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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Chromatin

Die grundlegende Verpackungseinheit von Chromatin ist das Nukleosom, welches sich
aus je zwei Kopien der Histone H2A, H2B, H3 und H4 zusammensetzt (Kornberg,
1974). Histone sind hochkonservierte Proteine und hinsichtlich der Struktur des
Nukleosoms gibt es somit auch zwischen Hefen und Saugern kaum Unterschiede
(Wolffe und Kurumizaka, 1998). Die 4 Histone, welche das Nukleosom bilden, sind
kleine, basische Proteine, bestehend aus einer globularen Domane sowie einem
unstrukturiertem N-Terminus, der aus dem Histon-Oktamer (,Nukleosomenkern®) ragt
(Luger et al., 1997).

In einem Nukleosom winden sich ca. 147 bp der DNA 1,65 mal in Form einer
linksgangigen Helix um das Histon-Oktamer und tragen somit zur Kompaktierung der
DNA im Zellkern bei (Luger et al., 1997). Diese sich wiederholenden Einheiten sind
durch kurze ,Linker"-DNA Sequenzen variabler Lange (ca. 10-80 bp) voneinander
getrennt (Felsenfeld und Groudine, 2003). In elektronenmikroskopischen Aufnahmen
erscheint diese repetitive Struktur bei niedrigen Salzkonzentrationen als flexible Kette
aus Nukleosomen, die wie Perlen an einer Schnur aufgereiht sind (,beads on a string®,
Abbildung 1) (Bruce Alberts, 2004).

y—_— 1
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Abbildung 1 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Chromatin. (A) Aus einem Interphase-Kern
isoliertes Chromatin erscheint im EM als 30 nm Faser. (B) Bei niedrigen Salzkonzentrationen kann diese
Struktur weiter dekondensiert werden, so dass einzelne Nukleosomen sichtbar werden (,beads on a
string“) (Bruce Alberts, 2004). GréRenmarker: 50 nm.
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1.2 Die Ausbildung hdoherer Chromatinstrukturen

Diese "primare" Chromatinstruktur (11 nm) ist mit einer hochkompakten, "sekundaren”
Struktur im Gleichgewicht (30 nm) (Abbildung 1), dessen Lage durch die
Salzkonzentration, durch die Interaktionen der Nukleosomen untereinander, und auch
durch die Interaktion mit verschiedensten Proteinfaktoren beeinflusst wird (Felsenfeld
und Groudine, 2003).

Eine wichtige Rolle bei der Ausbildung und Stabilisierung dieser 30 nm
Chromatinfasern kommt dabei u. a. dem funften Histon, dem so genannten Linker-
Histon H1, zu (Bednar et al., 1998). Dieses Histon bindet ca. 20 bp der Linker-DNA an
jener Stelle, an der die DNA aus dem Nukleosom austritt (Tumbar und Belmont, 2001;
Zhou et al., 1998). H1 kann dadurch die Lage der Linker-DNA und somit auch die

relative Position des nachfolgenden Nukleosoms

. I . modulieren. Deutlich wird der Einfluss von H1 auf

Short region of
DNA double helix

die Chromatinstruktur nach Depletion von H1:

“Beads on a string"
form of chromatin

11 o Zum einen sind die Abstiande zwischen den

einzelnen Nukleosomen vergrofRert, zum anderen

30-nm chromatin
fibre of packed
nucleosomes

sind die Chromatinfasern in diesen Zellen auch
weniger kondensiert (Fan et al., 2005). Hinsichtlich

Section of ¢
chromosome inan g
extended form

der Struktur der 30 nm Chromatinfasern gibt es

unterschiedliche Modelle, das Solenoid- sowie das

Condensed section

of chromosome gy)@ §‘
g 9N

f ZigZag-Modell. Welches dieser Modelle die
Situation in der Zelle am ehesten reflektiert ist
nach wie vor umstritten. Allerdings gibt es

Entire mitotic
chromosome

Hinweise, dass alternative Strukturen der 30 nm

Abbildung 2 Die Organisation der Chromatinfasern existieren und dass diese durch

DNA ~ innerhalb  bestimmter i | inker-Histone und die Lange der Linker-DNA
Chromatinstrukturen. Details

werden im  Text  beschrieben beeinflusst werden koénnten (Robinson und
(Felsenfeld und Groudine, 2003).
Rhodes, 2006).

In vivo sind diese 30 nm Fasern mikroskopisch nicht aufzulésen (und somit sehr schwer
zu detektieren), da diese in hoheren tertiaren® Chromatinstrukturen hochkondensiert
vorliegen (Abbildung 2) (Tremethick, 2007). Die Mechanismen der Ausbildung dieser
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hoheren Chromatinstrukturen sind allerdings nicht sehr gut verstanden (Felsenfeld und
Groudine, 2003).

Fluoreszenz in situ Hybridisations (FISH) Experimente legen nahe, dass Chromatin in
groRen Schlaufen angeordnet ist, so dass selbst Sequenzen, welche mehrere Mbp im
linearen DNA-Molekll entfernt sind, an der Basis
dieser Schlaufen in unmittelbarer raumliche

Nachbarschaft gelangen konnen (Sachs et al., 1995;

Zhao et al., 2006). Die Chromatinschlaufen werden

Abbildung 3 Chromosomen
Territorien. Der optische Schnitt
entlang der Mittelachse eines  ginem  Protein-Grundgerliist im Zellkern, der
Fibroblasten-Zellkerns aus Huhnern

zeigt, dass einzelne (Fluoreszenz- Kernmatrix, etabliert (Galande et al., 2007). Diese
markierte) Chromsomen spezifische

dabei durch die Assoziation der Chromatinfasern mit

Positionen innerhalb des Assoziation erlaubt es der Zelle, Chromatin in
Nukleoplasmas einnehmen (Cremer . . .
und Crgmer, 2001). ( strukturell und funktionell verschiedene Domanen zu

organisieren (Abbildung 2).

Daruber hinaus konnte mit FISH auch gezeigt werden, dass Interphase Chromosomen
nicht willktrlich im Nukleoplasma verteilt sind, sondern ganz spezifische Positionen im
Zellkern einnehmen (,Chromosome Territories, Abbildung 3) und benachbarte

Territorien nur wenig Uberlappen (Cremer und Cremer, 2001).

Chromosomen sind dabei keinesfalls starre, unveranderliche Strukturen, sondern
zeichnen sich durch eine hohe Dynamik aus. So beobachtet man beispielsweise nach
Induktion der Transkription die Re-Lokalisierung von Reportergenen von der Peripherie
ins Innere des Kerns (Kosak und Groudine, 2004; Tumbar und Belmont, 2001).

1.3 Die Regulation der Chromatinfaltung

Die Ausbildung hoch geordneter, hoherer Chromatinstrukturen dient also nicht nur der
Verpackung des genetischen Materials, sondern eroffnet der Zelle ferner eine
Moglichkeit, den Zugang zur DNA zu kontrollieren. Diese regulatorischen Mechanismen
lassen sich grob in drei Kategorien unterteilen: Posttranslationale Modifikationen von
Histonen, den Einbau von Histonvarianten sowie ATP-abhangiges Chromatin
Remodeling. Daruber hinaus konnen Chromatinstrukturen jedoch auch durch DNA-
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Methylierung bzw. durch Bindung DNA-spezifischer Faktoren wie zum Beispiel CTCF
oder SATB1 beeinflusst werden (Galande et al., 2007; Phillips und Corces, 2009).
Neuere Studien zeigen zudem, dass die RNAi Maschinerie eine wichtige Rolle bei der
Etablierung dicht gepackter Chromatinstrukturen einnimmt (Pal-Bhadra et al., 2004;
Verdel et al., 2004).

1.3.1 Die N-Termini der Histone

Eine zentrale Bedeutung hinsichtlich der Regulation von Chromatinstrukutren kommt
insbesondere den flexiblen, unstrukturierten N-Termini der Kernhistone zu, da diese
durch eine Vielzahl von posttranslationalen Modifikationen markiert werden kdnnen
(Abbildung 4). Hierzu zahlen u.a. die Methylierung von Lysin (mono-, di-, tri-
Methylierungen) und Arginin, die Acetylierung und Ubiquitinierung von Lysinen, die
Phosphorylierung von Serin, Threonin und Tyrosin, Deaminierungen, SUMOylierungen
sowie ADP-Ribosylierungen (Kouzarides, 2007). Die Etablierung dieser Modifikationen
ist von spezifischen Enzymen abhangig, die diese Markierungen entweder anfugen
(u.a. Histonacetyltransferasen (HATs), Histonmethyltransferasen (HMTs), Kinasen)
oder entfernen (u.a. Histondemethylasen (HDMs), Histondeacetylasen (HDACS)).
Insgesamt sind inzwischen mehr als 60 verschiedene Histon-Modifikationen bekannt,
deren Anzahl stetig steigt (Kouzarides, 2007). Die schiere Anzahl an moglichen
Kombinationen dieser Modifikationen verdeutlicht hierbei das enorme Potential
hinsichtlich der Moglichkeiten zur Regulation bestimmter DNA-abhangiger Prozesse.

Histon-Modifikationen kdnnen uUber verschiedene Mechanismen die Chromatinstruktur
modulieren: So kdnnen Histon-Modifikationen die Interaktionen zwischen benachbarten
Nukleosomen beeinflussen (Shogren-Knaak et al., 2006), Proteine rekrutieren, die bei
der Anderung der Chromatinstruktur behilflich sind (Jenuwein und Allis, 2001) oder aber
auch die Assoziation mit der DNA und somit die Bindung DNA-spezifischer Faktoren

regulieren (Lee et al., 1993).
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Abbildung 4 Histon-Modifikationen. Histone sind mit zahlreichen posttranslationalen Modifikationen
versehen, u.a. mit Phosphorylierungen (P), Methylierungen (Me), Acetylierungen (Ac) oder auch mit
Ubiquitin-Resten (Ub). (Margueron et al., 2005)

So konnte beispielsweise in in vitro Versuchen gezeigt werden, dass zur Ausbildung
von 30 nm Chromatinfasern ein Teil des N-Terminus von H4 ndtig ist, der in diesen
Strukturen mit dem Histon H2A des benachbarten Nukleosoms assoziiert ist.
Acetylierung von H4 an K16 verhindert dabei die Ausbildung solcher Fasern in vitro
(Shogren-Knaak et al., 2006), mutmallich aufgrund der geringeren Affinitdt des
acetylierten H4 N-Terminus fur Histon H2A. Interessanterweise Kkorreliert diese
Modifikation in vivo mit transkriptionell aktiven, offenen Chromatinstrukturen (Prestel et
al., 2010).

In Abhangigkeit von der Kombination bestimmter Modifikationen konnen daruber hinaus
bestimmte Proteine zu spezifischen Bereichen im Genom rekrutiert werden oder aber
auch daran gehindert werden, eben jene Bereiche zu binden. Dieser ,Histoncode”
(Jenuwein und Allis, 2001) wird somit durch Effektorproteine Ubersetzt (Abbildung 5).
Zahlreiche dieser Proteine besitzen dabei enzymatische Aktivitaten, durch welche die
Etablierung einer spezifischen Chromatinstruktur weiter beeinflusst werden kann. Die
»2Auslesung” des Codes wird dabei Uber spezifische Proteindomanen vermittelt.
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Abbildung 5 Effektorproteine erkennen und binden spezifische Histon-Modifikationen. (A)
Domaénen, welche zur Erkennung bestimmter Modifikationen benétigt werden. (B) Beispiele fir Proteine,
welche Modifikationen am H3 und H4 N-Terminus erkennen (Kouzarides, 2007).

Methylierungen werden beispielsweise von Chromo-, Tudor- oder auch von PHD-

Domanen erkannt, Acetylierungen von Bromo-Domanen (Kouzarides, 2007).

Durch die Kombination bestimmter Histon-Modifikationen ist es also maoglich sowonhl
lokal den Zugang zur DNA und somit unmittelbare DNA-abhangige Prozesse zu
kontrollieren (wie zum Beispiel Transkription, Replikation, Reparatur), als auch die
globale Chromatinstruktur durch die Etablierung bestimmter Chromatin-Domanen zu

beeinflussen.

1.3.2 Histon Varianten

Chromatinstrukturen werden jedoch nicht nur uUber ein bestimmtes Muster an
posttranslationalen Modifikationen definiert, sondern auch Uber den Einbau von Histon
Varianten an spezifischen Stellen im Genom. Der Einbau kann Replikations-
unabhangig erfolgen, indem kanonische Histone im Nukleosom ersetzt werden. Dieser
Austausch fuhrt zum einen dazu, dass bestehende posttranslationale Modifikationen
,geloscht” werden konnen, zum andern kann der Einbau von Histonvarianten aber auch
direkte, fundamentale Konsequenzen auf die Struktur der Nukleosomen bzw. des
Chromatins haben (Talbert und Henikoff, 2007). So konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass Nukleosomen, welche die Centromer-spezifische Variante CenH3 (CID)
enthalten, als Tetramere (,Hemisom®) organisiert sind und die DNA in einer
rechtsgangigen (anstatt einer linksgangigen) Helix um diesen Nukleosomenkern
gewunden ist (Dalal et al., 2007). Diese Anordnung konnte die Ausbildung hoherer
Chromatinstrukturen verhindern und somit entscheidend fur die centromerische

Assoziation von Kinetochorproteinen wahrend der Mitose sein.
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1.3.3 ATP abhangige Chromatin Remodeler

Nukleosomen stellen, oft auch im Verbund mit Chromatin-assozierten Faktoren, eine
Barriere dar, die bei allen DNA-abhangigen Prozessen den Zugang zur DNA regulieren
kann (Izban und Luse, 1992; Murr et al.,, 2006). Einen wichtigen Beitrag zur
Uberwindung (bzw. zum Aufbau) dieser Barrieren liefern dabei Chromatin Remodeling
Komplexe. Diese Komplexe konnen ATP-abhangig DNA-Histon Kontakte aufzubrechen,
um DNA auf der Oberflache von Nukleosomen fur Faktoren zuganglich zu machen, um
Nukleosomen entlang der DNA zu verschieben (,sliding“), um einzelne Histon-Dimere
auszutauschen (zum Beispiel. beim Einbau neuer Histonvarianten), oder auch um

ganze Nukleosomen zu entfernen (Becker und Horz, 2002; Li et al., 2007).

1.4 Heterochromatin und Euchromatin

Interphasenchromosomen kdnnen morphologisch in Heterochromatin und Euchromatin
unterteilt werden (Abbildung 6). Heterochromatin erscheint hierbei als Struktur, die
unabhangig vom Zellzyklus dicht verpackt vorliegt und sich so grundlegend von
euchromatischen Strukturen unterscheidet, die zwar im Rahmen der Mitose
kondensieren, wahrend der Interphase allerdings im Lichtmikroskop diffus vorliegen
(Heitz, 1928).

G

s -
- 3

Abbildung 6 Heterochromatin und Euchromatin. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
hamatopoetischen Zellen des Knochenmarks. Das dicht gepackte Heterochromatin erscheint hierbei
dunkler als euchromatische Strukturen. Wahrend Proerythroblasten fast kein Heterochromatin enthalten
(A), werden diese Strukturen in spaten Erythroblasten sichtbar (B) (Francastel et al., 2000).

Heterochromatische Strukturen zeigen in nahezu allen Pflanzen und Tieren dieselben

Eigenschaften; so wird Heterochromatin spat repliziert, es enthalt relativ wenig Gene
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und ist reich an repetitiven DNA-Sequenzen (Gatti und Pimpinelli, 1992; Weiler und
Wakimoto, 1995).

Ein Schlisselmerkmal dieser Chromatinstrukturen ist zudem die Fahigkeit, sich entlang
einer Chromatinfaser auszubreiten (,spreading“), so dass benachbarte Bereiche
Sequenz-unabhangig dicht verpackt und somit auch transkriptionell still gelegt werden

konnen (Bannister et al., 2001; Nakayama et al., 2001).

Daruber hinaus konnte aber auch gezeigt werden, dass heterochromatische Strukturen
bei einer Vielzahl von weiteren =zellularen Prozessen beteiligt sind, von der
entwicklungsgesteuerten Organisation der Chromosomen im Zellkern bis hin zur

Kontrolle der Chromosomensegregation wahrend der Mitose (Grewal und Jia, 2007).

Neben morphologischen Unterschieden konnen Euchromatin und Heterochromatin
auch anhand ihrer posttranslationalen Histon-Modifikationen differenziert werden.
Histon-Methylierungen von H3K4, H3K36, H3K79 sowie Acetylierungen von H3 und H4
sind haufig mit transkriptionell aktiven, euchromatischen Domanen assoziiert.
Heterochromatische Strukturen (sowie transkriptionell reprimierte Bereiche im
Euchromatin) hingegen sind vorwiegend hypoacetyliert und enthalten insbesondere
H3K9-, H3K27- sowie H4K20-methylierte Histone (Kwon und Workman, 2008)

In Drosophila melanogaster sind in einer typischen diploiden Zelle etwa 30-35% des
Karyotyps heterochromatinisiert, darunter das komplette Y Chromosom sowie grof3e
Teile des 4. Chromosoms. Heterochromatin findet man daruber hinaus sowohl mit
perizentrischen Regionen als auch mit Telomeren assoziiert (Gatti und Pimpinelli, 1992;
Weiler und Wakimoto, 1995).

Gelangen euchromatische Gene durch chromosomale Rearrangements in unmittelbare
Nachbarschaft heterochromatischer Bereiche, so werden diese durch das ,Spreading”
des Heterochromatins in der Regel reprimiert. Als klassisches Beispiel fur dieses als
Positionseffekt Variegation (PEV) beschriebene Phanomen dient das white Gen,
welches fur die rote Augenpigmentierung in Drosophila melanogaster codiert. In
In(1)w™ Stammen, in denen das white Gen durch eine Chromosomen-Inversion in die
Nahe heterochromatischer Bereiche translokiert wurde, erscheinen die Augen aufgrund
der variablen Expression des white Gens mosaikartig pigmentiert (Abbildung 7) (Muller,
1930).
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(A)

(B)

Abbildung 7 Positionseffekt Variegation (PEV). (A) Schematische lllustration der Chromosomen-
Inversion in Drosophila In(1)w’"4 Stammen (siehe Text fur Details). Perizentrisches Heterochromatin ist
orange dargestellt, Euchromatin blau. (B) Die In(1)w’"4 Stdmme kénnen dazu benutzt werden, jene
Mutanten zu isolieren, welche die PEV entweder verstarken (E(var)s) oder aber unterdriicken (Su(var)s).
(Allis et al., 2007)

Mit Hilfe dieses Systems konnten in genetischen Screens zahlreiche Faktoren
identifiziert werden, welche die Etablierung heterochromatischer Strukturen fordern
(,Suppressor of Variegation“, Su(var)s) bzw. der Ausbildung dieser Strukturen
entgegenstehen (,Enhancer of Variegation®, E(var)s) (Schotta et al., 2003).

1.5 HP1

Eine der auf diese Weise identifizierten und am besten untersuchten strukturellen
heterochromatischen Komponenten ist das evolutionar konservierte Heterochromatin
Protein 1 (HP1) (James und Elgin, 1986). Einen Sonderfall stellt hierbei aber
Saccharomyces cerevisiae dar; dort findet man anstelle von HP1 so genannte SIR
(silent information regulatory) Proteine (Gasser und Cockell, 2001).

Zytologische Lokalisationsanalysen zeigten, dass HP1 zwar wie erwartet grofdtenteils
mit perizentrischem Heterochromatin, mit dem Uberwiegend heterochromatischen 4.
Chromosom sowie mit Telomeren assoziiert, darluber hinaus allerdings auch in
zahlreichen euchromatischen Regionen detektiert werden kann (Abbildung 8A) (Fanti et
al., 2003; James und Elgin, 1986).
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(A)
(B) Su(var)2-5 (HP1A)
Chromo Shadow

,»Methyl-Binde-Doméane“ ,,Protein-Interaktions-Domane*

Abbildung 8 HP1 Lokalisationsanalysen. (A) Schematische Darstellung von HP1 (siehe Text). (B) HP1
Immunfarbungen von Polytdnchromosomen aus Wildtyp (Ore-R) Drosophila 3" Instar Larven. HP1 ist
insbesondere im Chromozentrum angereichert (grof3er Pfeil), lokalisiert aber auch mit Telomeren (*) und
in euchromatischen Regionen (kleine Pfeile). Polytdnchromosomen wurden mit DAPI (rot) angefarbt, HP1
mit Hilfe des monoklonalen C1A9 Antikdrpers visualisiert (Fanti et al., 2003)

Die bedeutende Rolle von HP1 bei der Etablierung heterochromatischer Strukturen
wurde anfanglich dadurch deutlich, dass HP1 Mutationen im zuvor beschriebenen PEV
System einen starken Su(var) Phanotyp zeigen (Eissenberg et al., 1990). Eine
zusatzliche Kopie des fur HP1 codierenden Su(var)205 fuhrt dabei zu einer Verstarkung
des Heterochromatin-induzierten Stilllegens des white Reportergens, wahrend die
Verringerung der HP1 Gendosis dagegen eine verstarkte Expression des Reporters

bewirkt.

Der Mechanismus, Uuber den HP1 die Etablierung der dicht gepackten
heterochromatischen Strukturen reguliert, konnte allerdings erst durch die Aufklarung
der molekularen Eigenschaften der einzelnen Domanen des HP1 Proteins entschlisselt

werden.

Alle HP1 Proteine zeichnen sich durch zwei hochkonservierte Domanen aus, eine N-
terminale Chromo-Domane (CD) und eine C-terminale Chromo-Shadow-Domane
(CSD). Beide Domanen sind durch ein kurzen, flexiblen Linker-Bereich (Hinge)
voneinander separiert (Abbildung 8B) (Aasland und Stewart, 1995).
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1.5.1 Die Chromo-Domane

Chromo (Chromatin organization modifier)-Domanen findet man Uber HP1 hinaus in
zahlreichen Chromatin-assoziierten Proteinen wie zum Beispiel Polycomb, Chromatin
Remodelern wie Mi2/CHD1, der Histon-Methyltransferase Su(var)3-9 oder auch in
Komponenten des Dosage compensation complexes (DCC) in Drosophila (Eissenberg,
2001). Chromo-Domanen sind insbesondere hinsichtlich ihrer Funktion als ,Methyl-
Bindedomane“ gut charakterisiert, wurden allerdings daruber hinaus auch als DNA-
bzw. RNA-Interaktionsmodule beschrieben (Akhtar et al., 2000; Bouazoune et al., 2002;
Piacentini et al., 2009).

Die CD von HP1 interagiert spezifisch mit H3K9 methylierten Histonen, dem
Markenzeichen heterochromatischer Chromatin-Domanen (Bannister et al., 2001;
Lachner et al., 2001). Strukturanalysen zeigten, dass hierbei drei aromatische Reste
der CD die H3K9 Methylierung Uber die Ausbildung einer hydrophoben Tasche binden
(Jacobs und Khorasanizadeh, 2002; Nielsen et al., 2002). Die Spezifitat der Bindung
wird durch selektive Wechselwirkungen der HP1 CD mit Aminosauren in unmittelbarer
Nachbarschaft des H3 Methylierungsmotivs vermittelt. Jene Aminosauren der CD,
welche an der Bindung von H3K9 methylierten Histonen beteiligt sind, sind daher
innerhalb der HP1 Familie hoch konserviert. So zeigen HP1 Mutanten, in welchen ein
konservierter Valinrest (V26M in Drosophila) durch das groRere Methionin ersetzt
wurde, eine drastisch verminderte Affinitat hinsichtlich H3K9 methylierter Histone
(Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001).

Neben der selektiven Bindung von methylietem H3K9 konnte in Saugern gezeigt
werden, dass ein nahezu identisches Motiv im Linker Histon H1.4 nach Methylierung
von HP1 bzw. dessen CD gebunden wird (Daujat et al., 2005) und dass diese
Methylierung fur die Repression von Reportergenen von Bedeutung ist (Kuzmichev et
al., 2004). Neuere Studien deuten ferner darauf hin, dass neben Histonen auch andere
Chromatin-assoziierte Faktoren ahnliche Modifikationskassetten enthalten, welche
methyliert und von HP1 oder anderen, noch zu identifizierenden Effektorproteinen,
gebunden werden kdnnen (Sampath et al., 2007). Jene Prinzipien, welche fur den
Histoncode postuliert wurden, konnten somit auch eine Moglichkeit zur Regulation von

Chromatin-assoziierten Faktoren im allgemeinen darstellen.
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1.5.2 Die Chromo-Shadow-Domane

Neben der N-terminalen CD findet man in samtlichen HP1 Proteinen eine C-terminale
CSD (Aasland und Stewart, 1995). Die CSD ahnelt zwar strukturell der CD, besitzt
jedoch daruber hinaus jedoch auch einzigartige Strukturmotive, welche die funktionelle
Unterscheidung der beiden Domanen vermitteln. So wurde die CSD als jene Domane
beschrieben, welche zum einen die Dimerisierung von HP1 Molekllen, zum anderen
aber auch uber die Bindung eines PxVxL Pentapeptidmotivs die Interaktion mit
zahlreichen Proteinfaktoren vermittelt, von Chromatin modifizierenden Enzymen Uber
Transkriptionsfaktoren bis hin zu Chromatin Remodeling Komplexen (Brasher et al.,
2000; Smothers und Henikoff, 2000; Thiru et al., 2004).

1.5.3 HP1, Su(var)3-9 und die Etablierung heterochromatischer

Strukturen

Einer dieser Interaktionspartner von HP1 ist die H3K9 spezifische Histon-
Methyltransferase (HMT) Su(var)3-9 (Schotta et al., 2002), welche, analog zu HP1,
Uberwiegend mit perizentrischen Regionen, mit dem 4. Chromosom sowie mit
Telomeren assoziiert ist (Greil et al., 2003; Schotta et al., 2002). Variationen der
Su(var)3-9 Gendosis im PEV System in Drosophila zeigen dabei wie HP1 einen starken
Su(var)-Phanotyp — ein Befund der die Bedeutung von Histon-Modifikationen (bzw. von
Su(var)3-9) fur die Etablierung heterochromatischer Strukturen deutlich werden lasst
(Schotta et al., 2002).

Basierend auf diesen Beobachtungen wurde ein einfaches Modell generiert, welches
die Aufrechterhaltung und zumindest auch teilweise die Funktion heterochromatischer
Strukturen erklaren kann (Abbildung 9B):

Hierbei verknupft ein HP1 Dimer zwei H3K9 methylierte N-Termini raumlich
benachbarter Nukleosomen miteinander und kann auf diese Weise zur Ausbildung
kompakterer Chromatinstrukturen beitragen (Canzio et al., 2011). Dabei wird
angenommen, dass diese Kompaktierung den Zugang zu DNA-Sequenzen fur
Komponenten der Transkriptionsmaschinerie einschrankt und somit zur Etablierung der

transkriptionell inaktiven Chromatinstrukturen fuhrt (Bannister et al., 2001; Lachner et
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al., 2001). Uber die Interaktion mit der CSD von HP1 wird ferner die HMT Su(var)3-9
rekrutiert, welche benachbarte Nukleosomen methyliert und auf diese Weise neue
Bindestellen fur HP1 generiert, so dass sich heterochromatischer Strukturen
sequenzunabhangig entlang der Chromatinfaser ausbreiten kénnen (,spreading®).

a Su(var)2-5 (HP1A)

Chromo Shadow

:] Hinge -

Methyl-Binde-Domine* JProtein-Frotein-
Interaktions-Domane

Metyhlsert I-J am
N Terminu

H3KSme H3K9me H3K9me H3-(9me

Abbildung 9 HP1 und dessen Rolle bei der Etablierung heterochromatischer Strukturen. (A)
Schematische Darstellung von HP1. HP1 enthalt zwei konservierte Doménen, die Chromo-Doméane (CD)
und die Chromo-Shadow-Doméne (CSD), welche durch eine flexible Linker-Region (Hinge) getrennt sind.
(B) Dieser modulare Aufbau fiihrt zur Generierung eines einfachen Modells, welches die Etablierung
heterochromatischer Strukturen darstellt (Details siehe Text).

Das Modell impliziert, dass Heterochromatin eine strukturell kompakte und statische
Struktur  darstellt. FRAP (Fluorescence recovery after photobleaching) Experimente
konnten jedoch zeigen, dass heterochromatische Domanen im Zellkern zwar stabil
positioniert sind, HP1 selbst dabei jedoch eine sehr hohe Mobilitat zeigt und in einem
standigem Wettbewerb mit anderen Proteinfaktoren um die Bindestellen in diesen
Domanen steht. Heterochromatin kann somit weitaus zuganglicher fur Proteinfaktoren
sein als ursprunglich angenommen (Cheutin et al., 2003; Festenstein et al., 2003). In
Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen konnte demonstriert werden, dass die
durch Heterochromatin induzierte Repression von Reportergenen in Drosophila durch
die Uberexpression eines Transkriptions-Aktivators umgangen werden kann (Ahmad
und Henikoff, 2001).

Die Regulation der Dynamik der HP1 Assoziation mit Chromatin stellt somit ein
Mechanismus dar, uber welchen der Erhalt bzw. die Etablierung hoherer

Chromatinstrukturen beeinflusst werden kann. Von zentraler Bedeutung in diesem
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Zusammenhang ist hierbei, dass die Kinetik der HP1 Assoziation sowie auch die
Ausbildung hoherer Chromatinstrukturen u.a. durch die Methylierung von H3K9
moduliert werden kann (Cheutin et al., 2003). HP1 CD Mutanten, deren Affinitat fur
H3K9 methylierte Nukleosomen deutlich verringert ist (siehe 1.5.1), zeigen demnach
eine deutlich schwachere Assoziation mit perizentrischen, heterochromatischen
Regionen. Die Mutanten sind hierbei auch nicht in der Lage perizentrische
Reportergene in Drosophila zu reprimieren (Platero et al., 1995; Thiru et al., 2004).

1.5.4 Die Stabilisierung der HP1 Chromatin-Assoziation

Die relativ instabile Bindung zwischen der HP1 CD und H3K9 methylierten Histonen
(Jacobs und Khorasanizadeh, 2002; Nielsen et al., 2002) suggeriert allerdings, dass die
H3K9 Methylierung fur sich alleine kein ausreichendes HP1 Rekrutierungssignal
darstellen kann (Stewart et al., 2005). Um eine effiziente Chromatin-Assoziation von
HP1 zu gewahrleisten (bzw. um dessen Mobilitat zu verringern), sind vielmehr noch

weitere Faktoren notig.

1.5.4.1 Stabilisierung uber die CSD

So ist neben der CD und deren Fahigkeit zur Interaktion mit H3K9 methylierten
Nukleosomen auch die dimerisierte CSD bzw. deren Funktion als Protein-Protein-
Interaktionsdomane fur eine stabile Chromatin-Verankerung von HP1 aul3erordentlich
wichtig. Dies wird u.a. dadurch deutlich, dass monomere HP1 Proteine trotz einer
intakten CD (und der Fahigkeit zur Bindung H3K9 methylierter Nukleosomen)
Lokalisationsdefekte zeigen und zusatzliche Proteinfaktoren bendtigt werden, um HP1
effizient an in vitro methyliertes Chromatin zu binden (Eskeland et al., 2006; Thiru et al.,
2004). Daruber hinaus fuhrt die Mutation der HP1 CD, wie bereits zuvor beschrieben,
zwar zu einer Destabilisierung der Assoziation von HP1 mit perizentrischem
Heterochromatin, die Chromatin-Assoziation mit Telomeren wund zahlreichen
euchromatischen Regionen ist in diesem Fall jedoch nicht beeintrachtigt. Dies macht
deutlich, dass die HP1 Rekrutierung in manchen Fallen sogar ganzlich unabhangig von
H3K9 methylierten Nukleosomen erfolgen kann (Fanti et al., 1998).
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Einen wichtigen Beitrag leisten in diesem Zusammenhang u.a. DNA-bindende Proteine.
So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass HP1 Gen-spezifisch uber die CSD von
Co-Repressoren wie KAP-1 oder das Retinoblastom-Protein rekrutiert werden kann
(Nielsen et al., 2001b; Ryan et al., 1999). Eine analoge Funktion konnen neben diesen
transkriptionellen Regulatoren auch HP1-Interaktioren ausfullen, die wichtige Rollen bei
der Replikation und DNA-Reparatur spielen. Ein Beispiel hierfur ist der Origin
Erkennungskomplex (Origin Recognition Complex, Orc), welcher Uber dessen
replikative Aufgabe hinaus auch eine Funktion bei der perizentrischen Lokalisation von
HP1 Ubernimmt (Pak et al., 1997; Prasanth et al., 2004).

Neuere Studien legen zudem nahe, dass die Etablierung heterochromatischer
Strukturen auch von Komponenten der RNAi Maschinerie abhangig ist. So interagiert
HP1 Uber die CSD direkt mit PIWI, einem Mitglied der ARGONAUTE/PIWI Familie,
welches seinerseits mit kurzen RNAs, so genannten piRNAs (PIWI interacting RNAS),
assoziiert ist. Entsprechende Mutanten zeigen in Drosophila drastische HP1
Lokalisationsdefekte und sind daruber hinaus nicht in der Lage perizentrische
Reportergene still zu legen (Brower-Toland et al., 2007; Deshpande et al., 2006; Pal-
Bhadra et al., 2004)

1.5.4.2 Stabilisierung liber die Hinge

Neben der CSD scheint aber auch der Linker-Bereich, welcher die CD und die CSD
miteinander verbindet, fur eine dauerhafte Assoziation von HP1 mit Heterochromatin
und dessen korrekter Lokalisation von Bedeutung zu sein (Muchardt et al., 2002;
Smothers und Henikoff, 2001). Der Mechanismus der Chromatin-Interaktion ist hierbei
jedoch weitgehend unbekannt und unterscheidet sich zudem teilweise zwischen
einzelnen Modellsystemen. Neben der Fahigkeit zur (offenbar unspezifischen)
Interaktion mit RNA (Muchardt et al., 2002) und DNA (Perrini et al., 2004; Sugimoto et
al., 1996; Zhao et al., 2000) bindet die Hinge auch Chromatin-assoziierte Proteine wie
zum Beispiel. Linker-Histone (Badugu et al., 2005; Nielsen et al., 2001a).

1.5.4.3 Die Regulation der HP1 Chromatin-Assoziation

Bereits in frihen Studien in Drosophila wurde erkannt, dass verschiedene Sub-
Populationen von HP1 existieren, welche sich u.a. in ihrem Phosphorylierungsstatus
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unterscheiden. Die wahrend der frihen Embryonalentwicklung einsetzende
Hyperphosphorylierung von HP1  korreliert dabei mit der Etablierung
heterochromatischer Strukturen (Eissenberg et al., 1994; Zhao und Eissenberg, 1999).

HP1 wird jedoch nicht nur phosphoryliert, sondern ist daruber hinaus, ahnlich wie
Histone, mit zahlreichen Modifikationen versehen (Methylierungen, Ubiquitinierungen,
SUMOylierungen, Acetylierungen). Dieser von HP1 vermittelte ,Sub-Code” konnte die
Interaktion von HP1 mit dessen Chromatin-assoziierten Bindungspartnern bzw. auch
mit verschiedenen Histon-Modifikationen regulieren (Lomberk et al., 2006).

1.5.5 HP1 Isoformen

Die meisten Organismen enthalten neben dem bislang beschriebenen, vorwiegend
heterochromatischen HP1 zusatzliche HP1-ahnliche Proteine, welche sich im Lauf der
Evolution aus Genduplikationen entwickelt haben (Abbildung 10).

Samtliche dieser Proteine der HP1-Familie zeigen demnach dieselbe
Domanenarchitektur — sie besitzen jeweils eine CD sowie eine CSD, getrennt durch
eine flexible Linker Region variabler Lange (Hayakawa et al., 2003; Smothers und
Henikoff, 2001). Die evolutionare Verwandtschaft suggeriert eine funktionelle
Konservierung dieser HP1 Isoformen, allerdings deuten sowohl Lokalisationsanalysen
als auch funktionelle Studien darauf hin, dass jede Isoform fur sich spezifische

Aufgaben Ubernimmt.
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Abbildung 10 Schematische und maRstabsgerechte Reprasentation von HP1 Proteinen in
verschiedenen Modell-Organismen. Die Lange der einzelnen Proteine ist rechts aufgeftuhrt. CHD:
Chromo-Doméne. CSD: Chromo-Shadow-Doméane (Kwon und Workman, 2008).

1.5.5.1 HP1 Isoformen in Vertebraten

In Vertebraten wird dies unter anderem dadurch deutlich, dass die Lokalisation der drei
HP1 Proteine (HP1a, HP1p und HP1y) Isoform-spezifisch und in Abhangigkeit vom
Zellzyklus reguliert werden kann (Fischle et al., 2005; Hayakawa et al., 2003). Wahrend
HP1a vorwiegend mit perizentrischem Heterochromatin assoziiert ist, lokalisieren HP1f3
und HP1y sowohl in hetero- als auch in euchromatischen Regionen (Minc et al., 1999).
Die Rekrutierung von HP1 Molekiulen zu spezifischen Stellen im Genom kann dabei
durch Isoform-spezifische posttranslationale Modifikationen vermittelt werden. So
definiert die Phosphorylierung von HP1y an Ser83 eine Sub-Population dieser Isoform,
welche eine ausschliel3lich euchromatische Lokalisation zeigt (Lomberk et al., 2006).
Daruber hinaus zeigen mehrere Studien, dass die drei HP1 Paraloge spezifische
Interaktionen mit anderen Proteinfaktoren eingehen (Li et al., 2002).

Hinweise auf eine Spezialisierung kommen nicht nur durch die beobachteten
Lokalisationsunterschiede, sondern auch durch spezifische Defekte im Fall des

Verlustes einzelner Paraloge zum Ausdruck. So hat beispielsweise in humanen Zellen
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lediglich der Verlust von HP1y, nicht aber der Verlust der beiden anderen Isoformen
mitotische Defekte zur Folge (Serrano et al., 2009). Fur mehrere Gene konnte zudem
beobachtet werden, dass HP1 Isoformen bei deren transkriptionellen Regulation
unterschiedliche Rollen udbernehmen. Wahrend im reprimierten Zustand (je nach
System) HP1a bzw. HP18 mit den jeweiligen Promotoren assoziiert sind, wird HP1y
nach Induktion vermehrt zu transkriptionell aktiven Bereichen rekrutiert (Mateescu et al.,
2008; Smallwood et al., 2007; Vakoc et al., 2005).

1.5.5.2 HP1 Isoformen in Drosophila melanogaster

Mit der Sequenzierung des Drosophila Genoms wurden auch in diesem Organismus
HP1 Paraloge entdeckt (Smothers und Henikoff, 2001). Neben den ubiquitar
exprimierten HP1a, HP1b und HP1c wurden noch zwei weitere, Keimbahn-spezifische
HP1 Isoformen gefunden (HP1d/rhino in Weibchen bzw. HP1e in Mannchen) (Vermaak
et al., 2005).

Im Gegensatz zum vorwiegend heterochromatischen HP1a lokalisiert HP1c in Kc Zellen
ausschlieBlich in euchromatischen Regionen, wahrend HP1b sowohl mit
Heterochromatin als auch mit Euchromatin assoziiert ist (Greil et al., 2003; Smothers
und Henikoff, 2001).

Phylogenetische Analysen offenbarten, dass sich (im Gegensatz zur Situation in
Saugern) die einzelnen Isoformen in Drosophila nicht nur untereinander sehr deutlich
unterscheiden, sondern daruber hinaus auch keine Orthologe der jeweiligen HP1
Isoformen der Sauger darstellen (Abbildung 11) (Smothers und Henikoff, 2001;
Vermaak et al., 2005). Funktionelle Analysen in diesen Modellsystemen konnen somit
nicht ohne weiteres auf Drosophila Ubertragen werden.
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Abbildung 11 Evolutionare Beziehungen von HP1 Proteinen. Ein phylogenetischer Baum wurde mit
Hilfe eines Sequenzvergleichs der Chromo- sowie der Chromo-Shadow-Domanen erstellt (aufgrund des
geringen Konservierungsgrades wurde die Hinge-Region hierbei nicht berlcksichtigt). Einzelne Taxa sind
grau unterlegt. Der Grad der Verwandtheit ist durch die Lange der einzelnen Aste wiedergegeben
(Vermaak et al., 2005).

1.6 Ziel der Arbeit

Die beiden ubiquitar exprimierten HP1 Isoformen HP1b und HP1c sind, anders als das
ausschlielBlich heterochromatische HP1a, kaum charakterisiert. So ist weder bekannt,
wie die einzelnen Paraloge zu spezifischen Bereichen innerhalb des Genoms rekrutiert
werden, noch sind diese Isoformen bislang funktionell naher beschrieben (Greil et al.,
2003; Smothers und Henikoff, 2001).

Wie bereits in Abschnitt 1.5.4 ausgefuhrt, kann HP1a uber multiple, teils redundante
Mechanismen mit Chromatin assoziieren. Neben der CD als ,Methyl-Binde-Domane*
spielen hierbei aber auch die Hinge Region und insbesondere die CSD als Protein-

Protein-Interaktionsdomane eine wichtige Rolle. So wurde beispielsweise durch in vitro
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Experimente gezeigt, dass eine effiziente Bindung von HP1a an H3K9 methyliertes
Chromatin nur dann moglich ist, wenn gleichzeitig Heterochromatin-spezifische
Faktoren wie zum Beispiel. Su(var)3-9 und ACF1 zugegen sind. Beide Proteine
interagieren mit HP1 Uber dessen CSD und sind dadurch in der Lage, die HP1 Bindung
an methyliertes Chromatin zu stabilisieren. Mutationen in der HP1 CSD (W200A),
welche die Interaktion mit Su(var)3-9 und ACF1 beeintrachtigen, fuhren somit zum
Verlust der HP1a Assoziation mit methyliertem Chromatin (Eskeland et al., 2006).

Diese Beobachtung sowie die unterschiedliche Lokalisierung der beiden Isoformen lief
vermuten, dass HP1 Proteine u.a. durch Paralog-spezifische Interaktoren in bestimmte

Bereiche des Genoms rekrutiert werden bzw. dort deren Bindung stabilisieren.

Ziel dieser Arbeit war es daher, zunachst Isoform-spezifische Interaktoren aus stabil
transfizierten Drosophila SL2 Zellen zu isolieren, biochemisch zu charakterisieren und
den Einfluss einzelner Interaktoren auf die Lokalisation der entsprechenden Paraloge in
vivo zu analysieren. Diese Untersuchungen sollten des Weiteren als Basis fur die
funktionelle Charakterisierung der bis zu diesem Zeitpunkt nicht beschriebenen HP1

Isoformen HP1b und HP1c dienen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Plasmide
Name Insert Bemerkung Tag Quelle
Expression in SL2
pPacFLAG HP1a HP1a FLAG R. Eskeland
Zellen
Expression in SL2
pPacFLAG HP1b HP1b FLAG
Zellen
Expression in SL2
pPacFLAG HP1c HP1c FLAG R. Eskeland
Zellen
Expression in SL2
pPacFLAG Row Row FLAG
Zellen
Expression in SL2
pPacFLAG Woc Woc FLAG
Zellen
Expression in SL2
pPacFLAG 3-3 Su(var)3-3 FLAG
Zellen
Expression in
pGEX4T-1 GST Invitrogen
E.coli
Expression in
pGEX4T-3 GST Invitrogen
E.coli
Expression in
pGEX4T3HP1b HP1b GST

E.coli
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Expression in
pGEX4T1HP1c HP1c GST R. Eskeland
E.coli
Expression in
pGEX4T1Ubgin Ubiquilin GST
E.coli
pETHA In vitro TnT (T7) HA
pETHA HP1a HP1a In vitro TnT (T7) HA
pETHA HP1b HP1b In vitro TnT (T7) HA
pETHA HP1c HP1c In vitro TnT (T7) HA
pETFLAG In vitro TnT (T7) FLAG
pETFLAG HP1a HP1a In vitro TnT (T7) FLAG
pETFLAG HP1b HP1b In vitro TnT (T7) FLAG
pETFLAG HP1c HP1c In vitro TnT (T7) FLAG
Drosophila Genomics
pFLC1 Row Row
Resource Center
Drosophila Genomics
pFLC1 Woc Woc
Resource Center
Drosophila Genomics
HP1bpOT2 HP1b
Resource Center
Drosophila Genomics
dUbqinpOT2 Ubiquilin
Resource Center
EGFP GFP T. Straub
pET15b In vitro TnT (T7) His Novagen
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Puromycin-N- Selektionsplasmid
pPuro l. Vetter
acetyltransferase | SL2 Transfektion

3-3 pZeo Su(var)3-3 T. Rudolph

Sofern nicht anders gekennzeichnet, wurden die aufgefuhrten Plasmide im Rahmen

dieser Arbeit kloniert.

2.1.2 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG Eurofins Operon
bezogen und sind im Anhang aufgefuhrt.

2.1.3 Escherichia coli Stamme

DH5a fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 ®80A (lacZ)M15
gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17

BL21 Gold (DE3) pLysS B F- dcm+ Hte ompT hsdS(rs- mg-) gal A(DE3) [pLysS
Cam')? endA Tet'

2.1.4 Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlie3lich Drosophila SL2 Zellen verwendet

Zelllinien transfiziertes Plasmid Selektionsmarker
SL2

SL2 HP1aFLAG pPacFLAG HP1a Puromycin

SL2 HP1bFLAG pPacFLAG HP1b Puromycin

SL2 HP1cFLAG pPacFLAG HP1c Puromycin
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2.1.5 Fliegenstamme

Genotyp Bezugsquelle

woc®'I TM6B G. Raffa

woc®'""/TM6B G. Raffa

woc?'/wocP™" G. Raffa

hp1c/Tm3 diese Arbeit

w'"® PBacHP1c™9%°/ TM6B Bloomington, Stock 18819
TM3/TM6B Bloomington, Stock

2.1.6 Antikorper
Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind nachfolgend aufgefuhrt.

IF (Immunfluoreszenz), W (Western Blot), aff. ger. (affinitatsgereinigte Antikorper),
polykl (polyklonale Antikorper).

et Spezies, Subtyp,
Spezifitat Quelle Verd. (Anwendung)
Klon, Anwendung

Primarantikorper

HP1a Maus (C1A9) S. Elgin 1:200 (IF)
HP1a Kaninchen (polykl.) | S. Elgin 1:1000 (W)
HP1b Ratte, 1IgG2a (8E4) | E. Kremmer | 1:10 (W), un (IF)

HP1c Ratte, 1gG2a (2G2) | E. Kremmer | 1:10 (W), un (IF)
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Row Kaninchen  {polykl. PSL GmbH | 1:100 (W)
aff.ger.)
Woc Kaninchen (polykl.) | G. Raffa 1:1500 (W), 1:500 (IF)
FLAG Maus (M2) Sigma 1:5000 (W)
HA Ratte (?7) E. Kremmer | 1:100
Ubiquilin Kaninchen (polykl.) | M. Guo 1:1000 (W)
GST Ratte (6A9) E. Kremmer [ 1:5 (W)
LEF Ratte, IgG1 R. Rupp 1:10 (W)
Sekundarantikorper
IgG Ratte Ziege, Cy3 (IF) Dianova 1:500 (IF)
IgG Maus Ziege, Alexa488 (IF) | Dianova 1:300 (IF)
lgG Kaninchen Esel, Alex488 (IF) Invitrogen 1:500 (IF)
lgG Maus Esel, iRDye 800 (W) | Biomol 1:5000 (W)
IgG Ratte Esel, iRDye 800 (W) | Biomol 1:5000 (W)
lgG Kaninchen Esel, iRDye 800 (W) | Biomol 1:5000 (W)
IgG Maus Zlege,  Alexa 680 Mobitec 1:5000 (W)

(W)
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2.1.7 Enzyme und Kits

Kit

CIP

cDNA Sythesis Kit

Effectene Transfektions Kit
Expand High Fidelity PCR System
Gel Extraction Kit

Plasmid Midi/Mini Kits
QuikChange Site-directed Mutagenesis Kit
Restriktionsendonukleasen
RNeasy Mini Kit

Taq Polymerase

T4 DNA Ligase

T7 Quick Coupled Transcr./Transl. System

2.1.8 Chemikalien und Gerate

Name

Ammoniumsulfat

ANTI-FLAG M2 Affinity Gel (,Flag beads*)
APS

Coomassie Brilliant Blue G250

Hersteller
NEB
Finnzyme
Qiagen
Roche
Qiagen
Qiagen
Stratagene
NEB
Qiagen
NEB

NEB

Promega

Hersteller
Merck
SIGMA
SIGMA

Serva

Dialysemembranen (16 mm, MWCO:12-14 kd) Spectrum Laboratories
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DNA-Standards (100 bp/1 kb)
Douncer, versch. GrofRen
dNTPs

Ethidium Bromid

Fast SYBR® Green Master Mix
Glutathione Sepharose™ 4B
iBlot® Dry Blotting System
Microscope Axiovert 200M
Miracloth
Natriumhypochlorit-Losung
Nitrocellulose Membran (porablot NCL)
Protein Marker IV

RNAse A

RNAse freie DNAsel
Paraformaldehyd

Rotiphorese Gel 30

Roche LightCycler 480
Schneider's Medium
SDS-PAGE System
Thermocycler Primus 96 plus

TEMED

NEB

Fa. B. Braun
NEB

Roth

Applied Biosystems
GE Healthcare
Invitrogen

Zeiss

Merck

Merck
Macherey-Nagel
PEQLAB

Roche

Qiagen

SIGMA

Roth

Roche

GIBCO
Invitrogen

MWG Biotech

Roth
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Odyssey® Infrared Imaging System
Orange G

SDS

S* Met/Cys-Mix (10 pCi/ul)
Spektrophotometer Nanodrop ND-1000
TRIS

Protein G Sepharose Fast Flow 4
Yamoto Homogenisator LH-22

Zellkulturflaschen

Licor

SIGMA

Serva

Hartmann Analytic
PEQLAB
Amersham
Amersham
Yamoto

Greiner

2.1.9 Antibiotika und Proteaseinhibitoren

Name Konz. Stammlsg.
Ampicillin 100 mg/ml in H,O

Chloramphenicol

Kanamycin 10 mg/ml in H2O
Puromycin 10 mg/ml in H20
Aprotinin 1 mg/ml in H,O
Leupeptin 1 mg/ml in H,O
Pepstatin 0,7 mg/ml in EtOH

PMSF 34 mg/ml in Isoprop.

34 mg/ml in Ethanol

Endkonzentration  Hersteller
100 pg/ml Roth

25 pg/ml Roche

10 pg/ml Sigma

10 pg/mi PAA

1 pg/ml Gennaxon
1 pg/ml Gennaxon
0,7 ug/ml Gennaxon
34 pg/ml Sigma
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21.10 Software
Device

MALDI-TOF

LC480 Light Cycler
Microsoft Office 2008
Creative Suite 4

Integrated Genome Browser

2.2 Medien

2.2.1 Medien fur E.coli

2.2.1.1 Luria-Bertani (LB) Medium

1.0% (w/v) Bacto-Tryptone
1.0% (w/v) NaCl

0.5% (w/v) Bacto-Yeast extract

Software

Voyager, Data explorer , Mascot
Roche

Microsoft

Adobe

Affymetrix

Der pH-Wert wurde mit 10 M NaOH auf pH7 eingestellt. Das Medium wurde fur 20min
autoklaviert. Antibiotika wurde, falls notig, nach dem Abkuhlen zugegeben. Fur die

Herstellung von LB-Platten wurde das Medium mit 1,5% Agar versetzt.
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2.2.1.2 SOB Medium

2% (w/v) Bacto-Tryptone

10 mM NaCl

0.5% (w/v) Bacto-Yeast extract
2.5 mM KCI

10 mM MgCl;

Der pH-Wert wurde mit 10 M NaOH auf pH7 eingestellt. Das Medium wurde fur 20min

autoklaviert.

2.2.2 Medien fur Schneider Zellen

Schneider’'s Medium (GIBCO) wurde mit 10% Hitze-inaktiviertem fetalem Kalberserum
(FCS), 50 pg/ml Streptomycin und 50 U/ml Penicillin versetzt. Zur Selektion auf

Puromycin-resistente Zellen wurden zusatzlich 10 pyg/ml Puromycin zugegeben.

2.3 Methoden

2.3.1 Molekularbiologische Methoden

2.3.1.1 PCR fir Klonierungen

Fir PCR-basierte Klonierungen wurde ausschliel3lich der ,Expand High Fidelity® Kit
(Roche) verwendet, der die Amplifikation von DNA-Fragmenten mit einer hoheren
Genauigkeit gegenuber der herkdmmlich verwendeten Taq Polymerase gewahrleistet.
Beim Design der Primer wurden am 5-Ende Erkennungssequenzen fur
Restriktionsenzyme eingefugt, so dass ein DNA-Fragment generiert wurde, das nach
Verdau mit den entsprechenden Restriktionsenzymen direkt in den entsprechenden
Zielvektor kloniert werden konnte.
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Typischerweise wurden in jeder Reaktion 100-200 ng Template DNA, 200 nM dNTPs,
sowie 500 nM eines jeden Primers verwendet. Um die Fehlerrate moglichst gering zu
halten wurde die PCR mit lediglich 20 Zyklen durchgefuhrt.

Schritt Temperatur [°C] Zeit

Denaturierung 94 2 min 1x
Denaturierung 94 1 min

Annealing 50 30 20 x
Elongation 72 1 min/kb

Finale Elongation 72 7 min 1x

Die Reaktionsbedingungen wurden unter Berucksichtigung der Empfehlungen des
Herstellers gewahlt — sowohl das Temperaturprofil als auch die Zeiten wurden fur jede
PCR separat bestimmt. PCR-Produkte wurden uber das PCR Purification Kit (Quiagen)
aufgereinigt und anschlieBend mit den entsprechenden Restriktionsenzymen

zusammen mit dem Zielvektor verdaut.

2.3.1.2 Analytische PCR

Fir Analytische PCR-Reaktionen wurde die Tag Polymerase (NEB) nach
Herstellerangaben verwendet. Je nach Anwendung wurde die Reaktion mit 25 bis 35
Zyklen durchgefuhrt.

2.3.1.3 Restriktionsverdau

Die Reaktionsbedingungen fur einen Restriktionsverdau wurden nach Angaben des
Herstellers (NEB) gewahlt. Fur einen typischen Reaktionsansatz wurde 1 ug DNA far
2 h bei 37°C mit 10 U Enzym verdaut.

2.3.1.4 PCR-Klonierungen

Zielvektoren wurden nach Restriktionsverdau mit einer alkalischen Phosphatase
dephosphoryliert (CIP, NEB), um eine intramolekulare Selbstligation zu verhindern.
Sowohl das verdaute zu klonierende DNA-Fragment als auch der linearisierte,
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dephosphorylierte Zielvektor wurden uUber ein praparatives Agarose-Gel aufgereinigt
(2.3.1.6), um Primer-Dimere, PCR-Nebenprodukte (Insert) und die alkalische
Phosphatase (Vektor) vor der Ligation zu entfernen.

Die DNA-Konzentration wurde zunachst photospektrometrisch bestimmt (2.3.1.7). Far
die Ligation wurden 100 ng Vektor und ein 5 facher molarer Uberschuss Insert
zusammen mit der T4-DNA-Ligase (NEB) nach Herstellerangaben inkubiert. 1/5 dieses
Ansatzes wurden zur Transformation in kompetente E.coli (DH5a) verwendet (2.3.1.8).
Der Erfolg der Klonierung wurde durch Plasmid-Minipreparationen und anschlieRende
Restriktionsanalyse Uberpruft und gegebenenfalls sequenziert (Eurofins MWG Operon,
Ebersberg).

2.3.1.5 Klonierungen unter der Verwendung von Oligonukelotiden

Zur Klonierung kurzer DNA-Fragmente wurden komplementare, am &’-Ende
phosphorylierte Oligonukleotide bestellt (ca. 35-60 bp), welche nach Hybridisierung,
aneinander angelagert, direkt in Zielvektoren kloniert wurden. Beim Design der
Oligonukleotide wurde darauf geachtet, dass diese nach der Anlagerung Uberhange
bilden, die jenen UberhZngen entsprechen, die beim Verdau mit entsprechenden

Restriktionsenzymen entstehen.

Fur die Hybridisierung der Oligonukleotide wurden diese zunachst auf 1 pmol/ul in
Annealing Puffer verdunnt (200 pl Gesamtvolumen), fur 5 min auf 95°C erhitzt und
langsam auf RT abgekuhlt. Auf diese Weise konstruierte doppelstrangige DNA-
Fragmente wurden direkt (im 3-10fachen molaren Uberschuss) mit entsprechend
verdauten und dephosphorylierten Zielvektoren ligiert.

Annealing Puffer
10 mM TRIS

1 mM EDTA

50 mM NaCl
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2.3.1.6 Agarose-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese wurde verwendet, um DNA- bzw. RNA-Fragmente
aufzutrennen, zu identifizieren oder auch um diese zu reinigen (praparative Agarose-
Gelelektrophorese). Die GroRenbestimmung sowie die Quantifizierung der Fragmente
im Gel wurde durch das Anfarben mit Ethidiumbromid (0,5 ug/ml) ermoglicht, welches
eine direkte Detektion der DNA (bzw. RNA) unter UV-Licht erlaubt. Hierzu wurde als
Referenz eine Standard-DNA-Leiter verwendet (100 bp bzw. 1 kbp Leitern, NEB).

Fur praparative Gele wurden DNA-Fragmente unter UV-Licht (360 nm) isoliert und Gber
einen Kit (QlAquick Gel Extraction Kit, Quiagen) entsprechend der Angaben des

Herstellers aufgereinigt.

1 xTBE 5 xProbenpuffer

90 mM TRIS 50% (v/v) Glycerin
90 mM Borsaure 5 mM EDTA

2mM EDTA 0,3% (w/v) Orange G

2.3.1.7 Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

DNA- und RNA-Konzentrationen wurden durch die Messung der Absorption bei einer
Wellenlange von 260 nm bestimmt. Eine Absorptionseinheit bei 260 nm entspricht
hierbei einer Konzentration von 50 ug DNA/ml (bzw. 40 yg RNA/ml). Das Verhaltnis der
Absorption bei 260 nm und 280 nm wird verwendet, um die Reinheit der DNA zu
ermitteln. Hohe Absorptionsraten bei 280 nm deuten auf Protein- oder
Phenolkontaminationen hin. Bei reinen DNA-Proben liegt das Verhaltnis bei ca.1,8, bei
RNA sollte der Wert bei ungefahr 2 liegen (Sambrook et al., 2001).

2.3.1.8 Herstellung chemisch kompetenter E.coli und Transformation

Chemisch kompetente E.coli wurden nach der Methode von Inoue hergestellt
(Sambrook et al.,, 2001). Die chemisch kompetenten Zellen wurden nach
Standardmethoden transformiert (Sambrook et al., 2001). Auf diese Weise
transformierte Zellen wurden auf geeignetem Selektionsmedium ausplattiert und 16-20
Stunden bei 37°C inkubiert.
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2.3.1.9 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur |Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli wurden, je nach Menge der zu isolierenden
DNA, Plasmid Maxi (bis zu 500 pg) oder Mini Kits (bis zu 40 ug) verwendet (Qiagen).
Plasmid Mini Kits wurden hauptsachlich fur analytische Praparationen im Rahmen von
Klonierungen verwendet. Diese Praparationen wurden jedoch nicht, wie vom Hersteller
empfohlen, Uber Saulen aufgereinigt, sondern sofort direkt aus dem Reaktionsansatz
mit Isopropanol ausgefallt. Der Reinheitsgrad der auf diese Weise isolierten Plasmide
erlaubt sowohl Restriktionsanalysen als auch Sequenzierungen.

2.3.1.10 Mutagenese

Punktmutationen und Deletionen wurden mit Hilfe des QuikChange Site-Directed
Mutagenesis-Kits (Stratagene) eingefugt. Die verwendeten Oligonukleotide sind im
Anhang aufgefuhrt (8.1).

2.3.1.11 Synthese doppelstrangiger RNA fiir RNAi

Um die Expression bestimmter Gene in Drosophila SL2 Zellen zu vermindern, werden
diese Zellen i.d.R. mit 400-540 Nukleotide langen dsRNAs transfiziert (Hammond et al.,
2000), deren Sequenz mit jener des Zieltranskripts identisch ist. Um etwaige Off-Target
Effekte zu reduzieren, wurden in allen Experimenten zwei dsRNA Konstrukte
verwendet; eines richtete sich dabei gegen das 5-Ende der codierenden Region des
Zieltranskripts, ein weiteres gegen das 3’-Ende. Daruber hinaus wurden die Konstrukte
mit Hilfe eines Programms (http://dscheck.rnai.jp/) entworfen, welches potentielle Off-
Target-Effekte abschatzt und somit ein optimales Design der dsRNA Konstrukte erlaubt
(Naito et al., 2005).

Beim Design der Primer zur PCR-Amplifikation der entsprechenden Zielsequenzen
wurden jeweils am 5-Ende T7 Promotor Elemente hinzugefugt (5'-
TTAATACGACTCACTATAGGGAGA-3’). Zielsequenzen wurden mit Standard-PCR-
Methoden amplifiziert. Zur in vitro Transkription wurde das T7 Ambion MEGAscript® Kit
nach Herstellerangaben verwendet. Als Matrize dienten 8 ul des zuvor hergestellten,
von T7 Promotoren flankierten, PCR-Produkts, welches uber einen Zeitraum von 6 h
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bei 37°C transkribiert wurde. dsRNA wurde in 100 yI RNAse freiem Wasser

aufgenommen und die Konzentration photospektrometrisch bestimmt (2.3.1.7).

2.3.2 Expressions-Analysen

2.3.2.1 RNA-Isolierung aus SL2 Zellen

RNA aus SL2 Zellen wurde mit Hilfe des RNeasy Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben
extrahiert. Kleinere RNAs (>200 bp) gehen hierbei verloren, allerdings gewahrleistet die
gewahlte Methode eine schnelle RNA Extraktion (und somit wenig Degradation) sowie
eine hohe Reproduzierbarkeit hinsichtlich genomweiter Expressions-Analysen (pers.
Kommunikation T.Straub).

Kontaminationen durch genomische DNA wurden durch einen DNAse-Verdau auf der
Saule eliminiert. Sowohl die Konzentration der RNA-Praparation als auch deren
Reinheit wurden photospektrometrisch bestimmt (2.3.1.7). RNA Praparationen wurden

aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.3.2.2 Genomweite Expressions-Analysen

Die gesamte =zellulare RNA wurde nach Affymetrix-Vorschrift markiert und auf
Affymetrix GeneChip Drosophila Genome 2 Arrays hybridisiert (in Kollaboration mit
Dietmar Martin, Genzentrum, LMU Munchen). Die Analyse der Microarray-Daten wurde
mit dem Statistikprogramm R (www.R-project.org) und den Erweiterungspaketen aus
dem Bioconductorprojekt (www.bioconductor.org) durchgefuhrt (in Kollaboration mit
Tobias Straub, Adolf-Butenandt-Institut, LMU Munchen). Die Expressionswerte der
Gene wurden nach Qualitatskontrolle mit der GCRMA-Prozedur unter
Standardbedingungen (http://pubs.amstat.org/doi/abs/10.1198/016214504000000683)
berechnet. Gene wurden mit limma (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16646809)
auf differenzielle Expression getestet. Durch Bestimmung der lokalen False Discovery
Rate (Ifdr) und Setzten eines Schwellenwerts von 0,2 wurden signifikant geanderte
Gene detektiert.
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2.3.2.3 cDNA Synthese

cDNA wurde mit Hilfe des cDNA Synthesis Kits (Finnzyme) nach Herstellerangaben in
einem Volumen von 20 pl generiert. Als Ausgangsmaterial wurden hierfur 1 uyg RNA
verwendet, als Primer dienten Random Hexamers. Diese gewahrleisten zum einen
hohe Ausbeuten, zum anderen sind auch die 5’-Enden langer Transkripte im Gegensatz

zur cDNA Synthese mit Oligo d(T) Primern nicht unterreprasentiert.

Als Kontrolle wurde jeweils ein Ansatz verwendet, der keine Reverse Transkriptase
enthielt.

Jeweils 1/10 der Reaktionsansatze wurden zunachst mit konventionellen PCRs
analysiert. Hierfur wurden jene Primer verwendet, die in den nachfolgenden qPCR
Analysen zur Amplifikation des Referenz-Gens (der 140 kd Untereinheit der RNA
Polymerase Il) bendtigt wurden.

Der restliche Reaktionsansatz wurde mit RNAse-freiem Wasser auf 120 pl verdunnt.

2.3.2.4 Primer und Amplikon Design (Realtime qPCR)

Primer und Amplikons fur Realtime qPCR-Analysen wurden mit Hilfe des Programms
Primer3 gewahlt (Rozen und Skaletsky, 2000). Um eine mdglichst effiziente
Amplifikation (bei gleichzeitig hoher Sensitivitat) zu gewahrleisten, wurden
Amplikongrof3en von 90-120 bp verwendet. Fur Primer wurden ein GC-Gehalt von 45-
55% sowie eine Schmelztemperatur (T,) von 59°C-61°C festgelegt.

Samtliche Primer wurden unter Verwendung von Standardkurven charakterisiert
(2.3.2.6).

2.3.2.5 Quantitative PCR (Realtime qPCR)

Realtime qPCR-Analysen wurden mit einem Lightcycler der Firma Roche durchgefuhrt
(LC480). Die verwendeten Primer-Paare (jeweils 100 uM) wurden gemeinsam jeweils
1:34 in Wasser verdunnt. Zur Detektion der PCR-Produkte wahrend der Reaktion wurde
SYBR Green | (Fast SYBR® Green, Applied Biosystems) eingesetzt. Im Anschluss an

jede Reaktion wurde eine Schmelzkurven-Analyse angeflgt, um den Ansatz hinsichtlich
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der Bildung etwaiger nicht-spezifischer PCR-Produkte bzw. der Bildung von Primer-

Dimeren zu kontrollieren.

Standardreaktionsansatz

SYBR Green Master Mix 7,5 pl

Primer Mix (1:34) 1,5
H>O 1l
Verdinnte cDNA 5 ul
Programm Temperatur Zeit
Hitzeaktivierung 95°C 20 sek
PCR 95°C 3 sek
45 x
60°C 30 sek

Fur die Auswertung wurde die LightCycler480 Software (Version 1.5) verwendet. Die
Expression bestimmter Transkripte wurde durch relative Quantifizierung (,advanced
relative quantification®) bestimmt, d.h. durch Vergleich der Expression des Zielgens mit
jener eines Referenzgens. Als Referenz wurde ein Gen gewahlt, dessen Transkript-
Kopienzahl unter allen Versuchsbedingungen konstant bleibt (die 140kd Untereinheit
der RNA Polymerase II, nachfolgend: RNA pol Il 140). Die zuvor fur jedes Primerpaar
ermittelten Effizienzen wurden bei der Analyse berucksichtigt.

2.3.2.6 Standardkurven

Standardkurven wurden unter der Verwendung von cDNA Verdunnungsreihen
generiert. Sie wurden dazu verwendet, um sowohl die Effizienz der verwendeten
Primerpaare als auch den Konzentrationsbereich zu bestimmen, in welchem die

Primerpaare eine lineare Amplifikation gewahrleisten.
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2.3.3 Zellkultur

2.3.3.1 Kultivierung und Passagierung

Drosophila SL2 Zellen wurden bei 26°C in Zellkulturflaschen (250 ml, Greiner) in
Schneider's Drosophila Medium (GIBCO) kultiviert und alle 5-6 Tage 1:5 verdunnt. SL2
Zellen wurden alle 2 Monate verworfen und durch frisch aufgetaute, neuere Zellen

ersetzt.

2.3.3.2 Cryokonservierung von Zellen

Drosophila SL2 Zellen konnen in einem Gemisch aus 10% DMSO, 60% FCS und 30%

Schneider’'s Medium Uber langere Zeit in flussigem Stickstoff gelagert werden.

2-3 x 10° Zellen wurden hierfir in Cryo-Rohrchen (Roth) zunachst fur 1 h bei -20°C,
anschlieBend UN bei -80°C langsam abgekiihlt und schlieBlich in fliissigen Stickstoff
uberfuhrt.

Zur Wiederverwendung der Zellen wurden diese in einem warmen Wasserbad
aufgetaut, mit 30 ml Schneider's Medium gewaschen und in Zellkulturflaschen mit
frischem Medium uberfuhrt.

2.3.3.3 Transfektion von SL2 Zellen

Alle Transfektionen wurden in 6-Loch-Platten nach Herstellerangaben durchgefuhrt
(Effectene Transfection Kit, Qiagen). 2 x 10° SL2 Zellen wurden am Tag vor der
Transfektion ausgesat und mit 2 yg DNA transfiziert. Fur die Herstellung stabiler
Zelllinien wurde zusatzlich ein Plasmid im Verhaltnis 1:10 co-transfiziert, welches eine
Antibiotika-Resistenz vermittelt (Puromycin). Die auf diese Weise transfizierten Zellen
wurden zunachst in Schneider’'s Medium bei 26°C kultiviert, nach 48 Stunden wurde
diesem Medium Puromycin (10 yg/ml) zugesetzt. Die Selektion auf Puromycin-
resistente Zellen nahm in etwa 3 Wochen in Anspruch. In dieser Zeit wurde das

Medium mehrmals ausgetauscht.



Material und Methoden 39

Zellen DNA EC-Puffer Enhancer Effectene Volumen

2x10°  2ug 300 pl 16 pl 50 3ml

2.3.3.4 RNA.i in Drosophila SL2 Zellen

Logarithmisch wachsende Drosophila SL2 Zellen wurden bei 300xg fur 3 min
sedimentiert, um das Serum enthaltende Medium zu entfernen. Die Zellen wurden
anschlieBend in Schneider's Medium (ohne Serum) auf 1,25 x 10%/ml verdiinnt und
0,8 ml dieser Zellsuspension in 6-Loch-Platten ausgesat. 10 uyg dsRNA (2.3.1.11)
wurden in 200 pl Schneider’'s Medium (ohne Serum) verdinnt und langsam zu den
bereits ausgesaten Zellen pipettiert. Um eine gleichmafige Verteilung der dsRNA zu
gewahrleisten, wurden die Zellen fur 10 min leicht geschuttelt (RT) und anschliel3end
bei 26°C inkubiert (50 min). Nach der Zugabe von 2 ml Serum enthaltenden Mediums
wurden die Zellen fur 3 Tage bei 26°C kultiviert, dann zusammen mit 7 ml Schneider’s
Medium in 10 cm Zellkulturschalen uberfuhrt und fur weitere 4 Tage bei 26°C kultiviert.

Nach insgesamt 7 Tagen wurden die Zellen geerntet und mit PBS gewaschen. Fur
Western Blot Analysen wurden 0,5 x 10° Zellen verwendet, RNA fiir Expressions-

Analysen wurde aus 2,5-5,0 x 10° Zellen isoliert.

2.3.4 Arbeiten mit Drosophila melanogaster

2.3.4.1 Anzucht und Haltung

Die Anzucht von Drosophila melanogaster erfolgte in Plastikrohrchen mit
Standardmedium.

Stammlinien wurden bei RT gehalten und einmal pro Woche in neue Gefalie
umgesetzt. Fur die Praparation von Polytanchromosomen aus Speicheldrisen wurden

die Fliegen bei 18°C kultiviert und alle 3 Tage in neue Gefalde Uberfuhrt.

Zur Sammlung befruchteter Eier wurden die Fliegen auf Apfelsaftagarplatten
zusammen mit etwas Hefepaste (750 ml Wasser, 4,2 ml Propionsaure, 450 g
Trockenhefe) kultiviert.
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Standardmedium (10 1) Apfelsaftplatten (200 Platten)

800 g Malzin 5 | Apfelsaft

213 g Rubensirup 0,75 | Zuckersirup

80 g Agar 500 g Agar

143 g Trockenhefe 420 ml Nipagin (10% in 70% Ethanol)
100 g Sojamenhl 11,5 | Wasser

800 g Maismehl
63 ml Propionsaure

ad 10 | Wasser

2.3.4.2 Kreuzungen

Um Jungfrauen fur Kreuzungen zu erhalten, wurden die Fliegenbehaltnisse am Abend
von samtlichen adulten Fliegen befreit und die sich entwickelnden Kulturen bei 18°C UN
gehalten. Am Morgen wurden diese fur eine Stunde bei 25°C kultiviert; die bis zu
diesem Zeitpunkt geschlupften adulten, weiblichen Fliegen wurden abgesammelt und
bis zur weiteren Verwendung bei 18°C gehalten. Da sich Weibchen die ersten 10-12 h
nach dem Schlipfen nicht paaren, wurde davon ausgegangen, dass es sich bei
samtlichen UN geschliipften Weibchen um Jungfrauen handelt. Starker pigmentierte,
altere Weibchen wurden zur Sicherheit verworfen. Fur Kreuzungen wurden i.d.R. 5

Jungfrauen sowie 8-10 Mannchen verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden hp1c/Tm3 Fliegen generiert. Hierzu wurden
méannliche Fliegen des Genotyps w'''®; PBac{WH}HP1c™*%**/TM6B mit weiblichen
Fliegen des Genotyps TM3/TM6B gekreuzt.
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2.3.5 Proteinbiochemische Methoden

2.3.5.1 Kernextrakte

Kernextrakte wurden aus logarithmisch wachsenden SL2 Zellen gewonnen — i.d.R.
wurden hierfir mind. 3 x 10°-Zellen verwendet, die Uber einen Zeitraum von 4-5

Wochen expandiert wurden.

Nach der Ernte der Zellen (3000 g, 15 min, 4°C) wurden diese zweimal in kaltem PBS
gewaschen, das Zellvolumen (PCV) bestimmt (bei 3 x 10°-Zellen ca. 4 ml) und in 3 PCV
hypotonem Puffer A aufgenommen. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen
mit Hilfe eines Dounce Homogenisators homogenisiert. Zur Stabilisierung der Kerne
wurde die Salzkonzentration mit 1/10 Vol. Puffer B erhoht. Zytoplasmatische
Bestandteile wurden durch Zentrifugation abgetrennt (8000 g, 15 min, 4°C) und das
Kernpellet in 2 PCVs Puffer AB resuspendiert (1/10 Vol. Puffer B in Puffer A).
Kernproteine wurden mit 400 mM NH4SO4 extrahiert (20 min, 4°C, Drehrad) und
anschlieBend durch Ultrazentrifugation (40000g, 1,5h, 4°C) von DNA und
Kernmembranen abgetrennt. Die solubilisierten  Kernproteine wurden  mit
Ammoniumsulfat gefallt (0,3 g (NH4)2SO4/ml Kernextrakt), in 0,25 PCV Puffer C
resuspendiert und dialysiert (2x2h, 4°C). Die Proteinkonzentration wurde
photospektrometrisch bestimmt, in der Regel lag diese bei ca. 10-20 mg/ml.
Ausgefallene Proteine wurden durch Zentrifugation abgetrennt (17500 g, 15 min, 4°C),
der Uberstand aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Alle Puffer enthielten die Proteaseinhibitoren Pepstatin, Leupeptin, Aprotinin und PMSF.

Buffer A BufferB Buffer C

1 mM Hepes pH 7,6 50 mM Hepes pH 7,6 25 mM Hepes pH 7,6
15 mM KCI 1 M KCI 150 mM KCI

2 mM MgCl; 30 mM MgCl, 12,5 mM MgCl,

0,1 mM EDTA 0,1 mM EDTA 0,1 mM EDTA

1 mMDTT 1 mMDTT 10% Glycerin

1mMDTT
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2.3.5.2 Ammoniumsulfatfallung

Proteine aus Kernextrakten wurden zunachst durch Ammoniumsulfatfallung
aufkonzentriert. Hierzu wurden 0,3 g (NH4).SO4 pro ml Kernextrakt langsam, Uber einen
Zeitraum von 5 min zugegeben. Um Proteine maoglichst quantitativ auszufallen, wurde

der Ansatz weitere 20 min geruhrt.

2.3.5.3 FLAG Immunprazipitation aus Kernextrakten

Far FLAG Immunprazipitationen wurden mit Puffer C aquilibrierte FLAG-beads (SIGMA)
mit Kernextrakten gemischt und fur 2 h bei 4°C inkubiert. Typischerweise wurden 200 pl
Kernextrakt (aus ca. 6 x 10® Zellen unter den gegebenen Bedingungen) sowie 25 pl

FLAG-beads pro Ansatz verwendet

Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch mehrere Waschschritte entfernt (3 x
Puffer BC300, 2 x ATP-Wash Puffer, 1 x Puffer BC150; jeweils mit 0,5 ml fir 5 min).
Spezifisch gebundene Proteine wurden anschlieBend 2 h mit FLAG Peptid eluiert
(0,5 mg/ml in Puffer BC150).

Alle Puffer enthielten die Proteaseinhibitoren Pepstatin, Leupeptin, Aprotinin und PMSF.

BC1000 Puffer BCO Puffer ATP-Wash

25 mM Hepes pH 7,6 25 mM Hepes pH 7,6 25 mM Hepes pH 7,6

1 M KCI 1 mM MgClz 150 mM KCI
1 mM MgCl» 0,1 mM EDTA 10 mM MgCly
0,1 mM EDTA 0,5 mM EGTA 0,3 mM ATP
0,5 mM EGTA

2.3.5.4 Expression und Reinigung von GST-Fusionsproteinen

GST-Fusionsproteine wurden in E.coli BL21 Gold (DE3) pLysS exprimiert (2.1.3). Die
mit den entsprechenden Plasmiden (i.d.R pGEX-Vektoren) transformierten Zellen
wurden zunachst in einem Gesamtvolumen von 500 ml bis zu einer OD von 0,6 bei
37°C kultiviert. Die Expression der GST-Fusionsproteine wurde anschliefend durch
Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Nach 3 h wurden die Zellen geerntet (5000 g, 15 min,
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4°C), in 10 ml CB200 aufgenommen, in flussigem Stickstoff schockgefroren, aufgetaut
und durch Sonifizierung auf Eis aufgeschlossen (4 x 30 sek, 50% Amplitude, Branson
Sonifier). Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation abgetrennt (17500 g, 30 min, 4°C).

Zur Isolierung der GST-Fusionsproteine wurde der Uberstand mit Glutathion Sepharose
4B beads (GE Heralthcare, voraquilibriert in CB200) gemischt und fur 1 h bei 4°C
inkubiert (Drehrad). Die Menge der eingesetzten Glutathion Sepharose beads wurde
hierbei durch die Menge an aufzureinigendem Protein vorgegeben (Kapazitat ca.
10 mg/ml). Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch stringente Waschschritte
entfernt (2 x CB1000, 2 x CB500, 1 x CB200; jeweils fur 5 min). GST-Fusionsproteine
wurden mit reduziertem Glutathion eluiert (Elutionspuffer). Expression und Reinigung
der Proteine wurde durch SDS-PAGE kontrolliert.

Alle Puffer enthielten die Proteaseinhibitoren Pepstatin, Leupeptin, Aprotinin und PMSF.

CB1000 CBO Elutionspuffer

20 mM TRIS pH 8 20 mM TRIS pH8 200 mM TRIS pH 8

1 M NaCl 0,5 mM EDTA 200 mM NaCl

0,5mM EDTA 40 mM reduziertes Glutathion

2.3.5.5 GST-Pulldowns

Fur GST-Pulldowns wurden ca. 10 uyg GST-Fusionsproteine an Glutathion Sepharose
4B beads gebunden (20 pl) und gewaschen (2.3.5.4). In vitro translatierte, S**-markierte
Proteine (2.3.5.6) wurden in Pulldown Puffer verdinnt und in einem Gesamtvolumen
von 200 pl fur 1 h zusammen mit den beads bei 4°C inkubiert (Drehrad). Unspezifisch
gebundene Proteine wurden durch mehrere Waschschritte entfernt (4 x CB200, jeweils
mit 0,5 ml und far 5 min). Gebundene Proteine wurden durch Erhitzen in Lammli Puffer
eluiert, uUber SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese aufgetrennt und durch
Autoradiographie analysiert.

Pulldown Puffer
125 pg/ml BSA
25 pg/ml Ethidiumbromid
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in CB150

2.3.5.6 In vitro Translation

In vitro translatierte Proteine wurden mit Hilfe des TNT® Quick Coupled
Transcription/Translation Systems (Promega) hergestellt. Die entsprechenden Gene
wurden hierzu in Plasmide kloniert, die eine Expression unter der Kontrolle des T7
Promotors erlauben. Fur einen Reaktionsansatz (50 ul) wurden 2 ug zirkulare Plasmid-
DNA sowie 10 uCi eines S*° markiertes Methionin/Cystein Mix verwendet.

2.3.5.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Denaturierende SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS PAGE) wurde zur
Auftrennung von komplexen Proteingemischen verwendet (Laemmli, 1970). Proteine
wurden anschliellend entweder angefarbt oder aber auf Nitrocellulose-Membranen
transferiert, um spezifische Proteine mit Hilfe von Antikdrpern detektieren zu konnen.

Separation gel (10%) Stacking gel (5%) SDS Running buffer
2,4 ml H,O 1,525 ml H,O 25 mM TRIS
2,0 ml Rotiphorese 340 ul Rotiphorese 190 mM Glycin

1,5ml 1,5M TRIS pH 8.8 125 ul IM TRIS pH 6,8 0,1% (w/v) SDS
30 pl SDS 20% (W/v) 10 ul SDS 20% (w/v)

30 pl APS 20% (wiv) 10 ul APS

3 ul TEMED 2 ul TEMED

4 x Lammli

200 mM TRIS pH 6,8

8% (w/v) SDS

40% (v/v) Glycerin

0.2% (w/v) Bromphenol Blau

4.2% (v/v) B-Mercaptoethanol
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2.3.5.8 Commassie Farbung

SDS-PAA Gele wurden fur 20 min fixiert und gefarbt (Farbelosung). Gele wurden
anschliel3end mit Entfarbelosung entfarbt.

FUr massenspektrometrische Analysen wurden die entsprechenden Banden aus dem
Gel mit Hilfe eines sauberen Skalpells ausgeschnitten und bis zur weiteren Analyse bei
4°C in H20O gelagert.

Farbelosung Entfarbelosung
50% (v/v)  Methanol 10% Essigsaure
10% (v/v)  Essigsaure

0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue (G-250)

2.3.5.9 Massenspektrometrie

Alle massenspektrometrischen Analyen wurden durch das Zentrallabor flr
Proteinanalytik (ZfP) der LMU Munchen durchgefuhrt

2.3.5.10 Western Blot

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bevorzugt eine Dry Blot Methode verwendet
(Sambrook et al., 2001). Dieses iBlot® Dry Blotting System (Invitrogen) erlaubt einen
effizienten und reproduzierbaren Transfer von kleinen und mittelgro3en Proteinen auf

Nitrocellulose-Membranen innerhalb von 7 Minuten.

Da sich der Transfer groRerer Proteine (>170kd, zum Beispiel. Woc, Row) bei
Verwendung dieses Systems als schwierig erwies, wurde in diesen Fallen ein Wet Blot
System (Sambrook et al., 2001) verwendet. Proteine wurden Uber 1,5 h bei 100 V und
4°C auf Nitrocellulose-Membanen transferiert.

Nach dem Proteintransfer wurden die Membranen zunachst fur 30 min in 5%
Milchpulver (in PBS) bei Raumtemperatur inkubiert, um nicht-spezifische Bindestellen
auf der Membran abzusattigen. AnschlieBend wurde die Membran mit dem
entsprechenden Primarantikdrper inkubiert (2 h bei RT oder UN bei 4°C). Nicht

gebundener Primarantikorper wurde durch Waschen entfernt (3 x in PBST, jeweils fur
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5 min) und die Membran mit einem fluoreszenzmarkiertem Zweitantikdrper inkubiert
(30 min, RT). Nicht gebundener Zweitantikdrper wurde wiederum durch Waschen
entfernt (3 x in PBST, jeweils fur 10 min). Auf diese Weise fluoreszenzmarkierte
Proteine wurden mit Hilfe des Odyssey Imaging Systems (Li-Cor) detektiert und
gegebenenfalls quantifiziert.

Western Blot Puffer (Wet Blot)
25 mM TRIS

192 mM Glycin

0,02% (w/v) SDS

15% (v/v) Methanol

2.3.5.11 Herstellung von Kernextrakten aus Drosophila-Embryonen (,, TRAX")

Zur Herstellung von Kernextrakten aus Drosophila melanogaster Embryonen wurden
zunachst Drosophila Embryonen auf speziellen Nahrplatten mit etwas Hefepaste Uber
einen Zeitraum von 12 Stunden in Kafigen mit jeweils ca. 200.000 adulten Fliegen
gesammelt. Bis zur weiteren Verwendung wurden diese Platten bei 4°C gelagert — die
Embryonen entwickeln sich bei dieser Temperatur nicht weiter. Embryonen wurden
uber ein Siebsystem mit kaltem Leitungswasser von Verunreinigungen befreit und in ein
Becherglas uberfiihrt. Uberschiissiges Wasser wurde abgekippt, das Volumen der
abgesunkenen Embryonen abgeschatzt und mit ca. 2 Vol. des Embryo Wasch Puffers
aufgefullt. Durch Zugabe von 60 ml Natriumhypochlorid pro 200 ml Embryo-Suspension
wurde die Chorionhulle der Embryonen unter standigem Ruhren entfernt. Je nach Alter
des verwendeten Hypochlorids nahm dies mindestens 2,5min, hochstens aber 3,5min
in Anspruch. Zur Entfernung des Natriumhypochlorids wurden die Embryonen unter
Verwendung des Siebsystems mit kaltem Leitungswasser intensiv gewaschen (ca. 5-
10 min), mit Embryo Wasch Puffer (ca. 2 Vol.) in ein Becherglas uberfuhrt und auf Eis
sedimentiert. Uberschussiger Puffer (inklusive der abgeldsten Chorionhiillen) wurde
entfernt und das Verfahren unter der Verwendung einer 0,7% NaCl-Loésung 2 mal
wiederholt. Die gewaschenen, dechorionierten Embryonen wurden Uber einen
Buchnertrichter getrocknet, in 6 ml kaltem Nul Puffer pro Gramm Embryos
aufgenommen und mit Hilfe eines Yamoto Homogenisators bei 4°C aufgeschlossen
(6 x, 1500 rpm). Das Lysat wurde durch zwei Lagen Miracloth filtriert und abzentrifugiert



Material und Methoden 47

(7000 g, 15min, 4°C). Das Kernpellet wurde vorsichtig in kaltem Puffer Null
resuspendiert, ohne dabei den Dotter aufzunehmen. Kernproteine wurden anschliel3end
mit 400 mM (NH4)2SO4 (pH 7,9) fur 20 min extrahiert (Drehrad) und der Extrakt durch
Ultrazentrifugation von den unldslichen Bestandteilen abgetrennt (90000 g, 1,5 h, 4°C).
Die Kernproteine wurden mit Ammoniumsulfat ausgefallt (0,3 g (NH4)2SO4/ml Extrakt),
in 0,2 ml HEMG40 Puffer pro g Embryonen resuspendiert und anschliellend gegen
HEMG40 Puffer (2 x), dann gegen HEMG100 Puffer dialysiert (3 x). Ausgefallene
Proteine wurde durch Zentrifugation abgetrennt (17500 g, 15 min, 4°C), der Uberstand
aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Nul Puffer Null Puffer HEMG Puffer

15 mM Hepes pH 7,6 15 mM Hepes pH 7,6 25 mM Hepes pH 7,6

10 mM NaCl 110 mM NacCl 40 mM NaCl (bzw 100 mM)
5 mM MgCl; 5 mM MgCl; 12,5 mM MgCl;

0,1 mM EDTA 0,1 mM EDTA 0,1 mM EDTA

0,5 mM EGTA 1 mMDTT 10% Glycerin

350 mM Sucrose 1mMDTT

1 mMDTT

Embryo Waschpuffer

0,7% (w/v) NaCl

0,05% (v/v) Triton X-100

2.3.5.12 Co-Immunoprazipitation aus TRAX (0-12 h)

Der Kernextrakt aus fruhen Drosophila Embryonen wurde zunachst mit der
verwendeten Matrix fur 1 h bei 4°C vorinkubiert (20 pl/200 yl TRAX), um Proteine zu
entfernen, die nicht-spezifisch an die Matrix binden. Als Matrix wurde i.d.R.
Protein G Sepharose verwendet, welche im Gegensatz zu Protein A Sepharose eine

Immunprazipitation von monoklonalen Ratten-Antikorpern erlaubt und dartber hinaus
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auch eine starke Affinitat hinsichtlich der anderen in dieser Arbeit verwendeten
Antikorper zeigt.

Die verwendeten Antikorper wurden zunachst an die Matrix (25 ul) gebunden (1 h, 4°C,
Drehrad), gewaschen (3 x in CB200, jeweils fur 5 min und mit 0,5 ml) und mit 30-100 pl
TRAX inkubiert (1 h, 4°C). Nicht-spezifisch gebundene Proteine wurden wie zuvor
beschrieben durch Waschen entfernt, spezifische Immunkomplexe durch Aufkochen in
Lammli Puffer eluiert, Uber SDS-PAGE aufgetrennt und anschlielfend mit Western Blots
analysiert.

2.3.6 Immunfluoreszenz

2.3.6.1 Farbung polytaner Speicheldrisenchromosomen aus D. melanogaster

Speicheldrisen aus Drosophila melanogaster Larven (3rd Instar) wurden in 0,7% NaCl
isoliert (maximal 2 min) und fur 8 min bei RT mit 45% Essigsaure und 1,85%
Paraformaldehyd (in PBS) fixiert (in 30 pl auf 24 x 24 mm Deckglasern). Das Deckglas
wurde mit Hilfe eines poly-L-Lysin behandelten Objekttragers aufgenommen,
umgedreht und die Kerne durch sanftes Tippen mit der Spitze eines Bleistifts
aufgebrochen. Die polytanen Speicheldrisenchromosomen wurden anschliefend mit
Hilfe des Bleistifts sowie durch vorsichtiges Drehen des Deckglases gespreitet. Der
Erfolge der Praparation wurde im Phasen-Kontrast-Mikroskop uberpruft (Lavrov et al.,
2004). Erfolgreiche Praparationen wurden mit dem Deckglas nach unten auf mehreren
Lagen Whatman-Papier gelegt und leicht angepresst, um Uberschussige Fixierldsung
zu entfernen. Die Lage des Deckglases auf dem Objekttrager wurde mit einem
Diamantstift markiert, die Praparation in flissigen Stickstoff getaucht und das Deckglas
mit Hilfe einer Rasierklinge entfernt. Die praparierten Chromosomen wurden bis zur
weiteren Verwendung in PBS auf Eis gelagert.

Polytanpraparationen wurden zunachst 10 min bei RT in PBS + 1% Triton X-100
inkubiert, kurz in PBS gewaschen und fur 30 min bei RT in PBS + 5% Milchpulver
geblockt. Praparate wurden mit den entsprechend verdunnten PrimarantikOrpern
Uberschichtet (20 pl), mit einem Deckglas luftblasenfrei bedeckt und UN bei 4°C in

Feuchtkammern inkubiert. Unspezifisch gebundene Antikorper wurden durch Waschen
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entfernt (3 x5min  bei RT). Praparate wurden mit den entsprechenden,
fluoreszenzmarkierten Zweitantikorpern fur 1 h bei RT inkubiert und gewaschen
(3 x5 min in PBS). DNA wurde durch Inkubation mit DAPI (0,5 pg/ml in PBS, 4 min, RT)
angefarbt, Uberschussiges DAPI durch Waschen in PBS entfernt (2 x 5 min) und die
Praparate schlieRlich in einer Losung aus 1,5% n-Propylgallat in 40% Glycerin

eingebettet und bei 4°C gelagert.

2.3.6.2 Farbung von D. melanogaster SL2 Zellen

Ca. 1 x 10° SL2 Zellen in 200 pl Schneider's Medium wurden auf runden Deckgldsern
(15 mm x 15 mm) ausgesat und fur 2h bei 26°C in 6-Loch-Platten inkubiert. Die
adherierten Zellen wurden kurz in PBS gewaschen, auf Eis mit 2% Paraformaldehyd (in
PBS) fur 7,5 min fixiert und mit 0,25% Triton X 100 (in PBS + 1% Paraformaldehyd) auf
Eis fur 7,5 min permeabilisiert. Die Zellen wurden kurz mit PBS gewaschen und
unspezifische Bindungsstellen mit 2% BSA und 5% Standard Eselserum (in PBS) fur
1 h bei RT abgesattigt. Die Zellen wurden mit 30 yl Primarantikorper uberschichtet, mit
einem Deckglas luftblasenfrei bedeckt und UN bei 4°C inkubiert. Um ein Austrocknen
der Praparationen zu verhindern, wurden die Platten mit Parafilm abgedichtet.
Unspezifisch gebundene Antikorper wurden durch Waschen entfernt (3 x 5 min in PBS
bei RT). Praparate wurden mit den entsprechenden, fluoreszenzmarkierten
Zweitantikorpern fur 1 h bei RT inkubiert und gewaschen (3 x 5 min in PBS). DNA
wurde durch Inkubation mit DAPI (0,5 pg/ml in PBS, 4 min, RT) angefarbt,
uberschussiges DAPI durch Waschen in PBS entfernt (2 x 5 min) und die Praparate in
einer Losung aus 1,5% n-Propylgallat in 40% Glycerin eingebettet und bei 4°C gelagert.

2.3.6.3 Analyse von Immunfarbungen

Immunfarbungen wurden mit Hilfe eines Axiovert200M Mikroskops (Zeiss) analysiert,
welches an ein ProGres C14 CCD Kamerasystem (Jenoptik) gekoppelt ist.
Aufgenommene Bilder wurden mit Adobe Photoshop und Adobe lllustrator (CS4, Adobe

Systems) bearbeitet.
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3 Ergebnisse

3.1 HP1 Isoformen

In vorangegangenen Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass eine effiziente
Bindung von HP1a an in vitro methyliertes Chromatin nur im Zusammenspiel mit

weiteren Proteinfaktoren wie ACF1 und Su(var)3-9 mdglich ist (Eskeland et al., 2006).

Aufgrund der offensichtlichen Lokalisationsunterschiede zwischen den einzelnen HP1
Isoformen in Drosophila Kc Zellen (Greil et al., 2003; Smothers und Henikoff, 2001) war
somit die Vermutung naheliegend, dass verschiedene HP1 Isoformen durch spezifische

Interaktoren zu bestimmten Stellen im Genom dirigiert werden kdnnen.

3.1.1 HP1 isoformen binden H3K9 methylierte Peptide

Da H3K9 methylierte Histone sowie HP1a insbesondere in heterochromatischen
Regionen angereichert sind (Fanti et al., 2003; Greil et al., 2003), wurde zunachst
jedoch Uberpruft, ob die observierten Unterschiede hinsichtlich der Lokalisierung der

einzelnen HP1 Proteine eventuell auch auf

s & s & . . .
> £ > & Unterschieden in der Bindung von H3K9
o ) ) N ) )
o & X o X & . . .
S ¥ & ¥ ¥ methylierten Histonen beruhen konnten.
HP1aGST HP1cGST
Peptide Pulldown Experimente mit
- rekombinanten GST-Fusionsproteinen zeigten

allerdings, dass H3K9 methylierte Peptide
Abbildung 12 HP1 Isoformen binden H3K9 sowohl von HP1a als auch von HP1c starker

trimethylierte Peptide. Rekombinante HP1 qohnden werden als von nicht modifizierten
Isoformen wurden mit biotinylierten

H3 Peptiden (AA 1-21) inkubiert, welche Kontrollpeptiden (Abbildung 12, vgl. Spur 2 und
entweder unmodiziert (H3K9 un) oder aber
an Lys9 tri-methyliert waren (H3K9 me3). 5 mit Spur 3 und 6). Diese Beobachtung deutete

Spezifische Protein-Peptid Komplexe wurden . ]
isoliert und durch SDS-PAGE analysiert. darauf hin, dass die Erkennung von H3K9

Methylierungen per se kein Rekrutierungssignal
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fur die eine oder andere Isoform sein kann, so dass die Lokalisation der verschiedenen

HP1 Proteine von weiteren Faktoren abhangig sein muss.

3.1.2 Isolierung Isoform-spezifischer HP1 Proteinkomplexe

Um jene Proteinfaktoren zu identifizieren, welche fur die Rekrutierung von HP1b und
HP1c von entscheidender Bedeutung sind, wurden zunachst stabile Drosophila
Schneider Zelllinien generiert, welche die verschiedenen, mit einem FLAG-Tag

versehenen HP1 Isoformen unter der Kontrolle eines Actinb¢c Promotors exprimieren.

Die Expression der Transgene wurde durch Western Blotting Uberpruft (nicht gezeigt).
Isoform-spezifische Komplexe wurden durch FLAG Immunprazipitation aus
Kernextrakten der stabil transfizierten Zelllinien isoliert und massenspektrometrisch
(LC-MS/MS, MALDI-TOF) analysiert (Abbildung 13). Zusammen mit HP1a konnte eine
Vielzahl von Proteinen gereinigt werden, welche teilweise auch bereits als Interaktoren
dieser Isoform in der Literatur beschrieben sind (so zum Beispiel die Histon-Methyl-
Transferase Su(var)3-9). Erste biochemische Analysen machten deutlich, dass HP1a
dabei in mehreren Sub-Komplexen vorliegt (nicht gezeigt).

Der Fokus dieser Arbeit wurde jedoch zunachst auf die Charakterisierung von HP1b
und HP1c gerichtet. Fur beide Paraloge wurden uberraschenderweise exakt dieselben
Interaktoren isoliert, Woc, Row und Ubiquilin (Abbildung 13). Diese Faktoren konnten
weder in FLAG-HP1a Immunprazipitationen, noch in Kontroll-lmmunprazipitationen aus

Kernextrakten nicht transfizierter Zellen nachgewiesen werden.

Woc (without children) ist ein essentielles Zn-Finger Protein, welches eine wichtige
Rolle beim Schutz von Telomeren einnimmt (Raffa et al., 2005). Daruber hinaus
stimuliert Woc die Ecdyson-Biosynthese wahrend der fruhen Embryonalentwicklung;
woc Mutanten zeigen deutlich verminderte Ecdyson-Spiegel und sterben somit wahrend
des 3 Instar Larven-Stadiums. Durch die Co-Lokalisation von Woc mit der
RNA Polymerase Il wahrend der frthen Phase der Transkription wurde daher
gemutmaldt, dass Woc als Transkriptionsaktivator fungiert (Raffa et al., 2005; Warren et
al., 2001; Wismar et al., 2000).
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Studien in Saugersystemen konnten zudem die Woc Orthologe ZNF198, ZNF260 und
ZNF261 mit der transkriptionellen Regulation bestimmter Gene in Verbindung bringen.
So assoziieren ZNF198 und ZNF261 mit dem transkriptionellen Co-Repressor-Komplex
LCH (LSD1-CoREST-HDAC1) (Gocke und Yu, 2008). Fir ZNF198 konnte zudem eine
Interaktion mit dem Ubiquitin-konjugierenden Enzym hRad6 gezeigt werden, einem
Faktor, der zusammen mit der Ubiquitin-Ligase Bre1 H2B ubiquitinieren kann und somit
bei der Initiation der Transkription bzw. bei der Transkriptions-Elongation beteiligt zu
sein scheint (Fleming et al., 2008; Kim und Roeder, 2009; Xiao et al., 2005)

(A) (B)
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¢ g Q"éqéq"é
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Abbildung 13 Isolierung Isoform-spezifischer Komplexe aus Kernextrakten. Affinitdts-Reinigung mit
anti-FLAG Antikérpern aus Kernextrakten von nicht-transfizierten SL2 Zellen bzw. von SL2 Zellen, welche
stabil mit einem Expressionsvektor fir HP1a, HP1b oder HP1c transfiziert wurden. Die einzelnen
Komplexe wurden uber SDS-PAGE aufgetrennt. (A) Coomassie gefarbtes Polyacrylamidgel.
Proteinbanden wurden durch MALDI-TOF identifiziert bzw. uber (B) Western Blotting nachgewiesen.

Mitglieder der Ubiquilin-Familie zeigen eine partielle Homologie zu Ubiquitin (Mah et al.,
2000). Der Ubiquitin-ahnliche (Ubiquitin-like, UBL) N-Terminus bindet nicht-kovalent an
Ubiquitin-Interaktions-Motive (UIMs), u.a. in Untereinheiten des Proteasoms (Walters et
al., 2002). Die C-terminale Ubiquitin-assoziierte (Ubiquitin associated, UBA) Domane
interagiert zudem mit oligo-ubiquitinierten Substraten (Raasi und Wolf, 2007) und
mehrere Untersuchungen legen daher nahe, dass Ubiquiline eine Funktion als ,Shuttle-

Faktoren“ Ubernehmen konnten, welche ubiquitinierte Substrate zum Proteasom
dirigieren (Chen und Madura, 2002; Ko et al., 2004).
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Der HP1c/HP1b-Interaktor Row (relative of woc) zeigt keinerlei Homologie zu anderen
bekannten Proteinen. Die Domanen-Struktur sowie deren Organisation deutet jedoch
auf eine transkriptionelle Rolle hin; wie Woc enthalt auch Row mehrere Zn-Finger sowie
zwei AT-Hooks — ein Motiv, welches in zahlreichen DNA-bindenden Proteinen
identifiziert werden konnte (Aravind und Landsman, 1998). Die C-terminale Domane ist
zudem durch einen Glutaminreichen Abschnitt gekennzeichnet und ahnelt somit den
Transaktivierungsdomanen einiger Transkriptionsfaktoren (Triezenberg, 1995).

3.1.3 Generierung Isoform-spezifischer Antikorper

Um Funktion und Lokalisation der Komplexe analysieren zu konnen, wurden Isoform-
spezifische, monoklonale Ratten-Antikorper (in Kollaboration mit E. Kremmer,
Helmholtz Zentrum, Minchen) generiert. Fur die Immunisierung wurden mit einem

GST-Tag versehene, rekombinante HP1 Proteine verwendet.

Primaruberstande wurden zunachst in Western Blots, Immunprazipitationen und in
Immunfluoreszenz-Experimenten getestet. Die besten Klone wurden stabilisiert und
erneut Uberpruft. Sowohl fur HP1c als auch fur HP1b konnten auf diese Weise
Antikorper generiert werden, welche die jeweiligen Isoformen spezifisch erkennen
(Abbildung 14).
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Abbildung 14 Generierung Isoform-spezifischer Antikorper. Western Blot Analysen unter
Verwendung von (A) embryonalen Kernextrakten aus Drosophila (0-12 h, TRAX) und (B) rekombinanten,
mit einem GST-Tag versehenen HP1 Isoformen. (C) HP1c Western Blot Analysen unter Verwendung von
Zellextrakten aus Wildtyp Fliegen (Spur 1) bzw. Zellextrakten aus HP1c Mutanten Fliegen (Spur 2). (D)
HP1b Western Blot Analysen unter Verwendung von Zellextrakten aus Wildtyp SL2 Zellen (Spur 1) bzw.
aus Zellen, in welchen HP1b durch RNAI depletiert wurde (Spur 2). Tubulin diente in (C) und (D) jeweils
als Ladekontrolle.

3.1.4 HP1b und HP1c interagieren mit Woc, Row und Ubiquilin in vivo

HP1b und HP1c spezifische Komplexe wurden aus einem System isoliert, in welchem
eine Komponente des Komplexes (die jeweilige HP1 Isoform) Uberexprimiert wurde.
Um ausschlieen zu konnen, dass die beobachteten Interaktionen lediglich dem
artifiziellen System geschuldet sind, wurden die endogenen HP1 Isoformen aus
embryonalen Kernextrakten unter Verwendung der |soform-spezifischen Antikorper
immunprazipitiert. Dadurch konnte in Western Blots gezeigt werden, dass sowohl Woc,
Row und Ubiquilin in vivo mit HP1b und HP1c assoziiert sind. Daruber hinaus werden
HP1b und HP1c co-prazipitiert, wohingegen HP1a weder in HP1b- noch in HP1c-
spezifischen Komplexen vorhanden ist (Abbildung 15).
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Abbildung 15 HP1b and HP1c assoziieren mit Woc, Row und Ubiquilin in vivo.
Immunprazipitationen (IP) aus Kernextrakten von Drosophila Embryonen (0-12 h, TRAX) unter
Verwendung Isoform-spezifischer Antikdrper. Co-prazipitierte Proteine wurden durch Western Blotting
detektiert. Als Kontrolle wurden Antikdrper des gleichen Isotyps verwendet (IgG). Input (In).

Fir die Interaktion von murinem HP1b mit CAF1 und TIF1p konnte gezeigt werden,
dass hierzu die Dimerisierung der Chromo-Shadow-Domane notwendig ist (Brasher et
al., 2000; Thiru et al., 2004). Die Beobachtung, dass HP1b als auch HP1c mit
identischen Faktoren interagieren und gleichzeitig co-prazipitiert werden konnen, legte
daher den Schluss nahe, dass HP1 Isoformen moglicherweise als Heterodimere
vorliegen konnten. Um diese Hypothese zu testen, wurden die einzelnen, mit
unterschiedlichen Affinitatsmarkern versehenen HP1 Isoformen zunachst in einem in
vitro System co-translatiert, auch um zu verhindern, dass die Ausbildung stabiler
Homodimere mit der Bildung von Heterodimeren interferiert (Thiru et al., 2004). Jeweils
eine dieser Isoformen wurde immunprazipitiert und durch Western Blotting hinsichtlich
der Co-Prazipitation der jeweils anderen Isoform analysiert. Hierbei konnten jedoch
weder Heterodimere noch Homodimere der HP1 Isoformen detektiert werden (Error!

Reference source not found.).
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Abbildung 16 Co-Immunprézipitationen mit verschiedenen HP1 Isoformen. Mit einem HA- bzw.
FLAG-Tag versehene HP1 Isoformen wurden in vitro co-translatiert. HP1 Proteine wurden durch FLAG
Immunprazipitation isoliert (rot markiert). Assoziierte HP1 Isoformen wurden durch Western Blotting mit
Hilfe eines anti-HA Antikdrpers detektiert (grin markiert).

3.1.5 Charakterisierung der Isoform-spezifischen Interaktionen

Interaktionen zwischen den einzelnen Komponenten der Komplexe und den HP1

Isoformen wurden anschliefend separat in GST Pulldown Experimenten analysiert.

Wahrend fur die bereits zuvor als HP1a Interaktoren beschriebenen ACF1 und
Su(var)3-9 tatsachlich eine Isoform-spezifische Interaktion nachgewiesen werden
konnte, wurde fur in vitro translatiertes Row hingegen eine direkte, spezifische
Interaktion mit HP1c gezeigt. Fur Woc konnte eine solche Interaktion selbst dann nicht
beobachtet werden, nachdem es mit Row co-translatiert wurde (Abbildung 17). Fur in
vitro translatiertes Ubiquilin konnte keine spezifische Interaktion mit einer der HP1

Isoformen demonstriert werden (nicht gezeigt).



Ergebnisse 57

D i Row

—— Suv3-9

— o ACF1

Coomassie

Abbildung 17 Isoform-spezifische Interaktionen von HP1 Proteinen. /n vitro GST Pulldown
Experimente mit GST (Spur 2), GST-HP1a (Spur 3) oder GST-HP1c (Spur 4) sowie in vitro translatiertem
Row, Su(var)3-9 oder ACF1 (2.5% des eingesetzten Materials ist in Spur 1 gezeigt). Um zu kontrollieren,
dass ahnliche Mengen rekombinanter Proteine verwendet wurden, wurde das SDS-Gel mit Coomassie
gefarbt (untere Abbildung).

Um einen detaillierteren Einblick hinsichtlich des molekularen Aufbau der Isoform-
spezifischen Komplexe zu bekommen, wurde zunachst die Interaktion von HP1c mit

Woc naher untersucht.

Wie bereits einleitend erwahnt, sind sowohl die Chromo- als auch die Chromo-Shadow-
Domane in HP1 Isoformen hoch konserviert, mit Ausnahme jenes C-terminalen
Bereiches in der Chromo-Shadow-Domane, welcher fur die HP1a-spezifische
Interaktion mit zahlreichen Proteinfaktoren wie zum Beispiel. Su(var)3-9 und ACF1
entscheidend ist (Brasher et al., 2000; Eskeland et al., 2006). Um zu Uberprufen, ob
dieser Bereich auch die HP1c-spezifische Interaktion mit Woc vermittelt, wurde eine
entsprechende HP1c Mutante in SL2 Zelllinien exprimiert, deren C-terminaler Bereich in
der Chromo-Shadow-Domane durch jenen der HP1a Isoform ersetzt wurde. FLAG
Reinigungen aus Kernextrakten dieser Zelllinien zeigten jedoch, dass zumindest die
Interaktion von HP1c mit Woc hierdurch nicht beeintrachtigt wird (Abbildung 18A,
HP1cEERLSW).



Ergebnisse 58

Auch die Mutation bzw. Deletion weiterer Bereiche in HP1c (Abbildung 18A) auf der
einen, als auch HP1b (Abbildung 18B) auf der anderen Seite konnten keinen

Aufschluss im Hinblick auf die Interaktion der beiden Isoformen mit Woc geben.
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Abbildung 18 Kartierung der Interaktionsdomanen von HP1c und HP1b. Mit einem FLAG Tag
versehene (A) HP1c bzw. (B) HP1b Mutanten wurden in Drosophila SL2 Zellen exprimiert und durch
FLAG Reinigung aus Kernextrakten dieser Zelllinien isoliert. Die Interaktion dieser Mutanten mit Woc
sowie die Effizienz der Immunprazipitation wurde durch Western Blotting analysiert. Als Kontrolle wurde
eine FLAG Reinigung aus nicht transfizierten SL2 Kernextrakten analysiert (rechts).

3.2 Zellulare Lokalisation von HP1 Isoformen

Wie bereits diskutiert, ist eine effiziente Bindung von HP1a an H3K9 methyliertes
Chromatin von zusatzlichen, HP1a-spezifischen Proteinfaktoren wie ACF1 und
Su(var)3-9 abhangig. Ausgehend von dieser Beobachtung wurde daher analysiert,
inwiefern die zuvor identifizierten Interaktoren von HP1b und HP1c deren zellulare
Verteilung beeinflussen. Da zum Zeitpunkt dieser Analysen keine AntikGrper gegen
Ubiquilin und Row verfugbar waren, wurden die Untersuchungen daher zunachst auf
Woc und HP1c beschrankt.
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3.2.1 HP1c lokalisiert vorwiegend in euchromatischen Bereichen

Unter Verwendung des zuvor generierten, hochspezifischen Antikorpers (3.1.3) konnte
gezeigt werden, dass HP1c in Drosophila SL2 Zellkernen vorwiegend in
euchromatischen Bereichen lokalisiert. Dichter gepackte, heterochromatische
Chromatinstrukturen (mit starker DAPI Farbung) sind dagegen von einer HP1c Farbung

ausgenommen (Abbildung 19).

DAPI HP1c merge

Abbildung 19 HP1c zeigt eine euchromatische Lokalisation in SL2 Zellen. HP1c Immunfarbungen
von Drosophila SL2 Zellen. DNA wurde mit DAPI angefarbt. Im zusammengefligten Bild (merge) ist die
DAPI Farbung blau, die HP1c Farbung rot dargestellt.

3.2.2 HP1c ist mit Interbanden assoziiert

Um eine detaillierte Analyse der Lokalisation von HP1c vornehmen zu kdénnen, wurden
Polytanchromosomen aus Speicheldriisen von Drosophila melanogaster 3™ Instar
Larven prapariert. Immunfarbungen mit HP1c-Antikorpern zeigte, dass HP1c v.a. in
Interbanden lokalisiert, also jenen Bereichen, welche generell als Regionen aktiver
Transkription angesehen werden (Gersh, 1975). Im Gegensatz hierzu ist, wie bereits
einleitend beschrieben, HP1a v.a. in dicht gepackten, heterochromatischen

Chromatinstrukturen (wie den zentromerischen Regionen) angereichert (Abbildung 20).
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DAPI merge
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Abbildung 20 HP1c ist mit Euchromatin assoziiert. HP1c (A) und HP1a (B) Immunfarbungen von
Polytanchromosomen aus Drosophila 3" Instar Larven. DNA wurde mit DAPI angefarbt. In den
zusammengefliigten Bildern (merge) ist die DNA-Farbung in blau, die HP1a Farbung in griin sowie die
HP1c Farbung in rot dargestellit.

3.2.3 Woc reguliert die Chromatin-Assoziation von HP1c

Wie bereits zuvor im Rahmen einer funktionellen Analyse gezeigt, lokalisiert auch der
HP1c-spezifische Interaktor Woc bevorzugt in Interbanden (Raffa et al., 2005). Eine Co-
Immunfarbung von Polytanchromosomen aus Drosophila melanogaster Larven mit
Antikorpern gegen HP1c und Woc zeigte schliellich, dass die Bindestellen fur beide
Proteine zu grofen Teilen identisch sind (Abbildung 21). Dies deutete darauf hin, dass
sowohl Woc als auch HP1c in einem gemeinsamen Chromatin-gebundenen Komplex

vorliegen.
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Abbildung 21 HP1c und Woc co-lokalisieren auf Polytinchromosomen. (A) HP1c und Woc
Immunfarbungen von Polytdnchromosomen aus Drosophila 3" Instar Larven (Wildtyp, wt). DNA wurde
mit DAPI angefarbt. In den zusammengefiigten Bildern (merge) ist die DNA-Farbung in blau, die HP1c
Farbung in grin sowie die Woc Farbung in rot dargestellt. (B) Eine Detailaufnahme aus den in (A)
gezeigten Polytanpraparationen. Die Generierung eines geteilten Bildes verdeutlicht die nahezu perfekte
Co-Lokalisation von Woc (rot) und HP1c (grun).

Um zu Uberprufen, inwieweit Interaktionspartner wie Woc die Chromatin-Assoziation
von HP1c  beeinflussen,  wurden  zunachst  Polytdnchromosomen  aus

BTy prapariert. 3 Instar Larven dieser

transheterozygoten woc Mutanten (woc?®/woc
Mutanten sind gegenuber Wildtyp Larven kleiner, die isolierten Polytanchromosomen
erscheinen aufgeblaht. Dennoch lassen sich diese Praparationen mit Antikbrpern wie
zum Beispiel dem heterochromatischen Markerprotein HP2 anfarben. HP1c konnte in
diesem genetischen Hintergrund jedoch nicht detektiert werden, was darauf hindeutete,
dass zumindest Woc fur die Rekrutierung von HP1c bzw. dessen Assoziation mit
Chromatin von entscheidender Bedeutung ist (Abbildung 22A). Umgekehrt hat das
Fehlen von HP1c keinen Einfluss auf die Chromatin-Assoziation von Woc, wie durch
Immunfarbungen von Polytinchromosomen gezeigt werden konnte, welche aus 3"

Instar Larven homozygoter hp1c Mutanten prapariert wurden (Abbildung 22B).
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Abbildung 22 Die HP1c Assoziation mit Chromatin ist von Woc abhéngig. (A) Immunfarbung von
Polytanchromosomen aus woc Larven unter Verwendung von Antikérpern gegen HP1c und HP2
(Kontrolle, griin im zusammengefigten Bild). DNA wurde mit DAPI angefarbt (blau). (B) Woc (griin im
zusammengefiigten Bild) und HP1c Immunfarbung von Polytdnchromosomen aus hp7c Larven. DNA
wurde mit DAPI angefarbt (blau).

3.3 Die Regulation der HP1c Expression

3.3.1 Die HP1c Expression wird von Woc stimuliert

HP1c Expressions-Analysen ergaben allerdings, dass HP1c Proteinmengen in woc
Mutanten reduziert sind, so dass die verminderte Chromatin-Assoziation von HP1c in
diesem genetischen Hintergrund nur teilweise mit einem Rekrutierungsdefekt zu
erklaren ist. Auf Transkript-Ebene wird dieser Effekt noch deutlicher; in
transheterozygoten woc?'""?°" Larven kénnen HP1c Transkripte iberhaupt nicht mehr,
in transheterozygoten woc®'"?%* Larven nur in sehr geringen Mengen detektiert werden
(Abbildung 23).
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Abbildung 23 HP1c Level werden durch Woc auf Protein- und Transkript-Ebene moduliert. (A)
Western Blot mit Zellextrakten aus Wildtyp (wt) oder woc Drosophila 3" Instar Laven. Tubulin wurde als
Ladekontrolle verwendet. (B) RT-PCR-Analyse mit RNA aus Drosophila 3" Instar Laven. Die HP1c
Expressions-Analyse wurde mit Wildtyp (wt) Larven (Spur 1) sowie zwei transheterozygoten woc
Mutanten Larven durchgefihrt (Spur 2-3). Transkripte des ribosomalen Proteins RLP12 dienten als
Ladekontrolle.

RNAIi Experimente in Drosophila SL2 Zellen konnten diese Beobachtungen bestatigen:
Depletion von Woc in diesen Zellen fuhrte zu einer klaren Reduktion von HP1c auf
Proteinebene, allerdings nur dann, wenn die HP1c-Expression unter der Kontrolle des
endogenen Promotors steht. So hatte die Depletion von Woc keinen Einfluss auf die
Expression von FLAG-HP1c, welches von einem Aktin Promotor aus transkribiert wird.
Dieser Befund legt nahe, dass die verminderte HP1c Expression auf einen direkten
Einfluss von Woc auf den endogenen HP1c Promotor zurtckzufuhren ist (Abbildung 24,
vgl. Spur 3 und Spur 6).
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Abbildung 24 Direkte Regulation des HP1c Promotors durch Woc. Western Blot mit Zellextrakten
aus Drosophila SL2 Zellen nach Woc Depletion in nicht transfizierten SL2 Zellen (links) sowie in Zellen,
welche mit einem Expressionsvektor fur FLAG-HP1c transfiziert wurden (rechts). Die HP1c¢ Expression in
diesen Zellen steht hierbei unter der Kontrolle eines Aktin Promotors. Tubulin wurde als Ladekontrolle
verwendet. Endogenes HP1c ist mit einem Sternchen markiert.
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3.3.2 Die HP1c Expression wird durch einen autoregulatorischen

Ruckkopplungs-Mechanismus gesteuert

Expression von exogenem FLAG-HP1c fuhrte zudem zu einer dramatischen Reduktion
des endogenen HP1c Pools. Diese Reduktion konnte sowohl auf Proteinebene als auch
auf Transkript-Ebene beobachtet werden. Die Expression von HP1c ist somit nicht nur
von Woc abhangig, sondern wird zur selben Zeit auch Uber einen negativen
Ruckkopplungs-Mechanismus (,Feedback-Loop®) durch die Konzentration an HP1c
moduliert (Abbildung 25).

Woc ist somit nicht nur ein Interaktionspartner von HP1c, sondern reguliert dartber
hinaus auch dessen Expression.
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Abbildung 25 Die Expression von HP1c wird durch einen autoregulatorischen Riickkopplungs-
Mechanismus gesteuert. (A) Western Blot Analysen mit Zellextrakten aus Drosophila SL2 Zellen, die
stabil mit einem Expressionskonstrukt fir FLAG-HP1a bzw. FLAG-HP1c transfiziert sind. Als Kontrolle
wurden nicht transfizierte SL2 Zellen analysiert. Endogene HP1c Level wurden unter Verwendung eines
spezifischen HP1c Antikorpers bestimmt. Als Kontrolle wurde die Expression der mit einem FLAG Tag
versehenen HP1 Isoformen Uberprift. Tubulin diente als Ladekontrolle. (B) RT-PCR-Analysen unter der
Verwendung eines Primer-Paars, welches lediglich endogene, nicht aber die exogenen Transkripte
amplifiziert. Die RNA fir diese Analysen wurde aus Zellen isoliert, welche mit den Expressionsplasmiden
fur FLAG-HP1a sowie FLAG-HP1c stabil transfiziert sind. Darliber hinaus wurde RNA verwendet, welche
aus nicht-transfizierten Zellen isoliert wurde. Als Kontrolle wurde eine konstant exprimierte, nicht-
codierende RNA (U6) amplifiziert. Zur Detektion genomischer Kontaminationen wurde jeweils ein
Reaktionsansatz ohne Reverse Transkriptase in die Analyse mit aufgenommen (-RT). (C) Modell des
autoregulatorischen Ruckkopplungs-Mechanismus, Uber welchen die HP1c Konzentration innerhalb der
Zelle stabil gehalten werden kann (siehe auch Diskussion).

high HP1¢ conc
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3.4 Genomweite Expressions-Analysen

Diese Experimente legten nahe, dass HP1 Isoformen (sowie deren assoziierte
Proteine) auch auf globaler Ebene die Expression bestimmter Gene steuern. Zur
|dentifizierung dieser Zielgene wurden daher zunachst differentielle Genexpressions-
Analysen nach Depletion von HP1b bzw. HP1c in Drosophila SL2 Zellen durchgefuhrt.

Um potentielle Off-Target Effekte sowie unspezifische Effekte zu minimieren, wurden
fur die Depletion von HP1b und HP1c jeweils zwei verschiedene doppelstrangige RNA
Konstrukte verwendet. Als Referenz dienten Zellen, welche mit artfremder,
doppelstrangiger RNA transfiziert wurden (GST und GFP). Sowohl HP1b- als auch
HP1c-Proteinlevel waren hierbei nach 7 Tagen signifikant reduziert (Abbildung 26).
Parallel hierzu wurde RNA aus diesen Zellen isoliert, um durch cDNA Microarray
Analysen genomweite transkriptionelle Effekte nach Depletion der einzelnen HP1

Isoformen zu untersuchen.
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Abbildung 26 HP1b und HP1c RNAi in Drosophila SL2 Zellen. SL2 Zellen wurden jeweils mit zwei
Gen-spezifischen, doppelstrangigen RNA Konstrukten transfiziert (Spur 3-4 fir HP1b, Spur 7-8 fir HP1c).
Kontroll-Zellen wurden mit artfremder, doppelstrangiger RNA behandelt. Die Expression der HP1
Isoformen wurde nach 7 Tagen unter Verwendung der angegeben Antikdrper durch Western Blotting
analysiert.

3.4.1 Genomweite Expressions-Analysen

Die beobachteten Effekte erwiesen sich als relativ gering (max 2-4fach nach Depletion
von HP1b bzw HP1c), so dass insgesamt lediglich 60 Gene identifiziert werden
konnten, die nach Depletion von HP1b signifikant dereguliert (Ifdr<0,2) werden (28 hoch
reguliert/32 nach unten reguliert). Fur HP1c wurden 26 differentiell exprimierte Gene
gefunden (7/19). 13 dieser Gene werden dabei sowohl von HP1b als auch von HP1c
reguliert (4/9) (Abbildung 27A). Die differentiell exprimierten Gene konnten keinen
bestimmten funktionellen Kategorien (Gene Ontology (GO)-Analysen) zugeordnet

werden.
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Diese Darstellung ist jedoch nicht reprasentativ fur alle Gene, da lediglich jene Gene als
,Responder klassifiziert werden, welche uber ein bestimmtes Signifikanzniveau hinaus
dereguliert werden. Der Anteil der durch HP1b und HP1c co-regulierten Gene konnte
demnach unterschatzt werden. Tatsachlich zeigt sich bei Betrachtung der gesamten
Population aller aktiven Gene, dass die nach HP1b- bzw. HP1c-Depletion deregulierten
Gene in einem hohen Mal3e korrelieren (r=0,72) (Abbildung 27B). Diese Analyse macht
ferner deutlich, dass die Expression einiger Gene spezifisch von HP1b und unabhangig

von HP1c moduliert werden kann.

(A) (B) w/o RNAi targets
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Abbildung 27 HP1b und HP1c als Transkriptionsregulatoren. (A) Venn Diagramm mit jenen Genen,
welche nach Depletion von HP1b bzw. HP1c eine statistisch signifikante (Ifdr<0,2) verminderte bzw.
erhéhte Expression zeigen. Co-regulierte Gene sind durch die Schnittmengen in den Diagrammen
dargestellt. (B) Scatterplot der Genexpressionsanderung aller aktiven Gene nach HP1b bzw. HP1c
Depletion. In rot dargestellt sind jene Gene, welche keine Korrelation in den beiden RNAi Experimenten
zeigen.

Die Depletion einzelner HP1 Isoformen hatte dabei keinen Einfluss auf die Expression
der anderen HP1 Varianten, so dass die beobachteten Effekte als spezifisch fur die
jeweilige Isoform erachtet werden konnen. Konstitutiv exprimierte Gene (GAPDH,
Lamin, Tubulin) wurden durch die Depletion nicht beeinflusst, des weiteren ist kein
systematischer Effekt auf die Expression aller Gene (,mean signal“) zu beobachten
(Abbildung 28).
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Abbildung 28 Qualitiatskontrollen des Microarray-Datensets nach Depletion von HP1b bzw. HP1c.
Der Graustufencode (jeweils links oben) reflektiert die Expressionsstarke verschiedener Gene (HP1a
(Su(var)205), HP1b, HP1c) unter verschiedenen Bedingungen. GST und GFP: Kontrollexperimente.
C1/C2: nach Depletion von HP1c. B1/B2: nach Depletion von HP1b. Zur Qualitdtskontrolle wurde zudem
die Expression verschiedener Haushaltsgene wie Lamin (Lam), Tubulin (betaTub56D) sowie GAPDH
(Gapdh1) analysiert. Mean signal: Durchschnittsignal aller Gene des Microarrays.

3.4.2 Identifizierung von Zielgenen fiur weitere Analysen

Um die cDNA Microarray Daten zu verifizieren, wurde zunachst jenes Set an Genen
separat durch gPCR analysiert, welches nach RNAi von HP1b und HP1c die grofiten
Veranderungen hinsichtlich deren Expression zeigte (siehe Anhang).

Fur diese ersten qPCR-Analysen wurde lediglich die differentielle Expression des
Gensets nach Depletion von HP1c untersucht. Hierbei wurde deutlich, dass die zuvor
im Microarray beobachteten Expressionsanderungen auch tendenziell durch qPCR
detektiert werden konnen. Lediglich in einem von neun Fallen konnte die zuvor
beobachtete differentielle Expression nach Depletion von HP1c nicht beobachtet
werden (Abbildung 29).

Um den tatsachlichen Beitrag der einzelnen Interaktoren von HP1b und HP1c auf die
transkriptionelle Regulation zu untersuchen, wurden lediglich jene Gene analysiert,
deren differentielle Expression sich in den initialen gqPCR-Experimenten zum einen als
robust erwies und zum anderen durch qPCR leicht zu detektieren war.
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Abbildung 29 Identifizierung robust differentiell exprimierter Gene nach HP1c Depletion. gPCR-
Expressions-Analysen von ausgewahlten Zielgenen nach Depletion von HP1c in Drosophila SL2 Zellen.
Die Anderung der Genexpression (FC, ,fold change®) ist logarithmisch (log2) dargestellt.

Fur diese Analysen wurden neben HP1b und HP1c auch Woc, Row und Ubiquilin
zunachst separat durch RNAI depletiert (Abbildung 30) und die differentielle Expression
der Zielgene durch gPCR untersucht. Hierbei zeigte sich, dass HP1b, HP1¢c, Row und
Woc die Genexpression der untersuchten Zielgene co-regulieren. Auch fur Ubiquilin
konnte diese gemeinsame Regulation von Zielgenen in drei von vier Fallen beobachtet
werden. Synergistische Effekte durch eine gemeinsame Depletion von HP1b und HP1c
konnten jedoch nicht gezeigt werden (Abbildung 31).
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Abbildung 30 RNAi in Drosophila SL2 Zellen. SL2 Zellen wurden jeweils mit zwei Gen-spezifischen,
doppelstrangigen RNA Konstrukten transfiziert. Kontrollzellen wurden mit artfremder, doppelstréangiger
RNA behandelt (GST und GFP). Die Expression der HP1 Isoformen wurde nach 7 Tagen unter
Verwendung der angegeben Antikérper durch Western Blotting analysiert.
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Abbildung 31 HP1b, HP1c¢c, Row, Woc und Ubiquilin regulieren ein gemeinsames
Genexpressionsprogramm. qPCR-Expressions-Analysen nach separater Depletion von HP1b, HP1c,
Woc, Row und Ubiquilin bzw nach gemeinsamer Depletion von HP1b und HP1c (HP1bc) in Drosophila
SL2 Zellen. Die Anderung der Genexpression (FC, ,fold change®) ist logarithmisch (log2) dargestellt.
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4 Diskussion

Heterochromatin Protein 1 (HP1) ist als strukturelle Komponente des dicht gepackten,
transkriptionell inaktiven Heterochromatins relativ gut beschrieben (Fanti und Pimpinelli,
2008; Vermaak et al., 2005). Daruber hinaus findet man allerdings in den meisten
Eukaryoten mindestens zwei weitere, strukturell ahnliche HP1 Isoformen, welche sich
hinsichtlich ihrer zellularen Lokalisation teilweise deutlich unterscheiden (Minc et al.,
1999; Smothers und Henikoff, 2001). Wie diese Isoformen in spezifische Bereiche im
Genom rekrutiert werden und welche Aufgaben diese dort uUbernehmen, ist weitgehend

unbekannt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten nun darauf hin, dass Isoform-spezifische
Interaktoren zur korrekten Lokalisation der einzelnen HP1 Paraloge in Drosophila
melanogaster nétig sind. Uber die biochemische und funktionelle Charakterisierung
Isoform-spezifischer HP1 Komplexe konnte zudem gezeigt werden, dass diese
Komplexe ein gemeinsames Genexpressionsprogramm steuern. Interessanterweise
werden die Mengen der euchromatischen Isoform HP1c in der Zelle Uber einen
negativen Rlckkopplungs-Mechanismus strikt reguliert. Im Falle eines Uberschusses
des euchromatischen HP1c kdnnte somit eine Fehl-Lokalisation in heterochromatische
Bereiche und damit eine empfindliche Storung der Chromatinstruktur verhindert

werden.

4.1 Die H3K9 Methylierung und die Lokalisierung der HP1

Isoformen

Samtliche Mitglieder der HP1 Familie zeichnen sich durch zwei hochkonservierte
Domanen aus, eine N-terminale CD sowie eine C-terminale CSD (Aasland und Stewart,
1995). Trotz des ahnlichen strukturellen Aufbaus konnten Lokalisationsanalysen in
Drosophila melanogaster zeigen, dass die einzelnen Paraloge mit unterschiedlichen
Bereichen des Genoms assoziiert sind. Im Gegensatz zum vorwiegend

heterochromatischen HP1a konnte fiur HP1c eine ausschliellich euchromatische
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Lokalisation demonstriert werden. HP1b ist dagegen mit beiden Chormatinstrukturen
assoziiert (Brower-Toland et al., 2007; Smothers und Henikoff, 2001).

Peptid Pulldown Experimente im Rahmen dieser Arbeit machen deutlich, dass in vitro
samtliche HP1 Isoformen uber die CD an H3K9 methylierte Peptide binden kdnnen
(Abbildung 12). Dies ist insofern nicht Uberraschend, als dass jene Aminsauren, welche
die selektive Bindung der H3K9 Methylierung vermitteln, in samtlichen Isoformen
konserviert sind (Jacobs und Khorasanizadeh, 2002; Nielsen et al., 2002) Gleichzeitig
wird jedoch lediglich HP1a, nicht aber HP1c, in heterochromatische, H3K9 methylierte
Regionen rekrutiert. Die H3K9 Methylierung per se kann somit kein Rekrutierungssignal

fur die eine oder andere HP1 Isoform darstellen.

In diesem Zusammenhang ist es allerdings wichtig zu betonen, dass auch die stabile,
heterochromatische Lokalisation von HP1a nicht ausschliel3lich von dessen CD bzw.
der Interaktion mit H3K9 methyliertem Chromatin determiniert wird, sondern vielmehr
auch von der CSD sowie der Hinge Region beeinflusst ist (Platero et al., 1995; Powers
und Eissenberg, 1993; Smothers und Henikoff, 2001). Tatsachlich ist die Interaktion von
HP1a mit H3K9 methylierten Peptiden zwar sehr spezifisch, mit einer
Dissoziationskonstante im mikromolaren Bereich ist diese aber auch relativ schwach
(Jacobs und Khorasanizadeh, 2002; Nielsen et al., 2002). Kinetische Analysen in
unterschiedlichen Systemen deuten zudem darauf hin, dass HP1a hochdynamisch mit
heterochromatischen Regionen assoziiert ist und dass dessen effiziente Rekrutierung in
jene Bereiche lediglich im Zusammenspiel mit zusatzlichen Faktoren mdglich ist
(Cheutin et al., 2003; Festenstein et al., 2003; Li et al., 2007).

So scheint in Saugern die Interaktion der Hinge mit einer bis dato nicht identifizierten
RNA-Komponente entscheidend zur heterochromatischen Lokalisation von HP1a
beizutragen (Maison et al., 2002; Muchardt et al., 2002).

Auch aus Untersuchungen in S. pombe ist offensichtlich, dass RNA bei der
Rekrutierung von HP1 zu spezifischen Stellen innerhalb des Genoms eine wichtige
Rolle zukommt — die Lokalisation des HP1 Orthologs Swi6 ist beispielsweise von der
Synthese kurzer, doppelstrangiger RNA Molekulle abhangig (Verdel et al., 2004; Volpe
et al., 2002).
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Mehrere Studien suggerieren daruber hinaus, dass neben einer RNA Komponente auch
Proteinfaktoren HP1a zu spezifischen Stellen innerhalb des Genoms dirigieren konnen.
So ist beispielsweise in in vitro Experimenten Drosophila HP1a nur mit Hilfe
zusatzlicher Proteinfaktoren wie ACF1 und Su(var)3-9 in der Lage, H3K9 methyliertes
Chromatin effizient zu binden. Mutationen in der HP1 CSD (W200A), welche die
Interaktion mit Su(var)3-9 und ACF1 beeintrachtigen, fuhren folgerichtig zum Verlust
der HP1a-Assoziation mit methyliertem Chromatin (Eskeland et al., 2006).

4.2 Isolierung Isoform-spezifischer HP1 Komplexe

Durch den Austausch einzelner Domanen zwischen den unterschiedlichen HP1
Isoformen konnte in Drosophila gezeigt werden, dass auch die euchromatische
Lokalisation von HP1c Uber die CSD, also uber die Protein-Protein-Interaktionsdomane,
vermittelt wird (im Gegensatz zu HP1a allerdings nicht Uber die Hinge) (Smothers und
Henikoff, 2001). Die Vermutung lag somit nahe, dass die verschiedenen HP1 Isoformen
durch spezifische Interaktoren zu bestimmten Stellen im Genom rekrutiert werden und

dabei auch funktionelle Unterschiede vermitteln.

Um diese Hypothese zu uberprufen, wurden Isoform-spezifische Komplexe aus
Kernextrakten von stabil transfizierten Drosophila SL2 Zellen isoliert und
massenspektrometrisch analysiert (Abbildung 13). Auf diese Weise konnten fur HP1a
eine Vielzahl an Interaktionspartnern identifiziert werden, u.a. mit ACF1 und Su(var)3-9
auch jene Faktoren, mit deren Hilfe HP1a an H3K9 methyliertem Chromatin stabilisiert
werden kann. Zahlreiche Studien konnten in den letzten Jahren zeigen, dass HP1a
zwar vorwiegend, aber nicht ausschlieRlich in heterochromatischen Regionen lokalisiert
und zudem mit zahlreichen zellularen Prozessen in Verbindung gebracht wird, von der
transkriptionellen Regulation (Lechner et al., 2000; Nielsen et al., 2001b; Ryan et al.,
1999) Uber eine Rolle bei der Kernorganisation (Kourmouli et al., 2000) bis hin zu einer
replikativen Funktion (Quivy et al., 2008). Die grof’e Anzahl an Interaktoren spiegelt
dabei das breite Spektrum an Funktionen wider, an welchen HP1a innerhalb der Zelle
beteiligt ist (Li et al., 2007). Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden
jedoch auf die Paraloge HP1b und HP1c beschrankt.
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4.3 HP1b und HP1c interagieren mit identischen Co-Faktoren

Uberraschenderweise konnten fir HP1b und HP1c mit Woc, Row und Ubiquilin
identische Co-Faktoren gereinigt werden (Abbildung 13). Diese Beobachtung deckt sich
teilweise mit jenen einer ahnlichen Studie, welche ebenfalls Woc und Row als HP1c
Interaktoren identifizieren konnten (Font-Burgada et al., 2008). Unter Verwendung der
generierten Paralog-spezifischen Antikorper konnte in Co-Immunprazipitationen die

Spezifitat der Interaktionen in vivo bestatigt werden (Abbildung 15).

Sowohl Row als auch Woc zeigen anhand ihrer Domanen-Struktur und -Organisation
eine Ahnlichkeit zu DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren (Abbildung 32) — beide
enthalten mehrere Zink-Finger Doméanen, Sequenzspezifische DNA-Binde-Domanen
(AT-Hooks) und Row zeichnet sich darUber hinaus durch einen Glutaminreichen C-
Terminus aus, wie er haufig in  Transaktivierungsdomanen  einiger

Transkriptionsfaktoren zu finden ist (Triezenberg, 1995).

Weder ACF1 noch Su(var)3-9 sind in den isolierten Komplexen mit HP1b bzw. HP1c
assoziiert. Dies wird auch in Pulldown Experimenten mit in vitro translatiertem ACF1
und Su(var)3-9 deutlich, die eine selektive Interaktion dieser Proteine mit HP1a, nicht

aber mit HP1c zeigen (Abbildung 17). Umgekehrt

1688
woc

ZNF AT P _HC bindet in vitro translatiertes Row spezifisch an HP1c,
O ===  DXS6673E/ZNF261 . .
2N P HC nicht aber an HP1a. Diese Beobachtungen lassen
=g ZNF198/FIM/RAMP
a¥ P ol _— vermuten, dass die zuvor  beschriebene
IO —
ZNF P HC . . . . .
euchromatische Lokalisation dieser Paraloge in der
: :‘“ ROW(CG8092) Tat Uber deren spezifische DNA-bindende Co-
A AT 2ZNF

Abbildung 32  Schematische Faktoren Row bzw. Woc vermittelt werden kann.

Darstellung von Woc, Row und
den humanen Woc Homologen
DXS6673E/ZNF261, nach Co-Translation mit Row weder fiir HP1a noch
ZNF198/FIM/RAMP und ZNF262.

Zink Finger (ZNF), AT-Hooks (T),  fir HP1c detektiert werden. Dies ist unter
Prolin-reiche Abschnitte (P) sind . . .

gekennzeichnet  (Adaptiert nach Umstanden darauf zurickzufuhren, dass Woc
Font-Burgada et al., 2008).

Eine Interaktion von Woc konnte allerdings selbst

zusatzliche Faktoren zu Row fur die selektive
Bindung an HP1c bendtigt. So wurde beispielsweise die Rolle von Ubiquilin in diesem
Zusammenhang nicht getestet. In Saugern konnte daruber hinaus fur HP1y gezeigt

werden, dass posttranslationale Modifikationen die selektive Assoziation mit



Diskussion 74

Proteinfaktoren und somit auch die Lokalisation dieser HP1 Isoform regulieren kann
(Huang et al., 1998; Lomberk et al., 2006; Zhao und Eissenberg, 1999). Inwiefern diese
Modifikationen die Assoziation von Woc mit HP1c modulieren, konnte in dem

verwendeten in vitro Experiment nicht naher untersucht werden.

Im Zuge der Reinigung der HP1 Komplexe wurde zudem deutlich, dass sowohl HP1b
als auch HP1c mit der jeweils anderen Isoform, nicht aber mit HP1a co-prazipitiert
werden kann (Abbildung 15). HP1 Proteine aus Saugern und Hefe dimerisieren Uber
ihre CSD (Cowieson et al., 2000; Lomberk et al., 2006) und auch in Drosophila sind die
fur die Struktur der CSD bzw. die zur Dimerisierung entscheidenden Aminosauren in
samtlichen Paralogen konserviert (Abbildung 33)(Smothers und Henikoff, 2001; Thiru et
al., 2004).

CD
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Abbildung 33 Sequenz-Vergleich von HP1 Isoformen aus Drosophila melanogaster. Die
verschieden markierten Aminosauren kennzeichnen identische (schwarzer Hintergrund) bzw. &hnliche
Aminosauren (grauer Hintergrund). Aminosauren, die zur Dimerisierung der CSD beitragen, sind durch
Punkte gekennzeichnet. Dariber hinaus sind jene Aminosauren markiert, welche bei der Erkennung des
PxVxL Motivs durch die HP1a CSD von entscheidender Bedeutung sind.

Aufgrund der teilweise Uberlappenden Lokalisation von HP1b und HP1c kdnnte die
Assoziation mit identischen Proteinfaktoren somit Uber die Heterodimerisierung dieser
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HP1 Paraloge vermittelt werden. Die Interaktion scheint dabei allerdings nicht von
PxVxL Motiven vermittelt zu werden, da jene Reste, welche zur Erkennung dieses
Pentapeptid-Motivs nétig sind, teilweise in HP1c nicht konserviert sind (zum Beispiel
Y194, W200). Die Beobachtung, dass samtliche der untersuchten CSD Mutanten in der
Lage sind mit Woc zu interagieren (Abbildung 18), kdnnten darauf zurick zu fuhren
sein, dass Woc unabhangig von dessen PxVxL Motiv (1536PHVL1540) mit multiplen
Regionen in der CSD interagiert.

4.4 Die Lokalisierung der HP1 Isoformen

Immunlokalisationsexperimente in Drosophila SL2 Zellen konnten die zuvor
beobachtete, euchromatische HP1c Lokalisation bestatigen (Greil et al., 2003;
Smothers und Henikoff, 2001). Detailliertere Analysen ergaben, dass HP1c mit
hunderten von Interbanden in Polytanchromosomen assoziiert ist (Abbildung 20). Diese
Regionen sind als transkriptionell aktive Bereiche beschrieben (Gersh, 1975; Zhimulev
et al., 2004) und unterscheiden sich somit deutlich von HP1a (oder auch HP2), welches
vorwiegend in perizentrische, heterochromatische Strukturen rekrutiert wird (James und
Elgin, 1986).

Co-Lokalisationsexperimente konnten zeigen, dass sowohl HP1c als auch die zuvor
isolierten Isoform-spezifischen Interaktoren Woc und Row nahezu identische
Bindestellen aufweisen und dass diese somit zusammen einen Chromatin-assoziierten
Komplex ausbilden (Abbildung 21, Font-Burgada et al., 2008).

Analog zur HP1a-Rekrutierung durch die spezifischen Interaktoren ACF1 und Su(var)3-
9 wird auch die Chromatin-Assoziation von HP1c durch dessen Interaktion mit \Woc und

B111) gine

Row reguliert. So zeigen transheterozygote woc Mutanten (woc®®'/woc
drastisch verminderte Chromatin-Rekrutierung von HP1c und damit denselben Effekt,
der auch in row™ " Fliegen beobachtet werden kann (Abbildung 22, Font-Burgada et
al., 2008). Die Rekrutierung von Woc und Row erfolgt dabei unabhangig von HP1c,
mutmallich uber die Erkennung Sequenz-spezifischer Elemente durch Woc und/oder
Row. Genomweite Lokalisationsanalysen uber DamID konnten ein Konsensus DNA-
Motiv identifizieren, welches mit der Bindung von HP1c, nicht aber mit der Bindung von

HP1a korreliert (Baumann et al., 2003; Greil et al., 2003). Die palindrome Natur dieser
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Sequenz (ACATATGT) suggeriert zudem, dass die DNA-bindenden Faktoren als
Dimere binden. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die konservierten MYM
Zink-Finger die Dimerisierung des humanen Woc Homologs ZNF198 vermitteln
(Baumann et al., 2003). Woc konnte somit uber die Erkennung spezifischer Sequenzen
einen entscheidenden Beitrag zur Lokalisation von HP1b bzw. HP1c leisten.

Die strikte Notwendigkeit von spezifischen Proteinfaktoren fur die Lokalisation von
HP1c macht deutlich, dass, anders als bei der heterochromatischen Assoziation von
HP1a, die H3K9 Methylierung von Nukleosomen eine untergeordnete Rolle bei der
Rekrutierung von HP1c spielt. Dies wird auch dadurch offensichtlich, dass die CSD
alleine und unabhangig von der CD die euchromatische Lokalisation von HP1c
vermitteln kann (Smothers und Henikoff, 2001). Da die im Rahmen dieser Arbeit
generierten HP1b Antikorper in Immunlokalisationsanalysen keinerlei Reaktivitat
zeigten, wurden die Lokalisationsanalysen auf HP1c beschrankt.

4.5 Die Rolle von Isoform-spezifischen HP1 Komplexen bei

der Genregulation

Die Lokalisationsanalysen machten daruber hinaus auch deutlich, dass bei
Abwesenheit von Woc die HP1c Proteinlevel reduziert sind. RT-PCR-Analysen konnten
dabei demonstrieren, dass HP1c sowohl durch HP1c selbst als auch durch Woc
transkriptionell reguliert wird. Woc stimuliert hierbei die Expression, wahrend HP1c
seine eigene Produktion Uber einen negativen ,Feedback-Loop“ drosseln kann
(Abbildung 34).

Dieser Ruckkopplungs-Mechanismus konnte gewahrleisten, dass sich die HP1c Spiegel
in der Zelle innerhalb eines eng abgesteckten Rahmens bewegen.

Die Storung dieses Mechanismus konnte u.a. mit der Ausbildung heterochromatischer
Strukturen interferieren. Ahnliches konnte zuvor schon in S. pombe beobachtet werden,
wo eine Storung des Gleichgewichts zwischen den HP1 Proteinen Swi6 und Chp2 die
Etablierung perizentrischen Heterochromatins entscheidend beeinflusst (Sadaie et al.,
2008). Die Bedeutung der strikten Kontrolle der Expressionslevel der einzelnen HP1

Isoformen wird in diesem Zusammenhang auch dadurch deutlich, dass HP1c in
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Drosophila nach dessen Uberexpression auch in heterochromatische Regionen

rekrutiert werden kann (Font-Burgada et al., 2008).

o o

low HTC conc lwvoe [_' o0
| N fed X
»

{
3

'WOC

i’

high HP1c conc

Abbildung 34 Autoregulatorischer Feedback Loop zur Regulation der HP1c Expression. Bei einer
geringen HP1c Konzentration in der Zelle stimuliert Woc dessen Expression (oben). HP1c¢c kann in
héheren Konzentration zugleich seine eigene Produktion Uber einen negativen Ruckkopplungs-
Mechanismus drosseln (unten).

Leider war es nicht moglich, das Anti-woc Antiserum fir ChIP Experimente zu
verwenden, um eine direkte Bindung von Woc in der HP1c Promotor-Region zu zeigen.
Allerdings deuten mehrere Beobachtungen darauf hin, dass die Regulation des HP1c
Promotors offensichtlich Uber eine direkte Assoziation des HP1c/Woc-Komplexes
erfolgen muss. So wurde bereits zuvor in Dam-ID Experimenten eine Bindung von
HP1c im Bereich des HP1c Gens gezeigt (Greil et al., 2003). In Ubereinstimmung
hiermit enthalt die HP1c Promotor Region eben jenes DNA-Konsensusmotiv, welches
die Interaktion mit Woc und somit auch die Interaktion mit HP1c vermitteln kdnnte
(siehe oben). Daruber hinaus wird lediglich die Expression von HP1c unter der Kontrolle
seines endogenen Promotors von Woc beeinflusst, wahrend dies bei der Expression
von einem exogenen Promotor aus nicht der Fall ist (Abbildung 24).

4.6 HP1c, HP1b und die Rolle bei der Genexpression

Weder HP1b noch HP1c wurden bislang funktionell charakterisiert. Die Assoziation mit
aktiven Chromatin-Domanen sowie die Interaktion dieser HP1 Paraloge mit
mutmallichen Transkriptionsfaktoren wie Woc und Row suggerierten eine genomweite
transkriptionelle Funktion, welche mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten
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differentiellen Genexpressions-Analysen auch tatsachlich bestatigt werden konnte.
Zeitgleich mit dieser Studie konnte in einer weiteren Untersuchung demonstriert
werden, dass HP1c seine transkriptionelle Funktion insbesondere im Kontext des sich
entwickelnden Nervensystems ausubt (Font-Burgada et al., 2008).

Die Zuordnung der differentiell exprimierten Gene zu bestimmten funktionellen
Kategorien (Gene Ontology (GO)-Analysen) konnte unter Verwendung des hier
generierten Datensatzes allerdings nicht bestatigt werden. Die Diskrepanz konnte dabei
auf die Verwendung unterschiedlicher Systeme zurlckzufuhren sein. Wahrend Font-
Burgada und Kollegen die differentielle Genexpression in einem multizellularen
Organismus (Drosophila Embryonen) untersuchten, wurde in dieser Arbeit die
Anderung der Genexpression in Drosophila Zellen embryonalen Ursprungs verfolgt
(SL2 Zellen).

Die dabei beobachteten Anderungen der Genexpression erwiesen sich als relativ gering
(max. 2-4fach nach Depletion von HP1b bzw HP1c), so dass nur relativ wenige Gene
(60 far HP1b, 26 fur HP1c, von insgesamt 6253 aktiven Genen) Uber ein bestimmtes
Signifikanzniveau hinaus dereguliert und somit statistisch als ,Responder® definiert
wurden. Diese Analysen implizieren zwar, dass HP1b und HP1c ein gemeinsames Set
an Genen regulieren, dass es jedoch auch mehrere Loci gibt, welche unter der
separaten Kontrolle der einen oder anderen HP1 Isoform zu stehen scheinen. Der
tatsachliche Anteil der gemeinsam regulierten Gene wird hierbei jedoch unterschatzt,
da die Klassifikation der Gene in ,Responder” und ,Nicht-Responder® besonders die
stark regulierten Gene beinhaltet, zugleich aber nicht ausgeschlossen werden kann,
dass auch schwachere transkriptionelle Effekte eine gewisse biologische Relevanz
haben.

Betrachtet man namlich die Transkriptionsédnderungen aller aktiven Gene, so wird
deutlich, dass diese Anderungen nach Depletion von HP1b und HP1c tatséchlich in
hohem Malde korrelieren (r=0,72) (Abbildung 27B). Ein Groldteil der Gene zeigt hierbei
eine schwache, aber konsistente Deregulierung. Interessanterweise konnten fur HP1b
Gene identifiziert werden, deren Expression unabhangig von HP1c moduliert werden
kann. Lokalisationsanalysen legen in diesem Zusammenhang nahe, dass dies zum Teil

auf eine heterochromatische HP1b Sub-Population zurick zu fuhren sein konnte,
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welche unabhangig von Woc und Row rekrutiert wird und HP1b-spezifische Funktionen

vermittelt.

Die Korrelationsanalysen der Expressionsanderungen nach Depletion von HP1b und
HP1c, die Interaktion mit identischen Proteinfaktoren sowie die teilweise Uberlappende
Lokalisation suggerieren ein kooperatives Verhalten der beiden HP1 Isoformen. Dass
dies nicht immer der Fall sein muss, wurde allerdings dadurch offensichtlich, dass HP1b
und HP1c an ausgewahlten, von ihnen gemeinsam regulierten Zielgenen auch nicht
synergistisch wirken kdnnen und teilweise spezifische, nicht-redundante Funktionen zu
ubernehmen scheinen. Die Beobachtung, dass HP1 Isoformen separate Aufgaben
innerhalb der Zelle verantworten, spiegelt sich zudem auch in vorlaufigen
Untersuchungen mit hp1c Mutanten wider, welche darauf hin deuten, dass der Verlust
von HP1c zur Sterilitat fUhrt und somit nicht von HP1b alleine kompensiert werden kann
(nicht gezeigt). Interessanterweise konnte im Rahmen der Expressions-Analysen auch
gezeigt werden, dass die gemeinsame transkriptionelle Regulation durch HP1b und
HP1c auch durch die spezifischen Interaktoren Row, Woc und Ubiquilin in einer
ahnlichen Art und Weise moduliert werden kann. Die beobachteten Effekte kdnnten
hierbei zum Teil auf die zuvor beschriebenen Rekrutierungsdefekte von HP1b und

HP1c in Abwesenheit von Woc oder Row zuriickzuflhren sein.

4.7 Aussichten

Der molekulare Mechanismus, Uber welchen die Regulation der Genexpression durch
HP1b und HP1c gesteuert wird, ist dabei jedoch nicht bekannt.

Die Isoform-spezifischen Komplexe scheinen jedoch keinen Einfluss auf die
Rekrutierung der RNA Polymerase |l zu nehmen, da sich deren Lokalisation auch in
Abwesenheit von Woc (und somit auch in Abwesenheit von HP1c bzw. HP1b)
unverandert zeigt (Raffa et al., 2005). Co-Lokalisationsstudien suggerieren allerdings,
dass HP1b bzw. HP1c sowie deren Interaktionspartner insbesondere im
Promotorbereich (mit H3K4me3 bzw. RNAPol Ila) und wahrend der fruhen Phase der
Elongation mit der RNA Polymerase Il (Ser6P RNAP Il) assoziieren (Font-Burgada et
al., 2008; Raffa et al., 2005). In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen konnte
gezeigt werden, dass das humane Woc Ortholog ZNF198 mit dem Ubiquitin-
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konjugierenden Enzym Rad6 interagiert, einem Faktor, der zusammen mit der
Ubiquitin-Ligase Bre1 Uber die H2B Ubiquitinierung bei der Initiation der Transkription
bzw. bei der Transkriptions-Elongation beteiligt zu sein scheint (Fleming et al., 2008;
Kim und Roeder, 2009; Xiao et al., 2005).

Eine besondere Rolle bei der Regulation dieser Prozesse konnte auch dem Isoform-
spezifischen Interaktor Ubiquilin zukommen. Mitglieder der Ubiquilin Familie sind als
Ubiquitin-Rezeptoren beschrieben, welche mit ihrer C-terminalen Ubiquitin-assoziierten
(Ubiquitin associated, UBA) Domane ubiquitinierte Substrate binden (Ko et al., 2004),
gleichzeitig Uber eine Ubiquitin-ahnliche Domane (Ubiquitin like domain, UBL) nicht-
kovalent mit regulatorischen Untereinheiten des Proteasoms interagieren (Abbildung
35) und somit eine wichtige Funktion bei der Regulation des Ubiquitin-Proteasom-
Systems (UPS) ubernehmen kénnen (Kleijnen et al., 2000; Matiuhin et al., 2008)

Dies konnte insofern von Bedeutung sein, als die Stabilitat vieler Transkriptionsfaktoren
(bzw. Co-Faktoren) Uber deren Ubiquitinierung bzw. das UPS System reguliert wird
(Kim et al., 2003; Muratani und Tansey,
2003; Reid et al., 2003; Salghetti et al.,
2001). Neuere Studien deuten jedoch

20S |26Sproteasome  5,0h guf eine alternative, nicht-

198

- ,f' st proteolytische Funktion des Proteasoms

= hinsichtlich der Transkriptionsregulation

Abbildung 35 Ubiquiline regulieren das Ubiquitin- hin. So werden lediglich die ATPasen
Proteasom-System. Ubiquilin interagiert sowohl mit
der regulatorischen Untereinheit des Proteasoms
(Uber die UBL Domane) als auch mit ubiquitinierten
Substraten (uUber die UBA Domane). (Madsen et al.,

2007) katalytischen Kerns, zu transkribierten

der regulatorischen Untereinheit des

Proteasoms, nicht aber jene des

Genen rekrutiert (Gonzalez et al., 2002). Diese molekularen Chaperone stimulieren
hierbei die Destabilisierung von Aktivator-Promotor-Komplexen — wahrend zugleich die
Verweildauer der Aktivatoren am Promotor Uber die Mono-Ubiquitinierung der
Aktivatoren reguliert wird (Archer et al., 2008; Ferdous et al.,, 2007; Freeman und
Yamamoto, 2002).

Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die Assoziation von HP1b bzw. HP1c
Komplexen mit Promotoren eventuell Gber Ubiquilin gesteuert werden konnte; entweder
durch die Regulation der Rekrutierung der proteasomalen ATPasen selbst, oder aber
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durch die Bindung und Stabilisierung einer potentiellen Mono-Ubiquitinierung der
Transkriptionsaktivatoren Woc und/oder Row. In jedem Fall wirde dies der Zelle die
Moglichkeit eroffnen, die durch HP1b sowie HP1c regulierten Zielgene bei Bedarf sehr

rasch an, aber auch sehr schnell wieder abschalten zu konnen.
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5 Zusammenfassung

Eine der am besten untersuchten strukturellen heterochromatischen Komponenten ist
das evolutionar konservierte Heterochromatin Protein 1 (HP1) (James und Elgin, 1986).
Die meisten Organismen enthalten daruber hinaus zusatzliche HP1-ahnliche Proteine,
welche sich im Lauf der Evolution aus Genduplikationen entwickelt haben. So findet
man in Drosophila melanogaster neben dem vorwiegend heterochromatischen HP1a
noch zwei weitere, ubiquitar exprimierte HP1 Isoformen (HP1b und HP1c), die sich
hinsichtlich ihrer Lokalisation deutlich von HP1a unterscheiden. HP1c wird dabei
ausschlieRlich in euchromatischen Regionen detektiert, wahrend HP1b sowohl mit
Heterochromatin als auch mit Euchromatin assoziiert ist (Greil et al., 2003; Smothers
und Henikoff, 2001).

Im Rahmen dieser Arbeit sollten zunachst jene Mechanismen aufgeklart werden,
welche zur unterschiedlichen Verteilung der einzelnen HP1 Paraloge beitragen.
Vorangegangene Studien konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass fur eine
effiziente Rekrutierung von HP1a neben H3K9 methylierten Nukleosomen auch weitere
heterochromatische Proteine wie zum Beispiel ACF1 und Su(var)3-9 erforderlich sind.

Um nun jene Faktoren zu identifizieren, welche zur Lokalisation von HP1b und HP1c
beitragen, wurden Isoform-spezifische Komplexe aus Drosophila SL2 Zellen isoliert.
Dabei wurde deutlich, dass HP1b und HP1c zusammen mit den Zn-Finger Proteinen
Woc (without children) und Row (relative of woc) sowie mit Ubiquilin einen nahezu
identischen Komplex bilden. Im Gegensatz hierzu konnte parallel gezeigt werden, dass
HP1a mit einer Vielzahl an verschiedenen Proteinen assoziiert ist, nicht jedoch mit den
HP1b/c-spezifischen Interaktoren. Die in Zellkultur beobachteten Interaktionen wurden
mit Hilfe von in vitro Pull Down Experimenten und immunohistochemischen Methoden
verifiziert. Durch die Analyse der HP1c Lokalisation in woc Mutanten konnte schlief3lich
gezeigt werden, dass die euchromatische Rekrutierung von HP1c tatsachlich von

dessen spezifischen Interaktoren moduliert werden kann.

Daruber hinaus wurde auch deutlich, dass die Feinjustierung der HP1c Konzentration in
der Zelle Uber einen autoregulatorischen Feedback-Loop erfolgt, und dass auch hierbei

die HP1c-spezifischen Interaktoren eine wichtige Rolle einnehmen.
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Aufgrund der Assoziation mit aktiven Chromatin-Domanen sowie der Interaktion mit den
mutmallichen Transkriptionsfaktoren Woc und Row lag die Vermutung nahe, dass
HP1b und HP1c genomweit die Expression bestimmter Gene regulieren. Dies konnte
durch differentielle Genexpressions-Analysen in Drosophila SL2 Zellen auch tatsachlich
bestatigt werden. Die dabei beobachteten Anderungen der Genexpression erwiesen
sich jedoch als relativ schwach. Dennoch konnte gezeigt werden, dass die
Transkriptionsanderungen aller aktiven Gene nach Depletion von HP1b und HP1c in
einem hohen MaRe (r=0,72) korrelieren, so dass daraus auf eine Co-Regulation
bestimmter Zielgene durch die beiden HP1 Paraloge geschlossen werden kann. Die
separate Expressions-Analyse ausgewahlter Zielgene durch quantitative RT-PCR
konnte ferner demonstrieren, dass bei der Co-Regulation dieser Zielgene auch die
Interaktionspartner Woc, Row und Ubiquilin involviert sind.

Diese Befunde kdonnen nun in weiteren Experimenten dazu dienen, die molekularen
Mechanismen der Regulation der Genexpression durch HP1b und HP1c detailliert zu

untersuchen.
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6 Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

APS Ammoniumperoxidisulfat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (,bovine serum albumin®)
bzw. beziehungsweise

ChiP Chromatin-Immunoprazipitation

Co-IP Co-Immunoprazipitation

DMSO Dimethylsulfoxid

dsRNA doppelstrangige RNA

DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGFP ,enhanced“-GFP

FCS Fetales Kalberserum

FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

GFP grun fluoreszierendes Protein (,green fluorescent protein®)
HP1 Heterochromatin Protein 1

IF Immunofluoreszenz

Ig Immunglobulin
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kbp Kilobasenpaar(e)

kDa Kilodalton

KE Kernextrakt

L Liter

LB Luria Bertani

M molar

M milli

mA Milliampere

min. Minute

MmRNA Boten-RNA (,messenger RNA)

nm Nanometer

ORC ,origin recognition complex*

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PCR Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase chain reaction®)
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

gPCR quantitative PCR

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

TEMED N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin
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8 Anhang

8.1 Oligonukleotide

8.1.1 Oligonukleotide fur Klonierungen

HP1b Notl pPacFlI
HP1b Xho pPacFI
HP1b Sall fw
HP1b Notl rev
pGEXT1 Ubgln fw
pGEXT1 Ubgln rev
pPacFIl rowNot5
pPacFl rowBam3
pPacFl wocKpn5
pPacFl wocKpn3
pPacFIl UbgInNot5
pPacFIl UbginBam3
3-3FW

3-3 REV

FlagNde fw
HP1aXho rev
HP1bXho rev
HP1cXho rev
HANde fw

5- CCGCGGCCGCCATGGCCGAATTCTCAGTG -3’
5- CCCTCGAGCTAGTCATCCGCATCCGGCTG -3
5- CCGGGTCGACATGGCCGAATTCTCAGTG -3

5- CGTCGCGGCCGCGTCATCCGCATCCGGCTG -3
5- CGCGAATTCATGGCGGAAGGCGGCAGC -3’

5- CGCCTCGAGTTAACTCAAGGACAACTG -3’

5- ATTGCGGCCGCTATGACGCGCGTAACGAGAAG -3’
5- TACGGATCCTTCATTGCGGATGGTGATGGTG-3’
5- CATGGTACCATGGAGGAGATATCCAGTTTG -3
5- GATGGTACCTTAAGTCGTTAGTAGCGCTATG -3’
5- CAAGCGGCCGCTATGGCGGAAGGCGGCAGC -3
5- ATCGGATCCTTAACTCAAGGACAACTGGTTG -3’
5- CGGGGTACCATGAAACCCACCCAGTTC -3

5- CGGGAGCTCTTACTGTAGCTCCGTAGA -3

5- AACATATGGACTACAAGGACGACGATG -3’

5- AGCTCGAGTTAATCTTCATTATCAGAGTAC -3’

5- AACTCGAGCTAGTCATCCGCATCCG -3

5- AGCTCGAGTTATTGATTTTCCGCCATGG -3’

5- AACATATGTATCCTTATGACGTGCCTG -3

Xba Kozak Strep Kpnup 5~ [Phos]CTAGAGCCACCATGGCTTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGGTAC -3’
5- [Phos]CTTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAGCCATGGTGGCT -3’

5’- [Phos]CTAGAGCCACCATGGACTATCCTTATGACGTGCCTGACTATGCCAGCCTG
GGAGGACCTGGTAC -3’

5’- [Phos]CAGGTCCTCCCAGGCTGGCATAGTCAGGCACGTCATAAGGATAGTCCAT
GGTGGCT -3’

5’- [Phos]GATCCTCGAGCTCGCGGCCGCGGTACCCTTGTCATCGTCGTCCTTGTAG
TCCATGGTGGT -3’

5’- [Phos] CTAGAGCCACCATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGGGTACCGCGGC

CGCGAGCTCGAG -3

Xba Kozak Strep Kpn low
Xba Kozak HA Kpn up

Xba Kozak Ha Kpn low

Kozak FLAG mcs low

Kozak FLAG mcs up



Anhang

96

8.1.2 Oligonukleotide fur Realtime qPCR

CG4793_fw
CG4793_rv
nimB4_fw
nimB4_rev
bam_fw
bam_rev
33225_fw
33225_rev
4415_fw
4415_rev
net_fw
net_rev
HP1b_fw
HP1b_rev
numb_fw
numb_rev
Cyp310a1_fw
Cyp310a1_fw
CG32985_fw
CG32985_rev

5- AATTGTATCCAAGCGGAAGC -3’
5- TATAGCGATCGAGTGGAGCA -3’
5- TTGTGCTCAACTACCGCAAC -3
5- CGTCCAGCTCGTATCCCTTA -3
5- ATGACCGAAAGCCACAAGTC -3’
5- ACAGATCCTCCGCACTGATT -3
5- GAATGAACCCAGCACCATTT -3
5- GCTGGGATGCATCGATATTC -3’
5- AGATCTGCGTGGAGGACACT -3’
5- TTCCATCCTCGTTACCTTGC -3
5- ATTCGGCAGTTGTCCTAACG -3’
5- TATGTGCCGGATTAGGCATT -3
5- ACAAAGAAACGCCTGTCCAC -3
5- CTTCTGCTCCTCGGTATCGT -3’
5- GACAATGACCTTCGACACGA -3
5- CATCTACGCTCCGCTCATTT -3’
5- ATTTGGAATTGGATGCGAAC

5- CAGCCCATCCTTTGTGTGTA

5- GGATTGGTGGAGGATACCAA
5- TGAGCAGCTTCGACTTTCTG

8.1.3 Oligonukleotide fur RT-PCR

U6 fw

U6 rev

HP1c 5'UTR fw
HP1c CR rev

5- TTCTTGCTTCGGCAGAACATATAC -3’
5- GATTTTGCGTGTCATCCTTGC -3’

5- AAACGGTCACACTGGCACTA -3

5- GTAATGCGCTTGTCCATGAT -3’

8.1.4 Oligonucleotide fur RNAi Experimente

Ugin RNAI1 fw
Uqin RNAI1 rev
Ugin RNAI2 fw
Uqin RNAI2 rev
HP1c 1 fw
HP1c 1 rev
HP1c 2 fw
HP1c 2 rev
HP1b 1 fw
HP1b 1 rev
HP1b 2 fw
HP1b 2 rev

5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGATTCTGGTTGCACAAAAGTTCG -3’
5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGACCATCGTCTGGCGCAGCAG -3’

5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGAACGGCGGCGGTTCAGGAGC -3

5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGACTGCGCAGCTGCTCCATGC -3’

5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGAAACTTCGTGGTGGAGCGCATC-3’
5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGATCGCACTTGGGTTTCTTCTCG -3’
5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGATCCAGAAGCTGCGCGGCTAC-3’

5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTAAGGTGCCATCTTCTGGAAATAGTC -3
5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGAAAAATAACAAAATTCGCAGTTGGAATAAC -3
5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGACGAAGTTGGCTATCAGGTCTGGACAG -3’

5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGATTCCGTCAATTTGGGATCATCCGGTG -3
5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCTCACTACTCTCGTCCGGCTTG -3’
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ROW 1 fw 5'- TTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGCTCAAATTGGGAATTTATTCGGATG -3’
ROW 1 rev 5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTGGCTCAAGAATGGCCTGGAATC

ROW 2 fw 5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGATACCACCGCCAAAGATTCGCAC -3’

ROW 2 rev 5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGCAACATGTCGGAGCTCTGATC -3’

Woc RNAI fw 5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGACGTGTCAAACTGAAGCTCTCC -3’

Woc RNAi rev 5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGATTCTCCGTCTGGGTGGCGCAA -3’

WOC 2 fw 5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGAACGGTGGAGGAGGCAGAGACG -3’

WOC 2 rev

5- TTAATACGACTCACTATAGGGAGACCAGCAGCATCTCCACCCTCAC -3’
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