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Abkürzungsverzeichnis

As Aminosäure
bp Basenpaare
BSA Rinderserumalbumin
CCD Charge Coupled Device
cDNA doppelsträngige DNA-Kopie der mRNA
ChIP Chromatin Immunopräzipitation
DAPI 4,6-Diamino-2-phenylindol
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleinsäure
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EGFP enhanced Green Fluorescent Protein
EGTA Ethylenglycol-bis-(βaminoethylether)N,N,N’,N’-tetraessigsäure
EMS Ethylmethansulfonat
E(var) Enhancer of Variegation
FITC Fluorescein-5-isothiocyanat
H3-K9 Lysin 9 von Histon H3
H3-K27 Lysin 27 von Histon H3
H4-K20 Lysin 20 von Histon H4
HMTase Histonmethyltransferase
HDAC Histondeacetylase
kb Kilobasen
kDa Kilodalton
lacZ β-Galactosidase
LSM Laser Scanning Mikroscope
MBD methyl-CpG-binding domain
NP40 Nonident P40
PBS Phosphate Buffered Saline
PBST Phosphate Buffered Saline + 0.2% Tween 20
PcG Polycomb-Gruppenproteine
PCR Polymerase Chain Reaction
PEV Positionseffekt-Variegation
PMEF Primary Mouse Embryo Fibroblasts
PMSF Phenylmethansufonylfluorid
preSET cysteinreiche Domäne vor der SET-Domäne
PRMT Protein Arginin Methyltransferase
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postSET cysteinreiche Domäne nach der SET-Domäne
PVDF Polyvinylpyrrolidon
RNA Ribonucleinsäure
RNAi RNA interference
RNase Ribonuclease
SET Su(var)3-9 / Enhancer of zeste / Trithorax
SDS Natriumdodecylsulfat
Su(var) Suppressor of Variegation
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylen-diamin
TOTO-3 DNA-Farbstoff (Molecular Probes)
TR Texas Red
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-β-D-galactosid
Xi inaktives X-Chromosom
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1 Einleitung

Die Komplexität eines Organismus wird durch die Kontrolle der räumlich und
zeitlich präzisen Ausprägung seiner Gene bestimmt. Eukaryotische Organismen
bestehen weitestgehend aus genetisch identischen Zellen, die sich dennoch in
Form und Funktion voneinander unterscheiden. Dieser Kontrast entsteht durch
die spezifischen Expressionsmuster der Gene, die während der Zelldifferenzie-
rung etabliert und durch epigenetische Prozesse aufrechterhalten werden. Die
genetischen Expressionsmuster können selbst während der DNA-Replikation,
Chromatinassemblierung und Zellteilung bestehenbleiben. Diese Art der Auf-
rechterhaltung der Zellidentität wird als ”cellular memory” bezeichnet (Turner,
2002). Der Mechanismus, der die flexible Verpackung der ca. 2m DNA im Kern
einer humanen Zelle gewährleistet, bleibt jedoch nach wie vor rätselhaft.

Die Chromatinstruktur, ein komplexes Arrangement aus DNA, Proteinen und
RNAs, spielt eine wesentliche Rolle in der Kontrolle der Genexpression. Die grund-
legende, sich wiederholende Verpackungseinheit des Chromatins ist das Nucleo-
som, in welchem 147 Basenpaare der DNA um ein Oktamer von Histonen, beste-
hend aus je zwei Molekülen der Histone H2A, H2B, H3 und H4, oder in einigen
Fällen speziellen Varianten dieser Proteinfamilien (Malik und Henikoff, 2003),
gewunden sind (Luger et al., 1997). Der Umfang der erzielten Verpackung ist be-
scheiden, nichtsdestotrotz spielt die Organisation der DNA in Nucleosomen eine
kritische Rolle in der Etablierung höhergeordneter Chromatinstrukturen.

Man unterscheidet generell zwei Arten von Chromatin, Euchromatin und He-
terochromatin, die zytologisch differenzierbar sind (Heitz, 1928). Euchromati-
sche Domänen bilden offene, transkriptionsaktive Strukturen aus und enthal-
ten die Mehrheit der Gene. Konstitutives Heterochromatin verbleibt kondensiert
während des Zellzyklusses, wird spät in der Interphase repliziert (Lima di Fa-
ria und Jaworska, 1968), enthält nur wenige Transkriptionseinheiten (Gatti und
Pimpinelli, 1992), besteht größtenteils aus hoch- und mittelrepetitiven Sequen-
zen (Lohe et al., 1993; Pimpinelli et al., 1995; Laurent et al., 1997) und ist im All-
gemeinen auf Zentromer- bzw. Telomerregionen konzentriert (Blackburn, 1994;
Pardue, 1994). Desweiteren zeigen Analysen unter Verwendung von Mikrokok-
ken-Nuclease, daß Heterochromatin eine weitaus regelmäßigere Nucleosomen-
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1 Einleitung

struktur aufweist als Euchromatin (Wallrath und Elgin, 1995; Sun et al., 2001).
Die Zugänglichkeit für Dnase I und Endonucleasen ist reduziert, jedoch der
Umstand, daß die Linker-Region zwischen den Nucleosomen noch immer für
die kleinere Mikrokokken-Nuclease zugänglich ist, zeigt, daß die höhergeordnete
Struktur des Heterochromatins keineswegs die DNA komplett einhüllt. Entge-
gen früherer Annahmen [diskutiert in Pardue und Hennig (1990)] ist das Hetero-
chromatin in verschiedene wesentliche Kernfunktionen involviert, einschließlich
Kern-Organisation (Cremer et al., 2004), Chromosomensegregation und Crossing-
over während Mitose und Meiose (Wines und Henikoff, 1992; Hawley et al., 1992;
Westphal und Reuter, 2002), Genom-Variabilität (Dimitri und Junakovic, 1999;
Birchler et al., 2000) bzw. die Wahrung des Genoms gegenüber mobilen Elemen-
ten (Henikoff und Matzke, 1997) sowie Gensilencing (Wallrath, 1998; Wakimoto,
1998).

In den letzten Jahren ist deutlich geworden, daß die Beschaffenheit des Nucleo-
soms, neben der Verpackung der DNA, eine weitere bedeutende und konservierte
Funktion bei der Regulation der Gen-Expression ausübt. Die N-terminalen Enden
der hoch konservierten basischen Histone ragen aus der Oberfläche des Nucleo-
soms heraus (Luger et al., 1997) und sind vielfältigen posttranslationalen Modifi-
kationen, wie Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, ADP-Ribosylierung
und Ubiquitinierung (Strahl und Allis, 2000) unterworfen. Obwohl die Art die-
ser Modifizierungen seit langem bekannt ist (van Holde, 1988), wurde deren bio-
logische Relevanz erst seit wenigen Jahren in vollem Umfang erkannt. Histon-
Modifikationen sind mit hochdynamischen Veränderungen der Organisation der
Chromatinstruktur verbunden (Luger, 2003) und bieten auf diese Weise eine mo-
lekulare Grundlage epigenetischer Informationen (Turner, 2000). Es wird ange-
nommen, daß spezifische Histon-Modifizierungen, oder Kombinationen dieser,
einen Informationscode bilden, der den entsprechenden Chromatinstatus defi-
niert (Jenuwein und Allis, 2001; Richards und Elgin, 2002). Dieser Histon-Code,
von spezifischen Histon-modifizierenden Enzymen determiniert, generiert neue
Bindungsstellen im Nucleosom, die von Nicht-Histon-Proteinen, welche für nach-
geschaltete zelluläre Prozesse von Bedeutung sind, erkannt werden können. Die
Epigenetik definiert vererbbare Veränderungen der Gen-Expression ohne Verän-
derungen innerhalb der DNA-Sequenz (Wolffe und Matzke, 1999). Epigenetische
Prozesse können demnach, durch Aktivierung oder Inaktivierung funktioneller
Gene, als ein ausgeklügeltes System zur selektiven Nutzung genetischer Infor-
mationen angesehen werden. Auf der molekularen Ebene beinhaltet die Etablie-
rung, Aufrechterhaltung und Vererbung spezifischer Chromatinstrukturen ein
Zusammenspiel unterschiedlichster Proteine, wie Histon-modifizierende Enzyme,
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DNA-Methyltransferasen, Chromatin-Remodelling-Faktoren, Transkriptionsfak-
toren sowie Komponenten der RNAi-Maschinerie (Volpe et al., 2002). Wohldefi-
nierte Prozesse während der Entwicklung, wie beispielsweise die Inaktivierung
eines der beiden weiblichen X-Chromosomen (Barr-Körperchen) in Säugern, ge-
nomisches Imprinting oder die Differenzierung von Zellen und Geweben bieten
gute Ansätze für die Untersuchung der molekularen Grundlagen epigenetischer
Markierungen der Gen-Expression.

Ein weiterer biologischer Prozess, der ausgezeichnet dafür geeignet ist, neue in-
teressante Einblicke in epigenetische Regulationsmechanismen höhergeordneter
heterochromatischer Chromatinzustände zu gewinnen, ist das Phänomen der
Postionseffekt-Variegation (PEV). Euchromatische, normalerweise aktive Gene,
durch chromosomale Rearrangements in die Nähe oder innerhalb heterochro-
matischer Bereiche platziert, werden stillgelegt, was sich meist in einem varie-
gierten Phänotyp äußert (Weiler und Wakimoto, 1995). PEV wurde zuerst in Dro-
sophila beschrieben (Muller, 1930), als das white-Gen, erforderlich für die rote
Augenpigmentierung, infolge einer Inversion in die Nähe des zentromerischen
Heterochromatins gebracht wurde (Schultz, 1936). Die Inaktivierung des white-
Gens führt durch unkontrollierte Ausbreitung des Heterochromatins in einem
Teil der Zellpopulation zu einer rot-weißen mosaikartigen Augenpigmentierung
(white-mottled-Phänotyp) (Muller, 1930; Tartof et al., 1984). Gensilencing auf-
grund von Positionseffekten ist ebenfalls für euchromatische Gene, die nahe oder
innerhalb des Paarungstyp-Locus bzw. Telomerbereichen von Saccharomyces ce-
revisiae (Grunstein, 1997) oder von Schizosaccharomyces pombe (Allshire et al.,
1994; Grewal und Klar, 1997), sowie Maus-Zentromeren (Festenstein et al., 1996;
Lundgren, 2000) positioniert wurden, nachweisbar. Die Ausbreitung des Hetero-
chromatins auf normalerweise euchromatische Bereiche kann in einigen geeigne-
ten PEV-Rearrangements überdies zytologisch nachgewiesen werden, wobei diese
Regionen dabei Merkmale des Heterochromatins, wie verstärkte Kompaktierung,
späte Replikation und Unterreplikation (Reuter et al., 1982; Zhimulev, 1998) auf-
weisen.

Da Heterochromatin-induziertes Gensilencing infolge von Positionseffekten in
Drosophila melanogaster ein überaus gut charakterisiertes genetisches Modell-
system darstellt, ist es besonders geeignet, um mit Hilfe genetischer Screens
Modifikatoren zu isolieren, die epigenetische Prozesse in eukaryotischen Orga-
nismen steuern (Reuter und Wolff, 1981; Sinclair et al., 1983; Wustmann et al.,
1989; Dorn et al., 1993b). Die auf diese Weise identifizierten Mutationen suppri-
mieren (Suppressor of Variegation [Su(var)s]) oder verstärken (Enhancer of Va-
riegation [E(var)s]) PEV (Wustmann et al., 1989). Da die Suppression eines PEV-
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Phänotyps eine reduzierte Befähigung des Heterochromatins, das Marker-Gen zu
inaktivieren, erkennen läßt, wurde postuliert, daß Su(var)s für Gene kodieren, die
direkt oder indirekt an der Etablierung heterochromatischer Chromatinstruktu-
ren beteiligt sind (Locke et al., 1988). Im Gegensatz dazu sollten E(var)s Gene dar-
stellen, die dem Silencingpotential des Heterochromatins entgegenwirken bzw.
die Ausildung euchromatischer Chromatinstrukturen begünstigen. Einige Modi-
fikatoren zeigen bei Erhöhung der Gen-Dosis einen umgekehrten Einfluß auf PEV
[Triplo-Enhancer- bzw. Triplo-Suppressoreffekte; Wustmann et al. (1989)] und
sind von außergewöhnlichem Interesse, da ihre Genprodukte vermutlich in mul-
timere Proteinkomplexe involviert sind, die direkt am Aufbau höhergeordneter
Chromatinstrukturen beteiligt sind (Locke et al., 1988).

Mehr als 100 Dosis-abhängige Modifikatoren für PEV konnten bisher unter
Verwendung des In(1)wm4-Rearrangements identifiziert werden (Reuter und Spie-
rer, 1992). Interessanterweise hat ein Großteil dieser Mutationen keinen Ein-
fluß auf Positionseffekt-Variegation in Telomerregionen in Drosophila melanogas-
ter (Weiler und Wakimoto, 1995; Cryderman et al., 1999). Ein Großteil der bis-
her identifizierten E(var)s kodiert für Transkriptionsfaktoren, Coaktivatoren oder
Chromatin-Remodelling-Faktoren, wie mod(mdg4) (Dorn et al., 1993a; Büchner
et al., 2000), E2f (Seum et al., 1996), zeste (Judd, 1995), Trithorax-like, [GAGA-
Faktor; Farkas et al. (1994)], brahma (Tamkun et al., 1992; Büchner et al., 2000)
und Asx (Sinclair et al., 1998). Die Gene D-Ubp-64E, welches für eine putative
Ubiquitin-spezifische Protease (Henchoz et al., 1996) kodiert bzw. hel, eine puta-
tive ATP-abhängige RNA-Helicase (Eberl et al., 1997), gehören zu der Gruppe der
Haplo-Enhancer, die bei Erhöhung der Gen-Dosis einen entgegengesetzten Effekt
auf PEV zeigen (Triplo-Suppressor). Molekular charakterisierte Suppressoren für
PEV kodieren Chromatin-assoziierte Proteine, die über verschiedene hochkonser-
vierte Protein-Domänen verfügen und vielfältige Funktionen ausüben. Su(var)2-
10, ein Mitglied der Familie der PIAS-Proteine, welche in Prozesse der Sumoylie-
rung involviert sind (Sachdev et al., 2001), kontolliert vielfältige Aspekte der Chro-
mosomenstruktur und -Funktion (Hari et al., 2001). Mutanten des Satelliten-
bindenden Proteins D1, welches 10 AT-Hook-Motive enthält, supprimieren PEV,
währenddessen die Überexpression dieses Proteins PEV verstärkt (Aulner et al.,
2002). Suppressorgene kodieren auch für Proteine, die in Chromatin-Remodelling
und -Assemblierung involviert sind, wie domino (Ruhf et al., 2001) und acf1
(Fyodorov et al., 2004), RNA/DNA-bindende Proteine, wie modulo (Perrin et al.,
1998), oder Faktoren der DNA-Replikation, wie mus209 [PCNA; Henderson et al.
(1994)], DmORC2 (Pak et al., 1997) und cav [HOAP; Badugu et al. (2003)]. Sup-
pressoren kodieren desweiteren für Histon-modifiziernde Enzyme, wie die Histon-
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Deacetylasen HDAC1 (Rubertis et al., 1996; Mottus et al., 2000) und dSir2 (Ne-
wman et al., 2002), die Histon-Acetyltransferase chameau (Grienenberger et al.,
2002) oder Su(var)3-6 [Protein-Phosphatase PP1; Baksa et al. (1993)]. Mutationen
in einigen Polycomb-Gruppengenen (PcG), negative Regulatoren homöotischer
Gene, wie beispielsweise Enhancer of Polycomb (Sinclair et al., 1998), Su(z)12 (Bir-
ve et al., 2001) und, in abgeschwächter Form, Enhancer of zeste, (Laible et al.,
1997) supprimieren ebenfalls PEV. Aufgrund ihres Haplo-Suppressor-/Triplo-
Enhancereffektes sind drei weitere Gene von besonderem Interesse: Su(var)2-5,
welches das Heterochromatinprotein 1 (HP1) kodiert (Eissenberg et al., 1990),
Su(var)3-7 (Reuter et al., 1990) und Su(var)3-9 (Tschiersch et al., 1994). Die
Dosis-abhängigen Effekte auf Heterochromatin-induziertes Gensilencing impli-
zieren, daß selbst feine Unterschiede in der Konzentration der SU(VAR)-Proteine
das Ausmaß der Ausbreitung des Heterochromatins beeinflussen können.

Su(var)3-7 wurde als erstes Suppressorgen für PEV kloniert (Reuter et al.,
1990). Mutanten, die über homologe Rekombination generiert wurden (Seum
et al., 2002), zeigen wie eine den Su(var)3-7-Locus einschließende Defizienz einen
signifikanten Suppressoreffekt, während durch Erhöhung der genomischen Ko-
pien Heterochromatin-induziertes Gensilencing deutlich verstärkt wird (Reuter
et al., 1990; Cleard et al., 1997). Das SU(VAR)3-7-Protein verfügt über sieben
Zinkfinger-Motive, wobei jedes Paar der Zinkfinger sowie das Intervall dazwischen
eine DNA-Bindedomäne darstellt, welche in vitro eine hohe Affinität gegenüber
bestimmten Satelliten-Sequenzen aufweist (Cleard und Spierer, 2001). Anhand
von Co-Immunpräzipitation bzw. mittels Hefe-Dihybrid-Analysen konnte eine In-
teraktion von SU(VAR)3-7 mit HP1 (Cleard et al., 1997; Delattre et al., 2000)
und SU(VAR)3-9 (Schotta et al., 2002) nachgewiesen werden. Im C-terminalen
Teil des SU(VAR)3-7-Proteins befindet sich weiterhin ein BESS-Motiv (Altschul
et al., 1997), welches für die Dimerisierung des Proteins von Bedeutung ist. Der
C-terminale Bereich nach den Zinkfinger-Motiven ist, aufgrund der hier stattfin-
denen Interaktion mit Proteinen, für eine spezifische Erkennung und Bindung
des Proteins an das perizentrische Heterochromatin erforderlich (Jaquet et al.,
2002).

Su(var)2-5 kodiert HP1, welches als erstes Heterochromatin-assoziertes Protein
anhand biochemischer Methoden aus Drosophila melanogaster isoliert werden
konnte (James und Elgin, 1986). Orthologe Proteine konnten in zahlreichen Or-
ganismen, inclusive Schizosaccharomyces pombe (Swi6p), Mensch (M31/HP1β)
und selbst in Pflanzen identifiziert werden (Singh et al., 1991). Die drei Vertre-
ter der HP1-Familie [HP1a, HP1b und HP1c in Drosophila; Smothers und He-
nikoff (2001)] sind aus einer N-terminalen Chromo-Domäne, einer C-terminalen
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Chromo-Shadow-Domäne und einer variablen Hinge-Region, welche beide Do-
mänen verbindet, zusammengesetzt (Eissenberg und Elgin, 2000). Die Chromo-
Domäne bindet mit hoher Affinität di- und tri-methyliertes H3-K9 (Lachner et al.,
2001; Bannister et al., 2001). Die Chromo-Shadow-Domäne ist eine Homodimeri-
sierungsdomäne und erkennt eine Konsensus-Pentapeptidsequenz, PxVxL (Thiru
et al., 2004), welche in einer wachsenden Anzahl von Kernproteinen nachweisbar
ist, die HP1 an spezifische Gene bzw. bestimmte Kernbereiche lokalisiert (Lechner
et al., 2005).

Su(var)3-9 stellt einen der stärksten bisher identifizierten Suppressoren für
PEV dar und spielt somit offensichtlich eine bedeutende Rolle bei der Steue-
rung epigenetischer Silencingprozesse (Tschiersch et al., 1994). Im Unterschied
zu anderen Organismen, wie beispielsweise Hefe und Mensch, liegt das Gen in
Drosophila melanogaster in Form einer bicistronischen Transkriptionseinheit mit
dem eukaryotischen Translationsfaktor eIF-2γ vor. Durch alternatives Spleißen
werden zwei unabhängige Transkripte generiert, wobei SU(VAR)3-9 die ersten bei-
den Exonen von eIF-2γ erhält, die 80 Aminosäuren kodieren (Krauss und Reu-
ter, 2000). SU(VAR)3-9 ist evolutionär von Schizosaccharomyces pombe [Clr4p;
Ivanova et al. (1998)] bis zum Menschen, wo zwei Orthologe, SUV39H1 (Aa-
gaard et al., 1999) und SUV39H2 (O’Carroll et al., 2000), existieren, konser-
viert. SU(VAR)3-9 kombiniert zwei Proteindomänen, die Chromo- und die SET-
Domäne [SU(VAR)3-9, E(Z), TRITHORAX, (Tschiersch et al., 1994; Jenuwein et al.,
1998)] miteinander. Die SET-Domäne wird in SU(VAR)3-9 von der cysteinreichen
preSET- und postSET-Domäne eingeschlossen. Neben der strukturellen ist eben-
falls eine funktionelle Konservierung von SU(VAR)3-9 nachweisbar, da sowohl
Clr4p in Schizosaccharomyces pombe, als auch die menschlichen Homologen von
SU(VAR)3-9 in epigenetische Prozesse des Gensilencings involviert sind (Ivanova
et al., 1998; Peters et al., 2002). Darüberhinaus ist das menschliche SUV39H1
in der Lage, in Drosophila die Funktion von SU(VAR)3-9 zu übernehmen (Schotta
et al., 2002).

Die Identifizierung von SUV39H1 als Histon-Lysin-Methyltransferase (HMTase)
eröffnete einen molekularen Mechanismus, in welchem diese spezifische Methy-
lierung von Lysin 9 im Histon H3 (H3-K9) eine Bindungsstelle für Heterochro-
matin-assoziierte Proteine generiert (Rea et al., 2000). Die SET-Domäne trägt
die enzymatische Aktivität und beschreibt somit eine neue Klasse von Protein-
Methyltransferasen. Einträge in Proteindatenbanken (Schultz et al., 1998) offen-
baren eine hohe Zahl an SET-Domänen-Proteinen, 50 allein in der murinen Da-
tenbank. Demgegenüber verfügt Schizosaccharomyces pombe über 10 und Dro-
sophila melanogaster über 20 SET-Domänen-Proteine. Diese Vielzahl von SET-

6



1 Einleitung

Domänen-Genen spiegelt die Anzahl möglicher Modifikationen wider (Kouzarides,
2002). Es ist bekannt, daß Lysin-Methylierung innerhalb der Histone H3 (K4, K9,
K27, K36, K79) und H4 (K20) auftritt. Insbesondere die H3-K9-Methylierung bie-
tet offenbar eine Markierung für die Etablierung und Aufrechterhaltung hetero-
chromatischer Domänen. Die murinen Suv39h-Proteine sind für H3-K9-Methy-
lierung im perizentrischen Heterochromatin verantwortlich (Peters et al., 2001).
SUV39H1 sowie SU(VAR)3-9 interagieren mit HP1 (Aagaard et al., 1999; Schotta
et al., 2002), das mittels seiner Chromo-Domäne spezifisch H3-K9-Methylierung
bindet und somit eine Grundlage für den Aufbau heterochromatischer Chromat-
instrukturen darstellt (Nakayama et al., 2001). Suv39h-defiziente Mäuse weisen
chromosomale Instabilitäten und, daraus folgend, ein erhöhtes Tumor-Risiko auf
(Peters et al., 2001). Sie verknüpfen somit die gestörte Etablierung heterochro-
matischer Strukturen mit einer beeinträchtigten Chromosomenstabilität. Dieser
funktionelle Zusammenhang konnte ebenfalls in Mutanten anderer Heterochro-
matin-assoziierter Proteine beobachtet werden (Kellum und Alberts, 1995; Ek-
wall et al., 1996). Desweiteren ist in Suv39h-defizienten Mäusen eine beein-
trächtigte DNA-Methylierung der Haupt-Satellitensequenzen zu beobachten (Leh-
nertz et al., 2003). Gleichermaßen kontrolliert DIM-5, das SU(VAR)3-9-homologe
Protein in Neurospora crassa, DNA-Methylierung (Tamaru und Selker, 2001).
SUV39H1/HP1-Komplexe sind nicht ausschließlich auf das perizentrische He-
terochromatin beschränkt. Dies belegen Daten, die zeigen, daß das Tumor-Sup-
pressor-Protein Retinoblastoma (Rb) SUV39H1/HP1 an den Cyclin E-Promotor
rekrutiert, wo infolge der SUV39H1-abhängigen H3-K9-Methylierung eine Inakti-
vierung der Genexpression erfolgt (Nielsen et al., 2001).

Zusätzlich zu SUV39H1/SU(VAR)3-9 konnten fünf weitere SET-Domänen-Pro-
teine, die alle mit Ausnahme von E(Z) eine preSET-Domäne enthalten, als H3-
K9-spezifische HMTasen identifiziert werden: SUV39H2 (O’Carroll et al., 2000),
G9A (Tachibana et al., 2001) und EuHMTase1 (Ogawa et al., 2002), ESET (Yang
et al., 2002) sowie E(Z) (Czermin et al., 2002).

Die Proteine G9A und EuHMTase1 verfügen über Ankyrin-Repeats, welche ei-
ne Oberfläche für Protein-Protein-Interaktionen bieten (Sedgwick und Smerdon,
1999). G9A weist eine HMTase-Aktivität sowohl für H3-K9 als auch H3-K27 auf
(Tachibana et al., 2001). G9a-defiziente Mäuse zeigen frühe embryonale Letalität
sowie eine drastische Reduktion der H3-K9 di-Methylierung, jedoch ausschließ-
lich innerhalb euchromatischer Bereiche (Tachibana et al., 2002). Bemerkens-
wert sind Analysen betreffend das Prader-Willi Syndrom Imprinting-Center. Diese
besagen, daß die reduzierte H3-K9-Methylierung in G9a-defizienten embryonalen
Stammzellen die Aufrechterhaltung der Eltern-spezifischen CpG-Methylierung
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beeinträchtigt, sichtbar am Verlust des Imprinting untersuchter Gene (Xin et al.,
2003).

Die Proteine ESET und CLLL8 enthalten eine MBD-Domäne (methyl-CpG-bin-
ding-domain), ein Motiv, welches potentiell in der Lage ist, methylierte DNA zu
binden (Bird und Wolffe, 1999). SETDB1, das humane Homologe von ESET, in-
teragiert mit KAP-1, einem Corepressor der KRAB-ZFP-Familie von transkrip-
tionellen Repressoren und kolokalisiert mit HP1α sowie HP1γ im Euchromatin,
wo die Proteine an spezifische Reporter rekrutiert werden und die Genexpressi-
on reprimieren (Schultz et al., 2002). Jüngste Analysen zeigen, daß MBD1, ein
methyl-CpG-bindendes Protein, stabile Komplexe mit SETDB1 bildet und die HM-
Tase während der S-Phase an den Chromatin-Assemblierungsfaktor CAF1 rekru-
tiert, um eine Methylierung der K9-Position von neu bereitgestellten Histonen H3
zu erreichen (Sarraf und Stancheva, 2004). Diese Daten postulieren einen Me-
chanismus, bei dem SETDB1-abhängige H3-K9-Methylierung eine stabile Ver-
erbung reprimierter Chromatinzustände, basierend auf DNA-Methylierung, ga-
rantiert. Beachtenswert sind Analysen, die beweisen, daß das mAM-Protein die
Umsetzung von di-methyl zu tri-methyl H3-K9 durch ESET stimuliert, was das
Vermögen von ESET bezüglich transkriptioneller Reprimierung verstärkt (Wang
et al., 2003). Eset-defiziente Mäuse zeigen embryonale Lethalität, wobei jedoch
weder die globale H3-K9 tri-Methylierung noch DNA-Methylierung signifikanten
Veränderungen unterliegt (Dodge et al., 2004).

Die aufgeführten Daten zeigen, daß die H3-K9-Methylierung eine wesentliche
epigenetische Markierung im Zuge der Etablierung und Aufrechterhaltung repri-
mierender Chromatinzustände darstellt. Insbesondere die Verbindung der Mis-
regulation epigenetischer Information durch gestörte Histon-Modifikation bzw.
DNA-Methylierung mit dem Auftreten multifunktioneller Störungen, wie chromo-
somaler Instabilitäten und erhöhtem Krebsrisiko, verdeutlichen die kritische Rol-
le epigenetischer Modifizierungen in der Gen-Aktivierung bzw. Gen-Reprimierung
während der Entwicklung und Differenzierung eines Organismus. Grundprinzi-
pien des Aufbaus heterochromatischer Strukturen konnten bereits entschlüsselt
werden, nichtsdestotrotz impliziert beispielsweise die hohe Anzahl identifizierter
PEV-Modifikatoren in Drosophila einen weitaus komplexeren Mechanismus zur
Etablierung und Aufrechterhaltung des Heterochromatins höherer Organismen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluß verschiedener PEV-
Suppressorgene auf den Aufbau höhergeordneter Chromatinstrukturen analy-
siert. Dabei konnte belegt werden, daß SU(VAR)3-9, aufgrund seiner HMTase-
Funktion, eine zentrale Komponente im Prozeß des heterochromatischen Gensi-
lencings darstellt. Eine wesentliche Rolle konnte SU(VAR)3-9 ebenfalls während
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der syncytialen Kernteilungen in der frühen Embryonalentwicklung von Droso-
phila melanogaster zugewiesen werden. Die in vivo-Charakterisierung von Punkt-
mutanten in Su(var)3-9, die unterschiedliche HMTase-Aktivitäten aufweisen, de-
monstrieren, daß das Silencing-Potential von SU(VAR)3-9 vorwiegend von der Ki-
netik der HMTase-Reaktion abhängt. Dieser Befund konnte durch Analysen des
hypermorphen Allels Su(var)3-9ptn gestützt werden, da diese Punktmutante ex-
tensive H3-K9 di- und tri-Methylierung innerhalb und außerhalb des perizentri-
schen Heterochromatins sowie ein überaus starkes Silencing-Potential aufweist.

Auf welche Weise jedoch euchromatische und heterochromatische Domänen
voneinander abgegrenzt werden, um beispielsweise Misregulationen in der Gen-
expression vorzubeugen, ist ungeklärt. In diesem Hinblick betrifft ein Hauptau-
genmerk dieser Arbeit die funktionelle Analyse des Suppressors Su(var)3-1 (Wust-
mann et al., 1989), der als ein Gegenspieler von Su(var)3-9 identifiziert werden
konnte (Ebert et al., 2004). Su(var)3-1 repräsentiert den bisher stärksten beob-
achteten Suppressoreffekt auf PEV und ist epistatisch über Su(var)3-9. Su(var)3-
1-Mutanten stellen neue, antimorphe Allele der euchromatischen H3-S10-Kinase
JIL-1 dar. Die H3-S10 Phosphorylierung unterliegt in JIL-1Su(var)3-1-Mutanten kei-
ner Veränderung, was andeutet, daß die Kinase-Aktivität von JIL-1Su(var)3-1-Mu-
tanten intakt ist. Gleichwohl ist die Expansion heterochromatischer Bereiche in
sieben verschiedenen PEV-Rearrangements massiv blockiert, was demonstriert,
daß JIL-1Su(var)3-1 eine globale Funktion in der Kontrolle und Ausbreitung hetero-
chromatischer Domänen innehat. Die aufgeführten Daten weisen auf eine dyna-
mische Balance zwischen Heterochromatin und Euchromatin und präsentieren
Su(var)3-1 als eine neue Klasse von Suppressorgenen für PEV, in der antimorphe
Mutationen eines weitestgehend euchromatisch lokalisierten Proteins die Aus-
breitung höhergeordneter Chromatinstrukturen beeinträchtigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Genetische Methoden

2.1.1 Anzucht der Fliegen

Die Anzucht und Haltung von Drosophila melanogaster erfolgte auf einem Stan-
dardmedium (1% Agar, 2.5% Sirup, 3.5% Rosinen, 3% Grieß, 5% Hefe). Zur
Vermeidung von Schimmelbildung bzw. Bakterienwachstum wurde dem Medi-
um 0.1% Nipagin sowie 100 mM Ampicillin zugesetzt. Die Haltung der Stämme
erfolgte bei 18 °C. Kreuzungen wurden im allgemeinen bei einer Temperatur von
25 °C durchgeführt. Kreuzungen, die zur Bestimmung von PEV-Effekten dienten,
wurden hingegen bei 18 °C ausgeführt.

2.1.2 Verwendete Stämme und Stabilisierungschromosomen von
Drosophila melanogaster

Eine detaillierte Beschreibung der verwendeten Mutationen und Stabilisierungs-
chromosomen ist in Lindsley und Zimm (1992) bzw. FLYBASE (2002) aufgeführt.
Die Bezeichnungen der genutzten transgenen Linien sind in Tab. 2.1 verzeichnet.

P-Element-Vektor Bezeichnung Referenz

P{GS.v+hs(cDNASu(var)3-9)EGFP3’} P{c3-9ptn-EGFP} vorl. Arbeit
P{GS.ry+hs(cDNASu(var)3-9)EGFP3’} P{c3-9-EGFP} Schotta et al. (2002)
P{GS.ry+hs(cDNAHP1)EGFP3’} P{cHP1-EGFP} Schotta et al. (2002)
P{ry+.(11.5kbSu(var)3-9)} P{Su(var)3-9} Tschiersch et al. (1994)

Tabelle 2.1: Abkürzungen, die für die Bezeichnung transgener Linien verwendet
werden.
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2.1.3 In vivo-Interaktion von SU(VAR)3-9 und HP1

HP1 und Proteine, die mit HP1 interagieren, werden durch ein chimäres HP1-
Protein, welches die Chromo-Domäne von POLYCOMB enthält (HP1-PC), an eu-
chromatische Bindungsstellen lokalisiert (Platero et al., 1995, 1996). Eine HP1-
PC exprimierende Linie (HP1-PC/CyO GFP) wurde mit P{c3-9-EGFP} gekreuzt.
F1-Larven, die nicht den GFP-Balancer [CyO GFP; Rudolph et al. (1999)] trugen,
wurden 30 min hitzegeschockt und nach Inkubation für 2 h bei 18 °C deren
Speicheldrüsen präpariert.

2.1.4 Generierung von Su(var)2-5, E(z) und Su(var)3-9 Null-Larven

Su(var)2-5 Null-Larven überleben bis zum 3. Larvenstadium und wurden als
GFP-negative Larven in den Nachkommen von CyO GFP/Df(2L)TE128X11 x CyO
GFP/Su(var)2-504 identifiziert. Df(2L)TE128X11 beinhaltet den Su(var)2-5-Locus
(Wustmann et al., 1989).

E(z) Null-Larven (LaJeunesse und Shearn, 1996) sind bis zum 3. Larvenstadi-
um lebensfähig und wurden durch die Kreuzung von y; mwh E(z)5 red e/TM3,
y+ Sb Ser x E(z)15 red/TM3, Sb Ser generiert. Transheterozygote mwh E(z)5 red
e/E(z)15 red Larven wurden anhand ihres red-Phänotyps in den malphigischen
Gefäßen identifiziert.

Für Analysen von Su(var)3-9 Null-Larven wurden die Stämme w; Su(var)3-917

/Su(var)3-917 oder wm4h; Su(var)3-906 e ro /Su(var)3-906 e ro verwendet.

2.1.5 Analyse der Heterochromatinverteilung von SU(VAR)3-9 und
HP1

Su(var)3-9 Null-Larven, die HP1-EGFP exprimieren, wiesen den Genotyp CyO/
P{cHP1-EGFP}; Su(var)3-906 e ro/Su(var)3-906 e ro auf.

Su(var)2-5 Null-Larven, die SU(VAR)3-9-EGFP exprimieren, hatten den Genotyp
Df(2L)TE128X11/Su(var)2-504 ; P{c3-9-EGFP}/TM3.

2.1.6 Genetische Klassifizierung der Su(var)3-9-Mutanten

Zur Einordung der Su(var)3-9-Mutanten in amorphe und hypomorphe Allele wur-
de der Dosiseffekt von Su(var)3-9 genutzt. In Kreuzungen von wm4h; Su(var)3-
9x/TM3 x wm4h; P{ry+.(11.5kbSu(var)3-9)}100E/TM3 wurde der Einfluß der Su
(var)3-9-Allele auf die Reprimierung des white-Gens in der Inversion wm4h mit
einer zusätzlichen Su(var)3-9-Kopie beurteilt. Von jeder Kreuzung wurden jeweils
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ca. 50 Tiere der F1-Generation anhand ihres white-mottled-Phänotyps quantifi-
ziert und in 5 Klassen eingeteilt (1- volle Expression des white-Gens; 5- keine
Expression des white-Gens).

2.1.7 Analyse der Su(var)3-9ptn-Mutante

Das hypermorphe Su(var)3-9ptn-Allel wird durch die Kreuzung von wm4h/wm4h;
Sco/T(2;3)apXa + In(2)Cy, Cy Su(var)3-9s/+ x wm4h/Y; Sco/T(2;3)apXa + In(2)Cy,
Cy Su(var)3-9s/Su(var)3-9ptn aufrechterhalten (Kuhfittig et al., 2001). Die aus ei-
ner Kreuzung von w/w; TM3 GFP[w+] x wm4h/Y; Sco/T(2;3)apXa + In(2)Cy, Cy
Su(var)3-9s/Su(var)3-9ptn erhaltenen TM3 GFP/Su(var)3-9ptn-Männchen wurden
für weitere Analysen entweder mit Wildtyp-, Su(var)3-917/Su(var)3-917-, Su(var)3-
102/Su(var)3-102- oder Su(var)2-504/CyO GFP-Weibchen gekreuzt und das Su(var)
3-9ptn-Allel anhand GFP-negativer Larven identifiziert.

2.1.8 Einfluß von Suv4-20BG00814 auf PEV

Das P-Element P{GT1}BG00814 ist im dritten Exon von Suv4-20 (CG13363) in-
seriert und repräsentiert ein stark hypomorphes Suv4-20-Allel (Suv4-20BG00814).

Für die Analyse eines potentiellen Modifikatoreffektes von Suv4-20 wurde das
PEV-Rearrangement T(2;3)Sbv genutzt (Sinclair et al., 1983). Durch diese Trans-
lokation wird die dominante Mutation Sb1, die in kurze, dicke Borsten resul-
tiert, in die Nähe des Heterochromatins des Chromosoms 2R gebracht. Suv4-
20BG00814/Suv4-20BG00814 sowie Wildtyp-Weibchen, welche als Kontrolle dienten,
wurden mit T(2;3)Sbv, In(3R)Mo, Sb1 sr1/TM3 Ser gekreuzt. 14 definierte Borsten
wurden pro Tier ausgewertet und die Anzahl der Stubble-Borsten in Männchen
und Weibchen der F1-Generation ermittelt.

2.1.9 Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Su(var)3-9 und
Suv4-20

Eine Kombination des amorphen Allels Su(var)3-917 mit der Suv4-20BG00814-Mu-
tante erfolgte durch die Kreuzung von Suv4-20BG00814/Suv4-20BG00814; +/TM2 x
w/Y; Su(var)3-917/Su(var)3-917. Durch weitere Kreuzungsschritte konnten stabile
Stämme folgender Genotypen erhalten werden: Suv4-20BG00814; Su(var)3-917/TM2
oder /TM3C Sb bzw. /TM3 GFP. In keinem dieser Stämme konnten adulte Tiere
erhalten werden, die die Su(var)3-917-Mutation homozygot tragen.
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2.1.10 Blockierung der Heterochromatisierung durch JIL-1Su(var)3-1 in
der Translokation wm258-21

Der Einfluß von JIL-1Su(var)3-1-Mutanten auf die Ausbreitung heterochromatischer
Strukturen wurde mit Hilfe zytologischer Analysen in polytänen Speicheldrüsen-
chromosomen von T(1;4)wm258-21/T(1;4)w70l26.5-Larven (Reuter et al., 1982) un-
tersucht. Resultierend aus der Kreuzung von T(1;4)wm258-21/FM1, y31d wa dm
B; Su(var)3-102 e ro/TM6C Sb x T(1;4)w70l26.5/Y; P{ry+.(11.5kbSu(var)3-9)}96A +
P{ry+.(11.5kbSu(var)3-9)}100E wurden polytäne Speicheldrüsen der Genotypen
T(1;4)wm258-21 /T(1;4)w70l26.5; Su(var)3-102 e ro/P{ry+.(11.5kbSu(var)3-9)}96A + P
{ry+.(11.5kbSu (var)3-9)}100E bzw. T(1;4)wm258-21/T(1;4)w70l26.5; TM6C Sb/P{ry+.
(11.5kbSu(var)3-9)}96A + P{ry+.(11.5kbSu(var)3-9)}100E vergleichend analysiert.
T(1;4)wm258-21/T(1;4)w70l26.5- und T(1;4)w70l26.5/FM1, y31d wa dm B-Larven wur-
den anhand gelber gegenüber weißer malphigischer Gefäße unterschieden.

2.1.11 Untersuchung des Effektes von JIL-1Su(var)3-1 auf
Su(var)3-9-induziertes Gensilencing

Der Suppressoreffekt von Su(var)3-102 bzw. die Auswirkung einer zusätzlichen
Su(var)3-9-Kopie (P{ry+.(11.5kbSu(var)3-9)}46F3) wurden in den PEV-Rearrange-
ments Dp(1;f)γ238 (Le et al., 1995), welches eine variegierte Ausprägung des yel-
low-Gens aufweist, T(2;3)V21ePlacW(92E) (Dorer und Henikoff, 1994), welches
4 PlacW -Elemente in Tandemanordung enthält, resultierend in einer variablen
Reprimierung des mini-white-Markergens, T(2;3)BL1 bzw. Tp(3;Y)BL2 (Lu et al.,
1998), die P[w+, HS-lacZ] Transgensilencing zeigen, sowie T(2;3)Sbv (Sinclair et al.,
1983), was eine variable Inaktivierung des Sb1-Allels aufweist, analysiert. Su
(var)3-102-abhängige Unterdrückung verstärkter Heterochromatisierung infolge
der Gegenwart von zwei Extra-Kopien Su(var)3-9 (P{ry+.(11.5kbSu(var)3-9)}46F3)
wurde in den PEV-Rearrangements In(1)wm4, T(1;4)wm258-21, Dp(1;f)γ238, T(2;3)BL1
bzw. Tp(3;Y)BL2 untersucht. Die Identifizierung der Anwesenheit der Su(var)3-9-
Transgene erfolgte per PCR an einzelnen adulten Fliegen bzw. Larven mit den
Primern 5’gen Suv7-4 (5’-gct ttt ccg aat cac tct cc-3’) und 5’P rev-1 (5’-ttt act
cca gtc aca gct ttg-3’). Die Expressionslevel der Markergene wurden anhand ihres
Phänotyps in 5 Kategorien eingeteilt (1- keine Expression, 5- volle Expression des
jeweiligen Markergens).
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2 Material und Methoden

2.1.12 Herstellung transgener Drosophila-Linien

DNA-Templates, die als flankierende Sequenzen P-Element-Repeats enthalten,
können mit Hilfe einer Transposase in das Genom von Drosophila melanogaster
integriert werden (Rubin und Spradling, 1982). Dabei wird der Transformations-
vektor zusammen mit einer Transposasequelle (pπ25.1-Derivat) in Embryonen
eines Stammes von Drosophila melanogaster injiziert, der eine Mutation für den
entsprechenden Selektionsmarker des Transformationsvektors trägt. Nach Kreu-
zung der überlebenden Tiere mit dem für die Injektion verwendeten Stamm kann
in der Nachkommenschaft auf transgene Tiere selektiert werden, die den Selekti-
onsmarker ausprägen.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Verwendete Plasmide und Bakterienstämme

Zur Plasmidvermehrung wurde der E.coli-Bakterienstamm DH5α (F−, end A1,
hsd R17 (rk− , mk+ ), sup E44, thi-1, I−, rec A1, gyr A96, rel A1, �80d, lacZ ∆M15)
(Gibco/BRL 1987) verwendet.

Für Klonierungen wurden die Vektoren pBluescript II KS(-) (Stratagene) und
pGEM-T (Promega) verwendet. Als Transformationsvektor für Drosophila melano-
gaster wurde der Vektor pP{GS.v+hs EGFP 3’} (Schotta und Reuter, 2000) einge-
setzt.

2.2.2 Molekularbiologische Standardmethoden

Die Präparation von Plasmid-DNA erfolgte nach der Methode der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doley, 1979), Großpräparationen wurden mittels eines Plasmid-
Midipräparationskits (Macherey-Nagel) entsprechend Herstellerangaben durch-
geführt.

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

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

Für PCR-Reaktionen wurden Taq-Polymerase (GibcoBRL) bzw. Pfu-Polymerase
(Stratagene) nach Standardprotokoll (Seiki, 1990) verwendet. Klonierungen von

14
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PCR-Fragmenten erfolgten mit dem pGEM-T Cloning Kit (Promega).

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

Die Auswertung der erhaltenen Sequenzdaten erfolgte mit dem Staden-Package,
Version 2001.0 bzw. GCG-Package, Version 10.2.

2.2.3 DNA-Isolation aus einzelnen Fliegen

Für die Isolation geringer Mengen genomischer DNA aus einzelnen Larven oder
adulten Tieren fand die single fly prep-Methode (Gloor und Engels, 1992) Anwen-
dung.

2.2.4 Inverse PCR

Die Methode der inversen PCR wurde zur Bestimmung des Insertionsorts von P-
Elementen angewendet und erfolgte in Anlehnung an Huang et al. (2000) mit fol-
genden Modifikationen. Die PCR-Reaktionen am Ligationsansatz wurde zunächst
mit den Primern 5’P forw-1 (5’-acc cac ttt aat gat tcg cag-3’) und 5’P rev-1 (5’-ttt
act cca gtc aca gct ttg-3’) für das 5’-Ende des P-Elements bzw. 3’P forw-1 (5’-
ata cta ttc ctt tca ctc gca c-3’) und 3’P rev-1 (5’-tgt cgt att gag tct gag tga g-3’)
für das 3’-Ende des P-Elements vorgenommen. Bei zu geringer Produktausbeute
wurden geschachtelte PCRs mit entsprechenden Primerpaaren für den 5’-Bereich
[5’P forw-2 (5’-acc agt ggg agt aca caa aca g-3’) und 5’P rev-2 (5’-cac aca acc ttt cct
ctc aac-3’)] bzw. den 3’-Bereich [3’P forw-2 (5’-gca tac gtt aag tgg atg tct c-3’) und
3’P rev-2 (5’-tga tta acc ctt agc atg tcc g-3’)] durchgeführt. Die PCR-Produkte wur-
den mit Primern sequenziert, die vom 5’ P-Repeat [Sp1 (5’-aca caa cct ttc ctc tca
aca a-3’)] bzw. 3’ P-Repeat [Pry2mod (5’-atg tct ctt gcc gac ggg acc acc tta tg-3’)] in
Richtung der angrenzenden genomischen DNA orientiert sind. Durch Datenbank-
vergleich der an das P-Element angrenzenden Sequenz mit der Gesamtsequenz
von Drosophila melanogaster konnten die entsprechenden Insertionsstellen iden-
tifiziert werden.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Herstellung von Kernextrakten aus Drosophila-Embryonen

Für die Herstellung von embryonalen Kernextrakten für anschließende Western-
blotanalysen wurde zunächst die Chorionmembran von Embryonen mit Natri-
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umhypochloritlösung (Roth) entfernt. Die dechorionisierten Embryonen wurden
nach dieser Behandlung entweder sofort weiterverarbeitet oder nach Gefrieren in
flüssigem Stickstoff bei -80 °C gelagert. Die Präparation der Kerne erfolgte auf
Eis. Ca. 500 mg Embryonen wurden in IP-Puffer (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 150
mM NaCl, 10 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM NaVO3, 1mM PMSF) suspendiert, in
einem Dounce-Homogenisator aufgeschlossen und durch einen Saccharosegradi-
enten (350 mM Saccharose) für 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Das Kernpellet
wurde in einem entsprechenden Volumen PBS resuspendiert.

2.3.2 Herstellung von Kernextrakten aus Drosophila-Larven

Für die Herstellung von larvalen Kernextrakten für anschließende massenspek-
trometrische Analysen wurden ca. 100 3. Larven des Wildtyps, Su(var)3-9 null
[Su(var)3-917/Su(var)3-917], Su(var)2-5 null [Df(2L)TE128X11 /Su(var)2-504], E(z)
null [E(z)5/E(z)15] und Su(var)3-9ptn [Su(var)3-9ptn/+ und Su(var)3-9ptn/Su(var)3-
917] gesammelt und nach Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bis zur Weiter-
verarbeitung bei -80 °C verwahrt. Die Präparation der Kerne erfolgte auf Eis. Die
Larven wurden in IP-Puffer [20 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA,
1 mM EGTA, 2 mM NaVO3, 1 mM PMSF, 5 mM NaF, 10 mM β-Glycerophosphat,
Protease-Inhibitoren (Roche)] suspendiert, in einem Dounce-Homogenisator auf-
geschlossen und durch einen Saccharosegradienten (350 mM Saccharose, 2 mM
Na3VO4, 5 mM NaF, 10 mM β-Glycerophosphat) für 10 min bei 4000 rpm zentri-
fugiert. Das Kernpellet wurde in einem entsprechenden Volumen PBS resuspen-
diert.

2.3.3 Saure Extraktion von Proteinen aus isolierten Kernen

Um für massenspektrometrische Analysen eine hohe Anreicherung von Histonen
zu erreichen, wurde eine saure Extraktion der isolierten Kerne (siehe 2.3.1 bzw.
2.3.2) vorgenommen. Dazu wurden das aus der Kernextraktion gewonnene Pellet
nicht in PBS sondern in 0.6 N HCl resuspendiert und bei 4 °C für 2 h auf einem
Drehrad inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Überstand mit 10 Vol kaltem
Aceton vesetzt und für 2 h bei -80 °C inkubiert. Nach Zentrifugation wurde das
Pellet in einem entsprechenden Volumen H2O dest. resuspendiert.

2.3.4 Gelelektrophorese von Proteinen

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in diskontinuierlichen SDS-Polyacryl-
amidgelen (Laemmli, 1970). Die Polyacrylamidkonzentration im Sammelgel be-
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trug 5%, im Trenngel 7.5-15% (abhängig vom aufzutrennenden Molekularge-
wichtsbereich). Die Elektrophorese wurde in Laufpuffer (192 mM Glycin, 25 mM
Tris, 0,1% SDS) bei 20 mA für ein Minigel (10x15 cm) durchgeführt. Als Moleku-
largewichtsstandards wurden Proteinleitern von Invitrogen bzw. MBI Fermentas
eingesetzt.

Zur Färbung der Proteine wurden die Gele nach der Elektrophorese in Coo-
massielösung (0.1% Coomassie Brilliant Blue R250 in 40% Methanol, 10% Es-
sigsäure) inkubiert. Die Entfärbung erfolgte durch 20 minütiges Kochen der Gele
in Aqua bidest.

2.3.5 Nachweis von Proteinen im Westernblot

Die Proteine wurden im Anschluß an die Elektrophorese auf eine PVDF-Membran
(Macherey-Nagel) durch Elektro-Blot-Transfer bei 0.8 mA/cm2 für 2 Stunden
transferiert (Blotpuffer: 192 mM Glycin, 25 mM Tris, 20% Methanol). Zur Kon-
trolle der Effizienz des Transfers wurden auf der Membran die Proteine mit Pon-
ceau-S-Lösung (0.2% Ponceau S, 3% Trichloressigsäure, 3% Sulfosalicylsäure)
für 10 Minuten angefärbt und mit Wasser entfärbt.

Die Membran wurde für eine halbe Stunde bei Raumtemperatur in 5% Trocken-
milchpulver (Biorad) bzw. 3% BSA in PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM
Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4; pH 7.4) geblockt. Im Anschluß daran wurden die
primären Antikörper (Tab. 2.2) in 5% Milchpulver oder 3% BSA in PBS verdünnt
zugegeben und entweder 2 Stunden bei Raumtemperatur oder über Nacht bei
4°C inkubiert. Nach 3 x 20 min Waschen in PBST (PBS, 0.2% Tween 20) wurden
die entsprechenden sekundären Peroxidase-gekoppelten Antikörper (Tab. 2.3) in
5% Trockenmilchpulver zugegeben und für 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die
Membran wurde wiederum 3 x 20 min in PBST gewaschen. Danach erfolgte die
Detektion der Peroxidase-gekoppelten Antikörper mit dem ECL- bzw. ECL Plus
System (Amersham Pharmacia Biotech) nach Angaben des Herstellers.

2.4 Immunzytologische Methoden

2.4.1 In vivo-Detektion von EGFP

Aus Larven im dritten Stadium wurden ganze Speicheldrüsen präpariert und in
einem Tropfen PBS + 10% Glycerin auf einen Objektträger überführt. Nach Auf-
legen eines Deckgläschens konnte mit Hilfe eines konfokalen Mikroskopes (LSM
510, Zeiss) die EGFP-Fluoreszenz in Kernen analysiert werden.
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Antikörper Hersteller Verdünnung Westernblot Verdünnung Zytologie

monoclonal GFP Babco 1:1000 1:30
polyclonal GFP Molecular Probes 1:1500 1:75
monoclonal α-Tubulin Sigma 1:20000
monoclonal Lamin (T47) Amersham 1:50 - 1:500
monoclonal β-Gal Sigma 1:50
polyclonal HP1-AK (chromo Peptid) J. Eissenberg 1:7500
polyclonal HP1-AK (Gesamtprotein) J. Eissenberg 1:2000 1:75
polyclonal SU(VAR)3-9 (As285-465) A. Kegel; preink. mit

Su(var)3-917

1:1000 1:50

polyclonal H3-K4 di-methyl Upstate Biotech 1:1000 1:75
polyclonal H3-K9 acetyl Upstate Biotech 1:1000 1:75
polyclonal H3-K9 mono-methyl T. Jenuwein 1:1000 1:50
polyclonal H3-K9 di-methyl T. Jenuwein 1:1000 1:50
polyclonal H3-K9 tri-methyl T. Jenuwein 1:500 1:50
polyclonal H3-S10 phospho Upstate Biotech 1:1000 1:50
polyclonal H3-K14 acetyl Upstate Biotech 1:1000 1:75
polyclonal H3-S10 phospho -K14 acetyl Upstate Biotech 1:1000 1:50
polyclonal H3-K27 mono-methyl T. Jenuwein 1:50
polyclonal H3-K27 di-methyl T. Jenuwein 1:50
polyclonal H3-K27 tri-methyl T. Jenuwein 1:50
polyclonal H4-K20 mono-methyl Upstate Biotech 1:50
polyclonal H4-K20 di-methyl Upstate Biotech 1:50
polyclonal H4-K20 tri-methyl Abcam 1:50
polyclonal H4A/H4-S1 phospho Upstate Biotech 1:50
polyclonal H2Av R. L. Glaser 1:50
polyclonal CID S. Henikoff 1:25
polyclonal MOF A. Akhtar 1:50
polyclonal JIL-1 K. Johansen 1:50

Tabelle 2.2: Verwendete primäre Antikörper für biochemische und immunzytologische Analysen
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Antikörper Hersteller Verdünnung
Westernblot

Verdünnung
Zytologie

Goat Anti-mouse-Peroxidase Jackson
ImmunoRes

1:2000

Goat Anti-rabbit-Peroxidase Jackson
ImmunoRes

1:5000

Goat Anti-mouse-Alexa 488 Molecular
Probes

1:50 - 1:200

Goat Anti-rabbit-Alexa 488 Molecular
Probes

1:50 - 1:200

Goat Anti-mouse-FITC Jackson
ImmunoRes

1:50 - 1:200

Goat Anti-rabbit-FITC Jackson
ImmunoRes

1:50 - 1:200

Goat Anti-mouse-TR Jackson
ImmunoRes

1:50 - 1:200

Goat Anti-rabbit-TR Jackson
ImmunoRes

1:50 - 1:200

Tabelle 2.3: Verwendete sekundäre Antikörper für biochemische und immunzy-
tologische Analysen

Für die Konfokalmikroskopie wurde ein invertiertes Carl-Zeiss LSM 510 Mikro-
skop mit einem Plan Apo 63 x N.A. 1.2 Wasser-Immersionsobjektiv benutzt. Zur
Analyse von EGFP wurde eine Anregungswellenlänge von 488 nm verwendet und
die Fluoreszenz nach einem 505-550 nm Bandpass-Filter mittels Photomultiplier
detektiert.

2.4.2 Enzymatischer Assay für lacZ-Expression

Zur Untersuchung der lacZ -Expression des Konstrukts P[w+ HS-lacZ] in den bei-
den PEV-Rearrangements In(3L)BL1 und Tp(3;Y)BL2 in Speicheldrüsen dritter
Larven (Lu et al., 1996) wurden Larven für 30 min bei 37 °C hitzegeschockt und
nach 30 minütiger Inkubation bei 18 °C die Speicheldrüsen in PBS präpariert.
Nach einer Fixierung in 5% Formaldehyd/PBS für 2 min wurden sie kurz in
PBS gewaschen und über Nacht in eine X-Gal-Färbelösung (3.1 mM Kaliumfer-
rizyanid, 3.1 mM Kaliumferrocyanid, 10 mM Natriumphosphat, pH 6.8, 0.15 M
NaCl, 1 mM MgCl2, 10% DMSO und 0.1% X-Gal) überführt. Nach einem er-
neuten Waschschritt in PBS wurden die Speicheldrüsen in 90% Glycerin/PBS
eingebettet und mit einer CCD-Kamera an einem Zeiss Axioskop im Differenzial-
Interferenzkontrast-Modus dokumentiert.
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2.4.3 Immunmarkierung von Polytänchromosomen

Für Präparation von polytänen Speicheldrüsenchromosomen wurde die Metho-
de von Silver und Elgin (1978) wie folgt modifiziert. Speicheldrüsen aus Lar-
ven im dritten Stadium wurden in einer 0.7% NaCl-Lösung präpariert und in
Fixierlösung (45% Essigsäure, 2% Formaldehyd) 10 min inkubiert. Nach dem
Spreiten der Chromosomen wurde der Objektträger bis zur Antikörperfärbung in
PBS bei 4 °C aufbewahrt.

Für Immunmarkierungen mit anti-Histon-Antikörpern bzw. SU(VAR)3-9-Anti-
körper erfolgte die Präparation von polytänen Speicheldrüsenchromosomen nach
Alfageme et al. (1980) mit folgenden Modifikationen. Larven im dritten Stadium
wurden in 0.7% NaCl, 0.5% NP-40 präpariert, für 2 min in 2% Formaldehyd, 1%
Triton X-100 fixiert und nach einer Inkubation für 3 min in 45% Essigsäure,
2% Formaldehyd gespreitet. Die verwendeten Lösungen wurden ca. alle 3 h neu
hergestellt und während des Gebrauchs auf Eis gelagert.

Die Antikörpermarkierung erfolgte mit fluoreszenzmarkierten sekundären An-
tikörpern (Tab. 2.3). Die primären Antikörper (Tab. 2.2) wurden mit dem ent-
sprechenden Präparat in PBST (PBS, 0.2% Tween 20), 5 % Trockenmilchpulver
(Biorad) bzw. 3% BSA über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach drei Waschschritten
in PBST für jeweils 5 min wurden die Präparate mit den sekundären Antikörpern
in PBST, 5 % Trockenmilchpulver, 10 % Ziegenserum (Sigma) für 2 h bei 37 °C
in einer Feuchtkammer inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten in PBST
für jeweils 5 min erfolgte die Färbung der DNA entweder mit DAPI, Propidiu-
miodid oder TOTO-3 (Molecular Probes). Nach Waschen in PBST für 5 min wurden
die Präparate getrocknet, anschließend in Vectashield Mounting Medium (Vector
Laboratories) eingebettet und mit Nagellack verschlossen. Die Auswertung der
Immunmarkierung wurde mit einem Konfokalmikroskop (LSM 510; Zeiss) unter
Nutzung der Standardfiltersätze für DAPI, Alexa 488, FITC, TR, Propidiumiodid
und TOTO-3 durchgeführt.

2.4.4 Immunmarkierung von Embryonen

Für die Immunmarkierung von Drosophila-Embryonen wurde die Methode nach
Mitchison und Sedat (1983) wie folgt modifiziert: Die gesammelten Embryonen
wurden nach der Dechorionisierung in 1 ml eines 1:1-Gemischs aus n-Heptan
und 3.7% Formaldehyd in PBS gegeben und 15 min auf einem Drehrad fixiert.
Die wäßrige Phase wurde abgenommen und die Embryonen durch Zugabe von
1 ml Methanol und anschließendes kräftiges Schütteln devitellinisiert. Nach fünf
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weiteren Methanolwaschschritten wurden die Embryonen entweder bei -20 °C
in Methanol eingefroren oder der Antikörperfärbung unterzogen. Zunächst wur-
de das Methanol durch 3 Waschschritte in PBST (PBS, 0.2% Tween 20) entfernt
und die Embryonen durch Inkubation mit 10% Ziegenserum (Sigma) in PBST
für mindestens 2 h rehydriert. Der primäre Antikörper (Tab. 2.2) wurde über
Nacht bei 4 °C in 10% Ziegenserum in PBST mit den Embryonen auf einem
Drehrad inkubiert. Nach 3 Waschschritten in PBST wurde der sekundäre An-
tikörper (Tab. 2.3) gleichzeitig mit einer RNaseA-Behandlung (40µg/ml; nur im
Fall einer DNA-Färbung mit Propidiumiodid notwendig) bei Raumtemperatur in
10% Ziegenserum in PBST für 2 h inkubiert. Nach wiederum 3 Waschschrit-
ten in PBST erfolgte eine DNA-Färbung mit Propidiumiodid (5 µg/ml) oder DAPI
(0.5 µg/ml) und nach erneutem Waschen in PBST wurden die Embryonen in
Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories) eingebettet. Die Immunmar-
kierungen wurden am konfokalen Mikroskop (LSM 510; Zeiss) unter Nutzung der
entsprechenden Filterkombinationen ausgewertet.

2.4.5 Immunmarkierung von Ovarien

Die Präparation und Fixierung von Ovarien erfolgte in Anlehnung an Theurkauf
und Hawley (1992) und wurde wie folgt modifiziert. Ovarien 4 Tage alter Weibchen
wurden in 0.7% NaCl präpariert und in 5% Formaldehyd auf einem Drehrad fi-
xiert. Nach Waschen in PBST wurden die Ovarien für ca. 30 sek in Methanol
geschwenkt, mehrmals kurz in PBST gewaschen und anschließend für 2 h in
PBST auf einem Drehrad rehydriert. Der primäre Antikörper (Tab. 2.2) wurde
über Nacht bei 4 °C in 10% Ziegenserum in PBST mit den Ovarien auf einem
Drehrad inkubiert. Nach 3 Waschschritten in PBST wurde der sekundäre An-
tikörper (Tab. 2.3) bei Raumtemperatur in 10% Ziegenserum in PBST für 2 h in-
kubiert. Nach wiederum 3 Waschschritten in PBST erfolgte eine DNA-Färbung mit
Propidiumiodid (5 µg/ml) oder DAPI (0.5 µg/ml) und nach erneutem Waschen in
PBST wurden die Ovariolen vorsichtig unter Zuhilfenahme von Präpariernadeln
auf einem Objektträger vereinzelt und in Vectashield Mounting Medium (Vec-
tor Laboratories) eingebettet. Die Auswertung der Immunmarkierung erfolgte am
konfokalen Mikroskop (LSM 510; Zeiss) unter Nutzung der entsprechenden Fil-
terkombinationen.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Funktion von Su(var)3-9 im heterochromatischen
Gensilencing erfolgt Dosis-abhängig

Das Su(var)3-9-Gen stellt einen der stärksten dominanten Suppressoren des PEV-
Modellsystems In(1)wm4h dar. Der Ausfall einer Kopie von Su(var)3-9 bewirkt den
Verlust der Reprimierung des white-Gens [Tschiersch et al. (1994); Abb. 3.1]. Eine
zusätzliche Kopie von Su(var)3-9 verursacht hingegen verstärktes Gensilencing,
den sogenanten Triplo-Enhancereffekt, sichtbar an der nahezu kompletten Inak-
tivierung des white-Gens [Tschiersch et al. (1994); Abb. 3.1]. Erhöht man durch
weitere genomische Kopien die Dosis von Su(var)3-9, führt das zu einer weiteren
Ausbreitung (Spreading) des Heterochromatins auf normalerweise euchromati-
sche Regionen, erkennbar an der teilweisen bzw. vollständigen Inaktivierung des
ca. 180 kb distal lokalisierten roughest-Gens (Abb. 3.1). Aus diesen Beobach-
tungen kann man schließen, daß SU(VAR)3-9 eine zentrale Komponente bei der
Etablierung höhergeordneter Chromatinstrukturen darstellt.

3.2 SU(VAR)3-9 ist wichtig für eine korrekte
Chromosomensegregation während der frühen
Embryonalentwicklung

3.2.1 SU(VAR)3-9 ist ein maternales Protein

SU(VAR)3-9 ist ein Kernprotein. Transgene Linien, die den Su(var)3-9-Locus in-
klusive des endogenen Promotors, fusioniert mit EGFP, exprimieren, zeigen in
Speicheldrüsenkernen eine EGFP-Fluoreszenz innerhalb des perizentrischen He-
terochromatins (Schotta und Reuter, 2000). Mit Hilfe eines polyklonalen An-
tikörpers, der das SU(VAR)3-9-Protein detektiert (Kegel, 1999), ist es möglich,
die Verteilung von SU(VAR)3-9 während der Drosophila-Entwicklung zu doku-
mentieren. Das SU(VAR)3-9-Antikörperserum weist jedoch Kreuzreaktivitäten mit
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Abbildung 3.1: Dosis-Abhängigkeit von Su(var)3-9. Verlust einer funktionel-
len Kopie von Su(var)3-9 im Null-Allel Su(var)3-917 führt zu einem dominan-
ten Suppressoreffekt auf die Inversion wm4h. Zusätzliche genomische Kopien
[P{Su(var)3-9}] zeigen verstärktes Gensilencing, sichtbar an der individuellen
Inaktivierung der Markergene white (w) bzw. roughest (rst). Das Ausmaß der
Heterochromatisierung wird durch Pfeile verdeutlicht. Das Schema zeigt das
In(1)wm4h-Rearrangement. Balken- Heterochromatin; Strich- Euchromatin; Bp-
proximaler Bruchpunkt (nicht maßstabsgetreu).

anderen Proteinen auf (Kegel, 1999). Da jedoch Su(var)3-9 Null-Mutanten ho-
mozygot lebensfähig sind, besteht die Möglichkeit, den Antikörper an Su(var)3-9
Null-Embryonen zu reinigen. Unspezifische Proteinassoziationen werden auf die-
se Weise gebunden. Nach dieser Reinigung detektiert der SU(VAR)3-9-Antikörper
im Westernblot von embryonalen Kernextrakten ausschließlich das SU(VAR)3-9-
Protein (Abb. 3.2). Demgegenüber sind im Westernblot von embryonalen Kernex-
trakten der Su(var)3-9 Null-Mutanten keine Antikörpersignale nachweisbar, was
die Spezifität des SU(VAR)3-9-Antikörpers bestätigt (Abb. 3.2).

Nach der Befruchtung erfolgt die frühe Embryonalentwicklung in Drosophila
melanogaster in 13 schnellen und synchronen Kernteilungen in einem Syncyti-
um (Foe und Alberts, 1983). Während des Syncytiums ist SU(VAR)3-9 bereits im
4 Zell-Stadium (Zyklus 2) prominent im Interphasekern nachweisbar (Abb. 3.3A).
Hohe Proteinkonzentrationen von SU(VAR)3-9 sind in Interphasekernen während
der gesamten syncytialen Kernteilungen (Zyklen 1-13) zu verzeichnen (Abb. 3.3A;
stellvertretend ist Zyklus 8 dargestellt). Demgegenüber ist SU(VAR)3-9 im Zu-
ge der Kernteilung ausschließlich zerstreut um die segregierenden mitotischen
Chromosomen nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Diese Besonderheit bezüglich
der Chromosomenassoziation in Embryonen wurde bereits für die mit SU(VAR)3-
9 interagierenden Proteine HP1 (Kellum et al., 1995) und SU(VAR)3-7 (Cleard
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HP1

SU(VAR)3−9

Su(var)3−9Wildtyp
null

Abbildung 3.2: Westernblot aus Kernextrakten von Wildtyp- bzw. Su(var)3-9
Null-Embryonen. Gleiche Mengen Kernextrakt von 0-12 h alten Wildtyp- bzw.
homozygoten Su(var)3-9 Null-Embryonen wurden auf zwei Westernblots aufge-
tragen und mit SU(VAR)3-9-Antikörper (obere Reihe) und HP1-Antikörper (un-
tere Reihe; Ladekontrolle) markiert.

et al., 1997) beschrieben. Da die früheste zygotische Expression in Embryonen
nicht vor Zyklus 10 erfolgt (Edgar und Schubiger, 1986), kann man davon aus-
gehen, daß es sich bei SU(VAR)3-9 um ein maternal bereitgestelltes Genprodukt
handelt. SU(VAR)3-9 ist darüberhinaus prominent in den Keimbahnzellen (Pol-
zellen) nachweisbar (Abb. 3.3A, Pfeile). Erreicht der Embryo nach Zyklus 14
das zelluläre Blastoderm, ist innerhalb der Kerne eine deutliche Akkumulation
von SU(VAR)3-9 in bestimmten Regionen zu erkennen, die mit Arealen dichter
DNA-Färbung kolokalisieren (Abb. 3.3A). Es konnte gezeigt werden, daß diese
Regionen perizentrischem Heterochromatin entsprechen (Foe und Alberts, 1983;
Hiraoka et al., 1990). Während der Gastrulation bzw. in späteren embryonalen
Stadien ist SU(VAR)3-9 ebenfalls mit heterochromatischen Regionen assoziiert,
wenngleich die detektierten Proteinlevel geringer sind (Abb. 3.3A). In Su(var)3-9
Null-Embryonen aller Stadien sind wiederum mittels SU(VAR)3-9-Antikörper kei-
ne Antikörpersignale detektierbar (Abb. 3.3B).

3.2.2 Verlust von SU(VAR)3-9 führt zu Segregationsdefekten in frühen
Embryonen

Su(var)3-9 ist kein essentielles Gen, da amorphe Su(var)3-9-Mutanten homozygot
bzw. transheterozygot lebensfähig sind (Tschiersch et al., 1994). Nichtsdestotrotz
deutet die hohe Konzentration des SU(VAR)3-9-Proteins während der syncytialen
Kernteilungen eine bedeutende Funktion in der frühen Embryonalentwicklung
an. Um Einblicke in eine solche mögliche Funktion von SU(VAR)3-9 zu erhal-
ten, wurde die Embryonalentwicklung in Su(var)3-9 Null-Mutanten analysiert.
Dabei wurden zunächst transheterozygote Embryonen der Su(var)3-9 Null-Allele
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Abbildung 3.3: Verteilung von SU(VAR)3-9 während der frühen Embryonalent-
wicklung. (A) Nachweis des SU(VAR)3-9-Proteins mittels eines SU(VAR)3-9-
spezifischen Antikörpers während Syncytium, zellulärem Blastoderm (Pfeile
deuten auf Polzellen) und Gastrulation in Wildtypembryonen. (B) Immunmar-
kierung von Su(var)3-9 Null-Embryonen mit dem SU(VAR)3-9-Antikörper. DNA-
Färbung mit Propidiumiodid.
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Su(var)3-906 und Su(var)3-917 (Tschiersch et al., 1994) analysiert, um den Einfluß
eventueller Zweit-Mutationen (second-site mutations) auszuschließen. Weibchen,
die auf diese Weise kein funktionelles SU(VAR)3-9-Protein zur Verfügung haben,
produzieren Embryonen, die zu einem großen Anteil während der Embryonalent-
wicklung sterben. Färbt man Su(var)3-9 Null-Embryonen mit Propidiumiodid, um
die DNA sichtbar zu machen und vergleicht diese mit Wildtypembryonen gleicher
Entwicklungsstadien, werden massive Defekte während der frühen syncytialen
Kernteilungen erkennbar (Abb. 3.4). Su(var)3-9 Null-Embryonen zeigen eine un-
gleichmäßige Verteilung der Kerne an der Oberfläche der Embryonen und Verlust
der Synchronität während der Kernteilung. Die beobachteten Segregationsdefek-
te führen zu Kernfragmentierung und teilweiser Auflösung der Chromatinstruk-
tur (Abb. 3.4). Die Chromosomendefekte treten dabei zu verschiedenen Zeitpunk-
ten während des Syncytiums auf. Diese Daten legen nahe, daß SU(VAR)3-9 eine
wesentliche Funktion während der frühen Embryonalentwicklung ausübt und
der Verlust des SU(VAR)3-9-Proteins zum Zerfall der Kern- bzw. Chromatinstruk-
tur führt.

3.2.3 Maternal bereitgestelltes SU(VAR)3-9 ist erforderlich für eine
korrekte Embryonalentwicklung

Um zu dokumentieren, welches Ausmaß der Verlust des SU(VAR)3-9-Proteins auf
die Embryonalentwicklung hat, wurden Eiablagen verschiedener Kreuzungen, in
denen Su(var)3-9 Null-Mutanten entweder maternaler oder paternaler Herkunft
sind, analysiert und die Frequenz embryonaler Letalität ermittelt (Abb. 3.5). Bei
Wildtypembryonen beträgt die Schlupfrate der Larven ca. 92% (Abb. 3.5). Bei
Embryonen, die aus einer Kreuzung heterozygoter Su(var)3-9 Null-Allele resul-
tieren, schlüpfen ca. 83% der analysierten Larven, demnach nicht wesentlich
weniger als im Fall der Wildtypkreuzung (Abb. 3.5). Aus Embryonen einer Kreu-
zung transheterozygoter Su(var)3-9 Null-Mutanten-Weibchen schlüpfen lediglich
in ca. 41% der Fälle Larven. Diese signifikante Reduktion der Lebensfähigkeit
kann durch eine paternale Su(var)3-9-Wildtypkopie nicht ausgeglichen werden
(Abb. 3.5). Untersucht man den umgekehrten Fall in einer Kreuzung von Wildtyp-
weibchen mit Männchen, die transheterozygot Su(var)3-9 Null-Mutanten tragen,
schlüpfen aus ca. 85% der untersuchten Embryonen Larven (Abb. 3.5). Diese
Ergebnisse belegen, daß allein der Verlust des maternal zugefügten SU(VAR)3-9-
Proteins die Segregationsdefekte in den frühen syncytialen Kernteilungen und
somit die stark reduzierte Lebensfähigkeit der Embryonen verursacht. Kreuzt
man Su(var)3-9 Null-Mutanten-Weibchen, die zusätzlich heterozygot eine trans-
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Abbildung 3.4: Segregationsdefekte während der syncytialen Kernteilungen
in Su(var)3-9 Null-Mutanten. (A) Wildtypembryonen und transheterozygote
Su(var)3-9 Null-Embryonen [Su(var)3-906/Su(var)3-917] wurden mit Propidium-
iodid gefärbt, um die DNA sichtbar zu machen. Während in Wildtypembryo-
nen eine regelmäßige Verteilung der Kerne zu verzeichnen ist (obere Reihe),
weisen viele Su(var)3-9 Null-Embryonen ein dramatisch ungleichmäßiges Ver-
teilungsmuster der Kerne auf (untere beiden Reihen). Durch Defekte während
der Chromosomensegregation sind verschiedene Variationen der Fragmentie-
rung von Kernen zu beobachten. Das Insert zeigt eine Ausschnittsvergrößerung
des dargestellten Embryos. (B) Transheterozygote Su(var)3-9 Null-Embryonen
[Su(var)3-906/Su(var)3-917]. Die obere Reihe zeigt den gesamten Embryo, die
untere Reihe eine Vergrößerung der Kerne. Die Markierung der DNA erfolgte
mit Propidiumiodid (rot), Immunmarkierung mit einem Lamin-Antikörper zeigt
die Kernlamina (grün). Die Chromatinstruktur ist nahezu aufgelöst, Chroma-
tinreste erscheinen durch die DNA-Färbung als vereinzelte helle Punkte, die in
einigen Fällen noch von einer Kernlamina umgeben sind (Überlagerung).
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gene Su(var)3-9-Wildtypkopie tragen [P{Su(var)3-9}/ Su(var)3-906], mit Wildtyp-
Männchen, erhöht sich die Schlupfrate der Larven in geringem Maße um ca.
18%, von 42% auf 58% (Abb. 3.5). Da in diesem Konstrukt Su(var)3-9 mit EGFP
fusioniert ist, ist es möglich, in vivo die EGFP-Fluoreszenz in Embryonen zu de-
tektieren. Tatsächlich ist während der syncytialen Kernteilungen vor dem Zy-
klus 10 in Embryonen dieses Genotypes das maternale Genprodukt anhand der
EGFP-Fluoreszenz schwach nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Daß die Mutan-
tenrettung durch die transgene Su(var)3-9-Kopie nur partiell erfolgt, ist dadurch
zu erklären, daß die Bereitstellung des maternalen Genproduktes im Embryo aus
dem heterozygoten P{Su(var)3-9}-Allel aufgrund von euchromatischen Positions-
effekten nicht im vollem Maße erfolgt. Grundlage dieser Annahme ist die Tat-
sache, daß die verwendete P{Su(var)3-9}-Linie nur partiell den Suppressoreffekt
einer Su(var)3-9-Mutante ausgleichen kann (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.5: Maternal zugeführtes SU(VAR)3-9 ist erforderlich für eine kor-
rekte Embryonalentwicklung. Es wurde die Prozentzahl geschlüpfter Lar-
ven bei maternal bzw. paternal eingekreuzten Su(var)3-9 Mutanten ermittelt.
Embryonen, denen die maternale SU(VAR)3-9-Komponente fehlt, weisen ei-
ne signifikante embryonale Letalität auf, die von einer paternalen Su(var)3-
9-Wildtypkopie nicht ausgeglichen werden kann. Maternale Genprodukte hy-
pomorpher Su(var)3-9-Mutanten [Su(var)3-913 und Su(var)3-925] sind ausrei-
chend, um eine dem Wildtyp vergleichbare Embryonalentwicklung zu garantie-
ren.
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Für den Su(var)3-9-Locus konnten insgesamt 33 Allele identifiziert und mole-
kular charakterisiert werden (Tschiersch et al., 1994; Schotta, 2002; Ebert et al.,
2004). Basierend auf das Vermögen von Su(var)3-9, die Expression des white-
Gens in dem PEV-Rearrangement In(1)wm4h zu unterdrücken, ist es möglich, die
Su(var)3-9-Mutanten, die als dominante Suppressoren auf PEV selektiert wurden,
in Abhängigkeit von der Stärke des Su(var)-Effektes in amorphe bzw. hypomor-
phe Allele einzuordnen (auf die Charakterisierung der Allele wird in den Kapiteln
3.5.1 und 3.5.2 näher eingegangen). Auf diese Weise konnten die Allele Su(var)3-
913 und Su(var)3-925 als hypomorphe Su(var)3-9-Mutanten eingestuft werden.

Um sicher nachweisen zu können, daß die beobachteten Segregationsdefekte
während der frühen Embryonalentwicklung tatsächlich ausschließlich aus dem
Verlust des maternalen SU(VAR)3-9-Proteins resultieren, wurden Tiere, die trans-
heterozygot Su(var)3-9 Null-Mutationen aus unterschiedlichen genetischen Hin-
tergründen tragen (Schotta, 2002), miteinander gekreuzt. In den analysierten Ei-
ablagen schlüpfen aus 18% bzw. 7% der Embryonen Larven (Daten nicht gezeigt).
Eine dramatische Erhöhung der Lebensfähigkeit der Embryonen ist dagegen zu
verzeichnen, wenn Weibchen analysiert werden, die heterozygot oder transhe-
terozygot hypomorphe Su(var)3-9-Allele tragen (Abb. 3.5). Die reduzierte Aktivität
dieser hypomorphen Su(var)3-9-Mutanten ist offenbar ausreichend, um die Funk-
tion von SU(VAR)3-9 während der syncytialen Kernteilungen abzusichern. Da der
Effekt des maternalen Phänotyps nicht 100% penetrant ist, das heißt, nicht alle
Embryonen sterben, die kein maternal zugeführtes SU(VAR)3-9-Protein aufwei-
sen, muß es andere maternale Genprodukte geben, die redundante Funktionen
ausüben und aufgrunddessen die syncytialen Kernteilungen in einigen Embryo-
nen korrekt erfolgen können.

Die SET-Domäne von SU(VAR)3-9 weist eine Methyltransferaseaktivität, spezi-
fisch für die Position Lysin 9 im Histon H3 (H3-K9), auf (Czermin et al., 2001;
Schotta et al., 2002). Deshalb liegt die Vermutung nahe, daß diese spezifische
Histon-Modifizierung eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung spielt. Tat-
sächlich konnte in Westernblotanalysen von 0-4 h alten Wildtypembryonen mit
Hilfe eines H3-K9-dimethyl-Antikörpers eine signifikante H3-K9 di-Methylierung
nachgewiesen werden, die in Su(var)3-9 Null-Embryonen gleichen Alters massiv
reduziert ist (Abb. 3.6A). Ebendiese reduzierte H3-K9 di-Methylierung läßt die
Vermutung zu, daß mindestens eine weitere Histonmethyltransferase mit enzy-
matischer Aktivität für H3-K9 als maternales Genprodukt im Embryo vorliegt.
Diese ”Rest”-Methylierung der H3-K9-Position könnte demzufolge die korrekte
Segregation der Chromosomen einiger Embryonen während der frühen Embryo-
nalentwicklung gewährleisten.
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Abbildung 3.6: Su(var)3-9-abhängige Änderung kovalenter Histon-
Modifikationen. (A) Gleiche Mengen Kernextrakt von 0-4 h alten Wildtyp-
bzw. homozygoten Su(var)3-9 Null-Embryonen wurden für zwei Western-
blots verwendet und (von oben nach unten) mit H3-K9 dimethyl-Antikörper,
HP1-Antikörper bzw. α-Tubulin-Antikörper (zur Quantifizierung) markiert.
(B) Gleiche Mengen Kernextrakt von 0-4 h alten Wildtyp- bzw. homozygoten
Su(var)3-9 Null-Embryonen wurden für Westernblots benutzt und (von oben
nach unten) mit HP1-, H3-K4 di-methyl-, H3-K9 di-methyl-, H3K9 acetyl-,
H3-S10 phospho- und H3-S10 phospho + H3-K14 acetyl- Antikörper markiert.

30



3 Ergebnisse

Es ist bekannt, daß H3-K9-Methylierung andere Modifikationen benachbar-
ter Aminosäuren des N-Terminus von Histon H3, wie beispielsweise Acetylie-
rung und Phosphorylierung, beeinflussen kann (Peters et al., 2001). Die Set9-
vermittelte Methylierung von H3-K4 beispielsweise, verhindert die Bindung des
NuRD-Komplexes und unterstützt damit die Aktivierung der Transkription (No-
ma et al., 2001; Nishioka et al., 2002a). Darüberhinaus beeinträchtigt diese Mo-
difizierung Suv39h1-abhängige, aber nicht G9a-abhängige H3-K9-Methylierung
(Nishioka et al., 2002a). Die Methylierung von H3-K4 sowie die Acetylierung
von H3-K9 ist in G9a-defizienten Mäusen, aufgrund der reduzierten H3-K9 di-
Methylierung, stark erhöht (Tachibana et al., 2002). Methyliertes H3-K9 kann in
vitro die Phosphorylierung von H3-S10 durch die Ipl1/aurora-Kinase (Rea et al.,
2000) beeinflussen. H3-S10 Phosphorylierung wiederum erleichtert die Acetylie-
rung von H3-K14 durch die Acetyltransferase GCN5 (Cheung et al., 2000). Auf-
grund dieser Fakten bezüglich der Abhängigkeiten und gegenseitigen Beeinflus-
sung der aufgeführten Histon-Modifikationen sowie deren Auswirkung auf den
Chromatinstatus, wurden der Methylierungsstatus von H3-K4, die Acetylierungs-
Level von H3-K9 und H3-K14 und der Phosphorylierungsstatus von H3-S10 in
Su(var)3-9 Null-Embryonen (0-4h) mittels Westernblotanalysen untersucht. Die
Level der H3-K4 di-Methylierung und H3-K9 Acetylierung zeigen sich in Su(var)3-
9 Null-Embryonen unbeeinflußt (Abb. 3.6B). Demgegenüber ist eine massive Er-
höhung der H3-S10 Phosphorylierung erkennbar (Abb. 3.6B). Darüberhinaus
ist unter Verwendung eines Antikörpers, der neben der H3-S10 Phosphorylie-
rung auch die H3-K14 Acetylierung erkennt, im Westernblot ein verstärktes Si-
gnal nachweisbar, was für eine hochgradige Erhöhung beider Modifikationen in
Su(var)3-9 Null-Embryonen spricht (Abb. 3.6B). Diese Analysen bezüglich weite-
rer Histon-Modifikationen im Histon H3 dokumentieren eine tiefgreifende Änder-
ung des Chromatinzustandes in Su(var)3-9 Null-Embryonen.

3.2.4 Der Verlust von SU(VAR)3-9 führt zu Defekten in Ovarien

Die syncytialen Kernteilungen der frühen Embryonalentwicklung sind gänzlich
abhängig von mRNA-Transkripten und Proteinen, die während der Oogenese in
die Oocyte gegeben werden (Edgar und Schubiger, 1986). Da Su(var)3-9 Null-
Mutanten einen starken maternalen Effekt aufweisen und SU(VAR)3-9 in Nährzel-
len und Follikelzellen aller Oogenesestadien nachweisbar ist (Schotta, 2002), liegt
die Vermutung nahe, daß Su(var)3-9 ebenfalls eine Funktion während der Ooge-
nese ausübt. Aus diesem Grund wurden Ovarien transheterozygoter Su(var)3-9
Null-Mutanten präpariert und im Vergleich mit Ovarien von Wildtypweibchen
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analysiert. Dabei konnte festgestellt werden, daß in Ovarien aller untersuch-
ten Mutantenweibchen, nicht jedoch der Wildtypweibchen, einzelne Eikammern
nachweisbar sind, die degeneriert vorliegen (Abb. 3.7; Pfeile). Die Eikammern zei-
gen eine starke Degeneration der Nährzellen. Aus diesen Daten kann man folgern,
daß SU(VAR)3-9 bereits während der Oogenese eine Rolle spielt. Ob es sich bei
den beobachteten Defekten um apoptotische Prozesse handelt, bleibt zu unter-
suchen.

DNA +

DNA +DNA

DNA α−Lamin

α−Lamin

A

B

Wildtyp

nullSu(var)3−9

Abbildung 3.7: Defekte während der Oogenese in Su(var)3-9 Null-Mutanten. Ova-
rien von Wildtypweibchen zeigen eine normale Oogenese (A), während einige Ei-
kammern transheterozygoter Su(var)3-9 Null-Mutanten-Weibchen degeneriert
sind (Pfeile) (B). DNA-Färbung mit Propidiumiodid (rot). Immunmarkierung mit
einem Lamin-Antikörper zeigt die Kernlamina von Nährzellen, Follikelzellen
und Oocyten-Zellkern (grün).

Um festzustellen, ob die teilweise gestörte Ovarienentwicklung in Su(var)3-9
Null-Mutanten mit einer reduzierten H3-K9-Methylierung einhergeht, wurden
Ovarien von Wildtyp- bzw. Su(var)3-9 Null-Mutanten präpariert und mittels H3-
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K9 di-methyl-Antikörper vergleichend analysiert. In Wildtyp-Ovarien ist die H3-
K9 di-Methylierung prominent im Oocyten-Zellkern und in den Follikelzellen, hier
in einem einzelnen, DAPI-intensiven Bereich, nachweisbar (Abb. 3.8). Außerdem
ist eine Markierung der polyploiden Nährzellen sichtbar. Gleichwohl ist in Ova-
rien von Su(var)3-9 Null-Mutanten keine signifikante Reduzierung der H3-K9 di-
Methylierung, weder im Oocytenzellkern noch in den Nährzellen zu verzeichnen
(Abb. 3.8). Allein eine schwache Reduktion der H3-K9 di-Methylierung in den,
zum somatischen Gewebe gehörenden, Follikelzellen ist nachweisbar (Abb. 3.8).

Dieses überraschende Ergebnis deutet an, daß es während der Oogenese an-
dere, H3-K9-spezifische HMTasen geben muß, die den Großteil der H3-K9-Me-
thylierung ausführen. Aufgrund der Präsenz des SU(VAR)3-9-Proteins während
der Oogenese sowie dem Auftreten von Defekten in Ovarien von Su(var)3-9 Null-
Mutanten, scheint SU(VAR)3-9 in diesem speziellen Entwicklungsstadium eine
andere, momentan unbekannte Funktion auszuüben.

H3−K9 di−methα−DNA + H3−K9 di−methα− H3−K9 di−methα−DNA + H3−K9 di−methα−

Wildtyp Su(var)3−9

Follikelzellen FollikelzellenOozyten−Zellkern Oozyten−Zellkern

null

Abbildung 3.8: Immunmarkierung von Wildtyp- und Su(var)3-9 Null-Mutanten-
Weibchen mit einem H3-K9 di-methyl-Antikörper. Die obere Reihe zeigt gan-
ze Eikammern, die untere Reihe Ausschnittsvergrößerungen von Follikelzel-
len (Überlagerung der DNA- und Antikörpermarkierung) und Oocytenzell-
kern (links: Überlagerung der DNA- und Antikörpermarkierung; rechts: An-
tikörpermarkierung). DNA-Färbung mit DAPI (rot), H3-K9 di-methyl-Antikörper
ist grün dargestellt.
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3.3 SU(VAR)3-9 ist mit heterochromatischen Bereichen
assoziiert

Das Su(var)3-9-Gen ist eines der stärksten dominanten Suppressoren für PEV.
Aus diesem Grund stellt die Untersuchung der molekularen Funktion dieses
Gens einen wichtigen Schritt in der Aufklärung der Regulation der Chromatin-
struktur dar.

Bei Drosophila melanogaster sind die Chromosomen der Speicheldrüsen mehr
als 1000fach polytänisiert. Die euchromatischen Arme der Chromosomen fusio-
nieren in ein Chromozentrum, welches aufgrund seiner Größe mikroskopisch
gut analysierbar ist. Da polytäne Speicheldrüsenchromosomen eine sehr gute
Möglichkeit bieten, bestimmte Chromatinstrukturen in einer sehr hohen Auflö-
sung zu untersuchen, wurde die Verteilung des endogenen SU(VAR)3-9-Proteins
in Speicheldrüsen dritter Larven analysiert. Dabei konnte nach indirekter Im-
munfluoreszenz mit Hilfe des SU(VAR)3-9-Antikörpers eine starke Markierung
des heterochromatischen Chromozentrums und des größtenteils heterochromati-
schen 4. Chromosoms (Abb. 3.9A) beobachtet werden. Interessanterweise konnte
im zentralen Bereich des Chromozentrums eine lokale Anreicherung von SU(VAR)
3-9 nachgewiesen werden (Abb. 3.9A, Pfeil). Darüberhinaus sind in abgeschwäch-
ter Form einige euchromatische Banden und Telomere, die ebenfalls heterochro-
matischen Charakter aufweisen, markiert (Abb. 3.9A). In Polytänchromosomen
homozygoter Su(var)3-9 Null-Larven konnten unter Einsatz des SU(VAR)3-9-An-
tikörpers keine Signale detektiert werden (Daten nicht gezeigt), was die hohe Spe-
zifität dieses Antikörpers unterstreicht.

In früheren Arbeiten konnte mit Hilfe transgener Linien, welche SU(VAR)3-9-
EGFP unter Kontrolle des endogenen Promotors oder des Hitzeschock-Promotors
exprimieren [P{c3-9-EGFP}], in vivo ebenfalls eine Assoziierung mit dem Chromo-
zentrum und dem 4. Chromosom nachgewiesen werden (Schotta et al., 2002).
Immunmarkierung einer P{c3-9-EGFP}-Linie mit monoklonalem GFP- und po-
lyklonalem SU(VAR)3-9-Antikörper zeigen eine komplette Kolokalisierung beider
Signale (Abb. 3.9B). Es kann also davon ausgegangen werden, daß der SU(VAR)3-
9-Antikörper das endogene Protein spezifisch erkennt, darüberhinaus die trans-
genen P{c3-9-EGFP}-Linien funktionell sind und somit eine gute Basis für weitere
Analysen bieten. Daß P{c3-9-EGFP}-Linien nach erfolgter Remobilisierung in der
Lage sind, die Funktion eines mutierten Su(var)3-9-Allels zu übernehmen (Schot-
ta et al., 2002), untermauert diese Annahme.

34



3 Ergebnisse

α− GFP α− SU(VAR)3−9

α− SU(VAR)3−9

SU(VAR)3−9α−

SU(VAR)3−9α− SU(VAR)3−9α−

B
DNA

DNA

Überlagerung

A Wildtyp
DNA DNA DNA

Überlagerung Überlagerung

P{c3−9−EGFP}

Abbildung 3.9: Nachweis von SU(VAR)3-9 in Polytänchromosomen mit Hilfe des
SU(VAR)3-9-Antikörpers. (A) Links: SU(VAR)3-9 ist in Wildtypchromosomen
mit dem Chromozentrum und dem 4. Chromosom (Pfeilkopf) assoziiert. Mit-
te: Vergrößerung des Chromozentrums mit der lokalen Anreicherung des An-
tikörpersignals im Kern des Chromozentrums (Pfeil). Der Pfeilkopf deutet auf
das 4. Chromosom. Rechts: Nachweis von SU(VAR)3-9 an Telomeren. DNA-
Färbung mit Propidiumiodid. (B) Immunmarkierung einer P{c3-9-EGFP}-Linie
mit einem GFP-Antikörper, der das SU(VAR)3-9-EGFP Fusionsprotein erkennt
und dem SU(VAR)3-9-Antikörper. Eine Kolokalisierung beider Markierungen
wird durch die Überlagerung der Signale deutlich. DNA-Färbung mit TOTO-3.
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3.3.1 SU(VAR)3-9 und HP1 sind Interaktionspartner

Mit Hilfe des Hefe-Dihybridsystems bzw. Co-Immunpräzipitation konnte gezeigt
werden, daß HP1 ein Interaktionspartner von SU(VAR)3-9 ist (Schotta et al.,
2002). Um nachzuweisen, daß SU(VAR)3-9 und HP1 kolokalisiert sind, sollte
deren Proteinverteilung näher untersucht werden. Nach Immunmarkierung von
P{c3-9-EGFP}-Linien mit einem monoklonalen GFP-Antikörper, der das transgene
SU(VAR)3-9-EGFP erkennt und einem polyklonalen HP1-Antikörper, konnte eine
Kolokalisierung beider Signale beobachtet werden (Abb. 3.10A).

Ein chimäres, mit β-Galactosidase fusioniertes, HP1-PC-Protein, in welchem
die Chromo-Domäne von HP1 durch die von POLYCOMB ersetzt wurde, zeigt wie
HP1 eine Verteilung innerhalb des Chromozentrums, ist jedoch darüberhinaus
an Bindungsstellen von POLYCOMB im Euchromatin lokalisiert (Platero et al.,
1995). HP1-interagierende Proteine sind in diesem Fall ebenfalls an POLYCOMB-
Bindungsstellen im Euchromatin detektierbar (Platero et al., 1996). Mit Hilfe
dieses speziellen Systems kann eine unmittelbare Interaktion von SU(VAR)3-9
mit HP1 in vivo nachgewiesen werden. Kombiniert man eine P{c3-9-EGFP}-Linie
mit der HP1-PC-Linie, wird nach einem Hitzeschock sowohl die Expression von
SU(VAR)3-9-EGFP als auch die des HP1-PC-Proteins induziert. Daraufhin konn-
te SU(VAR)3-9-EGFP ebenfalls an zusätzlichen euchromatischen Bindungsstellen
identifiziert werden, die mit denen des HP1-PC-Proteins überlappen (Abb. 3.10B).
Das HP1-PC-Chimärenprotein ist ebenfalls in der Lage, das endogene SU(VAR)3-
9-Protein zu rekrutieren (Daten nicht gezeigt). Mit Hilfe dieser Experimente konn-
te bewiesen werden, daß SU(VAR)3-9 und HP1 in vivo interagieren.

3.3.2 SU(VAR)3-9 und HP1 binden mit unterschiedlicher Affinität an
das Chromatin

Die Chromatinproteine SU(VAR)3-9 und HP1 sind in polytänen Speicheldrüsen-
chromosomen kolokalisiert. Es ist bekannt, daß HP1 mittels seiner Chromo-
Domäne di- und tri-methyliertes H3-K9 binden kann (Lachner et al., 2001). Über
welchen Mechanismus SU(VAR)3-9 an das Chromatin bindet, ist unbekannt, mit
Hilfe transgener Fusionsproteine konnte jedoch der N-Terminus von SU(VAR)3-9
als Chromatin-bindendes Modul identifiziert werden (Schotta et al., 2002).

Um zu untersuchen, welchen Einfluß eine starke Überexpression beider Pro-
teine auf deren Chromatin-Assoziation ausübt, wurden transgene Linien, die
entweder die cDNA von SU(VAR)3-9 (P{c3-9-EGFP}) oder HP1 (P{cHP1-EGFP})
tragen, analysiert. Diese transgenen Linien exprimieren die jeweilige cDNA, fu-
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Abbildung 3.10: SU(VAR)3-9 und HP1 interagieren in vivo. (A) Kolokalisierung
von SU(VAR)3-9-EGFP und endogenem HP1. Nachweis der Proteine mit Hil-
fe eines GFP-Antikörpers, der das SU(VAR)3-9-EGFP-Fusionsprotein erkennt
und eines HP1-Antikörpers. Die untere Reihe zeigt die Vergrößerung eines
Chromozentrums. (B) Chimäres HP1-PC-Protein ist in der Lage, SU(VAR)3-9-
EGFP an zusätzliche euchromatische Bindungsstellen zu rekrutieren. Nach-
weis der Proteine mit Hilfe eines GFP-Antikörpers, der das SU(VAR)3-9-
EGFP-Fusionsprotein erkennt und eines β-Gal-Antikörpers, der das HP1-PC-
Chimärenprotein detektiert. DNA-Färbung mit TOTO-3.
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sioniert mit EGFP, unter Kontrolle des Hitzeschockpromotors hsp70 (Schotta
et al., 2002). In unfixierten Speicheldrüsenchromosomen konnte anhand der
EGFP-Fluoreszenz eine Bindung beider Proteine im Chromozentrum nachgewie-
sen werden (Schotta et al., 2002). Eine immunzytologische Analyse der SU(VAR)3-
9-EGFP- bzw. HP1-EGFP-Fusionsproteine mit Hilfe eines GFP-Antikörpers er-
laubt hingegen eine genauere Lokalisierung der Proteinbindung innerhalb des
Chromatins. Nach einem schwachen Hitzeschock von 1 min ist das SU(VAR)3-9-
EGFP-Protein hauptsächlich im Chromozentrum und am 4. Chromosom nach-
weisbar (Abb. 3.11; Pfeilkopf) bzw. überaus schwach an wenigen euchromati-
schen Banden und Telomeren. Die Analyse des HP1-EGFP-Fusionsproteins nach
einem gleichartigen Hitzeschock zeigt ebenfalls größtenteils eine Markierung des
Chromozentrums und des 4. Chromosoms (Abb. 3.11). Erhöht man jedoch die
Expressionslevel beider Fusionsproteine durch einen weitaus stärkeren Hitze-
schock von beispielsweise 10 oder 20 min, wird eine deutlich voneinander abwei-
chende Chromatinbindung offensichtlich. Nach einem Hitzeschock von 10 min
ist das SU(VAR)3-9-EGFP-Protein in den P{c3-9-EGFP}-Linien neben der star-
ken Markierung des Chromozentrums und des 4. Chromosoms sowohl deut-
lich an ca. 30 euchromatischen Banden als auch an allen Telomeren nachweis-
bar (Abb. 3.11). Erhöht man weiterhin die Expression des SU(VAR)3-9-EGFP-
Fusionsproteins, ist größtenteils eine Veränderung des Bindungsmusters inner-
halb des X-Chromosoms zu verzeichnen (Abb. 3.11; X). Am X-Chromosom weibli-
cher und männlicher Larven sind deutlich mehr Bindungsstellen von SU(VAR)3-9
nachweisbar (Abb. 3.11; dargestellt ist das Chromosom einer weiblichen Larve).
Eine weitere Erhöhung des Hitzeschocks (bis zu 2 h) hat keinen weiteren nen-
nenswerten Einfluß auf das Verteilungsmuster von SU(VAR)3-9 (Daten nicht ge-
zeigt). Aus diesen Analysen kann man ableiten, daß die Verteilung des SU(VAR)3-
9-EGFP-Proteins nach einem Hitzeschock von 5-10 min in etwa der Verteilung
des endogenen Proteins entspricht (vergleiche mit Abb. 3.9). Erhöht man hinge-
gen die Expressionslevel der P{cHP1-EGFP}-Linien durch einen Hitzeschock von
beispielsweise 10 oder 20 min, zeigt sich, daß das HP1-EGFP-Fusionsprotein ne-
ben dem Chromozentrum mit nahezu jeder euchromatischen Bande assoziiert
ist (Abb. 3.11). Immunzytologische Analysen des endogenen HP1-Proteins mit
unabhängig generierten HP1-Antikörpern zeigen jedoch neben der Markierung
des Chromozentrums und des 4. Chromosoms nur eine Assoziation mit einigen
euchromatischen Banden [Abb. 3.10; James et al. (1989); Fanti et al. (1998)]. Es
ist denkbar, daß die massive Überexpression des HP1-EGFP-Proteins eine unspe-
zifische Chromatinassoziation dieses Fusionsproteins bewirkt, da in vitro nach-
gewiesen werden konnte, daß HP1 in der Lage ist, an Nucleosomen und DNA zu
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binden (Zhao et al., 2000). Es kann also argumentiert werden, daß, obwohl in
gleiche Proteinkomplexe inkorporiert, SU(VAR)3-9 und HP1 offensichtlich über
unterschiedliche Mechanismen zur Chromatinbindung verfügen.

Untersucht man die Verteilung von SU(VAR)3-9 und HP1 innerhalb des Chro-
matins im Su(var)2-5 bzw. Su(var)3-9 Null-Hintergrund, wird eine wechselsei-
tige Beeinflussung der Proteinverteilung beider Chromatinproteine deutlich. In
Su(var)2-5 Null-Larven ist das SU(VAR)3-9-EGFP-Fusionsprotein im Gegensatz
zum Wildtyp an nahezu allen Banden entlang der euchromatischen Chromoso-
menarme verteilt (Abb. 3.11 B; vergleiche mit 3.11 A: mittlere Reihe). In der Asso-
ziation des SU(VAR)3-9-Proteins mit dem Chromozentrum ist jedoch kein Unter-
schied zu verzeichnen (Abb. 3.11 B). Somit scheint endogenes HP1 wichtig für die
begrenzte Bindung von SU(VAR)3-9 im perizentrischen Heterochromatin zu sein.
Im Gegensatz dazu ist die Assoziation des HP1-EGFP-Fusionsproteins mit dem
Chromozentrum von Su(var)3-9 Null-Larven drastisch reduziert, im 4.Chromo-
som jedoch unbeeinflußt (Abb. 3.11 B; vergleiche mit 3.11 A: mittlere Reihe). Aus
diesen Analysen kann man schließen, daß für die korrekte heterochromatische
Verteilung von HP1 endogenes SU(VAR)3-9 erforderlich ist.

3.4 Kontrolle der H3-K9 bzw. H3-K27
Methylierungsstadien in Drosophila melanogaster

Frühe biochemische Analysen weisen darauf hin, daß Lysine in den Histonen H3
und H4 in mono-, di- oder tri-methyliertem Zustand vorliegen können (Paik und
Kim, 1971; DeLange et al., 1973). Die in vivo-Verteilung und die biologische Re-
levanz der drei verschiedenen Lysin-Methylierungsstadien ist jedoch weitgehend
ungeklärt. Gleichwohl konnte in Saccharomyces cerevisiae nachgewiesen werden,
daß die Präsenz der H3-K4 tri-Methylierung, katalysiert durch das Set1-Protein,
aktive Genexpression determiniert (Santos-Rosa et al., 2002). Desweiteren exis-
tieren Daten, die konstatieren, daß in Neurospora crassa ausschließlich H3-K9
tri-Methylierung, vermittelt durch das SU(VAR)3-9-homologe Protein DIM-5, eine
Voraussetzung für DNA-Methylierung darstellt (Tamaru et al., 2003). Methylie-
rung von H3-K9 und H3-K27 stellt eine Markierung repressiven Chromatins dar
(Fischle et al., 2003; Rougeulle et al., 2004). Unter Benutzung hochspezifischer
Antikörper, die die Möglichkeit bieten, zwischen mono-, di- und tri-methyliertem
Zustand von H3-K9 bzw. H3-K27 zu unterscheiden, konnte sowohl in Interpha-
sechromatin als auch in mitotischen Chromosomen von murinen Zellen eine spe-
zifische Verteilung dieser Markierungen beobachtet werden (Peters et al., 2003).
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Abbildung 3.11: Verteilung transgener P{c3-9-EGFP}- bzw. P{cHP1-EGFP}-
Fusionsproteine in Polytänchromosomen. (A) Proteinverteilung der P{c3-9-
EGFP}- bzw. P{cHP1-EGFP}-Fusionsproteine nach variabler Induktion der Ex-
pression. Immunmarkierung mit Hilfe eines GFP-Antikörpers, der das jeweili-
ge Fusionsprotein erkennt. Starke Überexpression von SU(VAR)3-9-EGFP zeigt
eine begrenzte Zahl von SU(VAR)3-9-Bindungsstellen, während nach gleich-
artiger Überexpression HP1-EGFP an nahezu allen euchromatischen Banden
nachweisbar ist. DNA-Färbung mit Propidiumiodid. Pfeilköpfe deuten auf das
4. Chromosom. Das X markiert das X-Chromosom; 2L, 2R, 3L und 3R die
übrigen Chromosomen. Von oben nach unten: 1 min, 10 min, 20 min Hitze-
schock. (B) Wechselseitige Kontrolle der Verteilung von SU(VAR)3-9 und HP1.
Verteilung der P{c3-9-EGFP}- bzw. P{cHP1-EGFP}-Fusionsproteine im Su(var)2-
5 bzw. Su(var)3-9 Null-Hintergrund. Immunmarkierung mittels GFP-Antikörper
nach 10-minütiger Induktion der Expression.
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Dabei ist perizentrisches Heterochromatin in Säugern durch eine starke Anrei-
cherung der H3-K9 tri- Methylierung und H3-K27 mono-Methylierung charak-
terisiert (Peters et al., 2003). Die Antikörper dieser Kollektion wurden sorgfältig
charakterisiert und zeigen in den durchgeführten Analysen keinerlei Kreuzreakti-
vitäten mit anderen Histon-Methylierungsstellen (Perez-Burgos et al., 2004). Un-
ter Zuhilfenahme dieser spezifischen Antikörper sollte die Verteilung der H3-K9
und H3-K27-Methylierungsstadien im nativen Chromatin von Drosophila melano-
gaster untersucht werden.

3.4.1 H3-K9 mono-, di- und tri-Methylierung in
Polytänchromosomen von Drosophila melanogaster

Zur Analyse der Verteilung der H3-K9 mono-, di- und tri-Methylierung wurden
polytäne Speicheldrüsenchromosomen von Wildtyp und Su(var)3-9 Null-Allelen
vergleichend analysiert (Abb. 3.12 und 3.13). Im Chromozentrum und im 4.
Chromosom des Wildtyps ist H3-K9 di-Methylierung die prominente Markierung
(Abb. 3.13). Darüberhinaus ist H3-K9 di-Methylierung zusätzlich mit einigen
euchromatischen Banden und Telomeren assoziiert (Abb. 3.12). H3-K9 mono-
Methylierung konnte ebenfalls im Chromozentrum und überdies an vielen eu-
chromatischen Banden nachgewiesen werden (Abb. 3.12 und 3.13). H3-K9 tri-
Methylierung zeigt demgegenüber eine sehr spezielle Verteilung innerhalb des
Heterochromatins mit einer starken Anreicherung im inneren Bereich des Chro-
mozentrums (Abb. 3.13; Pfeilkopf).

In Su(var)3-9 Null-Mutanten ist die H3-K9 mono-Methylierung nicht signifikant
verändert (Abb. 3.12 und 3.13). Im Gegensatz dazu ist die H3-K9 di-Methylierung
im Chromozentrum stark reduziert bzw. die H3-K9 tri-Methylierung nahezu voll-
ständig verloren. Demgegenüber ist die H3-K9 di- und tri-Methylierung im 4.
Chromosom von Su(var)3-9-Larven unbeeinflußt (Abb. 3.13; Pfeile). Interessan-
terweise ist der Kern des Chromozentrums, der in Wildtypchromosomen mit H3-
K9 tri-Methylierung angereichert ist, in Su(var)3-9-Mutanten prominent H3-K9
di-methyliert (Abb. 3.13; Pfeilkopf).

HP1 ist notwendig, um SU(VAR)3-9 im Chromozentrum zu halten (Abb. 3.11B).
Um zu analysieren, ob HP1 ebenfalls einen Einfluß auf die durch SU(VAR)3-9
vermittelte H3-K9-Methylierung hat, wurden die H3-K9 Methylierungsstadien in
Su(var)2-5 Null-Mutanten analysiert. Dabei zeigte sich, daß die H3-K9 mono-,
di- und tri-Methylierung im Chromozentrum unbeeinflußt erscheint (Abb. 3.13),
währenddessen eine dramatische Erhöhung der H3-K9 mono- und di-Methylie-
rung an zahlreichen euchromatischen Banden zu verzeichnen ist (Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Kontrolle der H3-K9 Methylierungsstadien in polytänen Speicheldrüsenchromosomen von Droso-
phila melanogaster. Verteilung der H3-K9 mono-, di- und tri-Methylierung in Speicheldrüsenchromosomen von
Wildtyp-, Su(var)3-9 Null- sowie Su(var)2-5 Null-Larven. DNA-Färbung mit Propidiumiodid.
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Abbildung 3.13: Kontrolle der H3-K9 Methylierungsstadien in polytänen Speicheldrüsenchromosomen von Droso-
phila melanogaster. Verteilung der H3-K9 mono-, di- und tri-Methylierung im Chromozentrum von Speicheldrü-
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umiodid.

4
3



3 Ergebnisse

3.4.2 H3-K27 mono-, di- und tri-Methylierung in
Polytänchromosomen von Drosophila melanogaster

Die SET-Domäne von Enhancer of Zeste [E(Z)], einem PcG-Protein, welches im
ESC-E(Z)-Komplex inkorporiert ist, weist eine Histon-Methyltransferaseaktivtät
für die H3-K27- und H3-K9-Position auf (Czermin et al., 2002; Müller et al., 2002;
Kuzmichev et al., 2002), wobei die Aktivität für H3-K9 in der Literatur kontrovers
diskutiert wird (Müller et al., 2002). In Wildtypchromosomen sind H3-K27 mono-
und di-Methylierung im Chromozentrum und darüberhinaus auch an nahezu
allen euchromatischen Banden zu finden (Abb. 3.14 und 3.15). H3-K27 tri-Me-
thylierung ist ähnlich wie H3-K9 tri-Methylierung in einem zentralen Bereich des
Chromozentrums angereichert (Abb. 3.15; Pfeilkopf) und weist darüberhinaus
ca. 100 deutlich reproduzierbare euchromatische Banden auf (Abb. 3.14). Der
Großteil dieser Banden entsprechen Bindungsstellen von POLYCOMB (Fischle
et al., 2003). An anderer Stelle konnte durch Kartierung euchromatischer Ban-
den von POLYCOMB, H3-K9 tri-Methylierung (hier wurde jedoch ein anderer H3-
K9 tri-methyl-spezifischer Antikörper eingesetzt) und H3-K27 tri-Methylierung
beobachtet werden, daß POLYCOMB sowohl umfangreiche Kolokalisierung mit
H3-K27 tri-Methylierung, als auch mit H3-K9 tri-Methylierung aufweist (Ringro-
se et al., 2004). In Polytänchromosomen von Su(var)3-9 Null-Mutanten ist kei-
ne signifikante Änderung der H3-K27-Methylierungsstadien zu beobachten (Abb.
3.14 und 3.15), wobei angefügt werden muß, daß in diesen Analysen nicht al-
le euchromatischen Banden beider Genotypen vergleichend bestimmt wurden.
Somit können lokale geringfügige Änderungen der H3-K27-Methylierungsmuster
in Su(var)3-9 Null-Mutanten nicht ausgeschlossen werden. Erstaunlicherweise
konnte demgegenüber in E(z) Null-Larven keinerlei H3-K27-Methylierung detek-
tiert werden (Abb. 3.14).

3.4.3 Massenspektrometrische Analyse von Histonen

Um die mit Hilfe der H3-K9- und H3-K27-Methyl-Antikörper gewonnenen Resul-
tate zu bestätigen, sollten diese mittels einer weiteren, Antikörper-unabhängigen,
Methode verifiziert werden. Aus diesem Grund wurden in Zusammenarbeit mit
Stefan Kubicek (Arbeitsgruppe T. Jenuwein, IMP Wien) Kernextrakte von Wildtyp-
und Mutanten-Larven massenspektrometrisch analysiert. Dabei konnten die mit-
tels Immunfluoreszenz erhaltenen Daten bestätigt werden (Abb. 3.16). Zusam-
menfassend konnte demonstriert werden, daß in Su(var)3-9-Null-Mutanten die
H3-K9 mono-Methylierung unbeeinflußt, die H3-K9 di-Methylierung nahezu auf
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Abbildung 3.15: Kontrolle der H3-K27 Methylierungsstadien in polytänen Speicheldrüsenchromosomen von Dro-
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auf die lokale Anreicherung der Markierung innerhalb des Chromozentrums. DNA-Färbung mit Propidiumiodid.

4
6



3 Ergebnisse

ein Drittel und die H3-K9 tri-Methylierung auf die Hälfte reduziert ist (Abb. 3.12
und 3.16A). Übereinstimmend mit immunzytologischen Ergebnissen, die zeigten,
daß in Su(var)2-5 Null-Larven SU(VAR)3-9 ektopisch an zahlreichen euchromati-
schen Banden verteilt ist, sind in Su(var)2-5 Null-Larven die H3-K9 mono- und
di-Methylierungslevel bedeutend erhöht (Abb. 3.12 und 3.16A). E(Z) ist für alle
drei H3-K27-Methylierungsstadien verantwortlich (Abb. 3.14 und 3.16B), nichts-
destotrotz hat der Verlust von E(Z) keinen signifikanten Einfluß auf die H3-K9-
Methylierungsstadien (Abb. 3.16A). Erwartungsgemäß zeigen Su(var)3-9- bzw.
Su(var)2-5 Null-Mutanten keine Veränderung der H3-K27-Methylierungsstadien
(Abb. 3.14 und 3.16B). Diese Daten legen nahe, daß es sich bei der Etablierung
der H3-K9- und H3-K27-Methylierung, zumindest im Chromozentrum, um un-
abhängige Systeme handelt. Konträr zu den Resultaten in murinen ES-Zellen,
die nachweisen, daß im perizentrischen Heterochromatin von Suv39h Doppel-
Knockout-Zellen eine Konvertierung der H3-K27 mono- zu tri-Methylierung er-
folgt (Peters et al., 2003), konnte in Drosophila melanogaster keine gegenseitige
Beeinflussung dieser Markierungen beobachtet werden.
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Abbildung 3.16: Vergleichende massenspektrometrische Analysen der (A) H3-
K9- und (B) H3-K27 mono-, di-, tri-Methylierungsstadien. Fragmente von Hi-
ston H3-Peptiden (AS 9-17 bzw. AS 27-40) wurden aus Kernextrakten von
Wildtyp-, Su(var)3-9 Null-, E(z) Null- sowie Su(var)2-5 Null-Larven isoliert. Für
jeden Genotyp wurden jeweils drei verschiedene Extrakte analysiert (Vertrau-
ensbalken zeigen die Standardabweichung). Die relative Höhe einer einzelnen
H3-K9 bzw. H3-K27-Methylierungsstufe ist in Abhängigkeit zu der Summe al-
ler H3-K9 bzw. H3-K27-Modifikationen in den Histon H3-Peptidpopulationen
(AS 9-17 bzw. AS 27-40) angegeben.
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3.4.4 Anreicherung der H3-K9 bzw. H3-K27 tri-Methylierung betrifft
zentromernahe Bereiche

Nucleosomen der zentromerischen Satelliten-DNA der Maus bzw. des Menschen
(”minor” satellites) sind hauptsächlich mit H3-K9 tri-Methylierung angereichert
(Peters et al., 2003; Martens et al., 2005). Um zu untersuchen, ob es sich in Dro-
sophila bei der zentralen Anreicherung der H3-K9 bzw. H3-K27 tri-Methylierung
innerhalb des Chromozentrums (Abb. 3.13 und 3.15) um zentromerisches He-
terochromatin handelt, wurden immunzytologische Analysen mit Hilfe eines CID-
Antikörpers durchgeführt. CID (centromere identifier), eine Histon H3-Variante,
ist vorwiegend mit Zentromeren assoziiert (Henikoff et al., 2000). Mit Hilfe eines
spezifischen CID-Antikörpers ist es möglich, die Verteilung des CID-Proteins in-
nerhalb des Chromozentrums von Polytänchromosomen zu detektieren. In Wild-
typchromosomen ist in einem zentralen Bereich des Chromozentrums eine signi-
fikante Anreicherung des CID-Proteins zu erkennen (Abb. 3.17). Darüberhinaus
ist eine Markierung zahlreicher euchromatischer Interbanden zu verzeichnen, in-
teressanterweise besonders prominent im 4.Chromosom (Abb. 3.17A). Eine Dop-
pelmarkierung von Wildtypchromosomen mit H3-K9 tri-methyl- bzw. CID-Anti-
körper ist nicht möglich, da beide Antikörper in dem gleichen Organismus (Ka-
ninchen) generiert wurden. Aus diesem Grund wurde für die nachfolgenden Ana-
lysen ein transgenes SU(VAR)3-9-Fusionsprotein (P{c3-9∆SET-EGFP}), in dem die
SET-Domäne deletiert wurde, eingesetzt (Schotta et al., 2002). Dieses Fusions-
protein befindet sich im Su(var)3-9 Null-Hintergrund und ist aufgrund des Feh-
lens der enzymatischen Aktivität nicht mehr in der Lage, eine H3-K9 di-Methy-
lierung im Chromozentrum auszuführen. Die Verteilung des Fusionsproteins re-
flektiert die der H3-K9 di-Methylierung in Su(var)3-9-Null-Mutanten mit der zen-
tralen Akkumulation im Chromozentrum (Abb. 3.17B und Daten nicht gezeigt).
Immunmarkierung der P{c3-9∆SET-EGFP}-Linie mit einem GFP- und einem CID-
Antikörper zeigt eine Kolokalisierung beider Signale in diesem zentralen Bereich,
wobei das CID-Protein darüberhinaus eine starke Akkumulation innerhalb dieses
Bereiches aufweist (Abb. 3.17B). Es kann demnach davon ausgegangen werden,
daß die prominente Anreicherung der H3-K9 bzw. H3-K27 tri-Methylierung im
zentralen Areal des Chromozentrums zentromernahe Bereiche einschließt. Für
genauere Analysen sind polytäne Speicheldrüsenchromosomen nicht geeignet,
da zentromerisches Heterochromatin hier unterrepliziert vorliegt.

Unter Zuhilfenahme von Metaphasechromosomen bzw. verlängerten Chroma-
tin-Fasern aus Interphase-Zellen (Blower et al., 2002) konnte unlängst jedoch
keine direkte Überlappung der H3-K9 tri-Methylierung mit zentromerischem He-
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terochromatin (definiert durch CID) nachgewiesen werden (Sullivan und Karpen,
2004). Diese Diskrepanz der Daten kann dadurch erklärt werden, daß es sich bei
polytänen Speicheldrüsenchromosomen um spezielle polyploide Interphasechro-
mosomen handelt und aufgrund der massiven Unterreplizierung des zentromeri-
schen Heterochromatins die Auflösung der Antikörpersignale beschränkt ist.

3.4.5 Einfluß von Su(var)3-9 auf andere Histon-Modifizierungen in
polytänen Speicheldrüsenchromosomen

Die dramatische Reduktion der H3-K9 di- und tri-Methylierung in Su(var)3-9
Null-Embryonen resultiert, wie bereits beschrieben, in eine Hochregulierung der
H3-S10 Phosphorylierung bei unveränderter H3-K4 di-Methylierung (siehe Abb.
3.6). In polytänen Speicheldrüsenchromosomen ist es nun möglich, die Verteilung
dieser Histon-Modifizierungen zu analysieren, die durch H3-K9 Methylierung re-
guliert sein könnten.

H3-K4 di-Methylierung ist in Polytänchromosomen vornehmlich in zahlreichen
Interbanden lokalisiert (Abb. 3.18). Interessanterweise zeigt sich im Chromozen-
trum demgegenüber eine überaus selektive, punktierte Markierung bestimm-
ter Regionen, die nicht mit der blasenartigen Struktur des Chromozentrums
überlappt (Abb. 3.18A, untere Reihe). Dieses spezifische Methylierungsmuster
im Chromozentrum könnte offene, gelockerte Chromatinbereiche innerhalb des
perizentrischen Heterochromatins definieren. In Polytänchromosomen von ash1-
Mutanten, einem Trithorax-Gruppengen, ist H3-K4 di-Methylierung nahezu nicht
detektierbar (Byrd und Shearn, 2003). Demgegenüber ist in Su(var)3-9 Null-Mu-
tanten, im Einklang mit der unveränderten globalen H3-K4 di-Methylierung in
Embryonen, keine Änderung dieses spezifischen Methylierungsmusters zu erken-
nen (Abb. 3.18A).

H3-S10 Phosphorylierung, die in Polytänchromosomen von der JIL-Kinase ver-
mittelt wird (Wang et al., 2001), ist vor allem in Interbanden, jedoch nur schwach
im Heterochromatin nachweisbar (Abb. 3.18B). Demgegenüber ist in Su(var)3-9
Null-Mutanten eine verstärkte Anreicherung dieser Markierung im Chromozen-
trum zu verzeichnen (Abb. 3.18B, Pfeilkopf). Ebenso ist im Chromozentrum von
Su(var)3-9 Null-Mutanten eine deutlich gesteigerte H3-S10 Phosphorylierung ge-
koppelt mit H3-K14 Acetylierung zu beobachten (Abb. 3.18C, Pfeilkopf). Auch
im Fall dieser spezifischen Histon-Modifizierung ist ein, bereits für H3-K4 di-
Methylierung beschriebenes, punktiertes Markierungsmuster im Chromozentrum
nachweisbar (Abb. 3.18C).

Histon H4 kann an den Lysinen K5, K8, K12 und K16 acetyliert vorliegen.
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Cidα−

GFPα− Cidα−

A
DNA Überlagerung

B
Überlagerung

Wildtyp

null;  P{c3−9    SET−EGFP} ∆Su(var)3−9

Abbildung 3.17: SU(VAR)3-9-Fusionsproteine ohne HMTase-Aktivität sind in Po-
lytänchromosomen mit zentromernahen Bereichen assoziiert. (A) Nachweis von
CID im zentralen Areal des Chromozentrums (Pfeilkopf), in Interbanden des
4. Chromosoms (Pfeile) bzw. schwächer in weiteren Interbandenregionen. (B)
Immunmarkierung einer P{c3-9∆SET-EGFP}-Linie mit einem GFP-Antikörper,
der das Fusionsprotein erkennt sowie einem CID-Antikörper. Kolokalisierung
beider Signale im zentralen Bereich des Chromozentrums deutet eine Assozia-
tion des Fusionsproteins mit zentromernahen Regionen an. Die Ausschnitts-
vergrößerung zeigt eine Vergrößerung des Zentromerbereiches eines anderen
Chromozentrums. DNA-Färbung mit Propidiumiodid.
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Abbildung 3.18: Einfluß des Verlustes der Su(var)3-9-abhängigen H3-K9 Methylierung auf die Verteilung weiterer
Histonmodifizierungen. Während H3-K4 di-Methylierung in Su(var)3-9 Null-Mutanten unbeeinflußt ist (A) (die un-
tere Reihe zeigt vergrößerte Chromozentren), ist im Chromozentrum von Su(var)3-9 Null-Mutanten eine verstärkte
H3-S10 Phosphorylierung (B) bzw. H3-S10 Phosphorylierung gekoppelt mit H3-K14 Acetylierung (C) zu beob-
achten. Pfeilköpfe deuten auf das Chromozentrum, Pfeile auf das selektive, punktuierte Modifizierungsmuster
innerhalb des Chromozentrums. DNA-Färbung mit Propidiumiodid.
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Die ausschließlich am männlichen X-Chromosom lokalisierte H4-K16 Acetylie-
rung (Turner et al., 1992) wird durch MOF vermittelt (Akhtar und Becker, 2000).
H4-K12 Acetylierung hingegen weist, im Gegensatz zu den anderen H4 Acety-
lierungen, eine deutliche Anreicherung im Chromozentrum auf (Turner et al.,
1992). H4-K5, H4-K8 und H4-K12 Acetylierung ist demgegenüber in euchroma-
tischen Regionen weitestgehend mit transkriptionsaktiven Bereichen assoziiert
(Turner, 1998). Die allgemeinen Verteilungsmuster der H4-K5, H4-K8, H4-K12
und H4-K16 Acetylierung unterliegen in Su(var)3-9 Null-Mutanten jedoch keiner
signifikanten Beeinflussung (Daten nicht gezeigt).

Die Analysen der aufgeführten Histon-Modifikationen zeigen eine Abhängigkeit
der Chromatinorganisation im perizentrischen Heterochromatin von der SU(VAR)
3-9-vermittelten H3-K9-Methylierung. Der Nachweis einer ebenfalls erhöhten H3-
S10 Phosphorylierung in Su(var)3-9 Null-Embryonen suggeriert darüberhinaus
einen Einfluß von SU(VAR)3-9 auf die Etablierung bzw. Aufrechterhaltung he-
terochromatischer Chromatinstrukturen während der gesamten Drosophila-Ent-
wicklung.

3.5 Das Silencing-Potential von Su(var)3-9-Mutanten
korreliert mit der zugehörigen
Histon-Methyltransferase-Aktivität

SU(VAR)3-9 spielt eine wesentliche Rolle bei der Etablierung heterochromati-
schen Gensilencings. Mit Hilfe von EMS bzw. Röntgenstrahlen wurden mehrere
unabhängige Mutantenanalysen durchgeführt (Tschiersch, 1993; Reuter et al.,
1986; Wustmann, 1988; Ebert et al., 2004), in denen dominante Suppressoren
für das PEV-Rearrangement In(1)wm4h selektiert werden konnten. Die Sequenzie-
rung der durch Komplementationsanalysen identifizierten Su(var)3-9-Mutanten
ergab insgesamt 33 Su(var)3-9-Allele (Krauss, 1995; Schotta, 2002). In den meis-
ten Allelen wurden Basenpaaraustausche, die zu Aminosäureaustauschen führen
oder Deletionen bzw. Insertionen, die in Frameshift-Mutationen resultieren, iden-
tifiziert. Interessanterweise betreffen alle Mutantenallele, die aus Aminosäure-
austauschen resultieren, die SET-, bzw. pre-SET und post-SET-Domäne (Schot-
ta, 2002). Im Verlauf dieser Analysen konnte ebenfalls pitkinD (Kuhfittig et al.,
2001) als Su(var)3-9-Allel identifiziert werden (Ebert et al., 2004). Diese Mutante
resultiert aus einer Punktmutation (R529S) innerhalb der SET-Domäne. Su(var)3-
9ptn ist ein außergewöhnlich starker dominanter Enhancer für PEV und führt zu
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dominanter weiblicher Sterilität (Kuhfittig et al., 2001).

Um zu bestätigen, daß dieser Basenpaaraustausch tatsächlich pitkinD reprä-
sentiert, wurden transgene Linien etabliert, die die cDNA von Su(var)3-9 ein-
schließlich der Punktmutation R529S enthalten. In diesem Transgen liegt die-
ses spezielle Su(var)3-9-Allel fusioniert mit EGFP und unter Kontrolle des Hitze-
schockpromotors hsp70 vor (P{c3-9ptn-EGFP}). Nach kurzem Hitzeschock ist es
möglich, polytäne Speicheldrüsenchromosomen der P{c3-9ptn-EGFP}-Linien ver-
gleichend mit den, den Wildtyp repräsentierenden, P{c3-9-EGFP}-Linien in vi-
vo anhand ihrer EGFP-Fluoreszenz zu analysieren. Das Wildtyp-SU(VAR)3-9-Fu-
sionsprotein ist nahezu ausschließlich mit dem Chromozentrum assoziiert (Abb.
3.19), währenddessen das SU(VAR)3-9ptn-Fusionsprotein in ausgewählten trans-
genen P{c3-9ptn-EGFP}-Linien darüberhinaus zahlreiche euchromatische Banden
markiert (Abb. 3.19). Diese Analysen stehen mit der Beobachtung in Einklang,
daß pitkinD in Speicheldrüsenchromosomen eine ektopische Verteilung des SU
(VAR)3-9-Fusionsproteins verursacht (Kuhfittig et al., 2001). Nach Remobilisie-
rung einer P{c3-9ptn-EGFP}-Linie konnten vier unabhängige Linien etabliert wer-
den, die einen überaus starken Enhancer-Effekt auf die Inversion wm4h aufwei-
sen (Reuter, pers. Mitteilung). Weiterhin ist in diesen Linien zusätzlich zu der
vollständigen Reprimierung des white-Gens eine starke Reprimierung des ca. 180
kb distal lokalisierten roughest-Gens zu verzeichnen (Daten nicht gezeigt). Dieser
Effekt ist vergleichbar mit dem Einfluß von drei bis vier zusätzlichen genomischen
Su(var)3-9-Kopien.

Somit konnte deutlich nachgewiesen werden, daß der identifizierte Basenaus-
tausch innerhalb der SET-Domäne von Su(var)3-9 tatsächlich den pitkinD-Phä-
notyp verursacht und daß es sich bei dieser speziellen Mutation um ein hyper-
morphes Su(var)3-9-Allel handelt.

3.5.1 Klassifizierung der Su(var)3-9-Mutanten anhand genetischer
Analysen

Um die Funktion der SU(VAR)3-9-vermittelten H3-K9-Methylierung in der Eta-
blierung heterochromatischer Chromatinstrukturen besser zu verstehen, sollten
die Su(var)3-9-Allele bezüglich ihrer enzymatischen Aktivität charakterisiert wer-
den. Basierend auf dem Vermögen von Su(var)3-9, die Expression des white-Gens
in In(1)wm4h zu unterdrücken, ist es möglich, die Su(var)3-9-Mutanten, die als do-
minante Suppressoren auf PEV selektiert wurden, in amorphe bzw. hypomorphe
Allele einzuordnen.

Eine Wildtyp-Kopie von Su(var)3-9 ist nicht in der Lage, eine Reprimierung
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P{c3−9−EGFP} P{c3−9     −EGFP} Cptn ptnP{c3−9     −EGFP} F ptnP{c3−9     −EGFP} H

Abbildung 3.19: SU(VAR)3-9ptn-EGFP ist in vivo mit zahlreichen euchroma-
tischen Banden assoziiert. EGFP-Fluoreszenz im Speicheldrüsenkern einer
transgenen P{c3-9-EGFP}-Linie nach leichtem Hitzeschock (links) im Ver-
gleich zur EGFP-Fluoreszenz in Speicheldrüsenkernen unabhängiger, trans-
gener P{c3-9ptn-EGFP}-Linien nach gleichartigem Hitzeschock.

des white-Gens zu induzieren (heterozygote Mutante; Abb. 3.20), währenddessen
zwei Kopien eine partielle Inaktivierung des white-Gens herbeiführen (Wildtyp-
Situation), resultierend in dem charakteristischen white-mottled-Phänotyp. Kom-
biniert man zwei Kopien von Su(var)3-9, wobei eine Kopie durch ein genomisches
Transgen repräsentiert wird, mit den zu untersuchenden Su(var)3-9-Mutanten,
ist es möglich, die Fähigkeit dieser Allele, das white-Gen zu inaktivieren, zu
verfolgen (Abb. 3.20). Dabei konnte nachgewiesen werden, daß die Su(var)3-9-
Mutanten 21, 22, 13 und 25 in der Lage sind, die Reprimierung des white-Gens
zu verstärken (Abb. 3.20) und werden deshalb als hypomorphe Allele klassifiziert.
Die Mutante Su(var)3-925 verursacht in dieser genetischen Analyse die stärkste
Reprimierung des white-Gens, gefolgt von Su(var)3-913. Die übrigen Su(var)3-
9-Mutanten hatten nicht das Vermögen, den In(1)wm4h-Phänotyp zu verändern
(Abb. 3.20) und werden demzufolge als amorphe Allele bezeichnet.

3.5.2 Kategorisierung der Su(var)3-9-Mutanten anhand der
H3-K9-Methylierung in vivo

Nun stellte sich die Frage, ob das in hypomorphen Su(var)3-9-Mutanten beob-
achtete Silencing-Potential mit der Fähigkeit des Mutantenproteins, H3-K9-Me-
thylierung zu induzieren, korreliert. Aus diesem Grund wurde die H3-K9 di- und
tri-Methylierung in polytänen Speicheldrüsenchromosomen der Su(var)3-9-Allele
analysiert. Obwohl es sich bei Su(var)3-9 nicht um ein essentielles Gen han-
delt, zeigen eine Vielzahl der Allele aufgrund von Zweit-Mutationen (second-site
mutations) rezessive Letalität, was deren Analyse erschwert. Um alle Su(var)3-
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Abbildung 3.20: Genetische Klassifizierung der Su(var)3-9-Mutanten. Su(var)3-
9mut-Allele wurden mit zwei genomischen Su(var)3-9-Kopien gekreuzt und der
Effekt auf die Inversion wm4h dokumentiert. Amorphe Allele zeigen den cha-
rakteristischen white-mottled-Phänotyp, während hypomorphe Allele die Re-
primierung des white-Gens verstärken. Su(var)3-9ptn repräsentiert eine hyper-
morphe Mutante, resultierend in der kompletten Inaktivierung des white-Gens
bzw. partiellen Reprimierung des roughest-Gens.

9-Mutanten vergleichend analysieren zu können, wurden die Su(var)3-9-Allele
mit dem Null-Allel Su(var)3-917 kombiniert und die erhaltenen transheterozy-
goten Larven immunzytologisch bezüglich der H3-K9 di- und tri-Methylierung
im perizentrischen Heterochromatin untersucht. Die Abbildung 3.21 zeigt eine
repräsentative Auswahl dieser immunzytologischen Analysen. In homozygoten
Su(var)3-917 Null-Mutanten ist die H3-K9 di-Methylierung im Chromozentrum
stark reduziert und zeigt die charakteristische Anreicherung dieser Markierung
im Kern des Chromozentrums, währenddessen die H3-K9 tri-Methylierung na-
hezu vollständig fehlt (Abb. 3.21, vergleiche mit Abb. 3.13). Alle Mutanten, die
genetisch als amorphe Allele klassifiziert wurden, zeigen eine gleichartig redu-
zierte Verteilung der H3-K9 di- und tri-Methylierung (Abb. 3.21, durch Su(var)3-
910 repräsentiert). Im Gegensatz dazu zeigen alle als hypomorphe Allele klassifi-
zierten Mutanten signifikant erhöhte H3-K9 di- und tri-Methylierungslevel (Abb.
3.21, durch Su(var)3-922, Su(var)3-913 bzw. Su(var)3-925 repräsentiert). Dabei ist
klar erkennbar, daß Su(var)3-925, gefolgt von Su(var)3-913, im Chromozentrum
höhere H3-K9 di- und tri-Methylierungslevel im Vergleich zu den übrigen hypo-
morphen Allelen aufweist (Abb. 3.21 und Daten nicht gezeigt). Da Su(var)3-925,
ebenfalls gefolgt von Su(var)3-913, in unserem genetischen Test die stärkste Re-
primierung des white-Gens verursacht (Abb. 3.20), kann man schlußfolgern, daß
das Vermögen der Mutanten, in vivo H3-K9 di- bzw. tri-Methylierung zu erzeugen,
direkt mit deren Silencing-Potential korreliert.
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Abbildung 3.21: Klassifizierung der Su(var)3-9-Mutanten anhand der H3-K9 di- und tri-Methylierung in polytänen
Speicheldrüsenchromosomen. Immunmarkierung der Chromozentren transheterozygoter Su(var)3-917/Su(var)3-
9mut-Allele mit H3-K9 di- und tri-methyl-Antikörpern. Amorphe Allele (exemplarisch gezeigt ist Su(var)3-910) wei-
sen die gleiche massiv reduzierte Verteilung der H3-K9 di- und tri-Methylierung wie die Su(var)3-917/Su(var)3-917

Null-Mutante auf. Im Vergleich dazu sind H3-K9-Methylierungslevel in hypomorphen Allelen erhöht (dargestellt
sind Su(var)3-922, Su(var)3-913 und Su(var)3-925 in aufsteigender Reihenfolge bezüglich ihres Vermögens, H3-K9
di- und tri-Methylierung zu induzieren). Außergewöhnlich erhöhte H3-K9 di- und tri-Methylierung ist in der hyper-
morphen Su(var)3-9ptn-Mutante zu verzeichnen. Pfeilköpfe deuten auf die verstärkten Antikörpersignale im Kern
des Chromozentrums.
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Die hypermorphe Mutante Su(var)3-9ptn induziert eine starke H3-K9 di- und
tri-Methylierung im Chromozentrum (Abb. 3.21) und darüberhinaus eine pro-
minente Markierung euchromatischer Banden (Abb. 3.22A). Massenspektrome-
trische Analysen (in Zusammenarbeit mit Stefan Kubicek) der larvalen Kernex-
trakte von Su(var)3-9ptn zeigen einen außergewöhnlich starken Anstieg der H3-
K9 di- und tri-Methylierungslevel, wobei die H3-K9 di-Methylierung verdoppelt
bzw. die H3-K9 tri-Methylierung nahezu verdreifacht ist (Abb. 3.22B). Die H3-
K9 mono-Methylierung wird hingegen durch Su(var)3-9ptn nicht beeinflußt (Abb.
3.22B). Interessanterweise zeigt die Null-Mutante Su(var)3-917 in transhetero-
zygotem Zustand mit Su(var)3-9ptn keinerlei reduzierenden Einfluß auf die H3-
K9-Methylierungslevel, was die Stärke des Su(var)3-9ptn-Allels unterstreicht (Abb.
3.22B).

Die Fähigkeit der hypermorphen Su(var)3-9ptn-Mutante, eine prominente H3-K9
di-Methylierung zahlreicher euchromatischer Banden in Polytänchromosomen
zu induzieren, stellt ein auffallendes Merkmal dieses Allels dar. Um einen wei-
teren Beweis zu erhalten, daß der beschriebene Basenaustausch innerhalb der
SET-Domäne von Su(var)3-9 in der Tat den Phänotyp der Su(var)3-9ptn-Mutation
auslöst, wurde die H3-K9 di-Methylierung in polytänen Chromosomen remo-
bilisierter P{c3-9ptn-EGFP}-Linien analysiert. Immunmarkierungen mittels eines
GFP-Antikörpers, der das transgene SU(VAR)3-9ptn-EGFP-Protein detektiert und
des H3-K9 di-methyl-Antikörpers zeigen sowohl eine Assoziation des Fusionspro-
teins mit vielen euchromatischen Banden, als auch eine starke Induktion der H3-
K9 di-Methylierung im Euchromatin (Abb. 3.23). Die Signale beider Antikörper
überlappen über große Bereiche (Abb. 3.23). Daß der GFP-Antikörper insgesamt
weniger Banden detektiert, könnte darin begründet sein, daß in einigen Berei-
chen die Detektionsgrenze unterschritten ist. In immunzytologischen Analysen
an P{c3-9-EGFP}-Linien, die eine Wildtypkopie der cDNA von Su(var)3-9 tragen,
konnte keine vergleichbare euchromatische Verteilung des Fusionsproteins bzw.
der H3-K9 di-Methylierung beobachtet werden (Vergleiche mit Abb. 3.9 und Da-
ten nicht gezeigt).

In vitro Histon-Methyltransferase-Assays von 16 verschiedenen Punktmutan-
ten von Su(var)3-9 (Lein, 2003; Ebert et al., 2004) untermauern die Ergebnis-
se, die mit Hilfe genetischer bzw. in vivo-Methoden erhalten wurden. Nahezu
alle als amorph eingeordneten Allele sind katalytisch inaktiv, Ausnahmen sind
Su(var)3-908 und Su(var)3-910, die in vitro eine schwache HMTase-Aktivität auf-
weisen (Lein, 2003), jedoch in genetischen bzw. in vivo-Analysen als inaktiv einge-
stuft wurden (Abb. 3.20 und Abb. 3.21). Die Mutantenproteine SU(VAR)3-908 und
SU(VAR)3-910 sind deutlich im Chromozentrum nachweisbar, was die Möglichkeit
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Abbildung 3.22: Su(var)3-9ptn erzeugt verstärkte H3-K9 di- bzw. tri-Methylierung.
(A) Immunmarkierung polytäner Speicheldrüsenchromosomen des heterozygo-
ten Su(var)3-9ptn-Allels mittels H3-K9 di- und tri-methyl-Antikörper. Im Ver-
gleich zum Wildtyp (links) sind in Su(var)3-9ptn (rechts) sowohl im Chromo-
zentrum als auch an zahlreichen euchromatischen Banden drastisch erhöhte
Level der H3-K9 di- bzw. tri-Methylierung nachweisbar. (B) Massenspektrome-
trische Analysen der H3-K9 mono-, di- und tri-Methylierung isolierter Histon
H3-Peptidfragmente (AS 9-17), isoliert aus Kernextrakten von Wildtyp-, hetero-
zygoten Su(var)3-917-, Su(var)3-917/Su(var)3-9ptn- sowie heterozygoten Su(var)3-
9ptn-Larven.
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α− GFP α− di H3−K9DNA Überlagerung

P{c3−9     −EGFP}ptn

Abbildung 3.23: Transgene P{c3-9ptn-EGFP}-Linien induzieren eine
verstärkte H3-K9 di-Methylierung im Euchromatin polytäner Spei-
cheldrüsenchromosomen. Kolokalisierung des SU(VAR)3-9ptn-EGFP-
Fusionsproteins, welches mittels eines GFP-Antikörpers nachgewiesen wurde,
mit H3-K9 di-Methylierung an zahlreichen euchromatischen Banden. DNA-
Färbung mit DAPI.

ausschließt, daß diese aufgrund einer gestörten oder fehlenden Interaktion ihre
Chromatinbindung verlieren (Abb. 3.24; exemplarische Darstellung der SU(VAR)
3-910-Verteilung). In den hypomorphen Allelen Su(var)3-913, Su(var)3-922 und
Su(var)3-925 ist ebenfalls in vitro eine HMTase-Aktivität nachweisbar, die jedoch
nie Wildtypniveau erreicht (Lein, 2003; Ebert et al., 2004). Die Mutantenprote-
ine der hypomorphen Allele zeigen eine dem Wildtyp gleichartige Verteilung (Abb.
3.24; exemplarische Darstellung der SU(VAR)3-922-Verteilung). In vitro Histon-
Methyltransferase-Assays der hypermorphen Su(var)3-9ptn-Mutante ergaben eine
gegenüber dem Wildtyp erhöhte HMTase-Aktivität (Ebert et al., 2004). Analysen
der Reaktionskinetik der Wildtyp-HMTase gegenüber dem hypermorphen Mutan-
tenprotein zeigten, daß die SU(VAR)3-9ptn-HMTase am Beginn der Reaktion ca.
doppelt so viel H3-Peptid (AS 1-20) umsetzen kann als das Wildtyp-Protein (Ebert
et al., 2004). Immunzytologische Analysen des SU(VAR)3-9ptn-Mutantenproteins
mit Hilfe des SU(VAR)3-9-Antikörpers zeigen im Chromozentrum eine dem Wild-
typ vergleichbare Verteilung, eine Erhöhung der Gesamt-Proteinmenge ist in Po-
lytänchromosomen der Su(var)3-9ptn-Mutante nicht zu beobachten (Abb. 3.24).
Anhand dieser Analysen und der Daten der HMTase-Assays kann man aus-
schließen, daß eine erhöhte Enzymmenge für den hypermorphen Phänotyp des
Su(var)3-9ptn-Allels verantwortlich ist.
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Abbildung 3.24: Verteilung der SU(VAR)3-9mut-Proteine in polytänen Spei-
cheldrüsenchromosomen. Immunmarkierung der Chromozentren transhetero-
zygoter Su(var)3-917/Su(var)3-9mut-Larven mit dem SU(VAR)3-9-Antikörper. Al-
le untersuchten Punktmutanten weisen eine dem Wildtypprotein (links darge-
stellt) vergleichbare Verteilung auf.
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3.6 H4-K20 tri-Methylierung als neue Markierung
repressiver Chromatinzustände

Die Modifizierung des Chromatins mittels Histon-Lysin-Methylierung spielt ei-
ne wesentliche Rolle in der Determinierung bestimmter Chromatinzustände. Im
einzelnen konnte gezeigt werden, daß die SU(VAR)3-9-vermittelte Modifizierung
der H3-K9-Methylierungsstadien bzw. E(Z)-abhängige H3-K27 mono- und di-Me-
thylierung bedeutende Markierungen des perizentrischen Heterochromatins von
Drosophila melanogaster darstellen. Jüngste Erkenntnisse deuten an, daß die
H4-K20-Methylierung ebenfalls eine Markierung repressiver Chromatinstruktu-
ren repräsentiert (Nishioka et al., 2002b; Fang et al., 2002). Um diesen Hinweisen
nachzugehen, wurden mittels spezifischer Antikörper, die zwischen den einzelnen
H4-K20-Methylierungsstadien unterscheiden können, polytäne Wildtypchromso-
men immunzytologisch analysiert. H4-K20 mono-Methylierung ist hauptsächlich
an Banden und Interbanden im Euchromatin bzw. schwach im Chromozentrum
nachweisbar (Abb. 3.25A). Die H4-K20 di-Methylierung zeigt eine prominente
Markierung zahlreicher Banden entlang der Chromosomen und darüberhinaus
eine deutliche Assoziation mit dem Chromozentrum (Abb. 3.25B). Die H4-K20
tri-Methylierung zeigt ebenfalls intensive Signale an vielen euchromatischen Ban-
den, eine starke Markierung des Chromozentrums bzw. ergänzend dazu, eine
lokale Akkumulation innerhalb des Chromozentrums (Abb. 3.25C). Diese beson-
dere Anreicherung im zentralen Areal des Chromozentrums konnte bereits in
Wildtypchromosomen mit H3-K9 tri- und H3-K27 tri-methyl-Antikörpern detek-
tiert werden und repräsentiert zentromernahe Bereiche (Siehe Abb. 3.13, 3.15
und 3.17).

3.6.1 H4-K20-Methylierung im Chromozentrum ist
SU(VAR)3-9-abhängig

In verschiedenen Studien konnten Wechselwirkungen bzw. Abhängigkeiten zwi-
schen verschiedenen Histon-Modifikationen aufgedeckt werden. Beispielsweise
ist die Methylierung von Histon H3 an den Positionen H3-K4 bzw. H3-K79 ab-
hängig von der Ubiquitinierung von H2B (Ezhkova und Tansey, 2004). Beach-
tenswert ist ein weiterer Fall, in dem beobachtet wurde, daß die Reduktion der
H3-K9 tri-Methylierung im perizentrischen Heterochromatin in Suv39h Doppel-
Knockout-Zellen zu einer Konvertierung von H3-K27 mono-Methylierung zu H3-
K27 tri-Methylierung führt (Peters et al., 2003). Da die H4-K20-Methylierung
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Abbildung 3.25: Nachweis der H4-K20-Methylierungsstadien in polytänen Spei-
cheldrüsenchromosomen von Drosophila melanogaster und Abhängigkeit von
Su(var)3-9. Verteilung der H4-K20 (A) mono-, (B) di- und (C) tri- Methylierung
in Speicheldrüsenchromosomen von Wildtyp- und Su(var)3-9 Null-Larven. Die
unteren Abbildungen zeigen jeweils vergrößerte Chromozentren. Pfeilköpfe deu-
ten auf das Chromozentrum. DNA-Färbung mit Propidiumiodid.
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eine ähnliche heterochromatische Verteilung wie die H3-K9-Methylierung auf-
weist, wurde untersucht, ob die H4-K20-Methylierungsstadien eine Abhängigkeit
von SU(VAR)3-9 zeigen. Obwohl in Su(var)3-9 Null-Mutanten keine signifikan-
te Reduktion der H4-K20 mono-Methylierung des Chromozentrums zu verzeich-
nen ist (Abb. 3.25A), konnte eine massive Reduktion der H4-K20 di- und tri-
Methylierung innerhalb des Chromozentrums festgestellt werden (Abb. 3.25B,
C). Das euchromatische Bandenmuster aller drei H4-K20-Methylierungszustände
weist in Su(var)3-9 Null-Larven gegenüber dem Wildtyp keine signifikanten Un-
terschiede auf (Abb. 3.25). Diese Daten deuten an, daß H4-K20 di- und tri-
Methylierung im perizentrischen Heterochromatin SU(VAR)3-9-abhängig erfolgt.

Die murinen SU(VAR)3-9-orthologen Suv39h-Proteine zeigen einen gleicharti-
gen Einfluß auf die H4-K20-Methylierung. In Suv39h Doppel-Knockout-Zellen
ist die H4-K20 tri-Methylierung im perizentrischen Heterochromatin nahezu voll-
ständig verloren (Schotta et al., 2004). Aufgrund dieser interessanten Wechsel-
wirkung, die offensichtlich evolutionär konserviert ist, wurden weiterführende
Analysen mit der Arbeitsgruppe Jenuwein in enger Zusammenarbeit durchge-
führt.

3.6.2 SUV4-20 vermittelt H4-K20 tri-Methylierung

Durch Untersuchungen von GFP-Fusionskonstrukten ausgewählter Kandidaten-
gene konnten in der Maus zwei Gene identifiziert werden, Suv4-20h1 und Suv4-
20h2, die für die H4-K20 tri-Methylierung im perizentrischen Heterochromatin
verantwortlich sind (Schotta et al., 2004). HMTase-Assays determinierten H4-
K20 tri-Methylierung als präferentielle Aktivität der Suv4-20h-Enzyme und ein
RNAi-vermittelter Knockdown beider Enzyme resultiert in reduzierter H4-K20 tri-
Methylierung im perizentrischen Heterochromatin (Schotta et al., 2004). Suv4-
20h-homologe Proteine sind unter anderem in Schizosaccharomyces pombe und
Drosophila melanogaster nachweisbar. Das Drosophila-Gen trägt die Bezeichnung
CG13363 und wird aufgrund der dokumentierten Homologie weiterführend als
Suv4-20 bezeichnet (FLYBASE, 2002). In P-Element-Datenbanken von Drosophi-
la melanogaster konnte eine homozygot lebensfähige Insertion eines P-Elementes
(P{GT1}BG00814) identifiziert werden, welche im 3. Exon von Suv4-20 lokalisiert
ist (FLYBASE, 2002). In homozygoten Suv4-20BG00814-Mutanten ist die H4-K20
tri-Methylierung sehr stark reduziert, sowohl im Chromozentrum als auch ent-
lang der euchromatischen Chromosomenarme (Abb. 3.26). Diese Daten impli-
zieren, daß es sich bei dieser P-Element-Insertion um ein stark hypomorphes
Suv4-20-Allel handelt.
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Abbildung 3.26: Kontrolle der H4-K20 tri-Methylierung in polytänen Spei-
cheldrüsenchromosomen von Drosophila melanogaster. Verteilung der H4-K20
tri-Methylierung in Speicheldrüsenchromosomen von Wildtyp-, Su(var)2-5 Null-
und Suv4-20BG00814-Larven. Pfeilköpfe deuten auf das Chromozentrum. Die
rechte Reihe zeigt vergrößerte Chromozentren. DNA-Färbung mit Propidium-
iodid.
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Mit Hilfe biochemischer Analysen konnte eine Interaktion zwischen Suv4-20h2
und HP1-Isoformen nachgewiesen werden (Schotta et al., 2004). Dieser Befund
deutet an, daß HP1 eine Lokalisierung der Suv4-20h-Enzyme an das perizen-
trische Heterochromatin vermittelt, da die Chromatinbindung von HP1 eben-
falls Suv39h-abhängig verläuft (Lachner et al., 2001; Bannister et al., 2001).
Tatsächlich ist in polytänen Chromosomen von Su(var)2-5 Null-Larven die H4-
K20 tri-Methylierung in Euchromatin und Heterochromatin nahezu vollständig
verloren (Abb. 3.26), obwohl die Verteilung aller H3-K9-Methylierungsstadien in-
nerhalb des Chromozentrums unverändert ist (siehe Abb. 3.13). Erwähnenswert
ist, daß Chromosomen von Su(var)2-5 Null-Larven einer Präparation durchaus
variable H4-K20 tri-Methylierungslevel aufweisen und daraufhin das Chromo-
som mit der stärksten nachweisbaren H4-K20 tri-Methylierung in die Abbildung
integriert wurde (Abb. 3.26). Demgegenüber ist in Su(var)2-5 Null-Larven keine
signifikante Veränderung der H4-K20 di-Methylierung sichtbar, obgleich der Ver-
lust von SU(VAR)3-9 zu einer deutlichen Reduktion dieser Markierung im Chro-
mozentrum führt (Abb. 3.27). Diese Daten zeigen, daß die Methylierungen der
Histon-Lysine im Heterochromatin in einem nacheinandergeschalteten Prozess
etabliert werden. Die Su(var)3-9-abhängige H3-K9 Methylierung im perizentri-
schen Heterochromatin geht der Suv4-20-vermittelten H4-K20 tri-Methylierung
voraus. Die überaus starke Reduktion der H4-K20 tri-Methylierung in Chromoso-
men von Su(var)2-5 Null-Larven legt nahe, daß die Chromatinbindung von Suv4-
20 tatsächlich durch Interaktion mit HP1 vermittelt wird.

3.6.3 Suv4-20 ist ein dominanter Suppressor für
Positionseffekt-Variegation

Die erhaltenen Ergebnisse implizieren, daß die H4-K20 tri-Methylierung neben
H3-K9 di- und tri-Methylierung eine weitere Markierung repressiver Chroma-
tinstrukturen darstellt. Um zu analysieren, ob diese Modifizierung tatsächlich
wichtig für die Etablierung von Gensilencing ist, wurde der Einfluß der Suv4-
20BG00814-Mutante auf PEV untersucht. Da Suv4-20 auf dem X-Chromosom lo-
kalisiert und darüberhinaus das P-Element BG00814 white+ markiert ist, konnte
die in unserer Arbeitsgruppe sehr gut charakterisierte Inversion wm4h nicht zur
Einordnung eines potentiellen Modifikatoreffektes von Suv4-20 genutzt werden.
Aus diesem Grund wurde ein anderes PEV-Rearrangement benutzt, T(2;3)Sbv, in
welchem die dominante Mutation Stubble1 in die Nähe des perizentrischen He-
terochromatins tansloziert wird (Sinclair et al., 1983). Das Sb1-Allel führt zur
Ausbildung kurzer, dicker Borsten in adulten Fliegen. Eine Reprimierung die-
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Abbildung 3.27: Kontrolle der H4-K20 di-Methylierung in polytänen Spei-
cheldrüsenchromosomen von Drosophila melanogaster. Verteilung der H4-K20
di-Methylierung in Speicheldrüsenchromosomen von Wildtyp- und Su(var)2-5
Null-Larven. Pfeilköpfe deuten auf das Chromozentrum. Die untere Reihe zeigt
vergrößerte Chromozentren. DNA-Färbung mit Propidiumiodid.

ser Mutation infolge Heterochromatin-induzierten Gensilencings resultiert in der
Bildung von Wildtyp-Borsten (lange, dünne Borsten). Sowohl homozygote Suv4-
20BG00814- als auch Wildtyp-Weibchen wurden mit der Translokation T(2;3)Sbv

gekreuzt. In der F1-Generation wurde die Reaktivierung der Sb1-Mutante durch
die Bestimmung des Verhältnisses von kurzen zu langen Borsten ermittelt. In
Männchen und Weibchen der Wildtyp-Kontrolle zeigen nur 1-2% der Borsten
einen Sb-Phänotyp, was eine massive Inaktivierung des Sb1-Allels dokumen-
tiert (Abb. 3.28). Demgegenüber zeigen die Kreuzungsanalysen mit der Suv4-
20BG00814-Mutante eine Reaktivierung des Sb1-Allels, da ca. 29% der Borsten
einen Sb-Phänotyp ausprägen (Abb. 3.28). Diese Daten klassifizieren Suv4-20
als einen dominanten Suppressor für PEV und demonstrieren eine Funktion der
H4-K20 tri-Methylierung im heterochromatischen Gensilencing.

3.6.4 Letale Wechselwirkung zwischen Su(var)3-9 und Suv4-20

Obgleich die Fertilität von Su(var)3-9 Null-Mutanten aufgrund von Segregations-
defekten während der frühen Embryonalentwicklung stark reduziert ist, sind die-
se Mutanten homozygot lebensfähig. Ebenso ist die hypomorphe Suv4-20BG00814-
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Wildtyp Suv4−20BG00814

Anzahl der
Fliegen

Borsten

Sb Sb+ % Sb

Wildtyp
Männchen 43 4 168 2

Weibchen 45 1 179 1

Suv4-20BG00814 Männchen 29 34 82 29

Weibchen 30 35 85 29

Abbildung 3.28: Suv4-20 ist ein dominanter Suppressor des PEV-Rearrange-
ments T(2;3)Sbv. Stubble-Variegation in Wildtyp- (links) und Suv4-20BG00814-
Fliegen (rechts). Kurze, dicke Borsten (Pfeile) deuten auf Reaktivierung des Sb1-
Allels der Translokation T(2;3)Sbv in Suv4-20BG00814-Fliegen. Die Tabelle zeigt
die Quantifizierung des PEV-Effektes in Wildtyp- und Suv4-20BG00814-Fliegen.
Wildtyp- und Suv4-20BG00814-Weibchen wurden mit T(2;3)Sbv-Männchen ge-
kreuzt. Die Anzahl der Stubble-Borsten (in Prozent) wurde in Männchen und
Weibchen der F1-Generation ermittelt.
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Mutante homozygot lebensfähig. Kombiniert man jedoch ein Su(var)3-9 Null-Allel
mit der Suv4-20BG00814-Mutante, resultiert diese Doppelmutation in Letalität. Un-
ter Zuhilfenahme von GFP-Balancerstämmen konnte der Zeitpunkt der Letalität
auf das 3. Larvenstadium festgelegt werden. Wie bereits ausführlich beschrie-
ben, ist SU(VAR)3-9 ein maternales Protein, das heißt, das Genprodukt wird
vom Weibchen in das Ei eingebracht. Viele Mutationen in Chromatingenen, wie
z.B. Su(var)2-5 oder E(z), führen zu rezessiver Letalität. Gleichwohl sind homo-
zygote Larven häufig bis zum 3. Larvenstadium lebensfähig, da das maternale
Genprodukt erst im Laufe dieses Entwicklungsstadiums aufgebraucht ist (Fanti
et al., 1998). Aus diesen Überlegungen kann man ableiten, daß die homozygo-
ten Larven, die die Doppelmutation Suv4-20BG00814; Su(var)3-9 Null tragen, ster-
ben, wenn das maternal eingebrachte SU(VAR)3-9-Protein aufgebraucht ist. Da in
Su(var)3-9 Null-Mutanten ausschließlich die H4-K20 di- und tri-Methylierung im
Chromozentrum, nicht aber die Markierung euchromatischer Banden (Abb. 3.25)
massiv reduziert ist, ist es möglich, daß der Grund der letalen Wechselwirkung in
der gestörten Struktur bzw. Organisation des perizentrischen Heterochromatins
begründet ist.

3.7 Charakterisierung von neuen JIL-1-Mutanten als
bedeutende Regulatoren von PEV

In unabhängigen Mutantenanalysen konnten Suppressoren identifiziert werden,
die Su(var)3-9-abhängiges Gensilencing beeinträchtigen. Die stärksten beobach-
teten Effekte zeigen in dieser Hinsicht Allele des dominanten Suppressorgens
Su(var)3-1 [Locus beschrieben in Wustmann et al. (1989)]. Es wurde bereits dar-
gelegt, daß eine zusätzliche Kopie von Su(var)3-9 einen sogenannten Triplo-En-
hancereffekt auf PEV aufweist [Abb. 3.1; Tschiersch et al. (1994)], das bedeu-
tet, das Markergen in dem jeweiligen PEV-Rearrangement wird aufgrund der
Überexpression des SU(VAR)3-9-Proteins reprimiert. In dem PEV-Rearrangement
In(1)wm4h beispielsweise, ist in Kombination mit einer zusätzlichen Su(var)3-9-
Kopie eine komplette Inaktivierung des white-Gens zu verzeichen. In Su(var)3-1-
Allelen hingegen kann eine Reprimierung des white-Gens durch eine zusätzliche
Kopie von Su(var)3-9 nicht mehr erfolgen, das white-Gen bleibt vollständig ak-
tiv (Schotta, 2002). Der Suppressoreffekt von Su(var)3-1 ist demnach epistatisch
über den Triplo-Enhancereffekt von Su(var)3-9. Sequenzanalysen von Kandida-
tengenen ergaben in allen sechs Su(var)3-1-Allelen Nonsens-Mutationen im JIL-1-
Gen, C-terminal zu den Kinase-Domänen (Ebert et al., 2004). Aus diesem Grund
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wurden diese neuen JIL-1-Mutanten, die alle in verkürzte JIL-1-Proteine resultie-
ren, als JIL-1Su(var)3-1-Allele bezeichnet (Ebert et al., 2004).

3.7.1 JIL-1Su(var)3-1-Mutanten zeigen normale
H3-S10-Phosphorylierungsmuster

JIL-1 ist eine Tandem-Kinase, die in Interphase-Chromosomen Serin 10 von His-
ton H3 (H3-S10) phosphoryliert (Wang et al., 2001). In der homozygoten JIL-1z2

Null-Mutante ist die H3-S10-Phosphorylierung in Interphase-Kernen stark re-
duziert, in mitotischen Chromosmen jedoch unbeeinflußt (Wang et al., 2001).
Um zu prüfen, ob in einer veränderten H3-S10-Phosphorylierung die Ursache für
den außerordentlich starken Suppressoreffekt zu finden ist, wurde die H3-S10-
Phosphorylierung in polytänen Speicheldrüsenchromosomen mit Hilfe eines H3-
S10-phospho-spezifischen Antikörpers analysiert. In Wildtypchromosomen ist die
H3-S10-Phosphorylierung in zahlreichen Interbanden nachweisbar (Abb. 3.29).
Dieses Muster ist in JIL-1Su(var)3-1-Mutanten nicht signifikant geändert, was dafür
spricht, daß die Funktion der Kinase-Domänen intakt ist (Abb. 3.29). Untersu-
chungen mittels eines weiteren Antikörpers, der eine Kombination von phos-
phoryliertem H3-S10 und acetyliertem H3-K14 erkennt, zeigen ebenfalls keine
Veränderung dieser Markierung in JIL-1Su(var)3-1-Mutanten (Abb. 3.29).

3.7.2 Veränderte Chromosomenmorphologie in
JIL-1Su(var)3-1-Mutanten

Hypomorphe JIL-1-Mutanten haben einen massiven Effekt auf die Struktur und
Morphologie von polytänen Speicheldrüsenchromosomen in Männchen und Weib-
chen (Wang et al., 2001). In JIL-1z2 Null-Mutanten sind die Chromosomen mas-
siv kondensiert und die euchromatischen Interbandenstrukturen weitestgehend
aufgelöst, ein Effekt der am deutlichsten im männlichen X-Chromosom auftritt
(Wang et al., 2001). Um zu untersuchen, ob die Chromosomenstruktur in JIL-
1Su(var)3-1-Mutanten ebenfalls morphologischen Veränderungen unterliegt, wur-
den Wildtyp- und Mutantenchromosomen von Männchen und Weibchen ver-
gleichend analysiert. Dabei konnte beobachtet werden, daß in homozygoten JIL-
1Su(var)3-1-Allelen das männliche, jedoch nicht das weibliche, X-Chromosom wei-
testgehend dekondensiert vorliegt (Abb. 3.30A, Pfeilköpfe deuten auf das X-Chro-
mosom). Insgesamt wirkt das gesamte Euchromatin in der Mutante aufgelockert.
Um das männliche X-Chromosom klar zu identifizieren, erfolgte dessen Mar-
kierung mit Hilfe eines spezifischen MOF-Antikörpers (Abb. 3.30B), ein Protein,
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DNA DNA
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−H3−S10 phosphoα
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Wildtyp Su(var)3−1 

Abbildung 3.29: Nachweis der H3-S10-Phosphorylierung in polytänen Spei-
cheldrüsenchromosomen von JIL-1Su(var)3-1-Mutanten. Immunmarkierung von
Speicheldrüsenchromosomen von Wildtyp- (links) und JIL-1Su(var)3-1 Mutanten-
Larven (rechts) mittels eines spezifischen H3-S10 phospho-Antikörpers (obere
Reihe) sowie eines Antikörpers, der eine Kombination von phosphoryliertem
H3-S10 und acetyliertem H3-K14 erkennt (untere Reihe). DNA-Färbung mit
Propidiumiodid.
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welches Bestandteil von Dosis-Kompensations-Komplexen und aufgrunddessen
ausschließlich mit dem männlichen X-Chromosom assoziiert ist (Hilfiker et al.,
1997). Diese Daten deuten an, daß die JIL-1Su(var)3-1-Mutanten dem Wildtypprote-
in entgegenwirken und somit antimorphe JIL-1-Allele darstellen.

α−mofα−mof

Su(var)3−1

Su(var)3−1

DNA DNA DNA DNA

MännchenWeibchen Weibchen Männchen

DNADNA X X

Wildtyp

Wildtyp

DNA + DNA +

A

B

Abbildung 3.30: Dekondensierung des männlichen X-Chromosoms in Po-
lytänchromosomen von JIL-1Su(var)3-1-Mutanten. (A) Das X-Chromosom (Pfeil-
kopf) männlicher homozygoter JIL-1Su(var)3-1-Mutanten (rechts) liegt in Spei-
cheldrüsenchromosomen größtenteils dekondensiert vor und verliert teilweise
die charakteristische Bandenstruktur. (B) Die betroffenen Chromosomen zei-
gen eine Assoziation mit MOF-Antikörper, einem spezifischen Marker für das
männliche X-Chromosom. Das jeweils rechte Bild zeigt ein vergrößertes X-
Chromosom. Pfeilköpfe deuten auf das jeweilige X-Chromosom. DNA-Färbung
mit Propidiumiodid.

Mit Hilfe eines spezifischen JIL-1-Antikörpers ist es möglich, die Verteilung des
Proteins zu verfolgen. In Wildtypchromosomen ist das JIL-1-Protein in hunder-
ten Interbanden und schwach im Chromozentrum nachweisbar [Abb. 3.31; Jin
et al. (1999)], wogegen im X-Chromosom männlicher Larven ein ca. zweifach
erhöhtes JIL-1-Level zu verzeichnen ist [Abb. 3.31, Pfeil; Jin et al. (1999)]. In
der homozygoten JIL-1z2 Null-Mutante ist, wie zu erwarten, kein Signal mittels
JIL-1-Antikörper identifizierbar (Abb. 3.31). Die Verteilung des verkürzten Pro-
teins der JIL-1Su(var)3-1-Mutanten ist in Interbanden nicht signifikant verändert,
auffallend ist jedoch eine variable Reduktion der Proteinmenge im männlichen X-
Chromosom (Abb. 3.31, gezeigt sind zwei Chromosomen einer Präparation). Wie

71



3 Ergebnisse

bereits erwähnt, entspricht das männliche X-Chromosom der Region, die den
auffälligsten Veränderungen der Chromatinstruktur unterliegt (Abb. 3.30). Da
JIL-1Su(var)3-1-Mutanten interessante genetische Wechselwirkungen mit Su(var)3-
9 aufweisen, wurde ferner die Verteilung des JIL-1-Proteins in Su(var)3-9 Null-
Mutanten analysiert. Dabei waren keine Veränderungen in der Proteinverteilung,
betreffend der Markierung der Interbanden und des männlichen X-Chromosoms,
nachweisbar (Abb. 3.31). Demgegenüber ist in Su(var)3-9 Null-Mutanten deut-
lich und reproduzierbar eine stärkere Assoziation des JIL-1-Proteins mit dem 4.
Chromosom zu beobachten (Abb. 3.31, offener Pfeilkopf).

Wildtyp Su(var)3−9 nullSu(var)3−1nullJIL−1

Abbildung 3.31: Verteilung von JIL-1 in polytänen Speicheldrüsenchromsomen
männlicher Larven des Wildtyps, JIL-1 Null-Mutante (JIL-1z2), JIL-1Su(var)3-1 und
Su(var)3-9 Null-Mutanten. Pfeilköpfe deuten auf das X-Chromosom. Offene
Pfeilköpfe markieren das 4. Chromosom. DNA-Färbung mit Propidiumiodid.

3.7.3 Repressive oder aktivierende Histon-Modifikationen sind in
JIL-1Su(var)3-1-Mutanten nicht verändert

Die faszinierendste Eigenschaft der JIL-1Su(var)3-1-Mutanten betrifft die massive
Blockierung des durch zusätzliche Su(var)3-9-Kopien induzierten Gensilencings.
Um die Komplexität des Genoms zu koordinieren, haben sich Mechanismen ent-
wickelt, die aktive Gen-Loci vor repressiven Chromatinstrukturen schützen. Mo-
difizierungen der N-Termini der Histone können durch die Bereitstellung einer
neuen Bindungsoberfläche am Chromatin, die von bestimmten Proteinen erkannt
werden, den Chromatinstatus regulieren. Die Methylierung von H3-K9, H3-K27
und H4-K20 stellt in diesem Kontext eine Markierung repressiven Chromatins
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dar (Fischle et al., 2003; Peters et al., 2003; Schotta et al., 2004), wobei der
Su(var)3-9-abhängigen H3-K9-Methylierung eine zentrale Rolle im heterochroma-
tischen Gensilencing zukommt (Schotta et al., 2002; Peters et al., 2003).

Um zu untersuchen, ob der außergewöhnlich starke Suppressoreffekt der JIL-
1Su(var)3-1-Mutanten, bzw. deren hemmender Einfluß auf Su(var)3-9-abhängiges
Gensilencing mit einer Veränderung repressiver Histon-Methylierungsmuster ein-
hergeht, wurden immunzytologische Analysen an Polytänchromosomen des Wild-
typs im Vergleich mit homozygoten JIL-1Su(var)3-1-Mutanten durchgeführt. In JIL-
1Su(var)3-1-Mutanten konnte jedoch keine offensichtliche Änderung, weder der H3-
K9- und H3-K27-Methylierungsstadien, noch der H4-K20 tri-Methylierung im He-
terochromatin bzw. Euchromatin detektiert werden (Abb. 3.32). Die Lokalisierung
der Proteine SU(VAR)3-9 und HP1 unterliegt in JIL-1Su(var)3-1-Mutanten ebenfalls
keiner Veränderung (Daten nicht gezeigt).

Da die JIL-1-Kinase hauptsächlich in Interbanden lokalisiert und darüber-
hinaus in Abwesenheit von JIL-1 die Bandenstruktur weitestgehend aufgelöst ist
bzw. die Chromosomen kondensiert vorliegen (Wang et al., 2001), liegt die Ver-
mutung nahe, daß die JIL-1-Kinase eine Funktion in der Etablierung oder Auf-
rechterhaltung offener Chromatinstrukturen innehat. Aus diesem Grund wurden
die JIL-1Su(var)3-1-Mutanten auf Veränderungen bezüglich aktivierender Histon-
Methylierungsmuster, wie H3-K4-Methylierung und H3-K9- bzw. H3-K14-Acety-
lierung untersucht. Die H3-K4-Methylierung stellt eine Markierung euchromati-
scher Interbandenregionen dar (Abb. 3.33, siehe auch Abb. 3.18). In polytänen
Chromosomen der JIL-1Su(var)3-1-Allele ist jedoch keine Veränderung dieses spezi-
fischen Methylierungsmusters zu beobachten. Eine Acetylierung von H3-K9 und
H3-K14 ist hingegen entscheidend für die Rekrutierung des RNA Polymerase II
Transkriptionsfaktors TFIID, wobei die H3-S10 Phosophorylierung durch eine
bisher nicht näher spezifizierte Kinase kritisch für die Acetylierung der H3-K14-
Position, beispielsweise durch GCN5 ist (Agalioti et al., 2002). In Wildtypchro-
mosomen ist die H3-K9- bzw. K14-Acetylierung an zahlreichen euchromatischen
Banden und schwach im Chromozentrum nachweisbar (Abb. 3.33). Dieses Mar-
kierungsmuster ist in den analysierten JIL-1Su(var)3-1-Mutanten nicht signifikant
verändert (Abb. 3.33).

Jüngste Erkenntnisse deuten an, daß das Vorkommen von Histonvarianten im
Nucleosom wichtig für die Aufrechterhaltung aktivierender bzw. repressiver Chro-
matinstrukturen ist. Die Inkorporation der H2A-Histonvariante H2A.Z in Nucleo-
somen beispielsweise, repräsentiert einen neuen Mechanismus, um das Euchro-
matin vor unkontrollierter Ausbreitung des Heterochromatins zu bewahren (Me-
neghini et al., 2003). Dabei ist diese Histon-Variante vornehmlich an Promotoren

73



3 Ergebnisse

MeMe

H3−K9
α −tri

Me

−diα
Me

H3−K9

−mono
H3−K9
α

Me

α −tri
H4−K20

Me Me Me

−diα

DNA DNA

Su(var)3−1

Me

−monoα
H3−K27

Me Me

H3−K27

Me

α −tri

Me

H3−K27

Wildtyp
Antikörper Antikörper

Me

Me

Abbildung 3.32: Verteilung repressiver Histon-Lysin-Methylierungsmuster
in JIL-1Su(var)3-1-Mutanten. Immunmarkierung polytäner Spei-
cheldrüsenchromosomen von Wildtyp- und JIL-1Su(var)3-1-Mutanten-Larven
mittels Antikörper, die gegen H3-K9 bzw. H3-K27 mono-, di- und tri-
Methylierung sowie H4-K20 tri-Methylierung gerichtet sind. DNA-Färbung mit
Propidiumiodid.
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Abbildung 3.33: Verteilung aktivierender Histon-Modifizierungsmuster
in JIL-1Su(var)3-1-Mutanten. Immunmarkierung polytäner Speichel-
drüsenchromosomen von Wildtyp- und JIL-1Su(var)3-1-Mutanten-Larven mittels
Antikörper, die gegen H3-K4 di-Methylierung (obere Reihe) bzw. gegen Acety-
lierung von H3-K9 (mittlere Reihe) und H3-K14 (untere Reihe) gerichtet sind.
DNA-Färbung mit Propidiumiodid.
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und innerhalb der kodierenden Region von aktiven Genen nachweisbar (Meneg-
hini et al., 2003). Es ist demnach denkbar, daß die C-terminal verkürzten JIL-
1Su(var)3-1-Mutantenproteine auf bisher ungeklärte Weise den Einbau von H2A.Z
in das Nucleosom beeinflussen und somit die Ausbreitung von Heterochromatin
blockieren. Immunzytologische Analysen mit Hilfe eines Antikörpers, der spezi-
fisch das Drosophila-Homologe von H2A.Z, H2Av, erkennt, zeigen in polytänenen
Speicheldrüsenchromosomen hauptsächlich eine Verteilung in zahlreichen In-
terbanden aber auch eine Assoziation mit dem Chromozentrum (Abb. 3.34, linke
Reihe). In JIL-1Su(var)3-1- bzw. der amorphen JIL-1z2-Mutante konnte keine offen-
sichtliche Änderung des H2Av-Verteilungsmusters beobachtet werden (Abb. 3.34,
linke Reihe). Ebenfalls in der Su(var)3-9 Null-Mutante konnte keine signifikante
Veränderung der H2Av-Bindung im Chromatin nachgewiesen werden (Abb. 3.34,
linke Reihe).

Neueste in vitro-Daten implizieren, daß MSK1, das humane Homologe der JIL-
1-Kinase, durch die Phosphorylierung von Histon H2A an der Position Serin 1
(S1), eine Transkription an rekonstituiertem Chromatin inhibiert (Zhang et al.,
2004). Nun stellte sich die Frage, ob die H2A-S1-Phosphorylierung ebenfalls in
vivo von MSK1/JIL-1 realisiert wird. Um diesen Punkt zu klären, wurden immun-
zytologische Analysen mit Hilfe eines Antikörpers durchgeführt, der phosphory-
liertes S1 von H2A und H4 detektiert (Barber et al., 2004). In Wildtypchromoso-
men ist diese spezielle Markierung an zahlreichen euchromatischen Banden und
darüberhinaus prominent im Chromozentrum nachweisbar (Abb. 3.34, rechte
Spalte). Erstaunlicherweise ist keinerlei Reduktion der Phosphorylierung in JIL-
1z2 Null-Mutanten erkennbar (Abb. 3.34, rechte Spalte). Dieses Ergebnis deutet
an, daß die H2A-S1-Phosphorylierung in polytänen Speicheldrüsenchromosomen
kein Ziel der JIL-1-Kinase darstellt, wobei in diesen immunzytologischen Un-
tersuchungen der Antikörper eine Schwachstelle darstellt, der neben H2A-S1
ebenfalls H4-S1-Phosphorylierung detektiert (Barber et al., 2004). Dieses Phos-
phorylierungsmuster unterliegt im Hintergrund von JIL-1Su(var)3-1- bzw. Su(var)3-9
Null-Mutanten gleichermaßen keiner signifikanten Veränderung (Abb. 3.34, rech-
te Spalte).

Um in JIL-1Su(var)3-1-Mutanten eine mögliche Veränderung der Histon-Modifizie-
rungsmuster zu detektieren, wurden ergänzend massenspektrometrische Analy-
sen von Kernextrakten diverser embryonaler Stadien (0-4 h bzw. 0-14 h) durch-
geführt. Diese Analysen ergaben, bestätigend zu den immunzytologischen Un-
tersuchungen mit Hilfe spezifischer Antikörper, keine signifikanten Änderungen
bekannter Histon-Modifizierungen in JIL-1Su(var)3-1-Embryonen (S. Kubicek, pers.
Mitteilung).

76



3 Ergebnisse

H2Avα−

H2Avα−

H2Avα−

H2Avα− H2A/H4−S1 phosphoα−

Su(var)3−1 Su(var)3−1

H2A/H4−S1 phosphoα−

H2A/H4−S1 phosphoα−

H2A/H4−S1 phosphoα−

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA DNA

DNA

Wildtyp Wildtyp

JIL−1 JIL−1

Su(var)3−9Su(var)3−9

null null

null null

Abbildung 3.34: Verteilung der H2A-Histonvariante H2Av bzw. H2A-S1-
Phosphorylierung in polytänen Speicheldrüsenchromosomen. Immunmarkie-
rung von Speicheldrüsenchromosomen des Wildtyps, JIL-1 Null-Mutante (JIL-
1z2), JIL-1Su(var)3-1 und Su(var)3-9 Null-Mutanten mittels Antikörper, die gegen
die Histon H2A-Variante H2Av (linke Spalte) und gegen die Phosphorylierung
von H2A-S1 sowie H4-S1 gerichtet sind (rechte Spalte). DNA-Färbung mit Pro-
pidiumiodid.
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3.7.4 JIL-1Su(var)3-1 blockiert die Ausbreitung heterochromatischer
Chromatinstrukturen

Die massive Blockierung der SU(VAR)3-9-vermittelten Reprimierung des white-
Gens durch JIL-1Su(var)3-1 legt die Vermutung nahe, daß die Ausbreitung des He-
trochromatins in diesen Mutanten schwerwiegend gehemmt ist. Mit Hilfe zytolo-
gischer Analysen wurde der Einfluß von JIL-1Su(var)3-1 auf die Ausbreitung von He-
terochromatin in einem geeigneten PEV-Rearrangement, mit der Möglichkeit ei-
ner sehr viel höheren Auflösung, untersucht. In der Translokation T(1,4)wm258-21

wurde eine, das white- und Notch-Gen beinhaltende, Region in die unmittelbare
Nähe des perizentrischen Heterochromatins transloziert und unterliegt hierbei ei-
ner variablen Heterochromatisierung. In polytänen Speicheldrüsenchromosomen
ist eine variable Kompaktierung der euchromatischen Region 3C-3E, welche ca.
1 Mb DNA entspricht, sichtbar (Hartmann-Goldstein, 1967). In Präparationen ist
das heterochromatisierte Material jedoch häufig in das angrenzende perizentri-
sche Heterochromatin inkorporiert, was dessen Analyse erschwert (Reuter et al.,
1982). Aus diesem Grund wurde die Heterochromatisierung der Region 3C-3E in
heterozygoten T(1,4)wm258-21/T(1,4)w70l26.5-Larven verfolgt. In dieser Kombinati-
on bildet die Region 3C-3E der Translokation wm258-21 mit dem 4. Chromosom
eine Paarungsstruktur und wird demzufolge nicht in das Chromozentrum in-
korporiert (Reuter et al., 1982). Die Kombination dieser beiden Translokationen
erlaubt präzisere Studien der inaktivierten Region (Abb. 3.35). Der variabel he-
terochromatisierte Bereich umfaßt mehrere Transkriptionseinheiten, von denen
die Expression der Gene Notch und white phänotypisch verfolgt werden kann
(Abb. 3.36A).

Die Anwesenheit von zwei zusätzlichen Su(var)3-9-Kopien führt zu einer mas-
siven Kompaktierung und markanten H3-K9 di-Methylierung der Region 3C-3E
(Abb. 3.36B, linke Spalte). Diese starke Kondensation euchromatischer Bereiche
wird von der Reprimierung des Notch- und, in abgeschwächter Form, des mehr
distal lokalisierten white-Gens begleitet (Abb. 3.36B, linke Spalte). Dabei zeigen
51% der ausgewerteten Flügel die für die Notch-Inaktivierung typischen einge-
kerbten Flügel und 41% der untersuchten Fliegenaugen wiesen white-mottled-
Sektoren unterschiedlichen Ausmaßes auf (Abb. 3.36B, linke Spalte). Weiterhin
wurden die zwei zusätzlichen Su(var)3-9-Kopien mit JIL-1Su(var)3-1 kombiniert und
deren Effekt auf die Heterochromatisierung in der Translokation wm258-21 analy-
siert. Bemerkenswerterweise verliert die gesamte Region, die durch den Einfluß
der SU(VAR)3-9-Überexpression massiv heterochromatisiert wurde, die Kompak-
tierung und zeigt das typische euchromatische Bandenmuster (Abb. 3.36B, rech-
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Abbildung 3.35: Polytänes Speicheldrüsenchromosom heterozygoter
T(1,4)wm258-21/T(1,4)w70l26.5-Larven. Die variabel heterochromatisierte Re-
gion 3C-3E ist markiert (Klammer). Immunmarkierung mit H3-K9 di-
methyl-Antikörper kennzeichnet das 4.Chromosom (Pfeilkopf) sowie das
Chromozentrum. Das Rechteck markiert den in Abb. 3.36B dargestellten
Chromosomenausschnitt.

te Spalte). Die Blockierung der Ausbreitung des Heterochromatins ist mit der Ak-
tivierung der Expression des Notch- bzw. white-Gens verbunden, da in den ana-
lysierten adulten Fliegen kaum noch Zeichen einer Inaktivierung eines der beiden
Gene zu beobachten ist (Abb. 3.36, rechte Spalte). Dieser Befund macht deutlich,
daß eine verstärkte, SU(VAR)3-9-vermittelte Ausbreitung des Heterochromatins
durch JIL-1Su(var)3-1 massiv blockiert wird, was eine überaus bedeutende Funktion
des C-Terminus von JIL-1 in der Regulation von Chromatinstrukturen nahelegt.

Die variable Inaktivierung weiter euchromatischer Bereiche in der Transloka-
tion wm258-21 ermöglicht weiterhin eine Analyse von Histon-Modifikationen, die
mit der Ausbreitung des Heterochromatins einhergehen. Liegt diese Region un-
kondensiert vor und zeigt das typische euchromatische Bandenmuster, sind kei-
ne Signale für H3-K9 di- und tri-Methylierung nachweisbar (Abb. 3.36B, rechte
Spalte). Im Gegensatz dazu ist die SU(VAR)3-9-vermittelte Kondensation dieses
Bereiches des Chromatins mit einer beträchtlichen H3-K9 di-Methylierung, je-
doch nicht mit H3-K9 tri-Methylierung assoziiert (Abb. 3.36B, linke Spalte). Diese
Daten implizieren, daß die H3-K9 di-Methylierung, zumindest in Drosophila me-
lanogaster, die wesentliche Markierung darstellt, die mit der Ausbreitung repri-
mierender, heterochromatischer Chromatinstrukturen assoziiert ist. Die H3-K9
tri-Methylierung ist offensichtlich weniger bedeutsam für die Ausbildung von He-
terochromatin. Die geringe Verteilung im perizentrischen Heterochromatin bzw.
die starke Anreicherung in Zentromernähe zeugen eher für eine Funktion der
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H3-K9 tri-Methylierung in der Organisation und Struktur zentromernahen Chro-
matins.

3.7.5 JIL-1Su(var)3-1-Mutanten hemmen generell die Ausbreitung
Su(var)3-9-vermittelter Heterochromatisierung

Beide PEV-Rearrangements, T(1,4)wm258-21 bzw. In(1)wm4h, in deren Hintergrund
bestimmt werden konnte, daß JIL-1Su(var)3-1 der Triplo-Enhancerfunktion von Su
(var)3-9 entgegenwirkt, betreffen das X-Chromosom. Um sicher ausschließen zu
können, daß es sich bei den dokumentierten Effekten nicht um spezifische Wir-
kungen handelt, die exklusiv mit dem X-Chromosom verbunden sind, wurde der
Einfluß von JIL-1Su(var)3-1 auf fünf weitere PEV-Rearrangements, die sowohl auto-
somal, als auch X- bzw. Y-chromosomal lokalisiert sind, analysiert. Dabei wurden
vergleichend der Einfluß von JIL-1Su(var)3-1, zwei zusätzlichen Su(var)3-9-Kopien
und die Kombination beider untersucht.

Die verwendeten PEV-Rearrangements können in verschiedene Klassen ein-
geteilt werden. Die erste Klasse ist dadurch charakterisiert, daß durch chro-
mosomale Umbauten ein Gen-Locus in die Nachbarschaft von perizentrischem
Heterochromatin gebracht wurde. Im Wildtyp unterliegen diese Gene einer varia-
blen Inaktivierung, sichtbar am gelbfarbenen Abdomen mit wenigen schwarzen
Punkten, resultierend aus der Inaktivierung des yellow-Gens in der Duplikati-
on Dp(1;f)γ238 bzw. lange, dünne Scutellarborsten, hervorgerufen durch die Re-
primierung der dominanten Sb1-Mutation, im Fall der Translokation T(2;3)Sbv.
JIL-1Su(var)3-1 zeigt ebenfalls einen starken Suppressoreffekt auf diese PEV-Rear-
rangements, sichtbar an der deutlichen Schwarzfärbung des Abdomens in der
Duplikation γ238 bzw. kurzer Borsten in Sbv. Darüberhinaus hemmt JIL-1Su(var)3-1

massiv die Etablierung des Triplo-Enhancereffektes von Su(var)3-9 (Abb. 3.37
und Tab. 3.1).

In der zweiten Klasse sind PEV-Rearrangements zusammengefaßt, in denen
ein Transgen, welches ein lacZ- und mini-white-Gen als Marker enthält, in die
Nähe des Heterochromatins gebracht wurde (Tab. 3.1). Im Fall der Inversion
In(3L)BL1 und der Transposition Tp(3;Y)BL2 konnte die Expression der Marker-
gene in verschiedenen Entwicklungsstadien detektiert werden, lacZ -Expression
in Speicheldrüsen 3. Larven bzw. white-Expression in den Augen adulter Flie-
gen. Die Su(var) 3-9-Überexpression führt zu verstärkter Reprimierung der bei-
den Markergene lacZ und white, währenddessen JIL-1Su(var)3-1 die Inaktivierung
beider Markergene supprimiert (Abb. 3.37 und 3.1). Überdies ist in Gegenwart
von zwei Extra-Kopien Su(var)3-9, kombiniert mit JIL-1Su(var)3-1, eine beträchtliche
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Abbildung 3.36: JIL-1Su(var)3-1 blockiert die Ausbreitung des Heterochromatins.
(A) Schematische Darstellung der durch Heterochromatisierung variabel inak-
tivierten Region 3C-3E in der Translokation wm258-21, die aufgrund des Kon-
taktes zum 4. Chromosom stabilisiert wird. Die phänotypisch analysierbaren
Gene Notch (inaktiv=eingekerbte Flügel) und white (inaktiv=weiße Augen) be-
finden sich innerhalb dieses variabel inaktivierten Bereiches. (B) Immunzy-
tologische Analysen der H3-K9 di- und tri-Methylierung in der Translokati-
on T(1,4)wm258-21. In Anwesenheit von zwei Extra-Kopien von Su(var)3-9 (linke
Spalte), wird die Region 3C-3E stark kompaktiert (Klammer) und markiert mit
H3-K9 di-Methylierung, nicht jedoch H3-K9 tri-Methylierung. Die Inaktivierung
der Transkription wird durch eine hohe Anzahl von eingekerbten Flügeln (51%)
bzw. white-mottled-Sektoren (41%) verdeutlicht. Die Präsenz von JIL-1Su(var)3-1

unterdrückt die Ausbreitung des Heterochromatins (Klammer), sichtbar an der
Aktivierung der Gene Notch (91%) und white (95%) sowie den Verlust der H3-K9
di-Methylierung.
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Abbildung 3.37: JIL-1Su(var)3-1 unterdrückt die Ausbreitung des Heterochroma-
tins in verschiedenen PEV-Rearrangements. Die Expression der Markerge-
ne ist in Anwesenheit von zwei zusätzlichen Su(var)3-9-Kopien (P{Su(var)3-
9} +/+), der JIL-1Su(var)3-1-Mutante (Su(var)3-1 +/+) und der Kombination bei-
der Genotypen (P{Su(var)3-9}; Su(var)3-1 +/+) dargestellt. Ausgewählt sind re-
präsentative Phänotypen. Vergleiche mit Tabelle 3.1.
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% Wildtyp-Expression des Marker-Gens

PEV Epiallel Marker-Gen(e) Chr. Phänotyp bei voller Expression P{3-9} +/+ Su(var)3-1;
+/+

Su(var)3-1;
P{3-9} +/+

Klasse I

In(1)wm4 white X rote Augen 0% 100% 95%

Dp(1;f)γ238 yellow X schwarze Pigmentierung 6% 70% 45%

T(2;3)Sbv stubble 3 kurze Borsten 2% 64% n.d.

T(1;4)wm258-21 Notch X eingekerbte Flügel 49% 100% 91%

white rote Augen 41% 100% 95%

Klasse II

In(3L)BL1 lacZ -Transgene 3 lacZ Expression 26% 73% 60%

w+ rote Augen 33% 86% 58%

Tp(3;Y)BL2 lacZ -Transgene Y lacZ Expression 26% 68% 53%

w+ rote Augen 25% 98% 68%

T(2;3)V21e

PlacW(92E)
Repeats von
w+-Transgenen

3 rote Augen 22% 85% n.d.

Tabelle 3.1: JIL-1Su(var)3-1 blockiert generell die Ausbreitung des Heterochromatins. Die Expression der Marker-
gene ist in Anwesenheit von zwei zusätzlichen Su(var)3-9-Kopien (P{Su(var)3-9} +/+), der JIL-1Su(var)3-1-Mutante
(Su(var)3-1 +/+) und der Kombination beider Genotypen (P{Su(var)3-9}; Su(var)3-1 +/+) dargestellt. Die Expression
der jeweiligen Markergene wurde gemäß Material und Methoden kalkuliert. Repräsentative Phänotypen sind in
Abbildung 3.37 aufgeführt.
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3 Ergebnisse

Reaktivierung des lacZ- und white-Gens zu verzeichnen (Abb. 3.37 und Tab. 3.1).

Das Transgen T(2;3)V21e PlacW(92E enthält vier PlacW -Elemente in Tande-
manordnung, was in einer variablen Inaktivierung des eingeschlossenen mini-
white-Gens resultiert (Dorer und Henikoff, 1994). Die Gegewart von zwei zusätz-
lichen Su(var)3-9-Kopien zeigt in diesem Fall nur eine geringe Verstärkung der
Inaktivierung des Markergens, demgegenüber induziert die JIL-1Su(var)3-1-Mutante
eine ausnehmend starke Aktivierung der white-Expression (Abb. 3.37 und Tab.
3.1).

3.7.6 Die massive Heterochromatisierung in Su(var)3-9ptn wird durch
JIL-1Su(var)3-1 verhindert

Die hypermorphe Mutation Su(var)3-9ptn stellt den stärksten bisher identifizierten
Enhancer für PEV dar. In der Inversion wm4h wird durch Su(var)3-9ptn nicht nur
eine komplette Inaktivierung des white-Gens, sondern selbst des ca. 180 kb dis-
tal lokalisierten roughest-Gens hervorgerufen (Kuhfittig et al., 2001). Diese mas-
sive Heterochromatisierung wird offenbar durch stark erhöhte H3-K9 di und tri-
Methylierungslevel induziert (Siehe Abb. 3.22). Untersucht man den Einfluß der
Su(var)3-9ptn-Mutante auf die Inversion wm4h in Gegenwart von JIL-1Su(var)3-1, ist
eine deutliche Blockierung der Ausbreitung des Heterochromatins nachweisbar,
sichtbar an der kompletten bzw. teilweisen Reaktivierung des roughest- bzw. whi-
te-Gens (Abb. 3.38A). Die massive Heterochromatisierung durch Su(var)3-9ptn ist
weiterhin durch eine prominente H3-K9 di-Methylierung euchromatischer Ban-
den in Speicheldrüsenchromosomen gekennzeichnet (Abb. 3.38B). Dieses außer-
gewöhnliche Methylierungsmuster ist in Larven, die sowohl die Su(var)3-9ptn- also
auch die JIL-1Su(var)3-1-Mutation tragen, jedoch nicht signifikant verändert (Abb.
3.38B). Das markanteste Merkmal des Su(var)3-9ptn-Allels ist das Auftreten domi-
nant weiblicher Sterilität, die durch Überkondensation und Fragmentierung des
Chromatins während der frühen Embryonalentwicklung begründet ist (Kuhfittig
et al., 2001). Um zu untersuchen, ob die weibliche Sterilität durch Mutanten ge-
rettet werden kann, die durch eine Suppression der Heterochromatinausbreitung
gekennzeichnet sind, wurde die Fertilität von Weibchen analysiert, die Su(var)3-
9ptn in Gegenwart verschiedener Suppressormutanten aufwiesen. Dabei war in
den Kombinationen mit einer Null-Mutante von Su(var)3-9 bzw. Su(var)2-5 kein
Effekt auf die weibliche Sterilität nachweisbar. Ebenso wie der Wildtyp, der als
Kontrolle diente, zeigten diese Genotypen eine 100%ige weibliche Sterilität. Be-
merkenswerterweise waren jedoch 62% der Weibchen, die neben Su(var)3-9ptn die
JIL-1Su(var)3-1-Mutation trugen, fertil. Anhand dieser Ergebnisse kann geschluss-
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3 Ergebnisse

folgert werden, daß in der verstärkten Ausbreitung des Heterochromatins durch
Su(var)3-9ptn der Grund für die dominante weibliche Sterilität dieser Mutation
zu finden ist und daß diese intensive Heterochromatisierung in JIL-1Su(var)3-1-
Mutanten massiv eingeschränkt wird.

α− H3−K9 di−me α− H3−K9 di−me

Su(var)3−9 ptn/ +

DNA DNA

B

A

ptn

ptn

+

+

Su(var)3−1

Su(var)3−9

Su(var)3−9 / Su(var)3−1

Abbildung 3.38: JIL-1Su(var)3-1-Mutanten kompensieren die massive Heterochro-
matisierung durch Su(var)3-9ptn. (A) Su(var)3-9ptn zeigt eine komplette whi-
te- und teilweise roughest-Inaktivierung, die in Anwesenheit von JIL-1Su(var)3-1-
Mutanten stark unterdrückt ist. (B) Die charakteristische, verstärkte euchro-
matische Verteilung der H3-K9 di-Methylierung in Su(var)3-9ptn unterliegt in
Kombination mit JIL-1Su(var)3-1-Mutanten keiner signifikanten Veränderung.
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Die Kontrolle der Genexpression ist von entscheidender Bedeutung für die Ent-
wicklung höherer Organismen. In Drosophila melanogaster erlaubt das Modell-
system der Positionseffekt-Variegation Einblicke in die epigenetische Regulati-
on höhergeordneter Chromatinzustände. Im Verlauf der letzten 15 Jahre war
es möglich, eine Vielzahl von Komponenten zu identifiziern, die in die Etablie-
rung heterochromatischer Strukturen involviert sind und somit eine Funktion in
der Repression von Genen ausüben (Reuter und Spierer, 1992; Wallrath, 1998;
Schotta et al., 2003a). Su(var)3-9, Su(var)2-5 und Su(var)3-7 beispielsweise, kodie-
ren für Heterochromatin-assoziierte Proteine und haben demnach einen direkten
Einfluß auf die Ausbildung bzw. Aufrechterhaltung des Heterochromatins. Ge-
netische Analysen zeigen, daß Su(var)3-9 ein epistatischer Faktor über Su(var)2-
5 und Su(var)3-7 ist (Schotta et al., 2002), was für eine wesentliche Funktion
der HMTase SU(VAR)3-9 bzw. der von ihr katalysierten H3-K9-Methylierung in
der Organisation repressiver chromosomaler Domänen spricht (Schotta et al.,
2003b).

4.1 Kontrolle der repressiven H3-K9 und H3-K27
Methylierungsstadien

Die methylierbaren Lysine in den Histonen können mono-, di- oder tri-methyliert
vorliegen, wobei eine in vivo-Verteilung der verschiedenen Methylierungsstadien
innerhalb des Chromatins lange Zeit unklar blieb. Mit der Entwicklung hoch-
spezifischer Antikörper, die zwischen verschiedenen Methylierungsstufen der H3-
K9- bzw. H3-K27-Position unterscheiden, wurde das Werkzeug bereitgestellt, mit
dem es möglich ist, die in vivo-Verteilung dieser Modifizierungen zu analysieren
(Perez-Burgos et al., 2004). Unter Verwendung dieser Antikörper konnte in ES-
Zellen von Mäusen gezeigt werden, daß die unterschiedlichen H3-K9- und H3-
K27-Methylierungsstufen bestimmte chromosomale Bereiche definieren (Peters
et al., 2003; Rice et al., 2003).

In Übereinstimmung mit der in vitro HMTase-Aktivität (Lein, 2003; Eskeland
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et al., 2004), reguliert SU(VAR)3-9 H3-K9 di- und tri-Methylierung innerhalb des
perizentrischen Heterochromatins. In Polytänchromosomen von Su(var)3-9 Null-
Mutanten ist die H3-K9 di- und tri-Methylierung innerhalb des Chromozentrums
dramatisch reduziert bzw. vollständig verloren, am größtenteils heterochromati-
schen 4. Chromosom jedoch unbeeinflußt. Die H3-K9 mono-Methylierung, eben-
falls im perizentrischen Heterochromatin nachweisbar, unterliegt in Su(var)3-9
Null-Mutanten keiner Veränderung, was die Vermutung zuläßt, daß H3-K9 mono-
Methylierung keine ausreichende Markierung für die Etablierung reprimieren-
der Chromatinstrukturen darstellt. Die Daten legen weiterhin nahe, daß min-
destens eine weitere H3-K9-spezifische HMTase existiert, die die H3-K9 mono-
Methylierung, H3-K9 di- und tri-Methylierung am 4. Chromosom bzw. H3-K9 di-
Methylierung im zentromernahen Bereich des Chromozentrums vermittelt. Kan-
didaten für diese Funktion sind beispielsweise Ash1, ein Trithorax-Gruppenpro-
tein, welches in der Lage ist, die Lysine H3-K4, H3-K9 sowie H4-K20 zu methy-
lieren (Beisel et al., 2002), CG2995, das homologe Protein der HMTase G9a, wel-
che H3-K9 und H3-K27 modifiziert (Tachibana et al., 2001), und CG30426, das
Homolog der HMTase ESET, die ebenfalls H3-K9 methyliert (Yang et al., 2002).
E(Z) konnte als mögliche, für perizentrische H3-K9 Methylierung verantwortli-
che HMTase bereits ausgeschlossen werden, da in E(z) Null-Mutanten weder
mittels massenspektrometrischer, noch anhand immunzytologischer Analysen
(Daten nicht gezeigt) eine signifikante Reduktion der H3-K9 mono-, di- oder tri-
Methylierung nachweisbar ist. Neueste Analysen lassen hingegen vermuten, daß
das G9a-homologe Protein CG2995 speziell für die H3-K9 di-Methylierung des
4. Chromosoms verantwortlich ist (S. Elgin, pers. Mitteilung). Interessanterweise
weist demgegenüber die ash1 Null-Mutante ash122 einen schwachen dominanten
Suppressoreffekt auf In(1)wm4h auf (Daten nicht gezeigt), was eine neue Funkti-
on von Ash1 für den Aufbau heterochromatischer Strukturen impliziert. Byrd
und Shearn (2003) zeigten, daß die charakteristische H3-K4 di-Methylierung in
Interbandenregionen von Polytänchromosomen in ash-1-Mutanten nahezu ver-
loren, währenddessen die H3-K9 di-Methylierung im Chromozentrum schwach
reduziert ist. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch kein Einfluß der ash1-
Mutanten auf H3-K9 mono-, di- und tri-Methylierung im Chromozentrum von
Polytänchromosomen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Aus welchem
Grund sich demnach der Suppressoreffekt auf PEV manifesiert, bleibt momentan
ungeklärt. Möglicherweise spielt hierbei die H4-K20-spezifische HMTase-Aktivität
von Ash1 eine Rolle (Beisel et al., 2002), da die H4-K20-spezifischen HMTasen PR-
Set7 und SUV4-20 ebenfalls einen dominanten Suppressoreffekt auf PEV aufwei-
sen (Karachentsev et al., 2005; Schotta et al., 2004).
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HP1 fungiert als weiterer wichtiger Kontrollfaktor für H3-K9 Methylierung, da
in Su(var)2-5 Null-Mutanten die H3-K9 mono- und di-Methylierung entlang der
euchromatischen Chromosomenarme dramatisch erhöht ist. Dieses veränderte
Methylierungsmuster ist mit der ektopischen Assoziation des SU(VAR)3-9-Prote-
ins in Su(var)2-5-Mutanten vergleichbar (Schotta et al., 2002), obwohl nicht aus-
geschlossen werden kann, daß auch andere H3-K9-spezifische HMTasen zu die-
ser aberranten H3-K9-Methylierung beitragen. Bemerkenswerterweise erscheint
die Verteilung der H3-K9 Methylierungsstadien innerhalb des perizentrischen He-
terochromatins unverändert, was eine HP1-unabhängige Ausbreitung von SU
(VAR)3-9 bzw. der H3-K9-Methylierungsstadien innerhalb des perizentrischen
Heterochromatins impliziert. Zum gegenwärtigen Zeitpunkt kann nicht ausge-
schlossen werden, daß eine geringfügige Reduktion der H3-K9 Methylierung,
nicht detektierbar mittels Immunmarkierung, den Suppressoreffekt von Su(var)2-
5 hervorruft. Es ist auch denkbar, daß die stark eingeschränkte H4-K20 tri-
Methylierung zum Verlust von Gensilencing in Su(var)2-5-Mutanten führt.

Analysen der Su(var)3-9-Mutanten offenbaren hypomorphe als auch amorphe
Allele, unterscheidbar anhand ihres unterschiedlichen Einflusses auf die H3-
K9-Methylierungsstadien. Die direkte Korrelation zwischen der HMTase-Aktivität
und dem Umfang der Genrepression zeigt, daß die Etablierung heterochromati-
scher Strukturen größtenteils von den kinetischen Eigenschaften des SU(VAR)3-
9-Enzyms determiniert werden. Im Einklang mit dieser Hypothese induziert das
hypermorphe Allel Su(var)3-9ptn drastisch erhöhte H3-K9 di- und tri-Methylierung
bei gleichzeitigem verstärkten Gensilencing. Diese intensive Expansion hetero-
chromatischer Strukturen, sichtbar an der vollständigen Reprimierung des whi-
te-Gens, bzw. der beträchtlichen Inaktivierung des ca. 180 kb distal lokalisier-
ten roughest-Gens in In(1)wm4 hat schwerwiegende Folgen auf den Organismus.
So weist Su(var)3-9ptn dominante weibliche Sterilität auf, resultierend aus einer
Überkondensierung des Chromatins während der frühen Embryonalentwicklung
(Kuhfittig et al., 2001). Das hyperaktive Su(var)3-9ptn-Allel führt in polytänen
Speicheldrüsenchromosomen zu 100-200 zusätzlichen euchromatischen Ban-
den mit verstärkter H3-K9 di-Methylierung. Diese Banden könnten mit endo-
genen SU(VAR)3-9-Bindungstellen im Euchromatin korrespondieren (Greil et al.,
2003) und demonstrieren, daß SU(VAR)3-9ptn selbst in euchromatischen Berei-
chen die Ausbreitung repressiver Strukturen vermitteln kann. In der Tat ist die-
ses hyperaktive Allel in der Lage, die Repression euchromatischer mini-white-
Insertionen zu realisieren (Kuhfittig et al., 2001), wogegen eine zusätzliche Kopie
von SU(VAR)3-9 dazu nicht befähigt ist (Reuter, persönliche Mitteilung).

Nahezu alle bisher identifizierten PEV-Modifikatoren repräsentieren loss-of-
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function-Allele. Amorphe Su(var)-Mutanten führen aufgrund der Entfernung ei-
ner bzw. mehrerer Faktoren innerhalb des Heterochromatins zu reduziertem Gen-
silencing. Su(var)3-9ptn vertritt demgegenüber den ersten gain-of-function-Enhan-
cer für Positionseffekt-Variegation.

Verschiedene unabhängige Analysen des Polycomb-Gruppenproteins E(Z) in
Säugern bzw. Drosophila melanogaster zeigten eine HMTase-Aktivität dieses Pro-
teins für Lysin H3-K27 (Müller et al., 2002) bzw. H3-K27 und H3-K9 (Czer-
min et al., 2002; Kuzmichev et al., 2002). Polycomb-Gruppenproteine spielen
eine bedeutende Rolle in der Aufrechterhaltung der Reprimierung der homö-
otischen Gene während der Entwicklung. Mit Hilfe von ChIP-Analysen war es
möglich, E(Z)/Ezh2-abhängige H3-K27-Methylierung in bestimmten Bereichen
der homöotischen Gene nachzuweisen (Cao et al., 2002; Kirmizis et al., 2004),
was eine Verbindung zwischen H3-K27-Methylierung und PcG-vermittelten Gen-
silencing aufzeigt.

Bemerkenswerterweise vermittelt E(Z) alle drei H3-K27-Methylierungsstadien
in Drosophila melanogaster, da in E(z) Null-Mutanten keinerlei H3-K27-Methylie-
rung, weder anhand massenspektrometrischer, noch mittels immunzytologischer
Analysen nachweisbar ist. Eine signifikante Änderung der H3-K9-Methylierungs-
stadien konnte demgegenüber nicht beobachtet werden, was dafür spricht, daß
H3-K9 in vivo kein Ziel von E(Z) darstellt. E(z)-Mutanten weisen einen, wenngleich
schwachen, dominanten Suppressoreffekt auf PEV auf, wogegen die Überexpres-
sion dieser HMTase einen Triplo-Enhancereffekt zeigt, demnach zu verstärktem
Gensilencing führt (Laible et al., 1997). Diese Analysen implizieren, daß die H3-
K27-Methylierung neben der H3-K9 di-Methylierung ebenfalls eine Rolle im Auf-
bau reprimierender Chromatinstrukturen innerhalb des perizentrischen Hetero-
chromatins spielt. Bisher ist jedoch unklar, welche der drei H3-K27-Methylie-
rungsstadien für die repressive ”Markierung” des Heterochromatins in Drosophi-
la melanogaster verantwortlich sein könnten. Perizentrisches Heterochromatin
in Säugern liegt beispielsweise ausschließlich monomethyliert an der H3-K27-
Position vor (Peters et al., 2003). Neueste Untersuchungen in humanen Zellen
ergaben demgegenüber, daß das humane homologe Protein von E(Z), Ezh2, in
mindestens drei verschiedenen Multiproteinkomplexen (PRC2, 3 und 4) vorhan-
den ist, die unterschiedliche HMTase-Aktivitäten bezüglich spezifischer Histon-
Lysine aufweisen (Kuzmichev et al., 2004, 2005). Abhängig davon, welche der
vier Eed-Isoformen in den unterschiedlichen PRC-Komplexen inkorporiert sind,
wird die Substratspezifität von Ezh2 moduliert, was zur spezifischen Methylie-
rung von H3-K27 oder H1-K26 führt. Des weiteren konnte nachgewiesen werden,
daß SirT1, das humane Homologe von dSir2, spezifisch mit Su(z)12, einer weite-
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ren Komponente der PRC-Komplexe, interagiert und in vivo H1-K26 deacetyliert
(Kuzmichev et al., 2005), was die Voraussetzung für eine Methylierung dieser
Stelle darstellt. Interessanterweise weisen sowohl dSir2 als auch Su(z)12 eben-
falls einen Suppressoreffekt auf PEV auf (Rosenberg und Parkhurst, 2002; Birve
et al., 2001), wonach gleichermaßen die Ezh2-abhängige H1-K26-Methylierung
neben der H3-K27-Methylierung im Aufbau repressiver Strukturen eine wichtige
Rolle spielen könnte.

4.2 Kontrolle der Organisation heterochromatischer
Chromatinzustände durch Su(var)3-9-abhängige
H3-K9-Methylierung

Die Integrität des zentromerischen Heterochromatins spielt eine kritische Rol-
le im Ablauf verschiedener Kernprozesse, beispielsweise in der Genauigkeit der
Chromosomensegregation während der Mitose und Meiose (Karpen und Alls-
hire, 1997). Die Segregation der Schwestern-Chromatiden während der Mitose
ist von der Assemblierung großer Multi-Protein-Komplexe an den Zentromeren
abhängig. Die bipolare Anheftung der Schwestern-Kinetochoren an die Microtu-
buli der Spindel sichert eine erfolgreiche Chromosomensegregation. Verschiede-
ne Beobachtungen legen eine Funktion des Heterochromatins in der Aufrechter-
haltung der Kohäsion zwischen Schwester-Chromatiden nahe (Wines und Heni-
koff, 1992; Karpen et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit konnte SU(VAR)3-9
als bedeutender Chromatin-Regulator in der Drosophila-Entwicklung bestimmt
werden. Darüberhinaus legen die erhaltenen Daten nahe, daß die Su(var)3-9-
abhängige H3-K9-Methylierung des perizentrischen Heterochromatins erforder-
lich ist, um die Genom-Stabilität während der frühen Embryonalentwicklung zu
wahren.

Embryonen von Su(var)3-9 Null-Mutanten weisen eine massiv reduzierte Le-
bensfähigkeit auf, die aus Defekten in der Chromosomensegregation während
der frühen, syncytialen Kernteilungen resultieren. Diese Defekte während der
Kernteilung äußern sich in der Ausbildung von Chromosomenbrücken, ”lagging
chromosomes” und den Verlust von Chromatin, was als helle Spots mittels DNA-
Färbung nachgewiesen werden konnte. Interessanterweise treten die beobachte-
ten Phänotypen größtenteils während der schnell erfolgenden, syncytialen Kern-
teilungen auf, was einen wichtigen Bedarf der Su(var)3-9-Funktion in der frühen
Embryonalentwicklung nahelegt. Untersuchungen von Metaphase-Chromosomen
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larvaler Gehirne von Su(var)3-9 Null-Mutanten zeigten demgegenüber keinerlei
Veränderung der Chromosomenmorphologie (Daten nicht gezeigt), im Gegesatz
zu Su(var)2-5-Mutanten, in welchen Telomerfusionen der Metaphasechromoso-
men beobachtet wurden (Fanti et al., 1998). Tatsächlich sind in Kernextrak-
ten 0-2 h alter Embryonen die höchsten SU(VAR)3-9-Level nachweisbar (Daten
nicht gezeigt). Der Nachweis des Proteins in allen Zyklen des Syncytiums bekun-
digt SU(VAR)3-9 als ein maternales Protein, da die früheste zygotische Expres-
sion in Embryonen nicht vor Zyklus 10 des Syncytiums nachweisbar ist (Edgar
und Schubiger, 1986). Die Bereitstellung dieses maternalen Genproduktes ist
offenbar von Wichtigkeit für eine korrekte Embryonalentwicklung, da paternal
eingebrachte Su(var)3-9 Null-Mutanten keine reduzierte Lebensfähigkeit der Em-
bryonen aufweisen bzw. die observierte, massiv eingeschränkte Lebensfähigkeit
der Embryonen maternal eingebrachter Su(var)3-9 Null-Mutanten nicht durch
eine paternale Wildtypkopie von Su(var)3-9 gerettet werden kann. Wie bereits un-
ter Verwendung larvaler Gewebe beschrieben (Schotta et al. (2002) und vorlie-
gende Arbeit), stellt SU(VAR)3-9 auch in Embryonen die hauptsächliche, wenn-
gleich nicht alleinige H3-K9-spezifische HMTase dar. Westernblotanalysen em-
bryonaler Kernextrakte (0-4 h) zeigen eine dramatische Reduktion der H3-K9
di-Methylierung in Su(var)3-9 Null-Mutanten. H3-K9 tri-Methylierung, die in Em-
bryonen nur sehr schwach nachweisbar ist, unterliegt in Su(var)3-9 Null-Mu-
tanten ebenfalls einer signifikantan Verminderung, währenddessen H3K9 mono-
Methylierung unbeeinflußt erscheint (Daten nicht gezeigt). Daß in der reduzier-
ten H3-K9-Methylierung die Ursache für die observierten Segregationsdefekte zu
suchen ist, untermauert die Tatsache, daß hypomorphe Su(var)3-9-Mutanten,
die in der Lage sind, noch etwas in vivo H3-K9 di- und tri-Methylierung im pe-
rizentrischen Heterochromatin zu vermitteln, keine reduzierte embryonale Le-
bensfähigkeit aufweisen. Analysen Suv39h-defizienter Mäuse ergeben eine glei-
chermaßen gestörte Chromosomensegregation (Peters et al., 2001), was vermu-
ten läßt, daß die Su(var)3-9-abhängige H3-K9 Methylierung eine wichtige, evo-
lutionär konservierte Markierung für die Aufrechterhaltung der höhergeordneten
Chromatinstruktur des perizentrischen Heterochromatins darstellt, welche erfor-
derlich ist, um die Genom-Stabilität zu bewahren.

Der Verlust der HMTase-Funktion von SU(VAR)3-9 bewirkt offenbar eine be-
einträchtigte Organisation des Heterochromatins, welche Defekte bezüglich der
Chromosomensegregation verursacht. Su(var)3-9 Null-Embryonen und Speichel-
drüsen von Su(var)3-9 Null-Larven zeigen eine erhöhte H3-S10 Phosphorylie-
rung sowie H3-K14 Acetylierung. Veränderte Phosphorylierungs- bzw. Acetylie-
rungsmuster innerhalb des perizentrischen Heterochromatins führen zu Misse-
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gregation der Chromsomen in verschiedenen Organismen (Ekwall et al., 1997;
Hsu et al., 2000; Taddei et al., 2001). Eine Deletion von mSds3, einer Kom-
ponente des mSin3/HDAC Corepressor-Komplexes, weist ebenfalls Hyperacety-
lierung und Verlust der H3-K9-Methylierung innerhalb des perizentrischen He-
terochromatin auf, was gleichermaßen in Segregationsdefekte resultiert (David
et al., 2003). Ferner ist in Su(var)3-9 Null-Mutanten die Assoziation von HP1 im
perizentrischen Heterochromatin aufgrund der reduzierten H3-K9-Methylierung
größtenteils aufgehoben (Schotta et al., 2002). Interessanterweise ist Swi6, das
HP1-Homologe in Schizosaccharomyces pombe für die Assoziation von Cohesin
mit zentromerischem Heterochromatin erforderlich (Bernard et al., 2001; No-
naka et al., 2002). Aufgrunddessen ist es vorstellbar, daß Mutationen in HP1
zu Defekten in der Chromosomensegregation infolge einer gestörten Lokalisie-
ung der Cohesine am Zentromer führen. In der Tat konnten in HP1-Mutanten in
Schizosaccharomyces pombe (Ekwall et al., 1995; Allshire et al., 1995) bzw. Dro-
sophila (Kellum und Alberts, 1995) ebendiese Phänotypen beobachtet werden.
Gleichermaßen zeigen Mutationen in den Cohesinen psc3 und rad21 in Schizo-
saccharomyces pombe eine fehlerhafte Segregation der Chromosomen (Nonaka
et al., 2002). Ob in Su(var)3-9 Null-Embryonen, aufgrund der beschränkten Re-
krutierung Heterochromatin-assoziierter Proteine wie beispielsweise HP1, auch
mögliche Interaktionen mit Cohesin-Komplexen gestört sind, ist noch unklar.

SU(VAR)3-9 ist ebenfalls in Nähr- und Follikelzellen von Ovarien nachweis-
bar. Zudem sind in Su(var)3-9 Null-Mutanten Defekte innerhalb einzelner Ei-
kammern zu verzeichnen, was eine Funktion von SU(VAR)3-9 auch während
der Oogenese nahelegt. Überraschenderweise ist die H3-K9 di-Methylierung in
Nährzellen und im Oozytenzellkern von Su(var)3-9 Null-Mutanten nicht signi-
fikant verändert. H3-K9 tri-Methylierung konnte in Wildtyp-Ovarien nicht de-
tektiert werden (Daten nicht gezeigt), demgegenüber zeigt sich die H3-K9 mono-
Methylierung in diesem Gewebe in Su(var)3-9 Null-Mutanten ebenfalls unbeein-
flußt (Daten nicht gezeigt). Dieser Befund weist auf die Existenz anderer we-
sentlicher H3-K9-spezifischer HMTasen während der Oogenese hin. Interessan-
terweise zeigt der Oozytenzellkern nicht ausschließlich eine starke H3-K9 di-
Methylierung, sondern weist darüberhinaus eine weitaus intensivere H3-K27 tri-
Methylierung auf, währenddessen H3-K27 di- bzw. mono-Methylierung im Oo-
zytenzellkern nicht nachweisbar ist (Daten nicht gezeigt). Diese Histon-Modifi-
zierungen unterliegen in Su(var)3-9 Null-Mutanten ebenfalls keiner Veränderung
(Daten nicht gezeigt). Jedoch scheint E(Z) eine bedeutende Funktion während der
Oogenese auszuüben, die aufgrund der Lethalität nur schwer untersucht werden
kann.
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4.3 Kombinatorisches Muster der H3-K9- und
H4-K20-Methylierung für konstitutives
Heterochromatin

Die ”Histon-Code” Hypothese besagt, daß Histon-Modifikationen, bzw. spezifi-
sche Kombinationen dieser, einen Anteil an der Etablierung bestimmter chro-
mosomaler Strukturen innehaben (Strahl und Allis, 2000; Jenuwein und Allis,
2001). In den N-terminalen Enden der Histone werden den methylierbaren Lysi-
nen der H3-K9-, H3-K27- und H4-K20-Positionen reprimierende Auswirkungen
auf den Chromosomenstatus zugeschrieben (Rea et al., 2000; Müller et al., 2002;
Nishioka et al., 2002b). Dosis-Kompensation in Säugern beispielsweise, aus-
geführt durch die transkriptionelle Stillegung eines der beiden X-Chromosomen
in weiblichen Zellen, ist ein vielschichtiger Prozeß, der die Auswahl des aktiven
X-Chromosoms sowie die Initialisierung bzw. Aufrechterhaltung des inaktiven
X-Chromosoms (Xi) innerhalb nachfolgender Zellteilungen gewährleistet (Avner
und Heard, 2001). Das Xi ist durch eine Reihe epigenetischer Markierungen cha-
rakterisiert, welche H4 Hypoacetylierung, Anreicherung mit der Histon-Variante
macroH2A, DNA-Methylierung sowie H3-K9 di-, H3-27 tri- und H4-K20 mono-
Methylierung beinhalten (Silva et al., 2003; Plath et al., 2003; Kohlmaier et al.,
2004). Der Beitrag der H4-K20 Methylierungsstadien an der Etablierung repri-
mierender Chromatinzustände war jedoch bislang unklar. Bisherige Analysen er-
gaben eine PR-Set7-abhängige, erhöhte H4-K20-Methylierung während der Mito-
se (Rice et al., 2002; Julien und Herr, 2004). Mit Hilfe spezifischer Antikörper,
die zwischen H4-K20 mono-, di- und tri-Methylierung diskriminieren können,
war es möglich, H4-K20 tri-Methylierung in Säugern und Drosophila als wei-
tere repressive Histon-Lysin-Modifizierung im perizentrischen Heterochromatin
zu determinieren (Schotta et al., 2004). Anhand dieser Daten ergibt sich folgen-
des Modell, was eine evolutionär konservierte, nacheinandergschaltete Induk-
tion der H3-K9- und H4-K20-Methylierung im konstitutiven Heterochromatin
postuliert (Abb.4.1). Zunächst muß SU(VAR)3-9 an das perizentrische Hetero-
chromatin rekrutiert werden, ein Prozess, in dem sowohl der N-Terminus als
auch die Chromo-Domäne von SU(VAR)3-9 involviert sind (Schotta et al., 2002).
Möglicherweise sind an der Rekrutierung Komponenten der RNAi-Machinerie be-
teiligt, da Mutationen in Komponenten des RNAi-Systems in einer Delokalisie-
rung von HP1 und dramatischer Reduktion der H3-K9 di- und tri-Methylierung
resultieren (Leibovitch et al., 2004). Bevor SU(VAR)3-9 die H3-K9-Position me-
thylieren kann, muß diese Stelle deacetyliert vorliegen. In der Tat interagiert
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SU(VAR)3-9 mit der Histon-Deacetylase HDAC1 (Czermin et al., 2001). HDAC1-
Allele, deren Mutationen die katalytische Domäne beeinflussen, weisen einen
starken Suppressoreffekt auf PEV auf (Mottus et al., 2000) und zeigen eine dras-
tische Reduktion der H3-K9 di-Methylierung innerhalb des perizentrischen He-
terochromatins (Daten nicht gezeigt). HP1 interagiert ebenfalls mit SU(VAR)3-9,
bindet an H3-K9 di- und tri-methylierte Nucleosomen (Lachner et al., 2001; Ja-
cobs und Khorasanizadeh, 2002) und rekrutiert SUV4-20, welches daraufhin H4-
K20 tri-methylieren kann. Ob die ebenfalls im perizentrischen Heterochromatin
nachweisbare, E(Z)-abhängige H3-K27-Methylierung einen zusätzlichen Faktor
in der Etablierung der H4-K20 tri-Methylierung darstellt, muß in weiteren Unter-
suchungen gezeigt werden.

Die P-Element-Insertion Suv4-20BG00814, welche eine dramatische Reduktion
der H4-K20 tri-Methylierung im perizentrischen Heterochromatin aufweist, er-
laubt erste Einblicke in die Funktion dieser Histon-Markierung. Es konnte gezeigt
werden, daß Suv4-20 einen neuen dominanten Suppressor für PEV repräsentiert,
was eine Funktion der H4-K20 tri-Methylierung in der Etablierung reprimie-
render Chromatinstrukturen nahelegt. Interessanterweise zeigt die hypomorphe
Suv4-20-Mutante ebenfalls eine starke Reduktion der H4-K20 tri-Methylierung
an zahlreichen euchromatischen Banden in polytänen Speicheldrüsenchromoso-
men, obwohl die Markierung dieser chromosomalen Bereiche in Su(var)3-9 Null-
Mutanten keiner signifikanten Veränderung unterliegt. Neue, detaillierte immun-
zytologische Analysen ergaben, daß HP1 spezifisch an ca. 200 euchromatischen
Banden in Polytänchromosomen nachweisbar ist (Fanti et al., 2003). Nicht al-
le dieser Banden zeigen eine Kolokalisierung mit H3-K9-Methylierung (Cowell
et al., 2002; Li et al., 2002), was für eine Su(var)3-9-unabhängige Assoziation
von HP1 in bestimmten Bereichen des Euchromatins spricht. Tatsächlich ver-
schwinden nach RNase-Behandlung die HP1-Immunsignale im Euchromatin von
Polytänchromosomen, währenddessen das Protein eine unveränderte Assoziati-
on mit dem Chromozentrum, dem 4. Chromosom und den Telomeren aufweist
(Piacentini et al., 2003). Diese Daten legen eine RNA-abhängige Rekrutierung
von HP1 im Euchromatin nahe. Demgegenüber konnte keine veränderte Chroma-
tinbindung von SU(VAR)3-9 nach vergleichbarer RNase-Behandlung beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Eine Rekrutierung von SUV4-20 durch die HP1-
Isoformen HP1b und HP1c in bestimmten chromosomalen Domänen wäre auch
denkbar, da das homologe Protein in Säugern, zumindest in vitro mit allen drei
HP1-Isoformen interagieren kann (Schotta et al., 2004).

Die hypomorphe Suv4-20-Mutante ist, wie auch die Su(var)3-9 Null-Mutanten,
homozyzogot lebensfähig. Kombiniert man Mutanten beider Gene, führt das zu
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Abbildung 4.1: Modell zur evolutionär konservierten, nacheinandergeschalte-
ten Induktion der H3-K9 und H4-K20 Methylierung im perizentrischen He-
terochromatin. Sechsecke verdeutlichen Histon-Methylierung (H3-K9: rot; H4-
K20: blau), Dreiecke repräsentieren H3-K9 Acetylierung. Siehe Text für weitere
Erläuterungen.
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synthetischer Letalität. Dieser wichtige Befund könnte bedeuten, daß die Kombi-
nation aus Su(var)3-9-abhängiger H3-K9 di- und tri-Methylierung sowie Suv4-20-
abhängiger H4-K20 tri-Methylierung eine notwendige Markierung zur Aufrecht-
erhaltung der Integrität des perizentrischen Heterochromatins darstellt. Dem-
gegenüber impliziert der Nachweis der H4-K20 tri-Methylierung an zahlreichen
euchromatischen Banden polytäner Speicheldrüsenchromosomen eine von Su
(var)3-9 unabhängige Funktion für Suv4-20 im Euchromatin an. Weiterführende
Analysen sind erforderlich, um diese Hypothese zu untermauern.

4.4 JIL-1Su(var)3-1 reguliert die Balance zwischen
Euchromatin und Heterochromatin in Drosophila
melanogaster

Die Kontrolle der höhergeordneten Chromatinstruktur ist von außergewöhnlicher
Wichtigkeit für die epigenetische Genregulation und die funktionelle Differen-
zierung chromosomaler Domänen während der Entwicklung. Verschiedene un-
abhängige Mutantenscreens, durchgeführt in unserer Arbeitsgruppe, führten zur
molekularen Identifizierung von Su(var)3-1. Su(var)3-1 beschränkt die Ausbrei-
tung heterochromatischer Strukturen und ist epistatisch über den starken En-
hancereffekt zusätzlicher Su(var)3-9-Kopien in allen getesteten PEV-Modellsyste-
men. Su(var)3-1-Mutanten weisen C-terminale Verkürzungen der H3-S10-Kinase
JIL-1 auf. Diese Stopmutationen befinden sich nach den Kinase-Domänen und
haben keinen Einfluß auf deren Vermögen, das einzige bisher bekannte Target,
H3-S10, zu phosphorylieren.

Bisher charakterisierte Suppressorgene kodieren hauptsächlich für Kompo-
nenten, die direkt in den Aufbau heterochromatischer Strukturen involviert sind.
Demgegenüber stellt JIL-1 offenbar keine zentrale Komponente des Heterochro-
matins dar [Wang et al. (2001) und vorliegende Arbeit]. JIL-1Su(var)3-1 beeinflußt
weder die globale Verteilung der bekannten repressiven Histon-Markierungen
im perizentrischen Heterochromatin noch die Verteilung prominenter Hetero-
chromatinproteine wie SU(VAR)3-9 und HP1. Gleichwohl weist JIL-1Su(var)3-1 den
stärksten bisher bekannten Suppressoreffekt auf. Aus diesem Grund stellt JIL-
1Su(var)3-1 einen neuen Typ von Suppressor-Mutanten dar. Im Gegensatz zu den
”klassischen” Su(var)s, die für Faktoren kodieren, welche direkt in die Etablierung
des Heterochromatins involviert sind, sollte dieser neue Typ von Su(var)s dem
Aufbau heterochromatischer Strukturen entgegenwirken, indem er euchromati-
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sche Chromatinzustände stabilisiert bzw. die Ausbreitung des Heterochromatins
verhindert.

Die aufgezeigten Daten legen eine neue Funktion der JIL-1-Kinase nahe, die
unabhängig von deren H3-S10-Kinase-Aktivität verläuft. Das Fehlen der C-ter-
minalen Region könnte entweder die Phosphorylierung oder Interaktion mit ei-
nem bisher unbekannten Protein unterbinden. Auch könnten spezifische Kon-
trollmechanismen innerhalb des C-Terminus die Phosphorylierung dieses Ziel-
proteins regulieren. Als potentielle Zielproteine sind verschiedenartige Faktoren
denkbar, die in die Etablierung heterochromatischer Strukturen verwickelt sind.
Die prominente Dekondensierung des männlichen X-Chromosoms in polytänen
Speicheldrüsenchromosomen in JIL-1Su(var)3-1 ist ebenfalls in iswi und nurf301-
Mutanten, beide Bestandteile des NURF-Komplexes, nachweisbar (Deuring et al.,
2000; Badenhorst et al., 2002). Insbesondere nurf301-Mutanten weisen einen
dominanten Suppressoreffekt auf, was eine wichtige Funktion von Chromatin-
Remodelling-Komplexen für die Regulation höhergeordneter Chromatinstruktu-
ren nahelegt. Desweiteren sind Heterochromatinproteine wie SU(VAR)3-9 und
HP1 Phosphoproteine (Aagaard et al., 1999; Eissenberg et al., 1994), weshalb
eine JIL-1Su(var)3-1-abhängige Phosphorylierung dieser Proteine einen Einfluß auf
deren Funktion innerhalb der Etablierung bzw. Ausbreitung heterochromatischer
Strukturen ausüben könnte.

Basierend auf den vorliegenden Daten kann ein Modell für eine dynamische Ba-
lance zwischen Euchromatin und Heterochromatin vorgeschlagen werden (Abb.
4.2). In PEV-Rearrangements wird der Grenzbereich zwischen euchromatischen
und heterochromatischen Domänen durch die antagonistischen Funktionen eu-
chromatischer Regulatoren (beispielsweise JIL-1) und der HMTase SU(VAR)3-9,
welche H3-K9 di-Methylierung, die prominenteste Markierung des Heterochro-
matins in Drosophila, vermittelt, determiniert (Abb. 4.2A). Die Grenze zwischen
Euchromatin und Heterochromatin verläuft nicht statisch und ist abhängig von
der Aktivität oder Menge bestimmter Komponenten des Heterochromatins wie
beispielsweise des hyperaktiven SU(VAR)3-9ptn (Abb. 4.2B) oder der Überexpres-
sion von Su(var)3-9 (Abb. 4.2C). Im Einklang mit diesem Befund behindern amor-
phe Mutationen von Su(var)3-9 den Aufbau von Heterochromatin und fördern auf
diese Weise die Expansion des euchromatischen Zustandes. Demgegenüber zei-
gen hypomorphe Mutationen von Su(var)3-9, die immer noch über eine reduzier-
te HMTase-Aktivität verfügen, ein dieser enzymatischen Aktivität proportionales
Vermögen zur Etablierung von Heterochromatin. In JIL-1Su(var)3-1-Mutanten ist die
Ausbreitung des Heterochromatins aufgrund momentan unbekannter Proteine,
die potentielle Ziele der Kinase JIL-1Su(var)3-1 darstellen, selbst nach Überexpres-
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sion von SU(VAR)3-9, massiv eingeschränkt. Die beobachtete Einschränkung der
Expansion des Heterochromatins erfolgt dabei entweder durch eine spezifische
Blockierung der Ausbreitung heterochromatischer Strukturen oder aufgrund der
gezielten Stabilisierung des euchromatischen Zustandes (Abb. 4.2D). Die Konse-
quenzen der massiven Blockierung der Heterochromatinisierung werden in der
Kombination von JIL-1Su(var)3-1 mit Su(var)3-9ptn deutlich, in welcher die vermin-
derte Ausbreitung reprimierender Strukturen in einer Rettung der dominanten
weiblichen Sterilität der Su(var)3-9ptn-Mutante resultiert.

Jüngste Erkenntnisse legen einen weiteren Mechanismus zur Kontrolle der
Histon-Methylierung nahe. Lange Zeit war es unklar, ob das Ausmaß der Histon-
Lysin-Methylierung von Enzymen entgegengesetzter Aktivitäten determiniert wer-
den kann. Die Identifizierung von LSD1, einer im Kern lokalisierten Amin-Oxi-
dase, als Histon-Demethylase spezifisch für H3-K4 mono- und di-Methylierung,
eröffnet einen Mechanismus zur dynamischen Regulation der Histon-Lysin-Me-
thylierung durch HMTasen und Demethylasen (Shi et al., 2004). In der Tat weisen
Analysen darauf hin, daß ein weiterer Suppressor der Positionseffekt-Variegation,
Su(var)3-3, das Drosophila-Homologe von LSD1 darstellt (Reuter, pers. Mittei-
lung), was darauf hinweist, daß Su(var)3-3/LSD1 aufgrund seiner Demethylase-
Aktivität Gensilencing vermittelt. Ebenso ist es theoretisch denkbar, daß die De-
methylierung von Histonen durch Hydroxylierung der Methylgruppe erfolgt (Fal-
nes et al., 2002; Trewick et al., 2002). Jumonji-Domänen-Proteine repräsentieren
in dieser Hinsicht gute Kandidatenenzyme für eine mögliche Entfernung von Me-
thylgruppen von Histonen durch diesen Hydroxylierungsmechanismus (Trewick
et al., 2005). Das als Trithorax-Gruppenprotein identifizierte LID (Gildea et al.,
2002), welches eine JmjC- und eine JmjN-Domäne beinhaltet, weist sowohl einen
Haplo-Enhancer als auch einen Triplo-Suppressoreffekt auf In(1)wm4 auf (H. Ba-
isch und G. Reuter, pers. Mitteilung), was darauf hindeutet, daß LID für die
Integrität des Heterochromatins erforderlich ist. Tatsächlich ist die H3-K9 di-
Methylierung im perizentrischen Heterochromatin in einer Duplikation, die den
lid-Locus einschließt, stark reduziert (Daten nicht gezeigt). Die aufgeführten Me-
chanismen zur gezielten Entfernung von Histon-Methylgruppen eröffnen somit
einen neuen, dynamisch kontrollierten Ansatz für die Etablierung verschiedener
chromosomaler Domänen bzw. die komplexe Regulation von Genen.
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Abbildung 4.2: Su(var)-Gene regulieren die Balance zwischen Euchromatin und
Heterochromatin. Die anatagonistischen Funktionen von JIL-1Su(var)3-1 und
SU(VAR)3-9 etablieren die Grenze zwischen euchromatischen und heterochro-
matischen Domänen (A). Die hypermorphe Mutation SU(VAR)3-9ptn (B) bzw.
die Überexpression von Su(var)3-9 (C) führt zur Ausbreitung heterochromati-
scher Strukturen, währenddessen JIL-1Su(var)3-1 den euchromatischen Zustand
durch Einwirkung auf einen unbekannten Faktor X stabilisiert (D). Siehe Text
für detailliertere Ausführungen.
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5 Zusammenfassung

Lysin-Methylierung an N-terminalen Enden von Histonen stellt eine wichtige epi-
genetische Markierung für die Determinierung bestimmter chromosomaler Do-
mänen und die Regulation der Genexpression dar. In dieser Hinsicht konnte,
aufgrund seiner H3-K9 Methyltransferaseaktivität, die Verantwortlichkeit von SU
(VAR)3-9 für heterochromatisches Gensilencing demonstriert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß das perizentrische He-
terochromatin in Drosophila melanogaster mit H3-K9 mono-, di- und tri-Methy-
lierung angereichert ist. SU(VAR)3-9 kontrolliert hauptsächlich H3-K9 di- und tri-
Methylierung und hat kaum Einfluß auf H3-K9 mono-Methylierung, was andeu-
tet, daß diese Modifizierung keine Markierung für Gensilencing darstellt. Demge-
genüber werden alle H3-K27 Methylierungsstadien von E(Z) vermittelt. In Su(var)
2-5 Null-Mutanten ist in Übereinstimmung mit der ektopischen Verteilung von
SU(VAR)3-9 die H3-K9 mono- und di-Methylierung im Euchromatin drastisch
erhöht. Gleichwohl verbleibt die Verteilung der H3-K9-Methylierungsstadien in-
nerhalb des perizentrischen Heterochromatins unverändert.

Genetische bzw. immunzytologische Analysen von 23 Punktmutanten demons-
trieren, daß sich das Silencing-Potential von Su(var)3-9 proportional zur dazu-
gehörigen HMTase-Aktivität verhält. Die hypermorphe Punktmutante Su(var)3-
9ptn weist massiv erhöhte H3-K9 di- und tri-Methylierung sowohl im Euchroma-
tin als auch im Heterochromatin bei gleichzeitig verstärktem Gensilencing auf.

Su(var)3-9-Mutanten zeigen schwerwiegende chromosomale Instabilitäten wäh-
rend der schnellen syncytialen Kernteilungen in frühen Embryonen, die mit dem
Verlust der HMTase-Aktivität assoziiert sind.

SU(VAR)3-9-abhängige H3-K9-Methylierung ist die Voraussetzung für H4-K20
tri-Methylierung durch SUV4-20. Die Notwendigkeit von HP1 für die Etablierung
der H4-K20 tri-Methylierung legt einen nacheinandergeschalteten Mechanismus
für den Aufbau der H3-K9 und H4-K20-Methylierung im perizentrischen Hetero-
chromatin nahe. Der Befund, daß Suv4-20 einen Suppressor auf PEV darstellt,
untermauert die Funktion der H4-K20 tri-Methylierung als repressive Markie-
rung chromosomaler Domänen.

Mutationen in einem neuen Su(var)-Gen, Su(var)3-1, schränken massiv Su(var)
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5 Zusammenfassung

3-9-vermitteltes Gensilencing ein. Su(var)3-1-Allele, die als antimorphe Mutatio-
nen der H3-S10 Kinase JIL-1 identifiziert werden konnten, behalten die H3-S10
Kinase-Aktivität und weisen keine globalen Veränderungen innerhalb repressiver
bzw. aktivierender Histon-Modifizierungen auf. Gleichwohl demonstrieren Ana-
lysen mit sieben unterschiedlichen PEV-Rearrangements eine allgemeine Funk-
tion von JIL-1Su(var)3-1 in der Blockierung der Ausbreitung heterochromatischer
Strukturen. Diese Daten legen die Existenz einer dynamischen Balance zwischen
Euchromatin und Heterochromatin nahe.

Die erhaltenen in vivo-Daten ordnen der perizentrischen H3-K9-Methylierung
eine kritische Rolle im Schutz der Genomstabilität sowie der Etablierung und
Aufrechterhaltung repressiver, heterochromatischer Chromatinzustände zu und
determinieren SU(VAR)3-9 als einen wesentlichen epigenetischen Regulator wäh-
rend der Drosophila-Entwicklung.
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