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Summary 

Development of multicellular organisms starts with fertilization and is characterized by the 
differentiation of a totipotent cell into a plethora of highly specialized cell types. Gene expression 
programs established during this process are inherited by a complex interplay of the Polycomb (PcG) 
and Trithorax (TrxG) Groups of proteins, which maintain repressed or active states of transcription, 
respectively. They act at the level of chromatin amd assemble into large multimeric complexes. 
Recent studies suggest the existence of diverse, potentially cell type-specific sets of PcG complexes 
containing context-specific accessory proteins and variable distributions on chromatin. To address this 
important issue, in vivo experiments in Drosophila melanogaster have suffered so far from low 
throughput due to the lack of sufficient amounts of homogenous tissues, which can only be generated 
by time consuming manual dissection or cell sorting. Knowledge of these lineage-specific differences 
is nevertheless crucial for our understanding of how the PcG/TrxG system inherits the identity of both 
differentiated cell types and pluripotent embryonic stem cells.  
 
The major goal of this thesis is thus the development of an inducible tagging methodology with the 
potential to isolate protein complexes from different Drosophila tissues. The approach of choice is 
based on biotinylation of the BioTag peptide by bacterial BirA biotin ligase allowing subsequent affinity 
purification of proteins fused to this tag. This set-up offers the unique advantage of expressing bait 
proteins under control of their endogenous regulatory sequences avoiding misexpression artefacts. In 
parallel, BirA ligase expression can be triggered independently allowing to selectively activate protein 
tagging by controlling BirA ligase transcription. As a result of this work, inducible in vivo Biotinylation 
Tagging in Drosophila live animals is now possible. For a proof of concept, the Polycomb protein Pc 
was Bio-Tagged (Pc-Bio). It shows efficient and specific biotinylation upon ubiquitous BirA induction. 
Biochemical purification of Pc-Bio and Mass Spectrometry analysis led to the identification of known 
and novel interaction partners. The approach was further advanced to inducible purification of Pc-
targeted DNA sequences referred to as BioChIP highlighting the utility of this novel methodology.  
 
An unexpectedly diverse set of novel Pc-interacting proteins is reported in this thesis underscoring the 
potential of the newly established tagging system in Drosophila. A substantial amount of these Pc 
interacting proteins have previously been implicated in TrxG action indicating that PcG and TrxG 
proteins may counteract each other by physical interaction independent of chromatin. Moreover, 
members of the cohesin family of proteins are among the strongest de novo identified interactors. 
Using a transgenic reporter, it is shown that mutations in the cohesin protein Rad21 compromise PcG 
silencing. This work additionally identifies DNA-binding proteins as interaction partners of Pc. 
Association of the PhoRC complex with Pc is shown underscoring its key role in locating PRC1 to 
chromatin. Furthermore, association of Grainyhead (Grh) and Female sterile homeotic (Fs(1)h) with 
Pc identifies two new proteins as potential recruiters of PRC1 to target genes. Further novel 
interaction partners comprise activities linked to protein ubiquitination and acetylation for example.  
 
Taken together, the reported results reveal an unexpected diverse set of Pc interacting proteins. 
Further work will be required to delineate the specific role of their association with Pc. These findings 
were facilitated by employing the newly developed in vivo Biotinylation system combined with highly 
sensitive mass spectrometric analysis. The detailed characterization of the methodology presented in 
this work provides an important step towards discovery of tissue-specific protein complexes and 
determination of their distribution on chromatin on the basis of cell type-specific BirA ligase 
expression. Due to its generic nature, the concept of inducible Biotinylation Tagging should be 
transferable to other model organisms. 
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Zusammenfassung 
 

In der Entwicklung eines multizellulären Organismus ist die Bildung funktionell unterschiedlicher 
Zelltypen ein entscheidender Prozess. Auf molekularer Ebene werden dabei charakteristische 
Genexpressionsprogramme etabliert. Eine wichtige Bedingung für die embryonale Entwicklung ist die 
Aufrechterhaltung dieser genetischen Programme und deren Weitergabe an neu gebildete Zellen 
durch das so genannte Zellgedächtnis. Wie Studien im Modellorganismus Drosophila melanogaster 
schon früh zeigten, besteht der Kern dieses Systems aus den Polycomb-Gruppen (PcG) Proteinen, 
welche Genexpression reprimieren, und den Trithorax-Gruppen (TrxG) Proteinen, welche 
Genexpression aktivieren. Beide Gruppen wirken als große Proteinkomplexe auf die zelluläre 
Chromatinstruktur ein, wodurch Ihr Einfluss auf die Genregulation vererbt wird an Tochterzellen.  
 
Nur wenig ist darüber bekannt, wie das zelluläre Gedächtnis verschiedene Zellidentitäten speichert. 
Es gibt erste Hinweise darauf, dass gewebe-spezifische PcG/TrxG Proteinkomplexe und deren 
unterschiedliche Verteilung auf dem Chromatin eine wichtige Rolle spielen. Die biochemische 
Charakterisierung von Protein-Protein und Protein-DNA Interaktionen in bestimmten Zelltypen von 
Drosophila mittels Hochdurchsatzverfahren ist zurzeit aufgrund des Mangels an ausreichenden 
Mengen von homogenen Geweben allerdings nicht möglich. Ein zentrales Ziel dieser Dissertation ist 
deshalb die Entwicklung einer induzierbaren Tagging Methode zur Reinigung von Proteinen durch 
Affinitätschromatographie, welche die Präparation von spezifischen Zellen in Zukunft überflüssig 
machen könnte. Der hier gewählte Ansatz basiert auf der Biotinylierung des BioTag Peptids durch die 
bakterielle BirA Biotinligase. Die Fusion des BioTags mit einem beliebigen Protein erlaubt dessen 
Reinigung durch Biotin-Streptavidin Interaktion. Dabei wird das Fusionsprotein unter Kontrolle seiner 
endogenen Regulierungssequenzen exprimiert, wodurch Expressionsartefakte verhindert werden. 
Unabhängig davon kann die Transkription der BirA Ligase zur Aktivierung des BioTags eingeschaltet 
werden. Als Ergebnis dieser Arbeit wurde eine induzierbare Variante des ‘‘Biotinylation Tagging‘‘ in 
Drosophila etabliert. Um die Funktionalität der Methode zu beweisen, wurde das PcG Protein 
Polycomb (Pc) mit dem BioTag fusioniert (Pc-Bio). Die ubiquitäre Induktion der Ligase hatte die 
effiziente Biotinylierung von Pc-Bio zur Folge. Eine anschliessende biochemische Aufreinigung und 
Analyse mittels Massenspektrometrie führte sowohl zur Identifizierung bereits bekannter als auch 
vieler neuer Interaktionspartner von Pc. Das Spektrum wurde in einem nächsten Schritt erweitert und 
zur Reinigung Pc assoziierter DNA Sequenzen eingesetzt (BioChIP), wodurch das Potenzial dieser 
neuartigen Methode hervorgehoben wird. 
 
Die Ergebnisse der Massenspektrometrie deuten darauf hin, dass PcG und TrxG Proteine sich 
gegenseitig durch physikalische Interaktion in Lösung und unabhängig vom Chromatin beeinflussen. 
Des Weiteren befinden sich unter den neu identifizierten Interaktionspartnern mehrere Vertreter der 
Cohesin Proteine. Mit Hilfe transgener Reporterkonstrukte konnte ein Effekt von Cohesin auf die 
Polycomb abhängige Genreprimierung nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden 
außerdem DNA-bindende Proteine in Assoziation mit Pc identifiziert. Die Interaktion mit dem PhoRC 
Komplex bestätigt dessen Schlüsselfunktion bei der Lokalisierung von PcG Komplexen auf dem 
Chromatin. Außerdem wurde eine Verbindung zu den Proteinen Grainyhead (Grh) und Female sterile 
homeotic (Fs(1)h) nachgewiesen, welche wahrscheinlich ebenfalls eine Rolle bei der Rekrutierung von 
PcG Komplexen spielen. Weitere neue Interaktionspartner wurden bereits in Zusammenhang 
gebracht mit Ubiquitinierung und Acetylierung von Proteinen.   
 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Pc mit einer unvorhergesehenen Vielzahl 
unterschiedlicher Proteine interagiert. Weitere Studien werden in Zukunft zeigen, welche funktionelle 
Auswirkung deren Bindung an Pc auf die PcG Genreprimierung hat. Die Entdeckung dieser neuen 
Interaktionspartner wurde durch Einsatz der hier entwickelten ‘‘Biotinylation Tagging‘‘ Methode in 
Kombination mit hoch sensitiver Massenspektrometrie erreicht. Diese Strategie ermöglichte die 
Aufreinigung unter fast physiologischen Bedingungen, wodurch selbst substoichiometrische und 
schwache Proteinbindungen erhalten werden können. Die hier entwickelte Methode bildet außerdem 
eine Grundlage für die Charakterisierung gewebespezifischer Protein-Protein und Protein-DNA 
Interaktionen in Drosophila Melanogaster in naher Zukunft.  




