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FUR MEINE ELTERN UND FUR INGO

Nachts war Regen gefallen, und nun wandern Wolken iiber den Himmel — ab und zu spriiht
Ndsse herab. Ich stehe unter einem Apfelbaum, der zu verbliihen beginnt, und atme. [ ...]
Solange man noch unter einem Apfelbaum nach dem Regen atmen kann — so lange
ldsst es sich auch leben.

Alexander Solschenizyn
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Zusammenfassung

1. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorgelegten Arbeit wurden Histonmethyltransferasen untersucht. Die beiden SET-
Proteine, Enhancer of Zeste (E(z)) und PRset7 methylieren jeweils spezifische Lysine in den

N-Termini der Histonmolekiile H3 bzw. H4 und wurden zu Beginn in E. coli exprimiert.

In Histonmethyltransferase-(HMTase)-Versuchen konnte mit E(z) keine Aktivitit erzielt
werden. Mit einer eingefithrten Mutation des aktiven Zentrums (,,E(z)mut®) und mit E(z)
konnte nach der Inkubation mit Drosophila-Kernextrakten an beiden Proteinen die
Histondeacetylase Rpd3 nachgewiesen werden, die enzymatisch aktiv war. Unsere
Arbeitsgruppe konnte die HMTase-Aktivitit eines E(z)-Komplexes bestétigen, die von einer

(nicht-mutierten) SET-Doméne abhéngt (Czermin et al., 2002).

Die Untersuchungen zur Histonmethyltransferase PRset7 begannen mit Aktivitits- und
Spezifititsversuchen an verschiedenen Substraten. Die nukleosomale Spezifitit von PRset7
bestdtigte sich geméfl den Ergebnissen von Fang et al. und Nishioka et al. (Fang et al., 2002;
Nishioka et al., 2002b). PRset7 unterschied klar zwischen rekombinanten Nukleosomen
(Histone rekombinant in E.coli exprimiert) und nativen Nukleosomen (Histone aus
Drosophila-Embryos gereinigt), wobei letztere deutlich vermindert methyliert wurden. An
rekombinanten, mit PRset7 methylierten Nukleosomen, konnte mit einem H4 K20-methyl-
Antikorper eine H4 K20-Methylierung detektiert werden. Mit Hilfe verschiedener,
rekombinanter Nukleosomen, deren H4-Molekiile N-terminal unterschiedlich lang waren,
konnte die Substraterkennung bzw. -bindung von PRset7 auf maximal 9 Aminosduren vor
Lysin 20 eingegrenzt werden. Durch die Reinigung des Proteins wurde deutlich, dass kiirzere
Degradationsprodukte von PRset7 den wesentlichen Anteil der detektierten HMTase-Aktivitét
ausgemacht hatten, ohne die hohe nukleosomale Substratspezifitit zu verlieren. Fiir die
Substratherstellung weiterer in vitro-Versuche zur Beziehung zwischen H4-Acetylierung
(K12 bzw. K16) und H4-Methylierung (K20) wurde die Histonacetyltransferase MOF
rekombinant hergestellt, gereinigt und die enzymatische Aktivitit bestitigt. Es ergab sich
keine eindeutige positive oder negative gegenseitige Beeinflussung der beiden
Modifikationen. AbschlieBend wurden die verwendeten Antikdrper beziiglich ihrer Spezifitat

untersucht, welche gegeben war.

Die Ergebnisse wurden im rasch fortschreitenden Feld der Histonmodifikationen erbracht.

Eine Zusammenfassung der neuesten Erkenntnisse gewéhrt der Abschnitt 4.3.



Einleitung

2. EINLEITUNG
2.1. Chromatin

s Heterochromatin

Transkription
// Modifizierbar
Replikation s / .//V Euchromatin

DNA—ReparaturE’ Phanomene

\ = Flexibel und dynamisch
Histonproteine «~—=—_— &
Nukleare Proteine ‘// § Verpackung

Informationssmedium

7 _—» Epigenetische

Zytologisch gut anfarbbar

Hohes MaR an Organisation

Abbildung 1:  Eigenschaften von Chromatin: Mehr als lediglich die ,,Verpackung der DNA*

Alle Lebewesen teilen eine Gemeinsamkeit: Die ,,Erbsdure” oder Desoxyribonukleinsdure
bzw. DNA codiert die Information fiir ihren ,,Bauplan® - den Phénotyp - in Form von Genen.

Prokaryonte Mikroorganismen besitzen keinen Zellkern. Das Genom von Bakterien ist in
einem grofBlen ringférmigen Chromosom organisiert, das im Zytoplasma schwimmt. Hingegen
kondensieren eukaryonte Zellen von Tieren oder Pflanzen ihr Erbgut in einem vom
Zytoplasma membrands abgegrenzten Kompartiment, dem Nukleus. Im Zuge der stetigen
Verbesserung der Lichtmikroskope wurden bestimmte Zellen nach ihren charakteristischen,
teils bizarren Zellkernformen benannt. Beispiele hierfiir sind die Plasmazellen mit der sog.
»~Radspeichenstruktur ihrer Zellkerne (spezialisierte, antikorperproduzierende B-
Lymphozyten) oder die sog. ,,segmentkernigen Granulozyten* (auch ,,polymorph nuclears*
oder PMNs genannt), die einen stark segmentierten Zellkern aufweisen (Phagozyten aus der
Reihe der Granulopoese). Die gute Anfiarbeeigenschaft des Chromatins und der
Chromosomen fiihrte letztlich zu deren Bezeichnung als ,,Farbkorperchen®, Farbe (griech.:
chroma/ chromo) und Koérper (griech.: soma). Dass diese komplexen Grundbausteine dieser
einst nur phdnomenologisch benannten Zellkernstrukturen heute ein wichtiges Gebiet in der
molekularbiologischen Grundlagenforschung einnehmen wiirden, war damals nicht absehbar.

Die DNA des humanen Genoms in seiner linearen Gesamtlidnge von ca. 2m befindet sich in

einem Zellkern von ca. 10 pm Durchmesser. Der hohe Organisationsgrad der Verpackung des

-0



Einleitung

Erbguts, an dem auch viele Zellkernproteine beteiligt sind, wird deutlich, wenn man fiir den
Nukleus eine Metapher bemiiht: Man stelle sich vor, eine 10000 Meilen lange Spaghetti in
einen Basketball packen zu miissen. Es solle danach trotzdem noch mdglich sein, einen
definierten, 2cm langen Bereich der Spaghetti ziigig in dem Gewirr auffinden zu kdnnen
(Peterson and Laniel, 2004).

Der am hochsten kondensierte Zustand eukaryonter DNA findet sich in den Metaphase-
Chromosomen, deren Entdeckung ebenfalls auf zytologischen Beobachtungen beruhte (die
Chromosomen sind in der Metaphase lichtmikroskopisch sichtbar). Vergleicht man die lineare
DNA-Doppelhelix einer bestimmten Basenpaaranzahl mit demselben DNA-Abschnitt in
Metaphasechromosomen wéhrend der Mitose, so hat eine ca. 8000-fache Kondensation
stattgefunden. In sich nicht-teilenden Zellen liegt die chromsomale DNA hingegen
weitgehend entfaltet vor, damit die Zelle genetische Informationen nutzen kann, wihrend
verbleibende kondensierte Bereiche des Erbguts iiberwiegend genetische Informationen
enthalten, die diese Zelle momentan nicht fiir ihre Funktionen benétigt.

Die enorme Verpackungsleistung gepaart mit der Dynamik und Flexibilitit in der
Organisation und Utilisation des Genoms in eukaryonten Zellen beruht auf Chromatin

(Wolffe, 1998). Doch aus was besteht Chromatin und wie ,,funktioniert™ es?

2.1.1. Aufbau und Struktur des Chromatins

2.1.1.1. Das Oktamer, das Nukleosom und eine héhere Verpackungsordnung

In den Nuklei aller eukaryonten Zellen liegt die genomische DNA zusammen mit Histonen
und Nicht-Histon-Proteinen als hochgradig gefaltetes und verdichtetes, jedoch dynamisches
Polymer vor, genannt Chromatin. Die humane DNA hat beispielsweise ca. 3x10° Basenpaare,
welche im Zellkern jeder somatischen Zelle untergebracht werden miissen. Der negativ
geladenen DNA lagert sich ein scheibenformiger Proteinkomplex, das Histonoktamer an, das
sich aus jeweils zwei der stark positiv geladenen Histonproteine H2A, H2B, H3 und H4, den
sog Core-Histonen, (s. 2.2) zusammensetzt. Die DNA ist auf einer Lange von ca. 146
Basenpaaren (bp) mit knapp zwei linksgéngigen, superhelikalen Windungen um dieses
Histonoktamer geschlungen. Diese aus DNA und Histonoktamer bestehende kleinste, sich
wiederholende Verpackungseinheit des Chromatins bezeichnet man als Nukleosom (auch
,»Core-Particle* genannt). Diese 1974 von Kornberg et al. beschriebene Struktur hat einen
Durchmesser von ca. 10nm (Kornberg, 1974). Das Nukleosom konnte 1997 erstmals von
Luger et al. kristallisiert und mit dem Verfahren der Rontgenstrukturanalyse in einer

Aufldsung von 2,8A dargestellt werden (Luger et al., 1997), s. Abbildung 2.
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Abbildung 2:  Das Nukleosom in einer Auflésung von 2,8A (Luger et al., 1997). Im linken Bild erkennt
man in der Frontalansicht das Histon-Oktamer (zahlreiche alpha-Helices) um das die DNA-Helix gewunden ist.
Im rechten Bild ist in der Seitenansicht die scheibenartige Form des Nukleosoms erkennbar. In beiden Bildern ist
angedeutet, dal die (nicht in voller Lange dargestellten) N-Termini der Histone iiber die Nukleosomenebene
hinausragen. Die tatsdchliche Orientierung der N-Termini ist mangels ihrer Kristallisationsfahigkeit nicht
bekannt. Das Histon H1 und die Verbindungs-DNA (s.u.) sind nicht dargestellt.

Das Histon H1 nimmt eine Sonderstellung unter den Histonen ein, da es nicht Teil des
Histonoktamers und somit kein Core-Histon ist. Es lagert sich jedem Nukleosom an der Ein-
und Austrittsstelle der aufgewickelten DNA an.

Die DNA zwischen den einzelnen Nukleosomen wird als Verbindungs-DNA (,,Linker-DNA*)
bezeichnet und ist in ihrer Linge variabel (10-50 Basenpaare). Durch die alternierende
Abfolge von Nukleosomen und Verbindungs-DNA entsteht bei niedrigen Salzkonzentrationen
ein Gebilde, das elektronenmikroskopisch an eine Perlenkette erinnert (,,beads on a string®,
(Olins and Olins, 1974)). Dieser ca. 10-1Inm-dicke Chromatinfaden ist der niedrigste
Verpackungsgrad des Genoms und wird bei physiologischen Salzkonzentrationen weiter
kondensiert: In einem ca. 30nm-dicken ,,Solenoid*“ ordnen sich pro Windung ca. 6-8
Nukleosomen schraubenférmig an. Neuere Arbeiten weisen darauf hin, dass der Aufbau des
30nm-Faden womoglich nicht sehr regelmiBig sei, sondern auch ,zig-zag“-Elemente
zwischen einzelnen Nukleosomen existierten (Bednar et al., 1998; Woodcock and Dimitrov,
2001), (s. Abbildung 3).
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11-nm fiber 30-nm fiber
“beads on a string”

Solenoid

Zig-Zag

Abbildung 3 Elektronenmikroskopische  und  schematische  Darstellung von  Chromatin-
konfigurationen (Vaquero et al., 2003). Die beads on a string Struktur (Niedrigsalz) und die beiden Modelle
fiir physiologische Salzkonzentrationen (Solenoid- bzw. Zig-Zag-Struktur). Die beiden Zig-Zag-Darstellungen
sollen die Auswirkung unterschiedlicher Salzkonzentration auf die Verpackungsdichte veranschaulichen (je
1mM bzw. 5 mM TEA-CI (=Triethanolamin-HCI)).

Die Interaktionen verschiedener Nukleosomen untereinander werden insbesondere durch die
N-Termini der Histone vermittelt (Carruthers and Hansen, 2000) und stabilisieren dadurch die
ausgebildeten Faltungen der Solenoid- und Zig-Zag-Strukturen sowie noch unbekannte héhere
Organisationsgrade des Chromatins.

Bei der Ausbildung aller hoheren Verpackungsordnungen des Chromatins spielen das Histon
HI1 und die Nicht-Histonproteine (ca. 10% des Proteinanteils dieser Struktur, u.a. die High
Mobility Group Proteine) ebenfalls eine wichtige Rolle. So konnten Thoma et al 1979 zeigen,
dass H1 die Dichte des Chromatins bei konstanter Salzkonzentration erhoht, die
Nukleosomenketten regelmiBiger werden und H1 die Ein- und Austrittsstellen der DNA im
Nukleosom zu stabilisieren scheint (Thoma et al., 1979), s.Abbildung 4, A.
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Abbildung 4:  H1 fordert die Chromatinkondensation (A), die in (B) als schematisches Stufenmodell
dargestellt ist.

A: H1 ist wichtig fir Chromatinkondensation Dargestellt ist die Zunahme der Chromatinkondensation
bei steigender Salzkonzentration (1mM - 100mM). Schon bei niedrigen Salzkonzentrationen spielt H1 fiir die
regelméfBige Anordnung der Nukleosomen eine wichtige Rolle (Thoma et al., 1979).

B: Schematische Darstellung der Verpackungsgrade des Chromatins. Der lineare DNA-Faden kann
hochgradig kondensiert werden, jedoch sind die detaillierten Strukturen ab dem 30nm-Faden bis heute noch
weitgehend ungeklirt (Modifiziert nach Felsenfeld and Groudine, 2003).

Die 30nm-Faser ist noch weiter kondensierbar. Elektronenmikroskopisch wurden auch
groBere Anteile des Genoms in 60-130nm-dicken, sog. ,,Chromonema‘“-Féden beobachtet
(Belmont and Bruce, 1994). Die Verpackungsdichte der DNA findet ihre stirkste Auspragung
in Mitose-Chromosomen (ca. 10%). Hingegen betrigt die Kompaktierung in der 11nm-Faser
nur das 6-7-fache und in der 30nm-Faser das ca. 40-fache des linearen DNA-Molekiils. Die
genaue Struktur der dariiber hinausgehenden Chromatinkondensation ist ebenso wenig
bekannt, wie das Zusammenspiel der Mechanismen, welche sie bewerkstelligt (s. Abbildung
4, B).

21.1.2. Euchromatin und Heterochromatin

In den meisten eukaryonten Zellkernen liegt das Genom in zwei (zytologisch) mikroskopisch
unterscheidbaren ,,Chromatin-Dichtegraden® vor. Es existiert zu etwa 90% das eher lockere,
schwicher anfiarbbare Euchromatin (welches vermutlich tiberwiegend durch den 30nm-

Faden (s. 2.1.1.1) reprisentiert wird) und zu etwa 10% das dichtere, intensiver anfarbbare
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Heterochromatin. Diese Einteilung hat Modellcharakter, da Chromatin ein sehr dynamisches
und kein statisches Gebilde ist. Die Ubergiinge zwischen Euchromatin und Heterochromatin
sind wahrscheinlich flieBend (an der strikten Trennung zwischen einer heterochromatischen
und einer euchromatischen Konfiguration in der 30nm-Struktur wurden bereits Zweifel
geduBert (Gilbert et al., 2004)). Da diese Konfigurationen jedoch hdohere und zugleich
funktionale ,,Verpackungen* des Chromatins darstellen, sollen sie an dieser Stelle erortert
werden.

Im Folgenden wird vorwiegend auf die Eigenschaften und die komplexe Organisation von
Heterochromatin eingegangen. Mitunter miissen hierbei Themengebiete angesprochen
werden, auf die erst im weiteren Verlauf detaillierter eingegangen wird.

Der deutsche Botaniker Emil Heitz beschrieb 1928 erstmals Heterochromatin, als er in
Mooszellen mikroskopisch den Ubergang von Mitose- zu Interphasechromosomen verfolgte
(Heitz, 1928). Heitz hatte beobachtet, dass sich ein Chromosom der Mooszellen in der
Telophase nicht dekondensierte (Zacharias, 1995). Er beobachtete auch, dass sich die
hochkondensierten Metaphasechromosomen nicht génzlich zZu lockeren
Interphasechromosomen entfalteten, sondern Regionen um das Zentromer und das Telomer in
der dichter gepackten Chromatinkonfiguration bestehen blieben, wihrend sich das
Euchromatin in den Bereichen dazwischen befand. Aktuellere Daten koénnen diese
zytologischen Beobachtungen bestitigen: Die locker erscheinenden Bereiche enthalten auf
nukleosomaler Ebene tatsdchlich weniger stark kondensiertes Chromatin sowie eine hohere
Gendichte (Gilbert et al., 2004).

Es werden zwei Arten des Heterochromatins unterschieden:

Als konstitutives Heterochromatin werden die perizentromeren Regionen und die
Telomerregionen der Chromosomen bezeichnet. Konstitutiv, weil es in jeder somatischen
Zelle eukaryonter Lebewesen an derselben Stelle in kondensierter Form bestehen bleibt. Es ist
schon lange bekannt, dass diese heterochromatischen Bereiche in der Mitose fiir die korrekte
Chromosomensegregation auf die Tochterzellen eine wichtige Rolle spielen (Brown, 1966).
Als fakultatives Heterochromatin bezeichnet man jenes Chromatin, das auch als
Euchromatin vorliegen kann und nicht an eine bestimmte Lokalisation im Chromatin
gebunden ist. Das ,,Paradebeispiel® hierfiir ist das inaktivierte X-Chromosom weiblicher
Saugetiere (das Barr-Korperchen), welches hochkondensiert ist. Dabei scheint es dem Zufall
iiberlassen, ob das maternale oder das paternale X-Chromosom inaktiviert wird. Ist dies
jedoch einmal festgelegt, wird diese Entscheidung ,klonal“ an mitotisch entstandene
Tochterzellen weitergegeben (Elgin and Workman, 2000). Diesbeziiglich stellen die
weiblichen Sdugetiere genetische Mosaike dar.

Am inaktivierten X-Chromosom werden einige Eigenschaften von Heterochromatin und

dessen Entstehung deutlich. Spezifische DNA-Sequenzen sind offensichtlich nicht ursédchlich,
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denn beide X-Chromosome codieren fiir dieselben Gene, aber nur eines wird inaktiviert
(Henikoff, 2000). Die iliber die Mitose hinweg weitergegebene Information, welches X-
Chromosom inaktiviert wird, macht deutlich, dass sich heterochromatische Bereiche des
Genoms nach erfolgter Replikation ,,wiederherstellen. Wie die Entstehung von
Heterochromatin induziert wird, ist noch nicht geklart. Desweiteren macht diese Information
deutlich, dass sie nicht in Form einer DNA-Sequenz codiert sein kann (s.0.), und folglich in
Chromatin-assoziierten oder anderen, nicht an die DNA-Sequenz gebundenen Faktoren
festgelegt sein muss (s. 2.5 und 2.6).

Fiir die perizentromeren und telomeren Chromatinregionen (konstitutives Heterochromatin)
sind repetitive Satellitensequenzen (repeats) charakteristisch, jedoch sind sie fiir die
Entstehung von heterochromatischen Zentromer- oder Telomerregionen keine unabdingbare
Vorraussetzung. Vielmehr scheint es, als wiirde die Entstehung von Heterochromatin durch
solche repeats erleichtert. Da die repeats in der Lénge variabel sind und mit humanen
Krankheiten assoziiert werden (z.B. Friedreich-Ataxie, Chorea Huntington u.a.), geht man
davon aus, dass Heterochromatin an der Genese dieser Erkrankungen eine Rolle spielen
konnte (Debrauwere et al., 1997). Eine insbesondere bei kurzen repeats beobachtete
genetische Instabilitidt konnte durch eine inkorrekte Chromosomensegregation erfolgt sein,
welche die Folge von Verdanderungen im Heterochromatin darstellt. Henikoff vermutet, dass
Heterochromatin in der Mitose die Aufgabe {ibernimmt, das Zentromer ,,zu steuern* und in
der Interphase an der Genregulation beteiligt ist (Henikoff, 2000). Verdnderungen im
Heterochromatin kdnnten demnach u.a. zu einer korrumpierten Genregulation fiihren, die sich
in einer fatalen Expression urspriinglich reprimierter Gene und einer Repression urspriinglich
exprimierter Gene dufern konnte.

Das zytologische Erscheinungsbild des Heterochromatins hat ein funktionales Korrelat:
Verglichen mit Euchromatin ist Heterochromatin weniger empfindlich gegeniiber Nukleasen.
Dabei ist es nicht relevant ob diese spezifischer (z.B. Restriktionsenzyme) oder unspezifischer
Natur sind (z.B. Dnase I). Vermutlich boykottiert die heterochromatische Konfiguration diese
enzymatischen Vorginge entweder auf internukleosomaler Ebene und/oder durch hohere
Verpackungsordnungen: Charakteristisch fiir die DNA innerhalb des Heterochromatins ist die
kiirzere Verbindungs-DNA. Im Mikrokokkus-Nuklease-Verdau (s. 5.2.14) resultieren deshalb
in der Linge weniger variable, und schirfer voneinander abgrenzbare DNA-Fragmente, da
weniger potentielle Angriffspunkte zwischen den einzelnen Nukleosomen zur Verfligung
stehen (Sun et al., 2001). Diese Beobachtungen deuten auf eine Nukleosomenkette hin, die
iiber einen ldngeren Abschnitt sehr regelméfBig zusammengesetzt sein muss.

Der enzymatische Prozess der DNA-Replikation erfolgt im Heterochromatin sehr spét. In der
S-Phase des Zellzyklus wird das konstitutive Heterochromatin des Zentromers zuletzt

repliziert. Bereits 1968 hatte Chambron et al. vermutet, dass die spite Replikation des
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Zentromers fiir dessen Funktion essentiell sei (Chambon et al., 1968). Eine weitere mit dem
Heterochromatin des Zentromers assoziierte Besonderheit ist der hohe Anteil der
Histonvariante ,,CenpA* (s. 2.2.1), welche die reguliren H3-Histone in den Nukleosomen
ersetzt. Dies fiihrte zu der Theorie, dass die spédte Replikation moglicherweise fiir den Einbau
dieser Histonvariante ndtig sein konnte (Shelby et al., 1997). Vielleicht spielt CenpA fiir die
mitotische Weitergabe der Information iiber die Lokalisation von konstitutivem
Heterochromatin eine wichtige Rolle (s. 2.2.1).

In den Jahren nach 1930 wurde erkannt, dass heterochromatische Chromatinbereiche einen
reprimierenden Einfluss (nachfolgend als ,,silencing® bezeichnet) auf die Genexpression
haben (rezensiert in Weiler and Wakimoto, 1995). Die Anwesenheit von heterochromatischen
Strukturen scheint sogar iiber einige Megabasen hinweg silencing induzieren zu konnen, ohne
dass enhancers oder suppressors darauf Einfluss haben (Henikoff, 2000).

Wichtige Erkenntnisse iiber die Effekte von Heterochromatin konnten durch rontgenstrahl-
vermittelte Chromosomenstrangbriiche in Drosophila-Larven gewonnen werden (Zhimulev et
al., 1989). Induzierte Inversionen inaktivierten Gene, die in Zellpopulationen nichtbestrahlter
Larven aktiv transkribiert wurden. Nach weiterem Wachstum der einmalig bestrahlten Larven
wiesen die umliegenden Tochterzellen der urspriinglich bestrahlten Zellen — phénotypisch
einem genetischen Mosaik dhnlich — dieselben Charakteristika auf. Offenbar waren die
induzierten Eigenschaften stabil durch die Mitosen an die Tochterzellen weitergegeben
worden. Die Untersuchung der Polytin-Chromosomen (,,Riesenchromomen aus den
Speicheldriisen von Drosophila) der verdnderten Larven brachte hervor, dass die
entsprechenden Gene nur dann inaktiv waren, wenn sie in der Ndhe oder innerhalb stark
kondensierter Chromatinbereiche zu finden waren. Auf dem Chromosom hatten sich durch
die Inversionen die Abstinde der Gene zum konstitutivem Heterochromatin sowie die
Lokalisation moglicher ,,Begrenzungen* fiir die Ausbreitung des Heterochromatins veréndert.
Demnach stellen die beobachteten Phinomene eine Kombination beider Effekte dar: Sie
filhren zu einer variablen Expression des Gens in den verschiedenen Zellen (sowie deren
Tochterzellen) wobei ein geringerer Abstand zum Heterochromatin die Wahrscheinlichkeit
der Repression eines Gens erhoht.

Der beobachtete Effekt wurde Position Effect Variegation (PEV) genannt und die wichtigsten
Beobachtungen wurden anhand der Variabilitit der Augenfarbe von Drosophila melanogaster
mit dem Gen white+ durchgefiihrt. Befand sich dieses Gen (verantwortlich fiir die rote
Augenfarbe) in der Ndhe des heterochromatischen Zentromers, wurde es nicht mehr stabil
exprimiert und man erkannte die Fliegen an ihren weiss-rot-gesprenkelten bzw. weillen
Augen. In zahlreichen genetischen Experimenten wurden Suppressoren (su(var) -
suppressors of PEV) und Verstirker der PEV (e(var) — enhancers of PEV) identifiziert
(Weiler and Wakimoto, 1995; Wallrath, 1998). Die genetischen und biochemischen
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Untersuchungen legten nahe, dass es sich bei diesen enhancers und suppressors um
regulatorische Chromatin-assoziierte Faktoren handelte, die das Chromatin strukturell und
funktionell verdndern konnten (Reuter and Spierer, 1992). Nebst anderen wurden die Gene
su(var)3-9 und su(var)2-5 mit der Entstehung und Aufrechterhaltung von Heterochromatin
assoziiert (Eissenberg et al., 1990; Eissenberg et al., 1992; Tschiersch et al., 1994).

Das Gen su(var)2-5 codiert fiir das Heterochromatin-Protein 1 (HP1) und war zuvor bereits
von James et al. als ein an Heterochromatin assoziiertes Protein identifiziert worden (James
and Elgin, 1986). Da Heterochromatin zu groBlen Teilen aus fremdem genetischen Material
besteht (Pimpinelli et al., 1995), stellte Henikoff die Theorie auf, dass sich das eukaryonte
Genom vor der (trans-)Aktivierung solcher ,parasitischer Elemente® (z.B. Retroviren,
Transposons) unter anderem durch die Ausbildung von heterochromatischen Strukturen
schiitze (Henikoff and Matzke, 1997). Diese Hypothese erhielt neue Nahrung als an
Polytdinchromosomen nachgewiesen wurde, dass HP1 an Transgene (bestehend aus
Transposons) gebunden hatte (Fanti et al., 1998). Es blieb jedoch unklar, was genau zur
Bindung von HP1 fiihrte und die Ausbildung von Heterochromatin induzierte.

Mit der Entdeckung der ersten Histonmethyltransferase, die zugleich als PEV-Suppressor
fungiert, gelang der entscheidende Durchbruch zum Verstindnis der Etablierung von
Heterochromatin (s. 2.3): Su(var)3-9 methyliert das Histon H3 an Lysin 9 (,,H3 K9-methyl*)
(Rea et al., 2000). Daraufhin wurde entdeckt, dass die Abwesenheit von H3 K9-methyl in
su(var)3-9-Doppel-Null mutierten Zellen zu einer fehlenden Assoziation von HP1 an
Heterochromatin fiihrt, weil die sog. Chromodomédne von HP1 ein spezifisches
Bindungsmotiv fiir das methylierte K9 von Histon H3 besitzt (Jacobs et al., 2001; Lachner et
al., 2001). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass Su(var)3-9 mit der Histondeacetylase
HDACI assoziiert ist (s. 2.2.2.2). Offenbar kann so sichergestellt werden, dal an Lysin 9
acetylierte Histone zuerst deacetyliert werden, bevor sie von Su(var)3-9 methyliert werden
konnen (Czermin et al., 2001). Deacetylierte Histone sind somit ein weiteres Merkmal
heterochromatischer Chromatinregionen.

In wt-Zellen (embryonale Stammzellen der Maus) wurde ein globales Methylierungsmuster
nachgewiesen: Im perizentrischen Heterochromatin iiberwiegt die H3 K9 Trimethylierung
und die H3 K27 Monomethylierung, wahrend im Euchromatin eine unspezifischere Mono-
und Dimethylierung von H3 K9 und K27 vorherrscht (Peters et al., 2003). Wahrscheinlich
beruht deshalb die fehlende HP1 Bindung in su(var)3-9-Doppel-Null mutierten Zellen auf
einer fehlenden H3 K9 Trimethylierung und einer hingegen vorhandenen H3 K27
Trimethylierung, die speziell flr fakultatives Heterochromatin im inaktivierten X-Chromosom
von Sdugetieren charakteristisch zu sein scheint (Silva et al., 2003; Plath et al., 2003).

Die an der Entstehung von Heterochromatin beteiligten Mechanismen und Proteine wurden

auch in anderen Eukaryonten nachgewiesen und sind in unterschiedlichen Spezies hoch
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konserviert. Es ist sogar ein Austausch beteiligter Proteine (z.B. HP1) aus einem Organismus
,,A“ unter dem Erhalt der Funktion im Organismus ,,B“ moglich (Wang et al., 2000; Ma et
al., 2001).

Ein weiteres, hdufiges Merkmal heterochromatischer Bereiche ist die DNA-Methylierung.
Diese hédufig mit Geninaktivitdt assoziierte Modifikation der DNA wird jedoch nicht
zwangsweise fiir eine Chromatinkondensation bendtigt. Das stillgelegte, viterliche X-
Chromosom bestimmter Insekten (,,coccid insects) ist beispielsweise hypomethyliert
(Bongiorni et al., 1999).

Die dem Heterochromatin zugeschriebenen Eigenschaften sind in einer Tabelle (s. Abbildung

5) zusammengefasst.

Eigenschaft Euchromatin Heterochromatin
Erscheinungsbild in der Interphase relativ unkondensiert kondensiert
Chromosomale Lokalisation distal perizentromer

Replikationszeit gesamte S-Phase spéte S-Phase
Meiotische Rekombination normal wenig bis gar nicht
DNA-Sequenzeigenschaften meist nicht-repetitiv repetitiv
Gendichte hoch gering

Assoziierte Histone

tiberwiegend kanonisches H3

CENP-A (Histonvariante)

Assoziierte Proteine

GAGA Faktor

HP1

Position effect variegation selten héufig
DNA-Methylierungsstatus CpG-Inseln hypomethyliert durchgehend methyliert
Histonacetylierung gering bis hoch gering
Nukleosomen-Absténde variabel regelmafig
Nuklease-Sensitivitét variabel gering

Mikrokokkus-Nuklease-Verdau variable Fragmentldngen einheitliche Fragmentlédngen

Abbildung 5:  Heterochromatin: Eine Ubersicht tiber die zugeschriebenen Eigenschaften. (modifiziert
und aktualisiert nach Henikoff, 2000).

Weitere Untersuchungen haben sich mit der Dynamik des Heterochromatins befasst.
Messungen zur Rekrutierungsgeschwindigkeit von HP1 an heterochromatische
Chromatinbereiche (Cheutin et al., 2003; Felsenfeld and Groudine, 2003) deuten darauf hin,
dass Heterochromatin keine ,,statische, dichte Masse™ im eukaryonten Nukleus ist, sondern
vielmehr einen ,fluiden Zustand“ des Chromatins darstellt, der — 4&hnlich einem
FlieBgleichgewicht — stéindig aktiv aufrechterhalten werden muss. Wahrscheinlich kann
dadurch ein rascher Wechsel zwischen transkriptionell aktivem und inaktivem Chromatin

gewihrleistet werden (Straub, 2003).
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2.2. Die Histone

Die Histone des Chromatins liegen in allen Tier- und Pflanzengenomen als Multigenfamilien
vor und codieren fiir hoch konservierte Proteine: Auch in entfernter verwandten Spezies
unterscheiden sie sich nur um wenige Aminosduren. Zur Illustration: Erbsen und Kiihe
unterscheiden sich im 102-Aminosduren langen Histon H4 nur um 2 Derivate. Die hohe
Konservierung legt nahe, dass die Histone im Nukleus eukaryonter Organismen eine
essentielle Aufgabe libernehmen.

Die Core-Histonproteine H2A, H2B, H3 und H4 sind relativ klein und haben ein
Molekulargewicht zwischen 11kDa (H4) und 15kDa (H3), wiahrend Histon H1 mit 19-23kDa
das groBte Histon darstellt. Alle Histone sind stark basisch und deshalb bei physiologischen
Salzkonzentrationen und pH-Werten positiv geladene Molekiile. Der Grund hierfiir liegt an
dem hohen Anteil basischer Aminoséduren: H4 hat beispielsweise einen Arginingehalt von
15%, H2B einen Lysingehalt von 16% und H1 sogar einen Lysingehalt von 29%. Die
positiven Ladungen sind fiir die Nukleosomenentstehung erforderlich: Die Histone
interagieren mit dem negativ geladenen Ribose-Phosphat-,,Riickgrat* der DNA-Doppelhelix.
Dabei beriihren die kleinen Furchen der DNA-Doppelhelix ca. alle 10 bp das Histonoktamer
und interagieren dort insbesondere mit den positiv geladenen Arginin-Seitenketten. Die
groBen Furchen sind dem Nukleosomenzentrum abgewandt und zeigen nach auBlen. Sie
konnen dadurch von sequenzspezifischen Regulatorproteinen angegangen werden.

Den Histonmolekiilen ist weiterhin gemeinsam, dass sie zentral einen globuldren und
tiberwiegend unpolaren Bereich aufweisen. Die N- und C-terminalen, flexiblen Enden
besitzen einen hoheren Anteil basischer Aminosduren im Vergleich zu den globuldren
Doménen. Die globuldren Bereiche der Core-Histone H2A, H2B, H3 und H4 bestehen
vorwiegend aus alpha-Helices (s. Abbildung 2) und bilden im Nukleosom das eigentliche
Core-Particle aus, um welches die DNA gewickelt ist. Aus Abbildung 2 geht nicht hervor,
dass die polaren N-terminalen Enden der Histone weit in die Umgebung des Nukleosoms
hinausragen. Es wurde gezeigt, dass sie mit benachbarten Strukturen Kontakt aufnehmen (s.
Abbildung 6) und dass sie fiir die Genomintegritdt und fiir die Lebensfdhigkeit eukaryonter
Organismen essentiell sind (Megee et al., 1995; Luger and Richmond, 1998).
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Abbildung 6:  Die Histone im nukleosomalen Kontext: Histone sind gelb und DNA rot eingefarbt

A: Schematische Nukleosomendarstellung. Da die Nukleosomen meist ,,verkiirzt™ dargestellt werden, ist
hier ein Nukleosom abgebildet, das schematisch die Lidnge der Histon-N-Termini deutlich werden lasst
(modifiziert nach Hayes and Hansen, 2002).

B: Schematische Darstellung einer Nukleosomenkette. Der kurze Nukleosomenverband verdeutlicht
schematisch die Interaktionen der Histon-N-Termini mit der DNA und mit den Oberflichen der Oktamere
benachbarter Nukleosomen (aus Alberts, 2002).

Fiir die Histon-N-Termini wurde weiterhin gezeigt, dass sie vorwiegend mit der Verbindungs-
DNA interagieren (Angelov et al., 2001). Dies ist wahrscheinlich fiir hohere
Verpackungsformen des Chromatins von grofler Bedeutung (s. 2.1.1.1), da durch
posttranslationale Modifikationen der N-Termini (s. 2.2.2) Verdnderungen der Ladung und
der Polaritit resultieren. Dies beeinflusst wiederum die gegenseitige Affinitdt der Histon-N-

Termini zur (Verbindungs-)DNA und zu den benachbarten Nukleosomen (Hong et al., 1993).

Entspechend dem Bedarf der Zelle findet die Synthese der Histone groBtenteils in der S-Phase
statt. Die Replikation der DNA bedingt die Verpackung von zwei vollstindigen Genomen, da
nur die Hélfte der nun bendtigten Histone zu Verfiigung stehen. Mit Hilfe von verschiedenen
sog. Histon-Chaperonen und Remodeling-Komplexen (s.u.) wird die replizierte DNA mit teils
,heuen™ und teils ,alten” Histonen wieder zu Chromatin assembliert (Tyler, 2002): Unter
epigenetischen Aspekten (s. 2.5) erscheint die Frage interessant, ob die ,alten Histone
wihrend bzw. kurz nach der DNA-Replikation willkiirlich oder geordnet auf das Chromatin
beider Tochterstringe verteilt werden. Desweiteren wurde beziiglich der Histonsynthese
nachgewiesen, dass die Transkription und Translation der ,,neuen* Histone vom Vorliegen
einer sich replizierenden DNA abhédngt. Wenn die Replikation im Versuch unterbrochen wird,
verschwinden die Histon-mRNAs aus dem Zytoplasma (Sittman et al., 1983; Osley, 1991).

Wihrend in der S-Phase des Zellzyklus vorwiegend die kanonischen Histone (H1, H2A, H2B,
H3 und H4) benétigt werden, exprimieren eukaryonte Zellen wihrend den Ruhephasen Gl

bzw. GO vorwiegend die Histonvarianten (s. 2.2.1). Mit Hilfe spezieller Histon-Chaperone
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konnen in diesen Zellzyklusphasen die kanonischen Histone von den sequenzdhnlichen
Histonvarianten funktionsspezifisch ersetzt werden (Korber and Horz, 2004).

Die Synthese der kanonischen, replikationsabhingigen Histone und die Synthese der
replikationsunabhédngigen Histone in hohreren Eukaryonten unterscheidet sich. Die Gene, die
fiir die replikationsunabhdngigen Histone codieren, enthalten im Gegensatz zu den
replikationsabhingigen Histongenen keine Introns (Wells, 1986) und ihre mRNA ist nicht
polyadenyliert. Desweiteren existieren unterschiedliche Assemblierungsprozesse, die
zwischen der replikationsassoziierten Assemblierung von Nukleosomen und der
Assemblierung von Nukleosomen in aktiven Chromatinregionen differenzieren (Ahmad and
Henikoff, 2002a; Ahmad and Henikoft, 2002b).

Histone werden direkt nach ihrer Synthese (posttranslational) im Zytoplasma von den dort
ansidssigen Histonacetyltransferasen an H4 K5, H4 K12 und H3 K14 acetyliert (s. 2.2.2.1) und
gelangen in diesem Zustand in den Zellkern. Die posttranslationale Acetylierung der neu
synthetisierten Histone scheint fiir die Histon-Chaperone von groler Bedeutung zu sein.
Diese haben die Aufgabe, Histone zur DNA zu eskortieren und arbeiten mit Nukleosom-
Remodeling-Komplexen (s.u.) zusammen, um eine geordnete und regelméfige Abfolge von
Nukleosomen entlang der DNA sicherzustellen. Zuerst werden je ein H3-H4-Tetramer mit je
2 H2A-H2B-Dimeren zu einem Histonoktamer zusammengesetzt und erst darauthin mit DNA
umwickelt. Es wurde gezeigt, dass der Chromatin-Assembly Factor 1 (CAF1) mit acetylierten
H3- und H4-Histonen assoziiert ist (Verreault et al., 1996). Darauthin wurde beobachtet, dass
die von CAF1 und RCAF1 (replication coupled assembly factor I) benotigte Acetylierung
von H4 von dem Enzym HATI1 abhingt (Chang et al., 1997): CAF1 und RCAF koénnen ein
(H3-H4)-Tetramer binden, wenn es an H4 Lysin 5 und 12 acetyliert ist. Nach der
Assemblierung der acetylierten Histone zu Nukleosomen erfolgt rasch deren Deacetylierung.
Warum die zytoplasmatische, der Assemblierung vorrausgehende Histon-Acetylierung
existiert, ist nicht bekannt (Tyler, 2002). Fehlt die Acetylierung der Histone experimentell,
findet trotzdem eine Nukleosomenassemblierung statt, jedoch ist die entstandene
Nukleosomenkette in der Abfolge der einzelnen Nukleosomen deutlich unregelméaBiger
(Loyola et al., 2001). Dies weist darauf hin, dass die regelmiBige Positionierung der
Nukleosomen entlang der DNA durch Histon-Chaperone nur im Zusammenwirken mit
Remodeling-Faktoren bewerkstelligt werden kann. Von Ito et al. wurde beispielsweise ACF
(ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling factor) entdeckt, das durch ATP-
Hydrolyse den Chromatin-Remodeling-Faktoren zuzuordnen ist und zugleich bei der
Nukleosomassemblierung beteiligt zu sein scheint (Ito et al., 1997). Varga-Weisz et al.
analysierten parallel den ACF-verwandten CHRAC-Komplex (chromatin accessibility
complex), welcher diesbeziiglich &hnliche Eigenschaften aufweist und dieselbe ATP-

hydrolysierende Untereinheit Iswi besitzt (Varga-Weisz et al., 1997). Sowohl fiir ACF als
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auch fir CHRAC konnte in vitro nachgewiesen werden, dass sie in Anwesenheit des
Histonchaperons NAP1 (nucleosome assembly protein 1) regelmiBig positionierte
Nukleosomen entlang der DNA assemblieren konnen.

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die Expression des Histonchaperons CAF1 kurz vor
der Replikation hochreguliert ist. Es besteht eine hohe Korrelation zwischen exprimierten
Untereinheiten von CAF1 und dem proliferativen Zustand einer Zellpopulation, weshalb sich
aus CAFI1 in der pathologisch-klinischen Diagnostik ein Marker fiir die Beurteilung der

Proliferationsrate von Tumoren entwickeln konnte (Polo et al., 2004).

Ist die Assemblierung von Histonen und DNA zu einer Nukleosomenkette erfolgt, kdnnen
diese kleinsten funktionalen Einheiten des Chromatins auf drei grundlegend verschiedene

Arten verdndert werden:

Die Position eines Nukleosoms kann durch sog. Remodeling-Komplexe unter Energieaufwand
(Hydrolyse von ATP) verindert werden. Diese Aktivitit spielt bei DNA-gebundenen
Prozessen, wie z.B. der Transkription eine essentielle Rolle. Die DNA wird partiell
mobilisiert und fiir Enzymkomplexe zugénglich gemacht. Deswegen ist u.a. die regelmifBige
Anordnung der aneinandergereihten Nukleosomen nach der Replikation durch die
Histonchaperone nur mit den beteiligten Remodeling-Aktivititen mdglich (s.0.). Eine
Zusammenschau iiber die bisherigen Erkenntnisse im Bereich des Chromatin-Remodelings
gewihren die Ubersichtsartikel der Autoren Becker, Lingst und Horz (Langst and Becker,
2001; Becker and Horz, 2002; Langst and Becker, 2004).

Bereits assemblierte Nukleosomen konnen an den Histon-N-Termini mit posttranslationalen
Modifikationen verandert werden, welche zu strukturellen und funktionellen Veranderungen

fiihren. Dieser Themenkomplex wird ausfiihrlich in den Kapiteln 2.2.2 und 2.3 besprochen.

Eine weitere mogliche Verdnderung bergen die sog. Histonvarianten, welche auBBerhalb der
Replikation in entstehende Nukleosomen inkorporiert werden. Sie ersetzen die Core-Histone,
wodurch sie bestimmte Chromatinbereiche markieren (Henikoff et al., 2004) und werden im

Folgenden skizziert.

2.2.1. Die Histonvarianten

Auch auferhalb der S-phase (also replikationsunabhéngig) werden spezielle Histonproteine
auf niedrigerem Niveau exprimiert und in Nukleosomen assembliert. Diese ,,Histonvarianten
existieren fiir alle kanonischen Histone (auBer fiir H4), zeichnen sich durch eine miBig

veranderte Aminosduresequenz aus und markieren bestimmte Chromatinbereiche.
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So ist beispielsweise fiir konstitutives Heterochromatin im Zentromer von Siugetierzellen
charakteristisch, dass statt reguldrem Histon H3 das Histon H3-&hnliche Protein CENP-A
vorliegt (Palmer et al., 1991). Da diese H3-Varianten in zahlreichen eukaryonten Organismen
am Zentromer vorkommen, werden sie auch kummulativ als ,,CenH3s“ bezeichnet. Die
Position des Zentromers von Chromosomen kann durch diese Histonvarianten bei der
Zellteilung weitergegeben werden, da sie ein spezifischeres Merkmal darstellen als die
ebenfalls am Zentromer vorliegenden, repetitiven DNA-Sequenzen (Saffery et al., 2003), s.
2.1.1.2.

Eine andere Histonvariante von H3, H3.3 (lediglich 4 Aminoséduren sind verdndert), findet
sich vermehrt in Euchromatin widhrend an Lysin 9 (tri)methyliertes H3 vorwiegend in
heterochromatischen Bereichen vorhanden ist. Kurz nach der Replikation sind ausschlieBlich
kanonische H3-Histone in den Nukleosomen nachweisbar, wihrend die Inkorporation von
H3.3 aktiv transkribierte Chromatinregionen markiert (Ahmad and Henikoft, 2002a).

Von H2A konnten bisher die meisten Varianten kanonischer Histonen identifiziert werden.
Die Variante H2A.Z ersetzt H2A beispielsweise in transkriptionell aktiven Bereichen. Fan et
al. hatten gezeigt, dass Nukleosomen, die statt H2A die H2A.Z-Variante enthalten, leichter zu
neuen Nukleosomen assembliert werden konnen und zugleich die Ausbildung starker
kondensierten Chromatins durch eine verringerte nukleosomale Stabilitit verhindert wird (Fan
et al., 2002). Weiterhin konnen euchromatische Chromatinabschnitte, die H2A.Z enthalten die
Ausbreitung von transkriptionell inaktivem Chromatin verhindern. So kann regional ,,aktives*
Chromatin erhalten bleiben und diese Information iiber die Histonvariante H2A.Z memoriert
werden (Meneghini et al., 2003).

Eine weitere Histonvariante von H2A ist H2A.X, das im gesamten Chromatin vorhanden ist.
Es wurde mit DNA-Schiden und -Reparaturprozessen assoziiert, nachdem beobachtet wurde,
dass DNA-Doppelstrangbriiche an nahegelegenen H2A.X-Histonen eine Phophorylierung
induzieren (Rogakou et al., 1998).

Die MacroH2A-Histone ersetzen im inaktiven X-Chromosom von Sdugetieren regulidres H2A
und sind mit heterochromatischen Bereichen assoziiert (Chadwick and Willard, 2002).
Passend zu den Attributen des Heterochromatins (s. 2.1.1.2) blockieren Nukleosomen mit
MacroH2A-Histonen sowohl das Andocken von Transkriptionsfaktoren, als auch die fiir die
Transkription bendtigte Remodeling-Aktivitit des sog. Swi/Snf-Komplexes (Angelov et al.,
2003).
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2.2.2. Posttranslationale Histonmodifikationen

Bereits 1963 hatte Phillips die Acetylierung von Histonen entdeckt (Phillips, 1963). Ein Jahr
darauf verkniipften Allfrey et al. ihre Ergebnisse tiiber die Histonmethylierung und
Histonacetylierung mit der Hypothese, dass durch diese Histonmodifikationen die Synthese
von mMRNA wihrend der Transkription vermindert wiirde. Damals gingen sie
falschlicherweise noch davon aus, dass die Histonmodifikationen eine direkte inhibitorische
Wirkung auf die Ribonukleinsynthese hitten. Trotzdem wurden somit zum ersten Mal
modifizierte Histone mit ,,Regulatoren chromosomaler Aktivitidt“ in Verbindung gebracht
(Allfrey et al., 1964).

Schon ldnger ist bekannt, dass Histone an basischen Aminosduren (Lysin und Arginin)
acetyliert oder methyliert werden kénnen (Honda et al., 1975; Davie and Candido, 1978). Der
von Allfrey et al. geduBlerte Verdacht, dass die Histonmodifikationen erst posttranslational
eingefiihrt werden, war begriindet (Allfrey et al., 1964). Doch erst Jahre darauf konnten die
histonmodifizierenden, nukledren Enzyme aus eukaryonten Zellen identifiziert werden (Wang
etal., 1997).

Obwohl die Acetylierung und die Methylierung von Lysinen die haufigsten Modifikationen
darstellen, sind die posttranslationalen Histonmodifikationen nicht auf diese beiden
chemischen Gruppen beschrinkt. Es werden auch phosphorylierte, ADP-ribosylierte und
ubiquitinylierte Aminosduren in Histonen gefunden. Es konnen auch mehrere,
unterschiedliche Modifikationen an demselben Histon vorhanden sein. Die posttranslationalen
Modifikationen werden hauptsidchlich an den basischen N-Termini der Histone enzymatisch
gebunden. Angesichts der Konfiguration des Nukleosoms iiberrascht dies nicht, da diese
Peptidketten im Gegensatz zum globuldren Bereich der Histone {iiber die Ebene der
Nukleosomen in die Umgebung hinausragen (s. 2.2). Von allen genannten posttranslationalen
Modifikationen ist die Histonmethylierung die langlebigste bzw. stabilste Form (s. 2.3).
Zunehmend gelingt es nicht nur, einzelne posttranslationale Histonmodifikationen, sondern
auch das Zusammenspiel verschiedener Modifikationen untereinander in einem funktionalen
Kontext zu verstehen (Strahl and Allis, 2000). Dabei ist allen Histonmodifikationen gemein,
dass sie die ,strukurelle Dynamik* des Nukleosoms und somit den fiir etliche nukleére
Prozesse wichtigen Zugang zur DNA beeinflussen konnen (Sims, III et al., 2003; Imhof,
2003). Positive und negative Interaktionen der Modifikationen untereinander, sowie
speziesspezifische und speziesiibergreifende Modifikationsmuster werden unterschiedlichen
funktionalen Zustdnden einer Chromatinregion zugeordnet. Bereits vorhandene
Histonmodifikationen miissen unter Umstinden entfernt werden, um einer andersgearteten
»Platz® zu machen, da sie jeweils mit verschiedenen funktionalen Zustinden assoziiert sind.

Erste Hinweise auf dieses Wechselspiel zwischen posttranslationalen Modifikationen
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formulierten bereits Honda und Dixon 1975 in ihrer Untersuchung an Histonen aus Forellen
(Honda et al., 1975). Ein aktuelleres Beispiel hierfiir ist die heterochromatin-assoziierte
Methylierung von H3 an Lysin 9 durch die Histonmethyltransferase Su(var)3-9 (Rea et al.,
2000). Da Su(var)3-9 mit der Histondeacetylase HDACI1 in vivo interagiert (Czermin et al.,
2001) konnte gezeigt werden, dass die Methylierung an Lysin 9 erst nach erfolgter
Deacetylierung durchgefiihrt werden kann (s. 2.1.1.2).

Ferner existieren Proteine mit regulativen Eigenschaften, welche die spezifischen
Histonmodifikationen oder Modifikationsmuster erkennen und infolgedessen an einen
Abschnitt im Chromatin binden konnen, um dort ihre regulativen Funktionen auszuiiben
(Jenuwein and Allis, 2001), s. 2.3.2.

Diese funktionalen Implikationen der Histonmodifikationen im Sinne einer transkriptionell
regulativen Wirkung des Chromatins erweitern die Komplexititsebene der genetischen
Information betrachtlich (s. 2.4). Da die Histonmethylierung diesbeziiglich eine Schliisselrolle
einnimmt und das Hauptthema dieser Arbeit darstellt, wird diese Modifikation gesondert in

2.3 besprochen.

Me Me Me Me Me Me
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Abbildung 7:  Schematische Darstellung bislang bekannter, posttranslationaler Histonmodifikationen.
Die derzeit bekannten Modifikationen sind farblich markiert: Me (rot) = Methylierung an Lysinen;
Me (schwarz) = Methylierung an Argininen; Ac = Acetylierung an Lysinen; P = Phosphorylierung an Serinen;
Ub = Ubiquitinylierung an Lysinen. Lysin 9 in Histon H3 kann posttranslational entweder methyliert oder
acetyliert werden (aus Sims, III et al., 2003).

2.2.2.1.  Acetylierung

Die Histonacetylierung ist von allen posttranslationalen Histonmodifikationen bisher am
ausfiihrlichsten untersucht worden. Sie ist eine dynamische, durch Deacetylierung reversible

und fiir die Transkription essentielle Modifikation.
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Traditionell werden die Histonacetyltransferasen (HAT) in HAT-A- (nukledre Lokalisation)
und HAT-B-Enzyme (zytoplasmatische Lokalisation) unterteilt. Innerhalb dieser Einteilung
werden verschiedene HAT-Familien unterschieden, die auf Sequenzhomologien beruhen.
Detaillierte Ubersichten zu den zahlreichen HATs finden sich in ausfiihrlichen
Ubersichtsartikeln (Sterner and Berger, 2000; Roth et al., 2001).

Acetylierte Lysine, v.a. im N-Terminus von H3 und H4, filhren zu einer biophysikalischen
Mobilitétssteigerung eines Nukleosoms entlang des DNA-Fadens. Dieses Phidnomen ist fiir
die Dekondensation des Chromatins duflerst wichtig: Mit der Histonacetylierung geht eine
Verminderung der positiven Ladungen der Lysine einher, wodurch sich die gegenseitige
Anziehung zwischen den positiv geladenen Histonen und dem negativ geladenen Ribose-
Phosphat-Gertist der DNA vermindert (Hong et al., 1993; Lee et al., 1993; Workman and
Kingston, 1998). Dieser Effekt ist allerdings insofern limitiert, als dass sich auch bei einer
hypothetischen Acetylierung aller N-Terminus-Lysine keine vollstdndige Dissoziation von
Histonen und DNA ereignen wiirde. Vereinfacht kann man in heterochromatischen
Chromatinabschnitten von einem hypoacetylierten Zustand ausgehen, wihrend
euchromatisches bzw. transkriptionell aktives Interphasechromatin regelmifig an den Histon-
N-Termini acetyliert ist.

Da die Nukleosomen untereinander durch die basischen N-Termini eines Nukleosoms und
den teils sauren Histonoktamercores der benachbarten Nukleosomen miteinander interagieren
(Luger and Richmond, 1998), wird auch die Nukleosom-Nukleosom-Interaktion durch die
Acetylierung negativ beeinflusst. Selbiges gilt fiir die Interaktion von Histon-N-Termini und
der Verbindungs-DNA, welche sich zwischen den einzelnen Nukleosomen befindet (Angelov
et al., 2001). Hohere Ordnungsstrukturen im Chromatin werden somit durch den Verlust oder
die Abschwichung derartiger Interaktionen gelost. Diese partielle Entfaltung des Chromatins
und der somit geschaffene Zugang zur DNA ist fiir alle DNA-gebundenen Vorginge
essentiell: Eine Transkriptionssteigerung ist beispielsweise in diesem Bereich des Chromatins
nun durch das Andocken von Transkriptionsfaktoren und des RNA-Polymerasekomplexes
moglich (Lee et al., 1993). Es existieren aulerdem funktionsgebundene Proteine, die nur dann
an die Histon-N-Termini binden, wenn sie ihr Bindungsmotiv aus bestimmten acetylierten
Aminosduren erkennen konnen. Charakteristisch fiir diese Proteine ist die ,,Bromodoméne®,
die beispielsweise in TAF-250 (ein fiir die Transkription wichtiges TBP-assoziiertes Protein)
vorkommt (Mizzen et al., 1996).

Welche funktionale Bedeutung eine spezifische Histon-Acetylierung fiir eine
Chromatinregion hat, hingt davon ab, an welchem Lysin im N-Terminus die Modifikation
erfolgt. In Drosophila ist beispielsweise das X-Chromosom ménnlicher Fliegen liberwiegend
an Lysin 16 in H4 acetyliert. Diese Modifikation ist mit einer hohen Transkriptionsrate

assoziiert und soll bei ménnlichen Fliegen das fehlende, zweite X-Chromosom der weiblichen
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Fliegen kompensieren (genannt dosage compensation). Hingegen liegt die Acetylierung von
Lysin 12 am selben Histon in Drosophila vorwiegend in Chromatinbereichen mit
herabgesetzter transkriptioneller Aktivitit vor. Interessanterweise findet man fiir die H4 K12
Acetylierung im humanen Genom keine Parallele, was ein Beispiel dafiir ist, dass bestimmte
Modifikationen vereinzelt speziesabhéngig und mit unterschiedlichen funktionalen Zustéinden
assoziiert sein konnen (Turner et al., 1992).

Die Bedeutung der zytoplasmatischen HATs (HAT-B) ist fiir die Assemblierung neuer
Nukleosomen entscheidend. Nach der replikationsgekoppelten Synthese der Histone in der S-
Phase werden diese noch im Zytosol acetyliert (Ruiz-Carrillo et al., 1975). Erst im
acetylierten Zustand werden sie in den Nukleus tiberfiihrt. Charakteristisch ist dabei fiir viele
Eukaryonten die Acetylierung von H4 an Lysin 5 und 12 (Sobel et al., 1995; Chang et al.,
1997). Die Assemblierung von Histonen zu Nukleosomen ist von den Histon-Chaperonen wie
CAF1 (Chromatin assembly factor 1) oder RCAF (replication coupled assembly factor 1)
abhéngig (Tyler et al., 1999). Fiir CAF1 konnte gezeigt werden, dass es mit acetylierten H3-
und H4-Histonen vorliegt (Verreault et al., 1996). Im Nukleus werden neu synthetisierte
Nukleosomenverbédnde nach dem Import aus dem Zytoplasma deacetyliert (Jackson et al.,
1976). Bisher gibt es keine Erklarung fiir die vorldufige Acetylierung neu synthetisierter

Histone.

2.2.2.2. Deacetylierung

Die Einteilung der verschiedenen Histondeacetylasen (HDACs) wird nach der Abhédngigkeit
von Kofaktoren getroffen. Klasse I und II HDACs benétigen fiir ihre Aktivitit den Kofaktor
Zink, wihrend die Klasse III HDACs den Kofaktor NAD" bendtigen (Miller et al., 2003).
HDAC S sind zelluldr ubiquitir und hdufig mit anderen Proteinen oder Proteinkomplexen
assoziiert, die DNA-Bindungen eingehen konnen oder transkriptionell regulatorisch wirken.
Die dynamischen Eigenschaften der Histonacetylierung wiren ohne die HDACs nicht
vorhanden. Da die Histonacetylierung, wie in 2.2.2.1 beschrieben, zu einer Destabilisierung
bzw. ,Auflockerung® der Chromatinstruktur fiihrt, bewirkt die Deacetylierung eine
Kondensierung des Chromatins. Die Ladungen der N-terminalen Lysine werden dadurch
wieder positiver und die Anziehung zwischen DNA und Histonen, sowie internukleosomal
nimmt zu. Die kompaktere Chromatinstruktur ist transkriptionell inaktiv. Die Assoziationen
von HDACs mit reprimierend wirkenden Proteinen wurde an dem DNA-methylierenden
Enzym Dnmt3 (Fuks et al., 2001), an der Histonmethyltransferase Su(var)3-9 (Czermin et al.,
2001), s. 2.3 und 2.5, sowie an Polycomb-Gruppen-Proteinen demonstriert (Vlag and Otte,
1999; Tie et al., 2001), s. 2.6.
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Eine inkorrekte oder unvollstindige Histondeacetylierung wurde mit der Entstehung von
Neoplasien in Verbindung gebracht (Wade, 2001), s. 2.8. Es wird davon ausgegangen, dass
im gesamten Genom in differenzierten Zellen ein Gleichgewicht zwischen Acetylierung und
Deacetylierung vorliegt (Waterborg, 2002), welches in maligne entarteten Zellen gestort ist.
Man hat beobachtet, dass sog. HDAC-Inhibitoren (z.B. Butyrate, Valproat, Trichostatin A,
u.a.) Klasse I und II HDAC:s in vitro inhibieren kénnen. /n vivo konnten HDAC-Inhibitoren
Zellen in der Gl-phase arretieren (Ogryzko et al., 1996) und mdglicherweise vor der
Transformation bewahren (Yoshida et al., 1990). Daraus erfolgte die Annahme, dass HDAC-
Inhibitoren wichtige Signalwege fiir den Zellzyklus blockieren konnen (Cress and Seto,
2000). Wegen der transkriptionell reprimierenden Eigenschaften der Histondeacetylierung
nimmt man beziiglich der Wirkungsweise von HDAC-Inhibitoren an, dass sie durch die
Hemmung der HDACs zu einer ,,Re-Expression® von Genen fiihren, die fiir eine ausreichende
Differenzierung einer Zelle vonnoten sind (Marks et al., 2001). Die Differenzierung einer
Zelle durch die Auspriagung spezifischer Merkmale ist eine entscheidende Fahigkeit, welche
transformierten — also entdifferenzierten — Zellen verloren gegangen ist (s. 2.8). Nach
ausfiihrlichen Versuchen in vifro an humanen Tumorzelllinien haben HDAC-Inhibitoren in
der Therapie bosartiger Erkrankungen (insbesondere bei Leukdmien) bereits Erfolge in
klinischen Studien erbracht (Kramer et al., 2001).

2.2.2.3. Phosphorylierung

Alle Histone konnen auch phosphoryliert werden, wobei diese Modifikation nicht an N-
terminalen Lysinen oder Argininen sondern an Serinen erfolgt. Insbesondere sei hierbei auf
die Phosphorylierung von S10 in Histon H3 hingewiesen, da diese Modifikation
zellzyklusabhéngig ist und bisher am besten untersucht wurde (Nowak and Corces, 2004).
Schon ldnger ist bekannt, dass die H3 S10-Phosphorylierung ein in eukaryonten Genomen
konservierter Marker fiir die Mitose ist. Ab der Prophase bis zur Metaphase nimmt
phosphoryliertes H3 S10 zu, um dann zur Telophase hin wieder abzunehmen (Gurley et al.,
1978). Mittlerweile konnte auch gezeigt werden, dass die H3 S10-Phosphorylierung fiir die
korrekte Durchfithrung der Chromosomenkondensation und -segregation in der Mitose und
der Meiose von Bedeutung ist (Wei et al., 1998; Hans and Dimitrov, 2001). Es gibt auch
Hinweise, dass diese Modifikation mit einer Transkriptionsaktivierung in Eukaryonten
zusammenhéngt (Nowak and Corces, 2004): Der Anteil phosphoylierter H3-Histone in zuvor
ruhenden Zellen steigt nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren sprunghaft an (Mahadevan et
al., 1991).
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Eine zur Formulierung des Histon-Codes fiilhrende Beobachtung (Jenuwein and Allis, 2001),
s. 2.4, ist die gegenseitige Inhibition der Phophorylierung von Serin 10 und der Methylierung
von Lysin 9 in Histon H3. Diese Ergebnisse an Peptiden in vitro wurden durch die Doppel-
Null-Mutation von su(var)3-9 in embryonalen Maus-Fibroblasten untermauert, die vermehrt
an Serin 10 in H3 phosphoryliert waren (Rea et al., 2000). Dagegen wird die Acetylierung
von H3 Lysin 14 durch die Phosphorylierung von H3 S10 gefordert (Lo et al., 2000).

2.2.2.4. Ubiquitinylierung

Die Ubiquitinylierung wurde aufler an H4 an allen Histonproteinen nachgewiesen und besitzt
das groBte Molekulargewicht aller Histonmodifikationen (ca. 8,5 kDa). Uber die Bedeutung
dieser Modifikation an Histonen ist allerdings noch nicht sehr viel bekannt. Normalerweise
wird ein Protein durch Polyubiquitinylierung fiir den Abbau in einem Proteasomenkomplex
gekennzeichnet. Die Monoubiquitinylierung von H2B wurde in Versuchen mit Tetrahymena
mit Transkripitionsaktivierung in Verbindung gebracht (Davie et al., 1991). Im Sinne eines
Histon-Codes, (Jenuwein and Allis, 2001), s. 2.4, scheint die Ubiquitinylierung von H2B an
Lysin 123 in Hefe fiir die Methylierung von H3 Lysin 4 durch die HMTase Setl
Vorraussetzung zu sein (Sun and Allis, 2002). Der sog. E3 Ubiquitin Ligase Komplex
ubiquitinyliert H2A an Lysin 119 (Wang et al., 2004). Wang et al. konnten in den
Bestandteilen und den funktionellen Implikationen des E3 Ubiquitin Ligase Komplexes
erstaunliche Parallelen zwischen diesem Komplex und den sog. Polycomb Proteinen (s. 2.6)
ausmachen, so dass der E3 Ubiquitin Ligase Komplex nun auch als ,human Polycomb

repressive complex-like* (hPRC1L) bezeichnet wird.

2.2.2.5. ADP-Ribosylierung

Die ADP-Ribosylierung von Histonen ist bisher vor allem mit den Prozessen des Alterns, der
DNA-Kriimmung und der Transkriptionsaktivierung in Verbindung gebracht worden. Der
Riickschluss auf die Beeinflussung der Transkription erfolgte durch die Beobachtung, dass es
offensichtlich eine Parallele zwischen der Histonacetylierung und der ADP-Ribosylierung
gibt. Wie in 2.2.2.1 bereits erwdhnt kann insbesondere die Acetylierung von Histon H4 mit
einer gesteigerten transkriptionellen Aktivitdt assoziiert sein. Steigt die H4-Acetylierung
experimentell an, so nimmt auch die ADP-Ribosylierung am H4-Molekiil zu (Golderer and
Grobner, 1991). Die Histonmodifikation der ADP-Ribosylierung kann an einem Arginin bis
zu 100 Molekiile ADP-Ribose betragen (Jacobson and Jacobson, 1999). Die hiermit an die
positiv geladenen Histone angefiigte, lange ADP-Ribose-Kette birgt eine hohe negative
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Ladung, die die Assoziation mit einer offenen, bzw. transkriptionserleichternden
Chromatinkonfiguration nachvollziehbar machen wiirde (de Murcia et al., 1988).
Moglicherweise ist die im Alter beobachtete, reduzierte Histon-ADP-Ribosylierung in einer
altersentsprechenden, reduzierten Transkriptionsrate der Zellen begriindet (Mishra and Das,
1992). Die ADP-Ribosylierung wurde mit weiteren nukledren Prozessen wie der DNA-
Reparatur, der Apoptose und der Genomstabilitit in Verbindung gebracht (Chiarugi, 2002).
Das einzige bisher identifizierte ADP-ribosylierende Enzym PARP1 (Poly-ADP-Ribose-
Polymerase 1) wird durch DNA-Doppelstrangbriiche aktiviert und fiihrt zu einer lokalen
Anhdufung ADP-ribosylierter Histone in diesem Bereich (de Murcia et al., 1988).

Da die Histonmethylierung den Schwerpunkt dieser Arbeit darstellt, soll auf diese Form der

posttranslationalen Histonmodifikation detaillierter eingegangen werden.

2.3. Die Histonmethylierung

Bereits 1964 hat Murray als erster die Histonmethylierung entdeckt (Murray, 1964). Deren
funktionale Bedeutung sowie die involvierten Enzyme blieben jedoch bis vor 10 Jahren
weitgehend unklar. Heute weill man, dass die Methylierung filir die Struktur und die Funktion
des Chromatins eine Schliisselrolle unter den posttranslationalen Modifikationen einnimmt.
Der Verpackungsgrad des Chromatins in Eu- und Heterochromatin wird durch die
Histonmethylierung wesentlich determiniert (s. 2.1.1.2). Durch die Histonmethylierung kann
die transkriptionelle Aktivitit einer ganzen Chromatinregion oder eines einzelnen Gens
positiv oder negativ beeinflusst werden. Dieser Aktivititszustand kann ldngerfristig
aufrechterhalten und sogar iiber Zellteilungen vererbt werden. Dariiberhinaus bestehen
vielfdltige Assoziationen spezifischer Histonmethylierungen mit chromatinbindenden
Proteinen, mit der DNA-Methylierung und im Zusammenspiel mit anderen
Histonmodifikationen (s. 2.2.2).

Bisher konnten Methylierungen vorwiegend an Histon H3 und H4, sowie spéter auch an H1
(Kuzmichev et al., 2004) nachgewiesen werden. Vergleichbar mit den in 2.2.2 besprochenen
posttranslationalen Modifikationen werden auch Histon H3 und H4 vorwiegend an den
Histon-N-Termini methyliert. In einer globulidren Histonregion ist bislang nur methyliertes
Lysin 79 in H3 entdeckt worden.

Die Histonmethylierung unterscheidet sich in wesentlichen Charakteristika von den iibrigen
posttranslationalen Histonmodifikationen. Sie findet sich beispielsweise nicht nur an Lysinen,
sondern auch an Argininen. Die beiden Aminoséuren werden von Enzymen unterschiedlicher

Spezifitit modifiziert: Die HKMTs (Histon-Lysin-Methyl-Transferasen) methylieren
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spezifisch Lysine und die PRMTs (Protein-Arginin-Methyl-Transferasen) spezifisch
Arginine (s. Tabelle, Abbildung 8). Da die HKMTs den Schwerpunkt dieser Arbeit darstellen,

werden die PRMTs nur zusammenfassend vorgestellt.

HMTase-Typ HMTase Spezifitat Funktion
PRMT 1 H4 R3 Transkriptions (Tx) -Aktivierung
Protein-Arginin- PRMT 2 nicht bekannt Koaktivator des Ostrogenrezeptors
Methyltransferasen || PRMT 3 nicht bekannt Zytoplasmatisch (Mitose?)
(PRMTs) PRMT 4 / CARM 1 H3 R2,R17, R26 Tx-Aktivierung
PRMT 5 H2A, H4 Tx-Repression
Heterochromatin-Formation,
Su(var)3-9 H3 K9 o
silencing
G9a H3 K9, K27 Tx-Repression (Embryogenese)
Ash 1 H3 K4, K9, K20 Tx-Aktivierungsmuster, silencing
Histon-Lysin- Set 1 H3 K4 silencing, Tx
Methyltransferasen || Set 2 H3 K36 silencing, Tx
(mit SET-domine) Entwicklungsprozesse,
PR Set 7/ Set 8 H4 K20
(HKMTs) Altersprozesse?, silencing?
Set 9 H3 K4 Tx Aktivierung
Esc-E(z) H3 K9, K27 Polycomb-vermitteltes silencing
SETDBI1 H3 K9 silencing
SMYD3 H3 K4 Zellzyklusregulation
HKMT —
Dot 1 H3 K79 silencing in Hefe
(ohne SET-doméne)

Abbildung 8:  Tabellarische Ubersicht der bekannten Histonmethyltransferasen und ihrer Spezifitat.
Tx= Transkription bzw. mit der Transkription assoziiert. Auf die ,,SET-Domine“ wird in 2.3.1 eingegangen
(ergénzt und modifiziert nach Vaquero et al., 2003).

Beide Aminosduren konnen in unterschiedlichem Malle methyliert werden, da an der &-
Aminogruppe des Lysins maximal drei (Mono-, Di- und Tri-Methylierung), und an der
Guanidinogruppe von Arginin maximal zwei Methylgruppen (Mono- und Di-Methylierung)
die Wasserstoffatome substituieren konnen (Zhang and Reinberg, 2001). Die Dimethylierung
der Guanidinogruppe eines Arginins kann dabei entweder ,,symmetrisch® oder
»assymmetrisch® erfolgen (s. Abbildung 9), wobei unklar ist, ob dies funktionelle

Auswirkungen hat.
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Abbildung 9:  Methylierungsreaktionen von Lysinen durch HKMTs und von Argininen durch PRMTs
A: Arginine kdnnen mono- und dimethyliert werden
B: Lysine kdnnen mono-, di- und tri-methyliert werden

Bei der Methylierung von Argininen wird zwischen einer symmetrischen und einer assymmetrischen
Methylierung unterschieden. AdoMet = S-Adenosyl-Methionin (SAM); AdoHcy = Adenosyl-Homocystein;
(Aus Zhang and Reinberg, 2001)

Dieses zusitzliche Komplexititsniveau der Histonmethylierung kann unterschiedliche
Konsequenzen haben: Regulatorische Proteine konnen je nach Position und Anzahl der
Methylgruppen spezifisch an bestimmte Chromatinregionen binden (s. 2.3.2).

Abgesehen von der Deimination monomethylierter Arginine durch die Deiminase PADI4
(Cuthbert et al., 2004) wird insbesondere die Lysinmethylierung als sehr langlebig erachtet
(Bannister et al., 2002). Die Acetylierung kann beispielsweise rasch durch eine
Deacetylierung wieder riickgéngig gemacht werden, was fiir die dynamische Regulation des
Chromatins essentiell ist (s 2.2.2.2). Wahrscheinlich werden deshalb zellspezifische, nicht in
der DNA codierte Informationen durch spezifisch methylierte Histone weitergegeben und
konnen nur durch die Inkorporation von neu synthetisierten, und noch nicht posttranslational
modifizierten Histonen ,,geloscht* werden (Stichwort Epigenetik, s. 2.5).

Dotl stellt insofern eine Ausnahme dar, weil sie die einzige HKMTase ist, die im globuldren
Bereich von H3 Lysin 79 methyliert und weil sie keine sog. SET-Doméne aufweist (Feng et
al., 2002; Min et al., 2003a). Allen anderen bislang identifizierten HKMTs ist die konservierte

SET-Doméne gemeinsam, die diesen HKMTs die enzymatische Aktivitét verleiht.
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2.3.1. Die SET-Domane

Von Klein et al. wurde in Erbsen eine Methyltransferase identifiziert: ,,Rubisco large subunit
lysine methyltransferase® (Klein and Houtz, 1995). Diese Lysinmethyltransferase methyliert
jedoch keine Histone, sondern das Pflanzenenzym Rubisco selbst (es ist an der CO2-
Assimilation in Pflanzen beteiligt). Da die Rubisco-Methyltransferase eine der SET-Doméne
dhnliche Sequenz enthidlt, fiihrte dieser Hinweis zur Entdeckung der ersten
Histonmethyltransferase, Su(var)3-9, die das Substrat Histon H3 mit Hilfe des Kofaktors S-
Adenosyl-Methionin (SAM) an Lysin 9 methyliert (Rea et al., 2000). Jedoch ist nicht jedes
Protein mit einer SET-Doméne auch eine HMTase: Von den derzeit weit {iber 200 bekannten
SET-Doménen-Proteinen besitzt die Mehrzahl keine HMTase-Aktivitit.

Die SET-Doméne ist ein von der Hefe bis zum Mensch konserviertes Motiv, das aus 130
Aminosduren besteht. Es wurde als erstes in den Proteinen Su(var)3-9 (Tschiersch et al.,
1994), E(z) (Jones and Gelbart, 1993) und Trithorax (Stassen et al., 1995) beschrieben
(Jenuwein et al.,, 1998). Die konservierten Aminosduresequenzen der SET-Domédne
konzentrieren sich vorwiegend auf das N- und C-terminale Ende (SET-N bzw. SET-C),
wihrend der dazwischen liegende Bereich variabel und auch unterschiedlich lang sein kann
(SET-/). Der C-terminale Bereich der SET-Domine SET-C erreicht den vergleichsweise
hochsten Konservierungsgrad (Xiao et al., 2003) durch die Asparagin-Histidin-(Serin)-
Sequenz (N-H-(S)), die am unmittelbarsten mit der enzymatischen Aktivitdt der HMTasen in
Verbindung steht (s. Abbildung 10).
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Specificity |
DIM-5_Nc H3-H9 150~
SET7/9_Hs H3-K4 213
¢lrd gp H3-K2 328~
SETL Sc H3-K4 938~ 3wk
SET2_Se Hi-K36 121~ [22) **
G9%a Hs H3-K9/27 630~ b ()
SUV3SH1 Es H3-K9 AL * AT
PR-SET7 At H4-K20 187~ k(D) ko
EZH2 Hs H3-K9/27 611~ ] 2 kR (DO) R
ERP_At H3-K2 447- RETEBVIETT ** (48)**
ASHL Dm H3-K3/24,H4-K20 1375 GIEREFRCE] ** (20) **
SETDBEl Hs H3-K9 B21- i UUfH_hﬂ *(363) **
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DIM-5_ Nc 27- FEil) F7MSG . DHAD[E THR AR T r---lp GUEL
SET7/9_Hs : VHERFGP- - IKCH Ty RECE ok
¢lrd_ sp
SET1 Sc
SET2 Sc
G9a_ Hs
SUV3ISHL Es
PR-SET7 At
EZH2 Hs
ERP_At
ASHL Dm
SETDE1l_ Hs
MLLZ_ Hs
RubiscoLg Ps

Abbildung 10: Die Aminosduresequenzen verschiedener SET-Doménen-Proteine. Sequenzvergleich
verschiedener HMTasen mit einer SET-Doméne und der Proteinmethyltransferase aus Pflanzen (Rubisco LS =
large subunit, bzw. grofle Untereinheit). Die Sequenzvergleiche der SET-N- und SET-C-Bereiche der SET-
Doménen sowie die Langen der variablen SET-I-Bereiche sind gekennzeichnet. Identische Aminoséuren sind
schwarz und konservative Verdnderungen sind grau unterlegt. Die Spezifitit (Specificity) der Enzyme ist vor der
Sequenz angegeben. Die anndhernd konservierten Sekundérstrukturen sind iiberhalb der Sequenzen angedeutet
(SET-I besitzt keine konservierten Strukturelemente). Die am hochsten konservierten Bereiche sind unter den
Sequenzen blau markiert (die letzteren beiden bilden die sog. ,,Pseudo-Knoten“-Struktur aus, s.u.). Der rote
Kasten markiert die fiir die enzymatische Aktivitét kritischen Aminoséuren.

Abkiirzungen: At: Arabidopsis thaliana; Dm: Drosophila melanogaster; Hs: Homo sapiens; Nc: Neurospora
crassa;  Ps: Pisum sativum;  Sp: Schizosaccharomyces pombe;  Sc: Schizosaccharomyces cerevisae
(modifiziert nach Marmorstein, 2003)

Die hoch konservierte N-H-(S)-Sequenz innerhalb der SET-Doméne ist entlang eines
,Pseudo-Protein-Knotens*“ des aktiven Zentrums angeordnet, der fiir die HKMTs
charakteristisch ist (Taylor et al., 2003), s. Abbildung 11. Dabei nimmt die positiv geladene
Seitenkette des Histidins eine Schliisselrolle fiir die enzymatische Aktivitit ein. Insgesamt ist
die Ladung des aktiven Zentrums jedoch negativ und die Umgebung der SET-Domine ist
relativ neutral geladen. Wahrscheinlich ist es den HKMTasen aufgrund dieser molekularen
Anordnung moglich, die Deprotonierung und die darauffolgende Methylierung der Lysine in
den Substraten zu katalysieren. Interessanterweise ist die einzige HKMT ohne SET-Doméne,
Dotl, hinsichtlich der Ladungsverhiltnisse seines aktiven Zentrums den SET-HKMTs recht
dhnlich und besitzt somit moglicherweise einen dhnlichen Methylierungsmechanismus (Min
et al., 2002; Grzymski, 2003).
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Erste Deletionsanalysen an HKMTs fiihrten zu der Annahme, dass nicht nur die SET-
Domine, sondern auch Cystein-reiche Abschnitte vor und nach der SET-Doméne (sog. pri-
und post-SET-Doménen) fiir die Methylierung der Histone notig seien (Rea et al., 2000). Da
diese in einigen SET-Doménen-Proteinen auftreten, war der Verdacht begriindet. Zunehmend
wurden jedoch auch HKMTasen mit einer SET-Doméne, jedoch ohne Cystein-reiche pra- und
post-SET-Dominen identifiziert (Zhang and Reinberg, 2001). Heute spricht man deswegen
von heterogenen, nicht sehr konservierten ,Flankendoménen“ mit unterschiedlichen
Aminosduresequenzen, die aber dennoch fiir die enzymatische Aktivitit von grofer
Bedeutung sind. Die N-flankierende Doméne der SET-Doméne besitzt eine strukturell
stabilisierende Funktion fiir die SET-HKMTasen wihrend die C-flankierende Doméne die
Vollstidndigkeit und die korrekte Funktion des aktiven Zentrums gewéhrleistet. Alle bisher
analysierten Enzymstrukturen von SET-HKMTasen bilden durch die an die SET-Domine
angelagerte C-flankierende Domine einen Tunnel aus, der dem Substrat den exakten Zugang
ermdglicht (Xiao et al., 2003), s. Abbildung 11.

A B

L ,@b | Substrat | | SAM |
; "-'L'. |y

F

-

— F el
- e |

f| » 77
k" \ SET-Domine: i. TN
i aktiv. Zentrum ) o
i e “ = i P
-R? e ] 4"4.‘ == b
x i ~ 1P
/. 7 S
f r ,) e

Abbildung 11: Struktur der SET-Doméne am Beispiel der HKMTase Set7/9 (mit Flankendomanen).
A: SET-Struktur mit C-flankierender Doméne (oranger Pfeil).

B: s. A), ohne C-flankierende Doméne mit direkt an der Methylierungsreaktion beteiligten Molekiilen.
Die Strukturdarstellungen verdeutlichen, dass die C-flankierende Region der SET-Doméne (oranger Pfeile) fiir
die Konfiguration des aktiven Zentrums eine wichtige Rolle spielt.

SET-Doméne (SET-N und SET-C): griin; variable Region innerhalb der SET-doméne (SET-/): blau; Aktives
Zentrum in SET-C: rot; N-flankierender Bereich der SET-Doméne: gelb; C-flankierender Bereich der SET-
Doméne: lila. (modifiziert nach Xiao et al., 2003)

Nach Darstellung der Histonmethylierung und der SET-Doméne der HKMTasen, soll auf

einige funktionale Aspekte der Histonmethylierung eingegangen werden.
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2.3.2. Darstellung einiger Funktionen verschiedener Histonmethylierungen

Bislang konnte keine andere posttranslationale Histonmodifikation mit vergleichbar vielen
und unterschiedlichen Zustinden im Chromatin verkniipft werden, wie dies fiir die
Histonmethylierung der Fall ist. Dies gilt vor allem fiir die insgesamt besser untersuchte
Methylierung von Lysinen, auf die der folgende Abschnitt beschréankt ist. Die verschiedenen
Zustinde sind durch die unterschiedlichen Lokalisationen im Histon-N-Terminus und die
variable Anzahl von Methylgruppen (Mono-/ Di-/ Tri-Methylierung) je Lysin-e-Aminogruppe
denkbar vielfdltig. Die resultierenden, strukturellen und funktionalen Konsequenzen lassen
sich meist nicht voneinander trennen, da sie im unmittelbaren Zusammenhang stehen. Einen
Uberblick beziiglich der schnellen Entwicklungen auf dem Gebiet der Histonmethylierung
gewihrt der Artikel An epigenetic Roadmap (Lachner et al., 2003).

Das Chromatin soll hinsichlich bekannter Lysinmethylierungen und deren Implikationen im
folgenden Abschnitt abstrahiert werden. Bei der Skizzierung des Chromatins mittels vier
verschiedener, ,,funktionaler Modi* wird zur Vereinfachung bewusst von Ubergangsstadien
und von der Dynamik zwischen diesen Zustéinden abgesehen:

Konstitutionelles Heterochromatin (1; primér an Zentromer und Telomer lokalisiert),

silencing einzelner Gene und von Chromatinregionen (2),

transkriptionsbefdhigtes Chromatin (3; vorwiegend euchromatische Regionen) und

aktiv transkribiertes Chromatin (4; gegenwirtige Transkription).

1)

Zu Beginn wurde bereits das dicht gepackte Heterochromatin und in diesem Zusammenhang
auch das PEV dargestellt (Reuter and Spierer, 1992), s. 2.1.1.2. Rea et al. hatten erstmals die
HMTase-Aktivitdt des PEV-Suppressors Su(var)3-9 identifiziert, die Histon H3 an Lysin 9
methyliert (Rea et al., 2000). Diese Histonmethylierung fiihrt zur spezifischen Bindung des
HP1-Proteins (s.u.) und dadurch zur Induktion von Heterochromatin. Dieser konservierte und
durch die Methylierung von H3 K9 initiierte, reprimierende Prozess involviert ein

Zusammenspiel aus HMTasen, HP1, HDACs, und DNA-methylierenden Enzymen.

(2)

Die spezifische Repression einzelner Gene ist noch nicht so gut verstanden, wie die
Entstehung des konstitutiven Heterochromatins und dessen reprimierender Effekt (Sims, III et
al., 2003). Die bislang am besten untersuchte Methylierung an H3 K9 spielt auch hierbei eine
zentrale Rolle. In euchromatischen Promotorsequenzen kann ebenfalls HP1 an methyliertes
H3 K9 rekrutiert werden. Auf diese Weise wird eine Repression des betroffenen Gens ohne
ein sich ausbreitendes Heterochromatin induziert. Die Inaktivierung des Gens kann {iber

Zellteilungen hinweg memoriert werden (Ayyanathan et al., 2003), s. 2.5.
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Die Methylierung von K20 in H4 wurde ebenfalls mit transkriptionell inaktivem Chromatin
assoziiert (Sims, III et al., 2003; Vaquero et al., 2003), wobei die Charakterisierungen teils
widerspriichliche Ergebnisse erbrachten. Da mit der H4 K20 Methylierung viele Ergebnisse
fir diese Arbeit erbracht wurden, wird in 2.7 und 4. ndher auf diese Histonmodifikation und
die ausfiihrenden Enzyme eingegangen.

Ein weiterer durch Histonmethylierung vermittelter, von HP1 jedoch unabhéngiger silencing-
Mechanismus fiir einzelne Gene wird durch die Polycomb-Gruppen-Proteine (PcGs)
reprasentiert. Anders als HP1, das spezifisch an trimethyliertes H3 K9 bindet, erkennt das
PcG-Protein Polycomb (PC) trimethyliertes H3 K27. Daraufhin kann sich an PC ein Komplex
mit reprimierender Wirkung formieren (s. 2.6).

Das Andocken von HP1 bzw. PC an charakteristisch methylierte Lysine in H3 erlaubt folglich
beiden silencing-Mechanismen ihre Funktion auszuiiben. Es ist bemerkenswert, dass diese
trimethylierten H3-Lysine, K9 und K27, innerhalb eines sehr dhnlichen Sequenzmotivs
vorliegen: Alanin — Arginin — Lysin — Serin (ARKS). Fischle et al. konnten anhand von
Strukturanalysen jedoch zeigen, dass PC und HPI1 jeweils mit ihrer konservierten
Bindungsdomine (die sog. Chromodomaine (Paro and Hogness, 1991)) die unterschiedlichen
Lysine sehr genau diskriminieren konnen (Fischle et al., 2003). Wird beispielsweise ein HP1-
Protein mit der Chromodomine aus PC konstruiert, so ist das chimere HP1 an PcG-
Bindungsstellen in  Polytinchromosomen nachweisbar (Platero et al., 1995).
Interessanterweise findet durch das chimere HP1 auch eine Rekrutierung von PcG-Proteinen
an Heterochromatin statt. Dort werden sie normalerweise nicht vorgefunden und héngen von
dem Vorhandensein von E(z) ab (Platero et al., 1996), s. 2.6.1.

Skizziert man grob den Unterschied zwischen beiden silencing-Mechanismen, so wirkt sich
die Bindung von HP1 an trimethyliertem H3 K9 vorwiegend auf die Struktur aus und in der
Folge kommt es zu einer moglichen Repression. Die Bindung von PC an trimethyliertes H3
K27 scheint hingegen direkt mit der Repression von Genen in euchromatischen Bereichen
verbunden zu sein, wihrend ein kausaler Zusammenhang mit einer Strukturverdnderung
bisher nicht aufgezeigt werden konnte (Sims, III et al., 2003), s. 2.6.2.

Die konservierten PcGs sind ferner fiir die Embryonalentwicklung essentiell und an der
Inaktivation des X-Chromosoms (fakultatives Heterochromatin) beteiligt und sollen aufgrund

des Stellenwerts fiir diese Arbeit in 2.6 gesondert vorgestellt werden.

€)
Die bereits besprochene Histonacetylierung (2.2.2.1) liegt liberwiegend im dekondensierten
und aktiv transkribierten Chromatin vor. Irrtimlich wurde vormals die Histonmethylierung

ausschlieSlich als Modifikation des ,,inaktiven“ Chromatins und des Heterochromatins
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angesehen. Doch auch das fiir die Transkription bereitstehende (als ,,transkriptionspermissiv*
bezeichnete) Chromatin ist mit charakteristischen Histonmethylierungen versehen.

Den ersten Hinweis auf eine transkriptionsassozierte Rolle von methyliertem Lysin 4 in H3
erbrachten Untersuchungen in Tetrahymena (Strahl et al., 1999). In Hefe konnte darauthin
gezeigt werden, dass methyliertes H3 K4 hauptsichlich in euchromatischen Bereichen und
von H3 K9-methylierten, heterochromatischen Bereichen abgegrenzt vorliegt. Ferner wird die
H3 K4 Methylierung von bereits bestehendem, methyliertem H3 K9 gehemmt (Noma et al.,
2001). Hingegen kann Su(var)3-9 Lysin 9 nicht mehr effizient methylieren, wenn zuvor eine
Methylierung von Lysin 4 durch die HMTase Set9 stattgefunden hat (Nishioka et al., 2002a),
was einer Entstehung von Heterochromatin entgegenwirkt. Entsprechend kann die Bindung
des mit transkriptioneller Repression assoziierten Remodeling-Komplexes NuRD (nucleosome
remodeling and deacetylation, s.2.5) an den H3-Terminus nur erfolgen, wenn Lysin 9
methyliert ist, nicht jedoch wenn Lysin 4 methyliert ist (Nishioka et al., 2002a; Zegerman et
al., 2002). Die geringe Entfernung von nur 5 Aminosduren entlang des H3-N-Terminus
zwischen methyliertem K4 und methyliertem K 9 iiberrascht angesichts der entgegengesetzten
Wirkung auf den strukturellen und transkriptionellen Zustand des Chromatins.

Eine weitere HMTase, das Trithorax-Gruppen-Protein Ashl (s. 2.6) kann ebenfalls eine H3
K4 Methylierung ausfithren (Beisel et al.,, 2002). Die TrxGs werden mit der
Aufrechterhaltung embryonal aktivierter Gene verbunden (s. 2.6). Diese Ashl-vermittelte H3
K4 Methylierung konnte ihre transkriptionsfordernde Wirkung moglicherweise durch die
inhibierte =~ Bindung des CAF-1 Komplexes erreichen (s. 2.2), der die
Nukleosomenassemblierung kanonischer Histone nach der Replikation bewerkstelligt.
Dadurch konnte der replikationsunabhédngige Einbau der Histonvarianten H3.3 bevorzugt
werden, die aktiv transkribiertes Chromatin markiert, s. 2.2.1 (Ahmad and Henikoff, 2002b;
Vermaak et al., 2003).

Erwdhnenswert ist in diesem Zusammenhang die HMTase Dotl und deren K79 Methylierung
in der globuliren Domine von H3 (s. 2.3). Die K79 Methylierung kann in Hefe die
Ausbreitung von Heterochromatin verhindern und so die Assoziation von Hefe-spezifischen
silencing-Proteinen (sog. Sirs) verhindern (Feng et al., 2002; van Leeuwen et al., 2002).
Folglich konnen sowohl methyliertes K4 als auch methyliertes K79 in H3 das Ausbreiten von
Heterochromatin verhindern und kennzeichnen somit bestehende euchromatische Regionen,

die eine Initiation der Transkription erleichtern oder ermoglichen.

4
Kiirzlich wurde herausgefunden, dass nicht nur ,transkriptionspermissives®, sondern auch
gegenwirtig transkribiertes Chromatin von spezifischen Histonmethylierungen markiert wird.

Dabei wird der funktionelle Unterschied zwischen den verschiedenen Methylierungsgraden an
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derselben Aminosdure deutlich: Die H3 K4 Di-Methylierung findet sich global im
Euchromatin, wiahrend die von der HMTase SET1 ausgefiihrte H3 K4 Tri-Methylierung aktiv
transkribierte Gene im frithen Initiationsstadium der Transkription kennzeichnet (Ng et al.,
2003; Santos-Rosa et al., 2002). Die HMTase SET2, die H3 an Lysin 36 methyliert, wird
ebenfalls mit aktiver Transkription verbunden. Es wird ihr die Rolle eines Elongationsfaktors
zugeschrieben, denn Sie bindet an das phosphorylierte Carboxy-terminale Ende der grofiten
Unterheit der RNA-Polymerase I (RNAP2). Deletiert man SET2, resultiert ein defekter
Elongationsprozess (Li et al., 2002; Li et al., 2003; Krogan et al., 2003).

Ein interessantes und plausibles Modell besagt, dass die SET1-vermittelte H3 K4 Tri-
Methylierung eine Signalwirkung hat, gegenwirtig transkribierte Gene nur an den
Nukleosomen der Initiationsstelle der Transkription zu markieren, wiahrend SET2 als RNAP2-
assoziierter Elongationsfaktor alle Nukleosomen des transkribierten Gens an H3 K36
methyliert (Hampsey and Reinberg, 2003). Die involvierten Histonmethylierungen scheinen
epigenetische Markierungen gegenwirtiger oder vorausgegangener transkriptioneller

Aktivitét zu sein (s. 2.5).

In der Zusammenschau wird deutlich, dass die Histonmethylierung fiir wesentliche Prozesse
innerhalb des Chromatins von grofler Bedeutung ist. Viele Fragen hinsichtlich dieser
posttranslationalen Histonmodifikation sind jedoch noch unbeantwortet, wovon hier nur
einige genannt seien: Was bewirkt ursdchlich die Etablierung spezifischer
Histonmethylierungen? Wie konnen bereits bekannte Histonmethylierungen besser
charakterisiert werden und welche Methylierungen sind womdglich noch gar nicht entdeckt
worden? Welche Mechanismen sind fiir die postreplikative Aufrechterhaltung der
Methylierung verantwortlich (Assemblierung und Methylierung von de-novo inkorporierten
Histonen)? Wie ist es um die Halbwertszeiten und Erneuerungsraten unterschiedlicher

Histonmethylierungen bestellt?

2.4. Gibt es einen Histon-Code?

Neben dem genetischen Code, der durch die DNA-Sequenz des Genoms verkorpert wird, soll
der propagierte Histon-Code durch unterschiedliche und charakteristische Muster
verschiedener posttranslationaler Histonmodifikationen die iibergeordnete Regulation von
Chromatinregionen iibernehmen (Strahl and Allis, 2000; Jenuwein and Allis, 2001; Turner,
2002; Hampsey and Reinberg, 2003). Dies geschieht {iber regulatorische Faktoren (wie z.B.

HP1) durch gezielte Assoziationen mit den modifizierten Histonen. Auf Chromatinebene wird
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ein struktureller und genregulatorischer Effekt auf das Erbgut einer Zelle in einem
eukaryonten Organismus ausgetibt.

Neben dem ,.kombinatorisch-statischen* Histon-Code-Modell existiert ein weiteres Konzept,
das Parallelen zur inter- und intrazelluldren Signaltransduktion herstellt. Der Entwurf einer
,vernetzten Signaltransduktion innerhalb des Chromatins® interpretiert das Zusammenspiel
der zahlreichen Histonmodifikationen als primér sequentielles, fluides Ereignis und spricht
einzelnen Modifikationen und festen Modifikationskombinationen exklusive Funktionen ab
(Schreiber and Bernstein, 2002). Moglicherweise entstehen durch die Histonmodifikationen

unterschiedliche ,,Oberflichen®, die fiir bestimmte Chromatinregionen charakteristisch sind.

In beiden Konzepten zur Interpretation posttranslationaler Histonmodifikationen geht es um
memorierbare und vererbbare Formen genetischer Information in eukaryonten Zellen, die
nicht in einer DNA-Sequenz des Genoms festgelegt ist und deren Auswirkungen sich neben
der DNA-Reparatur und -Replikation insbesondere auf die Regulation der Transkription

erstrecken (Schreiber and Bernstein, 2002).

2.5. Histonmethylierung und Epigenetik

Nachdem die in 2.4 angesprochene genetische Information des Histon-Codes nicht in Form
einer DNA-Sequenz im Genom verankert ist und diese Merkmale trotzdem memoriert (in
ruhenden Zellen) und vererbt (in sich teilenden Zellen) werden konnen, wurde der Begriff
Epigenetik gepriagt (Turner, 2002; Wolffe and Matzke, 1999). Die Verpackung der DNA in
Form von Chromatin kann das Expressionsmuster einer Zelle regulieren, was zu einem
bestimmten, stabilen Phanotyp fiihrt. Im Gegensatz zur klassischen Vererbung von Genen ist
die epigenetische Vererbung jedoch plastischer, da sie modifizierbar und reversibel ist. Diese
langfristige und trotzdem dynamische Form der Genregulation wird auch als
»transkriptionelles Zellgedidchtnis* bezeichnet (Turner, 2002; Turner, 2003). Ein illustratives
Beispiel fiir Epigenetik und dessen von der DNA-Sequenz unabhéngige Memorierung stellt
die bereits erwédhnte Inaktivierung nur eines der beiden X-Chromosome in Sdugetieren dar,
welche klonal in Tochterzellen memoriert wird (s. 2.1.1.2).

Die Mechanismen der epigenetischen Memorierung sind vielféltig und erstrecken sich neben
den posttranslationalen Histonmodifikationen unter anderem auf die
Nukleosomenassemblierung (2.2), die Histonvarianten s. 2.2.1, die Remodeling-Faktoren
sowie auf die DNA-Methylierung. Als integratives Beispiel fiir epigenetische Genregulation
soll die Verzahnung dieser Mechanismen zur Etablierung, Memorierung und Weitergabe

einer reprimierten Chromatinregion dargestellt werden.
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Ein weiteres Merkmal des Heterochromatins (dhnlich der H3 K9 Methylierung) ist die
Cytosin-Methylierung der DNA. Die DNA-Methylierung wird schon lange mit Repression in
Verbindung gebracht (Riggs, 1975; Holliday and Pugh, 1975; Jaenisch and Bird, 2003). In
neueren Erkenntnissen iliber die gegenseitige Abhdngigkeit von DNA-Methylierung und
Histonmethylierung konnte demonstriert werden, dass die Histonmethylierung von H3 K9 in
der Lage ist, die DNA-Methylierung in Arabidopsis thaliana, in Neurospora crassa und in
Sdugetieren zu dirigieren. Dies stellt eine kausale Verkniipfung zwischen beiden
Heterochromatinattributen her, die auf der Histonmethylierung fult (Jackson et al., 2002;
Tamaru et al., 2003; Lehnertz et al., 2003).

Eine weitere, schon zuvor gemachte Beobachtung passt gut in das Bild einer mit DNA-
Methylierung einhergehenden Repression: Der NuRD-Komplex (nucleosome remodeling and
deacetylation) kann in methylierten DNA-Bereichen an das Chromatin rekrutiert werden.
Vermutlich kann der NuRD-Komplex durch eine kombinierte Remodeling- und HDAC-
Aktivitdt eine Mobilisation der regionalen Nukleosomenverbiande bewirken und dadurch sehr
effektiv die Histone deacetylieren (Zhang et al., 1999; Becker and Horz, 2002). Die
Histondeacetylierung ist meist mit silencing verbunden und es ist wahrscheinlich, dass die
Deacetylierung von Lysinen anschlieBenden Histonmethylierungen den Weg bereitet, indem
Lysine zuerst von vorhandenen Acetylgruppen befreit werden. Dieser Mechanismus wurde
bereits fiir Su(var)3-9 und dessen assoziierte Histondeacetylase HDACI1 bzw. Rpd3 gezeigt
(Rea et al., 2000; Czermin et al., 2001), s. 2.2.2.2 und 2.6.1. Nach der erfolgten H3 K9
Methylierung eines deacetylierten Nukleosoms konnte dieses wiederum als propagierender
Faktor fiir die DNA-Methylierung im umliegenden Chromatinbereich fungieren. Letztlich
wiirde dies in einem memorierbaren und selbstverstirkenden Kreislauf zur Induktion von
Heterochromatin und zur Inaktivierung von Genen miinden, dessen Ausbildung und
Aufrechterhaltung die Histonmethylierung und die DNA-Methylierung gewihrleisten. Da die
Histonmethylierung die stabilste aller posttranslationalen Histonmodifikationen ist, muss
angenommen werden, dass die Unterbrechung dieses Vererbungsmodells eines reprimierten
Zustandes am wahrscheinlichsten durch den Einbau von de novo synthetisierten, nicht-
modifizierten Histonen moglich ist.

Fiir die mitotische Weitergabe des geschilderten silencings konnte die DNA-Methylierung
essentiell sein, um eine korrekte Platzierung der H3 K9 Methylierungen im Chromatin zu
bewerkstelligen: Eine DNA-Methylase gleicht nach der Replikation die Methylgruppen des
Matrizenstranges mit dem neu synthetisierten Strang ab und ersetzt die fehlenden
Cytosinmethylierungen (Wolffe and Matzke, 1999). Die Aufteilung methylierter Histone aus
der miitterlichen Zelle nach der Replikation auf beide Genome ist zwar wahrscheinlich, doch
ist nicht bekannt, ob die jeweiligen Histone mit einer spezifischen Systematik fiir eine lokal

gezielte Nukleosomenassemblierung eingesetzt werden (s. 2.2). Mdoglicherweise teilen sich
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auch die verschiedenen Abldufe die Aufgabe der Weitergabe desselben epigenetischen
Merkmals (Schreiber and Bernstein, 2002).

Die epigenetisch memorierbare Form der Repression durch DNA- und insbesondere durch
Histon-Methylierungen (s.o.) ist ebenso unter medizinischen Gesichtspunkten relevant, wie
Untersuchungen zum Prader-Willi-Syndrom ergeben haben. In embryonalen Maus-Zellen
konnten die spezifischen DNA-Methylierungen im maternalen ,,Prader-Willi-Syndrom
Imprinting-Center ohne die vorhandene Aktivitit der H3 K9 HMTase GY%a nicht
aufrechterhalten werden. Hingegen ist die H3 K9 Methylierung im Bereich des Imprinting-
Centers nicht beeintrichtigt, wenn die DNA-Methylierung durch Deletion der DNA-
Methylase Dnmtl verhindert wird (Xin et al, 2003), was die Bedeutung der
Histonmethylierung fiir die Initiation und Aufrechterhaltung des transkriptionellen

Aktivitatszustandes eines Chromatinbereiches unterstreicht.

2.6. Polycomb- und Trithorax-Gruppen-Proteine

Die nukledren PcG-Proteine sind seit Jahrzehnten fiir die Repression und die TrxG-Proteine
fiir die Aufrechterhaltung der Aktivation der transkriptionellen Aktivitdt in Drosophila
melanogaster bekannt. Sie wurden als ein ,uraltes epigenetisches Memorierungssystem*
bezeichnet, dessen Wirkungsweise seit einigen Jahren durch die funktionale Assoziation mit
bestimmten Histonmethylierungsmustern zunehmend besser verstanden wird (Lund and van
Lohuizen, 2004).

Durch revolutiondre Erkenntnisse in Untersuchungen zur Embryonalentwicklung in
Drosophila melanogaster von Niisslein-Volhard et al. wurde gezeigt, dass in der
unbefruchteten Oozyte rdumlich geordnete sog. maternale, ,,morphogene Gradienten®
vorliegen (Nusslein-Volhard et al., 1987; St Johnston and Nusslein-Volhard, 1992). Dabei
handelt es sich um noch in der Oozyte transkribierte Gene, deren Produkte sich lokal im
Zytoplasma anreichern. Die entstandenen oozytidren Gradienten maternaler Genprodukte
legen durch eine Transkriptionsmodulation zygotischer Gene somit bereits vor der
Befruchtung morphologische Informationen fiir den Embryo fest. Auf der Grundlage der von
den maternalen Morphogenen vorgegebenen Gradienten wird die anterior-posterior Achse
durch die zygotischen gap-Gene grob untergliedert. Unter dem Einfluss einer aus zygotischen
gap-, pair-ruled- und segment-polarity- Genen bestehenden Regulationskaskade werden
entlang der anterior-posterior Kdrperachse noch vor der Gastrulation des Embryos 14 sog.
Parasegmente ausgebildet. Die Identitit jedes einzelnen Parasegments (die sich zu den
Segmenten der adulten Fliege weiterentwickeln werden), wird dabei von einem oder

mehreren sog. homeotischen Genen (hox-Gene) determiniert, deren spezifische Aktivitdt
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initial von den maternalen Genen etabliert wird. Bemerkenswerterweise werden die
jeweiligen hox-Gene nur in jenem Korpersegment exprimiert, in welchem sie als globale
Transkriptionsfaktoren fungieren. Die konservierten sox-Gene, die durch ihre gemeinsame
,Homeobox“-Doméne definiert sind (Lewis, 1978), kontrollieren somit die
segmentspezifische Expression von Genen (Simon, 1995). Die Expression von hox-Genen
wird bereits 2h nach Beginn der Embryogenese beobachtet. Sie gewihrleisten somit wihrend
der darauffolgenden Tage die stabile, segmentspezifische Genexpression.

Da jedoch die maternalen Faktoren nur in sehr friihen Entwicklungsphasen vorliegen, muss
wiederum der aktive oder inaktive Zustand von /ox-Genen in der weiteren Entwicklung
zuerst festgelegt und darauthin im adulten Organismus aufrechterhalten werden. Nur so kann
die von hox-Genen kontrollierte, segmentspezifische Genexpression gewéhrleistet werden.
Hierfiir sind die PcG- und TrxG-Proteine verantwortlich (Francis and Kingston, 2001), deren
funktionale Homologe im Kontext dhnlicher, iibergeordneter Mechanismen auch in anderen
hoheren Eukaryonten existieren. Die Aufgabe der PcG-Proteine besteht in der fortwahrenden
Repression inaktivierter #ox-Gene, wihrend die TrxG-Proteine die Transkription aktivierter
hox-Gene wahren (s. Abbildung 12).
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Abbildung 12: Embryonalentwicklung bei Drosophila melanogaster (schematisch).

Oben: Schematische Darstellung der Anordnung der homdotischen Gene in Drosophila. Diese sind unterteilt in
den Antennapedia-Komplex (ANT-C) sowie den Bithorax-Komplex (BX-C).

Mitte: Expression der einzelnen Proteine in den verschiedenen Segmenten.

Unten: Kontrolle der Fliegen-Korperteile durch die einzelnen homootischen Gene.

(aus Imhof and Seitz, 2003)

PcG-Mutationen fiihren in Drosophila zur De-Repression von hox-Genen und in der Folge zu
schweren, segmentalen Transformationen entlang der Korperachse. Auch in Wirbeltieren sind
die PcG-Proteine fiir eine normale Embryonalentwicklung essentiell (Faust et al., 1998;
O'Carroll et al., 2001), s. 2.6.1.

Die TrxG-Proteine sind im Vergleich zu den PcG-Proteinen bisher weniger intensiv
untersucht worden. Es gibt Hinweise auf einen ,repressiven Normalzustand® durch die
Dominanz von PcG-Proteinen. Wird die zellulire Konzentration eines TrxG-Proteins
reduziert, resultiert eine inaddquate Steigerung der Genrepression. Offensichtlich kdnnen
TrxG-Proteine die Dominanz der PcG-vermittelten Repression durchbrechen und dadurch
transkriptionsaktivierend wirken, ohne selbst an der Initiation der transkriptionellen Aktivitat

beteiligt zu sein (Poux et al., 2002). Untersuchungen zum TrxG-Protein Ashl brachten ein
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spezielles Methylierungsmuster hervor (H3 K4, H3 K9 und H4 K20), das dieses SET-
Doménen Protein bewerkstelligen kann. Ashl kann durch diese Histonmodifikationen eine
Bindungsstelle fiir Remodeling-Faktoren (Brahma und Moira) herstellen und zugleich eine
Bindung von reprimierenden Proteinen wie HP1 oder PC verhindern (Beisel et al., 2002).
Indem sie die Bindung von PcG-Komplexen boykottieren und transkriptionsassoziierten
Faktoren den Zugang erleichtern, konnten TrxG-Komplexe mit Ashl den aktiven Zustand von
Genen quasi passiv aufrechterhalten.
Die multiplen PcG-Proteine sind in eukaryonten Zellen in mehreren Komplexen organisiert
(s. Abbildung 13). Die beiden wichtigsten identifizierten Komplexe heiflen
Polycomb repressive complex 1 (PRC1) (Shao et al., 1999; Levine et al., 2002), sowie
Enhancer of Zeste—Extra sex combs Komplex (E(z)-Esc- oder PRC2-Komplex genannt)
(Czermin et al., 2002; Cao et al., 2002; Muller et al., 2002; Kuzmichev et al., 2002).

Drosophila Proteine Humane Proteine Maus Proteine

PRC2-/ E(z)-Esc-Komplex (,/nitiations-Komplex“)

Esc Extra sex combs. EED Eed

Efz) Enhancer of Zeste EZH1 Ezh1/Enx2
EZH2 Ezh2/Enx1

Sufz)12 Suppressor of Zeste 12 suzi2

PRC1-Komplex (,Aufrechterhaltungs'-Komplex)

Pc Polycomb CBX2/HPC1 Cbx2/M33
GBX4fHPG2 GCbx4/Mpc2
CBX8&rHPC3

Ph Polyhomeotic EDR1/HPH1 Edri/Mph1/Rae28
EDR2/HPH2 Edr2/Mph2
EDR3/HPH2

dRING RING1/RNF1/RING1A Ring1/Ring1a
RNF2/RING1B Rnf2/Ring1b

Psc Posterior sex combs BMH Bmii
RNF110/ZFP144 Rnf110/Zfp144/Mel-18
ZNF134 Znf134/Mblr

Pho Pleiohomeotic YY1 Yyl

Pho-like Pleiohomaotic-like

Scm Sex combs on midleg SCMLA Semhi
SCML2 Semh2

Pel Polycomb-like PHF1

Abbildung 13: Die PcG-Komplexe PRC1 und E(z)-Esc (bzw. PRC2) in verschiedenen Eukaryonten.
Aufgelistet sind die Proteine, aus welchen sich die PcG-Komplexe PRC1 bzw. E(z)-Esc zusammensetzen. Fiir in
Drosophila identifizierte Proteine konnten in hdheren Eukaryonten konservierte Homologe identifiziert werden.
(Modifiziert nach Valk-Lingbeek et al., 2004)

Genetische und biochemische Untersuchungen zeigten, dass der PRCI- und der E(z)-Esc-
Komplex bei der PcG-vermittelten Repression von hox-Genen zusammenwirken, auch wenn
die jeweiligen Proteine beider Komplexe in ihrer Zusammensetzung méfig variieren konnen
(Otte and Kwaks, 2003; Tie et al., 2003).

Da die Ergebnisse dieser Arbeit zum Teil mit E(z) erbracht wurden, sollen im folgenden
Abschnitt E(z) und der E(z)-Esc-Komplex dargestellt werden, bevor auf das funktionale
Zusammenspiel der beiden PcG-Proteinkomplexe PRC1 und E(z)-Esc ndher eingegangen
wird (s. 2.6.2).
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2.6.1. Enhancer of Zeste (E(z)) und der 600kDa E(z)-ESC-Komplex

Das PcG-Protein E(z) ist ca. 87kDa grof3, besitzt eine C-terminale (fir HKMTasen
charakteristische) SET-Domine und wurde erstmals von Jones et al. als chromosomales
Protein charakterisiert (Jones and Gelbart, 1993). Desweiteren sind zwei konservierte sog.
SANT-Doménen enthalten, die hiufig in Chromatin-assoziierten Komplexen vorkommen und
fiir die Interaktion mit den Histon-N-Termini verantwortlich sein sollen (Boyer et al., 2002).
Es sind Homologe in anderen Eukaryonten bekannt, z.B. MES2 in C. elegans, EZH2 bzw.
ENX und EZHI in Siugetieren. Das Homolog Ezhl wird dabei vorwiegend in
fortgeschrittenen Entwicklungsstadien, und Ezh2 vorwiegend wihrend der Embryonalphase
exprimiert. Jedoch bleibt die Expression von E(z) im Gegensatz zum PcG-Protein Extra-Sex-
Combs (Esc; s.u.) in allen Entwicklungsstufen von Drosophila nachweisbar. Die
Uberexpression von E(z) bewirkt eine Verstirkung der PEV in Drosophila (Laible et al.,
1997). Das ist insofern interessant, da E(z) offensichtlich an zwei unterschiedlichen silencing-
Mechanismen beteiligt ist: Die PEV, welche durch die Chromatinstruktur des
Heterochromatins silencing bewirkt, und die PcG-Proteine, welche iiber die Rekrutierung von
PRC-Komplexen silencing bewerkstelligen (s. 2.3.2 2).

Eine Deletion des E(z)-Homologs Ezh2 in Méusen fiihrt zum Absterben der Embryonen in
friihen Entwicklungstadien (embryonal lethal), was eine essentielle Rolle von E(z) wéhrend
der Embryonalentwicklung belegt (O'Carroll et al., 2001).

Die HMTase-Aktivitit von E(z) war bereits ldnger vermutet worden, doch mit
rekombinantem E(z) scheiterte der Nachweis einer HMTase-Aktivitit (Rea et al., 2000).
Diese konnte erst spiter nachgewiesen werden, da E(z) nur im Komplex mit den anderen
Proteinen des E(z)-Esc-Komplexes HMTase-Aktivitidt entwickeln kann. Relativ zeitgleich
wiesen vier Arbeitsgruppen unabhidngig voneinander nach, dass der E(z)-Esc-Komplex
spezifisch H3 an Lysin 27, und teilweise an Lysin 9 methyliert (Czermin et al., 2002; Cao et
al., 2002; Muller et al., 2002; Kuzmichev et al., 2002). Die wahrscheinlich methodisch
bedingten, geringgradig voneinander abweichenden Zusammensetzungen der identifizierten
E(z)-Esc-Komplexe, spiegeln sich moglicherweise in den teils unterschiedlichen
Substrataffinititen und den unterschiedlichen Ergebnissen zur H3 K9 Methylierung wieder.
Jedoch methylieren alle E(z)-Esc-Komplexe H3 K27 und enthalten die folgenden vier
Proteine:

E(z), Esc, p55 und Suppressor of Zeste 12 (Su(z)12) (s. Abbildung 13).

Da in unserem Labor mit dem 600kDa-E(z)-Esc-Komplex gearbeitet wurde (Tie et al., 2001),
welcher zusdtzlich das Protein Rpd3 enthilt, sollen diese fiinf Proteine nun kurz dargestellt

werden.
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Esc:

Esc ist ein 55kDa grofes, konserviertes Protein, fiir welches Homologe in C. elegans, Maus
und Mensch bekannt sind. Die propagierte, propellerartige Struktur dieses Proteins (Ng et al.,
1997) kommt durch die ca. 7 sog. WD40-Doménen zustande, die dem Protein eine hohe
Proteaseresistenz verleihen (Tie et al., 1998) und fiir die effektive Wechselwirkung mit
anderen Proteinen verantwortlich gemacht wird. Die Interaktion von E(z) mit Esc ist in
Drosophila, Maus und Mensch konserviert (Jones et al., 1998). Interessanterweise und
untypisch fiir PcG-Proteine wird Esc offensichtlich nur wihrend der Embryogenese fiir das
initiale silencing von hox-Genen bendtigt, da es in spéteren Entwicklungsphasen nicht mehr
nachweisbar ist (Struhl and Brower, 1982; Gutjahr et al., 1995; Ng et al., 1997).

Eine durch Esc vermittelte dynamische Substratspezifitit von E(z)-Esc-Komplexen wurde
von Peters et al. aufgedeckt. Je nach Lénge unterschiedlicher Esc-Isoformen (durch
unterschiedliche Transkriptions-Startpunkte derselben Esc-mRNA) werden E(z)-Esc-
Komplexe gebildet, die sich in der Methylierung von H1 K26 und H3 K27 unterscheiden. Der
E(z)-Esc-Komplex mit der langsten Esc-Isoform (PRC2) methyliert bevorzugt Histon H1 an
Lysin 26 und kann H3 nur dann methylieren, wenn es nicht in einem Nukleosomenverband
vorliegt. Kiirzere Esc-Isoformen im E(z)-Esc-Komplex (genannt: ,,PRC3“) hingegen
methylieren auch nukleosomales H3 an K27 und werden durch die Anwesenheit von HI sogar
inhibiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Hl K26-Methylierung fiir das von E(z)

vermittelte silencing benodtigt wird (Kuzmichev et al., 2004).

Su(z)12:

Dieses ca. 100kDa grofle PcG-Protein ist in Pflanzen und Wirbeltieren hoch konserviert und
besitzt eine sog. Zinkfinger-Domine (ein hiufiges DNA-Bindungsmotiv). Ahnlich wie E(z)
spielt auch Su(z)12 in dem PcG-unabhédngigen silencing-Prozess der Heterochromatin-
assoziierten PEV eine wichtige Rolle (Birve et al.,, 2001). Eine biochemische Erklarung
hierfiir liefert die nachgewiesene Interaktion von Su(z)12 sowohl mit EZH2 (E(z)-Homolog in
Saugetieren), als auch mit HP1 (HP1a).

Es konnte gezeigt werden, dass dieses Protein zusammen mit E(z) und Esc fiir die katalytische
Aktivitdt des E(z)-Esc-Komplexes essentiell ist. Wird Su(z)12 in humanen Zellen genetisch
unterdriickt (knockdown-Experiment), resultiert eine reduzierte H3 K27 Methylierung und

eine Expression zuvor reprimierter #ox-Gene (Cao and Zhang, 2004a).

p55:

Wie auch Esc ist pS5 ein hochkonserviertes Protein mit 7 WD40-repeats und spielt in vielen
chromatinassoziierten Komplexen eine Rolle, z.B. als Bestandteil von CAF-1 (Tyler et al.,
1996) s. 2.2, HAT1 und NURF (ein Iswi-enthaltender Nukleosomen-Remodeling-Faktor)
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(Martinez-Balbas et al., 1998). Die beobachtete Fahigkeit von p55 an Chromatin zu binden,
beruht vor allem auf der Assoziation mit den Histonen H4 und H2A (Martinez-Balbas et al.,
1998; Verreault et al., 1998). Nur 5% des ubiquitdr nukledren Proteins sind im E(z)-Esc-
Komplex enthalten (Tie et al., 2001). Durch ausgepréigte Protein-Protein-Interaktionen kann
p55 gut mit den Histonen interagieren (s.a. Interaktion von Esc mit E(z)). Wahrscheinlich
konnen p55 und Esc auf diese Weise zur Methylierung von H3 K27 beitragen, indem sie die

SET-Doméne von E(z) gezielt an das Substrat heranfiihren.

Rpd3:

Die Histondeacetylase Rpd3 findet sich in mehreren nukledren Komplexen. Homologe
kommen in vielen Eukaryonten vor. Rpd3 gehort zu den Klasse 1-HDACs (s. 2.2.2.2) und
wurde bei der Suche nach PEV-beeinflussenden Mutationen entdeckt (De Rubertis et al.,
1996). Zusammen mit p55, Esc und E(z) wurde Rpd3 erstmals in einer wichtigen
Komplexcharakterisierung von Tie et al. identifiziert (Tie et al., 2001).

Rpd3 kann durch die Deacetylierung von Promotoren sowohl einzelne Gene reprimieren
(Kadosh and Struhl, 1997), als auch zu einer Repression gréferer chromosaler Abschnitte
filhren (Vogelauer et al., 2000). Bei der Analyse Rpd3-depletierter Hefezellen wurden im
gesamten Genom zusédtzlich vorhandene Acetylgruppen detektiert. Man nimmt deswegen an,
dass Rpd3 genomweit deacetylieren kann (Robyr et al., 2002). Die Repression nach der
Deacetylierung wird im komplexen Zusammenspiel aus Histon- und DNA-Methylierungen

zusammen mit chromatinassoziierten Proteinen bewerkstelligt (s. 2.3.2 und 2.5).

2.6.2. PcG-vermitteltes silencing durch den PRC1- und E(z)-Esc-Komplex

Der Nachweis der E(z)-vermittelten HMTase-Aktivitit des E(z)-Esc-Komplexes vorwiegend
an H3 K27 (s. 2.6.1) hat fiir das Verstdndnis des PcG-vermittelten, epigenetischen silencing-
Mechanismus und dessen Memorierung eine Schliisselrolle gespielt.

Seit lingerem war bekannt, dass sich die Zielgene fiir die PcG-Komplexe in Drosophila durch
sog. Polycomb response elements (PRE) auszeichnen (Simon et al., 1993; Lyko and Paro,
1999). An den PREs wurde das PcG-Proteins Polycomb (PC) entdeckt, das an der
Aufrechterhaltung der hox-Genexpression mitbeteiligt ist (Strutt et al., 1997). Welche
Eigenschaft auf molekularer Ebene fiir die Bindung des PRC1-Proteins PC an die heterogenen
PREs verantwortlich ist, war damals jedoch nicht bekannt.

Dafiir wurde schon langer spekuliert, warum das PcG-Protein Pho (Bestandteil von PRCI)
ebenfalls an den PREs nachweisbar ist. Wahrscheinlich bindet es mit seinem DNA-

Bindungsmotiv an das PRE und spielt eine Rolle bei der Rekrutierung des E(z)-Esc-
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Komplexes (Poux et al., 2001). Wie in 2.3.2 2 bereits detailliert besprochen, kann der E(z)-
Esc-Komplex durch die Trimethylierung von H3 K27 eine hochspezifische Bindungsstelle fiir
PC herstellen, das ein wichtiger Bestandteil des PRC1-Komplexes ist (s. Abbildung 13).
Anschlieffend kann sich der PRC1-Komplex an dem gebundenen PC assemblieren und so die
PcG-Zielgene in Drosophila reprimieren. Kirmizis et al. gelang es erstmals auch in humanen
Zellen PcG-Zielgene durch die H3 K27 Methylierung zu identifizieren (Kirmizis et al., 2004).
In einer weiteren Publikation wird gezeigt, dass an aktiven Promotoren fast kein E(z) und kein
PC nachweisbar ist und in reprimierten Regionen ein hoher Anteil von trimethyliertem H3 K9
und K27 vorliegt (Breiling et al., 2004).

Der Trimethylierung von H3 K27 scheint ein epigenetischer Mechanismus zugrunde zu
liegen, in welchem der E(z)-Esc-Komplex eine initiierende Rolle und der PRC1-Komplex
eine propagierende Rolle zu spielen scheint (Lund and van Lohuizen, 2004). Der geschilderte
PcG-silencing-Mechanismus durch die PRCI1- und E(z)-Esc-Komplexe wird durch die
Beobachtung gestiitzt, dass die PC-Proteine iiber deren Chromodoménen zur Dimerisierung
tendieren (Min et al., 2003b): Das an trimethyliertes H3 K27 gebundene PC-Protein konnte
durch die Dimerisierung und die darauffolgende Anlagerung der restlichen PRCI-
Komponenten zu einem regelméfBigen und kondensierteren Nukleosomenverband fiihren (s
Abbildung 14).

Abbildung 14: Modell fir PcG-vermittelte Repression durch den E(z)-Esc- und den PRC1-Komplex. In
den frithen Entwicklungsstadien (und moglicherweise nach der Zellteilung) wird der E(z)-Esc-Komplex an die
PcG-Zielgene im Genom rekrutiert und trimethyliert dort vorwiegend Histon H3 an K27 (links). Diese
Methylierung stellt eine Markierung fiir die Bindung von PC und somit fiir die Rekrutierung der PRCI-
Komplexproteine dar. Die PRCI1-Komplexassemblierung wird zusétzlich durch sequenzspezifische DNA-
Bindungsproteine unterstiitzt. Rechts ist die Dimerisierung von PC angedeutet, die mutmallich die kompakte
Chromatinstruktur fordert. (Aus Lund and van Lohuizen, 2004).

Mutationsversuche im Rahmen der Charakterisierung des E(z)-Esc-Komplexes unterstiitzen
ebenfalls dieses PcG-silencing-Modell: Wenn die HMTase-Aktivitdt von E(z) durch eine

Mutation in der SET-Domaéne erlischt, ist kein PC-Protein mehr an den PREs nachweisbar
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(Czermin et al., 2002). Die darauffolgende ,,De-Repression® zuvor stillgelegter hox-Gene
passt gut zu diesem Modell des PcG-vermittelten silencing-Mechanismus (Muller et al.,
2002).

Wihrend die Deletion von E(z) in Mauseembryonen lethal ist (O'Carroll et al., 2001), kann
die Deletion von PRC1-Proteinen (aufgrund von teilweise funktionaler Redundanz) bis zur
Geburt liberlebt werden (van der Lugt et al., 1994; Takihara et al., 1997; Bel et al., 1998).
Auch diese Resultate legen die Rolle des E(z)-Esc-Komplexes als Initiations-Komplex im
PcG-vermitteltem silencing nahe.

Durch welche Mechanismen bewirkt das Zusammenspiel von PRC1 und E(z)-Esc die
Repression? Die Rekrutierung von HDACs erscheint im Zusammenhang mit silencing
plausibel. Am E(z)-Esc-Komplex (600kDa-E(z)-Esc-Komplex) konnte die Assoziation der
Deacetylase Rpd3 nachgewiesen werden (Tie et al., 2001; Czermin et al., 2002), jedoch
herrscht noch Uneinigkeit dariiber, an welchem der beiden PcG-Komplexe Rpd3 nun
tatsdchlich assoziiert ist (Otte and Kwaks, 2003).

Untersuchungen in vitro mit PRC1 aus Drosophila ergaben, dass an Nukleosomen gebundene
PRC1-Komplexe das Remodeling durch Swi/Snf-Proteine blockieren (Shao et al., 1999). Die
Nukleosomen konnen somit nicht entlang der DNA mobilisiert werden, was einer
transkriptionellen Aktivitdt entgegenspricht. Ein aus humanen Zellen isolierter PRCI-
Komplex teilt diese Eigenschaft und illustriet die hohe Konservierung der PcG-Proteine sowie
deren Aufgaben (Levine et al, 2002). Desweiteren ist denkbar, dass andere,
transkriptionserleichternde Faktoren (z.B. TrxG-Proteine wie Ashl) nicht an H3 K27
trimethyliertes, PRC1-bekleidetes Chromatin andocken koénnen (Lund and van Lohuizen,
2004). Diese Struktur lieBe die Bindung der RNA-Polymerase II zwar noch zu, aber eine
Initiation der Transkription von Zielgenen wére nicht mehr moglich (Dellino et al., 2004).

Da die PcG-Proteine bestimmte hox-Gene (und damit die Aufrechterhaltung segmentaler
Expressionsmuster) von der Embryonalphase bis zu adulten Organismen reprimieren, muss
die Information in einer epigenetisch memorierten Form iiber Zellteilungen hinweg
konserviert werden. Die PRC1-Bindung vermittelnde H3 K27 Methylierung kénnte nach der
Replikation (dhnlich der DNA-Methylierung) durch eine von Tagami et al. vorgeschlagene,
semikonservative Nukleosomenassemblierung aufrechterhalten werden (Tagami et al., 2004).
Diese Hypothese propagiert die Aufteilung eines ,.elterlichen® H3-H4-Tetramers in zwei H3-
H4-Dimere, die sich noch vor der Zellteilung symmetrisch an beide DNA-Féden anlagern.
Somit wiirde auf jedem Strang eine ,,Schablone® mit dem Muster des epigenetischen
Geddchtnisses der Vorlduferzelle fiir die neu synthetisierten, nicht-modifizierten H3-H4-
Dimere in beiden Tochterzellen vorliegen (Lund and van Lohuizen, 2004). Mdglicherweise

spielen bei der Aufrechterhaltung des PcG-silencings aber auch direktere Interaktionen
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zwischen Histonmethylierung und DNA-Methylierung eine Rolle, wie sie beispielhaft in 2.5
dargestellt wurden.

Noch nicht sehr lange ist bekannt, dass die PcG-Proteine ferner fiir die Inaktivierung eines X-
Chromosoms in somatischen Séugetierzellen bendtigt werden (s. 2.1.1.2): Interessanterweise
sind an der Induktion des fakultativen Heterochromatins im inaktivierten X-Chromosom
weder die HMTase Su(var)3-9 noch das HP1-Protein beteiligt (Peters et al., 2001; Peters et
al., 2002). Im schrittweisen Prozess der X-Chromosom-Inaktivierung bindet der E(z)-Esc-
Komplex (kurz nach der Ausbreitung der sog. Xist-RNA) transient an das zu inaktivierende
X-Chromosom und hinterldsst dabei eine globale H3 K27 Trimethylierung (Plath et al., 2003;
Silva et al, 2003). Wahrscheinlich beruht die epigenetische Memorierung und die
Inaktivation dieses X-Chromosoms folglich auf denselben Prozessen, wie das oben
geschilderte PcG-vermittelte silencing im librigen Genom (Heard, 2004).

Weiterhin wurde E(z) mit der frithen B-Zell-Entwicklung und der korrekten Produktion von
Immunglobulinen in Méusen in Verbindung gebracht (Su et al., 2003). Weitere wichtige
Erkenntnisse tiber die Beteiligung von E(z) an der Zelldifferenzierung und Zelltransformation
werden iibergreifend in 2.8 behandelt. Verwiesen sei zusidtzlich auf einen guten
Ubersichtsartikel zum E(z)-Esc-Komplex (Cao and Zhang, 2004a).

2.7. PRset7 und die Histon H4 K20-Methylierung

Die posttranslationale Methylierung von Lysin 20 in H4 war schon ldnger bekannt und es ist
wahrscheinlich, dass sich die Lysinmethylierung im Histon H4 auf das Lysin 20 beschrankt
(van Holde, 1989; Strahl et al., 1999). Zeitgleich haben zwei unabhédngige Arbeitsgruppen ein
bislang unbekanntes, nukledres SET-Doménen-Protein identifiziert. Das Polypeptid bendtigt
fiir die spezifische Methylierung von Nukleosomen an H4 K20 keine Komplexpartner. Diese
HMTase (Molekulargewicht ca. 40kDa) wurde von Nishioka et al. aus humanen HelLa-
Zellkernen aufgereinigt und PRSet7 genannt (Nishioka et al., 2002b). Ein in der
Aminosduresequenz sehr dhnliches Protein erhielt von Fang et al. den Namen Set8 (Fang et
al., 2002). Das ebenfalls aus HeLa-Zellkernen isolierte Set8 ist N-terminal ca. 30
Aminosduren ldnger als PRSet7 (Molekulargewicht ca. 45kDa). Bisher ist liber die HMTase
PRSet7 bzw. Set8 und deren Modifikation an H4 K20 verhéltnisméBig wenig bekannt. Im
Folgenden wird der Name PRset7 fiir diese HMTase beniitzt werden, es sei denn, es wird
explizit auf das von Fang et al. aufgereinigte und benannte Protein Set8 Bezug genommen.

Die SET-Domaine liegt in PRset7 verglichen mit anderen SET-Proteinen sehr weit C-terminal.
Die von (Rea et al., 2000) mit Experimenten zu Su(var)3-9 aufgestellte Vermutung, alle

HMTasen mit einer SET-Doméne bendtigten fiir ihre katalytische Aktivitdt eine Cystein-
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reiche prd- und post-SET-Doméne, findet in PRset7 keine Entsprechung (s. 2.3.1 und
Abbildung 15).
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Abbildung 15: Vergleich von SET-Doménen: PRset7 ohne Cystein-reiche pra- bzw. post-SET-Doméne.
Der Sequenzvergleich der Aminosduren verschiedener SET-Doménen-HKMTasen zeigt, dass PRset7 keine
Cystein-reiche (orange) Pri- oder Post-SET-doméne enthilt. Diese Bereiche wurden vormals als Voraussetzung
fir die enzymatische Aktivitit aller SET-Doménen-HKMTasen erachtet. Aus der Abbildung geht auBerdem
hervor, dass die SET-Doméne von PRset7 weit C-terminal liegt.

(Aus Nishioka et al., 2002b; online suppl. data: http://www.molecule.org/cgi/ content/full/9/6/1201/DC1)

Unabhéngig vom Cystein-Gehalt der an die SET-Doméne angrenzenden Aminosduren konnte
jedoch von Fang et al. gezeigt werden, dass die wenigen C-terminalen Aminosduren im
humanen PRset7 fiir die enzymatische Aktivitit von groBer Bedeutung sind. Eine N-terminale
Verkiirzung des Proteins fiihrt hingegen nur zu einem méBigen Verlust der nukleosomalen
Spezifitit des Enzyms und sogar zu einer Steigerung der Methylierung von Nukleosomen an
H4 K20 (Fang et al., 2002).

In Drosophila existiert ein dem humanen PRset7 homologes Protein (ca. 75kDa), das sich bei
Deletion beider Allele lethal auf die Embryonen auswirkt (Nishioka et al., 2002b; Fang et al.,
2002). Offensichtlich ist PRset7 fiir die Entwicklung und Lebensfahigkeit von Drosophila
essentiell. Allerdings herrscht beziiglich der funktionalen (oder einer mdglichen
epigenetischen) Bedeutung der H4 K20 Methylierung durch PRset7 noch Unklarheit. Die
Gruppe um D. Reinberg vertritt die Ansicht, dass die H4 K20 Methylierung reprimierte
Chromatinregionen und dichte Chromatinstrukturen markiert, die mit der Acetylierung von
H4 K16 im Sinne des Histon-Codes (s. 2.4) konkurriert (Nishioka et al., 2002b; Sims, III et
al., 2003). In Versuchen zur Zellzyklusabhingigkeit dieser Modifikation finden Rice et al. die
H4 K20 Methylierung verstarkt an mitotischen Chromosomen (Rice et al., 2002). Fang et al.
finden im Widerspruch zu den Ergebnissen von Rice et al. eine zellzyklusabhingige

Steigerung der H4 K20 Methylierung in der S-Phase von HelLa-Zellen und beobachten
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weiterhin keine Konkurrenz zwischen der H4 K16 Acetylierung und der H4 K20
Methylierung an Polytdnchromosomen. Die H4 K20 Methylierung wird sowohl von Fang et
al. als auch von Nishioka et al. als eine posttranslationale Modifikation héherer Eukaryonten
interpretiert, da in S. cerevisiae weder die H4 K20 Methylierung, noch ein PRset7-Homolog
identifizierbar ist (Nishioka et al., 2002b; Fang et al., 2002).

Die iiberwiegenden Untersuchungen dieser Arbeit wurden zur HMTase PRset7 aus
Drosophila melanogaster durchgefiihrt. Weitere Aspekte zu diesem Enzym und zur H4 K20
Methylierung werden im Anschluss an den Ergebnisteil diskutiert (s. 4).

2.8. Zellidentitat, Neoplasie und Histonmethylierung

Im Laufe der vorangegangen Kapitel wurde geschildert, wie die transkriptionelle Aktivitit
bzw. die Repression von Genen durch Verinderungen im Chromatin festgelegt,
aufrechterhalten und weitergegeben werden kann. Verschiedene chromatinmodifizierende
Mechanismen vermitteln diese Information - posttranslationale Histonmodifikationen,
Histonvarianten, Nukleosomen-Remodeling, Nukleosomen-Assemblierung, DNA-
Methylierung. Die Verdnderungen im Chromatin gehen jedoch nicht mit Veranderungen in
der DNA-Sequenz einher und sind somit epi-genetischer Natur (s. 2.5). Ausfille oder
fehlerhafte Funktionen epigenetischer Mechanismen konnen folglich in  einer
unangemessenen (moglicherweise fatalen) Aktivation urspriinglich inaktivierter Gene bzw. in
einer Inaktivation urspriinglich aktiver Gene resultieren. Daraus erklirt sich die hohe
Relevanz dieser Mechanismen fiir den richtigen ZelldifferenzierungsprozeB3, die Zellidentitét
und die Zellfunktion und somit letztendlich fiir den gesamten Organismus. Das Genom einer
eukaryonten Zelle kann nicht ohne den zusétzlichen Informationsgehalt des
,,Chromatinkontextes*“ funktionell verstanden werden, da das Chromatin ein sich
aufrechterhaltendes ,,molekulares Zellgeddchtnis*“ (Turner, 2002) fiir die Utilisation des
Genoms beherbergt.

Im  Modellorganismus  Drosophila  melanogaster ~ werden lebenslang  zelluldre
Expressionsmuster mithilfe von PcG- und TrxG-Proteinen sowie den spezifischen
Histonmethylierungsmustern aufrechterhalten (s. 2.6). Vereinfacht ausgedriickt ist die
Identitdt und Funktion einer differenzierten Zelle durch die Auswahl an Genen determiniert,
die in ihr exprimiert werden (Cao and Zhang, 2004b). Kontrolliert durch genregulierende
Faktoren entwickeln somatische Zellen innerhalb eines Organismus somit ihre Identitét, die
sich in einer spezifischen, zelluldren Differenzierung, Migration, Proliferation und Funktion
ausdriickt (Caldas and Aparicio, 1999). Es verwundert daher nicht, dass die mit zelluldrer

Entdifferenzierung, Proliferationssteigerung und Metastasierung einhergehende, neoplastische
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Transformation zu Tumorzellen mit der Deregulation von Expressionsmustern einhergeht, die
thren Ursprung im Funktionsverlust von PcG-, TrxG-Proteinen und in fehlerhaften,
spezifischen Histonmethylierungen haben kann.

Unter den epigenetischen Mechanismen spielt die Histonmethylierung fiir die
Aufrechterhaltung und Memorierung funktionaler Zustéinde einer Zelle eine besondere Rolle.
Einerseits liegt dies an den besonderen FEigenschaften dieser posttranslationalen
Histonmodifikation (s. 2.3; Stabilitit, Mono-, Di- und Tri-Methylierung), andererseits kann
die Histonmethylierung sowohl fiir aktives (z.B. H3 K4) als auch fiir inaktives Chromatin
(z.B. H3 K27) kennzeichnend sein (Lachner et al., 2003), s. 2.3.2. Es ist noch nicht geklart,
wie der Mechanismus der Aufrechterhaltung dieser Modifikationen detailliert funktioniert,
doch wird die Involvierung von Histonassemblierungsprozessen diskutiert (Vermaak et al.,
2003), s. 2.2.

Verluste epigenetischer Information durch die Auflésung oder Verdnderung von
Histonmethylierungen resultieren zum Teil in einem Verlust der Zellidentitit und spezifischer
Differenzierungsmerkmale. Die folgenden Beispiele illustrieren die Tragweite der
epigenetischen Mechanismen, insbesondere der Histonmethylierung.

Die Invasivitit und damit die Neigung zur Metastasierung von Tumoren der Prostata und der
Brustdriise konnte in mehreren Untersuchungen mit der Uberexpression von Su(z)12 und E(z)
beobachtet werden (Varambally et al., 2002; Bracken et al., 2003; Kleer et al., 2003; Kirmizis
et al., 2003). Da beide Proteine dem E(z)-Esc-Komplex angehoren und fiir die Methylierung
von H3 K27 essentiell sind (Cao and Zhang, 2004a), liegt eine erhohte HMTase-Aktivitit in
diesen Tumorzellen nahe. Die Uberexpression von E(z) in Prostatakarzinomzellen ist nicht
nur mit einer schlechteren Prognose behaftet, sondern erhoht auflerdem die
Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs nach einer Therapie (Varambally et al., 2002; Rhodes et
al., 2003). Eine klinische Anwendbarkeit dieser Erkenntnisse wére sinnvoll, da bisweilen
niedrig-normale Werte des onkologischen Standardparameters PSA (Prostata-spezifisches
Antigen, prostataspezifische Serin-Protease) bei Patienten mit bioptisch gesicherten
Adenokarzinomen der Prostata vorkommen (Thompson et al.,, 2004). Wiirden die
Probebiopsien hinsichtlich der quantitativen Expression von E(z) analysiert, konnten
Hochrisikopatienten mit diagnostiziertem Prostata-Karzinom mit der gegenwértig
hochstmoglichen Sensitivitit identifiziert werden (Rhodes et al., 2003). Die relativ sichere
Einteilung der Prostatakarzinome in verschiedene Klassen gemill der Aggressivitit des
Tumors, wére fiir die Therapie (z.B. fiir die Radikalitdt einer chirurgischen Resektion) und fiir
die Prognose der betroffenen Patienten von groBer Bedeutung. E(z) konnte nicht nur als
molekularer Marker dienen, sondern moglicherweise auch zur Entwicklung spezifischer
Therapeutika auf der Ebene der Transkription fiihren (s.a. Sellers and Loda, 2002). In diesem

Zusammenhang erscheint interessant, dass eine Uberexpression von E(z) mit einer
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gesteigerten zelluldren Proliferationsrate verkniipft zu sein scheint; diese stellt ein weiteres
Tumorzell-Charakteristikum dar (z.B. proliferierende Mantelzelllymphomzellen, s. Visser et
al., 2001). Moglicherweise konnte eines Tages ein spezifischer Inhibitor fiir den E(z)-Esc-
Komplex die Therapie des Prostatakarzinoms revolutionieren.

Das TrxG-Gen MLL (mixed lineage leukemia; ein SET-Doménen-Protein) ist eine weitere,
mit neoplastischer Transformation assoziierte HMTase. Das Ashl1-Homolog methyliert Histon
H3 an K4 (Milne et al., 2002; Nakamura et al., 2002) und ist hdufig Ziel chromosomaler
Translokationen in akuten lymphatischen Leukidmien bei Erwachsenen und Kindern (Gu et
al., 1992; Tkachuk et al., 1992; Ayton and Cleary, 2001). In den leukdmischen Zellen werden
Fusionsproteine des MLL1-Gens mit anderen Genen gefunden, welche alle die C-terminal
gelegene SET-Domine von MLL nicht mehr enthalten. Daher ist es wahrscheinlich, dass der
Funktionsverlust der HMTase-Aktivitit des TrxG-Proteins MLL (bzw. Ashl) an der
Tumorgenese zumindest mitverantwortlich ist (Huang, 2002; Beisel et al., 2002). Sollte der
Verlust der Histonmethylierung Auswirkungen auf die Regulation der Zelldifferenzierung und
der Zellproliferation haben, wiirde dies eine tumorsupprimierende Rolle von MLL1 bzw.
Ashl1 nahelegen. Es gibt dariiberhinaus noch weitere SET-Proteine, die mit der Karzinogenese
in Verbindung gebracht werden. Der Ubersichtsartikel von Schneider et al. gewihrt hierzu
einen Einblick (Schneider et al., 2002).

Fiir die katalytische Aktivitdt von E(z), MLL1 (bzw. Ashl) und allen anderen HMTasen spielt
auch das SAM-SAH-Verhiltnis eine Rolle (SAM: S-Adenosyl-Methionin; SAH: S-Adenosyl-
Homocystein). Erhohte Konzentrationen des SAM-Abbauprodukts SAH wurden in &lteren
Individuen gefunden und sowohl mit Ateriosklerose, Demenz sowie mit Neoplasien assoziiert
(Brattstrom et al., 1994; Tsai et al., 1994; Seshadri et al., 2002). Ein erniedrigtes SAM-SAH-
Verhiltnis konnte durch den vermindert vorhandenen Methylgruppendonor SAM zu einer
indirekten Inhibition von (Histon-)Methyltransferasen fiihren und somit weitreichende Folgen
haben. Die Verfligbarkeit von Methylgruppen durch die Zufuhr von Methionin, Cholin,
Vitamin B6 und B12 ist demnach fiir die Funktion aller Methyltransferasen essentiell,
weshalb diese Stoffe u.a. als protektiver Schutz vor neoplastischen Erkrankungen angesehen
werden (Giovannucci et al., 1995; Wu et al., 1999). Dies ist nicht nur fiir die medizinische
Praventionsarbeit von Bedeutung, sondern erdffnet auch Moglichkeiten fiir supportive
Therapieansdtze in der onkologischen Therapie mittels eines glinstigen SAM-SAH-
Verhiltnisses (Huang, 2002).

In der Karzinogenese scheint die Histonmethylierung ebenfalls an der Tumorsuppressor-
Kaskade des Retinoblastoma-Proteins (Rb) beteiligt zu sein. Mutationen innerhalb dieser
Kaskade fiihren zu einer Deregulation der Zellzykluskontrolle und sind in iiber 90% aller
soliden, humanen Tumore nachweisbar. Fiir Rb wurde gezeigt, dass es sowohl Su(var)3-9 und
HP1, sowie das PC-Homolog HPC2 binden kann (Nielsen et al., 2001; Dahiya et al., 2001).
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Es liegt deshalb nahe, dass sich Rb fiir die reprimierenden Eigenschaften neben der
Deacetylierung auch der Methylierung von Histonen bedient.

Die Histonmethylierung durch PcG-Proteine erbrachte in der Stammzellforschung neue
Einsichten. PcG-Proteine sind wohl nicht nur an der Aufrechterhaltung von
Zelldifferenzierungsmerkmalen in somatischen Zellen beteiligt, sondern auch in der Lage,
Stammzellen ihre spezifischen ,,Stammzell-Eigenschaften zu verleihen: Valk-Lingbeek et al.
schreiben der HMTase-Aktivitdt des E(z)-Esc-Komplexes die Selbsterneuerungsfahigkeit
embryonaler Stammzellen zu (Valk-Lingbeek et al., 2004).

Die epigenetischen Mechanismen zur Aufrechterhaltung der Zellidentitdt sind zwar recht
stabil, jedoch sie sind nicht irreversibel. Das haben die Experimente von Ian Wilmut
eindrucksvoll bestitigt, die zur Klonierung des Schafes Dolly fiihrten (Wilmut et al., 1997).
Der Zellkern einer adulten Zelle (folglich einer bereits hoch differenzierten Zelle mit
spezifischen Eigenschaften) wurde hierbei in eine entkernte Oozyte transferiert, woraus ein
gedeihender Embryo entstand. Offensichtlich stellen der Transfer des Zellkerns oder
unbekannte Signale innerhalb der Oozyte eine Art ,,Reset-Knopf™ fiir das Chromatin aus einer
bereits differenzierten Zelle dar. Andererseits darf dies nicht dariiber hinweg tduschen, dass
die Erfolgsraten der Klonversuche mit Sdugetieren als sehr gering einzustufen sind und dass
diese Tiere friihzeitig diverse Pathologien entwickeln. Diese konnten auf einer nicht
vollstindigen Reversibilitdt epigenetischer Informationen aus dem somatischen
Spenderzellnukleus beruhen.

Ein besseres Verstindnis der molekularen Mechanismen epigenetischer Eigenschaften (z.B.
die Reversibilitdt), sowie ein fundierteres Verstindnis der Etablierung und Aufrechterhaltung
der Zellidentitdt werden deshalb fiir eine effektive therapeutische Anwendung adulter (und
unter Vorbehalt auch embryonaler) Stammzellen unerldsslich sein. Fiir die Aufkldrung
grundlegender Regulationsprinzipien in eukaryonten Organismen wird der Modellorganismus

Drosophila melanogaster auch weiterhin eine zentrale Rolle spielen.
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2.9. Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit sollten die Histonmethyltransferasen E(z) bzw. PRset7 im Kontext
des Kenntnisstandes von 2001 bzw. 2002 analysiert werden.

E(z) sollte rekombinant exprimiert werden und das Vorhandensein einer moglichen HMTase-
Aktivitdt nachgewiesen werden. Mdgliche Bindungspartner eines E(z)-Komplexes sollten
identifiziert und hinsichtlich ihres Einflusses auf die enzymatische Aktivitit von E(z)
untersucht werden. E(z) sollte im mutmaBlichen aktiven Zentrum (innerhalb der SET-
Domine) mutiert werden. Mit diesem Protein (E(z)mut) sollten nach rekombinanter
Expression vergleichende Untersuchungen durchgefiihrt werden. Desweiteren sollte mit der
Etablierung einer stabilen Zelllinie begonnen werden, um einen E(z)-Komplex in einem
eukaryonten Expressionssystem (Drosophila-Zellen) herzustellen.

PRset7 sollte ebenfalls nach rekombinanter Expression auf enzymatische Aktivitit an
verschiedenen Substraten getestet werden. Als die experimentellen Untersuchungen
durchgefiihrt wurden, war PRset7 (bzw. Set8) neben Ashl die einzige bekannte
Histonmethyltransferase, die H4 an K20 methylierte. Die bereits publizierte, nukleosomale
Spezifitiat von PRset7 sollte bestétigt und genauer charakterisiert werden. Ferner sollte durch
die Herstellung geeigneter Substrate und mit spezifischen Antikorpern iiberpriift werden, ob
sich die H4 K20-Methylierung und Acetylierungen an H4 im Sinne eines Histon-Codes (s.
2.4) gegenseitig ausschlieBen.
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3. ERGEBNISSE
3.1. Untersuchungen zur Histonmethyltransferase E(z)
3.1.1. Klonierung und rekombinante Expression von E(z) als

Inteinfusionsprotein

Die cDNA von E(z) wurde mit Hilfe der Polymerase Ketten Reaktion (PCR; s. 5.2.1.1) mit
geeigneten Restriktionsschnittstellen (Ndel — Xhol) versehen und als Zwischenschritt in den
pT7blue-Vektor kloniert. Dies war wegen der niedrigen Effizienz der Restriktionsenzyme
Ndel und Xhol beim Verdau von endstindigen Erkennungsstellen ratsam. Der Vektor
pT7blue verfiigt liber eine Klonierungsstelle, die fiir die direkte Klonierung von PCR-
Fragmenten geeignet ist. Die ¢cDNA von E(z) konnte anschlieBend wieder mit den
Restriktionsendonukleasen Ndel und Xhol herausgeschnitten und in einen entsprechenden
Expressionsvektor kloniert werden.

Bei der Frage nach einem geeigneten Expressionssystem wurde der Expressionsvektor pMyb2
gewihlt (s. 5.1.2). Die Klonierung einer cDNA in diesen Vektor erlaubte die Expression der
cDNA als Fusionsprotein, bestehend aus einer Chitinbindungsdomine und einer sog.
Inteinprotease (s.u.). Nach der elektrischen Transformation (s. 5.2.1.8) des Konstrukts in
BL21(DE3) E.coli wurde das Inteinfusionsprotein exprimiert 5.2.11. Das Fusionsprotein
konnte durch die Chitinbindungsdomine spezifisch an eine Matrix, die sog. Chitinbeads
binden, und anschlieBend auf einer Sdule gewaschen werden. Die intrinsische
Proteaseaktivitdt von Intein innerhalb des gebundenen Fusionsproteins wurde dabei durch die
Zugabe von DTT aktiviert. Das E(z)-Protein wurde C-terminal abgespalten und konnte somit
eluiert werden.

Nach einer gelelektrophoretischen Proteinauftrennung gelang mit Anti-E(z) (s. 5.1.7) der
Expressionsnachweis von E(z) mit der Western Blot-Methode (s. Abbildung 16; s. 5.2.5).
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Abbildung 16: Expressionsnachweis von E(z) im Western Blot mit anti-E(z). Der Pfeil markiert E(z), ca.
90kDa. Die Sterne (*) markieren wahrscheinlich expressionsbedingte Degradationsprodukte von E(z)-protein.
Trax:  Positivkontrolle mit Trax (s. 5.2.7; embryonaler Drosophila-Kernextrakt)

St: Unspezifische Antikdrperbindung an MW-Standard (+)

E(z):  Eluiertes E(z)-protein, ca. 90kDa

3.1.2. Bakteriell exprimiertes E(z) zeigt keine
Histonmethyltransferaseaktivitat

Es sollte untersucht werden, ob das bakteriell exprimierte SET-Doménen-Protein E(z)
Histonmethyltransferaseaktivitit (HMTase-Aktivitit) besitzt. Dazu wurde eluiertes E(z)
zusammen mit radioaktiv markiertem S-Adenosyl-Methionin (SAM*) und verschiedenen
Substraten inkubiert (s. 5.2.16). Ungeachtet welche Substrate wir verwendeten
(Nukleosomen, Oktamere, Histonmonomere) konnte mit bakteriell exprimiertem E(z)
reproduzierbar keine HMTase-Aktivitit erzielt werden (Rea et al., 2000; Czermin et al.,
2002).

Um den Effekt moglicher E(z)-assoziierter Faktoren auf die HMTase-Aktivitit zu
untersuchen, entschieden wir uns, das E(z)-Protein an den Chitinbeads gebunden zu lassen.
Vor der Abspaltung durch die DTT-aktivierte Inteinprotease sollten die E(z)-gebundenen
Chitinbeads mit embryonalem Kernextrakt aus Drosophila melanogaster (,,Trax®; 5.2.7)
inkubiert werden, um moglichen nukledren Co-Faktoren eines funktionalen E(z)-Komplexes
eine Bindung an E(z) zu ermdglichen (sog. ,,pull-down‘“-Experiment, s. 3.1.5). Der Inkubation
der Chitinbeads mit Trax folgten je zwei Waschschritte (Puffer mit 100 mM und 500 mM
Salzkonzentration), um unspezifische Bindungspartner zu eliminieren. AnschlieBend wurde
E(z) mit den gebundenen Proteinen aus Trax eluiert und einem HMTase-Versuch unterzogen
(s. 5.2.16). Die Aktivitditsmessung der eluierten Komplexe an Nukleosomen ergab, dass E(z)
im Zusammenspiel mit den assoziierten Proteinen eine HMTase-aktivitdt entwickeln kann,

jedoch war die HMTase-Aktivitdt variabel. Um herauszufinden, ob die detektierte Aktivitat
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auf E(z) zuriickzufiihren ist, sollte eine Mutation von kritischen Aminosiuren der SET-

Doméne innerhalb des aktiven Zentrums von E(z) vorgenommen werden.

3.1.3. Konstruktion der Mutante E(z)mut durch eine Punktmutation

Um zu iberpriifen, ob die HMTase-Aktivitit des Komplexes von E(z) abhidngt oder
moglicherweise von einer anderen mit E(z) assoziierten HMTase ausging, sollte eine Mutante
von E(z) hergestellt werden, die in der katalytisch aktiven Domine defekt ist (,,E(z)mut®).
Nach dessen Expression als Inteinfusionsprotein sollte festgestellt werden, ob die Mutante
ebenfalls in der Lage ist, einen katalytisch aktiven Komplex mit den in Trax enthaltenen
Kofaktoren zu bilden. Danach sollten parallele HMTase-Aktivitidtsversuche mit dem E(z)-
Komplex und dem E(z)mut-Komplex durchgefiihrt werden.

Die SET-Doméne verleiht vielen HKMTasen ihre spezifische enzymatische Aktivitit. Die
Struktur und das aktive Zentrum mehrerer SET-Doménen wurde in den letzten Jahren weiter
aufgeklart (Marmorstein, 2003; Xiao et al., 2003), s. 2.3.1. Fiir die HMTase Su(var)3-9 wurde
gezeigt, dass durch eine gezielte Mutation in der hoch konservierten SET-Domine die
enzymatische Aktivitidt des Proteins zerstort wird (Rea et al., 2000). Da E(z) ebenfalls die
SET-Doméne enthélt, erschien es wahrscheinlich, dass die Aminoséuresequenz N-H-S (722-
724) das oder zumindest ein wichtiges aktives Zentrum der HMTase E(z) sein konnte, da sie
in fast allen SET-Doménen-Proteinen konserviert ist.

Deshalb wurde die fiir E(z) codierende DNA so verdndert, dass bei der rekombinanten
Expression ein mutiertes E(z)-Protein entstand, welches an selbiger Stelle (Aminosduren 722-
724) die Sequenz A-G-S besitzt (s. 5.2.12). Eine entsprechende Mutation in der HMTase
Su(var)3-9 fiihrt zu einem katalytisch inaktivem Protein (Rea et al., 2000).

Die urspriinglichen Aminosduren Asparagin — Histidin mit Alanin — Glycin zu ersetzen
eignete sich deshalb, weil sie keine basische, saure oder verzweigte Seitenkette aufweisen und
weil sie die beiden kleinsten Aminosduren darstellen. Die genannten Eigenschaften machen
eine Inaktivierung enzymatisch aktiver Bereiche im Molekiil wahrscheinlich, ohne die Linge
des Proteins durch eine Deletion zu verédndern. Es lésst sich jedoch a priori nicht ausschliefen,
dass die Mutation zu einer Fehlfaltung des Proteins fiihrt.

Die durch die Mutation entstandene Codon-Abfolge in der E(z)mut cDNA stellt eine
Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Sacll dar. Nach der Klonierung von E(z)mut in den
Expressionsvektor pMyb2 ermoglichte dies eine einfache Kontrolle, ob die Mutation
erfolgreich war und erleichterte im weiteren Verlauf die sichere Unterscheidung zwischen
E(z) und E(z)mut (s. Restriktionskontrolle, Abbildung 17).
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E(z)
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Abbildung 17: Paralleler Restriktionsverdau von E(z) und von E(z)mut in pMyb2. Eine zusétzliche
Restriktionsschnittstelle unterscheidet das klonierte E(z) von E(z)mut (vgl. Spur 4).

St DNA-Standard (Roche MW XVII)

1 Nicht-linearisiertes E(z) bzw. E(z)mut Plasmid (pMyb2 und cDNA)

2 Ndel-Xhol-Verdau: Kleineres Fragment entspricht E(z) bzw. E(z)mut

3 Sacll-Xhol-Verdau: Eine SaclI-Schnittstelle ist auch im Vektor pMyb2 vorhanden

4  Sacll-Ndel-Verdau: Zusitzliche SaclI-Schnittstelle (*) in E(z)mut

3.1.4. Expression von E(z)mut

Die Expression von E(z)mut erfolgte identisch zu E(z) (s. 3.1.1). Fiir die folgenden
Untersuchungen wurde die Inteinprotease nicht induziert und die Proteine E(z) und E(z)mut
wurden an den Chitinbeads belassen. Auf diese Weise konnten vergleichende Versuche zu
gebundenen Proteinen nach Trax-Inkubation und zur HMTase-Aktivitit von E(z) und E(z)mut
durchgefiihrt werden.

Zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrungen war nur bekannt, dass E(z) in Drosophila mit
anderen Proteinen (Esc, p55, Rpd3) in mindestens einem Komplex vorliegt (Tie et al., 2001).
Unsere Arbeitsgruppe konnte im weiteren Verlauf eine weitere Komponente (Su(z)12)
identifizieren und die HMTase-Aktivitit des 600kDa-E(z)-Esc-Komplexes bestitigen, die von
einer (nicht-mutierten) SET-Doméne abhéngt (Czermin et al., 2002), s. 2.6.1.
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3.1.5. Vergleich der mit E(z) und mit E(z)-mut assoziierten Komplexe nach
Trax-Inkubation

3.15.1. Nachweis von spezifisch gebundenem Rpd3 in E(z)-Proteinkomplex

Tie et al. haben beobachtet, dass u.a. die Histondeacetylase Rpd3 (s. 2.6.1) mit E(z) in einem
Proteinkomplex in Drosophila vorliegt (Tie et al., 2001). Es erschien interessant, ob die
Ausbildung eines Komplexes durch die gesetzte SET-Doménen-Mutation (E(z)mut)
verhindert wird, was ein Indiz fiir eine strukturelle Verdnderung des E(z)mut-Proteins wire.
SchlieBlich konnte dessen Faltung durch die mutierten Aminoséuren beeintrachtigt sein.

Fir den Versuch wurde identisch zu 3.1.2 vorgegangen (,,pull-down“-Experiment). Die
rekombinanten Fusionsproteine E(z) und. E(z)mut belieBen wir an den Chitinbeads und
inkubierten diese mit Trax. Es folgten dieselben Waschschritte (s. 3.1.2), um unspezifische
Bindungspartner moglichst zu eliminieren.

Die anschlieBende DTT-induzierte Elution der Fusionsproteine E(z) bzw. E(z)mut mit den
nun gebundenen Proteinen aus Trax wurden im Western Blot analysiert. Mit einem
spezifischen Antikorper gegen die HDAC Rpd3 konnten wir nachweisen, dass sowohl E(z)
als auch E(z)mut spezifisch Rpd3 aus dem Zellkernextakt (,,Trax*) binden. Das erhaltene
Ergebnis bestitigte die Beobachtungen von Tie et al. (Tie et al., 2001), s. Abbildung 18.

kDa
122 —

96—

50— -—

Intein E(z)mut E(z) E(z)mut E(z) Trax
+Tr +Tr +Tr -Tr -Tr

Abbildung 18: In vitro-Nachweis der Rpd3-Bindung an bakteriell exprimiertem E(z) und E(z)mut. Anti-
Rpd3-Western Blot nach Trax-Inkubation (+Tr). Der Pfeil markiert Rpd3. Die Negativkontrollen (-Tr) sind nicht
mit Trax inkubiert worden. Rpd3 ist in embryonalem Kernextrakt von Drosophila melanogaster enthalten
(,,Trax®, Positivkontrolle). ,Intein“ bedeutet eine Leerexpression des pMyb2-Vektors, woran abgelesen werden
kann, dass nur geringe Mengen Rpd3 unspezifisch an die Intein-gekoppelten Chitinbeads ohne E(z) bzw E(z)mut
bindet. Die Sterne (*) markieren Antikdrper-Bindungen von unspezifisch an Chitinbeads gebundenen Proteinen
oder Degradationsprodukten von Rpd3 in Trax.
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Nach Inkubation mit Trax ist eine deutliche Affinitdit von Rpd3 an E(z) sowie an E(z)mut
nachweisbar. Der Grad an unspezifischer Bindung von Proteinen aus Trax ist an der Negativ-
Probe mit Intein-beads zu erkennen (,,Intein“), welches das Produkt einer Leerexpression
(Intein und Chitinbindungsdoméne) des Expressionsvektors pMyb2 ohne eine klonierte
cDNA darstellt. An diesen Beads befindet sich folglich kein E(z)- oder E(z)mut-
Fusionsprotein. Offenbar scheint Rpd3 in geringem Malle auch eine unspezifische Bindung
mit den Intein-Chitinbeads einzugehen. Der leichte Intensitétsunterschied zwischen E(z)- und
E(z)mut-gebundenem Rpd3 resultiert wahrscheinlich daraus, dass die Proteinmengen von
E(z) und E(z)mut vor dem Versuch nicht normalisiert wurden. Deshalb ist nicht gédnzlich
auszuschlieBen, dass E(z)mut durch die Punktmutation fiir das Rpd3-Protein eine
moglicherweise etwas geringere Bindungsaffinitit aufweist als das nicht-mutierte E(z).

Eine Kreuzreaktion des Rpd3-Antikorpers bzgl. E(z) oder E(z)mut konnte durch an
Chitinbeads gebundenes E(z) respektive E(z)mut ohne vorrausgegangene Inkubation mit Trax
erfolgreich ausgeschlossen werden. Da viel Rpd3 in Trax enthalten ist, wird es mit einer

erwartungsgemal starken Intensitdt detektiert (Positivkontrolle).

3.1.5.2.  Positiver Histondeacetylase-Versuch bestatigt den Rpd3-Antikérpernachweis

Parallel zur Western Blot-Analyse wird die Histondeacetylase-Aktivitdit (HDAC-Versuch)
gemessen (s. 5.2.15). Identische Proben wurden dazu mit Histonen inkubiert, die mit
radioaktiven Acetylgruppen markiert waren (von Peter Loidl). An den E(z)- bzw. E(z)mut-
Chitinbeads wurde eine HDAC-Aktivitit detektiert, welche zuvor mit Trax inkubiert worden
waren und Ko-Faktoren gebunden hatten. Geméf der Rpd3-Detektion im Western Blot (s.o.)
fand sich eine HDAC-Aktivitdt, die den Intensititen der anti-Rpd3-Banden aus Abbildung 18
entsprach (s. Abbildung 19).

- 56 -



Ergebnisse

700 -

400

300

CPM - Aktivitat

200

o, N | e —

1Intein+Trax 2 E(z)mut+Trax 3 E(z)+Trax 4 E(z)mut 5 E(z)
(Neg.Kontr) (Neg.Kontr)

Abbildung 19: HDAC-Versuch mit E(z) und E(z)mut nach Inkubation mit Trax. Die an die Chitinbeads
gekoppelten Proteine Intein, E(z) und E(z)mut werden nach Trax-Inkubation (1-3) bzw. ohne Trax-Inkubation
(4+5) auf vorhandene HDAC-Aktivitdt untersucht. Die detektierte Aktivitdt in 1-3 korreliert mit den
Bandenintensititen des Western Blots in 3.1.5. Die Aktivitdt beruht offensichtlich auf der HDAC Rpd3.

Die Hintergrundaktivitit wird durch die unspezifische Bindung von Rpd3 bzw. Trax-
Proteinen an die Inteinbeads verkorpert. Die rekombinanten Proteine E(z) und E(z)mut
verfiigen ohne zusitzliche Faktoren aus embryonalem Kernextrakt iiber keine intrinsische
HDAC-Aktivitdt. Die Kongruenz beider Versuche (s. Abbildung 18 und Abbildung 19) und
die Charakterisierung des E(z)-Esc-Komplexes von Tie et al. legen nahe, dass es sich bei der
detektierten HDAC-Aktivitdt um die Histondeacetylase Rpd3 handelt (Tie et al., 2001).

3.1.6. Transfektion von E(z) in Drosophila-Sf4-Zellen

Langfristig sollte der E(z)-Komplex nicht in vitro (d.h. nach Inkubation mit Trax im
pulldown-Experiment), sondern in vivo in einem eukaryonten Expressionssystem hergestellt
werden. Deshalb sollte eine stabile Zelllinie mit Drosophila Sf4-Zellen etabliert werden. Um
eine affinititschromatographische Reinigung des in vivo entstandenen Komplexes mit anti-
FLAG-Antikorpern zu ermoglichen, sollte E(z) mit einer kurzen, charakteristischen
Aminosauresequenz, dem FLAG-Peptid, molekular markiert und exprimiert werden (,,FLAG-
getagtes* E(z)).

Trotz der mit stabilen Zelllinien einhergehenden Nachteile (langsames Wachstum,
Kontaminationen, quantitativ geringere Proteinexpression) wurde hierin die Maoglichkeit

gesehen, FLAG-getagtes E(z) in einem eukaryonten Expressionssystem zu exprimieren.
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Die Primer wurden mit den passenden Restriktionsschnittstellen (Kpnl — Notl) fiir den
pPacFLAG-Expressionsvektor versehen (s. 5.1.2) und anschlieBend die cDNA von E(z) mit
der PCR-Methode amplifiziert. Nach der vorriibergehenden Klonierung in den pT7blue-
Vektor wurde die cDNA in pPacFLAG eingefiigt.

Die Transfektion der Sf4-Drosophila-Zellen mit dem E(z)-pPac-FLAG-Konstrukt erfolgte
nach dem Effectene-Transfection-Reagent-Protokoll (s. 5.2.9). Wir lysierten transfezierte Sf4-
Zellen (s. 5.2.10) und unterzogen das Lysat einer Western Blot-Analyse mit Anti-FLAG-
Antikorpern. Es konnte nachgewiesen werden, dass die transfezierten Sf4-Zellen das FLAG-

getagte E(z)-protein exprimieren (s. Abbildung 20).

*

— B

Mok E(z2)[1 E(z) 2

Abbildung 20: FLAG-getagtes E(z) wird in transfezierten Drosophilazellen (Sf4) exprimiert. Das mit dem
FLAG-Peptid getagte E(z)-Protein ist in Sf4-Zellen in zwei parallelen Transfektionen [1 ] und [2] mit Anti-
FLAG-Antikorper spezifisch nachweisbar (Pfeil). Das schwache Signal in der Negativkontrolle (Mok) nicht-
transfezierter Sf4-Zellen ist durch Uberlauf der E(z)-Transfektion [1] bedingt. Der Stern (*) markiert eine
unspezifische Antikorperbindung oder ein Degradationsprodukt eines FLAG-E(z)-Proteins.

Abgesehen von dem Expressionsnachweis mit Anti-FLAG konnte mit den stabil
transfezierten Drosophila-Zelllinien bisher noch kein weiterfiihrendes Ergebnis erhalten
werden. Die in vivo-Entstehung und Reinigung eines E(z)-Komplexes in einem eukaryonten
Expressionssystem konnte nicht bewerkstelligt werden, mdglicherweise ist dies in Sf4-Zellen

nicht realisierbar (s.a. Czermin et al., 2002).

3.2. Untersuchungen zur Histonmethyltransferase PRset7

Die Histonmethyltransferase PRset7 aus Drosophila melanogaster methyliert Lysin 20 in
Histon H4. Die Charakterisierung dieses Enzyms wurde bis jetzt hauptsdchlich von den
Gruppen Zhang und Reinberg vorgenommen (Fang et al., 2002; Nishioka et al., 2002b), s.
2.7. Nach Abschluss der in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen wurde iiber die
Charakterisierung von zwei weiteren H4 K20-trimethylierenden HMTasen berichtet, die nicht

mit PRset7 verwandt sind (Schotta et al., 2004). Es ist noch immer unklar, in welchem
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funktionalen Kontext die von PRset7 ausgefiihrte Modifikation steht, bzw. worin die
molekulare Funktion der H4-K20 Methylierung durch PRset7 besteht (s. 4.2)
Ziel war es, das rekombinante Enzym PRset7 genauer zu charakterisieren. Alle Versuche

hierzu wurden in vitro durchgefiihrt.

3.2.1. Expression von PRset7 als Inteinfusionsprotein

Die ¢cDNA von PRset7 (,,CG3307*) wurde erworben und mit der PCR-Methode amplifiziert,
sodass wir die fiir PRset7-codierende DNA mit geeigneten Restriktionsschnittstellen (Xbal —
Ndel) in den Expressionsvektor pMyb2 klonieren konnten (s. 5.1.2). Die BL21(DE3)-E.coli
wurden mit dem Konstrukt transformiert und das Protein PRset7 wiederum als
Inteinfusionsprotein exprimiert (s. 5.2.11). Nach der Elution von den Chitinbeads mittels DTT
wurde die Proteinexpression des PRset7-Proteins auf einem 10%-SDS-Gel evaluiert (s.
Abbildung 21).

Das erwartete Molekulargewicht von PRset7 betrug 76,5 kDa. In dem Proteineluat finden sich
nach der proteolytischen Abspaltung des Enzyms auf dem SDS-Gel mehrere Banden, unter
anderem eine mittelstarke Bande der erwarteten Proteingrofe. Desweiteren war eine deutliche
Bande von 50kDa sichtbar. Im anschlieBend durchgefiihrten Western Blot bestétigte sich die
erfolgreiche Expression mit einem Antikdrper gegen Set8 (s. 5.1.7; ,,Anti-Set8* erkennt das
homologe PRset7; von Yi Zhang). Da auch im Western Blot mehrere Banden erkannt wurden,
handelte es sich bei diesen Proteinen wahrscheinlich um expressionsbedingte
Degradationsprodukte von PRset7, die trotz eingesetzten Proteaseinhibitoren entstanden (s.
Abbildung 21).
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Abbildung 21: Expression von PRset7 (A) mit Proteinnachweis im Western Blot (B). Nach der Elution
von den Chitinbeads ist PRset7 (ca. 76kDa, Pfeil) nebst anderen Banden auf einem SDS-Gel nachweisbar (*/+).
Die Sterne (*) zeigen die vermutlich N-terminalen Degradationsprodukte von PRset7 an. Proteine, die groBer als
PRset7 sind (+), stellen wahrscheinlich unvollstindig verdautes PRset7-Inteinfusionsprotein dar.

3.2.2. PRset7 methyliert fast ausschliel3lich rekombinante Nukleosomen

In den Veroffentlichungen von Fang et al. sowie von Nishioka et al. wird unverdndertes
PRset7 als eine HMTase beschrieben, welche im Vergleich zu Peptiden, Histonen und
Oktameren eine hohe Substratspezifitdt fiir Nukleosomen aufweist. Erst im nukleosomalen
Kontext wiirde PRset7 Lysin 20 an H4 effektiv methylieren (Fang et al., 2002; Nishioka et al.,
2002b).

Um diese Aussagen am Beginn unserer Untersuchungen zu PRset7 zu bestitigen, bendtigten
wir die erforderlichen  Substrate —  vordringlich  Nukleosomenarrays  (kurze
Nukleosomenketten; Chromatin-dhnliche Struktur). Fiir die folgenden Experimente mit
Nukleosomen wurde ausschlielich rekonstituiertes Chromatin verwendet, das entweder mit
rekombinant exprimierten (,,rekombinant) oder aus Drosophila-Embryonen gereinigten
Histonen (,,nativ®) mit derselben 5S-rDNA mit dem Verfahren der Salzdialyse hergestellt
wurde (s. 5.2.13).

Um die Konzentrationsverhiltnisse abzustimmen, wurden die Histonoktamere und die DNA

vor der Dialyse zueinander titriert. Die pro Titration entstandenen Nukleosomenarrays
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wurden nach der Salzdialyse mit einem Mikrokokkus-Nuklease-Verdau (,,MNase“-Verdau)

hinsichtlich der Effizienz der Assemblierung iiberpriift (s. 5.2.14; s. Abbildung 22).

——
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Abbildung 22: Assemblierung von Histonoktameren und DNA zu ,,rekombinanten Nukleosomen*.

A: Nukleosomenarrays auf 18% SDS-Gel (Coomassie-gefarbt). Auf dem Gel sind nur die rekombinanten
Histonproteine zu sehen. Das BSA stammt aus der Assemblierungsreaktion woran an den Banden im SDS-Gel
erkennbar ist, dass keine Oktamere, sondern rekonstituierte Nukleosomen aufgetragen wurden.

B: Mikrokokkus-Nuklease-Verdau von vier unterschiedlichen Titrationen (Histonoktamere/ DNA). Die
Effizienz der Nukleosomenassemblierung kann anhand des ,,MNase“-Verdaus beurteilt werden. Das Verhiltnis
der Histonproteinmenge zur DNA-Menge ist liber den Titrationen 1-4 angegeben (0,6 — 1,2). Da die
Nukleosomen jeweils fiir 10, 40 und 160 Sekunden von der MNase verdaut wurden (Zeit/ MNase), resultieren in
den 3 Spuren pro Titration unterschiedlich viele DNA-Banden. ,,Mono, di, tri, tetra® illustriert die Anzahl der in
kurzen Verbédnden aufgereihten Nukleosomen, denn die MNase kann nur die Verbindungs-DNA zwischen den
einzelnen Nukleosomen verdauen. Je langer sie mit den Nukleosomenarrays inkubiert wird, desto kiirzer sind in
der Folge die resultierenden DNA-Fragmente. In der 10-Sekunden-Spur ist jeweils iiberschiissige DNA
vorhanden, die nicht zu Nukleosomen assembliert werden konnte (,,subnukl.”). Diese nimmt mit steigender
Oktamermenge zu Titration 4 hin ab (bessere Assemblierungsrate), weshalb diese Titration als die beste von 1-4
angesehen werden kann. Als Molekulargewichtsstandard (MW) wurde eine sog. ,,123bp-Leiter verwendet.

Um den Aktivitdtstest (HMTase-Versuch, s. 5.2.16) zur Bestitigung der hohen Spezifitit von
PRset7 durchzufiihren, verwendeten wir moglichst gleiche Mengen folgender Substrate (nach
Abschitzung auf Coomassie-gefarbtem SDS-Gel): rekombinante Oktamere, rekombinantes
Histon H3 und H4, sowie rekombinante Nukleosomen(arrays).

Die Substrate wurden mit je 7ul PRset7-Expressionseluat (s. Abbildung 21) und 0,5ul
Tritium-marktiertem SAM* (entspricht 6,25pmol bzw. 0,5uCi) inkubiert. Der HMTase-
versuch (s. 5.2.16) wurde durch Szintillationszdhlung (Abbildung 23) sowie nach
Auftrennung auf einem SDS-Gel durch Autoradiographie (Abbildung 24) analysiert.

Es zeigte sich, dass die HMTase PRset7 stark nukleosomenspezifisch methyliert: Die
inkorporierte Radioaktivitdt in rekombinanten Nukleosomen betrdgt im Vergleich zu
Oktameren ein 75-faches. Auch wenn die Methylierung der nativen Drosophila-Nukleosomen

im Vergleich zu den rekombinanten Nukleosomen gering ist, so ist sie doch hoher als die der
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rekombinanten Oktamere und des rekombinanten Histon H4 (welche von PRset7 in dhnlich
geringem Mafe methyliert werden).

Wie schon Fang et al. und Nishioka et al. gezeigt hatten, ist PRset7 eine H4-spezifische
HMTase (Fang et al., 2002; Nishioka et al., 2002b). Sie konnten zeigen, dass bei Einsetzen
groBBerer Mengen PRset7 (bzw. Set8) sowohl Histon H4 als auch Oktamere methyliert
wurden. Wahrscheinlich ist deshalb eine sehr geringe Aktivitit in allen Substraten
detektierbar, die ein Histon H4 enthalten. Histon H3 wird von PRset7 hingegen nicht
methyliert (Hintergrundaktivitit). Auffdllig ist der zuvor nicht beschriebene, massive
Unterschied inkorporierter ~Methylgruppen zwischen rekominanten bzw. nativen
Nukleosomen (s. Abbildung 23).
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Abbildung 23: HMTase-Versuch mit PRset7 und verschiedenen Substraten. Die nukleosomale Spezifitit
von PRset7 ist sehr ausgepriagt und scheint auch stark zwischen aus nativen Oktameren und aus rekombinanten
Oktameren assemblierten Nukleosomen zu unterscheiden. In H3 wird nur Hintergrundaktivitit detektiert, da es
von PRset7 nicht methyliert wird. Die anderen Substrate werden jeweils nur schwach methyliert.

3.2.3. PRset7 methyliert spezifisch H4 in rekombinanten Nukleosomen

Da aus den Szintillationszédhlungen der verschiedenen Substrate nicht geschlussfolgert werden
kann, welches der Histone in Oktameren oder Nukleosomen methyliert wurde, analysierten
wir den HMTase-Versuch parallel in einer Autoradiographie. Dazu wurden exakt dieselben
Mengen des identisch durchgefiihrten HMTase-Versuchs auf ein 18%-iges SDS-Gel
aufgetragen. Nach Inkubation des Gels in Amplify-Losung (s. 5.1.1), Trocknung und
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Lagerung bei -80°C (24h) konnten dadurch die inkorporierten, Tritium-markierten
Methylgruppen in den Substraten auf einem Rontgenfilm nachgewiesen werden (s. 5.2.16).
Die nukleosomale Spezifitit lie3 sich dabei mit der Autoradiographie noch weiter eingrenzen,
denn es war nur die Methylierung rekombinanter Nukleosomen an H4 sichtbar. Somit
bestitigten sich die Ergebnisse von Fang et al. und Nishioka et al. beziiglich der Spezifitit fiir
nukleosomales H4 (Fang et al., 2002; Nishioka et al., 2002b), s. Abbildung 24.
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Abbildung 24: HMTase-Versuch zur Substratspezifitit von PRset7 durch Autoradiographie. Der
Versuch und die Substrate sind identisch zu 3.2.2 bzw. zu Abbildung 23. Eindeutig ist die hohe nukleosomale
Substratspezifitdt zu erkennen, die sich auf Histon H4 in einem nukleosomalen Kontext beschrankt. Aus nativen
Oktameren assemblierte Nukleosomen (,,native Nukleosomen*) werden von PRset7 hingegen nicht sichtbar bzw.
nur sehr schwach methyliert.

Auch nach ldngeren Expositionszeiten der Autoradiographie war nur eine dullerst geringe
Inkorporation von radioaktiv markierten Methylgruppen in den anderen H4-enthaltenden
Substraten detektierbar. Riickblickend auf die Ergebnisse der Szintillationszdhlung kann man
H3 als eine Negativkontrolle betrachten, da es von PRset7 nicht modifiziert wird. Im
Vergleich zu den rekombinanten Nukleosomen ist eine geringe Methylierung von Oktameren,
H4 und nativen Nukleosomen vorhanden, was in den Szintillationszdhlungen und bei langen
Aufliegezeiten (> 4d) des Rontgenfilms auf dem Autoradiograph beobachtet werden kann.

In Fang et al. 2002 konnten hohe (nicht niher spezifizierte) Mengen des humanen PRset7-
Homolog, Set8, auch andere Substrate als Nukleosomen modifizieren. Dies konnte nicht
widerlegt werden, jedoch war in den Versuchen zu erkennen, dass eine jeweils identische

Menge PRset7 rekombinante Nukleosomen deutlich praferiert.
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3.2.4. PRset7 methyliert keine aus (nativen) Drosophila-Oktameren
rekonstituierten Nukleosomen

Der interessanteste Befund in Versuchen zur Nukleosomenspezifitit von PRset7 war die
ausgeprigt stirkere Methylierung der rekombinanten Nukleosomen im Vergleich zu den
nativen Nukleosomen (s. 3.2.2 und 3.2.3).

Die Histone, welche zur Assemblierung der rekombinanten und der nativen Nukleosomen
dienten, unterschieden sich jedoch grundlegend. Die rekombinanten Histone entstanden in
vitro (Assemblierung bakteriell exprimierter Histone mit DNA zu ,rekombinanten
Nukleosomen*) und native Histone in vivo (Assemblierung gereinigter Histone aus
Drosophila-Embryonen mit DNA zu ,nativen Nukleosomen®). Es wire zum Beispiel
denkbar, dass die in vivo isolierten Histone verglichen mit den rekombinanten Histonen zu
einer besseren oder schlechteren Assemblierung der nativen Nukleosomen fiihrten. Eine
eliminierte oder verminderte Substratbindung oder Substratmodifikation durch PRset7 hitte
die Folge sein konnen. Zum einen stellte sich deshalb die Frage, ob die Struktur und die
Assemblierungsrate der nativen und der rekombinanten Nukleosomen vergleichbar waren.
Zum anderen war nicht bekannt, ob die aus Drosophila-Embryonen gereinigten Histone
moglicherweise bereits einer posttranslationalen Verdnderung in vivo unterlaufen waren,
welche die Methylierung durch PRset7 unmdglich machten. Diese Uberlegungen konnten die
unterschiedliche enzymatische Aktivitdt der substratspezifischen HMTase PRset7 an
rekombinanten und nativen Nukleosomen begriindet haben.

Um zu untersuchen, ob die Assemblierungsraten vergleichbar waren, unterwarfen wir die
rekombinanten und die nativen Nukleosomenarrays einem MNase-Verdau (s. 5.2.14). Das
Agarosegel zeigte eine identische Assemblierung der unterschiedlich zusammengesetzten
Nukleosomen (s. Abbildung 25). Damit war die Voraussetzung fiir einen moglichst objektiven
Vergleich zwischen den unterschiedlichen Nukleosomen gegeben. Es muss erwdhnt werden,
dass trotzdem nicht vollstindig ausgeschlossen werden konnte, dass sich weitere Strukturen in
den Assemblierungsreaktionen der rekonstituierten Nukleosomen befangen, da der MNase-
Versuch nur eine Mdoglichkeit fiir den Nachweis nukleosomaler Strukturen unter vielen

darstellt.
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Abbildung 25: Mikrokokkus-Nuklease-Verdau rekombinanter und nativer Nukleosomen. Der MNase-
Verdau wurde gemiBl 5.2.14 durchgefiihrt und eine 123bp-Leiter als MW-Standard verwendet. Die
Nukleosomen sind bzgl. der Assemblierungsrate identisch: Rekombinante und native Nukleosomen weisen
Tetra-Nukleosomenarrays in der 10-Sekunden-Spur auf. Man kann die unterschiedlichen nukleosomalen
Substrate diesbeziiglich fiir einen objektiven Vergleich im HMTase-Versuch heranziehen.

Diese neu synthetisierten Nukleosomen wurden anschliefend der Methylierung durch PRset7
unterzogen (HMTase-Versuch). Es wurden je 20ul Nukleosomen und je 0,5ul SAM* mit je
7ul PRset7-Elution (bzw. 50mM NaCl in den Negativkontrollen) pro HMTase-Reaktion
inkubiert. Die Proben wurden anschlieBend auf einem 18% SDS-Gel analysiert, mit
Coomassie gefarbt und mittels Autoradiographie analysiert. Auf diesem ist zu erkennen, dass

von PRset7 nur die aus rekombinanten Oktameren assemblierten Nukleosomen methyliert
werden (s. Abbildung 26).
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Abbildung 26: Methylierung rekombinanter und nativer Nukleosomen durch PRset7 (SDS-Gel und
Autoradiographie). PRset7 methyliert ausschlieBlich Nukleosomen an H4, die sich aus rekombinanten
Histonoktameren zusammensetzen. Die Negativkontrollen (Mock) enthielten kein PRset7. Die rekombinanten
Histone wurden mit Xenopus-cDNA hergestellt, weshalb sich Histon H2A und H2B gelelektrophoretisch als eine
Bande darstellen.

Es ist zwar nachteilig, dass bei diesem Versuch fiir die Assemblierung von rekombinanten
Nukleosomen die Histone mit Xenopus- und nicht mit Drosophila-cDNA hergestellt wurden,
doch sind die Histonproteine stark konserviert. Das Histon H4 aus Xenopus hat die identische
Aminosduresequenz wie das Histon H4 aus Drosophila. Bei nachfolgend durchgefiihrten
Versuchen wurden auch rekombinante Nukleosomen aus Drosophila-cDNA verwendet (s.
3.3.6). Das Methylierungsverhalten von PRset7 unterschied nicht zwischen den
rekombinanten Drosophila- und Xenopus-Nukleosomen.

Die aus embryonalen Drosophila-Histonen rekonstituierten, nativen Nukleosomen und die
rekombinanten Nukleosomen unterschieden sich nur durch die verwendeten Histonoktamere
und nicht durch eine unterschiedliche Assemblierung oder durch eine unterschiedliche, um
die Oktamere gewundene DNA.

Die rekombinant hergestellten Histone konnten nicht bereits posttranslational modifiziert
worden sein, da die hierfiir bendtigten Enzyme in Bakterien nicht vorkommen (Bonaldi et al.,
2004), s. 2.2.2. Die aus Drosophila-Embryonen gewonnenen nativen Oktamere hingegen
konnten bereits einer posttranslationalen Modifikation in vivo unterlegen haben, so dass
PRset7 die nativen Nukleosomen deshalb nicht mehr an H4 methylieren konnte (Aktivitit in

der Szintillationsmessung nur etwas stirker als der Hintergrund, s. Abbildung 23). Diese
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Annahme stellt vermutlich den entscheidenden Unterschied zwischen den beiden
nukleosomalen Substraten dar und wird dariiberhinaus von weiteren Ergebnissen aus unserer
Arbeitsgruppe unterstiitzt: Massenspektrometrisch konnte gezeigt werden, dass aus
Drosophila-Embryonen gewonnenes Histon H4 fast durchgehend an Lysin 20 dimethyliert ist
(Bonaldi et al., 2004). Desweiteren wére denkbar, dass die nativen Oktamere weitere
Modifikationen an anderer Stelle im H4-N-Terminus (oder an den {iibrigen Histonen)
aufwiesen, die im Sinne eines Histon-Codes die H4 K20 Methylierung durch PRset7
unmoglich machten (Rea et al., 2000; Strahl and Allis, 2000), s. 2.4. Dieser Fragestellung

wurde im weiteren Verlauf nachgegangen (s. 3.3).

3.2.5. PRset7 methyliert keine H4-N-Terminus-Peptide — auch nicht in
Anwesenheit von DNA

Die Ergebnisse von Fang et al. hatten gezeigt, dass Set8 (das humane Homolog von PRset7
aus HelLa-Zellen) in Anwesenheit von DNA Oktamere an H4 effizient methylieren konnte.
Die Autoren konnten jedoch nicht ausschlieBen, dass sich Nukleosomen im Reaktionsansatz
formiert hatten (Fang et al., 2002).

Die hohe Nukleosomenspezifitidt von PRset7 legt nahe, dass DNA fiir die Substraterkennung
bzw. fiir die enzymatische Aktivitdt von PRset7 notwendig ist, da Oktamere gar nicht, oder
nur sehr wenig methyliert werden (s. Abbildung 23 und Abbildung 24). Dieser Fragestellung
wurde mit N-terminalen H4-Peptiden (Aminoséuren 9-28; s. 5.1.4) versucht nachzugehen.
Hierfiir wurden unmodifizierte H4-Peptide (,,wt*) und Peptide, die an Lysin 20 bereits eine
Methylierung aufwiesen (,,K20m®) erworben. In einem HMTase-Versuch wurden beide
Peptide (je 1pg) in An- und Abwesenheit von DNA-Molekiilen (je 1pg) mit PRset7-Eluat (je
7ul bzw. je 7ul 50mM NaCl in den Negativkontrollen) und SAM* (je 1ul) in einem
konstanten Volumen inkubiert. Als DNA-Molekiil diente dasselbe Plasmid, welches auch fiir
die Assemblierung von Nukleosomen per Salzdialyse verwendet wurde (5S-rDNA). Als
Positivkontrolle wurden 10ul rekombinante Nukleosomen (entspricht ca. 0,75ug
rekombinantes Oktamer) unter gleichen Bedingungen eingesetzt. Die Vermutung, dass die wt-
H4-Peptide in Anwesenheit von DNA stirker durch PRset7 methyliert wiirden, konnte nicht
bestitigt werden. Die Substratspezifitit von PRset7 blieb in den Ergebnissen erhalten, da an
der Positivkontrolle (rekombinante Nukleosomen) im Gegensatz zu beiden H4-Peptiden eine
starke Methylierung detektierbar war. Hétte PRset7 die Peptide in Anwesenheit von DNA
methylieren kdnnen, wére zu erwarten gewesen, dass die Aktivitit an den wt-H4-Peptiden mit

DNA-Zusatz hoher gewesen wire, als an den iibrigen Substraten. Auflerdem hétte man
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erwartet, dass die pridmethylierten K20m-H4-Peptide fiir eine Methylierung durch PRset7
nicht mehr zugénglich gewesen wéren — ob in An- oder Abwesenheit von DNA.

Da aber alle Peptide in An- oder Abwesenheit von DNA im Aktivitdtsniveau reproduzierbar
mit den Negativkontrollen (kein Enzym, ,,mock®) vergleichbar waren, musste davon
ausgegangen werden, dass keine Methylierung durch PRset7 an H4-Peptiden stattgefunden
hatte (s. Abbildung 27). Es sollte jedoch beriicksichtigt werden, dass nicht geklart werden
konnte, ob PRset7 in der Lage gewesen wire, die Peptide zu methylieren, da diese nur einen
Teil des N-terminalen H4-Proteins reprisentierten. Es konnte nicht ausgeschlossen werden,
dass diese relativ kurzen H4-Polypeptide entweder von PRset7 nicht gebunden werden

konnten, oder dass sie moglicherweise nicht als Substrat erkannt wurden.
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Abbildung 27: HMTase-Versuch mit PRset7 an H4-N-Terminus-Peptiden und DNA. H4-N-Terminus-
Peptide (unmodifiziert (wt) oder an Lysin 20 methyliert (K20m)) werden mit und ohne DNA (je lug) einer
Methylierung mit PRset7 unterzogen. Der Versuch zeigt, dass die hohe Substratspezifitdt von PRset7 erhalten
bleibt, da es trotz der Anwesenheit von DNA-Molekiilen weder in wt-H4-Peptiden noch in prdmethylierten
K20m-H4-Peptiden zu einer Inkorporation radioaktiver Methylgruppen kommt, wéihrend die Positivkontrolle
(rekombinante Nukleosomen) demonstriert, dass PRset7 enzymatisch aktiv ist.

3.2.6. Nukleosomales H4 wird von PRset7 an Lysin 20 dimethyliert

Da Fang et al. und Nishioka et al. in ihren Ergebnissen eine Methylierung von Lysin 20 in
Histon H4 (H4 K20) durch PRset7 bzw. Set8 gezeigt hatten, sollte diese Eigenschaft fiir das
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hier verwendete Enzym belegt werden. Fiir diesen Zweck wurde ein AntikOrper gegen
dimethyliertes H4 Lysin 20 erworben (anti-H4 K20-dimethyl, s. 5.1.7).

In einer HMTase-Reaktion wurden je 25ul rekombinante Nukleosomen eingesetzt, die einmal
mit 1yl SAM (32mM) oder ohne SAM (Negativkontrolle) mit je 10ul PRset7-Eluat inkubiert
wurden. Von den Reaktionen wurden jeweils 10ul entnommen, auf ein 18% SDS-Gel
aufgetragen und anschlieend auf eine PVDF-Membran geblottet. Die Detektion im Western
Blot erfolgte mit einer 1:10000-Verdiinnung von anti-H4 K20-dimeth und zeigte, dass die
Antikorper die methylierten Nukleosomen detektieren konnten (s. Abbildung 28).

25 KDa—b
B T
15 kDa—¢ E=H2A/H2B
e : b H4
10 kDa—

Rekombinante
Nukleosomen

+SAM  -SAM

Abbildung 28: Der H4 K20-dimethyl Antikdérper detektiert die von PRset7 methylierten, rekombinanten
Nukleosomen an H4. Die geringe unspezifische Antikorperbindung an nukleosomales H4 der Negativkontrolle
liegt wahrscheinlich an einer nicht ginzlich gewéhrleisteten Antikdrperspezifitit. Die Nukleosomen wurden
nach Inkubation mit PRset7 und SAM (HMTase-Versuch) gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit der Western
Blot-Methode untersucht. Die PVDF-Membran wurde iiber Nacht mit einer 1:10000-Verdiinnung anti-H4 K20-
dimethyl inkubiert.

Es konnte folglich davon ausgegangen werden, dass PRset7 rekombinante Nukleosomen an
H4 K20 dimethyliert. Da auch nicht-methyliertes, nukleosomales H4 geringfiigig detektiert
wurde, war der Antikorper offensichtlich nicht ausschlieBlich spezifisch fiir dimethyliertes H4
K20. Die verwendeten Nukleosomen der Negativkontrolle (,,—SAM®) waren ebenfalls aus
rekombinanten Histonen synthetisiert worden und konnten somit noch keine
posttranslationale Modifikation erfahren haben.

Uber eine Mono- oder Tri-Methylierung von nukleosomalem H4 K20 durch PRset7 kann
mangels verfiigbarer spezifischer Antikorper nichts ausgesagt werden. Es war zu diesem
Zeitpunkt nicht bekannt, ob PRset7 diese Modifikationen mdglicherweise durchfiihren kann.
Kreuzreaktionen von anti-H4 K20-dimethyl mit mdglicherweise durch PRset7 vermitteltem

mono- oder tri-methyliertem H4 K20 konnte deshalb nicht ausgeschlossen werden.
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3.2.7. Aktivitdat von PRset7 an rekombinanten Nukleosomen mit N-
terminalen Deletionen an H4

Der H4 N-Terminus des Nukleosoms ist in verschiedener Hinsicht interessant. Die N-
terminalen 20 Aminosduren von H4, die aus dem globuldren Teil des Histonoktamers
herausragen, sind zum Beispiel fiir die Substratbindung und die Funktion des Nukleosomen-
Remodeling-Enzyms Iswi von groBBer Bedeutung (Clapier et al., 2001; Clapier et al., 2002;
Corona et al., 2002). In minnlichen Drosophila-Fliegen wird durch eine Verdoppelung der
Transkriptionsrate das Fehlen des zweiten X-Chromosoms ausgeglichen. Auch dies ist mit
einer durchgingigen Modifiktation am H4 N-Terminus verbunden: Das ménnliche X-
Chromosom ist an H4 Lysin 16 hyperacetyliert. Mit der Frage, ob PRset7 auf bestimmte
Abschnitte am H4-N-Terminus angewiesen sei, um Lysin 20 methylieren zu konnen, wurden
spezielle Nukleosomen synthetisiert, welche an H4 N-terminale Deletionen aufwiesen (von C.
Clapier): H4-delta5, H4-deltal0, H4-deltal5 und H4-deltal9.

Die Konzentrationen dieser Histone wurden mit SDS-Gelen bestimmt und zusammen mit den
rekombinanten Core-Histonen voller Lange (H2A, H2B und H3) zu Oktameren rekonstituiert.
Aus diesen Oktameren und der 5S-rDNA konnten vier spezielle Nukleosomenarrays mittels
Salzdialyse (s. 5.2.13) assembliert werden, die sich von normalen rekombinanten
Nukleosomen (,,wt-Nukleosomen®) nur durch die Lidnge des jeweiligen H4-N-Terminus
unterschieden. Die Titrationen der assemblierten ,,Delta-H4-Nukleosomen® wurden mit dem
MNase-Verdau evaluiert, um fiir die weiteren Versuche Nukleosomenarrays mit einer

vergleichbar guten Assemblierungsrate auszuwéhlen (s. Abbildung 29).

Delta-H4-
delta5 delta10 delta15 delta19 Nukleosomen

MW e | e | e ] ppee——""]  Zeit/ Mnase

Abbildung 29: MNase-Versuch mit rekonstituierten H4-delta5, -10, -15 und -19-Nukleosomenarrays. Aus
vier verschiedenen, MNase-verdauten Titrationen je Delta-H4-Nukleosom wurde je eine (hier abgebildete)
Assemblierungsreaktion fiir die anschlieBenden Versuche ausgewihlt. Das Kriterium war eine moglichst
dhnliche Assemblierungsrate der unterschiedlichen Delta-H4-Nukleosomenarrays. Als Standard wurde eine
123bp-Leiter verwendet.
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Mit den ausgewdhlten Delta-H4-Nukleosomen wurde ein HMTase-Versuch durchgefiihrt, in
welchem jeweils 20ul wt-, delta5S-, deltal0-, deltal5- und deltal9-H4-Nukleosomen mit je Sul
PRset7-Eluat und je 1ul SAM* inkubiert wurden. Die Reaktionen wurden auf ein 18% SDS-
Gel aufgetragen und per Autoradiographie liber Nacht analysiert (s. Abbildung 30).

St Wt delta5 delta1l0 delta15 delta19 -H4-Nukleosomen

e— b BS A

kDa

50—
40—

SDS-PAGE
30—

20—
L H3
— H2A/H2B

R

15—

|
|
Ll
|
|

— H4-wt
— H4-delta5-19

f

10—

Autoradiographie
20—
L H3

— H2A/H2B

e ’. — H4-wt
— H4-delta5-19

15—

10—

Abbildung 30: SDS-Gel und Autoradiographie von H4 N-terminal deletierten Nukleosomen, die mit
PRset7 in einem HMTase-Versuch inkubiert wurden. An rekombinanten Nukleosomenarrays (wt- und Delta-
H4-Nukleosomen) wurde die Aktivitit von PRset7 durch einen HMTase-Versuch nachgewiesen. Die
Autoradiographie zeigte, dass PRset7 jene Nukleosomen, die in H4 ab der 15. oder 19. Aminoséure N-terminal
deletiert waren, nicht mehr methylierte. Der Grund fiir dieses Phdnomen war entweder die fehlende Erkennung
oder Bindung des Enzyms an das Substrat. Eine weitere Option wére eine erfolgte Bindung von PRset7 mit einer
aus den Deletionen resultiertenden, enzymatischen Inaktivitét.

Das Ergebnis des Versuchs kldrte die Substraterkennung von PRset7 etwas weiter auf:
Obwohl in allen verwendeten Delta-H4-Nukleosomen Lysin 20 am H4 N-Terminus noch
vorhanden war, konnte die K20-Methylierung offensichtlich nur an Nukleosomen erfolgen,
welchen nicht mehr als die ersten 10 Aminsoséuren fehlten. War der H4-N-Terminus bis zur
15. (A) oder gar bis zur 19. Aminosdure (R) deletiert, dann erfolgte an Lysin 20 keine
Methylierung mehr. Auch nach filinftdgiger Exposition des Rontgenfilms auf der
Autoradiographie wurde kein Signal in den (auf dem SDS-Gel etwas weniger konzentriert
erscheinenden) deltal5-H4- und deltal9-H4-Nukleosomen detektiert.

Offensichtlich ist der identifizierte Bereich ab der 11. Aminosdure des H4-N-Terminus fiir die

Substraterkennung, die Substratbindung oder fiir die Substratmethylierung bei
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moglicherweise erfolgter Substratbindung notwendig. Diese Tatsache deutet auf eine wichtige
Rolle der H4 N-terminalen Aminosduren 11-19 fiir die HMTase-Aktivitdt von PRset7 hin.

3.2.8. Saulenchromatographische Aufreinigung von PRset?

Bei der Expression und anschlieBenden FElution von PRset7 entstanden einige
Degradationsprodukte. Die quantitativ prominentesten Banden hatten ein ungefihres
Molekulargewicht von 75kDa und 50 kDa (s. Abbildung 21). Das Ziel der nachfolgenden
Experimente war eine Reinigung des PRset7-Vollldngenproteins in moglichst homogener
Form.

Zur Aufreinigung von PRset7 wurde die Sdulenchromatographie verwendet. Wir reinigten
zweil identisch durchgefiihrte Proteinexpressionen auf, einmal unter Verwendung der
Gelfiltration (s. 5.2.17.1), das andere Mal mit der Anionenaustauscher-Chromatographie (s.
5.2.17.2).

3.2.8.1.  Superdex200-Aufreinigung von PRset7 (Gelfiltration)

Nach erneuter Expression von PRset7 (s. 3.2.1) wurde das erhaltene Proteineluat iiber eine
Superdex200-Sdule isokratisch (250mM) aufgetrennt und in 500ul-Fraktionen gesammelt. Es
wurden je 22ul der Fraktionen auf ein 10% SDS-Gel aufgetragen (s. Abbildung 31, A). Die
drei prominentesten Proteine waren ca. 100kDa, ca.75kDa und ca. 50kDa gro83.

Die teilweise vereinigten Fraktionen wurden anschlieBend mit anti-Set8  auf das
Vorhandensein von PRset7 untersucht (,,pool; s. Abbildung 31, B). Fiir den Western Blot
wurden 15ul des PRset7-Eluates (Positivkontrolle) und je 22ul der vereinigten Fraktionen
(Fx) 19-22, der Fx 23+24 und der Fx 25 auf einem 10% SDS-Gel aufgetrennt. Die
anschlieend auf eine PVDF-Membran transferierten Proteine wurden iiber Nacht mit einer
1:1500-Verdiinnung von anti-Set8 inkubiert. Dabei zeigte sich, dass anti-Set8 mehrere
Proteine detektierte und nicht nur das Protein mit ca. 75kDa (entspricht der GroBe von
PRset7; enthalten in den pools Fx 19-22 und pool Fx 23+24. Im pool aus Fx 19-22 erkannte
Anti-Set8 ein groBeres Protein, welches ca. 90 kDa grofl ist. Hierbei handelte es sich
vermutlich um Verschlag, der wahrscheinlich durch eine unvollstindige, Intein-vermittelte
Proteolyse bei der Expression von PRset7 als Inteinfusionsprotein auftrat. Die ca. 50kDa und
ca. 45kDa groBlen Proteine waren vermutlich N-terminale Degradationsprodukte von PRset7
(s. pool, Fx 23+24, sowie Fx 25).
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In einem HMTase-Versuch (s. Abbildung 31, C) wurden je 10ul einer Fraktion mit Sul
rekombinanten Nukleosomen (s. 5.2.13) und 0,5ul SAM* auf enthaltene HMTase-Aktivitét
getestet (s. 3.2.8.3).
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Abbildung 31: Gelfiltration; SDS-Gel, anti-Set8 Western Blot, HMTase-Versuch mit gereinigtem PRset7
A: Fraktionen der Gelfiltration auf SDS-PAGE (coomassie-gefarbt). (+) Verschlag von PRset7,
(=) PRset7 in erwarteter Grole von ca. 75kDa; (¥) wahrscheinlich N-terminale Degradationsprodukte von
PRset7. Die beiden Banden bei ca. 30kDa in Fx25 stammten wahrscheinlich aus den zur Expression verwandten
E.coli Bakterien, da sie anti-Set8 im Western Blot nicht erkannte (s. B).

B: Western Blot von vereinigten Fraktionen der Gelfiltration mit anti-Set8. Die Proteine, die im SDS-
Gel (s. A) markiert sind ( +/ = / * ) wurden von Anti-Set8 detektiert. Es handelte sich deshalb mit hoher
Wahrscheinlichkeit um rekombinante PRset7-Proteine verschiedener Grofle (Degradationsprodukte, Verschlag),
wovon das Protein bei ca. 75kDa das Protein PRset7 in voller Lange darstellte (=). Im Vergleich zur Vielzahl
der Banden im Auftrag sind relativ viele Degradationsproteine durch die Gelfiltration entweder eliminiert oder
verdiinnt worden.

C: HMTase-Versuch mit den Fraktionen der Gelfiltration an rekombinanten Nukleosomen.

3.2.8.2. MonoQ-Aufreinigung von PRset7 (Anionenaustauscher)

Das rekombinante Protein PRset7 wurde auch mit Hilfe der Anionenaustausch-

Chromatographie gereinigt. Dabei wurden die aufgetrennten Proteine durch die graduelle
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Erhohung der Salzkonzentration eluiert, in Fraktionen von je 500ul gesammelt und auf einem
10% SDS-Gel analysiert. Dabei wurde sowohl das ca. 50kDa-Degradationsprodukt von
PRset7 als auch das ca. 76kDa-Protein herausgereinigt. Anders als in der
Gelfiltrationschromatographie gelang es, die Proteine in getrennten Fraktionen zu isolieren
und somit das Volllaingenprotein PRset7 ohne Degradationsprodukte zu erhalten (s.
Abbildung 32; A, B).

Um sicherzugehen, dass es sich bei dem gereinigten Protein um das Volllingenprotein PRset7
handelte, wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Die Fraktionen 22-29 wurden auf einem
SDS-Gel aufgetrennt (je 15ul pro Fx, Sul Saulenauftrag) und auf eine PVDF-Membran
transferiert und mit anti-Set8 inkubiert. Der sensitivere Nachweis des Western Blots wies nur
diejenigen Banden nach, welche auch im SDS-PAGE angefdarbt wurden, so dass davon
ausgegangen werden konnte, dass in den Fraktionen 24-29 nur PRset7 in voller Lange vorlag
(s. Abbildung 32; B, D).

Parallel zum Proteinnachweis im Western Blot wurde in einem HMTase-Versuch (s.
Abbildung 32; C) die spezifische HMTase-Aktivitdt der einzelnen Fraktionen untersucht (s.
3.2.8.3).
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Abbildung 32: Anionenaustauscher;  SDS-Gele, Anti-Set8 Western Blot, HMTase-Versuch

A: Fraktionen 11-18 auf einem SDS-Gel (10%, Silberfarbung). Aufgetragen wurden der Saulenauftrag
(10ul) und die Fraktionenl1-18 (je 20ul), die nach Reinigung des PRset7-Expressions-Eluates iiber eine
MonoQ-Sédule erhalten wurden. Mit Pfeil (=) markiert ist die Bande mit ca. 50kDa, die aus dem PRset7-
Expressionseluat herausgereinigt wurde. Diese ist wahrscheinlich ein N-terminales Degradationsprodukt von
PRset7. (Ein Western Blot dieser Fraktionen konnte aus quantitativen Griinden nicht angefertigt werden)
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B: Fraktionen 22-29, SDS-Gel (10%, Coomassie). Es wurden der Sdulenauftrag (10ul) und die
Fraktionen 22-29 (je 20ul) aufgetragen. Mit Pfeil (=) wurden die schwach sichtbaren Banden von ca. 76kDa
GroBe (PRset7 Vollldngenprotein) markiert.

D: Fraktionen 22-29, Western Blot mit anti-Set8.

Nach 3h Inkubation detektierte der Antikorper (1:1500 verdiinnt) in den Fraktionen 24-29 spezifisch nur eine
Bande (=), die mit den angefirbten Proteinen im SDS-Gel in Fraktion und Molekulargewicht iiberlappten.
Hierbei handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um das PRset7-Volllingenprotein. In diesen Fraktionen
lagen keine detektierbaren Degradationsprodukte vor.

C: HMTase-Versuch der Fraktionen 11-30 der Anionenaustauscher-Chromatographie. ,,Mock® ist die
Negativkontrolle (kein Protein). Die Positivkontrolle bestand aus 3ul Séulenauftrag, die Szintillationszdhlung
erreichte eine Aktivitit von 26237 cpm. Dieser Wert wurde platztechnisch nicht in die Tabelle integriert.

3.2.8.3. HMTase-Aktivitatstestung der gereinigten PRset7-Proteine

Bisher wurden unsere Versuche zur HMTase-Aktivitdt von PRset7 direkt mit dem mittels
Affinitdtschromatographie gereinigten Protein (,,Expressionseluat™) durchgefiihrt (s. z.B.
3.2.3, Abbildung 24), in welchem auch mehrere degardierte Proteine enthalten waren. Oft
konnen solche Abbauprodukte die Aktivitdt eines Enzyms jedoch hemmen (Corona et al.,
1999; Akhtar and Becker, 2000). Es stellte sich nun die Frage, ob das gereinigte PRset7-
Vollldngenprotein eine vergleichsweise hohere spezifische Aktivitdt besitzt. Daher wurden
jeweils 10ul von den Fraktionen der Gelfiltrations-Chromatographie sowie der
Anionenaustauscher-Chromatographie mit je 5Sul rekombinanten Nukleosomen und je 0,5ul
SAM* in einem HMTase-Versuch inkubiert und anschlieBend per Szintillationszéhlung
analysiert (s. 3.2.8.1 und 3.2.8.2).

Die HMTase-Aktivititen der Fraktionen aus der Gelfiltrationschromatographie (s. 3.2.8.1)
suggerierten bereits, dass kiirzere Proteine geringeren Molekulargewichts eine
vergleichsweise hohere spezifische Aktivitit aufwiesen, als groBBere Proteine iiber 70kDa. Da
das PRset7-Volllangenprotein in keiner Fraktion der Gelfiltrationsreinigung ohne weitere
Degradationsprodukte vorlag, konnte eine enzymatische Hemmung nicht ausgeschlossen und
somit diese Tendenz nicht objektiviert werden.

Die Anionenaustauscher-Chromatographie konnte den Verdacht aus der Gelfiltrations-
Reinigung bestétigen, da nun das gereinigte PRset7-Vollldngenprotein homogen vorlag (s.
3.2.8.2). Doch die homogenen Fraktionen mit PRset7-Volllangenprotein waren im Gegensatz
zu den Fraktionen, die Degradationsprodukte enthielten, kaum enzymatisch aktiv. Die Menge
des im Western Blot detektierten Vollldngenproteins (s. Abbildung 32, D) erschien sogar
invers zur erhaltenen HMTase-Aktivitiat (Fx 24-29). Erst in Fx 28 und 29 ist ein leichter
Anstieg des Aktivitdtsniveaus liber die Hintergrundaktivitéit hinaus zu verzeichnen und geht
synchron mit einer beginnenden Intensitdtsabnahme der entsprechenden Banden im Western

Blot einher.
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3.3. Beziehunqg zwischen H4-Acetylierung und H4-Methylierung

Unsere Ergebnisse mit rekonstituierten Nukleosomen, die ein N-terminal deletiertes Histon
H4 enthielten, machten uns auf die ndhere Umgebung des Lysin 20 am H4 N-Terminus
aufmerksam (s. 3.2.7). Das Vorhandensein der Aminosduren des H4 N-Terminus bis zur 10.
Aminosdure war hierbei keine Vorraussetzung fiir die Methylierung der Nukleosomen an
K20, da eine Deletion der N-terminal vor Glycin 11 gelegenen Aminosduren keine
Beeintrachtigung der enzymatischen Aktivitit von PRset7 zur Folge hatte.

Somit ist die Bindung oder Aktivitit von PRset7 offenbar von einem Bereich zwischen der
11. Aminosdure und den globuldren Doménen der Core-Histone abhingig (K20 liegt am
Ubergang vom N-Terminus zur globuliren Struktur von Histon H4). In diesem Abschnitt des
H4 N-Terminus befinden sich die Lysine K12 und K16, die ebenfalls posttranslational mit
Acetylgruppen modifiziert werden konnen (s. 2.2.2.1). Insbesondere die bedeutsame
Modifikation der H4 Kl16-Acetylierung ist nicht nur fiir die dosage compensation in
Drosophila essentiell sowie fir ein allgemein transkriptionell aktives Chromatin
charakteristisch, sondern kann nach neueren Erkenntnissen aus Saccharomyces cerevisiae
auch mit inaktiven Chromatinregionen assoziiert sein (Kurdistani et al., 2004).

Bedenkt man die hohe Substratspezifitit und die hohe Bindungsspezifitit von PRset7,
erscheint eine mogliche, positive oder negative Beeinflussung der Bindung oder der
enzymatischen Aktivitit von PRset7 durch die Acetylierung von Lysin 12 oder 16 in Histon
H4 plausibel.

Folgende Fragen beziiglich des kritischen Bereiches zwischen der 11. und 19. Aminosdure
des H4-N-Terminus erschienen interessant: Hat eine Acetylierung der Lysine 12 oder 16
denselben Effekt, wie die Experimente mit deltal5- bzw. deltal 9-H4-Nukleosomen (s. 3.2.7)?
Auch die ,,Umkehrung® in der Reihenfolge dieser Modifikationen sollte untersucht werden:
Sind Histonacetyltransferasen (HATs) in der Lage, Substrate an H4 zu acetylieren, die bereits

an K20 methyliert sind?

Um die Fragestellungen einer moglichen Interaktion (gegenseitige Augmentation oder
Inhibition) von H4 KI12-/ Kl16-Acetylierung und H4 K20-Methylierung in vitro zu
untersuchen, mussten einige Substrate hergestellt, iiberpriift, sowie Vorversuche durchgefiihrt

werden.
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3.3.1. Expression der Histonacetyltransferase MOF als Inteinfusionsprotein

Zunéchst sollte untersucht werden, ob PRset7 in der Lage sei, H4 K20 zu methylieren, wenn
K16 bereits acetyliert ist. Fiir in vitro-Versuche bendtigten wir eine Histonacetyltransferase
(HAT), welche H4 an K16 acetyliert.

Die HAT MOF ist das bekannteste Enzym, welches diese Modifikation bewerkstelligen kann.
Es gehort zur Familie der sog. MYST-HATs, besitzt eine Zink-Finger-Doméne sowie eine
Chromodomine und hat ein Molekulargewicht von ca. 92,5kDa. MOF spielt in der dosage
compensation in Drosophila (mannliches X-Chromosom ist an H4 K16 hyperacetyliert) eine
essentielle Rolle fiir die Verdoppelung der Transkriptionsrate auf diesem Chromosom (Turner
et al., 1992; Akhtar and Becker, 2000).

Mit einem Restriktionsenzymverdau wurde ein Expressionsvektor pMyb2 verifiziert (von A.
Akhtar), welcher die cDNA von MOF enthielt (s. Abbildung 33).

Stand. pMyb/
MOF

Abbildung 33: Restriktionsverdau des MOF-cDNA-Expressionsvektors. Das Plasmid wurde mit Ndel und
Xmal verdaut und das pMyb2-Plasmid dadurch in zwei Fragmente geteilt. Die cDNA von MOF wurde in der
erwarteten Grofle von ca. 2,5kbp herausgeschnitten.

3.3.1.1.  Superdex200-Aufreinigung von MOF (Gelfiltration)

Nach der Expression von MOF in E.coli als Inteinfusionsprotein und der anschlieenden
Elution mit DTT (vgl. 3.1.1 und 3.2.1) wurde MOF mittels einer Gelfiltrations-
Chromatographie gereinigt, um es von Degradationsprodukten zu befreien. Diese konnen die
enzymatische Aktivitit von MOF inhibieren (Akhtar and Becker, 2000). Die erhaltenen
Fraktionen wurden mit je 15ul einer Fraktion und 5 pl Auftrag (entspricht dem MOF-
Expressionseluat) auf ein 8%-SDS-Gel aufgetragen. Zur Aktivititsdetektion in den Fraktionen

wurde parallel ein Histonacetyltransferase-Versuch durchgefiihrt (HAT-Versuch, s. 5.2.16).
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Fiir diesen wurden je 10ul einer Fraktion, 10ul rekombinante Nukleosomen und 1ul Acetyl-
Coenzym-A* (AcCoA*) verwendet. Die Negativkontrolle enthielt kein Enzym (s. Abbildung
34; A,B).
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Abbildung 34: -Aufreinigung von MOF (Gelfiltration) (A) und Aktivitatstestung der Fraktionen im
HAT-Versuch (B):

A: SDS-Gel der Fraktionen 15-23. Die mit (*) markierten Banden stellen Degradationsprodukte dar, die
bereits im Auftrag vorhanden waren, und durch die Reinigung nicht génzlich entfernt werden konnten. Es blieb
unklar, warum MOF (92,5kDa) in der Gelelektrophorese nicht entsprechend dem MW aufgetrennt wurde. In
Akhtar et al. wurde dieses Phidnomen ebenfalls beobachtet (Akhtar and Becker, 2000). Die gewonnene
Proteinmenge an MOF war hoch, so dass Fx 17-19 vereint wurden.

B: HAT-AKktivitat der MOF-Fraktionen an rekombinanten Nukleosomen. Es zeigte sich, dass das
Enzym Acetylgruppen transferieren konnte. Die Aktivitit der einzelnen Fraktionen spiegelt die Intensitit der
MOF-Protein-Banden in (A) wieder. Verglichen mit dem Auftrag wird eine Anreicherung der Aktivitéit durch die
Aufreinigung erzielt.

Die Fraktionen mit der hochsten Aktivitit bzw. dem quantitativ hochsten MOF-Gehalt (Fx
17-19) wurden anschlieend vereint und {iber Nacht dialysiert (20mM Tris pH 8,0; 50mM
NaCl; 0,1 mM EDTA; Proteaseinhibitor 0,2mM PMSF; 0,5mM DTT; 50% Glycerin).
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3.3.1.2.  Aktivitatstestung von MOF an rekombinanten Nukleosomen

Fiir die weiteren Versuche war eine ausgiebigere Aktivitdtskontrolle des MOF-Proteins an
verschiedenen Substraten notwendig. Zundchst wurde ein weiterer HAT-Versuch mit
Nukleosomen durchgefiihrt. Die Analyse per Autoradiographie sollte die Spezifitdt von MOF
bestitigen (vorwiegend Acetylierung von H4). Es wurden hierflir rekombinante und native
Nukleosomen eingesetzt (je 24pul), die mit je 1, 3, 5, und 10ul dialysiertem MOF und je 2ul
AcCoA* inkubiert wurden. Auch nach flinftagiger Exposition des Rontgenfilms auf dem
getrocknetem SDS-Gel konnte lediglich eine Auto-Acetylierung von MOF detektiert werden.

Eine Acetylierung der Nukleosomen war nicht nachzuweisen (s. Abbildung 35).

Rekomb. Nukleosomen Native Nukleosomen

St MOF MOF

— wei— — —— BSA

SDS-PAGE

— H3
H2A/H2B

H4

T — o ——

Autoradio-
graphie

e H 3
H2A/H2B

H4

Abbildung 35: HAT-Versuch mit MOF und Nukleosomen fiihrte zu MOF-Autoacetylierung. MOF (Pfeil
oben) war nicht in der Lage, Nukleosomen zu acetylieren (Autoradiographie). Dabei spielte es keine Rolle, ob
die Nukleosomen mit rekombinanten oder nativen Oktameren assembliert wurden. Auch die Menge an
eingesetztem MOF-Protein beeinflusste das Modifikationsverhalten nicht. MOF war enzymatisch aktiv, aber es
acetylierte ausschlieBlich sich selbst (Pfeil unten).

Das Ergebnis dieses HAT-Versuchs bedingt auch, dass die gemessene Aktivitit der
Fraktionen nach der Reinigung von MOF (s. 3.3.1.2) auf der Autoacetylierung von MOF
beruhte, da hier dieselben rekombinanten Nukleosomen eingesetzt wurden. MOFs
nukleosomale Aktivitit, wie sie in der Literatur beschrieben ist (Akhtar and Becker, 2000),
konnte auch mittels verschiedener Versuchsvariationen und langen Aufliegezeiten der

Rontgenfilme nicht reproduziert werden.
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3.3.2. Acetylierung von rekombinanten Nukleosomen mit MOF und MSL 1, 2
und 3

MOF ist als Teil des dosage compensation-Komplexes mit den Proteinen MSL1, MSL2 und
MSL3 assoziiert (Kelley et al., 1995; Smith et al., 2000). Morales et al. hatte mit bakteriell
exprimiertem MOF-Protein und mit in Baculoviren exprimierten MSL-Proteinen (MSL1 und
MSL3) gezeigt, dass durch deren Zusammenwirken die Acetylierung rekombinanter
Nukleosomen stark verbessert wird (Morales et al., 2004). Zeitgleich wurde von unserer
Arbeitsgruppe ebenfalls der Nachweis erbracht, dass das in 3.3.1 bereits verwendete MOF-
Protein Nukleosomen acetylieren kann. Hierflir wurden die MSL-Proteine 1, 2 und 3 (von V.
Morales), rekombinante Nukleosomen, dialysiertes MOF und die drei MSL-Proteine sowie
AcCoA* inkubiert. Die isovolumetrische Negativkontrolle war identisch zusammengesetzt,
jedoch enthielt sie kein MOF. AnschlieBend trennten wir den Reaktionsansatz mit einem
18%-SDS-Gel auf und analysierten die inkorporierte Radioaktivitit mittels Autoradiographie.
Erst nach neuntigiger Aufliegezeit offenbarte der Film das abgebildete Signal in H4 (s.
Abbildung 36).
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Abbildung 36: MOF kann zusammen mit MSL1, 2, 3 rekombinante Nukleosomen acetylieren. Der HAT-
Versuch zeigt, dass MOF (Pfeil) die MSL-Proteine 1-3 benétigt, um die Nukleosomen acetylieren zu konnen.
Die MSL-Proteine koénnen ohne MOF keine Acetylgruppen an nukleosomales H4 transferieren (s.
Negativkontrolle). Die katalytische Aktivitdt war jedoch nicht sehr hoch, da eine lange Expositionszeit fiir ein
Signal notwendig war. Die Nukleosomen (v.a. H3) waren leicht degradiert (Doppelbanden).
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MOF konnte demzufolge Nukleosomen nur dann effizient H4 acetylieren, wenn die MSL-

Proteine gegenwairtig waren.

3.3.3. Rekombinante und native Oktamere kénnen von MOF acetyliert
werden

Wie beispielsweise Smith et al. gezeigt hatten, kann MOF Oktamere acetylieren (Smith et al.,
2000). Da sich die H4 K20-spezifische Methylierung von PRset7 an rekombinanten und
nativen Nukleosomen deutlich unterschied (s. 3.2.4), sollte herausgefunden werden, ob MOF
diese beiden Substrate ebenfalls unterschiedlich stark acetylieren wiirde. Da sich die
Acetylierung an H4 K16 durch MOF in unmittelbarer Nédhe der Aminosidure H4 K20 befindet,
erschien dies plausibel. In einem HAT-Versuch wurden rekombinante und native Oktamere
jeweils mit und ohne MOF in Anwesenheit von AcCoA* inkubiert. AnschlieBend wurden sie
auf einem 18%-SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und per Autoradiographie analysiert (1
Tag Exposition; s. Abbildung 37, A). Ein parallel und identisch durchgefiihrter HAT-Versuch
wurde szintigraphisch ausgewertet (s. Abbildung 37, B).
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Abbildung 37: MOF-vermittelte Acetylierung von rekombinanten und nativen Oktameren.

A: Die Oktamere wurden von MOF Uberwiegend an H4 acetyliert. Die enzymatische Aktivitidt war
nicht wie bei Nukleosomen auf die Autoacetylierung von MOF beschrinkt. Auffillig war die geringere
Acetylierung der nativen Oktamere im Vergleich zu den rekombinanten Oktameren.

B: HAT-Versuch: Szintillationszahlung. Im szintigraphischen Aktivititsnachweis wurde die um ca. 55%
geringere Acetylierung der nativen Oktamere quantitativ erfasst.
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Erwartungsgemédll war in der Autoradiographie die Acetylierung des Histons H4 der
rekombinanten sowie der nativen Oktamere entsprechend der Spezifitit von MOF am
starksten ausgepriagt. Doch wurden bei anndhernd identischer Menge an Oktameren die
nativen im Vergleich zu den rekombinanten Oktameren von MOF weniger stark acetyliert.
Unklar blieb warum MOF — ebenso wie PRset7 — die rekombinanten Oktamere bevorzugte.
Vermutlich hing die verminderte, MOF-vermittelte Acetylierung (K16) und die fast
erloschene PRset7-vermittelte Methylierung (K20) an Histon H4 mit bereits in vivo erfolgten
Modifikationen der Histone aus nativen Oktameren zusammen. Jedoch schienen diese
Faktoren MOF bei der Acetylierung nicht so stark zu behindern wie dies fiir die Methylierung
durch PRset7 der Fall war (s. 3.2.4).

3.3.4. K20-methylierte H4-Peptide werden von MOF acetyliert

Nachdem bestitigt werden konnte, dass MOF Oktamere acetylierte, sollte untersucht werden,
ob eine Pramethylierung an H4-N-Terminus-Peptiden die Acetylierung durch MOF
beeinflussen wiirde. Die erworbenen H4-Peptide wurden bereits in Kapitel 3.2.5 beschrieben
(,,wt“ und ,,K20m*). Wir fiihrten mit diesen Substraten einen HAT-Versuch durch und
inkubierten die wt- und K20m-Peptide jeweils mit MOF und AcCoA*, bzw. die
Negativkontrollen isovolumetrisch ohne MOF (s. Abbildung 38).
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Abbildung 38: Acetylierung von H4 wt- und H4 K20m-Peptiden durch MOF. Die MOF-vermittelte
Acetylierung von H4-wt- und H4-K20m-Peptiden wurde szintigraphisch analysiert. Es zeigte sich, dass MOF die
an K20 pramethylierten H4-Peptide im Vergleich zu den wt-H4-Peptiden sogar etwas stérker acetylierte.
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Das reproduzierbare Ergebnis zeigte, dass eine bestechende K20-Methylierung die MOF-
vermittelte H4 K16-Acetylierung nicht inhibierte. Die K20m-H4-Peptide wurden sogar etwas
stairker von MOF acetyliert als die wt-H4-Peptide. Dies wies auf eine identische bzw.
tendentiell erleichterte K16-Acetylierung bei vorhandener Methylgruppe an K20 hin.
Nachdem in unserer Arbeitsgruppe massenspektrometrisch die tatsdchliche MOF-vermittelte
Acetylierung der eingesetzten H4-Peptide nachgewiesen wurde, konnte der Verdacht
entkriftet werden, dass die Autoacetylierung von MOF die Ergebnisse des HAT-Versuchs
moglicherweise falsch positiv beeinflusst haben konnte.

Zunichst erschienen die Ergebnisse aus 3.3.3 und 3.3.4 widerspriichlich. Doch die nativen
Oktamere aus 3.3.3 hatten im Gegensatz zu den H4-N-Terminus-Peptiden den Nachteil, dass
sie moglicherweise schon Lysin-Modifikationen aufwiesen: H4 K16-Acetylierungen hitten an
den nativen Oktameren bereits in vivo erfolgt sein konnen, weshalb MOF die nicht-
modifizierten, rekombinanten Oktamere aus 3.3.3 vergleichsweise stirker acetylierte. Die
Ergebnisse aus 3.3.3 und 3.3.4 standen deshalb nicht im offenem Widerspruch zueinander.
Die reduzierte MOF-Acetylierung der nativen Oktamere und die etwas stirkere Acetylierung
der pramethylierten H4-Peptide sind vielmehr ein Indiz dafiir, dass sich die K16-Acetylierung
von einer bereits bestehenden K20-Methylierung wahrscheinlich nicht reduzieren oder

inhibieren lasst.

3.3.5. Methylierung von H4 K16- und H4 K12-acetylierten Nukleosomen
durch PRset7

Die Ergebnisse aus 3.2.7 hatten nahegelegt, dass der Bereich zwischen der 11. bis 19.
Aminosdure des N-terminalen Histon H4 fiir die nukleosomale K20-Methylierung durch
PRset7 essentiell ist. Es sollte aufgeklart werden, ob PRset7 Nukleosomen auch dann an H4
K20 methylieren kann, wenn sie in diesem Bereich nicht deletiert, sondern acetyliert sind.
Zuvor mussten jedoch Nukleosomen synthetisiert werden, die in dem genannten Abschnitt
des H4-N-Terminus Lysin-Acetylierungen (H4 K16 und H4 K12) aufwiesen.

Die hierfiir durchgefiihrten Vorversuche mit MOF ergaben, dass Nukleosomen mit
Zuhilfenahme der MSL-Proteine nur wenig effektiv an H4 K16 acetyliert werden konnten (s.
3.3.2 und 3.3.1.2). Deshalb sollten zuerst rekombinante Oktamere mit MOF an H4 K16
acetyliert werden und die gesetzte Modifikation anschlieend verifiziert werden. Darauthin
sollten die Oktamere per Salzdialyse zu Nukleosomen assembliert werden. Dieser ,,Umweg™
war notig, weil einerseits MOF reproduzierbar Nukleosomen nicht acetylierte (s. 3.3.2) und
andererseits das substratspezifische PRset7 ausschliefflich rekombinante Nukleosomen

effektiv methylieren konnte (s. 3.2.2).
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Die H4 K12-Acetylierung sollte durch die Histonacetyltransferase HAT1 ausgefiihrt werden.
Dieses Enzym gehort zur Familie der HAT-B-Histonacetyltransferasen (s. 2.2.2.1) und wurde
urspriinglich in Hefe identifiziert. Fiir die Versuche wurde rekombinant hergestelltes HAT1
verwendet. AuBer der H4 K12-Acetylierung verfiigt HATI1 iiber eine H4 KS5-Acetylase-
Aktivitat (Parthun et al., 1996). Diese Modifikation liegt aber auBerhalb jenes Bereiches, der
fiir die Enzymaktivitidt von PRset7 essentiell ist (kein Aktivitdtsverlust bei N-terminaler H4-
Deletion bis zur 10. Aminosdure, s. 3.2.7). Deshalb wurde im Folgenden davon ausgegangen,
dass eine zusitzliche Acetylierung an H4 K5 durch HATI1 die Fragestellung nicht
beeinflussen wiirde.

Da die in zwei getrennten Ansédtzen und durch zwei unterschiedliche Enzyme hergestellten
H4 K12- und H4 Kl16-acetylierten Substrate fiir die anschlieBenden HMTase-Versuche mit
PRset7 vergleichbar sein sollten, wurde mit der H4 K12-Acetylierung durch HAT1 ebenso
verfahren wie mit der H4 K16-Acetylierung durch MOF. Die rekombinanten Oktamere

wurden erst nach erfolgreicher Acetylierung zu acetylierten Nukleosomen assembliert.

3.3.5.1. Herstellung von H4 K16- und H4 K12-acetylierten Oktameren

Fiir die Acetylierung von Oktameren wurde eine identische Menge rekombinanter Oktamere
mit AcCoA (nicht radioaktiv markiert) und mit dialysiertem MOF bzw. mit HAT1 inkubiert.
Somit erhielten wir H4 K16- bzw. H4 K5- und K12-acetylierte Oktamere, die jedoch noch
von dem im Reaktionsgemisch enthaltenem AcCoA und den Histonacetyltransferasen befreit
werden mussten. Dies gelang durch die Verwendung von Kationenaustauschern (,,Biorex 70-
Beads*, s. 5.1.1), welche die stark positiv geladenen Oktamere binden konnen. Nach
sechsmaligen Waschschritten der mit Oktameren beladenen Biorex 70 Beads mit 200mM BC-
Puffern sollten die Enzyme und das AcCoA aus dem HAT-Versuch eliminiert worden sein.
Die Elution der acetylierten Oktamere von den Biorex 70-Beads wurde mit hohen
Salzkonzentrationen durchgefiihrt (NaCl 2M) wodurch die Oktamere aus der Bindung mit den
negativ geladenen Beads verdriangt wurden.

Die Oktamere wurden mit Antikorpern hinsichtlich ihrer Acetylierung analysiert, die fiir die
gesetzten Modifikationen am H4-N-Terminus spezifisch sein sollten. Dabei wurden sowohl
die H4 K16- und die H4 K5+KI2-acetylierten Oktamere, als auch unmodifizierte,
rekombinante Oktamere jeweils mit einem H4-K16-acetyl-Antikorper (Anti-H4-K16-ac) und
einem H4-K12-acetyl-Antikorper (Anti-H4-K12-ac) untersucht (s. Abbildung 39).
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Abbildung 39: Western Blot mit spezifischen H4-acetyl-Antikérpern bestatigt die Oktamer-
Acetylierung. Im Western Blot mit Anti-H4-K16-acetyl und Anti-H4-K12-acetyl wurden die Oktamere auf die
spezifische Acetylierung durch MOF bzw. durch HAT1 untersucht. Anti-H4-K16-acetyl kreuzreagiert etwas mit
H3 und H2A/H2B, erkennt jedoch spezifisch das MOF-acetylierte H4 im Oktamer. Anti-H4-K12-acetyl erkennt
die HAT-acetylierten Oktamere an H4 deutlich. Die zusidtzliche Detektion Anti-H4-K12-acetyl in MOF-
acetylierten Oktameren ist entweder in geringer Spezifitdt von Anti-H4-K12-acetyl oder in einer partiellen H4
K12-Acetylierung durch MOF begriindet.

Anti-H4-K16-ac erkannte H4 in MOF-acetylierten Oktameren im Vergleich zu H4 K12-
acetylierten Oktameren (trotz schwacher Bande) spezifisch. Ein weiterer Beleg fiir die MOF-
vermittelte H4-Acetylierung (allerdings nicht spezifisch fiir Lysin 16) fand sich ferner im
HAT-Versuch aus 3.3.3.

Anti-H4-K12-ac erkannte die HAT1-acylierten Oktamere am stérksten, jedoch wurden auch
die MOF-acetylierten Oktamere schwach detektiert. Es konnte weder ausgeschlossen werden,
dass Anti-H4-K12-ac mit der H4 KI16-Acetylierung kreuzreagierte, noch dass MOF
moglicherweise H4 K12 geringfiigig acetylieren kann.

Beide Antikorper erkannten jedoch diejenigen H4-Acetylierungen am besten, gegen die sie
gerichtet waren und sowohl Anti-H4-K12-ac als auch Anti-H4-K16-ac detektierten die
unmodifizierten ,wt’-Oktamere nicht. Somit konnte gezeigt werden, dass beide Oktamere

spezifisch acetyliert wurden.

3.3.5.2.  Assemblierung von H4 K16- und H4 K12-acetylierten Nukleosomen

Die H4 KI16- und die H4 Kl2-acetylierten Oktamere wurden nun per Salzdialyse zu
Nukleosomen assembliert (s. 3.2.2; 5.2.13). Um fiir die folgenden Versuche wiederum
identische Versuchsbedingungen zu gewihrleisten, wurde die Assemblierungsrate der
gewonnenen H4 K12- sowie der H4 Kl6-acetylierten Nukleosomen mit einem MNase-
Verdau (s. 5.2.14) analysiert (s. Abbildung 40).
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Abbildung 40: Mikrokokkusnuklease-Verdau der mit MOF (H4 K16) bzw. HAT1 (H4 K12) acetylierten
Nukleosomen. Zwar war in beiden Assemblierungsreaktionen das DNA/ Histon-Verhiltnis geringfiigig zu hoch
(s. 10-Sekunden-Spuren: subnukleosomale DNA), doch waren die unterschiedlich acetylierten
Nukleosomenarrays gemessen an der Assemblierungsrate identisch und somit vergleichbar (in jeder 10-
Sekunden-Spur sind mindestens Tetra-Nukleosomenarrays vorhanden).

Der Assemblierungsgrad der Nukleosomen war nahezu identisch und konnte auch mit dem
der zuvor assemblierten, rekombinanten Nukleosomen (s. Abbildung 22) verglichen werden.
Im Folgenden sollte ein vergleichender HMTase-Versuch mit PRset7 unter Verwendung der
beiden acetylierten Nukleosomen und der unmodifizierten Nukleosomen durchgefiihrt

werden.

3.3.6. HMTase-Versuch mit PRset7 an H4 K16- und H4 K12-acetylierten
Nukleosomen

Nachdem herausgefunden wurde, dass H4 K20-pridmethylierte Substrate (H4 N-terminale
Peptide) die Acetylierungsrate an H4 K16 wenig oder gar nicht beeinflussen konnen, sollte
nun im Umkehrschluss untersucht werden, ob oder in welchem Malle PRset7 pridacetylierte
Nukleosomen mit Acetylgruppen an Histon H4 K12 bzw K16 an K20 methylieren kann.

Dazu wurde mit identischen Mengen der priacetylierten Nukleosomen ein HMTase-Versuch
mit PRset7 und SAM* durchgefiihrt, der nach 5, 10 und 30 Minuten Inkubationszeit durch
das Auftragen einer einheitlichen Menge des Reaktionsansatzes auf ein p81-Filterpapier
gestoppt wurde (s. 5.2.16). Die Szintillationszdhlung sollte auch den ungefdhren zeitlichen
Verlauf der H4 K20-Methylierung an den unterschiedlichen Nukleosomenarrays
wiedergeben. Als Positivkontrolle dienten unmodifizierte rekombinante Nukleosomen. (s.
Abbildung 41).
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Abbildung 41: HMTase-Versuch mit PRset7 und H4 K12- und H4 K16-acetylierten Nukleosomen. Die
Reaktionen wurden jeweils nach 5, 10, und 30 Minuten gestoppt, um den zeitlichen Verlauf grob
nachzuvollziehen. Die acetylierten Nukleosomen wurden etwas schlechter methyliert als die unmodifizierten
,wt’-Nukleosomen. Insgesamt wird durch den HMTase-Versuch keine signifikante Reduktion der Methylierung
durch bereits am H4-N-Terminus bestehenden Acetylgruppen angedeutet, da eine etwas geringere Quantitét
beider praacetylierter Nukleosomen im Vergleich zu den wz-Nukleosomen angenommen werden muss (s.
Abbildung 39: Bandenintensitdt der Oktamere im SDS-Gel vor der Assemblierung).

Der Szintillationszdhlung des HMTase-Versuchs ergab, dass PRset7 in der Lage war, die
prdacetylierten Nukleosomen zu methylieren. Die hochste Aktivitdit wurde in den
unmodifizierten (,wt’) Nukleosomen erzielt (Positivkontrolle), wihrend die H4 K20-
Methylierung der acetylierten Nukleosomen etwas geringer ausfiel. Die H4 K12-acetylierten
Nukleosomen konnte PRset7 etwas schlechter methylieren, als die H4 Kl6-acetylierten
Nukleosomen. Jedoch musste eine geringere Konzentration der praacetylierten Nukleosomen
im Vergleich zu den unmodifizierten Nukleosomen angenommen werden (s. Abbildung 39,
SDS-Gel der Oktamere). Der zeitliche Verlauf inkorporierter Methylgruppen nach 5, 10 und
30 Minuten war (gemessen an den absoluten Werten der Aktivititszdhlung) bei allen
eingesetzten Substraten vergleichbar.

Um die gemessenen Werte und die Substratspezifitit der Modifikation besser beurteilen bzw.
bestitigen zu konnen, wurde erneut ein identischer HMTase-Versuch (Inkubationszeit 30
Min.) durchgefiihrt, der anschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt und per
Autoradiographie sichtbar gemacht wurde (s. Abbildung 42).
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Abbildung 42: SDS-Gel und Autoradiographie des HMTase-Versuchs von PRset7 mit praacetylierten
Nukleosomen. Die priacetylierten Nukleosomen werden von PRset7 methyliert, jedoch etwas weniger stark als
die unmodifizierten Nukleosomen. Wahrscheinlich ist dies ein quantitatives Phdnomen, erkennbar an den
schwiécheren Histonbanden der priaacetylierten Nukleosomen im SDS-Gel. Eine partielle Inhibition der PRset7-
Methylierung durch die Préacetylierung kann jedoch nicht gianzlich ausgeschlossen werden.

Der Rontgenfilm bestitigte, dass PRset7 die an H4 K12 und die an H4 K16 acetylierten
Nukleosomen an H4 methylieren konnte und dass die Methylierung dieser beiden Substrate in
der Intensitit etwas geringer auszufallen schien, als die Methylierung der unmodifizierten
Positivkontrolle (,,Rekomb. Nukleosomen®). Obwohl bei der Assemblierung von
unmodifizierten und acetylierten Oktameren zu Nukleosomen nach demselben Protokoll mit
identischen Mengen DNA und Oktameren verfahren wurde (s. 5.2.13), war an den
aufgetragenen Nukleosomen im SDS-Gel dennoch zu erkennen, dass die Histonproteine der
acetylierten Nukleosomen etwas weniger intensive Banden aufwiesen, als die
unmodifizierten, rekombinanten Nukleosomen. Die etwas geringere Methylierung der
praacetylierten Nukleosomen konnte somit durch diesen Konzentrationsunterschied begriindet
sein. Eine mafige Inhibition der PRset7-vermittelten Methylierung durch die Pridacetylierung
kann allerdings nicht ginzlich ausgeschlossen werden. Aufgrund des erfolgreichen
Nachweises inkorporierter Methylgruppen hatten die H4 K12- bzw. die H4 K16-acetylierten
Nukleosomen offenbar keine ,,global inhibierenden” Auswirkungen auf die enzymatische
Aktivitit von PRset7.
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3.3.7. HMTase-Versuch in Anwesenheit praacetylierter und unmodifizierter
Nukleosomen

Da nach den bisherigen in vitro-Versuchen ausgesagt werden konnte, dass die H4-
Acetylierung an K12 oder K16 die enzymatische Aktivitit von PRset7 an Nukleosomen nicht
wesentlich zu beeinflussen schien, stellte sich die Frage, ob PRset7 in gleichzeitiger
Anwesenheit unmodifizierter und praacetylierter Nukleosomen eines der beiden Substrate
bevorzugen wiirde. In Kapitel 3.2.7 wurden Nukleosomen mit N-terminal deletierten H4-
Histonen zur Untersuchung der Bindungs- und Substratspezifitdt von PRset7 verwendet. Die
Deletion bis zur 10. Aminosdure des H4-N-Terminus tat der HMTase-Aktivitdt von PRset7
keinen Abbruch (s. Abbildung 30). Die H4-deltal0-Nukleosomen eigneten sich daher gut, um
eine mogliche Priaferenz von PRset7 zwischen nicht-acetylierten H4-deltal0-Nukleosomen
und den beiden an H4 acetylierten Nukleosomen in einer gemeinsamen Reaktion zu
untersuchen. Die Gelelekrophorese sollte die unterschiedlich groen H4-Molekiile der H4-
deltalO- und der préacetylierten Nukleosomen auftrennen, um die jeweilige Methylierung per
Autoradiographie sichtbar machen zu kénnen.

In einem Reaktionsansatz wurden jeweils die H4-deltal0-Nukleosomen und die H4 K12-
acetyl bzw. die H4 K16-acetyl-Nukleosomen (je 1:1-Verhiltnis) zusammen mit PRset7 und
SAM* im Rahmen eines HMTase-Versuches inkubiert. Uber Nacht wurde ein Rontgenfilm
auf dem SDS-Gel exponiert (s. Abbildung 43).
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Abbildung 43: HMTase-Versuch mit PRset7 an H4-delta-10-, H4 K12-acetyl- und H4 Kl16-acetyl-
Nukleosomen. Es sollte untersucht werden, inwieweit PRset7 Praferenzen bei gleichzeitigem Vorliegen von
unmodifizierten und préacetylierten Nukleosomen bzgl. der H4 K20-Methylierung hat. Dabei dienten H4-
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deltal0-Nukleosomen als ,,Ersatz fiir unmodifizierte rekombinante Nukleosomen. Mit dieser eleganten Lsung
konnten wegen des unterschiedlichen Molekulargewichts von H4 die inkorporierten Methylgruppen beider
Nukleosomen per Autoradiographie (nach Auftrennung auf einem 18% SDS-Gel) getrennt voneinander evaluiert
werden. Es zeigte sich, dass PRset7 keine eindeutige Préferenz hat, da sowohl beide acetylierten Nukleosomen
als auch die H4-deltal 0-Nukleosomen gleichzeitig methyliert werden konnten.

Unmodifizierte, rekombinante Nukleosomen

H4-deltal0-Nukleosomen

1:1-Verhiltnis von H4-deltal0- und unmodifizierten, rekombinanten Nukleosomen

1:1-Verhéltnis von H4-deltal0- und H4 K12-acetylierten Nukleosomen

1:1-Verhéltnis von H4-deltal0- und H4 K16-acetylierten Nukleosomen

OB WN P

Auch bei gemeinsamer Anwesenheit von H4 K12- bzw. H4 K16-acetylierten Nukleosomen
sowie von H4-deltal0-Nukleosomen (stellvertretend fiir ,wt’-rekombinante Nukleosomen mit
unverkiirztem H4) konnte keine eindeutige Bevorzugung eines der beiden Substrate durch

PRset7 aufgedeckt werden.

3.3.8. Die Deacetylierung von H4-Peptiden ist nicht vom Methylierungsstatus
abhangig

Mit massenspektrometrischen Experimenten wurde in unserer Arbeitsgruppe herausgefunden,
dass gereinigte Histone aus Drosophila (nativ) fast durchgingig eine Monoacetylierung und
eine Dimethylierung am Histon H4-N-Terminus aufwiesen (Bonaldi et al.,, 2004). So
entwickelte sich die Fragestellung, ob eine Deacetylasereaktion an einem acetylierten und di-
methylierten H4-N-Terminus im Vergleich zu einem acetylierten und nicht-methylierten H4-
N-Terminus positiv oder negativ beeinflusst wiirde. Es war zum Beispiel denkbar, dass die
gewOhnlich  reaktionsfreudigen HDACs durch die  Dimethylierung an  ihrer
Deacetylaseaktivitdt gehindert werden konnten.

Hierzu wurden H4-N-Terminus-Peptide (,,wt* und ,,K20m“; s.a. 3.2.5) mit MOF in einem
HAT-Versuch acetyliert (Inkubation der wt- und K20m-Peptide mit MOF und AcCoA*, s.a.
3.3.4). Eine identische Menge der acetylierten Peptide wurde mit einer Szintillationszdhlung
analysiert, um die Effizienz der HAT-Reaktion quantitativ beurteilen zu konnen. Somit
konnten die Peptide gemiB der geringgradig unterschiedlich inkorporierten Radioaktivitét
mengenmaifig fiir den folgenden Histon-Deacetylase-Versuch (HDAC-Versuch) abgeglichen
werden.

Fiir den HDAC-Versuch wurde die Histondeacetylase Rpd3 (von A. Brehm) verwendet. Es
wurde je eine identische Menge radioaktiv markierter wt- und K20m-Peptide mit Rpd3
inkubiert und die Menge freigesetzter radioaktiver Acetylgruppen szintigraphisch gemessen
(s. Abbildung 44). Die Negativkontrollen waren bis auf nicht enthaltenes Rpd3 identisch

zusammengesetzt.
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Abbildung 44: Deacetylierung acetylierter H4-N-Terminus-Peptide durch Rpd3. K20-methylierte
(,K20m*) und unmodifizierte (,,wt*“) H4-N-Terminus-Peptide wurden zuerst acetyliert und anschlieBend mit
Rpd3 in einem Histondeacetylase-Versuch (HDAC-Versuch) inkubiert. Dabei zeigte sich, dass die Methylierung
an K20 keinen negativen Einfluss auf die katalytische Deacetylaseaktivitit von Rpd3 hat.

Die Szintillationszdhlung ergab, dass es keine Beeinflussung der Histondeacetylase-Aktivitét
von Rpd3 durch eine eventuell vorhandene Methylierung (K20m-Peptide) zu beobachten war.
Vielmehr scheint Rpd3 die radioaktiv markierten Acetylgruppen von K20m-Peptiden

effektiver entfernen zu konnen als von nicht-methylierten wt-Peptiden.

3.3.9. Anti-H4-K20-dimethyl und Anti-H4-K16-acetyl an acetylierten H4-N-
Terminus-Peptiden

In einigen Versuchen verwendeten wir Antikorper, die eine sehr spezifische
Substraterkennung fiir einzelne modifizierte Aminosduren in den N-Termini der Histone
aufweisen sollten. In der Literatur wurden ebenfalls Antikdrper zum Nachweis der H4 K20-
Methylierung aus in vitro-Versuchen oder zum Anfarben von Chromatinbezirken in Polytin-
Chromosomen aus Drosophila verwendet; diese Daten erschienen teilweise widerspriichlich
(Fang et al., 2002; Nishioka et al., 2002b; Rice et al., 2002). Da die verschiedenen
Modifikationen héufig auf engstem Raum vorliegen (z.B. H4 K20-Methylierung und H4 K16-
Acetylierung), sollte anhand von Anti-H4-K20-dimethyl und Anti-H4-K16-acetyl untersucht
werden, wie spezifisch die Antikdrper fiir die Detektion dieser Modifikationen sind, wenn
gleichzeitig eine benachbarte, weitere Modifikation vorliegt. Im Speziellen sollte ermittelt
werden, ob Anti-H4-K16-acetyl an den H4-N-Terminus-Peptiden zwischen ,,K16-acetyl und
K20-methyl*“ und ,,K16-acetyl und nicht-modifiziert (wt)*“ unterscheiden konnte. Weiterhin
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sollte in Erfahrung gebracht werden, ob Anti-H4-K20dimethyl an Peptiden zwischen ,,K20m
methyl und H4 Kl6-acetyl“ und ,nicht-modifiziert (wt) und Kl6-acetyl differenzieren
wiirde.

Um sowohl die methylierten (,,K20m*) als auch die unmodifizierten (,,wt*) H4-N-Terminus-
Peptide zu acetylieren, wurde ein HAT-Versuch mit der Histonacetyltransferase MOF wie in
3.3.4 durchgefiihrt. Dort wurde bereits gezeigt, dass beide H4-Peptide von MOF acetyliert
werden konnten. Die vier unterschiedlichen Peptide (wt-acetyl und K20m-acetyl; wt und
K20m (nicht-acetyliert)) wurden anschlieBend in drei Quantitéiten je Peptid (2, 5 und 10pg)
auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen. Die aufgetragenen Peptide wurden mit den

entsprechenden Antikorpern gleichsam einem Western Blot inkubiert (s. 5.2.5).

3.3.9.1.  Untersuchung zur Spezifitat von Anti-H4-K16-acetyl

Der erste auf der Membran verwendete Antikorper war Anti-H4-K16-acetyl in einer
Verdiinnung von 1:1000 (s. Abbildung 45).

® ® -

H4 wt-Peptide

@ @ H4 K20m-Peptide

c

JOpg Sug  2ugy Jd0pg Spug  2ugy
~" ~"

H4 K16acetyl. H4-Peptide nicht-acetyl. H4-Peptide

Abbildung 45: Detektion von acetylierten und nicht-acetylierten H4-Peptiden mit Anti-H4-K16-acetyl
Anti-H4-K16-acetyl ist fiir die Acetylierung von H4-Peptiden sehr spezifisch (keine Detektion der nicht-
acetylierten H4-Peptide). Eine zusitzlich vorhandene Methylierung an acetyliertem K20m-H4-Peptid beeinflusst
die spezifische Erkennung der Acetylgruppe an K16 nicht.

Der exponierte Film zeigte, dass Anti-H4-K16-acetyl spezifisch fiir die Acetylierung von H4
K16 ist. Der Antikorper machte keinen Unterschied zwischen methylierten (K20m) oder
nicht-methylierten (wt) Peptiden, solange eine Acetylierung mit MOF stattgefunden hatte.
Nicht-acetylierte wt- oder K20m-H4-Peptide wurden nicht detektiert.
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3.3.9.2.  Untersuchung zur Spezifitat von Anti-H4-K20-dimethyl

Nach dem Entfernen der Antikorper des vorhergehenden Versuchs wurde die Peptidmembran
mit dem H4 K20-dimethyl-Antikorper inkubiert (ebenfalls in einer 1:1000-Verdiinnung des
Antikorpers, s. Abbildung 46).

H4 wt- Peptide

L3
‘ . H4 K20m-Peptide

Opg 5pg 2pugy \J0pg 5ng 2pgy
' YT

H4 K16acetyl. H4-Peptide nicht-acetyl. H4-Peptide

Abbildung 46: Detektion von acetylierten und nicht-acetylierten H4-Peptiden mit Anti-H4-K20-dimethy!|
Eine bessere Detektion von zuvor acetylierten pramethylierten Peptiden wurde beobachtet.

Anti-H4-K20-dimethyl detektierte die K20m-Peptide offensichtlich besser, wenn sie zuvor
von MOF an H4 K16 acetyliert wurden. Dieses Ergebnis offenbarte, dass Anti-H4-K20-
dimethyl verglichen mit Anti-H4-K16-acetyl weniger spezifisch ist: Zumindest die Intensitét
der Detektion dieses Antikorpers kann durch eine weitere Modifikation beeinflusst werden.
Der Antikorper Anti-H4-K20-dimethyl ist jedoch ausreichend spezifisch, um die wt- von den

K20m-Peptiden zu differenzieren.
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4, DISKUSSION

Die vorgelegten Ergebnisse aus Untersuchungen zu den Histonmethyltransferasen E(z) und
PRset7 sollen vorwiegend hinsichtlich der HMTase PRset7 und der H4 K20-Methylierung
diskutiert werden. Die Daten zu E(z) und dem E(z)-Esc-Komplex wurden bereits publiziert
sowie in der Einleitung (s. 2.6.1) und ferner in Ubersichtsartikeln ausfiihrlich dargestellt (z.B.
in Cao and Zhang, 2004b). Auf die wachsenden medizinischen Implikationen von E(z) und

anderen PcG- und TrxG-Proteinen ist in 2.8 eingegangen worden.

4.1. Interpretation der mit E(z) erzielten Ergebnisse

Mit dem rekombinant exprimierten E(z)-Protein konnte keine HMTase-Aktivitit erhalten
werden. Eine Mutation des aktiven Zentrum von E(z) konnte erfolgreich eingefiihrt werden
(E(z)mut). Durch die Inkubation von rekombinantem E(z)- bzw. E(z)mut-Protein mit
embryonalem Kernextrakt (,Trax’) aus Drosophila wurde jeweils die Rekrutierung
zusétzlicher Faktoren erreicht. Auf diese Weise konnte die Bindung der HDAC Rpd3 an E(z)
und E(z)mut sowie die Rpd3-assoziierte HDAC-Aktivitit nachgewiesen werden. Hier wére es
sinnvoll gewesen, die Proteinmengen an E(z)- und E(z)mut-Protein vor der Durchfiihrung des
HDAC-Versuchs zu normalisieren (s. 3.1.5.2). Da auch E(z)mut Rpd3 binden kann und da die
Mutation der SET-Doméne unweit des C-Terminus von E(z) liegt, ist es unwahrscheinlich,
dass eine mutationsbedingte, verdnderte Faltung zur enzymatischen Inaktivitdt von E(z)mut
fiihren wiirde. Tie et al. konnten in Bindungsstudien mit Deletionsproteinen zeigen, dass ein
73 Aminosduren langes Polypeptid des E(z)-N-Terminus fiir die Interaktion mit Rpd3
ausreicht (Tie et al., 2001). In diesem Zusammenhang erscheint die Frage interessant, ob die
Bindung von Kofaktoren (z.B. Rpd3) an die N-terminale Region von E(z) eine rdumliche
Verdnderung des Proteins bewirkt und erst hiermit die HMTase-Aktivitit von E(z) induziert
wird.

Die Ergebnisse aus 3.1 sind nebst weiteren Erkenntnissen unserer Arbeitsgruppe in die
Publikation von Czermin et al. eingegangen. Die mit E(z) im Komplex assoziierten Proteine
konnten identifiziert (s. 2.6.1) und die Rpd3-Bindung an E(z) aus der Trax-Inkubation somit
bestdtigt werden (s. 3.1.5.1). Mit rekombinant hergestellten Proteinen des identifizierten E(z)-
Komplexes gelang es weiterhin, einen E(z)-Komplex in vitro herzustellen. An diesem wurde
die HMTase-Aktivitdt von E(z) und die fehlende HMTase-Aktivitit eines entsprechenden
Komplexes demonstriert, der E(z)mut enthielt (Czermin et al., 2002); s. 3.1.3.
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Durch die Transfektion von FLAG-getagtem E(z) in Drosophila-Zellen konnte bislang kein in
vivo entstandener, ,,eukaryonter E(z)-Esc-Komplex hergestellt werden. Mdglicherweise ist
die mangelhafte Expression von Esc hierflir verantwortlich, da dieses Protein in vivo nur
wihrend der frithen Embryonalphase exprimiert wird und ab dem Larvenstadium in den
Zellen nicht mehr nachweisebar ist. Es ist deshalb durchaus denkbar, dass der aus den
Kernextrakten von Drosophilaembryos aufgereinigte und beschriebene E(z)-Esc-Komplex in
Sf4-Drosophila-Zellen in dieser Form nicht existiert, weil er nur in der frithen
Embryonalphase zur Etablierung von homdotischen Expressionsmustern bendtigt wird.

Cao et al. gelang es schlieBlich, die minimalen Bestandteile eines aktiven E(z)-Esc-
Komplexes zu identifizieren. Mit Hilfe eines Baculo-Expressionssystems konnte gezeigt
werden, dass neben E(z) und Esc nur noch der Komplexpartner Su(z)12 fiir eine HMTase-
Aktivitdt von E(z) benotigt wird. Aufgrund dieser Erkenntnisse ist davon auzugehen, dass
durch die Bindung von Su(z)12 und eine dadurch bewirkte rdumliche Verdanderung (innerhalb
des E(z)-Proteins oder zwischen E(z) und Nukleosom) eine Triggerung der HMTase-Aktivitit
von E(z) stattfindet. Offensichtlich ist Su(z)12 auch fiir die PcG-Funktionen essentiell: In
knockdown-Experimenten konnte gezeigt werden, dass an zuvor stillgelegten /hox-Genen
wieder eine Transkription stattfindet (Cao and Zhang, 2004a).

Einen Hinweis darauf, dass ein anderer, ca. 3MDa E(z)-Komplex fiir die Aufrechterhaltung
der hox-Genregulation verantwortlich sein konnte, wurde von Furuyama et al. erbracht. In
diesem Komplex wird erstmals die nicht in Embryonen gefundene Assoziation des aus Hefe
bekannten silencing-Proteins SIR2 mit E(z) beschrieben und mit PcG-vermitteltem silencing

verknlipft (Furuyama et al., 2004).

4.2. PRset7, die H4 K20-Methylierung und die H4 Acetylierung

42.1. Die nukleosomale Spezifitat der PRset7-vermittelten H4-Methylierung

In den Versuchen zur Substratspezifitit von PRset7 war ausschlielich die Methylierung von
rekombinanten Nukleosomenarrays an Histon H4 stark ausgeprégt (s. 3.2.2 und 3.2.3). In
rekombinantem Histon H4 und in rekombinanten Oktameren wurde hingegen eine ca. 75-fach
geringere Inkorporation von Methylgruppen festgestellt. Da die Assemblierung der
rekombinanten Oktamere mit Plasmid-DNA zu einer kurzen Nukleosomenkette
(Nukleosomenarray) das einzige Unterscheidungsmerkmal zwischen den rekombinanten
Oktameren und den rekombinanten Nukleosomen darstellt, musste entweder die
nukleosomale DNA, die Verbindungs-DNA oder eine andere ausgebildete Struktur zwischen
zwel (zu Nukleosomen assemblierten) Oktameren fiir die Methylierung durch PRset7

besonders forderlich sein. Fang et al. wollten dieser Frage nachgehen, indem sie nicht-

-905 -



Diskussion

assemblierte Oktamere und DNA in einem HMTase-Versuch mit PRset7 (bzw. Set8)
inkubierten. Sie detektierten zwar eine vergleichsweise vermehrte Inkorporation von
Methylgruppen, konnten jedoch nicht ausschlieBen, dass sich in der Reaktion aus nicht-
assemblierten Oktameren und der DNA Nukleosomen formiert hatten (Fang et al., 2002).

Die Ergebnisse von Fang et al. konnten in unserem Versuch mit derselben Fragestellung unter
Verwendung von H4-N-Terminus-Peptiden (AA 9-28) entkréftet werden (s. 3.2.5). Um die
Analogie zu verbessern, wurde die DNA desselben 5S-rDNA-Plasmids eingesetzt, welches
fiir die Assemblierung der rekombinanten Nukleosomen verwendet wurde. Im Gegensatz zu
den Nukleosomen konnten die H4-Peptide trotz der im Reaktionsgemisch vorhandenen DNA
von PRset7 im HMTase-Versuch nicht methyliert werden. Es konnte jedoch nicht beurteilt
werden, ob PRset7 in der Lage ist, die H4-Peptide zu binden oder ob PRset7 trotz einer
moglicherweise erfolgten Bindung die HMTase-Aktivitit an dem Peptid-Substrat nicht
auszuiiben vermag.

Beziiglich des H4-N-Terminus ergeben sich Parallelen zwischen PRset7 und dem
Remodeling-Faktor ISWI. Die ATPase-Aktivitit von ISWI kann nicht stimuliert werden,
wenn kein nukleosomaler H4-N-Terminus vorhanden ist, wodurch keine regelmafligen
Abstdande zwischen neu synthetisierten Nukleosomen gewéhrleistet werden konnen (Ito et al.,
1997; Clapier et al., 2001). Im Gegensatz zu PRset7 kann die enzymatische Aktivitdt von
ISWI jedoch durch ein H4-Peptid in Anwesenheit von DNA wiederhergestellt werden
(Clapier et al., 2002). Durch eine Interaktion des H4-N-Terminus-Peptids mit der DNA kann
hier vermutlich das fiir die Bindung von ISWI beschriebene ,,Epitop™ wieder entstehen
(Ebralidse et al., 1988; Johnson et al., 1992; Baneres et al., 1997).

4.2.2. Eine mogliche nukleosomale Erkennungsstruktur fir PRset7?

Eine Erkldrung dafiir, dass H4-N-Terminus-Peptide und DNA fiir die enzymatische
Aktivierung von PRset7 nicht ausreichen, konnte eine Nukleosomen-spezifische Interaktion
des H4-N-Terminus mit dem H2A-H2B-Dimer eines benachbarten Nukleosoms liefern:
Direkt nach dem DNA-nahen Austritt des H4-N-Terminus aus dem globuldren Bereich der
Core-Histone (ungefdhr bei Lysin 20), legen sich die N-terminalen Aminosduren 16-25 von
H4 einer hoch konservierten, sehr sauren Region des H2A-H2B-Dimers an, welche sich an
der Oberfliche eines benachbarten Nukleosoms befindet. Ob diese Assoziation
kristallisationsbedingt ist, kann gemiB3 Luger et al. nicht génzlich ausgeschlossen werden
(Luger et al., 1997; Luger and Richmond, 1998). Bemerkenswert ist jedoch die Tatsache, dass
in Saccharomyces cerevisiae diese Interaktion zwischen dem H4-N-Terminus und dem H2A-

H2B-Dimer nicht gefunden wird und die Chromatinstruktur dieser Hefespezies im Vergleich
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zu hoheren Eukaryonten weniger kondensiert erscheint. Deshalb ist diese internukleosomale
Assoziation wahrscheinlich fiir hohere Ordnungen der Chromatinstruktur von Bedeutung
(White et al., 2001). Die Erkennung dieser speziellen Struktur (H4-N-Terminus, saure
Oberfliche des benachbarten H2A-H2B-Dimers, nukleosomale DNA), die nur in
Nukleosomenarrays vorhanden ist, konnte fiir die hohe nukleosomale Substratspezifitit von
PRset7 verantwortlich sein.

Dariiberhinaus wére es interessant, im Rahmen weiterer Versuche aufzukldren, ob ein
kausaler Zusammenhang zwischen dem oben beschriebenen Unterschied in der
nukleosomalen Struktur und dem Nichtvorhandensein der H4 K20 Methylierung oder eines
PRset7-Homologs in Saccharomyces cerevisiae besteht (Fang et al., 2002; Nishioka et al.,
2002b).

Abbildung 47: Elektrostatische Anziehung von H4-N-Terminus und benachbartem H2A-H2B-Dimer.
Der H4-N-Terminus (griin) ist auf der Oberflidche des H2A-H2B-Dimers im Nukleosomen-Core dargestellt. Die
Aminosduren 16-25 des H4-N-Terminus liegen dabei einem stark negativ geladenen Bereich des H2A-H2B-
Dimers auf (intensiv rot geférbt), der aus den sauren Seitenketten von 7 Aminosduren besteht. (Aus Luger et al.,
1997).

4.2.3. PRset7 methyliert nur teilweise rekombinante H4-N-terminal deletierte
Nukleosomen

Mit rekonstituierten, an H4 N-terminal deletierten, rekombinanten Nukleosomen konnte
mittels HMTase-Versuchen das Methylierungsverhalten von PRset7 besser charakterisiert
werden (s. 3.2.7). Offensichtlich bendtigt PRset7 zur Erkennung, Bindung oder eigentlichen

Methylierungsreaktion des nukleosomalen Substrates nur einen bestimmten Teil des Histon
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H4 N-Terminus. Die Deletion bis zu den ersten 10 Aminosduren hat keine negativen
Auswirkungen auf die H4 K20-Methylierung, die in diesen Nukleosomen dieselbe Intensitét
wie an den ,nicht-H4-deletierten™ (,,wt-*) Nukleosomen aufweist. Trotz einer identischen
Menge eingesetzter Nukleosomen scheint die detektierte H4 K20-Methylierung von den wt-
Nukleosomen hin zu den deltal0-H4-Nukleosomen sogar tendentiell zuzunehmen (s.
Abbildung 30).

Deletionen ab der 15. sowie ab der 19. Aminosdure des H4 N-Terminus bewirken ein
vollstindiges Ausbleiben der H4 K20-Methylierung. Das bedeutet, dass zwischen der 11. und
der 15. Aminosdure ein nach C-terminal gerichteter Bereich des H4-N-Terminus beginnen
muss, der fiir die Methylierung von Lysin 20 durch PRset7 essentiell ist.

Interessanterweise entspricht dieser Bereich ungefahr dem Abschnitt des H4-N-Terminus, der
mit der sauren Oberfliche des benachbarten H2A-H2B-Dimers im nukleosomalen Verband
interagiert (s. 4.2.2). Dariliberhinaus konnten Dorigo et al. mit Deletionsversuchen der Histon-
N-Termini nachweisen, dass der fiir die Kompaktierung verantwortliche Bereich im H4-N-
Terminus zwischen der 15. und der 19. Aminoséure gelegen ist (Dorigo et al., 2003).

Eine Deletion der C-terminalen Aminosduren iiber den Bereich zwischen der 11. und der 15.
Aminosdure hinaus kann folglich diese internukleosomale Bindung und Kompaktierung
moglicherweise ganz oder teilweise korrumpieren und die Dislokation des H4-N-Terminus
von dieser Struktur bewirken. Demzufolge sprichen die durchgefiihrten H4-N-Terminus-
Deletionsversuche mit rekombinanten Nukleosomen in (s. 3.2.7) fiir die vorgeschlagene,

,hukleosomale Erkennungsstruktur* von PRset7.

4.2.4. Reduzierte enzymatische Aktivitat von PRset7 an nativen Nukleosomen

Ein auffilliger Befund bei der Untersuchung der Substratspezifitdt von PRset7 war die im
Vergleich zu rekombinanten Nukleosomen sehr geringe Methylierung von H4 in nativen
Nukleosomen (s. 3.2.2). Beziiglich der nukleosomalen Eigenschaften der rekombinanten und
der nativen Nukleosomen konnte von vergleichbaren Substraten fiir die HMTase-Versuche
mit PRset7 ausgegangen werden, soweit dies mit einem Mikrokokkus-Nuklease-Verdau
nachvollziehbar war (Vorhandensein eines Nukleosomenarrays sowie vergleichbare
Assemblierungsrate, s. 3.2.4).

In unserer Arbeitsgruppe wurden die N-Termini von Histonen aus Drosophila-Embryonen
(aus welchen auch die verwendeten nativen Nukleosomen assembliert wurden)
massenspektrometrisch analysiert. In diesen von Bonaldi et al. publizierten Ergebnissen
konnte festgestellt werden, dass die H4-N-Termini aus Drosophila-Embryonen fast ganzlich

an Lysin 20 di-methyliert sind (Bonaldi et al., 2004). Daher ist anzunehmen, dass PRset7 im
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HMTase-Versuch die rekonstituierten, nativen Nukleosomen zwar als Substrat erkannte,
jedoch die Methylierung an K20 aufgrund der dort bereits vorhandenen Dimethylierung nicht
mehr bewerkstelligen konnte. Dass der weitgehend ausbleibenden Methylierung nativer
Nukleosomen kein quantitativer Unterschied zwischen den rekombinanten und nativen
Nukleosomen zugrunde lag, wird durch die starke Bandenintensitét der nativen Nukleosomen
im SDS-Gel in Abbildung 24 illustriert.

Eine durchgéingige H4 K20-Dimethylierung konnte indes ebenfalls von einer anderen
Arbeitsgruppe in humanen Zellen (HeLa) nachgewiesen werden (Zhang et al., 2002). Die H4
K20-Dimethylierung ldsst daher auf ein mogliches Merkmal schlieBen, das hoheren

Eukaryonten gemein ist.

4.25. Nachweis der nukleosomalen H4 K20-Di-Methylierung durch PRset7

An rekombinanten, mit PRset7 methylierten Nukleosomen konnte mittels Anti-H4-K20-
Dimethyl eine spezifische Dimethylierung von H4 K20 nachgewiesen werden, wobei der
Antikdrper auch mit rekombinanten Nukleosomen leicht kreuzreagierte, die nicht methyliert
waren (s. 3.2.6). Der verwendete Antikorper war zur Zeit der Versuchsdurchfiihrungen der
einzige, kommerziell erhéltliche Antikorper zur Detektion von Methylgruppen an H4 Lysin
20. Von der Arbeitsgruppe um D. Reinberg wird die Auffassung vertreten, dass PRset7
ausschlieflich eine H4 K20-Monomethylierung durchfiihre (Sims, III et al., 2003). Bei einer
vorausgesetzten Spezifitit des verwendeten Antikdrpers fir die K20-Dimethylierung konnte
der in 3.2.6 erbrachte Nachweis diese Aussage nicht bestitigen.

Der erbrachte Antikorpernachweis einer Dimethylierung von H4 K20 wird durch die
weitgehend ausbleibende Methylierung nativer Nukleosomen unterstiitzt (s. 3.2.4 und 4.2.4)
und legt deshalb nahe, dass PRset7 fiir die Dimethylierung von H4 K20 verantwortlich ist.
Eine Publikation von Julien et al. stellt ein weiteres Indiz fiir die H4 K20 Dimethylierung
durch PRset7 dar. Die (durch HCF1-Deletion) induzierte Uberexpression von PRset7 geht mit
einer Zunahme der H4 K20-Dimethylierung einher, wihrend die H4 K20-Monomethylierung
abnimmt und die H4 K20-Trimethylierung konstant bleibt (Julien and Herr, 2004). Die
spezifische Trimethylierung von H4 K20 wird von den von Schotta et al. entdeckten
HMTasen Suv4-20h1l und Suv4-20h2 ausgefiihrt. Sie offenbarten in der Charakterisierung
von Schotta et al. nur sehr geringe H4 K20 Dimethylase-Aktivitét (Schotta et al., 2004).

Es ist unklar, ob PRset7 eine H4 K20 Monomethylierung ausfiihren kann und es ist ebenfalls
nicht gewil}, ob PRset7 die einzige H4 K20 Dimethylase ist. Die resultierende Lethalitét in

PRset7-depletierten Drosophila-Larven verdeutlicht jedoch die essentielle Bedeutung dieser
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HMTase und der H4 K20-(Di)Methylierung fiir die Entwicklungs- und Lebensfahigkeit eines
eukaryonten Organismus (Fang et al., 2002; Nishioka et al., 2002b).

4.2.6. Der ,,autoinhibitorische® N-Terminus und die SET-Doméne von
PRset7

Die Expression von PRset7 als Inteinfusionsprotein enthielt viele Degradationsprodukte sowie
unvollstindig proteatisch verdautes PRset7-Protein (s. 3.2.1). Aufgrund deren Detektion
durch Anti-Set8 war es wahrscheinlich, dass es sich um Degradationsprodukte von PRset7
handelte. Anti-Set8 wurde von der Arbeitsgruppe um Y. Zhang als polyklonaler Antikorper
gegen das ASet8-Protein (humanes PRset7-Homolog) entwickelt, welches eine
Sequenzhomologie von ca. 52% zu dem von uns exprimierten PRset7 aus Drosophila
(anschlieBend als ,,dPRset7 bezeichnet) aufweist und somit fiir den Nachweis ausreichend
spezifisch gewesen sein diirfte (s. Abbildung 21).

Durch die Reinigungen von dPRset7 gelang es, die Degradationsprodukte und das
Volllangenprotein voneinander zu trennen sowie HMTase-Versuche mit den einzelnen
Fraktionen durchzufithren (s. 3.2.8.3). Dabei zeigte sich, dass das in Abbildung 32
identifizierte Vollldngenprotein von dPRset7 enzymatisch inaktiv war. Die kiirzeren
Degradationprodukte  besalen hingegen eine hohe HMTase-Aktivitdt, was in
Deletionsversuchen von Fang et al. mit dem humanen PRset7-Homolog /Set8 ebenfalls
demonstriert werden konnte (Fang et al., 2002). Im Gegensatz zu Su(var)3-9, das ohne N-
Terminus inaktiv ist (Eskeland et al., 2004), hat der N-Terminus von PRset7 offensichtlich
eine ,,autoinhibitorische Wirkung* auf die enzymatische Aktivitét ausgeiibt.

Diese Erkenntnis ist in anbetracht der verschiedenen Homologe von dPRset7 (691 AA) und
deren Lange spannend. Der C-Terminus, welcher auch die SET-Doméne enthilt, ist in diesen
Proteinen am hochsten konserviert. Der N-Terminus hingegen ist relativ variabel.
Beispielsweise bestehen die etwa nur halb so groBen humanen Homologe des dPRset7-
Proteins, ASet8 aus 352 AA (Fang et al., 2002), bzw. hPRset7 aus 322 AA (Nishioka et al.,
2002b). Die beiden humanen Homologe stimmen iibrigens in der Aminosduresequenz exakt
iiberein; lediglich das von Fang et al. identifizierte 4Set8 ist am N-Terminus 30 AA lidnger als
das identifizierte #PRset7-Protein von Nishioka et al. Die ohnehin N-terminal kiirzeren
humanen Vollldngenproteine ASet8 bzw. hPRset7 sind somit immer noch kiirzer, als die
enzymatisch aktivsten dPRset7-Degradationsprodukte (s. Abbildung 31 und Abbildung 32).
Zusidtzlich N-terminal verkiirztes, rekombinantes hPRset7 bzw. ASet8 verlor in HMTase-
Versuchen von Fang et al. und Nishioka et al. die nukleosomale Substratspezifitit (Fang et al.,

2002; Nishioka et al., 2002b). Mdglicherweise erkldrt der etwas ldngere N-Terminus der
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dPRset7-Degradationsprodukte die durchwegs erhaltene, nukleosomale Substratspezifitit der
mit ihnen erbrachten Ergebnisse. Ob das in dieser Arbeit exprimierte und verwendete dPRset7
bei weiterer N-terminaler Verkiirzung (d.h. degradiertes dPRset7 kleiner als 45 kDa) ebenfalls
die nukleosomale Spezifitit einbiiflt, ist anzunehmen, wurde jedoch nicht untersucht.
Aufgrund der im Vergleich zu anderen SET-Doménen-HMTasen sehr weit C-terminal
gelegenen SET-Domine aller PRset7-Homologe, konnte die beobachtete Degradation von
dPRset7 nur N-terminal erfolgt sein. Sonst wire die SET-Doméne in Mitleidenschaft gezogen
worden und somit die HMTase-Aktivitdt erloschen. Dariiberhinaus konnten Fang et al. in
einem eindrucksvollen Deletionsversuch zeigen, dass die HMTase-Aktivitdt des homologen
hSet8 ohne die C-terminal der SET-Doméne gelegenen 9 Aminosduren fast génzlich erlischt
(Fang et al., 2002). Offensichtlich komplettiert diese sehr kurze C-flankierende Doméne der
SET Doméne auch das aktive Zentrum aller PRset7-Homologe (geméf allen bisherigen
Strukturanalysen von Histon-Lysin-Methyltransferasen (HKMTasen) mit enthaltener SET-
Domine; s. 2.3.1).

Hinsichtlich der interpretierten Ergebnisse sind fiir eine funktionierende HMTase-Aktivitét
von dPRset7 in vivo zwei grundsitzliche Optionen denkbar: Einerseits konnte das Protein
auch intrazelluldr degradiert und dadurch aktiviert werden. Andererseits wére denkbar, dass
dPRset7 — vergleichbar zu E(z) — innerhalb eines Komplexes vorliegen konnte (s. 2.6.1).
Vielleicht konnte dieser hypothetische Komplex die ,,Inhibitorwirkung des N-Terminus*

durch hervorgerufene strukturelle Veranderungen des dPRset7-Proteins kompensieren.

4.2.17. Gegenseitige Beeinflussung der H4-K20-Methylierung und H4-K16-
(bzw. -K12-) Acetylierung?

In den Experimenten zum Methylierungsverhalten von PRset7 an rekombinanten
Nukleosomen mit N-terminalen H4-Deletionen wurde gezeigt, dass zwischen der 11. und 15.
Aminoséure eine Region in C-terminaler Richtung beginnt, die fiir die Methylierung von K20
durch PRset7 essentiell ist (s. 4.2.3). Da in diesem Bezirk des H4-N-Terminus zwei
posttranslational acetylierbare Lysine vorkommen (K12 und K16), lag die Fragestellung nahe,
ob Verdnderungen durch die Acetylierung dieser Lysine zu einer verdnderten Methylierung
von K20 fithren wiirden.

Aufgrund der hohen nukleosomalen Spezifitit von PRset7 konnte diese Fragestellung nur mit
acetylierten Nukleosomen beantwortet werden, deren Herstellung langwieriger war (s. 3.3.5).
Rekombinante Oktamere wurden mit rekombinant hergestelltem HAT1 (H4 K12) und mit
rekombinant hergestelltem MOF (H4 K16) acetyliert und vor der Assemblierung zu
Nukleosomen mit Anti-H4 K12-acetyl bzw. Anti-H4 Kl16-acetyl im Western Blot auf die
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erfolgte Acetylierung hin {iberpriift. Trotz des gelungenen Nachweises (s. 3.3.5.1) konnte
dadurch der Grad der Acetylierung in den jeweiligen Oktameren nicht quantifiziert werden.
Im HMTase-Versuch mit PRset7 wurde die Methylierung der H4 K12- bzw. H4 Kl16-
acetylierten Nukleosomen mit der Methylierung der unmodifizierten (,,wt*), rekombinanten
Nukleosomen verglichen. Die im Vergleich zu den acetylierten Nukleosomen stirkere
Methylierung der wt-Nukleosomen (s. 3.3.6) ist wahrscheinlich durch eine hohere Quantitét
bedingt, die im SDS-Gel in der darauffolgenden Autoradiographie sichtbar wurde (s.
Abbildung 42). Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass die Praacetylierung die Methylierung
teilweise inhibiert. Desweiteren ist die Methylierung der acetylierten Nukleosomen
untereinander nicht gleichmifig, da die Kl6-acetylierten Nukleosomen etwas stédrker
methyliert wurden als die K12-acetylierten Nukleosomen. Es ist unklar, ob dieser Unterschied
ebenfalls quantitative oder moglicherweise andere Untersachen hat.

Der anschlieBend durchgefiihrte, kompetitive HMTase-Versuch bei gleichzeitigem Vorliegen
von deltal0-H4-Nukleosomen und KI12- bzw. Klé6-acetylierten Nukleosomen lie3 eine
Priaferenz von PRset7 fiir die deltal0-H4-Nukleosomen erkennen (s. 3.3.7). Allerdings ist in
der Autoradiographie ebenfalls deutlich zu erkennen, dass PRset7 bei vorliegendem 1:1-
Verhiltnis von wt-Nukleosomen und deltal0-H4-Nukleosomen eindeutig die deltal0-H4-
Nukleosomen bevorzugt methyliert (s. Abbildung 43). Diese Beobachtung relativiert die
schwichere Methylierung der acetylierten Nukleosomen im Vergleich zu den deltal0-H4-
Nukleosomen. Da bereits zuvor aufgefallen war, dass PRset7 die deltal 0-H4-Nukleosomen
offensichtlich stiarker methyliert als die wt-Nukleosomen (s. 4.2.3), konnte iiber eine partielle
Inhibition der enzymatischen Aktivitdt von PRset7 durch die ersten 10 Aminosduren des H4-
N-Terminus spekuliert werden.

Insgesamt scheint eine Priacetylierung von rekombinanten Nukleosomen an K12 oder K16
nicht zur starken Inhibition einer nachfolgenden H4 K20-Methylierung durch PRset7 zu
fiihren. Hétten die vorgenommenen Acetylierungen des nukleosomalen H4-N-Terminus
dieselben Auswirkungen auf das Methylierungsverhalten von PRset7 gehabt, wie die Deletion
H4-N-terminaler Aminoséuren iiber die 10. Aminosdure hinaus (s. 3.2.7), wére eine starker
reduzierte, vielleicht sogar aufgehobene K20-Methylierung erwartet worden. Jedoch kdnnen
die Beobachtungen mangels einer Quantifizierung des vorliegenden Acetylierungsgrades der
Substrate nur als tendentieller bzw. als globaler Effekt gedeutet werden.

Die Tendenz der beschriebenen Ergebnisse wird von massenspektrometrischen
Untersuchungen verschiedener Gruppen gestiitzt. Sowohl in Drosophila-Zellen, als auch in
humanen und bovinen Zellen wurden regelmillig K20-dimethylierte H4-N-Termini
zusammen mit verschiedenen Graden der Acetylierung identifiziert (Zhang et al., 2002;
Bonaldi et al., 2004; Sarg et al., 2004), so dass eine gegenseitige Inhibition dieser beiden

Modifikationen am H4-N-Terminus unwahrscheinlich ist.
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Nachdem der Effekt einer Praacetylierung auf die PRset7-vermittelte Methylierung untersucht
wurde, sollte auch die Acetylierung von Substraten hinsichtlich einer Pramethylierung an H4
K20 untersucht werden. Diese Untersuchungen wurden auf die Untersuchung der H4 K16
Acetylierung durch die exprimierte Histonacetyltransferase MOF beschriankt (s. 3.3.1;
vorwiegend H4 K16-Acetylierung).

Da MOF ohne Kofaktoren keine nukleosomale Acetylierung ausfiihren konnte (s. 3.3.1.2),
wurden nicht-modifizierte, rekombinante Oktamere mit nativen Oktameren in einem HAT-
Versuch miteinander verglichen. Die schwichere Acetylierung des Histonproteins H4 der
nativen Oktamere ist in der Autoradiographie deutlich erkennbar (s. 3.3.3). Da auch hier der
Grad der bereits vorhandenen Acetylierungen an den nativen Oktameren (posttranslationale
Modifikationen in vivo) nicht bekannt war, konnte nicht beurteilt werden, ob die geringere,
MOF-vermittelte Acetylierung durch eine K20-Primethylierung oder eine Priacetylierung
von H4 begriindet war. Da im Vergleich zu den rekombinanten Oktameren die Inkorporation
von radioaktiv markierten Acetylgruppen in Histon H3 der nativen Oktamere ebenfalls stark
verringert war, sind vermutlich bereits vorhandene Modifikationen an den nativen Oktameren
fiir die geringere Acetylierung durch MOF verantwortlich. Es wire dennoch sinnvoll
gewesen, die nativen Oktamere mit verschiedenen Antikorpern zu evaluieren (z.B. Anti-H4-
K12-acetyl, -H4-K16-acetyl, -H4-K20-dimethyl).

In einem weiteren HAT-Versuch mit unmodifzierten (,,wt*) und K20-methylierten (,,K20m*)
H4-N-Terminus-Peptiden war keines der beiden Substrate von MOF bevorzugt acetyliert
worden (s. 3.3.4). Ferner wurde die Fragestellung angegangen, ob durch eine vorhandene H4
K20-Methylierung ein Unterschied in der Deacetylierung von wt- und K20m-H4-N-
Terminus-Peptiden existierte. Dazu wurden beide Peptide zuvor mit MOF an K16 acetyliert.
Die Histondeacetylase Rpd3 konnte beide Substrate deacetylieren und unterschied nur wenig
zwischen den wt- oder K20m-Peptiden; tendentiell wurden die K20m-Peptide im Vergleich
zu den wt-Peptiden sogar etwas effektiver deacetyliert (s. Abbildung 44). Mit Blick auf die
massenspektrometrischen Beobachtungen sprechen auch diese Ergebnisse nicht fiir eine

gegenseitige Inhibition der H4 K16 Acetylierung und der H4 K20 Methylierung.

Bei der initialen Charakterisierung von PRset7 wurde aufgrund des Histon-Code-Modells (s.
2.4) als wahrscheinlich erachtet, dass die benachbarten, acetylierbaren Lysine mit der PRset7-
vermittelten H4 K20-Methylierung interferieren wiirden (Fang et al., 2002; Nishioka et al.,
2002b). Die Untersuchungen zu dieser Hypothese wurden teilweise mit Hilfe von Antikorpern
durchgefiihrt und fiihrten zu widerspriichlichen Ergebnissen, deren Aussagekraft fraglich
erscheint.  Beispielsweise  wurde in  gegenseitigen  Inhibitionsversuchen  fiir
Acetylierungsreaktionen die Acetyltransferase p300 verwendet wird, die alle Core-Histone an

mehreren Lysinen acetylieren kann (Schiltz et al., 1999). Fiir unsere Versuche verwendeten
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wir hingegen die Acetyltransferase MOF, die an Histon H4 spezifisch Lysin 16 zu acetylieren
vermag (Akhtar and Becker, 2000; Smith et al., 2000). Dariiberhinaus waren die von beiden
Gruppen verwendeten Antikorper vermutlich nicht spezifisch genug, um zwischen den
verschiedenen Graden der Methylierung (mono, di, tri) von H4 K20 zu unterscheiden. Es ist
ebenfalls fraglich, ob die Spezifitit der Antikorper bei eventuellem Vorliegen mehrfacher
Modifikationen an einem Histon-N-Terminus gewahrt blieb.

Deshalb war es von Interesse, die Spezifitit der in unseren Versuchen verwendeten
Antikorper zu tiberpriifen (s. 3.3.9). MOF-acetylierte wt- und K20m-H4-N-Terminus-Peptide
wurden von Anti-H4-K16-acetyl unabhéngig von der an K20m vorhandenen Methylgruppe
mit gleicher Intensitit detektiert. Nicht-acetylierte wt- und K20m-Peptide wurden nicht
erkannt, was somit insgesamt filir eine hohe Spezifitit des Anti-H4-K16-acetyl-Antikorpers
spricht.

Hingegen kann der Anti-H4-K20-Dimethyl offensichtlich nicht zwischen Mono- und
Dimethylierung von H4 K20 unterscheiden kann, da er an die K20-monomethylierten H4-N-
Terminus-Peptide bindet. Aulerdem konnte Anti-H4-K20-Dimethyl in Abbildung 46 zwar
die Methylierung an K20m im Vergleich zu wt-Peptiden korrekt differenzieren, doch
verdnderte sich die Intensitét der Detektion mit Vorhandensein einer Acetylierung an K16.
Die Kl6-acetylierten K20m-Peptide wurden von Anti-H4-K20-Dimethyl eindeutig besser
erkannt, als die nicht-acetylierten K20m-Peptide. Folglich konnte dies eine falsch positive,
starkere Methylierung der K16-acetylierten K20m-Peptide suggerieren.

Bei der Analyse von Peptiden und anderen Substraten bietet sich aufgrund der beschriebenen
Schwierigkeiten mit Antikdrpern deshalb die objektivere Methode der Massenspektrometrie
an. Sarg et al. konnten mittels dieser Methode nachweisen, dass die Mono- und
Dimethylierung von H4 K20 in Maus-Zellen gemeinsam mit allen Acetylierungsstufen des
H4-N-Terminus auftritt, die Trimethylierung hingegen nicht (Sarg et al., 2004). Hiermit
offenbart sich ein neues, im Vergleich zu den Untersuchungen von Fang et al. und Nishioka et
al. differenzierteres Bild zwischen dem Grad der Methylierung an H4 K20 und der
Acetylierung des H4-N-Terminus, auf das im folgenden Kapitel detaillierter eingegangen

wird.

4.2.8. Eine Neubewertung der H4 K20 Methylierung

Zunehmend wurde deutlich, dass die nicht nur die Lokalisation, sondern auch der Grad einer
Histonmethylierung (Mono-, Di- oder Trimethylierung) fiir bestimmte Funktionen und
Strukturen im Chromatin eine zentrale Rolle spielt. So ist beispielsweise die HP1-

rekrutierende H3 K9 Trimethylierung und die H3 K27 Monomethylierung fiir das konstitutive
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Heterochromatin charakteristisch, wéhrend die H3 K9 Dimethylierung in weiten Teilen
euchromatischer Bereiche vorliegt (Peters et al., 2003). Die H3 K4 Dimethylierung ist
higegen mit dekondensiertem, zur Transkription befahigtem Chromatin assoziiert und die H3
K4 Trimethylierung scheint spezifisch mit einer gegenwértigen Transkription verkniipft zu
sein (Santos-Rosa et al., 2002).

In der Zusammenschau aktueller Publikationen und der in Kapiteln 3.2 und 3.3 erbrachten
Ergebnisse zeichnet sich ab, dass die H4 K20 Methylierung — dhnlich der Methylierung von
H3 K9 oder von H3 K4 — je nach Methylierungsgrad unterschiedliche Aufgaben im
Chromatin besitzt. Desweiteren scheinen sich die jeweiligen Methylierungsgrade
unterschiedlich auf andere posttranslational modifizierte Lysine auszuwirken, so dass das
vielzitierte Modell des Histon-Codes (Strahl and Allis, 2000), s. 2.4, hinsichtlich der neueren
Erkenntnissen iiber die differenzierte Methylierung etwas ,hinterherhinkt”. Diese Tatsache
war fiir die Aufgabenstellung und fiir die Interpretation der Ergebnisse mit PRset7 jedoch von
Bedeutung, da beide erstbeschreibenden Autoren der HMTase PRset7 (bzw. dessen
Homologe) die H4 K20-Methylierung ohne Bezug zur Mono-, Di- oder Trimethylierung
analysiert hatten. Vermutlich wurde angenommen, dass die H4 K20-Methylierung
grundsétzlich eine Modifikation des ,,inaktiven Chromatins® sei, die nicht gleichzeitig mit der
benachbarten und hauptsidchlich fiir ,aktives Chromatin®“ charakteristischen H4 K16-
Acetylierung vorliegen konne (Turner et al.,, 1992; Nishioka et al., 2002b). Einige
Publikationen konnten belegen, dass der gegenseitige Ausschlufl beider Modifikationen nur
sehr bedingt zutrifft und mit dem zusitzlichen Komplexititsniveau einer moglichen Mono-,
Di- und Trimethylierung von H4 K20 zusammenhéngt. Passend zu den von uns vorgelegten
Ergebnissen konnten massenspektrometrische Untersuchungen keinen Anhaltspunkt fiir eine
durchgéngige gegenseitige Inhibition der H4 K20 Methylierung mit der H4-Acetylierung
aufzeigen: In Maus-Erythroleukdmiezellen fanden Sarg et al. eine Assoziation von
iiberwiegend di-methyliertem H4 K20 mit einer Hyperacetylierung an denselben H4-N-
Termini. Ahnliche Beobachtungen hatten zuvor bereits Zhang et al. in HeLa-Zellen und
Bonaldi et al. in Drosophila-Zellen gemacht (Bonaldi et al., 2004; Zhang et al., 2002), s.
4.2.4. In derselben Studie wurde von Sarg et al. in heterochromatin-assoziierten Bereichen tri-
methyliertes K20 kontinuierlich mit einer Hypoacetylierung an H4-N-Termini vorgefunden,
was eine negative gegenseitige Beeinflussung der K20-Trimethylierung mit der H4-
Acetylierung in diesen Bereichen nahe legt (Sarg et al., 2004). Auch Koumouli et al. konnten
die H4 K20-Trimethylierung mit konstitutivem Heterochromatin assoziieren, bevor diese
Beziehung durch die Entdeckung der ausfithrenden H4 K20 Trimethylasen Suv4-20h1 und
Suv4-20h2 begriindet werden konnte (Kourmouli et al., 2004; Schotta et al., 2004).
Dariiberhinaus  demonstrierten  beide  Arbeitsgruppen eine  Su(var)3-9-abhingige,

heterochromatin-assoziierte Trimethylierung von H3 K9 als Vorraussetzung fiir eine
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anschlieBende H4 K20 Trimethylierung (s. ausfiihrliche Darstellung zu Heterochromatin,
2.1.1.2). Schotta et al. zeigten ferner auf, dass die Suv4-20hl- und Suv4-20h2-HMTasen
keine Sequenzhomologien zu PRset7 aufweisen. Einzig die konservierte SET-Doméine ist
thnen gemein, die in Suv4-20h1- und Suv4-20h2 jedoch in der N-terminalen Hélte liegt (und
nicht wie in PRset7 weit im C-terminalen Bereich).

Es kristallisieren sich folglich differenzierte Eigenschaften der unterschiedlichen H4 K20
Methylierungsgrade heraus, die jeweils von verschiedenen HMTasen ausgefiihrt werden. Die
Darstellung einer durchgiingigen, gegenseitigen Inhibition der H4 K20 Methylierung und der
H4 Acetylierung erscheint hingegen verkiirzt. Die Trimethylierung hat offensichtlich andere
funktionelle und strukturelle Implikationen fiir das Chromatin, als die (Mono- oder)
Dimethylierung von H4 K20. Je élter eine eukaryonte Zelle ist, desto groBer ist in der Regel
der Anteil des Heterochromatins. Entsprechend nimmt die heterochromatinassoziierte H4 K20
Trimethylierung mit wachsender zelluldrer Differenzierung zu und wird tiberwiegend in
dlteren eukaryonten Zellen vorgefunden (Sarg et al., 2002; Sarg et al., 2004). Die
hypothetischen Uberlegungen von Sarg et al. beziiglich eines groen HDAC-Suv4-20h-Multi-
Enzymkomplexes mit nachfolgender Bindung von HP1 an die H4 K20-Trimethylierung
erscheinen demzufolge nicht abwegig (Sarg et al., 2004). Vielleicht kénnen fiir die Di- und
fiir die Trimethylierung von H4 K20 in zukiinftigen Untersuchungen jeweils unterschiedliche,
chromatinbindende Proteine oder Proteinkomplexe mit biologischer Regulatorfunktion
identifiziert werden.

Dariiber hinaus konnten sich die in 4.2.2 beschriebenen, internukleosomalen Interaktionen der
H4 N-Termini mit den Oberflaichen benachbarter H2A-H2B-Dimere moglicherweise durch
den Grad der K20 Methylierung verdndern. Angesichts der lockeren Chromatinstruktur in S.
cerevisiae, in deren Nukleus diese H4 N-terminalen, internukleosomalen Assoziationen nicht
existieren (White et al., 2001), konnten sich Modifikationen dieser Interaktionen wesentlich
auf den Kondensationsgrad des Chromatins auswirken.

Bemerkenswerterweise ist der Ausfall der H4 K20 Trimethylierung in Drosophila-Larven mit
dem Leben vereinbar, wihrend die Depletion von PRset7 mit nachfolgendem Verlust der H4
K20 Dimethylierung lethale Folgen fiir die Drosophila-Larven hat (Nishioka et al., 2002b;
Schotta et al., 2004). Von Julien et al. konnte mit einer (durch Deletion des Gens HCF1)
induzierten Uberexpression von PRset7 in mitotischen Zellen eine vermehrte H4 K20
Dimethylierung und eine gleichzeitige Abnahme der H4 K20 Monomethylierung bei
gleichbleibender Trimethylierung nachgewiesen werden (Julien and Herr, 2004). Diese
Verdanderungen wirkten sich negativ auf die Mitoseregulation aus und fiithrten zu fehlerhafter
Chromosomensegregation und Zellteilungsdefekten. Moglicherweise haben PRset7 und die

H4 K20 Dimethylierung darum eine konstitutive, ,,homdostatische* Aufgabe fiir weite Teile
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des Genoms; sie konnten fiir die reibungslose Zellteilung und fiir die globale
Chromatinstruktur von Bedeutung sein.

Entsprechend den oben dargestellten Beziehungen zwischen der H4 K20 Di- und
Trimethylierung konnte durch massenspektrometrische Versuche unserer Arbeitsgruppe in
Tumorzellen (wenig differenziert, hohe Mitoseaktivitit, viele Zellteilungen) eine global
erhéhte K20 Dimethylierung und erniedrigte K20 Trimethylierung am H4 N-Terminus
festgestellt werden.

Es wire von grolem Interesse, ob in Tumorzellen ein kausaler Zusammenhang zwischen
bekanntermalBlen meist fehlregulierten Polycomb- und Trithorax-Proteinen (s. 2.6 und 2.8) mit
charakteristischen H4 K20 Methylierungsgraden aufgedeckt werden kann. Ein initialer Schritt
in diese Richtung bestiinde in der Aufklarung des durch die HMTase Ashl vermittelten
Methylierungsgrades an H4 K20 (Beisel et al., 2002) — dieses TrxG-Protein, das mit ,,aktivem
Chromatin‘ assoziiert wird, spielt in verschiedenen malignen Neoplasien eine wichtige Rolle
(s. 2.8).

4.3. Histon(de)methylierung — aktuelle Entwicklungen

Die obige, schriftliche Ausarbeitung spiegelt den wissenschaftlichen Kenntnisstand von
Oktober 2004 wider. Um die Aktualitdt zu gewéhrleisten wird im folgenden Abschnitt auf die
neuesten Erkenntnisse und Entwicklungen im Bereich der PcG-Proteine, der Histon H4 K20

Methylierung sowie der kiirzlich entdeckten Histon-Lysin-Demethylasen eingegangen.

4.3.1. Die zentrale Rolle von E(z) und PcG-Proteinen fur das silencing

Zu E(z) und der PC-vermitteltem Repression wurden einige bedeutende Entdeckungen
gemacht. In 2.6.2 wurde der PcG-vermittelte silencing-Mechanismus dargestellt, iiber
welchen beispielsweise spezifische hox-Gene an der Expression gehindert werden. Eine
dhnliche Rolle scheinen E(z) und weitere PcG-Proteine auch fiir das sog. imprinting
(elterliche Pragung) zu haben. Schon ldnger ist bekannt, dass diese spezifische und vererbbare
Repression eines miitterlichen oder viterlichen Allels {iber die embryonale DNA-
Methylierung sog. /CRs (imprinting control regions) gesteuert wird (Delaval and Feil, 2004).
Untersuchungen von Umlauf et al. sprechen fiir eine Aufrechterhaltung und Ausfiihrung
dieser ,,Repressions-Information® durch Histonmethyltransferasen: Im Modellorganismus
Maus existiert ein cluster stillgelegter, paternaler Allele auf Chromosom 7, deren Promotoren
nicht DNA-methyliert sind. Jedoch liegen dort H3 K9-Di- und H3 K27-Tri-Methylierungen

vor und es konnte eine Assoziation des paternalen Chromosoms mit dem E(z)-Esc-Komplex
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nachgewiesen werden. Da insbesondere die H3 K27 Tri-Methylierung mit PcG-vermitteltem
silencing verkniipft ist (Czermin et al., 2002), ist es wahrscheinlich, dass der E(z)-Esc-
Komplex fiir die Etablierung der spezifischen Histonmethylierungen und die konsekutive
Stilllegung der paternalen Allele verantwortlich ist (Umlauf et al., 2004).

Ferner wurde von Wang et al. entdeckt, dass an dem fiir das silencing benétigten PRC1-PcG-
Komplex eine Ubiquitin Ligase assoziiert ist (Wang et al, 2004). Wenig spiter
demonstrierten Cao et al., dass diese Ubiquitinylierung von H2A an Lysin 119 fiir die
Repression von hox-Genen bendtigt wird. Es ist jedoch noch nicht geklért, weshalb diese
Modifikation ebenfalls fiir die Repression benétigt wird, bzw. welcher Mechanismus
schlieBlich hierzu fiihrt. Da an imprinting-Allelen H3 K27- und K9-Methylierungen
nachgewiesen wurden (Umlauf et al., 2004), wird bei der elterlichen Prigung vermutlich
derselbe Mechanismus genutzt, welcher bei der besser untersuchten /ox-Gen-Repression
ebenfalls zum Tragen kommt: Nach differenzierter H3 K9 und H3 K27 Methylierung durch
E(z) in PRC2 kann der PRCI1-Komplex rekrutiert werden, der schlieflich zu einer
Ubiquitinylierung an H2A K119 und zu einer Anlagerung verschiedener PcG-Proteine und
somit zur Geninaktivitét fiihrt.

Die Inaktivierung eines X-Chromosoms in Sdugetieren wird ebenfalls durch die spezifische
H3 K27 Trimethylierung und durch das PcG-silencing vermittelt, wie bereits in 2.6.2
geschildert wurde (Heard, 2005). Der Nachweis von ubiquitiniertem H2A K119 in
inaktivierten X-Chromosomen lieferte schlieB3lich ein weiteres Indiz, dass sich die elterliche
Prigung und die X-Inaktivierung desselben silencing-Mechanismus bedienen (Fang et al.,
2004; de Napoles et al.,, 2004). Wahrscheinlich hat das PcG-vermittelte silencing in
inaktivierten X-Chromosomen initiierende Funktion, denn dessen DNA wird sukzessive an
den Promotoren methyliert und die (ubiquitinylierten) H2A-Molekiile durch macroH2A-
Histonvarianten ersetzt (s. 2.2.1).

Eine weitere Assoziation ist ebenfalls vom inaktivierten X-Chromosom bekannt: Es handelt
sich um nicht-codierende RNA-Molekiile (sog. ncRNA). Es scheint, dass ncRNAs fiir die
Regulation des korrekten Wechselspiels zwischen PcG-und den TrxG-Faktoren wichtig sind
sowie filir die Bindung und Funktionsausiibung der jeweiligen regulatorischen Komplexe eine
Rolle spielen. Nicht-codierende Transkripte der PREs (polycomb response elements, s. 2.6.2)
sind offensichtlich nicht nur essentiell fiir den reibungslosen Wechsel zwischen
reprimierenden PcG-Proteinen und aktivierenden TrxG-Proteinen am Chromatin, sondern
konnen auch PcG-Proteine an der Bindung an die PREs hindern, womit diese ncRNAs eine
bislang unbekannte Form des ,,anti-silencings* darstellen (Schmitt et al., 2005). Im Einklang
mit dieser Entdeckung konnte kiirzlich gezeigt werden, dass PREs und Bestandteile der
RNAi-Maschinerie kolokalisieren. Mit ihren Untersuchungen legen Grimaud et al. nahe, dass

das RNAi-System eine organisierende Funktion fiir die PcG-Proteine im Chromatin
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ibernimmt (Grimaud et al., 2006). Auch die ncRNA-Transkription von 7REs (trithorax
respone elements) ist mit der Organisation von TrxG-Proteinen assoziiert worden: Die TRE-
Transkripte sind in der Lage, das TrxG-Protein Ashl an die TREs zu rekrutieren und somit
zur TrxG-vermittelten Genaktivierung beizutragen (Sanchez-Elsner et al., 2006). Passend zu
den jiingsten RNA-Erkenntnissen konnten Bernstein et al. vor kurzem erstmals nachweisen,
dass ein homologes Polycomb-Protein in Maus RNA binden kann (Bernstein et al., 2006).

Insgesamt ist es verbliiffend, dass die in kurzer Zeit und in verschiedenen
Forschungsbereichen erbrachten Ergebnisse in dieselbe Richtung weisen. Fiir die
Memorierung und Vererbbarkeit der Information iiber die Genaktivitdt wird auf folgende
epigenetische Mechanismen zuriickgegriffen, die offensichtlich — stirker als bislang
angenommen — synergistisch und zueinander komplementér sind: Die DNA-Methylierung,
die Histon-Modifikationen, strukturbildende bzw. ,,Chromatin-lesende Bindungsproteine
(z.B. HP1, PC) und die nicht-codierenden RNA-Transkripte. Die PcG- und TrxG-Proteine
scheinen hierbei einen ,,Dreh- und Angelpunkt“ zu bilden. Weitere Erkenntnisse {iber — in
malignen Tumorzellen hdufig deregulierte — PcG- und TrxG-Proteine werden deshalb von

grofler Bedeutung sein (s. 2.8).

4.3.2. Die differenzierte H4 K20 Methylierung

In Analyse und Interpretation vieler Histon-Lysinmethylierungen wird gegenwértig der
Methylierungsgrad mit einbezogen. Dies gilt auch fiir die H4 K20 Methylierung, fiir die in
4.2.8 eine differenziertere Betrachtung vorgeschlagen wurde. Durch weitere Untersuchungen
setzte sich zunehmend die Auffassung durch, dass je nach Grad der H4 K20 Methylierung
unterschiedliche Funktionen und Implikationen mit dieser speziellen Histonmethylierung
einhergehen konnen.

In der Hefe S. pombe existiert (im Gegensatz zu S. cerevisiae) die H4 K20 Methylierung und
ein ausfiihrendes, nukledres Enzym Set9, welches von Sanders et al. erstmals beschrieben
wurde und fiir alle Grade der H4 K20 Methylierung in S. pombe verantwortlich ist. Die
Unterschiede zwischen S. pombe und S. cerevisiae beziiglich der Chromatinstruktur und
-funktion sind bereits langer bekannt und laut Allshire et al. ist S. pombe besser als S.
cerevisiae fur vergleichende Chromatin-Untersuchungen eukaryonter Organismen geeignet
(Allshire, 2003), s. 4.2.2. Von Sanders et al. konnte in diesem — vergleichsweise einfach
aufgebauten — eukaryonten Organismus keine Assoziation zwischen der H4 K20
Methylierung und einer Heterochromatin-Formation oder einer Regulation der Genaktivitét
nachgewiesen werden. Vielmehr wurde ein unerwarteter Zusammenhang zwischen der K20

Methylierung an Histon H4 und der DNA-Reparatur von Doppelstrangbriichen entdeckt. In
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thren Versuchen konnten Sanders et al. nachweisen, dass die HMTase Set9 und die H4 K20
Methylierung in S. pombe bei DNA-Doppelstrangbriichen die Rekrutierung von Crb2 an die
DNA vermitteln kann. Crb2 ist ein sog. checkpoint-Protein und wichtig fiir die Markierung
von DNA-Briichen und somit fiir die Rekrutierung und die Funktionsausiibung der DNA-
Reparatur-Maschinerie. Die H4 K20 Methylierung scheint hier fiir die Crb2-Bindung eine
globale Markierung im Chromatin darzustellen (dhnlich der H3 K9 Methylierung fiir HP1
oder der H3 K27 Methylierung fiir Polycomb), wobei noch unklar ist, wie oder durch was
diese Rekrutierung vermittelt wird und ob hierfiir eine Mono-, Di- oder Tri-Methylierung
erforderlich ist (Sanders et al., 2004).
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Abbildung 48: Modell fir eine H4 K20 vermittelte Rekrutierung von Crb2. Nach einem Doppelstrang-
bruch (DSB) liegt das bei intakter DNA mdglicherweise im Nukleosomen-Core verborgene, methylierte H4 K20
frei. Somit kann Crb2 an die DNA rekrutiert werden und die DNA-Reparatur initiieren (aus Sanders et al., 2004).

Interessant erscheint, dass dieser fiir die hohere Chromatinstruktur so wesentliche H4 N-
Terminus (White et al., 2001; Dorigo et al., 2003), am Ubergang in das globulire
Nukleosomencore eine meist methylierte Aminosdure besitzt (K20), die im Falle einer
Storung der Chromatin-Struktur in Form von Doppelstrangbriichen die DNA-Reparatur-
Mechanismen initiieren kann, s.a. 4.2.2 und 4.2.3. In der Zusammenschau ist dies ein weiteres
Indiz der wichtigen Rolle des H4 N-Terminus fiir die Organisation, Stablitdt und Integritdt des
Chromatins. Desweiteren miisste geklart werden, ob eine bislang noch unbekannte
Verkniipfung zwischen der H4 K20 Methylierung und der ebenfalls mit Crb2-Rekrutierung
und DNA-Doppelstrangbriichen assoziierten, phosphorylierten Histonvariante H2A.X besteht
(Hoeijmakers, 2001; Nakamura et al., 2004), s. 2.2.1.
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Dieser neu entdeckte Zusammenhang ist ein spannendes Beispiel fiir die Bedeutung der H4
K20 Methylierung fiir die Genomintegritit in einem relativ einfach aufgebauten, eukaryonten
Organismus. Bereits von Sanders et al. wurde aufgeworfen, dass sich die H4 K20
Methylierung in hoher entwickelten, multizelluldren Organismen spezifiziert hat. Im
Gegensatz zu S. pombe liegen bei hoheren Eukaryonten zwei oder mehrere H4 K20
methylierende Enzyme vor, die — je nach Methylierungsgrad — auch verschiedene Aufgaben
fiir das Chromatin wahrnehmen (Sanders et al., 2004). Die H4 K20 Trimethylierung wird von
den HMTasen Suv4-20hl und Suv4-20h2 ausgefiihrt, ist mit der Ausbildung einer
Heterochromatin-Struktur assoziiert und deren Abwesenheit ist mit der Entwicklung von
Drosophila-Larven vereinbar (Schotta et al., 2004), s. 4.2.7. Die H4 Mono- und
Dimethylierung wird hingegen von anderen HMTasen wie beispielsweise PRset7 ausgefiihrt
und ist fiir die Entwicklung von Drosophila-Larven und den reibungslosen Mitoseablauf
essentiell (Fang et al.,, 2002; Nishioka et al., 2002b; Julien and Herr, 2004), s. 4.2.8.
Desweiteren ist die H4 K20 Dimethylierung an vielen hoherentwickelten Eukaryonten als
globale Modifikation gefunden worden und kann auBerdem unabhéngig von verschiedenen
Acetylierungsgraden vorkommen (s. 4.2.7).

Wenn die H4 K20 Methylierung in Eukaryonten Aufgaben der DNA-Integritit tibernimmt
(beispielsweise die Lokalisation der DNA-Reparatur in S. pombe), so iiberrascht es nicht, dass
die Deletion von PRset7 in Drosophila wéhrend der embryonalen Entwicklung lethal ist. Eine
plausible Fragestellung wire, ob es zwischen dem Absterben PRset7-depletierter Drosophila-
Larven und defekten DNA-Reparaturmechanismen einen Zusammenhang gibt? Bisher konnte
dies nur fir S. pombe gezeigt werden. Moglicherweise ist die H4 K20 Methylierung somit in
samtlichen hoher entwickelten Eukaryonten eine wichtige Voraussetzung fiir die Funktion des
Genoms. Daraus ergibt sich die Hypothese, dass die H4 K20 Methylierungen — insbesondere
die Mono- und die Dimethylierung — Histonmodifikationen sind, die sich evolutiv und parallel
zur Komplexitdt eukaryonter Organismen entwickelt haben. Der konkrete Effekt einer H4
K20 Methylierung konnte je nach Organismus verschiedenartig sein, doch dem einen Ziel

gelten, die Stabilitit und die Integritit des Genoms zu gewéhrleisten.

4.3.3. Die Lysin-Demethylasen

Die in die Arginin- und Lysinmethylierung unterteilte Histonmethylierung (s. 2.3) ist iiber
Jahre als irreversible Histonmodifikation angesehen worden. Mit der Entdeckung der ersten
Deiminase (Deimination von methyliertem Arginin) durch Cuthbert et al. wurde auch die

Suche nach Lysin-Demethylasen intensiviert (Cuthbert et al., 2004).
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Sechs Jahre nach der Entdeckung der ersten Histon-Lysin-Methylase konnte von Shi et al.
erstmals eine Lysin-Demethylase identifiziert werden und somit das ,,Dogma der
Irreversibilitit™ der Lysin-Methylierung aufgehoben werden (Shi et al., 2004; Trewick et al.,
2005).

Die von Shi et al. gefundene Demethylase LSD1 demethyliert H3 K4 durch eine Amin-
Oxidations-Reaktion und zeigt nur geringe Aktivitdit an methylierten nukleosomalen
Histonen. LSDI liegt in einem Komplex zusammen mit HDAC-1 und -2 und dem Protein
CoREST vor, das die nukleosomale Demethylase-Aktivitit von LSD1 ermdglicht und es vor
proteolytischem Verdau schiitzt. Aufgrund der mit aktiver Transkription assoziierten H3 K4
Methylierung und der HDAC-AKkivitdt propagierten Shi et al. einen Komplex, der zu einer
repressiven Chromatinkonstitution fiihrt (Shi et al., 2005). Interessanterweise konnte von Shi
et al. in einem Versuch gezeigt werden, dass die Demethylierung von hyperacetylierten im
Vergleich zu hypoacetylierten Nukleosomen weniger stark ausgepridgt war. Dies ist eine
interessante Parallele zu den Deacetylase-Versuchen an pramethylierten H4-Peptiden in 3.3.8
und kann als weiterer Hinweis gewertet werden, dass ein Nebeneinander methylierter und
acetylierter Histone ein normaler Zustand im Chromatin zu sein scheint (s.a. 4.2.7).
Offensichtlich kann sich die Spezifitdit von LSD1 auf noch unbekannte Weise &ndern:
Metzger et al. konnten zeigen, dass LSD1 mit dem Androgenrezeptor in normalem und
neoplastischem Prostatagewebe assoziiert ist und durch eine H3 K9 Demethylierung (im
Sinne einer ,,De-Repression®) zu einer Transkriptions-Aktivierung von Androgen-abhingigen
Genen fiihrt (Metzger et al., 2005). Es wére denkbar, dass die Spezifitit von verschiedenen
Kofaktoren innerhalb eines LSD1-Komplexes abhingt.

LSD1 ist eine flavinabhdngige Mono- und Di-Demethylase. Da die Demethylierungsreaktion
von LSDI1 {iber ein sog. Imin-Intermediat ablduft und hierzu ein protoniertes Lysin bendtigt
wird, kann eine Amin-Oxidase wie LSD1 keine trimethylierten Histone demethylieren. Nach
Vorschlag eines Protein-hydroxylierenden Mechanismus fiir die Demethylierung durch sog.
JmjC-Doménen-Proteine von Trewick et al. konnten die ersten Lysin-Demethylasen mit
JmjC-Doménen identifiziert werden (Trewick et al., 2005). Mit den SET-Doménen Proteinen
teilen sich die JmjC-Demethylasen die Eigenschaft, dass sie sehr substratspezifisch sind und
in Untergruppen zusammengefasst werden konnen.

Tsukada et al. identifizierte das JHDM1A- (bzw. FBXL11-) Protein aus der JmjC-Familie.
JHDMI1 demethyliert H3 K36mel/2 (mono- und dimethyl) mit Hilfe der Kofaktoren alpha-
Ketoglutarat und Fe(Il). Es konnte demonstriert werden, dass die JmjC-Domine fiir die
Demethylase-Aktivitdt verantwortlich ist (Tsukada et al., 2006). Die kiirzlich entdeckte
Demethylase JHDM2 benétigt dieselben Kofaktoren wie JHDM1 (alpha-Ketoglutarat und
Fe(Il)). Die Demethylierung ist spezifisch gegen Methylierungen an H3K9mel/2 gerichtet.
Ahnlich der Aminoxidase LSD1 konnte auch fiir JHDM2 gezeigt werden, dass diese
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Demethylase mit Genen assoziiert ist, die durch Androgen-Rezeptoren aktiviert werden. Auf
diese Weise wird die Wirkung des Hormons — die Transkription spezifischer Gene — durch die
Demethylierung von Histon H3 K9 im Sinne einer ,,De-Repression® (s.0.) bewerkstelligt
(Yamane et al., 2006).

Weitere Demethylasen, die kiirzlich entdeckt wurden, werden als JMJD2-Familie bezeichnet.
Die Besonderheit dieser Demethylasen liegt in ihrer Fahigkeit, auch trimethyliertes H3 K36
oder H3 K9 zu demethylieren. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl mono- als auch
dimethylierte Lysine als Reaktionsprodukte resultieren konnen. Dies erdffnet vollkommen
neue Perspektiven fiir das ,Finetuning” im Zusammenhang mit den Graden der
Histonmethylierung und den hiermit assoziierten Funktionen (Whetstine et al., 2006). Als
Besonderheit konnten innerhalb der JMJD2-Familie Proteine mit verschiedenen Spezifititen
identifiziert werden: JMJD2B demethyliert nur H3 K9me3, IMJD2C nur H3 K9me3 und H3
K36me3, IMJD2D nur H3 K9me2/3. Eine weitere, interessante Erkenntnis sind die zwei sog.
Tudor-Domianen der DMTase JMID2A (Demethylierung von H3 K9me2/3 und H3
K36me2/3), die in der Lage sind, methyliertes H3 K4 und methyliertes H4 K20 zu erkennen
und zu binden (Huang et al., 2006). Diese neuesten Ergebnisse wecken Spekulationen iiber
ein ausgekliigeltes Gleichgewicht zwischen Methylierung und Demethylierung, bzw.
zwischen der Aktivitit von SET-Domédnen-HKMTs und JmjC-Dominen-DMTasen.
Moglicherweise existieren auch Assoziationen von HMTasen und DMTasen innerhalb
groflerer Komplexe. Beispielsweise konnte in S. pombe ein Komplex identifiziert werden, der
sowohl Proteine mit einer JmjC-Doméine enthilt, als auch die HMTase SET1, welche H3 K4
methyliert (Roguev et al., 2003).

Zwar ist zu erwarten, dass aufgrund der Vielzahl von JmjC-Proteinen im humanen Genom
noch weitere Enzym-Familien aufgedeckt werden, die wahrscheinlich neben H3 auch andere
Histone an methylierten Lysinen demethylieren und somit Einfluss auf die Chromatin-
Organisation nehmen konnen. Alternativ konnten auch einige Methylierungen stark
konserviert sein und von DMTasen gar nicht oder nur teilweise entfernt werden (Stichwort:
,konstitutionelle Modifikationen fiir die Chromatin-Homdostase®, s. 4.2.8 und 4.3.2). Noch
sind beispielsweise keine H4-Demethylasen entdeckt worden, welche die PRset7-vermittelte
K20-Methylierung entfernen kénnte. Moglicherweise gibt es keine Enzymklasse hierfiir oder
die H4 K20 Methylierung ist eine konstitutionelle Modifikation, die beispielsweise aufgrund
ihrer Lage am (oder im) Ubergang zwischen N-Terminus und Nukleosomen-Core nicht
entfernt werden kann. Ebenso wurde noch keine DMTase fiir die H3 K27 Methylierung
identifiziert, welche von der HMTase E(z) (PRC2-Komplex) ausgefiihrt wird. Aufgrund der —
in dieser Arbeit ausfiihrlich dargestellten — wichtigen Aufgaben beider HMTasen hinsichtlich
der Genaktivitdt und der Funktionalitit des globalen Chromatins sowie aufgrund bislang nicht
nachgewiesener H4 K20- oder H3 K27-Demethylasen, werden die HMTasen PRset7 und E(z)
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in einem aktuellen Beitrag von Trojer et al. als bestidndige ,,epigenetische Regulatoren® in
einem hypothetischen Vererbungsmodell priasentiert (Trojer and Reinberg, 2006). Ein noch zu
identifizierender Vererbungsmechanismus der Histonmethylierungen H4 K20 und H3 K27
wird die Funktion dieser epigenetischen Markierungen und des epigenetischen

Zellgedéchtnisses verstidndlicher machen.
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5. MATERIAL UND METHODEN
5.1. MATERIAL
5.1.1. Verbrauchsmaterialien und Chemikalien
Produkt Bezogen von
1,5 ml-Reaktionsgefialle Greiner
1,5-, 3,5- und 5 ml-Reagenzrohrchen Sarstedt
15- und 50 ml-Gefal3e Sarstedt
250 ml-Zentrifugationsgefille (steril) Corning

(CH)Acetyl-Coenzym A (AcCoA*)
Spezifische Aktivitdt 4 Ci/mmol
Konzentration 250 pCi/ml bzw. 9,25 MBg/ml

Amersham Biosciences

Acetyl-Coenzym A (AcCoA)
(ohne spezifische Aktivitit, “cold”), 10mM

Sigma

Amplify-Lésung

Amersham Biosciences

BioRex 70-Material BioRad
Bradford-Reagenz BioRad
Desoxyribonukleotide Roche
Dialyseschlduche Spectrum
DNA-Standard ,,Smart Ladder* Eurogentec
DNA-Standard ,,123bp-Ladder* Gibco Invitrogen
DNA-Standard , MW XVII* Roche

Elektroporationskiivetten

Molecular Bio Products

Entwicklerlosung fiir Western Blots (ECL)

Amersham Biosciences

Feinchemikalien, Losungsmittel und Medienzusétze

Sigma, Roth, Merck, Difco,
BD

Filter (0,45 und 0,22 um) Roth

Filterpapier Whatman 3 MM Whatman
Geneticin (G418) PAA Laboratories
Glykogen Roche

Hybond N+ (PVDF)-Membran

Amersham Biosciences

Intein-Agarose-beads

NEB

Kolloidales Coomassie

Novex, Invitrogen

M2-Agarose (Flag-beads)

Sigma

Medium fiir Drosophila- und Schmetterlingszellen
(Schneiders Drosophila Medium und SF-900)

Gibco Invitrogen

Miracloth-Gewebe Calbiochem
Pasteurpipetten Roth
PCR-Reaktionsgefdie 0,2 ml und 0,5 ml Biozym und GeneAmp
Photometerkiivetten Sarstedt
Pipettenspitzen Soérensen
Proteaseinhibitoren (Leupeptin, Pepstatin, Aprotinin, | Roche

PMSF)

Proteinkonzentrationsrohrchen Pall Filtron
Radiochemikalien Amersham
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Rontgenfilme Fuji

Rotiphorese Acrylamid-Bisacrylamidmischung Roth
S-Adenosyl-L-(methyl-"H)Methionin (SAM*) Amersham Pharmacia Biotech
Spezifische Aktivitdt 74 Ci/mmol bzw. 183 mCi/mg
Konzentration 1 mCi/ml bzw. 37 MBg/ml

SAM (ohne spezifische Aktivitit, “cold”), 32mM NEB

SDS-Einmalgelkassetten Invitrogen
Silikonisierte 1,5 ml-Reaktionsgefaf3e Biozym

Spritzen und Zubehor Becton Dickinson
Vorgefertigte Sdulen fiir Chromatographie-System Pharmacia
Zellkulturschalen und —flaschen Greiner

5.1.2. Vektoren und Konstrukte

Folgende Vektoren wurden fiir Klonierungen verwendet:

Name Besonderheit Bezogen von
pMyb2 Intein-fag NEB
pPacFLAG FLAG- tag Guogqing Chen
pT7blue ,,Blunt“-Klonierungsstelle Novagen

Liste der verwendeten Kontrukte, die entweder von anderen Gruppen bezogen wurden, im

Labor vorhanden waren oder selbst konstruiert wurden:

Bezogen von oder
Name: Bemerkung: kloniert tGber
Insert (in Vektor) folgende
Restriktionsendo
-nukleasen
E(z) (in pMyb2) E. coli Expression Ndel — Xhol
Reinigung tiber Intein-beads
E(z)-FLAG Expression von E(z)-FLAG in Kpnl — Notl
(in pPacFLAG) stabilenen Drosophila-Zelllinien
pNEO Herstellung von stabilen A. Brehm
Drosophila-Zelllinien
PRset7 (in pMyb2) E. coli Expression Xbal — Ndel
Reinigung iiber Intein-beads
MOF (in pMyb2) E. coli Expression A. Akhtar
Reinigung iiber Intein-beads
pAl61 enthélt 5S-rDNA, fiir Hansen
Nukleosomenassemblierung
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5.1.3. Oligonukleotide

Die Sequenzen der Primer fiir Klonierungen sind der Datenbank des Imhof-Labors zu

entnehmen.

5.1.4. Peptide

Es wurden zwei Histon-H4 Peptide verwendet (je N-terminale Aminoséuren 9-28 von H4).
Das ,,wt“-H4-Peptid ist unmodifiziert. Das ,,K20m‘“-H4-Peptid ist an Lysin 20 methyliert.

Die Sequenz lautet:
(rln)
[N-terminal-] GLGKGGAKRHRKVLRDNIQG [-C-terminal]

5.1.5. Bakterienstamme

Fiir Klonierungen und Plasmidamplifikationen wurde E. coli DH5a (Invitrogen) verwendet,
fiir Proteinexpressionen E. coli BL21(DE3)pLysS (Stratagene).
Genotypen:
e DHb5a: E. coli F ¢80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)uiey recAl endAl
hsdR17(r-, my') phoA supE44 N thi-1 gyrA96 relAl (Hanahan, 1983)
e BL21(DE3)pLysS: E. coli B ¥ dem ompT hsdS(rg” mg’) gal A (DE3)
(Studier et al., 1990)

pLysS: Chloramphenicol-Resistenz bei Konzentrationen unter 40 pg/ml, jedoch sensitiv bei
Konzentrationen tiber 100 pg/ml.

5.1.6. Zelllinien

Fiir die Transfektionen wurden Drosophila-Zellen (Sf4-Zellen) verwendet.

5.1.7. Antikorper

Antikorper Bezogen von Verdinnung in | Zweitantikdrper
Western Blots
a-E(Z) A. Otte 1:1000 a-rabbit
o-FLAG Sigma 1:1000 o- mouse
o-H4 K12 acetyl Upstate 1:1000 a-rabbit

- 117 -



Material und Methoden

o-H4 K16 acetyl Upstate 1:1000 a-rabbit
o-H4 K20 dimethyl | Upstate 1:1000 — 1:10000 | a-mouse
a-Rpd3 A. Courey 1:1000 a-rabbit
a-Set8 Y. Zhang 1:1500 a-rabbit

Die Zweitantikdrper waren jeweils mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt und wurden von
Dianova bezogen. Sie wurden in Verdiinnungen von 1:5000 (a-Mouse) bzw. 1:10000 (o.-

Rabbit) eingesetzt.

5.1.8. Enzyme und Kits
Produkt Bezogen von
Effectene Transfektions-Kit Qiagen
Expand High Fidelity Kit Roche
Mikrokokkus-Nuklease Sigma
Proteinase K Sigma
Plasmidisolations-Kit Qiagen
Restriktionsendonukleasen Roche, NEB, Fermentas
Shrimp Alcaline Phosphatase Promega
T4 DNA-Ligase NEB
Taq Polymerase Genaxxon
5.1.9. Gerate
Gerat Bezogen von
-80°C-Schrinke GFL
Agarosegelkammern EMBL Heidelberg und Eigenbau
Werkstatt des Butenandt-Institutes
Autoklav H+P

New Brunswick Scientific
Amersham Pharmacia Biotech

Bakterieninkubator/Schiittler
Chromatographiesystem , Akta‘

Dialysekammern Eigenbau Werkstatt des Butenandt-
Institutes
Drehrad neoLab
Elektroporationsgerét BioRad
Entwickler fiir Rontgenfilme Agfa
Filmkassetten Appligene
Geigerzdhler Genitron
Geldokumentationssystem Pharmacia Biotech
Geltrockner BioRad
Homogenisierer Yamato
Inkubator fiir Drosophila-Kéfige Bavaria
Laborschiittler Roth

Labor-Tischzentrifuge

Eppendorf (Modell 5415 C)
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5.2.

5.2.1.

5.2.1.1.

Heraeus (Biofuge pico)

Labor-Zentrifugen

Sorvall (Modell RC5C),
Heraeus/Kendro (Cryofuge 60001)

Leitfdhigkeitsmesser Hanna Instruments

Lichtmikroskop Zellkultur Zeiss

Luminometer Berthold

Mikroliterpipetten Gilson

Mikrowelle LG

PCR-Maschine MWG, Perkin Elmer

pH-Meter Mettler Toledo

Power Supplies Pharmacia, Consort, BioRad

Reinstwasseranalage Elga Labwater

Rotoren SS34, Super-LiteGSA (Sorvall
DuPont), Ti50, TLAS5 (Beckman)

Riihrer Heidolph

SDS-Gelkammern und Western Blot- | Novex

System

Sterilwerkbédnke PMV

Szintillationszéhler mit Drucker Beckman

Thermomixer Eppendorf

Ultraschallgerit Branson

UV-Meter (Photometer) Pharmacia Biotech

UV-Transilluminatoren Bachofer

Vortexer Bachofer

Wiérmeschank 26°C (Drosophila- LMS

Zellen)

Wiérmeschrank 37°C (Bakterien) Memmert

Wasserbad Braun

Methoden

Grundlegende molekularbiologische Methoden

PCR fur Klonierungen

PCRs wurden wie folgt in 0,2 ml-GefdBlen pipettiert:

Fiir Klonierungen wurde meist der ,,Expand High Fidelity* Kit (Roche) verwendet, der neben

einer Tag-Polymerase auch eine proofreading Polymerase enthélt. Dies senkt die Fehlerrate

100 — 500 ng Template-DNA

1 pl Primer (100 pmol/pl stock-Konzentration), jeweils forward und reverse

1 pl 10 mM dNTP-Mix (der vier Nucleotide)
5 ul 10x Puffer fiir PCR (mit MgCl,)

1 ul Tag-Polymerase

Wasser ad 50 ul

von 2,6%107 auf 8,5%10°°.
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Fiir analytische PCRs wurde Taq-Polymerase der Firma Genaxxon verwendet. Die PCRs
wurden nach folgendem Temperaturprogramm in PCR-Maschinen der Firmen Perkin Elmer
bzw. MWG durchgefiihrt:

5 min 95°C Denaturierung Ix

30 sec 95°C Denaturierung

30 sec 55°C Annealing der Primer 25-35x
1 min/kb 72°C Elongation

5 min 72°C Elongation 1x

Nach der PCR wurden 5 pl des Reaktionsansatzes entnommen und auf einem Agarosegel
analysiert. Falls genug Produkt vorhanden war, wurde es direkt in einem préparativen Ansatz
mit den passenden Restriktionsendonukleasen geschnitten und anschlieBend {iber ein

Agarosegel aufgereinigt.

5.2.1.2.  Gelelektrophorese von Agarosegelen

Agarosegele wurden in Konzentrationen von 0,7 bis 2% (w/v) hergestellt. Dazu wurde 1x
TBE-Puffer zusammen mit der abgewogenen Agarose in der Mikrowelle erhitzt. Der Losung
wurde 0,1 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt und anschlieBend das Gel gegossen. Als
Laufpuffer diente 1x TBE. Nachdem die Proben (die ca. 10 — 20 ul Volumen hatten) mit 5 pl
5x-Laufpuffer versetzt und in die Probenauftragstaschen eingefiillt worden waren, wurde die
Elektrophorese mit 10 V/cm Gel-Lénge durchgefiihrt. Als GroBenstandard dienten die ,,Smart
Ladder* (Eurogentec) und der ,,MW-XVII“-Standard (Roche). Die Gele konnten aufgrund des
im Gel bereits enthaltenen Ethidiumbromids direkt unter UV-Licht betrachtet und fotografiert
werden.

Fiir priaparative Ansitze (z.B. Aufreinigung einer PCR) wurden die gleichen Gele verwendet,

die Taschen wurden vergréfert und die Proben mit entsprechend mehr Ladepuffer versehen.

1XTBE Puffer:
90 mM Tris

90 mM Borsiure
2mM EDTA

5x-Gelladepuffer:

50% (v/v) Glycerin

10 mM EDTA

fiir Bluejuice: 0,05% (w/v) Bromphenolblau
0,05% (w/v) Xylencyanol

fiir Orange G: 0,05% (w/v) Orange G
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5.2.1.3. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die gewiinschte DNA-Bande wurde unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und mit Hilfe des GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kits (Amersham
Pharmacia Biotech) nach der Vorschrift des Herstellers aufgereinigt und in ca. 20-30 ul TE

aufgenommen.

5.2.1.4. Dephosphorylierung von DNA-Enden

Vor einer Ligation (s. 5.2.1.5) wurden die 5’-Phosphatgruppen der linearisierten
Plasmidmolekiile mit Shrimp alkalischer Phosphatase (SAP; 1 U/ul, Promega) entfernt, um
intramolekulare Selbstligation zu verhindern. Dazu wurden 10 — 15 pg linearisierte Plasmid-
DNA mit 1 U SAP und Reaktionspuffer des Herstellers in einem Gesamtvolumen von 200 pul
tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde anschlieBend iiber ein Agarosegel
aufgereinigt (s. 5.2.1.2).

5.2.1.5. Ligation von DNA

Die Insertion des mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdauten DNA-Fragments in
das zuvor linearisierte und dephosphorylierte Plasmid erfolgte mit Hilfe der DNA-Ligase des
Bakteriophagen T4 (T4 Ligase; 5 U/ul, NEB). 200 — 300 ng Plasmid, 0,5 — 1 pg des
entsprechenden DNA-Fragmentes, 5 U T4 Ligase und Ligationspuffer des Herstellers wurden
in einem Endvolumen von 10 pl {iber Nacht bei RT inkubiert. Das molare Verhéltnis
zwischen Plasmid und Insert betrug ca. 1:3.

1 pl des Ligationsansatzes wurden zur Transformation in kompetente E. coli verwendet (s.

5.2.1.8).

5.2.1.6.  Herstellung elektrisch kompetenter E. coli

Aus einer Glycerinkultur wurden E. coli DH5a- oder BL21 als Ubernachtkultur in LB ,,null
(= ohne Antibiotika) gezogen. Diese Kultur wurde am Morgen in 500 ml LB null verdiinnt
und bei 37°C und 200 rpm auf einem Bakterienschiittler vermehrt, bis die ODgy ca. 0,5 bis
0,7 betrug.

Die Bakterien wurden 15 min auf Eis gekiihlt, und dann 20 min bei 4200 rpm in der Heraeus-

Zentrifuge abzentrifugiert. Anschliefend wurden sie in 250 ml eiskaltem bi-destilliertem
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Wasser aufgenommen, abzentrifugiert (4200 rpm, 20 min), wieder in 250 ml eiskaltem
Wasser aufgenommen und nochmals abzentrifugiert (s.0.). Das Pellet wurde in 40 ml
eiskaltem 10% (v/v) Glycerin resuspendiert und wiederum abzentrifugiert (4200 rpm, 10
min). Dieses Pellet wurde in dem gleichen Volumen (z.B. Pellet ca. 1 ml, Aufhahme in 1 ml)
15% (v/v) Glyzerinlosung aufgenommen, in Aliquots von 50 oder 100 upl in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

LB-Medium:

1% (w/v) Bacto-Trypton
1% (w/v) NaCl

0,5% Bacto-Yeast

5.21.7. Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Alternativ wurden E. coli auch chemisch kompetent hergestellt.

Dazu wurde eine in 5 ml LB null geschiittelte Ubernacht-Vorkultur von DH5a oder BL21 auf
500 ml LB+CaCl, expandiert und bei 18-22°C geschiittelt, bis eine ODgoy von 0,3 bis 0,6
erreicht war. Dies kann je nach Bakterienwachstum 30 bis 48 Stunden in Anspruch nehmen.
AnschlieBend wurden die Bakterien auf Eis gekiihlt und bei 2000 rpm fiir 20 min
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 150 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und wie oben
abzentrifugiert. Das daraus resultierende Pellet wurde in 20 ml eiskaltem TB-Puffer
resuspendiert und 3 ml DMSO wurden unter leichtem Schiitteln hinzugefiigt. Die Bakterien

wurden in 200 pl-Aliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert.

TB-Puffer :

15 mM CaCl,

250 mM KCl

10 mM PIPES

55 mM MnCl,

sterilfiltrieren (nicht autoklavieren)

LB+CaCl,:
LB wie oben
+10 mM CaCl,

5.2.1.8. Transformation von E.coli

a) elektrisch kompetente E. coli

100 pl kompetente E. coli (Herstellung siehe Kapitel 5.2.1.6) wurden mit 1-1,5 pl
Ligationsansatz (siche Kapitel 5.2.1.5) versetzt und in eine Elektroporationskiivette (Firma
Molecular Bio Products) mit 1mm-Spalt gefiillt. Nach einem Elektroschock von 1,4 V bei 400
Q (BioRad Gene Pulser) wurden die Zellen unter Zugabe von 300 pl LB aus der Kiivette
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geholt und fiir 30 min bei 37°C leicht geschiittelt. Die Zellen wurden auf LB-Platten mit 100
ug/ml Ampicillin (Roth) ausplattiert. Nach 16 — 24 h Inkubation bei 37°C wurden Klone

entsprechend der weiteren Verwendung gepickt.

b) chemisch kompetente E. coli

100 pl kompetente E. coli (sieche Kapitel 5.2.1.7) wurden mit 1-1,5 pl Ligationsansatz (siche
Kapitel 5.2.1.5) versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Um eine Aufnahme der DNA in die
Zelle zu ermoglichen, wurden die Zellen fiir 1-2 min bei 42 °C und weitere 2 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz bei RT mit 300 ul LB- Medium versetzt
und 30 min bei 37 °C auf einem Thermoschiittler inkubiert. Die Zellen wurden auf LB-Platten
mit 100 pg/ml Ampicillin (Roth) ausplattiert. Nach 16 — 24 h Inkubation bei 37°C wurden

Klone entsprechend der weiteren Verwendung gepickt.

5.2.1.9.  Praparation von Plasmid-DNA im Mini-MaRstab

Kleinere Mengen Plasmid-DNA wurden nach folgender Methode gewonnen (Birnboim and
Doly, 1979): Von einer 5 ml-Ubernachtkultur in entsprechendem Selektionsmedium
(verwendete Antibiotika: s.u.) wurden die Bakterienzellen abzentrifugiert, in 300 ul P1-Puffer
aufgenommen, mit 300 pl P2-Puffer versetzt, 5 min bei RT inkubiert, mit 300 pl P3-Puffer
versetzt und 10 min auf Eis stehengelassen. Anschliefend wurden die Zelltriimmer (10 min
bei 13 000 rpm in der Eppendorf-Tischzentrifuge) abzentrifugiert, der Uberstand mit 630 pl
Isopropanol versetzt und die DNA ausgefillt (Zentrifugation bei 4°C, 13 000 rpm,
Tischzentrifuge, 10 min). Das DNA-Pellet wurde einmal mit 70% Ethanol gewaschen,

getrocknet und dann in 20 pl 1x TE aufgenommen.

Puffer P1: Antibiotika:

50 mM Tris pH 8,0

10 mM EDTA Antibiotikum (gelést in ...) Endkonzentration in LB:
100 ug/ml Rnase A Ampicillin (Wasser bzw. Ethanol) | 100 pg/ml

Puffer P2- Chloramphenicol (Ethanol) 10 pg/ml

200 mM NaOH

1% (w/v) SDS

Puffer P3:
3 M Kaliumacetat pH 5,5

IX TE:

10 mM Tris pH 8,0
I mM EDTA
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5.2.1.10. Restriktionsanalysen

Restriktionsanaylsen von Miniprep-DNA (ca. 500 ng DNA) wurden meist in einem Volumen
von 10 pl nach Angaben der Hersteller der jeweiligen Restriktionsenzyme durchgefiihrt. Fiir
priparative Ansétze, z.B. um 10 —20 ng DNA zu spalten, wurde der Ansatz entsprechend
vergrofert und darauf geachtet, dass die DNA-Konzentration 100 ng/pl nicht iiberstieg.

5.2.1.11. Praparation von Plasmid-DNA im Maxi- bzw. Giga-Mal3stab

Um 100 bis 500 pg Plasmid-DNA herzustellen, wurden E. coli DH5a-Zellen mit der
gewiinschten DNA transformiert (siche Kapitel 5.2.1.8) und auf LB-Platten mit den
entsprechenden Selektionsantibiotika (siehe Kapitel 5.2.1.9) ausgestrichen. Nach einer
Ubernachtinkubation bei 37°C wurde eine einzelne Kolonie gepickt und in 5 ml LB-Medium
(+Antibiotika) fiir 6-8 Stunden bei 37°C geschiittelt. Diese Vorkultur wurde dann am Abend
in 500 ml LB-Medium (+Antibiotika) gegeben und iiber Nacht bei 37°C/200 rpm auf einem
Bakterienschiittler inkubiert. Am ndchsten Morgen wurde die dicht bewachsene
Bakteriensuspension filir eine ,Maxi-Prep” nach Anleitung der Firma Qiagen GmbH
verwendet, die auf der alkalischen Lyse beruht. Um noch gréflere Mengern Plasmid-DNA
herzustellen (ca. 2-4mg; z.B. 5S-rDNA fiir Nukleosomenassemblierung s. 5.2.13), wurde
entsprechend nach der ,,Giga-Prep“-Anleitung der Firma Qiagen GmbH verfahren.

5.2.2. Konzentrationsbestimmung von DNA und Proteinen

Um die Konzentration einer DNA-L6sung zu bestimmen, wurde in einer Glaskiivette 995 ul
bi-destilliertes Wasser vorgelegt und 5 ul der zu bestimmenden DNA-Losung dazugegeben.
Anschlieend wurde die Absorption des Leerwertes und der Probe bei 260 nm im Photometer
gemessen. Da eine dsDNA-Losung der Konzentration 50 pg/ml eine Absorption von 1,0 bei
260 nm aufweist, kann die DNA-Konzentration aus dem gemessenen Absorptions-Wert wie

folgt berechnet werden:

|A * 10 000 = Konzentration in ng/ u1|

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des Bradford-Reagenz (BioRad) bestimmt. In
Einmal-Plastikkiivetten wurde je 800 pl Wasser und 1-5 pl der zu bestimmenden
Proteinlosung gegeben. Nach Zugabe von 200 ul Bradford-Reagenz wurde der Inhalt der
Kiivetten gemischt und 5 min bei RT stehengelassen. Anschlieend wurde die Absorption bei

595 nm im Photometer bestimmt. Als Leerwert diente eine Losung ohne Protein; aulerdem
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wurde eine Eichkurve mit BSA erstellt, die von 1 bis 50 pug BSA/ ml Lésung reichte. Anhand

dieser Eichkurve wurde die Proteinkonzentration bestimmt.

5.2.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde das Gelsystem der Firma Novex verwendet.
Zwischen zwei zusammenhingende vorgefertigte Plastikplatten wurden Trenn- und
Sammelgel nacheinander eingegossen. Nach dem Gellauf wurden die Plastikplatten getrennt
und die Gele entweder mit Coomassie oder Silber angefdarbt oder fiir einen Western Blot
verwendet.

Pro Gel wurden 6 ml Trenngel und 2 ml Sammelgel angesetzt.

Trenngel (10%): Sammelgel (5%):

2,4 ml Wasser 1,4 ml Wasser

2 ml Acrylamidmix (30/0,8) 0,33 ml Acrylamidmix (30/0,8)
1,5 ml 1,5M Tris pH 8,8 0,25 ml 1M Tris pH 6,8

30 ul 20% SDS 10 pl 20% SDS

30 ul 20% APS 10 pul 20% APS

2,5 Wl TEMED 2 ul TEMED

Zur Herstellung von Gelen mit anderen Prozentsédtzen des Trenngels (z.B. 8%, 15%, 18%)

wurde die Menge der eingesetzten Acrylamidlosung bei konstantem Endvolumen variiert.

Die Proteinproben wurden mit SDS-Ladepuffer versetzt, so dass dessen Endkonzentration

(13

»1x*“ betrug. AnschlieBend wurden die Proben 3 min auf 95°C erhitzt und in die
Probenauftragstaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 40 bis 50 mA durchgefiihrt,

bis die Bromphenolblau-Bande des Ladepuffers das untere Ende des Gels erreicht hatte.

SDS-Laufpuffer: 4x SDS-Probenladepuffer :
192 mM Glycerin 200 mM Tris pH 6,8

25 mM Tris 8% (w/v) SDS

0,1% (w/v) SDS 40% (v/v) Glyzerin

4,2% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,2% (w/v) Bromphenolblau

5.2.4. Proteinfarbemethoden

5.2.4.1.  Coomassiefarbung

Die zu farbenden Gele wurden nach Beendigung der Elektrophorese fiir 5 min in der
Fixierlosung inkubiert (fiir alle Schritte wurde jeweils ein Laborschiittler verwendet) und

anschlieBend mit Farbelosung fiir 30 min angeféarbt. Das Entfarben erfolgte meist iiber einen
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langeren Zeitraum in der Entfirbelosung. Zum schnelleren Entfirben wurde der
Entfarbelosung ein Zellstoffpapier zugesetzt, das das {liberschiissige Coomassie binden kann.
Dieses Papier wurde mehrmals erneuert, bis der Gelhintergrund klar wurde. Nach Erreichen
des gewiinschten Entfarbegrades wurde das Gel mit Hilfe des Geldokumentationssystems

fotografiert, ausgewertet, und in einem Geltrockner auf Filterpapier getrocknet.

Fixierldsung: Farbeldsung:

50% (v/v) Methanol 10% (v/v) Essigsdure

10% (v/v) Essigsdure 0,025% (w/v) Coomassie (G-250)
Entfarbeldsung:

10% (v/v) Essigsédure

5.2.4.2.  Silberfarbung (nach Blum)

Das fertig gelaufene SDS-Gel wurde fiir zwei Stunden oder {iber Nacht in der Fixierlosung
geschiittelt (Laborschiittler). AnschlieBend wurde das Gel drei mal fiir 20 min. mit
Waschlésung gewaschen und 1 min. in Thiosulfatlosung eingelegt. Nach dreimaligem kurzen
Waschen mit Wasser wurde das Gel fiir eine Stunde in Silbernitratldsung inkubiert.
Anschliefend wurde wieder dreimal kurz mit Wasser gewaschen und das Gel in den
Entwickler gelegt, bis die Banden die gewiinschte Intensitdt angenommen hatten. Dann wurde
sofort die Stop-Losung auf das Gel gegeben. Dokumentation und Auswertung erfolgten

wiederum mit dem Geldokumentationssystem.

Fixierer: Silbernitratldsung:
40% (v/v) Ethanol 0,2% (w/v) AgNO;
10% (v/v) Essigsédure
Entwickler:
Waschldsung: 3% (w/v) Na,CO;
30% (v/v) Ethanol 0,05% (v/v) H,CO (Formaldehyd)
0,0004% (w/v) Na,S,04
Thiosulfatlésung:
0,02% (w/v) Na,S,04 Stop-L.dsung:
0,5% (w/v) Glycin

5.2.5. Western Blot

Der Western Blot dient dazu, die in einem SDS-Gel aufgetrennten Proteine auf eine Membran
zu iibertragen und durch eine Immunreaktion spezifisch zu detektieren.

Nach Benetzen der auf GelgroBe zurechtgeschnittenen PVDF-Membran (Hybond P,
Amersham Biosciences) mit Methanol wurde diese zusammen mit dem Gel, Filterpapieren
und den Schwidmmen in Western Blot Puffer getrankt. Das Western-Blot-,,Sandwich* wurde

wie folgt zusammengebaut:
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(+) Anode (+)

2-3 Schwamme
1 Filterpapier
Transfer- PVDF-Membran
richtung: SDS-Gel (Proteinbanden)
1 Filterpapier
2-3 Schwiamme

(-) Kathode (-)

Der Western Blot wurde mit einer Stromstirke von 400 mA fiir eine Stunde durchgefiihrt.

Western Blot Puffer
25 mM Tris

192 mM Glycin

15% (v/v) Methanol
0,02% (w/v) SDS

AnschlieBend wurde die mit den Proteinen ,,beladene Membran fiir eine halbe Stunde in 5%
(w/v) fettfreiem Milchpulver (gelost in PBS + 0,1% Tween) inkubiert. Die abgesittigte
Membran wurde dann fiir eine Stunde mit der Primérantikorper-Losung inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen (je 5 min) in PBS + 0,1% Tween wurde die Membran fiir 30 min mit
dem verdiinnten Sekundérantikorper inkubiert und anschlieBend erneut dreimal (je 10 min) in

PBS + 0,1% Tween gewaschen.

Primérantikérperlgsung:
Antikorper in 5% (w/v) fettfreiem
Milchpulver, in PBS-Tween gelost;
Verdiinnung je nach Antikérper von

Sekundarantikdrperlgsung:
Antikorper, mit Meerretichperoxidase
gekoppelt (in 5% (w/v) fettfreiem
Milchpulver, in PBS-Tween gelost);

1:500 bis 1:2000 Verdiinnung: 1:10 000

Nach dem Waschen wurde der Western Blot mit dem ECL-Kit'™ (enhanced
chemoluminescence, Western Blotting Detection Reagent; Amersham Biosciences)
entwickelt. Die Membran wurde hierzu auf ein Stiick Haushaltsfolie gelegt und fiir eine
Minute mit 1 ml eines 1:1-Gemisches aus Losung A und Losung B des ECL-Kits™ benetzt.
Anschlieend wurde die Membran in Folie verpackt und in einer Filmkassette gegen einen

Rontgenfilm (Super RX, Fuji) exponiert.

5.2.6. Fliegenhaltung

Zur Gewinnung groferer Mengen wt Drosophila-Embryoextraktes wurden wt Drosophila
melanogaster (Canton R) (Taufliegen) ,,in Kultur gehalten. Die Fliegen haben eine
Entwicklungszeit von ca. 10 Tagen, so dass jede 2. Woche das Sammeln von Embryos

moglich war.
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Die einzelnen Aktivititen wahrend einer ,,Fliegenwoche® sind:

Tag 1 Dienstag Ansetzen von neuen Larvenboxen aus einer
Ubernachtsammlung von Embryos

Tag 10 bis 11 Donnerstag/Freitag || Transfer der neu geschliipften Fliegen in die
Kéfige

Tag 11 bis Freitag bis Tagliches Fiittern der Fliegen

mind. 15 Dienstag

Tag 13 bis 18 Sonntag Sammeln von Embryos alle 12 h,

bis Freitag Aufbewahrung bei 4°C

Tag 15=Tag 1 | Dienstag Ansetzen von neuen Larvenboxen

Tag 18 Freitag Herstellung des Embryo-Extraktes

Tag 11 bis 18 -.- Reinigen der Larvenboxen

Tag 19 oder -.- Reinigen der Kifige

spater

5.2.6.1. Ansetzen von Larvenboxen

In 8 weille Plastikboxen mit Gitterdeckel wurden jeweils mehrere gefaltete, saugfiahige
Zellstoffpapierschichten gelegt, wobei auf der einen Seite eine kleine ,,Rinne* freigelassen
wurde. AnschlieBend wurde die Hefemischung zubereitet und auf und unter das Papier

gegossen.

Hefemischungs-Rezept fiir eine Larvenbox:
250 ml Wasser

3 ml Ortho-Phosphorsiure

0,5 ml Propionséure

37,5 g Zucker

56,5 Brauereihefe (fein gemahlen und gesiebt)
0,75 g Nipagin

Die iiber Nacht auf den Agarplatten gesammelten Embryos wurden mit Hilfe eines
Haushaltspinsels von den Platten heruntergewaschen und durch drei immer feiner werdende
Siebe von groberen Partikeln abgetrennt. Die Embryos wurden in ca. 10 ml 70% Ethanol
resuspendiert. AnschlieBend wurden 8 Rundfilterpapiere in zwei Hélften geschnitten und auf
jede Haélfte wurden ca. 0,5 ml der Embryosuspension gegeben. Nach dem Trocknen der
Filterpapiere wurden diese auf die Zellstoffschichten gelegt, wobei darauf geachtet wurde,
dass die Filterpapiere durch die Hefemischung gut befeuchtet wurden. In jede Box wurden
zweil Filterpapiere gelegt. Die Boxen wurden sorgfiltig verschlossen und im groB3en

Fliegeninkubator oben auf die Regale gestellt.
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5.2.6.2.  Transfer der neu geschliupften Fliegen in die Kéafige

Vor dem Transfer der Fliegen wurden die Kéfige vorbereitet. Dazu wurden die Plastikkifige
hinten mit einem Vorhangstoff verschlossen und vorne ein Schlauch aus Vorhangstoff
angebracht, und in den Fliegeninkubator gestellt. In jeden Kéfig wurden zwei Apfelsaft-
Agarplatten (siche Kapitel 5.2.6.4) gelegt, auf die jeweils ein Essloffel Hefepaste gegeben
wurde.

Die frisch geschliipften Fliegen in den Larvenboxen wurden mit CO; betéubt, schnell in einen
groBen Erlenmeyerkolben geschiittelt und ungefdhr abgewogen. In jeden Kifig wurden ca.
30g Fliegen gesetzt. Dies entspricht einer Zahl von ca. 30 000 Fliegen. Nachdem der
Erlenmeyerkolben in einen Kéfig geleert worden war, wurde ziigig der vordere Eingang
mittels eines Knotens verschlossen. Die leeren Larvenboxen wurden bei —20°C eingefroren,

um alle noch nicht geschliipften Fliegen abzutéten.

5.2.6.3.  Téagliches Futtern der Fliegen und Sammeln der Embryos

Morgens und abends wurden jeweils die zwei Apfelsaft-Agarplatten in den Kaéfigen
ausgetauscht. Dazu wurden pro Kéfig zwei frische Platten mit einem Essloffel Hefepaste
versehen. Die Knoten an den Kéfigen wurden vorsichtig gedffnet. Nachdem sich die Fliegen
etwas beruhigt hatten, wurden die neuen Platten in die Kéfige gelegt und gleichzeitig die
belegten Platten entfernt. Hilfreich dabei ist das Abschiitteln der auf den alten Platten
sitzenden Fliegen, um moglichst wenig Fliegen entkommen zu lassen. Nachdem bei allen
Kifigen die Agarplatten ausgetauscht worden waren, wurden die Kifige wieder mit einem
Knoten im Vorhangstoft verschlossen.

Die mit Embryos belegten Platten wurden bis zum Ende der Sammelperiode, normalerweise
bis zum Ende der Woche, bei 4°C autbewahrt und dann fiir den Extrakt (s. 5.2.7) verwendet.

5.2.6.4. Herstellung von Agarplatten und Hefepaste (Futter)

Rezept fiir ca. 200 Apfelsaft-Agarplatten:

e (Ca. 500 g Fadenagar in 12 I entionisiertem Wasser bei ca. 110°C zum Kochen bringen; hierzu wird
ein sehr grofler Topf bendtigt.

e Temperatur auf 80°C zuriickstellen, nachdem der Fadenagar geschmolzen ist.

e Zum Agar dazugeben: 3,5 1 Apfelsaft; 750 ml Riibensirup; 420 ml 10% (w/v) Nipaginlosung
(gelost in Ethanol)
Alles gut verriihren.
Mittels eines Plastikbechers den fliissigen Agar entnehmen und jeweils ca. 80 ml davon in eine
l6cm-Petrischale geben. Nach dem Erkalten des Agars die Plastikplatten im Kiihlraum
aufbewahren.
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Hefepaste (Futter):

In einer Kiichenmaschine werden folgende Zutaten gemischt:
e 750 ml Wasser
e 4.6 ml Propionsédure
e 1 Packung = 500 g vakuumverpackte Backhefe.

Die Paste wird verriihrt, bis sie eine erdnufSbutterartige Konsistenz erreicht.

5.2.7. Herstellung von Drosophila Embryo-Extrakt (“TRAX”)

Die tiber mehrere Tage hinweg gesammelten Embryos wurden von den Apfelsaft-Agarplatten
mit Hilfe eines Haushaltspinsels und kaltem Leitungswasser abgewaschen. Durch drei
ibereinander liegende Siebe mit immer kleineren Maschen wurden die Embryos aufgereinigt:
Das erste Sieb dient der Abtrennung von ganzen Fliegen, das zweite fiangt Fliigel und andere
kleinere Verunreinigungen ab und im dritten Sieb sammeln sich die Embryos.

Die Embryos wurden in einen Plastikbecher iiberfiihrt und mit Embryo-Waschpuffer auf 200
oder 400 ml Gesamtvolumen aufgefiillt. Zum anschlieBenden Dechorionieren der Embryos
wurde 60 ml ,,Chlorbleiche* (Natriumhypochloritlosung mit 6-14% aktivem Chlor) pro 200
ml Embryosuspension dazugegeben und die Mischung fiir 2,5 min auf einem Magnetriihrer
geriihrt. Darauthin wurden die Embryos sofort in das feinste Sieb {iberfiihrt und fiir 10 min
mit kaltem Leitungswasser gewaschen.

Um die Chorionhiillen abzutrennen, wurden die Embryos wieder in einen Plastikbecher
gegeben und in 11 Embryowaschpuffer resuspendiert. Durch kréftiges Rithren wurde der
Vorgang des Ablosens der Embryohiillen beschleunigt. Nachdem sich die Embryos unten im
Becher abgesetzt hatten und die Hiillen oben, wurden letztere durch Dekantieren abgetrennt
und verworfen. Dieser Schritt wurde noch zweimal mit jeweils 11 0,7% NaCl-Lésung
wiederholt.

Die Embryos wurden durch einen Biichnertrichter abgenutscht, einmal mit 200 ml
entionisiertem Wasser gewaschen und dann moglichst gut durch das Vakuum auf dem
Filterpapier getrocknet. Die Embryos wurden abgewogen, sofort auf Eis gestellt und das
Gewicht wurde notiert.

Alle weiteren Schritte wurden im Kiihlraum bei 4°C durchgefiihrt.

Pro g Embryo wurden 6 ml Nu-I Puffer vorbereitet, d.h. der Puffer wurde mit DTT und PMSF
versehen. Die Embryos wurden in 1 ml pro g Embryo Nu-I resuspendiert und durch einen
Yamato-Homogenisierer passiert (5 Passagen bei 1500 Umdrehungen pro Minute). Die Kerne

bleiben bei diesem Schritt intakt.
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Das Homogenat wurde durch ein Miracloth-Tuch filtriert und direkt in einen GSA-
Zentrifugenbecher gegeben. Das Miracloth-Tuch wurde mit dem restlichen Nu-I-Puffer
durchgespiilt.

Im anschlieBenden Zentrifugationsschritt wurden die Kerne abgetrennt. Die Zentrifugation
erfolgte im GSA Rotor der Sorvall Zentrifuge fiir 15 min bei 8000 rpm. Der Uberstand,
bestehend aus Cytoplasma, wurde anschlieend vorsichtig abgegossen, und die Seitenwinde
der Zentrifugenbecher wurden mit Einmal-Papiertiichern von Lipiden befreit. Das Kernpellet
wurde in 1 ml Nu-II Puffer (versehen mit DTT und PMSF) pro g Embryo resuspendiert,
wobei vermieden wurde, das unter dem Kernpellet liegende gelbe Dotterpellet
mitzususpendieren. Zur vollstindigen Resuspension wurde ein Hand-Homogenisierer mit
losem Stopfen verwendet. Das Volumen der resuspendierten Kerne wurde in einem

Messzylinder bestimmt.

Embryo-Waschpuffer: Nu-I1 Puffer:
0,7% (w/v) NaCl 15 mM Hepes, pH 7.6
0,04% (v/v) Triton-X 100 110 mM KCl1
5 mM MgCl,
Nu-1 Puffer: 0,1 mM EDTA, pH 8.0
15 mM Hepes-KOH, pH 7.6
10 mM KCI HEMG Puffer:
5 mM MgCl 25 mM Hepes, pH 7.6
0,1 mM EDTA, pH 8.0 X mM KCl (HEMG 40= HEMG + 40 mM
0,5 mM EGTA, pH 8.0 KCI)
350 mM Saccharose 12.5 mM MgClp
0,1 mM EDTA, pH 8.0
10 % (v/v) Glycerol

Nu-I, Nu-I und HEMG Puffer wurden direkt vor der Verwendung mit DTT
(Endkonzentration 1 mM) und PMSF (Endkonzentration 0,2 mM) versetzt.

5.2.8. Kultur von Drosophila-Zellen

Drosophila St4 —Zellen wurden bei 26°C im Inkubator gehalten. Fiir die Zellhaltung wurden
Zellkulturflaschen verwendet, fiir Proteinexpressionen Schalen. Alle 2 bis 3 Tage wurden die
Zellen gesplittet und mit frischem Medium versorgt. Es wurde darauf geachtet, dass die
Zellen immer adhédrent wuchsen und sich nicht in zu grofer Zahl von der Oberfldche 16sten.
Falls dies der Fall war (ein Anzeichen von zu dichter Kultur) wurden mdoglichst alle Zellen
durch Schiitteln von der Oberfliche abgeldst und mit PBS-Puffer gewaschen. Danach wurden
sie in eine frische Flasche mit frischem Medium iiberfiihrt, wobei die Verdiinnung zwischen
1:5 und 1:10 betrug.
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Medium fur Sf4 —Zellen:
Schneiders Drosophila Medium, revised; von Invitrogen
mit 10% FCS und Glutamin, Penicillin (50 U/ml) +Streptomycin (50 pg/ml) versetzt

PBS:

1,36 M NaCl

0,13 M KCl

0,04 M Na,HPO,
0,018 M KH,PO,
auf pH 7,4 eingestellt

5.2.9. Stabile Transfektion von Drosophila Zellen

Fiir stabile Transfektionen wurden Sf4-Zellen verwendet. Gestartet wurde mit ca. 1*10’
Zellen in einer 10 cm-Kulturschale. Fiir die Transfektion wurde mit dem ., Effectene
Transfection Reagent™ der Firma Quiagen gearbeitet.

Einen Tag nach dem Aussden wurden die Zellen mit insgesamt 2 pg Plasmid-DNA
transfiziert. Die DNA setzte sich dabei wie folgt zusammen: Es wurden 1,8 pug des jeweils
gewiinschten Plasmids verwendet; zusitzlich wurden noch 0,2 pg des Plasmids pNeo
hinzugegeben, welches eine Geneticin-Resistenz vermittelt. Um die Transfektion
durchzufiihren, wurden 16 pl Enhancer, 300 ul Puffer EC und 60 pl Effectene-Reagenz
benoétigt. Die Zellen wurden vor dem Auftraufeln der DNA-Lipidkomplexe mit 7 ml frischem
Medium versehen.

AnschlieBend wurden die Zellen auf den 10cm-Kulturschalen zunichst fiir 2 Tage bei 26°C
inkubiert.

Nach dieser Zeit wurden sie in Zellkulturflaschen {berfiihrt, da fiir die langeren
Kultivierungszeiten Flaschen praktischer sind und das Medium nicht so leicht verdunstet.
AuBerdem wurden 200 ul Geneticin (G418, Konzentration 50 mg/ml, PAA Laboratories) pro
10 ml Medium hinzugegeben. Geneticin selektiert die Zellen, so dass nach ldngerer Zeit nur
diejenigen iiberleben, welche durch das pNeo-Plasmid resistent gegen Geneticin sind. Da das
»gewlinschte® Plasmid in viel groBerer Menge eingesetzt wird als pNeo-Plasmid, ist die
Wahrscheinlichkeit grof3, dass die iiberlebenden Zellen neben pNeo auch das ,,gewiinschte*
Plasmid aufgenommen haben.

Geneticin muss nach ca. 4 Tagen erneuert werden. Die Zellen wurden dann jeweils mit etwas
frischem, Geneticin-haltigem Medium versetzt und unter dem Mikroskop betrachtet.
Normalerweise sterben bald nach Zugabe des Geneticins gro3e Mengen von Zellen ab. Einige
wenige iiberleben aber und bilden ,,Zellhaufen®, welche sich spéter kontinuierlich vermehren.
Nach einigen Wochen sind die Zellen stabil und kénnen auf Expression des gewiinschten

Plasmides getestet werden.
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5.2.10.  Affinitatsreinigung von E(z)-FLAG aus transfezierten Sf4-Zellen

Um E(z) allein oder zusammen mit koexprimierten Proteinen aufzureinigen, wurde eine
Affinitdtsreinigung liber den Flag-tag von E(z) durchgefiihrt. Dazu wurden 400 ul
Ganzzellextrakt, 75 ul Flag-beads-1:1-Gemisch (Sigma) in BC 100 und 800 pl BCO
zusammenpipettiert und fiir 2 Stunden bei 4°C rotiert. AnschlieBend wurden die beads
dreimal mit BC 300+0,1% NP40 fiir jeweils 20 min gewaschen.

Die so gewaschenen beads wurden direkt eingesetzt (z.B. fiir Western Blotnachweis von

E(z)).

BC Puffer:

25 mM HEPES pH 7,6

x mM KCI (100mM KCl1=BC100; usw.)
1 mM MgCl,

0,5 mM EGTA

0,5 mM EDTA

10 % (v/v) Glycerin

5.2.11. BL21 Expression von Proteinen mit Intein-Tag

1 pl pMyb-Plasmid wurde in 50 pl BL21(DE3)pLys-Zellen transformiert und iiber Nacht auf
Chloramphenicol-Ampicillin-LB-Platten bei 37°C inkubiert. Am ndchsten Tag wurden
mehrere Kolonien von der Platte abgenommen und in 100 ml LB gegeben (mit 100ul Amp
und 30 pl Chloramphenicol). Diese Vorkultur wurde iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert.

Am néchsten Morgen wurden jeweils 5 bis 10 ml der Vorkultur auf 0,5 1 LB +
Chloramphenicol + Ampicillin verdiinnt (gesamt 4 1 LB) und bei 37°C geschiittelt bis die
ODgqo ca. den Wert von 0,8 bis 0,9 erreicht hatte. Dann wurden die Bakterien mit 1 mM IPTG
(Endkonzentration) induziert und bei 18°C iiber Nacht weitergeschiittelt. Die
Bakteriensuspension wurde abzentrifugiert (5000 rpm, 20 min, 4°C, in Heraeus-Zentrifuge),
das Pellet in 30 ml Intein-Séaulen-Puffer resuspendiert, in ein 50 ml-Gefall gegeben und die
Bakterien 3 min bei —180°C schockgefroren. Die Bakterien wurden bei 37°C aufgetaut
(dauert ca. 15 —20 min), dabei lysieren die Bakterien und die Losung wird zihfliissig. Nach
Ultraschallbehandlung (2 mal je 1 min, Amplitude 60%, bis Losung nicht mehr dickfliissig
ist) wurde das Bakterienlysat in SS34-Rohrchen geben und der Zelldebris abzentrifugiert (30
min, 20 000 rpm, 4°C, Sorvall-Zentrifuge).

Wihrenddessen wurden die Chitinbeads (Chitin kovalent an Agarose-Matrix gebunden; New
England Biolabs) vor Verwendung zweimal mit Intein-Sdulen-Puffer gewaschen und

anschlieBend eine 1:1-Mischung aus ebendiesem Puffer und den Chitinbeads hergestellt. Der
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Bakterieniiberstand wurde mit 3 ml 1:1-Gemisch Chitinbeads versetzt und bei 4°C fiir 2
Stunden rotiert. Die beads wurden danach abzentrifugiert (2000 rpm, 10 min, 4°C), in 5 ml
Saulenpuffer resuspendiert und in eine BioRad-Plastiksdule (15 ml) gegeben. Die beads
wurden dreimal mit jeweils 10 ml Sdulenpuffer gewaschen, einmal mit 5 ml Elutionspuffer
OHNE DTT und einmal mit 1 ml Elutionspuffer MIT DTT. AnschlieBend wurde das
Sdulchen unten verschlossen, 700 pl Elutionspuffer MIT DTT auf die Sdule gegeben und
diese auch mit dem Deckel verschlossen. Die Sdule wurde iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am
néchsten Tag wurden 6 ml Elutionspuffer MIT DTT darauf gegeben und das Protein eluiert,
wobei 0,5 ml-Fraktionen aufgefangen wurden. Von jeder Fraktion wurden 10 — 15 pnl
entnommen und mit einem SDS-Gel oder einem Western Blot analysiert. Die am hochsten

konzentrierten Fraktionen wurden vereinigt, aliquotiert und bei —80°C aufbewahrt.

Intein-Saulen-Puffer: Elutionspuffer OHNE DTT:
20 mM Tris pH 8 20 mM Tris pH 8

500 mM NacCl 150 mM NacCl

0,1 mM EDTA 0,1 mM EDTA

0,1% Triton X-100
Elutionspuffer MIT DTT:
Siehe obigen Elutionspuffer,
DTT dazugeben (Endkonzentration von 35
mM)

N-term -term

_
rekombinantes Protein

N-term . C-term
rekombinantes Protein

N-term

. C-term
rekombinantes Protein h

Abbildung 49: Schema zur Expression eines Inteinfusionsproteins: Matrixbindung und proteatische
Abspaltung des rekombinanten Proteins.
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5.2.12.  Punktmutation von E(z) zu E(z)mut

Um die Mutation der Nukleotid-Triplets von 2 kritischen Aminosduren innerhalb der SET-
Doméne von E(z) auszufiihren, bedienten wir uns der PCR-Methode (5.2.1.1). Die Primer
wurden so entworfen, dass bei der ersten PCR das E(z)-Gen in zwei Teilstiicken amplifiziert
wurde. Beide Teilstiicke codierten darauthin fiir eine von N-H-S- zu A-G-S-mutierte
Aminosduresequenz. Das erste Teilstlick (A) reichte vom 5°-Ende des E(z)-Gens bis zur 4-G-
S-codierendes Sequenz und war durch die Konstruktion der Primer nach der PCR am 5°-Ende
mit einer Nde [-Restriktionsschnittstelle versehen. Das zweite Teilstiick (B) reichte von der 4-
G-S-codierendes Sequenz bis zum 3’Ende, welches mit einer Xho I-Schnittstelle versehen
war. Nach Gelelektrophorese, Isolation und Reinigung wurden die DNA-Teilstiicke der ersten
PCR nur mit den Primern des 5’-Endes (Nde I) und des 3’-Endes (Xho I) versetzt. In einer
zweiten PCR synthetisierten wir so die gewiinschte E(z)mut-codierende cDNA, die
anschlieBend (identisch zu E(z)) in den pMyb2-Expressionsvektor kloniert wurde (s. 5.2.1).

Durch das Austauschen der urspriinglichen Codons fiir N-H-S, 2164-aat-cat-tcc-2172, gegen
die Codons fiir A-G-S, 2164-gcg-gga-tec2172, wurde zugleich eine neue Schnittstelle fiir das
Restriktionsenzym Sacll erhalten (gga-tcc). Dies ermoglichte eine Kontrolle, ob die Mutation

erfolgreich war.

5.2.13.  Assemblierung von Oktameren und DNA zu Nukleosomenarrays mit
der Salzdialyse

Die Assemblierung von Nukleosomenarrays (d.h. kiirzeren Verbidnden bzw. Ketten aus
Nukleosomen) kann aus einer 5S-rDNA und rekonstituierten Oktameren in einer ca. 20- bis
24-stlindigen Salzdialyse bewerkstelligt werden (rekonstituierte Oktamere aus rekombinanten
Histonen von B. Czermin, native Oktamere gereinigt aus Drosophila-Embryo-Zellkernen von
A. Imhof erhalten).
Mit assemblierten Nukleosomenarrays kann man in in vitro-Versuchen eine dem Chromatin
vergleichbare oder zumindest moglichst dhnliche Struktur einsetzen.
Eine Assemblierungsreaktion (500 pl) enthielt:

40 pg BSA

60 ug DNA

60 ng Histonoktamere
Eine wichtige Vorraussetzung fiir das Gelingen ist die Endkonzentration von 2M Salzgehalt

(NaCl/ KCl) in 500 pl. Die verwendete 5S-rDNA ist ein Plasmid, das eine
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Positionierungssequenz bestehend aus 11 aneinander gereihten, identischen DNA-Abschnitten
enthilt, welche die Assemblierung von Oktameren mit der DNA fordert.

Wegen des schwer abschitzbaren DNA- und Oktamer-Konzentrationsverhiltnisses wurde bei
jeder Salzdialyse eine Titration mit mehreren Assemblierungsreaktionen durchgefiihrt (z.B.
DNA : Oktamer = 0,8:1 / 1:1 / 1:1,2 / 1:1,4). Die Assemblierungsreakionen wurden in einer
Dialysekammer konstant von dem Hochsalz-Puffer gegen den Niedrigsalz-Puffer dialysiert.
Dabei wurden 3 L des Niedrigsalz-Puffer wéihrend einer Zeit von 20 bis 24 Stunden bei 4°C
(Kiithlraum) in die 600 ml Hochsalz-Puffer gepumpt. Das Volumen des Hochsalz-Puffer-
GefaBes (600ml) bleibt wihrend der Dialyse konstant. Das Volumen einer
Assemblierungsreaktion steigt wihrend der Dialyse auf ca. 800pul an.

In die Dialysekammer wurde ein aufgeschnittener, mit bi-destilliertem Wasser benetzter
Dialyseschlauch (Spectrum) eingespannt. Um eine einwandfreie Dialyse zu gewdhrleisten,
wurde stets darauf geachtet, dass die benetzte Membran nicht antrocknete und dass sich beim
Befiillen der Dialysekammer mit Hochsalzpuffer keine Luftblasen gebildet hatten. Nach der
Befiillung der Dialysezellen mit den einzelnen Assemblierungsreaktionen wurde die Kammer
mit Haushaltsfolie abgedeckt, um eine Verdunstung der Assemblierungsreaktionen und eine
Verfliichtigung des B-Mercapto-Ethanols zu vermeiden. Die Puffergefifle wurden ebenfalls
bedeckt.

Wenn rekombinant hergestellte  Histon-Oktamere fiir die Assemblierung zu
Nukleosomenarrays verwendet wurden, hieBen die Nukleosomen ,rekombinante
Nukleosomen®. Fiir die Rekonstitution von ,,nativen Nukleosomen‘ nach demselben Protokoll
wurden Histon-Oktamere verwendet, die zuvor aus Zellkernen von Drosophila melanogaster-
Embryonen herausgereinigt wurden.

Die pro Titration entstandenen Nukleosomenketten wurden nach der Salzdialyse mit einem

Mikrokokkus-Nuklease-Verdau auf die Effizienz der Assemblierung hin tiberpriift (s. 5.2.14).

Hochsalz-Puffer: 1L Niedrigsalz-Puffer:
2M NaCl 50mM NaCl

10mM Tris pHS8 IM 10mM Tris pH8 1M

1mM EDTA ImM EDTA

1mM B-Mercapto-Ethanol ImM B-Mercapto-Ethanol
0,01% NP40 0,01% NP40

5.2.14.  Mikrokokkus-Nuklease-Verdau nach Assemblierung von
Nukleosomenarrays

Der Mikrokokkus-Nuklease-Verdau (,,MNase“-Verdau) stellte eine Moglichkeit dar, das

Vorhandensein von Nukleosomenarrays sowie die Effizienz der Assemblierung zu
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untersuchen. Das Mikrokokkus-Nuklease-Enzym verdaut die DNA bei Vorliegen einer
Nukleosomenkette nur zwischen den einzelnen Nukleosomen (Verbindungs-DNA).

Aus jeder dialysierten Assemblierungsreaktion einer Titrationsreihe wurden 60 pl
Nukleosomen entnommen und nacheinander mit 50ul ,,MNase-Mix* versetzt. Hierbei musste
zur schnellen und effektiven Vermischung 2 bis 3 mal auf- und abpipettiert werden. Daraus
wurden bereits nach 10 Sekunden 35ul entnommen und in ein mit 8 ul ,,Stop-Mix“
bereitstehendes Eppendorf-Gefa3 unter 2-3maligem Auf- und Abpipettieren tiberfiihrt. Dieser
Schritt wird nach je 40 und 160 Sekunden wiederholt.

Aufgrund des Zeitmangels zwischen den einzelnen Arbeitsschritten empfahl sich folgendes Vorgehen:
e Die Eppendorf-Gefal3e bereits vor dem Versuchsstart mit je 8ul Stop-Mix zu versehen.
e Zwei Pipetten gleichzeitig zu verwenden (351 und 50ul).

e Die zu testenden Nukleosomen nicht parallel, sondern nacheinander zu verdauen.

Zu jeder gestoppten MNase-Reaktion wurden 1,5 ul Proteinase K (10ug/ul) zugegeben,
vermischt und fiir eine Stunde bei 40°C inkubiert.

Daraufhin wurde die DNA mit der Ammonium-Acetat-Methode prézipitiert und die Gefale
fiir mindestens 1h (moglichst liber Nacht) auf Eis oder bei -20°C inkubiert. Die Proben
wurden anschlieBend bei 4 °C fiir 30 Minunten zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig
entfernt. Nach Lufttrocknen der prézipitierten DNA wurde diese in Ladepuffer resuspendiert
und auf ein Ethidium-Bromid-haltiges Agarosegel (1,2%) aufgetragen.

Anhand der Bandenzahl im Agarose-Gel liel sich nach dem Verdau abschitzen, ob im
angestrebten 1:1-Verhéltnis der unterschiedlichen Titrationen mengenmifig zuviel DNA
(MNase produziert viele kleine DNA-Fragmente) oder zu viele Histone (,,liberassemblierte
Nukleosomen®, d.h. zu viele grolere DNA-Fragmente, weil die DNA fiir die MNase schlecht

zugénglich ist) in einer dialysierten Assemblierungreaktion vorlagen.

EX 100 Puffer: ~MNase-Mix* (fur ca. XX Titrationen):
10 mM TRIS/HCI1 pH 7,5 2,4 ul 1M CacCl,

100 mM KCl 398 ul EX100 Puffer (Raumtemperatur)
1,5 mM MgCl, 3,2 pl MNase (50u/ul)

10% Glycerin

0,5 mM EDTA pHS,0
DNA-Préazipitation mit Ammonium-Acetat:

2Stop-Mix‘*: 0,5 Volumen NH4Ac, 7,5M
4% SDS 1 pl Glykogen
100 mM EDTA pH 8,0 2,5 Volumen Ethanol, 100%

5.2.15. HDAC-Versuch

Die mit E(z), E(z)mut, bzw. Intein gekoppelten Chitinbeads wurden nach der Trax-Inkubation

und anschlieBenden Waschschritten fiir 90 min bei 30°C mit 2 pl *H-markierten Hiihner-
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Histonen (25 000 cpm/ul) inkubiert. Dann wurden 230 ul IPH150 Puffer sowie 65 pl einer
IM HC1/0.16M Essigsdure-Mischung dazugegeben. AnschlieBend wurden 700 pl Ethylacetat
daraufpipettiert, kréaftig mit dem Vortex geschiittelt, kurz zentrifugiert und je 500 pl von der

oberen Phase abgenommen. Diese wurden fiir die Szinillationszédhlung verwendet.

IPH 150:

50 mM Tris pH 7,5
150 mM NacCl
0,1% (v/v) NP40
0,2 mM PMSF

5.2.16. Aktivitatsversuche: HMTase- und HAT-Versuch

Histonmethyltransferase-Assays (HMTase-Assays) und Histonacetyltransferase-Assays
(HAT-Assays) nach der ,,spot-and-count*“-Methode sind eine schnelle und einfache Methode,
um Methyltransferase-Aktivitit bzw. Acetyltransferase-Aktivitdt in rekombinant hergestellten
Proteinen bzw. in Chromatographiefraktionen zu detektieren.

Die Aktivitits-Assays wurden in einem Gesamtvolumen von 40 pl durchgefiihrt. Dazu
wurden in HMTase-Assays zwischen 10 und 20 ul rekombinante Nukleosomen (bzw. die
entsprechende Proteinmenge anderer Substrate wie Histone, Oktamer oder Peptide; 20 ul
Nukleosomen entsprechen etwa 1,5 pug assembliertem Histonoktamer) zusammen mit 500 nCi
SAM* (S-Adenosyl-(methyl-*H)-L-Methionin (20 uCi ml"') (Amersham)) und 7ul eluiertem
Protein einer Inteinexpression oder 10 bzw. 15 pl einer Sdulenfraktion inkubiert. Die HAT-
Assays wurden identisch durchgefiihrt, allerdings wurde 250 nCi AcCoA* ((CH)Acetyl-
Coenzym A (10 uCi ml") (Amersham)) anstelle von SAM* eingesetzt.

Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 30°C wurde die Reaktion durch Auftraufeln von
ca. 30 ul des Reaktionsansatzes auf p81-Filterpapier gestoppt (,,spot ). Die negative Ladung
des Filterpapiers zog die positiv geladenen Histone oder Peptide an. Die Filterpapiere wurden
drei mal 10 Minuten in 50 mM Na,CO; pH 9.2 gewaschen, um mdglichst alle nicht an das
Filterpapier gebundenen Molekiile (insbesondere radioaktives SAM* bzw. AcCoA*) zu
entfernen und anschlieBend getrocknet. Der Einbau von ‘H-markierten Methyl- bzw.
Acetylgruppen wurde nach Zugabe von Szintillationsfliissigkeit im Szintillationszdhler
(Beckmann) gemessen (,,count ).

Fir Autoradiographien (Detektion der in Proteine eingebauten ‘*H-markierten
Methylgruppen bzw. Acetylgruppen auf einem Rontgenfilm) war die Zusammensetzung und
die Inkubation der Reaktionen identisch. Nach der Inkubationszeit wurden sie mit SDS-

Ladepuffer versetzt, erhitzt und elektrophoretisch mit einem SDS-Gel aufgetrennt (s. 5.2.3).
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Meist wurde das Gel mit Coomassie gefarbt, fotografiert, analysiert und wieder entfarbt (s.
5.2.4.1) bevor es fiir 30 Minuten in ,,Amplify“-Losung (Amersham) geschiittelt wurde. Nach
dem Trocknen wurde ein Rontgenfilm auf das Gel gelegt und fiir einen oder mehrere Tage (je
nach Intensitit der detektierten Aktivitdt) bei -80 °C in einer Filmcassette exponiert und

anschliefend entwickelt.

5.2.17.  Proteinreinigung (von PRset7 und MOF)

5.2.17.1. Superdex 200

Eine Superdex200-Sédule (HR 10/30) wurde in BC 200-Puffer (200 mM NaCl) aquilibriert.
AnschlieBend wurden das Proteineluat aus der Expression des betreffenden Intein-
Fusionsproteins (PRset7 bzw. MOF) aufgetragen und der Saulenlauf mit folgendem

Programm gestartet:

Geschwindigkeit 0,5 ml/min
Max. Druck 1,5 Mpa
Fraktionsgrof3e 0,5 ml
Elution Isokratisch bei 200 mM NacCl, ca. 30 ml

Die PRset7- bzw. MOF-enthaltenden Fraktionen wurden per SDS-Gel und Western Blot
identifiziert (10% SDS-Gele), vereinigt (Gesamtvolumen ca. 10 ml), aliquotiert und bei
—80°C gelagert.

5.2.17.2. Mono Q

PRset7 wurde ebenfalls iiber die MonoQ-Saule (1 ml CV, HR 5/5) gereinigt. Die Sdule wurde
mit BC100 (100 mM NacCl) dquilibriert. Fiir den Sdulenlauf wurden folgende Parameter

verwendet:
Geschwindigkeit 0,5 ml/min
Max. Druck 5 Mpa
Fraktionsgrof3e 0,3 ml
Auftrag in 150 mM NaCl
Waschen nach Auftrag 2 CV, 100 mM NaCl
Gradient In 10 CV von 100 mM auf 500 mM NaCl

PRset7 und dessen Degradationsprodukte wurden per SDS-Gel und Western Blot (je 10%
Gele) identifiziert. Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, aliquotiert und bei —
80°C gelagert.
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Abkiirzungen und Begriffe

ABKURZUNGEN UND BEGRIFFE

o Anti-

anti- Antikorper X

AK Antikorper

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS, AA Aminosiure, Amino acid

ATP Adenosyltriphosphat

bp Basenpaare

BPB Bromphenolblau

BSA Bovine Serum Albumine
Rinderserumalbumin

Ci Curie

cpm Counts per minute
Zerfdlle pro Minute

C-Terminus Carboxy-Terminus eines Proteins oder Peptids

CvV Column Volume
Sdulenvolumen

d (vor Proteinname) | Drosophila-

Da Dalton

DMSO Dimethylsulfoxid

DMTase De-Methylase

DNA Desoxyribonucleicacid
Desoxyribonukleinsdure

ds Double strand
Doppelstrang

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EMSA Elecrophoretic mobility shift assay

FCS Fetal calf serum
Foétales Kdlberserum

H3-K9 Lysin 9 im Histon H3

HAT Histon-Acetyltransferase

HDAC Histon-Deacetylase

HMT, HMTase Histon-Methyltransferase

HKMTase Histon-Lysin-Methyltransferase

HMTase-Aktivitét Histon-Methyltransferase-Aktivitit

IgG Immunglobulin G

1P Immunprézipitation

IVT In vitro Translation

kbp Kilobasenpaare

mRNA Messenger-Ribonucleicacid
Boten-Ribonukleinsdure

MW Molecular Weight
Molekulargewicht

NP-40 Nonidet P-40

- 158 -




Abkiirzungen und Begriffe

N-Terminus Amino-Terminus eines Proteins oder Peptids
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS Phosphate Buffered Saline
Phosphat gepufferte Kochsalzlosung
PCR Polymerase Chain Reaction
Polymerasekettenreaktion
PVDF Poly(vinylidene difluoride)
RNA Ribonucleicacid
Ribonukleinsdure
rpm Revolutions per minute
Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur
SAM S-Adenosyl-L-Methionin (nicht radioaktiv)
SAM* S-Adenosyl-L-Methionin (radioaktiv* markiert)
SDS Natriumdodecylsulfat
sS Single strand
Einzelstrang
TBP TATA-binding-protein
TEMED N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TSA Trichostatin A
wt Wild Typ Form eines Proteins
Abkiirzungen fiir Aminoséuren:
Aminosaure Abkirzung Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsdure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsdure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp \Y
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \Y
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