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Zusammenfassumgbstract

Zusammenfassung
Isolatoren sind Sequenzen der DNA, die verhindern dass -Bbsshnite urgehindert
miteinander interagieren kdonnen. Dabei haben Isolatoren zwei Funktionen, die Enhancer
Blockade und die BarrierEunktion. Die Barrierd=unktion verhindert das Interagieren von
Chromatinabschnitten unterschiedlicher Stadien, wahrend die EwBlockade eine
Interaktion von Enhanceand Promoter unterbind€Herold et al. 201R Isolatorbindende
Proteine (IBP) vermitteln dabei die Funktionen des Isolators, indem sie an diese binden. In
Drosophila gibt es insgesamt neun IBRon denen sieben die Unterstitzung von CP190
(Centrosomal Protein 190 kDa) beigén um die Isolatorfunktion zu vermittel@P190ist in
der Lage Bricken zwischen lIsolatoren und Promotoren zu bildeang et al. 2013 In
dieser Arbeit wurden Interaktionspartner von CP190 untersucht, die CP190 fir seine Funktion
bei der Isolatiorbendtigt.
Massenspektrometriedaten, Immunprézipitationen und AYieast Two Hybrid Screén
zeigten, dass diginkfinger-assoziierte Domane (ZADProteine, Pita, ZIPIC und cg30020,
maogliche Interaktionspartner fur CP190 sidlaksimenko et al. 2035 ZAD-Proteine
machen etwa 106 aller Transkriptionsfaktoren (TF) in Dipteren aus und haben dieselben
Zinkfinger-Typen, wie sie auch Zinkfingerproteinen (ZFP) vorkomr{Benson et al. 2009
Chung et al. 20Q7Chung et al. 2002 Um den Einfluss von Pita, ZIPIC und cg30020 auf die
Chromatinbindung zu untersuchen, wurden C&H#% und ChIRgPCREXxperimente
durchgefuhrt.Die ChlRSegAnalyse von Pita und ZIPIC zeigte dabei, im Vergleich mit
ChIP-Chip-Daten von CP190, dass diese Faktoren stark mit CP190 kolokalisieren. Die
anschlieBenden ChHg§PCREXxperimente nacknock dowrnvon CP190 bzw. Pita oder ZIPIC,
konten zeigendass die CP198indung bedingt von ZIPIC und Pita abhangig ist. Dies
deuteé auf einen funktionellen Zusammenharmn CP190, Pita und ZIP16ei der Bindung
an Chromatinhin. Mit Pita und ZIPIC kanten zwei weitere Isolatebindende Proteine
zusatzlich zuden bisher bekannten IBPs Drosophilagefunden werderdie wahrscheinlich
durch ihre Bindung an bestimmte DN@equenzen weiter regulatorische Funktionen bei der
Isolation UbernehmefMaksimenko et al. 2035
Des Weiteren wurden alle Faktoren der SUM@skade, sowie eine SUMPBrotease, in
einem RNAtScreen irDrosophilaS2-Zellen gefunderiBohla et al. 2014 SUMOylierung ist
eine Proteinmodifikation, mit vielfaltigen Funktionen, deren Aufgabe bei der Isolation
kontrovers diskutiert wirdCapelson and Corces 2Q@Bolovnin et al. 2012 Auch watere
Isolatoren, die durch CP190 gebunden werden, zeigten in einem funktionalen Reporterassay
ebenfalls einen Reduktion der Isolation nach demck dowrnvon SUMGFaktoren. Nach
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Zusammenfassumgbstract

dem Nachweis der SUMOylierung von CP190 wurde eine ChiRsafyse von diesem
dCTCF und FLAGASUMO nach vor und nach FLA@SUMO-Expression in SZellen
durchgefuihrt. Dabei konnte festgestellt werden, dass dSUMO mit CP190 und dCTCF
kolokalisiert und einen Einfluss auf die Bindung von CP19Qehatas auch durch eine
unabhangige biaformatischen GE@Analyse von ChiFSegDaten bestétigte wurde. Die
Zuganglichkeit des Chromatins wurde dabei durchEdigression von FLAGISUMO kaum
beeinflusst, wie sich in Histon H3hIP und FAIREAssay zeigte. Dennoch war das
Chromatin tendenziekttwas starkeigeoffnet sobald FLAGHis-dSUMO exprimiert wurde

Diese Resultate deuten darauf hin, dass SUMOylierung keine eindeutige Funktion bei der
Isolation, bei der Bindung an Chromatin und bei der Zgtémkeit des Chromatins
einnimmt sondern zu eindlomdostase bedigt indem eine dynamische SUMOylierung und
De-SUMOylierung von Faktorerstattfindet, die an diesen Prozessen beteiligt sind, wie
CP190 oder PolycomBroteinen(Gonzalez et al. 20}4



Zusammenfassumgbstract

Abstract

Insulators are DNA regulatory sequences that preclude functionally distinct chromatin
domains from improperly interactingith each other. They haveva different functions:
Enhancerblocking and barrier function. Thebarrier function prevents the interaction of
chromatin domains with differenactivities whereas theenhancer blocking insolates
enhances from promoters(Herold et al. 201R Insulatorbinding proteins (IBPs) mediate
insulaor function by binding tese sequences. Drosophilg nine IBPs are known and seven
of them require CP190 (Centrosomal Protein 190 kDa) for mediating insulator function.
CP190bridgesinsulator enhanceand promoter sequencfésang et al. 2014 In this thesis
new interacting partners of CP19®&hich assistin mediatng insulator function were
analyzed.
Mass spectrometry, immune precipitation (IP) and yeast two hybrid screen identified ZAD
(zincfinger associated domain) proteins, Pita, ZIPIC and c¢g30020, as potential interacting
partners of CP19(Maksimenko et al. 2035ZAD proteins provide 106 of all transcription
factors (TF) in Dipteres and feature the same type offeiger which can be found in zinc
finger proteins (ZFP}Benson et al. 200Chung et al. 2007Chung et al. 2002 ChIR-Seq
and ChIPgPCR experiments were performed to analyze the binding of Pita, ZIPIC and
cg30020. ChIFSeq analysis of Pita and ZIPIC shalva strong cdocalization of those
factors with CP190, when compared to CRip data of CP190. The following ChtfPCR
experiments after knock down of CP180of ZIPIC or Pita showed that CP190 binding is
partially connected to ZIPIC and Pita bindifidrese findings point to a functional connection
between CP190 and the analyzed ZAD proteinth@context of chromatin binding. Pita and
ZIPIC are two new IPBs irDrosophila which provide further regulatory functions for
insulation(Maksimenko et al. 2035
Other factorsinvolved in CP190 functiorare proteins of the SUMO cascade, as well as a
SUMO protease, which were found in an RNAI screeiasophila S2-cells (Bohla et al.
2014. SUMOylation is a protein modification which has various functions. The role in
insulation isdiscussedcontroversily (Capelson and Corces 2Q0Bolovnin et al. 201
Further analyses of other insulators by functional reporter assay showed a reduced insulator
function after knock down of SUMO factoré. ChlP-Seq experiment was performed for
CP190, dCTCF and FLA@SUMO with and without FLAGISUMO expression in S@ells
Those analyses showed that the investigated factelscabize and that CP190 binding is
increasedafter expression of FLAGlis-dSUMO. These results were also confirmed by
GEG-analysis. he accessibility ofchromatin was weakly influenced by FLAGSUMO
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Zusammenfassumgbstract

expression, which was shown by histon-BBIP and FAIRE assay. However the overall
status of the chromatin indicated a tendency to an increased openness of the chromatin. These
results indicate that SUMOylation has no clearly defined function during timsyla
chromatin binding and chromatin stalbeit leads to homeostasis by dynamical SUMOylation

and deSUMOylation of factors involved in the corresponding processes, like CP190 and
Polycomb proteingGonzale et al. 2014
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Einleitung

1. Einleitung

In Eukaryonten findet sich eine Vielfalt an verschiedenen Zelltypen, deren Differenzierung in
spezialisierte Zelltypen vor dem Hintergrund der identischen genetischen Ausstatiung
allem auf eine komplexe Regulation der Genexpression zuritken ist(Geyer and Clark
2002. Dabei spielt die direkte Regulation der Genexpression darghegulatorische
Sequenzen der DNA, wie Enhancer, Silencer und Promotoren, sowie deren Bindung durch
allgemeine und zelltypspezifische Transkriptionsfatound die Transkriptionsmaschinerie

der RNAPolymerase Il eine Rolle, aber auch die epigenetische Regulation der Expression.
Epigenetik definiert alle meiotisch und mitotisch vererbbaren Veranderungen in der
Genexpression, die nicht in der DNBequenz sbkt kodiert sindEgger et al. 2004 Diese
Regulation kann durch direkte Modifikationen an der DNA geschehen, wie z.B. durch
Methylierung von CpGs, oder aber durcloteine, wie Histormodifizierende Proteine und
RemodellingFaktoren, die die DNA binden und dadurch die Expression von bestimmten
Genen beeinflusseiies bedingt auch den Umstand, dass DNA im Zellkern rAohtkf,
sondernmit Proteinen verpacktin der Organisationsform des Chromatins zu finden ist,
welches in unterschiedlich kompakter Form vorliegen kann. Die Regulation des
Verpackungszustandes ist dabei wichtig fir die differenzielle Genexpression in verschieden
Zelltypen und Geweben. Hierbezinmen neben DNAMetylierung, aber auch Modifikationen

der Histone und deren Dichte auf der DNA Einfluss auf die Zuganglichkeit der DNA fir die
Transkription(Bartova et al. 2008

Bei der Kompaktierung der DNA werden 145 bpr d@NA um ein Oktamer aus
verschiedenen Histonen gewickelt. Dabei unterscheidet man generell zwischen vier
Histontypen, die dieses Oktamer bilden. Die Histone H3 und H4 bilden ein Tetramer,
wahrend die Histone H2A und H2B zwei Heterodimere bilden, die mithdem H3H4
Tetramer zum Oktamer verbinden. Diese PreENA-Struktur nennt sich Nukleosom
(Kamakaka and Biggins 20p2Abbildung 1).
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H3  H4 | H2A a H2B

Nukleosom

& H2A-H2B-
Dimer

H3-H4-
Dimer

H3-H4- .
Tetramer Histon-Oktamer

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Nukleosonkistone H3 (blau) und H4 (griin) bilden ein
Tetramer dassich mit zwei Dimeren aus H2A (gelb) und H2B (rot) zum HisBktamer verbinderum welches dann die
DNA (grau) gewndenwird. Die N-Termini der Histone ragen aus dem Nukleosom hef&ishard Wheeler2005;
Nucleosome_structure.png

Diese sind durch disogenannte LinkeDNA miteinander verbunden, welche wiederum
durch ein weiteres Histon H1 gebunden werden kann. Histone sind positiv geladen und
binden die negativ geladene DNA. Histone kdnnen-passkriptionell modifiziert werden,

was vielféaltige Konsguenzen haben kann. Die Veranderung der Ladung der Histone, durch
Histonmodifikationen kann die Bindung zur DNA verstarken oder abschwachen. Haufig
beobachtete und funktional mittlerweile detailliert beschriebe Modifikatiorsamd
Methylierungen, Acetyliamgen, sowie Phosphorylierung, aber auch Modifikationen durch
kleine Proteine, wie SUMOylierung und Ubiquitinilierung, sind mdoglich. Diese
Modifikationen finden vor allem an den frei liegendeATBrmini der Histone statt, die aus
dem Nukleosom heraus ragéBartova et al. 20Q8berharter and Becker 2002 ersfelder

and Parthun 2006Weake and Workman 200&hang Y. 2003 Diese Modfikationen
konnen die DNA fur Remodelleirgomplexe, aber auch Transkriptionsfaktoren oder
Chromatin bindende Faktoren zugénglich machen. Doch das Aufwickeln der- DNA
Doppelhelix auf die Histone, ist nur der erste Schritt von vielen komplexen
Kompaktierungschritten, die die DNA durchlauft, bis hin zum Metaphase Chromosom,
welches bei der Zellteilung entsteht. Ubef Ba@senpaare liegen dabei als Chromosomen vor.

Die Nukleosomen liegen dabei als sogenannte Perlenschnur vor, die man auch als 10 nm
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Faserbezeichnet. AnschlieRend wird diese zur Chromatinfaser, auf Grund ihrer Breite auch
30 nm-Faser genannt, verdrilll. Nun findet eine immer starkere Kompaktierung,
wahrscheinlich entlang eines Proteingerustes, das zum Teil auch durch die nukleare Lamina
gestllt wird, statt. Am Ende dieses Prozesses liegt die DNA als Chromatim(@xreite)

und schlieB3lich als Chromosom Wstansen 2012(1400nm BreiteAbbildung2).

S NN | 2o
()

11 nm

30 nm

Nukleosomen

| 300 nm

700 nm

1400 nm

Chromosom Chromatinschleifen

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Kompaktierung der DNA von der DNADoppelhelix (2 nm), Gber die
Nukleosomenkette (1dm) und Chromatinfaser/ 3tm-Faser (3Ghm), sowie des komplexer gefalteten Chromatimsg-orm
von Chromatinschleife(800-700nm), bis zum Chromosom (1400nr¢§chlissel 2008

Man kann prinzipiell zwei Chromatinzustande unterscheiden, wobei diese mittlerweile auf
Grund ihrer jeweiligen Funktion, sowie deragulatorischen und genetischen Inhalt noch
weiter unterteilt werden kénndirnst and Kellis 201,CErnst et al. 201,1Kharchenko et al.

2011). Das transkriptionell aktive Euchromatin, das eine weniger kompakte Verpackung der
DNA und damit eine héhere Zuganglichkeit fir diafskriptionsmaschinerie aufweist, steht
dabei dem inaktiveren Heterochromatin, bei dem die DNA, durch die oben erwdhnten
Ladungséanderungen, starker an die Histone gebunden ist und die Nukleosome dichter gepackt
vorliegen, entgegen. In diesem Bereich deso@latins findet keine Transkription statt. Auch
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die Modifikationen der Nukleosome und der DN&ntext unterscheiden sich zwischen den
verschiedenen Chromatintypen. Das Euchromatin zeichnet sich durch -BAesttyierung

und aktivierender HisteMethylierurg aus. Es besitzt im Wesentlichen aktive Gene, wahrend
das Heterochromatin generell hypoacetyliert ist und aus repetitiven Sequenzen besteht, wie
sie auch am Zentrosom oder an den Telomeren des Chromosoms zu finden sind. Aber auch
inaktiven Genen findet nmainnerhalb des Heterochromaii@rewal and Elgin 2002 Man
unterscheidet beim Heterochromatin auflerdem fakultatives und konstitutives
Heterochromatin, wobei ersteres die Mdglichkeit hat, in Euchromatin umgewandelt zu
werden und letzteres dauerhaft stillgelegt (§tojer and Reinberg 2007 Damit diese
Organisation des Chromatins erhalten bleibt, werden Sequenzen auf der DNA, aber auch
Proteine gebraucht, @lidiese aufrecht erhalten. Diese Elemente sind die Isolatoren, die im

Weiteren besprochen werden.

1.1.1solatoren

Um die straffe Organisation des Chromatins aufrecht zu erhalten und damit eine geregelte
Transkription und Replikation zu ermoglichen, gibt esnigdate auf der DNA, die es
ermdglichen gewisse Abschnitte des Chromatins funktional und strukturell zu isolieren. Diese
Aufgabe Ubernehmen Isolatoren. Diese sind per Definition regulatorische Sequenzen, die
verhindern, dass Chromatinzw. DNA-Abschnitteungewollt miteinander interagieren.

Dabei unterscheidet man zwei Funktionen der Isolatoren, die EnkBlookade so wie die

BarriereFunktion.

1.1.1.Barriere-Funktion
Damit Heterochromatin und Euchromatin stets getrennt bleiben, so dass das Heterochromatin
nicht in das Euchromatin wandert und dieses somit auch still legt, oder wie seit kurzem
bekannt, Euchromatin sich nicht zu weit ausbreitet, braucht man Isoldidaesndra et al.
2015. Diese Sequenzen befinden sich an den Grenzen des Heterochromatins, verhindern
somit die Ausbreitung in das Euchromatin und grenzen dadurch funktiensthiedene
Chromatinarten voneinander ab. Aul3erdem werden topologisch assoziierte Doméanen (TADS)
innerhalb des Nukleus durch diese Grenzelemente voneinander abgegCikont et al.
2012. Diese Funktion der Isolatoren nennt sich Barrlemektion. Wie wichtig die
Aufrechterhaltung dieser funktionalen und topologischen Domanen ist, zeigt sich anhand der
Positionseffekivariegation (PEV)YGeyer and Clark 2002Muller H. J. and Altenburg 1930
Dabei wird ein normalerweise aktives Gen in einen Heterochroiatitext integriert, das
dann durch das umliegende Heterochombtilieu ebenfalls still gelegt wird.
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Je enger die Gene in einem Genom beieinander liegen, desto wichtiger scheint lti@d=rha
der Domanen zu sein, wie man anhand des kompakten GenorBsosmphila melanogaster
gut beobachten kann. Hier wurden die ersten Isolatoren scs und schspd@d.ocus
beschrieben, die in der Lage sind Genabschnitte zu isolieren und damit eirteon&effekt
verhindern kénnefKellum and Schedl 1991

1.1.2.Enhancer-Blockade

Auch innerhalb aktiven Chromatins spielen die Isolatoren eine wichtige Rolle bei der
Genregulation, indem sie die Wirkungs-regulatorischer Elemente, wie Enhancer und
Silencer, beeinflussen. Enhancer konnen die Aktivitdt eines Promoters und damit die
Transkription eines Gens verstarken, wahrend Silencer negativ auf die Aktivitdt von
Promotoren wirken. Sie wirken gerichtet &rbmotoren durch das Binden von verschiedenen
Transkriptionfaktoren, wie zum Beispiel CTCF, an Promotor oder Enhancer. Isolatoren sind
in der Lage die raumliche und zeitliche Interaktion zwischen Enhancer/Silencer und
Promotoren zu regulieren. Sie kénnenhBncer bzw. Silencer von Promotoren abschirmen
und stellen somit sicher, dass keine unspezifischen EnhBnmeotorKontakte zustande
kommen. Sie haben somit auch Einfluss auf die Genaktivitat umliegender Gene. Bei dieser

Funktion der Isolatoren sprichtan von der Enhanc@&lockade(Geyer and Clark 2005un

and Elgin 1999 (Abbildung3).

Abbildung 3: Schematische Darstellung de Enhancer-Blockade Gen 1 (grun) wird nicht durch den Enhancer (rot)
aktiviert, da ein Isolator (gelb), mit den entsprechenden IsolatorbindeprotamgeKdaktoren (CTCF und CP190), die

EnhanceiPromoterinteraktion blockiert. Gen 2griin) wird durch den Enhancer ungehimndeaktiviert. Transkription wird
durch einen schwarzeackigen Pfeil dargestellt. Interaktion durch einen gebogeswwarzen Pfeil dargestellt. Ein Strich

an Stelle des Pfeils bedeutet keine Interaktion bzw. Transkription.

Dabei unterscheidet man zweioblelle zur EnhanceBlockade. Das erste Modell, auch
decoymodelgenannt, beruht auf dem Tauschungsprinzip. Hierbei geht man davon aus, dass
der Isolator direkt mit dem Enhancer und/oder dem Promoter interagiert und diese damit von
einer Interaktion mit da jeweils anderen Element ab h@Raab and Kamakaka 201@in
anderes Model bezieht sich auf die Interaktion zwischen Isolatoren, wobei sich Chromatin
Schleifen ausbilden. Dieser Vorgang wird auchladepingbezeichnet und fuhrt dazu, dass

Promotoren und Enhaar/Silencer raumlich getrennt oder zusammen gebracht wésedn

18



Einleitung

et al. 1999 Yusufzai and Felsenfeld 200¥usuizai et al. 2003t Mittlerweile gibt es viele
Studien, die das Modell ddesopingsals Grundlage fur die EnhaneBlockade bestatigen
(DeMare et al. 2013Holwerda and de Laat 201®hillips-Cremins JennifeE and Corces
2013 Phillips-Cremins J. E. et al. 2013Vendt et al. 2008 Es wird diskutiert, dass das
Loopingsogar dazu fuhren kénnte, dass mehrere Isolatoren sich in Gruppen zusammen finden
und somit funktionale Zentren fur Transkription und Replikation im Nukleus raumlich
organisieren. Diese Ansammlungen von Isolatoren kénnen mikroskopischlualsar
Soecklesdetektiert werden und werden auch #atsulatorBodies bezeichnet(Gdula and
Corces 1996Gerasimova and Corces 1998erasimova et al. 20D0Allerdings wird die
These derlnsulatorBodiesin der Literatur kontrovers diskutiefGolovnin et al. 2008
Schoborg et al. 20}3

Isolatoren werden durch so genannte IsothtodendeProteine (IBP) gebunden. Diese
vermitteln die Funktion des jeweiligen Isolators und kdnnen auch weitere Proteine bzw.
Kofaktoren, die fur eine epigenetische Regulation von No6ten sind, rekrutieren, wie z.B. in
trans-aktive RemodellingKkomplexe, die DNA oder Histonmodikationen Ubertragen, aber
auch die Nukleosome auf der DNA verschieben kénnen. Zu diesen RemaoH#eliimgexen
zahlen zum Beispiel der der NUREOmMplex in Drosophilaoder der SWI/SNKomplex in

Hefe und Sauger(Bohla et al. 2014Nie Z. et al. 2003Whitehouse et al. 1999

In dieser Arbeit wurden vor allem die Einflusse dieser Isolator bindenden Proteine in
Drosophila melanogasteuntersucht, weshalb im Folgenden néher auf die untersuchten

Isolatoren und IsolatebindenderProteine und deren Kofaktoren eigegangen werden soll.

1.1.3.Isolation in Drosophila melanogaster

Im ModellorganismusDrosophila melanogastegibt es bereits einige gut untersuchte
IsolatorSequenzen und Isolatbindende Proteine.

Zu den am besten untersuchten Isolatoren zahlen, neben den oben erwahnten scs und scs’
Segmenten, auch d&ypsylsolator desGypsyRetrotransposons, das SElement aus dem
AntennapedigKomplex und die Isolatoren Miscadastral pigmentation (Mcp),
Frontabdoninal7 (Fab-7) und Frontabdominal8 (Fab-8) aus dem BithoraKomplex
(Belozerov et al. 2003Gdula et al. 1996Hagstrom et al. 199&ellum and Schedl 1991
Moon et al. 2005Udvardy et al. 1986 Isolatorensequenzen sind nicht in der Lage ihre
Furktion aus zu uben, wenn sie nicht durch Isoliodende Proteine gebunden werden.
Drosophila existieren mindestens funf dieser Isoldbardende ProteinedCTCF CCCTG
binding Factoj (Moon et al. 2005 BEAFR32 Boundary Elemerassosiated Factor of
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32kDg (Roy et al. 20072Roy et al. 2007bZhao et al. 1995 Zw5 (Zestewhite § (Gaszner

et al. 1999, Su(Hw) Suppressor of Hairy wigGeyer and Corces 199and GAF GAGA
binding Facto) (Ohtsuki and Levine 1998Allerdings sind mittlerw#e auch weitere, neue
Isolatorbindende Proteine iDrosophila entdeckt worden, wieum Beispiellbf 1 und 2
(Insulatorbinding factorl und 2)(Cuartero et al. 2034 Zw5 und BEAF32 sind mi der
Isolation an den seRegionen des hsp-l0bcus assoziiert, wahrend Su(Hw) d&ypsy
Isolator bindet. Die Elemente Fdbund SF1 werden von GAF gebunden und fihren so zur
Isolation von Abschnitten innerhalb des Anthenapeuli des BithoradKomplexesdCTCF
dagegen bindet einige andere Isolegd@quenzen innerhalb des Bithotéamplexes(Gaszner

et al. 1999 Gerasimova et al. 1995lart et al. 1997Holohan et al. 200M™Moon et al. 2005
Schweinsberg 2004

Im Folgenden soll die Funktion von dCTCF und dessen Kofaktoren genauer beschrieben
werde. Dabei liegt der Fokus vor allem auf CP190, da dieses Protein aind s

Interaktionspartner in dieser Arbeit genauer betrachtet wurden.

1.2.CTCF (CCCTC-binding Factor)

DrosophilaCTCF (dCTCF) ist ein 818minosaurengro3es ZinkfingeProtein und migriert

bei ca. 130 kDa im SD&el, wobei die Migration im Gel je nach Modifikation an iMd G
Terminus variieren kan(Farrar et al. 201Kitchen and Schoenherr 201dacPherson et al.

2009 Torrano et al. 2006 Die insgesamt elf Zinkinger kann es nutzen, um
unterschiedliche Sequenzabschnitte des Konsensusmotives zu bindesoBstist der Lage
diverse Funktionen zu erfullen. CTCF ist durch seine funktionale Vielfalt ein bedeutender
Faktor fur die Entwicklung und Diversitat der Zellen und OrganisieiboisChevalier et

al. 2015 Franco et al. 2014GomezDiaz and Corces 20)4Auch ist CTCF zwischen
verschiedenen Spezies hoch konsatviEs ist neberDrosophila melanogasterauch in
Vertebraten zu finde(Moon et al. 2005Raab et al. 2012/an Bortle and Corces 20LDie
Zinkfinger-Region unterscheidet sich kaum zwischen den verschiedenen Spezies und auch die
Uber ChIRSequenzierung ermittelte Konsensussequenz von CTCF unterscheidet sich nur
geringfugig zwischerDrosophila und Vertebraten Abbildung 4). Zudem zeigten EMSA
Studien sehr ahnliches Bindeverhalten von dCTCF und hGi @if&o (Bartkuhn et al. 2009
Holohan et al. 2007

20



Einleitung

Drosophila
2
o
2. AT
0 X eVl asS Y.
12345678 9101112131415
Human
L2
=

313; CCngTCT .

4 56 9 101112131415

Abbildung 4: Vergleich der Konsensussequenz des Isolat@iindenden Roteins CTCF in Drosopila melanogasteund
Homo sapiers (human).Es werden die 15 Basen des Ké&tansensus gezeigt. G = Guanin (gelb), C = Cytosin (blau), A =
Adenin (grun), T = Tymin (rgt Stark konservierte Basen sind groRer, als schwach konservierte Basen darfestellt.
Weblogo des Drosophila CTCFKonsensus wurde mittelMEME-Motievsuche derTop-500 ChlRchip-Regionenim
Vergleich zu denen des human CFEBnsensugrmittelt(Bartkuhn et al. 2009

In Vertebraten gibt es neben CTCF nuresimeiteren Faktor, dererst kirzlich als Isolater
bindendes Ptein identifiziertenwurde: Znfl43 (Zinkfingerprotein 143(Heidari et al. 2014
Tommerup and Vissing 1995In Drosophilagibt es wie bereits erwahnt, wesentlich mehr
IBPs Dies konnte daran liegen, dass das Genom Dnmsophila eine wesentlich héhere
Gerdichte aufweist, als das von Vertebraten. Daher ist es wahrscheinlich notwendig eine
komplexere Regulation durch mehrere Isolatortypen und deren Bindeproteine zu erlangen.
Wie essentiell CTCF tatsachlich ist, kann man an seinen diversen Funktionen wdérend
Entwicklung von Zellen, Geweben und Organismen erkennddrdsophila melanogastest
dCTCF fur eine korrekte pupale Entwicklung zum adulten Tier notwetMahan et al.
2007). Aber auch in der Maus ist es essentiell fir die Entwicklung des Embryokn&tk

out von CTCF ist embryonal letdFedoriw et al. 2004Herold et al.2012 Splinter et al.
2009. Desweiteren ist CTCF als Tumorsuppressor fiur ddtschecksal verantwortlich.
Bindet es nicht korrekt, kann dieses zur Ausbildung von Krebs fuhren. Diese Beteiligung von
CTCF an der Tumorentwicklung ist bereits fur einige Krebsarten beschrieben, wie z.B.
Nieren, Brust und Prostatakrel&ilippova G. et al. 1998-ilippova G. et al. 2002

Im Huhn wude CTCF zunachst nur als repressiver Transkriptionsfaktor des Lysozymgenes
entdeckt. Im humanen System wurde CTCF ebenfalls erst als Repressor der Transkription am
Beispiel der eMyc Gene beschriebgirnold et al.200Q Awad et al. 1999Baniahmad et al.

199Q Burcin et al. 1997Lobanenkov et al. 199Qutz et al. 2000aLutz et al. 2000pPérez

Juste enl. 200Q. Mittlerweile ist allerdings auchdkannt dass CTCF an der Aktivierung von
Transkription beteiligt is(Baniahmad et al. 199&lenova et al. 1993Vostrov and Quitschke

1997, Yang et al. 199P Aullerdem ist mehrfach belegt, dass CTCF eine Funktion als
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Isolatorprotein ha(Bell et al. 1999Chao et al. 20QZilippova G. N. et al. 20QHark et al.
200Q Kanduri et al. 200

CTCEF ist ein ubiquitar exprimiertes Protein, das in allen Zelltypen, abgesehen vdreang
und amakrinen Zellen der Saugetiertretina, zu finder{Bsyle et al. 201,1Burcin et al.
1997. Auch in der Keimbahn beider Geschlechter konnte CTCF mittlerwadbgewiesen
werden (Sleutels et al. 2032 dCTCF ist inDrosophila melanogastem allen Zelltypen
exprimiert. Dabei ist es im Nukleus lokalisiert, wobei die Lokalisation im Kern je nach
Zelltyp variiert (Ohlsson et al. 20Q1 Dies weist auf variable Funktionen von CTCF in den

verschiedenen Zelltypen hin.

1.2.1.Isolation durch CTCF

CTCF ist auch an deBarriereFunktion und derEnhanceiBlockade und dem damit
verbundenehoopingbeteiligt ist.In Vertebraten reguliert es durch das Binden an sogenannte
BoundaryElemente, die Ausbildung von funktionalen und topologischen Doménen und
organisiert somit die Interaktionen des gesamten Gel{Dimen et al. 2012 In Drosophila
dagegen bindet dCTCBoundaryElemente, Interaktion zwischen Abschnitiges Genoms
Jadoch tut dCTCF dies iBrosophilanicht alleine, da noch andere Isolabindende Proteine
vorhanden sindBei der EnhanceBlockade ist CTCF in der Lage die Enhanvérkung
zellspezifisch zu steuern, indem es je nach Zelltyp andere Enhancer bzw. Silercer
Interaktion mit Promotoren hindert. Im Zusammenhang mit dem Looping kann man sich
vorstellen, dass in verschieden Zelltyp spezifische Schleifen ausgebildet werden, an denen
immer andere Isolatoren beteiligt sind, die Uber CTCF interagieren. Diags \lertebraten
maoglich, indem CTCF mit dem Cohedtomplex interagiert. Dieser ermoglicht es, dass
Schleifen zwischen CTCF gebundenen Isolatoren ausgebildet wérben et al. 2008
Phillips and Corces 200%endt et al. 2008

In Drosophila melanogastebefindet sichdCTCF haufig an Promotoren aktiver Gene in
unmittelbarer Nahe der Transkriptionsstartstelle (TB&)jtkuhn et al. 2009 Oft flankiert es
dabei Enhancer und Zielpromotoren, oder befindet sich zwisdiesencis-regulatorischen
Elementen, was ein deutlicher Hinweis auf CTCF als wichtigen Faktor fur die Enhancer
Blockade ist.Im Vertebraten ist CTCF schon lange als Isolator bindendes Protein bekannt.
Erste Hinweise auf seine Funktion in der EnhaiBleckade lieferten Experimente am 3
Globin-Lokus im Huhn. Dabei wurde fest gestellt, dass CTCF als Isolatorprotein an den
IsolatorSequenzen 5'HS4 und amBhde des Lokus bind€Bell et al. 1999 Saitoh et al.
2000.
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Aber auch bei der Regulation der Promdimhanceifinteraktion innerhalb des Bithorax
Komplex, bei dem es sich um drei homeotisch Gene handl¢dtbjthoray (Ubx), abdominal

A (abdA) und abdominal B (AbdB)), die fur die Ausbildung der Parasegmente des
Abdomens und des posterioren Thorax verantwortlich sind, si@@iCF eine wichtige Rolle.

Um eine zeitlich und raumlich korrekte Aktivierung derm@ezu erreichen, ist es notwendig,
dass die Expression der Gene strikt reguliert wird. Dazu befinden sich acht Grenzelemente
(Boundary zwischen dertis-regulatorische DNASequenzen, wie Enhancer, Silencer und
Promotoren, in diesem Berei¢Maeda and Karch 200.7ChIR-SequenzierungExperimente

haben gezeigt, dass bscvon insgesamt acht dieser Grenzelementen im BitHtoanplex

von dCTCF gebunden werdgBartkuhn et al. 2009Abbildung5).
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Abbildung 5: dCTCF bindet an Grenzen zwischencis-regulatorischen Sequenzen des BithorakKomplex in
Drosophila melanogaster Abgebildet sind dievarianten der Strukturgene des Bito#éamplex Ubx, abdA und AbdB
(graue Pfeile) und weitere Gerfbxd, cg31275, Glut3, iah, msaund cg3127(, die zwischen diesen angeordnet sind
(schwarze Pfeile). Farblich abgegresiid die Bereiche des Ha@enClusters die fur die posterioren Thorakalsegmente
(orange, gelbund die Abdominalsegmente verantwortlich siidau, griin) Diese Einteilung kann in der schematischen
Darstellungder adulten Fornvon Drosophila nachvollzogen werderin schwarz dargestellt kann man die Bindung von
CTCF innerhalb des Bithorakomplexes anhand von ChiBeq Daten sehen. Diese zeigen einen starken Uberlapp mit den

Grenzelementen (rote Pfeile) zwischen diesregulatorischen Sequenrdes BithoraxKomplex(Herold et al. 201

Ein bekanntes Beisgli fur die CTCFvermittelte EnhanceBlockade in Sdugern findet an der
Imprinting Control Region (ICR¥les H19/Igf2 Lokus, die vier CTCBindestellen besitzt
(Bell and Felsenfeld 200Hark et al. 2000 Kanduri et al. 2000 Hierbei wurde auch
festgestellt dass DNMethylierung, in diesem Fall im Zuggesimprinting, das Binden von
CTCF verhindern kanrfPhillips and Corces 2009Heute ist ebenfalls bekannt, dass der
CohesinKomplex eine wichtige Rolle bei der CTCF vermittelten Enharigleickade am
H19/1gf2 Lokus, aber auch am oben beschrieb&idbin Lokus spielt. Hier findet sich eine
deutliche Uberlappung auch bei der Bindung von CTCF und dem Cekesiplex an die
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DNA (Parelho et al. 20Q&Rubio et al. 2008Stedman et al. 2008Vendt et al. 2008 Auch
aktuellere Versuche belegen diese Cohesrmittelte Interaktion zwischen CTCF
gebundenen Chromatinabschnit{&uo et al. 201

Die Funktion, die Cohesin in Vertebraten tGbernimmt, kdénntérasophila von CP190
Ubernommen, da es ahnlich wie Cohesin stets auch im Zusammenhang mit Isolator bindenden
Proteinen, wie dCTCF, Su(Hw), BEAF, Pita, ZIPIC, sowie Ibfl und 2 gefunden wird.

1.3.CP190 Centrosomal Proteirl9kDa)

CP190 ist einer von vielen Kofaktoren vtsolatorbindenden Proteinen. Solche Kofaktoren
dienen dazu die Isolatorfunktion zu vermitteln. Die Isolatorproteine selbst sind dabei haufig
nur die Plattform auf der die Kofaktoren binden kénnen, um ihre Funktion aus zu uben.
Kofaktoren konnen RemodeilirKomplexe oder Histomodifizierende Faktoren sein, aber

es kann sich auch Proteine handeln, die weitere Faktoren rekrutieren und binden, so wie auch
CP190 oder Mod(mdg4), welcher oft im Zusammenhang mit CP190 gefundefCapeélson

and Corces 20Q65erasimova et al. 200%Golovnin et al. 2012Négre et al. 201,(Pai et al.

2009.

CP190 ist ein 190 kDa groRRes Zinkfingenotein, das bei der Zellteilung, am Zentrosom der
Chromosomen zu finden ist und dort eventuell eine ahnliche Funktion wie Cohesin
Ubernimmt. Cohesin halt die Schwes@romatiden bis zur Zellteilung zusanen und

bindet dabei entlang des Chromosoms. Es wéare mdglich dass CP190 eine ahnliche Funktion
inne hat.

Auch bei der EnhancéBlockade spielt CP190 ibrosophila melanogastegine essentielle

Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass CP190 fur die Brid#angi und damit fur die
Interaktion von Isolator und Promotor verantwortlich(ilsang et al. 2013 Diese Funktion

von CP190 &hnelt auch der von Cohesin, welches durch Interaktion mit CTCF in Vertebraten,
eine Brlcke zwischen Isolatoren her st@fbu et al. 2008Phillips and Corces 2009Vendt

et al. 2008. In ChIRExperimenten konnteebeits gezeigt werden, dass dCTFBiRdestellen

zu 2/3 mit denen von CP190 ubereinstimn{Bartkuhn et al. 2009Bushey et al. 20Q9
Mohan et al. 2007 (Abbildung 6). Dies weist auf @ie funktionelle Gemeinsamkeit von
CP190 und dCTCF hin. Auch konnte gezeigt werden, dass CP190 nicht ohne dCTCF an die
DNA binden kann(Mohan et al. 200)7 Zudem haben Untersuchungen mittelsAG-ColP

von AL AG-getagtem CP190 bzw. dCTCF in unserer Arbeitsgruppe ergeben, dass dCTCF und
CP190 eine physische Interaktion aufweisen (Doktorarbeit Imke Panzer, 26)tbyddbeit

Martin Herold, 2014)(Bohla et al. 2014 Aber auchan den Bindestellen der bereits
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erwahnten anderen Isolatbindenden Proteine ist CP190 zu finden. So zeigt es ein ahnliches
Bindeverhalten wie Su(Hw) und BEAR2. Ein konkretes Beispiel fir den Einfluss von
CP190 auf die Enhanc&lockade ist d@ Su(Hw)vermittelte EnhanceBlockade anGypsy
Isolator des zuvor schon erwadhnt@gpsyRetrotransposon@ai et al. 200 Hier ist CP190
neben Mod(mdg4) essentiell fur die Vermittlung der Funktion@Glgssylsolators. Besonders
interessant ist wch der Fab8Isolator des BithoraXKomplexes, der sich zwischen den
regulatorischen Feldern iab7 und iab8 befindet und zur kontrollierten ExpressiéwaBs
Gens notwendig ist. Hier ist CP190 ebenfalls notwendig um Isdfatioktion zu vermitteln.
dCTCFalleine ist dazu nicht in der Lag&erasimova et al. 2007

CTCF CP190
3102 8862

Abbildung 6: 2/3 der dCTCF-Bindestellen uberlappen mit CP19@Bindestellenin Drosophila melanogasterVenn-
Diagramm der Uber ChiBeq fir CP190 undCTCF ermittelten Bindestellen rosophilaS2Zellen FurdCTCF wurden

3102 Bindestellen genomweit ermittelt, fir CP190 8862. Davon teilen CTCF und CP190 insgesamt 2022 Bindestellen
(Bartkuhn et al. 2009

In aktuellen Publikationen wurden, wie bereits oben erwahnt, weitere Isolatorproteine
identifiziert, die zur Rekrutierung von CP190 fuhren und die dieses fir ihre Funktion als
Isolatorprotein benotigen. Diese sind Ibf Lunih@ulatorbinding factorl und2) (Cuartero et

al. 2014. Wahrscheinlich gibt es neben CP190 auch weitere Faktoren, die an der Auspragung
der dCTCFvermittelten Isolation beteiligt sind, aber auch Proteine die mit CP190
interagieren um die I$ation zu vermitteln.

Diese Arbeit beruht im Wesentlichen auf einem Ri&reen inDrosophila S2-Zellen, der

auf einem funktionelleLuziferaseReporterAssay basiert ist. Dies Screerkonnteweitere
Faktoren identifizieren, die an der Isolation dud&TCF und CP190 beteiligt sind. Dabei
konnten bereitglie beiden Remodellingozw. TranskriptiondgRegulationsKomplexe NURF
(Nucleosom Remodelling Facjamd dREAM (limerization partner, Riike, E2F and multi

vulval class B identifiziert und verifiziert werden (Bohla et al. 2014 Proteine der
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SUMOylierungsKaskade zeigten dabei auch einen Effekt auf die Enhddloekade am
Fab8 Isolator.

AulRerdem wurden durch Ye&Bwo-Hybrid-Screen und Massenspektrometrie identifizierte
potentielle CeFaktoren vordCTCF und CP1, in dieser Arbeit auf ihre #lokalisation mit
diesen untersucht. Bei den vitro identifizierten Kofaktoren handelt es sich um die ZAD
(Zinkfingerassociated domaine -Proteine Pita, ¢g7928 (jetzt ZIPIC) und ¢g30020
(Maksimenko et al. 2035

1.4.Potentielle Interaktionspartner von CP190

1.4.1.ZAD-Proteine als neuelsolator-bindende Proteine und Interaktiongartner von

CP190

CP190 hatwie bereits oben erwéhrdine wichtige Rolle in der Genregulation und ist an der
Isolation beteiligt (Heseding et al. 2016 Korenjak et al. 2014 Auch aktuelle
Forschungsergebnisse bestatigen die Rolle von CP190: Es wurde gezeigt das CP190 fur die
Bruckenbildung und damit fur die Interaktion von Isolator und Promotor verantwortlich ist
(Liang et al. 2014 Diese und die Tatsache das CP190 mit drei von fiunf beschrieben
Isolatorproteinen irDrosophilainteragiert, deutet darauf hin das I eine globale Rolle

bei der Isolation und der Genregulation spielt. Wie bereits erwahnt, wurden erst vor kurzem
zwei weitere Isolatorproteine entdeckt, die in der Lage sind CP190 zu rekrutieren. Bei diesen
handelt es sich um Ibfl und Ibftngulatorbinding Faktor1l und 2)(Cuartero et al. 2034

Aber es ist wahrscheich, dass es noch weitere Isolabindende Proteine mit dieser
Eigenschatft gibt.

Hier sind zum Beispiel die Proteine der ZAZifikfinger-assoziierte DomaneFamilie zu
nennen. Diese Proteine habeinige C2H2Typ Zinkfinger, ebenso wie Zinkfinger Protes

(ZFP), zu dene auch dCTCF und CP190 gehtremed® werden zubNA-Bindungbendtigt.

Die ZAD-Proteinebesitzen auch die fur diese Prot&amilie Ubliche ZADDomaéane, die
wahrscheinlich dazu digntlie Bindung von Zinkionen zu koordinieré&hung et al. 20Q7
Chung et al. 2002 ZAD-Proteine sind typisch fur Dipteren, wirosphila melanogasteund
machen dort etwa 1@ der Transkriptionsfaktoren ayBenson et al. 2009 Die ZAD-
Familie entspricht in Funktion und Vorkommen innerhalb des Genoms der KRARlie in
Mammaliern(Chung et al. 2007Hamilton et al. 2008 Allerdings sind sie ZABProteine

nicht direkt mit dieserverwandt, sondern wahrscheinlich evolutive noch sehr jung, so dass
man von einekKoevolution ausgehen kann. Wahrscheinlich sind die ZADteine eher aus

den ZFPs entstanden. Zu den Mitgliedern der ZAdmilie zahlen auch Pita, cg7928 (jetzt
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ZIPIC) und c@®0020. Mittels YeastTwo-Hybrid-Screen und durch Massenspektrometrie
wurden diese als Interaktionspartner von CP190d@ifiCF identifiziert(Maksimenko et al.
2015.

Uber die beiden ZAEProteine ZIPIC und c¢g30020, ist weniger bekannt. FIPIC wurde in

einer allgemeinen Studie Uber ZADs jedoch bereits festgestellt, dass es an Prozessen der
ChromatinBildung und -Dynamik beteiligt sein konnte, zu diesen zahen Nukleosemen
Assemblierung uneRemodelling(Krystel and Ayyanathan 2013

Pita ist, von den drearwdhnten ZADBProteinen, der am besten beschriebene Faktor. Es wurde
bereits gezeigt, dass es eine Rolle als TF Ubernimmt und wichtig fur die Regulation von
Entwicklungsprozessen ist, wie z.B. den der Keimbahnentwick{uagndrie et al. 2003

Auch istbekannt das es fur die Koordination des Zellzyklus von Bedeutung ist und damit an
der Regulation der Replikation der DNA uath Wachstum der Zellen beteiligt iPage et

al. 2005. Eswaremadglich, dass es eine Funktion bei der IsolatioDiasophilaeinnimmt,

da es mit CP190 und dCTCF in der Immunpréazipitation koprazipitiert und damit direkt mit
diesenin vivointeragiert.

Es ware vorstellbar, dass CP190, dass nicht ohne Unterstitzung anderer-taudinder
Proteine an die RA binden kann, durch Pita, aber auch ZIPIC (cg7928) und cg30020, zu
Isolatoren rekrutiert wird, wie im Model dargestgkibbildung 7). Dabei kdnnten sie auch
Einfluss auf die Isolation und damit die Genexpression haben.

In dieser Arbeit wurde die Bindung von Pita, ZIPIC umgm Teil auch von cg30020,

genomweit analysiert und ihr Einfluss auf die Bindung von CP190 an Chromatin untersucht.

27



Einleitung
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Abbildung 7: Modell der eventuellen Funktion der ZAD-Proteine Pita, ZIPIC (cg7928) und cg30020 bei der
Interaktion mit CP190. CP190 bindet nicht ohne andere Isoldtordende Proteine an die DNA und ist somit auch nicht in

der Lage lIsolation zu vermitteln (oben).eDZAD-Proteine Pita, ZIPIC und cg30020 kénnten die Funktion von Iselator
bindenden Proteinen tibernehmen und CP190 durch physikalische Interaktion zur DNA rekrutieren (unten). Dies kénnte, wie
in diesem Model dargestellt, Einfluss auf die Enhancer Bloclkdmi,auch auf die Barriere Funktion von Isolatoren haben.

1.4.2.SUMOylierung als potentielle Modifikation von CP190 und anderen Isolator

bindenden Proteinen

SUMOylierung ist eine ProteiNodifikation, ahnlich der Ubigitinilierung, bei der das kleine
Protein aufein Zielprotein Ubertragen wird. Viele verschiedene Proteine in der Zelle kbnnen
SUMOyliert werden. Dazu mussen die Proteine ein oder mehrere SUMi®e besitzen.

Das Uubliche Konsenstdot i v fer SUMOyKix-B/E,umogb e au@ et i nCe
hydrophoben Armosaure entsprichK bedeutet, entspreche des genetischen Codes, Lysin.

X entspricht einer beliebigen Aminosdure und D bzw. E sind Symbole fur die sauren
Aminosauren Asparaginsaure und Glutaminsaure. Allerdings gibt es auch untypische Motive,
die dem @entlichen Konsensus nur ahnélday 2005 Ren et al. 2009Teng et al.2012.
SUMO-Proteine sind knapp 20 kDa grof3e Proteine, die Uber die sogenannte SUMOWierungs
Kaskade als Modifikation an andere Proteine, die ein oder mehrere SNdi@e besitzen,
kovalent angehangt werden kdnnen. Dabei wird zunach<g-derminus von SUND durch

eine spezifische Protease entfernt und SUMO somit in seine aktive Form uberfuhrt. Das
SUMO-aktivierende Enzym, ein Heterodimer (Aosl/Uba2), bindet das aktive SUMO und
Ubertragt es mittels Veresterung auf das SUkbQjugierende Enzym (Ubc9 bzw. lwmnit
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dessen Hilfe die SUMAQigase (PIAS) SUMO auf das Zielprotein Ubertragen kann. Durch die
SUMO-Proteasen (verloren) kann SUMO von diesen wieder entfernt wéé@kemau and

Lima 201Q Hay 2005 Mukhopadhyay and Dasso 2Q0Th Vertebraten gibt es drei SUMO
Varianten, SUMO1, SUMO2 und SUMO3. SUMO2 und 3 gdiladbei in der Lage Ketten zu
bilden. Je nachdem wie lange die Kette ist bzw. ob eine MEudOylierung vorliegt, kann

dies unterschiedlichen Einfluss auf die Funktion von SUMO hdbktic et al. 2008 Im
humanen System ist mittlerweile ein viertes SUMIlekil entdeckt worden, SUMOA4, dass
strukturell SUMO2 und 3 &hnelt, aber hauptsachlich bei der Stressbewaltigung der Zelle eine
Rolle spielt(Wei et al. 2008 In Drosophilagibt es nur eine Variante von SUMO, Smt3 oder
dSUMO. Dieses entspricht dem SUMO1 aus Vertebraten und kann damit keine Ketten bilden
(Abbildung8).

SUMOylierung Ubernimmt viele verschiedene Funktionen in Organismen, da es die Funktion
einiger Proteine modifiziert und damit in die biologischen Prozesse eingreift, an denen diese
beteiligt sind. SUMO ist, ahnlich wie Ubiquitin, an der Degradierung von Proteinen beteiligt.
Zudem spielt es eine Rolle bei der Mitose und der damit verbunden Segregation der
Schwesterchromatidgizuma et al. 2003hang Y. 200R Auch bei dem Kerntranspovbn
Proteinen ist es beteilighei dem das KernporerKomplexzugehdorige Protein RanBP2
SUMOyliert wird (Mahajan et al. 1997 Desweiteren weil3 man, dass SUMOylierung auch an
der Apoptose und derefizyklus-Kontrolle beteiligt ist(Gareau and Lima 201®ay 2005
Jackson and Durocher 2Q1arge and ParBarge 2009Wan et al. 201R Es hat zudemgine

Rolle bei der Immunreaktion iDrosophiladurch die SUMOylierung von DorséBhaskar et

al. 2003. AuRerdem spielt SUMOylierung eine wichtige Rolle bei der Streadweitung
innerhalb der Zelle zunBeispiel bei HypoxieStress und Hitzestress. IBrosophila
melanogastewird SUMOylierung als Folge von Hypoxigtress und Hitzestress induziert
(Stielow et al. 2008 AuBerdem ist bekannt, dass einige wichtige Faktoren, die an der
Regulation der Transkription beteiligt sind SUMOyliert werden, wie z.B. die Kofaktoren von
Isolatorbindenden Proteine, CP190 und Mod(Mdg4), aber duahskriptionsfaktoren, wie
Bicoid, Vestigal und Croucho, sowie Teile von Remodekmynplexen wie Mi-2 (Capelson

and Corces 200®ie M. et al. 2009Stielow et al. 2008
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Prozessierung durch SUMO-Proteasen
N\

/

Aktivierung

S- SUMO-Aktivierendes Enzym (E1)

Transfer

- SH <— -S- SUMO-konjugierendes Enzym (E2)

PIAS = -
Ubertragung und Unterstiizung der Ligation

“ Aosl !
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Zielprotein - SH < Zielprotein —s-

Abbildung 8: Modell der SUMOylierungs-Kaskade in Drosophila melanogasterC-terminalesProzessieren von Smt3
(rot) durch SUMGProteasen Aktivierung durch Transesterbindung an das Heterodimer (Aosl/Uba2) des SUMO

aktivierenden Enzyms (E1) (griin). Ubertragung durch Transesterifizierung auf das-Ebiit@ierende Enzym (E2) (blau).

E2 steuert)bertragung von SUMO auf das Zielprotein (gelb) und unterstiitzt die Ligation durch die Sigsi (violett)
(PIAS, E3).

Die Funktion von SUMOylierung bei der Isolation Drosophila wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Zum einen wde postuliert, dassdurch Hitzeshock induzierte
SUMOylierungzur Reduktionvon InsulatorBodiesin S2Zellen, die hier mitSpecklegleich
gesetzt werden, fuhrAllerdings wude hier auch beschrieben, dass kieock dowrvon Smt3

zur DeKondensation voninsulator-BodiesCP190Specklesfiihrt, da Isolatorbindenden
Proteinen bzw. ihrerKofaktoren, wie mm Beispiel CP190 und Mod(mdg4) nicht mehr
SUMOyliert werden. Zudem wde auch beschrieben, dass die SUMOylierung keinerlei
Effekt auf die Bindung der SUMOylierten Faktoren an Chromatin oder auf die Isolation bzw.
EnhanceiBlockade habe (Golovin et al, 2012)urFdenvon Su(Hw}gebundenerGypsy
Isolator inDrosophilawurde beskrieben, dass SUMOylierung einen negativen Effekt auf die
EnhanceiBlockade an diesemhat Hierbei wirkte sich der knock downdes SUMQO
konjugierenden Enzym&?2) Iwr in der Fliege positiv auf die Isolation aBypsylsolator aus.
Auch wurde in diesem Forsamgsansatbeobachtet, dass CP190 und Mod(mdg4)vitro

und in vivo SUMOyliert werden. In Immunfarbungen von Polyf@hromosomen wurde
festgestellt, dass die SUMOylierung dieser Faktoren keinen Effekt auf deren Bindteag hat
Dabeiwurde die These aufgedit, dasssich die InsulatorBodiesdurch SUMOylierungron,
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an der Isolation beteiligten Proteinen, schlechter ausbilden kénnen und es dadurch zu einer
reduzierten Isolation komnf€Capelson and Corces 2006

In weiteren Studien ibrosophilaS2-Zellen konnte fest gestellt werden, dass SUMOylierung
mit den PolycombRepresseKomplexenkolokalisiert der allgemein zur Remsion durch

die Kondensation von Chromatin fuhrDie Proteine aus de PolycombRepressor
Komplexen, wie zum Beispiel E(2)nd PolycombwurdendabeiSUMOyliert. Dies fuhre zu

einem Zerfall der PolycomBodies Die DeSUMOylierung durch die SUME@Protease
verloren (velo) hae den gegenteiligen EffekGonzalez et al. 20)4

In Drosophila wurde bisher nur besclben, dass Kaktoren von Isolatebindende
Proteinen SUMOyliertwerden, wie z.B. CP190 und Mod(Mdg4¢apelson and Corces
2006). Bei Isolatorbindende Proteinen selbst konnte bisher keine SUMOylierung
nachgewiesenwirden So existierenin Drosophila bisher keine Kenntnisse Uber die
SUMOylierung vondCTCF und anderen Isolatebindenden Boteinen wie z.B. Su(Hw),
welches in den beiden oben genannten Publikationen zur SUMOylierung im Zusammenhang
mit Isolation, das untersuchte Isolatbndenden Boteinenwar (Capelson and Corces 2006

Uber CTCF ist aus dem Vertebrai8ystem bekanpdass es durch SUMO1, SUMO2 und
SUMO3 N- und Gterminalmodifiziert wird und dass diese SUMOylierung zu Reduktion der
Isolation durchdCTCF fuhrt (Kitchen and Schoenherr 201PlacPherson et al. 20R9In
Drosophilakdnnte dies allerdings anderes aussehen, da es hier nur eine-8aHa6éxe gibt.

In dieser Arbeit ag der Fokus vor allem auf der Untersuchung der Folgen von
SUMOylierung, auf die von dCTCRind CP196vermittelte kolation inDrosophila Dabei

wére es denkbar, dass SUMOyleireung von Isolatedenden Proteinen die Isolation
verringert, weil diese z.B. degradiert werden oder nicht mehr an die DNA binden kdnnen.
Andererseits ware es auch mdglich, dass eine verstdki®Oylierung zu einer
Verbesserung der Isolation fuhrt, weil die Faktoren stabiler sind und/oder besser an die
Zielsequenzen der DNA Bind€Abbildung9, Modell).
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Abbildung 9: Modell zur Rolle der SUMOylierung (gelb) bei der Isolation inDrosophila melanogastemit Fokus auf

CP190 (rot) und dCTCF (grun). Die Isolation wird durch SUMOylierung von CP190 und evtl. dCTCF entweder verstarkt
(rechts) oder abgeschwécht (links). Enhance bzw. Silencer (hellgriin) kénnten dadurch verbesserten oder verschlechterten
Zugang zu ihren Zielpromotoren haben und damit audhdie Genexpression (Gene: blau). Dabei ware es denkbar, dass
SUMOylierung die Bindung der Isolator bindenden Proteine an die DNA beeinflusst.

1.5.Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeitwar es einen erweiterten Einblick in die Mechanismen der Isolation in
Drosophila melanogasteru erlangen, indem Faktoren die an der Isolation beteiligt sind,
naher beleuchtetwrden. Dabei stand vor allem CP190 im Fokus der Untersuchungen. CP190
ist ein Isolatorprotein, das an zahlreichen Isolationsprozessen zusammensafitegensten
IBPs beteiligt ist. Hier wurden vor allem Prozesse an Isolatoren, die es zusammen mit dCTCF
bindet untersucht. Um die dCTGRund CP196vermittelte Isolation besser zu verstehen,
wurde nach potentiellen Interaktionspartnern von CP190 gesucht.
Eine Kategorie von Kandidaten fur die Interaktion mit CP190 und dCTCF und damit auch
potentielle Isolatebindende Proteine bzw. Kofaktoren, sind die oben erwéhnten-ZAD
Proteine Pita, ZIPIC (friher cg7928) und ¢g30020. Diese wurden bereits in der
Massenpektrometrie, Uber Gémmunprézipitation und Uber Yeaswo-Hybrid-Screen als
Interaktionspartner von CP190 und teilweise auch von dCTCF identifixaksimenko et
al. 2015. In dieser Arbeitkonnte untersucht werden, ob CP190 mit den ZRDbteinen
kolokalisiert und welchen Einfluss diese auf die Bindung von CP190 zu Chromatin haben. In
einer genomweiten ChiBegAnalyse von Pita, ZIPIC und ¢g30020 konnte die
Kolokalisation mit CP190und anderen Isatorbindenden Proteinen untersucht werden,
sowie eine MotivAnalyse durchgefihrt werden. AulRerdem wurde der Einfluss der Bindung
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auf die Expression umliegender Gene, durch CP190 und derFZéieinen betrachtet. Diese
Resultate konnten durcknock dowrExperimentevon CP190, Pita und ZIPIC mittels CRIP
gPCR validiert werde(Maksimenko et al2015.

AulRerdem diente der oben genannte funktionelle RS8k&een in SZellen, als ein
Anhaltspunkt flr die Suche nach Interaktionspartnern fir CP190 fub&tionelle Screen
wurde zur Ermittlung der, an der Enhan&ockade des FabBolator, beteiligten Faktoren
durchgefihrt. Auch dCTCF und CP190 binden diesen Isolator. Neben einigen anderen
Faktoren, waren vor allem die SUM&3soziierten Faktoren aufligl (Bohla et al. 2014 Wie
bereits erwahnt, urde die Bedeutung der SUMOylierung fur die Isolation Dmosophila
bisherkontrovers diskutiert. Ein Ziel dieser Arbeit war es zu ermitteln, welche Folgen die
potentielle SUMOylierung von CP190 und dCTCF fur die Isolation haber auch die
Analyse der Auswirkngen von SUMOylierung auf die Eigenschaften, wie zum Beispiel die
Bindung der Faktoren, konnte hier durchgefuhrt werdBazu wurde zunachst das
Fusionsprotein FLAGHis-dSUMO induzierbar und konstitutiv in Sllen exprimiert Mit
diesenkonnte ermittelt werden, ob dCTCF und CP190 inZ8Ren potentiell SUMOyliert
vorliegen. Hierfur wurden Immunprazipitationen gegen FEAG-dSUMO durchgefihrt.
AuBerdem war es moglich festzustellt, ob die SUMOylierung auch einen Einfluss auf die
Chromatn-Bindung der Isolatebinden Faktoren und deren Kofaktoren hat. Dazu wurde
ChIP-gPCR und ChiFSeq fur die FLAGHis-dSUMO Uberexprimierenden SZZllen
durchgefuhrt. In diesem Zusammenhang wurde auch die generelle Zuganglichkeit vor und
nach Expression vonFLAG-His-dSUMO mittels FAIREAssay und H3ChIP untersucht.
Zudem wurden knock dowrExperimente in  konstitutiv = FLAGHisS-dSUMO
Uberexprimierenden S2ellen genutzt, um den Einfluss von SUMOylierung auf die CP190
SpeckleqInsulatorBodieg zu untersuchen (Manie Buxa, Doktorarbeit). Fir die weitere
funktionelle Analyse des Einflusses der SUMOylierung auf die Enhddloekade, wurde

das fur den RNAScreen verwendete LuziferaBeporterSystem verwendet, wobei die zu
untersuchenden Isolatoren zwischen demweadeten Zelllinien variierten. Diekonnte
Aufschluss dartber geben, ob die SUMOylierung auch zur Verdnderung der Enhancer
Blockade anderer Isolatoren fuhrt. Mittels RNAi von SUMOylierasgozierten Faktoren
wurde der Einfluss von Faktoren der SUM@skade auf die Isolation in S2ellen, die das
LuziferaseReportersystem stabil integriert hatten, untersucht. Anschlielend konnte ein
LuziferaseAssay durchgefuhrt werden.
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2. Material und Methoden

2.1.Material

2.1.1.Gerate

Gerat Hersteller/Produktname
Begasungsbrutschrank Heracell 240, Heraeus
Computer Acer, Fujitsu Siemens
Dokumentationssystem VersaDoc (BieRad)
Eismaschine Scotsman
Elektrophoresé\pparatur PegLab, Bio Rad, Hoefer
Entwicklermaschine Kodak M35 XOmat Processor
Eisschrank Bosch

Gefrierkuhltruhe {80°C) Revco

Kihlschrank Bosch

Luminometer Bechthold

Magnetrthrer IKA -COMBIMAG-RCH,JK
Mikroskope Telaval 31, Zeiss
Axiophot, Zeiss
Carl Zeis
Mikrowelle Privileg
PCRCycler GeneAmp 9600, Perkin Elmer

Mastercycler Gradient, Eppendorf

Pipetten (2ul, 10pl, 20ul, 100ul, 200y
1000pul)

Gillson, Eppendorf

Pipettierhilfe

Pipetboy, Integra Biosciences

Real TimePCR Cycler CFX96BioRad
Rotator neolLab
Schittler (Unimax 2010) Heidolphe Instruments
Sonifier 250, Branson; Biorupter (Diagenode)
Spannungsgerate Consort, Shandon, Phase
Spektralphotometer Ultraspec 3100 pro Amarham Biosciences
Tubesealer Beckman
UV-Tisch Bachofer (366nm), UVP (254nm)
Vakuumzentrifuge (Speedvac) Savant
Versa DocE | magi ng |BioRad
Videoanlage Nikon N50 CCD Videokamera, Software
Biometra
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries
IKA Vibrofix VF 1
Waage PM3000, Mettler
PRS 3263, Kern
Wasserbad Koétterman, Braun Melsungen AG
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Wasserfilteranlage Millipore
Western BlotApparatur Bio Rad
Zellzahler (countess) Invitrogen

Zentrifugen

Biofuge Pico, Heraeus

Multifuge 3, Heraeus

J2-MC, Beckman

5417R; Eppendorf

Sorvall®MC 12V, Du Pont

2.1.2.Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsgegenstand Hersteller
6-Well Schalen Greiner Bio One
24-Well Schalen Nunc

96-Well Schale Nunc
Deckglaser AL
EinfriergefalRe (2ml) Nunc
Einmalktvetten Sarstedt

Ei nwegkan¢l en (& O0,|Braun
Einwegspritzen (5ml, 50ml) Greiner

Filme

BioMax VAR, Kodak

Filterspitzen

Ratiolab

Gewebekulturschalen (10ml, 20ml)

Greiner Bio One

Handschuhe (Nitril) Roth

| mmo b i B-Teansiermembran Millipore

Objekttrager MenzelGlaser
Pasteurpipetten Roth; Brand

Parafiim M® American National Can

PCRReaktionsgefalie (0,2ml)

Biozym Scientific

Petrischalen (10cm)

Greiner Bio One

Pipettenspitzen

Greiner Bio One

PVDFMembran(lmmobilon) Millipore
ReaktionsgefalRe (0,5ml) PagLab
ReaktionsgefalRe (1,5ml, 2ml) Eppendorf

RealTime-PCR Reaktionsgefal? (0,1ml)

Corbett Research

Rontgenfilme

Kodak BioMax XAR

Sterilfilter Sartorius
Skalpelle Braun
Whatman3MM-Papier WhatmanPapier
Zellkulturflaschen (grof3 und klein) Sarstedt

Zentrifugenréhrchen (15ml, 50ml)

Falcon; Beckmann
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2.1.3.Chemikalien
Es wurden Chemikalien hochsten Reinheitsgrades (p.a.) verwendet.

Chemikalie Hersteller
Aceton Merck
Acetyl-CoA Merck
Acetyl-CoA Roth

Agar Gibco

Agarose IBI, Roth
Ammoniumchlorid Merck
Ammoniumhydrogencarbonat Merck
Ampicillin-Natriumsalz Merck, SERVA
[3-Mercaptoethanol Sigma
Bactopepton Difco

Borsaure Merck
Bradford Reagenz (Proteinbestimmung) | Roth
Bromphenolblau Merck

BSA Biomol, Fraktion V
Caesiumchlorid Merck, Roth
Chloramphenicol Roth
Chloroform Merck
Coenzym A PJK GmbH
Coomassie Brilliantblau Merck
Dithiothreitol (DTT) Sigma, Pharmacia
Drosophila Schneideviedium Gibco

dNTPs (dATP, dGTP, DTTP, dCTP) MBI Fermentas
EDTA-Natriumsalz SERVA
Essigsaure Merck

Ethanol Merck
EthidiumbromidLdsung (10mg/ml) Roth
FicollE Merck
Formaldehyd (37 %) Calbiochem
Fotales Kalberserum (FCS) Gibco

Glucose Merck

Glycerol Merck

Glycin Merck
Hefeextrakt Hefeextrakt Difco
HEPES(n-2-Hydroxyethylpiperazin) Roth

IPTG Applichem
Isoamylalkohol Merck
Isopropanol Merck
Kaliumacetat Merck
Kaliumchlorid Merck
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Kalium-di-hydrogenphosph&g-hydrat Merck
Di-Kaliumhydrogenphosphat Merck
Kaliumhydroxid Merck
Leupeptin Pharmacia, #1/518413
Lithiumclorid Sigma
Manganchlorid Merck
Magnesiumacetat Merck
Magnesiumchlorid SERVA
Magnesiumsulfat Merck
Methanol Merck
N'N'-Methylenbisacrylamid Roth
Milchpulver, fettfrei Super G Inc., USA
Natriumacetat Merck
NatriumBicarbonat SERVA
Natriumbutyrat Sigma
Natriumcarbonat Merck, Roth
Natriumchlorid Merck
Natriumdeoxycholat Roth
Natriumhydrogencarbonat Merck
Natriumdi-hydrogenphosphat Dihydrat Merck
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck
NatriumhydroxidPlatzchen Merck

NEM Roth
Nicotinamid Sigma
Nonidet P40 (NP40) substitute SERVA
Pen/Stref.6sung Gibco
Phenol Roth
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma
PIPES Sigma, Roth
poly(dl-dC) 1 poly(dI-dC) Amersham
Propidiumiodid Sigma, #P4170
Puromycin Fluka
Saccharose SERVA
Salzsaure Merck
Sucrose SERVA
SDS, ultra pure Roth
Streptomycin Sigma
Tetrazyklin SERVA
Tris Merck
Triton X-100 SERVA
Tween 20 Roth

X-Gal Sigma
Xylencyanol Sigma

37




Material

2.1.4. Enzyme

Enzym

Hersteller

Alkalische KalberdarrPhosphatase (CIAP)

MBI Fermentas

DNasel

Invitrogen, Sigma

Lysozym Serva, Fluka
Micrococcal Nuclease MBI Fermentas
Pfu-Polymerase MBI Fermentas

Proteinase K

MBI Fermentas

Restriktionsendonuklease

Amersham, MBI Fermentas, New Engla
Biolabs

RNase A (DNasdrei)

Sigma #6513

T3-, T7-RNA Polymersase

Roche

T4-DNA-Ligase

MBI Fermentas

4-PNK MBI Fermentas
TagPolymerase Invitrogen
Trypsin Merck
2.1.5.Komplettsysteme

Kit Hersteller
GoTag®Flexi DNA Polymerase Promega
Megascript T7 IVT Kit Ambion
Plasmid Midi Kit (100) Quiagen
Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMi Invitrogen

UDG

Protein G Plus/Protein A Agarose

l 1l lustra GFXEPCR
Purification Kit

D

GE Healthcare

QIAquick® Gelextraction Kit

Quiagen
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2.1.6.GroRenstandards
DNA-Langenstandard

pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23

bp ng/05pg - % bp
501
~ Ao
. _ 404
5 501 933 187
2 a0 010 182 331
£ 404 752 150
= 3 616 123
g 242
g 242 460 90
120 364 71
B oG M
~ 40 205 449 =
L B 125 33 bl
= 3 B5 B3 - 111
g T B5 B3 ~ 110
£
0.5patane, Bzm length gd,
1XTEE, 5V/em, 15h ! 67
E
£
=
=
£ 34,34

Range

0.50lane, 20em length gel,
1} TAE, 8V/iem, 3h

13 fragments (in bp): 501**, 488** 404, 331, 242, 180,
147,111,110, 67, 34, 34, 26 (it comprises 1.0%).

Lambda DNA/Eco1301 (Styl) Marker, 16
bp_ng/0.5 pg Y

— {2329° 1993 399

. 7743 798 160

— @223 642 128

_ 4254t 430 88

472 /8 72

» 2600 277 55

g _{pg2 {04 320

= _ 1489 153 3.1
&

g 0% 05 14
L
=

= _ 421 43 09
53
£

0.5 ualane, & cm length gel,
1XTAE, 7 Vfem, 45 min

Range
11 fragments (in bp): 19320*, 7743, 6223, 4254*, 3472,
2600, 1882, 1489, 925, 421, 74 (it comprises 0.2%).

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,

ready-to-use

0.5 pafane, 8 cm length gel,

bpng/05mg %

20000 200 40

/ 10000 200 40

/7000 200 40

—) 5000 750 150

et~ 4000 200 40

g 00 200 40

g N o000 200 40

% 1500 80.0 16.0
@

g Bel— 1000 250 50

j=] 700 250 50

2 ~ 500 750 150

v — 200 250 b0

— 300 250 50

= — 200 250 50

z — 75 250 50
2
&

1XTAE, 7 Vicm, 45 min

exACTGene 1kb DNA
Ladder

bp ng/10puL
1000 77
900 67
800 63
700 55
600 47
500 70
400 34
300 26
200 33
100 28

Produziert von Thermo Fisher.
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Protein-Molekulargewichtmarker

Protein Ladder
kDa

— — ~170—
30—

e | ~100 | S

» — ~70

» | ~55 -

L 40 ]

— .35 —

_ — ~25 —

- ~15 -

- -1

Gel

4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

PageRuler™ Prestained

Blot

Produziert vonrhermo Fisher

2.1.7.Antibiotika

Antibiotika
Ampicillin

Doxycyclin
Kanamycin

Puromycin

Hersteller
Gibco
Gibco
Invitrogen
Gibco

Verwendete Konzentration

Stock: 100mg/ml in H20; End.: 100ug/ml
Stock: 2ug/ul in H20; End.: 1ug/ml

Stock: 50mg/ul in H20; End.: 100ug/ml
Stock: 2ug/ul in H20; End.: 0,2 bzw. 0,3ug/ml

2.1.8.Bakterienstamme

Es wurden ausschlie3lich LabBicherheitsstamme des Prokaryotescherichia coliK12

benutzt, die nicht zur Konjugation beféahigt sind.

BL 21 (DE3) pLys s(Studier et al. 1990

Dieser Stamm tragt den GenotypofmpT gal(dnc)(lon)hsdSB(rBnB-) mit DE3, einem
Prophagender das IsopropyD-thiogalactosid (IPTG) induzierbare Pblymerasésen tragt.

Er besitzt weder lonnoch ompTProteasen. Weiterhin enthalt er ein Plasmid, welches das

T7-Lysozym und die Material 34 ChlorammgnicotAcetyltransferase codiert.

Bakterienstamm wurde zur Amplifikation von Plasmiden verwendet.
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D H 5 @anahan 1983
Dieser Stamm besitzt den GenotygeRtAl hsdR17 (K-mK+) supE44 thi-1 recAl gyrA
(Nalr) relA1 lagdYA-argF)Ul® (_ 8 0 | a c)Z pdddr SBakterienstamm wurde zur

Amplifikation von Plasmiden verwendet.

2.1.9.Eukaryotische Zelllinien
S2 Zellen(Schneider 1972EmbryonaleDrosophila nelanogastetZellen
Die Zellen werden in Schneiderzéledium mit 10 % FCS bei 23°C und ohne zusatzliche

CO2 Atmosphére kultiviert.

S2 K6 HA-FLAG -CP190(Diplomarbeit Benjamin Schmid, Giel3en)
S2Zellen wurden stabil mit pRNHA-FLAG-CP190 unter Kontrolle eise CuSO4

induzierbaren Promotors transfiziert. Kultivierung entsprechendeBan.

S2 K4 HA-FLAG -dCTCF (Doktorarbeit Imke Panzer, Giel3en)
S2Zellen wurden stabil mit pRMHA-FLAG-dCTCF unter Kontrolle eines CuSO4
induzierbaren Promotors transfiziert. Kulirung entsprechend S&llen.

S2F80L Pool(Doktorarbeit Dorte Bohla, Giel3en)
S2-Zellen wurden stabil mit pDC25Rab80plE-Luc stabil transfiziert und kann damit fir

LuciferaseReporterAssays verwendet werden. Kultivierung entsprechendedizn.

S2F80F&. Pool (Doktorarbeit Dorte Bohla, Giel3en)
S2-Zellen wurden stabil mit pDC25Bab80plE-Fab8Luc stabil transfiziert und kann damit
fur LuciferaseReporterAssays verwendet werden. Kultivierung entsprechendei2n.

S2F80OF8bL Pool(Doktorarbeit Dorte Bola, Giel3en)
S2Zellen wurden stabil mit pDC26Bab80plE-Fab8bLuc stabil transfiziert und kann
damit fur LuciferaseReporterAssays verwendet werden. Kultivierung entsprechend S2

Zellen.

S2F80bcdL Pool(Doktorarbeit Dorte Bohla, Giel3en)
S2Zellen wurden sthbil mit pDC264Fab80plE-bcd-Luc stabil transfiziert und kann damit
fur LuciferaseReporterAssays verwendet werden. Kultivierung entsprechendei2n.
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S2F80F6L Pool(Doktorarbeit Dorte Bohla, Giel3en)
S2Zellen wurden stabil mipDC264Fab80plE-Fab6Luc stabil transfiziert und kann damit
fur LuciferaseReporterAssays verwendet werden. Kultivierung entsprechendéhizn.

S2F80cg31472 PodDoktorarbeit Dorte Bohla, Giel3en)
S2Zellen wurden stabil mit pDC26Bab80plE-cg31472Luc stabil transfiziert und kann
damit fur LuciferaseReporterAssays verwendet werden. Kultivierung entsprechend S2

Zellen.

S2 FLAG-His-dSUMO konstitutiev (Klone 15 und 17) (Masterarbeit Meike K. Abraham)
S2Zellen wurden stabil mit pAW FLAGis-dSUMO unterKontrolle eines konstitutiv
aktiven AktinPromotors transfiziert. Kultivierung entsprechendzgfien.

S2 FLAG-His-dSUMO induzierbar (Klonpool) (Theresa Jox, diese Arbeit)
S2Zellen wurden stabil mit pRM FLAGlis-dSUMO unter Kontrolle eines CuSO4

induzierbaren Promotors transfiziert. Kultivierung entsprecherdeBan.

2.1.10.Antikorper
Primarantikorper
UgG (Polyclonal, verschiedene Spezies; verschiedene Anbieter):
ChlIP: 2¢eg pro IP.

U-dCTCF N-terminal;-dCTCF Gterminal (polyclonakabbit) (Moon etl., 2005):
Western: 1:6.000 Verdinnung in PBS/0,1 % Tween/3 % Milch; ChdPt pr o | P.

U-CP190(Monoclonatmouse):
Zur Verfiigung gestellt von H. Saumweber, Berlin (Uberstande aus Hybridetiem).
Western: 1:2.000 Verdinnung in B®,1 % Tween/3 % MilchChlP: 5¢ | pro | P.

U-CP190(polyclonatrat):

Zur Verfugung gestellt von P. Georgiev, Moskau, Russland (Maksimenko et al, 2014,
Golovin et al, 2008). Western: 1:2.000 Verdinnung in PBS/0,1 % Tween/3 % Milch; ChIP: 2
e | pro | P.

U-Pita (polyclonatrabbit):
Zur Verfugung gestellt von P. Georgiev, Moskau, Russland.

Western: 1: 500 Verd¢gnnung in PBS/0,1 % Tween
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U-cg7928(polyclonatrat):
Zur Verfugung gestellt von P. Georgiev, Moskau, Russland.
Western: 1:1.000 Verdinnung in PBS/@pITween/3 % Milch; ChIP10 ¢ |

U-Histon H3 (polyclonatrabbit; Abcam, Ab1791):
ChlIP: 2eg pro ChiP.

U-beta-Tubulin (mouse; DSHB lowa, E7):
Western: 1:25.000 Verdinnung in PBS/0,1 % Tween/3 % Milch.

U-FLAG M antibody (monoclonamouse) (Sigma, F1804)
Western: 1:2.000 Verdinnung in PBS/0,1 % &we/ 3 % Mi | ¢ h;
pro IP.

Sekundéarantikorper

U-mouselgG-HRP (Santa Cruz, s2055)

MeerettichPeroxidase gekoppelter Antikorper gedéausImmunglobuline.
Western: 1:25.000 Verdiinnung in PBS/0,1 % Tween/3 % Milch.

U-rabbit-lgG-HRP (GE Healthcare, NA934V):

MeerettichPeroxidase gekoppelter Antikérper gegen Kanindnemunglobuline.

Western: 1:25.000 Verdiinnung in PBS/0,1 % Tween/3 % Milch

U-rat-IgG-HRP (GE Healthcare, NA935V):
MeerettichPeroxidase gekoppelter Antikdrper gegen Ralmemunglobuline.
Western: 1:25.000 Verdiinnung in PBS/0,1 % Tween/3 % Milch.

2.1.11.PlasmidgVektoren

ChPIS P |

Konstrukte (Bohla et al. 2011 Hersteller

pDC252Fab8O0plE-Luc pDC252Luc/ F8OL Dorte Bohla
pDC254Fab80plE-Fab&Luc pDC254Luc/ FBOF8L | Dorte Bohla
pDC264Fab80plE-Fab8mutLuc | FBOF8mutL Dorte Bohla
pDC264Fab80plE-Fab8bLuc F8OF8bL Dorte Bohla
pDC264Fab80plE-bcd-Luc F80bcdL Dorte Bohla
pDC264Fab80plE-cg31472Luc F80cg31472L Dorte Bohla
pDC264Fab80plE-Fab6 (1jLuc FBOF6(1)L Dorte Bohla
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Konstrukt

Hersteller

pRM- FLAG-His-dSUMO

FLAG-His-dSUMO ind.

Meike K. Abraham

pAW- FLAG-His-dSUMO

FLAG-His-dSUMO

Eugenia Wagner (Brehm

pMT-Puromycin pPuro Clonetech
pBluskript 11 SK+ pBSK I+ Stratagene
pEGFP pEGFP Jorg

2.1.12.0ligonucleotide (Primer)
Primer fur RT -PCR

Primer fir Haushaltsgene(Vandesompele &tl. 2003 [Bp]

RPL13 forwardA CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA 126
reverseA TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA
RT-Primer

CP190 forward A GTAAGACAATGCACGCCTTGATCG
reverseA CATCAGATGGCCTCGGAAGCC

dCTCF forwardA GCTAATTGCCTTGGGTTAG
reverseA AAGACTACGCCCAAGAAGCA

Aosl forward A TATGGACACCAGCGAGACAG 204
reverseA TTGTCATCCAGCAGCTTCAC

Uba2 forwardA GTCGTAGCAGATGCCTCACA 223
reverseA CTGCTTGGTCTTCGTCTTCC

Su(var)210 forwardA GGTGTCCGGACTACACTGT 158
reverseA GCAGTCAGCATCCTCAGTCA

Pita forward A GGAAGATTGGTGGAGTGEC
reverseA TCTGCGTGTACTGCGAGAAG

ZIPIC forward A GAGCAGACATCGCACTCGEA
reverseA TCGTACTCCGGGTTGATAGG

cg30020 forward A GACGACTTTGATGACGACCA

(Exon 7/8) reverseA CTTGATCAGCAATCGCTTCA

cg30020 forwardA CCGTTTGCAATAAGGAGEAA

(Exon 12/13) | reverseA CCAACTCTTCGGTGGTGAAG
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RNAi-Primer
Gen DRSC Nr. |Gen Nr |[Bp] |Sequenzen
For A GCCCGACATCAGTTQA\AT
dCTCF 338/ RevA GCACTTGAAGGATGGCTC
MRCO014_E 510(For A TGCCGGGGACGATGATGACGATGAT,
CP190 10 RevA CTCTTCTGGGCTGCGGCTGTATTTG
For A TGGCAAAGTAGAACCCGAAG
Aosl DRSC29634 CG12276| 255|RevA GTGAAGCTGCTGGATGAGA\A
Su(var) For A CCATTTCCGTCTCTTCAGsA
2-10 DRSC07721 CG8068 255/ RevA AGAAAGGCACCTCTTGGACG
For A CAGTCCTTCTCCTCGTC@G
lwr DRSC27034 CG3018 255/ RevA GACTGCTAGCGGAAATCCAG
For A TGCATTTGGTCTAAGTCGEG
Uba2 DRSC11311 CG7528 255|RevA GGGCAAGCTGTTCAACAAGT
For A CGGGGTTATGGTGGTGTTAC
velo DRSC27497/CG10107| 255|RevA GAGGACTTCGTCTGCCT@C
For A GCCACCAGTCTGCTETG
smt3 DRSC03611 CG4494 255/ RevA TGACGAAAAGAAGGGAGGTG
For A TCTTGGTCGGATCATCTTGA
Pita AMB19134 |CG3941 RevA GAGCATGCTGGAGGATATGG
For A GTGCCTCCTCAATATTCCCA
ZIPIC DRSC37499 CG7928 311|RevA ACGTACCGAAGGACATTCACA
€g30020 For A GGGTCTTTCATACAACTGCAAG
(1) DRSC06730 cg30020 | 382|RevA AAGGACAAGGTACTCGGTGC
€g30020 For A CGTGATAAATTCTGGCGCT
(2) BKN23181 |cg30020 | 410/RevA CATAGTTTCCGGCACAGGAT
cg30020 |MRCO017_A For A AAGCTATAAACTGCTGTCCACCACT
3) 05 cg30020 | 500{RevA TCAGATGCACATTGGACTTTTCCTC
€g30020 For A CTCTTCTATGCGGCAACOC
(4) DRSC35059 cg30020 | 209|RevA ATAAAGTCCTGCATGTCGCC
T7 Seq TAATACGACTCACTATAGGGAGA
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ChIP-gPCR Primer (pita/cg7928 ChIRSeqgValidierung)

Pita only [Bp] |Sequenz

For A CATTGGTGTTGCTGTCGAST
cg31869 219 RevA ATTCCGACCAGAAAGCAGAG

ForA TTGAGCCTGTGGTGTCT@AG
cg34342 und Lkr 179|RevA CAATCAAAAGCCCAAGATGG
ZIPIC only

For A AGCAGGGTTGTACCGATTIG
Rpl7 150/ RevA CGGTTTCCTTTCACTTTG3A

For ATTTCGTCGTGGTCAGTT@AG
scra 170|RevA CACGTTGGCGATATTTGATG
CG30020 only

For A CGTGCTTCGATATCACCACA
cgl7528 und cgl14464 180|RevA ATCGGCGTAAAATCATCGAC
Alle Faktoren

For A GAGCTGGGAAAAAGGACGAT
cgl746 166| RevA CTATTGTGCAAGGGCAACCT

For A GCTGTTCAGTGCCCCATAT
cgl11905 249 RevA CGGAGACCCACATCACTCTT

For A TCCTCGAATGGGTTCACTIC
cg8776 163|RevA TTCTGCTCGAAGCTTTCTGG
Negativ-Kontrolle n

For A CAAATGCAGGGACACCTTIT
cgl2054 160| RevA GCAAACCCTTTTGACCTTGA
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ChIP-gPCR Primer (Flag-SUMO ChlIP-Seq Validierung)

site [Bp] Sequenz
For A GGTCCTAATTTCCGTGCTA
CR43437 155 RevA CACACGACGCATTTTGACAT
For A GGCGTTGAATTGAGTCTGST
cgll24 199 RevA TTCAATCCGCGATACTGTGA
For ATCTGTCGGTTTTTGACTCC
SnRNA:U5:38ABb 153 RevA CACACGTCCTTTCCTGAAAA
For A GATTTAGACTCCGCCCCTT
AbdB 183 RevA CGAGTGCACCCTCCTAGTCT
For A TGAAGACTGGAGAGCGGACT
PNGase (Akt42) |169 RevA GGTACAGCATTTGGCGGRT
For A CCACGGAAACTAAACGGTCA
RpS9 170 RevA TCCGCAATGGGATTGTATTT
For A TAAACTCAGCCCTGCATTCC
Sox102F (1) 214 RevA AAATCAAAAAGAGCTTCCTAAAAA
For A ATGCGCTACTCAAGCCTAT
Sox102F (2) 191 RevA GATTGCAGCGGTTCGTAAT
For A GCCTGAAACGGTTAAAGCAA
EcR 158 RevA CAACGGATGTGCGAGTAGRA
Negativ-
Kontrollen
For A GTGTTATCGTTTATCGCTIGC
sktl (insc) 163 RevA AACACTGCGCTTTGTTGO
For A CTGCCACCCACACTACAAC
tej cg8589 160 RevA CGCCTAGGTAGCAATTCAAAA
For A AGTCCGTGCAGGAACAAAAC
Su(var)210 187 RevA ATGCTGTGTGTGTGRGGAA
For A GATCATGCGCAGCTTGTAGA
lwr 188 RevA TGTCCGGCATTGCTATTACA
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ChIP-gPCR Primer (Martin Herold)

site [Bp] Sequenz
For A CGAGTGCACCCTCCTAGTT
Ubx14 new 183 RevA GATTTAGACTCCGCCCCTTT
Fab8 new (UBX For A CGAACCATTGAAAGTTATCGAA
65) 317 RevA CCTACGGCATTTTTCTGCTC
For A CGACGCTTTCAATTCGTTTGTITT
Fab8 5 ctrl 206 RevA TTTGGATATCACGGTGCTTTGSAT
For A CATCGCCACCTATTGAGAT
CG31472 2 141 RevA CGTGCGCAAGTAGCAATG
For A GCCATCTAGCGCCAGTACGAT
Sbr CTS 92 RevA GTCGCCAACAGGAAACTGAC
For AATTCGTGGCTTCTGCTGAT
Hml 7"Su(Hw) 225 RevA TGCGTGATTTAGGTGCTCTG
For A TGCACTGCTTGAACCGATAA
HmI 5°CTS 210 RevA TAGCCCCCTCTGCTGATATG
For A GTGCAGTTTGCGCATATCAA
Hml 5™-6"ctrl 99 RevA ATTTTGCATCTTTCGCCATC
For A GTGGGACAGCTGACGAGAT
cgl7681 5"GAF |128 RevA TGATCCATCCATCGCAAGTA
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2.1.13.Software

Programm

Excel 2007

GATC Viewer
i-control

KAPPA Image Base
Oligotech
Photoshop 7.0
Power Point 2007
QuantityOne
DocMedAnalys
RotorGene 6

Short Cut to Velocity
VectorNTI 9

Word 2007

Online Software
NCBI

Primer 3

UcscC

Web cutter 2

Reversecompliment

Herstellet
Microsoft
GATC Biotech
Tecan

Oligo Ect. hc.
Adobe
Microsoft
BioRad
BioRad

CorbettResearch

InforMax
Microsoft
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2.2.Methoden

2.2.1.Arbeiten mit Bakterien (Escherichiacoli)

2.2.1.1.Vermehrung und Lagerung vonE. coli

Die Vermehrung von Bakterien (E. coli) erfolgte bei 37°C inMBdium auf dem Schattler

oder auf der LBAgarplatte. Zur Selektionon Plasmietragenden Bakterien wurden dem
Medium jeweils Antibiotika zugeflgt, die zu der entsprechenden vom \fe&tarittelten
Antibiotikaresistenz passen. Nach Anzucht der Bakterien auf Agarplatten konnten diese fur
etwa vier Wochen bei 4°C gelagert werden.

Der Agar fur die LBAgarplatten wurde stets autoklaviert und dann auf 50°C im Wasserbad
abgekihlt. Nach Zugabe des entsprechenden Antibiotikas konnte dhegdrBn Petrischalen

gegossen werden. Diese wurden bei 4°C im Dunkeln gelagert.

LB-Agar LB-Medium

Bacto Trypton 109/l Bacto Trypton 1049/l
Hefe-Extrakt 59/ Hefe-Extrakt 59/
NacCl 109/l NacCl 109/l
Agar 159/l pH 7,5

autoklavieren autoklavieren

Fur eine langere Lagerung wurden Glycerolstocks angelegt. Dabei wurden g @@er
Schuttelkultur von Bakteried VT frischem LBMedium gegeben undnschliel3endvurde
87 % Glycerinbis zu einer Endkonzentration von 1524gegeben. Die Bakterien wurden in

flissigen Stickstoff eingefroren und anschlieBend8@9C gelagert.

Glycerinstock

10 % Bakteriensuspension
15% Glycerin

75% LB-Medium

2.2.1.2.Transformation von chemisch kompetenterk. coli
Unter Transformation versteht man das Einbringen von PlaBiNi@l in vorbereitete

sogenanntekompetente BakteriefHanahan 1983 Durch Bénandlung der Bakterien mit
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Kalziumchlorid wurden diese chemisch kompetent gemacht. Dabei wurde die Zellmembran
der Bakterien so veréandert, dass die Aufnahme von DNA in die Bakterienzelle erleichtert
wird. 10-20 ng PlasmieDNA wurden dazu zu 5@00 ul kompetenterk. coligegeben und fir

30 Minutenauf Eis inkubiert. Anschliel3end erfolgte ein Hitzeschock bei 37°Q finuten,

der die Aufnahme der DNA in die Bakterien vermittBlie Bakterien wurden in LB/edium
aufgenommen und fur 49inutenbei 37C auf dem Schuttler vermehrt. Danach wurden die

E. coli fir 2 Minuten bei 3.000rpm ab zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
die Bakterien im Restmedium resuspendiert. Anschlielend wurden die Bakterien -auf LB
Agarplatten, die mitlenentsprecenden Antibiotika versetzt aven ausplattiert. Nach etwa
12-24 Stunden Inkubation bei 37°C konnten Einzelkolonien isoliert und wegsbeitet

werden.

2.2.1.3.Herstellung chemischkompetenter Bakterien

Chemischkompetente Bakterien bz\.coli sind, auf Grund von &lziumeinschlissen in der
Membran, besonders gut geeignet um Pladdid\ wahrend einer Transformation auf zu
nehmen. Durch diese kompetenten Bakterien kann eine Transformationseffizienz von
10’ Transformanten pro fig PlasmidDNA errecht werden.

Zur Herstellung chemisch kompetentercoli wurden diese zunachst in 206l LB-Medium
herangezogen. Dafir usde das LBMedium zundchst mit 1ml einer Ubernacht
Flassigkultur auch Vorkultur genannt,angeimpft und anschlieRend bei 37°C bis mere
ODesoonm VOn 0,6 hoch geschittelt. Danach wurden die Bakterien furMiruten bei
3.000rpm und 4°C pelletiert. Alle nachfolgenden Schritte erfolgten bei 4°C im Kuhlraum.
Auch aller verwendeten Materialien und Lésungen wurden auf 4°C abgekihlt. Dets Pel
wurde vorsichtig angeteigt und in 4@l TB-Medium resuspendiert und fir 1inuten
inkubiert. Es wurde erneut fur 1Blinuten bei 3.200rpm zentrifugeirt und das Pellet
anschlieBend in 9,8l TB-Puffer resuspendiert, dem Ogil DMSO zugefigt waren. Es
wurde erneut fur 1Minuten inkubiert. Anschlielend wurden jeweils 150 der chemisch
kompetenten Bakterien in 1r8l ReaktionsgefalRe aliquotiert und diese danach in flissigem

Stickstoff schockgefroren.

2.2.2.Zellkultur
2.2.2.1.Arbeiten mit eukaryotischen Zellen
Alle Arbeiten mit eukaryotischen Zellen wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt. Die

verwendeten Materialien, wie Glaspipetten und Kulturschalearenventweder steril
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verpackt, oderwurden vor Gebrauch durch Abflammender Ethanol desinfiziert. Die
verwendeten Schneiderzellen (@2 dtyp) und deren Derivate (Zellklone urploolg wurden

in SchneideiMedium herangezogen, das zusatzlich noch FCS speziell fur Insektenzellen und
200mM Glutamin enthieltAuch war dem Mediuneine Antibiotikalésung aus Penicillin und
Streptavidinbeigefligt,um bakterielles Wachstum im Medium zu verhindebie Medien
wurden vor Gebrauch stets steril filtriert.

Die Zellen wurden stets bei konstanten 22°C im Inkubator aufbewahrt und brauehen

zusatzliche C@Begasung, was den physiologischen Bedingungen in Insekten entspricht.

Schneider’s complete Medium  Stock
500ml SchneideMedium

10% FCS 100%
1 % Glutamin 200mM
1% Pen/StrepL6sung 1M

2.2.2.2.Ausséaen und Splitten von Zellen

Damit Zellen langere Zeit in Kultur Gberlebe, missen sie regelmafig gesplittet wbadan.

wurden die SZZellen durch leichtes Klopfen mit der Handflache an die Zellkulurflasche
gelést und durch aufund abpipettieren mit einer 16l Glaspipette resuspendierhdi
vereinzelt. Die Zellen konnten nun in einem bestimmten Verhaltnis zu vorgelegtem Medium
gegeben werden. Das Verhaltnis beim Splitten variierte von 1:2 bis 1:12 und richtete sich
nach der Zelldichte auf der Schale und den Verwendungszweck.

Fur manche Kperimente war es noétig, Zellen in einer bestimmten Menge aus zu séhen. Beim
Aussaen der Zellen wurden die aliggen Zellen am Zellzahler, Countess der Firma
Invitrogen, gezahlt. Dazu wurden 19 | der Zell suspension 1:1 mi
tote Zdlen an zu farben. 16 | der L°sung kObjektirdgenon latwitdgenS p e z i &
gegeben werden, die in den Zellzéhler eingefuihrt wurden. Anhand der Zellzahl (Zellen/ml)
konnte nun berechnet werden, wie viel Zellsuspension der gewilnschten Zellzahtkntsp

Es wurden Zellenengen zwischen Ox5und 1x 10° Zellen pro Well fir knock down
Experimente und Protein bzw. RNBewinnung auf 8Vell-Schalen und 2.0° Zellen pro

Flasche fir Experimente wie ChIP und IP ausgesat.

2.2.2.3.Einfrieren und auftauen von Zellen
Das Einfrieren von Zellen diente dazu einen Vorrat an Zellen zu erlangen. Dazu wurde
zunachst Einfriermedium hergestellt. Dieses bestand as BGS, 436 normalem Medium
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und 15% DMSO, das die Membran der Zellen l6cherig macht und die Zellen somit beim
Einfrieren am platzen hindert. Die Zellen wurden, wie beim Splitten durch abklopfen und
vereinzeln der Zellen durch pipettieren abgeldst. Die Zellsuspension wurde anschliel3end in

ein 50ml Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt und bei 8pdn abzentrifugiert. Danach erfolgte das
Absaugen des Mediummittels Wassserstrahlpumpend die Zellen wurden in-2 ml

Medium resuspendiert. 9¢01 der Zel |l suspehsiEomfwwuedemdz um¢
welches zuvor in spezielle zum einfrieren \#ellen geeignete Cry&Gefale vorgelegt wurde.

Die Zellen mussten sofort in einen, mit Isopropanol gefillten Einfrierbehalter tberfihrt und

bei -80°C eingefroren werden. Die Einfrierbehalter ermdglichen das langsame Abkihlen von

1°C pro Minute, so dass digellen keinen Kélteschock erleiden. Nach 24 Stunden konnten

die Zellen in flissigen Stickstoff uberfihrt werden.

Schneider’s Frozen Medium 20ml

45% Schneider’s complete 9mli
40% FCS 8 ml
15% DMSO 3ml

sterilfiltrieren

Um die Zellen wiederauf zu tauen, wurden die Zellen bei Raumtemperatur (RT) oder
Handwarme aufgetaut. Die Zellsuspension wurde in eiml1Zentrifugenréhrchen tberfihrt.
Zum Entfernen des DMSO erfolgte ein Waschschritt mit frischem Medium. Ber@a0
wurden die Zellen fur @ Minuten abzentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt und die
Zellen vorsichtig in frischem Medium resuspendiert. Anschlieend wurden die Zellen in eine

Zellkulturflasche Uberfiihrt.

2.2.2.4.Transfektion von Zellen

Die in-vitro Transfektion von Zellen beinhaltelas Einbringen von fremder DNA in eine
Zelllinie. Dabei unterscheidet man zwischen transienter (kurzfristig) und stabiler (langfristig)
Transfektion, bei der die eingebrachte DNA ins Genom der Zellen aufgenommen wird. In
Vorversuche wurden dazu zunéchsinsiente Transfektionen von -Z2llen vorgenommen.
Spater wurden dann stabile -Z2lllinien fir die verwendeten Plasmide hergestellt. Dazu
wurden jeweils die Plasmide pAWLAG-His-dSUMO (Eugenia Wagner) undRpA-FLAG-
His-dSUMO (Meike K. Abraham) verwendeidm FLAG-His-dSUMO in der Zelle tber zu

exprimieren.
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Fir einen Transfer wurden, wister 2.2.2.2rklart, 0,5 x 10 Zellen pro Wellauf 6Well-

Platten ausgesat. Nach 24 Stunden wurde der

Transfer mittels ,Mlediadde

vorgenommen. Insgesamt wurden G@DNA transfiziert. Dazu wurden die PlasmiB&As
in 200 uI ddH20 (183,6 pl) aufgenommen. AnschlieRend wurden 2fl610x HEPSund
10,8ul 2 M CaCk zugegeben. Damit sich DNBalzKomplexe ausbilden, die durch

Endozytose in die Zellen aufgenommen werdennkem, wurde anschlieend B&kunden
gevortext unddann10 Minutenbei RT inkubiert.Die Lésung wurdeunin das Medium der

Zellen getropft. Um Uberschissige DMNgalzkristalle zu entfernen wurde nach 24 Stunden

ein Mediumwechsel vorgenommen. Um die Trareffezienz am Mikroskop zu Uberprifen,

wurde bei transienten transfers pEGKd®ransfiziert. Fur dasierstellen stabiler Zelllinien

wurde der Vektor BM-Puromycin verwendet. Zum Auffullen der DNMenge auf 5,4.g

wurde der unspezifische Vektor pBSKIl+ gérty bei dem es sich um einen bakteriellen

Vektor handelt. Transiente Transfers wurden nach 48 bis 72 Stunden geerntet und fir RNA

oder ProteirExtraktion genutzt. Fur den stabilen Transfer mit den Vektoren {fAWG-
His-dSUMO und pRMFLAG-His-dSUMO wurdedie Selektion von potentieFLAG-His-

dSUMO-positiven Klonen nach 28tunden, durch 2,5 g / ml

Puromycin

vor ge

Kontrolle des erfolgreichen Transfers und der Purom$alektion dienten unbehandelte

Zellen und pBSKII+ transfizierte Zellen.

10x HEPS

1M HEPES 200mM

Mit HCI auf pH 7,2 einstellen

5M NacCl 1,37M

Glucose 60 mM

2 M KCI 50 mM

1 M Na2HPO4 7mM

Verwendete Plasmi®NA Mengen:

Plasmid Menge [ug]
EntwedempAW-FLAG-His-dSUMO 15
OderpRM-FLAG-His-dSUMO 15
pMT Puromycin(bei stabilen Transfers) 15
pBSKII+ (Fiill-DNA) 2,4
pEGFP(Transfereffizienz bei transienten 1,5
Transfers)
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2.2.2.5.Isolieren von ZellKlonen

Das Isolieren stabiler, potenti®iLAG-His-dSUMO-positiven Klone, diente der Vermehrung

von diesen. Esvurden 96 und 24WellPlatten mit Medium, welche,5 pg/ml Puromycin
enthielt, vorbereitet. In jede¥/ell wurde ein Klon gegeben. Die Klone wurden mit der
200¢ JPipette unter Beobachtung anMikroskop, von der Maxischale geschabt und
aufgesaugt. Die Zkn konnten dann in eM/ell pipettiert und resuspendiert werden, um diese
so zu vereinzeln. Dabei bekam jed®sll bzw. jeder Klon eine Nummer.

Die Klone wurden immer wieder auf Wells bzw. Flaschen mit gréReren Flachen umgesetzt,
sobald der Klon fir eirKulturgefald zustark gewachsenvar. Sobald der Klon genug

expandiert war, konnte eine Einfrierkultur angefertigt werdenuwier2.2.2.3beschrieben

2.2.2.6.RNAIi Behandlung von Zellen

Die RNA-Interferenz (RNAIi) dient dazu die Geqmession in Zellen vorubergem
einzuschranken. Dabei macht man sich einen zelleigenen Mechanismus zur Transkriptions
und Translationskontrolle zu Nutze. Die Behandlung der Zellen mit doppelstraniger RNA
(dsRNA) fuhrt dazu, dass diese in der in der Zelieinzelstrangigen Oligomemneprozessiert

wird und in den RISE&Komplex eingebaut wird, der diesen Mechanismuskantrolle der
Expression steue(Clemens et al. 2000

Dazu wurden zunéchst durcin vitro Transkription dsRNAs von DNMatritzen
transkribiert,die mittels PCR aus genomischer DMArgestellworden warer(siehe2.2.46
und2.2.4.5).

Diese dsRNAs wurden fir den sogenanrieock dowreines Genproduktdszw. der mRNA

in Konzentrationen von 5 bis|& bei knock downsuf 6-WellPlattenund 50ug beisolchen

in Flaschen eingesetzt. Damit die Zellen die dsRNA aufnehmen, wurden die Zellenl in 1
Hungermedium (enthalt kein FGSJem so genannten Schneider’s basic Medauagesat,

dem dann die dsRNAs zugesetzt wurden. NachMduten Inkubation im Brutschrank
werden 2ml normales Schneider Medium zugegeben. Nun nehmen die Zellen die dsRNA

zusammen mit den Nahrstoffen auf.

Schneider’sbasicMedium

500ml SchneideMedium

1 % Glutamin 200mM
1 % Pen/StrepLdsung 1M
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DieseMethode wurde zur Validierung des RN8creens zur Erforschung der Auswirkungen
au das EnhanceBlockade am Fab@8lsolator verwendetBohla et al. 2014 AulRRerdem
wurden RNAiExperimente zur Erforschung der CPi%@eckles in Anhangigkeit von
SUMOylierung genutztDoktorarbeit, Melanie K. Buxa)sowie bei der Erforschung der
ChromatinBindung vonCP1®, Hta, ZIPIC und c80020 verwendet

2.2.2.7.Ernten von S2Zellen

Fur verschiedene Methoden, wie Proteingewinnung, REk&aktion aber auch ChIP,
FAIRE-Assay undLuciferaseAssay, mussten Zellen aus Zellkulturflaschen odéWedt
Platten geerntet werden.

Aus Zelkulturflaschen wurden die Zellen geerntet, indem sie abgeklopft und mit dem
Zellschaber vom Boden der Flasche gekratzt wurden. Die Zellen wurden durchnduf
abpippettieren vereinzelt und in ein B0 Zentrifugengefald tberfuhrt und firMinuten bei
2.500rpm und 4°C abzentrifugiert. Das Uberstehende Medium wurde verworfen und die
Zellen wurden einmal mit kaltem B8S gewaschen um Mediumreste zu entfernen.

Die Ernte aus Wells erfolgte nur durch abschaben mit dem Zellschaber. Anschliel3end
wurden die Zlen in ein 15ml Zentrifugengefal3, wenn mehraielisvereinigt wurden, oder

in ein 2ml Reaktionsgefal? bei der Ernte von einzelkdéglls gegeben. Danach konnten die
Zellen wie bei der Ernte aus der Zellkulturflasche behandelt werden. Nun waren dre Zelle

bereit zur weiteren experimentellen Behandlung.

10x PBS
Na2HPO4 10 mM
NaCl 137mM
KH2PO4 1,7mM
KCI 2,7mM

2.2.3.Arbeiten mit Proteinen
Proteine wurden beR0°C in RottLoad®-Ladepuffer gelagert.

2.2.3.1.Proteingewinnung durch SDSLyse und mittels RIPA-Puffer

Zur Untersuchung von Proteim Western Blot musste das Gesamtprotein aus den zu
untersuchenden Zellen gewonnen werdeazu wurden zunachst 1%0° Zellen'Well auf
6-Well-Platten ausgesat und 48 Stunden inkubiert. Nach 24 Stunden koniieAdieHis-

dSUMO- und auch die CP19BLAG-HA-Expression (Klon 6) mittels CuSQGnduziert
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werden. Anschlie3end waden die Zellen geerntet (siehe 2.2.2Z0r Untersuchung von Pita,
ZIPIC und cg30020 wurden Proteinextrakte ausV8Ritypzellen hergestellt, di genau so
ausgesat wurden wie die FLAGiIs-dSUMO exprimierenden Zellen.

Zur Extraktion des Gesamtprotejnir die Untersuchung von Pita, ZIPIC und cg30020,
sowie endogenem CP190 und dCT@yde das Zellpellet in 1RIPA-Puffer aufgenommen.
welches frish durch Zugabe von 0,¥T 7x CompleteMini-Mix der Firma Roche, 0,9 VT
ddHO. und 1 VT 2x RIPA-Puffer angesetzt wurde. Zur Lyse der Zellen wurde die
Suspension 10 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde die Losung 10 Minuten bei
4°C und 13.000pm zentrifugiert, wobei der gesamte Zellinhalt aastDer Proteinextrakt
konnteim Verhaltnisl:1 in 4x RotiLoadLadepuffer aufgenommamerden

2x RIPA-Puffer

5M NaCl 280mM
1M Tris/HCIpH 8,0 20mM
1M EDTApH 8,0 2mM

10% Triton 2%
10% SDS 0,2%
10% DOC 0,2%

SUMOylierung ist eine empfindliche Modifikation und wird schnell durch entsprechende
Proteasen von den Zielproteinen abgedaut. Aus diesem Grund konnte zur Untersuchung
SUMOylierter Proteine kein RIPRuffer verwendet werdenStattdessen wurde das
Gesammtprotein der Zellen gewonnen indem die Zellen durch-L§BS aufgeschlossen
wurden, da SDS die Proteasen denaturiert und so am arbeiten hindert. Dabei wurden die
Zellen nach der Ernte gezéhlt und auf dieselbe Zellzahl eingestdlidann direkt in 4x Rati
Load-Ladepuffer aufgenommen. AnschlieRend wurde die Losung mit 7x PIC 1:1 verdinnt.
Die Proben wurden daraufhin fir Minutenim Wasserbad gekocht. Falls die Loésung danach
immer noch zu viele intakte Zellen enthielt, wurden die Proben $ekundenbei voller

Starke amBransonSonifizirer bearbeitet. Die Proben wurden vor dem Auftragen -SDS

Polyacrylamidgel Minute bei 13.000pm abzenrifugiert, um Zelltrimmer zu beseitigen.

2.2.3.2.Quantifizieren des Proteinextrakts mittels Bradford-Assay
Die Quantifizierung von Protein nach Bradford, stellt eine genaue Methode zur Bestimmung
der Proteinkonzentration déBradford 1978. Proteine binden dabei den Farbstoff Coomassi

Brilliant Blue G250 in saurer Losung. Wenn eine Bindung eintritt, &ndert sich mit der
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Konformation des Farbstoffs, dessen Farbe voivratn nach blau. Dabei verschiebt sich das
Absorbtionsmaximum von Coomassi Brilliant Blue260 von 470m nach 59%m. 0,2VT
BradfordReagenz wurden mit 08T Wasser gemischt. @l des Proteinextraktes wurde zu

1 ml Coomassi Brilliant Blud.6sung gegeberDie Messung der Optischendichte erfolgte
nach 10 Minuten bei 59Bm am Spektralpotometer. Als Nullwert wurdexIRIPA-Puffer
bzw. ChIRLysepuffer oder FAIRELysepuffer in BradfordReagenz verwendet.
Proteinproben die durch SEISse gewonnen wurden konnewf Grund der hohen SDS
Konzentration und des Farbstoffes im dadepuffer nicht flr die Proteinbestimmung nach
Bradford genutzt werden.Aus den aus dem Bradford\ssay hervorgehenden
Extinktionswerten konnte man mit folgender Gleichung die Konzentration an Protein im

Proteinextrakt berechnen.

19,89 e E (Extinktion)

e 2 (1:1 Verdiinnung in RotiLoad) = Protein/pul
xpl (Menge an eingesetztem Extrakt)

2.2.3.3.SDSPolyacrylamidgelelektrophorese

Mit SDS-Gelen kann man Proteine nach ihrer Grol3e auftrennen, ohne dass die spezifische
Ladung der Proteine dabei bertcksightiverden muss. & SDS in Gel und Laufpuffer

(Ix Laemmli-Puffer) sorgt dafurr, dass die Proteine alle eine negative Ladung erhalten, indem
es die Proteine umschliel3t. AuRerdem |6st SDS die Sekyi@#tiar und Quatarstruktur der
Proteine auf. Zuséatzlictwurden die Proteine vor dem Auftragen auf das, @el90-100°C

heiBen Wasserbad denaturiert. Das Erhitzen und die Behandlung mit SDS fuhren dazu, dass
die Proteine ohne zu verklumpen von Kathode zur Anode wandern.

Es wurden stets SDGele mit 5% Sammelgel und 1@ Trenngel hergestel{Sambrook et

al. 1989. Allerdings kénnen je nach GroRRe des zu untersuchenden Proteins auch andere
TrenngelZusammensetzungeverwendet werden. Am Ende des grobporigen Sammelgels
bildet sich eine diinne Lauffront. Im feinporigen Trenngel findet die Auftrennung der Proteine

nach ihrer GrofR3e statt.

10x SDS
10% SDS w/v [g] in H2O (bei 65°C l6sen)
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Zusammensetzung des % Trenngels Zusammensetzung des 1% Sammelgels
Substanz Menge Substanz Menge
Acrylamid 5ml Acrylamid 1,7ml
Aqua dest. 6 ml Aqua dest. 5,7ml
0,5M Tris/HCI pH 6,8 3,7ml 1,5M Tris/HCI pH 8,8 2,5ml
10% SDS 100ul 10% SDS 50 ul
40% APS 50ul 40% APS 35ul
TEMED 20 pl TEMED 15ul

Die Gele wurden in einem speziellen Gelgiel3stand von Bio Rad gegossen. Das Trenngel
wurde zuerst hergestellt. Es wurde mit %0 Ethanol Uberschichtet, um Blasen zwischen
Sammel und Trenngel zwermeiden. Nach abgieRen des Ethanol, wurde das Sammelgel
gegssen. Der Kamm fur die Kammemdie das Protein aufgetragen wurde, musste vor dem
Polymerisieren in das Sammelgel gesteckt werden. Nach dem Polymerisieren wurde der
Kamm unter Wasser gezogemdu das Gel in die SD&elelektrophoeseApparatur
eingebaut. Die Apparatur wurde mi LaemmliPuffer (Laemmli 1970 aufgefullt. 2025 pg
RIPA-Proteinextrakioder 30ul SDSLysat bzw. ChIP oder FAIRELysat in 4x RotiLoad
Ladepufferwurden pro Spur auf das Gel geladen. Zur spateren Analyse der Proteinbanden,
wur de der Page RulerE Prestained Protein
wurden fur 15 bis 2,5 Stunden bei 10¥ gefahrenDabei sollte die Lauffront zum Schluss,

das untere Ende des Gels erreichen.

10x Laemmli-Puffer

Tris 250mM
Glycin 1920mM
SDS 1%

2.2.3.4 Western-Blot-Methode
Wet Blot

Die Proteine wurden von dem SHEel auf eine in Methanol aktivierte PVENMembran
transferiert, indem die Proteine auch hier von Kathode zu Anode wandern und dabei vom Gel
auf die Membran Ubergehen. Dabei sind die Proteine nach wie vor durch SDS negdéw gel
(Towbin et al. 1979Towbin et al. 1989 Zum Aufbau deiWetBlot-Apparatur wurden je

zwei WhatmarPapiere und je ein Schwamm, hintarsGel bzw.die Membran gelegt. Das
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Konstrukt wurde durch Plastikplatten fest zusammen gepresst und in die BRgtiagatur
eingespannt, die wiederum ix Blotting-Puffer getaucht waAbbildung 10). Das Blotten
erfolgte unter Eiskuhlung. Nach 1 Stunden, bei einer der Grof3e der Proteine angepassten

Spannung, war das Ubertragen Basteine auf die Membran abgeschlossen.

} Whatman

. SDS-Gel

Membran

} Whatman

I | +

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Aufbaus der WesteiBlot-Apparatur. + Stellt die Anode da; stellt die
Kathode da (helblau), Schwamme (grau), WhatmBapier (schwarzkinie), SDSGel (dunkelblau), Membran (rot).

Nach dem Blotten wurde die Membran Uber Nacht bei 4°C oder -RirStunden bei
Raumtemperatur in 5% Magermilchpuffer inkubiert, um mit den Milcheiweil3en
unspezifische Bindungen auf der Membran zu blocken.

1x Blotting -Puffer

Tris 25mM
Glycin 192mM
Methanol(optional) 10%

Immundetektion

Nach dem Blocken der Membran folgte eine Immundetektion des zu untersuchenden Proteins
durch spezifische AntikdrpgiBurnette 1981 Towbin et al. 1979Towbin et al. 1989 Es

wurde eine indirekte Arkorperdetektion durchgefuhrt, bei der der Prirgéntikdrper durch

einen markierten Sekundantikdrper erkannt wird.

Die Membran wurdel Stundebei Raumtemperatur mit dem Prirm@ntikorper, auf dem
Schiittler inkubiert. Anschliel3end wurde die Membrank8xz und 1xfir 10 Minuten mit

1x PBSTweengewaschen. Die Inkubation mit dem Sekur8étikorper, der sich gegen den
PrimarAntikorper richtet, dauertedd Stunde und erfolgte ebenfalls bei Raumtemperatur.
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Danach wurde erneut 3kurz und 1xfir 10 Minute mit 1x PBSTween gewaschen.
Anschlie3end erfgite die Detektion durch Zugabe von frisch angesetzter-EESungvon
Millipore. Die Losung besteht aus zwei Komponenten die 1:1 gemischt wurden. Das Substrat
wurde Uber die Membran getropft. Es folgte eimmibltige Inkubation bei Raumtemperatur.
Dabei emstand Chemolumineszenz, die durch das Umsetzten des Substrates Luminol durch
die MeerrettichPeroxidasehorse radish peroxidasdiRP), die an den Sekundantikbper
gekoppelt ist, hervorgerufen unde Die Detektion derSignale erfolgtenach 10 bis
240Sekunden Belichtungn einem speziellen Gerat, dem Versa Doc. Dieses ist in der Lage
die Chemilumineszenz zu detektieren. Mit Hilfe des Programmes QuantityOne der Firma
BioRad wurde die Signale dokumentiert und ausgewertet.

In den in dieser Arbeit durchgédfiten Experimenten wurden Antikdrper gedelbAG zur
Detektion des FLA@&is-dSUMO Fusionsproteinerwendet. AuRerdem wurden Antikérper
gegen das Has h a | tTsbyle nerwlendet, sowie Antikdrper gegd@TCF und CP190.

Aber auchPita, ZIPIC (cg7928§ und cg®020 wurden mittels Immundetektion sichtbar
gemacht.Die Verdiunnung der Priaén- und SekundaAntikérper in Milchpuffer sind unter
2.1.10zu finden.

1IxPBSTween
1x PBS 1:10 verdinnt 10x PBS (ithdH0)
Tween®20 0,1%

Strippen von WestenBlot-Membranen

Gelegentlichwar es nétig Membranen mehrfach mit Antikérpern zu behandeln, wenn
nochmals mit einem anderen Antikorper detektiert werdemes@lle Membran wurde dazu

45 Minuten in StripPuffer inkubiert. Dabei I6sen sich die Antikorper, aber auch die zum
Blocken genutzten MilcheiweiRevon der Membran, weshalb diese erneut in

5 % Magermilchpuffer geblockt werden musste.

Strip -Puffer

Glycin 25mM

SDS 1%

HCI auf pH 2 einstellen
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2.2.4.Arbeiten mit RNA/DNA

RNA und DNA wurden bei20°C aufbewahrt, wenn sigglich verwendet wurden. Bei

langerer Lagerung wurden die Nukleinsduren-8efC eingefroren.

2.2.4.1.Isolation genomischer DNA aus SZellen

Die genomische DNA aus SZllen wurde genutzt, um DNMatrizen fiur die PCR zu
gewinnen. Diese Matrizen wurden fur ¢Herstellung von dsRNA ben6tigt.

Einevoll bewachsene Flasche mit-8&Idtyp-Zellen wurde geerntet. Dazu wurden die Zellen
abgeklopft und in ein 5énl Zentrifugengefald Gberfihrt. Die Zellen wurden anschliel3end bei
2.500 rpm und 4°C fur 3Minuten pelletiert. Das Pellet musste dann mit kaltemPBS
gewaschen werden. Die Zellen konnten nun mit dem Extraktionspuffer behandelt werden.
Dazu wurden sie darin resuspendiert und in einnl,:Reaktionsgefald gegeben. Das Lysat
wurde fir 4Stunden bei 65°@hkubiert. Danach wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert und
der Uberstand in ein neues 1ndl ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Nun konnte eine Phenol
ChloroformExtraktion aus wassriger Losung, mit anschlieBender Isoproanolfallung
durchgefuihrt werde(siehe 2.24.16).

Das entstandene DNRellet wurde in TEPuffer pH 7,5 aufgenommen. Die Menge an TE
Puffer richtete sich nach der DNRelletgrofie.

Extraktionspuffer
1M Tris/HCI pH 9 100mM
0,5M EDTA 100mM
10% SDS 1%
3 M KAc (pH mit Essigsaure auf pH 5) 8 mol/l
Add ddH20

TE-Puffer

1M Tris/HCI pH 7,5 10mM

0,5M EDTA 1mM

Add ddH20

2.2.4.2. RNA-Isolation aus S2Zellen
Aufgereinigte Zellen wurden in 1nTRIzol von Rocheresuspendiert und anschlieRend fur

5 Minuten bei 13.00 rpm abzentrifugiert. 950l wurden in ein neues 178l Reaktionsgefal}
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Uberfuhrt, danach wurden 0,2T Chloroform zugegeben. Die Suspension wurde
15 Sekunden gevortext und anschlieBend 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Losung wurde bei 13.00@m zentrifugiert, wodurch siclirei Phasen bilden. Die obekdare
Phase enthalt die RNA, die dunnalchige Phase enthalt die DNA und die rosa Phase enthalt
alle Proteine. Maximal 400l wurden von der wassrigen Phase abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefald tberfuhrt. Zum Falleer RNA wurden O, ¥ T Isopropanol verwendet. Nach
15-mindtiger Inkubation aufEis, wurde 10 Minuten bei 4°C und 13.0fm zentrifugiert.
Danach sollte ein RNAellet sichtbar werden. Das Pellet wurde mi#4 &thanol gewaschen

und nach Lufttrocknung in R&$efreiem Wasser aufgenommen. Dabei variierte die Menge
an Wasser entsprechend der Pelletgré3e vqu bés 50 pl. Durch abwechselndes Vortexen
und Erhitzen deProbenm Wasserbad bei 65°C wurde die RNA gelost.

2.2.4.3.Quantifizieren der DNA und RNA

Auch dieKonzentration der DNA, oder RNA wurde bestimmt, nachdem sich das Pellet gel6st
hatte. Dazu wurde eine 1:100 bis 1:200 Verduinnung der DNA/RNA iRUfEer bzw.ddHO
hergestellt und armfinite M200 proNanc-Quanteinem speziellen Gerat der Firma Tecan zur
Quantifizierung von Nukleinsauéonzentrationen und zur Messung von Fluoreszenz
gemessenDazu wurde zunéchst die Quarzplatte, die zur Messung der Konzentration genutzt
wurde, mitTE-Pufferoder ddHO genullt

AnschlieRend wurden fl der RNA-/DNA-L6sung,deren Konzentration bestimmt werden
sollte, auf die Quarzplatte pipettiert und die Konzentration (ng/ul) beir@d0yemessen.
Neben der Konzentratiokonnteauf3erdem die Ratio von Nukleinsdure zu Protein bestimmt
werden indem die Absorption der Proteibei 280nm gemessen und mit der Absorption bei
260nm verrechnet wurde. Die Ratio gibt Aufschluss Uber die Reinhegad@mischeiRNA

bzw. DNA SaubereDNA weist dabei eine Ratio voetwa 1,8 auf. Sauber®NA hat eine

Ratio vonetwal,8 bis 2,0 Mit dem Programm 4controle von Tecan, konnte das Nanoquant

Gerat gesteuert und die Daten ausgewertet werden.

2.2.4.4.DNaseVerdau

Anhand der gemessenen RN&nzentration die wie unter 2.2.4.3 beschrieben gemessen
wurde, konnte die einzusetzende Menge an RNA fur den ‘derderechnetverden Der

Verdau wurde wie im Herstellerprotokoll des RQ1 RNfiee DNase Kit der Firma Promega
beschrieben, durchgefiihrt. Dabei sollten etwaps3RNA pro 11ul DNaseVerdauAnsatz
eingesetzt werdersodass 1pl der RNA6sung 0,5ug/pl RNA entsprechenDer DNase

Verdau dauerte etwa eine Stunde und wurde durch Inkubation des Verdaus bei 65°C mit einer
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zum Kit gehorenden Stogmsung (mit EDTA) beendet. Dieser Verdau diente dazu, die
RNA von genomischer DNA befreien, die in der PCR ampéfiziverden konnte.

2.2.4.5.Reverse Transkription

Um die genetische Information der mRNA fur die PCR zugénglich zu machen, ist es notig
diese in stabilere cDNA umwandeln Dafir wurde eine reverese Transkription mit dem
Roche first-strandtranscription Kit durchgefihrt. Es wurden RandomHexamesPrimer
verwendet, da diese an sehr viele verschiedene Stellen der RNA binden kdnnen und somit die
Wabhrscheinlichkeit steigt, dass die komplette mMRNA in cDNA Ubersetzt wird. Die Reverse
Transkriptase braucht dierifer als Ansatzpunkt zur Verlangerung des cDS#angs in
5°-3-Richtung. Es wurde 2 pl bzw. 1 ug RNA in der reversen Transkription eingesetzt.
Folgendes PCHRrogramm wurde verwendet:

Phase Dauer Temperatur
Anlagerung der Primer 10 Minuten 25°C
Verlangerung 30 Minuten 55°C
Denaturierung 5 Minuten 85°C

2.2.4.6.Konventionelle (semiquantitative) PCR (Polymeras&ettenreaktion)

Die PCR stellt ein molekulares Verfahren zur exponentiellen Amplifikation eines spezifischen
Fragmentesaus genomischer DNA, cDNAder auchvon PlasmidDNA dar. Fir diese
Methode braucht man die hitzestabilaq (thermus aquaticys-Polymerase, die auch bei
hohen Temperaturen effektiv arbeitet. Diese kann eine Matrize (z.B. cDNA) mit Hilfe von
spezifischerOligonukleotidPrimern und freier Deoxynukleotide vermehren. Auch hier findet
eine Verlangerung der Primer in3-Richtung statt.

Die PCRReaktion hat stets drei Schritte, die inZ% Zyklen wiederholt werden. Dabei wird

die doppelstrangige DNA zunéchiir 30 Sekunderbei 95°C denaturiert. AnschlieRend
findet das Anlagern der spezifischen Primer fur 30 Sekunden statt. Dabei richtet sich die
verwendete Temperatur nach der Lange der eingesetzten Primer und deram@GAT-
Gehalt. Die Verlangerung détrimer durch dieTagPolymerase findet bei 72°C statt. Die
Dauer dieses Schrittes richtet sich dabathnder Lange des Fragmentes, dasplifiziert
werden soll. Man geht dabei davon aus, dassTdigPolymerase 1.000 Nukleotide pro

Minute verlangert.
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Initial fand in den durchgefiihrten PCRs einenihitige Denaturierung statt, um die DNA
vollstandig zu denaturieren. Am Ende der PCR wurde aul3erdem eminfifiger
Elongationsschritt ausgefuhrt, der zur vollstandigen Verlangerung des?’RdRktes und der

Auffullung abgebrochener unvollstandiger Fragmente diente.

Phase Dauer Temperatur

Initiale Denaturierung 4 Minuten 95°C

Denaturierung 30 Sekunden 95°C

Anlagerung der Primer 30 Sekunden T[°C] = (Anzahl A/IT * 2) +

(Anzahl G/C * 4)
Verlangerung T[min] = (lange PCR 72°C
Produkt/ 1000)
Finale Elongation 10 Minuten 72°C

Die in diesen ExperimentegenutztenOligonukleotidesind alle unter 2.12 zu finden und
wurden zum Grol3teil mit Hilfe des OnlineWerkzeuges Primer 3 designt
(http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi}ie haben alle eine Anlagerungs
temperatur von etwa 60°C, da sie alle fur deal time PCR oder die gleichzeitige
Anwendung in einem PCGRycler optimiert wurden.

Die konventionelle PCR wurde mit meGoTag® Flexi DNA Polymerase Kit von Promega,

nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

PCR Ansatz 20 ul fur RT PCR 400l fir dsRNA Matrizen
25mM MgCl 2ul
5x ReaktionsPuffer 4ul

25mM dNTP Mix (1:4) 2 ul
50 uM Primer Mix (1:1) 2ul

Go Tag Polymerase 1l
1 pg Template DNA 1 ul cDNA 0,5 mgDNA
Add ddH20 8 pl

Diese Methode wurde vor allem zur Erstellung von dsRNA Matrizen aus genomischer DNA

verwendet.

2.2.4.7.Agarose Gelelektrophorese

Die hochreine Agarose wurde in IKAE-Puffer geldst. Dabei bestimmt derngeil an
Agarose die PorengroReles Gels, die eine Auftrennung der Di¥fagmente der
aufgetragenen Proben nach ihrer Grof3e erlaubt. Ethidiumbromid wurde 1:20.000 verdinnt
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zugegeben. Dieses interkaliert in die auf das Gel aaigene DNA und macht diese unter
UV-Licht sichtbar. Das Gel wurde, in einen dafiir vorgesehenen Schlitten der Gelapparatur
gegossen und ein Kamm fir das Auftragen der Proben gesetzt. Nach dem das Gel ausgehértet
war, wurde 1x TAE-Puffer in die Gelkammer gegsen und der Kamm gezogen.
AnschlieRend konnten die Proben auf das Gel aufgetragen werderRrieQikte, bei denen

fur den PCRAnsatz der GreeBuffer des Kits genutzt wurde, kbnnen direkt auf das Gel
geladen werden. DNAs bzw. RNAs die nicht aus der PC&nrsen wurden mit

6x Ladepuffer (orange Dye, von Leni) versetzt, bevor sie auf das Gel geladen wurden. Als
Langenstandart wurden die Mark&eneRule™ 1kb Plus DNA Ladder, exACTGene

1kb DNA Ladder,pUK19/ Mspl (Hpall) Marker 23 und Lamda Eco 1301 (Stylarker 16

von Thermo Fisheverwendef(siehe 2.1.6)Das Gel lief je nach Fragmentgrol3e, Porengrol3e
und GroRRe des Gels 30 Minuten bis 1,5 Stunden. Hierbei wurde die angelegte Spannung
durch die GroRe des Gels bestimmt-(20 V). Fur Chromatinwurden Gele mir 1,5%
Agarose eingesetzt. Fur Gele auf denen Featukte untersucht werden sollten, wurdér 2
Agarose eingesetzt. Bei gro3en DNAs, wie Plasmigieth RNA wurden 0,8% oder 1%

Agarosegele verwendet.

50x TAE-Puffer

Tris 2M
Eisessig bis pH 7,8
EDTA 50 mM

Natriumacetat 150mM
Aqua dest. auf 11 auffillen

2.2.4.8.Quantitative ReatTime-PCR

Die RealTimePCR erlaubt eine Quantifizierung der PERdukte. Wahrend der PCR lagert

sich hier der Fluoreszenzfarbstoff SYHEkeen in die kleine Furche der DNA ein. SYBR
Green kann im gebundenen Zustand durch Anregung durch Licht detektiert werden. Je mehr
PCRProdukt vorhanden ist, desto mehr Fluoreszenz kann RiestTimePCRApparat
messen. Diese Bindung von SYEBReen kann allerdings nur an doppelstrangiger DNA
erfolgen, weshalb nur diese erkannt wird.

Bei dieser Methode wurde defaq Sybr Green Mix von BioRadach Angaben des
Herstellerhandbuches verwendet. Ausgewertet wurden die Dat&edEFimePCR mit den

Programmen DocMedAnalys von Bio Rad und Excel 2007 von Mikrosoft.
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Es wurden stets Primer verwendet die moglichst kleine-P@Rukte ¢a.200bp) erzeugn,
da diese fur deReatTimeCycler besser zu detektieren sifdle verwendeten Primer sind
unter 2.1.12 zu finden.

Diese Methode wurde zur Analyser d&ta, ZIPIC, cg30020CP190, dCTCF und FLAG
His-dSUMO-Bindung im ChlIP, sowie der Auswertung des RA}Assays, aber auch zur
guantitativen RTIPCRverwendet.

gPCR-Mix 15 pl Ansatz
iTaq Sybr Green Mix 7 pl
5 UM Primer Mix 2ul
Template DNA 1l
Add ddH20 5l

2.2.4.9.DNA-Extraktion aus Agarosegel

Fir manche Experimente, z.B. Klonierungen, musste DNA aus Alganosegl wieder

gewonnen werden, um diese fur weitere Versuche verwenden zu kénnen. Dazu wurde die
gewilnschte Bande mit einem sauberen Skalpell bei niedrigeBttiilung (365n1m) aus

dem Gelgeschnitten und in ein 118l Reaktionsgefald tGberfuhrt. Die Gelextraktion wurde mit

dem illustraE GFXE PCR and Gel Band Purific
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die DNA wurde allerdings rddH,O, statt mit dem

Elutionspuffer aus dem Kitluiert.

2.2.4.10.Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA ist ein Hilfsmittel, um eine DNA wie z.B. ein Plasmid oder ein
prazipitierte Sequenz aus ChIP, zu identifizieren. Die zu sequenzierenden Proben wurden
dabei, wie auf der Intertddomepagaler mit der Sequenzierung beauftragten Firma SeglLab
beschrieben, vorbereitet. Hierbei wurden -B0® ng DNA zusammen mit 2@mol eines
spezifischen Primers und einer Flllmengedaiit,O angesetzt. AnschlieRend wurden die
Proben an die FirmaSeglLab verschickt. Die Auswertung des entstehenden
Elektropherogrammes erfolgte am PC mit Hilfe der Programme GWe&®@ers der Firma
GATC-Biotech und VektorNTI der Firma InfoMax.

2.2.4.11Verdau von DNA mittels Restriktionsenzymen
Enzymatische Verdau ist ein wertvolles verfahren zur Identifizierung von-BbBghnitten.
Durch dasSchneiden an oftmals palindromischer Schnittstellen, entstehen Schnittmuster an
Hand derer man auf EthidiuBromid-Agarosegel identifizieren kann, um welcB&A es
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sich handelt. AuRerdem sind Restriktionsenzyme wichtige Werkzeuge zur Klonierung von
DNA-Fragmenten. Die Verdaue mit den eingesetzten Restriktionsenzymen wurden nach den
Vorgaben des Enzyiataloges der Firma Fermentas angesetzt. Dabei wurdemd@@s

30pug DNA zum Verdau eingesetzt. Das verwendete Enzym wurde hier stets mit dem
entsprechenden Puffer verwendet. Ein Verdau konnte je nach eingesetztaridNENzyrm

Menge 1 bis 3 Stunden dauern.

2.2.4.12 Minipraparation von Plasmid-DNA

Die Mini-Praparation vo PlasmidDNA beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Birnboim and Doly 197p Diese Methode ermdglicht eine schelle Isolation von kleinen
Mengen Plasmid aus Bakterie& .coli Somit lassen sich in kurzer Zeitehrere Klone
untersuchen, um heraus zu finden, ob es sich um das korrekte Plasmid handelt. Zun&chst
mussten Einzelklone aus einer Transformation mit autoklavierten Pipettenspitzen von
Agarplatten gepickt werden und inn3 LB-Medium mit dem entsprechendé@mtibiotikum
Uberfuhrt werden. Es erfolgte einel@s 12-stiindige Inkubation bei 37°C auf dem Schiittler,
um die Bakterien und damit das Plasmid zu vermehrenmil,Ber Bakteriensuspension
wurden entnommen und bei 8.00pm fiir 2 Minute pelletiert. Der Werstand wurde
abgekippt und 100l Sol 1 zugegeben und anschlieend grindlich gemischen. Dies fuhrt zum
Andauen dedMurinsacculus(Zellwand) der Bakterien. Fur die alkalische Lyse der Zellen,
wurden 200ul Sol 2 zugegeben und erneut gemischt. Die Losungde fir 5 Minuten auf

Eis inkubiert. Um das Gemisch wieder zu neutralisieren, wurdenullS®dl 3 zugegeben,
gemischt und Binuten auf Eis inkubiert. Die Zelltrimmer wurden bei 13.0Q@n fur

15 Minuten pelletiert. Der Uberstand enthélt die Plasmidewmdle vorsichtig abgenommen
und in ein neues 1/l Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die PlasAlillA konnten durch Zugabe

von 0,8VT Isopropanol und Z@nindtiger Inkubation auf Eis gefallt werden. AnschlieRend
wurde erneut fir 10 Minuten bei 13.0680m zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Plasmi®ellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen. Danach wurde das Pellet
nochmals fur Minuten bei 13.000pm abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde getrocknet und in TE+RNaselA g/pl) gelost.

Alternativ konntenauch MintPraparationen mit Hilfeles Qaprep® Miniprepvon Qiagen
durchgefuhrtwerden Das Kit wurde nach Herstellerangaben angewendet. Die Elution der

PlasmidDNA von der S&ule erfolgte durch Aqua dest.

68



Methodan

Sol 1 Sol 2 Sol 3(pH4,8)

Glucose 50 mM NaOH 0,2N KaAc 24,5¢g
Tris/HCI pH8 25mM SDS 1% Eisessig 35ml (pH4)
EDTA 10mM immer frisch MilliQ H20  ad. 100ml

Durch Mini-Préaparation gewonnene DNA ist nicht sehr sauber, da Salzreste und Proteine in

der Losungenthalten sind. Daher kann sie nur schwer quantifiziert werden.

2.2.4.13 Midi -Préaparation von Plasmid-DNA

Die Midi-Praparation oder Plasmidpraperation im mittleren MaRstaignet sich zur
schnellen Gewinnung mittlerer Plasmidmengen7 (ig/pl). Diese Plasmidekdnnen zu
Transfetkionen von eukaryotischen Zellen oder Klonierexgsrimenten verwendet werden
da es sich um relativ reine DNA handé&ls wurde das MidPraparation Kit von Qiagen nach
Herstellerangaben verwendet.

Die Quantifizierung dr DNA fand wie unter 2.2.4.3beschriebenam Infinite M200 pro

NanoQuant der Firma Tecan statt.

2.2.4.14 Maxi-Praparation von Plasmid-DNA mit Casium-Chlorid (CsCl) -Gradient

Diese Form der Plasmidpréparation dient dazu grof3e Mengen hochreiner Hlaénizl
gewinnen. Diese Plasde sind besonders fur Transfektionen von eukaryotischen Zellen
geeignet, da diese DNA sehr wenige Verunreinigungen enthélt. Fir die Riegvaiction
wurden zunachst mit einer sterilen Pipettenspitze Klone gepickt undmh L3B-Medium
Uberfuhrt. Diesé/orkultur wurde fir 8 Stunden bei 37°C herangezogen und anschlieend in
500 ml TB-Medium uberfiihrt. Diese Ubernachtkultur wurde fir mindestens 12 Stunden bei
37°C auf dem Schittler inkubiert. Die Bakteriensuspension musste dann in ein grol3es
Zentrifugengedi3 Uberfuhrt und bei 4.00@m far 20 Minuten ab zentrifugiert werden. Das
Medium wurde abgekippt und die Bakterien im Restmedium angeteigt und anschlielRende in
9ml Sol 1 resuspendiert. Dann wurdenl Sol 1 mit Lysozym zugegebeNach dem kurzen
Schwenka der Lésung wurde diese fur 7 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurden 2@ frisch angesetzte Sol 2 unter schwenken zugegeben. Die Lésung
wurde fur 7 Minuten auf Eis inkubiert. Nonntenebenfalls unter schwenken i Sol 3
zugegebemwerden Nach Mischen durclschitteh, wurde die Losungerneut Minuten auf

Eis inkubiert und die Zellreste fur 20inuten bei 7.000rpm abzentrifugiert. Der Uberstand
konnte in ein neues Zentrifugenréhrchen tberfihrt werden und wurde dabei durch eine Gase

gefiltert, um Zellbestandteiland geféllte Proteinaus der Losung zu entfernen. Die DNA

69



Methodan

Fallung fand fur 15 Minuten bei Raumtemperatur mittels\0[6(25 ml) Isopropanol statt.

Die Losung wurde fur 20 Minuten bei 5.00pm abzentrifugiert. Der Uberstangurde

verworfen und das Pellet bei 37°C auf dem Schuttler ml IE-Puffer pH 7,6 geldst und

anschlieBend 4,8 CsCl zugegeben, um das Pellet dann bei 37°C auf dem Schittler zu I6sen.

10 mg/ml (500ul) Ethidiumbromid (EtBr) wurden zugegeben und die L@sanschlielend

bei 5.000r pm f ¢r 10 Mi

nuten

abzentrifugiert. De

Ultrazentrifugengefald tberfihrt und mit 50%iger GEG$ung aufgefillt. Das Angleichen

des Gewichts der GefalRe fand mit Hilfe \ai,O statt, so dass alladben ein Gewicht von

etwa 9,5bis 9,8 g hatten. Die Proben wurden Uber Nacht bei786®00 rpm in der

Ultrazentrifuge abzentrifugiert. Es entstehen im Idealfall zwei unterscheidbare Banden. Die

obere Bande stellt die chromosomale DNA da, die untere Bamtélt die Plasmi®NA, die

im Gradienten auf Grund ihrer geringeren Gro3e besser middiede wurde mit Hilfe einer

Spritze abgesaugt

und

n

ei

n

neues

Qui cksea

CsCHLosung aufgefllt und middH,O das Gewicht ageglichen. Es wurde erneut bei

55-70.000rpm fir mindestens 3,5 Stunden zentrifugiert. Nach diesem Schritt solltawich

eine klar definierte Bande mit PlasriNA bilden. Diese wurde abgesaugt und in eimdl5

Reaktionsgefall gegeben. Das Ethidumbromigsste nun aus der Lésung entfernt werden.

Dazu wurde CsCyesattigtes Isopropanol zugegeben und gevortext. Dabei entstehen zwei

Phasen, wobei die obere Ethidiumbrorhaltige Phase verworfen wurde. Dieser Schritt

wurde bis zu zehn Mal wiederholt. Nun ward 3 ml ddH,O zugegeben und gemischt.
Anschlieendkonnte die Plasmiehaltige Losung fur 15 Minuten bei RT mit OVT

Isopropanol gefalliverdenund dann fur 20 Minuten bei 6.00pm abzentrifugiertverden

Das Pellet wurde mit 7% Ethanol gewaschen uagischlie3end in ein 118l Reaktionsgefal}

Uberfuhrt. Als das Pellet getrocknet war, wurde eine der Pelletgrof3e entsprechende Menge

TE-Puffer auf das Pellet gegeben und dieses tUber mehrere Tage bei 4°C gelst.

TB-Medium
Casein
Hefe-Extrakt
KH2PO
K2HPO4

autoklavieren

129/l
24 g/l
0,17M
0,72M

Die Quantifizierung der DNA fandwie unter2.2.4.3beschriebenam Infinite M200 pro
NanoQuant der Firma Tecan st@iehe 2.2.4.3)
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2.2.4.15.PhenolChloroform -Extraktion und Ethanolfallung

Die PhenolChloroformExtraktion eignet sich um DNA aus einer RNA und Protein haltigen
Losung auf zu reinigen. Hierzu wurde die Losung nach Zugabe von 0,5 M3 1
phenolhaltige Lésung und 0,5 bis MT Chloroform oder Chlorophorfisoamylalkohol
gevortext und ei Raumtemperatur 1Minuten bei 13.000rpm zentrifugiert. Es bilden sich

zwei Phasen. Die obere, wassrige Phase wurde abgenommen und in ein neomgs 1,5
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Diese Phase enthalt die @pAonal konnte an dieser Stelle die
Ausbeute a DNA noch erhdht werden, indem nach der ersten Abnahme der wassrigen Phase
der Rest mit 10nMTris/HCI pH 7,5 versehen wurde. Anschlieend wurde gevortext und
erneut zentrifugiert. Die dabei entstehende wassrige Phase wurde mit der zuvor
abgenommenen waggen Phase vereinigDurch erneute Zugabe von \ZT Chloroform

konnte das Phenol aus der DN&sung entfernt werden. Die DNRaltige obere Phase
wurde erneut in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt und zur Ethanolfallung weiter verwendet.
Optional konnte tar eine zweite Phend@hloroformAufreinigung stattfinden, um die
Reinheit der DNA zu erhdhen.

Um die DNA aus der wassrigen Phase zu gewinnen, wurde eine Ethanolfallung durchgefihrt.
Die DNA konnte durch Zugabe von\2ZT' 100 % Ethanol geféllt werden. Die Lésung wurde

fur 10-15 Minuten auf Eis inkubiert. Zusatzlich kann die Fallung durch Verwenden von NaAc
verbessert werden, jedoch steigt auch der Salzgehatth die Zugabe von-2 ul 5 %
Glycogen verbessert die Fallung der ®Nnd das DNAPellet wird nach dem Fallen milchig

und ist besser sichtbddie DNA wurde durch 10ninttiges Zentrifugieren bei 4°C pelletiert.

Der Uberstand wurde quantitativ abgenommen. Das {Pélet wurde mit 7@ Ethanol bei
13.000rpm fir 5 Minuten geraschen. Uberstand wurde qualitativ entfernt und das Pellet
getrocknet. Die DNA konnten dann der einer der Pelletgréf3e entsprechenden Menge TE
Puffer gelost werderDie Konzentration der DNA konntam Infinite M200 pro NanoQuant

der Firma Tecabestimmiwerden(siehe 2.2.4.3)

2.2.4.16.n vitro Transkription zur Herstellung von dsRNA

Zur Analyse desossof-functionPhanotyps von Genen und deren Genrodukten in Zellkultur
stellt der RNArMechanismus ein leicht anwendbares Werkzeug dar. Dabei fuhrt die
Transfektion doppelstrdngige RNA (dsRNA), die homolog nzu Transkrip des zu
untersuchenden Gen ist, zu einer spezifischen Degradienmgieser mMRNAClemens et

al. 200Q0. Die dsRNA wurde benétigt um gezielt Faktoren der SUM@skade, Pita und
ZIPIC, oder CP190 undCTCF mittels RNAI in SZellen aus zu schalten, uanschlieend
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die Effekte in ChIP oder LuciferageeporterAssay untersuchen zu kdnnen. Hier wurde in
Anlehnung an das DRSErotokoll Orosophila RNAI Screening Cengétarvard gearbeitet.

Zur Produktion der dsRNAvurde das Kompletsystem MegaSciiptin vitro Transkription

Kit der Firma Ambion verwendet. Dabei wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. Als
Matrize fur die in vitro Transkription wurden PCIRrodukte genomischer DNA fir
spezifische Gene (SUM®aktoren, CP190dCTCF, Pita, ZIPIC und cg30030vemwendet.

Die RNA wurde anschlie3end an die Inkubation der Reaktionen tber Nadm’Bemit dem
RNeasyKit zur DNA-Extraktion aus wassrigen Losungen von Qiagen nach
Herstellerangaben durchgefihrt.

Die RNA wurde in 50ul RNase freiem Wasser eluieRie Konzentration der RNA konnte
amInfinite M200 pro NanoQuant der Firma Tedasstimmt werden (siehe 2.2.4.3).

Reaktionsansatz 20 yl Ansatz
RibonucleotidMix gul
Reaktionspuffer 2ul
T7-EnzymMix 2ul
PCRFragment/ dsRNA Matritze 1 g

Add ddH20

2.2.5.Assays zur experimentellen Erforschung von ProterbDNA- und

Protein-Protein-Interaktionen

2.2.5.1.Luziferase-Reporter-Assay

Der LwziferaseReporterAssay dient der Bestimmung von Effekten bestimmter Faktoren auf
eine zu untersuchende DN®equenz, z.B. Enhancer und Silencer, Promotoren oder
Isolatoren. Dieser Einfluss zeigt sich dann an der Expression eines Reportergens, in diesem
Fall die des Luiferase Gens. Die laiferase ist ein Enzym dessen katalytische Aktivitat
Luziferin mit Sauerstoffunter Verbrauch von ATRuU energiereichen, instabil@ioxetanen

oder Dioxetanonenreagieren (Oxidation). Beim Zerfall dieser Substanzen kommt es zur
Biolumineszenz.Diese kann gemessen werden und gibt Aufschluss lber diéelase
Aktivitat bzw. ExpressionSiebringvan Olst et al. 2013/un and Dasgupta 2014

Dieser Assay wurde verwendet, um die Effekte von SURRtoren auf die Isolater

Funktion verschiedener Isolatoren zu bestimmen.

72



Methodan

Dazu wurden £ 10° Zellen pro Well auf 8Nell-Platten inbast SchneideMedium ausgesat
und anschlieRend wurden die Zellen miju§ dsRNA behandeltsiehe 2.2.6). Bei den
Zellen handelte es sich um stabil mit eineneiteraseReporterSystem transfizierte S2
Zellen (Bohla et al. 2014 Nach vier Tagen wurden die Zellgeerntet und anschlielBend mit
250 pl LuziferaseLysepuffer behandelt. Dabei wurden die Proben bei RT fuMituten
unter permanentem Schutteln inkubiert. Anschlie3end wurde das Lysat Minute bei
13.000rpm abzentrifugiert, um die Zelltrimmer zu lpékren. 25ul des Lysats wurden auf
leere 96WellPlatten speziell fir den Luziferas@ssay, tberfihrt und danach 2%l
Luziferin/ATP-L6sung zugegeben. Arbhuminometter der Firmd@echthold wurde nun die
Biolumineszenz gemessen, die auf die Luciferaisivitat und damit auf den Einfluss der
SUMO-Faktoren auf die Isolation schliel3en lief3.

Luziferase-Lysepuffer

1M Tris/HCI pH 7,5 25mM
1M MgCI2 8 mM
0,5M EDTA 1mM
10% Triton X-100 1%
100% Glcerin 15%
Add ddH20

Luziferin -ATP-L6sung

90 mg/I D-Luziferin

0,8 mM ATP

pH7 einstellen 500 mM NaOH
Add ddH20

2.2.5.2. Immunprazipitation fir SUMOylierte Proteine

Die Immunprazipitation (IP) ist eine wertvolle Methode, dmastimmte Zielproteine aus
Zellen oder Gewelrezu extrahieren(Sarge and Pararge 2009 Dazu werden spezifische
Antikorper verwendet, die gegen die Zielproteine gerichtet smdiesem Fall wurde eine
FLAG-IP zur Aufreinigung FLAGHis-dSUMO-modifizierter Proteine verwendet.

Auch bei der Immunprazipitation von SUMOylierten Proteinen musste verhindert werden,
dass die Proteasen die SUMOylierung abbauen. Daher wurde auchnhiérowkoll mit
denaturierenden Bedingungen genutzt, um eincSDBIOylierung zu vermeiden. Aul3erdem
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wurde mit Enzyrmnhibierenden Chemikalien wieNl DDT und 1M NEM gearbeitet um die

Aktivitat der Proteasen herab zu setzen.

Zelllysat herstellen

Fir dielmmunprazipitation wurden jeweils 260’ Zellen pro Flasche ausgesét und diese fiir
48 Stunden im Inkubator gehalten. Bei induzierbaren Konstrukten wurde nach 24 Stunden die
Induktion der FLAGHis-dSUMO-Uberexpression mittels CuSQ gestartet. Die Zellen
wurden dannwie unter 2.2.2.&eschriebengeerntet

Die Zellen wurden erneut in kaltem B8S resuspendiert und in einnd Reaktionsgefald
tberfuhrt und dann fur Minute bei 5000rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellenn 150 pl Lysepffer resuspendiert und fur 28inuten auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden 3%0 IP-Puffer zugegeben. Die Zellen mussten nun fir 3x
fur 1 Sekundenbei konstanter Starke am Branson Sonifizierer vollstandig aufgeschlossen
werden. Danach wden nochmals 1ml HPuffer zum Lysat gegeben, sodass eine 1:10
Verdinnung des tdpringlichen Lysats erreicht wurd®lun wurden die Zelltrimer fur

20 Minuten bei 4°C und 14.000pm abzentrifugiert. AnschlieRend konnte der Uberstand in
ein neues Ml Reaktonsgefald dberfihrt werden.

SDSLyse-Puffer

1 MTris/HCI pH 7,5 50 mM
10% SDS 1%
1M NEM 10-20mM
1 Tablette PIC auf 1l

Add ddH20

IP-Puffer

1M Tris/HCI pH 7,4 20mM
5M NacCl 150mM
100% Glycerin 10%
10% NP40 0,1%
1M DDT 1mM

1 Tablette PIC auf 10ml

Add ddH20
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Pre-Clearing und IP

Damit unspezifische Bindungen von Protein an die PrddéBrAgarosebeads vermieden
werden konnte, mussten die Lysate zuvor 1 Stunde bei 4°C auf zuvor +Rinffd?
aqullibriertenAgaroseleads auf dem Rad inkubieren. HeoteinA/G-Agarosebeads/urden
anschlieRend bei 2.50pm und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neuak 2
Reaktionsgefal? tberfihrt.

Fir die IP wurden gleiche Konzentrationen an FLA@ikorper, fur die Prapitation von
FLAG-SUMOyliertem Protein, bzw. unspezifischem Mdg& eingesetzt.

Das LysatAntikorperGemisch wurde nun fir 2,5 Stundbai 4°C auf dem Rad inkubiert.
Anschliel3end wurde es Uber Nacht bei 4°C mit aqullibrierten Pr8i€rAgarosebeads &u
dem Rad inkubiert.

AnschlieRend wurden die ProteMiG-Agarosebeads Minuten bei 2.000rpm und 4°C
abzentrifugiert unadlannder Uberstand verworfen. Die Beads konnten nun 4x miRuffer
gewaschen werden. Dazu wurden Bm@teirA/G-Agarosebead8ir 5 Minuten bei 4°C auf
dem Rad in IFPuffer inkubiert. Anschlie3end wurde erneut fiviiuten bei 2.000rpm und
4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Am Ende des letzten Waschschrittes wird der
Uberstand qualitativ abgenommen und ®oti-Load-Ladepuffer zu den ProteinA/G-
Agarosebeadgegeben. Die Proben wurden danach fuMibuten bei 100°C gekocht. Die
Proben konnten nun beR0°C eingefroren werden, oder gleich im Western Blot weiter

verarbeitet werden.

2.2.5.3.Chromatin-Immunprazipitation

Die Technik der Chromatinmmunoprazipitation (ChlP) ermdglicht den Nachweis der
Interaktionvon Chromatirassoziierten Faktoren mit spezifischen DISAquenzenn vivo
(Gould et al. 19900rlando et al. 1997Solomon and Varshavsky 198%o0 lassen sich ganze
Proteinkomplexe an bestimmten DN¥bschnitten feststellen. Dies kann Aufschluss tber die
Funktion der Proteine, aber auch der DIMBschnitte geberDieser Assay wurde verwendet
um die Kolokalisation von SUMOylierung und CP190, sowie dCTCF fest zu stdileer
auch um die Kolokalisation von CP190, Pita, ZIPIC und cg30020 fest zu stellen

Chromatin herstellen

Zunachst wurden hierfir 240" ZellenFlasche ausgesat. Die Zellen wurden je nach
transfiziertem VektoKonstrukt nach 24 Stunden mit 1@60M CuSQ induziert und nach
48 Stunden geerntet. Aufgrund unterschiedlichen Wachstumsverhaltens wurden die Zellen am
Zellzéhler gezahlt und auf die Zellmenguf die niedrigste, bestimmte Zellzahl eingestellt.

AnschlieRend wurden die Zellen mit% Fomaldehyd fir 1Minuten bei 18°C auf dem
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Schttler fixiert. Dabei werden auch die Proteiie direkt oder indirekt auf der DNA sitzen

an dieDNA gebunden. Um die Fixierung ab zu stoppen wurdenm®b6Glycin zugegeben
und erneut fir 1MMinuten bei 18°C auf dem Schdttler inkubiert. Die Zellkannte nun

3 Minuten bei 2.500rpm und 4°C abzentrifugiert werden, um Medium und Formaldehyd zu
beseitigen.Anschlieend wurden die Zellen nochmal mit kaltemPBS gewaschen. Die
Lyse der Zellen erfolgte nun fur 1IMinuten, bei 4°C. Die Zellen wurden dafir in rl
Lysepuffer resuspendiert und in I8l HartplastikZentrifugengeféale uberfiihrt, die fur das
Sonfizieren geeignet sind. An dieser Stelle wurden 30ul der Zelllysate in ein neusd 1,5
Reaktionsgefal? gegeben, die fir eine Expressionsanalyse im Wester(si&et 2.2.3.4)
verwendet wurden. Danach erfolgte das Sonifizieren der Zellen am Bioruptor vondBioRa
unter Eiskihlung bei hoher Frequenzfir insgesamt 2@yklen, wobei ein Zyklus aus
30 Sekundersonifizieren und 3@ekunderPause bestand. Nach Zgklen wurde das Eis im
Bioruptor erneuert. Im Anschluss wurde das Zelllysat in einril,Reaktionsgefa@berfuhrt

und fur 10Minuten, bei 14.000pm und 4°C abzentrifugierim Zelltrimmer aus der Loésung
zu entfernen. Das Zelllysat wurde nun 1:10 mit Diludiurifer verdunnt, der mit Glycerol
versehen wurde, um das Chromatin langer haltbar zu machen. Dasda@ihr wurde bei
-20°C gelagert.

Um die Qualitat des Chromatins zu tUberprifen, wurde ein RNaseA und Proteinase K Verdau
durchgefiihrt und die DNA anschlie3end mit Phe@bloroform (siehe 2.2.4.5) aus der
Losung extrahiert. Die Fallung der DNA erfolgtettmis Isopropanol. Die in ddH20 geldste
DNA wurde anschlie3end auf einem %BEtBr-Agarosegebufgetragemund aufgetrenntDie
DNA-Fragmente sollte dabei eine Basenpaarlange zwischelopidt 500bp haben, um fur
den ChIP weiter verwendet werden zu kénn Aul3erdem sollten die unterschiedlichen

Proben etwa gleiche Qualitdt und Menge an DNA enthalten.

ChIP-Lysepuffer

10% SDS 1%
0,5M EDTA 10mM
1M Tris/HCI pH 8 50mM
1 Tablette PIC

Add ddH20
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Dilution -Puffer

10% SDS 0,01%
10% Triton X-100 1,1%
0,5M EDTA 1,2mM
1M Tris/HCI pH 8 16,7mM
5M NaCl 167mM
Add ddH20

Pre-Clearing, IP mit spezifischen Antikérpern und Waschen

Hatte das Chromatin eine gute Qualitat und waren die Exprasstbdie Induzierbarkeiton
FLAG-His-dSUMO vorhanden, konnte das Chromatin fur die Immunprazipitation (IP) mit
spezifischen Antikorpern verwendet werddei den Experimenten mit Pita, ZIPIC und
cg30020 wurde vor dem Verwenden des Chromatins fur die IRndek dowrder Faktoren
Uberpruft.

100 pl Chromatin werden in ein 1,81 Reaktionsgefald tberfuhrt und als %0 Input bei
-20°C bis zur weiteren Behandlung weggefroren.

Fur die Immunprazipitation mit spezifischen Antikdrpern musste zunéchst ei@lézeng
des Chromatins vorgenommen werdétierbei wurden jeweils Inl des Chromatins auf
zuvor in DilutionPuffer aquillibrierte ProteirA/G-Agarosebeads gegeben und eine Stunde
bei 4°C auf dem Rad inkubiert. Anschlie3end wurdenAdjaroseleads bei 2.500pm, bei

4°C abzentriugiert und der Ulstand im ein neues 1tbl Reaktionsgefal gegeben.

Fur die IP wurden dem Chromatin sfische Antikdrper gegen Pita, ZIPIGder cg30020
sowie CP190, dCTCF und FLABIis-dSUMO zugegeben. AldNegativKontrolle wurde

MauslgG verwendet.

Eingesetzte Antikorper

Antikdrper Menge
IgG (Maus) 2ul
U-CP190 (Ratte) 2ul
U-dCTCF (Hase) 2ul
UFLAG (Maus) 5 ul
U-Pita 2ul
UzIPIC 2ul
U-¢g30020 10l
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Da weder von U-Pita, U-ZIPIC, oderUdCTCF, n o ¢ h -CR180 di¥ Konzentration an
Antikorper in der Losung bekannt war, wurden sie in derselben Menge wie der 1gG
eingesetztU-cg30020 ist ein eher schwach bindender Antikérper und wurde daher in gréRerer
Menge ei FFhASsvardezdquimoldd zurigG eingesetzt.

Das ChromatirAntikérperGemisch wurde fur 3 Stunden bei 4°C auf dem Rad inkubiert.
Anschlie3end wurdelas Gemisch erneut gufuvor in DilutionPuffer &qulibrierte Protein
A/G-Agarosebeads gegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubertAgaosekeads wurden

dann bei 2.000pm und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand mit ungebundenem Chromatin
verworfen.Um unspezifische Bindungen der DNA an die Beads zu reduzieren, wurden diese
mit verschiedenen Wasdbuffern gewaschen. Dabei erfolgte jewedge 10mindtige
Inkubation bei 4°C auf dem Rad. Anschliel3end wurden die Beads bei rp®00nd 4°C

abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Verwendete Waschpuffer

Low Salt Puffer

10% SDS 0,1%
10% Triton X-100 1%
0,5M EDTA 2mM
1M Tris/HCI pH 8 20mM
5M NaCl 150mM
Add ddH20

High Salt Puffer

10% SDS 0,1%
10% Triton X-100 1%
0,5M EDTA 2mM
1M Tris/HCI pH 8 20mM
5M NaCl 500mM
Add ddH20
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LiCl -Puffer

2,5M LiCl 0,25%
10% NP40 1%
0,5M EDTA 1 mM
1M Tris/HCIl pH 8 10 mM
10% DOC 1%
Add ddH20

TE-Puffer (2x)

1M Tris/HCI pH 8 10 mM
0,5M EDTA 1mM
Add ddH20

Am Ende des letzten ®¢chschrittes wird der Uberstand qualitative abgenommen.

Chelex und SaulenrAufreinigung der ChiP-DNA

100l Chelexwurden zu den Immunprazipitationen und den entsprechenden Inputs gegeben.
AnschlieRend wurden fur 18ekundengevortext und die Proben wurden bei 100f@

10 Minuten gekocht. Danach konnte ein Proteinaséétdau durchgefihrt werden. Dafir
wurden 10 pg/ml ProteinaseK (Stock: 2@ug/pl) zugegeben, erneut gevortext und fur

1 Stunden,bei 55°C inkubiert. Um das Enzym zu inaktivieren wurden die Proben fur
30 Minuten, bei 65°C inkubiert. Anschlieend wurden die AKgarosebeads und das Chelex

bei 13.000rpm abzatrifugiert und der Uberstand in ein neues Ind Reaktionsgefal
Uberfuhrt. Es wurden erneut 130 bzw. 60 pul ddH20 auf das Chelefgaroseleads
Gemisch gegeben unerneut10 Sekundengevortext und 1MMinuten bei 100°C gekocht.
Danach wurde Chelex undAgarosebeadsrneutfir 1 Minute, bei 13.000rpm zentrifugiert

und der Uberstand mit dem bereits abgenommenen Anteil vereinigt, um die Ausbeute an
spezifisch gebunden€hlP-DNA zu erhdhen. Input und {Proben sollten am Ende dasselbe
Volumen haben.

Allternativ zur Aufreinigung Uber Chelex, wurde d#kustra Kit fur PCR DNA und
GelbanderAufreinigung von GE Healthcareerwendet. Dazu wurden nach dem Waschen
100 ul TE-Puffer auf dieProteirA/G-Agaroseleads gegeben. Danach wurde ein RNasd
ProteinasekVerdau durchgefiihrt. AnschlieBend folgte dasdbesslinken tber Nachbei

65°C. Nun konnte die Aufreinigung uber S&dulen nach Herstellerangaben durchgefihrt
werden. Diese Methode erzeugt sehr gleichmalRRige Ergebnisse und fihrt zu sehr sauberer
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DNA. Die Chdex-Methode ermdglicht allerdings eine hohere DMAsbeute, weshalb diese
auch fur die ChiFSequenzierung verwendet wurde.

Die Proben konnten nach der Aufreinigung zur Analyse mittels gPCR verwendet werden
(siehe 2.2.4 und 2.2.4.8 Eine Verdinnungsreehvom Input fur eine Standartkurweurde
erstelt (20%, 2 %, 0,2%). Primer fur spezifisch8indestellen von dCTCF/CP190, sowie
CP190, Pita, ZIPIC und cg30020 und Kontrollprimer fur NegBiiwdestellen wurden
verwendet (siehe 2.1.12).

2.2.5.4.ChIP-Sequenzierung

Die genomweite Untersuchung der Bindung eines Proteins an das Chromatin konnte mittels
Sequenzierung des Materials aus dem ChIP erreicht werden. Dazu wurdeg deér
Immuneprazipitationen aus dem ChIP und des Input gesammelt und in dem
VakuumverdampferSpeed Vagcauf ein Volumen von 3l eingedampftDabe ist es wichtig

dass die DNA in ddbD eingedampft wird. Die DNA wurde dafir bei der Aufreinigung stehts

in Wasser eluirt.

Qubit-Messung

Die Konzentration wurde nach dem Eindampfen mit Hilfe des Qubit gemessen, der sich zur
Bestimmung sehr geringer Nukleinsaltenzentrationen eignet. Dazu wurde zunachst eine
Standardkurve mittels vorgegebener Nukleinsduren festgelegt. AnschlieRend wamdetied
Proben gemessen. Die Proben und die Standards werden auf dieselbe Weise vorbereitet. Dazu
werden2 pl des Inputs5 pl der ChiIRProbenund 2 pl der Standards zu 2Q0 einer Ldsung
gegeben, die aus einem spezifischem Puffer und einer durch diesellinnten
Fluoreszenzfarbstoff besteht. Die Verdiinnung der Prabrarden Faktor 2Q0nusste bei der
Berechnung der Konzentration beachtet werdddiese Methode wurde fur die
Quantifizierung der Proben des FLASUMO-, sowie fiir die des dCTCRind des CP40-

ChIP verwendet.

Pico-GreenMessung

Alternativ wurde auch di®ico-GreenMethode zur quantifizierung der DNKenge in den
ChIP-Proben verwendet. Diese ist weniger genau als die Quantifizierung am Qubit. Dabei
wird ebenfalls eine Standartkun{&000 ng,500 ng, 250 ng, 125 ng, 62,5 ng, 31,25 ng,
15,7ng, 7,9 ng, 3,9 ng, 1,95 ng, 0,97 ugd 0 ng mittels LachsspermBNA angdertigt.

Genau wie die ChHProben werden diese 00 pl eine Lésung gegeben, die mit einem
Floureszenzfarbstoff Rico-Greer) verselen sind. Aschlielend wurden 2 ul der
Standatisungenund 2 ul der jeweiligen ChiRPProbenLésungenam am Infinite M200 pro

NanoQuant der Firma TecgemesserDabei wurde wieder die Quarzplatte verwendet, aber
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ein anderes Protokoll zur Messung d&onzentration, als es bei der Standart
Konzentrationsbestimmung verwendet wurbese Methode wurde fur die Quantifizierung
der Proben des P#aZIPIC- und cg30028ChIP genutzt.

Library-Praperation und Sequenzierung

Die ChIP-Proben wurden nach Braunschgveur Sequenzierung verschickt. Dort wurde eine
Library-Praparation der Probemit dem lllumina ChiIPSeq DNA Sample Prep Kitach
Herstellerangaben vdiluminasvorgenommenAnschliel3endvurden mit der lllustra Cluster
Station DNACIuster generiert und worauf eine standartisierte Sequenzierungeamme
Analyzer lixfolgte.

Um genug Material aus dem ChlIP fur die Sequenzierung zu erlangen mussten drei
biologische Replikate von CP19Q@CTCF, und FLAGHIis-dSUMGO-IP vereinigt werden.
Zur spateren Validierung des Ch8egExperiments mittels gPCR wurden jeweils8Qeder

Probe vor dem Eindampfen abgenommen.

2.2.5.5.FAIRE -Assay (Formaldehyd assisted isolation of regulatory elements)

Der FAIREAssay eignet sich um den Chromatinstades Zelle fest zu stellen. Dabei kann

man mit dieser Methode feststellen ob und wie sich der Chromatinstatus durch eine bestimmte
Behandlung, z.B. RNAIi oder Hormon, verand@giresi et al. 2007Simon et al. 201R In

dieser Arbeit wurde der FAIRBssay zur Analyse des Chromatinstatus mit und ohne FLAG
His-dSUMO Expression genutzt.

FAIRE -Chromatin herstellen

2x 10" Zellen pro Flasche wurden ausgesat und nachS#den wie unter 2.2.2.8
beschriebengeernté Die Zellen konnten bereits nach 24 Stunden fir die Expression von
FLAG-His-dSUMO induziert werden. Die abgeernteten Zellen wurden in B0
ZentrifugengefalRe tberflhrt. AnschlielBend wurde der Chromatinstatustrifiotmaldehyd
fur 4 Minuten bei 18°C auf dem Schiittler fixiert. Die Fixierung wurde mit 128l Glycin
abgestoppt. Die Inkubation hierfur erfolgte fur Mihuten, bei 18°C auf dem Schiittler.
AnschlieRend wurde3 Minuten, bei 2.500rpm und 4°C zentrifugierum das Medium und
das Formaldehyd zu entfernen. Daraufhin mussten die Zellen mit kalt&B3>gewaschen
werden, um das Formaldehyd vollstandig zu entfernen.

Die Zellen wurdemunerneut in 1PBS aufgenommen, in einr2l Reaktionsgefal} tberfihrt
und dann bei 14.000pm fiir 1 Minute bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in Inl FAIRE-Lyse-Puffer resuspendiert. AnschlieRend wurde

erneut zentrifugiert {8he obeh Der Uberstand konnte wieder verworfen werden und das
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Pelleg wurde erneut in 1,5l FAIRE-Lysepuffer resuspendiert. Das Lysat wurde nun in ein
15 ml Hartplastik Zentrifugengefald tberfuhrt, das fur das Sonifizieren der Proben geeignet
ist. Das Sonifizieren der Zellen erfolgt unter denselben Bedingungen, die awdnfChIP
genutzt wurder{siehe2.2.5.3. Im Anschluss an das Sonifizieren wurden die Probennm 2
ReaktionsgefalRe Uberfihrt und fur Minuten bei 14.000rpm und 4°C zentrifugiert, um
Zelltrimmer aus der Losung zu entfernen. Der Uberstand wurde Agfsehtl in ein neues

2 ml Reaktionsgefal? Uberfuihrt. Danach konnte das Chromatin2B&C eingefroren oder

direkt weiter bearbeitet werden.

FAIRE -Lysepuffer Stock
10mM Tris/HCI pH 8,0 1M

2 % Triton X-100 100%
1% SDS 10%
100mM NacCl 5M

1 mM EDTA 100mM

Bei 4°C 612 Monate haltbar

FAIRE -Proben

500 pl des FAIREChromatin wurden in ein neues @l Reaktionsgefald uberfuhrt.
Anschliel3end wurde eine doppelte Phe@bloroformExtraktion der DNA aus der Lésung
vorgenommen. AufRerdem erfolgte eine Fallumif 100%igem Ethanol bet80°C flr

2 Stunden giehe2.2.415). Das DNAPellet wurde in 5qul 10 mM Tris/HCI pH 7,4 gelost.
Danach wurde eirl0 pg/ml RNaseA (Stock: 10mg/ml) und ein10 pg/ml ProteinaseK
(Stock: 20 mg/ml) -Verdau vorgenommen. Es erfolgteneDeCrosslinken und ein
Inaktivieren der Enzyme Uber Nacht bei 65%@e Proben wurden mit dem lllustra Kit fur
PCR DNA- und Gelbande\ufreinigung von GE Healthcare aufgereinigt. Die Aufreinigung
erfolgte nach Herstellerangaben. wsirdemit 40 ul 10 mM Tris/HCI pH 7,4 eluiert.

20% Input

100 ul FAIRE-Chromatin (20% Input) wurden in ein 1,%nl Reaktionsgefal® tberfuhrt.
Anschliel3end wurden ein RNaseédnd ein Proteineaseerdau durchgefihitsiehe oben)
Daraufhin erfolgte ein D€rosslinken bei 65°C ulbeNacht. Die Proben wurden nun mit
200l 10 mM Tris/HCI pH 7,4 auf 30Qul aufgefullt und anschlieRend wurde eine Phenol
ChloroformExtraktion der DNA aus der LOosung vorgenommen, die dann in einer
Ethanolfallung bet80°C fur 2 Stunden prazipitiert wurdsiehe2.2.4.5). Das Pellet wurde

in 40 pl 10 mM Tris/HCI pH 7,4 gelost. Jul des Inputs werden zur Untersuchung der
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Chromatinqualitat auf einem 1% EtBr-Agarosegl abgenommen und mit 6x Ladepuffer
(OrangeDye) versetzt. Die Grol3e der Fragmente des BEATRromatins sollte ca. 300p
betragen.

Fur Analyse mittelsgPCR(siehe 2.2.4.6 und 2.2.4.8Jurdendie Proben (FAIRE und Input)
1:10 verdint Eine Verdinnungsreihe vomput fir eine Standartkurweurdeerstelt (20 %,

2 %, 0,2%). Primer fur spezifisch8indestellenund Kontrollprimer fur offenes Chromatin
(z.B. aktiver Promotor) und geschlosse®iellen im ChromatinHeterochromatin)vurden
verwende(2.1.12)

2.2.6.Bioinformatische Analysen
Die bioinformatischen Analysen wurden voBr. Marek Batkuhn (JLU Giel3en)

durchgefuhrt.

2.2.6.1.GEO-Analyse von RNAtDaten

Die GEOAnalyse eignet sich um Faktoren einer oder mehreren biologischen Eigenschaften
oder Funktionen zu zuordnen. Hier wurde die Faktoren, die mit einéfrZ>2 im Screen
indentifiziert wurden, in einer GOermAnalyse néher untersucht, wobei der Fokus auf die
molekulare Funktion der untersuchten Faktoren gelegt wurde. Dazu wurden diese Faktoren
bzw. ihre Gennamen in das online G@rmAnalyseWerkzeugGeneCoDs3 eingegeben
(TabasMadrid et al. 201p Alle Faktoren, die signifikant {@Vert < 0,05) einer molekularen
Eigenschaftzugenordet werden konnten, wurden in einem Diagramm in Microsoft Excel

dargestellt.

2.2.6.2.ChIP-SegAnalyse und PeakCalling

Die ChiIRSegReads wurden in des fagtg@rmat konvertiert und anschie3end Gber den dm3
Referenzindex Uber BOWTIHE.angmead 201)0aligniert. Die Sequenzierungsdaten wurden
Uber FastQC auf ihre Qualitat Gberprift. Eindeutig zuordenbare Read und einzigartige Reads
wurden fir die nachfolgende Erstellung der Bindeprofile und fir das-@alikg tUber

MACS (zZhang X. D. et al. 2008und PeakRangdFeng et al. 201)1genutzt. Dabei wurden

die Reads des sequenzierten Input als Kontrolle genutzt. Die-Gdlakg-Bedingungen

waren dabei fWert < 165 und FDR < 5 %. Alle weiteren Analysen wurden im
R/BioConductor (http://www.bioconductor.org) wva@enommen. Peaks wurden als

Uberlappend determiniert, wenn sie in mindestens 1 bp Intervall Gberlagerten.

83



Methodan

2.2.6.3.Visualiesierung der Bindprofile

Nach Erweitern der Reads wurden fortlaufende Deckungsvektoren kalkuliert. Diese wurden
pro Millionen Reads im Bereich der GroRe der entsprechenden -Billfotheken
normalisiert. Diese Daten wurden genutzt, um Daten verschiedenen GrofRenverhaltnissen
(zum Beispiel von Transkriptionsfakt®eaks) zusammen zu fassen. Dabei wurde die
Anwendungsitepo (Shin et al. 200@erwendet. Die Bindedaten wurden mit Bindestellen in
einem 50 bp Fenster Uberlagert. Dabei wurde der Mittelwert jeder Position berechnet um

Kumulative Bindeprofiele zu generieren.

2.2.6.4.Motivsuche und-analyse

Sequenzen in einem Bereich vonr %0 bp um ein Peaklaximum wurden extrahiert. Dies
wurde fir 500 Peaks durchgefuhrt. Diese Sequenzen wurden mit MENE
(http://meme.ebi.edu.au(Machanick and Bailey 20)bearbeitet, um de novo Motive und
bekannte Motive zu identifizieren, die innerhalb der Region des Peaks des zuuntersuchten
Faktor zu fnden waren. Um die Beziehung zwischen den auftauchenden Motiven und der
starke der Bindung des jweiligen Faktors zu ermitteln, wurde die matchPUviktion des
Biostrings Packetes innerhalb von @8ioConductor. Dabei wurden die gefundenen Motive

innerhab eines Intervalls tUber ihre jeweilige MofQQualitateingestuft.

2.2.6.5.Vergleich mit publizierten Datensatzen

Um die ChiRseq Bindedaten mit Genexpression vergleichen zu kénnen, wurden Affymetrix
Microarray Daten genutzt, die eine Abschatzung der Expression aldeosophilaS2-Zellen
exprimierter Gene erlaubi@age et al. 2005 Zum Vergleich mit der Bindung anderer TF

bzw. IBPs wurden ChHZhip-Daten, die von der onlirBlattform modENCODE Consortium

zur Verfugung gestellt wurden (The modENCODE Consortium et al. 2010)
(www.modencode.org) und ChiBegDaten anderer Arbeitsgruppé@uartero et al. 2014
Gonzalez et al. 201Maksimenko et al. 201%ng et al. 2013 genutzt. Um den Vergleich

der Daten mdglich zu machen, wen die Daten in 100 bp Bins umgelagert und mittels Z
Normalisierung transformiert. Fur die Korrelationsanalyse wurde entweder Pearson’s R
geonomweiter Gesarn8ins kalkuliert, oder es wurden Bins die mit Regionen signifikanter
Bindung zweier Faktoren assexzt sind, kalkuliert. Alternativ wurden Pedkervalle von
modENCODE heruntergeladen und die Uberlagerung mit den vorhandenen Peaks dieser
Arbeit determiniert. Zwei Peaks wurden als Uberlappend bezeichnet, wenn sie mindestens in
einem Intervall von 1 bpiberlappen. Fir den Vergleich von zwei Pe8k$s wurde die
erwartete Uberschneidung, basierend auf einer zufalligen Verteilung der Peaks, berechnet.
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Die Ration zwischen beobachteter/tatsachlicher und erwarteter Uberschneidung wurde als

Wert genutzt um de@rad der Uberlagerung fur multiple Vergleiche ein zu ordnen.

2.2.6.6.Vergleich mit genomischen Annotationen

RefSeq Genannotationen flirosophilawurden von der UCSC Homepage (version dma3)
herunter geladen. Danach wurde das Genom in folgende Intervalle aufgeagittkriptionlle
Startstelle (TSS; +/1 kb um RefSeq Startstelle), TSS upstre&t0 kb bis -1 kb),
Transkriptionelle Endstelle (TES;-+1 kb um Transcriptional end sites), Exons, Introns und
alles was nicht in diese Klassen passte wurde als intergenisch betrachtet. Die Peaks der
untersuchten Faktoren wurden mit den Annotationsiatenw Gberkreuzt und die relative
Assoziation wurde berechnet (als Funktion des kompletten Genoms). Aul3erdem wurde die
ermittelte relative Assoziation mit der Verteilung des genomischen Hintergrundrauschens

verglichen.
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3. Ergebnisse

CP190 hat eine wichtigeuRktion beider Isolation von Chromatin und damit verbunden auch
bei der Genregulation ibrosophila melanogastefHeseding et al. 201&orenjak et al.
2014). AulRerdem ist CP190 an der Briickenbildung und Interaktwischen Isolator und
Promotor verantwortlict{Liang et al. 201} CP190 interagiert zudem nfiinf von siden
bisher bekannten Isolatbindenden ProteinenDazu zdhlen dCTCF QCCTCbinding
Factor) (Moon et al. 2005 BEAF-32 Boundary Elemerassosiated Factor of 32kD&Roy

et al. 2007aRoy et al. 2007pZhao et al. 1996 Su(Hw) Suppressor of Hairy wingGeyer

and Corces 1992 sowie Ibfl und Ibf2 Isulatorbinding Factorl und 2)(Cuartero et al.
2014). Da CP190 nicht selbsinadie DNA binden kanmird vermutet, dass es durch diese
Isolatorbindende Proteine rekrutiert wird. Es ist zu vermuten, dass CP190 noch weitere
Interaktionspartner hatlie entwedeebenfalls Isolatebindende Proteine sind, oder aber zur
Funktion von CP190 bei tragen. Im Folgenden wurden potentielle Interaktionspartner von
CP190 analysiert.

3.1. Die ZAD-Proteine Pita und ZIPIC kolokalisieren auf der DNA an

gemeinsamen Bindestellen mit 190

Die Mitglieder der ZAD (Zinkfingerassoziierte Domé&ne)Familie sind potentielle
Kandidaten fur die Interaktion mit CP190. Sie macher?d@ller Transkriptionfaktoren in
Dipteren augBensonet al. 2009. Sie haben genau wie die Zinkfingerproteine, zu denen
CP190 und dCTCF zahlen, C2H%p Zinkfinger, die sie zu Bindung von DNA verwenden
(Chung et al. 20Q7Chung et al. 2002 Zu den Mitgliedern der ZABamilie zahlen auch
Pita, ZIPIC und ¢g30020. Mittels Yeadtwo-Hybrid-Screen und aic durch
Massenspektrometrie und @®s wurden, diese als Interaktionspartner von CP190 und
dCTCF identifiziert(Maksimenko et al. 2035

Hier wurde die Bindung dieser Faktoren an Chromatin und Klolekalisation mit CP190
untersucht, um zu analysietesb CP190 durch diese ZAProteine rekrutiert wird und ob
dies zu einer gemeinsame Funktion der Faktoren bei der Isolation fiuhrt. Daftr konnten
genomweite Untersuchungen der PRitZIPIC- und cg3002Bindung mittels Chromatin
Immunpréazipitation mit anscielRenderSequenzierung (ChiBeq) durchgefuhrt werden.
AnschliRende wurden die Daten mit CHIip-Daten von CP190 verglichebBie dabei
gefundenen Resulate wurdenittels knock dowrvon Pita, ZIPIC und CP19th ChiP-gPCR
Experimentervalidiert.
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3.1.1.Pita- und ZIPCI -knock downund die jeweiligen Antikdrper waren spezifisch fur

die zu untersuchenden Faktoren

Um das Bindeverhalten Pita, ZIPIC und cg300@0 Zusammenhang mit CP198u
untersuchen, sollte CHEPCR und ChIRSeg-Experimentedurchgefiihrt werden. Damit dies
fur diese Proteinearorgenommerwerden konnte, war es nétig zunachst die Spezifitat der
Antikorper, die fur den ChIP zur Verfugung standen, durch spezifidaimk dowrvon Pita,
ZIPIC und cg30020 uberpruft. Wildtypische-22llen wurden dafur ausgeséat ueith knock
down fir CP190, dCTCF, Pita, ZIPIC und cg30020 mit der entsprechenden dsRNA
durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde ein Kontrékhock downgegen Luziferase (luci)
durchgefihrt. Die Zellen wurden nach vier Tagen geériNun wurden die ellen aufden
MRNA-Level, so wie derProteinlevelfir die zuuntersuchenden Faktoranalysiert.

Es wurde eine RNAXxtraktion mit anschlieBender reversen Transkription uhatrauf
folgendersemiquantitativePCR durchgefihrt. Als Kortlle fir genomische DNA diente

die RNAKontrollen (RNA), die statt cDNA mRNA enthielt Die Reinheit der
semiquantitative PCR wurde mittels Wasserkontrolle uberpruft. -RiB-Kontrolle (ohne
reverse Transkriptase) diente der Untersuchung maoglicher Kordtioriendes RFKits mit
genomischer DNA Das Genprodukt von RPL32, einem Haushaltgen dienten als
Ladekontrolle Abbildung11).

Bei der Untersuchung ddshock downsauf RNA-Ebene konnte gezeigt werden, dass der
Einsatz der dsRNAs von Pita und ZIPIC eine spezifische Reduktion der mRNA bzw. der
cDNA dieser Faktorenur Folge hat, wenn man diese Proben mit der des unspezifischen
Luziferase (luci)knock downsverglich (Abbildung1, (i)). Zudem zeigte zwei von funf
(dsRNA ¢g30020:1 und 3) der getesteten dsRNA%e gegen die mRNA von cg30020
gerichtet waren, eine Reduktion des cDiSAnales im Vergleich zum Luziferakaock
down (Abbildung 11, (ii)). Auch die als PositaKontrolle fur denknock downgenutzte
dsRNA gegen das dCTCFTranskript, hatte eine Reduktion der mRNA bzw. der
entsprechenden cDNA zur Folge. CP190, die zweite Pd€&ithtrolle, zeigte keine
spezifische Reduktion der mMRNA/cDNA, im Vergleich zum unspezifis&heck dowr(luci)
(Abbildung 11, (i)). Wahrscheinlich war deknock downin diesem Experiment nicht
erfolgreich, oder die CP19Bxpression war zu stark um, die gesamte mRNA zu reduzieren.
Das Hashaltsge RPL32 zeigtedentischelLevel des Genproduks in allen Proben. Dies
zeigte dass die Proben gleichglengen an mRNA bzwcDNA enthielten und damit
vergleichbar waren. Die NegativKontrollen zeigten keinerlei Kontamination des

Experimentes mit gemoische DNA oder cDNA, was die Spezifitdt der Ergebnisse dieses
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Experimentes wstreicht Dieses Experiment zeigte, dass die dsRNAs gegen Pita, ZIPIC und

€g30020, einen spezifischéimock downder Trankripte dieser Gene zur Folge hatten
(Abbildung11).
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Abbildung 11: Die dsRNAs fur dCTCF, CP190, Pita, ZIPIC und cg3002@varen spezifisch und fuhiten zumknock

down der mRNA. RT-PCR auf EtBtAgarosegeber Extrakte von SZellen, die einenknock dowrfur (i) CP190, dCTCF,

Pita, ZIPIC ode(ii) cg30020 (verschiedene dsRNAs: 0, 1, 2, 3, Ri) unterzogen wurden. Die Zellen wurden ausgesat und ein
knock dowrdurchgefiihrt. Die RNA wurde extrahiert und diese mittels Reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die
cDNA wurde in der serjuantitativen RTPCR eingesetzt. Dabei wurden Intron Uberspannende Primer fir Genprodukte von
CP190, dCTCF, Pita, ZIPIC odeg20020 eingesetzt. Die entstandenen AE&Jukte wurden auf einem 2% EtBr
Agarosegel aufgetrenmils Langenstandard (M=Marker) diente der Gene Rulkl Yon Thermo Scientific. Als Kontrolle

der RNA auf genomische DNA dientiie RNA-Kontrollen (RNA). Die -RT-Kontrolle (ohne Reverséranskriptase) diente

als Kontrolle der reversen Transkription. Die Wasserkontrolle diente der Kontrolle dgiHR2OR
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Die Extraktion des Gesamtproteins egtel mittels RIPAPuffe-Methode. Aischliel3end
wurde ein WesterrBlot durchgefihrt. Danach wurde eine Immundetektion von CP190,
dCTCF, Pita, ZIPIC und cg30020 vorgenommen. Als Ladekontrolle wurde das Haushaltsgen,
b-Tubulin, detektiertAbbildung12).

Der jeweiligeknock downder zu untersuchenden Transkripte, fuhrte jeweils zur spezifischen
Reduktion des Signales fir Pita bei 100 kDa und ZIPIC bei 45 kDakrdek dowrfihrte

nicht zur Reduktion von Signalen deswjeils anderen Proteine, was ebenfalls fur die
Spezifitat deknock downsaber auch fur die der Antikorper spricht. Die Spezifitatldesck

down konnte auch auf RNAbene in einersemiquantitativen RTIPCR gezeigt werden
(Abbildung 11, (i)). Dies zeigte, dass die dsRNAs einen spezifis¢tmack dowrder Proteine
hervorrufen, aber auch dass die Antikdrper fur Pita und ZIPIC spezifisch sind. Als Positiv
Kontrolle fir denknock downwurden dsRNAs gegen dCTCF und CP190 eingesetzt. Diese
fuhrten, wie zu erwarten war, zur spezifischen Reduktion der jg@riliProteine. Das

Ha u s h a FTulalm elieb dorch den jeweiligeimock dowrunbeeinflusst und wies relativ
gleichmafige Mengen an Protein a@bbildung 12, (i)). Der knock downvon cg30020 hatte
keine spezifische Reduktion des Proteins im Western Blot zur Folge, obwddrabdr down

der mRNA eine spezifische Reduktion der cDNA in der-FROR als Ergebnis hatte
(Abbildung 12, (ii); Abbildung11, (ii)). Auch nach Einsatz verschiedener dsRNAs,gkgen
€g30020 gerichtet waren, konnte keine spezifische Reduktion des Proteins beobachtet werden.
Das Signal, das durch den Antikorper fir cg30020 bei 130kDa detektiert wurde, kénnte also
nicht spezifisch sein. Es wére aber auch denkbar, dass dasReheistabil ist und sich

durch einerknock dowmit spezifischer dsRNA nicht reduzieren lagsbljildung12, (ii)).
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Abbildung 12: Die Antikdrper fiir CP190, Pita und ZIPIC erkannten spezifisch das jeweilige ZielproteinWestern Blot

der Extrakten von SZellen, die einenknock dowrfiir (i) CP190, dCTCF, Pita, ZIPIC ur(d) cg30020 unterzogen wurden.

Al s L2ngenstandart diente der P a Gherfma IScentific (W)r Eiset irdirekte d Prot
Immundetektiond e r zu untersuchenden Proteine, aEblia, @Gin HadiShaltger, , Pita
diente als Ladekontrolle. Prim&nt i k°-CP&#®80 {(Rat tdeQT CIF: 1(0Ha0s, e YetaTubulinl(®aug) , U

1: 1 0 6Pda, (Ratlle) 1:10007-ZIPIC (Ratte) 1:200 und -cg30020 (Ratte) 1:200 jeweils in & Milch. Sekundar

Anti kor per-Ranitte HR:R259.80 00 ,2HaEE A:25000 jeleils in 0% Milch. Alle Antikérper wurden

1 Stunde bei RT auf der Membran inkubiert. Zur DetektiorerdSignale wurde die Membran mit dem HRBRbstrat
Komplettsystem von MilliQ benetzt und zwischen 100 und 240uS#&dénam VersaDoc von BioRad belichtet und die

Chemilumineszenz detektiert. Die Signale wurden mit Hilfe des Programms Quantity One von RisRadeatet.
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Die Antikorper fur Pita und ZIPIC konnten, nach diesen Experimenten, fur diedHATR

und ChIRSegAnalyse eingesetzt werden. Cg30020 wurde unter Vorbehalt ebenfalls in einem
ChIP-SegExperiment untersucht. Allerdings wurde es auf Grund dmingen Anzahl
identifizierbarer Bindestellen sowie einer geringen Anzahl von Readgon der

bioinformatischen Analyse der genomweiten Daten ausgeschlossen.

3.1.2.Genomweite Untersuchung von CP19QPita- und ZIPIC -Bindung an Chromatin

Zur naheren Beleuchtunder Interaktion und den damit evtl. verbundenen funkilen
Zusammenhangen von CP190, Pita und ZIPIC, wurde ein -S&¢fExperiment zur
genomweiten Untersuchung der Bindung der Faktoren Pita und ZIPIC durchgefiihrt. Dies
sollte Aufschlusslariibergeben, b sich aus dem Bindeverhalten der Faktoren Rickschlisse
auf die Funktion un Pita und ZIPIC ziehen lassen. Dabei kdnnten sich Gesetzmaigkeiten zu
der Bindung der Faktorenfinden lassenVoruntersuchungen der Antikdrper fur Pita und
ZIPIC in ChIRExperimenén wurden dabei in der Masterarbeit von RarAémach (JLU,
GielRen)beschrieben. Auch wurden bereits Anteile der @DNPA fir ChiP-Seq bei den debei
durchgefuhrten ChHEXperimente erzeugt.

Insgesamt wurdedO ng der jeweiligen ChHDNAs, derlIPs derFaktaen Pita und ZIPIC,
sowie de Inputsfur die Normalisierung, in 30ul ddi® gesammelt und dann zur Préparation
einer DNABIbliothek und der anschlielenden Sequenzierung mit einem lllumina Sequenzer,
nach Braunschweig in ein Sequenzierungslabor verschigktd&bei entstandenen Rohdaten
zur Bindung der Faktoren, wurden anschliel3end bioinformatissgesvertet. Dabei wurde

auf ChiP-Chip-Daten der Datenbank modENCODE zurlick gegriffen, um Vergleiche fur die

Bindung von CP190 und anderen Isolabordenden Proteen anzustellen.

3.1.3.CP190, Pita und ZIPIC wiesen deutliche Ubereinstimmung bei der genomweiten
Bindung auf

Insgesammt konnten 2750 Bindestellen/Peaks fur Pita und 3061 fur ZIPIC in den
genomweiten Datensatzen des Phaw. des ZIPIGChIP gefunden werdemabei konnten

bei dem Vergleich mit ChH&hip-Daten von CP190, der Datenbank modENCODE, eine
Uberlagerung der Bindestellen mit beiden Faktoren gefunden weTden modENCODE

(The modENCODEConsortium et al. 2000CP190 kolokalisierte zu A mit Pita und zu 55

% mit ZIPIC. Aul3erde Ubschnitten sicletwa 50% derPita- und ZIPIGBindestellen 57 %

der CP198Bindungen an Chromatiiberlageten nicht mit Pita oder ZIPIGBindestellen

Das heil3t, dass diese Bindung von CP190 an die DNA nicht durch diese beiden ZADs erklart
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werden konnte. Allerdings wéare es madglich, dass Pita und ZIPIC (b 48r CP1990
Bindungen an Chromatirustandig sein konnte®Bbildung13, (ii) Venn-Diagram).

Diese starke Kolokalisation spiegelte sich auch im Vergleich der genomischen Bereiche
wiede, die durch die jeweiligen Proteine gebunden wurden. Im Vergleich zum ggsamt
Genom, banden Pita und ZIPI& diesem ChIPFSegExperiment, vorallem in der Nahe von
TSSs (Transcription start sitedzw. TranskriptionsStartStellen) bzw.Promotoren (TSS,
grun), aber kaum in inteoder intragenischen Bereichen. Dies konnte auch bei der Analyse
der CP196ChIP-Chip-Daten beobachtet werdeflbildung13, (i)).

Die Bindestellen fur Pita bzw. ZIPIC, sowie die CPHfAdestellen wurden anhand ihrer
Bindungsstarke zur TSS in vier Gruppen unterteiin schwach (1, schwarz) bis stark (4,
blau). Dabei wurde das Gruppenmittel fur die Profile in einem Fenster.000 3 up und

down stream des Peaks berechnet. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Starke der Bindung
von CP190 proportional zu der von Pita bzw. ZIPIC war. CP190 aksodjenau dort stark,

wo auch Pita und ZIPIC stark gebunden haben. Die Bindungssiakim Vergleich dazu
genau dort schwacher fur CP190, wenn sie fur Pita und ZIPIC ebenso schwacher war
(Abbildung 13, (iii); Pita/CP190 unten linkZIPIC/CP190 unten rechts).

Diese Ergebnisse liesaie Vermutungzu, dass die CP19Bindung zumindest teilweise

durch die ZADProteine Pita und ZIPICan den gemeinsamen Bindestelleermittelt wird.
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Abbildung 13: Kolokalisation von CP190 mit Pita und ZIPIC in einer genomweiten Analyse der BindungChlP-Seq

fur die Faktoren Pita und ZIPIC wurde durchgefuhrt. Zur Analyse der Kolokalisation mit CP190 wurde@Hqk[Paten

von modENCODE verwendei) Die Verteilung @r genomischen Elemente tUber die Regionen, die Pita, ZIPIC und CP190,
im Vergleich zur Hintergrundbindung, angereichert haben: TSS (griin), TSS upstream (gelb), Exons (hellblau), Introns
(dunkelblau), TES (pink); intergenisch (rofl) Venn Diagram der Udrlagerung von Pita (blau), ZIPIC (lila) und CP190
(braun) Anreicherungen/Peaksi) Pita (links) oder ZIPIG (rechts) Bindestellen wurden anhand der Starke der Bindung in
vier Gruppen unterteilt: Niedrig (1, schwarz) bis hoch (4, blau). Dabei wuidetucthschnittlichen Bindeprofile mit denen

von CP190 an diesen Stellen verglichen. Die Bindungsstarke ist auf -@@hsg und die Entfernung zum
Anreicherungszentrum/Pedenter auf der 2Achse dargestell{Maksimenko et al. 2035(in Kooperation mit Marek

Bartkuhn)

3.1.4.Die Bindemotive von CP190 und Pita stimrren miteinander tberein, wahrend

ZIPIC ein eigenes Motiv besald Die Proteine baaden unabhangig voneinander an

Chromatin.

Zur weiteren Beleuchtung der Zusammenhénge zwischen der @&#id@ing und der

Anreicherung en Pita und ZIPIC an dessen Bindestellen, wurde eine Motivanalyse

durchgefuhrt. Dabei wurden die durchschnittlichen Bindemotive flr Pita und ZIPIC mit Hilfe
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des Programmes MEME fir Motiknalysen ermittelt(Machanick and Bailey 20)1
(Abbildung 14, (i)). Fur Pita konnte hierbei festgestellt werden, disseseine sehr &hnliche
Konsensussequenz wie CP190 (s&thwartz et al. 2012bDas Motiv das fur ZIPIC gefunden
wurde, unterschied sich dagegen deutlich vom Bitd vom CP1968Konsensusmotiv.

Desweiteren wurde analysiert, in welchem Zusammenhang die Motivstarke eines Faktors zu
dessen Anreicherung steht. Dabei wurden die ermittelten Motive fur jeden Faktor in vier
Gruppen, entsprechend ihréfonservierung bzw Ahnlichkedt unterteilt, von schwache
Ahnlichkeit (1) bis star& Ahnlichkeit (4). Hier konnte beobachtet werden, dass die Motiv
Konservierung einen positiven Einfluss auf die Bindung der jeweiligen Faktoren hatte. Es
konntealso gezeigt werden, dass je nach Starke Konservierung des Motivesar, eine
entsprechende Bindung durch Pita bzw. ZIPIC zu finden Mabildung 14, (ii)).

Beim Vergleich der Bindung von ZIPIC und Pita an Bindestellen, an denen diese tberlappend
bzw. nicht zusammen vasknen konnte beobachtet werden, dass Pita vor aller8equenzen

band an denerdas Pita und das ZIPI&Motiv gemeinsam zu finden waren und die beiden
Faktorendamit eine Uberlappende Bindung zeigten. Aber Pita war arctBindestellen
angereichertan denerdas Pita Konsensusmotiv alleine vorlag, aber kein ZIPIC zu finden
war. Dies deutet darauf hin, dass Pita ZIPIC nicht braucht um zu binden. ZIPIC schien somit,
bei Kolokalisation mitPita, nur eine leichte Verbesserung der ftadung hervorzurufen
(Abbildung 14, Balkendiagramm, links unten). Ahnliches war fir die ZHBi@dung zu
beobachten. Allerdings schien Pita hier eimtwasstarkeren Einfluss auf die Bindung von
ZIPIC zu haben, als es umgekehrt zu beobacht@n ®IPIC band besser, wenn das Pita
Motiv und eine Uberlagerung mit Pita zu finden war. Es war allerdings auch in der Lage
alleine an Chromatin bzw. sein Konsensusmotiv zu binden, ohne das Pita zu finden war
(Abbildung 14, (iii), rechts unten).

Diese Resultate zdign, dass Pita und ZIPIC zwei autarke Faktoren sind, die jeweils ein
eigenes Konsensusmotiv besitzen und auch in der Lage diegksohne die Hilfe bzw.
Interaktion des jeweils anderen Faktors, zu binden. Damit haben sie teilweise unabhangige
Bindungsfunktionen. Die Faktoren sihen sich allerdings bei der Bindung unterstiitzen zu

kénnen, da ihre Bindung erh6ht war, wenn sie zusam@agten
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Abbildung 14: Motiv -Spezifitdt der Faktoren Pita und ZIPIC. (i) Die top Anreicherungen/Peaks der Faktoren Pita und
ZIPIC wurden zur MotivSuche verwendet. Dabei wurde aus den Anreicherungen unterliegenden Sequenzen eine
Konsensussequenz mit Hilfe des Programmes MEME erstellt. A: Arginin (rot), T: Thymin (grin), 6nGGelb), C:

Cytosin (blau). Die Wahrscheinlichkeit fir eine Base innerhalb der Bindeseguaendurch die GroRe des jeweiligen
Buchstaben dargestellt. Als Maf3 fir disd die Bits auf der yAchsegezeigt Die Positionen der Basen wurden auf der x
Achse dargestellt(ii) Je konservierter das Motiv ist, desto stéarker binden auch ZIPIC und Pita an diese. Dafur wurden die
Anreicherungen der Faktoren nach Konsesuslichkeit festgestellt und in vier Gruppen unterteilt. Dabei wurden die
Sequenzen von geder (1) bis hoher (4) Ahnlichkeit unterschiedéii) Auch wurde fest gestellt, ob die Motive von Pita

oder ZIPIC auch innerhalb der Anreicherung des jeweils anderen Proteins zwisréanDabei wurden die Bindestellen in
Uiberlappend (+) und niclitbelappend {) unterteilt und danmach dem entsprechenden Motiv fir Pita oder ZIPIC gesucht.
Der Anteil aller Peaks (Q; 1 = alle Peaks) an gefundenen Bindemotigeauf der yAchse dargestelfMaksimenko et al.

2015 (in Kooperation mit MarelBartkuhn)
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3.1.5.Pita und ZIPIC zeigten ein ahnliches Bindeverhalten wie Isolatebindende

Proteine, die von CP190 gebunden werden

Zur Untersucherdes Einfluss vorPita und ZIPIC auf die Bindung anderer, an der Isolation
beteiligter Faktoren, wurde die Kolokalisation mit diesen Faktoren untersucht. Dazu wurde
die Bindung von Pita und ZIPIC mit den Bindeverhalten von CP190 und der Isolator
bindenden Proteine dCTCF,EBF-32 und Su(Hw) verglichenThe modENCODE(The
mModENCODE Consortium et al. 2030 Diese IBPs zeigen bekanntlich eine starke
Kolokalisation mit CP190 auf dem Chromatin und vermitteln dort mit CP190 zusammen
Isolation(Bushey et al. 20QNegre et al. 201,chwartz et al. 2012bWie zu erwarten war,
zeigte sich hier erneut, dass Pita und auch ZIPIC am starksten in ihrem Bindeverhalten mit
CP190 ddberlappen. Aber auch BEAE und dCTCF zeigten eine lagv starke
Kolokalisation mit Pita(i) und ZIPIC (iii), wenn man die Gesamtheit der Bindestellen
betrachtete. Nur Su(Hw) zeigte eine eher geringe Kolokalisation mit Pita und ZIPIC
(Abbildung 15, (i und iii)). Die Kolokalisationvon ZIPIG und PitaBindestellenmit CP190

war grof3er als die mit den bisher bekannten Kofaktoren von CP39(Hw), dCTCF und
BEAF-32). Dies wies ebenfallglarauf hin, dass CP19%um Teil von Pita und ZIPIC zur
Zielsequenzen auf der DNA rekrutiert werden konmtebfldung 15 (i und iv), Anhang:
Abbildung36 und Abbildung 37).
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Abbildung 15: Pita- and ZIPIC -Bindestellenwaren an denen von Isolatoshindenden Proteinen angereichertBinare
Heatmaps von Pitd) und ZIPIC(iii) -Bindestellen, die anhand ihrer Uberlagerung mit der Bindung von CBEXE-32,

dCTCF und Su(Hw) klassifiziert wurden. Alle angereicherten Bindestellen, die von wenigstens einem der Faktoren
gebunden wrden, wurden dargestellt (2579 Bindestellen fir Pita und 2428 Bindestellen fur ZIPIC). Jede Gruppe von
Bindungsanreicherungwde als schwarzer Balken dargestellt und kann einer genomischen Region zugeordnet werden.
WeilRe Balken zeigen, dass keine ding an diesen Regionen stattfabie Bindestellen wurden nach der Frequenz bzw.
Haufigkeit sortiert, in der ein bestimmter Bimdester beobachtetwwde Das zugehdrige Balkendiagramm beschreibt die
Gesamtheit der Bindestellen der jeweiligen Faktoren zusammen mfiiPader ZIPIC(iv) (dunkelgrau). Die Fraktion an
Bindestellen die nicht mit ZIPIC oder Pita Uberlegpist ebenélls dargestellt (hellgrau). Die Anzahl der Bindestellen ist

auf der xAchse dargestel(ftMaksimenko et al. 2035in Kooperation mit Marek Bartkuhn)

Die Bereiche an denen Pita, ZIPIC, CP190, dCTCF und BEAKkolokalisieren, waren zum

Teil auch TSSsTranscription sart sitesbzw. TranskriptionsStartStellen). Deshalb wurde

im Folgenden der Einfluss der Ritand ZIPIGBindung auf die Expression naher beleuchtet.

Fur diese Analyse wurden die Bindungen an TSSs nach ihrer Starke eingeteilt, von schwach
(1) nach stark4), und diese dann mir der Expression der umliegenden Gene an diesen TSSs
verglichen. Dabei konnte beobachtet werden, dass je starker die Bindung von Pita und ZIPIC
an die TSS war, desto hoher war auch die Expression der Gene, die mit diesen TSS assoziiert
waren Dies deutete darauf hin, dass Pita und ZIPIC auch an der Aktividarfigxpression
umliegender Germeeteiligt sein konntenAbbildung 16).
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Abbildung 16: Pita- und ZIPIC -Bindung an TSS hate einen Effekt auf die Expression dergebundenenGene.Fir
alle RefGene Transkriptions Einheiten, wurde die maximale Abdeckung von Pita und ZIPIC, innerhatb/-elrids
Intervalls um alle TSS, berechnet. Diese Einheiten wurden anschlieenden nach ihrer Bindungsatire) (sortiert,
von schwach (1) nac$tark (2) (linker BoxBlot). Die Bindung an die TSS ist auf detAghse gezeigt. Die entsprechende
Genexpression der umliegenden Gene wurde ebenfalls den entsprechenden Bindes#ithea) (zu geordnet (rechter
Box-Blot). Die Log2transformierte Genexpssionist auf der yAchse afgetragenDie Expressionsdaten stammen des
modENCODEDatenbanKMaksimenko et al. 20)5in Kooperation mit Marek Bartkuhn)

3.1.6.Die Validierung der ChIP-SegResultate mittels ChIPgPCR zeigte eine
Anreicherung der Proteine an den spezifischen Bindestellen

Zur Validierung der ChIRSeq Experimente wurden Oligonukleotide fir spezifische
Bindestellen/Peaks von Pita, ZIPIC erstellt. Dabei wurden Bindestellen unterschieden, die von
allen Faktoren geleichzeitig oder von einzeldeaktoren spezifisch gebunden ndan die

Uber die ChiP-SegAnalyse ermittelt werden konnterBei dieser Analyse wurde auch
cg30020 wieder mit einbezogen. Auch hier wurden die €&d&Daten von diesem als
Anhaltspunkt fur das Design von Oligonukleotiden, fur die Untersuchung von cg30020
Bindestellen, geautzt.

Zunachst wurden fir das ChfPCRExperiment SZellen ausgesat und nach zwei Tagen
geerntet. Die geernteten Zellen wurden fixiert und einer Chromatinextraktion unterzogen. Das
Chromatin konnte, nach der Kontrolle der Fragmente auf-Egarosegel, tr die IP von
CP190, Pita, ZIPIC und cg30020 eingesetzt werden. Die aufgereinigteDOAPwurde

durch gPCR mittels spezifischen Oligonukleotiden, fur in der €GdgAnalyse gefundene
Bindestellen der Faktoren, untersucht.

Die Validierung der genomweiteBxperimente zeigte eine tUberzeugende Ubereinstimmung
mit den Resultaten der Chikeq Experimente. Die gemeinsamen Bindestellen (cgl746,
€gl11905, cgl7681 und cg8776) von Pita (gelb), ZIPIC (blau) und cg30020 (violett) wurden

im Experiment von allen drei Faken gebunden. Auch CP190 (rot) kolokalisiert mit den drei
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Proteinen an diesen Sequenzen. Patadian die identifizierten Bindestellen fur diesen Faktor
(cg31869, cg34342) nicht vollig alleine. An allen untersuchten Pita Bindestellen war immer
auch CP19Q@u finden. Dies war nicht Uberraschend, da auch in der genomweiten Analyse vor
allen Pita eine starke Uberschneidung mit CP190 bei der Chromatinbindung zeigte und der
Konsensus beider Proteine sich kaumterschied Abbildung 17, (i); Abbildung 13,
Abbildung 14). Aber auch geringe Mengen ZIPIC waren zu finden, was bei der starken
Ubereinstimmung der Peaks in der genomweiten Analyse von Pita und ZIPIC nicht
verwundert Abbildung 17 (i und ii); Abbildung13). ZIPIC band, wenn auch schwaddlleine

an die spezifischen Bindestellen (Rpl7 und scar), wobei sich auch geringe Mengen CP190
feststellen lie3en. Cg30020 zeigte eine deutliche Bindung an die imS&iglidentifizierten
Bindestellenfur dieses Aber auch geringe Mengen ZIPIC waren aesdn Bindestellen
angereichert. Die Negatifontrolle (cgl2054) zeigte, wie zu erwarten war, keine
Anreicherung der jeweiligen Faktoren. Und die 1g@ntrolle verdeutlichte dass die IPs flr
CP190, Pita, ZIPIC und cg30020 spezifisch waren, da sie an kedaereuntersuchten
Bindestellen angereichert wakiibildung17).
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Abbildung 17: Die Validierung der spezifischen Bindestedin fur CP190, Pita und ZIPIC belege die Resultate der
genomweiten ExperimenteEin ChIRqPCRExperiment wurde fir die Ermittlung der CP190 (rot), Pita (gelb), ZIPIC (blau)
und cg30020 (violett)-Anreicherung an spezifischen Bindestellen durchgefibig. ChIP-DNA wurde durch gPCR mit
spezifischen Oligonukleotiden fépezifische Bindestellen der untersuchten Faktaretysiert Die Auswertung erfolgte im
Bio-Rad CFX Manager und in Mikrosoft Excel. Die Anreicherung der Faktoren wurde anhand einer Stamndditkden
Input in % berechnet(i) Zeigt den ChIP aller Faktoren(ii) Zeigt den ChIP von 1gG, ZIPIC und cg30020, die eine
schwéchere Bindunaufwiel3en

Auffallig war bei der Validierungwie bereits erwahnt, dass CP190 und Pita nahezu immer
zusammen auf der DNA zu finden waren. Im Gegensatz dazu zeigten ZIPIC und ¢g30020
auch Anreicherung ohne CP190, an den untersuchten Bindestellen. Dies spiegelte auch die
ChIP-Seq Ergebnisse wieder. Wich bei der gnaueren Betrachtung der Bindmiae
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zeigte, war das PiBlotiv nahezu identisch mit dem von CP1@@aksimenko et al. 2015
Schwartz et al. 2012§Abbildung17).

Um die spezifische Bindung der Faktoren und ihren Einfluss auf die Bindung der jeweils
anderen Faktoren ndher zu betrachten, wuederknock downfir CP190 bzw. Pitan S2
Wildtyp-Zellendurchgefihrt. Das Chromatin wurde vorbereitet und dessen Qualitat auf EtBr
Agarosegel uberprift. Auch d&nock dowrauf Proteinlevel von Pita und CP190 wurde im
Western Blot kontrolliert. Diese waren fur alle praparierten Replikate deutlich reduziert im
Vergleich zum Kontrolkknock downgegen Luziferase (luci)Ahhang Abbildung 40).
AnschlieRend wurde ein ChIP fur CP190 (rot), dCTCF (grun), Pita (gelb) und ZIPIC (blau)
durchgefuhrt. Fur die Analyse durch gPCR wurden Oligonukleotide spezifisch fur die
Bindestellen verwendet, die durch alle Faktoren gebundeten.

Der knock downvon CP190 war erfolgreich und zeigte eine Reduktion des Proteins an den
entsprechenden Bindestellen. Die Bindung von CP190 scheint keinen eindeutigen Effekt auf
die Bindung von Pita oder auch die von ZIPIC zu haben. Beide Faktoren zeigten sich in ihrer
Bindung an die untersuchten Bindestellen gar nicht (ZIPIC) oder kaum (Pita) verandert
(Abbildung 18, (i)). Dies stimmt mit EMSAErgebnissen Uber ein, béenen CP190 mittels
dsRNA deplettiert wurden und die spezifischen Bindestellen nach wie vor durch Pita und
ZIPIC gebunden wurde(Maksimenko et al. 20)5Der knock dowrvon Pita dagegen hatte
einen leichten Effekt auf die ZIP#Bindung an die untersucmdindestellen im ChiP. ZIPIC
zeigte eine etwa Halbierung seiner Bindung. CP190 zeigte, zumindest an einer der
untersuchten Bindestellen, eine deutliche, drei bis vierfache, Reduktion nadémaeadown

von Pita Abbildung 18 (ii), cg11905Anhang:Abbildung41). Auch diese Resultate stimmen
zum Teil mit den EMSAResultaten tUberein, wobei die Bindung von CP190 und ZIPIC nach
dsRNA Depletion von Pita untersucht wurde. Dabei war zu sehen, dassodierdownvon

Pita zur Verringerung von CP1EIindung und zum Teil auch eine Verringerung der ZIPIC
Bindung an Zielsequenzen zur Folge hdti#aksimenko et al. 2035 Aber auch dCTCF
schen durch denknock downvon Pita leicht beeinflusst zu werden. An zwei der vier
untersuchten Bindestellen war eine einfache (cg8776) bis vierfache (cg11905) Reduktion zu
erkennen Abbildung 18, (ii); Anhang:Abbildung41). Auch dies ist nach den Resultaten der
ChIP-SegAnalyse durchaus moglich, da Pita auch an einigenleStemit dCTCF
kolokalisiere (Abbildung 15, Anhang:Abbildung 36 und Abbildung37).

Die Validierung der Resultate der genomweiten Analyse der BindondPita und ZIPICan
spezifische Bindestellen der Ch8egAnalyse, war weitestgehend erfolgreich und bestatigt
die dort gefundenen Erkenntnisse. Die Faktoren Pita und ZIPIC kolokarsieit CP190.
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Sie legen aul3erdem die Vermutung nahe, dass CPXotueN durch ZIPIC und vor allem
durch Pita rekrutiert wird, da ekmockdownvon Pita oder ZIPIC eine Reduktion von CP190
an spezifischen Bindestellen der Faktoren zur Folge hatte. Biedekbedeuten, dass beiden

Faktoren damit potentiell zur Vermittlgrder Funktion von CP190 beitragen.
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Abbildung 18 CP190 urd Pita schienen sich nur geringfugig in ihrer Bindung zu beeinflussenEin ChIRgPCR
Experiment wurde fur die Ermittlung der CP190 (raLTCF (griin) und Pita (gelb)nd ZIPIC (blau)-Anreicherung an
spezifischen Bindestellen durchgefiihrt. Die Zellen wurdesgeséat und ddmock downvon (i) CP190 bzw.(ii) Pita
durchgefuhr{Triplikate). Die ChIRDNA wurde durch gPCR mit spezifischen OligonukleotidensfigzifischeBindestellen
der untersuchten Faktoremalysiert Die Auswertung erfolgte im Bi®ad CFX Manager und in Mikrosoft Excel. Die

Anreicherung der Faktoren wurde anhand einer Standardkurve fir den Input in % berechnet.

Untermauert wrde die Vermutung, dass faiund ZIPIC an der CP19&rmittelten Isolation
beteiligt sind, durch einen funktionellen ReporterassaybOrosophila melanogasterHier

wurde untersucht wie sich Pita und ZIPIC auf die Enhancer Blockade und auf die Barriere
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Funktion der untersuchten Isbbren auswirken, indem Pita bzw. ZIPIC Bindestellen
zwischen Enhancer/Silencer und dgatlow Reportergen eingefugt wurdéMaksimenko et

al. 2015. Dabei wirde unter anderem gezeigt, dass Pita und ZIPIC in der Lage sind Enhancer
und Silencer des BioraxKomplexes zu blockieren. Zusatzlich konnte fir Pita eine
gemeinsame Bindungzusammenmit dCTCF an den MCP Isolator festgestellt werden
(Anhang: Abbildung 36), die auch eine funktionelle Komponente hat, wie stenfalls
anhand eines funktionellen Reporterassay z¢éMeksimenko et al. 2035

AbschlieRend &nnte fesigestellt werden, dass Pita und ZIPIC mit CP190 auf der DNA
kolokalisieten und dass dieses Kolokalisation zum Teil notwendig fur das Binden von CP190
an die DNAwar. Dabei findwohl auch eine physikalische Interaktion zwischen den Faktoren
statt (Doktorarbeit, Melanie Buxa). Aul3erdem resuligliese Kolokalisation von CP190,
Pita und ZIPIC, sowie mit dCTCF, zu einer Verbesserung der Isolation von Chromatin
(Maksimenko et al. 2035 Aufgrund dieser Resultatkonnte man Pita und ZIPIC zu den
Isolatorbindenden Proteinen zé&hlen, die CP190 und wahrscheinlich auch dCTCF und BEAF
32 helfen ihre Funktion auf der DNA zu vermitteln.
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3.2. Untersuchung des durch SUMOylierung vermittelten Einflusses auf

die CP190 und dCTCF vermittelte Isolation inDrosophila melanogaster

Ein funktioreller RNAIi-Screen inDrosophila S2Zellen zeigte, dass knapp 100 Faktoren
unterschiedlicher molekularer Funktien, einen Einfluss auf die Fablation haben. Unter
anderem hatten einige dsRNAs gedgenprodukteder Faktoren, die an de8UMOylierung
beteiligt sind, einen deutlichen Effekt auf dienhanceiBlockade am Fab8lsolator
(Doktorarbeit, Dorte BohlajBohla et al. 201§ Der Einfluss der SUMOylierung auf die
Isolation wurde in der Literatur bisher sehr kontrovers diskuiigapelson ath Corces 2006
Golovnin et al. 201R weshalb im Folgeden beleuchtet wurdewelchen Einfluss

SUMOylierung auf die Isolation an durch dCTCF und CP190 gebundenen Isolatoren hat.

3.2.1.SUMOylierung hatte einen Einfluss auf die Fab8lsolation in einem funktionellen
Luziferase-Reporter-Assay inDrosophilaS2-Zellen

Um beurteilen zu kdnnen, welche Faktoren, in oben beschriebenen-$uxen, einen
Einfluss auf die Fab®&olation haben, wurden zunéchst alle Faktorenndieh statisscher
Auswertung einen XNert > 2 hatten, als potentiell fir die Fakéblation relevante Faktoren
bewertet. Dabei konnten neben Faktoren des Remod&lbniplexes NuRHnucleosome
remodeling factor und des Transkriptieaktivierenden Kompleas dREAM (limerization
partner, RBlike, E2F and multvulval class B (Bohla et al. 2014 auch Faktoren der
SUMOylierungsKaskade gefundewerden Abbildung 19, Tabelle).Die Faktoren die mit
einem ZWert > 2 im Screen indentifiziert wurden, wurden auf3erdem noch in einer
GO-TermAnalyse naher untersucl{fabasMadrid et al. 201 (Abbildung 19, Torten
Diagramn). Faktoren die eindeutig der moldkren Funktion der SUM@ktivierung zu
zuordnen waren, sind Aosl und Ub&Resewurdenaucheindeutig @m Gebiet der kleinen
Proteineaktivierenden EnzymeugeordnetDiese beiden Proteine sind also Dmosophila
eindeutig auf ihre Funktion als SUM&ktivierendes Enzym zuzuordnen. Aber auch die
SUMO-Protease velo wurde deutlich den Cys{éyp-Peptidasen zugeordnet. Dieses Protein
greift an Cysteirhaltigen Proteinsequenzen an, wie sie auch in SUMOylierten Reontein
finden sind. Das SUM@onjugierende Enzym Iwr und die SUMIOgase Su(var)20 haben
auch andere Funktionewgshalb sieusatzlichanderemmolekularen Funktioneroder keiner
molekularen Funktioeindeutig zugeordnet werden konntélpildung 19).
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(i) B DNA Bindung

B Protein Bindung

B Proteintyrosinekinase Aktivitit

B Transcriptionale Koaktivatoren

B Morphogene Aktivitit

@ Cysteine -typ-Peptidase Aktivitit

O Histonmethyltransferase Aktivitdt (H3K4 spezifisch)
@ Small-Protein aktivierende Enzyme

O SUMO aktivierende Enzyme

(i1)

Symbol CG-Nr. Genname Funktion

Aosl/SEA 1 CGI12276  Activator of SUMO 1 Smt3 aktivierendes Enzym (EI)
Uba2 CG7528 Ubiquitin-like modifier activating enzyme 2 Smt3 aktivierendes Enzym (EI)
Iwr / Ubc9 CG3018 lesswright Smt3 konjugierndes Enzym (E2)
Su(var)2-10/PIAS CG8068 Suppressor of variegation 2-10 - Smt3 Ligase (E3)

velo CG10107  verloren Smt3 Protease

Abbildung 19: SUMOyliereung verstarkte die EnhancerBlockade am Fab8lsolator in Drosophila S2-Zellen. Der
funktionale RNAiScreen zeigte eine Reduktion der EnhatiRleckade nactknock dowrvon Faktoren der SUMOylierungs
Kaskade (gelb), von DNAindenden (blau) und von Protdimdenden Faktoren (rot), von Proteintyrosinkinasen und von
transkriptionalen Kfaktoren (braun), von Proteinen mit morphogenen Eigenschaften und von Proteinen mit modifizierenden
Eigenschaften, wie Cysteilyp-Peptidasen und Histonmethyltransferasen (griiiy).Die Graphik bezieht sich auf die
molekularen Funktionen der Faktoretie einen Einfluss auf die Enhand&iockade am Fab8&olator hatten. Faktoren mit
signifikanter (pWert < 0,05) Anreicherung in einer molekularen Kategorie wurden in die Graphik mit einbezogen. Die
Graphik wurde mitHilfe des Web-Programm GeneCoDis3 fur@TermAnalysen erstellt(ii) Die Tabelle zeigt alle im
RNAi-Screen identifizierten Faktoren der SUMOylierwmigaskade, die einen-Wert > 2 hatten. Farblich markiert sind die

in der GOTerm-Analyse als signifikant flr eine molekulare Funktion eingestdidoren.

Um diesen Effekt der SUMOylierung auf die Isolation weiter zu erforschen, waingds
Validierung des funktionellenRNAi-Screens vorgenommen. Dafir wurden-Z&Hen
verwendet, die Uber ein stabil integriertes Luzifef@eporterkonstrukt verfien, welches
einen Fabd8solator zwischen einem Enhancer und dem LuzifeResgortergen positioniert
hat. Als Kontrolle dienten Zellen mit einem Repoitemstrukt ohne Fab&olatorzwischen
Enhancer und Promotor des Luziferaseg®isses Konstrukt hatree konstantd.uziferase
Aktivitat und hilft Faktoren zu identifizieren, derdmmock dowrallgemein einen Einfluss auf
das Wachstum und die Proliferation der Zelle Aderauch Faktorerdie den Enhancer oder
auch den Promotobzw. die Transkription ded.uziferasegns kompromittierenwie z.B.
Wachstumsfaktoren, RNRolymerase Il, oder ribosomale Proteineurden durch diese
Kontrolle identifiziert AuRerdem wurden noch drei weitere Isolatoren untersucht, die
ebenfalls von dCTCF und CP190 gebunden weiréoid, cg31472, Fab6)Bohla et al.
2014 Herold et al. 2012(Abbildung 20, Schematische Darstellung der RepeKenstrukte).
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Dadurch wurde analysiert, inwiefern der Effeldch denknock downvon SUMO-Faktoren
Fab8spezifischwar, oder eventuell generellerer Natur sein konnte, dauahit allgemeindie
dCTCF/CP196abhéngige Isolatoren betreffen kbrmte

Ein knock dowrder SUMOFaktoren wurde vorgenommen. Dabei wurden die entsprechenden
dsRNA aufdie Zellengegeben. Die Zellen wurden nach vier Tagen geerntet,tlysidrnach
Zugabe von Luziferindie entstandene Chemielumineszenz am Luminometer gemessen. Die
Werte wurden mit Hilfe des unspezifischen Gkéhtroll-knock downsnormalisiert und
somit die relatte LuziferaseAktivitat ermittelt. Als weitere Kontrollen dienten dienock
downsvon CP190 und dCTCF, die erwiesenermal3en einen Einfluss auf die/&rabi@elte
Isolation haberiBartkuhn et al. 200%Heroldet al. 2012Mohan et al. 2007
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Abbildung 20: SUMOylierung verbessere die Enhancer-Blockade an verschiedenen CP190 und dCTCF-
gebundenen Isolatoren inDrosophila S2Zellen. (i) Schemasche Darstellung der LuziferageporterKonstrukte die fur

die Validierung desRNAi-Screens verwendet wurden. Experimente mit variierenden Isolatoren (Fab8, Fab6, hitoid u
€g31472) zwischen Luziferas®eportergn und Enhancer (dunkle Farben) und Kontrallene Isolatozwischen Enhancer
und LuziferaseReportergen (blase Farbef(j) Relative Luziferasé\ktivitdt nachknock dowrvon SUMGFaktoren (rot),
dCTCF (grun) und CP190 (gelb) als Kontrolle, so wiespezifisché&knock downvon GFP als Negationtrolle (blau). Die
LuziferaseAktivitdt wurde mittds GFPknock dowmormalisiert. Detknock downwurde in S2Zellen, die den jeweiligen

Reporter stabil integriert hatten, durchgefiihrt. Die Chemilumineszenz anrdeminometegemessen.
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Der knock dowrder verschiedenen SUMBaktoren (Aosl, Ubaz2, Iwr, Stgr)210, velo und
Smt3; rot) hatte einen deutlich verstarkenden Einfluss auf die Luz{aldsatat, sowohl am
Fab8lsolator, als auch an den anderen untersuchten Isolafoiend, Fab6 und cg31472).
Dies bedeutet, dass die Isolation durch Heackdownder Faktoren scheinbar herabgesetzt
wurde und der Enhancer des Konstrukts das Luzifgesseungehindert aktivieren konnte
Der Kontrolkknock downvon dCTCF (grin) zeigte auch eine deutliche Verstarkung der
LuziferaseAktivitat, was darauf hin deutetass deiknock downder Faktoren funktioniert
hatte, ebenso wie die Kontrolle denock downsn der gPCR(Anhang: Abbildung 43). Der
CP190knockdown(gelb) hatte nicht den erwarteten Effekt auf die Luziferslsivitat. Man
wurde erwarten, dass die Luziferasktiviat steigt. Dies kdnnte daran liegen, dass @eock
downvon CP190 einen negativen Effekt auf die Lebensfahigkeit der Zetie Begs zeige

sich auch an der Wirkung des CPl@fock downauf das KontroHKonstrukt. Derknock
downvon CP190 hattelort ebenfalls eine verringerte Luzifera8&tivitat zur Folge. Jedoch
hatte derknock downaller untersuchten Faktoren einen leicht negatizéiekt auf das
Zellwachstum, wie sich an der Luzifera&ktivitat der Kontrollen erkennerdief3. Im
Vergleich zum GFRnock down zeigten alle andereknock downsine Verringerung der
LuziferaseAktivitat in der Kontrolle (Abbildung 20, Balkendiagramme) Aus diesen
Ergebnissen énnte man folgern, dass die untersuchten Isolatoren auf SUMOylierung
reagieren. SUMOylierung hat dabei scheinbar die Funktion, die EnkBlumade zu
erhéhen und damit die Promotaktivierung durch den Enhancer herabetzen Allerdings
hatte die SUMGProtease die fur die B8UMOYylierung zusandig ist, den selben Effekt auf
die EnhanceBockade, wie die Faktoren der SUMQskade.

Diese Ergebnisse iedersprechen denen von Capelson und Corces, welche anhand von
Fliegenmodellen zeigten, dass die EnhaBleckade nachknock downvon Ilwr, dem
SUMO-konjugierenden Protein, herab gesetzt wi@hpelson and Corces 20Q06n einer
weiteren Publikation wurde gezeigt, dass SUMOylierung scheinbar keinen Einfluss auf die
EnhanceiBlockade zu haben schein, sobald SUsi@s in Zielproteinen (Mod(mdg4))
mutiert werder{Golovnin et al. 2012

Zur weiteren Berachtungder Funktion der SUMOylierung bei der Isatet in Drosophila
S2Zellen, wurde zunéachst ermitteltelche Faktoren, die an der CP190/dCT&mittelten
Isolation beteiligt sind, SUMOyliextorliegen
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3.2.2.Expression vonFLAG -His-dSUMO in S2-Zellen als Werkzeug zur weiteren

Analyse des Einflusses von SUMOylierung auf die Isolation iBrosophila melanogaster

Zur weiteren Untersuchung der Frage welche Proteine, die an lIsolation beteiligt sind,
SUMOyliert werderund dadurch moglicherweise ihre Eigenschaften verandern, war es nétig
ein Werkzeug fir folgende Experimente zu schaffen. Dazu wurden stakdlellfy@en fur die
Expression von FLAGHis-dSUMO erzeugt, um zum Beispiel zu untersuchen wie die
SUMOylierung de Proteineigenschaften bei der Isolation, aber auch bei der Interaktion mit
anderen Proteinen und mit der DNA verandeZom einen wurde die€Expression von
getagtem Smt3/dSUMO genutzt, weil keine brauchbaren und kommerziell verfligbaren
dSUMO-Antikorper fur Drosophila Smt3/dSUMO existieren, die sich fir Western Blot und
Immunprazipitation in CaP und ChIP eignen wirden. Zum anderen wurdeEgjgression

von dem Fusionsproteigenutzt, um zu studieremwie sich eine Erhéhung der Menge an
SUMOylierten Proteirauf die Isolation, aber auch die Interaktion mit Chromatin auswirkt.
Die naturlich vorkommende Menge an SUMOyliertem Protein entspricht nur in et&a 10
des jeweils gesamten Protemiser Art (z.B.: 10% von 100% Mod(mdg4) ist SUMOyliert)

was dieDetektion zuséatzlich erschwer{Benson et al. 2009Die Konstrukte hierfir waren

aus vorhergehenden Arbeiten bereits vorhanden (Masterarbeit, Meike K. Abraham; Eugenia
Wagner, AG Brehm). Zweverschiedene Vektortypen wurden Ztxpressionvon FLAG
His-dSUMO verwendet.Zum einen wurderPlasmide mit einem konstitutiaktiven Aktin
Promotor zuExpression von FLA@&is-SUMO genutzt (Eugenia Wagner, AG Brehm).
Dieses System hat den Vorteil, dass Eigression des Fusionsproteins moderat ist. Bei der
Verwendung dieses Systemsnkiteman einerknock downvon Smt3/dSUMQoder anderen
Proteinen der SUM@askade durchfuhren und einen Effekt der jeigeit Proteine auf die
Isolation, aber auch auf die Emggehaften von IBPsstudieren. Dieses System wurde fir IPs
und zur Untersuchung von CP1Speckledzw. Insulator-Bodiesverwendet (Doktorarbeit,
Melanie Buxa). Aul3erdem wurde ein induzierbares Vektorsystem verwendet, dass einen
durch Kupfersulfat (CuS£) induzierbarerMetallothioneirPromotor besitztHier kann die
Expression va FLAG-His-dSUMO durch Zugabe von Cug@ngeregt werden (Maike K.
Abraham, Masterarbeit). Diedexpressionwar deutlich starker alglie durch den AktiA
Promotor vermitteltdExpresion des Fusionsprotein®ieses System wurde zur Analyse der
genomweiten Bindung von Isolatbmdenden Proteinen und Kofaktoren (CP190 und
dCTCF) in der Chromatiimmunprézipitation (ChlPyerwendet Anhang:Abbildung 43.

In Vorversuchen wurde bereitdberpriff ob die Expression vonFLAG-His-dSUMO

funktioniert. Dabei wurde dieExpression des Fusionsproteinssowohl in transient
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transfizierten als auch in stabil transfizierten Zellen kooltiert. Hierfir wurden
Immunfluoreszenz und auch Western BleExperimentedurchgefihrt(Masterarbeit, Meike
K. Abraham).

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien

S2-Zelllinien VerwendeteVektoren Eigenschaften

Wildtyp (wt) - NegativKontrolle/ keine Expression

Klon 6 PRM-FLAG-HA-CP190 | Induzierbare FLAGHA-CP190 Expr.

Klon 15 PAW-FLAG-His-dSUMO | konstitutive FLAGHis-dSUMO Expr.
Klon 17 PAW-FLAG-His-dSUMO | konstitutive FLAGHis-dSUMO Expr.
Klonpool (Pool) | pPRM-FLAG-His-dSUMO | Induzierbare FLAGHis-dSUMO Expr.

Die Expression von FLAGHis-dSUMO der stabilen Ziellinien wurde erneut kontrolliert.
AulRerdem wurden die Expressionslevel von CP190 und dCTCF uberpruft, um aus zu
schlie3en, dass diese durch Eigressionvon FlagHis-dSUMO beeinflusst werden. Daflr
wurden SDSProteinextrakte der stabil transfizierent Zellen hergestellt (Klon 15, Klon 17,
Pool + CuSQ; Tabelle 1). Als NegativKontrolle fir die FLAGHis-dSUMO-Expression
dienten wildtypische SZellen (S2 wt) und der uninduzierte Klonpool (PeplEin Western
Blot mit anschlieBender indirekter Immundetektion flABG-SUMOYylierte Proteine, CP190
und dCTCF wurde durchgefuhrt. Das Haushaltsgefulfulin diente B Ladekontrolle
(Abbildung21).

Die Expression von FLA@His-dSUMO in S2Zellen war erfolgreich. Die Extrakte aller
FLAG-His-dSUMO-exprimierender Zellen zeigten den typischen Proteinschmier fir
SUMOylierter Proteinglber die gesamte Lange des Gels. Dieskonnte enaarten kann,
wenn man die SUMOylierung des Gesamtproteins der Zelle im Western Blot betrachtet
(Abbildung 21; Klon 15, Klon 17 und Pool +Tabellel). Im Wildtyp-Extrakt (S2 wt) wa
erwartungsgemald keine Expression des Fusionsproteins zu detektieren. Derdniibtte
Klonpool (Pool-, Tabelle1l) zeigte eine schwaetiurchlassie Expressiorvon FLAG-His-
dSUMO, die aber im Vergleich zum induzierten Pool sehr gering aus fiel.

AulRerdem war zu erkennen, dass Expressiondes Fusionsproteirigeinen Einfluss auf die
Menge an CP190 und dCTCF hatte. Dies konnte man beim VergleidPrateinlevel von
CP190 und dCTCF zwischen S2 wt und Uberxprimierenden Zellen (Klon 15 ui@ldélle

1), bzw. induziertem (Pool +Tabellel) und nichtinduziertem Klonpool (Pool, Tabellel)

erkennen. Der {Subulin-Level zeigte, dass die Proteinmenge bei allen Proben gleich mafig
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war, mit Ausnahme von Klon 183Vobei davon auszugehen mvalass die Probe weniger
Protein enthielt, als die anderddie geringere Proteinmenge dieser Probeeigtesich auch

bei ALAG-SUMOylierten Proteinen, CP190 und dCTCF, deshalb lie3 sich auch hier die
Expression des Fusionsproteinbestatigen und es waru vermuten, dass sie Kkeine
Auswirkungen auf die Expression von dCTCF und CP190QAt&tildung21).

wt K15 K17 Pool - Pool +

| 2 | 2 | 2 | 2 | 2
— e | — e CP190 (190 kDa)
[ . BN | [#y g s dCTCF (130 kDa)

| 1 ‘ .
* -

FLAG-dSUMO

— e— — ] | | B-Tubulin (55 kDa)

Konstitutive Expression Induzierbare Expression

Abbildung 21: Die erfolgreiche Expression von RAG -His-dSUMO in S2Zellen, hatte keinen Einfluss auf die
endogeneExpression von CP190 und dCTCFWesternBlot von Extrakten EAG-His-dSUMO Uberexprimierender $2

Zellen (Pool +/induziertmit CuSQ) zeigen SUMOylierte Proteine in der Detektion mit FLAGNtikdrper. Die Expressio

von CP190 und dCTCF wurden mit den entsprechenden Antikérpern detektiert. Die Expressionslevel dieser Proteine
variierten nicht zwischen uninduziertgpool -) und induzierten Zellerfpool +). 3-Tubulin, ein Haushaltgen, diente als

Ladekontrolle Als Lang nst andar t diente der P a g e R u Thermd Scintifie Brimari ned Pr o
Anti k°-€EP290 @URat tdeC)T CF: { H®G ,ehetaTlu b ull0iom , ( Mla u sFLAGKMats) D1000und U
jeweils in 3% Milch. Sekund&A n't i k °-Raftee1?2 5. Q-01@ u s U 1 : 2Hase 0:Z6MQ0 jeweils in 0% Milch. Zur

Detektion der Signale wurde die Membran mit dem FRBstratkomplettsystem von MilliQ benetzt, zwischen 100 und

240 S&unden am VersaDoc von BioRad belichtet und die Chemilumineszeektd®t. Die Signale wurden mit Hilfe des

Programms Quantity One von BioRad ausgewertet.

Die Expressionvon FLAG-His-dSUMO war funktional da der Schmier zeigte, dass
verschiedene SUMOylierte Proteine sich durch FEB&ektion nachweisen lie3en. Auch
hate die Epressiondes Fusionsproteingeinen Einfluss auf die Expression anderer,
relevanter Proteinavie dCTCF und CP190. Somit konnten giabilen Zelllinien fir weitere

Experimente verwendet werden.
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3.2.3.CP190 zeigteeine potentielleSUMOylierung in der FLA G-IP SUMOylierter

Proteinen nach FLAG-His-dSUMO-Expression

Da die SUMOylierung einen deutlichen Einfluss auf die IsolatioD@rosophila S2Zellen
hate, wie in RNArScreen und Luzifereadeeporter Assay festgestellt werden konnte
(Abbildung 19 und Abbildung 20), drangte sich nun die Frage auf, welche der an der Isolation
beteiligten Proteine SUMOyliert vorliegédnnte Die interessantesten Faktoren, die an der
EnhanceiBlockade der untersuchten olatoren beteiligt waren und somit potentiell
SUMOyliert sein konnten, sind dCTCF und CP190. Diese sollten zunachst auf ihre
SUMOylierung untersucht werden. Fur CPM®@r bereits aus diversen Veroffentlichungen
bekannt, dass es SUMOylierung Drosophila aufweist (Capelson and Corces 2006
Golovnin et al. 201 Fur CTQ ist nur bekannt, dass es in Vertebraten SUMOyliert
vorliegen kanr(Kitchen and Schoenherr 20IacPherson et al. 20P9

Zur Untersuchung der beiden Faktoren auf SUMOylierung, wurde eine SUMOylierung
spezifische FLAGmmunprazipitation (IP) durchgefuhrt. Dafir wurden Extrakte von
wildtypischen S2Zellen als NegativKontrolle und Extraktevon dem FLAG-HA-CP190
Uberexprimierenden S2 Klon @Diplomarbeit Benjamin Schmid, GieRRerls Positiv
Kontrolle verwendet. Extrakte des FLABis-dSUMO-exprimerendenKlon 15, sowiedes
induzierten Klonpools, sollten auf SUMOmrtes CP190 bzw. dCTCF untersucht werden.
Eine IP wurde mittels FLAG-Antikorper fur die Prazipitation voirLAG-SUMOylierten
Proteinen durchgefuhrt. Als Kontrolle der Spezifitdt der IP wurde einelRg@it einer
Fraktion der Lysate durchgefuihrt. Nach dELAG-IP konnte ein Western Blot mit
anschlieBendendirekter Immundetektion von dCTCF und CPi®@genommenwverden.

Nach der Detektion von CP190 war schwaches Signat¢twa 20 kDaoberhalb des CP190
Signals bei 190 kDazuerkennen.Dies galt fur den kastitutiv FLAG-His-dSUMO
exprimierenden Klon 15, sowie dem induzierten Klonpddieses Signal war nicht im
Wildtyp oder in der unspezifischen IP mit dem IgG zu finden. Die Pestivirolle des
FLAG-HA-CP190exprimierenden Klons 6 zeigte eine deutlicherédcherung des CP190
Fusionsproteins, was auf eine erfolgreicHeAG-IP hinwiel3 (Abbildung 22). Aus diesen
Resultaten konnte man folgern, dass CP190 auch in unsefégll&2potentiellSUMOyliert

vorliegen kdnnte
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Abbildung 22: Die FLAG-IP in FLAG -His-dSUMO-exprimierenden S2Zellen resultierte in der Anreicherung von
SUMOyliertem CP190Q Eine RAG-Immunprazipitation wurde durchgefuhrt. Dafur wurden die Zellen ausdadaviert

und geernteWildtypischeS2-Zellen (S2-wt) dienten als NegatiKontrolle undigG-1P wurde als Kontrolle fiir die Spezifitat

der IP genutztAls PositivKontrolle fur die IP diente der FLAGA-CP190 Uberexprimierende Klon ®iplomarbeit
Benjamin Schmid, Giel3enAnschlie3end wurde ein Western Blot durchgefibis.L 2 ngenst andart diente
Prestained Protein Ladder von Thermo Scientific. Prfart i k © -CRi180r (Ratte))1:1000 in % Milch. Sekundéar

Ant i k°-Raite 1:25.000n 0,5 % Milch Zur Detektion der Signale wurde die Membran mit dem HRiBsrat
Komplettsystem von MilliQ benetzt und zwischen 100 und 34Bundenam VersaDoc von BioRad belichtet und die

Chemilumineszenz detektiert. Die Signale wurden mit Hilfe des Programms Quantity One von BioRad ausgewertet.

Fir die FLAGIPs derFLAG-His-dSUMO-exprimierenden Zellen war ein schwaches Signal
oberhalb des dCTGCBignals zu detektieren, aber insgesamt war viel Hintergigndl und

eine grofRe Menge unspezifischen Bindung von dCTCF an die RAJtBiAgarosebeads zu
verzeichnen. Bei den zusatzlicheSignalen innghalb der Proben FLAGis-dSUMO-
exprimierender Zellen, kdnnten auch auf Interaktionen mit anderen SUMOylierten Proteinen,
wie zum Beispiel CP190, zurick zu fuhren sein. Die detektierten Signale waren daher nicht
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eindeutigSUMOyliertem dCTCFzu zuordnen, auch wenn es nicht in den WileRypben
oder der IgGIP zu detektieren waApbildung23).
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> dCTCF (130 kDa)
! 4
Klon 15 : ' L_'i I dCTCF
FLAG-dSUMO g
Klonpool u dCTCF
FLAG-dSUMO

Abbildung 23: Die SUMOylierung von dCTCF konnte nicht durch ALAG -IP nachgewidden werden. Eine ALAG-
Immunprazipitation wurde durchgefiihrt. Dafiir wurden die Zellen ausgedatiert und geernteWildtypische S2-Zellen

(S2wt) dienten als NegatiKontrolle und IgGIP wurde als Kontrolle fiir die Spezifitat der IP genutatschlieRend wurde

ein Western Blot durchgefihd| s L2 ngenstandart diente der PageRulerE Prest
PrimarAnt i k °-dQTeFr (Hasg(1:1000 in 3% Milch. SekmdarA nt i k °-Hgselr25.000th 0,5 % Milch Zur

Detektion der Signale wurde die Membran mit dem FRPstratKomplettsystem von MilliQ benetzt und zwischen

100und 240Sekunderam VersaDoc von BioRad belichtet und die Chemilumineszenz detektierSidriale wurden mit

Hilfe des Programms Quantity One von BioRad ausgewertet.

Die FLAG-IPs bestétigten die aus der Literatur bekannten Erkenntnisse, dass CP190 in
Drosophila SUMOyliert vorliegt (Capelson and Corces 2Q0Bolovnin et al. 201R Dabei

wurde CP190 SUMOylierung in S2zellen (Golovnin et al. 201R aber auch inD.
melanogastetarven undn vitro (Capelson and Corces 20Qétersucht. Fir dCTCF konnte

nicht eindeutig festgestellt werden, dass es SUMOyimtag

3.2.4.Untersuchung des Bindeverhalten von CP190 und dCTCF in Abh&angigkeit von
SUMOylierung in DrosophilaS2-Zellen

Im Weiterenwurdeanalysiert welche Folgen dpotentielleSUMOylierung von CP198aben
kénnte. AuRerderkonnte der allgemeine Einfluss von SUMOylierung auf Isotatodenden
Faktoren untersucht werden. Ddag der Fokus auf deéBindung von CP190dCTCFund
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anderen Isolatebindenden Proteinen an diNA. Die Bindung der Faktoremwurde vor und
nach Expression des FLABis-dSUMO-Fusionsproteinsauf genomweiter Ebene mittels
ChIP-Seq, aber auch an individuellen Genomabschnitten mittels-gPGRExperimenten

betrachtet.

3.2.4.1.Genomweite Untersuchung deBindung von SUMOylierung und Isolator-

bindenden Proteinen

Zur Untersuchung der Faktorewelche mit dSUMO auf der DNA kolokaliisieren, wurde
zunéchst die genomweite Bindung von dSUMO, die bereits publiziert wurde (Gonzales et al,
2014), und die diverserdtatorbindender Proteine bioinformatisch untersucht. Dabei wurden
neben CP190 und dCTCF, auch BEAE Su(Hw), Pita und ZIPIC, sowie flb und
Polycomb (PC) analysiert. Dabei ist nur von CP190 bekannt, dass dieses SUMOyliert
vorliegt, was auch in denUAG-IP-Experimenten gezeigt werden konn#&bbildung 22)
(Capelson andCorces 2006Golovnin et al. 2012 Die anderen untersuchten Proteine sind
zwar Kofaktoren von CP190, aber es ist nicht bekannt, dass diBsesaphilaSUMOyliert
werden.

In den folgenden bioinformatischémalysen wurden zun&chst Daten der Literatur verwendet
um einen Eindruck des Vorkommens von SUMOylierung und Iselatmienden Proteinen
auf dem Chromatin zu gewinnen. Dabei wurden zum einen die WRithZIPIGDaten der
oben beschriebenen ChgtgAnalyse verwendef{Maksimenko et al. 20)5aber auch Daten
von ChIRSegExperimenten fur dSUMJGonzalez et al. 2034 BEAF-32 (Liang et al.
2014, Su(Hw), dCTCHONg et al. 2018 Polycomb (FC) (Gonzalez et al. 20)4und 11
(Cuartero et al. 2034die bekanntlich mit CP190 interagieren und auf dem Chromatin
kolokalisieren Abbildung 24). Beim Vergleich deBindestellem bzw. Peaks fir die Bindung
von dSUMO und einiger Isolatdnindende Proteine (Pita, BEAR2, Su(Hw), ZIPIC und
dCTCF) war deutlich zu erkennen, dass eine groRe Uberschneiduag @190 (rot) und
Pita (gelb)warenan etwa 2/3 der Bindesteti von dSUMO zu finden. dCTCF (griwar an
knapp der Halfte der der Bindestellen von dSUMO zu finden, ebenso wie-BEAkolett).
ZIPIC (dunkelblau) bandnetwal/3 der Bindestellen von dSUMO und Su(Hw) (hellblau) an
circa ¥ der Bindestellen von dSUM@bbildung 24). Diese starke Ubereinstimmung in der
Bindung dieser Faktorenigs, genau wie der funktionelle Assaflbildung 19, Abbildung

20), auf eine mogliche Notwendigkeit von dSUMO fiir dselation hin.
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CP190 4862 3873 1798  4SUMO dCTCF 2787 2659 3012 dSUMO
Su(Hw) 4178 1690 3981 dSUMO BEAF-32 11039 1561 4110 dSUMO
Pita 1540 2025 3646 dSUMO ZIPIC 2280 1458 4213 dSUMO

Abbildung 24: Uberschneidung der Bindestellen von dSUMO und Isolatebindenden Proteinen.Venn-Diagramme der
Uberschneidung von dSUMO (gelb) und CP190 (rot), dCTCF (griin), Su(Hw) (hellblau),-BEAFolett), Pita (gelb) und
ZIPIC (dunkelblau). Dazu wurden die bei GEO hinterlegten Daten von-Chi und ChlPSeq fir CP190, dCTCF,
Su(Hw) und BEAF32 und die in dieser Arbeit erstellten CkdegDaten fir Pita und ZIPI@erwendef(in Kooperation mit
Marek Bartkufm).

Bei einer genaueren und vergleichenden Betrachtung der Bindung der verschiedenen Isolator
bindenden Proteine und dSUMO konnte gezeigt werden, dass die Halfte aller CP190
Bindestellen mit dSUMO (iberlappt. Ahnliches wiar dCTCFzu beobachten. Pita te/3

der Bindestellen mit dSUMO, genauso wie BE32. Polycomb (PCha eine nahezu
vollstandige Uberschneidung mit dSUM$2i dem Vergleich der zugrunde liegenden GhIP
SegDaten ebenso wie IbF1l. Su(Hw) dagegen zeigime vergleichsweisegeinge
Uberschneidung mit dSUMQApPbildung 25). Diese Untersuchungen zeigten deutlich, dass
CP190 und seine Interaktionspartn@uch solche die vorrangig nmti CP190 auf dem
Chromatin interagieren, wie dCTCF, Pitafllund BEAF32, eine deutliche Ulschneidung

mit dSUMO-Bindestellenaufwiel’®en. Diese Resultatdeuteen ebenfalls darauf hindass
SUMOyliereung eimspektsein kdnnte, der Einfluss auf deplaion nimmt, da es an vielen
Isolatoren bzw. im Kontext mit einigdsolatorproteina zu findenwar. Es kdnntesein, dass

dies durch digotentielleSUMOYylierung von CP190 hervorgerufen wird, da dieses von den
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Untersuchten Isolatdrsindende Proteinen das eige ist, das nachweisbar SUMOyliert

vorliegt (Capelson and Corces 2Q@solovnin et al. 2012
5671 dSUMO Bindestellen

(1)
dSUMO
CP190
PC
Su(Hw)
dCTCF
Pita
BEAF-32
IBF1

(11) Peaks die mit dASUMO {iiberlappen
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Abbildung 25: dSUMO war an den Bindestellenvon Isolator-bindenden Proteinen angereichert(i) Bindre Heatmaps
von dSUMO Bindestellen, die anhand ihrer Uberlagerung mit der Bindung von CPTYGu(Hw), BEAF-32, dCTCF Pita
und Il klassifiziert wurden. Be angereicherten Bindestellamurden dargestelltafle 5671 Bindestellen/Pealdsir
dSUMO). Jede Gruppe von Bindungsanreicherung wurde als schwarzer Balken dargestetihntedtiker genomischen
Region zugeordnet werden. WeiRdk&a zeigen, dass keine Bindung an dieRegionen stattfandie Bindestellen wurden
nach der Frequenz bzw. Haufigkeit sortiert, in der ein bestimmter Bindemuster beobagidet(iy Das zugehdrige
Balkendiagramm beschreibt die Gesamtheit der Binddstel der jeweiligen Faktorendie zusammen mitdSUMO
banderfdunkelgrau). Die Fraktion an Bindestellele nicht mitdSUMO tberlappen ist ebenfalls dargestellt (hellgrau). Die
Anzahl der Bindestellen ist auf derAchse dargestellin Kooperation mitMarek Bartkuhn)

Die hoinformatischen Analysen, sowie die FLABs gaben Hinweise darauf, dass CP190
das Ziel der SUMOylierung seirbknte und dadurch eventuell die Funktionalidier auch
andere Eigenschaften von CP190 beeinflagstlr es ware auch mbich, dass andere IBPs
dem entsprechend von SUMOylierung beeinflusst werdém. Weiteren wurde deshalb
untersucht, welche Folgen die SUMOylierung auf B&8A-Bindeverhalten von CP190 und
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dCTCF hat. Dabei wurde der induzierbare Klonpool verwendet, um direkten Vergleich
zwischen FLAGHis-dSUMO-exprimierenden und niclexprimierenden Zellen zu
bekommen, die denselben Ursprung halémn.zu verstehen, ob die Bindung dieser Faktoren
Uber das gesamte Genom verandert ist und ob sich dabei Gesetzmaligkesiedung von
CP190 nachFLAG-His-dSUMO-Expression feststellen lassen, wurde eine genomweite
Analyse der Bindung von CP190, dCTCF und FLAG-dSUMO vorgenommenMittels
ChIP-Methode konntenalysiertwerden, wie sich CP190 und dCTCF nach der Induktion der
FLAG-His-dSUMO-Expression verhalten.

3.2.4.2.Genomweite Untersuchungen der CP198indung zeigten eine deutliche

Zunahme der CP196Bindung nach Expression von FLAG-His-dSUMO

Fur die genomweite Analyse der Bumg von dCTCF und CP190or und nach Induktion

der FLAG-His-dSUMO-Expression, wurde eine ChfegAnalyse von FLAGHis-dSUMO,
CP190 und dCTCF vorgenommen. Zunachst wurde dazu ein normalesEXji@Rment
durchgefuhrt und die DNA mittels Cheldtethode atgereinigt.10 ng der jeweiligen ChHP
DNA wurden nach Braunschweig zu einem Sequenzierungslabor verscimdkdlort fur die
Sequenzierung prapariertDie dabei entstandenerChlP-SegDaten wurden einer
bioinformatischen Analyse unterzogen.

Nach der Ermittlung deBindestelledPeaks konnte deutlich festgestellt werden, dass eine
Bindung von CP190aber auch dCTCRéaufig an Stellen im Genom zu finden war, die auch
FLAG-dSUMO-Anreicherung aufwieserApbildung 26, Abbildung 27, Anhang: Abbildung

46, Abbildung 47, Abbildung48 und Abbildung49), was die obige Analyse bestatigt. Zudem
war an einigen der untersuchten Bindestedlere Anreicherung von CP190, nalctduktion

der FLAGHis-dSUMO-Expression, zu beobachten, zum Beispiel innerhalb desGai®

und des cg87%&ens(Abbildung 26, Abbildung 27; Anhang: Abbildung 48 und Abbildung

49). An manchen Bindestellen war allerdings auch eine Anreicherung von CP190 zu
erkennen, ohne dass die SUMOylierung eine Veranderung zeigte (Anhbiiigdung 46,
Abbildung 47). Wahrscheinlichwar dabei nicht nur die SUMOylierung an der direkten
Bindestelle von CP190 ausschlaggebend, sondern eventuell auch die SUMOylierung
umliegenden Chromatins. Es ist bekannt, dass Histank won SUMOylierung betroffen
sein konner{Dhall et al. 2014Stielow et al. 2008 Die Bindung von dCTCF scheint weniger
stark durch die SUMOylierung beeinflusst, als CP190. Die Bindung von dCTCF variiert nur
minimal (Abbildung 26, Abbildung27; Anhang:Abbildung46, Abbildung47 und Abbildung

48)) bzw. gar nicht (Anhangibbildung49).
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Abbildung 26: Uberschneidung von CP19§ dCTCF- und FLAG -His-dSUMO-Bindung am cg8776Gen vor und nach
induktion der FLAG -His-dSUMO-Expression GenombrowseBchnappschiisse fiir Bindestellen von CP190 (rot), dCTCF
(grin) und FLAGHis-dSUMO (gelb,) vor (Kontrolle, blass) und nach Induktion (induziert, dunkel). Die Deckung der
CP190, dCTCF und FLAGHis-dSUMO-ChIP-SegAnreicherungen wurde dargestelRPeaksder ChIP-SegDaten der
GEO-Datenbank fiir CP190dCTCF (Ong et al. 201Bund dSUMGBIindestellenGonzalez et al. 20)4vurden als Balken
dargestellt. Die genoische Region bzwder Ausschnitt des cg87+Gers wurde in schwarz dargestellt (in Kooperation mit
Marek Bartkuhn)
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Abbildung 27: Uberschneidung von CP199 dCTCF- und FLAG -His-dSUMO-Bindung am EcR-Gen vor und nach
induktion der -His-dSUMO-Expression GenombrowseBchnappschiisse fur Bindestellen von CP190 (rot), dCTCF (griin)
und FLAG-His-dSUMO (gelb,) vor (Kontrolle, blass) und nach Induktion (induziert, dunkel). Dikudecder CP190
dCTCF und FLAG-His-dSUMO-ChIP-SegAnreicherungen wurde dargestelPeaks der ChIP-SegDaten der GEO-
Datenbank fir CP190dCTCF (Ong et al. 2018und dSUMGBIindestellen(Gonzalez et al. 20)4vurdenals Balken
dargestellt.Die genonsche Region bzwder Ausschnitt deEcR-Gers wurde in schwarz dargeste(in Kooperation mit
Marek Bartkuhn)

Weil insgesamt eher weniger Bindestellen fur CP190 innerhalb der-&3gBPaten von
diesem ermittelt werden konnten, wurden bereits publiz@ni®-SegDaten fur CP190 und
dCTCF aus SZellen zum Vergleich herangezog€dng et al. 2018Bei der Betrachtung
einer vergleichendenHeatmap der Bindungsdatenzeigte sich, dass die gefundenen
Anreicherungen fir CP190 auch in den Ch8egDaten zu findenwaren Fur dCTCF
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dagegen konnte beobachtet werden, dass keine Anreicherung von dCTCF nach der Induktion
der Expression zu finden w@kbbildung28).
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Abbildung 28: Vergleich der CP196 und dCTCF-Anreicherungen von publizierten ChlP-SegDaten und den Daten
dieser Arbeit. Heatmap zeigen ahnliche Gruppen von CP188w. dCTCFAnreicherungen fiir publizierte Chi®egDaten
(Ong et al. 2018und ChiRSegDaten dieser Arbeit. Allerdingwarendie Profile dieser Arbeit deutlich schwacher und
zeigen irsgesamt weniger spezifische Bindungkleatmaps der 10.000 Tdpeaks von CP190 bzw. alle 6.239 dCTCF
Peaks Abgebildet sind die CP19Qnd dCTCFBindungen in dunkelrot. Dabei sind jeweils 1000uyp und downstream
der Bindestellen dargeste(lh Kooperdion mit Marek Bartkuhn)
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Bei der Betrachtung aller CP@Bindestellen konnte man sehen, dass die Bindung von
CP190 mit der Anderung der FLAGSUMO-Bindung korreliert. Dabei konnte man bei allen
detektierten Anreicherungen, eine Anderung der CHEiAGung in beide Richtungen
erkennen Abbildung 29; links). Beim Vergleich von publizierten Daten fir CP100IP-Seq
(Ong et al. 201Bund den Daten der ChHBegAnalysen dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass sich das Bindeverhalten von CP®18tsachlich eher durch dBindungvon FLAG
dSUMO verstarktevurde (Abbildung 29, Mitte). Auch beim Vergleich der Bindungzunahme
von CP190, bei dem der induzierten Klonpool mit der Kontrolle (nicht induzierter Klonpool)
ins Verhéaltnis gesetzt wurden, war zu beobachtess dhe CP19®indung insgesammt
zunimmt.Die Zunahme der CP19Bindungwurdean allen Stellen verglichen die mit FLAG
dSUMO-Peaks Uberlappen (linker Boxblot), oder dies nicht tun (rechter BoxBlobjldung

29, rechts.
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Abbildung 29: Die CP19G6Bindung nahm zu sobald FLAG -dSUMO exprimiert wurde. Korrelation der log2fachen
CP190Bindungsveranderung mit der lof@hen FLAGdSUMO-Bindungsveréanderung. Links: Alle Anreicherungsspitzen,
die im ChIRSeq fur CP190 in SZellen festgestellt wurden, wurden in die Berechnung einbezogen. Mitte: Nur Bindestellen
fur CP190, die auch in ChHSegDaten der Literatur zu finden ward®ng et al. 2018 wurden in die Berechnung
einbezogen. Rechts: logache CP19indungszunahmebei dem der induzierten Klonpool mit der Kontrolle (nicht
induzierter Klonpool) ins Verhéltnis gesetzt wurdan Stellen mit (rechter Béot) und ohne (linker Boxblot) FLAG
dSUMO-Uberschneidung (in Kooperation mit Marek Bartkuhn).

Dieselbe genomweite Analyse zeigte fur dCTCF, dass dieses keine auffallige Veranderungen
in seiner Bindung zum Chromatin, im Zusammenhang mit AnderungenL#¢3-§SUMO-
Vorkommens, aufwies (links). Beim Vergeleich dggnomweiten Bindungon dCTCF in

dieser Arbeit mit den publizierten Daten fur dCFCRIP-Seq(Ong et al. 2013 zeigte sich
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sogarnoch eine Verringerung der Anderung der dCFBiRdung, im Zusammenhang mit
Anderungen des IAG-dSUMO-Vorkommens (Mitte). Beim Vergeleich der dCTCF
Bindungséanderung, zwischen induziertem Klonpool und Kontrolle, konnte ebenfalls
beobachtet werden, dass es keine Zunahme von dCTCF an Stellen im GenobAGut F
dSUMO-Anreicherung nach Induktion zu weichen war, wenn man efie mit den
Bindestellen ohne FLA@SUMO-Anreicherung verglichAbbildung 30, rechts.
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Abbildung 30: Die dCTCF-Bindung veranderte sich nicht wenn FLAG-dSUMO exprimiert wu rde. Korrelation der
log2-fachen dCTCF Bindungsveranderung mit der Haghen FLAGASUMO Bindungsveranderung. LinksNur
Bindestellen fur dCTCF, die auch in Ch#egDaten der Literatur zu finden ward®ng et al. 2018 wurden in die
Berechnung einbezogen. Mittdur Bindestellen fir dCTCF, die auch in CH¥egDaten der Literatur zu finden warédng
et al. 2013, wurden in die Berechnung einbezogBechts: logFache dCTCFBindungsznahmebei dem der induzierten
Klonpool mit der Kontrolle (nicht induzierter Klonpool) ins Verhéltnis gesetzt wyrderStellen mit (rechter Boxblot) und
ohne (linker Boxblot) FLAGdSUMO-Uberschneidung (in Kooperation mit Marek Bartkuhn).

Die Zunahme vorFLAG-dSUMO konntean Sequenzegefunden werdenan denendie

CP190 und dCTCF auclabden. Alerdings reagierte nur CP190 mit einer erhéhten Bindung

an die DM\ auf die Expression von FLA@is-dSUMO. Daraus ¢énnte manfolgern, dass
entweder die SUMOylierungron CP190 diese Anreicherung bewgktoder aber die
SUMOylierung eines anderen Faktors, der an dieselben Stellen im Genom bindet, durch die
Expression des Fusionsproteibseinflusst wirde Allerdings wéare auch ein allgemeiner
Effekt, durch die FLAGHis-dSUMO-Expression, auf den Chromatinstatus maoglich.
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3.2.4.3.CP190war an individuellen CP190 und dCTCF/CP190Bindestellen nach

FLAG -His-dSUMO-Expression angereichert.

Zur Validierung der genomweiten Experimente, wurden @RER Analysen des ChiBeg
Chromatins drchgefiihrt Abbildung 31 und Abbildung 32). Zudem wurden unabhangige
Chromatipraparationemntersucht (AnhangAbbildung 54 und Abbildung55). Daflr wurde

der induzierbare Klonpool verwendet und erneut der induzierte mit dem-inchinzierten
Zustand verglichen. Das Chromatin wurde prapariert und dieses wurde auf Agarosegel
analysiert, um die korrekte Scherung der DNA zu kontrollieren, die bei einer
durchghnittlichen Fragmentlange von ca. 360 lag und damit den Ansprtchen fir ChIP
gPCR entsprach (AnhangAbbildung 44). AulRerdem wurde auch eine Proteinprobe
genommen, um die Expression von FLAB-dSUMO im Western Blot zu kontrollieren.
Die Expression des Fusionsproteins war ebenfalls zufriedenstellehdrii@ibbildung 45).

Nun konnte der ChIP mit spezifischen Antikérpern fir CP190 und dCTCF, so wie fur-FLAG
His-dSUMO (FLAGAK) durchgefuhrivurden. Ak NegativKontrolle diente die IgGP. Die
ChIP-DNA wurde mittels qPCR mit spezifischen Oligonukleotidéir dCTCF/CP190
Bindestellen und CP19Bindestellen untersuchtDiese Uberlappen mit dASUMO ukdnnten
auch durch das ChiBegExperiment ermitteltverden Abbildung 26, Abbildung27 Anhang
Abbildung 46, Abbildung 47, Abbildung 48). Primer fur Nicht-Bindestellendienten als
NegativKontrolle.

FLAG-His-dSUMO (gelb) war an nahezu allen untersuchten Bindestellen fir CP190 und
dCTCF, nach ér Induktion der FLAGHis-dSUMO-Expression (+), angereichert. Die
Expressiordes Fusionsproteirtgtte eine Verdopplung bis Verdreifachung der Detektion von
FLAG-His-dSUMO zur Folge und war meist signifikant-(ert < 0,05). Diese Zunahme der
Bindung von EAG-His-dSUMO war zum Teil auch an NicBindestellenfir CP190 und
dCTCF, wie zum Beispiel cg12054 oder Ubx neg., zu fin@ddrbildung 31 und Abbildung

32). dCTCF (grun) zeigte nahezu keisgnifikante Zunahmeeat Bindung, aber auch keine
deutliche Abnahmeder Bindung an den untersuchten dCTCF/CPiR@destellen im
Vergleich zum nichinduzierten Klonpool ). Lediglich Fab8 zeigte eine erhéhte Bindung
von dCTCF nach FLA&is-dSUMO-Expression Abbildung 31). An zweiweiteren Stellen,
RpS9 und skit, war eine signifikante Abnahme der dGBGflung zu verzeichnen
(Abbildung 32). Die Bindungvon CP190 (rot) dagegen war an dCTCF/CR18 CP190
Bindestellen dutlich verandert. Nach derxpression von FLA@is-dSUMO nahm die
Bindung von CP190, um die etwa drdiis vierfache Menge (% Input) zu. Diese

Anreicherung war fir viele Bindestellen signifikant, wie zum Beispiel fur Ubx14 und Fab8
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(Abbildung 31), aberauch fir cg1746 und cg1190&kbildung 32). Dieskonnte nichtan den
Nicht-Bindestellen fir CP190 und dCTCF beobachtamrde Der IgG-Level (blau) blié
nach der Epression (+) von FAG-His-dSUMO unverandert im Vergleich zien Proben des
nichtinduzieren Pod (-) (Abbildung 31 und Abbildung 32). Diese Resultat&onntenin
weiteren ChIPgPCREXxperimenten bestatigt werdéAnhang Abbildung 54 und Abbildung

55).
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Abbildung 31: Die CP190Bindung war signifikant an dCTCF/CP190 Bindestellererhht, sobald FLAG-His-dSUMO
exprimiert wurde. Ein ChIP wurde fir die Ermittlung der CP19@ot), dCTCF (grun) und FLAGHis-dSUMO- (gelb)
Anreicherung an spezifischen Bindestellen va€{SQ; Kontrolle) und nach (+ CuS{pinduktion der FLAGHis-dSUMO-
Expression durchgefihrt. Die ChIPNA wurde durch gPCR mit spezifischen Oligonukleotiden fir dCTCF/CP190
Bindestellen untersucht. Die Auswertung erfolgte im-Red CFX Manager und in Microsoft Exc@lie Anreicherung der
Faktoren wurde anhand einer Stardkurve fir den Input in % berechnet. Die Signifikanz der Bindungsanderung wurde
bestimmt: 0,05 (*) signifikant und 0,005 (**) sehr signifikant.

Die Validierung bestatigen, die Ergebnisse der genomweiten UntersuchAbhbgd(ing 29

und Abbildung 30) und bestatigen ueh die vorlaufigenbioinformatischen Analysen
(Abbildung 24 und Abbildung 25). Man lonnte sehen dass die Bindung von dCTCF und
CP190 stark mit der Anreicherung von dSUMO auf dem Chromatin Ubsta@gobildung

24 und Abbildung 25). AulRerdem &nnteman erkennen, dass die Induktion deAG-His-
dSUMO-Expression einen deutlichen Effekt auf die Bindung von CP190, aber nicht von
dCTCF héte (Abbildung29 und Abbildung30).

Diese Ergebnisse zeen, dass die Bindung von CP19@hrscheinlich durcBUMOylierung
beeinflusst wrde, da dieses nach ddexpression von EAG-His-dSUMO an seinen

Bindestellenstarker angereichert vad Wie genau dies erreichtunde steht hierbei noch
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offen. Zum einen kénnte die SUMOylierung von CP190 dazu flhren, diasssstarker
bindet. Aver auch die SUMOylierung anderer Faktoren, die das Chromatinngkbante

dazu fihren, dass CP190 bessar das Chromatibinden konnteUm zu untersuchen ob die
SUMOylierung CP190 direkt beeinflusst, oder es doch einen generellen Effekt auf das Genom

gibt, wurden im Folgenden Untersuchungen zur Zuganglichkeit des Chromatins angestrebt
7
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Abbildung 32 CP190 war signifikant an CP190Bindestellen angereichert, sobald EAG -His-dSUMO exprimiert

wurde. Ein ChIP wurd€tr die Ermittlung der CP19(Qrot), dCTCF (griin) und EAG-SUMO- (gelb) Anreicherung nach

an spezifischen Bindestellen vor QuSQ; Kontrolle) und nach (+ CuSfpInduktion der EAG-His-dSUMO-Expression
durchgefiihrtDie ChIRDNA wurde durch gPCR mit Oligonukleotiden fir CP1Bibhdestellen untersucht. Die Auswertung
erfolgte im BioRad CFX Manager und in Microsoft ExceDie Anreicherung der Faktoren wurde anhand einer
Standardkurve flr den Input in % berechnet. Die Signifikanz der Bindungsanderung wurde bestimmt: 0,05 (*) signifikant und
0,005 (**) sehr signifikant.

3.2.5.Die allgemeine Zuganglichkeit des Chromatins wrd e durch SUMOQOylierung nur

leicht ver&ndert

Damit untersucht werden konnte, ob deerstarkte Binden von CP190 spezifisch auf
SUMOylierung und nicht auf eine erhdhte Zuganglichkeit des Chromatins zurtick zu fuhren
war, die durch die SUMOylierung hervor gerufen wurde, korsiée Chromatinstatus mit
Hilfe von H3spezifischem ChIP und FAIREssay analysiertverden Der H3ChIP gibt

einen Hinweis auf die Nukleosomendichte an detersuchten Bindestellen und damit auch
Ruckschluss auf die Zuganglichkeit des Chromatins. Der FAAREay dagegen erlaubt die
Anreicherung offenen Chromatins. Dabei kann man geschlossene und offene
Chromatinéschnitte anhand der Anreicherung der Sequenzen in der HAIBEE

unterscheiden. Der nicimduzierte (Kontrolle) und der induzierte Klonpool, der FLAIZ-
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dSUMO exprimiert, wurden dabei einander gegenuber gestellt. AuBerdem wurden dieselben
Bindestellenfir dCTCF/CP190 und CP190 analysiavie zuvor schon im ChIP fir CP190,
dCTCF und FLAG.

Fur den H3ChIP wurden die Zellen ausgeséat und die Halfte nach 24 Stunden induziert. Nach
48 Stunden wurden die Zellen geerntearaufhin konnte das Ch€hromatin pépariert
werden. Eine Probe des Chromatins alié Fragmentgrof3e untersugchtvobei die
durchschnittliche Lange der Fragmeh& etwa 30(bp lag und das Chromatin damit geeignet

fur den ChIP warAnhang: Abbildung 44). Auch wurde die Expression vorLAG-His-
dSUMO in Extrakten des Klonpoglsror und nach der Induktion dexpression festgestellt
(Anhang: Abbildung 45). AnschlielBend wurde eine IP mit spezifischen Antikdrpern fir
Histone H3 vorgenommen. Zur Analyse der prazipitierten DNA wurden eine gPCRs mit
spezifischen Oligonukleotiden fudCTCF/CP19- (grau), CP190 (blau) und Nicht
Bindestellen (violett) durchgefuhibbildung 33).
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Abbildung 33: Histon H3 zeigte nahezu keine Verédnderung in der Bindung an dCTCF/CP19®indestellen nah
Induktion der FLAG -His-dSUMO-Expression.Ein ChIP wurde fir die Ermittlung deHiston H3Anreicherung nach an
spezifischen Bindstellen vor {CuSQ; Kontrolle) und nach (€uSQ) Induktion der FLAGHis-dSUMO-Expression
durchgefiihrt.Die ChIRDNA wurde durch qPCR mit spezifischen Oligonukleotiden, fur dCTCF/CP(@au), CP190
Bindestellen (blau), sowie Niclgindestellen (violett), untersucht. Die Auswertung erfolgte imBaw CEX Manager und

in Mikrosoft Excel.Die Anreicherung der Faktoren wurde anhand einer Standardkurve fur den Input in % befiehnet.

Signifikanz der Bindungsénderung wurde bestimmt: 0,05 (*) signifikant und 0,005 (**) sehr signifikant.

Im H3-ChIP konnte keie spezifische Anreicherung, oder Verringerung nach der Induktion

der H.AG-His-dSUMO-Expression verzeichnet werden. Lediglich fir zwei Negativ

Kontrollen, ¢cg12054 und HmI neg., konnte ein signifikanteiMgrt < 005) Anstieg der
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Bindung nach der Induktiomit Kupfersulfat detektiert werden. Dabei handelt es sich um
eine Verdopplung der HBindung Der H3ChlIP zeigte die typische Anreicherung von
Histon H3 an geschlossenem Chromattston H3 war somit vor alleman den Nicht
Bindestellen (violett), und anderen Stellen, wie zum Beispiel cg11905 (blau) oder Hml (grau),
die eine geringerguganglichkeitdes Chromatins aufweisestirkerangereichert. Sequenzen
aus Promotorregionen, die frei von H3 waren, wiedsye@n eine sehr geringe Bindung von

H3 auf, wie zum Beispiel Sbr (grau), cg1746 und cg17681(bfhbildung33).

Um die Resultate des H3hIPs zuvalidieren wurdeein FAIRE-Assay durchgefihrt, welcher

es erlaubt offenes Chromatin und eventuelle Anderungen issda Zuganglichkeitzu
identifizieren.Dabei nutzt man die Abtrennung von Proteinen durch PHehlaroform aus

dem Gesamtzellextrakt, um Pratgebundene, also durch Histone gebundene DNA, aus der
Losung zu entfernen. Zurlick bleibt die ungebundene, also freie DNA, wie sie zum Beispiel
am Promotor oder am Enhancer zu finden ist.

Zunachst wurden die Zellen, wie beim {@BIP, ausgesat, induziert undeerntet.
Anschlieend wurde das FAIREhromatin hergestellt und ein FAIR&Ssay mit diesem
durchgefuhrt. Zur Untersuchung der Qualitat des Chromatins wurde eine Probe vom Input
abgenommen und auf Agarosegel analysiert Fragmentlange entsprach etw® 8p und
entsprach damit den Anforderungd@nhang: Abbildung 50). Aul3erdem wurde die
Expressionvon FLAG-His-dSUMO getestet, indem eine Proteinprobe der lysierten Zellen im
Western Blot analysiert wurdé\uch diese war zufriedenstellefidnhang: Abbildung 51).

Zur Analyse der prazipitierten DNA wurden qPCRs mit spezifischen Oligonukleotiden fur
dCTCF/CP190 (grau), CP190 (blau) und NichBindestellen yiolett) durchgefuhrt
(Abbildung 34).

Auch im FAIREAssay liel3 sich keine eindeutige Veranderung der Offenheit des Chromatins
nach Induktion der EAG-His-dSUMO-Expression erkennen. Wobei man erwahkeann

dass eine Tendenz atarker gedffnetenChromatin innerhalb des induzierter, AG-His-
dSUMO-exprimierenden Pools (;Hm Vergleich zum uninduzierten Poa),(zu finden war.
Allerdings war diese Beotlatung fir keine der untersuchten Regiorsgnifikant. Der
FAIRE-Assay zeigte die erwarteten Resultaté&NichtBindestellen (violett) und eher
geschlossenes Chromatin, wie zum Beispiel Hml (grau) und cgl11905 (blau), zeigten eine
geringe Anreicherung fur éie DNA. Offenes Chromatin dagegen, welches zum Beispiel in
der Nahe von Promotoreme Sbr (grau), cgl746 und cgl17681 (blau) zu finden ist, wies eine
starke Anreicherung fur freie DNA auAljbildung 34).
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Abbildung 34: Die Zugénglichkeit des Chromatins verandere sich tendenziell zu offenerem Ehromatinnach FLAG-
His-dSUMO-Expression. Ein FAIRE-Assay wurde flr die Ermittlunder Zuganglichkeides Chromatins vor- (CuSQ;
Kontrolle) und nach (+ CuSpInduktion der EAG-His-dSUMO-Expression durchgefiihrt. DIEAIRE-DNA wurde durch
gPCR mit Oligonukleotiden fir dCTCF/CP19(grau), CP19@indestellen (blau), sowie NictBindestellen (violett),
untersucht. Die Auswertung erfolgte im Brad CFX Manager und in Mikrosoft Excel. Die Anreicherung der Faktoren

wurde anhand einer Standardkurve fiir den Input in % berechnet.

Allgemein konnten kaum eindeutigen Hinweise darauf gefunden werden, dass die
SUMOylierung einen Einfluss auf den Chromatinstatus, bzw. auiZdg#nglichkeitdes
Chromatins hat. Das Chromatin zeigte sletiglich im FAIREAssay etwasuganglicher
nachder FLAG-His-dSUMO-Expression.

Zusammenfassendakn man feststellen, dass SUMOylierung einen deutlichen Einfluss auf
die EnhanceBlockade an lIsolatoren hat, die auch durch dCTCF und CP190 gebunden
werden Abbildung 19 und Abbildung 20). Die Untersuchung dieser beiden Faktoren auf die
SUMOylierung mittel FLAGImmunprézipitation konnte bestéatigen, dass CHA%P-Zellen
wahrscheinlichSUMOyliert vorliegt. Wobei fir dCTCF nichts dergleichen gezeigt werden
konnte @Abbildung 22 und Abbildung 23). In genomweiten Untersuchungen der @&lund
dCTCFBindung nach FLAGHis-dSUMO-Expression mittels ChIRSeq und in der
anschlielenden Validierung mittels CRHPCR, konnte beobachtet werden, dass die Bindung
von CP190 ebenfalls verstarkurde, sobald das Fusionsprotein exprimiert wuiies calt
allerdings nicht fir dCTCFAbbildung 26, Abbildung 27, Abbildung 29, Abbildung 30,
Abbildung 31 und Abbildung 32). Dabei wurde die Anreicherung der Bindung von CP190
wahrscheinlichauch schwachdurdh einen genomweiten Effekt défLAG-His-dSUMO-
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Expressionbeeinflusst Dies konnte mittels HEhIP und FAIREAssay deutlich gemacht
werden Abbildung 33 und Abbildung 34). Diese Resultate légn die Vermutung nahe, dass
die potentielleSUMOylierung von CP190oder anderen Isolatdwindenden Proteinedazu

fuhrt, dass die Isolation bzw. Enhan@dockade verstarkt erden kannDabei scheint eine
potentielleSUMOylierung zur verbesserten Bindung von CP190 an Chromatin, bzw. an die
von CP190 gbundenen Isolatdsinden Proteine (dCTCF, BEAB2, Pita, ZIPIC, usw,)zu
haben Diese zeigtenebenfalls eine genomweite Kolokalisation mder SUMOylierung
(Abbildung24 und Abbildung25).
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden Interaktionsper von CP190 auf ihre Binduran DNA und ihre
Funktion bei der dCTGFund CP196vermittelten Isolation untersucht. Dabei wurden die
beiden neue Isolatdrindenden Proteine (IBP) Pita und ZIPIC genauer auf ihre Biopdn
Chromatin und den Einfluss auf die CPI#ndung untersucht. AuRerdem wurde der
Einfluss von SUMOylierung auf die CP190nd dCTCFvermittelte Isolation, so wie auf
deren Chromatinbindung, analysiert. Diese Aspekte der Wirkung von SUMOylierungeauf di
Isolation wurden bisher nur geringfiigig untersucht. Im Folgenden wurden die Resultate dieser

Arbeit nochmal betrachtet und diskutiert.

4.1.Pita und ZIPIC sind neue Isolator-bindende Proteine, die mit CP190

interagieren

CP190 ist eirzinkfinger- und Isolatofbindendesrotein, das sowohl an Promotoren als auch
an Isolatoren zu finden ig6chwartz et al. 2012bEs tragt zusammen mit anderen Isokator
bindenden Proteinen (IBPs), wie dCTCF, BEBAFund Su(Hw), zur Isolation von Chromatin
bei, indem es die Briickenbildung zwischen Isolatoren und é&tmren vermittel{Liang et al.
20149).

In dieser Arbeit wurden weitere Interaktionspartner fir CP190 charakterisiert. Dabei wurde
die Familie der Zinkfingeassoziierte Doméane (ZADProteine naher betrachtet. Diese haben
einen ahnkhen Zinkfingertypus wie CP190nd dCTCF (Chung et al. 207, Chung et al.
2002 und machen etwa 1% aller Transkrionsfaktoren (TF) irDrosophilaaus. Allerdings
beschrankt sich ihr Vorkommen auf Dipter@enson et al. 20Q9Drei dieser ZADBProteine
wurden beziiglich ihre€hromatinBindungund damit ach Uberlappungnit CP190auf der
DNA naher untersucht, da sie in Massenspektrometridn@aunprazipitation (CaP) und
Yeast two hybridExperimenten, eine physikalische Interaktion mit CP190 gezeigt haben
(Maksimenko et al. 2035

4.1.1.Pita und ZIPIC kolokalisieren mit CP190 auf der DNA und beeinflussen dessen
Bindung

In diesem Zusammenhang wurde in dieser Arbeit die Bindung derZid2ine Pita, ZIPIC
und cg3020 an die DNA in ChIRjPCRExperimentensowie genomweit, mittels ChiBeq
untersucht. Der Fokus lag dabei auch auf der Kolokalisation mit CP190 und anderen IBP.
Dabei konnte fest gestellt werden, dass alle drei Faktoren mit CP190 inqRGR
Experimenén eine deutliche Uberlagerurmpigten Abbildung 17). In der gnomweiten
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Analyse konnte ebenfalls eine starke Ubereinstimmung der Bindung von GREQXIPIC

und cg30020 beobachtet werdéAbbildung 13). Allerdings musste cg30020 bei der
genomweiten Analyse auf Grund der geringen Menge an BelegPeaks und der
potentiell unspezifischen Wirkung des Antikorpers, der fur die IP eingesetzt wurde, aus der
bioinformatischen Analyse ausgeschlossen werden. Der spezifisoble dowrdurch Einsatz
spezifischer dsRNAs fuhrte zwar zur Reduktion der mRN&as in der RIPCR
nachgewiesen werden konnte, allerdings fuhrte ksherck downnicht zur Reduktion des
Proteins von cge30020 im Western Blot, was an der Spezifitat des Antikoérpers zweifeln lief3
(Abbildung 11 (ii), Abbildung 12 (ii)). Der knock downvon Pita und ZIPIC, mittels
spezifischer dsRNs, zeigte allerdings die gewtinschte Reduktion auf mRdi#&l Protein
Ebene, weshalb hier keine Zweifel an der Spezifitdt der jeweiligen Antikorper vorlagen und
eine genomweiten Analyse somit moéglich wAbbildung 11 (i), Abbildung 12 (i)). ZIPIC

und Pita zeigten in der genomweiten Untersuchung eine deutliche Anreicherung an
Bindestellen, die auch nach Analyse der modENCODE CHiip-Daten von CP190, eine
starke Ubereinstmmung mit dene von CP190 haben. Eine starkeol&kalisation der
Faktoren war zu erkennerAlgbildung 13). Dies war ein weiteres Indiz fur die direkte
Interaktion der Faktore(Maksimenko et al. 20)5da es zeigte, dasdta und ZIPIC CP190
(Schwartz et al 2012; Van Bortel et al 2012), welches nicht alleine an die DNA bindet,
rekrutieren konnten. Diknock downChIP-gPCRExperimente, die zur Validierung der
genomweiten Analyse durchgefuhrt wurden, bestatigten daskndek downvon Pitaund

von ZIPIC, einen negativen Einfluss auf die Bindung von CP190 hig&arildung 18 (ii),
Anhang Abbildung 41). Der knock downvon CP190 hatte in den durchgefuhrten GhIP
gPCRExperimenten keinen Einfluss, bzw. eher einen geringen Einfluss auf die Bindung von
Pita und ZIPIC(Abbildung 18 (i), Anhang:Abbildung41). Da sich deknock dowrvon Pita

bzw. ZIPIC vor allem an Bindestellen negativ auswirkte, die durch alleFdigoren, aber

nicht durch dCTCF, BEARB2, oder andere Interaktionspartner von CP190, gebunden
wurden, ware es moglich, dass fiur die Bindung von CP190 an die DNA zwei IBPs bendtigt
werden (Abbildung 41). Dies wird durch CdP-Experimente mit Deletioasutanten flr
CP190, Pita und ZIPIC untermauert. Diese zeigten, dass die Interaktion zwischen Pita und
CP190 nur dann moglictvar, wenn bei CP190 die BTB dnbei Pita die sogenannte Rita
Domaéne, zwischen ZAD und Zinkfing€romane, vorhandewar. ZIPIC interagierte Uber die
zentrosomale Bindedoméane von CP190, mit diegeimksimenko et al. 2035 AuRerdem
werden diese Resultate durch die funktionale Interaktion von Pita und dCTCF am MCP

Isolator bzw.-BoundaryElement bestétigt. Das Mutieren der FBiadestelle fiihrte hier

131



Diskussion

nicht nur zur dazu, dass Pita nicht mehr binden konnte, sondern auch dCTCF war nicht mehr
in der Lage den MCisolator zu binden. Hier werden dCTCF und Pita gemeinsam benotigt,
um die Barriere Funktion des Isolators aufrecht zu erhalten, da sie wahlisbhalleine

nicht effektiv binden kénnetMaksimenko et al. 20)5Alleine sind dCTCF bzw. Pita somit

auch nicht in der Lage CP190 zu rekrutieren und damit die Funktion des Isolators zu
vermitteln. Hierbei kdnnte man auch vermuten, dass die beidenschiedlichen Isolator
bindenden Proteine, die durch CP190 gebunden werden, einen Einfluss auf die Orientierung
der Wirkung des Isolators haben. Solche Beobachtungen wurden bereitemgaang
Chromatininteraktionen von Isolatoren, wieC oder Fab7,und anderen regulatorischen
Sequenzen, wie Enhancer und Silencer, beschrigbgnhanova et al. 200 Kyrchanova et

al. 2011 Muller M. et al. 1999Vazquez et al. 2006

4.1.2.Pita und ZIPIC w eisen Konsensusabhangige Bindung auf

Ein weiteres Indiz fur die Abhéngigkeit der Faktoren voneingndaran die DNA zubinden,

war die Konsensuabhangigkeit. Zum einewarendie Konsensusnotive von Pita und CP190
nahezu identisch, was die hohe Uberschneidung der Bindung von CP190 und Pita erklaren
konnte (Abbildung 13 (iii)). ZIPIC wies auch eine starke Kolokalisation mit CP190 und Pita
auf, wobei esl&erdings ein anderes Konsensugim aufweist als CP190 und PitAl{bildung

14 (i)). Die Bindung der beiden Faktoren, Pita und ZIPIC, zur DNA ist deutlich st&vken

eine starke Konservierung des Konsensus vorhandenAlsbildung 14 (ii)). Allerdings war

auch eine Bindung der beiden Proteine an die jeweiligen Motive zu finden, wenn das jeweils
andere Protein nicht kolokalisiertDies zeigte, dass Pita und ZIP#&ar in Abh&ngigkeit

von ihren jeweiligen Konsensustiven bandn aber diese Bindung schien nicht
zwangslaufig abhangig von der Bindung des jeweils anderen Fakibbddung 14 (iii)).
Wahrscheinlich ist davon aus zu gehen,sdagrk konservierte Konsensegsenzen der
jeweiligen Faktoren eine Uberlagerung mit den stark gebundenensBitide von Pita und

ZIPIC aufwiesa, an denen dann auch eine ttiehe Uberlagerung mit CP190 zu findesar.

Dies konnte darauf hin deuten, dass ein stark konservierter Konsensus zu einer verstarkten
Bindung und damit auch zu einer erhéhten Kolokalisation mit CP190 fuhrt. Um dies n&her zu
beleuchten, kdnnte man die Bindungsmotive innerhalb der Gruppen vorbatarkchwach

gebundenen Bindestellen naher betrachten.

4.1.3.ZIPIC und Pita binden auch zusammen mit anderen Isolatebindenden Proteinen
Pita und ZIPIC waren beim Vergleich mit Daten von modENCODE auch im Zusammenhang

mit anderen Isolatebindenden Proteinerzu finden (@Abbildung 15). Dabei war eine
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Kolokalisation mit BEAF32 und dCTCF zu erkennen, die ebenfalls zu den
Interaktionspartnern von CP190 zah({Bushey et al. 20QNegre et al. 201,Bchwartz et al.
2012h. Su(Hw) dagegen kolokalisterkaum mit Pita und ZIPIC, obwohl dieses Protein ein
Interaktionspartner von CP190 ist. Diese Art der Anhaufung von Isddaidenden Proteinen
wurde bereits haufiger beobachtet.ali2i war Su(Hw) oft nicht innerhalb dieser
Ansammlungen zu findefBchwartz et al. 2012&an Bortle and Corces 201%an Bortle et

al. 2014. In diesem Zusammenhang war auchsehen dass CP190, Pita und ZIPIC sich
gemeinsame Bindestellen teilen, an welchen die Faktoren mit hoher Affinitat binden. An
diesen Bindestellen kann héaufig auch nach Wegfall einebaild¥n ZAD-Proteine Pita und
ZIPIC, CP19@Bindung statt findenEs ware moglich, dass zum Beispiel BEAF oder
dCTCF an dieser Stelle einspringen, um fur ZIPIC oder Pita zu kompengig¢neret al.

2013 Schwartz et al. 2013bDies kénnte auch den relativ geringen Effekt kiesck down

von Pita Abbildung 18 (ii), Anhang:Abbildung41) bzw. ZIPIC (AnhangAbbildung41) auf

die Bindung von CP190 in den ChtfPCRExperimenten erklaren. Nur an einer von vier der
getesteten Bindestellen konnte eine verminderte GBirgflung nachknock dowrnvon Pita
beobachtet werdenAbbildung 18 (ii)). Ahnliches war auch in EMSA&xperimenten zu
beobachten, durch die bestétigt werden kgndéssdie Pita und ZIPIGBindung flr die
CP190Bindung gebraucht wird(Maksimenko et al. 2035 Andes konnte dies fur
Bindestellen mit geringer Affinitdt von CP190, Pita und ZIPIC zur Bindung aussehen, die
auch in der bioinformatischen Analyse beschrieben wurddbildung 13 (iii), schwache
Bindung, 4 schwarz). Dort ware es moglich, dass durch den Verlust von CP19kloc&h
downauch die schwache Bindung der anderen Isclaittdtende Proteine zu erklaren ware.
Allerdings wurden keine Bindestellen mit schwacher Bindung von CP190, Pita und ZIPIC in
der gPCR analysiert. Auch Umgekehrt, also bkimack downvon Pita und ZIPIC, kdnnte es

zu einem deutlicheren Verlust von CP190 kommen. Ahnliches wurde in der Litechtn

fur Su(Hw) und CP190 beschrieben. Auch hier wurden Bindestellen fur verschiedene
Isolatorproteine verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass das Bindeverhalten von CP190
und Su(Hw) weitestgehend unabhéngig voneinander  atwartz et al. 2012aDabei
kénnteman sich vorstellen, dass die Kooperation der Isclitutenden Proteine durch den
Wegfall eines einzelnen IBP verloren geht und dies zur Dissoziation der Isolatorprotein

Clusters, bzw. der Ansammlung von miteinander fumidgionteragierender IBP, fuhrt.

4.1.4.ZIPIC und Pita binden in Promotorbereichen aktiver Gene
Eine weitere Auffalligkeit bei der Analyse der Bindestellen von ZIPIC und Pita stellte die

Haufigkeit der beobachteten Peaks an Promotoren bzw. Transkriptionsstart6I&5) dar
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(Abbildung 13 (iii)) . Dies ist nicht selten fir Isolaté@indende Proteing Drosophila Auch
CP190, BEAF32 und dCTCF haben eine Vielzahl an Bindestellen in Promotorbereichen
(Bushey et al. 20Q9Negre et al. 2000 Die Expression der umliegenden Gene war dabei
erhoht, je starker die Bindung der Faktoren, ZIPIC und Pita, zu den TSS&hbk#dd(ng16).

Um dies genauer zu Uberprifen, kbnnte man eine Expressionsaedygebundenen Gene,
vor und nactknock downvon Pita und/oder ZIPIGrornehmenDie Bindung von ZIPIC und

Pita an Promotorekonnte darauf zurtck zu fuhren sein, dass Isolatoren und Promotoren
funktional und evolutionar miteinander verwandt sifi@Geyer 1997 Raab and Kamakaka
2010. Eswareauchmaglich, dass mache Promotoyelie von Pita, ZIPIGQund anderen IBP

gebunden werden, ebenfadimelsolatorfunktion haben.

4.1.5.Fazit

Abschlielend kann man feststellen, dass die Bindung von Isbiatenden Proteinen
(IBPs) und die damit verbundene Isolation durchaus nicht von einzelnen dwotaten
Proteinen abhangt, sondern einem komplexen Zusamneéngpn Isolatorbindenden
Proteinenunterliegt. Dabei scheint die Kombination der Proteine eine wichtige Rolle bei der
Bindung von IBPs zu Gbernehmen. So kdnnte zum Beispiel die Orientierung des Isolators
Genombestimmt werden. Auch die Starke der Binduder Proteine zur Bindestell, sowie die
Konservierung des Konsensusmotives, haben eine Wirkung auf die mdgliche Wirkung der
neuenIBPs, ZIPIC und Pita. Dabei kann man sich vorstellen, dass die Isolatoren, die eher
schwach gebunden werdemzw. eine wenigkonservierte Konsensussequenz besitzen, einer
wesentlich grol3eren Dynamik unterliegen und damit wahrscheinlich eher zelltypspezifisch
sind. Die stark gebunden Isolatoren, mit hoher Konservierung des Motives dagaigen
wesentlich weniger Dynamik bei d&indung und haben daher wahrscheinlich eher eine
Funktion bei der Erhaltung d&atus Quauf dem Chromatin und in der Zelle.

Durch Pita und ZIPIC konnten zwei neue Isoldiordende Proteime zu dem bereits
bekannten, im Vergleich zum humanen System grof3en Aufgebotisolatorbindenden
Proteinenin Drosophilg hinzugefiigt werden. Denkbar wadabei, dass die geringe Grolie
desDrosophilaGenoms, die mit einer hohen Gendichte einhergeht, weicietige Rolle fur

den Umfang an verschiedenen Isolatorden Proteinen spielt. Diese missen wahrscheinlich
durch gezielten Einsatz auf einem kleinen Rasghr viele, zum Teil richtungsentierte,
Isolationsvorgadnge koordinieren, um eine geregelte Geessipn zu ermdoglichen, die

wahrscheinlich auch zelltypabhangig ist.
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4.2.Einfluss von SUMOylierung auf die durch CP190 und dCTCF-

vermittelte Isolation

SUMOylierung ist eine ProteiModifikation, die vielféaltige Funktionen innerhalb der Zelle
vermittelt oderbeeinflusst. Die Funktion, die diese Modifikation bei der Isolation von
Chromatin inDrosophila melanogasteeinnimmt, ist bisher nur unzureichend untersucht
worden. Die bisher bekannten Resultate, die in der Literatur diskutiert wurden, sind zudem
auch ehr widersprichlich. Einerseits wurde festgestellt, dass SUMOylierung keinen Einfluss
auf die Isolation de&ypsylsolators hae und auch die Bindung der beteiligten Proteine nicht
beeinflusst wrde, dagegen aber die Formation von CRBp@cklessowie InsulatorBodys
durch die dSUMGModifikation positiv beeinflusst wirdGolovnin et al. 2012 Eine andere
Arbeitsgruppe jedoch postuliertdass die Enhanc&lockade amGypsylsolator durch
SUMOylierung negativ beeinflusst wde, genauso wie die Bildung voimsulatorBodys
Jedoch wrde auch hier beschrieben, dass die Bindung der beteiligten Isolatorproteine nicht
beeinflusst wird(Capelson and Corces 2Q08n dieser Arbeit wurde ein vollig anderer
Ansatz eines funktictlen LuziferaseReporterAssays genutzf um den Einfluss der
SUMOylierung auf die dCTCF und CP190 vermittelte Isolation zu betrachigderdem
wurde eine ChiFsegAnalyse der Bindung vodCTCF und CP190 nach Expression eines
FLAG-His-dSUMO-Fusionsproteins untersucht.

4.2.1.Die EnhancerBlockade dCTCF und CP190 gebundener Isolatoren wird durch
SUMOylierung beeinflusst

In einem funktionellem RNABcreen zur Insolation am Fabsblator, tauchtealle Faktoren

der SUMOKaskade mit einem -XVert > 2 auf Abbildung 19). Durch die Validierung des
RNAI-Screens mittels fuktionellem LuziferasdRkeporte-Assay, konnte gezeigt werden, dass
die Isolation an verschiedenen dCTCF gebundenen lIsolatoren, Fab8, Fab6, bicoid und
cg31472, durch deknock dowrder SUMOFaktoren, herab gesetzt wurde. Dies zeigte, dass
SUMOylierung eina positiven Effekt auf die EnimzerBlockade an den untersuchten
Isolatoren hte (Abbildung 20). Wie bereits erwahnt wurden bisher keibew. negative
Effekte durch SUMOylierung auf die Enhanddpbckade desGypsylsolators beobachtet.
Jedoch handelt es sich beypsylsolator um einen Su(Hw) gebundenen Isolator und nicht
um einen dCTCF gebundenen Isolator. Das Isolatoren die durch Shédfg im Vergleich

zu dCTCF gebundenen Isolatoren verschieden reagieren, konnte ber&itecik down
Eperimentenmit anschlieRende€hlP-gPCR gezeigt werde(Schwartz et al. 2012aDie

EnhanceiBlockade an unterschiedlichen Isolatoren konnte also durch SUMOylierung
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verschieden beeinflusst werden, aber es kénnte auch sein, dass die SUMOylierung sowohl
positive, als auch negative Effekte auf &irhanceBlockade am selben Isolatbat. Dies
konnte auch durch die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse bestatigt wlideBnhancer
Blockade der untersuchten Isolatorearde,in dem verwendetehuziferaseReporterAssay,

nicht nur durch an der SUMOylierung beteiligte Faktoren, wie Aosl1, Uba2, Iwr und Su(var)2
10 positiv beeinflusst, sondern auch durch Faktode: an deDe-SUMOylierung beteiligt
sind. Die dSUMGProtease verloren (velo), die dSUMO von Zielproteinen abtrennt, wirkte
sich ebenfalls fordernd auf die EnhanBéockade aller untersuchten Isolatoren §@sreau

and Lima 2010Hay 2005 Mukhopadhyay and Dasso 2Q0Dies lasst die Vermutung zu,
dass SUMOylierung nichtzu einer gerichteten Verstarkung oder Abschwachung der
EnhanceiBlockade fiihrt, sonder dass durch SUMOylierung der zellspezifiStiteis Quo

der Isolation erhalten bleibt. Eine dynamische SUMOylierund un&DkIOylierung kénnte
dabei zu einer Art Homoosta an den Isolatoren fuhren. Unterstitzt wird diese Vermutung
auch von der These, dass PolyceBudiesdurch SUMOylierung und D8UMOylierung
beeinflusst werderSUMOylierung fiihré demnach zu einer Dekondensation der Polycomb
Bodies wahrend die D&UMOylierung durch die dSUM&@rotease velo zu einer starkeren
Aggregation von diesen fuler{Gonzalez et al. 20)4Hier wirkte SUMOylierung bei der
Bildung von PolycomiBodieseher dynamisch, als starr in eine Richtung. Dies kdnnte auch
fur InsulatorBodiesbzw. CP190/dCTCfSpecklesder Fall sein(Gdula and Corces 1996
Gerasimova and Corces 1998erasimova et al. 2000In diesem Zusammenhargurde
bissherjedoch noch nicht eindeutig geklart, ob Isolation und die Formation Iwgnlator
Bodiesin einem funktionell Zusammenhang stel{@&olovnin et al. 2008Schoborg et al.
2013. Deshalb kann man nur mutmalRen, dass die Isojagemau wie didnsulatorBody

und PolycombBodyBildung, durchSUMOylierung beeinflusst werden.

Ahnlich widerspriichliche Resultate findet man haufig im Zusammenhang mit der Rolle von
SUMOylierung bei der Regulation der Transkription. Die SUMOylierung von Transkriptions
faktoren fuhrt, dabei oft zu Repression der Tkaipsion, aber in manchen Fallen fuhrt
SUMOylierung auch zur Aktivierung der GenexpresgiGapelson and Corces 2Q06ie M.

et al. 2009 Stielow et al. 2008 Ebenso kontrovers sind die Befunde zuiarch
SUMOylierung bewirkten Abbau von Proteinen im Proteasom, ahnlich wie bei der
Ubuiquitinilierung. In manchen Fallen stabilisiert SUMOylierung, in anderen Fallen
destabilisiert es die Zielproteif&areau and Lima 201®Hay 2®5, Jackson and Durocher
2013 Sarge and Parkarge 2009Wan et al. 2012 Eventuell kdnnte auch diglenge an

SUMOylierten Stellen innerhalb eines Proteibhgw. innerhalb von CP19@inen Einfluss
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darauf haberwie SUMOylierung wirkt. Indem Western Blot zUfLAG-IP konnte man zwei
Signale furpotentiell SUMOyliertes CP190 erkennen, was darauf hindeutet, dass CP190
wahrscheinlich an zwei Stellen SUMOyliert sein kondte.diese genauer zu beschreiben
misste man edoch die SUMOylierungMdlotive innerhalb von CP190 mutieren und
Uberprufen, ob das Signal im Western Blot nach der FlIR@erschwiendet. Erst dann kann
man mit sicherheit sagen, dass CP190 tatsachlich SUMOyliert vorliegt. Diese Mutationen
wéren zum Beisgl Uber die CRISPRCas9Methode moglich(Barrangou et al, 2015Die
Signale im Western Blot fir potentiell SUMOyliesteCP19Q kdnnten eventuell von
SUMOylierten Interaktionspartnern v&@P190herrihren.

In Drosophilaliegen keine Ketten von SUMOylierungr, wie es in Vertebraten der Fall ist
(Matic et al. 2008 aber es ist durchaus moglich, dass die Proteine, wenn sie mehrere
SUMOylierungsMotive besitzen, an diesen auch SUMOyliert werden koniay 2005

Ren et al. 2009Teng et al. 201R Hierbei wurde fur CP190 bisher nur MeB&JMOylierung
beobachte{Capelson and Corces 2Q@olovnin et al. 2012 Zudem liegt CP190 haufig als
Dimer vor (Schwartz et al. 2012aDie SUMOylierung kdnnte auch hier einen Einfluss auf
die Eigenschaften von CP190 als Isolatorprotein haben, je nachdem ob eines der beiden
Proteing oder leideCP1968Molekile SUMOyliert vorliegen.

Um zu erforschen welche der Proteine, die an der Isolation beteiligt sind, @lékO
werden, ware es notwendwgeitere IPs mit anschlieRendem spezifischen Western Blot fur
SUMOylierte Isolatorproteine durch zu fi@m. Eine weitere Methode hierfur konnte auch der
Nickel-Pull-Down sein, der in anderen Publikationen zur SUMOylierung bereits Verwendung
fand (Stielow et al. 2008 Auch ware es moglich didSUMO-Motive innerhalb dieser
Isolatorproteine, wie zum Beispiel Mod@g¥) und CP190, zu mutieren und anschlie3end in
S2Zellen zu exprimieren, in denen das entsprechende endogene Protein depletiert bzw.
Uberschrieben wurde, zum Beispiel durch der Verwendung eineko&fBystems (Sauer
1987). Es ware aul3erdem mdglich die SUMGtive innerhalb der endogenen Proteine mit
der CRISPRCas9Methode zu mutiererBarrangou et al, 2015Pabei kdnnte man sich die
Expression der Mutante sparen. Diese modifizierten Zellen kdnnten ansch/igfieddm in
dieser Arbeit verwendeten LuziferaReportersystemtransfiziert werden. Danhckonnte

man mittels Luziferas®eporterAssay untersuchen, welche Unterschiede in der Isolation

zwischen wildtypischen und dem mutierten Proteine vorliegen.

4.2.2.SUMOylierung fuhrt zu verstarkter CP190Bindung an spezifischen Bindestellen
In der vorliegenden #oeit konnte festgestellt werden, dass CPitB0ivo potentiell (siehe

oben, 4.2.15UMOyliert vorliegt Abbildung 22). Die SUMOylierung von CP19@urdein
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der Literaturbereits mehrfach beschrieb@@apelson and Corces 2Q@olovnin et al. 2012

Fur dCTCF konnte keine eindeutige SUMOylierung gezeigt werdbhildung 23). Auch in

der Literatur findet man bisher keine Resultate zur SUMOylierung von dCTCF, aber auch
nicht von anderen Isolatdrindenden Proteinen, wie Su(H{Eapelson and Corces 2Q06
Golovnin et al. 2012 BEAFR-32, Zw5, GAF, Pita, ZIPIC a@er IbflL und 2. Dies kdnnte zum
einen daran liegen, dass nur ein geringer deilProteine (ca. 1%) Uberhaupt SUMOyliert

wird und zum anderen ist der Nachweis von SUMOylierung im allgemeinen schwierig, da
SUMOylierung eine sehr instabile Modifikation ist, die schnell durch die entsprechenden
SUMO-Proteasen entfernt wird. Allerdiagand sich in einer bioinformatischen Analyse von
publizierten ChiPSegDaten eine deutliche, genomweite Uberschneidung der Bindung von
dSUMO und Isolatebindenden Proteinen, die mit CP190 interagieren (dCTCF, BEAF
Su(Hw), Pita, ZIPIC und I4f) (Abbildung 24, Abbildung25). Dies kénnteeventud auf die
potentielleSUMOylierung von CP190 zurtick zu fuhren sein, das auch an den untersuchten
spezifischen Bindestellen auch zu finden Adterdings ware es auch moglicass andere
Faktoren an diesen Stellen SUMOyliert sind. So werden zum Beiapei Polycomb
Proteine SUMOyliert, die haufig mit CP190 kolokalisie(@onzalez et al. 20)4

CTCF liegt in humanen Zellen SUMOyliert v@Kitchen and Schoenherr 201acPherson

etal. 2009. Dies kdnnte zum einen darauf zurtick zu fihren sein, dass CTCF, neben Znf143,
das einzige Isolatdbindende Protein in Vertebraten ist. Damit mG3<CFwahrscheinlich in
seiner Bindung genauer reguliert werden. CT@#¥ hier nahezu alleine fir die
Aufrechterhaltung der topologisch assoziierte Domanen (TADs) verantwortlich und damit far
alle Interaktionen vomegulatorischen Sequenzen in VertelmaZellen (Dixon et al.2012.

Durch Modifikationen, wie SUMOwrung, ware dies wahrscheinlich Es ermoglicht
eventuell eine Art Feinregulation der Bindung von CTCF und damit der Isolation. In
Drosophila dagegen, brauchen viele Isolatbndende Proteine digliife von CP190 und
Mod(mdy4), um eine funktionale EnhaneBiockade zu vermitteln. Deshalb kdonnte es sein,
dass es inDrosophila ausreicht, wenn CP190 bzw. Modig#) durch SUMOylierung
reguliert werdenAuch hier wirde es sich anbieten wieder mit Mutanten fir die SUMO
Motive innerhalb von CP190 und Mod(mdg4) zwbeten, um zu Uberprifen, ob die
EnhanceiBlockade in Untersuchungen mit dem, in dieser Arbeit genutztenfetaze
ReporterAssay duch den gfall der SUMOylierung beeinflusst wird.

Zudem konnte in ChHSeg und ChIRgPCREXxperimentenfestgestellt werden, dass die
CP196Bindung an dessen Zielsequenzen, nach der Uberexpression vorHisASUMO,

deutlich erhéht war. Davon war die CPiBMdung an einigen der analysierten Sequenzen
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auch signifikant (pNert < 0,05) erhoht bzw. sehr sifkant (p-Wert < 0,005) erhéht
(Abbildung 29, Abbildung 31 und Abbildung 32). Dies konnte weder fur dCTCRI§bildung

30, Abbildung 31 und Abbildung 32) noch fir Histon H3 Abbildung 33) nachgewiesen
werden. Diese Resultate kdan bisher nicht in der Literatur gezeigt werden. Die in einer der
bisherigen Veroffentlichungen verwendete Hitzeschockbehandlung von ZelleRliegen
erhoht die SUMOylierung innerhalb der Zelle und sollte somit theoretisch auch die von
CP190 verstarke(Chan et al. 20QXiss et al. 2005Stielow et al. 2008 Dies hat, wie in der
Literatur beschrieben, allerdings keinen Effekt auf die Bindung von CP190 im ChIP
(Golovnin et al. 2012 Auch bei der Untersuchung der Bindung von CP190Palytan
Chromosomen konnte keine Veranderung der Bindung von CP190 nackndek out
festgestellt werde{Capelson an€orces 200p Die vorliegenden Ergebnisse widersprechen
den bisherigen Befunden, da dort keine Veranderung der Bindung von CP190 nach
Veranderung der SUMOylierung zu sehen war. Dies konnte zum einen auf die
unterschiedlichen verwendeten Methoden zur &¥derung des SUMOylierungsstatus
zurtckzufiihren sein. In dieser Arbeit wurde ein induzierbBxrgsessionssystem flHLAG-
His-dSUMO in S2Zellen verwendet. Dieses System wurde bisher noch nicht zur
Untersuchung des Einflusses von SUMOylierung auf die CRI®D dCTCF vermittelte
Isolation verwendet. Fur die bisher bekannten Experimente die in der Literatur beschrieben
wurden, wurden Iwknock outFliegen genutzt bzw. ein Hitzeschock an Fliegen durchgefihrt
(Capelson and Corces 2Q@Bolovnin et al. 2012 Es kdnnte sein, dass dixpressiondes
Fusionsproteinginen deutlicheren Effekt auf die gete SUMOylierung der Zelle hals
derHitzeschock, oder der Ivknock out Zudem wurden die hier durchgefiuihrten Experimente
in Zellen und nicht in Fliegen durchgefiihrt. Dies konnte ebenfalls die unterschiedlichen
Beobachtungen erklaren. Auch die Methoden zur Detektion waren dewlisbhieden. In
dieser Arbeit wurde zur Detektion der CPABiddung ChIPgPCR und ChlSeq verwendet.

In anderen Studien wurden Immunfarbungen von Pol@iromosomen genutztum
Bindungsunterschiede sichtbar zu machen. Jedoch ist diese Methode wesesitligar
sensitiy als der n dieser Arbeit verwendete ChlPaBer war es durch Pd#nFarbungen
wahrscheinlichnicht mdglich 2 bis 4fache Veranderungen der Bindung zu detektieren.
Andere Studien dagegen verwendeten ChIP zur Analyse des Einflusses M@yl&igung

auf die CP19Bindung. Die in dieser Arbeit genutzte Verwendung von €3¢ machen die
Daten valider. Sie zeign, dass der Effekt auf die genomweite CRB8@Iung dieselben
waren wie die der ChIRgfPCRAnNalysen.
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Die Erhéhung der Bindung vonR290 an dessen Bindestellen kdnnte aistleich auf die
SUMOylierung von CP190 zurick zu fuhren sein. Die Modifikation konnte dabei
stabilisierend auf CP190 wirken, sodass mehr CP190 in der Zelle vorhanden ist, welches an
die Bindestellen anlagern kanAhnliches wurde zum Beispiel schon fir den TF Dorsal
beobachtet, dessen Aktivitdt und Stabilitdt wahrend der Immunantwort durctdSik80
verbessert wird(Bhaskar et al. 2002 Dem gehen allerdings didJntersuchungen der
Proteinmenge entgegen, die im Western Bloalysiertwurden. Dabei konnte man sehen
dass sich die Menge an CP190 naEbAG-His-dSUMO-Expression nicht verandert
(Abbildung21). Deshalb ist es wahrscheinlicher, dass die Eigenschaften von CP190 durch die
SUMOylierung verandert werden, was auch die Bindeeigenschaften von CP190 zu anderen
Isolatorbindenden Proteinelpeinhalte konnte AulRerdem konnte auch bei der Bindung von
CP19(Q die Art und Weise der SUMOylierungpn diesemfur dessen Bindeverhalten eine
Rolle spielen. Liegt CP190 einfach oder mehrfach SUMOyliert vor, kénnte dies durchaus
destabilisierend oder didisierend auf dieses wirken. Aul3erdem konnte auch die Tatsache,
dass CP190 als Dimer an Chromatin bin&fluss auf dessen Bindeverhalten haben. Dabei
kénnte SUMOylierung von einem der beiden Proteine die Richtung bzw. Orientierung, in der
es bindet nd eventuell auch wirkt vorgeb€élyrchanova et al. 200Kyrchanova et al. 2011
Muller M. et al. 1999Vazquez et al. 2006Um zu untersuchen welche Eigenschaften von
CP190 durchpotentielle SUMOylierung tatséchlich verandert werden, ware es notwendig
CP190 innerhalb der potentiellen SUMMbtive zu mutierenAnschlieBend kénnte eirum
Beispiel ein ChIP durchgefiihrt werden, um das Bindeverhalten mightSUMOyliertem
CP190 zu untersucheAber auch die Untersuchung der EnharBlerckade, im Reporter
Assay und der SUMOylierung selbst, in der FLA®; waren denbar (siehe oben, 4.2.2).

4.2.3.Der Einfluss der SUMOylierung auf den Chromatinstatus

Zur Untersuchung des Einflusses des Chromatinstatus wurden sowohl-€hlPi&ls auch

ein FAIREAssay durchgefuhrt. Dadurch konnte festgestellt werden, welchen Einfluss
SUMOylierung auf die allgemeine Chromatfonformation hat. Dabei konnte audin
Hinweis darauf gefundenewden ob die Binding von CP190 und die Isolatiam derdieses
beteiligt ist, eventuell durch eine allgemeine Zugénglichkeitsdnderung des Chromatins
beeinflusst verden Beim H3ChIP konnte keine eindeutige Verdnderung der Bindung von
Histon H3 beobachtet werdéAbbildung 33). Dies deutet darauf hin, dass SUMOylierung
keinen Einfluss auf den Chromatinstatus hat. Der FAMREay jedoch zeigte eine Tendenz

zu eher offenem Chromatimach der FLAGHis-dSUMO-Expression im Vergleich zum

Chromatin uninduzierter ZellefAbbildung 34). Uber die SUMOylierung von Histon H3 ist
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bisher nichts bekannt, was die unvetérte Bindung von diesem erklaren kdnnte.nwe
Histon H3 nicht SUMOyliert wrde, wude die Bindung von dieserwahrscheinlich auch

nicht direkt durch dieExpression von FLAGHis-SUMO beeinflusst. Dies bedeutefass es

wohl nicht dessen Bindung zur DNA oder andere EigenschafterHision H3 beinflusst.

Uber Histon H4 ist allerdings bekannt, dass dieses in Vertebraten, aber duasaphila
SUMOyliert vorliegt und im Fall des humanen Histon H4 auch zur Déisiabing von
diesem fuhren kann(Dhall et al. 2014 Stielow et al. 2008 Dies konnte den Trend zu
geoffnetem Chromatin im FAIRBssay erklaren. Aber auch die in dieser Arbeit beobachtete
Zunahme der CP19Bindung, die durch di&xpression von FLAGHis-dSUMO bewirkt

wurde, konnte die erhdhter Zuganglichkeit des Chromatind=ARRE-Assay bestétigen, da
CP1906Bindung auch an eine Zunahme von offenerem Chromatin gekopp@arskuhn et

al. 2009 Négre et al. 201,(Bchwartz et al. 2012aZudem wurddvereitsbeschrieben, dass die
SUMOylierung von Komponenten des Polycoibmplexes dazu fuhrt, dass dieser ebenfalls
destabilisiert wird und zur Auflésung von PolycoiBbdiesfihrt (Gonzalez et al. 20}4Dies

kénnte auch auf dekondensierters Chromatin hinweisen. Auch dies bestétigt die Ergebnisse
des FAIREAssays, da ein Wegfall des Polycoidbmplexes sehr wahrscheinlich zum
Offnen desChromatins fiillren wiirde(Van Bortle and Corces 2012Auch Studien zur
Ausbildung von CP19&pecklesgeben &hnliche Anhaltspunkte. Dabei bewirkt &Brock

down von Smt3dSUMO, bzw. der doppelt&nock downvon Aosl und UbaZSUMO-
aktivierende Enzymekine Erhéhung deknzahl der CP19@&pecklegDoktorarbeit Melanie

K. Buxa). Diese kdnnte auch bedeuten, dass grof3e Speckles zu mehreren, kleineren CP190
Specklegerfallen, &hnlich wie es bei der SUMOylierung #&mponenten deBolycomb
Komplexesder Fall ist. Die SUMOykrung von diesen fulatzum Zerfall von grol3en
PolycombBodieszu keineren Strukture(Gonzalez et al. 20)®Dies wirde bedeutemass

die Interaktion zwischen den CP1§6bunden Isolatoren und Promotoren verringérde,

sobald SUMOylierungvorhanden istDadurch kdnnte auch eine verringerte Isolation zu
erklaren seinwie sie in der Literatur fir de@ypsylsolator beschrieben wurd€apelson and
Corces 200p

Um definitive Aussagen zur Zugéanglichkeit des Chromatins machen zu kénnen, wirde es sich
anbieten das FAIREhromatin zu sequenzieren und dabei Chromatin des uninduzierten
Klonpools mit dem des FLAGlis-dSUMO Uberexprimierenden Pools zu vergleichen. Dies
kénnte Aufschluss zu den tatsachlichen Veranderungen im Chromatinstatus geben, da in der
gPCR bisher nur Bindestellen von CP190 und dCTCF untersucht wurden. Diese kdnnten auch

durch die verstéarkte Bindungon CP190 eine verbesserte Zuganglichkeit aufweisen. Hierbei
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zeigten aber auch einige der untersuchten Neg@antrollstellen eine dhnliche Tendenz im
FAIRE-Assay, was darauf hin deutet, dass die erhdhte Zuganglichkeit des Chromatins durch
einen generedin Effekt, durch die SUM@berexpression erzeugt werden koénnte. Eine
genomweite Untersuchung des FAHRIBromatin kdnnte also zur Lésung der Frage, ob die
Zunahme der Offenheit des Chromatins an den untersuchten Bindestellen auf die
SUMOylierung von CP190pder auf eine generelle SUMOylierung, auch von Polycomp
Komponenten und/oder Histon H4, zurlick zu fuhren ist. Aber auch einige weitere gPCRs fur
andere, nicht CP190 und dCTCF gebundene Stellen im Genom, kdnnten bereits mehr

Erkenntnisse zum Einfluss der Bl@ylierung auf den generellen Chromatinstatus bieten.

4.2.4.Fazit

Abschliel3end kann man feststellen, dass die SUMOylierung einen Einfluss auf die Isolation,
bzw. auf die EnhanceBlockade hat. Jedoch scheint in diesem Zusammenhang auch-die De
SUMOylierung wichtg zu sein. Zudem beeinflusst SUMOylierung die Bindung von CP190
positiv, welches auclpotentiell SUMOyliert in S2Zellen vorliegt. Im Gegensatz dazu ist
Uber die SUMOylierung anderer Isolatmndender Proteinen, wie dCTCF und Su(Hw),
nichts bekannt. Auldem hat die SUMOylierung einen tendenziell positiven Effekt auf die
Offenheit des Chromatins. Dabei kdnnte auch die starkere Bindung von CP190 durch die
erhohte Zuganglichkeit des Chromatins erklart werden. Aber es wéare auch mdglich die
verbesserte Zugarighkeit durch dieverstarkte Bindung von CP190 zu erkléaren, da dessen
Bindung auch zur offenerem Chromatin fiihren kann. Hierbei bleiben allerdings noch viele
Fragen ungeklart. Es ist nicht vollstandig geklart, ob die SUMOylierung von CP190 einen
Einfluss af die Isolation hat. AuRerdem kdnnten noch weitere Isclaittdende Poteine, die

an der Isolation beteiligt sind, durch die SUMOylierung beeinflusst werden

Es ist wahrscheinlich, dass die SUMOylierung generell keinen gerichteten Effekt auf Isolation
und den Chromatinstatus hat. Das bedeutet, dass SUMOylierung diese nicht etwa positiv oder
negativ beeinflusst. Es ist viel mehr mdglich, dass die SUMOylierumg reEgulatorische
Funktion hat, um die Homo6ostase des Chromatins und an den Isolatoren zu erhalten.
SUMOylierung verringert das Binden des PolyceKumplexes, was die Kondensation des
Chromatins verringert. CP190 konnte dadurch einen verbesserten Zugandenzu
Zielsequenzen haben und sordie Isolation verbessern. Nun rkiie CP190 wieder den
PolycombKomplex rekrutieren, was wiedemn zur Kondensation des Chromatins fihren
wirde (Abbildung 35, (i)). An den Isolatoren findet mdglicherweise eine konstante,
dynamische SUMOylierung und E®RUMOylierung von Zielproteinen, wie Mod(mbg4) und

CP190, statt. Dadur ch k©°nnt eBloekeds gorgénomimerA Fi n e
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werden (Abbildung 35, (ii))). Um diese Modell zu bestatigersind jedoch weitere

SUMOylierung )(

_Bg0 0
___J

Rekrutierung
(De-SUMOylierung)

o \ [

Untersuchungen notwendig.

i) )
N

(i1)

e

Gen 1

Gen 2

SUMOylierung

De-SUMOylierung

Abbildung 35: Modell zur Funktion von SUMOylierung im Chromatin -Kontext und bei der Isolation. (i) Homdostase

des Chromatinstatus wird durch SUMOylierung beeinfluBgtr PolycombKomplex (gelb) wirddurch SUMOylierung

(Stern)von dessen Komponenten destabilisiert. Dadurch wird das Chromatin (blau) besser zuganglich und CP190 (rot; mit
dCTCF, griin) kann besser binden. ietentielle SUMOylieung (Stern) von CP190 verbessert dessen Bindung. CP190
wiederum kann den PC rekrutieremas wieder zu geschlossenerem Chromatin fijrA Fi ne Tuni ngfid der | sol
durch SUMOylierung und D8UMOylierungvon IsolatorproteinenGen 1 (gelb) wird nicht so stark vom Enhancer (hell

grun) blockiert wie Gen 2 (gelb). Dies kdnnte auf 8idMOylierung zuriick zu fiihren sein. Wahrscheinlich ist fir eine
funktionierende Isolation auch die £3JMQylierung notwendig.
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5. Anhang
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Abbildung 36: Uberschneidung von Pita, ZIPIC -, CP190, BEAF-32-, Su(Hw)- und dCTCF-Bindung an Mcp- und
Fab7-Isolator des BizhoraxKomplex. GenombrowseSchnappschisse fir Bindestellen von Pita (rot), ZIPIC (dunkelblau),
CP190 (grau), BEAR2 (hellblau), Su(Hw) (griin) und dCTCF. Die Deckung der-Rital ZIPIGChIP-SegAnreicherungen
wurde dargestellt. ChighlP-Daten der Datenbank modENCOD#& fCP190, BEAF32, Su(Hw) und dCTCF wurden als
log2 Ration von IP zu Input dargestellt. Die P@Riplikorns (Fab7 und Mcp) und die umliegenden Gene (cg31270 und
Abd-B) sind in schwarz dargeste{iaksimenko et al. 2035
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Abbildung 37: Uberschneidung von Pita, ZIPIC -, CP19G, BEAF-32- und dCTCF-Bindung im Promotobereich (TSS)

des cgl05435ens. GenombrowseBchnappschiisse fur Bindestellen von Pita (rot), ZIPIC (dunkelblau), CP190 (grau),
BEAF-32 (hellblau), Su(Hw) (griin) und dCTCF. Diee€kung der Pitaund ZIPIGChIP-SegAnreicherungen wurde
dargestellt. ChigChlP-Daten der Datenbank modENCODE fir CP190, BB Su(Hw) und dCTCF wurden als log2
Ration von IP zu Input dargestellt. Die P@Rplikorns (C1) und die umliegenden Gene sindgéhwarz dargestellt. Dabei
sind Gene des Lei{Pros29, cg10543)und des Folgestrangs (cg3216, dgt3) darg@stditimenko et al. 2035
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(1) pita Uberschneidung

Faktor ID Nr. der Peaks tats. Uberschn. erwartete Uberschn. Ratio

CTCF 2639 2697 1176 193 6.09
CTCF 2638 4957 1859 320 5.81
CP190 3748 2532 1088 204 5.33
BEAF-32 922 1163 411 82 5.01
CP190 925 4377 1699 360 4.72
JHDM1 3708 1770 609 132 4.61
Psc 3797 1480 439 119 3.69
MBD-R2 3787 2274 643 179 3.59
Pho 3894 1902 531 151 3.52
MLE 3040 3284 949 276 3.44
BEAF-32 3745 3246 1022 307 3.33
JHDM1 3033 3270 926 284 3.26
CTCF 3749 1024 341 109 3.13
PR-Set7 3054 4266 1197 385 3.1
BRE1 923 6756 2099 715 2.94
CP190 280 6611 2038 699 2.92
CTCF 3281 1820 611 210 2.9
CTCF 283 1969 730 252 2.90
MLE 3788 2406 533 189 2.82
BEAF-32 274 4800 1458 519 2.81

(1) zipic Uberschneidung

Faktor ID Nr. der Peaks tats. Uberschn. erwartete Uberschn. Ratio

BEAF-32 922 1163 525 96 547
JHDM1 3708 1770 811 153 5.30
Pho 3894 1902 898 175 5.13
CTCF 2638 4957 1676 373 4.49
Psc 3797 1480 599 138 4.34
MBD-R2 3787 2274 892 207 4.31
CTCF 2639 2697 915 224 4.08
MLE 3040 3284 1207 318 3.80
CP190 925 4377 1546 415 3.73
JHDM1 3033 3270 1207 327 3.69
BEAF-32 3745 3246 1289 352 3.66
MLE 3788 2406 750 218 3.44
CP190 3748 2532 789 235 3.36
PR-Set7 3054 4266 1482 442 3.35
BRE1 2985 4048 1370 418 3.28
BEAF-32 274 4800 1821 591 3.08
POF 3294 1019 289 95 3.04
RPD3 3057 4209 1170 390 3.00
HP1b 941 3473 984 345 2.85
WDS 953 5829 1897 675 2.81

Abbildung 38: Tabellarische Darstellung der Anreicherungen von verschiedenen Faktoren mit Pitand ZIPIC . Die
Faktoren, die eine Uberschneidung der Bindung(iniita bzw.(ii) ZIPIC zeigen, wurde entsprechend ihrer Ration von
tatsachlichen Uberschneidungen zu ameten Uberschneidungen sortiert. Je hoher die Ratio, desto glaubwiirdiger die
Uberschneidung mit Pita bzw. ZIPIC. AuRerdenurge die Anzahl der Anreicherungen/Peaks gezeigt. Bei den rot
markierten Proteen handelt es sich um Isolatoindende Proteine.sBwvurden ChIPChip-Daten von modENCODE mit den
vorhandenen ChHSegDaten von Pita bzw. ZIPIC verglichéMaksimenko et al. 2015
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(1) pita (11) zwpic
Rang Faktoren Korrelation Rang Faktoren Korrelation
1 Pita 1.00 1 ZFPIC 1.00
2 ZFPIC 0.44 2 Pita 0.57
3 CP190_280 0.44 3 MLE_3040 0.49
4 CP190_925 0.44 4 WDS_953 0.46
5 CP190_3748 0.43 5 NURF301_947 0.46
6 JIL-1_945 0.40 6 ISWI_3032 0.45
7 Suvar3-7_2672 0.40 7 MLE_3788 0.43
8 NURF301_3790 0.40 8 Chriz_278 0.43
9 ISWI_3032 0.40 9 PR-Set7_3054 0.43
10 MLE_3040 0.40 10 MBD-R2_3039 0.42
1 POF_3294 0.39 " NURF301_3048 0.42
12 Chriz_278 0.38 12 MBD-R2_946 0.42
13 PR-Set7_3054 0.38 13 Chriz_279 0.41
14 Chriz_279 0.37 14 NURF301_3790 0.41
15 MOF_3044 0.37 15  RPD3_3057 0.40
16 JMJD2A_KDM4A_3783 0.36 16 MOF_3044 0.40
17 NURF301_947 0.36 17  CP190_925 0.40
18 MLE_3788 0.36 18  JMJD2A_KDM4A 3784 0.39
19 JMJD2A_KDM4A_3784 0.35 19 MBD-R2_3787 0.37
20 CTCF_283 0.35 20 JHDM1_3708 0.36
21 CTCF_3281 0.35 21 dMi-2_3676 0.36
22 JIL-1_3038 0.35 22  POF_3710 0.36
23 NURF301_3048 0.35 23 BEAF-32_274 0.36
24 HP1b_3020 0.34 24 CP190_3748 0.35
25 MBD-R2_946 0.34 25 CP190_280 0.35
26  WDS_953 0.34 26 JMJD2A_KDM4A 3783 0.35
27 BEAF-32_274 0.33 27 MRG15_3047 0.35
28 POF_3710 0.33 28  HP1b_3020 0.35
29 POF_3897 0.32 29  H3K4me3_3761 0.34
30 RPD3_3057 0.32 30 Pho_3894 0.33
31 Psc_3797 0.32 31 Psc_3797 0.33
32 MBD-R2_3787 0.31 32  H4acTetra_201 0.32
33 HP1b_941 0.31 33  dMi-2_926 0.32
34 BEAF-32 3745 0.31 34 H3K9ac 309 0.32

Abbildung 39: Tabellarische Darstellung der Korrelation der Bindung von Pita (links) bzw. ZIPIC (rechts) zu der
Bindung anderen Faktoren. Pita korreliere am besten mit sich selbst und mit anderen Isclittdenden Proteinen wie
ZIPIC, CP190, dCTCF und BEAB2 (rot), aber auch mit anderen Faktoren (schwarz). Digkauch auf ZIPIC zu. Es
wurden ChipChiP-Daten von modENCODE mit den vorhandenen C&#eDaten von Pita bzw. ZIPIC Kkorreliert
(Maksimenko et al. 2035
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Abbildung 40: Kontrolle des knock downfiir CP190 und Pita fur ChIP in Triplikaten. Western Blot von Extraktewon

S2-Zellen, die einenknock dowrfir (i) CP190 bzw(ii) Pitaunterzogen wurden. Die Zellen wurden ausgesat unkineiok

down fur Luziferase (Mock, Luci), CP190 und Pita durchgefihrt. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet und das
Gesamtprotein extrahiert, sowie ein Western Blot durchgefidhtt.s L@ ngenstandart diente der
Protein Ladder voriThermo Scientit (M). Z-Tubulin, ein Haushaltgen, diente als LadekontroReimdrAnt i k°-r per : V]
CP190 (Ratte) 1:-RTuMmWIiim JWaMisl)c hl-PildDRate) 1i1000 i@ 386 Michl SekundarU

Anti korper-Ranitte HR:P2 5 .00 0 OMaism:2500005r0,5% Milcle. Alle Arilkérper wurden 1 Std. bei

RT auf der Membran inkubiert. Zur Detektion der Signale wurde die Membran mit derStiidEratKomplettsystem von

MilliQ benetzt und zwischen 100 und 240 Sek. am VersaDoc von BioRad belichteliaiChemilumineszenz detektiert.

Die Signale wurden mit Hilfe des Programms Quantity One von BioRad ausgewertet.
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Abbildung 41: Der knock downvon CP190, Pita und ZIPIC kénnten einerEinfluss auf die jeweilig anderenFaktoren
haben.Ein ChIRgPCR Experiment wurde fiir die Ermittlung der CP190 (rot), CTCF (griin) und Pita (gelb), ZIPIC (blau),
€g30020 (violettyAnreicherung an spezifischen Bindestellen durchgefiliet.Zellen wurderausgeséat und dénock down

von CP190Q dCTCF, Pita, ZIPIC oder cg30020 durchgefuhrt. Die Zellen wurden nach vier Tagen geerntet und ein ChlIP,
sowie eine DNAAufreinigungdurchgefuhrtDie aufgereinigte DNA wurde durch gPCR mit spezifischen Oligonukleotiden

cgl746 Q_m,s] Lbsm cg34342 cgl7528

fur spezifische Bindestellen dantersuchten Faktoreanalysiert. Die Auswertung erfolgte im BRad CFX Manager und in
Mikrosoft Excel.Die Anreicherung der Faktoren wurde anhand einer Standardkurve fur den Input in % berechnet.

Expressions-Veklorsysteme fur FLAG-His-dSUMO:

(1) (i1) g
-
Sall (4493) <\ ) \'\\'\
T O
BamH 8; % W y A
am HI (4481) \\ \\ // \\\\
\\\Amp-Resistenz y \
Poly A _ Amp-Resistenz___ X | | Aktin Promoter
PRM-dSUMO-Flag-His ( s oSt
5257bp \ 5975 bp |
Insert //
4
> BamHI (4076) 7\?\ V 4
dSUMO-His K \\\ * y 4
= T . \ b // //
Notl (3277)_ / A 4 _ V4
,_40 Poly A W v 4
6xFlag y .y &= .o BamHI (2655)
y < 2655
BamHI (3060) . 2
dSUMO-His 6xFlag

Kupfersulfat-induzierbare Expression

Konstitutive Expression

Abbildung 42: Vektorkarten der verwendeten Uberexpression¥ektorsysteme zur Untersuchung des Einflusses von
SUMOylierung auf die Isolation in Drosophila melanogaster(i) Kupfersulfat induzierbareExpressions/ektorsysten.
Vektorkarte von pRMFLAG-His-dSUMO mit dSUMGFusionsprotei und PolyASequenz, AmpicilirResistenzgen fiir die
Selektion auf AmgLB-Agar und Restriktionsenzym (REychnittstellen fir Testverdau (BamHI, Sall, Naff)asterarbeit
Meike K. Abraham); (ii) Expressions/ektorystem mit konstitutiv aktivem Akt#Promota. Vektorkarte von pAWFLAG-
His-dSUMO mit SUMGFusionsprotein und PolySequenz, AmpicilifResistenzgen fir die Selektion auf A#p-Agar
und Restriktionsenzym (REPchnittstellen fir Testverdau (BamHlI) (Eigenia Wagner, AG Brehm).
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Abbildung 43: Der knock downvon SUMO-Faktoren in S2-Wildtyp -Zellen und FLAG-His-dSUMO-exprimierenden

Zellen (Klon 15) ist spezifisch.Untersuchung der Spezifitat deeock downglurch die entsprechenden dsRNA&gsgen
Aosl, Uba2 und Su(v®-10 mRNA mittels RFgPCR, in wildtypischen Zellen und Klon 1&LAG-His-dSUMO-
Expressionkeigte, dass die diese eine spezifische Reduzierung des Genproduktes atib&iAzur Folge haben.
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Abbildung 44: Die Chromatinisolation aus dem induzierten (Pool +) und nichinduzierten (Pool -) Klonpool war

1000

500
400

300
200

erfolgreich und die Fragmente zweigen die gewiinschte GréRe von 1800bp. Dieses Chromatin war geeignet fur ChIP
gPCR und ChiIFSeq.Zum Uberpriifen der Qualitdles Chromatins fur den ChIP, wurden §0@es 1:10 Verdiinnten CHP
Extraktes aufgereinigt und auf einem %5EtBrrAgarosegel Uiberpriighieses wurde am UNisch analysiert, sowie mit der
SoftweareDocMedAnalys von BioRadokumentiert. Es wurden jeweils drei Replikate (1, 2, 3) fur den induzierten (Pool +)
und den nichinduzierten (Pool) Klonpool prapariert. Als Langenstandard (M=Marker) diente @ene Ruler 1kb von
Thermo Scientific.
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Abbildung 45: Western Blot zeigte erfolgreiche FLAG -His-dSUMO-Expression nach Induktion des Klone Pools mit
CuSO;,. WesternBlot von Extrakten EAG-His-dSUMO-exprimierender SZellen Pool +/induziert mit CuSQ) zeigen
SUMOylierte Proteine in der Detektion mRLAG-Antikérper. Die Expressio von CP190 und dCTCF wurden mit den

entsprechenden Antikdrpern detektiert. Die Expressionslevel dieser Proteingeranieht zwischen uninduziertépool -)

und induzierten Zeller(pool +). 3-Tubulin, ein Haushaltgen, dite als LadekontrolleAls Langenstandart diente der

PageRul er E Prest ai TherohoRientfitei n Ladder von
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Abbildung 46: Uberschneidung von CP190, dCTCF und EAG -His-dSUMO-Bindung am Abd-B-Gen vor und nach
induktion der Expression GenombrowseGchnappschusse fur Bindestellen von CP190 (rot), dCTCF (gruni-lLinG-
His-dSUMO (gelb,) vor (Kontrolle, blass) und nach Induktion (induziert, dunkel). Di&ubecder CP19Q dCTCF und
FLAG-His-dSUMO-ChIP-SegAnreicherungen wurde dargestellt. C¥egDaten deiGEO-Datenbank fir CP190dCTCF
(Ong et al, 2013) und dSUM®BIndestellen (Gonzales et al, 2014) wurdes Balken dargestellt. Die genomische Region

bzw. dasAbd-B-Gen wurde in schwa dargestell{in Kooperation mit Marek Bartkuhn).
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Abbildung 47: Uberschneidung von CP190, dCTCF und EAG -His-dSUMO-Bindung am Fab8-Isolator des Abd-B

Gen vor und nach induktion der Expression GenombrowseBchnappschisse fir Bindestellen von CP190 (rot), dCTCF
(grun) und FLAG-His-dSUMO (gelb,) vor (Kontrolle, blass) und nach Induktion (induziert, dunkel). Dieubeg der
CP1906, dCTCF und FLAGHis-dSUMO-ChIP-SegAnreicherungen wurde dargestellChiRSegDaten der GEG-
Datenbank fir CP190dCTCF (Ong et al, 2013) und dSUMBIindestellen (Gonzales et al, 2014) wurdsda Balken
dargestellt. Die genomische Region bzder Fab8solator wurde in schwarz dargestelin Kooperation mit Marek
Bartkum).
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Abbildung 48: Uberschneidung von CP190, dCTCF und EAG -His-dSUMO-Bindung am cg31472Gen vor und nach
induktion der Expression Genombrowse6chnappschiisse fir Bindestellen von CP190 (rot), dCTCF (grinfluhG-
His-dSUMO (gelb,) vor (Kontrolle, blass) und nach Induktion (induziert, dunkel). Diekeg der CP19Q dCTCF und
FLAG-His-dSUMO-ChIP-SegAnreicherungen wurde dargestellt. C¥egDaten deiGEO-Datenbank fir CP190dCTCF
(Ong et al, 2013) und dSUMBIndestellen(Gonzales et al, 2014) wurdeafs Balken dargestellt. Die genomische Region
bzw. das c§1472Gen wurde in schwarz dargestéiit Kooperation mit Marek Bartkuhn)
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Abbildung 49: Uberschneidung von CP190, dCTCF und EAG -His-dSUMO-Bindung am tou-Gen vor und nach
induktion der Expression GenombrowseBchnappschisse fur Bindestellen von CP190 (rot), dCTCF (grin-lufG-
His-dSUMO (gelb,) vor (Kontrolle, blass) und nach Induktion (induziert, dunkel). Di&ubecderCP190, dCTCF und
FLAG-His-dSUMO-ChIP-SegAnreicherungen wurde dargestellt. CegDaten deiGEO-Datenbank fir CP190dCTCF
(Ong et al, 2013) und dSUM®BIndestellen (Gonzales et al, 2014) wurdgs Balken dargestellt. Die genomische Region
bzw. dasTou-Gen wurde in schwarz dargestéiit Kooperation mit Marek Bartkuhn)

155



Anhang

Pool + Pool-
Bpl M 1 2 3 1 2 3
—
-
50()- )
= HEN 2

Abbildung 50: Die FAIRE-Chromatinisolation war erfolgreich und die Fragmente haben die korrekte Grof3e von 100
bis 500bp. Das Chromatin konnte fur den FAIRESsay verwendet werdeZur Quantifizierung des FAIREhromatins
wurden 5pl des fertig Preparierten Inputs abgenommen und mit& OrangeDye versehen. Die Proben wurden auf ein
1,5 % EtBrAgarosegel geladen und amVWrisch analysiert, sowie mit der SoftweaBmcMedAnalys von BioRad
dokumentiert. Es wurden jeweils drei Replikate (1, 2, 3) fir den induzierten (Pool +) und deimdueigrten (Pool)
Klonpool prapariert. Als Langenstandard (M=Marker) dienteGemeRuler 1kb voriThermo Scientific.

Abbildung 51: Western Blot zeigte erfolgreiche ALAG -His-dSUMO-Expression nach Induktion des Klone Pools mit
CuSO,. WesternBlot von Extrakten EAG-His-dSUMGO-exprimierender SZellen (ool +/induziert mit CuSQ) zeigen
SUMOylierte Proteine in der Detektion mit FLABNtikorper. Die Expressio von CP190 und dCTCF wurden mit den
entsprechenden Antikdrpern detektiert. Die Expressionslevel dieser Proteingerarieht zwischen uninduziertépool -)
und induzierten Zeller(pool +). R&-Tubulin, ein Haushaltgen, diente als Ladekontrolds Langenstandart diente der
PageRul er E Prest ai Theroho Rientfit ei n Ladder von
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