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1 EINLEITUNG

Die DNA eukaryotischer Chromosomen bildet zusammen mit Histonen und
anderen Nicht-Histon-Proteinen das Chromatin. Die Organisation des Chromatins
umfaBt die Windung von DNA um Histon-Oktamere zur Bildung von Nukleosomen und
die Faltung nukleosomaler DNA zu Strukturen hdherer Ordnung [Luger and
Richmond, 1998; Hayes and Hansen, 2001; Woodcock and Dimitrov, 2001]. Seit der
Entdeckung dieser elementaren Prinzipien der Chromatinorganisation fragt man sich,
wie eine solche Verpackung mit Reaktionen vereinbart werden kann, die mit dem
.Lesen“der DNA einhergehen. Viele Aspekte der Chromatinstruktur kbnnen durch die
Interaktionen zwischen nukleosomalen Histonen und DNA, sowie zwischen
benachbarten Nukleosomen und Nicht-Histon-Proteinen erklart werden. Die
Verpackung von DNA in Chromatin stellt also eine Barriere fur Prozesse dar, die direkt
auf die DNA zugreifen mussen. Die Uberwindung der nukleosomalen Repression
erfolgt Uber eine regulierte Veranderung der Chromatinstruktur, was durch den Begriff
chromatin remodeling umschrieben wird [Kornberg and Lorch, 1999a; Aalfs and
Kingston, 2000]. Veranderungen nukleosomaler Strukturen spielen eine kritische
Rolle bei der normalen Regulation der Genexpression. Das Nukleosom ruickt somit in
den Brennpunkt der Regulation der Transkription [Kornberg and Lorch, 1999b]. Alle
bekannten chromatinverandernden Komplexe (chromatin remodeling complexes)
setzen deshalb zunachst am Nukleosom an, indem sie entweder die N-terminalen tails
der Histone, die aus dem sonst eher kompakten Histon-Oktamer herausragen
[Fletcher and Hansen, 1996], acetylieren oder deacetylieren oder aber die Histon-
DNA-Interaktionen lockern. Andere Modifikationen, wie z. B. Methylierungen,
scheinen auch eine wichtige Rolle zu spielen [Richards and Elgin, 2002].

Chromatin ist also eine hochdynamische Struktur, die als Antwort auf
physiologische und entwicklungsbiologische Signale modifiziert wird und hat so
kritischen EinfluB auf die Kontrolle der Genexpression [Kornberg and Lorch, 1999a;
Wolffe and Matzke, 1999]. Die Genexpression wird im wesentlichen durch drei
Aspekte der Chromatinstruktur beeinfluBt: durch die Positionierung der einzelnen
Nukleosome relativ zu regulatorischen Sequenzelementen, durch die Faltung in
hohere Strukturen und durch die Schaffung funktioneller Domanen durch
Kompartimentierung im Zellkern. Dabei scheint die Acetylierung von Nukleosomen
der entscheidende Schalter zwischen permissiver und repressiver Chromatinstruktur
zu sein. Deshalb ist die exakte Positionierung der Enzyme, die den Acetylierungsgrad
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des Chromatins bestimmen, von zentraler Bedeutung bei der Genregulation
[Eberharter and Becker, 2002].

Bereits in  fruheren  zytologischen  Untersuchungen wurde eine
Kompartimentierung von Chromatin im Zellkern in Euchromatin und Heterochromatin
erkannt. Heterochromatin wird von Euchromatin dadurch unterschieden, daB es in der
Interphase kondensiert bleibt [Heitz, 1928], spat im Zellzyklus repliziert [Holmquist,
1987], mit repetitiven DNA-Sequenzen angereichert [John and Miklos, 1979] und
relativ genarm ist [Pimpinelli et al., 1986]. In Drosophila findet man Heterochromatin
an den Centromeren und Telomeren der Chromosomen [Weiler and Wakimoto, 1995;
Elgin, 1996; Wakimoto, 1998; Wallrath, 1998]. Heterochromatin laBt sich in distinkte
Regionen unterschiedlicher Morphologie und verschiedenen Verhaltens unterteilen.
So besteht a-Heterochromatin primar aus Satelliten-DNA, wahrend -
Heterochromatin mittelrepetitive und single-copy-DNA-Sequenzen beinhaltet [Rudkin,
1969; Miklos et al., 1988]. B-Heterochromatin fungiert als naturliche Barriere zwischen
a-Heterochromatin und Euchromatin [Karpen, 1994].

Heterochromatin  und  Euchromatin  reprasentieren  zwei  strukturell
unterschiedliche Organisationen des Chromatins, die starke Effekte auf die
Genexpression haben. Genaktivierbarkeiten stehen mit wenig kondensierten,
euchromatischen Strukturen in Zusammenhang. Dagegen gibt es eine Reihe von
Beobachtungen, die die Bildung von kondensierten heterochromatischen Strukturen
mit Geninaktivierung in Verbindung bringen [zusammengefaBt in Elgin, 1996;
Richards and Elgin, 2002]. Besonders deutlich wird der geninaktivierende Effekt von
Heterochromatin, wenn ein euchromatisches Gen in die Nahe von Heterochromatin
gebracht wird. Diese Veranderung der Expression des euchromatischen Gens ist
verursacht durch das benachbarte Heterochromatin und kann die Gene benachbarter
Zellen im unterschiedlichem MaBe beeinflussen. Dieses Phanomen wird als position
effect variegation (PEV) bezeichnet [Ubersicht in Weiler and Wakimoto, 1995].

Ein haufig zur Untersuchung von PEV verwendetes System nutzt die
variegierende Expression des white-Gens, dessen Wildtyp-Allel fur die Ausbildung der
roten Augenfarbe bei Drosophila benotigt wird (Abb. 1). Eine derartige Variegation mit
daraus resultierenden gescheckten Augen ist beispielsweise beim In(1)w™*"-Stamm
zu finden. Wenn durch eine Inversion der normalerweise euchromatische white-Locus
in die Nahe des Heterochromatins gebracht wird, wird das Gen in vielen, jedoch nicht
in allen Zellen durch eine Ausbreitung des Heterochromatins in das Gen hinein
reprimiert. Der so etablierte Status der Expression des white-Gens, entweder ,an“
(euchromatisiert) oder ,aus“ (heterochromatisiert), wird Uber Zellteilungen hinweg
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aufrechterhalten. Daraus ergibt sich ein mosaikartiges Expressionsmuster, das sich in
variegierender Augenpigmentierung manifestiert. Die Facettenaugen sind rot, wenn
das white-Genprodukt vorhanden ist, sie sind weil3, wenn white nicht exprimiert wird.
Wenn das Heterochromatin-Silencing stark ausfallt, dann ist das Komplexauge eher
weiB3, wenn das Silencing schwacher ist, dann finden sich mehr rote Facetten. Diese
Charakteristika lassen sich leicht erkennen und wurden in genetischen
Untersuchungen eingesetzt, um PEV-Suppressoren (Su(var)) oder Enhancer (E(var))
zu identifizieren [Dorn et al., 1993b; Weiler and Wakimoto, 1995; Elgin, 1996; Wallrath,
1998]. Suppressor-Faktoren sind solche Proteine, die white schwacher reprimieren
und zu einem aktiven Chromatinzustand fuhren (wenn das Gen mutiert vorliegt).
Hingegen sind Enhancer solche Faktoren, die eine Heterochromatisierung und somit
eine Repression der white-Genaktivitat bewirken (wenn das Gen mutiert vorliegt). Das
intakte Suppressor-Genprodukt ist also an der Etablierung von Heterochromatin bzw.
der Transkriptionsrepression beteiligt, wohingegen das intakte Enhancer-Genprodukt
die Transkription Uber eine Chromatindekondensation fordert [Reuter and Spierer,
1992; Henikoff, 1996].

Unter den Nicht-Histon-Proteinen, die primar mit Heterochromatin assoziiert
vorliegen, ist HP1 (Heterochromatin Protein 1) das wohl am besten charakterisierte.
HP1 [Ubersicht in Eissenberg and Elgin, 2000] wurde ursprunglich durch
Immunlokalisationsanalysen als chromosomal gebundenes Nicht-Histon-Protein
identifiziert, wobei in dieser Studie die Antikbrper zunachst gegen nicht gereinigte
Kernproteine hergestellt wurden [James and Elgin, 1986]. Die entsprechende cDNA
wurde isoliert [James and Elgin, 1986] und Antikbrperfarbungen zeigten, dal3 dieses
Protein vorwiegend im Heterochromatin der Centromere und der Telomere sowie an
einigen euchromatischen Loci vorliegt [James et al., 1989]. Molekulargenetische
Untersuchungen [Eissenberg et al., 1990; Eissenberg et al., 1992; Eissenberg and
Hartnett, 1993] ergaben, daB der Locus des HP1-kodierenden Gens identisch ist mit
dem bereits als dominanter Suppressor der PEV identifizierten Gen Su(var)2-5
[Sinclair et al., 1983; Wustmann et al., 1989]. Su(var)2-5 genugt den genetischen
Kriterien der Dosisabhangigkeit eines strukturellen Heterochromatinproteins [Locke et
al., 1988]: HP1 ist ein haplo-suppressor mit triplo-Enhancer-Effekt. Das Fehlen einer
Wildtypkopie unterdruckt die PEV, eine oder mehrere zusatzliche Wildtypkopien
verstarken die PEV. Alle bekannten Su(var)2-5-Mutationen sind rezessiv letal, und
somit ist HP1 ein essentielles Protein. Die bemerkenswerte evolutionare
Konservierung von HP1 deutet auf die fundamentale Rolle dieses Proteins bei der
Organisation des Chromatins hin. Orthologe von HP1 wurden auch bei Vertebraten
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Abb. 1: Das In(1)w"‘4h-System zur Selektion von Chromatin-Modifikatoren. Die Inversion
In(1)wm4h ermoglicht die Untersuchung von PEV (A), wobei die Wirkung von (B) Suppressoren der
PEV (Su(var)) und von (C) Enhancern der PEV (E(var)) anhand der unterschiedlich starken
Pigmentierung der Augen erkannt wird. (A), die Inversion In(1)w™", mit Bruchpunkten bei 3C1-2 und
in 20F-h28, bringt das white*-Gen in unmittelbare Nachbarschaft des o-Heterochromatins, wodurch es
abhangig vom Spreading, einer Ausbreitung des Heterochromatins, =zellautonom durch
Heterochromatisierung inaktiviert wird. (B), Suppressor (Uberwiegend rote Ommatidien). Mutation
erlaubt Euchromatisierung von In(1)w™", unterdriickt Spreading des a-Heterochromatins. Daraus laBt
sich schlieBen, daB das intakte Genprodukt an der Etablierung von Heterochromatin bzw. der
Transkriptionsrepression beteiligt ist. (C), Enhancer (vorwiegend weiBe Ommatidien). Mutation
verstarkt Spreading und Heterochromatisierung von In(1)w™*". Daraus kann man interpretieren, daf
das intakte Genprodukt die Transkription (Uber Chromatindekondensation) fordert. [Abbildung nach
Karberg, 1996, modifiziert].

gefunden [Wreggett et al., 1994; Eissenberg and Elgin, 2000; Richards and Elgin,
2002].

Die Klonierung von Polycomb (Pc), einem Gen der Polycomb-Gruppe (PcG), das
fur die segmentspezifische Repression homootischer Gene benbtigt wird, fuhrte durch
den Vergleich mit HP1 zur |dentifizierung einer Domane, die beiden Proteinen gemein
ist. Bei dieser Domane handelt es sich um ein konserviertes N-terminales ca. 44
Aminosaure-Motiv, das Chromo-Domane (fur chromosome organization modifier)
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genannt wurde [Paro and Hogness, 1991]. HP1 verfugt auBerdem uber eine C-
terminale Chromo-shadow-Domane. Mutationen in der Chromo-Domane von HP1
oder Pc eliminieren die genetische Aktivitat beim Gen-Silencing beider Proteine
[Messmer et al., 1992; Platero et al., 1995]. An polytanen Chromosomen binden HP1
und Pc fast ausschlieBlich an jeweils eigene Loci, wobei beide Proteine nicht direkt an
DNA binden kbnnen. Experimente haben gezeigt, daB die Chromo-Domane von HP1
und von Pc sowie die Chromo-shadow-Domane von HP1 jeweils fur deren
unterschiedliche chromosomale Bindungsspezifitat verantwortlich sind [Messmer et
al., 1992; Powers and Eissenberg, 1993; Platero et al., 1995]. Ein chimares Pc-HP1-
Fusionsprotein (bei dem die Chromo-Domane von HP1 gegen die von Pc
ausgetauscht wurde) bindet sowohl an heterochromatische HP1- als auch an Pc-
Bindestellen. Interessant ist, dal3 dieses chimare Protein zudem endogenes HP1 an
euchromatische Pc-Bindestellen und endogenes Pc an Heterochromatin fehl-
lokalisiert [Platero et al., 1995; 1996]. Dieses Ergebnis weist darauf hin, daB die
Chromo-Domane von HP1 und die Chromo-shadow-Domane von Pc Protein-Protein-
Interaktionen vermitteln, und dafB3 beide Proteine, HP1 und Pc, jeweils durch Protein-
Protein-Interaktionen an deren Bindestellen rekrutiert werden.

Der Mechanismus, wie HP1 an der Etablierung von Heterochromatin beteiligt ist
und dadurch ein Gen-Silencing auslost, ist unbekannt. Neben der Funktion von HP1
bei der hoheren Organisation von Chromatin im Zellkern kbnnte HP1 auch eine Rolle
beim Schutz von Telomeren spielen [Fanti et al., 1998].

Die Bedeutung des Chromatinzustandes fur eine Aktivierung bzw. Inaktivierung
der Genexpression wird nicht nur bei PEV deutlich. Ebenso spielt die Struktur des
Chromatins eine Schlussellrolle bei der epigenetischen Kontrolle von
Entwicklungsregulatoren, z.B. von hombootischen Genen. Eine epigenetische
Regulation der Transkription fuhrt zu einer Uber Zellgenerationen hin stabilen
differentiellen Genexpression [Weiler and Wakimoto, 1995; Pirrotta, 1998; Lyko and
Paro, 1999; Wolffe and Matzke, 1999]. Demnach wird eine epigenetische Markierung,
daB also ein Gen transkribiert wird oder nicht, an die Zellnachkommen weitergegeben.
Dieser Mechanismus stellt sicher, daB das entsprechende Genexpressionsmuster
und der Zellphanotyp uber viele Generationen erhalten bleibt. Dieser Proze3 wird mit
cellular memory umschrieben. Eine derartige epigenetische Regulation, die Uber
Veranderungen der Struktur des Chromatins erfolgt, findet man bei der Kontrolle der
Expression homootischer Gene. Die Expression dieser Gene wird durch Faktoren

eines konservierten cellular-memory-Systems reguliert, die den aktivierten oder
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inaktivierten Zustand der homobotischen Gene erhalten [Ubersicht in Mahmoudi and
Verrijzer, 2001].

Homootische Gene erzeugen die morphologische Vielfalt der Kbrpersegmente in
Drosophila und in anderen hbheren Eukaryoten [Lewis, 1978; Duncan, 1987;
McGinnis and Krumlauf, 1992]. In Drosophila wird schon sehr fruh, etwa im Stadium
des zellularen Blastoderms, die Identitat sowohl larvaler als auch adulter Segmente
determiniert. Diese Determinierung bleibt dann bis zu uUber zehn Zellteilungen
erhalten, bevor eine Differenzierung einsetzt. Die Determinierung und der Erhalt der
Segmentidentitaten in Drosophila erfordern die Aktivitat von zwei Clustern
hombotischer Gene, dem Antennapedia Complex [Kaufman et al., 1990] und dem
Bithorax-Complex [Lewis, 1978; Duncan, 1987], die zusammen HOM-Gene genannt
werden. Die homobotischen Gene dieser beiden Cluster kodieren Proteine mit einer
konservierten DNA-Bindungsdomane, der Homobodomane. Sie kontrollieren die
Entwicklung, indem sie an Kontrollelementen von Zielgenen binden, deren
Transkription sie regulieren [Affolter et al., 1990; Hayashi and Scott, 1990].

Fur einen korrekten Ablauf der gesamten Entwicklung ist die Expression
hombootischer Gene in spezifischen Zellgruppen notwendig. In Drosophila werden die
Domanen hombotischer Genexpression durch Aktivierung und Reprimierung der
Transkription reguliert [Kennison, 1995; Paro and Harte, 1996]. Die Aktivierung und
Reprimierung muB raumlich und zeitlich uber die gesamte Entwicklung hin exakt
erfolgen, da eine fehlerhafte Expression hombotischer Gene zu hombotischen
Transformationen und zu Letalitat fuhrt [Busturia and Morata, 1988; Gonzalez-Reyes
and Morata, 1990; Lamka et al., 1992; Castelli-Gair et al., 1994].

Die Etablierung aktivierter und reprimierter Bereiche hangt zunachst von der
Funktion der Segmentierungsgene (Paarregel- und Luckengene) ab [Nusslein-
Volhard et al., 1987; Qian et al., 1991; 1993; Zhang et al., 1991]. Die Erhaltung dieses
Zustandes wahrend der gesamten weiteren Entwicklung hingegen erfordert den
Ubergang zu einem anderen Mechanismus, der von einem vollig anderen Proteinset
getragen wird [Muller and Bienz, 1991; Qian et al., 1991; Zhang et al., 1991; Qian et
al., 1993; Pirrotta et al., 1995; Kehle et al., 1998]. Die Gene der trithorax-Gruppe (trxG)
werden fur die Erhaltung eines aktiven Transktiptionsstatus homootischer Gene
bendtigt [Kennison, 1995]. Diesen werden die Gene der Polycomb-Gruppe (PcG)
gegenubergestellt, die fur das Silencing verantwortlich sind [Paro and Harte, 1996;
Brock and van Lohuizen, 2001].

TrxG- und PcG-Proteine binden an cis-regulatorische Elemente homootischer
Gene, sogenannte trxG response elements (TREs) bzw. PcG response elements
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(PREs). Durch die Bindung der Proteine wird ein aktivierter bzw. reprimierter Zustand
erhalten [Kennison, 1995; Brock and van Lohuizen, 2001]. Die Mehrzahl der PcG-
bzw. TrxG-Proteine scheint selbst keine spezifische DNA-Bindungsaktivitat zu
besitzen. Lediglich drei Proteine sind bekannt, die sequenzspezifisch an DNA binden:
das PcG-Protein Pleiohomeotic (PHO) und die TrxG-Proteine Zeste und GAF
[Ubersicht in Mahmoudi and Verrijzer, 2001].

Einer der ersten Faktoren, der im Verdacht stand, durch chromatin remodeling
zu wirken, ist der GAGA-Faktor (GAF) von Drosophila melanogaster [Kerrigan et al.,
1991; Lu et al., 1993; Farkas et al., 1994; Tsukiyama et al., 1994]. GAF, ein Mitglied
der BTB/POZ(Broad Complex, Tramtrack, Bric a Brac/poxvirus and zinc finger)-
Proteinfamilie, werden dabei Funktionen bei der Bildung und Erhaltung
nukleosomfreier Chromatinregionen zugesprochen [Lu et al., 1993; Farkas et al.,
1994; Tsukiyama et al., 1994].

1.1 DER GAGA-FAKTOR (GAF)

Der GAGA-Faktor (GAF) von Drosophila melanogaster ist ein sequenzspezifisch
DNA-bindendes Protein, das bei verschiedenen Vorgangen chromosomaler
Strukturveranderungen beteiligt ist [Granok et al., 1995; Read and Driscoll, 1997;
Wilkins and Lis, 1997]. GAF bindet an DNA-Sequenzen mit einer GAGAGAG-
Konsensussequenz [Granok et al., 1995; Omichinski et al., 1997]. Bei dieser Sequenz
handelt es sich allerdings nicht um eine strenge Konsensussequenz. Es wurden sogar
Trinukleotidsequenzen (GAG oder CTC) beschrieben, die fur eine Bindung
ausreichen [Wilkins and Lis, 1998]. Werden naturlich vorkommende Promotoren
verglichen, an die GAF bindet, so wurde festgestellt, daB eine einzelne
Konsensussequenz fur die Bindung von GAF nicht auszureichen scheint. Vielmehr
haben GAGA-Bindestellen die Tendenz, als Cluster aufzutreten [Biggin and Tjian,
1988]. Dies spiegelt auch wieder, daB GAF als Oligomer an multiple GAGA-
Sequenzen bindet, die durch irrelevante Sequenzen variabel unterbrochen sind
(weiter unten naher besprochen). Cluster von GAGA-Bindestellen scheinen fur eine
starke Aktivierung durch GAF erforderlich zu sein, eine oder zwei Bindestellen
bewirken nur eine schwache Aktivierung [Soeller et al., 1993; Espinas et al., 1999;
Katsani et al., 1999]. GAF wird von dem Gen Trithorax-like (Trl) kodiert [Farkas et al.,
1994] und wurde zuerst als typischer transkriptioneller Aktivator identifiziert, der unter
anderem Gene wie Ultrabithorax (Ubx) und engrailed (en) aktiviert. AuBerdem wurde
erkannt, daB GAF mit Promotoren und Enhancern von Hitzeschock- und Histongenen
assoziiert ist [Biggin and Tjian, 1988; Soeller et al., 1988; Gilmour et al., 1989; Soeller
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et al., 1993]. Daruberhinaus wird GAF fur die Expression einer Reihe von
Entwicklungsgenen, darunter homootische Gene, benbtigt [Farkas et al., 1994; Bhat
et al., 1996]. Immunfluoreszenzaufnahmen polytaner Chromosomen zeigen, daB viele
euchromatische Loci GAF-Bindungsstellen besitzen, was auf eine Rolle bei der
transkriptionellen Kontrolle einer groBen Zahl von Genen hinweist [Tsukiyama et al.,
1994; Benyajati et al., 1997].

Wie ist GAF an der Genaktivierung beteiligt? Mehrere Befunde weisen darauf
hin, daB GAF nicht wie ein typischer Transkriptionsaktivator wirkt, sondern als
Antirepressor, der die reprimierende Wirkung von Nukleosomen aufhebt. So konnte
gezeigt werden, daB GAF-Bindungselemente mit DNase-I-hypersensitiven Stellen
von Promotoren uUbereinstimmen, was auf eine Chromatin-modulierende Funktion von
GAF hinweist [Cartwright and Elgin, 1986; Lis and Wu, 1993; Lu et al., 1993; Shopland
et al., 1995]. Biochemische Analysen belegen, daB GAF die Transkription durch die
RNA Polymerase |l aktiviert, indem es der reprimierenden Wirkung von Chromatin
entgegenwirkt [Croston et al., 1991; Tsukiyama et al., 1994; Okada and Hirose, 1998].
Durch In-vitro-Experimente mit rekonstituiertem Chromatin konnte gezeigt werden,
daB GAF Nukleosomen verschieben kann. Die lokale Veranderung der
Nukleosomenanordnung ist auf GAF-Bindungsstellen beschrankt, wobei GAF, der
selbst keine ATPase-Funktion besitzt, zusammen mit dem energieabhangigen
chromatin remodeling-Multiproteinkomplex NURF (nucleosome remodeling factor)
wirkt [Tsukiyama et al., 1994; Tsukiyama et al., 1995].

Die Funktion des GAF ist nicht nur auf die eines euchromatischen,
genspezifischen Transkriptionsaktivators beschrankt. So weisen Untersuchungen
darauf hin, daB GAF auch fur Funktionen des Heterochromatins benbtigt wird. Trl-
Mutationen sind dominante Enhancer der PEV (siehe hierzu auch 1.1.1). Der EinfluB
von GAF auf die PEV deutet darauf hin, daB GAF dem Silencing durch
Heterochromatin entgegenwirkt [Farkas et al., 1994]. Immunlokalisationsstudien
haben gezeigt, daB GAF mit GA-reichen Regionen des centromeren
Heterochromatins in fruihen Embryonen assoziiert ist [Raff et al., 1994]. Neuere
Untersuchungen legen jedoch nahe, daB sich GAF in jedem Zellzyklus zwischen
Hetero- und Euchromatin hin- und herbewegt, ausgelost durch Chromatin-
Kondensierung und Dekondensierung. So ist GAF wahrend der Interphase an
hochaffinen Bindestellen im Euchromatin lokalisiert, wohingegen GAF wahrend der
Metaphase mitosespezifisch mit GA-reicher Satelliten-DNA assoziiert ist. Es wird
spekuliert, daB diese heterochromatische GA-reiche Satelliten-DNA als
mitosespezifischer Speicher fur GAF dienen konnte [Platero et al., 1998]. Diese
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Beobachtung erklart Kernteilungsdefekte, die bei Trl-Mutanten auftreten, und die auf
eine Funktion von GAF bei der Kondensierung und Trennung der Chromosomen
wahrend der Mitose schlieBen lassen [Bhat et al., 1996]. GAF ist also ein
multifunktionelles Protein, das nicht nur an der Regulation spezifischer Gene beteiligt
ist, sondern auch eine ubergeordnete Rolle bei chromosomalen Funktionen und bei
der Organisation der Chromosomenstruktur spielt.

Es wurden verschiedene cDNAs isoliert, die unterschiedliche GAF-lIsoformen
kodieren [Soeller et al., 1993; Benyajati et al., 1997]. Durch alternatives SpleiBen
entstehen mindestens die zwei Isoformen GAF519 und GAF581 (Abb. 2), die sich im
C-Terminus unterscheiden. Die Hauptform ist ein Polypeptid mit 519 Aminosauren
(GAF519) [Soeller et al., 1993]. Das GAF-Protein enthalt drei funktionelle Domanen:
eine N-terminale BTB/POZ-Domane (1.1.3), eine in der C-terminalen Halfte
lokalisierte Zinkfinger-DNA-Bindungsdomane und eine C-terminale glutaminreiche
Domane (Q-Domane) (Abb. 2). Die beiden GAF-Isoformen GAF519 und GAF581
unterscheiden sich nur in dieser C-terminalen glutaminreichen Domane, die zwischen
beiden Formen in Lange und Sequenz erheblich variiert. Wahrend die Funktionen der
BTB/POZ- und der Zinkfinger-DNA-Bindungsdomane gut definiert sind, ist die
Funktion der Q-Domane nicht eindeutig geklart. Einige Untersuchungen deuten darauf
hin, daB diese die transkriptionelle Aktivitat erhbht [Agianian et al., 1999; Espinas et
al., 1999; Vaquero et al., 2000]. Andere Untersuchungen legen nahe, daB die Q-
Domane weniger am chromatin remodeling und der Regulation der transkriptionellen
Aktivitat beteiligt ist, sondern eher an der Oligomerisierung von GAF, der Bindung an
Einzelstrang-DNA und an einer lokalen Veranderung der Promotorstruktur [Wilkins
and Lis, 1999]. Die beiden Isoformen haben zwar viele Uberlappende, jedoch nicht
vollkommen identische Funktionen, wobei nicht eindeutig geklart ist, ob die
funktionellen Unterschiede auf die Q-Doméanen zuruckgefuhrt werden konnen
[Greenberg and Schedl, 2001].

Rontgenstrukturanalysen  der  Zinkfinger-Domane ergaben, daB ein
Pentanukleotid (GAGAG) die minimale GAF-Bindungssequenz bildet. Dabei gibt es
eine betrachtliche Variabilitat in den GAF-Bindungssequenzen, bei denen allerdings
nur das zentrale G essentiell ist. Zinkfingerproteine der Cys,His>-Klasse enthalten in
der Regel mindestens zwei, GAF besitzt jedoch nur einen einzigen Zinkfinger. Dabei
bindet dieser Cys,His,-Zinkfinger die ersten drei Basen, zwei N-terminal lokalisierte
basische Regionen interagieren mit den verbleibenden zwei Basen der
Konsensussequenz [Pedone et al., 1996; Omichinski et al., 1997]. Die DNA-
Bindungsdomane von GAF bindet als Monomer DNA und verandert die DNA-Struktur
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dabei nicht wesentlich. Kontakte zur DNA erfolgen sowohl in der groBen als auch in
der kleinen Rinne und erstrecken sich uber eine Windung der DNA-Helix.

Wie unter 1.1.3 beschrieben, stellt die BTB/POZ-Domane eine Protein-Protein-
Interaktionsdomane dar, Uber die BTB/POZ-Proteine dimerisieren kbnnen. Die BTB/
POZ-Domane des GAF scheint in vitro Heterodimere, jedoch keine Homodimere zu
bilden [Bardwell and Treisman, 1994]. Andere Untersuchungen haben hingegen
gezeigt, daBB viele GAF-Molekule in vivo zu groBen Komplexen oligomerisieren
[Katsani et al., 1999]. Daruberhinaus zeigen jungere Untersuchungen, daB eine GAF-
Isoform in vivo multimerisiert, und daB verschiedene GAF-Isoformen in vivo homo-
und heteromultimerisieren kbnnen [Benyajati et al., 1997; Espinas et al., 1999]. Die
Anwesenheit einer BTB/POZ-Domane hemmt die DNA-Bindung der BTB/POZ-
Proteine Tramtrack, ZID und GAF um das 5-10fache. Die Reduktion der DNA-Bindung
findet auch statt, wenn der Zinkfinger durch eine heterologe DNA-Bindungsdomane
ersetzt wird und ist somit nicht auf den Zinkfinger zuruckzufuhren [Bardwell and
Treisman, 1994].

Die BTB/POZ-Domane verhindert, daB ein GAF-Molekul einzelne GAGA-
Bindestellen erkennt, wahrscheinlich indem sich die BTB/POZ-Domane zuruckfaltet
und so die DNA-Bindungsdomane blockiert. Eine GAF-Multimerisierung kann
alternativ die Bindung an eine einzelne GAGA-Bindungsstelle verhindern, da sich die
GAF-Molekule innerhalb des Komplexes gegenseitig sterisch behindern. Jungere
Untersuchungen unterstutzen hingegen ein Modell, wonach GAF gerade dann, wenn
es in einem groBen GAF-Komplex (der sich durch Selbst-Oligomerisierung mehrerer
GAF-Molekule bilden kann) vorliegt, an multiple unabhangige GAGA-Elemente binden
kann, die Uber eine Region von einigen hundert bp verteilt sind (Abb. 27). Promotoren,
die von GAF reguliert werden, sind durch das Vorkommen multipler GAGA-
Bindungsstellen charakterisiert. Entsprechend diesem Modell wird die Bildung
nukleosomaler Strukturen durch die gebeugte Konformation der Promotor-DNA um
ein GAF-Multimer herum ausgeschlossen. So wurde die DNA dieses Bereichs durch
diesen DNA-Proteinkomplex weit zuganglicher sein als in einem nukleosomalen
Komplex. GAF hatte so die Funktion eines Faktors, der konzertiert mit NURF
Promotor-DNA reorganisiert (chromatin remodeling) und diese dann in einer offenen
Konformation erhalt [Espinas et al., 1999; Katsani et al., 1999].

1.1.1 GAF unND DIE PEV

Die Funktionen des GAF scheinen also nicht nur auf die Regulation
euchromatischer Genloci beschrankt zu sein. Wie bereits unter 1.1 beschrieben, gibt
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es daruberhinaus Hinweise, daB GAF eine ubergeordnete Rolle bei chromosomalen
Funktionen und bei der Organisation der Chromosomenstruktur spielt [Farkas et al.,
1994; Raff et al., 1994; Bhat et al., 1996; Platero et al., 1998]. So ist GAF auch im
Heterochromatin lokalisiert und fur die Kondensation und Trennung der
Chromosomen wahrend der Mitose notwendig. Ein wichtiges Indiz, das fur die Rolle
von GAF bei der Organisation des Heterochromatins spricht, ist dessen EinfluB auf die
PEV. So konnte gezeigt werden, daB In(1)wm4h-Ménnchen, die auBerdem
heterozygot fur die Tr'C-Mutation sind, statt der fur In(1)w™*" typischen rot-
gescheckten Augen weiBBe Augen besitzen [Farkas et al., 1994]. Dies weist darauf hin,
daB das white-Gen haufiger durch Heterochromatisierung inaktiviert wird, was ein
charakteristischer Effekt von Enhancer-Mutationen ist [Reuter and Spierer, 1992].
Dies stutzt die Modellvorstellung, daB GAF eine Chromatinkomponente ist, die ihre
Wirkung durch Chromatindekondensation entfaltet.

1.1.2 GAF UND DIE REGULATION HOMOOTISCHER GENEXPRESSION

Wie trithorax (trx) und andere TrxG-Gene ist Trl, das GAF-kodierende Gen,
ebenfalls fur die Erhaltung der Expression hombotischer Gene notwendig [Farkas et
al., 1994]. So konnte gezeigt werden, daB Trl fur die Expression des hombotischen
Gens Ubx benbtigt wird und daB Trl ein positiver Regulator des Abd-B-Gens des
Bithorax-Complexes ist. Aufgrund dieser Interaktionen wurde Trl als TrxG-Gen
klassifiziert [Farkas et al., 1994].

Ergebnisse neuerer Studien weisen Uberraschenderweise darauf hin, daB GAF
auch fur das transkriptionelle Silencing homootischer Gene benbtigt wird [Hagstrom et
al., 1997; Strutt et al., 1997; Horard et al., 2000; Busturia et al., 2001; Hodgson et al.,
2001; Mishra et al., 2001; Hur et al., 2002]. So wurde gezeigt, daB GAF mit vielen PcG-
Proteinen an PREs kolokalisiert ist. AuBerdem verstarken Trl-Mutanten den ,extra sex
combs“-Phanotyp von Pc-Mutanten, was auf eine Rolle des GAF beim Silencing durch
PcG-Komplexe hinweist [Strutt et al., 1997]. Trl-Mutationen schwachen das Silencing
durch das Fab-7 PRE ab, was darauf hindeutet, daB GAF fur das Silencing durch
dieses PRE, einer cis-regulatorischen Domane des Bithorax-Complex-Gens
Abdominal-B (Abd-B), notwendig ist [Hagstrom et al., 1997]. Dazu passen auch die
Ergebnisse aus Koimmunprazipitationsexperimenten, die gezeigt haben, daf3 GAF mit
PcG-Komplexen assoziiert vorliegt, die an das bxd PRE binden. Das bxd PRE ist eine
cis-regulatorische Domane des Bithorax-Complex-Gens Ultrabithorax (Ubx) [Horard
et al., 2000]. Zudem wird GAF fur die Aktivitat zweier Silencer-PRE-Elemente des
Abd-B-Gens, iab-7 und MCP, benbtigt [Busturia et al., 2001; Mishra et al., 2001].
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Diese Ergebnisse unterstreichen, daB GAF nicht nur durch die Bildung einer
offenen Chromatinstruktur wirken kann. Vielmehr scheint GAF ebenso am Silencing
beteiligt zu sein, das, so wird angenommen, durch die Bildung einer geschlossenen,
heterochromatinartigen Struktur erzielt wird [Orlando and Paro, 1993].

1.1.3 DiIE BTB/POZ-PROTEINFAMILIE

GAF ist ein gut charakterisiertes Mitglied einer groBeren Proteinfamilie, der BTB/
POZ-Proteinfamilie. Die diesen Proteinen gemeinsame BTB/POZ-Domane wird
haufig in entwicklungsregulierten Transkriptionsfaktoren gefunden und oft mit der
Regulation der Genexpression durch eine lokale Kontrolle der Chromatinkonformation
in Verbindung gebracht [Albagli et al., 1995]. Mitglieder der BTB/POZ-Proteinfamilie
sind an vielfaltigen Prozessen wie der Metamorphose, der Oogenese, der Augen- und
Extremitatenentwicklung, der Entwicklung des Nervensystems und der Steuerung des
Sexualverhaltens beteiligt [Harrison and Travers, 1990; DiBello et al., 1991; Godt et
al., 1993; Xiong and Montell, 1993; Xue and Cooley, 1993; Hu et al., 1995; Weber et
al., 1995; Ryner et al., 1996].

Die BTB/POZ-Doméane ist eine evolutionar konservierte Protein-Protein-
Interaktionsdomane [Ubersicht in Zollman et al., 1994; Albagli et al., 1995; Collins et
al., 2001], die bei einer groBen Zahl von Proteinen phylogenetisch weit entfernter
Spezies, von der Hefe bis zum Menschen, gefunden wurde [Albagli et al., 1995].
Dieses immer N-terminale, 120 Aminosauren groBe Sequenzmotiv wurde zuerst bei
den Broad-Complex (BR-C)-, Tramtrack (Ttk)- und Bric a brac (Bab)-Proteinen von
Drosophila melanogaster entdeckt und wurde deshalb zunachst BTB-Domane
genannt [Harrison and Travers, 1990; DiBello et al., 1991; Godt et al., 1993; Zoliman
et al, 1994]. Viele dieser Proteine sind DNA-bindende Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren der Cys,Hiso-Klasse [Klug and Schwabe, 1995]. Daneben
wurde diese Domane auch in nicht-DNA-bindenden Proteinen [z. B. bei Pockenviren;
Bardwell and Treisman, 1994] entdeckt und erhielt so ihre alternative Bezeichnung:
POZ-Domane (fur poxvirus/zinc finger). Zu den nicht-DNA-bindenden Proteinen
gehoren auch solche, die sogenannte Kelch-repeats haben, die eine Assoziation mit
Actin vermitteln. Diese Bindung an Actin tragt z. B. beim Drosophila Kelch-Protein zur
Organisation der Ringkanale bei, die wiederum eine interzellulare zytoplasmatische
Verbindung zwischen den Nahrzellen und der Oocyte bilden [Xue and Cooley, 1993;
Robinson and Cooley, 1997].

Kurzlich wurde das Protein Batman identifiziert, das interessanterweise lediglich
aus einer BTB/POZ-Domane besteht. batman konnte als Mitglied der PcG/trxG
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identifiziert werden, und Batman scheint haufig in einem Komplex mit GAF assoziiert
zu sein (1.1). Auch sind beide Proteine an vielen Loci polytaner Chromosomen
kolokalisiert [Faucheux et al., 2001 und Theodore, personliche Mitteilung].

Es konnte kurzlich gezeigt werden, da3 BTB/POZ-Proteine nicht nur Zinkfinger-
Domanen, sondern auch einen besonderen Typ der Helix-turn-helix-Domane fur die
DNA-Bindung verwenden. Diese Domane wird als Psg-Domane bezeichnet und
definiert die Psqg-Proteinfamilie, die unter 1.3 naher beschrieben wird [Siegmund and
Lehmann, 2002].

Die BTB/POZ-Domane stellt eine Protein-Protein-Interaktionsdomane dar, die in
einigen Faktoren funktionell mit einer transkriptionellen Aktivierung, in anderen
Transkriptionsfaktoren jedoch mit einer reprimierenden Funktion in Verbindung
gebracht wird [Deweindt et al., 1995; Chang et al., 1996; Seyfert et al., 1996; Kaplan
and Calame, 1997]. BTB/POZ-Domanen kbnnen miteinander assoziieren, wobei dies
wahrscheinlich Uber eine coiled-coil-artige Interaktion erfolgt [Ahmad et al., 1998]. Die
Dimerisierung von BTB/POZ-Doméanen ist spezifisch und auf bestimmte
Kombinationen zwischen BTB/POZ-Proteinen beschrankt, wobei die Bildung von
Hetero- und Homodimeren beobachtet wurde [Bardwell and Treisman, 1994]. Zudem
konnte gezeigt werden, daB3 die BTB/POZ-Domane in vitro die DNA-Bindungsfahigkeit
des assoziierten Zinkfingers inhibieren kann, was vermutlich eine Folge der
Oligomerisierung ist [Bardwell and Treisman, 1994]. AuBerdem wurde gezeigt, daB
die BTB/POZ-Domane in vivo wichtig fur die Affinitat und Spezifitat der DNA-Bindung
ist [Katsani et al., 1999].

1.2 PIPSQUEAK (Psq)

Kurzlich konnte gezeigt werden, daB GAGA-DNA-Elemente neben GAF auch
von einem zweiten Drosophila-Protein, Pipsqueak (Psq), erkannt werden konnen.
Durch diese Entdeckung wurde eine neue DNA-Bindungsdomane identifiziert.
Wahrend GAF Uber eine Zinkfinger-Domane an DNA bindet, erfolgt die Bindung von
Psq Uber eine neuartige DNA-Bindungsdomane mit helix-turn-helix-Struktur, die Psq-
Domane [Lehmann et al., 1998].

Wahrend der Wirkungsmechanismus von GAF bereits in vielfacher Hinsicht
aufgeklart wurde (1.1), ist Uber den Wirkungsmechanismus von Psq noch nichts
bekannt. Informationen zur Funktion von Psq stutzen sich in erster Linie auf die
Untersuchung von psg-Mutanten. Allele von psq lassen sich in zwei Gruppen
unterteilen: Bei der einen Gruppe sind die Tiere homozygot lebensfahig, die Weibchen
oder deren Nachkommen sind jedoch steril. Die andere Gruppe von Allelen ist
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semiletal, d.h. homozygote Tiere sind mit Ausnahme von wenigen Tieren, die das
Adultstadium erreichen, nicht lebensfahig. Basierend auf der Untersuchung dieser
psqg-Mutanten konnten einige Hinweise auf die Funktionen von Psq gesammelt
werden.

So ist Pipsqueak (Psq) an der Steuerung der Entwicklung und der Reproduktion
von Drosophila beteiligt. Maternales psq wird bereits sehr fruh in der Oogenese
bendtigt [Siegel et al., 1993; Horowitz and Berg, 1996]. Dabei ist psq fur die Bildung
der Eikammer notwendig. Psq spielt eine Rolle bei der Interaktion zwischen
Keimzellen und somatischen Zellen. Zudem konnte gezeigt werden, dafB3 einige psqg-
Mutanten Defekte der dorsoventralen Struktur der Eischale aufweisen [Horowitz and
Berg, 1995]. Wahrend der Metamorphose ist psq dann fur die Ausbildung adulter
Strukturen wie Ovarien [Siegel et al., 1993], Augen, Flugel, Beine und Makrochaeten
notwendig [Weber et al., 1995]. So wird psq fur die Differenzierung der auBeren
Photorezeptoren R3 und R4 benbtigt. Bei psg-Mutanten fehlen diese, und die
Anordnung der Ommatidien ist unregelmaBig. Zudem sind bei psqg-Mutanten die
Flugel oft verkurzt und weisen Einkerbungen auf. Die Beine kbnnen verdreht sein. Die
dorsalen Makrochaeten sind auf Kopf und Thorax oft geknickt, verzweigt oder fehlen
ganz [Weber et al., 1995].

Da die Psqg-Proteine im Zellkern lokalisiert sind, wird vermutet, dal3 sie wie
andere BTB/POZ-Doméanen-Proteine die Transkription von Zielgenen regulieren.
Genetische Analysen deuten darauf hin, daB die Gene vasa und gurken Zielgene von
Psq sind [Siegel et al., 1993; Horowitz and Berg, 1996]. vasa ist fur die Entwicklung
der Abdominal-Segmente und der Keimzellen notwendig, wahrend gurken fur die
Festlegung der Dorsoventralachse des Embryos benotigt wird.

psq wird zu den posterior group-Genen gezahlt und spielt eine Rolle bei der
posterioren Musterbildung, wobei gezeigt werden konnte, daB psq maternal fur die
abdominale Segmentierung und die Bildung der Polzellen im Embryo benbtigt wird. So
wurde angenommen, daB embryonale Defekte bei der posterioren Musterbildung von
psq-Mutanten durch eine unzureichende Expression des maternalen posterior group-
Gens vasa verursacht werden [Siegel et al., 1993].

Daruber hinaus ist psq an der Lokalisierung des gurken-Produkis beteiligt
[Horowitz and Berg, 1996]. Die Lokalisierung von gurken-mRNA in der sich
entwickelnden Oocyte setzt Prozesse in Gang, die dann Uber Signale des gurken-
Produkts eine Signalkaskade auslosen, die mit der korrekten Etablierung der
Dorsoventralachse des Embryos enden [Schupbach and Roth, 1994; Anderson,
1995].
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psq hat eine groBe und komplexe Transkriptionseinheit, dessen genomische
Organisation nur unvollstandig charakterisiert ist. Die Klonierung des Gens wurde in
zwei unabhangigen Publikationen beschrieben [Weber et al., 1995; Horowitz and
Berg, 1996]. Das Gen umfaBt >100 kb und besteht aus elf Exons mit drei alternativen
5-Exons, woraus mindestens sechs verschiedene SpleiB-Varianten entstehen
kbnnen. Es gibt dabei Unterschiede in Anzahl und Sequenz der verbffentlichten
ovariellen [Horowitz and Berg, 1996] und embryonalen psq-Transkripte [Weber et al.,
1995]. Auch die jeweils vorhergesagten Proteine unterscheiden sich nur geringfugig.
Western-Blot-Analysen ergaben, daB mindestens zwei Psqg-lsoformen existieren:
PsgA mit einem Molekulargewicht von etwa 150 kDa und PsgB mit etwa 80 kDa
[Horowitz and Berg, 1996]. Expressionsstudien zeigten, daB psqg schon sehr fruh
exprimiert wird und wahrend der gesamten embryonalen und larvalen Entwicklung
vorhanden ist. In allen untersuchten Geweben ist Psq im Zellkern lokalisiert.

Das Psqg-Protein (Abb. 2) besitzt N-terminal eine BTB/POZ-Domane (1.1.3).
Weiter C-terminal folgen 34 alternierende Histidinreste (HX),,, ein Motiv, das in einigen
Drosophila-Proteinen, vor allem in Transkriptionsfaktoren gefunden wurde. Es wird
angenommen, daB diese Histidin-Repeats an der Ausbildung von Protein-Protein-
Interaktionen durch Koordinierung von Metallionen zwischen Proteinen mit diesen
Repeats (histidine-metal-zipper) beteiligt sind [Janknecht et al., 1991]. C-terminal
befindet sich die Psg-Domane, die bei Psq aus vier Wiederholungen eines Psg-Motivs
besteht. Zunachst konnte dieser Domane keine biochemische Funktion zugeordnet
werden [Weber et al.,, 1995; Horowitz and Berg, 1996]. Es wurde dann jedoch
entdeckt, daB es sich dabei um eine DNA-Bindungsdomane handelt (1.3) [Lehmann
et al., 1998]. cDNA-Vergleiche deuten darauf hin, daB eine Isoform sowohl eine BTB/
POZ- als auch eine Psg-Domane enthalt. Daneben scheint mindestens eine Isoform
zu existieren, die zwar eine Psq-Domane enthalt, der aber die BTB/POZ-Domane fehlt
[Horowitz and Berg, 1996]. Obwohl auch Western-Blot-Analysen darauf hinweisen,
daB solche Isoformen existieren konnten, ist uber die Expression einzelner Isoformen
wahrend der Entwicklung von Drosophila nichts bekannt. Wie bereits erwahnt, hat Psq
sowohl maternale als auch zygotische Funktionen. Eine naheliegende Vermutung ist,
daB die pleiotropen Wirkungen des psq-Gens durch Interaktionen der Psg-Isoformen
mit anderen BTB/POZ-Domanen-Proteinen zustande kommen, doch konnten
derartige Wechselwirkungen bisher nicht nachgewiesen werden. Auch uber mogliche
Zielgene von Psqg und seine Beteiligung an der Regulation der Expression dieser
Zielgene ist, abgesehen von den Ergebnissen der oben erwahnten Mutanten-
Analysen, wenig bekannt.
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Abb. 2: Domanenstruktur des Psq-Proteins und der GAF-Hauptisoformen (GAF519 und
GAF581) von Drosophila melanogaster. Die Strukturen wurden von publizierten cDNA-Sequenzen
abgeleitet [Horowitz and Berg, 1996; Weber et al., 1995 fur Psq und Benyajati et al., 1997 fur GAF].
Die fur Psq gezeigte Struktur wird vom langsten ORF von mehreren alternativen cDNAs kodiert.
Kleinere Blocke markieren Regionen, in denen bestimmte Aminosauren gehauft vorkommen. Die
jeweiligen AA sind angegeben. Die (HX)47-Box kennzeichnet eine Region mit 17 Histidinresten, die mit
anderen Aminosaureresten alternieren. Zn, Zinkfinger. [Abbildungen nach Lehmann et al., 1998,
modifiziert; Greenberg and Schedl, 2001].

1.3 PIEFKE (Pfk) UND DIE PIPSQUEAK-PROTEINFAMILIE

Wie bereits unter 1.2 erwahnt, konnte die Psg-Domane von Psq kurzlich als eine
neuartige DNA-Bindungsdomane identifiziert werden. Die Psg-Domane wurde im
folgenden bei einer Reihe anderer Proteine gefunden, die zusammen eine neue
Proteinfamilie definieren, die Pipsqueak-Proteinfamilie [Siegmund and Lehmann,
2002].

Mitglieder dieser Familie haben ein Psg-Motiv, eine Sequenz von 50
konservierten Aminosauren, die als modular wiederholte Einheit eine Psq-Domane mit
einer unterschiedlichen Anzahl von Psqg-Motiven bildet. Das Psqg-Motiv zeigt starke
Ahnlichkeiten zu DNA-Bindungsdomanen prokaryotischer Rekombinasen [Lehmann
et al., 1998]. Strukturanalysen der Hin-Recombinase [Feng et al., 1994] und der yo-
Resolvase [Yang and Steitz, 1995] haben gezeigt, daB deren DNA-Bindungsdomane
aus drei o-Helices besteht, wobei die C-terminale Erkennungshelix in die groBe Rinne
der DNA-Doppelhelix inseriert und mit Helix 2 ein helix-turn-helix-Motiv bildet. Ein
Vergleich mit der Sequenz der Psg-Motive (Abb. 4) legt die Vermutung nahe, daB die
drei Helices eines jeden Psg-Motivs eine ahnliche Struktur annehmen kodnnten.
Strukturanalysen hierzu liegen allerdings noch nicht vor [Lehmann et al., 1998].

Je nach Vorkommen weiterer konservierter Domanen, der Lokalisierung der
Psg-Domane und der Sequenzahnlichkeit (Abb. 3) lassen sich die Psqg-Proteine in drei
Untergruppen unterteilen (Abb. 3 und Abb. 4). Zur BTB-Gruppe gehoren Proteine, die
neben einer Psg-Domane in der C-terminalen Halfte des Proteins eine am N-Terminus
lokalisierte BTB/POZ-Domane besitzen.

Mitglieder der E93-Gruppe haben lediglich eine Psg-Domane und enthalten

keine weiteren konservierten Sequenzmotive.
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Innerhalb der dritten Gruppe, der CENP-B/Transposase-Gruppe, ist die N-
terminale Halfte der Psq-Doméane besonders gut konserviert, und diese Domane ist
direkt am N-Terminus des Proteins lokalisiert.

BTB-Gruppe
Dm Pipsqueak A 111 i A A
Am Pipsqueak A 111 X D o D—
Dm Ribbon 1T 1
Dm Tyrosine kinase related — L1}
Dm Bric a brac —u 111 T B
Dm Bric & brac Il S — I - B
Dm Pietke I ———C OO0 O-
Dm BTB protein VII L 111 >
Dm CG3726 117 T > —
Dm CG8924 1711 =
E93-Gruppe
Hs E93-like Chr.10 O>—
Mm E93-like = =
Hs E93-like Chr.4 il
Dm E93 < >
Am Mblk-1 S f—
Ce E93-like N > Y
Sp E93-like - -
CENP-B/Transposase-Gruppe
Dm CG13651 P Pb
Dm CG11849 - <B 100 AA-Reste
am gAGB1 3496 o > Pipsqueak-Motiv
s 66474 oo— 77777771 — u
He GENP-B S (7777772 1 BTB/POZ-Domine
Bc Transposase OoO—F 7777771 | konservierter Bereich|
Mg Transposase o— 72777771 .
DM PogoR11 [ZZZ 2 CENP-B-Homologie

Abb. 3: Domanenstrukturen der Proteine der Psq-Familie. Es werden drei Gruppen innerhalb der
Psqg-Proteinfamilie unterschieden. Diese Gruppen enthalten Proteine von Apis melilfera (Am),
Caenorhabditis elegans (Ce), Drosophila melanogaster (Dm), Homo sapiens (Hs), Magnaporthe
grisea (Mg), Mus musculus (Mm) und Strongylocentrotus purpuratus (Sp). Die konservierten Bereiche
der BTB/POZ-Domane sind spezifisch fur die Tramtrack-(Ttk)-Untergruppe, einer Untergruppe der
BTB/POZ-Proteinfamilie, die eine Zinkfinger-DNA-Bindungsdomane haben. [Abbildung aus Siegmund
and Lehmann, 2002, modifiziert].

In Drosophila gibt es mindestens 14 Mitglieder der Psqg-Proteinfamilie, wobei
neun davon auch eine N-terminale BTB/POZ-Domane besitzen (Abb. 3). Drei Proteine
der Psg-Familie sind bekannte wichtige Regulatoren der Entwicklung von Drosophila.
E93 (ein Mitglied der E93-Gruppe) ist ein Schlusselregulator des durch Steroidhormon
ausgelosten programmierten Zelltods wahrend der Metamorphose [Woodard et al.,
1994; Baehrecke and Thummel, 1995; Lee et al., 2000; Thummel, 2001]. Bric a brac
(Bab und Babll, gehdren der BTB-Gruppe an) sind zwei Proteine mit homootischen
Funktionen, die eine Rolle in der Oogenese spielen und zudem die Morphologie
abdominaler Segmente [Kopp et al., 2000] und die Segmentierung der Beine und
Antennen kontrollieren [Godt et al., 1993; Godt and Laski, 1995]. Ribbon (Rib,
entspricht CG7230) ist ein weiteres Protein der BTB-Gruppe, das mit epithelialer
Morphogenese in Verbindung gebracht wird und eine Rolle bei der Zellmigration spielt
[Jack and Myette, 1997; Blake et al., 1998; 1999; Bradley and Andrew, 2001; Shim et
al., 2001]. Zwei weitere Proteine der Psq-Familie, Psq und Piefke, sind unter 1.2 bzw.
4.2 naher beschrieben.
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BTB-Gruppe hd
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Dm Piefke (3) 440 CREMEIDN TPKDE L RpJKINA KE NEG - QNHINAN LIS WRH L RTTSQ
DmBricabrac(2) 609 -HNML[JPS IDGGPPBJLRPK RIL-LGIWPDEHIK FRDTIAD IKDE S
DmBricabracil (2) 685 -HNMLIEIP S LD GGADBIP RP K[y RIL-LGMWPEEL IR FRDYRE IKEDM
Dm BTBprotein VIl 583 - -EEEIKRS VNP QGDEN F | REY TEIG - IGFC ARLY WLE YIAKRGY PV
Dm CG3726 570 YLAKGRRPQFWIEEP FTKRV NKR - LEMK AR I L YGRYREVYGCL
Dm Piefke (2) 382 ---PAYMRNNRERPSQ NH--BLKSI SEL HRHKVELSAQG
Dm CG8924 347 DGYTSYKRVRRSEASHAQIN KIJe - - TFQTVANME RFYMARIKG I LP
E93-Gruppe
Hs E93-like Chr.10  ? RK-RYQYNSEIE A MSEK -MHV S[EQs | Y EYKVERLGTL
Mm E93-like ? RKE®E -[eJR Y[RIQY NS E I MEEP MS[IK -]V SEEYQS 1 Y EYKV[JERLGTL
Hs E93-like Chr.4(2) 270 R K] -[JR Y[JQ YD HE | ME 3} MS[IK -]V SEENQ G | Y EYKV[JERSGTL
Dm E93 744 RP-KYNYDRBSV A QR[JE -NEJVHREYGS Y Y EYKV[JERH L MR
Am Mblk-1 (2) 1034 R P[] -[€]K YIRIN Y D RIS [l Vv 2 QR[JE -WHVHREYGS Y Y EYKV[dJERH L MR
Ce E93-like 86 RPLM:] -IFdQ YEIK Y D K N AJHD IS FIR[JE -WlT1VHREYGS FR EYKVIJERN L MR
Sp E93-like ? RPRAATDAMVHSV A QR[JE -IWHAV TREYGN VI3 EYKVEdERH LKR
Am Mblk-1 (1) 581 VV GA GIEIG REEIA YREE E EHQ AL QSfgdK - LGTRRINJAV I Y RNKVYKLAMER
Hs E93-ike Chr.4(1) 19 REDYVERSAE FADG LIS KN QSldA - LD I NEENG | LY LLHLEALPAGK
CENP-B/Transposase-Gruppe
Mg Transposase 1 - - - - - - - MKQYENQLAISDIE]N--KEVH THQ K HDRLIEAGAQS | Q
Bc Transposase 1 - - - - - - MTKPYRIEBID | AALMEFE | A G[q - - MR CSE HNRMNGHLSHK
Dm CG13651 14 STRGKRPLENLPNDKVRIQRIHNE--TKASV R D RGWC NEQK L
Dm CG11849 6 GTIdGKRP LEIS LHIPRDK I HEY1 QR IHD[]JE - -HBKASVARD RGWCd-NEDK L
Dm CG13496 6 IPRGKRPRVQVSLBIDKERINIARIEIG[JE - - TKAG IHRE RGWYV AEQRL
Hs CAB66474 2 ANGNKKREQFSLEEKMKVVG DSIEK - -RKGDVAKE STFL DRTKF
Hs CENP-B (1) 1 --MG-PKREIQLEEFREKSR I IQENMEENPDLRKGE I ARR STIL NKRA I
HsCENP-BSZ) 55 SERKYEIVASTCRKTNKLSPYDKLEGLL - AWFQQIRA | LKE LRIAE
Dm PogoR1 1 MGKTKRVVGLLKEKLQIIELTNKV--DKKEICA:; NR I L TNE I H
* %*

EcDNA Invertase Hin 134 QGR LGIEIRPEIA INKHEQEQISRLLEK[EH - -PRQQLA I | YRYF SS I KK
Sekundarstruktur
Hs CENP-B (1) -
Ec DNA Invertase Hin

Helix 1 Helix 2 Helix 3

Abb. 4: Sequenzvergleich der Psqg-Motive. Aminosaurereste, die bei mindestens 25 % der
Sequenzen identisch sind, sind schwarz unterlegt. Wenn ein zweiter identischer Konsensusrest bei
mindestens 17 % der Sequenzen vorkommt, dann ist dieser grau unterlegt. Punkte oben geben
Positionen an, die von unpolaren Aminosaureresten in allen Psq-Motiven besetzt sind. Sterne unter
der Sequenz von Pogo markieren Reste, die durch gezielte Mutagenese ausgetauscht wurden und fur
die gezeigt werden konnte, daB sie fur DNA-Bindung notwendig sind [Wang et al., 1999]. Die DNA-
Bindung wird von den Resten nicht beeinfluBt, deren Position durch eingeklammerte Sterne
gekennzeichnet sind. Die Sequenz der Hin-DNA-bindenden Domane wurde als ein Beispiel
prokaryotischer Rekombinasen dargestellt, die Sequenzahnlichkeiten zum Psg-Motiv aufweisen
[Lehmann et al., 1998]. Die Sekundarstrukturen der CENP-B- und Hin-Recombinase-Domanen, die
unten angegeben sind, wurden durch NMR und Rontgenkristallstrukturanalyse bestimmt [Feng et al.,
1994; lwahara et al., 1998]. [Abbildung aus Siegmund and Lehmann, 2002].

Bei der ldentifizierung von Mitgliedern der Psqg-Proteinfamilie [Siegmund and
2002]
Gensequenzen durchsucht, deren Produkte sowohl eine BTB/POZ-Domane als auch

Lehmann, wurde insbesondere auch das Drosophila-Genom auf

Psg-Motive besitzen. Beim Vergleich dieser Drosophila-Proteine der Psqg-
Proteinfamilie fallt in der BTB-Gruppe ein Protein auf (Abb. 3), das eine dem Psq-
Protein sehr ahnliche Domanenstruktur aufweist. Dieses Protein wird von einem bis
dahin unbeschriebenen Gen kodiert, das von uns piefke (pfk) genannt wurde. Uber
Piefke (Pfk) war bis dahin nichts bekannt. Die Wirkungsweise von Pfk war noch nicht
untersucht.

Bisher liegen nur fur einige der Mitglieder der Psq-Proteinfamilie experimentelle
Daten vor, die belegen, daB3 die Psg-Domane eine funktionelle DNA-Bindungsdomane
ist. So konnte gezeigt werden, daB die Psg-Domane des humanen Proteins CENP-B
(centromere protein B) [Iwahara et al., 1998], der Pogo Transposase [Wang et al.,

1999] und von Psq [Lehmann et al., 1998] DNA-bindende Eigenschaften hat. Es gibt
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Einleitung

Hinweise, dafB ein weiteres Psg-Domanen-Protein, der Drosophila-Apoptoseregulator
E93, DNA-bindende Eigenschaften hat, da dieses Protein an spezifischen Loci
polytaner Chromosomen zu finden ist [Lee et al., 2000].

Die Identifizierung von Pfk bot insbesondere die Moglichkeit, ein weiteres
Mitglied der Psqg-Proteinfamilie naher zu charakterisieren und zu untersuchen, ob die
Psg-Domane von Pfk eine DNA-Bindungsaktivitat besitzt. Da Ptk eine
Domanenstruktur besitzt, die Psq unter allen anderen Mitgliedern der Psg-Familie am
ahnlichsten ist (Abb. 3), lag diese Vermutung nahe. Wahrend die Psg-Domane
anderer Mitglieder der Psq-Proteinfamilie nur aus einem Psqg-Motiv besteht, ist die
Psg-Domane von Pfk und Psq aus drei bzw. vier Psg-Motiven aufgebaut. Die
Ahnlichkeiten der Domanenstruktur beider Proteine konnte auf funktionelle
Gemeinsamkeiten oder ahnliche DNA-Bindungsspezifitaten hinweisen. Die
Charakterisierung von Pfk kbnnte somit einen Beitrag dazu leisten, die Wirkungsweise
von Psg-Proteinen und funktionelle Besonderheiten der Psq-Domane besser zu

verstehen.
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