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1 Einleitung

Im Verlauf der Entwicklung vielzelliger Organismen werden Zellen aufgrund differentieller
Genexpression progressiv unterschiedlich. Ausgangspunkt ist in den meisten tierischen Metazoa
eine omnipotente Zygote. Durch verschiedene Mechanismen, wie z.B. die Wirkung von Signalen
und Transkriptionsfaktoren, Hormonen oder Umwelteinflissen kann die Expression von
Entwicklungsgenen in verschiedenen Zellen unterschiedlich reguliert werden. In vielen
Organismen etablieren einige Zellen durch die Wirkung epigenetischer Mechanismen ein
zellulares Gedachtnis. Hierbei wird der Expressionszustand relevanter Entwicklungsgene, der
durch o.g. Mechanismen initiiert wurde, in diesen Zellen auch durch Replikation und Zellteilung
hindurch stabil an deren Tochterzellen weitergegeben. Ein Beispiel hierfiir bilden somatische
Stammazellen in Saugern oder imaginale Zellen in Drosophila. Fir einige dieser Zellen konnte
experimentell durch Explantationsexperimente ihre Entwicklungsplastizitdt und die Festlegung
auf ein bestimmtes Entwicklungsschicksal nachgewiesen werden (Hadorn et al.,, 1968). Die
molekulare Basis dieses zelluliren Gedéachtnis bilden epigenetische Regulatoren, die die
genomische Region ihrer jeweiligen Zielgene binden und die entsprechenden
Chromatinregionen biochemisch modifizieren. Hierbei kann entweder die DNA oder
Chromatinproteine, wie z.B. die Histone, modifiziert werden. In Drosophila spielt die DNA-
Methylierung als epigentischer Mechanismus keine bedeutende Rolle (Lyko et al., 2004).
Vielmehr sind hier mit genetischen Methoden zwei Gruppen von Genen als relevante
epigenetische Regulatoren charakterisiert worden, die Polycomb-Gruppen (PcG) und die
Trithorax-Gruppen (TrxG) Gene, deren evolutiondr konservierte Sequenzen auch in einer
Vielzahl mehrzelliger Organismen, einschlieflich den Saugern, gefunden wurden
(Ubersichtsartikel: Francis und Kingston, 2001; Ringrose und Paro, 2004; Miiller und Verrijzer,
2009). Etliche Enzyme der PcG und TrxG vermitteln verschiedene Modifikationen der
Histonproteine, wie z.B. Acetylierung, Mono-, Di oder Trimethylierung, Phosphorylierung,
Ubiquitinylierung, etc. Bestimmte Kombinationen dieser Modifikationen korrelieren mit aktiven
oder reprimierten Expressionszustanden, woraus sich die Hypothese eines “Histon-Codes”

ableitet (als Ubersichtsartikel: Jenuwein und Allis, 2001). Dieses Modell schreibt bestimmten



Kombinationen von Histonmodifikationen einen Informationsgehalt zu, der u.a. den

epigenetischen Expressionsstatus bestimmt.

1.1 Funktion der PcG und TrxG Gene in der Drosophila Entwicklung

Ein wichtiger Aspekt der frihen Entwicklung von Drosophila stellt die Unterteilung des
Keimstreifs in Segmente dar. Hierbei wird den drei urspringlichen Kopfsegmenten, drei
Thorakalsegmenten und acht abdominalen Segmenten durch die Expression einer bestimmten
Kombination homootischer (Hox) Gene des Antennapedia-Komplexes (ANT-C) und Bithorax-
Komplexes (BX-C) eine spezifische Identitat zugeordnet (Chan und Gehring, 1971; Lewis, 1978;
Kaufman et al, 1980; Duncan 1998). Fir die Ausprdagung segmentspezifischer Strukturen ist es
essentiell, dass die Expressionsdomadnen der Hox Gene wahrend der gesamten Entwicklung
stabil aufrechterhalten bleiben (St. Johnston und Nisslein-Volhard, 1989; Pankratz und Jackle,
1990). Nach dem Blastoderm-Stadium, in dem die Expressionsdomanen der Hox Gene durch die
Aktivitat von Liicken- (gap-) und Paarregelgenen (pair-rule-) etabliert werden, Glbernehmen PcG
und TrxG Faktoren die Aufrechterhaltung der segmentspezifischen Expression bis in die adulte
Fliege (Ubersicht in Francis und Kingston, 2001; Grimm et al., 2009; Ringrose und Paro, 2004;
Muller und Verrijzer, 2009). Hierbei wirken PcG Faktoren als epigenetische Repressoren beim
dauerhaften ,,Stummschalten”, wahrend TrxG Proteine genetisch als Antagonisten der PcG
wirken und somit den dauerhaften Aktivitatszustand ihrer Zielgene befordern (Lewis, 1947).
Insgesamt tragen diese beiden Gruppen somit zum ,zelluldre Gedachtnis” bei. Entsprechend
dieser Funktion bei der Regulation der homootischen Gene wurden die strukturell nicht
verwandten PcG Gruppen Gene genetisch definiert als Gene, deren mutante Allele homdotische
Transformationen zeigen, ohne jedoch die Gensequenz der homootischen Gene selbst zu
betreffen (Lewis, 1978). Diese mutanten Phanotypen erklaren sich aus der Fehlregulation der
homootischen Gene bei Verlust der PcG-vermittelten epigenetischen Repression. Bislang
wurden in Drosophila ca. 17 PcG Gene und sechs PcG Multiproteinkomplexe identifiziert
(Tab.1.1).

Genetische und molekulare Analysen und insbesondere jlingere genomische Arbeiten zeigen,
dass PcG und TrxG Faktoren nicht nur die Gene der beiden Hox-Cluster regulieren, sondern

dariiber hinaus hunderte, wenn nicht gar tausende andere Zielgene kontrollieren. Zu diesen



Zielgenen zdhlen eine GroRzahl von Entwicklungsgenen, also Transkriptionsfaktoren,
Komponenten von Signaltransduktionskaskaden, etc. in Drosophila und anderen Systemen wie
z.B. humanen Stammzellen, die selber die differentielle Genexpression wahrend der
Entwicklung regulieren (Ubersicht in Schwartz und Pirrotta 2006; Ringrose und Paro, 2004 und
2007; Pietersen und van Lohuizen, 2008).

1.2 TrxG- und PcG Multiproteinkomplexe in Drosophila

Sowohl PcG-, als auch TrxG-Proteine wirken als Multiproteinkomplexe. In dieser Arbeit liegt der
Fokus auf der PcG, weshalb an dieser Stelle TrxG-Komplexe nur kurz beschrieben werden.
Entsprechend der genetischen Definition als PcG Antagonisten vermitteln TrxG Proteine und
Komplexe verschiedene biochemische Aktivitdten, die zur aktiven Transkription beitragen.
Bislang wurden in Drosophila vier strukturell und funktionell diverse TrxG-Komplexe mit
biochemischen Methoden nachgewiesen, deren Komponenten sich in zwei Kategorien einteilen
lassen: Histon-Modifikationen und Chromatin Remodeling. Dementsprechend finden sich zwei
Chromatin Remodeling Komplexe: SWI/SNF- (auch Brahma- (BRM) Komplex), und der NURF-
Komplex (Nucleosome Remodeling Factor-Komplex), die jeweils unter ATP Hydrolyse die
Chromatinstruktur auflockern koénnen. Die beiden anderen TrxG Komplexe, Trithorax
Acetylation Complex 1 (TAC1) und der Absent, Small or Homeotic Discs-1- (ASH1) Komplex,
enthalten jeweils ein SET-Doméanen Protein (Trx oder Ashl), das die als aktivierende
epigenetische Markierung geltende Histon H3, Lysin 4-Trimethylierung (H3K4me3) vermittelt
(Simon und Tamkun, 2002; Ringrose und Paro, 2004). In Vertebraten sind die Trx Orthologe
MLL1-3 in TrxG Komplexen assoziiert, die aus anderen Kernkomponenten als der Drosophila
TAC1-Komplex bestehen. Diese Komponenten wie z.B. Ash2 finden sich allerdings auch im
Drosophila Genom, weshalb die Moglichkeit nicht ausgeschlossen werden kann, dass MLL-

dhnliche Komplexe auch in der Fliege vorhanden sind.

Nachfolgend sollen die  wichtigsten bislang chrakterisierten  Drosophila  PcG

Multiproteinkomplexe kurz beschrieben werden.



PRC-1 dRAF-RC PRC-2 Pho-RC PR-Dub
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Abbildung 1.1. Polycomb Repressiv Komplexe und deren Kernkomponenten mit Angabe der Funktion.
Polycomb Repressive Complex 1 (PRC-1, Shao et al., 1999): Sce/dRing — H2AK119 E3 Ubiquitinligase, Psc —
unbekannt, evt. Kofaktor der E3 Ligase, Inhibitor des Chromatin Remodeling, Pc — bindet H3K27me3, Ph -
unbekannt, Scm kann enthalten sein (nicht gezeigt)— unbekannt

PRC1-like (Lo et al.,2009): Sce/dRing — s.0., Su(z)2 - unbekannt, evt.Kofaktor der E3 Ligase, Inhibitor des chromatin
remodeling, Pc —s.o., Ph—s.0.

Drosophila RAF Komplex (dRAF) (Lagarou et al., 2008): Sce/dRing — s.0., Psc - s.0., KdAm2 — H2A Ubiquitinylierung,
H3K36me2-Demthylase

Polycomb Repressive Complex2 (PRC-2) (Czerminent et al., 2002, Miiller et al., 2002): E(z) - H3K27
Methyltransferase, Ecl — unbekannt, steigert HMT-Aktivitat von E(z); Su(z)12 - unbekannt, Nukleosomenbindung,
Nurf-55/Caf — unbekannt, Nukleosomenbindung

Polycomb-like PRC2 (Pcl-PRC2) (Nekrasov et al., 2007): E(z) - H3K27 Methyltransferase, Ecl — unbekannt, steigert
HMT-Aktivitat von E(z), Su(z)12 - unbekannt, Nukleosomenbindung, Nurf-55/Caf — unbekannt,
Nukleosomenbindung, Pcl - unbekannt

Pho Repressive Komplex (Pho-RC) (Klymenko et al. 2006): Pho (oder Pho-like) - sequenzspezifische DNA-Bindung,
Sfmbt — Bindung an methylierte Lysinresete von H3 und H4

PR-Dub (Scheuermann et al., 2010) Calypso/BAP1 — Ubiquitin Carboxy-terminale Hydrolase, Asx — unbekannt.
Fir weitere Erklarungen s. Text.

1.2.1 Polycomb repressiv complex 1 (PRC1)

Der Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1) besteht aus mindestens vier Kernkomponenten:
Polyhomeotic (Ph), Posterior Sex Combs (Psc), Polycomb (Pc), Sex Combs Extra/Drosophila RING
(Sce/DRing) und ein weiteres PcG Protein kann mit diesem Komplex assoziiert sein, Sex Comb on
Midleg (Scm) (Franke et al, 1992; Shao et al, 1999; Saurin et al, 2001). Zusatzlich konnen weitere
nicht-PcG Proteine gebunden sein, wie z.B.: TATA-BindingProteine (TBP), Zeste (Z) oder GAGA-
Faktor/Trithorax-like (GAF/Trl) (Saurin et al, 2001), die moglicherweise zur Funktion,

insbesondere der Rekrutierung der PcG Komponenten an bestimmte Chromatinregionen
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beitragen. In einem ebenfalls biochemisch aufgereinigten PRC1-dhnlichen Komplex der Fliege
ersetzt das Psc Paralog Suppressor of zeste 2 (Su(z)2) das Psc Protein (Lo et al., 2009). Beide
Proteine weisen strukturelle Ahnlichkeit auf und zeigen teilweise funktionelle Redundanz. Diese
beiden Faktoren sollen in dieser Arbeit funktionell charakterisiert werden (s. unten, Abbildung

1.3 und Abb 1.4).

Tabelle 1.1 — Polycomb Gruppen Proteine in Drosophila und Mensch mit konservierte Proteindomanen.

Protein Name H. sapiens konservierte
in Drosophila Gen Homolog Domadnen Zitat
HPC1, HPC2, Paro und
Polycomb Pc HPC3 Chromodomain Hogness, 1991
HPH1, HPH2, DeCamilis et al.,
Polyhomeotic Ph SAM SAM domain, Zn-finger 1992
Posterior sex combs Psc BMI-1/ MEL18 RING-finger Brunk et al., 1991
Supressor of zeste 2 Su(z)2 BMI-1/ MEL18 RING-finger Brunk et al., 1991
Fritsch et al.,
dRING/Sex Sce/ 2003
combs extra DRing RING1 RING-finger
Enhancer of zeste E(z) EZH1, EZH2 SET domain, SANT domain Jones et al., 1990
Extra sex combs Esc EED WDA40 repeats Frei et al., 1985
Extra sex combs like Escl WDA40 repeats Wang et al., 1985
Supressor of SU(2)12 VEFS-box Birve et al., 2001
zeste 12 Su(z)12 Zn-finger
Polycomb-like Pcl PHF1/ hPcl1 Tudor domain, PHD-finger Lonie et al., 1994
Pleiohomeotic pho YY1 Zn-finger Brown et al., 1998
Pho-like phol Zn-finger Brown et al., 2003
Bornemann et al.,
Sex combs on SCML1, SCML2 SAM domain, Zn-finger 1996
Midleg Scm MBT repeats
ASX1, ASX2, Sinclair et al.,
Additional sex combs | Asx ASX3 PHD-finger, ASXH domain 1998
SAM domain, Zn-finger Klymenko et al,
dSfmbt dSfmbt Sfmbt MBT repeats 2006
Gaytan de Ayala
Calypso calypso / / Alonso et al, 2007
Ogt TPR repeats, Glycosyl Gambetta et al,
Super sex combs SXc Transferase domain 2009

Durch die Chromodomane der Pc Komponente kann dieser Komplex dreifach methyliertes Lysin
27 des Histons H3 (H3K27me3) spezifisch binden (Cao et al, 2002; Czermin et al, 2002; Fischle et
al, 2003; Min et al, 2003). Das Ring Protein wirkt als E3 Ubiquitin Ligase bei der Mono-

Ubiquitinylierung des Lysinrestes 119 im carboxyterminalen Bereich von Histon H2A
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(H2AK119ub) (Wang et al, 2004, Cao et al., 2005; Buchwald et al., 2006; als Ubersichtsartikel:
Weake und Workman, 2008). Diese Modifikation gilt ebenso wie die H3K27me3 als eine
repressive Markierung. In vitro Studien haben gezeigt, dass PRC1 das fiir die Transkription
notwendige Chromatin Remodeling durch den SWI2/SNF2 TrxG-Komplex (Brm-Komplex)
inhibiert. Weiterhin vermag dieser Komplex die Perlschnurstruktur (10nm Faser) nukleosomaler
Arrays zu kompaktieren (Francis et al, 2001; 2004). Beide in vitro Funktionen konnen
interessanterweise auch durch aufgereinigtes Psc oder Su(z)2 Protein oder allein durch deren
carboxyterminale Region (CTR, SAACR; s. unten) ausgefiihrt werden (Francis, et al., 2004, Lo et
al., 2009).

In Saugern, wie dem Menschen, besteht der homologe PRC1-Komplex (HPRC-1) aus jeweils
einem der paralogen Saugerhomologe (HPC1-3/STXla, HPH 1-3/SAM, Ringl/RinglA,
Bmi-1/MEL-18) (Levine et al, 2002, Wang et al., 2004). Bmi-1 (B lymphoma Mo-MLV
insertionregion 1), das groRe strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten zu Psc und Su(z)2
aufweist, wirkt als Kofaktor der E3 Ubiquitinligase RING2/RING1B (Cao et al., 2005) und wird in

dieser Arbeit ebenfalls untersucht (s. unten).

1.2.2 Polycomb repressiv complex 2 (PRC2)

PRC2 ist ein ca. 600 kDa grofSer Multiproteinkomplex, der die Kernkomponenten Enhancer of
zeste (E(z)), Extra sex combs (Esc), Supressor of zeste 12 (Su(z)12) und Nurf55 (p55, Czermin et
al, 2002; Mdller et al, 2002) enthalt. Die katalytisch aktive Einheit bildet das E(z) Protein, das
durch seine SET-Domadne als Histone Methyl-Transferase (HMTase) spezifisch die Di- und
Trimethylierung von H3K27 vermittelt (Rea et al, 2000; Miiller et al, 2002). Das Esc Protein
scheint die Aktivitat der E(z) HMT zu steigern (Miiller et al, 2002; Nekrasov et al, 2005) und
spielt ebenso wie Su(z)12 und Nurf55 bei der Bindung an Nukleosomen eine Rolle (Nekrasov et
al, 2005; Ketel et al, 2005). Der in Sdugern gefundene homologe PRC2 zeigt auch H3K27me3-
spezifische HMTase-Aktivitdt (Cao et al, 2002; Kuzmichev et al, 2002, Wang et al., 2005). Das
Vorhandensein von Varianten, wie z.B. eines PRC2-Pcl Komplexes, der als zusatzliche
Komponente das PcG Protein Polycomb-like (Pcl) enthalt (Nekrasov et al, 2007), zeigt, dass die

Situation in Zellen jedoch viel komplexer ist, als die biochemische Aufreinigung dieser
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Kernkomplexe vermuten lasst. Es wird angenommen, dass diese Pcl-enthaltende Variante fir
den groRten Teil der H3K27me3 Modifikationen verantwortlich ist. Allerdings ist noch wenig
Uber den molekularen Mechanismus der gesteigerten H3K27 Trimethylierung durch Pcl

bekannt.

1.2.3 Drosophila Ring Associated Factor Komplex (dRAF)

Der Drosophila Ring Associated Factor Komplex (dRAF, Lagarou et al.,, 2008) zeigt einige
Ahnlichkeit zum PRC1, indem er als Kernkomponenten ebenfalls Sce/dRING und Psc enthilt,
wohingegen allerdings Pc, Ph oder Scm fehlen (Lagarou et al., 2008). Zusatzlich findet sich in
diesem Komplex die Histon Lysin Demethylase Drosophila KDM2 (dKDM2, Lysine (K)-specific
Demethylase 2). Dieses Protein unterstitzt und steigert die Ubiquitinligase-Aktivitdit von
dRing/Sce in vitro und wirkt darlber hinaus als H3K36me2 Demethylase. Das Entfernen dieser
K36 Methylgruppen unterstiitzt die repressive Aktivitat dieses PcG-Komplexes, da H3K36me2 als
aktivierende Histonmodifikation angesehen wird. Durch die Verbindung dieser Funktionen in
einem Multiproteinkomplex wird die Komplexitdit der miteinander wechselwirkenden
epigenetischen Mechanismen deutlich. Studien in Zellkulturzellen haben fernerhin gezeigt, dass
dKdmz2, dRing und Psc, aber nicht Pc oder Ph, fiir die Histon H2AK119 Mono- Ubiquitinierung
erforderlich sind und dass die Ubiquitinylierung abhangig von der Kdm2 Dosis ist (Lagarou et al.,
2008 ; Scheuermann et al., 2010). Daher wird vermutet, dass der dRAF-Komplex und nicht PRC1

in Drosophila fiir den GroRteil der H2AK119ub Modifizierung verantwortlich ist.

1.2.4 Der Polycomb Repressive Deubiquitinase Komplex (PR-DUB)

Die Komplexitat der miteinander wechselwirkenden Histonmodifikationen zeigt sich auch in der
Wirkung des Polycomb repressive deubiquitinase Komplex (PR-DUB, Scheuermann et al., 2010).
Dieser Komplex beinhaltet neben dem PcG Protein Additional Sex Combs (Asx) das erst kirzlich
identifizierte Calypso Protein, eine Histon H2A Deubiquitinase (Gaytan et al., 2007;
Scheuermann et al., 2010). Im Gegensatz zur Erwartung zeigt calypso genetisch PcG Aktivitat,

d.h. es wird fiir die Stummschaltung von Zielgenen bendétig, obwohl es biochemisch die
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Entfernung der repressiven H2AK119ub Markierung bewirkt. Diese scheinbar widerspriichliche

Wirkung ist bislang noch weitgehend unverstanden.

1.2.5 Pho Repressiv Complex (Pho-RC)

Der Pho Repressive Complex (PhoRC, Klymenko et al. 2006) ist ein PcG Protein-Komplex aus zwei
Proteinen: Pleiohomeotic (Pho) und dem Drosophila Scm-related gene containing four mbt
domains (dSfmbt). Pho, und das funktionell redundante Pho-like, die wechselweise in diesem
Komplex vorkommen kdnnen, enthalten jeweils eine Zink-Finger Domane und sind die einzigen
bekannten sequenzspezifisch DNA-bindenden PcG Proteine (Brown et al, 1998; 2003). Aufgrund
dieser Eigenschaft wird diskutiert, ob der Pho-RC bei der Rekrutierung der anderen PcG Proteine
an ihre Zielgene eine Rolle spielt (als Ubersichtsartikel s. Schwartz et al., 2006). Allerdings sind in
Pho mutanten Speicheldriisen die librigen PcG Faktoren noch spezifisch in diskreten Banden an
Polytanchromosomen lokalisiert, so dass weitere Mechanismen der Rekrutierung existieren

missen (Klymenko et al., 2006).

1.3 Die cis-regulatorischen Polycomb Response Elements (PRES)
rekrutieren PcG Proteine und kontrollieren die Expression der

Zielgene

In Drosophila wurden mehrere hundert Basenpaar lange cis-regulatorische Elemente
charakterisiert, die PcG Komplexe rekrutieren kénnen und die PcG-abhdngige Stummschaltung
der assoziierten Gene vermitteln. Die bislang charakterisierten DNA Sequenzen weisen keine
eindeutigen Ubereinstimmungen der Primirsequenz auf, werden jedoch aufgrund ihrer
genetischen Funktion als Polycomb Response Elements (PRE) bezeichnet (Ringrose et al., 2003;
als Ubersichtsartikel Ringrose und Paro, 2004 und 2007). Entsprechend wurden auch Trithorax
Response Elements (TREs) identifiziert, die z.T. mit PREs liberlappen. Trotz insgesamt fehlender
Sequenzidentitat der PREs finden sich oft kurze Motive, die Konsensusbindestellen fiir
verschiedene DNA-bindende Proteine, wie GAF/Trl, Zeste, Pipsqueak, DSP1, PHO und PHOL
darstellen (Horard et al, 2000; Hodgson et al, 2001;. Faucheux et al, 2003; Dejardin et al, 2005),
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denen eine Funktion bei der Rekrutierung von PcG-RCs zugesprochen wird. Eine weitere
Komplexitdatsebene ergibt sich aus jlingeren Beobachtungen, dass auch kleine RNAs und
Komponenten der RNAi Maschinerie an der Rekrutierung von PcG Faktoren beteiligt sind
(Grimaud et al., 2005; Kim et al., 2006). Allerdings ist die Bedeutung aktiver Transkription und
des Zusammenspiels von PcG und dem RNAi Mechanismus bislang noch nicht gut verstanden.
Durch die Kombination von Hochdurchsatzverfahren mit Chromatin-Immunoprazipitation (ChIP)
wurden genomweit Bindestellen fiir verschiedene PcG Faktoren in Drosophila Zellkulturzellen
und Embryonen kartiert und bieten somit einen wertvollen Katalog zur Untersuchung der PcG-
PRE Interaktionen und der PcG Zielgene (Schwartz et al., 2006; Schuettengruber et al., 2009;
Enderle et al., 2011).

Um die Aktivitat von PREs zu beurteilen wird gewo6hnlich ein transgener Reporteransatz
angewendet, bei dem haufig die Augenpigmentierung als MalR der white-
Reportergenexpression quantifiziert wird (Ringrose und Paro, 2003, Fauvarque und Dura, 1993;
Chan et al, 1993; Kassis, 1994; Pirrotta und Rastelli, 1993; Gindhart und Kaufman, 1995; Zink
und Paro, 1995, Pirrotta, 1997). Die zufallige Integration dieser PRE-Reporterkonstrukte durch P-
Element vermittelte Keimbahntransformation birgt jedoch das Problem von Positionseffekten.
In jingerer Zeit wird deshalb die PhiC31-vermittelte Rekombination (Golic,1991) zur Integration
in eine definierte Position eingesetzt, so dass Positionseffekte im Vergleich mehrerer Transgene
konstant bleiben (Miller und Bienz, 1991; Poux et al, 1996; Pirrotta, 1997, Ringrose 2004).
Neben der Interaktion mit umliegenden Sequenzen in kurzer Entfernung wurden fir PREs auch
physikalische und genetische Interaktionen mit anderen PREs beschrieben, die weit enfernt
oder sogar auf anderen Chromosomen lokalisiert sein kdnnen (Vazquez et al., 1993, Cavalli
2009). In vielen Fallen zeigen transgene PREs auch das genetische Phanomen des Pairing
Sensitive Silencing (PSS), das durch die Interaktion zwischen den in Drosophila auch in
somatischen Zellen gepaart vorliegenden homologen Chromosomen auftritt (Kassis J.A 2002).
Hierbei zeigen zwei Kopien der transgenen PRE-white Konstrukte stdrkere Repression des
Reporters als nur eine Kopie, was sich in weniger stark pigmentierten Augen zeigt. Zusatzlich
lasst sich an diesen Transgenen die ektopische Rekrutierung von PcG Faktoren mittels

Immunofarbungen an Polytdinchromosomen oder durch ChIP-Experimente nachweisen. In
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Vertebraten ist die Sequenzspezifitdt der PcG Bindung noch schlechter verstanden als in der
Fliege, auch wenn kirzlich erstmals funktionelle PREs aus Saugern charakterisiert wurden (Sing

et al., 2009; Alfieri et al., 2013).

1.4 Polycomb Gruppen Proteine reprimieren Zielgene durch

Modifikationen des Chromatin

Genetische und molekulare Befunde wurden in Modellen der PcG-vermittelten Stummschaltung
zusammengefasst (Abbildung 1.2; Ubersichtsartikel: Ringrose und Paro, 2004; Schuettengruber
et al. 2007; Schwartz und Pirrotta 2008; Simon und Kingston 2009). Hiernach wirkt zunachst der
PRC2 auf eine bestimmte Chromatinregion. An der Rekrutierung und Bindung bestimmter PREs
ist wahrscheinlich der Pho-RC und weitere sequenzspezifische Chromatinproteine beteiligt. Die
E(z) Histon-Methyltransferase des PRC2 Komplex katalysiert die Trimethylierung des Lysinrestes
(K) 27 des Histonproteins H3 (H3K27me3). Diese repressive Markierung wird durch das
namensgebende Polycomb (Pc) Protein erkannt. Die Chromodomédne des Pc Proteins bindet
spezifisch H3K27me3 und rekrutiert somit wahrscheinlich die anderen PRC1 Faktoren in diese
Chromatinregion. Nach dem Looping-Modell erleichtern Konformationsdanderungen,
insbesondere die Ausbildung von Schleifen die H3K27-Methylierung gréBerer Regionen. Die
transiente Interaktion der Pc Chromodomadne mit H3K27me3 erleichtert und stabilisiert
vermutlich solche Schleifen (Czermin et al., 2002; Kahn et al, 2006; Schwartz et al, 2006). Die
weiteren Prozesse, die zum dauerhaften Stummschalten dieser Chromatinregionen fiihren, sind
noch nicht vollstandig verstanden, dirften aber auch H2AK119-Ubiquitinylierung und
moglicherweise auch nicht-kovalente Modifikationen wie die in vitro nachgewiesene Inhibiton

des Chromatin Remodeling durch Psc und Su(z)2 beinhalten.
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Abbildung 1.2. Funktionsmodell der PcG-vermittelten Repression (verdndert nach Schwartz und Pirrotta, 2008).
Polycomb Repressive Komplexe werden durch den Pho-RC und PcG-assoziierte Faktoren wie Gaga Faktor (GAF/Trl)
und Dorsal switch protein 1 (DSP1) an ein Polycomb Response Element (PRE) rekrutiert. Dort katalysieren sie
kovalente Histonmodifikationen, wie H3K27 Trimethylierung, die wiederum Bindungsstellen fiir andere PcG
Proteine/Komplexe bilden. Fur weitere Erkldrungen s. Text.

1.5 Posterior Sex Combs und Suppressor of zeste 2 sind essentielle

PcG Faktoren, die teilweise redundant wirken

Der Funktionsverlust von Psc in homozygot mutanten Tieren verursacht schwere
Entwicklungsdefekte, wie z.B. homdotische Transformationen und embryonale Letalitat
(Lohuizen et al., 1995). Allerdings kann in vielen Entwicklungsprozessen der Psc Funktionsverlust
durch ein anderes ebenfalls essentielles PcG Gen, Suppressor of zeste 2 (Su(z)2), kompensiert
werden. So zeigen beispielsweise weder Psc noch Su(z)2 einzelmutante homozygote Zellklone in
larvalen Imaginalscheiben erkennbare Defekte. Dahingegen werden in Psc/Su(z)2
doppelmutanten Zellklonen eine Vielzahl von Zielgenen dereguliert, die normalerweise durch
diese PcG Funktion in diesen Zellen stummgeschaltet sind (Classen et al., 2009; Beuchle et al.,
2001; Scheuermann, 2010). Der molekulare Mechanismus, der die partielle Redundanz erklart,

ist allerdings noch nicht gut verstanden.
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Abbildung 1.3. Schema der Drosophila PcG Proteine Suppressor of zeste 2 (Su(z)2) und Posterior Sex Combs (Psc)
sowie der Maus Faktoren Bmi-1 und Mel-18. Die Homology Region (HR) ist blau unterleget. rot- RING-Finger
Domane (RF), braun — CTR (C-Terminale Region), die auch als Similar amino acid content region (SAACR) bezeichnet
wird. Zahlenangaben in Aminosauren.

Die partielle funktionelle Redundanz spiegelt sich auch in der strukturellen Ahnlichkeit beider
Proteine wider (Abbildung 1.3). Die entsprechenden Gene finden sich benachbart auf dem
zweiten Chromosom und sind wahrscheinlich durch eine Genduplikation entstanden. Im amino-
terminalen Bereich beider Proteine ist eine etwa 200 Aminosauren umfassende homology
region (HR) lokalisiert, die groRe Sequenzidentitat (37%) aufweist (Brunk et al., 1991; Lohuizen
et al., 1995). Innerhalb dieser Region ist jeweils eine RING Domane und ein helix-turn-helix
(HTH) Motiv lokalisiert (vgl. Abbildung 1.4). Die RING Domane stellt ein modifiziertes Zinkfinger
Motiv der C3HC4-Familie dar und dient vermutlich ebenso wie HTH Motive der Protein-Protein-
Interaktion. Allerdings konnte bislang weder fiir Psc, Su(z)2 oder Bmi-1 Ubiquitin-Ligaseaktivitat
nachgewiesen werden. Fiir Bmi-1 konnte allerdings in vitro gezeigt werden, dass es die E3
Ubiquitinligase Aktivitat von RING2/RING1B um ein Vielfaches steigert (Cao et al., 2005). Die
weiter carboxyterminal gelegenen Sequenzen von Psc und Su(z)2, die mit 87% und 85% den
groflten Anteil dieser Proteine ausmachen, weisen keine direkte Sequenzdhnlichkeiten
zueinander auf. In beiden Proteinen zeigen diese Bereiche eine ungewdhnliche
Zusammensetzung an Aminosauren, mit einem U{berproportionalen Anteil an Prolinen und
Serinen und anderen Aminosduren, so dass sie als Similar Amino Acid Content Region (SAACR)
bezeichnet wurden (Brunk et al., 1991). Im Weiteren wird diese SAACR als Carboxy-Terminale
Region (CTR) bezeichnet. Uberraschenderweise zeigen die CTRs trotz der fehlenden

Sequenzahnlichkeit in vitro sehr ahnliche Funktion, wobei allerdings die molekularen
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Mechanismen noch unverstanden sind (s. unten). In Drosophila existiert ein weiteres Gen,
lethal(3)73Ah, was fir ein Protein mit konservierter HR kodiert (Irminger-Finger und Nothinger,
1998). Da die Expression von lethal(3)73Ah jedoch auf Fettkorperzellen und adulte Ovarien

beschrankt ist, wird es in dieser Studie nicht einbezogen.

1.6 Die Vertebraten Orthologe Bmi-1 und Mel-18 wirken bei der

Tumorgenese und Aufrechterhaltung von Stammzellpopulationen

Beide Vertebraten Orthologe Bmi-1 und Mel-18 (auch als PCGF2 bezeichnet) zeigen innerhalb
der HR Sequenzidentitat zu den Fliegen-Orthologen, die zwischen Psc und Bmi-1 mit 43 %
Identitat (Protein) sogar groRer ist, als zwischen Psc und Su(z)2 (37%). Obwohl die
carboxyterminalen Regionen der Saugerproteine wesentlich kiirzer sind als bei den
Fliegenproteinen, dhneln sie sich in Bezug auf den hohen Serin- und Prolinanteil (Brunk et al.
1991; van Lohuizen et al. 1991; Alkema et al. 1993; Ishida et al. 1993). Beide Vertebraten Gene
spielen bei der Regulation der Zellproliferation, Seneszenz und Tumorgenese eine Rolle und ihre
Expression wird flr einigen Tumorarten wie z.B. Brust- und Kolorektalkrebs als prognostischer
Marker eingesetzt (Ubersichtsartikel in Gil et al., 2005; Rajasekhar und Begemann, 2009).
Dariber hinaus wirkt Bmi-1 als wichtiger Faktor bei der Selbsterneuerung von
Hamatopoetischen-, Neuralen- und Mammastammzellen, die entsprechend in
Funktionsverlustmutationen dieser Gene nicht aufrechterhalten werden koénnen (als
Ubersichtsartikel: Sparmann und van Lohuizen 2006; Grinstein und Wernet, 2007; Sangiorgi und

Capecchi 2008; Pietersen und van Lohuizen 2008).

Wahrend Bmi-1 als Onkogen wirkt, besitzt Mel-18 die Aktivitdt eines Tumorsuppressors
(Zhang et al., 2010). Bmi-1 reprimiert die beiden Tumorsuppressoren p16"<4@ und ARF, die von
einem einzigen genomischen Lokus exprimiert werden. Mutationen in p16™4 und ARF
beeinflussen die Funktion der Retinoblastoma und p53 Proteine und tragen somit zu Defekten
der Zellzykluskontrolle, Selbsterneuerung von Stammzellen, Tumorgenese und Seneszenz bei
(als Ubersichtsartikel s. Grinstein und Wernet, 2007). Auch wenn die Funktion von Mel-18 noch
kritisch diskutiert wird und moéglicherweise auch abhangig von dem jeweils untersuchten Zelltyp

sein konnte, wurde experimentell gezeigt, dass sich die unterschiedlichen Effekte von Bmi-1 und
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Mel-18 zumindest z.T. daraus erklaren lassen, dass Mel-18 die Expression von Bmi-1 negativ
reguliert (Guo et al., 2007; Wiederschain et al., 2007; Lee et al. 2008). Somit bietet diese

regulatorische Beziehung ein Beispiel fiir die Autoregulation von PcG Gene.

Interessanterweise zeigen auch in der Fliege Psc/Su(z)2-doppelmutante Zellklone in
Imaginalscheiben stark erhohte Proliferationsraten, was zu tumorartigen Wachstum fiihrt,
wobei allerdings die Effektorgene noch nicht identifiziert sind (Oktaba et al. 2008, Classen et al.
2009; A. Klebes, unveroffentlicht). Auch in Drosophila Follikelstammzellen fihrt der Psc/Su(z)2
Funktionsverlust zu tumorartigen Wachstum, wobei diese Zellen ebenso wie metastatische
Tumorzellen den Gewebeverband verlassen und an ektopischen Stellen proliferieren (Li et al.,

2010).

In bislang unveroffentlichten Studien haben wir kirzlich Anhaltspunkte dafiir gefunden,
dass auch die Expression von Psc und Su(z)2 durch PcG Faktoren reguliert wird, was auch durch
die Charakterisierung von PREs in der Psc und Su(z)2 genomischen Region nahegelegt wird (Park
et al., 2012). Eine weitere Ubereinstimmung in der Funktionsweise des Fliegenpaars Psc/Su(z)2
mit dem Vertebratenpaar Bmi-1/Mel-18 bietet die partielle funktionelle Redundaz. Genomweite
Untersuchungen der Bmi-1 und Mel-18 genomischen Bindestellen zeigt weitgehende
Uberlappungen, so dass vermutet werden kann, dass beide Faktoren bei der Regulation vieler
Zielgene redundant wirken. Hierzu passt auch die Beobachtung, dass beide Proteine in
biochemischen Analysen in nahezu identischen Multi-Proteinkomplexen detektiert wurden

(Wiederschain et al., 2007).

Zusammen weisen diese Befunde darauf hin, dass einige Aspekte der Wirkweise dieser
PcG Proteine in Drosophila und Vertebraten konserviert sind. Die Expression von transgenen
Bmi-1 in Drosophila zeigt spezifische Lokalisation in diskreten Banden auf Polytanchromosomen
(Sharp et al., 1997, diese Arbeit). Dementsprechend wurden z.B. die Bereiche, mit denen Bmi-1
mit anderen Vertebraten PRC-1 Komponenten interagiert auf die HR eingegrenzt (Hemmenway
et al., 1998), was auch fur Psc zutrifft (Abbildung 1.3., s. unten, Kyba und Brock, 1998; King et
al., 2005). Es stellt sich dartber hinaus die Frage, ob auRerhalb der HR funktionelle Bereiche
ebenfalls konserviert sind, auch wenn aufler der ungewdhnlichen Aminosdaurenkomposition

keine direkten Ubereinstimmungen der Primirsequenzen der CTRs zu finden sind. Obwohl
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bislang keine Bmi-1 mutanten Allele mit carboxyterminalen Deletionen beschrieben wurden,
weist die Analyse von Deletionskonstrukten auf wichtige Funktionen innerhalb diese Bereiches

hin (Yadav et al., 2010).

1.7 Die HR von Psc und Su(z)2 bindet an Chromatin und die CTRs

vermitteln nicht-kovalente Chromatinmodifikationen in vitro

Der genaue Wirkmechanismus von Psc und Su(z)2 ist bis heute weitgehend
unverstanden. Fur die Drosophila Protein und Sauger Bmi-1 konnte gezeigt werden, dass die HR
fir die Chromatinlokalisation notwendig ist (Sharp et al., 1997). Innerhalb der HR konnten
neben den Sequenzmotiven des RING-Fingers und einem putativen Helix-Turn-Helix-Motiv
(HTH) fir Psc experimentell eine Region eingeengt werden (Aminosduren (AS) 0-378), die
notwendig fir die Chromatinbindung und Assoziation mit dem PRC-1 Kernkomplex ist
(Polycomb core complex, PCC; Abbildung 1.4) (diese Arbeit, Sharp et al., 1997; King et al., 2005).
In in vitro Studien interagiert der Bereich von AS 336-473, der das putative HTH-Motiv enthalt,
sowohl mit dem Ph Protein als auch mit dem Pc Protein, das zusatzlich, wenn auch schwacher,
mit dem RING Finger (AS 250-335) interagieren kann (Kyba und Brock, 1998). Innerhalb der HR,
carboxyterminal zu den RING-Finger Motiven wurde aufgrund von Sequenzahnlichkeiten eine
sogenannte RAWUL (Ring-finger And WD40 associated Ubiquitin-Like) Domane beschrieben.
(Sanchez-Pulido et al., 2008). Hierbei handelt es sich um ein Motiv mit Ahnlichkeiten zu
Ubiquitin, dass zum einen in RING-Domanen Proteinen, wie Bmi-1, Mel-18, Su(z)2 und Psc
vorkommt und zum anderen in WD40-Domanen Proteinen der p80-Familie sowie in Ubiquitin-
dhnlichen Proteinen (Ubg-like, z.B. SUMO, NEDDS8, etc.) gefunden wird. Aufgrund von
Sequenzunterschieden zu charakterisierten Ubiquitinylierungsproteinen wird jedoch
angenommen, dass die RAWUL Domane selber nicht zur Modifikation Ubiquitin-dhnlicher

Proteine beitragt.

Durch Analysen verschiedener Deletionskonstrukte, die zumeist in vitro, aber in einigen
Fallen auch in vivo durchgefihrt wurden, konnte gezeigt werden, dass neben der HR auch die
CTR fir die Psc Funktion wichtig ist (King et al., 2005). Diese Untersuchungen decken zusétzlich

zu dem Beitrag zur kovalenten Chromatinmodifikation als Kofaktor der E3-Ubiquitinligase (Bmi-



21

1, s. oben) auch nicht-kovalente Chromatinmodifikationen auf. So wirken die CTRs in vitro als
Inhibitoren der Transkription und des Chromatin Remodeling (ICR) (Francis et al., 2004; Lo et al.,
2009, Beh et al., 2012). Das Verschieben oder Herauslosen von Nukleosomen wie es unter ATP-
Hydrolyse beim Chromatin Remodeling passiert, ist fiir die aktive Transkription essentiell. Somit
bietet die Inhibition dieses Prozesses eine attraktive Erklarung fiir die Psc- und Su(z)2-
vermittelte Stummschaltung ihrer Zielgene (Shao et al., 1999). Diese Funktion ist in der CTR
lokalisiert, da dieser Abschnitt beider Proteine in vitro jeweils ausreichend hierfiir ist. Ferner
konnte in der Psc CTR zunachst ein Bereich zwischen den Aminosaduren 456 und 909 eingeengt
werden, der fiir diese in vitro Funktionen notwendig ist (Wu und Howe, 1995; King et al., 2005;
Beh et al., 2012). Dieser Bereich wurde spater auf die Aminosauren 760 bis 872 begrenzt, die fir
die ICR Aktivitat essentiell sind (Francis et al., 2004). Demnach sind diese in vitro Aktivitaten
unabhangig von der Assoziation beider Proteine mit anderen PcG Faktoren, wie sie durch die HR

vermittelt werden (Francis et al., 2004; Lo et al., 2009).

aE—
RF HTH 3xNLS
4579 206-227 496517
Su(z)2  (— I
138-228
RAWUL
RF HTH NLS
263-301 336 - 473 652-655
Psc |
1 258 466 1603
1 378 372-465
pcc 250 335 RAWL,’;L% in vitro Funktionen 900
2823 .
PC
336 473 760 872
PC & PH —ICR

Abbildung 1.4. Funktionell oder aufgrund von Sequenzvergleichen identifizierte Bereiche der Su(z)2
und Psc Proteine. Zahlenangaben in Aminosduren. HR — Homology Region; CTR — Carboxy-Terminale
Region; SAACR — Similar Amino Acid Content Region; RF RING-Finger, HTH Helix-Turn-Helix; NLS — Nuclear
Localisation Signal; RAWUL - Ring-finger And WD40 associated Ubiquitin-Like; Flir Psc ermittelt: PCC —
Polycomb Core Complex (PRC-1 Bindung); PC — Polycomb Bindung; PC und PH - Polycomb und
Polyhomeotic Bindung; in vitro Funktionen — Chromatin Komparktierung, Inhibition der Transkription
und des Chromatin Remodeling, Multimerisierung, nicht-sequenzisfische DNA-Bindung; ICR- Inhibition
des Chromatin Remodeling. Die Su(z)2-CTR zeigt dhnliche in vitro Funktionen. Fir weitere Erlduterungen
s. Text.
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Durch in vitro Studien wird ferner nahegelegt, dass Psc und Su(z)2 multimerisieren kdnnen und
dass diese Fahigkeit zur Brickenbildung zwischen Nukleosomen und somit zur
Chromatinkompaktierung beitragen kann (Lo et al., 2012). Die Multimerisierung korrespondiert
auch gut mit dem genetischen Phdanomen der intragenischen Komplementation (Wu und Howe,
1995). Hierbei zeigen zwei unterschiedliche mutante Allele von Psc, die in die HR kartieren, bzw.
eine carboxyterminale Deletion ab Aminosdaure 910 verursachen, in transheterozygoten Tieren
volle Vitalitat. Jedes dieser Allele verursacht jedoch Letalitdt, wenn es mit einer Defizienz
kombiniert wird. Die Beobachtung, dass mehrere Funktionen innerhalb des Psc Proteins
voneinander getrennt werden kdnnen, die sich in vivo auf verschiedenen Molekilen wieder
miteinander kombinieren lassen, kann gut durch Di- oder Multimerisierung von Psc erklart

werden.

Eine weitere Eigenschaft von Psc und Su(z)2 Deletionskonstrukten, die ebenfalls nur
durch in vivo Ansatze aufgedeckt werden konnten und die die Bedeutung der CTR weiter
untermauert, ist die dominant-negative Aktivitat einiger transgener Konstrukte, denen jeweils

der Uberwiegende Anteil der CTR fehlt (diese Arbeit, King et al., 2005).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die aminoterminale Region, die die HR
einschliel’t, fur die spezifische Lokalisation von transgenen Psc, Su(z)2 und Bmi-1 an Drosophila
Polytanchromosomen, bzw. an das Chromatin notwendig und ausreichend ist und die Bindung
an andere Komponenten des PRC-1 vermittelt (Sharp et al., 1997; Kyba und Brock, 1998; King et
al., 2005). Die CTR beider Proteine ist fiir die in vivo Funktion notwendig und nicht-kovalente
Chromatinmodifikationen (Bindung, Multimerisierung) werden durch die CTRs vermittelt. Diese
in vitro Funktionen der CTR lassen sich als die Fahigkeit messen, Chromatin zu kompaktieren

sowie Transkription und Chromatin Remodeling zu inhibieren.

1.8 Mogliche Grundlagen der CTR Funktion

Die Tatsache, dass in vitro die CTRs von Psc und Su(z)2 nahezu identisch wirken, steht im

Widerspruch zu der geringen Ahnlichkeit der Aminosduresequenzen. Schon bei der Klonierung
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von Psc und Su(z)2 wurde erkannt, dass sich die CTRs beider Proteine in Bezug auf die
Zusammensetzung der Aminosduren im Vergleich zu den meisten anderen Proteinen
unterscheidet, was zur Benennung als SAACR gefiihrt hat (Brunk et al., 1991; Van Lohuizen et
al., 1991). Bereits in diesen frithen Publikationen wurde diskutiert, dass eine gewisse Ahnlichkeit
der CTRs in Bezug auf deren Sekundarstrukturen besteht. So wurden vergleichbare Verhaltnisse
unterschiedlicher Strukturmerkmale wie a-Helices, R-Faltblattstrukturen, Haarnadelkehren und
zuféllige Knadulformationen (random coil) vorhergesagt. Jlingere Arbeiten schlagen vor, dass die
CTRs groRtenteils intrinsisch ungeordnet sind (intrinsincly disordered), d.h. keine Domadnen oder
native Sekundar- oder Tertidrstruktur aufweisen (Lo et al., 2009). Fiir diese Annahme spricht,
dass genau die Aminosduren, die zur intrinsischen Ordnung beitragen (Cystein und aromatische
Reste) unterreprasentiert und solche, die die Ordnung brechen (Prolin und Serin)

Uberreprasentiert sind.

Zwar zeigt diese Betrachtung eine gewisse Ahnlichkeit der CTRs von Psc und Su(z)2 auf,
allerdings wird hierdurch der Wirkmechanismus noch nicht verstandlich. Einen maoglichen
Anhaltspunkt hierzu bietet die Analyse von Beh und Kollegen, die nach Konzeption dieser Arbeit
und Herstellung der transgenen Fliegenlinien veroffentlicht wurde (Beh et al., 2012). Der
Vergleich verschiedener Psc-CTRs aus 17 Metazoen, die sowohl Arthropoden als auch Chordaten
einschlieen, zeigte, dass die Anhdaufung mehrerer Bereiche positiver Ladung wichtig fiir die
getesteten in vitro Funktionen (Chromatinbindung, ICR) ist. CTRs, bei denen die positiv
geladenen Bereiche durch Abschnitte negativ geladener Aminosdurereste unterbrochen
werden, zeigten geringe Aktivitdat. Die Aktivitdt konnte jedoch deutlich gesteigert werden,
indem durch Umverteilung zusammenhangende Bereiche positiver Ladung bei gleichbleibender
Gesamtladung geschaffen wurden. Dieser Befund und die Charakterisierung analoger Proteine
in Vertebraten und Pflanzen, die dhnliche Ladungsverteilung und in vitro Funktion zeigen (s.
Diskussion) ldsst vermuten, dass weder Proteindomanen, noch Strukturmerkmale, sondern
vielmehr eine Haufung ununterbrochener positiver Ladungen die Voraussetzung fiir die Aktivitat
darstellt. Konsistent mit dieser Annahme ist auch die Beobachtung, dass innerhalb der Psc-CTR

der Bereich zwischen Aminosauren 456 und 909, der als funktionell bedeutsam charakterisiert
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wurde, sich durch eine besondere Anhaufung positiver Ladungen auszeichnet (Beh et al., 2012;

Abbildung 4.1).

1.9 Ziele dieser Arbeit

Der molekulare Mechanismus der epigenetischen Stummschaltung durch PcG Faktoren ist noch
nicht vollstandig verstanden. Psc und das funktionell und strukturell verwandte Su(z)2 Protein
nehmen in diesem Prozess im Kontext der PRC-1 und/oder dRAF Komplexe Schlisselstellungen
ein. Beide Proteine zeigen in vitro nahezu identische Funktionen und sind jeweils allein befahigt,
Chromatin zu kompaktieren, die Transkription zu inhibieren und das Chromatin Remodeling zu
verhindern. Insgesamt ergibt sich aus den vorliegenden Daten, dass die amino-terminale HR fir
die spezifische Chromatinbindung, wahrscheinlich durch Assoziation mit anderen PcG Faktoren
der jeweiligen Komplexe, notwendig ist. Die carboxyterminal zur HR gelegenen Bereiche der CTR
vermitteln andere Funktionen, die moglicherweise die Fahigkeit zur Multimerisierung und die
oben genannten in vitro Funktionen beinhalten. Um ein tiefergehendes Verstindnis der
Funktion zu erlangen, soll in dieser Arbeit eine Untersuchung des Su(z)2 Funktionsverlustes
sowie eine detaillierte in vivo Struktur-Funktionsanalyse durchgefiihrt werden. Durch diese

Analysen sollen folgende Fragen systematisch untersucht werden:

i. Wie duBert sich der Su(z)2 Funktionsverlust?

ii. Welche Bereiche der Psc und Su(z)2 Proteine sind fiir die Funktionen notwendig?
iii. Was ist die jeweilige Funktion dieser Bereiche?
iv. Welche dieser Funktionen sind im menschlichen Homolog Bmi-1 konserviert?

Hierzu werden Transgene der wildtypischen Sequenzen und mutante Formen (Deletionen) der
beiden Fliegenproteine Psc und Su(z)2 sowie des Saugerproteins Bmi-1 hergestellt, in Fliegen
eingebracht und mittels des UAS/Gal4-Systems in verschiedenen Zelltypen und
Entwicklungsstadien zur Expression gebracht. Aus dem Vergleich der Effekte soll auf die

Funktionen verschiedener Proteinabschnitte geschlossen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Genetische Methoden

2.1.1 Aufzucht und Haltung der Fliegen

Die Haltung von Drosophila melanogaster erfolgte auf Standardmedium
(www.flybase.org), dem 250l Nipagin und 1,8ml Propionsadure zur Vermeidung von
Schimmelbildung und Bakterienwachstum zugefiigt wurden. Die Fliegen wurden bei 25°C
bzw. 18°C gehalten. Zum Sammeln der Embryonen fir die Chromatin-

Immunoprazipitation wurden Fliegen in einem Flugkafig bei 25°C gehalten.

Standardmedium (1 L): 70 g Maismehl

60 ml Zuckerriibensirup

3,5 g Agar-Agar

10 g Bierhefe

710 ml Wasser
Traubensaftagar (1 L): 600 ml Traubensaft

400 ml Wasser

40 g Agar-Agar

16 g Saccharose

2.1.2 Fliegenstdmme

Die Tabelle 1 gibt eine Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Fliegenstimme.

Tab. 2.1: Ubersicht {iber die verwendeten Fliegenstimme.

Stamm Genotyp Chromosom(en) | Referenz

wiiis white 1 -

IF/Cyo;MKRS/TM6,Th y,w;IF/Cyo;MKRS/TM®6b,Th 2,3 Via A.Bachmann

FRT 42D Su(z)2**8/CyO | y'w* P{neoFRT}42D Df(2R) 1,2 Bloomington
Su(z)2**/SM6b, P{eve-lacZ8.0}SB1 #24467

FRT42D Su(z)2**7/Cy0 | w ;{neoFRT}42D, Su(z)2**7/CyO 1,2 A. Klebes

FRT42D, Psc*%?°/CyO {neoFRT}42D, Psc*%°/CyO 2 A. Klebes

flp-outGAL4 y,W,FLP1.22;P[abx/Ubx<FRT f X G.Schubiger
+FRT>GAL4lacZ]
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C765-GAL4 y,w;P(C765-GAL4,w) G.Schubiger
vgBE-GAL4 w;vgBE-GAL4;vgBE-GAL4 G.Schubiger
GMR-GAL4 y,W;P(GMR-GAL4,w) G.Schubiger
en-GAL4 y,w;P(en-GAL4,w) T.Kornberg
da-GAL4 y, w; P(da-GAL4, w) , B. Giebel, A. Wodarz
ptc-GAL4 y,w;P(ptc-GAL4,w) T.Kornberg
231.1-GAL4 y,w;P(231.1-GAL4,w) Labor eigen stock
ey-GAL4 y,w;P(ey-GAL4) G.Schubiger
UAS-GFP y,w;P(UAS-GFP) G.Schubiger
R7-lacz w; Is(3)H214 #3 P{w+;lac-Z2}/TM3 T.Kornberg

UAS HA-Su(z)2 y,w1118; P{UAS-HA-Su(z)2,w} K.Herms , H.Baaj

UAS-Su(z)2-GFP y,w1118;P{UAS-Su(z)2-GFP,w} K.Herms , H.Baaj

UAS-Psc-FL-Myc /cyo y,w18: P{UAS-Psc-FL-Myc/Cyo,w} H.Baaj, D.lbrahim

UAS-Psc-N1-Myc -7M y, w18 +/+ ; P{UAS-Psc-N1-Myc,w} H.Baaj, D.lbrahim

UAS-Psc-N2-Myc-L2 y, w18 P{UAS-Psc-N2-Myc,w} H.Baaj, D.lbrahim

UAS-Psc-C-Myc -9M y, w18 P{UAS-Psc-C-Myc,w} H. Baaj

UAS-Su(z)2-FL-Myc-12 | y,w™*8; P{UAS-Su(z)2-FL-Myc,w} H.Baaj, D.lbrahim

UAS-Su(z)2-N1-Myc-36 | y,w8 P{UAS-Su(z)2-N1-Myc,w} H.Baaj, D.lbrahim

UAS-Su(z)2-N2-Myc-7M | y, w8 P{UAS-Su(z)2-N2-Myc,w} H.Baaj, D.lbrahim

UAS-Su(z)2-C-Myc-IM | y,w'*8 P{UAS-Su(z)2-C-Myc, w} H.Baaj, D.lbrahim

UAS-Su(z)2-HG-Myc-5F | y,w'*8; +/+ ; P{UAS-Su(z)2-HG-Myc,w} H.Baaj, D.lbrahim

RINWIWIERININININDINIWININDININDINIWININIRINDNINIWIN

UAS-Bmi-1-FL-Myc-9F y, w8 + + - P{lUAS-Bmi-1-FL-Myc,w} H. Baaj
UAS-Bmi-1-N-Myc-6M | y, w8 P{UAS-Bmi-1-N-Myc,w} H. Baaj
UAS-Bmi-1-C-Myc-4M y,P{UAS-Bmi-1-C-Myc,w}; +,+;+,+ H. Baaj

2.1.3 Ektopische Uberexpression mittels des GAL4/UAS-System

Das aus der Hefe stammende GAL4/UAS-System (Brand und Perrimon, 1993) wurde eingesetzt,
um bestimmte Gene rdaumlich und zeitlich kontrolliert zu exprimieren. Dabei wird im
sogenannten ,Aktivator-Stamm® (Treiberlinie) der GAL4-Transkriptionsfaktor unter der
Kontrolle eines spezifischen Promotors exprimiert. Aufgrund fehlender Bindungsstellen bleibt
das GAL4-Protein in diesen Fliegenstimmen jedoch ohne Wirkung. So genannte , Effektor-
Stamme*“ tragen ihrerseits Zielgene, deren Expression durch GAL4-Bindungsstellen (Upstream
Activation Sequence = UAS) kontrolliert wird. Durch Kreuzung der beiden Stamme werden die
GAL4-Transkriptionsfaktoren und deren UAS-Bindestellen zusammengebracht und die Zielgene
in der folgenden Generation, in Abhangigkeit von der zeitlichen und rdaumlichen Aktivitat des
GAL4-kontrollierenden Promotors, exprimiert. Im Rahmen dieser Studie diente dieses System
zum einen der Untersuchung von Gain-of-Function (GOF)-Phanotypen sowie zur Detektion des

Fusionsproteins in Geweben dritter Larven von Drosophila melanogaster. Zum anderen sollte
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der Effekt von GAL4-aktivierten transgenen Konstrukten untersucht werden. Abhangig von der
jeweiligen Fragestellung wurden bei den einzelnen Versuchen unterschiedliche Treiberlinien

verwendet.

Zudem diente das System der Aktivierung verschiedener Gene in Zellklonen von Drosophila-
Imaginalscheiben. Unter Verwendung der flip-out-Technik (Struhl und Basler, 1993) wurde dabei
Hitzeschock-abhangig Rekombination induziert und so die Expression des GAL4-Proteins in

einzelnen Zellen aktiviert.

2.1.4 Die Nagellack-Abdruck Technik

Eine haufig genutzte Methode zur Analyse der Augenmorphologie ist die
Rasterelektronenmikroskopie (SEM). Jedoch steht oft das dafiir notwendige Equipment nicht
zur Verfugung. In dieser Arbeit wurde aus diesem Grund eine neue, einfache und ginstige
Methode zur Analyse der Augen von Drosophila genutzt, die Nagellack-Abdruck Technik. Mit
Hilfe dieser Methode kann die Oberflache von den Augen adulter Fliegen lichtmikroskopisch in
einer ahnlich guten Qualitdt wie beim SEM dokumentiert werden. Zur Herstellung der Praparate
wird eine Fliege mittels Skalpell dekapitiert und mit Hilfe einer Pinzette in einen Tropfen
transparenten Nagellack getaucht. Danach ldasst man den Nagellack bei RT fir ca. 5 min
ausharten und anschlieBend wird der Abdruck vorsichtig mit einer Seziernadel von den Augen
abgezogen. Der nun erhaltene Abdruck stellt eine genaue Kopie der Augenoberflache dar und
kann direkt unter einem Lichtmikroskop dokumentiert werden. Augenmerk lag bei dieser
Methode vorallem auf die Anordnung der Ommatidien des Facettenauges, findet aber auch

haufig Anwendung in der Analyse von Kutikula-Strukturen.

2.1.5 Herstellung transgener Drosophila-Linien

DNA-Fragmente, die als flankierende Sequenzen P-Element-Wiederholungen enthalten, kénnen
mittels einer Transposase in das Genom von D.melanogaster integrieren (Rubin und Spradling,
1982). Der Transformationsvektor wird dabei zusammen mit einem so genannten Helferplasmid

(pA2-3) in die Keimbahn von D.melanogaster Embryonen injiziert (hier w?8), der eine Mutation
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fir den entsprechenden Selektionsmarker (white) des Transformationsvektors tragt. Das
Helferplasmid stellt dabei das fiir die Insertion des P-Elements in die Keimbahnzellen
notwendige Transposase-Protein zur Verfligung. Die Uberlebenden Nachkommen werden mit
dem fir die Injektion verwendeten Stamm riickgekreuzt. Fliegen der Folgegeneration (F1)

wurden auf white-Expression (rote bzw. orange Augen) selektiert.

Die Herstellung transgener Drosophila-Linien erfolgte nach (Spradling, Rubin, 1982) und (Horn,
Wimmer, 2000) und teilweise bei Best Gene Inc, Chino Hills, CA 91709/U.S.A.

2.1.6 Lokalisation des P-Elements auf den polytanen Chromosomen via
Balancer-Kreuzungen
Zur Generierung homozygoter transgener Fliegenstimme unter gleichzeitiger Bestimmung des
Transgen-tragenden Chromosoms wurden fir jede >Myc>attP-Linie Kreuzungen mit Balancer-
Linien vorgenommen. Dazu wurden zuerst Mannchen der transgenen Linien (Rot pigmentierte
Augen) mit Jungfrauen der Linie w!!?® (white) gekreuzt. Diese Kreuzung diente als Test auf
eventuelle Lokalisation des Transgens auf dem X-Chromosom. Weisen 100% der Weibchen in
der F1-Generation rot pigmentierte Augen auf, befindet sich das Transgen auf dem X-
Chromosom. Wenn sowohl Weibchen als auch Mannchen der Fl-Generation rote Augen
aufwiesen, wurde mittels des vier Marker Stamms w7;IF/Cyo;MKRs/TM6 auf transgene

Lokalisation auf dem 2. und 3. Chromosom getestet.

2.1.7 Herstellung von Quetschpraparaten far Immunfarbung von
Polytdnchromosomen

Fir die Herstellung von Quetschpraparaten wurden Larven des 3. Stadiums verwendet. Der

Larve wurde dazu in einem Tropfen Praparierlosung (20 pl) mittels zweier Pinzetten der Kopfteil

abgetrennt, die Speicheldriisen vorsichtig herausprdpariert und diese von anhaftendem

Fettgewebe so gut wie moglich befreit. AnschlieBend wurden die Driisen fiir 30 sec in einem

Tropfen (13 pl) Quetschlosung gespiilt und fir 4-5 min in einem weiteren auf einem Deckglas

(18 x 18 mm) befindlichem Tropfen Quetschlosung belassen. Dieses wurde mit einem
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Objekttrager aufgenommen und vorsichtig durch leichtes Klopfen in alle vier Richtungen
geglitten. Mit einer Pinzette wurde vorsichtig auf alle vier Ecken des Deckglases geklopft und
dieses danach abermals Uber den Objekttrager geglitten. Sowohl das Gleiten als auch das
vorsichtige Klopfen mit der Pinzette diente zum Aufbrechen des Driisengewebes. Mit der Faust
wurde vorsichtig liber das zuvor mit einem Papiertuch bedeckte Praparat gerollt und somit die
Chromosomenarme ausgebreitet. Nach einer Qualitatsprifung auf zufriedenstellende
Ausbreitung der Chromosomenarme mittels Mikroskop wurden die Prdparate in fliissigem
Stickstoff eingefroren und nach Absprengen des Deckglases mittels einer Rasierklinge in 96

%igem Ethanol bei 4 °C gelagert. So konnten die Praparate fiir ca. 1 Woche aufbewahrt werden.

Praparierlosung: 1x Puffer A/ 10%iger Triton X-100
Quetschlésung: 45 %iger Essigsaure
10x Puffer A: 150 mM Tris HCI (pH 7,4)

600 mM KCl

150 mM Spermidin

1,5 mM Spermin

2.1.8 Erzeugung von Zellklonen mittels Flippase-vermittelter mitotischer
Rekombination

Fiir die Erzeugung homozygoter Zellklone in heterozygoten Tieren wurde die Flippase-FRT
Technik zur Induktion mitotischer Rekombination verwendet (Golic 1991, Beuchle et al
2001). Das FLP-Gen kodiert fir eine sequenz-spezifische Rekombinase, die zwischen zwei
»Flipase Recognition Target” (FRT) Sequenzen eine Rekombination katalysiert (Golic et al.
1989). Zur Induktion mitotischer Rekombination wird das FLP-Gen unter die Kontrolle des
Drosophila Hitzeschock-Promotors (hsp70) gestellt (hs-flp). Liegen auf den homologen
Chromosomen FRT-Sequenzen in der gleichen Orientierung vor, kdnnen mittels eines
Hitzeschocks die distal zu den FRT-Sequenzen liegenden Chromosomenarme rekombiniert
(Golic, 1991) und so Zellklone erstellt werden. Die Tochterzellen sind somit homozygot fiir
ein Allel in einem ansonsten heterozygoten Organismus. Zum Erstellen solcher Zellklone
flr Su(z)2 und Psc wurden Mannchen, bei denen sowohl eine FRT-Sequenz als auch das
entsprechende Su(z)2 bzw. Psc-Allel vorlag (Tab. 2.1), mit Weibchen gekreuzt, welche eine

FRT-Sequenz sowie distal dazu ein unter der Kontrolle des Ubiquitin-Promotors stehendes
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GFP-Reportergen trugen. Zusatzlich befand sich bei den Weibchen auf dem X-Chromosom
das fur die Rekombination notwendige Flipase Enzym unter der Kontrolle eines

Hitzeschock Promoters (hs-flp) (Tab.2.1).

Die Fliegen wurden fir mehrstiindige Ablagen bei 25°C gehalten. Larven der F1-
Generation wurden 24-90 Std. nach Eiablage einem 60-minitigen Hitzeschock bei 37°C
ausgesetzt, um dadurch mitotische Rekombination zu induzieren. Anschliefend wurden
die Larven mindestens 36 Std. bei 25°C gehalten. Imaginalscheiben der Larven im 3.

Stadium wurden prapariert und fir immunohistochemische Analysen weiterverwendet.

2.1.9 Nachweis der R-Galactosidase-Aktivitat in Drosophila-Imaginalscheiben

Imaginalscheiben wurden in PBS prdpariert und fiir 30 Min. in 4%igem Glutaraldehyd bei RT
fixiert. Nach einigen Waschschritten in PBT wurden die Scheiben in X-Gal Farbepuffer Gberfihrt.
Die X-Gal-Losung wurde in einem Verhaltnis von 1:40 zugegeben. Zum Abstoppen der
Farbreaktion wurden die Imaginalscheiben mehrfach mit PBT gewaschen. Zum Einbetten wird
das Gewebe zuidchst in 50%igem Glycerin (Glycerin:PBS) &quilibriert und anschliefend in

100%igem Glycerin feinprapariert und auf Objekttragern eingebettet.

Tab. 2.2: Zusammensetzung des X-Gal-Farbepuffers und X-Gal.
X-Gal Farbepuffer Menge

Farbepuffer ohne X-Gal 0.876g NaCl

0.020g MgCl x 6H,0

0.131g Ka(Fe(CN)s)

0.102g Kg(Fe(CN)e

in 100ml 10mM NaH;PO4 xH,0 (pH7.4) und
100ul Triton X-100

X-Gal 100mg X-Gal in 1.25ml Dimethylformamid

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Standardmethoden
Molekularbiologische Standardmethoden (Min-/Midi-Prep, Gelextraktion u.s.w.) erfolgten nach

Sambrook et al., 1989.
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2.2.2 Klonierung einer Psc cDNA

Firr die Konstruktion der verschiedenen Psc-Myc-Konstrukte wurde zunachst die Psc-Sequenz in
vier Fragmente (A,B,C und D) mittels PCR aus genomischer DNA amplifiziert (Abbildung 2.1) und
in den pGEM-T-Easy-Vektor subkloniert (Primer siehe Tab.2.1). AnschlieBend wurden die
einzelnen Fragmente unter Verwendung der durch die PCR-Primer eingefiihrten
Restriktionsschnittstellen zu einer Psc-Gesamtsequenz (A/B/C/D) in pGEM-T-Easy subkloniert.
Diese Psc cDNA diente als PCR-Template fir die Amplifikation der unterschiedlichen Psc-

Fragmente, die in pUAST umkloniert (EcoRI, Xhol) wurden.

1 Psc-FL Fragment 6014 pb
Psc-A-EcoRI-F Psc-B-Kpn-F Psc-B-BamHI-F Psc-D-Hincll-F
—N\ N — —N\
N N N N
Psc-A-Kpn-R Psc-B-BamHI-R Psc-C-Hincll-R Psc-C-EcoRI-R

Fragment A = 1178 bp kloniert durch EcoRI & Kpnl
Fragment B = 947 bp kloniert durch Kpnl & BamHI
Fragment C = 1403bp kloniert durch BamHI & Hincll
Fragment D = 1433bp kloniert durch Hincll & EcoRI

Abbildung 2.1: Darstellung der einzelnen Psc cDNA Subfragmente und verwendete Primern (s.
Tab.2.1). Die Zahlenangaben bezeichnen die jeweiligen GréRen in Basenpaaren (bp). Fir weitere
Erklarungen s. Text.

2.2.3 Segquenzspezifische Mutagenese

Die flr die Mutagenese vorgesehenen Su(z)2-Konstrukte wurden zuerst in den pGEM-T-Easy
Vektor subkloniert. Die sequenzspezifische Mutagenese wurde mittels dem ,FlipFlop Site-
Directed Mutagenesis Kit“ nach Angaben des Herstellers (Bioline) durchgefiihrt. Die
genutzten Primer sind in der Tabelle 4.2. aufgelistet. Mittels Kpn1-Restriktionsverdau wurde
auf erfolgreiche Mutagenese getestet. AnschlieBend wurde das Su(z)2-Insert Uber
EcoRl/Xhol in den pPUAST Vektor kloniert, welcher nach Transformation in E.coli CH3blue

amplifiziert und sequenziert wurde.

2.2.4 Verwendete Plasmide und Oligonukleotide

Die folgenden Tabellen zeigen eine Ubersicht iiber die verwendeten Plasmide und Oligo-



nukleotide. Alle Oligonukleotide wurden von der TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin

Tab.2.3: Verwendete Plasmide

Name GrofRe (bp) Referenz
pGEM-T-Easy 3015 Promega GmbH,Mannheim
pUAST 9050 Brand und Kafatos (1993)

Tab.2.4: Verwendete Oligonukleotide

Nr. | Name Sequenz (5°-37)

1 Bmi-1-sens -Xho GAAATACAGAGTTCGGCCACTCGAAAAAAG

2 Bmi-1-rev-Xho TTGTCTGAGACCAGATGAAGTTGCTG

3 Bmi-1-ATG-sens GCGGCATGCATCGAACAACCAG

4 Bmi-1-Myc -not-sens GGGCGGCCGCCATCGAACAACCAGAATC ?
5 Bmi-1-kpn_rev; GTCCGGTACCAGATGAAGTTGCTGATG ;
6 MBmi-1-sense GAAATGCATCGAACAACCAGAATCAAG S
7 MBmi-1-reverse GTCCTAACCAGATGAAGTTGCTG (BD

8 Bmi-1-N-F CTACCTTTGAAATACAGAGTTGTCGACACT B

9 Bmi-1-N-R CAAGTGTCGACAACTCTGTATTTCAAAGGT

10 | Bmi-1-N-ATG CCTTTGAAATACAGAGTTATGCCAACTTG

11 | Psc-A-EcoRI-F CTATGATGACGCCAGAATCGAAAGC

12 | Psc-D-EcoRI-R GACGACTCCTTCACTTGCTTTTGG

13 | Psc-C-BamHI-F CGTGAGCACCCTGAGTCC

14 | Psc-B-BamHI-R CCGGTGATTCAACTTTCACCTTG

15 | Psc-B-Kpnl-F GGCACATGGCCGGGCATTG

16 | Psc-RT-sen CGTCTTCAACGGCGACAACG

17 | Psc-A-Kpnl-R CGATTCCGAGCCTGAGTTGG

18 | Psc-D-Hincll-F GATCCTGCGGCTGATCGGG -
19 | Psc-C-Hincll-R CGCTATCGATCACCATCTCT é

20 | Psc-up-ATG_se GATTGGATACAAAGATTGACGCTTGTGC =
21 | PscCterm2Xho-r CGTTACTGTTGTTCTCGAGTGATCCTCCAC rBD

22 | PscCterm1Xho-r CGGGCAGGGACTCGAGTTCCACCTTCG -

23 PscNterm_Eco-s CGAAGCTGGAACCTGAATTCATGCCCG

24 | Psc_RING_H-A-r CAACTGTGGCAGAAGGAGGCCAGACAC

25 | Psc_RING_H-A-s GTGTCTGGCCTCCTTCTGCCACAGTTG

26 Psc-stop-Xho-rev GACTCTCGAGCTTGCTTTTGGTGGCCGGTG

27 | Psc-RING-HG-se GTGCACGGGATCCTTCTGCCACAGTTG

28 | Psc-RING-HG-re CAACTGTGGCAGAAGGATCCCGTGCAC

29 | Psc Cterm Rl-se GAGCAACAGCTGGGAATTCAAATGGCGTCT

30 | Su(z)22intBse GATAGCAAATACAGTCCCAATGCCTC ”
31 | Su(z)22reSTOP TGGATCCGCACTTCATCTTCGGGAGCGAGG %
32 | Su(z)22intBre GCTGTGCCCAGACTGCTGCTGGATCC ~
33 | Su(z)22ATGsen GAATAGGCAGAAAGATGCACCTGC =
34 | Su(z)2Spe-rev CTTGACTAGTAGCGGAACTCGCCACCG rg.,

35 | Su(z)2Xho1058-se CTCGAGTAAACGGGAAGCGGAACC B




36 | Su(z)2Xho1644-re

CTCAGAGGAGTGCTTCTTCTTGCGCTTG

37 | Su(z)2Xho-rev

GACTCGAGGGAACTCGCCACCGGAGCATTG

38 | Su(z)2H-A-rev

GCAACTCCGGCAATAGGTAGCATAACAG

39 | Su(z)2H-A-sense

CTGTTATGCTACCTATTGCCGGAGTTGC

40 | Su(z)2260NOT_sen

AGCGGCCGCCTTTGTCGCGGTTATATGATC

41 | Su(z)2270STOP_rev

TTAACCGCGACAAAGTCGGCACG

42 | Su(z)2NOT_sense

CAGCGGCCGCCACCTGCAAAACACGCACAA

43 | Su(z)2Cterm2Xho-r

GGTCCTCGAGTTTTGGCAGCACCAC

44 | Su(z)2Ctermi1Xho-r

GACTCGAGGCGACGTACCGAATGCTC

45 | Su(z)2Nterm_Eco-s

GAGAATTCGTACGTCGCTCCATGTC

46 | Su(z)2_Ring_H-A-r

CCGGCAATAGGTAGCATAACAGTAATCC

47 | Su(z)2_Ring_H-A-s

GGATTACTGTTATGCTACCTATTGCCGG

48 | Su(z)2Ring-HG-sen

CTGTGGATTACTGTTATGGTACCTATTGCC

49 | Su(z)2Ring-HG-rev

GGCAATAGGTACCATAACAGTAATCCACAG

50 | Su(z)2-Hyb-F

GATGAGAACAACCTATCCAGGGTCGACCAG

51 | Su(z)2-Hyb-R

GCTCCTGGTTCAATGTCCTGGTCGACCCTGG

52 | Myc-Xho-Sense

CCTCGAGGGACGCGAACAAAAGTTGATTTC

53 | Myc-Xba-rev

CGCGTCTAGAGTTCAAGTCTTCTTCTGAG

54 GFPA-sen

GAATTCGGTACCAAGGAAGAACTTCACTGGG

d49| AN

55 GFPA-rev

CTTACTATTTGTATAGTTCATCCATG

2.2.5 Verwendete Bakterienstamme

In der Tab.2.5. sind die verwendeten Bakterienstamme zusammengefasst.

Tab.2.5: Verwendete Bakterienstamme

Name Genotyp Referenz

E. coli CH3blue

mcrA”, mcrB’, mrr

Bioline GmbH, Luckenwalde

XL1-Blue supE44, hsdR17, recAl, emdAl Stratagen. Group, Bremen

2.2.6 Gerate

PCR-Maschinen: Model: iCycler_Themal cycler, BIO-RAD

Mikroskope: Olympus SZH10 Research stereo

Olympus SD 30

Zeiss Axiovert 135

Zeiss Axiophot
Zeiss Stemi SV6

Delta Vision Spectris Optical Sectioning microscope (OSM)
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Zentrifugen: Heraeus Biofuge fresco
Hettich Zentrifugen Mikro 200R
Heraeus Varifuge 3.0R
Wasserbader: Julabo SW20 (73°C)
GFL Typ 1002 (37°C)
Pharmacia Biotech Multi temp Ill (4-16°C)
Brutschrank: Heraeus B12
Heizblocke: Unitek HB-130 (37°C)
Bioblock scientific (95-100°C)
HLC Blockthermostat BT 1301 (42-65°C)

Schittelinkubator: Innova 4000 Incubator shaker

2.3 Arbeiten mit Proteinen

2.3.1 Western Blot Analyse an Histonmodifikationen in Abhangigkeit von Su(z)2,
Psc und Bmi-1

Zur Untersuchung der PcG-abhangigen Histonmodifikation wurden Fligelimaginalscheiben der
dritten Larve der entsprechenden Genotypen in PBS feinprapariert und in eisgekiihlten PBS
gesammelt. Die Scheiben wurden gezahlt und mit einem Wolframdraht in PBS {berflhrt.
Danach folgte ein einmaliges Waschen in 1ml PBS und eine Zentrifugation bei 4°C und 4000rpm
fir 1 Min. Die Scheiben wurden mit 2xSDS-Probenpuffer versetzt und fir 10 Min. im Heizblock
bei 100°C aufgekocht. Die Proben wurden entweder direkt auf ein Gel aufgetragen oder bei -
20°C eingefroren. Fir diesen Versuch wurden 10%ige SDS-Gele verwendet und die Auftrennung

erfolgte bei 70-80V fiir 3,5-4Std.

2.3.2 SDS-PAGE
Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE nach Laemmli (Laemmli et al. 1970) auf

einem 10%-15%igem Polyacrylamidgel bei 80V fiir 3Std. Als Marker wurde der PageRulerTM
Prestained Protein Ladder Plus #SM1811 (MBI Fermentas) verwendet.
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2.3.3 Western Blot
Der Western Blot erfolgte in einem Wetblot-Tank von BioRad fiir 3Std. bei 4°C und 125V unter

Verwendung einer PVDF-Membran (Millipore), die mit 99%igem Methanol aktiviert wurde. Die
Membran wurde nach dem Transfer kurz mit PBT gewaschen und jeweils fiir 1Std. in 1% BSA
geblockt. Danach erfolgte die Inkubation mit dem 1. Antikorper tGber Nacht bei 4°C (in 1%iger
Magermilch, PBT). Darauf folgten drei Waschschritte der Membran fir jeweils 10 Min. in PBS.
Der 2. Antikérper wurde zugegeben und fir mindestens 2 Std. bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fiir jeweils 10 Min. wurde die Membran einmal in
NBT-Puffer flr jeweils 20 Min. dquilibriert. Zur Detektion der Proteine wurde in frischer NBT-
Substratlosung (NBT-BCIP Farbepuffer) entwickeln, wobei die Farbung nach ca. 10 Min. mit

Wasser abgebrochen wurde und die Membran an der Luft getrocknet wurde.

Tab.2.6: Verwendete Losungen fir Proteingele und Western Blot.

10%iger Trenngel Menge
H20 2,3ml
Acrylamid 1,67ml
2M Tris pH 8.8 0.94ml
20%iger SDS 25ul
10%iger APS 50ul
TEMED 3ul
Sammelgel Menge
H20 2.05ml
Acrylamid 0.5 ml
1M Tris pH 6.8 0.375ml
20%iger SDS 15ul
10%iger APS 30ul
TEMED 3ul
10x E-Puffer Menge
Tris 0,25 M
Glycin 2,5M
SDS 1%iger




Transferpuffer fur 1 Liter Menge
Tris 3g
Glycin 14,4g
Methanol 20%iger
NBT-Puffer Menge
1M Tris-HCI, pH9.5 10 ml
5M NacCl 100 ml
1M MgCl, 10 ml
Mit Reinst-H20 auffillen bis 1 Liter
NBT-Substratlésung Menge
Z.B. NBT-Puffer 20 ml
NBT 20 ul
BCIP 16 pl

Tab. 2.7: Die fur die Western Blot verwendeten primaren Antikorper.

Antigen Wirt Typ Verdinnung Quelle

Myc (9E10) Maus monoclonal Unverdiinnt Prof.H.Saumweber
H2A Maus monoclonal Unverdiinnt Prof.H.Saumweber
Lam Maus monoclonal Unverdiinnt Prof.H.Saumweber
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Tab. 2.8: Die fiur die Western Blot verwendeten sekundaren Antikorper.

Antigen Wirt Konjugat Verdiinnung | Quelle

anti-Maus-AP 1:2000 Jackson GmbH, USA

Ziege Alkalische Phosphatase

Tab. 2.9: In verschiedenen Experimenten verwendete Standardpuffer.

Puffer Menge
137mM NacCl
Phosphate-buffered saline (PBS) 27mM KCl

12mM NazHPO4
1,76mM KH2PO,, pH 7,5
PBT PBS+ 0,1%iger Tween-20
Tris-Acetat-EDTA (TAE) 40mM Tris-Acetat

1mM EDTA




2.4 Histochemische Methoden

2.4.1 Fixierung und Immunofarbungen von Imaginalscheiben
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Larven des 3. Stadiums wurden in PBS prapariert und die Fligelimaginalscheiben mit Gehirn und

Mundhaken in 4%igem Paraformaldehyd in PBS fiir 30 Min. bei RT fixiert. Danach wurden die

Scheiben dreimal fiir je 15 Min. in PBT gewaschen. Nach der Fixierung wurden die Scheiben in

5%igem Ziegen-Serum unter leichtem Schiitteln fir 1 Stunde geblockt. Die Inkubationszeit des

Primarantikorpers (s. u.) betrug bei leichtem Schiitteln entweder 2-3 Stunden bei RT oder

erfolgte liber Nacht bei 4°C. Es folgten 4 Waschschritte zu je 15 Min. in PBT. AnschlieRend

wurden die Scheiben fiir ca. 2 Stunden bei RT mit dem zweiten Fluoreszenzantikdrper sowie

DAPI (0,1ug/ml) gefarbt.

Tab. 2.10: In dieser Arbeit verwendete primar und sekundar Antikorper.

Antigen Wirt Typ Verdinnung | Quelle

Su(z)2 Kaninchen monoklonal 1:200 Prof.A.Klebes

Psc, 6E8 Maus monoklonal unverdinnt Hybridome Center
H3S10p Kaninchen polyclonal 1:20 Abcam.GmbH, Berlin
Abd-B Maus monoklonal unverdinnt Hybrid GmbH
Caspase Rabbit polyclonal 1:200 Cell Signaling
Engrailed/invected Maus monoklonal unverdiinnt | Hybridoma

GFP Kaninchen polyclonal 1:300 Rockland

GFP Maus monoklonal 1:200 Invitrogen, Karlsruhe
Myc (9e-10) Maus monoklonal unverdiinnt | Prof.H.Saumweber
B-Galactosidase Kaninchen polyclonal 1:200 Cappel:MP
Ziege-a-Kaninchen-Cy2 Ziege polyclonal 1:500 Jackson GmbH, USA
Ziege-o-Maus-Cy3 Ziege polyclonal 1:300 Jackson GmbH, USA
Alexa Fluor 555 a-Maus Ziege polyclonal 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe
Alexa Fluor 555 a-Rabbit | Ziege polyclonal 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe
Alexa Fluor 488 a-Maus Ziege polyclonal 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe
Alexa Fluor 488 a-Rabbit | Ziege polyclonal 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe

2.4.2 Feinpraparation der Imaginalscheiben und Fluoreszenzmikroskopie

Nach der Fluoreszenzmarkierung der Imaginalscheiben wurden diese in Glycerinpropylgalat (4%

Propylgalat, 10% PBS, 90% Glycerin) Uberfihrt und anschlieBend mit Pinzetten und




38

Wolframdraht feinprapariert und auf Objekttragern eingedeckelt. AnschlieBend wurden die

Scheiben unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

2.4.3 Praparation adulter Flugel

Zur Auswertung der adulten Fliigelphdnotypen, wurden die Fllgel vorsichtig mit einer Pinzette
abgezupft und auf einen Objekttrager mit 100%igem Isopropanol gegeben. Nach fast
vollstandigem Abdampfen des Isopropanols wurden die Fligel unter Vermeidung von

Blasenbildung in Hoyersmedium eingedeckelt und Gber Nacht bei 65°C inkubiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Komplementationsanalyse und phanotypische Analyse der
beiden PcG Gene Psc und Su(z)2

3.1.1 Genetische Charakterisierung rekombinanter Su(z)2 und Psc Stamme

Zur Erzeugung homozygot mutanter Su(z)2 Zellklone in der Fligelentwicklung wurde in
vorangegangenen Arbeiten das mutante Su(z)21?7 Allel auf ein Chromosom mit einem Flippase
Recognition Target (FRT) Transgen in der zytologischen Position 42D rekombiniert. Da dieses
Chromosom  bislang nicht nadher charakterisiert war, wurde zundchst eine
Komplementationsanalyse mit anderen mutanten Su(z)2 und Psc Allelen durchgefiihrt. Ebenso
wurde der zur Erzeugung homozygot mutanter Psc Zellklone verwendete FRT42D, Pscld?0
Rekombinationsstamm (Brunk et al., 1991) durch Komplementationsanalyse genetisch
charakterisiert. Das Su(z)2%%7 Allel auf dem FRT42D Rekombinationschromsom komplementiert
keine der getesteten anderen mutante Su(z)2 Allele. Mutante Psc Allele werden jedoch
komplementiert. GleichermaRen verhilt sich der FRT42D, Psc'®% Stamm allelisch zu Psc, nicht
aber zu Su(z)2 mutanten Allelen. Somit konnte genetisch gezeigt werden, dass beide
verwendeten Stamme jeweils mutante Allele nur eines der beiden PcG Gene, Su(z)2 oder Psc,

darstellen und sich durch Mutationen in dem jeweils anderen Gen komplementieren lassen.

Fir das Su(z)21?” Allel gibt es in der Datenbank (www.flybase.org) unterschiedliche
Beschreibungen. So wird es als Deletion, die 2kb oder 3,5kb genomische Sequenz unmittelbar
stromabwarts des Promoters entfernt, beschrieben. Eine Studentin in der Arbeitsgruppe (Burcu
Vitrinel) hat parallel zu dieser Arbeit das Su(z)2*” mutante Allel molekular charakterisiert und
durch Sequenzierung eine 3,5kb Deletion detektiert, die acht Basenpaare stromabwarts der
TATA-box die ersten 3 % Exons und dazwischenliegende intronische Sequenzen entfernt.
Zusatzlich finden sich in dem Su(z)2%%7 Allel eine vier Basen Insertion (TTCT) im Bruchpunkt (B.V.
personliche Mitteilung, Emmons et al., 2009) und Punktmutationen, wie z.B. eine Nonsense-

Mutation des Lysin Codons in Position 284 (K284*). Letztere hat ihren Ursprung in dem Su(z)2?
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Allele, das als Ausgang fiir die Mutagenese gedient hat, aus der das 1.b7 Allel hervorgegangen
ist (Wu und Howe, 1995; Emmons et al., 2009). Aufgrund der weiterhin vorhandenen TATA-box
kann davon ausgegangen werden, dass das Su(z)2'b7 Allel transkriptionskompetent ist.
Allerdings wird durch die beschriebenen Lasionen das Methionin-Startcodon und essentielle
Bereiche der Homology Region (HR) entfernt, so dass es sich bei dem Su(z)2%7 Allel um ein

Nuallalel handeln dirfte.

3.1.2 Psc und Su(z)2 sind essentielle Gene

Homozygot mutante Pscl??? Tiere sterben im Verlauf der Embryonalentwicklung und weisen
morphologische Defekte auf. So zeigt z.B. eine DNA- und Immunfarbung gegen das
Segmentpolaritatsgen Invected/Engrailed (Inv/En, von hieran als En bezeichnet) Defekte im
Keimstreif und Kopfbereich (Abbildung 3.1). Diese Embryonen sterben gegen Ende der
Embryogenese, nachdem bereits Kutikula sekretiert wurde, so dass sich in der
Kutikulapraparation die Kopfdefekte im Fehlen anteriorer Kutikulastrukturen manifestieren. Die
anterior und dorsal offene Kutikula zeigt regelmaRig Storungen des ventralen Zahnchenmusters
und zusatzlichen in variabler Position und Auspragung auftretenden Fehlbildungen und

Sklerotisierungen.
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Kontrolle

En

DNA

Abbildung 3.1. Psc und Su(z)2 Funktionsverlust und Uberexpression verursachen embryonale Letalitit. A. — E.
Kutikulapriparation; A' — E' Anti-Inv/En-Immunfirbung (rot); A* - E* DNA-Farbung (DAPI, blau). A, A' und A*
Kontrollembryo; A. mit normal strukturierter Kutikula; A' den charakteristischen 14 Inv/En Streifen und A* normal
ausgebildeten Kopfbereich und gestrecktem Keimstreif. B, B' und B* Homozygote Psc'?° Embryonen. B' Anterior
und dorsal offene Kutikula mit sklerotisierten (braun) Bereichen. B' Gestortes Engrailed Muster und B¥*
morphhologische Defekte im Kopfbereich. C. C' und C* Homozygote Su(z)2**” Embryonen. C. Die Kutikula ist
besonders ventral (Zdhnchenbander) wenig strukturiert und zeigt Defekte und sklerotisierte Stellen im Kopfbereich.
C' und C* Gestortes En-Muster mit nur wenigen En-positiven Zellen und morphologischen Defekten im
Kopfbereich. D. D' und D* Uberexpression von Su(z)2-FL-Myc mit da-Gal4 fiihrt zum Absterben der Embryonen
bevor sich eine strukturierte Kutikula ausbilden kann. D. Enstprechend ist in den Praparaten keine
zusammenhdngende Kutikula und, D' keine En-positiven Zellen zu finden. D* Die DNA-Farbung zeigt morphologisch
ungeordnete Zellen, die scheinbar keinen epithelialen Verband bilden. E. E' und E* Uberexpression von Su(z)2-N1-
Myc mit da-Gal4 zeigt die gleichen Defekte wie Su(z)2-FL-Myc (D. D' und D*). Anterior links, dorsal oben. Der
Embryo in A’ und A* ist etwas jlnger als die tibrigen Embryonen der Immunfarbung.

Auch homozygote Su(z)2%7 Tiere sterben wihrend der Embryogenese oder in frithen larvalen
Stadien, wobei in En-Immunfarbungen und Kutikulapraparationen ahnliche Defekte wie bei Psc
mutanten Tieren zu beobachten sind, die jedoch in der Regel in ihrer Ausprdagung milder
ausfallen (Abbildung 3.1). Haufig finden sich Kutikulaprdparate, die bis auf Defekte im
Kopfbereich normal strukturiert sind. Zusammenfassend zeigt die embryonale Letalitat, dass
beide Gene essentielle Funktionen ausiiben. Fallt jeweils eine Funktion aus, treten gegen Ende
der Embryogenese morphologische Defekte auf, die jeweils besonders den Kopfbereich

betreffen und fiir Psc in der Regel etwas gravierender ausfallen.

3.1.3 Phanotypische Effekte von Su(z)2/Psc einzel- und doppelmutanten
Zellklonen in der Imaginalscheibenentwicklung
Entgegen der essentielen Funktionen von Psc und Su(z)2 in der friihen Entwicklung, zeigen diese

in der Imaginalscheibenentwicklung partiell redundante Wirkung. Dementsprechend sind fir



42

homozygot einzelmutante Zellklone dieser beiden Gene in Imaginalscheiben keine
offensichtliche Defekte beschrieben worden (Beuchle et al., 2001). Dahingegen lassen sich in
homozygoten Su(z)2/Psc doppelmutanten Zellklonen in Imaginalscheiben deutliche Defekte, wie
z.B. die Deregulation homootischer und anderer Zielgene und morphologische Defekte,
insbesondere eine massive Uberproliferation beobachten (Abbildung 3.7; Beuchle et al., 2001;
Classen et al., 2009, King et al., 2005). Wahrend meiner Arbeit wurde in unserer Arbeitsgruppe
beobachtet, dass auch Su(z)2%7 einzelmutante Zellklone zu morphologischen Defekten und
Uberproliferation fiihren (A. Klebes, unveréffentlicht). Diese Effekte zeigen sich allerdings nur,
wenn zwischen Induktion der mitotischen Rekombination zur Erzeugung der homozygot
mutanten Zellklone und deren Analyse genug Zeit liegt (ca. acht Tage). Um die Funktion von Psc
und Su(z)2 in Imaginalscheiben eingehend zu dokumentieren, wurden in dieser Arbeit Psc-, bzw.
Su(z)2-einzelmutante Zellklone mit Su(z)2/Psc-doppelmutanten Zellklone verglichen. Zur
Analyse der Zellklone wurde neben der morphologischen Betrachtung immunohistochemische
Farbungen an Fligelimaginalscheiben durchgefiihrt. Hierbei wurden jeweils zwei Zeitpunkte
miteinander verglichen; ein friher Zeitpunkt (vier Tage nach Induktion der Klone) und ein spater
Zeitpunkt (neun Tage nach Induktion). Diese Versuche wurden in Zusammenarbeit mit A. Klebes

und B. Vitrinel durchgefiihrt.

3.1.4 Effekte des Psc-Funktionsverlusts in einzelmutanten Zellklonen

Zunichst wurden Zellklone des Psc-92° Funktionsverlustallels (Wu und Howe, 1995) untersucht.
Hierbei zeigte sich, dass die Entwicklungsdauer der Larven normal ist. Fiinf Tage nach Induktion
der mitotischen Rekombination, die beim Ubergang vom ersten zum zweiten Larvenstadium
(L1-L2, 24-48h nach Eiablage) erfolgte, war die Larvalentwicklung in den allermeisten Individuen
bereits beendet. Es fanden sich nur noch vereinzelt ,Nachzligler’-Larven des dritten Stadiums
(L3), wahrend die Ubrigen Tiere bereits verpuppt waren. Dieser Zeitverlauf entspricht der
normalen Entwicklung unter diesen Bedingungen, wie ihn z.B. auch Kontrolltiere (hs-flp; FRT
42D, ubi-GFP/Cy0) zeigen. Die Erzeugung homozygot mutanter Psc!-%2° Zellklone fiihrt demnach
zu keiner Entwicklungverzégerung, weshalb fiir diesen Genotyp lediglich Larven vier Tagen nach

Induktion untersucht wurden.
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3.1.4.1 Morphologische Effekte
Die Psc einzelmutanten Zellklone weisen eine normale Erscheinung mit ausgefransten Randern
auf (Abbildung 3.2 A und B). Auch die Morphologie der gesamten Fligelimaginalscheiben ist

normal, ohne offensichtliche Defekte oder GroRenveranderung.

3.1.4.2 Proteinmengen von Psc und Su(z)2

Mittels immunohistochemischer Analyse wurde Uberprift, ob in einzelmutanten Psc Zellklonen
eine Reduktion der Proteinmengen nachzuweisen ist. Der Erwartung entsprechend ist die Psc
Proteinkonzentration in den homozygot mutanten Zellen reduziert (Abbildung 3.2 A’). Die
Immunfarbung gegen das Su(z)2 Protein zeigte dahingegen, dass die Su(z)2 Proteinmenge in
Pscl920-mutanten Zellen erhéht ist (Abbildung 3.2 B’). Diese Ergebnisse zeigen, dass der
homozygote Zustand des Psc?%2% Funktionsverlustallels nach einigen Zellteilungen zur Reduktion

der Psc Proteinmenge fiihrt und gleichzeitig mit einem Anstieg der Su(z)2 Proteinmenge

A( A(l
7
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B(l )
>
4
GFP merge DNA

Abbildung 3.2. In einzelmutanten Psc Zellklonen ist die Proteinmenge von Psc reduziert und von Su(z)2 erh6ht.
Ausschnitte aus zwei Fligelimaginalscheiben mit homozygoten Psc??° einzelmutanten Zellklonen. A Die
Abwesenheit des GFP Signals (grin, Pfeil) markiert die Zellklone. A a-Psc-Antikorperfarbung (rot) zeigt reduziertes
Signal in den Zellklonen (Pfeil). A“ Uberlagerung der griinen und roten Fluoreszenz. A*““ Kontrollfirbung der DNA
mit DAPI. B a-GFP Immunfarbung (griin) zeigt viele kleine Zellklone (z.B. Pfeil). B a-Su(z)2-Antikdrperfarbung (rot).
Die gegeniber den umliegenden heterzygoten (mittelstarkes GFP Signal in A) oder homozygoten Kontrollzellen der
Zwillingsklone (starkes GFP Signal in A, Pfeilkopf) intensivere Rotfarbung in den mutanten Zellklonen deutet auf
héhere Su(z)2-Proteinmengen hin. B“ Uberlagerung der griinen und roten Signale. B Kontrollfirbung mit DAPI.

verbunden ist.

Pscl.dZO
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3.1.4.3 Effekte auf die Zielgene Abd-B und en

Fligelimaginalscheiben sind Strukturen des zweiten thorakalen Segments (T2), in dem die
Expression von Abd-B unterdriickt ist. Immunfarbungen an Psc einzelmutanten Zellklonen
zeigten, dass der Funktionsverlust von Psc nicht ausreichend ist, um diese Repression
aufzuheben (Abbildung 3.2). Ebenso bleibt en in den anterioren (A) Zellen der
Fligelimaginalscheibe in Psc einzelmutanten Zellen weiterhin reprimiert. Im posterioren (P)
Kompartiment ist keine Veranderung der en-Expression zu erkennen. Diese zwei Beispiele lassen
vermuten, dass der Funktionsverlust von Psc alleine nicht ausreichend ist, um die Repression

von PcG Zielgenen aufzuheben.

3.1.5 Effekte des Su(z)2-Funktionsverlusts in einzelmutanten Zellklonen

Wie eingangs beschrieben (vgl. 3.1.) wurden erst kirzlich in unserer Arbeitsgruppe erstmals
morphologische Defekte und Uberproliferation in Imaginalscheiben mit Su(z)2%7
einzelmutanten Zellklonen beschrieben. Diese Defekte sind in ihrem Ausmall nicht so
gravierend wie im Fall von Su(z)2/Psc doppelmutanten Zellklonen. In beiden Fillen ist die
Larvalentwicklung verzégert und nur wenige Tiere erreichen das Puppenstadium ca. 9-13 Tage
nach Eiablage. Sowohl die gesamte Larve, wie auch die Imaginalscheiben sind gegen Ende der

Larvalentwicklung deutlich vergroRRert (Abbildung 3.3).

Abbildung 3.3. Su(z)2 Funktionsverlust verldangert
die Entwicklungszeit und verursacht
Su(z)21% GroBenzunahme von Llarven und Puppen.
Kontrolle Psc1d20 Su(z)21b7 (Psc & Su(z)2) Kontrolltiere (hs-flp; FRT42D, ubi-GFP; CyO) zeigen
m— - - normale GroRe von Puppen und Wanderlarven im
dritten Larvalstadium, das 3-4 Tage dauert. Die
Induktion homozygoter Psc'??° Zellklone hat keinen
Effekt auf GroBe und  Entwicklungsdauer.
Einzelmutante Su(z)2+b7 und Su(z)2/Psc-
— doppelmutante Zellklone (Su(z)2%?%) fiihren nahezu
zur Verdopplung der GroRe und Entwicklungszeit (> 9

Tage).

Zellklone
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3.1.5.1 Morphologische Effekte

Fligelimaginalscheiben mit Su(z)21*” homozygot einzelmutanten Zellklonen weisen am Ende der
Larvalentwicklung morphologische Defekte auf und sind deutlich groRRer als normale Scheiben
(Abbildung 3.4). Eine Zuordnung einzelner Bereiche zu Fliigel-, Gelenk- und Notumanlagen oder
zu den A und P Kompartimenten lasst sich nicht mehr einfach vornehmen. Ebenso wie im Fall
von Su(z)2/Psc doppelmutanten Zellklonen scheint die Zelladhasion verdandert zu sein. In vielen
Bereichen sind das normalerweise einschichtige peripodiale- und kolumnare Epithel
mehrschichtig. Zellgruppen bilden kugelférmige Aggregate und tendieren dazu, sich aus dem

epithelialen Verband herauszuldsen.

3.1.5.2 Proteinmengen von Psc und Su(z)2

In der anti-Su(z)2-Immunfarbung von Flligelimaginalscheiben mit homozygoten einzelmutanten
Su(z)21?7 Zellklonen zeigt sich, dass die Su(z)2 Proteinmenge progressiv abnimmt (Abbildung
3.4). In diesen Farbungen ist in homozygot mutanten Zellen im Vergleich zu heterozygot
mutanten Zellen oder Zellen mit zwei wildtypischen Su(z)2 Kopien vier Tage nach Induktion der
mitotischen Rekombination lediglich eine schwache Reduktion der Su(z)2 Proteinmenge
nachzuweisen. Dieser Effekt wird neun Tage nach Induktion der Rekombination noch deutlicher
(Abbildung 3.4). Diese Beobachtungen legen nahe, dass das Su(z)2 Protein in genotypisch
homozygot mutanten Su(z)2 Zellen relativ stabil ist. Dies ist auch unter Beriicksichtigung der
erhohten mitotischen Aktivitat dieser Zellen, die in einer deutlichen GroRenzunahme der
Imaginalscheiben resultiert, besonders bemerkenswert, da auch die Halbierung der
Proteinmenge in jedem Teilungszyklus nicht zu einer deutlichen Reduktion der durch

Immunfarbung nachweisbaren Proteinmenge fihrt.
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Su(z)21b7 Zellklone

Abbildung3.4. In  einzelmutanten  Su(z)2'*7
Zellklonen ist endogenes Su(z)2 Protein stabil. A.,
B., C. Homozygote Su(z)2**7 Zellklone werden durch
die Abwesenheit des GFP-Signals (dunkle Flecken,
z.B. Pfeil in B) markiert. A' In den mutanten
Zellklonen st vier Tagen nach Induktion kaum
Reduktion der Su(z)2 Proteinmengen festzustellen.
A" Die Klone zeigen wenig Auswirkung auf die
Morphologie der Imaginalscheibe. B' Neun Tage
nach Induktion ist eine Abnahme der Su(z)2
Proteinmenge zu erkennen (Pfeil). B"
Morphologische Auffalligkeiten, die sich besonders
im  Abrunden von Zellgruppen (Pfeil) und
GroRenzunahme (VergroRerung in B ist um den
Faktor zwei geringer als in A" und C”) zeigen. C' Die
anti-Psc-Farbung zeigt keine Reduktion der Psc
Proteinmengen. Auch in dlteren Imaginalscheiben
wurde kein Einfluss auf Psc festgestellt (nicht
gezeigt).

Im Gegensatz zur moderaten Verminderung der Su(z)2 Proteinmenge lasst sich in homozygot
mutanten Su(z)2 Zellklonen keine Veranderung der Psc Proteinmenge detektieren (Abbildung
3.4). Selbst wenn man beriicksichtigt, dass die Psc Expression moglicherweise durch PREs und
dementsprechend durch PcG Faktoren wie z.B. Su(z)2 reguliert wird, scheint die leichte
Reduktion der Su(z)2 Proteinmenge in diesen homozygot mutanten Su(z)2t7 Zellen nicht

ausreichend zu sein, um die PcG-abhangige Dampfung der Psc Expression zu Gberwinden.

3.1.5.3 Effekte auf die Zielgene Abd-B und en und Apoptose

Immunfarbungen fiir die beiden PcG Zielgene en und Abd-B zeigen nach Su(z)2 Funktionsverlust
keine ektopische Expression in Zellen, in denen sie normalerweise durch PcG unterdriickt
werden; fir en also im A Kompartiment und fiir Abd-B in der gesamten Fliigelimaginalscheibe
(Abbildung 3.5). In Psc?9?? einzelmutanten Zellklonen wurde ebenfalls keine Fehlregulation von

Abd-B beobachtet (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.5. Einzelmutante Su(z)2%*7 Zellklone verursachen keine Deregulation von PcG Zielgenen. A. - A““
Markierung der Klone wie in Abbildung 3.4. Die en Expression im P Kompartiment ist nicht verdndert (A und A“).
A‘““ Die DNA-Féarbung zeigt das Uberwachsen der Imaginalscheibe. B. = B In homozygot mutanten Su(z)2*” Zellen
wird kein Abd-B induziert. C. — C* Die Imaginalscheibe mit alteren Zellklonen (9 Tage) als in A. und B. ist deformiert
und ungefahr doppelt so grol wie die Scheiben in A und B. Die Immunfarbung mit anti-aktivierte Caspase 3 zeigt
viele Zellen in Apoptose.

Der Funktionsverlust von Su(z)21?7 fiihrt neben einer ausgepragten Uberproliferation, die sich in
der GroRenzunahme der Imaginalscheiben &uBert, gleichzeitig zum Anstieg der Rate
apoptotischer Zellen (Abbildung 3.5).

Zusammen zeigen diese Beobachtungen, dass das Su(z)2 Protein relativ stabil ist und durch den
Funktionsverlust in homozygot mutanten Zellen lediglich Teilaspekte des Su(z)2/Psc
doppelmutanten Phdnotyps (s. unten) auftreten. Dies sind insbesondere eine verlangerte
Lebensdauer der Llarve und Letalitit beim Ubergang in des Puppenstadium sowie
Uberproliferation der Zellen. In diesen Imaginalscheiben lasst sich auch ein verstirktes MaR an
Zellen in Apoptose nachweisen. Andere Aspekte wie die Fehlregulation von Zielgenen lassen
sich hingegen in dieser einzelmutanten Situation nicht beobachten, was moglicherweise mit der
Stabilitat des Su(z)2 Proteins auch in genetisch homozygot mutanten Zellen zusammenhangen

kénnte.
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3.1.6 Sowohl Su(z)2 als auch Psc sind fur die Flugelentwicklung wichtig

Adulte Fliigel mit nicht-markierten Su(z)2%%7 Zellklonen, die im zweiten Larvenstadium induziert
wurden, zeigen variable Effekte, was auch der zufilligen Position der Zellklone entspricht. In
einigen Flugeln ist der Flugelrand betroffen und weist Liicken auf (Abbildung 3.6 B). Haufig
finden sich Verdickungen und Auswiichse der Fligelvenen. Gelegengtlich sind auch Blasen
zwischen den dorsalen und ventralen Fligelblattern zu erkennen (Abbildung 3.6 C). In Flugeln
mit homozygot mutanten Pscl?0 Zellklonen sind die Effekte etwas milder. Es treten hiufig

Blasen auf und ektopische Venenbildung ist seltener zu beobachten als nach Su(z)2

Funktionsverlust (Abbildung 3.6 D und E).

Abbildung 3.6. Einzelmutante Zellklone von Su(z)2
und Psc filhren zu morphologischen Defekten in
adulten Fliigeln. A. Kontrollfliigel. Anterior oben,
proximal links; L1-5 — Longitudinalvenen 1-5; acv —
anteriore Quervene, pcv — posteriore Quervene.
B. und C. Zwei Beispiele von Fligeln mit Su(z)2*%7
homozygot mutanten Zellklonen. Die Position der
Klone ist nicht markiert. Es zeigen sich Defekte des
Fligelrands, Auswiichse und Fehlbildungen der
Fligelvenen (Pfeile in B) sowie Blasenbildung
zwischen den dorsalen und ventralen Fligelblattern
(C). D. und E. Zwei Beispiele von Fligeln mit
Psc'¥% homozygot mutanten Zellklonen. Neben
haufig auftretender Blasenbildung sind auch
Fehlbildungen der Venen (Pfeil in D) zu beobachten.

,C-— y 1 : : Insgesamt sind die Defekte fiir Psc schwécher als fir
Su(z)216.7. . - Psc Su(z)2.

3.1.7 Effekte des Psc- und Su(z)2-Funktionsverlusts in doppelmutanten
Zellklonen
Doppelmutante Su(z)2/Psc Zellklone wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben (Classen

et al., 2009, Beuchle et al., 2001, King et al., 2005).
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3.1.7.1 Morphologische Effekte

Wie auch in (Abbildung 3.3) gezeigt, fiihrt der simultane Funktionsverlust des Df(2R)Su(z)2%-%¢
Allels, bei dem beide Gene, Psc und Su(z)2, entfernt werden, zur Entwicklungsverzégerung,
insbesondere im dritten Larvalstadium, larvaler oder puppaler Letalitat, die mit GréBenzunahme
der gesamten Larve (Abbildung 3.3), dramatischer Uberproliferation und morphologischen
Defekten der betroffene Imaginalscheiben verbunden ist (Abbildung 3.7). Hierbei sind die
mutanten Zellen bestrebt, den Kontakt zu heterozygoten oder wildtypischen Zellen zu
minimieren, was zur Abrundung der Klone und zur Segregation der klonalen Zellgruppen aus
dem Epithel fiihrt. Diese Verhalten flhrt zu gravierender morphologischer Umorganisation und
erinnert im AusmaR der Uberproliferation und der Auflésung des epithelialen Verbands an

metastasierende Tumore (Abbildung 3.7, Oktaba et al., 2008).

Abbildung 3.7. Uberproliferation und morphologische Defekte von Fliigelimaginalscheiben mit Su(z)2- und Psc-
doppelmutanten Zellklonen. A. Fliigelimaginalscheibe mit Su(z)2- und Psc-doppelmutanten Zellklonen im Vergleich
zu B einer normalen Flugelimaginalscheibe. Die GroRenzunahme und morphologischen Defekte sind deutlich zu
erkennen. Mutante Zellen bilden kugelférmige Aggregate, die sich aus dem epithelialen Verband absondern.
Farbung mit DAPI. Diese Abbildung wurde von A. Klebes zur Verfligung gestellt.

3.1.7.2 Proteinmengen von Psc und Su(z)2

Homozygot doppelmutante Su(z)2/Psc Zellklone, die durch die Abwesenheit von GFP
markiert werden, weisen in Immunfarbungen bereits in kleinen Zellklonen im Vergleich zu
benachbarten heterozygoten oder fiir Su(z)2 und Psc wildtypischen Zellen eine deutliche

Reduzierung des Fluoreszenzsignals - also der Proteinmengen von Su(z)2 und Psc - auf
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(Abbildung 3.8). Die betroffenen Larven zeigen ausgepragte Entwicklungsverzégerung und
GréRBenzunahme. So lassen sich noch nach neun und zehn Tagen Larven praparieren,
deren sehr groRe blumenkohlartigen Imaginalscheiben in Immunfarbungen kein
detektierbares Su(z)2 und Psc Proteine in den mutanten Zellen zeigen (Abbildung 3.8). In
der doppelmutanten Situation scheint das Su(z)2 Protein im Vergleich zu den Su(z)2
einzelmutanten Zellklonen (s. oben) weniger stabil zu sein, da die Reduktion der Su(z)2
Proteinmenge deutlich schneller verlauft (nicht gezeigt). Diese erhohte Instabilitat des
Su(z)2 Proteins in doppelmutanten Zellen fallt mit dem gleichzeitigen Abbau von Psc
Protein zusammen, der in doppelmutanten, nicht aber in einzelmutanten Su(z)2

Zellklonen (s. oben) zu beobachten ist.

Su(z)21b8

Abbildung 3.8. Reduktion der Proteinmengen und Deregulation von Zielgenen in Su(z)2/Psc doppelmutanten
Zellklonen. A- A*“‘ Anti-Su(z)2 Immunfirbung in Su(z)2/Psc -doppelmutanten Zellklonen (hs-flp; FRT42D, Su(z)2%b%).
A Die Abwesenheit von GFP (griin) markiert die mutanten Zellklone. A‘ a-Su(z)2-Antikdrperfarbung zeigt, dass
Su(z)2-Signal (rot) in den Zellklonen reduziert ist. A“ Uberlagerung der griinen und roten Fluoreszenz. A““
Kontrollfarbung der DNA mit DAPI zeigt, dass in dem Bereich der mutanten Zellklone Zellen vorhanden sind, also
keine Locher im Epithel vorliegen. B-B*“‘ Anti-Psc Immunfarbung in Su(z)2/Psc -doppelmutanten Zellklone. B aGFP
Farbung (griin). B“ Psc-Signal (rot) ist in Zellklonen kaum detektierbar. B Uberlagerung der griinen und roten
Fluoreszenz. B*‘ Kontrollfarbung der DNA. C-C*/ a-Engrailed Farbung in Su(z)2-Psc-doppelmutanten Zellklone. C a-
GFP (griin). C Engrailed Protein (rot) wird in Su(z)2-Psc-Funktionsverlust Klonen im A Kompartiment (links)
ektopisch exprimiert. Gezeigt ist der anterior-ventrale Teil einer Fligelimaginalscheibe mit Resten der endogene en
Expression in posterioren Zellen auf der rechten Seite. C* Uberlagerung der griinen und roten Fluoreszenz. C*“ DNA
(blau).
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3.1.7.3 Effekte des simultanen Su(z)2 und Psc Funktionsverlusts auf die Zielgene
Abd-B und en

Der gleichzeitige Funktionsverlust von Psc und Su(z)2 flhrt zur Deregulation von Zielgenen wie
z.B. von en und Abd-B. Ektopische Expression des homootischen Gens Abd-B lasst sich in
doppelmutanten Zellklonen sowohl in anterioren, als auch posterioren Positionen der
Fligelimaginalscheibe feststellen (Beuchle et al., 2001). In der normalen Entwicklung wird Abd-B
nur in posterioren abdominalen Segmenten exprimiert und ist in den thorakalen
Imaginalscheiben durch die PcG Funktion unterdriickt. Das Segmentpolaritatsgen en hingegen
zeigt innerhalb der beiden Kompartimente (A/P) normaler Fligelimaginalscheibe
unterschiedliches Verhalten, indem es in P Zellen exprimiert und in A Zellen durch die PcG-
Funktion unterdriickt wird. Dementsprechend fihrt der gleichzeitige Funktionsverlust von Psc

und Su(z)2 zur ektopischen en-Expression in A Zellen (Abbildung 3.8 C).

3.1.8 Auswirkungen der Su(z)2- und Psc-RNA-Interferenz

Durch die Verfligbarkeit transgener UAS-Stamme, die durch Expression doppelstrangiger RNAs
(dsRNAs) RNA Interferenz-Effekte (RNAI) auslosen, ist es moglich, die Transkriptmenge von
Su(z)2 und Psc gewebe- und zeitspezifisch zu reduzieren (knock-down (kd)). Zur Kontrolle der
RNAi-Effizienz wurden diese dsRNA Transgene im patched- (ptc) Muster, d.h. in einem
anterioren Streifen entlang der A/P Kompartimentsgrenze der Fligelimaginalscheibe exprimiert
(Abbildung 3.9 A). Imaginalscheiben aus Wanderlarven (L3) wurden mit anti-Su(z)2, bzw. anti-
Psc immungefarbt und adulte Fligel wurden auf Defekte innerhalb der ptc-Domaéne, also im
Bereich der A/P Kompartimentsgrenze zwischen den Ldngsvenen L3 und L4 hin untersucht.

Diese Versuche wurden in Zusammenarbeit mit A. Klebes und B. Vitrinel durchgefiihrt.
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Abbildung 3.9. RNAI gegen Su(z)2 induziert Apoptose. A. ptc-Gal4 Expressionmuster in einem anterioren Streifen
entlang der A/P Kompartimentsgrenze (ptc-Gald, UAS-lacZ; X-Gal-Farbung, blau). B. Anti-Su(z)2 zeigt die
Herunterregulation in der ptc-Doméne durch Su(z)2-RNAi (ptc-Gald, UAS-Su(z)2-dsRNA). B'. Mit dem Mitosemarker
anti-phospho-Serin10-Histon H3 ist kein Anstieg der Zellezahl in G2-M Transition zu erkennen B'" und auch die
Morphologie der Scheibe ist unauffillig. C. — C' Kontrollfligel und VergréRerung des Bereichs der anterioren
Quervene (aqv) zwischen L3 und L4, der der ptc-Doméne entspricht. D. — D' Ein Fligel mit Su(z)2-RNAi im
ptc-Muster ist insgesamt kleiner, zeigt Defekte im P Kompartiment sowie eine Reduktion des L3-L4
Intervenenbereichs und Verlust der aqv. E. In einer anderen Scheibe gleichen Genotyps ist eine deutliche
Akkumulation apoptotischer Zellen in der ptc-Domaéne zu sehen (anti-aktivierte Caspase3).

3.1.8.1 Su(z)2 RNAIi im ptc-Muster

RNAI gegen Su(z)2 zeigte in der ptc Domadne eine deutliche Reduktion der Su(z)2 Proteinmenge
im Vergleich zu anderen Zellen des A oder P Kompartiments (Abbildung 3.9). Das AusmaR dieser
Reduktion war im Vergleich héher als in Su(z)2 homozygot mutanten Zellklonen vier Tage nach
Induktion (s. oben). Dieser Befund wird jedoch durch die Tatsache relativiert, dass die
betroffenen Zellen der ptc-Domane aufgrund der Su(z)2 RNAI das Zelltodprogramm aktivieren,
wie es durch die Aktivierung (Proteolyse) von Caspase 3 manifest wird (Abbildung 3.9 E).
Gleichzeitig scheinen sich diese Zellen auch aus dem epithelialen Verband herauszuldsen, so
dass sie im Mikroskop in einer anderen Fokusebene zu detektieren sind (Abbildung 3.11). Eine
Uberproliferation scheint in der RNAi Situation jedoch nicht stattzufinden, da der Streifen mit
reduzierten Su(z)2 Immunsignal eher schmaler ist als die ptc Expressionsdomine in

Kontrollscheiben (vgl. Abbildung 3.9 A mit B). Auch mit dem Zellzyklusmarker - phosphoryliertes
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Serin 10 von Histon H3 (pH3S10) — konnte in diesem Bereich der Imaginalscheibe keine erhéhte

Anzahl an Zellen in G2-M Phase beobachtet werden (Abbildung 3.9 B").

Aufgrund der erhohten Apoptoserate ist eine Beurteilung der Psc Proteinmenge in den Su(z)2-
RNAi Zellen schwierig. Die anit-Psc Immunfarbung zeigt zwar Psc Signal vor einem dunklen
Hintergrund, der sich daraus ergibt, dass sich diese Zellen in einer anderen Fokusebene
befinden, aber der Vergleich der Intensitat dieses Signals mit anderen Bereichen derselben
Imaginalscheibe weist darauf hin, dass die Psc-Proteinmengen nicht erhoht sind. Diese
Beobachtung bestatigt, dass in Su(z)21?7 einzelmutanten Zellklonen die Psc Proteinmenge

unverandert bleibt (s. oben).

In Ubereinstimmung mit der gesteigerten Rate an apoptotischen Zellen, ist in adulten Fliigeln
der Intervenenbereich zwischen L3 und L4 schmaler, als in Kontrollfliigeln (Abbildung 3.9 D, D).
Diese Beobachtungen sind konsistent mit der Hypothese, dass Su(z)2-RNAi zur partiellen
Reduktion der Su(z)2 Proteinmenge fiihrt und hierdurch das Apoptoseprogramm aktiviert wird.
Trotz kompensatorischer Potenz der Imaginalscheibenzellen ist keine erhoéhte
Zellproliferationsrate zu beobachten, weshalb die korrespondierenden Anteile des adulten
Fligels teilweise fehlen. Alternativ besteht die Moéglichkeit, dass die Induktion von RNAi
unspezifisch wirkt, also unabhangig von der Reduktion der Su(z)2 Transkriptmenge zur Induktion
von Apoptose fihrt. Diese Moglichkeit erscheint jedoch unwahrscheinlich, da in
Kontrollexperimenten, bei denen RNAi gegen das white Gen in der ptc-Domane aktiviert wurde,

keine erhohten Apoptoseraten beobachtet werden konnten (nicht gezeigt).

3.1.8.2 Psc-RNAi

Die Aktivierung von RNAI gegen Psc in der ptc-Domane fiihrte zur moderaten Reduktion der Psc
Proteinnmenge in diesem Bereich (Abbildung 3.10 A). Im Gegensatz zur Su(z)2 RNAi konnten
hier jedoch keine gesteigerte Apoptoserate beobachtet werden. Allerdings sind hier in der DNA
Gegenfarbung dieser Imaginalscheiben Liicken in der ansonsten dicht gepackten Anordnung der
Kerne innerhalb der ptc Domaéane zu beobachten. In adulten Fliigeln ist der Bereich zwischen L3

und L4 etwas schmaler, als in Kontrollfligeln, was darauf hindeutet, dass auch diese RNAi
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Effekte verursacht, obwohl nur eine sehr schwache Reduktion der Psc Proteinmenge in L3
Imaginalscheiben zu detektieren ist. Es kann hier nicht ausgeschlossen werden, dass Zelltod zu
anderen als den betrachteten Entwicklungsstadium auftritt, weshalb in Wanderlarven des
dritten Stadiums keine aktivierte Caspase 3 in der Immunfarbung detektiert werden konnte
(Abbildung 3.10). In dieser Arbeit wurde die Ursache dieser Defekte nicht weiter untersucht,
jedoch werden diese Beobachtungen als Hinweis gewertet, dass ptc aktivierte Psc dsRNA-
Expression zu biologischen Effekten flihrt, die in Kontrollexperimenten (ptc-GAL4, UAS-white

RNAI) nicht zu beobachten sind.

Abbildung 3.10. ptc-Gal4-aktivierte RNAi gegen Psc.
A. Psc Protein wird in der ptc-Domane reduziert. A’
Eine Zunahme des mitotischen Index ist anhand der
anti-H3S510-phospho-Farbung nicht zu erkennen und
A’ auch die Morphologie der Scheibe ist unauffallig.
B. Eine andere Imaginalscheibe gleichen Genotyps
zeigt keine Zunahme apoptotischer Zellen in der ptc-
Domdne. C. — C’ Die adulten Fliigel sind normal grof3,
zeigen aber den Verlust der anterioren Quervene im
Bereich der ptc-Gald-induzierten RNAi zwischen L3
und L4.

Immunfarbungen gegen Su(z)2 in den Psc-RNAi Zellen der ptc-Domane zeigen keinen Anstieg
der Su(z)2 Proteinmenge (Abbildung 3.11 B). Wie bereits oben erwdhnt kann auch keine
Veranderung der Psc Proteinmenge in der Su(z)2-RNAi beobachtet werden (Abbildung 3.11. A).
Dieser Befund kann somit die gesteigerten Su(z)2 Proteinmengen in Pscl?% homozygot
mutanten Zellklonen (vgl. Abbildung 3.2) nicht bestatigen, was moglicherweise durch die relativ
schwache, d.h. unvollstiandige Herunterregulation von Psc in dieser RNAI-Situation begriindet

sein konnte.
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A B
Su(z)2-RNAi Psc-RNAI

Abb 3.11. Proteinmenge in RNAi-Zellen. ptc-Gal4-
aktivierte RNAi gegen A. Su(z)2 und B. Psc. A. In
Su(z)2-RNAi  Zellen ist keine Zunahme der Psc
Proteinmenge zu sehen (Pfeil), auch wenn diese
Zellen vor den dunklen Hintergrund hervortreten. B.
Auch in der Psc-RNAi Situation ist die Su(z)2-
Proteinmenge unverdndert.

3.1.8.3 Doppel-RNAI

Die simultane RNAI fir beide Transkripte ruft im Wesentlichen die gleichen Effekte wie die
Su(z)2-einzel-RNAi hervor (Abbildung 3.9). Die Reduktion der Su(z)2 Proteinmenge fallt auch hier
etwas deutlicher aus, als die Reduktion von Psc (Abbildung 3.12 A und A'). Apoptotische Zellen
sind innerhalb der ptc-Domane deutlich zu erkennen, wahrend Zellen in G2-M Transition nicht
oder nur in geringen Umfang in der ptc-Domane angereichert sind (Abbildung 3.12 B und B').
Die adulten Fligel sind gegeniliber den Su(z)2-einzel-RNAi Fliigeln ein wenig starker betroffen.
Der Bereich zwischen L3 und L4 ist deutlich reduziert, so dass beide Langsvenen in einigen
Fligeln miteinander in Kontakt stehen und insgesamt erscheinen die Fliigelblatter besonders im

P Kompartiment labil und bilden Falten aus (Abbildung 3.12 Cund C').



56

Abbildung 3.12. Simultane RNAi fiir Su(z)2 und Psc.
A, B, und C. ptc-Gal4-aktivierte doppel-RNAi. A.
Su(z)2 Proteinmengen sind in der ptc-Doméane
reduziert (Pfeil). A' Das Ausmal der Reduktion ist flr
Psc etwas geringer. A" In der alten Scheibe
(Ausstilpung des Fliigelbereichs) sind in der DNA-
Farbung innerhalb der ptc-Domane kleine Liicken
zwischen den Zellkernen zu erkennen. B. Im Bereich
der RNAIi konzentrieren sich apoptotische Zellen, die
in der anti-aktivierte-Caspase 3-Farbung detektiert
werden. B' Der G2-M-Marker weist eine leichte
Konzentration von Zellen in dieser Phase im ptc-
Bereich auf. B" Auch in dieser Scheibe sind im ptc-
Streifen leichte Licken zu sehen. C und C' Adulter
Fligel und Ausschnitt des Bereichs der anterioren
Quervene (aqv). Der Bereich der ptc-Domane
zwischen L3 und L4 ist verengt, so dass die
Langsvenen miteinander in Kontakt treten und keine
aqv zu erkennen ist. Die Fligelblatter, insbesondere
im P Kompartiment sind faltig.

3.2 Herstellung transgener Stamme zur Expression von Su(z)2, Psc

und Bmi-1

3.2.1 Klonierung verschiedener Su(z)2-, Psc- und Bmi-1-Konstrukte und

Herstellung transgener Linien

Ausgehend von einer Su(z)2 cDNA, die von Jirg Miller (MPI, Martinsried) zur Verfliigung gestellt

wurde, einer Maus Bmi-1 cDNA, die uns von Jochen Hecht (MPIMG, Berlin) Gberlassen wurde

und einer von mir selbst klonierten Psc cDNA (s. Anhang) wurden Konstrukte des vollstandigen

offenen Leserasters (full-length, FL) oder verschiedene mutante Konstrukte durch PCR-

Klonierung hergestellt.

zusammengefasst.

folgenden Abbildung 3.13 sind diese 15 Konstrukte
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Abbildung 3.13. Schematische Darstellung der transgenen Konstrukte fiir Su(z)2,Psc und Bmi-1. Fiir
weitere Erklarungen vgl. Abbildung 1.4 Einleitung und Text.

Fir jedes der drei Proteine wurde jeweils ein FL Konstrukt (Su(z)2 — 1368 AS; Psc — 1603 AS;
Bmi-1 — 324 AS) mit und eins ohne das Myc-Epitop am carboxyterminalen Ende kloniert, um
einen moglichen Einfluss des Myc-Epitops auf die Funktion beurteilen zu kénnen. Des Weiteren
wurde fiur jedes Protein Deletionskonstrukte hergestellt, die verschieden grofRe Bereiche der
CTR oder den aminoterminalen Bereich mit der HR entfernen. Die beiden carboxyterminalen
Deletionen fiir Su(z)2 umfassen 1109 (Su(z)2-N1-Myc), bzw. 733 Aminosduren (Su(z)2-N2-Myc),
wohingegen die aminoterminale Deletion (Su(z)2-C-Myc) die ersten 267 Aminosduren entfernt.
Diesem C-Konstrukt wurde - wie auch im Falle der beiden anderen C-Konstrukte (s. unten) -
jeweils ein zusatzliches Methionincodon als Startcodon an erster Position eingeflgt.
Entsprechend wurden fir Psc in den N1- und N2-Konstrukten 1094, bzw. 703 carboxyterminale
Aminosduren und im Psc-C-Konstrukt 508 aminoterminale Reste entfernt. Fiir Bmi-1 wurde nur
eine carboxyterminale Deletion erzeugt (Bmi-1-N-Myc), der gegeniber der vollstiandigen

Sequenz 98 Aminosauren fehlen und ein um die ersten 225 Aminosauren verkirztes Konstrukt
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(Bmi-1-C-Myc). Zusatzlich wurde ein mutantes Su(z)2-HG-Myc-Konstrukt hergestellt, bei dem

das konservierte Histidin der RING-Finger Domane in ein Glycin ausgetauscht ist.

Alle Konstrukte wurden in den pUAST Vektor kloniert, wodurch den jeweiligen cDNAs flnf
Wiederholungen der upstream activating sequence (UAS) vorgeschaltet werden. Durch P-
Element-vermittelte Keimbahntransformation wurden fiir jedes Konstrukt mehrere transgene

Linien hergestellt (mit Ausnahme von Psc-FL-Myc) (Tab.3.1).

Tab.3.1. Ubersicht lber die transgenen Linien mit Angabe der GroBen des transgenen
Transkripts und Proteins sowie dessen errechnetes Molekulargewicht.

Konstrukt Anzahl Grofe transgenes | GriBe tr_amsgenes Berechnetes

transgener Linien Transkript (bp) Protein (AS) Molekulargewicht (kDa)

Su(z)2-FL 2 4107 1368 146.42
Su(z)2-FL-Myc 3 4230 1408 151.12
5u(z)2-HG-Myc 5 4230 1408 151.12
Su(z)2-N1-Myc 3 897 299 34.65
Su(z)2-N2-Myc 8 2025 675 76.04
Su(z)2-C-Myc 6 3420 1140 120.25
Psc-FL 9 4806 1601 169.86
Psc-FL-Myc 1 4929 1641 174.56
Psc-N1-Myc 10 1647 549 60.13
Psc-N2-Myc 3 2820 940 102.34
Psc-C-Myc 10 4536 1134 119.02
BMI1-FL 2 975 324 36.71
BMI1-FL-Myc 9 1098 364 41.41
BMI1-N-Myc 7 798 266 31.43
BMI1-C-Myc 7 414 138 14.7

3.2.2 Vergleich der Expressionsstarken ausgewahlter transgener Su(z)2- und
Psc-Linien

Zur Analyse der Funktionsweise der verschiedenen UAS-Konstrukte sollte zunachst geklart
werden, ob unabhdngige Insertionen jeweils eines Konstrukts vergleichbare - und somit
positionsunabhangige - Effekte verursachen. Weiterhin sollen die verschiedenen transgene
Konstrukte miteinander verglichen werden, weshalb Insertionslinien ausgewahlt werden sollen,
die nach GAL4-Aktivierung ungefahr gleichstarke Expression zeigen. Hierzu wurden in einer
ersten Versuchsreihe alle erzeugten UAS-Insertionslinien mit dem C765-GAL4-Aktivatorstamm

gekreuzt. Diese Analyse zeigte, dass unabhangige Linien eines Konstrukts jeweils vergleichbare
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Defekte verursachten, die aufgrund von Positionseffekten jedoch unterschiedlich stark
ausgepragt werden (ist vgBE Anhang). Auch die FL-Konstrukte mit und ohne Myc-Epitop zeigten
vergleichbare Defekte. Durch den Vergleich der Defekte in adulten Fliigeln wurde eine Reihung
der unabhéangigen Insertionen der einzelnen transgenen Konstrukte vorgenommen (s.
Anhang: Abbildung 5.1, Abbildung 5.2). Diese Reihung nach Schwere der Defekte wurde in
erster Naherung als Anhaltspunkt fiir die Expressionsstiarke gewertet. Aufgrund dieser
Klassifizierung wurde fur die weiteren Arbeiten fir jedes Konstrukt jeweils eine Insertionslinie

ausgewahlt, die mittelstarke Defekte verursacht.

Ein weiterer Nachweis der GAL4-induzierten Expression der verschiedenen transgenen
Konstrukte wurde in verschiedenen Immunfarbungen (s.u.) und mittels Western Blot Detektion
des Myc-Epitops dieser Fusionsproteine erbracht (Abbildung 3.14). Der Nachweis mittels anti-
Myc Antikorper im Western Blot oder in der Immunfluoreszens (s. unten) zeigt ferner, dass die
getesten Linien jeweils ein Myc-Fusionsprotein mit dem erwarteten Laufverhalten in der
Elektrophorese - also in etwa der erwarteten GroBe - exprimieren, wodurch neben der
Sequenzierung der DNA-Konstrukte (nicht gezeigt) eine weitere Bestatigung der korrekten

Klonierung erbracht wurde.

Anhand der Western Blot Analyse konnte auch die Expressionsstarke der ausgewahlten Linien
abgeschatzt werde. Hierbei zeigt sich, dass die meisten Linien in Relation zur Ladekontrolle
(Histon H2A oder Lamin) vergleichbare Mengen der transgenen Proteine exprimieren
(Abbildung 3.14 A). Nur die Linie Su(z)2-C-Myc zeigt etwas starkere Expression, wobei in dieser
Spur mehr Gesamtprotein aufgetragen wurde, was sich am starkeren Signal der Ladekontrolle
zeigt. Da jedoch dieses Konstrukt, zu keinen deutlichen morphologischen Defekten der adulten
Fligel gefiihrt hat (Abbildung 3.28 und s. Anhang: Abbildung 5.1), wird dies als Argument
gewertet, dass dieses Konstrukt sogar bei vergleichsweise erhohten Expressionsmengen in der
Fligelentwicklung keine deutliche biologische Aktivitat zeigt (s. unten). Deshalb wurde darauf
verzichtet eine andere Insertionslinie dieses Konstruktes auszuwahlen. Aufgrund dieser Befunde
wurden alle weiteren Uberexpressionsexperimente mit den Linien durchgefiihrt, die aufgrund
der Schwere der erzeugten Uberexpressionseffekte im Fligel und anschlieRender

Expressionskontrolle ausgewahlt wurden (Tab.3.2).
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Tab.3.2. Fiir die weiteren Arbeiten ausgewdhlte transgenen Linien mit Angabe des
Chromosoms der Insertion.

Stamm Name Genotyp Chromosom
Psc-FL-Myc /CyO y, w8 p{UAS-Psc-FL-Myc,w}/CyO 2
Psc-N1-Myc 7M y, w18 - P{UAS-Psc-N1-Myc,w} 3
Psc-N2-Myc L2 y, w8 P{UAS-Psc-N2-Myc, w} 2
Psc-C-Myc 9M y, w8 P{UAS-Psc-C-Myc, w} 2
Su(z)2-FL-Myc 12 y, w8 P{UAS-Su(z)2-FL-Myc,w} 2
Su(z)2-HG-Myc 5F y, w1 P{UAS-Su(z)2-HG-Myc,w} 3
Su(z)2-N1-Myc 36 y, w8 P{UAS-Su(z)2-N1-Myc,w} 2
Su(z)2-N2-Myc 7M y, w1 P{UAS-Su(z)2-N2-Myc,w} 2
Su(z)2-C-Myc 1M y, w8 P{UAS-Su(z)2-C-Myc,w} 1
Bmi-1-FL-Myc 9F y, w8 - + +  P{UAS-BMI-1-FL-Myc,w} 3
BMI-1-N-Myc 6M y, w1 p{UAS-BMI-1-N-Myc, w} 2
BMI-1-C-Myc 4M y, w8 P{UAS-BMI-1-C-Myc, w} 1
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Abbildung 3.14. Western Blot Nachweis der transgene Su(z)2 und Psc Expression. Myc-Fusionsproteine aus
larvalen Speicheldriisen (Gal4 231.1). A. Die UAS-Su(z)2-Myc-Konstrukte FL, HG, N1, N2 und C zeigen jeweils eine
Bande, die im Laufverhalten in etwa dem errechneten Molekulargewicht (Zahlen rechts in kDa) entspricht.
Nachweis mit anti-Myc (9E10). Lamin (72kDa) dient als Ladekontrolle. In der letzten Spur ,C“
Gesamtprotein aufgetragen. B. Entsprechender WB fiir die Psc-Myc Fusionsproteine FL, N1, N2 und C. Fir N1 wird
eine Doppelbande sichtbar, die moglicherweise auf posttranslationale Modifikationen zurilickzufiihren ist. Histon
H2A dient hier als Ladekontrolle.

ist mehr
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3.3 Chromatinlokalisation von Su(z)2 und Psc

3.3.1 Lokalisation der Fusionsproteine

Die epigenetische Regulation verschiedener Zielgene setzt voraus, dass die entsprechenden PcG
Proteine in den Zellkern transportiert werden wund dort zusammen mit ihren
Interaktionspartnern an die Zielregionen binden. Vor Herstellung der transgenen Konstrukte
wurden mogliche Kernlokalisationssignale der Proteine in silico ermittelt. Sowohl Su(z)2 als auch
Psc enthalten jeweils mehrere klassische Kernloklisationssequenzen fiir den Importin a-
vermittelten Transport. Diese befinden sich bei Su(z)2 im Bereich der Aminosduren 497 — 518
und bei Psc bei 652 — 654 und 760 — 782. Zusatzlich finden sich lber den gesamten Bereich
beider Proteine Sequenzen mit Anreicherungen basischer Aminosduren (vgl. Anhang), denen
nach verschiedenen Vorhersagealgorithmen ebenfalls Funktion als Kernlokalisationssignale
zugesprochen werden (z.B. NucPred; Brameier et al., 2007; s. Anhang). Da fiir Su(z)2 und Psc die
Verteilung von Bereichen positiver und negativer Ladungen, inbesondere in der CTR, als
mechanistisch bedeutsam diskutiert wird (s.oben; Beh et al., 2012), wurde bei der Herstellung
der transgenen Konstrukte darauf verzichtet, durch Kernlokalisationssequenzen zusatzliche

Ladungen einzufiigen, um eventuelle Funktionsstérungen zu vermeiden.

Diese Vorgehensweise erfordert den Nachweis, dass die transgenen Proteine tatsachlich in den
Zellkern importiert werden. Hierzu wurde durch Immunfarbungen an larvalen Speicheldrisen, in
denen jeweils eines der UAS-Konstrukte exprimiert wird (Gal4-231.1), die Kernlokalisation
untersucht. In Abbildung 3.15 ist gezeigt, dass alle untersuchten transgene Fusionsproteine in
den Kernen von Speicheldriisenzellen nachzuweisen sind. Allerdings sind die Immunsignale fir
die einzelnen Proteine unterschiedlich. So zeigt die vollstandige Su(z)2 Sequenz (Su(z)2-FL-Myc)
fast ausschlieBlich Signal im Kern, ohne Farbung des Zytoplasmas. Die Konstrukte: Su(z)2-N2-
Myc, Su(z)2-C-Myc und Psc-N2-Myc zeigen in ahnlicher Weise nahezu vollstindige
Kernlokalisation. Fiir die {brigen Konstrukte ist neben dem Signal im Kern auch
zytoplasmatische Farbung zu erkennen (Su(z)2-HG-Myc, Su(z)2-N1-Myc) und zusatzliches Signal
an der Plasmamembran (Psc-FL-Myc, Psc-C-Myc). In diesem Experiment wurden Driisen aus

Wanderlarven prapariert, die sich im Entwicklungsstadium leicht unterscheiden kénnen. Da die



62

Qualitat der Immunfarbungen an Speicheldriisen vom Entwicklungszustand und der

Handhabung abhdngig ist, kann trotz mehrfacher Wiederholungen nicht ausgeschlossen

werden, dass die oben beschriebenen Signalverhdltnisse zwischen Kern und Zytoplasma

zumindest teilweise technisch bedingt sein kdnnten. Dennoch zeigen diese Befunde, dass in

beiden Proteinen sowohl im aminoterminalen Bereich der HR, als auch im carboxyterminal

hierzu gelegenen Abschnitt der CTR endogene Kernlokalisationssignale enthalten sind, die auch

voneinander isoliert Kerntransport vermitteln.
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Abbildung 3.15. Kernlokalisation der
transgenen Su(z)2- und Psc-Fusionsproteine.
Alle UAS-Konstrukte wurden mit Gal4 231.1 in
larvalen Speicheldriisen aktiviert. Speicheldriisen
aus Wanderlarven wurden mit anti-Myc
immungefarbt. A. Su(z)2-FL, B. Su(z)2-HG, C.
Su(z)2-N1, D. Su(z)2-N2, E. Su(z)2-C, F. Psc-FL, G.
Psc-N1, H. Psc-N2, I. Psc-C. J. Negativkontrolle
ohne Primarantikorper. Alle Fusionsproteine
konnen im Zellkern nachgewiesen werden, auch
wenn z.T. zytoplasmatisches Hintergrundsignal
detektiert wird (s. Text).

3.3.2 Chromatinlokalisation der endogenen Proteine.

Quetschprdparate von Polytdanchromosomen wildtypischer Speicheldriisen zeigen in der

Immunfarbung spezifische Bindung von Psc und Su(z)2. Genomweit finden sich ca. 95 (Psc)/97

(Su(z)2) Bindungsstellen (Abbildung 3.16, Tab.3.3). Hierbei ist zu erkennen, dass in fast allen
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Positionen immer beide Signale vorhanden sind (mit nur zwei Ausnahmen, Abbildung 3.16,
Tab.3.3). Die Intensitaten der Fluoreszenzsignale - und somit wahrscheinlich auch die Starke der
Bindung - ist an einigen Stellen in beiden Kanalen jedoch stark unterschiedlich. Es finden sich
also Bindungsstellen, in denen das Psc-Fluoreszenzsignal wesentlich starker als das Su(z)2-Signal
ist und umgekehrt (Abbildung 3.16 A. — A™™). Zusatzlich zu den Ubrigen Tests wird hierdurch die
Spezifitdat des anti-Su(z)2 Antiserums bestatigt. Weiterhin lasst diese Beobachtung vermuten,
dass in diesen Regionen die Proteinmenge jeweils eines Faktors liberwiegt. Eine weitgehende
Kolokalisation beider Proteine wurde bereits friher beschrieben (Rastelli et al., 1993), jedoch
erlaubten die damals eingesetzten enzymatischen Immuntechniken keine hochauflésende
Analyse der Kolokalisation. Dementsprechend sind die Anzahl und Positionen der
Bindungsstellen, insbesondere solcher Positionen, in denen Rastelli und Kollegen jeweils nur

eines der beiden Proteine detektieren, nicht deckungsgleich mit unseren Befunden (Tab.3.3).

Tab.3.3. Quantifizierung der Chromatinbindung von Psc und Su(z)2
und Vergleich mit Literaturwerten. Gezahlt wurden deutlich sichtbare
Signale von zwei Ubersichtsabbildungen (wie Abbildung 3.16 B).

Bindestellen Psc | Su(z)2 | Uberlappung

Rastelli et al., 1993 81 88 52 =60%

Eigene Beobachtung 95 97 95 =98%
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Abbildung 3.16. Su(z)2 und Psc kolokalisieren in diskreten Bindungsstellen. A. — A" Region des 3R Chromosoms
mit anti-Psc (griin), anti-Su(z)2 (rot) und DNA-Farbung (blau) zeigt weitgehende Kolokalisation der beiden Proteine.
A. Uberlagerung aller drei Kanile. Der rote Pfeilkopf weist auf ein {iberwiegend rot erscheinendes Signal in
zytologischer Position 94E. A' Uberlagerung der Immunfirbungen ohne DNA-Firbung. A" und A" Die Einzelkanile
fir Psc und Su(z)2 zeigen, dass in Position 94E beide Proteine binden, jedoch die Intensitat des Su(z)2-Signals (rot)
starker ist. B. — B" Gesamtansicht der Polytdnchromosmen eines Zellkerns mit vier Chromosomenabschnitten eines
zweiten Kerns in der rechten unteren Ecke. Die Pfeile weisen auf singulare Su(z)2 Bindestellen (nur rotes Signal). B.
Uberlagerung der drei Kanile wie in A. B' und B" Die Signale fiir Psc (griin) und Su(z)2 (rot) zeigen 95, bzw. 97
diskrete Bindestellen pro Genom. Abbildungen in Zusammenarbeit mit A. Klebes.
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3.3.2 Chromatinbindung der Su(z)2-Fusionsproteine

Um das Bindungsverhalten der verschiedenen transgenen Proteine zu untersuchen, wurden alle
UAS-Konstrukte mit der Speicheldriisen GAL4-Linie 231.1 exprimiert. Quetschpraparate
polytaner Speicheldriisenchromosomen aus Wanderlarven wurden immungefarbt, wobei
jeweils das transgene Protein durch anti-Myc Farbung dargestellt wurde. Als Referenz und zur
Beurteilung der Uberexpressionseffekte auf das endogene Farbemuster wurde das Psc Protein
(endogen und im Fall der Psc Konstrukte auch das transgene Protein) durch einen monoklonalen
anti-Psc Antikorper nachgewiesen. Dieser Antikdrper erkennt ein Epitop in der amino-
terminale Region und ist somit geeignet, alle Fusionsproteine, bis auf Psc-C-Myc zu detektieren.
Diese Analysen wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Prof. H. Saumweber (HU Berlin)

durchgefiihrt. Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung dieser Experimente war noch kein anti-Su(z)2

Antiserum verfligbar.

Abbildung 3.17. Su(z)2-FL bindet expansiv und verindert die endogene Psc-Lokalisation. Uberexpression von
UAS-Su(z)2-FL-Myc mit Gal4 231.1. A. — A" Ubersichtsbild in A. DNA-Farbung, A' anti-Myc- und A" anti-Psc-
Immunfarbung zeigt die Ausweitung der Bindung liber die diskreten Su(z)2/Psc Bindestellen hinaus (vgl. Abbildung
3.16). Das gesamte Chromatin ist mit beiden Proteinen dekoriert, wobei an manchen Stellen verstarkte Bindung zu
sehen ist. B. — B"' VergrofRerung des Telomerendes von 3L. B. DNA-; B' anti-Myc-; B" anti-Psc-Farbung. In den
Immunfarbungen sind neben der ausgedehnten unspezifischen Bindung bandenférmige Bereiche verstarkter
Bindung zu erkennen. B"' Die Uberlagerung der Myc und Psc Signale zeigt wenig Kolokalisation beider Signale. In
einigen Positionen Uberwiegt das Psc Signal (Pfeil) in anderen das Myc Signal (Pfeilkopf).
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3.3.2.1 Su(z)2-FL-Myc

Die Uberexpression der wildtypischen Su(z)2 Sequenz (Su(z)2-FL-Myc) fiihrt zu keinen
erkennbaren morphologischen Defekten der Speicheldriisenchromosomen. Dahingegen ist die
Verteilung der Immunsignale jedoch deutlich anders als in wildtypischen Chromosomen (vgl.
Abbildung 3.16). Das transgene Su(z)2 (Abbildung 3.17) ist sowohl in den endogenen Positionen
(bandenférmige Signale) als auch granuldr am gesamten Chromatin zu finden, wo
normalerweise kein Su(z)2 Protein nachgewiesen werden kann (vgl. mit Abbildung 3.17 B’).
Somit bindet das Su(z)2-Myc-Fusionsprotein in den normalen Su(z)2 Bindestellen und expansiv
das gesamte Chromatin. Auch das endogene Psc Protein ist noch in einigen normalen
Bindungsstellen zu detektieren (Abbildung 3.17 B™") dehnt sich aber ebenso wie Su(z)2-Myc lGber
das gesamte Chromatin aus. Interessanterweise zeigt die Betrachtung bei hoher Auflésung, dass

die anti-Myc- und anti-Psc-Signale wenig miteinander kolokalisieren (Abbildung 3.17 B™™).

3.3.2.2 Su(z)2-N2-Myc

Die carboxyterminale Deletion um 733 Aminosduren des Su(z)2-N2-Konstrukts zeigt gegeniber
der Su(z)2-FL Uberexpression eine leichte Abmilderung in Bezug auf die unspezifische
Lokalisation (Abbildung 3.18 E und F). Ebenso wie fiir das full-length Su(z)2-Myc-Protein zeigt
sich Bindung in diskreten Banden aber nur schwache granular verteilte expansive Bindung.
Dennoch hat dieses Bindeverhalten von Su(z)2-N2-Myc auf das endogene Psc Einfluss, so dass
dieses nicht mehr ausschliefilich in diskreten Banden, sondern zusétzlich auch granular auf dem
gesamten Chromatin nachzuweisen ist. In einigen wenigen Positionen sind Banden zu erkennen,
die Uberwiegend das transgene Su(z)2-N2-Protein enthalten. Die Morphologie der

Chromosomen ist weitgehend normal.

3.3.2.3 Su(z)2-HG-Myc
Die Punktmutation im HG-Konstrukt und damit der mutmalliche Verlust der Funktionsfahigkeit
der RING Domaéne hat im Vergleich zur full length Sequenz keinen prinzipiellen Einfluss auf die

Lokalisation des transgenen Proteins (Abbildung 3.18 A und B). Su(z)2-HG-Myc und auch das
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endogene Psc sind sowohl in endogenen Positionen (Banden) als auch granular (ber die

gesamten Chromosomen verteilt.

Su(z)2-HG-Myc Su(z)2-N1-Myc

B e DNA [ €= . T
T L) e T

Myc

Myc/Psc

Abbildung 3.18. Chromatinbindung mutanter Su(z)2-Proteine und Lokalisation von endogenem Psc Protein. Rot:
Anti-Myc, griin: anti-Psc; grau: DNA. A. — B. Su(z)2-HG bindet in den endogenen Psc Positionen (Pfeil in B“‘) und
zusatzlich entlang der gesamten Chromosomen. Das endogene Psc lokalisiert zusatzlich zu dem normalen
Positionen auch granuladr entlang der Chromsomen, wobei es wenig mit dem Myc-Fusionsprotein kolokalisiert. C. —
D. Su(z)2-N1-Myc zeigt scharf abgegrenzte Signale in Banden in denen auch Psc lokalisiert ist. Das endogene Psc ist
auch in feinen Granulen aulRerhalb der Banden zu erkennen und einige (schwache) Psc Banden werden nicht von
Su(z)2-N1-Myc gebunden (Pfeil in D“). Die Chromosomen dieses Genotyps sind dicker als normal (D.). E. - F. Das
N2-Fusionsprotein ist iberwiegend in diskreten Banden nachzuweisen, die z.T. stérker gebunden werden als durch
das endogene Psc (Pfeil in F*“‘). Zusatzlich findet sich auch granulares Signal auRerhalb der Banden. Psc ist auch
auBerhalb der Banden verteilt. G. - H. Su(z)2-C-Myc zeigt nur sehr partiell Chromatinbindung, die nicht eindeutig
von Hintergrundsignal unterschieden werden kann. Das endogene Psc ist normal in Banden lokalisiert (Pfeil in H*).

3.3.2.4 Su(z)2-C- Myc
Der Verlust der HR im Su(z)2-C-Myc Konstrukt fihrt zum vollstandigen Verlust der
Chromatinbindung (Abbildung 3.18 G und H). Abgesehen von einigen granuldren Signalen, die

nicht sicher von Hintergrundfarbung unterschieden werden kodnnen, ist kein Chromatin-
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assoziiertes Su(z)2-C-Myc Protein zu erkennen. Das endogene Psc Protein ist dahingegen im
wildtypisch endogenen Muster angefarbt. Es zeigen sich deutlich ausgepragte bandenformige

Bindungsstellen und nur wenig granuldre Farbung aullerhalb dieser Positionen.

3.3.2.5 Su(z)2-N1-Myc

In allen Prdparaten des Su(z)2-N1-Myc CTR-Deletionskonstrukts zeigt sich sehr sauber-
wirkendes und scharf abgegrenztes anti-Myc-Signal in diskreten Banden (Abbildung 3.18 C und
D). Auch das Psc-Signal zeigt das endogene distinkte Muster und zusatzliche eine fein-granulare
Verteilung auBerhalb der Banden. Einige schwache bandenformige Psc-Signale werden nicht
vom Su(z)2-N1-Myc-Fusionsprotein gebunden. In allen Quetschprdparaten dieses Genotyps sind

die Chromosomen dicker als in Kontrolltieren oder den anderen Uberexpressionssituationen.

3.3.2.6 Zusammenfassung der Chromatinbindung der Su(z)2-Fusionsproteine

Die Su(z)2-FL und HG Proteine binden in bandenférmigen Bereichen und zusatzlich entlang des
gesamten Chromatins. Das transgene N2-Protein zeigt weitgehend bandenférmige Bindung und
im Vergleich mit den anderen beiden Konstrukten schwacher ausgepragte expansive Bindung
auBerhalb dieser Bereiche. Die Gesamtzahl der Bindestellen des N2-Fusionsoprotein scheint

grofRer zu sein als die der endogenen Psc Bindungsstellen.

Der Verlust der HR im Su(z)2-C-Konstrukt fiihrt zum Verlust der Chromatinassoziation. Die HR
alleine bindet in sehr hintergrundarmer Weise in den Positionen der endogenen Psc-

Bindestellen, wobei einige schwache Bindestellen nicht besetzt werden.
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3.3.3 Chromatinbindung der Psc-Fusionsproteine

Abbildung 3.19. Psc-FL-Myc Chromatinlokalisation. Rot: anti-Myc; Grin: anti-Psc; grau: DNA. A. - A"
Ubersichtsansichten und B. — B"' VergréRerungen eines Chromosomabschnitts. Die Uberexpression von full-length
Psc fuhrt zur Bindung an das gesamte Chromatin. Einzelne Bereiche verstadrkter Bindung sind als Banden zu
erkennen (Pfeil in BY). Die anti-Psc-Immunfarbung erkennt transgenes und endogenes Psc Protein weshalb griines
und rotes Signal weitgehende Kolokalisation zeigen. An wenigen Stellen (Pfeilkopf) iberwiegt jedoch das griine
Signal, was andeutet, dass hier vorwiegend endogenes Protein bindet. Die Morphologie der Chromosomen ist
leicht verdndert, so dass die Chromosomen etwas dinner wirken.

3.3.3.1 Psc-FL-Myc

Die Uberexpression der wildtypischen Psc Sequenz fiihrt dazu, dass die Speicheldriisen kleiner
als normal bleiben (Abbildung 3.15) und auch die Polytdanchromosomen in Quetschpraparaten
etwas dinner erscheinen als vergleichbare wildtypische Chromosomen (Abbildung 3.19). Die

anti-Myc/anti-Psc  Doppelimmunfirbung zeigt in beiden Kandlen ausgedehnte und
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kolokalisierende Signale, die zum Teil noch diskreten Banden erkennen lassen. Da der
monoklonale anti-Psc Antikorper sowohl das transgene als auch das endogene Psc erkennt,
kann aus dieser Beobachtung lediglich geschlussfolgert werden, dass das transgene Psc-Myc an
weite Bereiche des Chromatin bindet. Interessanterweise kann jedoch an einigen Stellen
Uberwiegend griines anti-Psc Signal beobachtet werden (Pfeilkopf in Abbildung Abbildung 3.19
B™""), was darauf hinweist, dass an diesen Stellen, die zumeist bandenférmig sind, endogenes

Psc ohne/mit nur geringen Mengen Psc-FL-Myc Fusionsprotein lokalisiert.

Psc-N1-Myc Psc-N2-Myc

Psc-C-Myc
. | F T

R\ T S Ik

Abbildung 3.20. Chromatinlokalisation von Psc-N1, Psc-N2 und Psc-C. Gezeigt ist jeweils die DNA-Farbung (grau),
anti-Myc (rot), anti-Psc (griin) und in den VergréRBerungen die Uberlagerung des roten und griinen Kanals. A. und
B. Psc-N1-Myc lokalisiert in diskreten Banden, die den Psc-Positionen entsprechen (Pfeil in B“). Die Chromosomen
wirken dicker als normal. C. und D. Psc-N2-Myc bindet in Banden und zusitzliche entlang der Chromosomen
("expansiv"). Diese Art der Bindung hat auch die Ausdehnung der Psc-Bindung zur Folge. In der Uberlagerung ist zu
erkennen, dass das Myc-Fusionprotein und Psc allerdings nicht vollstdndig kolokalisieren. Der Pfeil in D*‘ deutet auf
eine Stelle, in der das anti-Psc Signal (griin) iberwiegt. E. und F. Psc-C-Myc zeigt kaum Bindung am Chromatin und
das endogen Psc-Muster ist nicht verandert.
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3.3.3.2 Psc-N2-Myc

Eine ahnliche Lokalisation wie fiir das full-length Psc-Myc Protein zeigt sich fir Psc-N2-Myc.
Auch das carboxyterminal verkirzte Psc ist in bandenformigen Signalen zu erkennen und
dekoriert zusatzlich weite Bereiche der Chromosomen (Abbildung 3.20 C und D). Die
Chromosemstruktur ist jedoch im Gegensatz zur full-length Version nicht abnorm und die
hochauflésende Betrachtung zeigt, dass es hier im Gegensatz zur full-length Uberexpression
etliche Bereiche gibt, in denen nur griines Signal — also endogenes Psc Protein — zu sehen ist
(Abbildung 3.20 D', Pfeil). Demnach scheint die Chromatinassoziation von Psc-N2 schwéacher

zu sein als von der full-length Sequenz.

3.3.3.3 Psc-C-Myc

Ebenso wie im Fall von Su(z)2-C-Myc ist die Psc-HR fir die Chromatinbindung notwendig, so
dass in der anti-Myc-Immunfluoreszenz kein Signal am Chromatin zu erkennen ist (Abbildung
3.20 E und F). Da das Epitop des monoklonalen anti-Psc Antikorpers innerhalb der 300 amino-
terminalen Aminosduren liegt (6E8, Martin und Adler, 1993), kann das Psc-C-Myc
Fusionsprotein, dem die ersten 509 Aminosauren fehlen, nicht mit diesem Antikorper detektiert
werden. Somit zeigt die anti-Psc Immunfarbung lediglich die Lokalisation des endogenen

Proteins, die in diesen Praparaten ebenso wie die Chromosomenmorphologie normal ist.

3.3.3.4 Psc-N1-Myc

Das Myc-Fusionsprotein, das im Wesentlichen die Psc HR enthélt, ist in diskreten Banden
zusammen mit dem endogenen Psc Protein kolokalisiert (Abbildung 3.20 A und B). Wie bereits
fiir Su(z)2-N1-Myc beschrieben, sind auch in dieser Immunfarbung die Banden besonders scharf

zu erkennen und die Chromosomen deutlich dicker.

3.3.3.5 Zusammenfassung Psc-Myc Chromatinlokalisation
Die Uberexpression der full-length Psc-Myc und Psc-N2-Myc Proteine fiihrt zusatzlich zur

Lokalisation in den endogenen Bindestellen zur ausgedehnten, expansiven Bindung ans
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Chromatin. Wobei N2 “schwacher” bindet als FL. Der Verlust der HR im Psc-C-Myc transgenen
Protein bedingt den Verlust der Fahigkeit zur Chromatinbindung, wohingegen die HR alleine in
scharfen Banden lokalisiert, die weitgehend deckungsgleich mit den endogenen Bindestellen

von Psc sind. Psc-FL fihrt zu diinneren und N1 zu dickeren Chromosomen.

3.3.4 Vergleich der Chromatinlokalisation der Su(z)2-Myc und Psc-Myc
transgenen Fusionsproteine

Das Bindungsverhalten der Su(z)2-Myc und Psc-Myc Proteine ist sehr ahnlich. Fiir beide Proteine
zeigen jeweils die full-length und N2 transgenen Proteine ektopische Bindung an weite Bereiche
des Chromatins. Auch der Austausch des konservierten Histidinrests der RING Domadne ins
Su(z)2-HG-Myc Fusionsprotein beeintrachtigt die Faigkeit zur ektopischen Chromatinlokalisation
nicht. Der Verlust der HR flhrt jeweils zum Verlust der Chromatinbindung (Su(z)2-C-Myc und
Psc-C-Myc), wahrend die isoliete HR in beiden Fallen (Su(z)2-N1-Myc und Psc-N1-Myc) in den
endogenen Bindungsstellen lokalisiert. Auch der Einfluss auf die Chromosomenmorphologie ist

in beiden N1-Konstrukten gleich, indem die Chromosomen deutlich dicker sind.

Tab.3.4 Zusammenfassung der Chromatinlokalisation fiir die transgenen Su(z)2-Myc- und Psc-Myc-Proteine.
*geringes granuldres Signal, vermutlich Hintergrundsignal.

Fusionsprotein (Myc) ektopische
Lokalisation in diskreten Lokalisation des Psc-Lokalisation in
Chromosomen- Banden (endogene Fusionsproteins diskreten Banden ektopische Psc-
Transgen morphologie Positionen) (Myc) (endogene Positionen) Lokalisation

Su(z)2-FL-Myc + +/- + + +
Su(z)2-N2-Myc + + + +/- +
Su(z)2-N1-Myc dicker +; sauber, scharf - + -
Su(z)2-HG-Myc + +/- + +/- +
Su(z)2-C-Myc + - * + *
Psc-FL-Myc +/- diinner +/- + - +
Psc-N2-Myc + + + + +
Psc-N1-Myc dicker +; sauber, scharf - + -
Psc-C-Myc + - - + -
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Zusammenfassend zeigen diese Befunde, dass die HR fiir die Chromatinbindung erforderlich ist,
wobei eine intakte RING Domaéne - zumindest fiir Su(z)2 (Su(z)2-HG-Myc) - hierfiir entbehrlich
ist. Obwohl die carboxyterminale Region in den Kern lokalisiert, konnte mittels Immunfarbung
weder fiir Su(z)2-C-Myc, noch Psc-C-Myc Chromatinbindung nachgewiesen werden. Eine
Ausweitung der Bindung aulerhalb der diskreten Banden der Proteine Su(z)2-FL und Su(z)2-HG
zieht jeweils eine Umverteilung des endogenen Psc-Proteins nach sich. Fir die Psc-
Fusionsproteine Psc-FL und Psc-N2 erscheint eine derartige Umverteilung ebenfalls
wahrscheinlich, kann aber nicht direkt nachgewiesen werden, weil der anti-Psc Antikérper auch
das transgene Protein erkennt. Interessanterweise geht die expansive Bindung jedoch in den N1
Proteinen verloren. Demnach muB in der Proteinregion, durch die sich die N2- von den N1-
Konstrukten unterscheiden, eine Funktion enthalten sein, die in der Uberexpressionssituation
fir die Ausweitung der Chromatinbindung auch aullerhalb der endogenen Bindestellen
notwendig ist. So ist zwar der HR-enthaltende aminoterminale Bereich der beiden Proteine fir
die Chromatinbindung essentiell und auch ausreichend, aber auch die CTR tragt mit der N2-N1-
Differenzsequenz zur expansiven (wahrscheinlich sequenzunabhangigen, unspezifischen)
Chromatinassoziation bei. Die Beobachtung, dass die N2 Proteine gegeniber FL und HG
verminderte expansive Bindung zeigen, deutet darauf hin, dass Anteile der oben postulierten
Proteinbereiche der CTR, die fir die maximale expansive Bindung notwendig sind, dem N2-

Transgenen fehlen.

3.4 Funktionelle Untersuchung der Konstrukte durch Uberexpression

Um die biologische Aktivitat der verschiedenen Konstrukte zu beurteilen, wurde zunachst die
Funktion der vollstandigen (FL) Konstrukte von Su(z)2 und Psc analysiert. Hierzu wurden diese
UAS-FL Konstrukte mittels verschiedener GAL4 Aktivatoren in der Embryogenese sowie der

Augen- und Fligelentwicklung im ansonsten wildtypischen genetischen Hintergrund exprimiert.
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3.4.1 Die Uberexpression von Su(z)2 erzeugt dominante Effekte

3.4.1.1 Su(z)2 Uberexpression in der Embryogenese

Die ubiquitare Aktivierung von Su(z)2-FL-Myc in friihen Stadien der Embryogenese mit dem
daugtherless-GAL4 Stamm (daG) fihrt zu Entwicklungsdefekten und vollstandiger embryonaler
Letalitdt. Dies geht mit der Repression von PcG Zielgenen wie z.B. Abd-B und even skipped
einher (Diplomarbeit Z. Djurdjevic, 2008). Diese Entwicklungsstorungen resultieren im
Absterben der Embryonen bevor die larvale Kutikula von den epithelialen Zellen sekretiert wird,
also vor Stadium 15 (Abbildung 3.1). Auch die anti-En-Immun- und DNA-Farbung zeigt den
vollstandigen Verlust des 14 Streifen-En-Musters sowie massive morphologische Defekte. Zellen
dieser Embryonen sind wahrscheinlich apoptotisch. Zusammenfassend zeigen diese Befunde,
dass das full-length Su(z)2-Myc Protein biologisch aktiv ist, und bei Uberexpression letale
Entwicklungsstérungen verursacht, die durch die fehlerhafte Repression einer Vielzahl

entwicklungsrelevanter PcG Zielgene ausgel6st sein durfte.

Auch die anderen Su(z)2-Myc-Fusionsproteine wurden mit da-Gal4 in der Embryogenese
aktiviert. Die Letalitat war hierbei fir Su(z)2-HG-Myc und Su(z)2-N2-Myc ebenfalls vollstandig
penetrant. Das Su(z)2-N1-Myc Transgen verursachte 30 %tige embryonale Letalitdt, wohingegen
Su(z)2-C-Myc keinen messbaren Einfluss auf die Letalitdtsrate gegenliber der Kontrolle

(white'118) hatte, die ca. 5% nicht geschliipfter Embryonen aufweist.

3.4.1.2 Su(z)2 Uberexpression in der Augenentwicklung

Um die Funktion der transgenen Konstrukte weiter zu charakterisieren, wurde die
Augenentwicklung als Modellsystem genutzt. Zunichst soll der Uberexpressionsphinotyp von
full-length Su(z)2 charakterisiert werden, um anschlieBend durch die Analyse genetischer
Interaktionen die Funktion genauer einordnen zu kdnnen. Hierzu wurde Su(z)2-FL-Myc mit dem
augenspezifischen GMR-Gal4 Treiber posterior zur Morphogenetischen Furche (MF), bzw. mit
eyeless-Gal4 (Ey-Gal4) anterior zur MF aktiviert. Diese Versuche wurden in Zusammenarbeit mit
J. Baig und A. Klebes durchgefiihrt. Aus friiheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe war bereits

bekannt, dass die Funktion von Su(z)2 und Psc fiir die normale Spezifizierung und Entwicklung
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der Fotorezeptorzellen notwendig ist und dass die Uberexpression von Su(z)2 zur Absenkung
des mitotischen Index in der Imaginalscheibenentwicklung und somit zu verkleinerten adulten
Augen fuhrt. Die Oberflachenstruktur dieser adulten Augen ist verandert und wirkt rau
(Abbildung 3.21; Baig, 2010). Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung zeigte, dass
sowohl die Anordnung als auch die GroRe der Linsen und Borsten der Einzelaugen gestort ist
(Baig, 2010). Einzelne Linsen weisen Locher auf und nicht jedes Einzelauge besitzt wie im

Normalfall eine Borste (Abbildung 3.21).

R

Abbildung 3.21. Uberexpression von Su(z)2 fiithrt zu kleineren Augen mit veridnderter Oberflichenstruktur.
Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen von Képfen von A. und B. wildtypischen und C. - F. UAS-Su(z)2-
FL-HA Uberexprimierenden Tieren. Das Auge in C. (Ey-Gal4) ist deutlich kleiner als in der Kontrolle (A.) und die
vergroerte Aufnahme in D. zeigt UnregelméaRigkeiten in der Anordnung der Borsten und Linsen, die
unterschiedlich grof® sind und in einigen Fillen ein Loch aufweisen. E. und F. Die Uberexpression mit GMR-Gal4
fhrt zu einer moderaten Verkleinerung und einem Auflésen der Abgrenzungen der normalerweise konvexen
Linsen. Es werden nur noch wenige Borsten ausgebildet. REM mit freundlicher Unterstiitzung von Prof. K.
Hausmann, FU Berlin. Abbildungen von Jawaid Baig.
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Insgesamt lassen diese Beobachtungen vermuten, dass die Su(z)2 Uberexpression zur falschen
Spezifizierung der Zellen (etwa zu Kopfkutikula sekretierenden Zellen), mangelnder
Zellproliferation oder Eliminierung von Zellen durch Apoptose fiihrt, wobei diese drei
Méglichkeiten sich gegenseitig nicht ausschlieRen. Nach Uberexpression mit GMR-Gal4 sind die
Augen ebenfalls kleiner als in der Kontrolle, jedoch in der Regel nicht so klein wie nach Ey-Gal4
Aktivierung. In dieser Situation verlieren die Linsen der Einzelaugen ihre typische konvexe
Reliefstruktur und es entsteht eine kontinuierliche, leicht raue Oberflache (Abbildung 3.23 E und

F), die bei Betrachtung mit der Stereolupe glatt erscheint (Abbildung 3.23).

Diese Storungen der GroBe und der regelmaBigen Oberflachenstrukturen der Komplexaugen
deutet sich bereits in friiheren Stadien der Augenentwicklung an. Augenimaginalscheiben aus
Wanderlarven (L3), die Su(z)2-FL mit dem GMR-Gal4-Aktivator im Bereich posterior der MF
exprimieren, zeigen ein gestortes Muster der Anordnung der presumptiven Fotorezeptorzelle
R7 (Abbildung 3.22). Die hier verwendete enhancer trap Linie H214 (Mlodzik et al., 1992) zeigt
schwache 3-Galactosidase Expression in allen Fotorezeptorzellen mit etwas starkerer Expression
in dem R1/R6 Paar und besonders starker Expression in R7. In mehreren Su(z)2
Uberexprimierenden Imaginalscheiben sind Bereiche der Fotorezeptorcluster zu erkennen, die
keine X-Gal Farbung zeigen, d.h. in denen keine R7 Fotorezeptorzelle spezifiziert wurde. In
einigen anderen Fallen waren anndahernd normal viele Zellen gefarbt, die jedoch nicht im
normalen wohlgeordneten Muster zueinander standen (nicht gezeigt). Die Ursache dieser
Stérungen wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht, da es sich vermutlich um
einen pleiotropen Effekt durch die Fehlregulation einer Vielzahl von Su(z)2-Zielgenen handeln
dirfte. J. Baig konnte zeigen, dass durch die Su(z)2 Uberexpression in anterioren Zellen (Ey-
Gal4) die Zellproliferationsrate vermindert und die Progression der MF gestort wird (Baig, 2010).
Die Analyse der R7 enhancer trap Linie in der GMR-Su(z)2 Uberexpression zeigt jedoch im
Vergleich zur anterioren Uberexpression, dass das Feld der sich spezifizierenden
Fotorezeptorzellen posterior zur MF ungefdhr normal groR ist (Abbildung 3.23) und
Immunfarbungen mit dem neuralen Marker anti-Elav deuten darauf hin, dass posterior zur MF
normal viele Fotorezeptorzellen spezifiziert werden (nicht gezeigt). Demnach scheint die

posteriore Uberexpression keinen starken Effekt auf die Zellproliferation und MF-Progression zu
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haben. Zusammenfassend legen die gestorte Anordnung der presumptiven Fotorezeptorzellen
und die verkleinerten adulten Augen nahe, dass die Su(z)2 Uberexpression im posterioren
Bereich zur Storung der Musterbildung/Zellspezifikation fihrt, wodurch vermutlich sekundar ein

verstarktes MaR an Apoptose induziert wird.

Abbildung 3.22. Su(z)2 Uberexpression stort das regelmiRige Muster der presumptiven Fotorezeptorzellen in der
Augenentwicklung. A. X-Gal Farbung einer Kontroll-Augenimaginalscheibe der R7-lacZ enhancer trap Linie (H214-
lacZ/TM3) zeigt das regelmaRige Muster der presumptiven Fotorezeptorzellen (R7) im posterioren Bereich (oben).
B. Die Uberexpression von Su(z)2 stért dieses Muster. Blaues Signal der lac-Z-positive Zellen ist in wenigen Zellen zu
sehen. Die Ausbildung von Zellclustern (Sternchen) der presumptiven Fotorezeptorzellen (und anti-elva-Farbung,
nicht gezeigt) deuten darauf hin, dass die MF-Progression normal ist und Zellen posterior zur MF als
Fotorezeptorzellen spezifiziert werden. C. Die Uberexpression der Su(z)2-HR (GMR-Gal4, UAS-Su(z)2-N1-Myc) fiihrt
ebenfalls zu unvollstdndiger Spezifikation der R7 Zellen. Die Farbung anterior der MF (Pfeil) geht wahrscheinlich auf
phagocytierende Hamocyten zuriick. D. Auch die Uberexpression der Psc-HR (GMR-Gal4, UAS-Psc-N1-Myc) fiihrt
zur Storung des regelmaRigen R7 Musters. Posterior oben in allen Abbildungen. Abbildung in Zusammenarbeit mit
A.Klebes.

3.4.1.3 Auch die Uberexpression der HR verursacht Stérungen der
Augenentwicklung

Die Uberexpression der HR von Su(z)2 ohne den CTR-Bereich (GMR-Gal4, UAS-Su(z)2-N1-Myc)

zeigt dhnliche Defekte der Augenentwicklung wie die Uberexpression des Su(z)2 full-length

Konstrukts (s. unten). Farbung der R7 enhancer trap Linie in diesem genetischen Hintergrund

fihrt auch hier zu einer Verminderung der Anzahl an lacZ-positiven Zellen, die in einem

gestorten Muster angeordnet sind (Abbildung 3.22 C).
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3.4.1.4 Vergleich der Effekte der verschiedenen Su(z)2-Konstrukte auf die
Augenentwicklung

Durch Betrachtung der adulten Augen und der Oberflaichenstruktur mittels Nagellack
Abdrucktechnik (Flannery et al., 2006) wurden die Effekte der GMR-Gal4 aktivierten
Uberexpression aller Su(z)2-Fusionsproteine miteinander verglichen. Hierbei zeigte das full-
length Konstrukt den starksten Effekt, indem die konvexe Biegung, hexagonale Form und
Abgrenzungen der Einzellinsen vollstandig verloren geht wie es bereits in der REM Analyse
beobachtet wurde (vgl. Abbildung 3.23 E und F mit A). Die moderate carboxyterminale
Verklrzung im N2 Konstrukt fihrt zu einer leichten Abmilderung der Effekte. Zwar sind die
Augen in dieser Uberexpressionssituation dhnlich klein wie beim full-length Konstrukt, aber die
Betrachtung der Oberflachenstruktur zeigt, dass die Abgrenzungen der Einzellinsen weitgehend
erhalten bleiben (Abbildung 3.23). Sowohl die variable GroRRe als auch die Anordnung der
Einzellinsen entspricht nicht dem wohlgeordneten Muster des Wildtyps. Ein sehr ahnlicher
Effekt zeigt sich flir das H-G-Konstrukt, wobei viele Linsen noch kleiner sind als beim N2
Konstrukt und die Anordnung durch eine Vermischung kleiner und groRer Linsen insgesamt
noch unordentlicher wirkt (Abbildung 3.23 C und D). Auch die fast vollstéandige Deletion der CTR
im N1 Konstrukt zeigt in dieser Betrachtung vergleichbare Effekte, die milder als die Defekte der
full-length Uberexpression sind. Die Gesamtaugen sind nicht so stark verkleinert wie in den
oben beschriebenen Fallen und die Anordnung der Einzellinsen wirkt etwas geordneter, da die
meisten Linsen gleichmalig klein sind. Einige Linsen runden sich ab und verlieren den Kontakt zu
benachbarten Linsen (Abbildung 3.23 F). Den mildesten Effekt ruft die Uberexpression der CTR
ohne HR-Anteil hervor (Su(z)2-C-Myc). Die Augen besitzen nahezu wildtypische GréRe und auch
die GroRe und Anordnung der Einzellinsen ist dem Wildtyp vergleichbar. Dennoch ist auch hier
das Muster der Einzellinsen durch Verschmelzungen einiger Linsen miteinander und leichter

Variationen der LinsengroRe etwas gestort (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23. Verdnderungen der GréRe und Oberflachenstruktur adulter Augen durch Su(z)2-Uberexpression.
A. Kontrollauge einer Wildtyp Fliege. Der Nagellackabdruck zeigt die regelmaRige GroRBe und Anordnung der Linsen.
B. Die Uberexpression von Su(z)2-FL fiihrt zu glatt erscheinenden, verkleinerten Augen. Die Abgrenzungen der
Linsen sind aufgehoben. C. Su(z)2-HG und D. Su(z)2-N2 haben einen ahnlichen Effekt. Die Augen sind verkleinert.
Die Verdnderungen der Oberflachenstruktur ist nicht ganz so weitreichend wie bei Su(z)2-FL. Es sind noch
abgegrenzte Einzellinsen zuerkenne, deren Muster jedoch ungeordnet ist und die stark unterschiedliche GréRen
besitzen. E. Su(z)2-C Expression verursacht nur sehr milde Defekte. Die Augen sind normal grof8 und nur vereinzelt
ist die Anordnung der Einzellinsen gestért. F. Augen der Uberexpression der HR (Su(z)2-N1) sind gegeniiber dem
Wildtyp etwas verkleinert und wirken rau. Die Anordnung der sehr kleinen Einzellinsen ist ungeordnet und einige
Linsen haben keinen Kontakt zu Nachbarlinsen.

3.4.2 Genetische Interaktionen bestatigen die PcG Funktion von Su(z)2 und
zeigen die dominant-negative Wirkung von Su(z)2-N1
Mittels der oben beschriebenen Effekte der Uberexpression in der Augenentwicklung kann die
genetische Funktion der Konstrukte charakterisiert werden. Hierzu wurde die Uberexpression
des full-length Konstrukts mit der Uberexpression des Su(z)2-HR Konstrukts (Su(z)2-N1-Myc) in
einer Fliege miteinander kombiniert. Der kleine Augenphinotyp der full-length Uberexpression
konnte hierdurch partiell gerettet werden (Abbildung 3.24 A und B). Da das full-length Konstrukt
in allen Uberexpressionssituationen dominante Wirkung zeigt (s. unten), kann die Wirkweise der
HR genetisch als antagonistisch zur dominanten Funktion, also als dominant-negative Wirkung

charakterisiert werden.

Dass die Wirkung der full-length Uberexpression tatsichlich einer dominanten PcG Funktion
entspricht, zeigt die genetische Interaktion mit einem mutanten Pc, bzw. brm Allel. Im

heterozygoten Pc?> mutanten Hintergrund wird der kleine Augenphinotyp der Uberexpression
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partiell gerettet, so dass das mutante Pc Allel hier als Supressor wirkt (Abbildung 3.24 C und D).
Eine Verstarkung (Enhancer) dieses Phanotyps zeigt sich in der heterozygot mutanten brm?
Situation (Abbildung 3.24 E und F). Auch dieser Befund, dass eine TrxG Mutation (brm?) als

Enhancer wirkt, bestatigt die dominante PcG Funktion des Su(z)2 full length Transgens.

Abbildung 3.24. Die Uberexpression von Su(z)2
zeigt dominante PcG Effekte. A. — F. GMR-Gal4
aktivierte Uberexpression von full-length Su(z)2 (A. -
D. UAS-HA-Su(z)2; E. und F. UAS-Su(z)2-GFP). Die
Uberexpression fiihrt zu kleinen Augen (A. und C.). B.
Durch die gleichzeitige Expression von UAS-Su(z)2-
N1-Myc kann dieser Effekt partiell gerettet werden.
C. und D. Ein Polycomb mutantes Allel wirkt als
Suppressor. Die Schwachung der PcG Funktion im
heterozygot mutanten Pc3/+ Zustand rettet partiell
den kleinen Augen Phanotyp. E. und F. Ein mutantes
TrxG Allel wirkt als Verstarker (enhancer). Die
Uberexpression des Su(z)2-GFP Transgens fithrt im
Gegensatz zum UAS-HA-Su(z)2-Konstrukt zu einer
geringen Verkleinerung der Augen, was jedoch im
brm?/+ Hintergrund deutlich verstirkt wird. Die
. VergroRerung ist in allen Bildern gleich. Abbildung in
¥ brm%/_-f-» Zusammenarbeit mit A. Klebes.

GMR-Su(z)2-GFP GMR-HA-Su(z)2 GMR-HA-Su(z)2

3.4.3 Die simultane Su(z)2 und Psc Uberexpression in der Augenentwicklung
wirkt nicht additiv

Aufgrund der Chromatin-Kolokalisation und da die Uberexpression von Psc dhnliche dominante
Effekte wie Su(z)2 auslést (s. unten), kann vermutet werden, dass die simultane Uberexpression
von Su(z)2-FL und Psc-FL additive Effekte zeigen wiirde. Die GMR-Gal4-Aktivierung von full-
length Psc alleine zeigt dhnliche Defekte adulter Augen wie die Su(z)2-FL Uberexpression, die
aber insgesamt etwas milder ausgepragt sind (Abbildung 3.25 B und C). Eine additive Wirkung

ist anhand der Betrachtung adulter Augen jedoch nicht festzustellen (Abbildung 3.25 D). Diese
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Beobachtung ldsst vermuten, dass Su(z)2 und Psc in der Uberexpression dieselben Zielgene
regulieren, die zu kleineren Augen mit veranderter Oberflachenstruktur fiihren. Hierbei ist die
Expressions-dampfende Wirkung, welche durch das Uberexprimierte Su(z)2 erreicht wird,
bereits sittigend, so dass die simultane Uberexpression von Psc keine weitere Verstiarkung
bewirkt. Somit unterstiitzt dieser Befund aus einer Uberexpressionssituation die bereits friiher
beschriebene partiell redundante Funktion beider PcG Faktoren in der Funktionsverlustsituation

(Beuchle et al., 2001; Classen et al., 2009).

‘Kontrolle™
(GMR/CyO)

Abbildung 3.25. Der Effekt der Su(z)2-FL Uberexpression kann durch Psc-FL nicht verstirkt werden. A.
Kontrollauge (GMR-Gal4, CyO). B. Die Uberexpression von Psc fiihrt zu kleineren Augen, die in manchen Bereich
eine glatte Oberfliche zeigen (GMR-Gal4; UAS-Psc-FL-Myc;). C. Die Uberexpression von Su(z)2 (UAS-Su(z)2-FL-GFP;
GMR-Gal4) zeigt eine noch starkere Verkleinerung und starkere Verdnderungen der Oberflachenstruktur. D. Die
simultane Uberexpression beider transgenen Fusionsproteine filhrt zu keiner Verstirkung des Su(z)2
Uberexpressions-Phanotyps. Sowohl die GréRe als auch die Oberflichenstruktur sind den Effekten in C.
vergleichbar. Abbildung in Zusammenarbeit mit A. Klebes.

3.4.4 Su(z)2 Uberexpression in der Fliigelentwicklung

Zur weiteren Analyse wurden mittels der Gald flip-out Technik zufdllig positionierte
Uberexpressions-Zellklone der verschiedenen Konstrukte in der Fliigelentwicklung erzeugt. Zur
Markierung der Klone in Fligelimaginalscheiben wurde das transgene Fusionsprotein mit anti-
Myc immungefarbt. Als Marker wurde zusatzlich anti-Engrailed verwendet. Da das PcG Zielgen
engrailed (en) im P Kompartiment der Fliigelimaginalscheiben exprimiert wird (Abbildung 3.26
A), kann in posterioren Su(z)2 Uberexpressionsklonen eine dominante Wirkung durch die
Repression von en gezeigt werden. Eine dominant-negative Wirkung fluhrt dahingegen in

anterioren Zellklonen zur Derepression und somit ektopischen Expression von en.
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Gal4, UAS-Su(z)2-FL-Myc
flp-out Zellklone

Abbildung 3.26. Die Su(z)2-FL Uberexpression im posterioren Kompartiment unterdriickt engrailed. A.
Normalerweise ist die en Expression (rot) auf das P Kompartiment beschrankt. B. Die anti-Myc Farbung (grin)
markiert Zellen, die Su(z)2-FL (iberexprimieren. C. und D. In den Bereichen der Uberexpression im P Kompartimente
ist das en-Muster unterbrochen (Pfeile). Myc- und En-Signale sind komplementar, aulRer an einigen Stellen, wo sich
mehrschichtige Strukturen (Sternchen) bilden, in denen Myc- und En-positive Zellen ibereinander liegen. E. Diese
Waulstbildung und Stérung der Morphologie im P Kompartiment ist auch in der DAPI Farbung (blau) zu erkennen.
Die untere Reihe zeigt VergroRerungen des markierten Bereichs. Dorsal oben und anterior links in dieser und allen
folgenden Abbildungen.

3.4.4.1 Die Uberexpression von full length Su(z)2 bewirkt die dominante
Repression von PcG Zielgenen

Entsprechend einer dominanten Funktion wird in posterioren Zellklonen, die Su(z)2-FL
Uberexprimieren, die en-Expression unterdrickt (Abbildung 3.26). Die Schaffung von
Zellgruppen, die kein en mehr exprimieren in einer ansonsten en-positiven Umgebung flihrt
nach der Logik der anterior-posterioren Musterbildung zur Fehlexpression von
Entwicklungsgenen wie decapentaplegic (dpp) und somit zu Stérungen der Proliferationsrate
und Musterbildung der Imaginalscheibe (Lawrence und Struhl, 1996). Derartige morphologische

Defekte sind z.B. in der Kernfarbung (DAPI, Abbildung 3.26 E) im P Kompartiment zu erkennen.
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3.4.4.2 Drei Fusionsproteine zeigen dominante Wirkung

Auch die Su(z)2-N2-Myc- und Su(z)2-HG-Myc-Konstrukte verursachen dominante Effekte, die
ebenfalls durch die Unterdriickung posteriorer en-Expression gekennzeichnet sind (Abbildung
3.27). Ein direkter Vergleich der Potenz der drei Konstrukte ist aufgrund der Positionseffekte der
Insertion und der variablen Position und GroRe der Zellklone sowie der Variabilitat des
UAS/GAL4-Systems schwierig. Dennoch ldsst sich feststellen, dass alle drei transgene
Fusionsproteine bei Uberexpression im P Kompartiment ausreichen, um Repression von PcG
Zielgenen (z.B. en), also dominante Effekte zu erzielen. Das full-length Konstsrukt wirkt hierbei
am starksten, da kaum posteriore Zellen, die gleichzeitig Myc und en exprimieren zu
beobachten sind. Bei N2 und HG scheint die repressive Funktion nicht so stark zu sein, da hier

etliche posteriore Zellgruppen beide Proteine exprimieren (Abbildung 3.27. A-A™", B-B™™).

3.4.4.3 Die Su(z)2-CTR zeigt keine dominanten oder dominant-negativen Effekte

Die oben beschriebene Unfihigkeit des CTR-Myc Fusionsproteins an Chromatin zu binden, lasst
bereits vermuten, dass dieses Transgen keine dominante PcG Funktion besitzt. Entsprechend
zeigt die klonale Analyse, dass die posteriore Uberexpression keinen Einfluss auf die en-
Expression auslibt (Abbildung 3.27 C-C ™). Auch eine dominant-negative Funktion, etwa die
ektopische Expression von en, kann im A Kompartiment nicht beobachtet werden. Auch
morphologisch zeigen die Fligelimaginalscheiben und adulten Fligel (s. unten) nur sehr milde
Abweichung vom Normalzustand, wie es bereits fiir die Augenentwicklung beschrieben wurde
(s. oben). Schlussfolgernd kann die Funktion der CTR als sehr schwach und weder eindeutig

dominant noch dominant-negativ beschrieben werden.

3.4.4.4 Die Su(z)2-HR besitzt dominant negative Aktivitat

Wie bereits durch die genetischen Interaktionsstudien in der Augenentwicklung gezeigt wurde,
besitzt die Su(z)2-HR auch in der Fligelentwicklung dominant-negative Funktion.
Dementsprechend fiihren Uberexpressionsklone im A Kompartiment zur ektopischen Expression
von en (Abbildung 3.27 D-D™). Die Uberexpression in posterioren Zellen zeigt hingegen keine

Wirkung auf die endogene en Expression. Besonders auffallig sind die morphologischen Defekte,



84

wie ein Uberwachstum des A Kompartiments, dass durch die Su(z)2-HR-Expressionsklone
ausgelost wird. Dieser Effekt ist durch die ektopische en Expression in der en-negativen
Umgebung des A Kompartiments zu erklaren. Durch die Opposition von en-postiven und en-
negativen Zellen werden ektopische Kompartimentsgrenzen induziert, die als
Organisationszentren wirken und durch die ektopische Expression von dpp auch zur

Uberproliferation beitragen (Lawrence und Struhl, 1996).

Su(z)2-N2-Myc
A DAPI

50nm

Myc Mer

Su(z)2-C-M
o ‘u_(Z) yc

DAPI

Abbildung 3.27. Klonale Analyse der Su(z)2-Fusionsproteine. Gezeigt ist jeweils eine Fligelimaginalscheibe mit
Expressionsklonen fir A. — A" UAS-Su(z)2-N2-Myc, B. — B "' UAS-Su(z)2-HG-Myc, C. — C"" UAS-Su(z)2-C-Myc, D. -
D"' UAS-Su(z)2-N1-Myc. Die anti-Myc-Farbung (griin) markiert die Expression des Transgens (A, B, C, D). Dominante
Wirkung fuhrt zur Repression der posterioren en-Expression in A' und B'. Posteriore Zellen mit Myc-Signal sind
negative fiir oder zeigen eine Reduktion des En-Signals (Pfeile in A-A""). Aufgrund von Zellmigration finden sich in
posterioren Positionen auch Zellen, die weder das Myc-Epitop noch en exprimieren (Stern). C. — C'""' Die Su(z)2-CTR
zeigt keinen Effekt auf das En-Muster oder die Morphologie der Scheibe. D. — D'"' Expressionsklone der Su(z)2-HR
flhren zum Herauslésen aus dem epithelialen Verband und Abrunden von Zellgruppen im P Kompartiment (Stern)
und haufiger im A Kompartiment (Pfeile). In diesen anterioren Zellen wird en ektopisch exprimiert. Aufgrund von
Uberproliferation sind diese Imaginalscheiben oft deutlich vergréRert.
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3.4.4.5 Auswirkung der Uberexpression der Su(z)2-Konstrukte auf die
Flugelentwicklung

Die Funktion der Su(z)2- und Psc-Fusionsproteine auf die Fligelentwicklung wurde durch
Uberexpression mit zwei Gal4-Aktivatoren untersucht, vestigial (vg) boundary enhancer-Gal4
(vgBE-Gal4) und C765-Gal4. Der vgBE-Gal4 aktiviert die Expression friih (2. Larve) im gesamten
Fligelbereich und spat (3. Larve) entlang der dorso-ventral-Grenze der Fliigelimaginalscheibe,
wohingegen C765-Gal4 im gesamten Fligelbereich exprimiert wird (s. Anhang). In beiden Fallen
wurden ahnliche Effekte beobachtet. Dargestellt werden jeweils reprasentative Fligel der vgBE-
Gal4-Uberexpression und bei auffilligen Unterschieden wird im Text auch auf die C765-Gal4-
Uberexpression verwiesen. Die Abbildungen der C765-Gal4-Uberexpression befinden sich im

Anhang.

Die vgBE-Gal4-aktivierte Uberexpression des Su(z)2-FL-Myc Konstrukts verursacht Defekte
sowohl im A als auch P Kompartiment (Abbildung 3.28 B). Es finden sich ektopische Venen und
gelegentliche Blasen zwischen den dorsalen und ventralen Flugelblattern. Die Fligel sind
insgesamt etwas kleiner als wildtypische Fliigel, wobei besonders das P Kompartiment betroffen
ist. Die Defekte, insbesondere die Missbildung und Verschmelzung von Venen sind deutlich

starker in der C765-Gal4-Uberexpression (Anhang).

Sehr ahnliche Defekte zeigen sich auch beim Su(z)2-N2-Konstrukt, wobei hier zusatzlich eine
Anteriorisierung des posterioren Fliigelrandes anhand der Ausbildung mechanosensorischer
Borsten zu erkennen ist. Noch starkere Defekte und Verschmelzungen der Longitudinalvenen
treten nach Uberexpression des HG-Konstrukts auf, wobei in der vgBE-Situation hauptsichlich
das anteriore und mit C765-Gal4 beide Kompartimente betroffen sind. In der C765-Gal4-

Aktivierung zeigen sich auch Liicken (Einkerbungen) des anterioren Fliigelrands (Anhang).

Die Uberexpression der CTR zeigt schwache biologische Aktivitit. Im Gegensatz zu allen anderen
Konstrukten ist hier der Fliigel normal gro8 und lediglich im Bereich der posterioren Quervene

kommt es regelmaRig zu ektopischer Venenbildung (Abbildung 3.28 E).
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Nach Su(z)2-HR Uberexpression sind die Fliigel kleiner als im Wildtyp und zeigen Venendefekte

(fehlende Quervenen, Liicken in Langsvenen) in beiden Kompartimenten sowie unregelmaRige

Anordnung der Borsten des anterioren Fliigelrands.

vgBE-Gal4

wt| B Su(z)2-FL-Myc

e

Su(z)2-N2-Myc
ke 2

T

Abbildung 3.28. Effekte der Su(z)2
Uberexpression in der Fligelentwicklung. A.
Kontrollfligel einer wildtypischen (wt) Fliege mit den
Langsvenen L1 bis L5 sowie der anterioren und
posterioren Quervene (acv und pcv). Der anteriore
Fligelrand (L1) ist durch eine Dreierreihe
mechanosensorischer Borsten gepradgt. Die Grenze
zwischen A und P Kompartiment zwischen L3 und L4
ist durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. In
dieser wie in allen folgenden Fligelabbildungen ist
anterior oben und proximal links. B. - F.

Uberexpression der UAS-Su(z)2-Myc Konstrukte mit
vgBE-Gal4. B. Su(z)2-FL verursacht Defekte der
Venen im A und P Kompartiment, z.B. ektopische
Auswiichse von L5 (Pfeil). Der Fligel wirkt
deformiert, da das P Kompartiment kleiner ist.
Anterior bilden sich Blasen und Falten der dorsalen
und ventralen Flugelblatter. C. Das HG-Konstrukt
betrifft hauptsdchlich das A Kompartiment, die
Venen zeigen Auswiichse und verschmelzen
miteinander, z.B. L3 und L4 (Stern). Der Fliigel ist
etwas kleiner als beim Wildtyp. D. Su(z)2-N2
verursacht posterior ektopische Venenbildung (Pfeil).
Auch der posteriore Fligelrand weist ektopische
Borsten auf, die denen des anterioren Rands
entsprechen (Anteriorisierung, Pfeilkopfe). Das P
Kompartiment ist etwas verkleinert. E. Die CTR hat
nur schwache Effekte im P Kompartiment, die sich in
ektopischer Venenbildung manifestieren (Pfeil). F.
Die Uberexpression der HR verursacht anteriore und
posteriore Defekte, fehlende Quervenen und
unvollstandige Ausbildung von L5 (Stern). Der
anteriore Rand weist UnregelmaRigkeiten in der
Anordnung der Borsten auf (Pfeilkopf). Der gesamte
Flugel ist gegenliber dem Wildtyp verkleinert.

3.4.5 Die Effekte der Uberexpression von Psc dhneln der von Su(z)2

Insgesamt sind die Defekte, die durch die Uberexpression der vier Psc-Myc-Fusionsproteine (FL,

N2, N1 und C) hervorgerufen werden, den entsprechenden Su(z)2-Konstrukten sehr dhnlich.

3.4.6 Psc Uberexpression erzeugt dominante Effekte

3.4.6.1 Psc Uberexpression in der Embryogenese

Die ubiquitdre Psc-Expression in der Embryogenese (daughterless-Gald, UAS-Psc-FL-Myc)

verursacht vollstandig penetrante embryonale Letalitdt. Ebenso zeigt Psc-N2 100%tige Letalitat
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und die Expression der Psc-HR im Psc-N1-Konstrukt mit 40% eine verminderte Letalitatsrate, wie
es auch bereits fur die Su(z)2-HR beschrieben wurde (30%, s. oben). Die Psc-CTR alleine hat

keinen Effekt auf die Letalitatsrate im Vergleich zu Kontrolltieren (white?18).

3.4.6.2 Psc-Expression in der Augenentwicklung

In der Augenentwicklung bewirkt die Psc-Uberexpression die Ausbildung von gegeniiber dem
Wildtyp etwas verkleinerten Augen mit einer leicht rau wirkenden Oberflache (Abbildung 3.29).
Die GroRe und Form der Einzellinsen ist variabel, woraus resultiert, dass die Anordnung
unregelmalig ist. Ebenso wie fiir Su(z)2 wurde auch hier die Ursache dieses adulten Phanotyps

aufgrund der vermuteten pleiotropen Effekte nicht ndher untersucht.

Die Uberexpression des Psc-N2-Konstrukts verursacht sowohl in Bezug auf die GréRe des
Gesamtauges als auch die GroRe und RegelmalRigkeit der Anordnung der Einzellinsen etwas
mildere Defekte als das full-length Konstrukt. Augen, die Psc-C Uberexprimieren, sind nicht von
wildtypischen Augen zu unterscheiden, wohingegen Psc-N1 zur Verkleinerung des Gesamtauges

und den bereits beschriebenen Defekten der Oberflachenstruktur fihrt (Abbildung 3.29).

Psc-FL-Myc
Psc-N2-Myc

Psc-C-Myc
Psc-N1-Myc

Oberflachenstruktur. B. Etwas mildere Effekte werden durch Psc-N2 hervorgerufen. C. Psc-C verursacht keine
auffalligen Abnormalitdten. D. Psc-N1 Uberexprimierende Augen sind kleiner als normal und zeigen eine raue
Oberflache mit variabler GroRe und gestorter Anordnung der Einzellinsen.
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3.4.6.3 Analyse der Psc-Uberexpression in der Fliigelentwicklung

Die klonale Psc-FL Uberexpression in Fliigelimaginalscheiben zeigt in posterioren Zellen eine
deutliche Repression der en-Expression, die auch mit morphologischen Stérungen der
Imaginalscheibe einhergeht (Abbildung 3.30 A-A™"). In anterioren Zellklonen ist hingegen keine
ektopische en-Expression festzustellen. Aufgrund dieser Beobachtung wird die Wirkung der Psc-

FL Uberexpression als dominant eingestuft.

Psc-FL-Myc Psc-N2-Myc
DAPI

8 50nm

-

Psc-C-Myc
3 DAPI

Abbildung 3.30. Effekte der Psc-Fusionsproteine auf die Musterbildung. Zufdllig positionierte Gal4-
Expressionsklone. Griin — anti-Myc markiert die exprimierenden Zellen. Rot — anti-Engrailed zeigt den Effekt der
Uberexpression auf das En-Muster. Weiterhin gezeigt sind die Uberlagerung der griinen und roten Fluoreszenz und
die DNA-Farbung mit DAPI (blau). A. UAS-Psc-FL-Myc; posterior wird en reprimiert. Die Scheibe zeigt
morphologische Defekte. B. Auch UAS-Psc-N2-Myc vermag posteriores en zumindest teilweise zu reprimieren. Die
Effekte sind schwacher als fiir Psc-FL und keine offensichtlichen morphologischen Defekte sind erkennbar. C. UAS-
Psc-C-Myc; das En-Muster und die Morphologie der Imaginalscheibe sind nicht vom Wildtyp zu unterscheiden. D.
UAS-Psc-N1-Myc; Posterior ist keine Veranderung der En-Expression zu erkennen, aber im A Kompartiment wird in
den Expressionsklonen en ektopisch exprimiert. Die En-positiven Zellgruppen runden sich ab und aufgrund von
Uberproliferation ist das A Kompartiment deutlich vergréRert.
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3.4.6.4 Die Psc-Deletionskonstrukte zeigen dominante, keine oder dominant-
negative Funktion
Die moderate Verklrzung der CTR im Psc-N2-Myc Konstrukt schwacht die dominante Funktion
wie bereits in der Augenentwicklung beobachtet (s. oben) etwas ab. Ebenso wie das full length
Konstrukt besitzt Psc-N2 zwar prinzipiell die Fahigkeit posteriores en zu reprimieren, jedoch ist
diese Repression nicht vollstandig und betrifft nicht alle posterioren Zellen, die Psc-N2
exprimieren (Abbildung 3.30 B-B™). Im A Kompartiment findet sich keine ektopische en-
Expression, so dass anhand dieser Kriterien die Funktion des N2-Transgens als schwach
dominant bezeichnet weden kann. Die Psc-CTR hingegen zeigt in Bezug auf die en-Expression
weder im P, noch im A Kompartiment einen Effekt (Abbildung 3.30 C-C""). Das Psc-N1-Myc-
Konstrukt ruft dominant-negative Effekte hervor. Wahrend die posteriore en-Expression nicht
betroffen ist, wird en in anterioren Expressionsklonen ektopisch exprimiert (Abbildung 3.30 D-
D). Die anteriore Deregulation von en und moglicherweise anderer Gene verursacht deutliche
Uberproliferation und somit ein Uberwachstum des A Kompartiments, das mit morphologischen
Veranderungen verbunden ist. Somit rekapituliert die dominant-negative Funktion von Psc-N1,
ebenso wie von Su(z)2-N1, sowohl in Bezug auf die Deregulation von PcG Zielgenen als auch in

Bezug auf die deregulierte Zellzykluskontrolle die Psc/Su(z)2 doppelmutante Situation.

3.4.6.5 Auswirkungen der Psc-Konstrukte auf die Flugelentwicklung

Ebenso wie fiir die full-length Uberexpression von Su(z)2 fihrt Psc-FL zu
Missbildungen/Auswiichsen der Venen. Diese Effekte des Psc-FL-Myc-Konstrukts betreffen
hauptsachlich das A Kompartiment (Venendefekte, Einkerbungen des Fliigelrands), aber auch
auf der posterioren Seite sind Defekte zu beobachten (Abbildung 3.31 A). Das Psc-FL-Konstrukt

ohne das Myc-Epitop ruft etwas starkere Effekte hervor (kleines Bild in Abbildung 3.31 A).

Die Deletion im Psc-N2-Konstrukt fihrt hingegen zu Schadigungen im P Kompartiment, das
deutlich reduziert ist, wodurch der Fliigel insgesamt gebogen erscheint. Die Fliigel sind faltig, da
der Kontakt zwischen dorsalen und ventralen Fligelblattern gestort ist. Aktivierung mit C765-
Gal4 flhrt zu Fligeln, die wie zusammengefaltete puppale Fliigel aussehen. Die Defekte beider

Uberexpressionsansitze dhneln sich demnach in Bezug auf die Entfaltung.
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Uberexpression der CTR ruft weder mit vgBE-Gal4, noch mit C765-Gal4 erkennbare Defekte der
adulten Fliigel hervor (Abbildung 3.31). Dahingegen fiihrt die Psc-HR mit beiden Treiberlinien

zur drastischen Reduktion der Fllgel, so dass nur noch kleine Stummelfliigel vorhanden sind.

Abbildung 3.31. Uberexpression der Psc-Fusionsproteine mit vgBE-Gald. A. Uberexpression von full-length Psc
verursacht Venendefekte und Defekte des Fliigelrands hauptsachlich im A Kompartiment. Das Psc-FL Transgen
ohne Myc-Epitop verursacht noch starkere Effekte, die Fliigel bleiben klein. Diese Stummelfliigel sind becherférmig,
weil das dorsale Flugelblatt etwas gréRer als das ventrale ist (kleines Bild in A.). B. Nach Expression des Psc-N2-
Konstrukts sind die Fligel faltig und das P Kompartiment ist reduziert. Gelegentlich sind dunkle Flecken zu
beobachten, die wahrscheinlich durch abgestorbene Zellen verursacht werden (nekrotische Flecken). C. Die CTR
zeigt keine Effekte. D. Nach Expression der HR sind die Fliigel stark reduziert. In den Stummelfliigeln ist keine
Zuordnung von Venen maoglich.

3.4.7 Zusammenfassung — Vergleich der Su(z)2- und Psc-Uberexpression unter
Beriicksichtigung der Chromatinlokalisation

Die entsprechenden transgene Fusionsproteine von Su(z)2 und Psc zeigen jeweils sehr dhnliche
Effekte. So verursachen die full-length und N2-Konstrukte jeweils dominante Effekte, die sich
z.B. in der posterioren Repression von en duBern. Die carboxy-terminalen Deletionen von 733
(Su(z)2-N2), bzw. 703 (Psc-N2) Aminosaduren scheinen somit keine Funktionen zu beinhalten, die
fiir diese dominanten Effekte essentiell sind. Da das Su(z)2-HG-Konstrukt, in dem das essentielle
Histidin der RING-Doméane mutiert ist, ebenfalls dominant wirkt, ist eine intakte RING Domane

fur die Erzeugung dominanter Effekte in der Uberexpressionssituation nicht notwendig. All diese
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Konstrukte zeigten nach Uberexpression in Speicheldriisen unspezifische Chromatinbindung
(Su(z)2-N2 deutlich schwécher). Somit korreliert das Bindungsverhalten dieser Konstrukte mit
ihrer dominanten Funktion. Da die Chromatin Immunfarbung gezeigt hat, dass die dominant
wirkenden Fusionsproteine das gesamte Chromatin binden, kdnnte die Fehlregulation sowohl
von PcG-Zielgenen, als auch von Genen, die normalerweise in diesen Zellen nicht durch die PcG
reguliert werden, fiir die dominanten Effekte verantwortlich sein. Die amino-terminalen
Sequenzen, die die HR beinhalten, sind insgesamt fiir die Funktion nicht entbehrlich, da die C-
Konstrukte jeweils keine dominante Wirkung zeigen. Auch hier korreliert die weitgehende
Abwesenheit dominanter oder dominant-negativer Effekte mit der Abwesenheit von
Chromatinbindung. Dahingegen fiihrt die Deletion der CTR in den HR-Konstrukten beider
Proteine zur Umkehr der dominanten in eine dominant-negative Funktion und zum Verlust der
expansiven Chromatinbindung. Dementsprechend miissen die funktionellen Bereiche der
Proteine, die fiir die dominante Funktion notwendig sind, innerhalb der 391 (Psc), bzw. 376
(Su(z)2) Aminosauren, um die sich die N2- von den N1-Konstrukten unterscheiden, lokalisiert
sein. Die Beobachtung, dass die HR-Konstrukte (Su(z)2-N1, Psc-N1) jeweils saubere
Chromatinbindung in den meisten endogenen Positionen zeigen, weist darauf hin, dass die HR
alleine ausreichend fiir diese Art der Bindung ist und dass die Bindung dieser transgenen
Proteine vermutlich zur Deregulation der Zielgene fihrt. Dieser Befund ist mit der Vorstellung
vereinbar, dass durch die Inkorporation der HR-Proteine in die PcG-Multiproteinkomplexe deren
Funktion so beeintrachtigt wird, dass sie nicht langer die Repression der Zielgene
aufrechterhalten kénnen. Zu den charakterisierten PcG-Zielgenen zahlen z.B. en, hedgehog,
wingless, decapeutaplegic, unpaired u.v.a.m. Hierdurch wird deutlich, dass eine gleichzeitige
Fehlexpression dieser und vieler anderer entwicklungsrelevanter Gene zu pleiotropen Effekten

fiihrt, wie sie fiir die Embryonal-, Augen- und Fligelentwicklung oben postuliert wurden.
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3.5 Vergleich der Fliegenproteine Su(z)2 und Psc mit dem

Saugerprotein Bmi-1

Durch die Herstellung transgener Fliegen und Gal4-vermittelter Expression wurde die Funktion
des Vertebraten Orthologs Bmi-1 untersucht. Drei Myc-Fusionsproteine enthalten die
vollstandige Bmi-1 Sequenz (Bmi-FL-Myc), nur die HR, (Bmi-N-Myc, 98 Aminosauren Deletion
der CTR) und das komplementare Konstrukt der CTR (Bmi-C-Myc) (Abbildung 3.13). Die
Expression und Kernlokalisation wurde durch Aktivierung in larvalen Speicheldriisen und
anschlieender anti-Myc-Immunfarbung sowie Western Blot Analyse bestatigt (Abbildung 3,32).

Hierbei ist auffallig, dass das HR-Konstrukt intensive punktformige Signale innerhalb der

Zellkerne liefert.

D Bmi-1
FLC N
55-
e & FLAL,4
40-
: e < N31,4
a-Myc * |

¢ C14,7

Bmi-1_FL-Myc Bmi-1_C-Myc Bmi-1_N-Myc

Abbildung 3.32. Expression und Kernlokalisation der drei Bmi-1 Fusionsproteine. Anit-Myc Immunfarbung (grin)
an Speicheldriisen aus dritten Larven, die die verschiedenen UAS-Bmi-1-Myc-Konstrukte mittels Gal4-231.1
exprimieren. A. Full-length Bmi-1 lokalisiert im Zellkern. B. Die Farbung des CTR-Konstrukts zeigt Kernlokalisation
und zytoplasmatisches Signal (s. Inset). C. Die Bmi-1-HR (Bmi-1-N-Myc) lasst sich in diskreten Punkten innerhalb
der Kerne anfarben. D. Western Blot Analyse der Bmi-1-Expression. Das Laufverhalten der full-length (FL), CTR- (C)
und HR-Fusionsproteine (N) weicht etwas von den errechneten Molekulargewichten (Zahlenangabe rechts) ab. Fir
jedes Protein wird mit anti-Myc eine Bande detektiert (Pfeile). Zwei unspezifische Signale (Stern) treten auf dem
linken Western Blot auf. Die obere Halfte der beiden Blots wurde mit anti-Lamin als Ladekontrolle geprobt (Lamin,
72kDa).

3.5.1 Chromatinlokalisation der drei Bmi-1 Fusionsproteine
Immunfarbungen an Polytdanchromosomen zeigen, dass das full-length Maus Bmi-1-Myc
Fusionsprotein an die endogenen Su(z)2/Psc Chromatinbindestellen lokalisiert (Abbildung 3.33).

Im Gegensatz zu Su(z)2-FL und Psc-FL ist in der VergroRerung zu erkennen, dass full-length
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Bmi-1 in dieser Uberexpressionssituation nicht expansiv an das gesamte Chromatin bindet und

auch nicht alle endogenen Psc Positionen besetzt (Abbildung 3.33 B‘“).

Wie auch schon fir Su(z)2 und Psc beobachtet wurde, kann die CTR von Bmi-1 in der
Immunfarbung nicht am Chromatin nachgewiesen werden (Abbildung 3.33 F-F). Das

endogene Psc-Muster ist gegenliber der Kontrolle unverandert.

Bmi-1-FL-Myc
~— B

Abbildung 3.33. Chromatinlokalisation der drei Bmi-1 Fusionsproteine. A. und B. Full-length Bmi-1 bindet an
viele endogenen Psc Stellen, aber einige Banden werden nicht erkannt (Pfeil in B“‘). C. — D. Die Bmi-1-HR zeigt
expansive granuldre Signale, die nicht mit den Psc-Banden iibereinstimmen. Die Chromosomen sind etwas dicker
als normal. E. - F. Die CTR ohne HR-Anteil bindet nicht an das Chromatin. Die Lokalisation von Psc in diskreten
Banden bleibt bestehen (Pfeil in F*“).

Das HR-Bmi-1-Konstrukt (Bmi-1-N) ist nicht in diskreten Banden der Psc-Bindestellen lokalisiert,
sondern breitet sich granular Gber das gesamte Chromatin aus (Abbildung 3.33 D’). In intakten

polytanen Zellkernen sind in der Immunfarbung jeweils ein oder mehrere Foci intensiven Signals
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zu erkennen (Abbildung 3.32), was nahe legt, dass hier Bmi-1-N nicht einfach entlang des
Chromatins bindet, sondern in Strukturen hoherer Ordnung organisiert ist. In der
Ubersichtsaufnahme und der vergréRerten Ansicht (Abbildung 3.33 C') ist keine Kolokalisation
von HR-Bmi-1 mit Psc zu erkennen. Das endogene Psc Muster ist nicht beeintrachtigt, aber auch
in dieser Uberexpressionssituation erscheinen die Chromosmen gegeniiber normalen

Praparaten verdickt.

3.5.2 Effekt der Bmi-1 Uberexpression auf die Embryonalentwicklung

Wie es bereits schon fir die Su(z)2- und Psc-Konstrukte beobachtet wurde, verursachte die da-
Gal4-aktivierte Expression des Bmi-1-FL-Myc-Transgens vollstindig penetrante embryonale
Letalitdt. Durch diese Beobachtung wird die biologische Aktivitat dieses Maus Proteins in
Drosophila gezeigt. Auch die beiden anderen Bmi-1-Konstrukte verhalten sich dhnlich wie die
entsprechenden Su(z)2- und Psc-Konstrukte. Bmi-1-N-Myc verursacht embryonale Letalitat mit
einer verminderten Rate von 60% und Bmi-1-C-Myc Uberexprimierende Embryonen sind vital

mit einer geringen Letalitatsrate von ca. 5% die auch in Kontrolltieren beobachtet wird.

3.5.3 Expression der Bmi-1 Konstrukte in der Augenentwicklung

Die GMR-Gal4-vermittelte Uberexpression von full-length Bmi-1 in der Augenentwicklung fiihrt
zu etwas verkleinerten adulten Augen mit einer rau-wirkenden Oberflache (Abbildung 3.34 A).
Die Analyse der Oberflachenstruktur zeigt, dass die Linsen teilweise etwas kleiner sind und dass
nicht immer genau eine Borste pro Einzelauge ausgebildet wird. Einige Einzellinsen

verschmelzen miteinander oder haben ein Loch.
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Abb:3.34. Bmi-1-FL und Bmi-1-N verursachen
Defekte in der Augenentwicklung. A.- A’
Uberexpression von Bmi-1-FL fiihrt zu verkleinerten
Augen mit einer rauen Oberfldche. Einige Einzellinsen
sind kleiner als normal, einige verschmelzen
miteinander (Pfeil) und es werden teilweise mehr als
eine Borste pro Einzelauge ausgebildet. In einigen
Linsen sind Locher zu erkennen. B. — B‘ Bmi-1-C
verursacht keine offensichtlichen Defekte. C. — C*
Bmi-1-N Augen sind etwas kleiner und die
Oberflachenstruktur ist ungeordnet. Einzellinsen sind
verschieden grofs, teilweise miteinander
verschmolzen oder weisen Locher auf.
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Die Uberexpression der Bmi-1-CTR hat keinen Effekt auf die GréRe oder Oberflichenstruktur
(Abbildung 3.34 B). Dahingegen bewirkt die Bmi-1-HR, dass die adulten Augen etwas kleiner als
normal sind und eine raue Oberfliche besitzen. Die regelmafige Anordnung der Einzellinsen
wird durch deren variable GroRRe und Verschmelzungen gestért und einige Linsen haben ein

Loch (Abbildung 3.34 C).

3.5.4 Bmi-1 Wirkung auf die Musterbildung in Fligelimaginalscheiben

Die Auswirkung der Bmi-1-Fusionsproteine auf die Musterbildung in der Fligelentwicklung
wurde durch Erzeugung von Expressionsklonen (Gal4, UAS-Bmi-1) und anschliefender anti-Myc
und anti-Engrailed Immundoppelfarbung untersucht. Hierbei zeigten weder das full-length, noch
das CTR-Konstrukt einen Effekt auf die endogene en Expression im P Kompartiment und auch
keine ektopische en-Expression in anterioren Zellen (Abbildung 3.35). Das um die CTR verkirzte
Bmi-1-HR-Konstrukt flihrte dahingegen zur ektopischen Expression von en in anterioren Zellen.
also dominant-negative Aktivitdt. Interessanterweise zeigt die Doppelfarbung, dass Zellen

anteriorer en-Expression nicht immer deckungsgleich mit den Zellen der Expressionsklone sind
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(Abbildung 3.35 C). Dies lasst vermuten, dass die Expression des Transgens selektiv in diesen
Zellen herunterreguliert wurde oder dass nicht-zellautonome Mechanismen zur Induktion von
en beitragen (s. Diskussion). Auch im P Kompartiment zeigen sich einige Liicken der en-
Expression, wobei auch hier die betroffenen Zellen nicht immer das transgenen Fusionsprotein
enthalten. Es kann vermutet werden, dass es sich hierbei um anteriore Zellen handelt, die
aufgrund von Migrationsereignissen in posteriore Bereich gelangen, wie es durch die
unterschiedliche Zellaffinitat en-exprimierender und nicht-exprimierender Zellen befordert
wird. Eine entsprechende Beobachtung (Myc-negative und en-negative Zellen im P

Kompartiment) wurde bereits fiir Su(z)2-N2-Myc Expressionsklone beschrieben (Abbildung 3.27)

Bmi-1-FL-Myc BifsCeMye
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Bmi-1-N-Myc

Abbildung 3.35. Effekte der Bmi-1-Konstrukte auf die Musterbildung. Expressionsklone mit anti-Myc (griin) und
anti-Engrailed (rot) Doppelimmunfarbung. DNA Markierung (DAPI, blau). A — A"' Bmi-1-FL-Myc zeigt keinen Effekt
auf die posteriore en-Expression (A' und A"). B. — B"" Auch Bmi-1-C-Myc-Expression ist ohne Auswirkung auf en. C —
C'"' Die Bmi-1-HR zeigt dominant-negative Effekte. Im A Kompartiment wird en ektopisch exprimiert (Pfeile). Jedoch
korreliert das ektopische En-Signal (rot) nicht immer mit der Lokalisation des Fusionsproteins (Myc-Signal, grin).
Auch das posteriore En-Muster weist einige Liicken auf (Stern, vgl. mit Su(z)2-N2-Myc, Abbildung 3.27).
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3.5.5 Auswirkung der Bmi-1 Expression auf die Fligelentwicklung

Wie in der Augenentwicklung verursacht Bmi-1-FL auch Defekte in der Fligelentwicklung, die
sich in Verklrzungen der Longitudinalvenen beider Kompartimente und Verlust der anterioren
Quervene manifestieren (Abbildung 3.36). Entsprechend der Erwartung hat die Expression von
Bmi-1-C auch hier keinen erkennbaren Effekt auf den adulten Fliigel. Dahingegen zeigt Bmi-1-N

starkere Effekte, die sich im Verlust beider Quervenen und verkleinerten Fliigeln duRern.

Abbildung 3.36. Bmi-1-FL und N verursachen Defekte in der
Fliigelentwicklung. A. VgBE-aktivierte Expression von Bmi-
1-FL fahrt zur Verkiirzung von Longitudinalvenen und dem
Verlust der anterioren Quervene. B. Bmi-1-C hat keinen
erkennbaren Effekt auf die Fligelentwicklung. C. Bmi-1-N
Expression bewirkt, dass der Fligel etwas kleiner als normal

bleibt und keine Quervenen ausbildet.
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3.6 Zusammenfassung - Vergleich der Funktion der Drosophila

Proteine Su(z)2 und Psc mit dem Vertebraten Bmi-1

Der Vergleich der Lokalisations- und Funktionsstudien der Drosophila Proteine Su(z)2 und Psc
und des Maus Orthologs Bmi-1 zeigen, dass einige Funktionen evolutionar konserviert
wurden. So sind jeweils Fusionsproteine, die die HR enthalten prinzipiell zur spezifischen
Chromatinlokalisation in den Bereichen (Banden) endogener Psc-Bindung befahigt. Wahrend
allerdings das Verhalten der N1-Konstrukte der Fliegenproteine den Schlul® zulassen, dass die
HR notwendig und ausreichend fiir diese spezifische Chromatinlokalisation ist, zeigt Bmi-1-N,
dass in diesem Protein die deletierten 98 Aminosduren der CTR fir die Beschrankung auf
diskrete Banden notwendig sind, indem sie im Kontext mit der HR eine Ausweitung der
Bindung verhindern. Flir dominante Effekte, insbesondere die Repression von posterioren en
ist in den Fliegenrpoteinen die HR-vermittelte Chromatinbindung im Zusammenhang mit
dem N2-Anteil der CTR notwendig. Interessanterweise kann das full-length Bmi-1-Konstrukt
diese dominante Wirkung nicht entfalten. Ob dies an der Begrenzung der Bindung auf scharfe
Banden oder der unzureichenden Funktion der Bmi-1-CTR liegt, kann hier nicht
unterschieden werden. Dennoch ist die FL-Version von Bmi-1 keineswegs funktionslos, wie
die Effekte in der Augen- und Fligelentwicklung zeigen. Trotz des fehlenden bandenformigen
Lokalisation von Bmi-1-N in den endogenen Psc-Bindestellen, scheint dieses Fusionsprotein
ausreichend zu sein, um endogenes Su(z)2 und Psc auszutitrieren, so dass PcG Zielgene- wie

en dereguliert werden.
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Su(z)2- Su(z)2- Su(z)2- Su(z)2-
FL HG N2 N1 Su(z)2-C Psc-FL Psc-N2 Psc-N1 Psc-C Bmi-1 FL Bmi-1-N Bmi-1-C
embryonale
Letalitatsrate
(daG) 100% 100% 100% 30% 0% 100% 100% 40% 0% 100% 60% 0%
diskrete
Lokalisati Banden
okalisation am diskrete diskrete (nicht granular,
Chromatin expansiv | expansiv expansiv Banden keine expansiv expansiv Banden keine alle) expansiv keine
A d f k etwas etwas etwas
ugendefekte klein, klein, klein, kleiner, klein, klein, kleiner, klein, kleiner,
(GMR'GBM) glatt rau rau rau normal rau rau rau normal rau rau normal
Repression
posteriores en
(dominant) ja ja ja nein nein ja ja nein nein nein nein nein
Induktion
anteriores en
(DN) nein nein nein ja nein nein nein ja nein nein ja nein
Uberproliferation
(FIﬁgeI |S) moderat moderat moderat stark nein moderat moderat stark nein nein moderat nein
Blasen, P Venen,
Seite acvund
Defekte, adulter Kleiner, nicht pev
Flﬁgel Venen Venen Venen Venen acv fehlt Venen gebogen entfaltet normal Venen deletiert normal
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden Psc und Su(z)2, zwei strukturell und funktionell verwandter
Drosophila PcG Proteine, untersucht und mit dem Maus Bmi-1 Protein verglichen. In einem
ersten Teil wurden die Folgen von Funktionsverlust Mutationen, die bereits von anderen
Autoren beschrieben wurden, neu untersucht und bewertet. Hierbei wurden neuere
Beobachtungen aus unserer Arbeitsgruppe bestatigt, wonach morphologische Defekte nicht
nur in Psc/Su(z)2 doppelmutanten Zellen, sondern auch in Su(z)2-, aber nicht in Psc-
einzelmutanten Zellklonen zu beobachten sind. Im zweiten Teil wurde eine detalierte
Funktions-Struktur-Analyse der drei Proteine im transgenen System durchgefiihrt. Durch die
Analyse der Chromatinbindung und der Uberexpressionsphinotypen der transgenen
wildtypischen und mutanten Proteine konnten funktionelle Bereiche in der konservierten
homology region (HR) und in ihrer divergenten carboxyterminal Region (CTR) eingeengt
werden. In dieser Diskussion werden die Befunde der einzelnen Analysen bewertet und

eingeordent:
4.1. Neubewertung der Su(z)2 Funktionsverlust mutanten Phanotypen.

4.2. Befunde der Chromatinbindung und funktionellen Untersuchung, Charakterisierung

funktioneller Proteinbereiche.
4.3. Vergleich der Fliegen und Vertebraten Proteine.

4.4. Potential der neuen Erkenntnisse und Reagentien fiir weiterfihrende Analysen.

4.1 Bewertung der Su(z)2 Funktionsverlust mutanten Phéanotypen

Die Analyse der mutanten Su(z)2%7 und Psc1?? Funktionsverlustallele hat bestitigt, dass
beide Gene essentiell sind und ihr Ausfall embryonale Letalitdt bedingt. Die einfachste
Interpretation dieser Beobachtung ist, dass sowohl Su(z)2, wie auch Psc distinkte Zielgene

regulieren, deren PcG-abhadngige Stummschaltung (bzw. Dampfung der Expression) fiir eine
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normale Entwicklung bedeutsam ist. Bis heute sind keine Zielgene bekannt, die in den beiden
Funktionsverlustsituationen in der Embryonalentwicklung fehlreguliert werden und als
Effektoren wirken. Meine Analyse der Chromatinlokalisation beider Proteine hat gezeigt,
dass  zumindest in  immunohistochemisch  nachweisbaren  Bindestellen  auf
Polytanchromosomen beide Faktoren nahezu vollstandig kolokalisieren. Diese Analyse zeigt
allerdings nur "starke" Bindung. Sensitivere Methoden, wie z.B. Chromatin
Immunprazipitation (ChIP) mit anschlieBender tiefen Sequenzierung (next generation
sequencing, NGS) erbrachten in 14-16 Stunden alten wildtypischen Embryonen z.B. 13.747
Bindestellen fir Psc und 13.999 Bindestellen fur dRing/Sce (Gary Karpen,
www.ModENCODE.org). Fiir Su(z)2 sind solche Daten bislang nicht verfiigbar. Hierdurch wird
deutlich, dass die Immunfluoreszenz nur die 'Spitze des Eisbergs' darstellt, indem nur solche
Positionen sichtbar werden, wo eine Vielzahl von Su(z)2-, bzw Psc-enthaltende PcG-
Komplexe gebunden sind. Zukiinftig ware es interessant, Positionen, in denen ausschlieBlich
oder Uberwiegende einer der beiden Faktoren gebunden ist fein zu kartieren (die
Verfligbarkeit von ChlIP-seq Daten flr Su(z)2 vorausgesetzt). Diese Regionen wirden
interessante Kandidatengene enthalten, die als Effektoren der embryonalen Letalitat in der
jeweiligen einzelmutanten Situation und der anderen beschriebenen phanotypischen Effekte

in Betracht kamen.

4.1.1 Su(z)2 und Psc unterliegen der PcG Kreuzregulation

Eine alternative Deutung der embryonalen Letalitdt in der jeweiligen einzelmutanten
Situation baut auf der Beobachtung auf, dass einige PcG Gene durch PcG Faktoren reguliert
werden (Ali und Bender, 2004). Auch Beobachtungen in unserer Arbeitsgruppe und von Park
und Mitarbeitern (A. Klebes, unveréffentlicht, Park et al., 2012) sprechen dafiir, dass sowohl
Su(z)2 als auch Psc PcG-abhdngiger und auch gegenseitiger transkriptioneller Regulation
unterliegen. Somit besteht die Moglichkeit, dass in Su(z)2 einzelmutanten Embryonen die
PcG-abhangige negative Regulation von Psc geschwacht wird und somit Psc lGberexprimiert

wirde. Das gleiche Szenario ware auch umgekehrt denkbar, so dass in beiden
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einzelmutanten Situationen jeweils ein Funktionsgewinn des anderen PcG Faktors ausgel6st
wird, der zu dominanten Effekten und embryonaler Letalitat fiihren konnte. Der Vergleich
der Effekte der Funktionsverlustmutationen mit der UAS/Gal4-aktivierten Uberexpression
(Abbildung 3.1) in der Embryogenese zeigt dahingegen unterschiedliche Phanotypen der
betroffenen Embryonen. Dies ldsst vermuten, dass die Uberexpression eines Faktors
aufgrund der Deregulation durch den Verlust des anderen Faktors nicht der alleinige Ausloser
der Entwicklungsstorungen und embryonalen Letalitat ist. Somit bleibt die erste Hypothese
am wahrscheinlichsten, dass Su(z)2 und Psc jeweils eigene Zielgene regulieren, die fir die

Embryogenese essentiell sind.

4.1.2 Der Su(z)2 Funktionsverlust zeigt auch in der Imaginalentwicklung
Defekte

Eine solche Annahme wurde bisher in der Literatur fiir die spatere Entwicklung der
Imaginalscheiben ausgeschlossen. Da bislang morphologische Defekte oder Fehlregulationen
von Zielgenen nur in doppelmutanten Su(z)2/Psc Zellgruppen beobachtet wurden, wurde die
Funktion beider Gene als partiell redundant beschrieben (Classen et al., 2001; Beuchle et al.,
2009; Scheuermann, 2010). In unserer Arbeitsgruppe wurde jedoch beobachtet, dass
Su(z)2157 einzelmutante Zellklone einige Teilaspekte doppelmutanter Zellklone rekapitulieren
(A. Klebes, unveroffentlicht, diese Arbeit). So konnten wir Entwicklungsverzégerung der
Larven mit morphologischen Veranderungen der Imaginalscheiben beobachten. Diese
beinhalten die Uberproliferation und ein kugelférmiges Abrunden von Zellgruppen, die sich
progressiv aus dem epithelialen Verband herauslésen. Als weiteres Charakteristikum
aktivieren diese Zellen das Apoptoseprogramm, weshalb Su(z)2 in diesen Zellen auch als
survival factor beschrieben werden kdnnte. Bislang konnte noch nicht geklart werden, ob die
Hyperaktivierung des Zellzyklus und Induktion der Apoptose in einzelnen Zellen zeitgleich
oder nacheinander ablduft. Insgesamt sind aber die Effekte Su(z)2 einzelmutanter
Larven/Imaginalscheiben denen mit doppelmutanten Zellklonen sehr &hnlich. Eine

Deregulation der Zielgene en und Abd-B wurde allerdings in der einzelmutanten Situation
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nicht beobachtet, so dass vermutet werden kann, dass es zwei Klassen von Su(z)2 Zielgenen

gibt, die Psc-abhangig und Psc-unabhangig reguliert werden.

Wie schon fiir die Embryonalentwicklung diskutiert, scheint auch in der Imaginalentwicklung
eine PcG-autoregulatorische Uberexpression von Psc wahrscheinlich nicht die Ursache der
Entwicklungsstorungen zu sein. Zwar wurde in der Immunfluoreszenz ein Anstieg der Su(z)2
Proteinmenge in Psc mutanten Zellen nachgewiesen, aber umgekehrt konnte kein Anstieg
der Psc Mengen in Su(z)2 mutanten Zellklonen beobachtet werden. Wenn diese Beobachtung
bedeutet, dass eine Psc Uberexpression keine Rolle spielt, sondern alleinige Su(z)2-Zielgene
fur die Uberproliferation verantwortlich sind, so ist zu fordern, dass sich unter den alleinigen
Su(z)2-Zielgenen auch Regulatoren des Zellzyklus befinden, oder solche sekundar regulieren.
Da durch den Su(z)2 Funktionsverlust diese Regulatoren ihrerseits dereguliert wirden,
sollten sie insgesamt eine aktivierende Wirkung auf den Zellzyklus haben, also ahnlich einem
Protoonkogen wirken. Auch die Beobachtung, dass die polytanen Chromosomen in den
Su(z)2-N1-, Psc-N1- und Bmi-1-N-Uberexpressionssituationen jeweils dicker als normal
erscheinen, spricht dafilir, dass die dominant-negative Wirkung dieser Fusionsproteine die
Expression eines Aktivators des Zellzyklus befordern. Diese Zellzyklus-aktivierende Funktion
duBert sich in polytinen Zellen im Gegensatz zur Uberproliferation diploider Zellen in den
Imaginalscheiben in der zusatzlichen Amplifikation der DNA, was sich in den

Quetschpraparaten in verdickten Chromosomen widerspiegelt.

4.1.3 Su(z)2 mutante Zellklone @hneln der Fehlexpression von engrailed

Das Verhalten der Su(z)2/Psc doppelmutanten Zellklone und auch der Su(z)2-einzelmutanten
Zellklone dhnelt sehr dem Verhalten von en mutanten Zellklonen im P Kompartiment und en
Expressionsklonen im A-Kompartiment (Garcia-Bellido, 1975; Dahmann und Basler 1999).
Dieses charakteristische Verhalten ist durch Uberproliferation, ein Abrunden der Klone zur
Minimierung der Kontaktflache mit umgebenden Zellen und dem Herauslésen aus dem
epithelialen Verband gekennzeichnet. Vielfiltige klonale Analysen in Flligelimaginalscheiben

haben gezeigt, dass ein derartiges Verhalten immer dann auftritt, wenn en-exprimierende
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Zellen in einer en-minus Umgebung erzeugt werden und umgekehrt. Bislang konnten in
Su(z)2/Psc doppelmutanten Zellklonen das Verhalten der Zellen und die Verdanderung des en-
Expressionsstatus im A Kompartiment nicht voneinander getrennt werden, da en als PcG
Zielgen hier ektopisch aktiviert wird. Da allerdings der en-Status in posterioren Zellen
unverandert bleibt, ist ein Abrunden dieser Zellen hierdurch nicht einfach zu erklaren. Unsere
neuen Befunde legen nahe, dass das zelluldre Verhalten auch im A Kompartiment
unabhangig von en ist, da dieses Gen in Su(z)2 einzelmutanten Zellklonen nicht fehlreguliert
wird. Es wird also wahrscheinlich ein Zielgen oder mehrere Zielgene durch Su(z)2 (nicht aber
Psc) reguliert, die zusatzlich zur Aktivierung des Zellzyklus auch die Zellaffinitat beeinflussen,
so dass sich Zellgruppen in kugelformigen Aggregaten zusammenlagern und den epithelialen
Verband verlassen. Insofern zeigen sich Su(z)2 einzelmutante und Su(z)2/Psc doppelmutante
Zellklone neben dem unkontrollierten Zellzyklus auch Ziige einer Epithel zu Mesenchym-
Transition (EMT), wie sie auch vielfach in der Tumorgenese beobachtet wird. Dieselben
Effekte (Uberproliferation, Abrunden, Herausldsen) zeigen sich auch nach Uberexpression
der Su(z)2-N1- und Psc-N1-Konstrukte. Im A Kompartiment fallt dieses zellulare Verhalten mit
der ektopischen Expression von en zusammen. Im P Kompartiment sind ebenfalls
abgerundete Zellaggregate zu beobachten, die allerdings weiterhin en exprimieren
(Abbildung 3.26. Stern in D). Dieser Befund unterstilitzt die Charakterisierung der Wirkung
dieser Konstrukte als dominant-negativ und ist zudem ein weiterer Hinweis darauf, dass das
Abrunden und Migrationsverhalten der betroffenen Zellen unabhingig von Anderungen des

en-Expressionsstatus ist.

4.1.4 Der Su(z)2 Funktionsverlust verursacht Entwicklungsverzdgerung

Diese Wirkung von Su(z)2 wurde bislang Gibersehen, weil sie erst spat auftritt. Die Larven mit
Su(z)2 mutanten Zellklonen, die im zweiten Larvenstadium induziert wurden, verpuppen sich
nicht wie gewohnlich nach ca. vier Tagen, sondern bleiben ungefihr doppelt so lange in der
Larvalentwicklung, bevor sie als Larve oder junge Puppe sterben. Diese

Entwicklungsverzogerung wird vermutlich durch die ektopische Expression des Hormons
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Insulin-like peptide 8 (llp8, CG14059; Zhang et al., 2009; Garelli et al., 2012; Colombani et al.,
2012) verursacht, dessen ektopische Expression bereits in transdeterminierenden
Imaginalscheiben und kirzlich auch in Imaginalscheiben mit dominant-negativer Su(z)2
Aktivitat nachgewiesen wurde (Klebes et al., 2005, A. Klebes unveroffentlicht). Wie die
Immunfluoreszenzuntersuchung gezeigt hat, ist das Su(z)2 Protein verhaltnismaRig stabil, so
dass in genotypisch homozygot mutanten Zellen vier Tage nach Induktion der mitotischen
Rekombination noch anndhern normale Menge nachzuweisen sind. Erst ca. neun Tage nach
Induktion zeigt sich eine deutliche Verminderung der Su(z)2 Proteinmenge. Demnach lassen
sich die Effekte des Su(z)2 Funktionsverlusts nur beobachten, weil die Larven gleichzeitig
entwicklungsverzogert sind. Der gleiche Effekt trifft auch auf doppelmutante Zellklone zu,
wobei hier sowohl die Reduktion der Su(z)2-Proteinmenge als auch die Uberproliferation
etwas friher eintritt als in der Su(z)2 einzelmutanten Situation. Dieser Vergleich deutet
darauf hin, dass die Anwesenheit von Psc zur Stabilitat des Su(z)2 Proteins beitragt und somit

die Effekte langsamer wirksam werden.

4.1.5 Beitrag des JAK/STAT-Signalwegs zum Uberproliferationsphanotyp

In der Literatur werden verschieden Su(z)2/Psc-abhdngige Kandidatengene als Aktivatoren
des Zellzyklus diskutiert. Experimentell konnte jedoch bislang nur ein Zusammenhag
zwischen der  Aktiviat des  JAK/STAT-Singalwegs und dem Su(z)2/Psc
Uberproliferationphdnotyp aufgezeigt werden (Classen et al., 2009). Demnach ist das
unpaired Gen, das fiir einen Liganden dieses mitogenen Signalwegs kodiert, ein PcG Zielgen.
In der doppelmutanten Situation wird unpaired dereguliert und andererseits wirkt die
genetische Schwichung dieses Signalwegs schwichend auf den Uberproliferationsphinotyp.
Ob die ektopische JAK/STAT-Aktivitait jedoch alleine ausreichend fiir den
Uberproliferationseffekt in doppelmutanten Zellklonen und entsprechend in Su(z)2
einzelmutanten Zellklonen ist, ist fragwiirdig, da upd-Uberexpressionsexperimente in unserer
Arbeitgruppe nur ein moderates MaR an Uberproliferation in Imaginalscheiben auslésen

konnten (A. Klebes, unveroffentlicht). Zuklinftig ware es in diesem Zusammenhang
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interessant zu klaren, ob upd ein alleiniges Su(z)2-Zielgen ist oder auch Psc-abhangig reguliert

wird.

4.1.6 Psc zeigt auch Transkriptions-unabhangige Funktion

Fiir Psc wurde kirzlich neben der epigenetischen Funktion bei der transkriptionellen
Kontrolle von Zielgenen eine weitere, Transkriptions-unabhdngige Funktion beschrieben.
Demnach ist Psc im Kontext des Anaphase-Promoting Complex (APC) an der Ubiquitinylierung
und somit Degradation von Cyclin-B beteiligt (Mohd-Sarip et al., 2012). Der Abbau von
Cyclin-B ist fiir die G2-M Progression des Zellzyklus notwendig, so dass Psc mutante Zellen in
dieser Zellzyklusphase verharren. In der friilhen Embryogenese flihrt der Zellzyklusarrest zu
mitotischen Segregationsdefekten, die zum hier beschriebenen mutanten Phanotyp und
Absterben der Pscl??? Embryonen (s. oben) beitragen kénnten. Ob Su(z)2 eine dhnliche
Funktion hat, wurde in dieser Studie allerdings nicht untersucht. Ebenfalls unklar bleibt, ob
die beschriebenen Defekte bona fide Psc Effekte sind, da die in vivo Funktion lediglich in
RNAi-Ansatzen untersucht wurde. Es ware interessant zu untersuchen, ob eine Stabilisierung
von Cyclin B auch in Psc-mutanten Zellklonen und Su(z)2-mutanten, bzw. doppelmutanten
Zellklonen zu beobachten ist. Auch weil der simultane Su(z)2/Psc Funktionsverlust zur
dramatischen Hyperaktivierung des Zellzyklus flhrt, bleibt eine Funktion von Psc als

negativer Regulator von Cyclin-B weitgehend unverstanden.

4.1.7 Kritische Bewertung der RNAiI Experimente

Die in dieser hier vorliegenden Arbeit beschriebenen Psc-RNAi-Experimente haben nur sehr
milde Entwicklungsstérungen erzeugt, was moglicherweise an einer unzureichenden
Herunterregulation des jeweiligen Transkripts gelegen haben kdnnte. Besonders die Psc-RNAi
zeigte keine deutliche Reduktion der Proteinmengen in den betroffenen Zellen, so dass
aufgrund des Ausbleibens deutlicher Effekte hier nicht auf die Funktionslosigkeit eines Psc-
Verlusts geschlossen werden kann. Andrerseits verursachen homozygot mutante Psc

Zellklone in der Fligelentwicklung auch keine gravierenden Entwicklungsstérungen, wonach



107

scheinbar in diesen Zellen keine entwicklungsrelevanten Gene in gravierenden Umfang
fehlreguliert werden. Der Su(z)2-RNAi Ansatz ist ebenfalls problematisch, da Effekte auf
zelluldarer Ebene schlecht untersucht werden kénnen. Die betroffenen Zellen 16sen sich aus
dem Verband und induzieren Apoptose. Dieses Verhalten scheint jedoch das Verhalten
mutanter Zellen mit Su(z)2 Funktionsverlust widerzuspiegeln. Zellen solcher mutanten Klone
bilden ebenfalls Aggregate und aktivieren das Zelltodprogramm. Die Effekte der doppel-RNAi
sind nur unwesentlich starker als bei der einzel-Su(z)2-RNAi, vermutlich weil die
unvollstéandige Herunterregulation der Transkripte und der Proteinmengen nicht ausreichend

fiir die Fehlregulation von Zielgenen ist.

4.2 Befunde der Chromatinbindung und funktionellen Untersuchung

Charakterisierung funktioneller Proteinbereiche.

In Bezug auf die Chromatinbindung und Uberexpressionphanotypen kénnen alle transgenen

Su(z)2- und Psc-Fusionsproteine in drei Gruppen eingeteilt werden:
4.2.1. dominant wirkend mit expansiver Chromatinbindung;
4.2.2. schwach wirkend ohne deutlicher Chromatinbindung und

4.2.3. dominant-negativ wirkende mit diskreter Chromatinbindung.

4.2.1 Dominant wirkende transgene Proteine mit expansiver
Chromatinbindung

Zu dieser Gruppe zdhlen jeweils die full-length und N2-Proteine von Su(z)2 und Psc sowie
Su(z)2-HG. Aufgrund der genetischen Interaktion mit mutanten Pc und brm Allelen sowie der
Repression der posterioren en-Expression in Fligelimaginalscheiben kann die Wirkung von
Su(z)2-FL - und damit auch der anderen Konstrukte gleicher Wirkung - als dominant
beschrieben werden. All diese transgenen Fusionsproteine lassen sich am Chromatin in
diskreten Banden und zudem entlang des gesamten Chromatins in granuldrer Verteilung

nachweisen. Diese expansive Bindung der drei Su(z)2-Proteine fiihrt zur Umverteilung des
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endogenen Psc. Es ist wahrscheinlich, dass dieser Effekt auch flir die Psc-Proteine zutrifft,
kann aber mit dem monoklonalen anti-Psc Antikorper nicht abschlielend beurteilt werden.
Vorausgesetzt, dass die Uberexpression der dominant-wirkenden Su(z)2-Fusionsproteine
keinen Effekt auf die endogene Psc Proteinmenge hat, ist es erstaunlich, dass Psc in dieser
Situation ebenfalls expansiv am gesamten Chromatin bindet. Da die Fluoreszenzsignale in der
doppel-Imunfarbung nicht vollstandig kolokalisieren, ist es denkbar, dass endogenes Psc
nicht nur durch direkte Interaktion mit den Su(z)2-Fusionsproteinen fehllokalisiert wird,
sondern auch ohne direkten Kontakt zu den Su(z)2-Myc-Proteinen am Chromatin bindet,
beispielsweise weil es durch groBe Mengen Ulberexprimierten Su(z)2-Fusionsproteins von

endogenen Bindestellen verdrangt wird.

4.2.1.1 Klassifizierung der verschiedenen Konstrukte

Die Effekte der einzelnen transgenen Proteine auf adulte Strukturen wie Augen oder Fligel
lassen sich nur schwer miteinander vergleichen, da sie mutmaRlich jeweils pleiotrope Effekte
verursachen und eine Gewichtung der Fehlexpression verschiedener Zielgene durch die
auBerliche Betrachtung adulter Strukturen nicht moglich ist. Aus diesem Grund wurden die
beiden 'direkten' Wirkungen der Uberexpression, namlich die Chromatinbindung und Effekte
auf die en-Regulation als wesentliche Kriterien fiir die Bewertung der verschiedenen
transgenen Proteine eingesetzt. Anhand dieser Kriterien lasst sich eine Reihung der
Uberexpressionseffekte vornehmen. So wirkt Su(z)2-FL etwas stdrker als Su(z)2-HG, das
wiederum starker wirkt als Su(z)2-N2 (FL > HG > N2). Fur Psc gilt entsprechend FL > N2, wobei
insgesamt die Effekte von Psc tendenziell schwacher ausfallen, als bei den Su(z)2-

Fusionsproteinen.

4.2.1.2 Eine funktionelle RING Domane ist fur die dominante Funktion nicht
essentiell

Die Beobachtung, dass Su(z)2-HG &hnlich wirkt wie Su(z)2-FL deutet darauf hin, dass ein

intakter RING-Finger fir die dominante Funktion entbehrlich ist. RING-Finger Motive besitzen

haufig E3-Ubiquitinligase Aktivitat (Metzger et al., 2012). Weder fiir Psc noch fiir Su(z)2 (noch
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fir Bmi-1) konnte jedoch bislang eigenstdandige Ubiquitinylierungsaktivitat nachgewiesen
werden. Somit scheint eine RING-abhangige E3 Ubiquitinligase Akvtivitat fir die dominante

Funktion nicht erforderlich zu sein.

4.2.1.3 Die Su(z)2-N2 und Psc-N2 Proteine zeigen etwas schwachere dominante
Funktion als die jeweiligen full-length Proteine
Der direkte Vergleich der Potenz verschiedener Konstrukte anhand von Uberexpressions-
Effekten ist schwierig, da Positionseffekte der transgenen Insertionen zu unterschiedlichen
Expressionslevels flihren kdnnen und die Effektivitdt des Kernimports variieren kann. Diese
technisch bedingte Variabilitdt sollte durch die Auswahl von Insertionslinie mittlerer
Expressionsstarke anhand von semi-quantitativer Western Blot Analyse sowie durch die
Kontrolle des Kernimports mittels Immunfarbungen von Speicheldriisen kontrolliert werden.
Unter Berlicksichtigung dieser Problematik zeigen die N2-Konstrukte beider Proteine jeweils
schwachere Wirkung als die full-length Varianten. Dies duflert sich insbesondere in der
schwacheren expansiven Chromatinlokalisation und der schwacheren Repression posteriorer

en-Expression.

Nach diesen Kriterien waren in den 733 (Su(z)2), bzw. 703 (Psc) carboxyterminalen
Aminosduren, die jeweils in den N2-Konstrukten deletiert sind, funktionelle Bereiche
enthalten, die die dominante Funktion unterstiitzen. In vitro Analysen mutanter Psc-
Konstrukte mit verschieden groRen carboxyterminalen Deletionen flihrten zu der Aussage,
dass die Funktion der CTR Uber die gesamte Sequenz verteilt ist, also ausgehend vom
Carboxyterminus progressive Deletionen jeweils die Funktion schwachen (King et al., 2005).
Die Funktionalitat wurde hierbei u.a. anhand der Fahigkeit zur Inhibition der Transkription
und des Chromatin remodeling gemessen. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die
Beobachtung, dass sich auch in vivo mutante Psc-Allele mit unterschiedlich groen
carboxyterminalen Deletionen in unterschiedlicher Vitalitdt und Schwere der mutanten
Phanotypen duBern, wobei die Grofle der Deletion jeweils mit der Schwere der Effekte
korreliert. In dieser Studie wurde in Psc eine Region von AS 760 — 872 als besonders

bedeutsam fir die Funktionen beschrieben. Beh und Kollegen bestdtigen diese Befunde
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weitgehend, indem sie aufgrund der Korrelation von Ladungsverteilung und funktioneller
Studien die Hypothese entwickeln, dass Bereiche positiver Ladungen, die nicht durch Cluster
von Aminosauren mit negativer Ladung unterbrochen sind, die repressive Funktion der CTR
vermitteln. In D. melanogaster Psc findet sich entsprechend der Befunde von King und
Kollegen im Bereich der AS 760 - 872 eine besondere Akkumulation von Clustern positiver

Ladung (Abbildung 4.1).

Die Befunde von King und Kollegen und Beh und Kollegen lassen sich demnach so
zusammenfassen, dass die Funktion der CTR von Bereichen positiver Ladung abhangt, die
Uber die gesamte Lange der CTR verteilt angeordnet sind und sich in Psc besonders im
Abschnitt AS 760 — 872 akkumulieren, der besonders kritisch fiir die Funktionalitat ist. Im Psc-
N2 Konstrukt ist dieser Bereich enthalten (Bruchpunkt bei AS 900) und im Su(z)2-N2 Protein
(Bruchpunkt AS 635) ist ein auffalliges Cluster positiv geladener Aminosduren im Bereich 490-

550 ebenfalls enthalten (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1. Ladungsverteilung in der CTR von Psc und Su(z)2. A. und B. Psc-CTR (AS 466 — 1603) mit
dargestellten positive geladenen Aminosauren (schwarze Striche) nach Vorhersage von A. EMBOSS Pepinfo
(www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_pepinfo) und B. Beh et al., 2012. Die Ladung ('Q' bei pH 7,9) der
Aminosduren (AS) in Fenstern zu je 25 AS wurden in eine Farbkodierung umgesetzt. Im Abschnitt zwischen AS
760 — 872 (roter Balken) sind besonders viele Bereiche positiver Ladung akkumuliert. (Berechnung: Q % ZXQX,
wobei Qx der Ladung jeder AS entspricht. Farbskala der Ladung rechts. Weitere Erlduterungen in Beh et al.,,
2012). Bereiche vorhergesagter intrinsischer Unordnung (intrinsic disorder) sind durch eine schwarze Linie
markiert und umfassen nahezu die gesamte CTR. Der aminoterminale Bereich inklusive HR sind nicht
dargestellt. C. EMBOSS Vorhersage der positiven Ladungen der Su(z)2-CTR zeigt mehrere Cluster und eine
herausragende Region von AS 490-550. Fur D. melanogaster Su(z)2 sind keine Daten in Beh et al., 2012
enthalten.
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Meine Analysen bestdtigen, dass die moderaten carboxyterminale Deletionen der N2-
Konstrukte die Funktionalitat der Fusionsproteine schwachen, aber nicht wirkungslos werden
lassen. Demnach sind wesentliche Element — moglicherweise die o.g. Cluster positver
geladener Aminosauren — noch in den N2-Konstrukten enthalten, deren maximale Aktivitat

jedoch abhangig von Proteinbereichen ist, die durch die Deletion entfernt werden.

4.2.2 Schwach wirkende Fusionsproteine ohne deutlicher Chromatinbindung

Die isolierten CTR-Abschnitte von Su(z)2 und Psc binden in immungefarbten Prdparaten
polytaner Chromosomen jeweils nur sehr schwach oder nicht nachweisbar an das Chromatin.
Dementsprechend sind die Effekte der Uberexpression dieser Konstrukte sehr mild. In der
Augenentwicklung sowie der Fligelentwicklung werden einige Defekte hervorgerufen, die
zeigen, dass beide Konstrukte dennoch biologische Aktivitat entfalten kénnen. Es kann
spekuliert werden, dass Chromatinbindung unterhalb der Nachweisgrenze stattfindet, die die
Funktion der endogenen Proteine beeintrachtigt oder dass die transgenen Proteine
unabhangig von einer Chromatinassoziation mit den endogenen Proteinen konkurrieren. Mit
den hier eingesetzten Methoden kann der Mechanismus nicht naher aufgeklart werden,
jedoch zeigt die fehlende Wirkung auf die en-Expression in Fligelimaginalscheiben, dass

diese Konstrukte weder deutliche dominante noch dominant-negative Funktion entwickeln.

4.2.2.1 Die CTR bindet in vivo im Gegensatz zu in vitro Daten nicht an das
Chromatin

Da die aminoterminale Deletion der HR die Chromatinbindung vereitelt, werden frihere

Befunde bestétigt, wonach die HR fir dieses Verhalten notwendig und ausreichend ist (Sharp

et al., 1997). Es ist jedoch interessant, dass die CTR beider Proteine alleine in den hier

prasentierten in vivo Uberexpressionen nicht an das Chromatin binden kann. Dieser Befund

steht im Widerspruch zu den publizierten in vitro Untersuchungen der CTR (Francis, et al.,

2004; Lo et al., 2009; Lo et al., 2010; Beh et al., 2012). In diesen Publikationen wird die
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sequenz-unspezifische DNA-Bindung der CTR quantifiziert, die flir Psc mit einem Kq von 0.17
+ 0.04 nM und fir Su(z)2 mit einem Kq von 1.58 + 0.21 nM angegeben wird (Lo et al., 2009).
Eine ausbleibende Chromatinbindung beider CTRs in vivo kénnte moglicherweise durch
Milieufaktoren zu erklaren sein, wie z.B. lokalen pH-Werten oder der Interaktion mit anderen
Proteinen in einem komplexen Reaktionsraum wie dem Zellkern. Beh et al. (2012)
postulieren ein Modell wonach die CTRs mit ihren Clustern positiver Ladung die negativ
geladene DNA kontaktieren, kompaktieren und somit fir die Transkriptionsmaschinerie und
das Chromatin Remodeling unzuganglich machen. Unterstitzt werden soll diese Funktion in
vitro durch die intrinsische Fahigkeit zur Homomultimerisierung und Brickenbildung
zwischen benachbarten oder weiter entfernten Nukleosomen (Lo et al., 2012). Im Gegensatz
zu diesem Modell scheinen die positiven Ladungen der CTR in vivo nicht ausreichend zur
Chromatinbindung zu sein. Diese lasst sich nur im Zusammenhang mit der HR beobachten,
die demnach wie ein Anker wirkt, der das Protein — mutmaRlich (iber die Protein-Protein-
Interaktionen mit anderen Komponenten des PRC-1 (Pc und Ph) - an das Chromatin

rekrutiert.

Die CTR - und hier besonders der Bereich, der in den N2-Konstrukten enthalten ist - beférdert
in der Uberexpressionssituation die expansive Bindung an das gesamte Chromatin. Wenn
dieser CTR-Abschnitt fehlt — wie in den N1-Konstrukten (s. unten) — geht diese Fahigkeit
verloren. Dass die isolierte CTR bei Uberexpression in Drosophilazellen jeweils nur sehr
schwache Wirkung entfaltet, liegt vermutlich daran, dass sie fiir die nicht-konvalenten
Funktionen in ausreichender lokaler Konzentration gebunden sein muss, was nach meinen
und publizierten Befunden (Sharp et al., 1997) durch die Ankerfunktion der HR vermittelt
wird. Zusammenfassend befinden sich funktionelle Bereiche im N2-N1 Differenzabschnitt,
der fir die dominante Funktion und (expansive) Chromatinbindung notwendig ist. Allerdings
ist er im Kontext der CTR-Konstrukte nicht ausreichend, um in vivo eine deutliche
Chromatinbindung zu vermitteln. Entsprechend charakterisiere ich den N2-N1
Differenzabschnitt, der hier als CTR1 benannt wird (vgl. Abbildung 4.2), als notwendig aber

nicht ausreichend fiir expansive Chromatinbindung und dominante Funktion.
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4.2.3 Dominant-negativ wirkende Fusionsproteine mit diskreter
Chromatinbindung

Konsistent mit den o.g. Beobachtungen verlieren die N1-Konstrukte die Fahigkeit zur
expansiven Chromatinbindung. Mutmallich lGber die Interaktionen mit Pc und Ph werden
diese Konstrukte in PRC-1 Komplexe gebunden und lokalisieren in scharf abgegrenzten
(bandenférmigen) Regionen auf polytdanen Chromosomen. Das endogene Psc Protein wird
hierdurch in seiner Verteilung nicht wesentlich beeintrachtigt. Allerdings entfalten diese
transgenen Proteine dominant-negative Wirkung, wahrscheinlich durch die Fehlregulation
von Su(z)2/Psc Zielgenen. Es ist bemerkenswert, dass die Funktion beider Transgene, also
Su(z)2-N1 und Psc-N1, gleichermallen stark auf die untersuchten Zielgene wirkt. Diese
Beobachtung spricht dafiir, dass an den PREs der Zielgene PcG-Komplexe aktiv sind, deren
Funktion sich durch die Uberexprimierten HRs des einen oder anderen der beiden Proteine
austitrieren lasst. Die einfachste Erklarung hierfir ist ein Modell wonach Su(z)2 und/oder Psc
Uber die HR mit Komponenten der Komplexe interagieren und die CTR die Stummschaltung
der Zielgene vermittelt. Das Vorhandensein groRer Mengen von HR-Deletionsproteinen,
denen mit der CTR der funktionelle Anteil fehlt, verdriangen die endogenen Proteine aus den
Komplexen und machen sie somit funktionslos, ohne deren Bindungsverhalten zu
beeintrachtigen. Dieses Modell erklart auch, warum Su(z)2-N1, Psc-N1 und Bmi-1-N1 (s.
unten) gleichermaBen dominant-negativ wirken. Die funktionell scheinbar gleichwertige HR
vermittelt jeweils die Rekrutierung in die Komplexe. Ob in den endogenen Komplexen
allerdings gleichzeitig beide Proteine enthalten sind, oder ob ein Zusammenspiel von
getrennten Psc-PRC-1 und Su(z)2-PRC-1 Komplexen fiir die Repression notwendig ist, kann

durch die hier vorgestellten Analysen nicht abschlieRend beantwortet werden.

Zusammenfassend kénnen mittels der publizierten Daten und der hier dargestellten Analyse
drei funktionelle Bereiche der Su(z)2- und Psc-Proteine beschrieben werden. Dies sind: die

aminoterminale HR, die CTR1 - der aminoterminale Abschnitt der CTR von AS 259 - 635
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(Su(z)2), bzw. AS 509 — 900 (Psc) und die CTR2 — der caboyterminale Abschnitt von AS 636
(Su(z)2), bzw. 901 (Psc) bis zum Carboxyterminus (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2. Schematische Darstellung der funktionellen Abschnitte von Su(z)2 und Psc. Beide Proteine
lassen sich in mindestens drei funktionelle Bereiche unterteilen. Die HR ist jeweils flir die Chromatinlokalisation
in diskreten Positionen notwendig. Diese Aktivitat wird wahrscheinlich durch die Interaktion mit verschiedenen
PRC-1-Komponenten vermittelt. Die Expression der HR alleine bewirkt dominant-negative Effekte. Die CTR1
wird im Zusammenspiel mit der HR fiir die expansive Chromatinbindung und dominante Funktion bendtigt. Flr
beide Effekte ist die CTR2 nicht absolut essentiell, wirkt jedoch als Verstadrker beider Funktionen. Die gesamte
CTR ohne die HR vermag in vivo nicht (oder nur sehr schwach) an Chromatin zu binden.
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4.2.3.1 Bewertung der pleiotropen dominanten und dominant-negativen Effekte
Die Betrachtung adulter Strukturen wie der Augen und Fligel nach Uberexpression lasst
keine eindeutige Unterscheidung in dominante oder dominant-negative Funktion erkennen.
Die Chromatinbindung der Proteine und ihre Wirkung auf die en-Expression legen jedoch
nahe, dass im Fall der dominanten Wirkung endogene Zielgene und moglicherweise eine
Vielzahl anderer Gene fehlreguliert werden, die auBerhalb der normalen Su(z)2/Psc-
Bindestellen kartieren und normalerweise in diesen Zellen nicht durch diese und andere PcG
Faktoren reguliert werden. Im Gegensatz hierzu sind die dominant-negativ-wirkenden
Fusionsproteine auf die endogenen Su(z)2/Psc-Chromatinpositionen begrenzt, so dass
wahrscheinlich auch nur echte Zielgene fehlreguliert werden. Zu den charakterisierten
Zielgenen zdhlen neben en und den homdotischen Genen wie Abd-B andere wichtige
Entwicklungsgene wie hedgehog, cubitus interruptus, decapentaplegic, wingless, der o.g.
Ligand des JAK/STAT Signalweges, upd, und viele andere mehr. Es ist leicht nachvollziehbar,
dass die Fehlregulation dieser Gene, ob die Expression nun verstarkt oder vermindert wird,
zu vielschichtigen Defekten fihrt, was durch die nachgeschaltete Fehlregulation sekundarer

Effektoren noch zusatzlich an Komplexitat gewinnt.

4.3 Vergleich der Fliegen und Vertebraten Proteine

Bmi-1 wurde als Komponente eines humanen PRC-1 identifiziert, der die Mono-
Ubiquitinylierung von Histon H2A vermittelt (H2AK119ub, Wang et al., 2004). Die Rolle von
Bmi-1 in diesen Komplexen ist jedoch nicht gut verstanden. Es konnte lediglich gezeigt
werden, dass es trotzt seiner RING-Domane selber in vitro nicht als E3-Ubiquitinligase wirkt,
aber die E3-Aktivitdt von hRING1B wesentlich befordert (Wang et al., 2004; Cao et al., 2005;
Buchwald et al.,, 2006; Ben-Saadon et al. 2006; Li et al., 2006). Auf diesen Befunden
aufbauend wurde die Ubiquitinylierungsaktivitat des Drosophila PRC-1 und spater des dRAF-
Komplexes beschrieben (Wang et al., 2004, Lagarou et al., 2008). In beiden Komplexen ist
jeweils neben der aktiven E3-Ubiquitinligase dRING/Sce auch Psc enthalten, dessen

Ubiquitinylierungsaktivitdit auch im Zusammenhang des APC-Komplexes postuliert wurde
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(Mohd-Sarip et al., 2012). Diese Befunde legen nahe, dass Bmi-1 und Psc dhnliche Funktionen
bei der Ubiquitinylierung ausiiben und eine entsprechende Aktivitdt von Su(z)2 kann
aufgrund der strukturellen und funktionellen Ahnlichkeit angenommen werden. Allerdings
konnten die in vitro Funktionen (z.B. Inhibition des Chromatin Remodeling) der CTR bislang
nicht fir Bmi-1 nachgewiesen werden (Beh et al., 2012). Die CTR von Bmi-1 ist mit 98 AS
wesentlich kirzer als die von Su(z)2 (1120 AS) und Psc (1137) und enthalt entsprechend
weniger Cluster positiver Ladung, weshalb sie in der Vorhersage und experimentellen

Untersuchung von Beh und Kollegen als nicht-repressiv wirkende CTR charakterisiert wurde.

4.3.1 Maus Bmi-1-FL wird an Psc-Bindestellen rekrutiert und zeigt schwache
Wirkung

Meine Untersuchung des transgenen Bmi-1 hat gezeigt, dass die full-length Version in
diskreten Banden am Chromatin lokalisiert. Diese Positionen entsprechen den endogenen
Bindestellen von Psc, wobei allerdings einige Psc Postionen nicht gebunden werden. Eine
expansive Bindung ist nicht festzustellen. Somit zeigt Bmi-1-FL ein dhnliches Bindeverhalten
wie die Su(z)2- und Psc-N1-Fusionsproteine, wobei bei diesen die Kolokalisation mit Psc
jedoch nahezu vollstandig ist. Eine dominante oder dominant-negative Wirkung in Bezug auf
die en-Expression in Imaginalscheiben ist fir Bmi-1-FL nicht festzustellen. Allerdings zeigt
Bmi-1 bei Expression in der Embryonal-, Augen- und Fligelentwicklung jeweils Effekte, die
stark im Embryo und Auge und schwacher im Fllgel ausfallen. Es kann spekuliert werden,
dass die Rekrutierung des transgenen Maus Bmi-1 an einige endogene Psc- und Su(z)2-
Bindungsstellen die Repression einiger Zielgene beeintrachtigt, die sich in
Entwicklungsstorungen dullert. Ob es sich hierbei um eine Verstarkung der Repression dieser
Zielgene (dominant) oder eine Herabsetzung der Su(z)2/Psc-abhangigen Repression
(dominant-negativ) handelt, kann anhand der vorliegenden Daten nicht unterschieden
werden. Es kann jedoch geschlussfolgert werde, dass Bmi-1 in unserem Testsystem
schwacher wirkt, als die Fliegenproteine, wobei hier ,schwéacher’ bedeutet, dass nicht alle
Positionen gebunden werden und wahrscheinlich nicht alle Zielgene (z.B. en) fehlreguliert

werden.
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4.3.2 Maus Bmi-1-N wirkt dominant-negativ mit einigen Unterschieden zu
Su(z)2-N1 und Psc-N1

Die Deletion von 97 AS der CTR im Bmi-1-N-Myc-Konstrukt bewirkt, dass dieses
Fusionsprotein nicht mehr in diskrete Positionen bindet, sondern granular auf dem gesamten
Chromatin verteilt ist. Diese Lokalisation scheint keinen Effekt auf die Chromatinlokalisation
des endogenen Psc zu haben. In Fliigelimaginalscheiben entfalten Expressionsklone von Bmi-
1-N dominant-negative Wirkung, die mit der Induktion anteriorer en-Expression,
Uberproliferation und dem Abrunden der Zellklone wesentliche Charakteristika der Su(z)2-N1
und Psc-N1 dominant-negativen Wirkung widerspiegeln. Allerdings sind im Unterschied zu
den Fliegenproteinen die anterioren Zellgruppen der Bmi-1-N-Myc-Expression und en-
Fehlregulation nicht immer deckungsgleich. Es kann an dieser Stelle nur spekuliert werden,
ob es sich um Effekte von Zell-Migration oder nicht-Zell-autonomer Wirkung handelt.
Wesentlich ist jedoch, dass Bmi-1 dominant-negativ wirken kann, auch wenn méglicherweise
nur eine Teilmenge der Gene fehlreguliert wird, die durch die starker-wirkenden Su(z)2-N1-
und Psc-N1-Transgene fehlreguliert werden, wie es bereits fir die dominante Wirkung von

Bmi-1-FL diskutiert wurde (s. oben).

4.3.3 Unterschiede der Chromatinbindung der Bmi-1-HR zu den
Fliegenproteinen

Es ist interessant, dass die isolierte Bmi-1-HR nicht an die endogenen Psc-Bindestellen
rekrutiert wird, also diese Fahigkeit in den deletierten 97 AS oder in dem Zusammenspiel der
beiden Regionen lokalisiert sein muf3. In den Fliegen N1-Fusionsproteinen sind jeweils noch
kurze Bereiche der CTR enthalten (Su(z)2: 11 AS; Psc: 43 AS), die moglicherweise relevant fir
die diskrete Chromatinbindung sein kdnnten. Dies erscheint jedoch unwahrscheinlich, weil
angenommen werden kann, dass Su(z)2 und Psc jeweils im Kontext eines
Multiproteinkomplexes an das Chromatin rekrutiert werden. Die bisher kartierten Protein-

Protein-Interaktionsbereiche beider Proteine mit Komponenten des PRC-1 liegen innerhalb
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der HR, inshesondere im Bereich der HTH, der mit der jlingst beschriebenen RAWUL Domane
Uberlappt. Diese Bereiche sind in Bmi-1 ebenfalls zu finden, so dass ein ahnlicher
Mechanismus der Rekrutierung angenommen werden kann. Fir die Stabilisierung dieser
Interaktionen scheint im Fall von Bmi-1 die CTR erforderlich zu sein. Fehlt diese ist scheinbar
eine stabile Interaktion mit Komponenten der Fliegen-PcG-Komplexe geschwacht und eine

intrinsische unspezifische DNA-Bindeaktivitat kommt zum Tragen.

4.3.4 Funktion der Bmi-1-CTR

In der Literatur findet sich eine Studie, in der die Wirkung der Bmi-1-CTR anhand von
Deletionskonstrukten in humanen Zellkulturzellen untersucht wurde (Yadav et al., 2010).
Demnach hat die Deletion der CTR, die dhnlich Prolin- und Serinreich ist wie die Fliegen CTRs,
eine Stabilisierung des Restproteins zur Folge. Hierbei erhoht sich die Halbwertzeit des
Konstrukts ohne CTR auf 120 Minuten gegeniber der full length Version oder endogenem
Bmi-1 von 25-30 Minuten. Die daraus resultierenden Effekte werden als Funktionsgewinn
gedeutet, insbesondere weil die Bmi-1 Zielgene p16INK4a/p19ARF transkriptionell starker
reprimiert werden. Das pl6 Protein wirkt als potenter Tumorsuppressor und seine
transkriptionelle Repression durch Bmi-1 duRert sich in Hyperproliferation und epithelialer zu

mesenchymaler Transition (EMT).

4.3.5 Der RING-Finger ist fur die Funktion von Bmi-1 bedeutend

Hieraus ist auch zu schlieBen, dass alle relevanten Funktionen, die zur Repression von
Zielgenen bendtigt werden (i.e. Rekrutierung und Stummschalten) noch in dem Bmi-1-HR-
Konstrukt enthalten sein missen. Deletionsanalysen des RING-Finger Motivs (RF) fiihrten
nach Uberexpression in Siugerzellen zur dominant-negativen Wirkung. So wird
beispielsweise die Repression von p16INK4a/p19ARF aufgehoben und die Zellen gehen in die
Seneszenz (Itahana et al., 2003). Ich habe keine RF-Deletionskonstrukte von Su(z)2 oder Psc
untersucht, aber im Su(z)2-HG-Myc-Konstrukt ist die Struktur der RING-Finger Doméane durch

den Austausch des zentralen Histidins gestort, so dass diese mutmaRlich funktionslos ist. Da
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dieses Konstrukt weiterhin dominante Aktivitat zeigt, ist der RF in Drosophila scheinbar fir
die Funktion entbehrlich. Komplementar ist die CTR in Drosophila fiir die dominante Funktion
essentiell, wahrend sie bei Bmi-1 im Saugersystem lediglich die Proteinstabilitat zu regulieren
scheint. Zusammenfassend leitet sich hieraus die Hypothese ab, dass einige Aspekte der
Funktion, insbesondere die Chromatinrekrutierung in diskrete Positionen, zwischen
Su(z)2/Psc und Maus Bmi-1 evolutionar konserviert sind, andererseits aber wesentliche
funktionelle Aspekte divergieren. Als mogliche Erklarung kann spekuliert werden, dass die
repressive Wirkung auf Zielgene in Drosophila unabhangig vom RF im Wesentlichen durch die
CTR vermittelt wird. Im Fall des Sduger Bmi-1 kartiert diese repressive Funktion in den RF und
ist unabhangig von der CTR. Diese Befunde sind weitgehend konsistent mit meinen und den
publizierten Daten und lassen vermuten, dass der modus operandi von Bmi-1 als
wesentliches Element die H2A-Ubiquitinylierung beinhaltet (Wang et al., 2004), wahrend die
Fliegenproteine hauptsachlich Gber nicht-kovalente Chromatinmodifikationen wirken, die
sich in vitro in den beschriebenen Funktionen widerspiegeln (Francis et al., 2004; Lo et al.,
2009, 2010; Beh et al., 2012). Entsprechend zeigt Bmi-1 keine nicht-kovalenten in vitro
Funktionen (Beh et al., 2012).

In Bezug auf die evolutiondre Konservierung wirde dieses Modell nahelegen, dass PRC-1-
Komplexe in Saugern (kovalente Ubiquitinylierung) und Drosophila (nicht-kovalente
Histonmodifikation) divergente Wirkmechanismen entwickelt haben. Maoglicherweise
werden diese Funktionen in den unterschiedlichen Spezies jeweils durch alternative PcG-
Komplexe komplementiert. So wurde in Drosophila der dRAF-Komplex identifiziert, der fir
den Hauptanteil der H2A-Ubiquitinylierung verantwortlich gemacht wird (Lagarou et al.,
2008). Da dieser Komplex auch Psc enthdlt, scheint Psc durch seinen strukturellen oder
funktionellen Beitrag in diesem Kontext zur Ubiquitinylierung beizutragen. Dies deutet darauf
hin, dass in vivo mehr Ubereinstimmung zwischen Psc und Bmi-1 besteht als in dem
transgenen Testsystem ermittelt wurde, also die Funktionen der Sauger- und Fliegen-PRC-

Komplexe wahrscheinlich nicht vollstandig divergent sind, sondern jeweils unterschiedliche
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funktionelle Spezialisierungen darstellen. Ob in Sdugern die fir Su(z)2 und Psc postulierten
nicht-kovalenten Chromatinmodifikationen funktionell (iberhaupt bedeutsam sind oder ob
nicht-charakterisierte PcG-Komplexe diese Funktionen wahrnehmen, ist bislang unklar. Die
jungste Identifizierung von RAWUL Domadnen enthaltenden Proteinen mit RING-Finger
Motiven in divergenten Spezies, fiir die bislang keine PRC-1 Komplexe beschrieben wurden,
deutet jedoch darauf hin, dass nicht-homologe Proteine in verschiedenen Spezies analog
wirken kénnten (z.B. das M33 Protein in der Maus oder EMF1 in Arabidopsis; Sanchez-Pulido

et al., 2008).

4.3.6 Die Ursachen der Uberproliferationsphanotypen von Bmi-1 und
Su(z)2/Psc sind unterschiedlich

Die onkogene Wirkung des Bmi-1 Funktionsgewinns nach Uberexpression und die
Hyperproliferation nach Su(z)2- oder Su(z)2/Psc-Funktionsverlust ist wahrscheinlich so zu
erklaren, dass Bmi-1 direkt den p16INK4a/p19ARF Tumorsuppressorlokus reprimiert (Itahana
et al., 2003). Das p16 Protein wirkt als Inhibitor von Cyclin dependent kinase 4 und 6 (CDK4
und CDK6), die wiederum das Retinoblastoma Protein phosphorylieren und somit die
Zellzyklusprogression von G1 in die S-Phase propagieren. Die Gene des p16/NK4a-Lokus sind
in Drosophila nicht konserviert und insgesamt sprechen die Effekte des Su(z)2/Psc
Funktionsverlusts und der Uberexpression der dominant-negativ wirkenden Konstrukte
dafir, dass ein oder mehrere Zielgene mit der gegensatzlichen Wirkung zu p16, namlich einer
Zellzyklus-stimulierenden (quasi ,protoonkogenen’) Wirkung fehlreguliert werden. Konsistent
mit diesen Bedingungen korreliert nicht der Funktionsverlust, sondern die Uberexpression
von Bmi-1 mit tumorgener Proliferation, weshalb die Quantifizierung von Bmi-1 in der Klinik
als dioagnostischer und prognostischer Marker eingesetzt wird (Gunster et al., 1997;
Hemenway et al., 1998). Auf der anderen Seite ist es bei Su(z)2/Psc der Funktionsverlust, der
zur Hyperproliferation imaginaler Zellen fihrt. Es mag ein Zufall sein, dass in beiden
Systemen diese strukturell dhnlichen PcG Faktoren auf zelluldrer Ebene mit dhnlichen

phanotypischen Effekten - Tumorgenese, bzw. Hyperproliferation - assoziiert sind, wenn auch
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mit entgegengesetzten Vorzeichen, aber wahrscheinlich ist dies der Ausdruck der Tatsache,
dass diese PcG-Faktoren in Drosophila wie auch in Sdugern ein breites Spektrum
entwicklungsrelevanter Zielgene regulieren, unter denen sich auch Regulatoren des Zellzyklus

befinden.

4.3.7 Mel-18 wirkt als Tumorsuppressor

In dieser Arbeit wurde das zweite Sduger Protein mit Ahnlichkeit zu Su(z)2 und Psc, Mel-18,
nicht untersucht. Mel-18 wurde als Tumorsuppressor charakterisiert, weil es die Expression
des Protoonkogens Bmi-1 negativ reguliert (Guo WJ, Datta S, Band V, Dimri GP., 2007; Zhang, et
al., 2010). Diese Beziehung zeigt die kreuzweise PcG-abhadngige Regulation von PcG Genen,
wie wir sie auch bei Su(z)2 und Psc beobachten (A. Klebes, unveréffentlicht; Ali und Bender,
2004; Park et al., 2012). Allerdings scheint in Drosophila eine andere Beziehung zwischen
diesen beiden Genen zu bestehen, da sie partielle funktionelle Redundanz zeigen, wahrend
Bmi-1 und Mel-18 antagonistisch wirken. Interessanterweise deuten funktionelle Studien
darauf hin, dass Bmi-1 und Mel-18 etliche Zielgene gemeinsam regulieren, was ebenfalls fir
eine partiell redundante Wirkung sprechen wiirde (Wiederschain et al., 2007). Es wird
interessant sein, in zuklinftigen Arbeiten das Zusammenspiel dieser beiden Sdugerproteine

ndher zu charakterisieren und mit dem Fliegenpaar zu vergleichen.

4.4 Potential der neuen Erkenntnisse und Reagentien fur

weiterfihrende Analysen

Meine Arbeiten fiihren zu einer Neubewertung der eigenstdandigen Su(z)2 Funktion durch die
Analyse der Funktionsverlust Phanotypen, zeigen aber andererseits auch die Vergleichbarkeit
der Su(z)2- und Psc-Funktion in der Uberexpressionssituation. Ich konnte drei funktionelle
Bereiche beider Proteine charakterisieren und beschreibe Ahnlichkeiten und Unterschiede in
der Funktionsweise des Sauger Bmi-1 Proteins. Insgesamt stellen diese Befunde einen

Zwischenschritt in der Analyse dieser PcG-Gene dar. Hierauf aufbauend und mit den von mir
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geschaffenen transgenen Linien konnen in weiterfiihrenden Arbeiten Fragen zur
Funktionsweise bearbeitet werden. Hierzu sind neben genetischen Analysen auch
erganzende biochemische und genomische Verfahren geeignet. Im Folgenden werden einige

dieser Fragen und eine mogliche Herangehensweise erortert.

4.4.1 Genetische Interaktionsstudien zur Analysen der Funktionalitat

Mehrere Umstande erschweren die Durchfiihrung von Rettungsexperimenten. Dies sind
besonders die partielle Redundanz und die Tatsache, dass beide PcG-Gene sich gegenseitig
transkriptionell regulieren, so dass keine hypomorphen Allele sondern nur die
doppelmutante Nullsituation fiir solche Ansatze in Betracht kime. Eine weitere Schwierigkeit
ergibt sich aus der Tatsache, dass die endogenen Regulationselemente beider Gene nicht
charakterisiert sind und somit ubiquitdre Promotoren, wie z.B. der Hitzeschockpromoter
eingesetzt werden missten. Diese Vorgehensweise fiihrt jedoch wahrscheinlich zur
Expression in anderen Mengen als normal, was bei der dosisabhadngigen Funktion von Su(z)2
und Psc zu verminderter Funktion oder zur Uberexpression mit den beschriebenen
dominanten oder dominant-negativen Effekten flhren wiirde. Als Alternative zu
Rettungsexperimenten konnen jedoch genetische Interaktionsstudien wie z.B. die o.g.
Experimente im Augensystem eingesetzt werden. Mittels der genetischen Interaktion konnte
ich die Wirkung des Su(z)2-FL Transgens als dominant und die des Su(z)2-N1 Transgens als
dominant-negativ  charakterisieren. Weitere Interaktionsstudien und ergadnzende
Rettungsexperimente wiaren geeignet, um die Wirkweise der Ubrigen Konstrukte

entsprechend zu untersuchen.

4.4.2 Entschlisselung molekularer Mechanismen

Um die molekularen Wirkmechanismen besser zu verstehen, konnten zukinftig die
transgenen Fliegenlinien eingesetzt werden. Hiermit lieBen sich z.B. die Frage nach
Su(z)2/Psc-vermittelten Chromatinmodifikationen oder der Zusammensetzung von Su(z)2-

und/oder Psc-enthaltenden Multiproteinkomplexen bearbeiten. So kénnte die Rolle dieser
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Faktoren bei der H2A-Ubiquitinylierung und bei nicht-kovalenten Chromatinmodifikationen
in vivo analysiert werden. Hierzu bieten die mit einem Epitopanteil markierten transgenen
Konstrukte einen geeigneten Zugang. Nach Uberexpression dominant und domiant-negativ
wirkender Transgene lieRe sich z.B. mittels ChIP in genomischen Modellregionen bekannter
Zielgene die Auswirkung auf kovalente Chromatinmodifikationen sowie die

Nukleosomendichte und Rekrutierung von Chromatin Remodeling Faktoren untersuchen.

4.4.3 Evolutionare Unterschiede

Zur Klarung der funktionellen Unterschiede zwischen den Fliegen- und Sadugerproteinen
konnten transgene Hybridkonstrukte hergestellt werden, die beispielsweise die Bmi-1 HR mit
der CTR von Su(z)2- und/oder Psc vereinen und umgekehrt. Hierdurch und durch geeignete
Mutationen in der RING-Finger Domadne und Mutationen der CTR, die die in vitro Funktion
der CTR beeintrichtigen (z.B. Anderungen der Ladungsverteilung, Beh et al., 2009), kénnte
die o.g. Hypothese der unterschiedlichen Funktion von Bmi-1 und den Fliegenproteinen

weiter untersucht werden.

4.4.4 Kompositione der Multiproteinkomplexe

Weiterhin ist die Frage interessant, ob Psc und Su(z)2 in vivo miteinander interagieren und
moglicherweise gleichzeitig in PcG-Komplexen gebunden sind, wie es durch die Kolokalisation
nahegelegt wird. Biochemische Methoden haben bislang keine Komplexe aufgedeckt, in
denen Su(z)2 und Psc gleichzeitig vorhanden sind. Einen ersten experimentellen Zugang zur
Bearbeitung dieser Frage bieten hier die transgenen Fusionsproteine, die Co-
Immunprazipitationsstudien erlauben und die Problematik umgehen, dass die zur Verfliigung
stehenden anti-Psc und anti-Su(z)2 Antiseren bislang in Western Blot Experimenten in
meinen Handen nicht einsetzbar sind. Weiterhin lieRen sich biochemische Analysen
durchfiihren, um beispielsweise zu kldren, ob Su(z)2 ebenso wie Psc in einem dRAF-dhnlichen

und APC Komplex gebunden ist.
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4.4.5 Identifizierung relevanter Zielgene

Auf der Suche nach Su(z)2/Psc-Zielgenen, die beispielsweise als Regulatoren des Zellzyklus
wirken, konnen ebenfalls dominant und domiant-negativ wirkender Konstrukte zur
Uberexpression gebracht werden, um in anschlieRenden Expressionsstudien (RT-PCR,
Microarray, NGS) nach fehlregulierten Kandidatengenen zu suchen, die anschliefend in

funktionellen Studien weiter charakterisiert werden missten.
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5 Zusammenfassung

Polycomb Gruppen (PcG) Proteine sind epigenetische Regulatoren der Entwicklung von
Drosophila und anderer Organismen. Sie binden spezifische Chromatinregionen und
bewirken durch lokale biochemische Modifikationen der Histonproteine und Veranderung

der Chromatinstruktur die dauerhafte Stummschaltung ihrer Zielgene.

Das Drosophila PcG Protein Posterior sex combs (Psc) wurde als Kernkomponente von
repressiven PcG-Multiproteinkomplexen (PRC-1, dRAF-RC) charakterisiert, allerdings ist die
genaue Funktion, moglicherweise bei nicht-kovalenten Chromatinmodifikationen und/oder
als Verstarker einer H2A-spezifischen E3 Ubiquitin Ligase Aktivitdit noch unzureichend
verstanden. In vitro Studien zeigten, dass die carboxyterminale Region (CTR) Chromatin
kompaktieren, und das fiir die Transkription notwendige Chromatin Remodeling verhindern
kann. Die CTR ist im paralogen PcG Protein Suppressor of zeste 2 (Su(z)2) zwar nicht in der
Primaresequenz, aber in Bezug auf die ungewdhnliche Aminosaurekomposition und
Ladungsverteilung in dhnlicher Weise vorhanden. Dementsprechend kdnnen alle in vitro
Funktionen gleichermalRen von Su(z)2, bzw. auch der Su(z)2-CTR alleine ausgelibt werden.
Auch das Su(z)2 Protein wurde in einem PRC1-dhnlichen Multiproteinkomplex aufgereinigt,
in dem es Psc ersetzt. Im Gegensatz zu fritheren Befunden zeige ich eine nahezu vollstandige
Kolokalisation beider Proteine in Immunfarbungen an Polytanchromosomen. Entsprechend
wurde mit genetischen Methoden bislang die Wirkung beider essentieller Gene als partiell
redundant beschrieben. Durch die Analyse von Su(z)2 Funktionsverlustphdanotypen zeige ich
in meiner Arbeit eigenstindige Funktionen von Su(z)2, insbesondere in der
Zellzykluskontrolle, die den doppelmutanten Phanotyp stark ahneln. Somit wird klar, dass
Su(z)2 neben der redundanten Funktion mit Psc bei der Repression von Zielgenen, auch
eigenstandige Funktionen in der spaten Entwicklung - beispielsweise die Kontrolle des
Zellzyklus - besitzt, die nicht durch Psc ersetzt werden konnen. Das spate Auftreten dieser

Defekte und Beobachtung in Immunfarbungen deuten auf die Stabilitdt des Su(z)2 Proteins.
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In Saugern finden sich zwei strukturell verwandte und ebenfalls partiell redundant wirkende
PcG Faktoren, Bmi-1 und Mel-18. Diese spielen bei der Tumorgenese eine wichtige Rolle und
Bmi-1 ist zudem  fir die  Aufrechterhaltung verschiedener  somatischer
Stammzellpopulationen notwendig. Alle vier Fliegen- und Saugerproteine enthalten jeweils
eine etwa 200 Aminosaduren umfassenden Homology Region (HR), die sehr gut konserviert ist
und fir die spezifische Chromatinbindung ausreichend und notwendig ist. Um die molekulare
Funktion genauer zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit eine detaillierte Funktions-Struktur-
Analyse von Psc, Su(z)2 und Bmi-1 in einem transgenen in vivo Ansatz durchgefiihrt. Die
verschiedenen Konstrukte beider Fliegengene verhalten sich sehr dhnlich, so dass drei
funktionelle Bereiche unterschieden werden konnen: neben der HR, die als Anker bei der
Chromatinlokalisation wirkt, ldsst sich innerhalb der CTR jeweils ein fiir die Funktion
notwendiger Bereich — CTR1 — und eine Vertarkerregion — CTR2 — unterscheiden. In
Ubereinstimmung mit der Kartierung der dominanten Funktion in den CTR1-Bereichen sind
die RING-Finger Motive weder fiir die Chromatinbindung noch fiir die getestete dominante
Funktion notwendig. Dies steht im Gegensatz zu der Funktionsweise des Sauger Bmi-1
Proteins, dass in unserem transgenen Testsystem nur einige Aspekte der Su(z)2- und Psc-
Funktion teilt. So zeigt Bmi-1 spezifische Chromatinlokalisation in endogenen Psc
Bindestellen und die Wirkung der isolierten HR ist ebenso wie bei Su(z)2 und Psc dominant-
negativ. Das deutet darauf hin, dass Sequenzen, die die Interaktion mit anderen PcG
Faktoren vermitteln, evolutionar konserviert sind und mutmaRlich die Bindung im Komplex
ausreichend ist, um endogenes Su(z)2 und Psc auszutitrieren. Allerdings zeigt Bmi-1 keine
dominante Repression von engrailed. In Sdugerzellen ist interessanterweise das RING-Finger
Motiv und nicht die CTR fiir die dominante Funktion notwendig, wodurch unterschiedliche
Wirkmechanismen zwischen Fliegen Su(z)2 und Psc und Sauger Bmi-1 weiterhin verdeutlicht

werden.
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Summary

Polycomb group (PcG) proteins function as epigenetic regulators of development in
Drosophila and other organisms. They target specific chromatin regions and permanently
silence the associated genes by local biochemical modifications of the histone proteins and

by alterations of the chromatin structure.

The Drosophila Posterior Sex Combs (Psc) protein has been identified as a core component of
repressive PcG multi-protein complexes (PRC-1, dRAF-RC). Yet, its molecular function is not
completely understood. It is believed to enhance the histone H2A-specific E3 ubiqutin
ligation function and/or contribute to non-covalent histone modifications. In vitro studies
demonstrated that the carboxyterminal region (CTR) is competent to compact chromatin and
inhibit chromatin remodeling. The paralogous PcG protein Suppressor of zeste 2 (Su(z)2)
contains a similar CTR that resembles the Psc CTR in respect of its unusual amino acid
composition and arrangement of clusters of positive charge but not in primary sequence.
Accordingly, the Su(z)2 protein or its CTR alone are competent to perform all in vitro
functions. Su(z)2 has been identified as a component of a PRC1-like complex where it
replaces Psc. In contrast to previous reports | show a close to complete co-localization of Psc
and Su(z)2 on polytene chromosmes. In good agreement with this observation genetic
analysis point at a partial redundant function of these two genes. However, my analysis of
Su(z)2 loss of function mutant phenotypes uncovers unique Su(z)2 functions that closely
resemble the double mutant Su(z)2/Psc mutant phenotype, expecially in respect to cell cycle
control. Thus, in addition to its redundant function with Psc in the repression of target genes
Su(z)2 exerts unique functions in late development, e.g. cell cycle control. These latter
functions cannot be compensated for by Psc. Together, the fact that Su(z)2 phenotypes occur
late in development and observations from immun-stainings suggest that the Su(z)2 protein

is stable.

Mammals have two structurally related PcG proteins, Bmi-1 and Mel-18, that likewise show

partial redundant function. Both are implicated in tumorigenesis and additionally Bmi-1 is
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required for the maintenance of different somatic stem cell populations. All four fly and
mammalian proteins share a well conserved homology region (HR) of app. 200 amino acid
residues that is necessary and sufficient for specific chromatin binding. In order to further
analyse the molecular mechanisms | conducted a detailed structure-to-function analysis of
Psc, Su(z)2 and mouse Bmi-1 following a transgenic in vivo approach. The different constructs
of the two fly proteins behaved similar and uncovered three functional sections: the HR that
serves as an anchor to recruit the protein to specific chromatin sites, and two areas within
the carboxy-terminal region (CTR); CTR1 that is necessary for the dominant function and
CTR2 that acts as an enhancer for these dominant functions. Consisten with the mapping of
the dominant function to the CTR the RING-finger motiv seems to be dispensable for the
tested dominant functions. This mode of action contrasts the mechanism of mammalian
Bmi-1 that recapitulates only some aspects of the fly protein in our transgenic system. Bmi-1
binds to specific chromatin positions that also recruit Psc protein and the isolated HR also
shows dominant-negative activity. This suggests that sequences for the interaction with
other PcG proteins and incorporation in the multi-protein complexes are evolutionary
conserved. This binding activity appears to be sufficient to compete out endogenous Su(z)2
and Psc. However, transgenic Bmi-1 is not sufficient to dominantly suppress engrailed. In
mammalian cells the RING-finger motiv of Bmi-1 and not the CTR is necessary for dominant
functions exemplifying differences in the mode of action between mammalian Bmi-1 and

Su(z)2 and Psc from the fly.
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Anhang
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Tab.5.1. Liste der transgenen Su(z)2-Stadmme mit Angabe der chromosomalen Lokalisation.

Transgene Su(z)2-Konstrukte
Nr. Transgen | Lokalisation [ Nr. | Transgen | Lokalisation
Su(z)2-FL-Myc Su(z)2-C-Myc
1 | Su(z)2-FL-11 X-Ch 16 Su(z)2-C-Myc-1M [I-Ch
2 | Su(z)2-FL-GFP-9 [I-Ch 17 Su(z)2-C-Myc-2M [I-Ch
3 | HA-Su(z)2-FL-27.2 [I-Ch 18 Su(z)2-C-Myc-3M IlI-Ch
4 | HA-Su(z)2-FL-27.3 [I-Ch 19 Su(z)2-C-Myc-4M [I-Ch
5 | Su(z)2-FL-Myc-12 [I-Ch 20 Su(z)2-C-Myc-5M X-Ch
6 | Su(z)2-FL-Myc-15 [I-Ch 21 Su(z)2-C-Myc-6M [I-Ch
7 | Su(z)2-FL-Myc-19 [I-Ch Su(z)2-N2-Myc
Su(z)2-HG-Myc 22 Su(z)2-N2-Myc-1M [I-Ch
8 | Su(z)2-HG-Myc-1M ll-Ch 23 | Su(z)2-N2-Myc-3M ll-Ch
9 | Su(z)2-HG-Myc-2M ll-Ch 24 | Su(z)2-N2-Myc-4M ll-Ch
10 | Su(z)2-HG-Myc-3M [I-Ch 25 Su(z)2-N2-Myc-5M [I-Ch
11 | Su(z)2-HG-Myc-4M X-Ch 26 Su(z)2-N2-Myc-6M [I-Ch
12 | Su(z)2-HG-Myc-5F [lI-Ch 27 Su(z)2-N2-Myc-7M [I-Ch
Su(z)2-N1-Myc 28 | Su(z)2-N2-Myc-8M lI-Ch
13 | Su(z)2-N1-Myc-9 X-Ch 29 Su(z)2-N2-Myc-9M IlI-Ch
14 | Su(z)2-N1-Myc-36 II-Ch
15 | Su(z)2-N1-Myc-43 X-Ch
Tab.5.2. Liste der transgenen Psc-Stamme mit Angabe der chromosomalen Lokalisation.
Transgene Psc-Konstrukte
Nr. ‘ Transgen Lokalisation | Nr. ‘ Transgen Lokalisation
Psc-FL Psc-C-Myc
1 Psc-FL-Myc [I-Ch 18 | Psc-C-Myc-7M [I-Ch
2 Psc-FL-1M [I-Ch 19 | Psc-C-Myc-8M I1I-Ch
3 Psc-FL-2M [lI-Ch 20 | Psc-C-Myc-9M [I-Ch
4 Psc-FL-3M [lI-Ch Psc-N2-Myc
5 Psc-FL-4M [1I-Ch 21 | Psc-N2-Myc-L1 I1I-Ch
6 Psc-FL-5M [1I-Ch 22 | Psc-N2-Myc-L2 II-Ch
7 Psc-FL-6M [I-Ch 23 | Psc-N2-Myc-L3 [I-Ch
8 Psc-FL-7M [1I-Ch Psc-N1-Myc
9 Psc-FL-8M [I-Ch 24 Psc-N1-Myc-1M [I-Ch
10 Psc-FL-9M [I-Ch 25 Psc-N1-Myc-2M [I-Ch
11 Psc-FL-10M l1I-Ch 26 Psc-N1-Myc-3M [I-Ch
Psc-C-Myc 27 Psc-N1-Myc-4M [I-Ch




140

12 Psc-C-Myc-1M [I-Ch 28 Psc-N1-Myc-5M [I-Ch
13 Psc-C-Myc-2M [lI-Ch 29 Psc-N1-Myc-6M l1I-Ch
14 Psc-C-Myc-3M I1I-Ch 30 Psc-N1-Myc-7M II-Ch
15 Psc-C-Myc-4M [I-Ch 31 Psc-N1-Myc-8M [lI-Ch
16 Psc-C-Myc-5M I1I-Ch 32 Psc-N1-Myc-9M [I-Ch
17 Psc-C-Myc-6M I1I-Ch 34 Psc-N1-Myc-10M [I-Ch
Tab.5.3. Liste der transgenen Bmi-1-Stamme mit Angabe der chromosomalen Lokalisation.
Transgene Bmi-1-Konstrukte
Nr. Transgen Lokalisation | Nr. ‘ Transgen Lokalisation
Bmi-1-FL Psc-C-Myc
1 | Bmi-1-FL-1 X-Ch 12 Bmi-1-C-Myc-4M I1I-Ch
2 | Bmi-1-FL-9 X-Ch 13 Bmi-1-C-Myc-5M [lI-Ch
3 | Bmi-1-FL-Myc-1M [I-Ch 14 Bmi-1-C-Myc-6M II-Ch
4 | Bmi-1-FL-Myc-2M [I-Ch 15 Bmi-1-C-Myc-7M X-Ch
5 | Bmi-1-FL-Myc-3M [lI-Ch Bmi-1-N-Myc
6 | Bmi-1-FL-Myc-4M [I-Ch 16 Bmi-1-N-Myc-1M [I-Ch
7 | Bmi-1-FL-Myc-5F [lI-Ch 17 Bmi-1-N-Myc-2M [I-Ch
8 | Bmi-1-FL-Myc-6M I1I-Ch 18 Bmi-1-N-Myc-3M [lI-Ch
Bmi-1-C-Myc 19 Bmi-1-N-Myc-4M [I-Ch
9 | Bmi-1-C-Myc-1M [I-Ch 20 Bmi-1-N-Myc-5M [I-Ch
10 | Bmi-1-C-Myc-2M I1I-Ch 21 Bmi-1-N-Myc-6M [I-Ch
11 | Bmi-1-C-Myc-3M [I-Ch 22 Bmi-1-N-Myc-7M [I-Ch

2. vgBE-GAL4-,und C765-Gal4-Expressionsmuster

Abbildung 5.1.vgBE-GAL4- und
C765-Gal4-Expressionsmuster.

A. vgBE-Gald exprimiert spat
(vgBE-Gal4, UAS-lacz 3. Larve)
entlang der dorso-ventral-Grenze
der Fligelimaginalscheibe (grin:
o-B-gal Antikorperfarbung).
B. (765-Gald
gesamten

exprimiert im
Flugelbereich (GFP
Signal, grin(C765-Gal4,UAS-

GFP)).
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3. Adulte Flugelphanotype und C765-Gal4-Uberexpression der
Su(z)2-Konstrukte

Su(z)2-HG-Myc-1IM Su(2)2-HG-Myc-3M

Su(z)2-N2-Mye

g
)—0’

e

Su(z)2-N1-Myc-9 Su(z)2-N1-Myc-36

Abbildung 5.2. Effekte der Su(z)2-Uberexpression mit C765-Gal4 auf die Fliigelentwicklung. Die
Su(z)2-FL-, Su(z)2-HG-, Su(z)2-N2- und Su(z)2-N1-Konstrukte zeigen Defekte in adulten Fllgeln,
insbesondere Missbildung und Verschmelzung von Venen. Die Uberexpression der CTR weist nur
schwache biologische Aktivitat auf.
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4. Adulte Flugelphanotype und C765-Gal4-Uberexpression der
Psc-Konstrukte

Psc-FL-4M

Abbildung 5.2. Uberexpression der Psc-Fusionsproteine mit C765-Gal4. Uberexpression von full-
length Psc zeigt Venendefekte (das Psc-FL Transgen ohne Myc-Epitop verursacht starkere Effekte

als Psc-FL-Myc). Nach Expression von Psc-N2 sind die Fligel faltig und bei HR stark reduziert. Die
CTR zeigt keine Effekte.
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5. Adulte Fligelphanotype und C765-Gal4-Uberexpression der

Bmi-1-Konstrukte

Abbildung 5.3. Uberexpression der Bmi-1-Konstrukte mit C765-Gal4. Uberexpression von full-length Bmi-
1 zeigt Verklrzungen der Longitudinalvenen und den Verlust der anterioren Quervene. Bmi-1-N
Expression bewirkt den Verlust der Quervenen. Die CTR zeigt keine Effekte.

6. Vergleich meiner klonierten Psc-cDNA mit publizierten
Sequenzen (NCBI)

Multalin version 5.4.1

Copyright I.N.R.A. France 1989, 1991, 1994, 1996
Published research using this software should cite
Multiple sequence alignment with hierarchical clustering
F. CORPET, 1988, Nucl. Acids Res., 16 (22), 10881-10890
Symbol comparison table: blosum62

Gap weight: 12

Gap length weight: 2

Consensus levels: high=90% low=50%

MSF': 6332 Check: 0 ..
Name: variant-A, Len: 6332 Check: 1177 Weight:

0.73
Name: variant-C, Len: 6332 Check: 6994 Weight: 0.73
Name: variant-B, Len: 6332 Check: 28 Weight: 1.00
Name: Psc-cDNA, Len: 6332 Check: 823 Weight: 1.53
Name: Consensus Len: 6332 Check: 28 Weight: 0.00
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T T T TG LT TG AT TG 6T CTGCCCCTTCTGCCACAGT GCCTCATATCACETGEGAARGGACCEAT CTGCCEGCRCTGCOAGATGETCATE
GACCCARCGGCAGC TETGGCTGCGTCTTCARCGGLGACARCGACT TCCGATTTGECCACAACTTCAAGECCACGECCCTCCTTY CGTCARTCCGCACATCATCTGTCACCTGTGCCAGGGATATC TGATCARTGCCACCACCATCGTCGAGTGTCTGCALTCCTTCTGLCACAGTTGECTCATTARTCACCTGCGARAGGAGCGAT TCTCCCGCGCTELG

AL RCET oGO oE oI AR oL B AL T CEGR T aEEAC AN 1A BECRECE LT LT CTAAC AT CANTCCoEACATCATCT BT CACEToT o AGCEAT AT oA TCARTCEEACAEEAT O T GAGTTCTOAETCETTETCCENERGTTCCETCATANTCACETCE CARCGAGE AT ICTGCEEGEECTACOAGATCOTERTE
GACCCACGGCAGCTGTGGCTGCGTCTTCARCGGCGACARCGACT TCCGATTTGGLCACARCTTCARGGCCACGCCCCGTCCTTCTARCGGCCGTCAATCCGCACATCATCTGTCACCTGTGCCAGGGATATCTGATCARTGCCACCACCATCGTCGAGTGTCTGCACTCCTTCTGCCACAGTTGCCTCATTARTCACCTGLGAAAGGAGCGATTCTGCCCGLLTGCGAGATEGTCATE
GACCCARCGGCAGCTETGGCTGCRTCTTCARCGECGACARCGACTTCCGATTTGECCACARCTTCARGCCACGCCCCGTCCTTCTARCGGCCGTCARTCCGCACATCATCTGTCACCTGTGCCAGGGATATCTGATCARTGCCACCACCATCGTCGAGTETCTGCACTCCTTCTGCCACAGTTGCCTCRTTARTCACCTGLGAARGGAGCATTCTGCCCRLGLTGCGRBATEGTCATC

1921 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2080 2070 2080 2080 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160

ARCAACGCCARGCCGARCATCARRTCGGACACCACGCTCCAGGCGATAGTGTACARGCTCGTGCCGECCTTTACGAACGGGARC TGATGCGCARAAGEGCCTTCTACARGGATCGTCCCGAGGAGGCAGCTTTGOCCACGCCCGAGCARCGAGGCGATGATACGGAGCATCTGATCTTTAGTCCCTCGGATGATATGTCTTTGTCGCTAGAATATGCCGART TGGGGGARCTGAAAACE

NG BOACA RO ETCENGC BN TNGTCTRC NGO T B GO L TR GANCaGOC TOAT Lo ARG TCTAC AN TCaTCECabEAGEAGE T CLCNCEECCGN AN ENEC G T o TACBGGCATETOTC T 1NGTCELTCCOT G AT aTC TG TECETAGAATATCCEOM TTORGAGAACTGAANCC
"ARCARCGCCARGCCGARCATCARRTCGGACACCACGCTCCAGGCGATAGTGTACARGCTCGTGCCGEGCCTTTACGARCGGGARCTGATGCGCARRRGGGCCTTCTACARGGATCGTCCCGAGGAGGCAGC TTTGGCCACGCCCGAGCARCGAGGCGATGATACGGAGCATCTGATCTTTAGTCCCTCGGATGATATGTCTTTGTCGCTAGARTATGCCGART TGGGGGARCTEAARACC

2161 2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2a

T T TG G TG A TG CaT T TG A AL TG TG TACATCTACACGGGAMACGGGATGCACCEATGEGGTTTACTACEG
GATTCCGAGCCTGAGTTGGTGGACACACTGCGTCCGCGGTACCTTCARTGCCCRRCCATGTGCCGTGTGAGCCACT TGRAGARGT TCGTCTACGACARATTTGAGAT TGATGCCCAGCGTTTTAGTATCGACATTATGTACAAGGTCARGACAATCGTTCTGCTTGACTAC TACACGCTARTGGACAT TGCCTACATCTACACGTGGARACGEGATGCACCCATGCGGTTTTACTACCE!
nnnccnmcunnmmntnnncnmcmmnmcnnmcuvcnnmu;mmnmnccnmmnnccnrnmmnrmnmnvcmmncmmmnnnvmnmcnmnmvmnnmvcnncnvmmmcnnnmcnnmcnmcnncmumncmuncnnncmnmnnm GCCTACATCTACACGTGGARRCGEGATGCACCCATECGGTTTTACTACCGT
GATTCCGAGCCTGAGTTGGTGEACACACTGCGTCCGC GCCCGGCCATGTGCCGTGTGAGCCACT TGARGARGTTCGTCTRCGACAAATTTGAGAT TGATGCCCAGCGTTTTRGTATCGACAT TATGTACARGGTCAR GCTTGACTACTACACGCTARTGGACATTGCCTACATCTACACGTGGAAACGEGATECACCCATGCGGTTTTACTACCE

T TCCORCE oGO R ACACToC BT COCCATAECTTCAATACECOCET BT aCC T aTOGCAET TCAGARGTTC Bl CTACGRCAANT T GRGATTGRTGECERGEGT TG TATCGRCATTATOTRC ARG TCARGACAATC T TET A TORCTCTRCRCACTANTBORCATTCETACATCTACACGTCOARCOBGATOCREECAT EGaT T TTACTACED

2401 2a10 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2430 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640

GTTTATGAGTCGCCCCAGCCGCTGETGAAGCCRECTCCTCGTCGARTECTGCCACTARAGCTGGAGAAGCAGGAGAGGGAGART CARGAGCARCAGCTGECAGT TGARGTCGCGTCTTCGAAGGTGGARCCTGTGTCCCTGCCCGAGGACCARARRGCCGARGCT TCCAT TARAGTGGAGGAGCAGGAGAGCACTAGAGARRT TGTGARRGARGTGATCARAGATGTGGCAGCCACACCC
GTTTATGAGTCGCCCCAGCCOCTGETGANGCCGGETCCTCATCGAGTECTGCCAL TAAAGCTGGAGAAGCAGGAGAGGGAGARTCARGAGCARCAGL TGECAGTTGARGTCGCGTC TTCGANGGTGGARCE TGTGTCCL TECCCGAGGACCARARRGCCGARGCTTCCAT TAAAGTGGAGEAGCAGGAGAGCALTAGAGAARTTGTGARAGARGTGATCARAGATGTGGCAGCCACACC
T TG TG TG TCEA ARG TGO GORGCAGGAGRGCACTAGAGARATTGTARAGARGTGRTCARAGATETGGCAGCCACACCE
GTTTATGAGTCGCCCCAGCCGCTGETGAAGCCGGCTCCTCGTCGAGTGCTGCCACTARAGCTGGAGARGCAGGAGAGGAGART CARGAGCARCAGCTGGCAGTTGARGTCGCGTCTTCGAAGGTGGARCC TGTGTCCCT6CCCGAGGACCARARRGCCGARGCTTCCAT TARAGTGGAGGAGCAGGAGAGCALTAGAGARRT TGTGARAGARGTGATCARAGATGTGGCAGCCACACCC.
B e L G e T S S R e e e T e H S R S F e R R U R A S

2641 2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880

CCGACAGAGACACTGAGCTGGTGATCARCCGARRTATGCTGGACARGCGTGARARAGAGTCACTCTCCACAGATGAGC TCCARRTCTCGTCGARAAGTTCTCCCTGLALTCCCGTTTCRTCACCCTCGGABCCCARTATCARGCTGARAATCGATCTGTCCANGCAGAACAGTGTCACCATTATCGATATGTCCGATCCCGAGCGCAGAGAGATTGTTARACCCCTARRGCCCGAGARG
CCGACAGAGACACTGARGCTGETGATCAACCGARRTATGCTGGACARGCGTGARRAGAGTCACTCTCCACAGATGAGC TCCARRTCGTCGTCGARRRGTTCTCCCTGLACTCCCGTTTCTCACCCTCRGARCCCARTATCAAGCTGARRATCGATCTGTCCAAGCAGARCAGTGTCACCATTATCGATATGTCCGATCCCGAGCGCAGAGAGAT TGT TRRACCCCTARRGCCCGAGARG
CCGRCAGAGACACTGARGCTGGTGATCAACCGARRTATGCTGGACARGCGTGARRAGAGTCACTCTCCACAGATGAGC TCCARRTCGTCGTCGARRRGT TCTCCCTGLACTCCCGTTTCGTCACCCTCGGAGCCCARTATCAAGCTGARRATCGATCTGTCCAAGCAGARCAGTGTCACCAT TATCGATATGTCCGATCCCGAGCGCAGAGAGAT TGTTRRACCCCTARRGCCCGAGARG
CCGACAGAGACACTGARGCTGETGATCAACCGARRTATGCTGGACARGCGTGARAAGAGTCACTCTCCACAGATGAGC TCCARRTCGTCGTCGARRRGTTCTCCCTGLACTCCCGTTTCGTCACCCTCGGARCCCARTATCAAGCTGARRATCGATCTGTCCAAGCAGAACAGTGTCACCATTATCGATATGTCCGATCCCGAGCGCAGAGAGATTGTTARACCCCTARRGCCCGAGARG
CCGRCAGAGACACTGARGCTGETGATCAACCGARRTATGCTGGACARGCGTGARRAGAGTCACTCTCCACAGATGAGCTCCARRTCGTCGTCGARRRGTTCTCCCTGLACTCCCGTTTCRTCACCCTCRGAGCCCARTATCAAGCTGARRATCGATCTGTCCAAGCAGARCAGTGTCACCATTATCGATATGTCCGATCCCGAGCGCAGAGAGATTGT TRAACCCCTARRGCCCGAGARG

2881 2890 2900 2910 2920 2930 2340 2950 2960 2970 2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060 2070 3080 3090 3100 3110 3120

T A T T TR TG A GGG T TGACACCTGA T CCAAGAGTACCAGCGGAGC T TCCOGAGGATCCCANGTCOGAGTTCCTCANGTCGTTTGCACTGAM
GAGTCACGTTCGARGARGARGGACARGGACGGARGTCCCARRTCGTCGAGCAGCTCCAGT TCCTCT TCAAGTGGAGAGCGCARGCGTAAGAGTCCCAGCCCGTTGACGETTCCTCCATTGACCAT TCGCACAGAGCGCATCATGAGTCCARGCGGCGTGAGCACCCTGATCCARGAGTARCCAGCGGAGCTTTCTCGGAGGATCCCARGTCGGAGTTY TTGCACTGARR
RO AL e AATC oA TCE G TTCET TR SO GA A ANCE BTG CEEAGCEEGTTORCHBTCETCCTTORCEATTCoEAEAOAGEBCATCAT G CEANGCELTEGEAC TGN AT CANGABTANC NGO GG TTTC TCAGARGATCLCANGCOBNGTTE TCARGTCATTTGERCToA
GAGTCACGTTCGARGARGARGEACARGGACGGARGTCCCARRTCGTCGAGCAGCTCCAGT TCCTCTTCARGTGGAGAGCGCARGCETARGAGTCCCABCCCGTTGACGGTTCCTCCATTGACCAT TCGCACAGAGCGCATCATGAGTCCARGCGGCGTGAGCACCCTGARTCCAAGAGTARCCAGCGGAGLT TTCTCGEAGEATCCCARGTCGGAGTTCCTCARGTCGTTTGLACTGARR
GAGTCACGTTCGAAGARGARGGACARGGACGGARGTCCCARRTCGTCGAGCAGCTCCAGTTCCTCTTCARGTGGAGAGCGCARGCGTARGAGTCCCAGCCCGTTGACGGTTCCTCCATTGACCAT TCGCACAGAGCGCATCATGAGTCCARGCGGCGTGAGCACCCTGAGTCCARGAGTARCCAGCGGAGCTTTCTCGGAGGATCCCARGTCGGAGTTCCTCARGTCGTTTGCACTGARR

3121 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360

T T GG GGG T GG TG TR CEAT T GCATCTICGRAGAGAANGAGCANNGANCCAGTTAAGGCGGTGTCCARGANGCANMACTATCGCEGCCCCTTCER
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AN TCRANETT AATCRCE BOAAA GRS T ARAC ARG CCATCCECCCETTCCC LT CAT SCANCASTCCOE T CRCCCAATCGARGUG TR ARCCTCOnCORCAGTAT TN CAARECOECEGET O TCECTCCCANATCCTTGET T COMGRGANAGAGCAMNGAACCASTTAAGGECATCTCCRGAACARAACTATCACCACEECTTECR
3361 3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480 3490 3500 3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 361

BT T TCETTCTCCE TOEECCTTTE ECECETCECTCETTaTCTCa GGG GGG TG TCE TG AR CEMEACECATCGCCARRCGCTATCAGCCAATTTT
ACGGTGGACTTTAAGATACGCCTGCCCGTCACCARTGGCART TC T TCAGGCACTGCATCTCCARRGATAGARRRRCCGLTGATGCCACCGCCGGCARAGCCGCCARTGTTGGCTCCCCREARACTCCRBCCCTCCGETCAGT TTGCGCCRCCTCCATCGLCGATACATCATCATGCCGRTGTGCAGATGTCAGC TCCTGETARTCGARCACCCATCGCCARRCGL TATCAGCCARTTTTH
BT T T T LT TG TG GG 6T T TGE TR CGANCACEATCGCCARRCGETATCAGCCATTTT
ACGGTGGACTTTAAGATACGCCTGLCCGTCACCARTGECART TCTTCAGGCACTGCATCTCCARRGATAGARRRACCGLTGATGCCACCGCCGGCARAGCCGCCARTETTGGCTCCCCGEANACTCCABCCCTCCGETCAGTTTGCGCCGECTCCATCGLCGATACATCATCATGCCGGTGTGCAGATGTCAGCTCCTGGTARTCGARCACCCATCGCCARACGL TATCAGCCARTTTTS
Ao oA TTAGATACOECTCE O TCR G GoE AR T CAGCACTSCATCTCEAANGATAGAAAAACE G TORTCECRECHCEGEAAAGECOECART T GGETCECEBOAARET CCHCECT GBI NG TOCBCEOCET LA TCoCBTACATCATCATACE O TOTBCRGATOTCARCTCETORTATCOARCACCEATCOE CARREGETATCRGCE AT T

3601 3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680

0 3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840

T G TG G TG L TGO TR TGN AT CTCAGGGTACAMAACT GOARGEAGGEACGEAAT T
CCCARAGCTTCGCGACCARRTCCCTTTGCCARTATACCARRCGATGTGAATCGAT TGCTCARRGATGC TGGTACCGARATCARGTCGATTGGTGGAGGATCAGTGGAGARCAACAGTARCGC TGCCCARARGCCACATC TGTACGGACCCARGGGAGARAGTAAGATGEEACCCCCGECCT TACCTGCARCCALCCCATCTCAGGGTARCARAAACGT TGGARAGCAGGCABGCAATT T
CCCAAAGCTTCGCGACCARRTCCC TTTGCCARTATACCARRCGATGTGARTCGAT TGCTCARAGATGC TGGTACCGARATCARGTCGATTGGTGGAGGATCAGTGGAGARCARCAGTARCGC TGCCCARAAGCCACATC TETACGGACCCANGGGAGARAGTAGATGGGACCCCCOGCCTTACCTGCARCCACCCCATC TCAGGGTAACARAAACGTTGGARAGCAGGCAGECAATTT
CCCARAGCTTCGCGACCARRTCCCTTTGCCARTATACCARRCGATGTGAATCGAT TGCTCARRGATGC TGGTACCGARATCARGTCGATTGGTGGAGGATCAGTGGAGARCAACAGTARCGC TGCCCRRARGCCACATC TGTACGGACCCARGGGAGARAGTAAGATGEGACCCCCGECCTTACCTGCARCCACCCATCTCAGGGTARCARAAACGT TGGARAGCAGGCABECAATT T
CCCARAGCTTCGCGACCARRTCCCTTTGCCARTATACCARRCGATGTGAATCGATTGCTCARRGATGCTGGTACCGARATCARGTCGATTGGTGGAGEATCAGTGGAGARCARCAGTARCGCTGCCCARARGCCACATCTGTACGGACCCARGGGAGARAGTARGATGGGACCCCCGGCCTTACCTGCARCCALCCCATCTCAGGGTAACARAAACGTTGGARAGCAGGCAGECAATTTY

3841 3850 3860 3870 3880 3890 3300 3910 3920 3930 3340 3950 3960 3970 3980 3990 4000 a010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080

T TG A L T T L AT oA AL CGC G TCaCCGCAGTATGTGCCCAGC TACAATAT CCARCAATGCCCACCTATAAGTATACACCGARCCARCTCCARATICTGETAGTGETAARC
CCGATGTCAGCGCCGCCCARTAAGGGTAACAGT TCGARCARCTATC TGAATCTGGCGCTGTTCART TCCAGTARGTGCAAGGGCARGGAGGCGCCTCCTGRCTGCCGLACTCCCATGTACACGCCARRT TCGCCGATATACTCGCCCAGT TCGCCGCAGTATGTGCCCAGCTACARTAT TCCARCARTGCCCACCTATAAGTATACACCGARACCARCTCCARRT TCTGGTAGTGGTARC.
TGO ARG AN O AT AT CANTCTOCET T EAT T ECAGTARGT AN C GG EETCET O TG EGEETCE NG TACR L CAN T TCaCEGRTATAETCECENGTTCGECOENGTATOTaCE N TACN AT CCREAATCECCCE TR TAABTATACAECONAACCAACTCEAATTCTEGTAGTCATAAC
CCGATGTCAGCGCCGCCCARTRAGGGTAACAGTTCGARCARCTATC TGAATCTGGCGCTGTTCART TCCAGTARGTGCAAGGGCARGGAGGCGCCTCCTGRCTGCCGLALTCCCATGTACACGCCARRT TCGCCGATATACTCGCCCAGT TCGCCGCAGTATGTGCCCAGCTACAATAT TCCARCARTGCCCALCTATAAGTATACACCGARACCAACTCCARATTCTGGTAGTGGTARC
CCGATGTCAGCGCCGLCCARTARGGTAACAGTTCGARCARCTATC TGARTCTGGCGCTGTTCARTTCCAGTARGTGCAAGGGCARGEAGGCGCCTCCTRECTGCCGCALTCCCATGTACACGCCARRTTCGCCGATATACTCGCCCAGTTCGCCGCAGTATGTGCCCAGLTACARTATTCCARCARTGCCCALCTATARGTATACACCGARACCARCTCCARATTCTGETAGTGGTARC

4081 4090 4100 a110 a120 a130 a140 4150 a160 a170 4180 4190 4200 4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320

GGAGGCTCTGGGAGCTATCTGCAGARTATGTTGGGAGGCGGARRTGETGGATCTCTTGECGGAT TATTCCCCTCACCGCCCACCARGTCGGATCAGAATACTARTCCAGCTCARGGAGGAGGAGGTTCATCTTCAGCTACTCARAGTGGAGGTAATARTGGCATTGTGARTAACARTATCTATATGCCCARTGAAGATGCGCCCGARRRGCAGCAGGTGARGGTCAAGTCTCTECTCARC
T TG T TR T T GG A TG TG T AT T T TATGCCCARTGARGATGCCCCCORMMGCAGCACGTGANGETCARGTETCTECTCAG

IGGCTCTGGGAGC TATCTGCAGAATATGTTGGGAGECGGARRTGETGGATCTCTTGECGGAT TATTCCCCTCACCGCCCACCARGTCGGATCAGAATACTARTCCAGC TCARGGAGGAGGAGGTTCATC TTCAGCTAC TCAAAGTGGAGGTAATARTGECATTGTGARTAACARTATC TATATGCCCARTGAAGATGCGCCCGARRRGCAGCAGGTGARGETCAAGTCTCTECTCARC
TN TR T OT TGN eC oA TCATcAT T oGO AT TCECETCREEBCEEAECAN AT CA BT AT AT CHE TCARG G GAGN G TTCATCTTCACETACT AP CEC T AT ANTBaC AT TGN TATCTATAToCECAT AN TCChCECONAANGE RGN TOACATCANGTCTCTECTEARC
GGAGGCTCTGGGAGCTATCTGCAGAATATGTTGGEAGECGGARRTGETGGATCTCTTGRCGGAT TRTTCCCCTCACCGCCCACCARGTCGGATCAGAATACTARTCCAGCTCARGEAGEAGGAGGTTCATC TTCAGCTACTCARAGTGGAGGTAATARTGECATTGTGARTAACARTATCTATATGCCCARTGAAGATGCGLCCGARRRGCAGCAGGTGARGGTCAAGTCTCTECTCARC

a3t 4330 4340 azs0 a3s0 a370 4380 4390 aa00 aat0 4420 aa30 aaa0 aas0 4460 aa70 aago aa30 4500 as510 as20 530 asa0 ass0 ass0

TCGTGCARCATCARTATTCCCTCCTCGCTATCGATCACCATCTCTCGGGATAATGGAGATTCT TCATCACCCARTARCGGACAGCATCCTARGCACARAAGTCCGGTCARCARTTACATTGAGATTGTTARGCTGCCCGATCAGCCGCAGGATCAGGTCCAGGLTGCCARGEAGGLTCAGARACGECAGTCACCACCTGCTGCCT TCCAGGACATCTAGCCGCARAGT TGCCCCCECE
T TG T G T GGG GGG TCAGARACOGCAGTCACCACCTGCTGCCGTTCCAGORCATCTAGCEGCARRGTTCCCLCGCCE

CosanTy 6C
T AR CATATTCECTECTE G TATCORTCRECAT T LA TAATCOGATTE T TCATCACCARTANEBGRCRGCTECTARGEACARRAGTCECATCHRCATTACHTTCGATGTTAAGETCCECOATCAACEBCHEGATCABGTECRGE G ANGGALCTERGARACCCEAGTCRCCRECTOCT GCCATTCCRGGACATCTAGCCLCARAGTTGCECECBCED
as61 4570 4580 4590 400 4610 4620 4630 640 4650 4660 4670 680 a

a700 a710 a720 a730 a740 azs0 a760 arro a780 a790 a800
CCACCATCCARRGCTATTCCTTCGCCGCAGCATTTGGTGTCGCGTATGACGCCRCCACAGT TACCCARAGTGGCCACTCCACCRCCTCCAGTTCTCCTCGCGTGATCACGCCACCARAAACATCACCACCTGCCARTGCCGCARRGETARCGCCT TTGAAGCCAGTGCTCACGCCARCGCAGGTGGATAAGARGACACCCAGCCCGGAGARGCGARCCGCCRCCCAGATGEECAGTCAT
CCACCATCCARRGCTATTCCTTCRCCGCAGCATTTGGTGTCGCGTATGACGCCGCCACAGTTACCCARAGTGGCCACTCCACCGCCTCCAAGTTCTCCTCGCGTGATCACGCCACCARARACATCACCACT TGCCARTGCCGCARRGGTARCGCCTTTGARGCCAGTGCTCACGCCARCGCAGGTGGATAAGARGACACCCAGCCCGGAGARGCGARCCGCCGLCCAGATGEECAGTCAT
CCACCATCCARRGCTATTCCTTCGCCGCAGCATTTGGTGTCGCGTATGACGCCGCCACAGTTACCCARAGTGGCCACTCCACCACCTCCARGTTCTCCTCGCGTGATCACGCCACCARAAACATCACCACC TGCCARTGCCGCARRGETARCGCCTTTGARGCCAGTGCTCACGCCARCGCAGGTGGATAAGARGACACCCAGCCCGGAGARGCGARCCGCCRLCCAGATGEECAGTCAT
CCACCATCCARRGCTATTCCTTCRCCGCAGCAT TTGGTGTCGCGTATGACGCCRCCACAGTTACCCARAGTGGCCACTCCACCGCCTCCAAGTTCTCCTCGCGTGATCACGCCACCARARACATCACCACC TGCCARTGCCGCARRGETARCGCCTTTGARGCCAGTGLTCACGCCARCGCAGGTGGATRAGARGACACCCAGCCCGGAGARGCGARCCGCCRLCCAGATGEECAGTCAT
CCACCATCCARRGCTATTCCTTCGCCGCAGCATTTGGTGTCGCGTATGACGECGCCACAGTTACCCARAGTGGCCACTCCACCGCCTCCARGTTCTCCTCGCGTGATCACGCCACCARRAACATCACCACC TRCCARTGLCGCARRGGTARCGCCTTTGARGCCAGTGE TCACGCCARCGCAGGTGGATAAGARGACACCCAGCCCGGAGARGCGARCCGCCGLCCAGRTGEECAGTCAT

4801 4810 820 4830 a8a0 a850 860 4870 a880 4830 4300 4910 4320 4330 4340 4950 4960 as70 4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040

TG T T DT GGG CCE T TCGT T TCAACCCACTGCAMAATCCAGCCGLTGCAGAAGGTGCCGCCCACARGARGTCACCTART

TG
B e L L T A e e K L e T T K B L A e A e S R L S L
5041 5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110 5120 5130 5140 5150 5160 5170 5180 5190 5200 5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280

GCCBGAGCAGCTGCCCACCAGAGCGECCARCARARAGC TGGTCARTGETGGACAGTCECAGCCGGCTCARCAGARAAC TAGCCCACCAGCCCAGARGAATCARCAGCAGGTGANGAAGTGTCCARGARTCCGACTCCACCECCACCATCCTTGCCGGCAGTCEACARRATGATGCCCCATCCCGTCATGCACAGTCAGARTGLTCCACTARGCATCGCCTCCAGCGCCAGTGLTECGECA
T T T T T AL T GG oA GATGC LT CCCaTCATGCACAGTCAGAATGETCCACTARGCAT CGECTCEAGCECCAGTC TG
GCCGGAGCAGCTGCCCACCAGAGCGECCARCARRRGC TGGTCARTGGTGGACAGTCECAGCCGGCTCARCAGARRAC TAGCCCACCABCCCAGRRGAATCARCAGCAGETGH CGACTCCACCGCCACCATCCTTGCCGGCAGTCGECARARTGATGCCCCATCCCRTCATGCACAGTCAGARTGCTCCACTAAGCATCGCCTCCAGCGCCAGTGCTGLGECA
OO ToE e NN ANANGC TN NG CaEN e BTN RO TR LA ENECE AN GAAT ARG AL T AN GAGA 0T LRGN CEONETCENECoECRCEATE TG COGCATCGaCAAN CATCECE N TCCEOTCATCERCGTENGATCETCERETANGERTECCETECARCBCEGTGETCEGOER
‘GCCGGAGCAGCTGCCCACCAGAGCGECCARCARRRGCTGGTCARTGGTGGACAGTCRCAGCCGGCTCARCAGARRACTAGCCCACCARCCCAGRRGAATCAACAGCAGGTGAAGARGTGTCCARGARTCCGACTCCACCGCCACCATCCTTGCCGGCAGTCGGCARRRTGATGCCCCATCCCGTCATGCACAGTCAGARTGCTCCACTARGCATCGCCTCCARCGCCAGTECTRCGRCA

5281 5290 5300 5310 5320 5330 5340 5350 5360 5370 5380 5390 5400 5410 5420 5430 5440 5450 5460 5470 5480 5490 5500 5510 5520
GO TG GG GG TG A AT TTCAGGGAGCAGTTGTCGCGONTGCAGCGCECGAMACGAGGTTTTCAACGRTIRCLTG
T TG TGN TGN GATGTACAATCTGCCCANATEGGTCACATEACGCCA R GG TCAGGGGCAG T T6TC LGN GCAGCGCGTCGEAMACGRGGTTTTCANCGATIACCTG
GTCGCCTCCGGGCARTTGGACCTGABCARCTTCCTCARGGAGARCC TGAGGCGGETECATGCCGCGEARGCGGCGCAGGCTGCCCABETGRCGGCCGETELCARCCAGTCGARTATGATGTACARTCTGECCCARRTGGETCACATGAI A TR ENGCNGGE AT TCHGC NGNS ToTCoC BORTCCAGCLCGTCCAANC NG TTTCARCOTTACETa

ACCAG
BT aaC YT GO OA AT A COABAAETeAL oG TSR TCEE oA a AL T oCE AT BB LT LCANCE G TCOATATGAToTACAATC 60CCCAART BB CALAT oL CEGCEAT ST AC AR TAECAGCALCATATTTCGGEAGC S TOTCEGOATCERCCBCATCOBAAACEAGS 1T TEARCGATTACC TS
GTCGCCTCCGGGCART TGGACCTGAGCARCTTCCTCARGGAGAACC TGAGGCGGETECATGCCGCGCARGCGGCGCAGECTGCCCAGETGRCGGCCGLTGCCARCCAGTCGARTATGATGTACARTCTGGCCCARRTGGGTCACATGACGCCAGCGATGTACAACTACCAGCAGGCATATTTCAGGGAGCAGT TGTCGCGGATGCAGCGCGTCGGARACGAGGT TTTCARCGATTACCTG

5521 5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600 5610 5620 5630 5640 5650 5660 5670 5680 5690 5700 5710 5720 5730 5740 5750 5760

CARRAGCTGARGACTGCAGCAGCGACCGGAGGAGETGETCCGGTAGARGGAGAGT TAAGCCCATGCTGCCCACCETCACGT TGCCCAGTCCAGGAGCTACTCCGCCRECAGCCAGTCCGAAARCATCACCCCTGCCAGCTGGARRRCTCACGGCAGCAGCTACGGCACCCCAAACCARGGEAAACAGCAGCAGTGGAGCGECTAATGCACGECAGCAGACGECGECCACCEECARCARC
CARRAGCTGARGAC TGCAGCAGCGACCGGAGGAGETGGTCCGGTAGARGGAGAGL TTAAGCCCATGETGCCCACCGTCACGTTGCCCAGTCCAGGAGETACTCCGCCGECAGCCAGTCCGANARCATCACCCCTGCCAGL TGGARRAC TCACGGCAGCAGE TACGGCACCCCARACCARGEBANACAGCAGCAGTGGAGCGEL TANTGCACGRCACAGACGELEECCACCRELACARC
CARRAGCTGARGACTGCAGCAGCGACCGEAGGAGETGETCCGGTAGARGGAGAGL TTAAGCCCATGCTGCCCACCRTCACGTTGCCCAGTCCAGGAGLTALTCCGCCGECAGCCARTCCGAAARCATCACCCCTGCCAGC TGGARRRCTCACGGCAGCAGC TACGGCACCCCARACCARGEEAAACAGCAGCAGTGGAGCGECTAATGCACGECAGCAGACEECGECCACCRELAACARC
CARRAGCTGARGACTGCAGCAGCGACCGGAGGAGETGETCCGGTAGARGGAGAGL TTAAGCCCATGCTGCCCACCETCACGTTGCCCAGTCCAGGAGCTACTCCGCCGECAGCCAGTCCGARARCATCACCCCTGCCAGC TGGARRRCTCACGGCAGCAGC TACGGCACCCCAAACCARGGGARACAGCAGCAGTGGAGCGEC TAATGCACGECAGCAGACGECERCCACCERLAACARC
CARRAGCTGARGACTECAGCAGCGACCGGAGGAGETGETCCGGTAGARGGAGAGL TTAAGCCCATGCTRCCCACCRTCACGTTGCCCAGTCCAGGAGCTALTCCGCCGECAGCCAGTCCGARARCATCACCCCTGCCAGC TRGARRRC TCACGGCAGCAGC TACGGCACCCCAAACCARGEEARACAGCAGCAGTGGAGCGECTAATGCACGECAGCAGACEECRECCACCEELARCARC

5761 5770 5780 5790 5800 5610 5820 5830 5840 5850 5860 5870 5880 5690 5900 5910 5920 5930 5940 5950 5960 5970 5980 5990 6000
GGAGCARCAGTGCCCRCCGCCTCCTTGCCACCGGCCACCARRRGCARGTGARGGAGTCGTCCCAGCAGCCCCTCGTAGATCGTAGCTCTAATTAATTTTTAAAGACCTTGTTTTAGTTATTCATT TACGTTACCCGTTCGTTCGTTGGCGCTTTGGCAGAGTCCACGACCAGAACCART TCCTCGCCCTAAT TACGGTGGCACGGTGGARTCCARCCCCTGCATCTGGGGETGEATTCTC

T T T T T AT AT TG TG A ACCAGARC AN TCCTCOCCCTARTTACGGTGGCACGG TG CCARCCCCTGEATCTGGGGGTGEATICTC
T TG GGAGTCGTCCCAGEAGECCCTCGTAGATCGTAGC TCTARTTAATT T TARAGACCT TG TTTAGTATTCATTTACGTTACCCGTTCGTICGTTGGCGCTTTGGCAGAGTCCACGACCAGRACCAATTCCTCGCCC TATTACGGTGGCACGGTGGANTCCANCCECTGCATCTGGGRGTGNTTCTC

EABCARCARTCCECBECACCTCL TGCCACCGOECACCARRGCARGI o
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Abbildung 5.4. Vergleich der cDNA-Sequenz von Psc-FL mit drei publizierten Sequenzen. Mit der von
mir klonierten und sequenzierten Psc cDNA wurden drei in der NCBI Datenbank hinterlegten Psc
Varianten A, B, und C (079001.3, 001299439.1 und 001299440.1) verglichen. Multalin version 5.4.1

(www.multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

Sequenzen identisch sind. Die blauen Bereiche markieren Abschnitte,

In rot sind Nukleotide dargestellt, die in allen vier
in denen nur die drei

Sequenzen aus den Datenbanken Ubereinstimmen. Hierbei handelt es sich um untranslatierte
Abschnitte. Dieser Vergleich zeigt, dass alle vier Sequenzen im offenen Leseraster vollstandig
Ubereinstimmen.


http://www.multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

7. Proteinsequenzen von Su(z)2, Psc, und Bmi-1

7.1. Su(z)2-FL (Flybase)

MHLONTHNTMESNAAMDAASPASRDVROQFHDLITCRLCRGYMIDPTTVDY
CYHTYCRSCILKHLLRAVYCPECKASGGKEINELNLKSDDTLRSLIYKLV
PGLYQRECKELADFKEQHDLVDEQTTDEPEFFTTTELISLSLEYHPAMLH
QCGPGEVPPTIYLOQCAAGLPVELLKRFLCSKYNIETDNGLVEVEVTYKDE
VLPTNFTLMDVAYCYNWSRESPMAFCYRILLYDNEQTKNDENNLSRINQD
IEPEHSVRRSKSAKSVTFAEDLESEIDSGSPRSKVRCKTPPKVSPSSKNK
RLTSSKREAEPESPVSNEFKSLRSNDMRYSDYAVSKVKSEPEQEQFLLPRE
REQOQPLEANTNIVVSIPPSQLRKSYVDAEDFELKTANRKGVGHLPKLKIE
LNSMKSKLSMPLSAGPRLEDTSCSLSCSAQQLDLETYAKNIGLKPIEQPL
QOSASNPDSKYSPNASPMSSCSSSTNGSSSSLGTADASTSTSTSSSHRKR
KKKHSKEPKDANGKRKKLHAEISSQTDGKMKVKITAKPNHKLDFKRSHSL
ASGELDLOKLKLDSTSTSEALNRTLGEEARSINSLVVGGAPTPPPTPTAE
PEQQOQQOQQOQQPQOQOQQ0Q00Q00QQOFVVLPKIKDLTLPTSPPLPPS
LFKAYTPSTTPTAPHTVAGGKPKQOOQOMPOOPOAVLOQOSLAKTNPAKPP
LSSNNNRKPNSGHFAVPOAPTHRNMYHMORYQSTPSSIASAANKMPKRSM
SLDESHPAKQARLSQAQAMASSYAAKLHMOTSNQAKSQAAAFLPNPOMRS
YGLPDLGSKPTLPMLCPASSSSQVTITPRPRATPSIYSEFSEPNIHVPALE
IVRLPVNKQSAGGKGLTMPPLSPPATSSARLMGPPAALPKHAGHGHGAAK
RSCOMPTMPMPLPLPLPMPMTTIPAIVKSPPLSVALSGORNNKGNSSNSN
AYRTSPPALINLRNTAAPQHSEFPSKSSPKVEANSKKSPPAAGCQGKTNGT
AALDKSKTSLREFRPAVQSAVTATATTSVTTAAGAGAGAGTGTGTALAKD
ADILDLSANPGRSNNDAKLAPNSPPAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNS
TSNSLEAALNKIKONISANSNGGPSTTSGSNSNGTTNGDDLONLHMLSES
ATAREKISTIKAASSGNGSGSTSSSSAKPKNANALVRPONASVRSIPNPSA
LAFRNQPAAASTAASISKPLTVRAEEKPKVSTSNPGSLSPTNTSSSSSSS
SSGSSGCSAATSPRAMTKKPTTIDOVAANLNIRAEAKAAALAEEAPPVLS
SNAAKSPELAKTTTAVALRPEPKETPITVSAASTLLTIPSAVSSVSAVPE
TMAKPPVQIANAPVASSA

7.2. Psc-FL (Flybase)

MMTPESKATIQPAAATTKOQTAEATATTTMAHTQOKSQLSTLAKTTTTTATN
KAAKSVVSNANSSGNNSSKKLALSQSQKTTTTTTPPTTTTTTTAAAAAEA
TTNADKMOKOOOLKOQLFAACSIKVKSENTLATTANAALAAATTTTTTAT
PALATGKAAKTILENGIKKESTPPAVESVEASSSSSSSSSSSSSSSSSWP
TTRRATSEDASSNGGASADEEKSEEDPTAAVAASSTATTTSDLATTSRPR

145



PVLLTAVNPHITICHLCOGYLINATTIVECLHSFCHSCLINHLRKERFCPR
CEMVINNAKPNIKSDTTLOAIVYKLVPGLYERELMRKRAFYKDRPEEAAL
ATPEQRGDDTEHLIFSPSDDMSLSLEYAELGELKTDSEPELVDTLRPRYL
QCPAMCRVSHLKKEVYDKFEIDAQRESIDIMYKVKTIVLLDYYTLMDIAY
IYTWKRDAPMREYYRVYESPOPLVKPAPRRVLPLKLEKQERENQEQQLAV
EVASSKVEPVSLPEDQKAEASIKVEEQESTREIVKEVIKDVAATPPTETL
KLVINRNMLDKREKSHSPOMSSKSSSKSSPCTPVSSPSEPNIKLKIDLSK
ONSVTIIDMSDPERREIVKPLKPEKESRSKKKDKDGSPKSSSSSSSSSSG
ERKRKSPSPLTVPPLTIRTERIMSPSGVSTLSPRVTSGAFSEDPKSEFLK
SFALKPIKVKVESPERTLNNRAITPPSPSVOQOSASPKSKGNNLDDSTILMK
PPSCMPPKSIASSKRKSKEPVKAVSKKQKLSPPLPTVDFKIRLPVTNGNS
SGTASPKIEKPLMPPPAKPPMLAPRKLOPSAQFAPPPSPIHHHAGVQMSA
PGNRTPIAKRYQPILPKASRPNPFANIPNDVNRLLKDAGTEIKSIGGGSV
ENNSNAAQKPHLYGPKGESKMGPPALPATTPSQGNKNVGKQAGNLPMSAP
PNKGNSSNNYLNLALEFNSSKCKGKEAPPGCRTPMYTPNSPIYSPSSPQYV
PSYNIPTMPTYKYTPKPTPNSGSGNGGSGSYLONMLGGGNGGSLGGLEPS
PPTKSDONTNPAQGGGGSSSATQSGGNNGIVNNNIYMPNEDAPEKQQVKV
KSLLNSCNINIPSSLSITISRDNGDSSSPNNGOHPKHKSPVNNYIEIVKL
PDOPODQVOQAAKEAQKRQSPPAAVPGHLAAKLPPPPPSKATIPSPQHLVSR
MTPPQLPKVATPPPPSSPRVITPPKTSPPANAAKVTPLKPVLTPTQVDKK
TPSPEKRTAAQMGSHSPTASENKSPKGGPAGVANSTGGAQNGDPAAKKER
PILPRONGMPELAPKLPTLAPEVGEFNPLONPAAGKKVPPSKKSPNAGAAA
HOSGOOKLVNGGQSQPAQOKTSPPAQKNQOQVKKVSKNPTPPPPSLPAVG
KMMPHPVMHSQONAPLSTIASSASAAAVASGOLDLSNFLKENLRRVHAAQAA
QAAQVAAAANQSNMMYNLAQMGHMTPAMYNYQOQAYFREQLSRMORVGNEV
FNDYLOKLKTAAATGGGGPVEGELKPMLPTVTLPSPGATPPAASPKTSPL
PAGKLTAAATAPQTKGNSSSGAANARQOQTAATGNNGATVPAASLPPATKS
K

7.3. Bmil-FL (Genatlas)

MHRTTRIKITELNPHLMCVLCGGYFIDATTITIECLHSFCKTCIVRYLETS
KYCPICDVQVHKTRPLLNIRSDKTLODIVYKLVPGLEFKNEMKRRRDEYAA
HPSADAANGSNEDRGEVADEEKRITITDDEIISLSIEFFDQSRLDRKVNKE
KPKEEVNDKRYLRCPAAMTVMHLRKEFLRSKMDIPNTFQIDVMYEEEPLKD
YYTLMDIAYIYTWRRNGPLPLKYRVRPTCKRMKMSHOQRDGLTNAGELESD
SGSDKANSPAGGVPSTSSCLPSPSTPVOQSPHPOQFPHISSTMNGTSNSPSA
NHOSSFASRPRKSSLNGSSATSSG
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8. Su(z)2- und Psc-Kernlokalisierungssignal

8.1.

Su(z)2-Kernlokalisierungssignal

The NucPred score for your sequence is 0.99 (see score help below)

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351

Positively and negatively influencing subsequences are coloured according to the following scale:

(non-nuclear) negative ||[[[[{{[1N1TTTTTTEEFFFTIERORFFIEEET

MHLQNTHNTME SNAAMDAAS PASRDVRQFHDLITCRLCRGYMIDPTTVDY
CYHTYCRSCILKHLLRAVYCPECKASGGKEINELNLKSDDTLRSLIYKLV
PGLYQRECKELADFKEQHDLVDEQTTDEPEFFTTTELISLSLEYHPAMLH
QCGPGEVPPTIYLQCAAGLPVELLKRFLCSKYNIETDNGLVEVEVTYKDE
VLPTNFTLMDVAYCYNWSRESPMAFCYRILLYDNEQTKNDENNLSRINQD
IEPEHSVRRSKSAKSVTFAEDLESEIDSGSPRSKVRCKTPPKVSPSSKNK
RLTSSKREAEPESPVSNFKSLRSNDMRY SDYAVSKVKSEPEQEQFLLPRE
REQQPLEANTNIVVSIPPSQLRKSYVDAEDFELKTANRKGVGHLPKLKIE
LNSMKSKLSMPLSAGPRLEDTSCSLSCSAQQLDLETYAKNIGLKPIEQPL
QQSASNPDSKYSPNASPMSSCSSSTNGSSSSLGTADASTSTSTSSSHRKR
KKKHSKEPKDAN~KRK" LHAEISSQTDGKMKVKITAKPNHKLDFKRSHSL
ASGELDLQKLKLDSTSTSEALNRTLGEEARSINSLVVGGAPTPPPTPTAE
PEQQQQQQQQQQQPQOQQQQ0Q000Q0QQQQFVVLPKIKDLTLPTSPPLPPS
LFKAYTPSTTPTAPHTVAGGKPKQQQQOMPQOQOPOAVLOQSLAKTNPAKPP
LSSNNNRKPNSGHFAVPQAPTHRNMYHMQRYQSTPSSIASAANKMPKRSM
SLDESHPAKQARLSQAQAMASSYAAKLHMQOTSNQAKSQAAAFLPNPQMRS
YGLPDLGSKPTLPMLCPASSSSQVTITPRPRATPSIYSFSEPNIHVPALE
IVRLPVNKQSAGGKGLTMPPLSPPATSSARLMGPPAALPKHAGHGHGAAK
RSCQMPTMPMPLPLPLPMPMTTIPAIVKSPPLSVALSGQRNNKGNSSNSN
AYRTSPPALINLRNTAAPQHSFPSKSSPKVEANSKKSPPAAGCQGKTNGT
AALDKSKTSLREFRPAVQSAVTATATTSVTTAAGAGAGAGTGTGTALAKD
ADILDLSANPGRSNNDAKLAPNSPPAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNS
TSNSLEAALNKIKQNISANSNGGPSTTSGSNSNGTTNGDDLONLHMLSES
ATAREKISIKAASSGNGSGSTSSSSAKPKNANALVRPQNASVRSIPNPSA
LAFRNQPAAASTAASISKPLTVRAEEKPKVSTSNPGSLSPTNTSSSSSSS
SSGSSGCSAATSPRAMTKKPTTIDQVAANLNIRAEAKAAALAEEAPPVLS
SNAAKSPELAKTTTAVALRPEPKETPITVSAASTLLTIPSAVSSVSAVPE
TMAKPPVQIANAPVASSA

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1368

(T positive (nuclear)
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Abbildung 5.5. Kernlokalisierungssequenz von Su(z)2 mit Farbkodierung fiir putative NLS Sequenzen
mit Bereichen positiver Ladung. Vorhersage durch NucPred (www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/).



http://www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/

8.2. Psc-Kernlokalisierungssignal

The NucPred score for your sequence is 0.99 (see score help below)

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601

Positively and negatively influencing subsequences are coloured according to the following scale:

(non-nuclear) negative ||[[[[[[[{T11111TEEFFFTTEEEEEEFAIIEEEE s

MMTPESKAIQPAAATTKQTAEATATTTMAHTQQKSQLSTLAKTTTTTATN
KAAKSVVSNANS SGNNSSKKLALSQSQKTTTTTTPPTTTTTTTAAAAAEA
TTNADKMQKQQQLKQQLFAACSIKVKSENTLATTANAALAAATTTTTTAT
PALATGKAAKTILENGIKKESTPPAVESVEASSSSSSSSSSSSSSSSSWP
TTRRATSEDASSNGGASADEEKSEEDPTAAVAASSTATTTSDLATTSRPR
PVLLTAVNPHIICHLCQGYLINATTIVECLHSFCHSCLINHLRKERFCPR
CEMVINNAKPNIKSDTTLQAIVYKLVPGLYERELMRKRAFYKDRPEEAAL
ATPEQRGDDTEHLIFSPSDDMSLSLEYAELGELKTDSEPELVDTLRPRYL
QCPAMCRVSHLKKFVYDKFEIDAQRFSIDIMYKVKTIVLLDYYTLMDIAY
IYTWKRDAPMRFYYRVYESPQPLVKPAPRRVLPLKLEKQERENQEQQLAV
EVASSKVEPVSLPEDQKAEASIKVEEQESTREIVKEVIKDVAATPPTETL
KLVINRNMLDKREKSHSPQMSSKSSSKSSPCTPVSSPSEPNIKLKIDLSK
QNSVTIIDMSDPERREIVKPLKPEKESRSKKKDKDGSPKSSSSSSSSSSG
ERKRKSPSPLTVPPLTIRTERIMSPSGVSTLSPRVTSGAFSEDPKSEFLK
SFALKPIKVKVESPERTLNNRAITPPSPSVQQSASPKSKGNNLDDSILMK
PPSCMPPKSIASSKRKSKEPVKAVSKKQKLSPPLPTVDFKIRLPVTNGNS
SGTASPKIEKPLMPPPAKPPMLAPRKLQPSAQFAPPPSPIHHHAGVQMSA
PGNRTPIAKRYQPILPKASRPNPFANIPNDVNRLLKDAGTEIKSIGGGSV
ENNSNAAQKPHLYGPKGE SKMGPPALPATTPSQGNKNVGKQAGNLPMSAP
PNKGNSSNNYLNLALFNS SKCKGKEAPPGCRTPMYTPNSPIYSPSSPQYV
PSYNIPTMPTYKYTPKPTPNSGSGNGGSGSYLQONMLGGGNGGSLGGLEPS
PPTKSDQNTNPAQGGGGSSSATQSGGNNGIVNNNIYMPNEDAPEKQQVKY
KSLLNSCNINIPSSLSITISRDNGDSSSPNNGQHPKHKSPVNNYIEIVKL
PDQPQDQVQAAKEAQKRQSPPAAVPGHLAAKLPPPPPSKAIPSPQHLVSR
MTPPQLPKVATPPPPSSPRVITPPKTSPPANAAKVTPLKPVLTPTQVDKK
TPSPEKRTAAQMGSHSPTASENKSPKGGPAGVANSTGGAQNGDPAAKKFR
PILPRQNGMPELAPKLPTLAPFVGFNPLONPAAGKKVPPSKKSPNAGAAA
HQSGQQKLVNGGQSQPAQQKTSPPAQKNQQQVKKVSKNPTPPPPSLPAVG
KMMPHPVMHSQNAPLSIASSASAAAVASGQLDLSNFLKENLRRVHAAQAA
QAAQVAAAANQSNMMYNLAQMGHMTPAMYNYQQAYFREQLSRMQRVGNEV
FNDYLQKLKTAAATGGGGPVEGELKPMLPTVTLPSPGATPPAASPKTSPL
PAGKLTAAATAPQTKGNSSSGAANARQQTAATGNNGATVPAASLPPATKS
K

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
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1550
1600
1601

(TN positive (nuclear)
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Abbildung 5.6. Kernlokalisierungssequenz von Psc mit Farbkodierung fiir putative NLS Sequenzen
mit Bereichen positiver Ladung. Vorhersage durch NucPred (www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/).



http://www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/
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9. Vektoren

9.1. Su(z)2-Vektorkarten

Su(z)2-FL=4104 bp Su(z)2-FL-Myc =4224bp  myc
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Abbildung 5.7. Su(z)2 Konstrukte in pUAST. Su(z)2-Vektoren mit und ohne Wiederholungen Myc-
Epitop-Sequenz am Carboxyterminal fiir die Herstellung transgener Fliegen.
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9.2. Psc- Vektorkarten

Psc-FL= 4806 bp Psc-FL-Myc = 4926 bp Myc
EcoRI ~~ _~"EcoRl  EcoRI"~ Xhol~~ -~ Xbal
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Abbildung 5.8. Psc Konstrukte in pUAST. Psc-Vektoren fiir die Herstellung transgener Fliegen.
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9.3. Bmi-1- Vektorkarten

Bmi-1-FL=975 bp Bmi-1-FL-Myc= 1098 bp  myc
EcoRIT~ //’EcoRI EcoRI™~ Xhol //’Xbal
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Abbildung 5.9. Bmi-1 Konstrukte in pUAST. Bmi-1-Vektoren fiir die Herstellung transgener Fliegen.

9.4. pGEM-T-Easy-Vektorkarte

Xmn | 2009
Nael
Scal 1890 2707 . .
\ Ul B Abbildung 5.10. Schematische
1 ori Apal 14 .. .
éatl: gg Ubersichtskarte des pGEM-T-Easy-
ph
il L Vektors (Promega GmbH, Mannheim).
Amp' Ncoll 37
PGEM®-T Easy lacZ BstZ1 | 43
Yook T 1 Seen | 45
(3015bp) EcoR1 | 52
Spel | 64
coR1 | 70
Not| 77
Bstz| | 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel | 97
Sac| 109
BstX1 |118
Nsil | 127
141
T sps
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9.5. pUAST-Vektorkarte

S” BamHI HindIII
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Abbildung 5.11. Schematische Darstellung des pUAST-Vektors (Brand und Perrimon, 1993).
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10. AbkUrzungsverzeichnis

acv anterior cross vein

AP Alkalische Phosphatase

ASXL1 Additional sex combs like 1

HA Hammaglutinin

L1-L5 longitudinal veins

NBT Nitroblau-Tetrazoiumchlorid

NGS Normal goat serum/ und Next generation Sequencing
PBS Phosphate buffered saline

PBT PBS + Tween20

pcv posterior cross vein

SAM domains Sterile alpha motif

SDS sodium dodecylsulfate

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Sfmbt Scm-related gene containing four mbt domains
TBS Tris buffered saline

UAS Upstream Aczivating Sequence

Zn-finger Zinc- finger



