in diesen Linien konnte zwar nicht quantifiziert werden, wurde aber 

in weiteren Bisulfit-Sequenzierungsexperimenten an verschiedenen Transgenen, wie 

LUC7 und GUS27 sowie am Athila-Transposon nachgewiesen (Abb. 31 und 32). Ver-

gleicht man den Effekt der T-DNA Linien von SUVH1 und SUVH2 auf euchromatische 

Histonmarkierungen unter Verwendung von spezifischen Antikörpern, so sind keine 

signifikanten Unterschiede im Vergleich zu Wildtypkernen feststellbar (Abb. 26). 

 
Abb. 26: Analyse der euchromatischen Histonmarkierungen in suvh1 und suvh2. 

Weder in der SUVH1- noch in der SUVH2-T-DNA Insertionslinie wurden signifikante Änderungen der 
euchromatischen Methylierungsmarkierungen im Vergleich zum Wildtyp beobachtet. Gefärbt wurden 
Interphasekerne von Wildtyp, suvh1 und suvh2 mit spezifischen Antikörpern gegen Histon-
modifizierungen. 

 



                                                                                                                                                                                 
                                                                                                                                                 Ergebnisse 59

 
 
Abb. 27: Westernblot-Analysen von suvh1, suvh2 und suvh4 sowie SUVH2-Überexpressionslinien. 
Während in der SUVH1 T-DNA Insertionslinie keine signifikanten Unterschiede in der Histonmethy-
lierung gefunden wurden, konnte in der SUVH2 T-DNA Insertionslinie eine Reduktion von mono- und 
dimethyl-H3K9 sowie dimethyl-H3K27 beobachtet werden (A). Die Überexpression von SUVH2 führt zu 
einer Erhöhung von dimethyl-H3K9 sowie monomethyl-H4K20 (B). In der SUVH4 T-DNA Inser-
tionslinie (SALK 130630) ist dimethyl-H3K9 reduziert (C). 
 
SUVH4 oder KRYPTONITE wurde als weiteres SUVH-Protein analysiert. Dabei 

sollten bereits durchgeführte immunocytologische Analysen (Jasencakova et al., 2003; 

Jackson et al., 2004) dieser bereits gut charakterisierten Histon H3 Lysin 9 Methyl-

transferase bestätigt werden, und als vergleichende Kontrolle zu den im Rahmen dieser 

Arbeit untersuchten SUVH-Gene dienen. Für die cytologischen Arbeiten wurden die 

SUVH4 T-DNA Insertionslinien SALK105816 und SALK 130630 sowie die kyp-2 Mu-

tante (Jackson et al., 1999) untersucht. Die in der kyp-2 Mutante bereits festgestellte 

drastische Umverteilung der dimethyl-H3K9 Methylierung aus den Chromozentren in 

euchromatische Bereiche (Jackson et al., 2004) konnte nicht bestätigt werden. Vielmehr 

zeigte sich eine zum Wildtyp kaum veränderte Färbung, sowohl für dimethyl-H3K9 als 

auch in allen anderen heterochromatischen Markierungen (Abb. 28). In den Western-

blot-Analysen mit Antikörpern gegen mono- und dimethyliertes H3K9 wurde eine 

Reduktion von dimethyl-H3K9 bei der SUVH4-T-DNA Insertionslinie (SALK 105816) 

gefunden (Abb. 27). Alle verwendeten suvh4-Mutantenallele wurden als solche auch 

molekular mit Hilfe von PCR und semiquantitativer RT-PCR charakterisiert, um sowohl 

die Lage der T-DNA Insertionen im endogenen Gen als auch die Expression zu verifi-

zieren (K. Naumann, persönliche Mitteilung).  
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Abb. 28: Histon-und DNA-Methylierung in der SUVH4 T-DNA Linie sowie der kyp-2 Mutation.  
Sowohl die SUVH4 T-DNA Insertionslinie (SALK 105816) als auch die kyp-2 Mutation haben keinen 
signifikanten Effekt auf die immunocytologisch nachweisbaren Chromatinmodifizierungen. Untersucht 
wurden heterochromatische Markierungen mit den jeweiligen angegebenen Antikörpern.  
 
 
3.6  Ektopische Heterochromatisierung durch SUVH2-Überexpression 

 

Für die Analyse der Modifizierung von DNA und Histonen wurde der Effekt der 

Überexpressionen von SUVH1 und SUVH2 in Arabidopsis untersucht. Dazu wurden 

transgene Linien von SUVH1 und SUVH2 hergestellt. Diese wurden unter Kontrolle des 

konstitutiven CaMV 35S*-Promoters bzw. des Dexamethason-induzierbaren GVG-Pro-

moters in der Pflanze exprimiert.  

Die Überexpression von SUVH1 führt zu keiner signifikanten cytologisch sichtbaren 

Veränderung von Histon-und DNA-Modifikationen. Das transgen exprimierte SUVH1 

bleibt auch nach der Überexpression in den heterochromatischen Bereichen lokalisiert 

(Abb. 18). Auch eine starke Überexpression von SUVH1 unter induzierten Bedingungen 

zeigte keine signifikante Änderung der Histon-und DNA-Methylierung . 

Die Überexpression von SUVH2 führt bereits unter Kontrolle des reduziert expri-

mierenden 35S*-Promoters zu einer ektopischen Verteilung der heterochromatischen 

Histon- und DNA-Modifikationen mono- und dimethyl-H3K9, mono- und dimethyl- 
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H3K27, monomethyl-H4K20 und 5-Methylcytosin. Dabei bindet das überexprimierte 

SUVH2 offensichtlich auch verstärkt an Positionen außerhalb der Chromozentren, wo es 

dann auch als transgenes Fusionsprotein nach Antikörperfärbung gegen den Fusions-

anteil nachgewiesen wird (Abb. 21). Die Funktion als regulatorische Komponente für 

Histon- und DNA-Methylierung übt das transgen exprimierte SUVH2 dann offen-

sichtlich auch an diesen euchromatischen Positionen aus. Diese zusätzlichen Methy-

lierungsstellen konnten dann unter Zuhilfenahme spezifischer Antikörper für 

heterochromatische Histon-und DNA-Methylierung immunocytologisch nachgewiesen 

werden (Abb. 29). Analysen im Westernblot mit Antikörpern für di- und trimethyl-  

H3K9 sowie monomethyl-H4K20 wurden zur Quantifizierung dieser immunocytologi-

schen Beobachtungen herangezogen. Dabei konnte eine Erhöhung von dimethyl-H3K9 

sowie eine leichte Verstärkung von monomethyl-H4K20 im Vergleich zum Wildtyp be-

obachtet werden (Abb. 27).  

 
 
Abb. 29: Histon-und DNA-Modifizierung nach SUVH2-Überexpression.  
In 35S*::mycSUVH2-Linien wird eine ektopische Verteilung heterochromatischer Markierungen für 
Histone und DNA in den Interphasekernen vorgefunden. Immunocytologische Analysen mit den ange- 
gebenen spezifischen Antikörpern. 
 
Nach Westernblot-Analysen mit Antikörpern gegen dimethyl-H3K9 konnte für die 

Linien 35S*::mycSUVH2#4, 35S*::mycSUVH2#5, 35S*::mycSUVH2#6 und 35S*::myc 

SUVH2#22 auch eine Korrelation zwischen der erhöhten Expression des SUVH2-
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Transgens (Abb. 20) und einer Verstärkung der H3K9-Dimethylierung gezeigt werden. 

Dabei ist bereits in der moderat das SUVH2-Transgen exprimierenden Linie 

35S*::mycSUVH2#4 eine gesteigerte Methylierung im Vergleich zum Wildtyp zu 

beobachten (Abb. 30). 

 

 
Abb. 30: Westernblot-Analysen von dimethyl-H3K9 in SUVH2-Überexpressionslininen.  
In Histonextraktionen aus SUVH2-Überexpressionslinien sind erhöhte dimethyl-H3K9 Signale im Ver-
gleich zum Wildtyp detektierbar. Als Quantifizierung wurde das mit Coomassie gefärbte Poly- 
acrylamidgel verwendet. Rekombinantes H3 diente als Kontrolle für unspezifische Bindung des Anti- 
körpers.  
 

Die euchromatischen Methylierungsmarkierungen in Arabidopsis, dimethyl-H3K4, 

acetyl- und trimethyl-H3K9, trimethyl-H3K27 und dimethyl- sowie trimethyl-H4K20 

wurden ebenfalls untersucht. Hierbei wurden spezifische Antikörper gegen diese His-

tonmodifizierungen für Histon H3 und Histon H4 verwendet. Bei einigen dieser 

Modifizierungen konnte eine deutliche, immunocytologisch sichtbare Verringerung der 

Antikörperfärbung im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. So sind trimethyl-

H3K9 und trimethyl-H3K27 sowie dimethyl-H3K9 und acetyl-H3K9 reduziert (Abb. 

31). Diese Reduktion von trimethyl-H3K9 nach SUVH2-Überexpression konnte auch 

im Westernblot quantifiziert werden (Abb. 27). 
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Abb. 31: Die Euchromatin-spezifischen Histonmethylierungen werden durch SUVH2-Über-
expression reduziert. Immunocytologische Analysen mit spezifischen Antikörpern zeigen eine Redu-
zierung der euchromatischen Histonmarkierungen in 35S*::mycSUVH2-Linien im Vergleich zum 
Wildtyp.  
 

Die immunocytologisch beobachtete ektopische Heterochromatisierung in SUVH2-

Überexpressionslinien wurde auch in elektronenmikroskopischen Aufnahmen von 

Ultradünnschnitten gefunden (Kooperation mit G. Hause, Halle). Dabei wurde fest-

gestellt, das in Zellkernen von transgenen SUVH2-Linien ca. 70% mehr hetero-

chromatische Bereiche auftraten als in der Wildtypkontrolle. Außerdem wurde eine 

Verkleinerung der Nukleoli in den SUVH2-Überexpressionslinien beobachtet (Abb. 32).  
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Abb. 32: Elektronenmikroskopische Analysen von Zellkernen aus 35S*::mycSUVH2 Linien und 
dem Wildtyp. Aufnahmen von Ultradünnschnitten der Zellkerne. Die heterochromatischen Bereiche 
(Pfeile) sind in Kernen der SUVH2-Überexpressionslinien verstärkt zu beobachten. (Aufnahmen von G. 
Hause, Halle).  
 
 
3.7  Differentielle Modifizierung der DNA-Methylierung durch Nullmutation  

und Überexpression von SUVH2  

 

In den immunocytologischen Untersuchungen der SUVH2-Überexpressionslinien sowie 

der SUVH2-Mutantenallele wurde auch eine signifikante Veränderung im Ausmaß der 

DNA-Methylierung beobachtet. DNA-Methylierung ist in Arabidopsis zum großen Teil 

mit Gen-Silencing verbunden. Um den dosisabhängigen Effekt von SUVH2 auf 

transkriptionelles Gen-Silencing (TGS) zu untersuchen, wurden mehrere Testsysteme 

genutzt. Das GUS-TGS System besteht aus einer transgenen Linie mit 3 Tandemkopien 

des GLUCURONIDASE-Gens (GUS), welches in der verwendeten Linie moderat 

inaktiviert wird.  

Nach Einkreuzung der hemizygoten SUVH2-Überexpressionsline 35S*mycSUVH2#6/+ 

in die hemizygote Linie 35S::GUS27/+ erfolgte eine Verstärkung des Silencing des 

GUS-Gens. Dieser dosisabhängige Effekt wird auch auf das Silencing eines anderen 

Markergens, LUCIFERASE (LUC), beobachtet. Dazu wurde die SUVH2-Überexpres-

sionslinie in eine transgene LUCIFERASE-Linie eingekreuzt, in welcher zuvor ein 

partielles Silencing des LUCIFERASE-Gens beobachtet wurde (I. Hofmann, pers. 

Mitteilung). Nach der Kreuzung der SUVH2 Linie 35S*::mycSUVH2#4 mit der 

35SS::LUC2 Linie wurde eine verstärkte Inaktivierung des LUCIFERASE-Gens 

beobachtet. Insofern reichten schon geringe Proteinmengen des transgen exprimierten 

SUVH2-Gens, wie sie in der Linie 35S*::mycSUVH2#4 vorgefunden werden, für ein 

effizientes Silencing des LUCIFERASE-Markergens aus. Wird die Kreuzung in die 
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GUS27- und LUC2-Linien mit der SUVH2 Antisense-Linie 35S::SUVH2as#11 

durchgeführt, so kommt es zu einer kompletten Aufhebung des TGS sowohl von GUS 

als auch von LUC (K. Naumann, pers. Mitteilung). Zur Analyse der Korrelation 

zwischen den beobachteten Silencing-Effekte und einer Veränderung der DNA-

Methylierung wurden Southernblot-Analysen durchgeführt. Dazu wurden sowohl 35S*-

SUVH2- und Antisense-SUVH2 Pflanzen sowie die T-DNA Insertionslinie von SUVH2 

unter Verwendung einer 180 bp Repeat-  als auch einer Luciferase-Sonde untersucht, 

aber nur geringfügige Veränderungen in der symmetrischen DNA-Methylierung gefun-

den (I. Hofmann, pers. Mitteilung). Aufgrund dieser Ergebnisse für die symmetrischen 

DNA-Methylierungsmotive lag die Vermutung nahe, das die Veränderung der DNA-

Methylierung sich hauptsächlich auf die nicht-symmetrische Methylierung mit dem 

Motiv CpNpN (N=A, C, T) bezieht, welche mit den normal für die Analyse verwen-

deten methylierungssensitiven Restriktionsenzymen kaum feststellbar ist. Zur Unter-

suchung solcher Methylierungsmuster an einzelnen Cytosinpositionen wurden am 

Transgenrepeat des LUCIFERASE-Gens (Naumann et al., 2005), des GLUCURO-

NIDASE-Gens (Abb. 33) sowie des Athila-Transposons (Abb. 34) Bisulfid-Sequen-

zierungen durchgeführt. Dazu wurden Veränderungen der DNA-Methylierung in Über-

expressions-, Antisense- und T-DNA-Insertionslinien von SUVH2 mit dem Wildtyp 

verglichen. 
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Abb. 33: Dosisabhängiger Effekt von SUVH2 auf die DNA-Methylierung 
Nach der Kreuzung der Linie 35S::GUS27/+ mit der 35S*::SUVH2#6/+ Überexpressionslinie erfolgte 
ein Silencing des GUS-Transgenrepeats (A). Vorrangig die nicht-symmetrische Methylierung ist dosis-
abhängig von SUVH2 beeinflusst, das Motiv CpC reagiert besonders (B). In der Antisense-Linie 
35S::SUVH2as#11 ist eine Hypomethylierung, in der Überexpressionsline 35S*::mycSUVH2#5 eine 
Hypermethylierung der DNA an bestimmten Cytosinpositionen (Pfeile) im Vergleich zur GUS-Kontrolle 
zu beobachten. Gezeigt ist die über Bisulfid-Sequenzierung analysierte Region des GUS-Gens (C). 
 

In den untersuchten SUVH2-Überexpressionslinien 35S*::mycSUVH2#6 und 35S*:: 

mycSUVH2#5 ist die DNA-Methylierung in den untersuchten Sequenzmotiven vor 

allem in den nicht-symmetrischen aber auch, im geringeren Maße, in den sym-

metrischen Motiven verstärkt. Dabei ist hauptsächlich die nicht-symmetrische DNA-

Methylierung betroffen. Das Motiv CpC reagiert hier am stärksten. In den analysierten 

Antisense und T-DNA Insertionslinien von SUVH2 ist die DNA-Methylierung in allen 

Sequenzmotiven signifikant reduziert. Hierbei ist nicht-symmetrische Methylierung am 

stärksten beeinflusst, hauptsächlich das Motiv CpC (Abb. 33 und 34).  
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Abb. 34: Modifikation der DNA-Methylierung des Athila-Transposons durch SUVH2. 
Hauptsächlich die nicht-symmetrische DNA-Methylierung im Athila-Transposon wird in SUVH2- 
Überexpressionslinien verstärkt, in suvh2 reprimiert. Das Motiv CpC ist besonders beeinflusst (A). Vor-
rangig nicht-symmetrische Sequenzmotive sind in der SUVH2 T-DNA Insertionslinie hypomethyliert, in 
der SUVH2-Überexpressionslinie hypermethyliert (Pfeile). Übersicht über die durch Bisulfid-Sequen-
zierung untersuchte Region von Athila (B). 
 

Veränderungen der DNA-Methylierung werden nicht nur innerhalb derselben Gene- 

ration etabliert, sondern auch in die nächsten Generationen epigenetisch stabil, wahr-

scheinlich durch Imprinting-Mechanismen, vererbt. Diese Effekte wurde auch für die 

dosisabhängige Änderung der DNA-Methylierungen in den SUVH2-Linien untersucht. 

Dazu wurde der aus der F1 Generation resultierende Genotyp LUC2/+ der Kreuzung 

der SUVH2-Überexpressionslinie 35S*::mycSUVH2#4/+ mit der LUCIFERASE-Linie 

35S::LUC2/+ mit Wildtyp rückgekreuzt. Nach Analyse der LUCIFERASE-Aktivität in 

dieser Rückkreuzung wurde beobachtet, daß das LUCIFERASE-Gen weiterhin inak-

tiviert ist. Die Änderung der DNA-Methylierung bleibt auch in den resultierenden 

Nachkommen der SUVH2-Kreuzung ohne Anwesenheit des SUVH2-Transgens zu-

mindest partiell epigenetisch stabil. Dabei wurde eine DNA-Hypomethylierung des 

LUCIFERASE-Gens in den Nachkommen der SUVH2-Überexpression als Ausgangs-

linie bzw. eine starke Supprimierung der DNA-Methylierung von LUCIFERASE in 

Linien mit dem Antisense von SUVH2 als Eltern beobachtet (Naumann et al., 2005). 

Diese Daten deuten darauf hin, daß die von SUVH2 induzierten epigenetischen Effekte 

auf das Silencing des Transgens unmittelbar mit einer Veränderung der DNA-Methy-

lierung verbunden sind. 
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Zur Identifizierung der genetischen Interaktion von SUVH2 wurden Kreuzungsanalysen 

mit Mutanten der bereits gut charakterisierten Modifikatoren für DNA-Methylierung 

MET1 (Finnegan und Kovac, 2000), CMT3 (Bartee und Bender, 2001; Kankel et al., 

2003) sowie DDM1 (Jeddeloh et al., 1999; Mittelsten Scheid et al., 2002) durchgeführt.  

Dazu wurden von der DNA-Methyltransferase MET1 das neu isolierte Mutantenallel 

met1-h1 und von der DNA-Methyltransferase CMT3 das neu isolierte Mutantenallel 

cmt3-h1 genutzt (Hofmann, 2004). Für den Chromatin-Remodeling Faktor DDM1 wur-

de das Allel ddm1-2 verwendet (Jeddeloh et al., 1999; Mittelsten Scheid et al., 2002). 

Für die Analyse der dosisabhängigen Veränderung von Gensilencing wurden LUC7/ 

LUC7; met1-h1/met1-h1, LUC7/LUC7; cmt3-h1/cmt3-h1 sowie ddm1-2/ddm1-2 Pflan-

zen mit der Linie 35S*S::mycSUVH2#5 gekreuzt. In den Experimenten mit dem 

LUCIFERASE-Markergen wurde die LUCIFERASE-Aktivität gemessen (Hofman, 

2004), in den Kreuzungen mit dem ddm1-2 Allel wurden phänotypische Effekte analy-

siert (K. Naumann, pers. Mitteilung), sowie immunocytologische Untersuchungen 

durchgeführt (Abb. 35). In LUC7/LUC7; met1-h1/met1-h1; SUVH2/+ dominiert der 

Suppressoreffekt des met1-h1 Allels über den Enhancereffekt der SUVH2-Überexpres-

sion auf die LUCIFERASE-Expression. Dies wurde sowohl in hemizygoten SUVH2 als 

auch in homozygoten SUVH2-Nachkommen analysiert. In LUC7/LUC7; cmt3-h1/cmt3-

h1; SUVH2/+ dominiert der Enhancereffekt der SUVH2-Überexpression über den Silen-

cing-Suppressoreffekt des cmt3-h1 Allels. Hier wurde eine Verstärkung des Enhancer-

effektes in SUVH2 homozygoten Linien sowie auch der typische SUVH2 „mini-plant“-

Überexpressionsphänotyp beobachtet. Betrachtet man die Interaktion zwischen dem 

ddm1-2 Allel und der SUVH2-Überexpression in ddm1-2/SUVH2 Kreuzungen, so fällt 

eine Reversion des SUVH2 „mini-plant“-Phänotyps zu Wildtypwuchs auf und ddm1-

2/ddm1-2; SUVH2/+ Pflanzen zeigen einen Wildtyp-Phänotyp (Abb. 35).  
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Abb. 35: Interaktion zwischen SUVH2 und DDM1 und Dimethylierung von H3K9 in DNA-Methyl-
transferasemutanten. 
Der SUVH2 „mini-plant“-Phänotyp wird nach Kreuzung mit dem ddm1-2 Allel supprimiert (A). Die 
ektopische Verteilung von dimethylierten H3K9, monomethylierten H4K20 sowie 5-Methylcytosin in In-
terphasekernen der Überexpressionslinie 35S*S::mycSUVH2#6 wird nach der Kreuzung mit dem ddm1-2 
Allel reduziert (B). In den DDM1-sowie MET1 Allelen ddm1-2 und met1-h1 ist die H3K9 Dimethy-
lierung im Vergleich zum Wildtyp reduziert, nicht aber in dem CMT3 Mutantenallel cmt3-h1(C).  
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Immunocytologisch wurde bei den ddm1-2 sowie dem met1-h1 Mutantenallel eine 

sichtbare Reduktion der H3K9-Dimethylierung gefunden. In Linien mit dem cmt3-h1 

Allel wurde keine Reduktion dieser Histonmethylierung beobachtet (Abb. 35C). 

Nach Einkreuzen der SUVH2-Überexpressionslinien mit dem ddm1-2 Allel wurden in 

den immunocytologischen Analysen der Dimethylierung von H3K9, der Mono-

methylierung von H4K20 und der 5-Methylcytosinmethylierung eine Suppression der 

ursprünglich ektopischen Verteilung dieser Methylierungen in SUVH2- Ausgangslinien 

beobachtet (Abb. 35). Die Enhancerfunktion von SUVH2 auf Transkriptionelles Gen-

Silencing wird demzufolge in Zusammenwirkung mit MET1 sowie DDM1 ausgeübt, ist 

jedoch unabhängig von der CMT3 Aktivität. 
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4.  Diskussion 

 

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Identifizierung und funktionelle Analyse 

neuer SET-Domänengene von Arabidopsis thaliana, wobei zunächst die Gene SUVH1 

und SUVH2 im Mittelpunkt der Arbeiten standen. Zuerst wurden in vivo-Studien an den 

pflanzlichen Modellsystemen Alium cepa sowie Scilla mischtschenkoana zur Analyse 

der Lokalisierung und Verteilung der SUVH1- und SUVH2-Fusionsproteine vorge-

nommen. Anschließend erfolgte die Charakterisierung der Gene und ihrer Proteine 

sowie Untersuchungen ihrer organspezifischen Expression in Arabidopsis thaliana. 

Dazu erfolgte die Klonierung der Gene SUVH1 und SUVH2 in die verschiedenen Vek-

toren für die funktionellen Analysen. Weiterhin wurden in vivo-Untersuchungen an Ara-

bidopsis-Linien durchgeführt, welche stabil SUVH1 und SUVH2 konstitutiv und auch 

induzierbar als Transgen exprimierten. Zur Analyse der Funktion dieser Gene bei der 

Kontrolle von Histonmethylierungen wurden auch umfangreiche immunocytologische 

Studien durchgeführt. Durch enzymatische Analysen mit SUVH2 konnte eine Reihe 

von neuen Ergebnissen zur HMTase-Funktion dieses Proteins in Arabidopsis gewonnen 

werden. 

 

4.1  Su(var)3-9 homologen Gene von Arabidopsis thaliana 

 

SU(VAR)3-9 wurde als dosisabhängiger Suppressor für Positionseffekt-Variegation in 

Drosophila isoliert (Tschiersch et al., 1994). Das SU(VAR)3-9 Protein kontrolliert 

heterochromatin-abhängiges Gen-Silencing durch die Methylierung von H3K9 im 

Heterochromatin des Chromozentrums. Dabei erfolgt eine direkte Interaktion von 

SU(VAR)3-9 mit HP1 und die Bindung dieses Komplexes an das zuvor durch 

SU(VAR)3-9 methylierte H3K9. Dies ist eine wichtige Vorraussetzung zur Etablierung 

von heterochromatischen Strukturen und die Kontrolle von Gen-Silencing.  

In den letzten Jahren wurde in Arabidopsis eine Reihe von SET-Domänengenen identi-

fiziert. Nachdem zuerst Analysen der Enhancer of zeste E(z) Homologen in Arabi-

dopsis, CURLY LEAF (CLF) und MEDEA (MEA, Goodrich et al., 1997; Grossniklaus et 

al., 1998) anhand von Entwicklungsmutanten dieser Gene durchgeführt wurden, begann 

später eine systematische Gruppierung und funktionelle Analyse aller SET-Domänen-

gene aus Arabidopsis (Baumbusch et al., 2001). Im Rahmen dieser Arbeit haben wir uns 
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auf die Analyse der Gruppe der zu Drosophila Su(var)3-9 homologen Gene SUVH von 

Arabidopsis thaliana konzentriert. Hierbei wurden für die weiteren Untersuchungen die 

Gene SUVH1 und SUVH2, teilweise auch SUVH3 und SUVH4 ausgewählt. SUVH1 und 

SUVH3 gehören zur SUVH1-Subgruppe, während SUVH2 der SUVH2-Subgruppe und 

SUVH4 der SUVH4-Subgruppe der SUVH-Gene in Arabidopsis zugeordnet werden. Die 

Unterteilung der AtSUVH-Gene erfolgte zum einen aufgrund von Sequenzunterschieden 

in der SET-Domäne. Hier wurde eine unterschiedliche Anzahl der C-terminal gelegenen 

konservierten Cysteinen gefunden. Aber auch die Aminosäurereste in der katalytischen 

Domäne unterscheiden sich in den einzelnen SUVH-Genen. Die Gruppierung der 

SUVH-Gene gibt auch Hinweise auf eine gemeinsame Funktion der Mitglieder einer 

Gruppe sowie differentielle Aspekte von organspezifischer Expression und Funktion der 

unterschiedlichen Gruppen. Diese unterschiedliche Funktion der SUVH-Gene ist wahr-

scheinlich im Laufe der Evolution nach und nach spezialisiert worden. So hat sich in 

niederen Pflanzen, wie den Bryophyten und Pteridophyten, noch keine SUVH-

Genfamilie diversifiziert. Diese wird erst bei den Angio-und Gymnospermen gefunden 

(V.Krauss, pers. Mitteilung). Die Genfamilien der SUVH-und SUVR-Gene haben sich 

wahrscheinlich durch Retrotransposition und Duplikation von Genombereichen aus 

einigen wenigen ursprünglichen Genen entwickelt, ein Prozess, der in Pflanzen häufig 

beobachtet wird (Clegg et al., 1997; Lynch und Conery, 1997). In der SUVH-Gruppe ist 

SUVH4 das einzige Gen mit einer Reihe von Intronen in der kodierenden Region 

(Baumbusch et al., 2001). Dieses Gen könnte durch Retrotranspositionen in das ur-

sprüngliche SUVH4-Transkript und späterer Insertion oder Etablierung eines Promoters 

vor dieses Transkript entstanden sein. Dieser Vorgang stellt wahrscheinlich auch den 

Ausgangspunkt für die Entstehung anderer neuer SUVH-Gene dar. Die in SUVH2 und 

SUVH3 befindlichen Intronen in der nichtkodierenden genomischen Region (5´-UTR) 

könnten ebenfalls durch spätere Insertion von Intronsequenzen in diese Gene entstanden 

sein.  

 

4.2  Organspezifische Expression und Funktion der SUVH-Gene in Arabidopsis   

thaliana 

 

Nachdem 37 SET-Domänengene in Arabidopsis über verschiedene Methoden, wie z. B. 

der PCR mit degenerierten Primern, 5´-und 3´-RACE-Analysen oder über Datenbank-

vergleiche (BLASTP) identifiziert, und die Expression von 29 dieser Gene gezeigt 
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wurde (Baumbusch et al., 2001), stellt sich die Frage nach der Funktion einer im Ver-

gleich zu anderen Organismen hohen Zahl von SET-Domänenproteinen in Arabidopsis. 

Eine Erklärung bietet sich in der organspezifischen Expression und der damit ver-

bundene räumlichen bzw. zeitlich begrenzten Funktion von SET-Domänenproteinen. 

Eine organ- und entwicklungsspezifische Expression ist schon für eine Reihe von an-

deren SET-Domänenproteinen beschrieben worden. So wird MEDEA ausschließlich in 

Embryos während der frühen Entwicklung exprimiert (Grossniklaus et al., 1998). Für 

ATX1 wurde eine Expression in frühen Infloreszenzen gezeigt (Alvarez-Venegas et al., 

2001). Mit Hilfe von semiquantitativen RT-PCR Experimenten wurde die Expression 

von SUVH1-SUVH5 in Keimlingen, Wurzeln, Blättern, Sprossachsen, Knospen, Blüten-

organen sowie grünen Schoten analysiert. Das SUVH1-Transkript wurde in allen unter-

suchten Organen gefunden, SUVH2 und SUVH3 in den Blättern und Infloreszenzen. Für 

SUVH4 und SUVH5 wurde eine Expression für alle überirdischen Organe beobachtet. 

Interessant war hierbei, das SUVH1 als einziges SUVH-Gen in der Wurzel exprimiert 

wird. Dies korreliert mit anderen beobachteten Effekten von SUVH1 in der Wurzel, wie 

der knollige Wurzelphänotyp nach SUVH1-Überexpression, sowie die Lokalisierung 

der SUVH1 Promoter-GUS Fusionen.  

Analog dem Drosophila SU(VAR)3-9 Protein, einer H3K9-Histonmethyltransferase 

(Schotta et al., 2002), besitzen offensichtlich auch die Mitglieder der Arabidopsis 

SUVH- sowie der SUVR-Proteinfamilie eine Enzymaktivität für diese Histonposition. 

Dies ist bereits an den konservierten Aminosäuren im katalytischen Motiv für die Me- 

thyltransferaseaktivität in der SET-Domäne zu erkennen. In den SUVH-Proteinen ist 

jedoch keine vollkommene Homologie zu diesen spezifischen Motiven FINHSC und 

ELSFDY, welche für die Bindung der Methylgruppen in SU(VAR)3-9 verantwortlich 

sind, zu finden. Hier ist unter Umständen eine Substratspezifität für bestimmte 

Histonvarianten oder für Nukleosomen zu vermuten. Letztendlich wurde auch für die 

SUVH-Proteine SUVH4, SUVH6, SUVH2 sowie für SUVR4 der angegliederten SUVR 

Familie eine H3K9-Aktivität gezeigt (Jackson et al., 2002; Jackson et al., 2004; Nau-

mann et al., 2005; Thorstensen et al., 2005). Dabei besteht auch offensichtlich eine Sub-

stratspezifität. So zeigen in vitro-Analysen, das durch SUVH4 und SUVH6 eine, aber 

auch zwei Methylgruppen auf H3K9 übertragen werden können (Jackson et al., 2002; 

Jackson et al., 2004). SUVR4 benötigt wiederum monomethyliertes Substrat für die 

Methyltransferase-Aktivität in vitro (Thorstensen et al., 2005). Diese Ergebnisse zeigen, 

das wahrscheinlich ein stufenweiser Reaktionsablauf in der H3K9-Methylierung 
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besteht. Enzyme wie SUVH2 oder SUVH4 übertragen eine Methylgruppe auf H3K9, 

während darauf aufbauend z.B. SUVR4 eine weitere Methylgruppe addiert und somit 

eine H3K9-Dimethylierung vollendet. Eine Dimethylierung von unmodifizierten H3K9 

ist jedoch auch möglich. Ähnliche spezifische Reaktionskaskaden für die H3K9- 

Methylierung sind auch aus Drosophila bekannt. Hier methyliert SU(VAR)3-9 im 

Heterochromatin unmethyliertes H3K9 zu dimethyl-H3K9, die Trimethylierung von 

dimethylierten H3K9 im Zentromer wird, ebenso wie die Monomethylierung von 

H3K9, von anderen bisher noch nicht identifizierten HMTasen durchgeführt. 

SUVH2 selbst weist ein weites Spektrum in seiner substratspezifischen Aktivität für 

H3K9 sowie H4K20 auf (Naumann et al., 2005). HMTasen für mehrere verschiedene 

Histonpositionen sind auch von anderen SET-Domänenproteinen bekannt, wie von dem 

humanen NSD1 sowie von dem WHSC1 homologen Protein aus Drosophila. Beide 

weisen eine Spezifität für H3 und H4 auf (Rayasam et al., 2003; M. Walter, pers. Mit-

teilung).  

Die Spezifität für die Methylierung der einzelnen Aminosäurereste der Histone H3 und 

H4 zeigt, das die epigenetische Histon-Code Hypothese (Stahl und Allis 2000; 

Jennuwein und Allis 2001) nicht universell ist, sondern sich dieser Code artspezifisch 

unterscheidet. Die Aktivität mehrerer pflanzlichen HMTasen für H3K9 deutet auch auf 

die Redundanz dieser Enzyme hin. Die Funktion kann aber auch auf verschiedene 

Organe bzw. Zielsequenzen spezialisiert sein. Hinweise hierauf sind z.B. die Lokali-

sierung der H3K9-HMTase SUVR4 im Nucleolus. Dies könnte auf eine spezifische 

Funktion dieser HMTase beim Silencing von rDNA-Repeats hindeuten (T. Thorstensen, 

pers. Mitteilung).  

 

4.3  Transiente Expressionssysteme und die Analyse der nukleären Verteilung von   

 SUVH-Proteinen  

 

Zur Untersuchung der Lokalisierung und Verteilung der SUVH-Proteine SUVH1, 

SUVH2 und SUVH3 wurden im Rahmen dieser Arbeit transiente Assaysysteme eta-

bliert. Für die Analyse der Verteilung pflanzlicher Proteine in den Zellkompartimenten 

wurde der Beschuss präparierter Epidermiszellen von Alium cepa mit an Goldpartikeln 

gekoppelter DNA gewählt. Alle untersuchten Proteine wurden mit GLUCORONIDASE  

fusioniert. Diese Fusionsproteine wurden nach dem Bombardement in den Zellkern 

transportiert und nach der Färbereaktion dort beobachtet. Dies funktionierte für SUVH1 
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und SUVH2, die beiden als Kontrolle verwendeten Drosophila-Proteine HP1 und 

SU(VAR)3-9 waren ebenfalls im Kern zu beobachten. Im Falle von CURLY LEAF war 

jedoch eine klare Lokalisierung im Zellkern nicht immer nachweisbar. Dies war vor 

allem durch die Diffusion der umgesetzten X-Gluc Färbelösung in der Zelle zu erklären. 

Hier konnten letztendlich nur mehrmals wiederholte Färbungen und festgelegte Inku-

bationszeiten zu einer Aussage über die Lokalisierung von CLF-GUS führen.  

Wesentlich genauere Lokalisierungen wurden durch die Verwendung von EGFP (sm 

GFP327) als Fusionsanteil möglich. Hier konnte ohne Fixierung und Färbung die Fluo-

reszenz direkt in vivo nach der Expression beobachtet werden. Alle putativen Kern-

proteine wurden als EGFP-Fusion im Zellkern von Alium cepa nach dem Beschuss be-

obachtet. Die Fluoreszenz war außerdem nicht immer uniform verteilt. Bei SUVH1, 

SUVH2 sowie den Drosophila-Proteinen SU(VAR)3-9 und HP1 waren innerhalb des 

Zellkerns Bereiche zu erkennen, welche eine stärkere GFP-Fluoreszenz aufwiesen. Dies 

könnte auf eine Lokalisierung der Proteine im Heterochromatin hindeuten. Solche Lo- 

kalisierungen sind jedoch in Alium cepa schwierig zu analysieren, da hier eine über-

wiegend diffuse Verteilung des heterochromatischen Materials im Zellkern vorliegt. 

Deshalb wurde ein Assay-System etabliert, welches die Kolokalisierung von transient 

exprimierten Kernproteinen im Heterochromatin ermöglicht. Dazu wurde zuerst die 

Verteilung des heterochromatischen Materials in einigen Zwiebelpflanzen untersucht. 

Die Arten Scilla mischtschenkoana sowie Ornithogalum longebracteanum, welche eine 

Heterochromatin-Verteilung vom „Chromozentren-Typ“ aufweisen, schienen für die 

transiente Expression von GFP-Fusionsproteinen gut geeignet. Letztendlich wurde 

Scilla für den Partikelbeschuss gewählt, da hier zum einen eine gut zu präparierende 

Epidermis, aber auch ein mikroskopisch sehr gut zu beobachtendes Heterochromatin 

vorhanden ist. Dieses war auch cytologisch unter Verwendung von Antikörpern für die 

heterochromatische Markierung dimethyl-H3K9 gut sichtbar. Der Beschuss mit den 

Heterochomatin-assoziierten Drosophila Protein HP1 führte zu einer eindeutigen GFP-

Fluoreszenz im Heterochromatin von Scilla. Auch die Arabidopsis-Proteine SUVH2 

und SUVH3 waren in den Scilla-Kernen lokalisiert. SUVH2 zeigte dabei auch eine ein-

deutige Assoziation im Heterochromatin, während SUVH3 diffus im Kern verteilt war. 

Das Scilla-System ist somit gut geeignet für einen schnellen Test von Kernproteinen auf 

deren Lokalisierung im Chromatin, ohne die aufwendige Herstellung transgener Pflan-

zen. Auch eine Untersuchung einzelner Bereiche von Chromatinproteinen zur Analyse 

von Heterochromatin bindenden Domänen sollte in diesem System möglich sein.  
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4.4  Die Su(var)3-9 Homologen SUVH1 und SUVH2 sind Heterochromatin- 

 assoziierte Proteine 

 

Für die umfangreichen Analysen der Funktion von SUVH1 und SUVH2 in Arabidopsis 

wurden transgene Pflanzenlinien hergestellt. Dazu wurden sowohl der 35S* CaMV-Pro-

moter (Mindrinos et al., 1994) als auch der Dexamethason-induzierbare GVG- Promoter 

(Aoyama et al., 1997) genutzt. Als Proteinfusion wurde zum einen c-myc als auch 

EGFP gewählt. Somit war es möglich, cytologische Analysen sowie in vivo- Studien der 

EGFP-Fusionskonstrukte durchzuführen. Unter Verwendung spezifischer Antikörper 

gegen den c-myc Fusionsanteil wurden das transgen exprimierte SUVH1 und auch 

SUVH2 in den heterochromatischen Bereichen (Chromozentren) wiedergefunden, nach-

dem mit DAPI diese AT-reichen Regionen, Zentromere und zentromernahe Bereiche, 

gegengefärbt wurden. Auch Arabidopsis thaliana besitzt Zellkerne mit einer Hetero-

chromatinverteilung vom „Chromozentren-Typ“, mit Hilfe von Antikörpern gegen 

heterochromatische Markierungen, wie dimethyl-H3K9, können diese Bereiche cyto-

logisch gut charakterisiert werden. Auch die beiden Drosophila Hetero-

chromatinproteine HP1 und SU(VAR)3-9 wurden als myc-Fusionskonstrukte in Arabi-

dopsis exprimiert und immunocytologisch analysiert. Beide Proteine sind ebenfalls im 

Heterochromatin assoziiert.  

 

4.5  Überexpression von Drosophila HP1 in Arabidopsis 

 
Die Expression von Drosophila HP1 sollte vor allem zur Analyse der Verteilung des 

Proteins in den Arabidopsis-Kernen dienen. Transgen exprimiertes Drosophila HP1 

wurde dann auch tatsächlich in den Chromozentren beobachtet. Somit könnte ein evo-

lutionär konservierter Transportmechanismus dazu führen, das solche heterologe 

Proteine in Arabidopsis als funktionell erkannt werden und an bestimmte hetero-

chromatische Bereiche binden. Offensichtlich wirkt das Drosophila HP1 funktionell 

ähnlich dem homologen Arabidopsis-Protein TFL2, welches auch eine wichtige Rolle 

bei der Regulation homeotischer Blütenentwicklungsgene besitzt (Kotake et al., 2003). 

Die Wirkung auf verschiedene Blütenentwicklungsgene nach der Expression von 

Drosophila HP1 deutet darauf hin. Bei der Untersuchung der Blüten, welche die homö-

otischen Transformation aufwiesen, wurden des öfteren Samen festgestellt. Somit kann 

davon ausgegangen werden, das immer noch ein sehr geringer Anteil der Antheren 
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funktionell ist und Pollen produziert. Die transgenen HP1 Pflanzen sind ansonsten über-

wiegend steril, aufgrund des Fehlens von Antheren bzw. Pollen. Dadurch ist auch die 

Lebensspanne der Pflanzen länger im Vergleich zum Wildtyp. 

 

4.6  Expression von Drosophila SU(VAR)3-9 in Arabidopsis thaliana 

 

Das Drosophila SU(VAR)3-9 Protein wurde ebenfalls in Arabidopsis thaliana transgen 

unter Kontrolle des 35S*-Promoters exprimiert. Phänotypische Effekte wurden in den 

untersuchten Generationen bis zur T4 nicht beobachtet. Ein Nachweis des Fusions- 

proteins in einem Westernblot wurde noch nicht durchgeführt. Es gelang ein immuno- 

cytologischer Nachweis des myc-SU(VAR)3-9 Proteins im Heterochromatin der Arabi- 

dopsis-Interphasekerne. Die Verteilung des Drosophila myc-SU(VAR)3-9 wurde in ei- 

nigen Arabidopsis-Kernen auch außerhalb der Chromozentren beobachtet. Dies könnte 

eine Folge einer fehlerhafter Expression des Proteins sein. Für verschiedene SU(VAR)3-

9 Mutanten in Drosophila wurde auch eine Umverteilung des Proteins außerhalb des 

heterochromatischen Zentromerbereiches gezeigt. Dabei ist jedoch nur die SET-

Domäne von SU(VAR)3-9 in die Kontrolle der Heterochromatin-Assoziation von 

SU(VAR)3-9 involviert, Deletionen der SET-Domäne führen zu einer Umverteilung des 

Proteins im Heterochromatin (Schotta et al., 2002). Für das transgen in Arabidopsis ex-

primierte SU(VAR)3-9 sollte über Westernblot-Analysen bzw. auch RT-PCR Experi-

menten die korrekte Expression des myc-SU(VAR)3-9 Proteins in Arabidopsis 

kontrolliert werden, da die Verteilung des myc-SU(VAR)3-9 Proteins in den Arabi-

dopsis-Kernen auch auf ein verkürztes Protein hindeuten könnte. 

 

4.7  Überexpression von SUVH1 in Arabidopsis thaliana 

 

Das SUVH1-Gen wurde sowohl konstitutiv als auch unter induzierten Bedingungen 

exprimiert. Auf den Selektionsplatten fiel bereits eine starke Verlängerung der 

Primärwurzeln in einigen Linien auf. Dabei war dieser Effekt auch in den Dexa- 

methason induzierten Linien zu beobachten. Auch in den Wurzelhaaren der SUVH1- 

Linien wurden signifikante Veränderungen gefunden. Hier wurden Phänotypen beo-

bachtet, welche auch bei Doppelmutanten für die Wurzelhaarentwicklung rhd1,rhd3 

sowie rhd1,rhd4 (Schiefelbein und Somerville, 1990) gezeigt wurden. Diese Gene 

agieren in einem Netzwerk, in welchem RHD1 die Initiation der Wurzelhaar- 
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entwicklung steuert, RHD3 und RHD4 nachfolgend wiederum die Elongation der 

Wurzelhaare regulieren. SUVH1 könnte somit direkt RHD1 regulieren, aber auch auf 

RHD3 bzw. RHD4 wirken. Dabei ist auch eine Histonmethylierung regulatorischer 

Regionen der RHD-Gene denkbar, was zu einer Hypermethylierung von H3K9-Po-

sitionen nach SUVH1-Überexpression und dem Silencing des entsprechenden RHD- 

Gens und letztendlich zu dem beobachteten Phänotypen führen würde. Eine direkte 

Interaktion der RHD-Proteine mit SUVH1 wurden bis jetzt nicht gefunden. Auch 

wurden die Insertionsorte des SUVH1-Transgens noch nicht bestimmt. Eine 

regulatorische Wirkung von SUVH1 ist jedoch wahrscheinlicher als eine Insertion in 

ein RHD-Gen, da der rhd1, rhd3 Mutantenphänotyp auch nach induzierter Über-

expression von SUVH1 auftrat. Auch andere Daten deuten auf eine Funktion von 

SUVH1 in den Wurzeln hin. So die Expressionsanalysen der SUVH1-Promoter-GUS 

Konstrukte (SUVH1::GUS). Hier wurde eine spezifische Expression in der Suspensor-

region des Embryos gefunden (P. Grini, pers. Mitteilung). Diese Region entwickelt sich 

später mit zur Primärwurzel des Keimlings. In späteren Keimlingen wird die SUVH1-

Promoter-GUS Färbung vorwiegend in der Wurzelregion beobachtet, insbesondere in 

dem Meristembereich der Wurzelspitze. Interessanterweise zeigte die untersuchte T-

DNA Linie von SUVH1 (SALK 003675) keine Veränderungen im Wurzelphänotyp. 

Analysen in Kooperation mit P.Grini (Universität Oslo) zeigten auch, daß das SUVH1 

Transkript sehr früh exprimiert wird. Dabei erfolgt wahrscheinlich ein Imprinting des 

SUVH1 Gens, da nur das maternale Genprodukt in frühen Embryos nachgewiesen 

werden konnte. Imprinting wurde auch für andere frühe Entwicklungsgene, wie 

DEMETER (Choi et al., 2002) und MEDEA (Grossniklaus et al., 1998) beobachtet. 

Sowohl das transgen exprimierte myc-SUVH1 Protein als auch das SUVH1-EGFP 

Fusionsprotein wurden nach der Überexpression in den heterochromatischen Bereichen 

gefunden. Eine mit der Proteinmenge des Transgens korrelierende ektopische 

Verteilung, wie bei myc-SUVH2, konnte weder in den myc-SUVH1 Linien noch in den 

induzierbaren SUVH1-GFP Linien gefunden werden. 
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4.8  Ektopische Chromatinbindung nach Überexpression von SUVH2  

 

Als Vertreter der SUVH2-Gruppe wurde das SUVH2-Gen in Arabidopsis transgen unter 

konstitutiven 35S*-sowie dem induzierbaren GVG-Promoter exprimiert. Der beo-

bachtete „mini-plant“-Phänotyp trat in 3 Linien auf, welche Einzelinsertionen des 

Transgens im Genom aufwiesen (K. Naumann, pers. Mitteilung). Die Westernblot- 

Analysen zeigten auch einen eindeutige Korrelation der Proteinmenge des SUVH2-

Transgens mit diesem Phänotyp. Die stark erhöhte Transkriptmenge konnte auch in 

anderen Experimenten, wie DNA-CHIP, verifiziert werden. Da auch die Insertionsorte 

des SUVH2-Transgens bestimmt wurden, kann eine Insertion in regulatorische 

Wachstumsgene, z.B. des Giberellin- und Auxinstoffwechsels, als Ursache für den 

„mini-plant“-Phänotyp ausgeschlossen werden (K. Naumann, pers. Mitteilung). In den 

immunocytologischen Aufnahmen war eine ektopische Verteilung des transgenen 

SUVH2-Proteins in den Linien mit hoher Transgenexpression zu beobachtet. Dabei 

waren auch mit DAPI angefärbte Bereiche außerhalb der Chromozentren sichtbar. Diese 

korrelierten mit dem ektopisch verteilten myc-SUVH2. Offensichtlich führt die hohe 

Überexpression von SUVH2 dazu, daß das Protein außerhalb der Chromozentren bindet 

und auch dort seine enzymatische Funktion als Histon-Methyltransferase wahrnimmt. 

Da SUVH2 wahrscheinlich in Interaktion mit anderen Proteinen wirkt, kommt es zur 

Bindung anderer Proteine an SUVH2 und zum Aufbau eines Silencing-Komplexes an 

euchromatischen Positionen im Genom, und einer Manifestierung von heterochroma-

tischen Bereichen an diesen Orten. Dieses zusätzliche Heterochromatin in SUVH2-

Überexpressionslinien konnte auch elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden 

(Kooperation mit G. Hause, Halle). 

 

4.9  Histon-Methyltransferaseaktivität von SUVH1 und SUVH2 in vitro und in vivo 

 

Zur Identifikation einer möglichen Histon-Methyltransferaseaktivität von SUVH1 und 

SUVH2 wurden sowohl die in E.coli rekombinant exprimierten Proteine verwendet, als 

auch immunocytologische in vivo-Studien von Veränderungen der Histonmodifizier-

ungen in den transgenen Pflanzen durchgeführt. Bei den rekombinant hergestellten 

GST-Fusionsproteinen zeigte sich in den Assays, daß nicht alle Präparationen des glei-

chen Proteins Aktivität aufwiesen. Für das SUVH1-Protein konnte bis jetzt überhaupt 
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noch keine Aktivität gezeigt werden. Offensichtlich benötigt das Protein für seine 

Aktivität andere Cofaktoren, die in den in vitro-Assays nicht angeboten werden kon-

nten. Auch die Untersuchungen mit SUVH2 zeigten nur eine schwache Aktivität, wenn 

rekombinantes Histon H3 und H4 sowie synthetisch hergestellte Peptide (AS 1-20) des 

Histons H3 verwendet wurden. Das rekombinante SUVH2 ist erst im in vitro-Assay 

aktiv, wenn rekonstituierte rekombinante Nukleosomen als Substrat verwendet wurden. 

Dabei war eine Übertragung der Methylgruppen auf die Histone H3 und H4 zu 

beobachten. Dies zeigt, das SUVH2 für seine Funktion offensichtlich die Nukleo-

somenstruktur bzw. auch DNA benötigt. Die Bindung des SUVH2 Proteins an Histone 

könnte dabei über die N-terminale YDG- Domäne bewirkt werden. Diese Bindung 

wurde bereits für ein anderes Chromatinprotein aus Mus musculus, Np95, gezeigt 

(Cittero et al., 2004). Dieses Protein besitzt eine der YDG-Domäne von SUVH2 homo-

loge Region (SRA-YDG), welche wichtig für die Bindung an Histon H3 ist. Bei der 

Gruppe der SUVR-Proteine, welche keine YDG-Domäne besitzen, könnte diese 

Bindung an die Histone als Vorraussetzung für die HMTase Funktion entweder direkt 

über ein anderes bisher noch nicht identifiziertes Aminosäuremotiv, oder aber indirekt 

über die Interaktion mit einem anderen histonbindenden Protein erfolgen.  

 

4.10  Differentielle Effekte der Nullmutanten von SUVH1, SUVH2 und SUVH4 auf   

heterochromatische Histon- und DNA-Methylierung 

 

Für die Untersuchung von Histonmodifizierungen in vivo wurden immunocytologische 

Analysen mit spezifischen Antikörper durchgeführt. Diese Antikörper wurden zuerst an 

Interphasekernen aus Wildtyp-Pflanzen getestet. Dabei konnten die einzelnen Histon- 

und DNA-Modifizierungen eu- bzw. heterochromatisch lokalisiert und zugeordnet 

werden. Schon Methylierungen an einer Histonposition unterschieden sich dabei in der 

Lokalisierung. H3K9 ist mono- und dimethyliert im Heterochromatin zu finden, eine 

weitere Methylierung zu trimethyl-H3K9 ist nur in euchromatischen Bereichen zu beob-

achten. Für dimethyliertes H3K27 wurde neben der heterochromatischen eine leichte 

euchromatische Färbung beobachtet, trimethyliertes H3K27 ist nur euchromatisch. 

Acetyliertes H3K9 ist ebenfalls euchromatisch. Diese Modifikation ist antagonistisch zu 

mono- und dimethyliertem H3K9. Da trimethyliertes H3K9 ebenfalls im Euchromatin 

gefunden wurde, ist wahrscheinlich eine Koexistenz von H3K9-Acetylierung und –Tri-

methylierung möglich, oder es werden verschiedene modifizierte Histone immuno-



                                                                                                                                                                                 
                                                                                                                                                 Diskussion 81

cytologisch gleichzeitig beobachtet. H3K36 ist in allen Methylierungsstadien euchro-

matisch. H4K20 ist nach der Monomethylierung heterochromatisch, dimethyl-H4K20 

und trimethyl-H4K20 ist, im Unterschied zu Tieren (Ebert et al, 2004), in Arabidopsis 

euchromatisch. Phosphoryliertes H3S10 wurde ebenfalls in den heterochromatischen 

Bereichen gefunden. Diese Phosphorylierung wurde u. a. in humanen HeLa Zellen und 

in Zellkulturen von Muntiacus muntjak spezifisch im pericentrischen Heterochromatin 

nachgewiesen und ist hier in die fortschreitende Chromatinkondensation währen der 

beginnende Mitose involviert. Dabei wird davon ausgegangen, das die Phos-

phorylierung von H3S10 Teil eines molekularen Mechanismus ist, welcher die mitoti-

sche Chromosomenkondensation initialisiert (Hendzel et al., 1997). Für die Analyse der 

Veränderung von Histonmodifizierungen in der T-DNA Insertionsline von SUVH1, 

SUVH2 sowie SUVH4 wurden spezifische Antikörper verwendet. Bei der T-DNA 

Insertionslinie von SUVH1 konnten keine signifikanten Veränderungen in allen 

heterochromatischen Histon-und DNA-Modifizierungen im Vergleich zum Wildtyp 

festgestellt werden. Die quantifizierenden Westernblot-Analysen bestätigen diese 

Ergebnisse. Auch die euchromatischen Histonmodifizierungen blieben in diesen 

Insertionslinien unbeeinflusst. Offensichtlich spielt SUVH1 nur eine untergeordnete 

Rolle für die Methylierung von H3K9 und Gen-Silencing. Da in der SUVH1-Gruppe 

noch andere homologe Gene vorhanden sind (SUVH3, SUVH7, SUVH8, SUVH10), ist 

auch die Möglichkeit einer funktionellen Redundanz gegeben, was durch die 

Untersuchung von Doppel- oder Tripelmutanten nachgewiesen werden könnte. Auch 

durch die anderen Mitglieder der SUVH- und SUVR-Proteinfamilie könnte die 

Funktion von SUVH1 als H3K9-HMTase substituiert werden. Die Expression von 

SUVH1 erfolgt sehr früh im Embryo. Hier ist auch eine zeitlich begrenzte Aktivität von 

SUVH1 als HMTase, oder durch die beobachtete spezifische Expression in der Wurzel, 

eine Organspezifität denkbar. 

Die T-DNA Insertionslinien des SUVH4-Gens sollte ursprünglich als vergleichende 

Kontrolle für die immunocytologisch sichtbare Veränderung verschiedener hetero-

chromatischer Histonmethylierungen in dieser Arbeit genutzt werden. Die in anderen 

Publikationen beschriebenen starken Veränderung der H3K9-Dimethylierung in suvh4- 

und kyp-2 Mutanten, beobachtet wurden Umlagerungen von dimethyliertem H3K9 aus 

den Chromozentren in das Euchromatin (Jasencakova et al., 2003; Jackson et al., 2004), 

konnten nicht bestätigt werden. Die dimethyl-H3K9 Antikörperfärbung unterschied sich 

in allen für diese Arbeit untersuchten suvh4-Mutantenallelen, SALK 105815 sowie kyp-
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2, nicht signifikant vom Wildtyp. Lediglich in den Westernblot-Analysen konnte in 

suvh4-Mutanten eine Reduzierung von dimethyl-H3K9 beobachtet werden. Ein Grund 

für diese grundlegenden Unterschiede in den immunocytologischen Analysen könnte 

die Spezifität der verwendeten Antikörper gegen dimethyl-H3K9 sein. Auch für die im 

Rahmen dieser Arbeit verwenden Antikörper gegen dimethyl-H3K9 wurde eine 

unterschiedliche Lokalisierung im Chromatin in Abhängigkeit von den verwendeten 

Chargen beobachtet. Dimethyl-H3K9 Antikörper mit euchromatischer Lokalisierung 

wurden dann nicht mehr verwendet. Immunocytologisch wurden für die untersuchten T-

DNA Insertionslinien von SUVH1, SUVH2 und SUVH4 keine Veränderung in den 

euchromatischen Histonmodifizierungen festgestellt. Sollte es hier Veränderungen 

geben, so sind solche nur schwer quantifizierbar. 

  

4.11  Ektopische Heterochromatisierung durch SUVH2-Überexpression 

 

Zur Analyse von Veränderungen der Histonmodifizierungen in vivo wurden Linien mit 

konstitutiver Expression von SUVH2 (CaMV 35S*-Promoter) unter Verwendung 

spezifischer Antikörper untersucht. Dabei zeigte sich, daß in den SUVH2-

Überexpressionslinien auch die heterochromatischen Histonmarkierungen mono- und 

dimethyl-H3K9, mono- und dimethyl-H3K27 sowie monomethyl-H4K20 ektopisch im 

Chromatin verteilt sind. Diese Befunde korrelierten mit der Verteilung des über-

exprimierten myc-SUVH2 Fusionsproteins, welches ebenfalls an Positionen außerhalb 

der Chromozentren bindet. Hier wird SUVH2 wahrscheinlich auch als Histon-

Methyltransferase tätig, wobei eine Aktivität für alle beobachteten hetero-

chromatischen Markierungen eher unwahrscheinlich ist. Denkbar ist vielmehr eine 

direkte Aktivität für dimethyl-H3K9 sowie monomethyl-H4K20, da für diese Positionen 

auch eine drastische Reduktion in den T-DNA Insertionslinien von SUVH2 gefunden 

wurde. Alle anderen heterochromatischen Histonmarkierungen werden offensichtlich 

übergeordnet ohne eine direkte Übertragung von Methylgruppen durch SUVH2 

reguliert. Ähnlich sieht es mit der immunocytologisch sichtbaren Veränderung der 

DNA-Methylierung aus. Hier ist eine direkte Verbindung zwischen Veränderungen der 

DNA- und Histonmethylierung zu erkennen. Für die Interaktion dieser beiden Prozesse 

sind zwei alternative Modelle in der Diskussion. Zum einen ist die DNA-Methylierung 

abhängig von der Histonmethylierung (Tamaru und Selker, 2002; Jackson et al., 2002; 

Malagnac et al., 2002; Lindroth et al., 2004) oder die Initiation der Histonmethylierung 
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erfolgt nach der Methylierung der DNA (Johnson et al., 2002; Soppe et al., 2002; Tariq 

et al., 2003). Wahrscheinlich erfolgt wohl eine beiderseitig abhängige Methylierung von 

Histonen und DNA als sukzessiver Prozess. Betrachtet man die euchromatischen 

Histonmodifizierungen, so ist insbesondere bei acetyl-H3K9, dimethyl-H3K4, trime-

thyl-H3K9 sowie trimethyl-H3K27 eine Reduzierung nach SUVH2-Überexpression zu 

erkennen. Diese Beobachtung würde mit der Verstärkung der heterochromatischen 

Methylierungen korrelieren, da sich offensichtlich euchromatische und hetero-

chromatische Histonmodifikationen gegenseitig ausschließen. Eine Verstärkung der 

H3K9-Dimethylierung würde somit eine Verringerung der Acetylierung an H3K9 

bedeuten, da die Methylierung an dieser Position eine Hypoacetylierung (Deacety-

lierung) voraussetzt. Somit wird durch die Überexpression von SUVH2 das regula-

torische Gleichgewicht der eu- und heterochromatischen Histonmodifikationen zu Gun-

sten der heterochromatischen Histonmethylierung verschoben und damit eine der 

Vorraussetzungen für zusätzliches ektopisches Silencing im Genom gegeben.  

 

4.12  Differentielle Modifizierung der DNA-Methylierung durch Nullmutation und 

Überexpression von SUVH2  

 

Die Untersuchung der dosisabhängigen Modifikation der DNA-Methylierung wurden 

anhand der Veränderung des Silencing von Transgenen durchgeführt. Dazu wurden die 

ausgewählte Markergene GLUCURONIDASE sowie LUCIFERASE verwendet. Die 

Eignung von LUC und GUS für die Analyse von Transkriptionellen Gen-Silencing 

(TGS) wurde bereits in anderen Arbeiten erfolgreich nachgewiesen (Morel et al., 2000; 

Takeda et al., 2004). Die Überexpression von SUVH2 hat einen signifikanten Effekt auf 

die Verstärkung des Silencing dieser beiden Transgene. Dabei spielt offensichtlich die 

Hypermethylierung von DNA, vorrangig von asymmetrischen Sequenzmotiven, eine 

entscheidende Rolle. Dies konnte unter Verwendung der Bisulfid-Sequenzierung für die 

einzelnen Cytosinpositionen ausgewählter Bereiche der Transgene nachgewiesen 

werden. Der Mechanismus der Inaktivierung durch DNA-Hypermethylierung konnte 

auch für das Athila-Transposon auf Sequenzebene unter Verwendung der Bisulfid-

Sequenzierung beobachtet werden. SUVH2 ist also offensichtlich nicht nur an der Kon-

trolle der Expression von zusätzlich in die Pflanze eingebrachten Transgenen beteiligt, 

sondern auch für das Silencing von transponiblen Elementen mit verantwortlich. 

Signifikante Veränderungen der Expression solcher transponiblen Elemente in 



                                                                                                                                                                                 
                                                                                                                                                 Diskussion 84

Arabidopsis nach Überexpression von SUVH2 sowie in SUVH2 T-DNA 

Insertionsmutanten wurden auch in DNA-Chip Analysen (AFFYMETRIX) beobachtet 

(K. Naumann, pers. Mitteilung). 

SUVH2 kommt damit einen wichtige Rolle bei der Kontrolle der Expression von Trans-

genen und transponiblen Elementen zu. Die Inaktivierung solcher für den pflanzlichen 

Organismus oft nachteiligen Gene ist ein wichtiger Mechanismus für das Überleben der 

Pflanzen, ein Überangebot dieser Elemente kann die Expression sämtlicher endogener 

Gene in der Zelle stören. Dabei spielt SUVH2 aber offensichtlich keine primäre Rolle 

bei der Methylierung der DNA, konservierte Bereiche für DNA-Methylasen wurden 

nicht gefunden. Vielmehr kommt eine übergeordnete Kontrolle der Cytosin-

methylierung im Zusammenspiel mit anderer DNA-Methylasen in Frage. Diese Inter-

aktion konnte in Kreuzungsanalysen mit Mutantenallelen von MET1, DDM1 sowie 

CMT3 gezeigt werden. Dabei wurde der Enhancereffekt von SUVH2 auf das Silencing 

von Transgenen vor allem durch das MET1-Mutantenallel supprimiert. MET1 ist eine 

der wichtigsten DNA-Methylasen. MET1 ist spezifisch für die Methylierung des 

symmetrischen DNA-Sequenzmotivs CpG verantwortlich. Die met1-Mutanten zeigen 

eine charakteristische Hypomethylierung in den Sequenzmotiven CpG sowie in 

CpNpG, wobei letzteres Motiv nicht primär durch MET1 beeinflusst wird. Die Funktion 

von MET1 für die gesamte DNA-Methylierung (Finnegan und Kovac, 2000) beeinflusst 

hierbei auch alle anderen Sequenzmotive der symmetrischen und asymmetrischen 

DNA-Methylierung. Auf dieser übergeordneten Ebene funktioniert wahrscheinlich die 

Regulation von SUVH2 durch MET1. In den Bisulfid-Analysen wurden vor allem 

signifikante Änderungen der asymmetrischen DNA-Methylierung nach SUVH2-

Überexpression (Hypermethylation) bzw. in den Antisense-und T-DNA Insertionslinien 

(Hypomethylation) gefunden. Neben der Interaktion mit der „Maintenance“-Methylase 

MET1 ist hierbei natürlich auch die Regulation anderer, insbesondere auch für die 

asymmetrische Methylierung spezifischen DNA-Methyltransferasen, wie DRM1 und 

DRM2, zu vermuten, was in späteren Analysen geprüft werden soll. Eine weitere 

Interaktion besteht zwischen DDM1 und SUVH2, hierbei wird der „mini-plant“- 

Phänotyp von SUVH2 noch stärker in der ddm1-h1 Mutante supprimiert, als in der 

met1-h1 Mutante. Die Hypomethylierung des LUCIFERASE-Transgens in der ddm1-

h1/LUC-Linie wird von der SUVH2-Überexpression im Gegenzug nicht beeinflusst (I. 

Hofmann, pers. Mitteilung). Somit ist die Funktion von SUVH2 vorrangig von DDM1, 
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dann von MET1 abhängig. Zwischen CMT3 und SUVH2 erfolgt wahrscheinlich keine 

funktionelle Interaktion. 
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5.  Zusammenfassung 

 

Das Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung neuer SET-Domänen-

proteine aus Arabidopsis thaliana. Da die Funktion dieser Proteine nicht bekannt war, 

wurde zuerst die Lokalisierung der Fusionsproteine in transienten Assaysystemen 

(Alium cepa) untersucht. Dabei konnte die Kernlokalisation aller untersuchten Proteine 

nachgewiesen werden.  

Zur Untersuchung der Heterochromatin-Assoziation von Fusionsproteinen wurde ein 

neues transientes Expressionssystem in Scilla mischtschenkoana etabliert. Dadurch 

kann mit geringem Zeitaufwand die Bindung von EGFP-fusionierten Chromatin-

proteinen an heterochromatische Bereiche des Zellkerns nachgewiesen werden. Für das 

Heterochromatin-assoziierte Proteine HP1 aus Drosophila melanogaster konnte diese 

Lokalisierung ebenso erfolgreich gezeigt werden wie für SUVH2 aus Arabidopsis 

thaliana.  

Zur Analyse der Funktion von SUVH1 und SUVH2 in Arabidopsis thaliana wurden 

transgene Pflanzenlinen hergestellt, welche diese beiden Chromatingene konstitutiv 

exprimierten. Antikörperfärbungen gegen den myc-Fusionsanteil dieser transgen expri-

mierten Proteine zeigten eine eindeutige Assoziation von SUVH1 und SUVH2 im 

Heterochromatin. Für die beiden Chromatinproteine aus Drosophila, SU(VAR)3-9 und 

HP1, konnte ebenfalls eine Lokalisierung im Heterochromatin von Arabidopsis nachge-

wiesen werden.  

Nach der Überexpression von SUVH1 wurde eine phänotypische Veränderung der 

Wurzelhaare gefunden, eine Rolle bei der Regulation der Wurzelentwicklung durch 

SUVH1 ist denkbar. Andere Daten, wie die SUVH1 Promoter-GUS Lokalisierungen 

und RT-PCR Analysen sprechen ebenfalls für diese Hypothese.  

Die Überexpression von SUVH2 führt zu drastischen phänotypischen Effekten, die auch 

immunocytologisch in einer ektopischen Verteilung des transgenen SUVH2 Proteins 

beobachtet werden konnten. Die SET-Domänengene SUVH1 und SUVH2 kodieren für 

Histon-Methyltransferasen. Für SUVH2 konnte diese Aktivität in vitro und in vivo 

nachgewiesen werden. In vitro-Assays mit rekombinantem SUVH2 Protein 

ermöglichten den Nachweis einer Histon-Methyltransferaseaktivität, die spezifisch für 

H3 und H4 ist. Dabei wurden vorrangig Nukleosomen als Substrat methyliert. In 

immunocytologischen Analysen wurde eine ektopische Verteilung aller hetero-
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chromatischen DNA- und Histonmethylierungen in den Interphasekernen der SUVH2-

Überexpressionslinien beobachtet. Im Gegensatz dazu waren in den Antisense und T-

DNA Insertionslinien von SUVH2 diese DNA-und Histonmodifizierungen reduziert. 

Diese Veränderungen konnten auch in Westernblot-Analysen quantifiziert werden. In 

suvh1-und suvh4-Linien sowie im kyp-2 Mutantenallel wurden keine signifikanten 

immunocytologischen Veränderungen der Histon- und DNA-Modifikationen beob-

achtet. 

Die Überexpression von SUVH2 korreliert mit genomweiten Silencing-Effekten und 

Hypermethylation von DNA. Diese Hypermethylation konnte auf Sequenzebene mittels 

Bisulfid-Sequenzanalysen ausgewählter Transgene festgestellt werden. SUVH2-Anti-

sense- und T-DNA Insertionslinien zeigten im Gegensatz dazu eine Hypomethylierung 

der DNA. Diese Veränderungen der Cytosinmethylierung betrafen vor allem die asym-

metrischen Methylierungsmotive. Somit konnte eine Verbindung zwischen der bereits 

in Kreuzungsanalysen festgestellten Interaktion mit den DNA-Modifikatoren MET1 

und DDM1 und der Histonmodifizierung durch SUVH2, d. h. eine gegenseitige Ab-

hängigkeit von DNA-und Histonmethylierung, gezeigt werden. 
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7.  Anhang 

 

7.1  Herstellung der Fusionskonstrukte für transiente Assays 

 

Für den Beschuß der Epidermiszellen von Scilla und Alium wurden die Vektoren 

pKEX4tr-GUS und pKEX4tr-GFP genutzt. Für pKEX4tr-GUS wurde das BamHI/SacI 

GUS-Fragment aus pBI221 (Clontech, Heidelberg) in die BamHI/SacI Schnittstelle des 

Vektors pKEX4tr (Van den Ackerveken et al., 1996) einkloniert. Die Schnittorte SalI, 

EcoRI, BamHI, SmaI befinden sich „in frame“ mit dem Start ATG von GUS und 

dienten der Klonierung der Gene für die GUS-Fusion. GUS befindet sich nach der 

Expression im N-terminalen Bereich des Fusionsproteins. 

Für pKEX4tr-GFP wurde das BamHI/SacI-GUS-Fragment gegen das PCR-amplifizierte 

BamHI/SacI EGFP-327 Fragment ausgetauscht, die Klonierungsstellen SalI, EcoRI, 

BamHI, SmaI blieben erhalten, GFP befindet sich im N-terminalen Bereich der 

Proteinfusion. 

 
7.2  Konstruktion des binären Vektors pBI 1,4 t-myc 

 

Zur transgenen Expression der unterschiedlichen in dieser Arbeit verwendeten Gene 

wurde ein geeigneter Vektor konstruiert, in welchen diese Gene als myc-

Fusionsproteine unter Kontrolle des CaMV 35S*-Promoters in Arabidopsis exprimiert 

wurden. Der nur schwach aktive CaMV 35S*- Promoter (Mindrinos et al., 1994) wurde 

gewählt, um negative Überexpressioneffekte zu minimieren. Ausgangspunkt der 

Konstruktion von pBI1,4t-myc war der binäre Vektor pBI121 (Clontech), in dessen 

HindIII-Schnittstelle eine Expressionskasette kloniert wurde, welche aus dem CaMV-

35S*-Promoter, einer MCS mit den Schnittorten EcoRI, XhoI und NotI und einem nos-

Terminator besteht. Über PCR-Klonierung wurde ein EcoRI/Sal -Konstrukt mit einem 

dreifachen Repeat des myc-Gens (AG T. Jenuwein, Wien) in den VektorpBI1,4t ligiert. 

In den so entstandenen pBI1,4t-myc Vektor wurden die zu untersuchenden Gene 

kloniert und als myc-Fusion in der Pflanze exprimiert. 
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7.3  Etablierte bzw. verwendete Pflanzenlinien  

 
Linien                                                                   Anzahl Linien in Generation 

 T0   T1 T2 T3 T4 

35S*::mycSUVH1 12 35 125 248  

      

35S*::mycSUVH1as                  12 27 138 203  

      

35S*::mycSUVH2 12 24 256 578  

                       

35S*::mycSUVH2as 12 25 200 195  

      

35S*::mycHP1Dm 12 36    

      

35S*::mycSU(VAR)3-9Dm            12     

      

SUVH1::GUS 12     

      

GVG::SUVH1GFP 12 20    

      

GVG::SUVH2GFP 12 26    

                       

T-DNA-Insertionslinien 

 

SALK 003675   (SUVH1)               

SALK 079574   (SUVH2)               

SALK 130630   (SUVH4)               

SALK 105816   (SUVH4)               
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7.4  Verwendete Primer 

 
Primer     Sequenz 

SUVH1 Start ATAGTCGACCGCATGGAAAGAGGTGGTCAC 

SUVH1 Stop ATAGTCGACTCCAAATGAGCCACGGCAATACGC 

SUVH1 291 ATAGGATCCCAATCTTCTGACCAAAAG 

SUVH1 eco 1430 ATAGAATTCACTGCATTCATATATCAT 

SUVH1 bam 1140 ATAGGATCCTGAAGGCACACCCGTCTT 

SUVH1 911 ATACTCGAGACTATCTCTACGCAAC 

SUVH1 DOA GGATCCGAACCCAGGAGAAATGGTCC 

SUVH1 gen start GAATTCCTTGTGTGTGTGTGGCTACGC 

SUVH1 gen stop GGATCCAGCTAAAAATCAAATTCCTTTGAATC 

3-9 start TATGAATTCCGCATGGCCACGGCTGAAGCC 

3-9 stop TATGGATCCAAAGAGGACCTTTCTGC 

clf-A-Not TATGCGGCCGCATGGCGTCAGAGGCTTCGCCTTC 

clf-B-Not ATAGCGGCCGCTAAGCAAGCTTCTTGGGTCTAC 

SUVH3 start ATACTCGAGCGCATGCAAGGAGTTCC 

SUVH3 stop ATACTCGAGTCATCCGAATGAACCAC 

HP1 Eco TATGAATTCCGCATGGGCAAGAAAATCGACAACCCTGACAGCT

CG 

HP1 Bam TATGGATCCATCTTCATTATCAGAGTACC 

HP1 myc2 ATAGCGGCCGCTTAAGAGTTGGTTGGGTG 

AP3 start ATAGAATTCCGCATGGCGAGAGGGAAGATCCAG 

AP3 stop TATCTCGAGTTCAAGAAGATGGAAGGTAAT 

AP3F 258 AATGCAAGAAACCAAGAGGAAA 

AP3R460 TCTTTTTCTTGGTGGTCTCGAT 

Pistillata R 55 CATGATCTCTCATCATCATTCCTC 

Pistillata F327 GGGGGAAGATATACAGTCTCTCAA 

GUS 1576 rev ATACTCTTCACTCCACAT 

ATHILA 817 TGAGGATGGGATAGAATAG 

ATHILA back ATTAATCCCTAAAACACTATCTT 

18SrDNA R478 TTAGCGACAAAGGGCTGAAT 

18SrDNA F214 CGCCTCTAAGTCAGAATCCG 

GUS start ATAGGATCCATGTTACGTCCTGTAGAAACCC 

GUS stop ATAGGATCCTTGTTTGCCTCCCTGCTG 

35S-1HindIII GAAAGAATGCTAACCCACAGATG 

LB Hind  GCTGCGTAAGCCTCTCATACCATCTG 

GUS ORF ende CTCGAGTCATTGTTTGCCTCCCTGCTG 

pBI1 AACCATCTGTGGGTTAGCAT 
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pBI2 GAGCGCCTTTGCGACGCTCA 

pBI3 CGGCGAGGGCAACCAGCCCG 

GFP  start ATAGGATCCCGCATGAGTAAAGGAGAAG 

GFP stop CTCGAGGAGCTCTTATTTGTATAGTTCATCCATGC 

myc Sal ATAGTCGACATGGGCGGACGCGAACAAAAGTTG 

myc Eco ATAGAATTCATGGTGGTGGTGATGGTGGTTCAAGTC 

T7  CGGGATATCACTCAGCATAATG 

AtSUVH1-3 AGGTTTGCAACAACTTGAGG 

AtSUVH1-7 AGCCTCTTTCAAGCCCCTTATTAC 

AtSUVH3 forw CGTCTCTGCTCTTTCATCATCCTC 

AtSUVH3 back AGGAACTCTTGCATTGCTAAACT 

MAC12-5 AGCAAGCGGTAATTTGTAG 

MAC12-8 GAGTGATCGATGGGCTGG 

AtSUVH5-1 CCTCCAAGCATAAGCCTGCC 

AtSUVH5-2 TCGAAGCCTCGCAAACCAC 

AtSUVH8-1 GCCCACGCAACATCAATAC 

AtSUVH8-2 CCAAATCAGCCAAAAGAGCC 

AtSUVH8-3 TCTGGTCTCTGATTGCTGGC 

Cyclophilin F19 CGAACCTCAAGCTAAAGTGACA 

Cyclophilin R118 CACAACTTCTCCAAAGAGACCC 

AtSUVH2-8 TAAGCTCTAACATAAGGG 

AtSUVH2-6 TGAAGTGAACGGCAAGCTCG 

180bp-f GATCAAGTCATATTCGACTCCAAAAC 

180bp-r GATCTCATGTGTATGATTGAGTATAAG 
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