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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die aktive Demethylierung der DNA, die zu einer Reaktivierung stillgelegter Gene fiihren kann,
beschéftigt Wissenschaftler nun schon seit Gber 30 Jahren. Als die Cytosin-Oxidationsprodukte 5-
Hydroxymethylcytosin (hmC), 5-Formylcytosin (fC) und 5-Carboxylcytosin (caC) entdeckt wurden,
glaubte man, damit Intermediate fiir diesen Prozess gefunden zu haben. Weitere Hypothesen
sprechen den neu entdeckten Basen sogar dariiber hinausgehende biologische Funktionen zu.
Unterstiitzt werden diese Hypothesen durch wenige, bisher durchgefiihrte Studien Uber DNA-
Protein-Wechselwirkungen und der Analyse moglicher, spezifischer Interaktoren. Die verwendeten
Methoden stoRen aufgrund der komplexen Zusammenhdnge immer wieder an ihre Grenzen und so
ist man noch weit davon entfernt, die genauen Mechanismen und das Zusammenspiel mit anderen

epigenetischen Schaltersystemen, wie beispielsweise dem Histon-Code, zu verstehen.

Um dem Ziel der Aufklarung von Wechselwirkungen zwischen epigenetisch modifizierter DNA und
bestimmten Proteinen ndaher zu kommen, wurde in dieser Arbeit eine Methode etabliert, mit deren
Hilfe komplexe Proteinproben auf DNA-Interaktoren gescreent und gleichzeitig direkte von
indirekten Bindern unterschieden werden konnen. Dies wurde durch die Einfiihrung eines
spaltbaren, Aminogruppen-spezifischen Crosslinker an den DNA-Sonden erreicht. Durch diesen
werden Proteine zunéachst kovalent an die DNA-Sonden gebunden und alle Gbrigen Proteine mit
geringer Affinitat zur DNA oder zu den gebundenen Proteinen kdnnen durch mehrere Waschschritte
entfernt werden. Wahrend eines Reduktionsschrittes wird der Crosslinker gespalten, so dass die
Proteine einerseits von der DNA abgetrennt und andererseits durch einen kleinen verbleibenden Teil
des Crosslinkers markiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass nach dem anschlieRenden Verdau
die Peptide mit dem Crosslinker-Rest bei der nachfolgenden massenspektrometrischen Analyse
identifizierbar sind und dem jeweiligen Protein zugeordnet werden kénnen. Da die Struktur des
Crosslinkers prinzipiell frei wahlbar ist und Gber die Click-Reaktion an jede DNA angebracht werden
kann, die ein Alkin als funktionelle Gruppe enthalt, ist die Methode universell fiir jede DNA-Sequenz
oder -Modifikation anwendbar. Durch den Einsatz isobarer Markierungsreagenzien wurde eine
relative Quantifizierung der Proteine ermoglicht. Dariliber hinaus wurden die biochemischen
Methoden optimiert, so dass moglichst viele spezifische Proteine an der DNA angereichert und
gleichzeitig unspezifisch signifikant angereicherte Proteine vermieden werden konnten. Der Amino-
reaktive Crosslinker wurde in drei unabhangigen Studien eingesetzt. In allen drei Studien konnten mit

den entsprechenden DNA-Sonden viele Proteine angereichert werden, die in Gene Ontology (GO)-
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Zusammenfassung

Analysen ein konsistentes Bild ergeben. Eine Verfeinerung der Methode und der Software-basierten
Auswertung konnte noch nicht abgeschlossen werden. Deshalb wurde mit dem in diesen Studien
verwendeten DNA-Protein-Crosslinker eine Eingrenzung der angereicherten Proteine auf wenige,

vielversprechende Kandidaten noch nicht erreicht.

In der ersten Studie wurde versucht aufzuklaren, welche Proteine in murinen Stammzellen (mESCs)
mit 5-Hydroxymethyluracil (hmU) interagieren. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass hmU in
mESCs nicht durch Desaminierung von hmC als Teil eines moglichen aktiven
Demethylierungsmechanismus entsteht, sondern vielmehr durch Oxidation von Thymin (T) durch
Ten-eleven translocation Methylcytosin Dioxygenasen (Tet-Enzyme).™” Firr die anschlieRende Studie
wurde hmU sowohl in Stellung gegeniiber Adenosin (A) (entsteht bei der Oxidation von T) als auch
gegeniber Guanosin (G) (entsteht bei der Desaminierung von hmC) untersucht. Auch hmC war Teil
dieser Studie. Es stellte sich heraus, dass liberwiegend Proteine angereichert werden konnten, die an
der Genexpression und Chromosomenorganisation beteiligt sind. Da es im direkten Vergleich kaum
Uberschneidungen zwischen den gefundenen Proteinen in den drei Ansitzen gibt, kann davon
ausgegangen werden, dass viele Proteine nicht nur eine DNA-Modifikation spezifisch erkennen
kénnen, sondern auch unterscheiden mit welcher Base die Modifikation gepaart ist und damit der
Ursprung der Modifikation eine erhebliche Rolle spielt. Bei der Wiederholung des Experiments mit
einer alternativen Basensequenz der DNA-Sonde konnte das Ergebnis auf Grund einer schlechten

Zellkernlysat Praparation noch nicht eindeutig bestatigt werden.

Die zweite Studie befasste sich mit mC-, hmC- und fC-interagierenden Proteinen wahrend der
Entwicklung der Retina von Mausen vor und nach dem Zeitpunkt, an dem die Tiere die Augen 6ffnen.
Innerhalb dieser Zeitspanne teilen sich die neuronalen Zellen der Retina nicht mehr und es konnte
beobachtet werden, dass die mC-Level fast gleich bleiben, wahrend die hmC-Level stark ansteigen
und die fC-Level stark abfallen.”” AuRerdem ist bekannt, dass steigende hmC-Level in neuronalen
Zellen mit einem Anstieg der Genexpression korrelieren. DNA-Sonden mit je einer der drei
Cytosinderivate mC, hmC und fC und dem NHS-Ester-Crosslinker wurden fiir pull down Studien aus
Zellkernextrakten muriner Retinagewebe zu den verschiedenen Entwicklungsstadien verwendet. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Mengen an angereicherten Proteinen an den DNA-Sonden mit den
ermittelten endogenen Vorkommen der Cytosinderivate korrelieren. Unter den angereicherten hmcC-
Bindern wurden einige Proteine gefunden, die in einer anderen Studie Uber die Tet3-induzierte

Genexpression als Tet3-Binder identifiziert wurden.

Bei der dritten Studie wurde untersucht, ob es unterschiedliche fC-bindende Proteine bei der
Entwicklung von murinen Stammzellen zu Epiblast-ahnlichen Zellen innerhalb von 48 h gibt. Der

Zeitraum wurde aufgrund der von Jessica Steinbacher durchgefiihrten fC-Level-Messung gewahlt, die
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Zusammenfassung

einen deutlichen Anstieg der Modifikation zeigt. Die pull down Studien wurden zu den Zeitpunkten
do, d; und d, mit DNA-Sonden durchgefiihrt, die den NHS-Ester-Crosslinker und fC enthielten. Mit
dem Anstieg des endogenen fC-Levels lGiber den beobachteten Zeitraum wurde ein Sinken der Anzahl
an fC-bindenden Proteinen festgestellt. Wahrend zu den Zeitpunkten dy und d; Uberwiegend
Proteine angereichert wurden, die an der Genexpression und Transkription beteiligt sind, wurden
zum Zeitpunkt d, Proteine angereichert, die an der Chromatinorganisation beteiligt sind. Besonders
auffallig war, dass sehr viele verschiedene Histonprotein-Varianten angereichert wurden, die v.a. zu
den ersten beiden Zeitpunkten auch mit dem Crosslinker markiert wurden. Dies kdnnte ein Hinweis
auf eine sich verandernde Chromatinstruktur sein. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde die Studie auf
die ldentifikation und relative Quantifizierung von Histonmodifikationen ausgeweitet. Dadurch
konnte gezeigt werden, dass der Grad an Histonmodifikationen innerhalb der ersten 24 h sinkt und
danach wieder ansteigt. Moglicherweise hdangt dies mit einer epigenetischen Reprogrammierung der

Zellen zusammen.
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Summary

Summary

For over 30 years scientists are engaged in studying the process of active demethylation of DNA,
which enables the reactivation of silenced genes. When the cytosine oxidation states 5-
hydroxymethylcytosine (hmC), 5-formylcytosine (fC) and 5-carboxylcytosine (caC) were discovered,
they were considered as intermediates of this mechanism. Further hypotheses attribute even
additional biological functions to the newly discovered bases. These hypotheses are supported by the
few studies conducted till today covering DNA-protein interactions and the analysis of potential
specific interactors. The applied methods reach their limit because of the complex correlations,
affectively limiting the understanding of the exact mechanisms and of the interplay with other

epigenetic control systems like e.g. the Histone code.

With the objective to shed light on the interaction between epigenetically modified DNA and specific
proteins, this dissertation establishes a method to screen complex protein samples for DNA
interactors, while at the same time distinguishing direct from indirect binders. This was achieved by
the introduction of a cleavable, amino-group-specific crosslinker at the DNA probes. This crosslinker
connects proteins temporarily with the DNA probes. All other proteins with lower affinity to either
the DNA probe or the bound proteins can be removed by several washing steps. During protein
reduction, the crosslinker will be cleaved in a way that proteins are released from the DNA probes
but will be labelled with a small remaining moiety of the crosslinker. It was demonstrated, that after
protein digestion the peptides, labelled with the crosslinker residue, can be identified in a
subsequent mass spectrometric analysis and assigned to the respective protein. This method can be
applied universally for every DNA sequence or modification, because the structure of the crosslinker
is arbitrary and can be attached to any alkyne-bearing DNA by click reaction. In addition, isobaric
labeling enabled a relative quantification. Furthermore, biochemical methods were optimised in
order to enrich as many specific proteins as possible with the DNA, while at the same time avoiding
the enrichment of unspecifically binding proteins. The amino-reactive crosslinker was applied in
three independent studies. In all of the three studies, a large number of proteins were enriched with
the corresponding DNA probe, so that the subsequent gene ontology analysis showed consistent
results. A refinement of the method and the software based analysis is pending to date. This is why it
was not possible to confine the enriched proteins to provide promising candidates with the help of

the DNA-protein-crosslinker used in these studies.

VI



Summary

The first study aimed at clarifying which proteins interact with 5-hydroxymethyluracil (hmU) in
murine embryonic stem cells (mESCs). Our research group was able to demonstrate that hmU is not
created by deamination of hmC as a part of a potentially active demethylation mechanism in mESCs,
but indeed by the ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenases (Tet-enzymes) mediated
oxidation of thymine (T).”) In the subsequent study hmU was examined once paired with adenosine
(A) (result of T oxidation) and once paired with guanosine (G) (result of hmC deamination). hmC was
part of the study as well. It was discovered that primarily those proteins were enriched which are
part of gene expression and chromosome organisation. In a direct comparison between the
discovered proteins in the three approaches, barley any overlaps were found; this gives evidence
that many proteins not only specifically recognize a DNA modification, but also distinguish between
the base pairings. This suggests that the origin of the modification plays a significant role. The
repetition of the experiment with an alternative base sequence of the DNA probe was not yet able to

confirm the previous results, because of an insufficient preparation of the nuclear cell lysate.

The second study focused on proteins interacting with mC, hmC and fC during the development of
the retina in mice before and after the time of eye opening. Within this period the neuronal retina
cells do not longer divide and it was observed that mC levels stay constant, while hmC levels strongly
increase and fC levels strongly decrease.'?! It is also known that raising hmC levels correlate with an
increased gene expression. DNA probes, each containing one of the three cytosine derivatives mC,
hmC and fC, and the NHS-ester-crosslinker, were used for pull down studies from nuclear cell lysates
of murine retinal tissue at the two different stages of development. The results show a correlation
between the amounts of enriched proteins by the DNA probes and the measured levels of
endogenous cytosine derivatives. Among the enriched hmC binders, some proteins were found
which also have been identified as Tet3 binders in another study about Tet3-induced gene

expression.

The third study examined if there are different fC binding proteins during the development of mESCs
towards epiblast like cells (EpiLCs) within 48 hours. This time period was chosen on the basis of fC
level measurements (conducted by Jessica Steinbacher), which showed a significant increase of the
modification. The pull down studies were performed at the time points dg, d; and d, with DNA probes
containing the NHS ester crosslinker and fC modification. With the rise of endogenous fC levels
during the monitored period, a decrease in the number of fC binding proteins could be observed.
While at the times dy and d; predominantly proteins were enriched, which are involved in gene
expression and transcription, at the time d, proteins were enriched, which are involved in chromatin
organisation. It was also particularly conspicuous that a number of different histone variants were

enriched at all investigated times, and especially those proteins found at the first two time points

Vil



Summary

were labelled with the crosslinker. This could be an indication for a changing chromatin structure
during development. Due to these results, the study was extended to the identification and relative
qguantification of histone modifications. Here it was shown, that the global levels of histone
modifications drop within the first 24 hours of mESC development and then rise again within the next

24 hours. Perhaps these findings indicate a connection to epigenetic reprogramming of the cells.
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1. Einleitung

1.1 Epigenetik

Am 26. Juni 2000 wurde durch Bill Clinton und die Leiter des Human Genome Project (HGP) die
vollstandige Entschlisselung des menschlichen Erbguts verkiindet und gut ein halbes Jahr spéater
folgte die Veroffentlichung der Forschungen in Nature.® Dies war nicht nur ein bedeutender
Meilenstein in der Genomforschung, sondern lieR die ganze Welt auf einen enormen Fortschritt in
der Medizin hoffen. , Die Genomwissenschaft wird die Diagnose, Pravention und die Behandlung der
Meisten, wenn nicht aller menschlichen Krankheiten revolutionieren”, kommentierte der ehemalige
Prasident Clinton. Allerdings wurde diese Euphorie bald durch die neue Erkenntnis eingeholt, dass
man den genetischen Code nun zwar lesen konnte, allerdings noch weit davon entfernt war, ihn auch
zu verstehen. Die Tatsache, dass sich die Menschen untereinander genetisch gesehen nur um 0,1 %
unterscheiden, kann die vielfaltigen Unterschiede in den Auspragungen der Veranlagung eines jeden
Individuums nicht erkldren. Und darlber hinaus besitzen schlieflich alle Zellen ein und desselben
Organismus dieselbe genetische Information, kdnnen sich aber in Gestalt und Funktion grundlegend
voneinander unterscheiden. Die Schlussfolgerung daraus ist, dass es Mechanismen geben muss, die
dem genetischen Code (ibergeordnet, in Abhangigkeit von Zeit, Ort und &uReren oder
umweltbedingten Faktoren, die Expression der zustindigen Gene steuern und dieses
Expressionsmuster an Tochterzellen vererben. Mit der Untersuchung dieser Mechanismen befasst
sich das Fachgebiet der Epigenetik.[‘” Der Hauptfokus der Forschung richtet sich dabei auf Histon-,
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DNA- und RNA-Modifikationen sowie RNA-vermittelte Gen-Inaktivierung.
Stedman und Stedman beispielsweise vermuteten bereits sehr frih und noch vor der
Strukturaufklarung der DNA, dass Histone an der Suppression einzelner Gene oder Gengruppen
beteiligt sein konnten.™® Dennoch dauerte es bis etwa Mitte der 1990er Jahre, bis den Histonen

mehr Funktionen als das reine Verpacken der DNA zugeschrieben wurde.t ]

1.1.1 Histone und Chromatin

Die Histone sind Proteine, die zusammen mit der DNA das Grundgeriist der Chromosomen aufbauen.
Es gibt funf Hauptfamilien der Histonproteine: H1/H5, H2A, H2B, H3 und H4. Die beiden Proteine H2A
und H2B bilden zusammen ein Dimer, ebenso wie die beiden Proteine H3 und H4 (siehe Abbildung
1A). Jeweils zwei gleiche dieser Dimere lagern sich zu einem Tetramer zusammen, so dass es ein H2A-
H2B-Tetramer und ein H3-H4-Tetramer gibt. Diese beiden Tetramere wiederum bilden zusammen

den oktameren Nukleosomenkern, um den sich ein 146 Basenpaare (bp) langes DNA-Stlick 1,65 Mal
1
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in einer linksgdngigen Windung legen kann (siehe Abbildung 1B/C). Der Anfang und das Ende des
DNA-Stiicks werden zusatzlich durch das Linker-Histon H1 fixiert (siehe Abbildung 1D), wodurch die
Ausbildung einer Helix aus Nukleosomen ermoglicht wird (siehe Abbildung 1E, 30nm
Chromatinfaser). So entsteht eine libergeordnete Struktur, in der die DNA bis hin zum Chromosom
komprimiert werden kann (siehe Abbildung 1E). Die Nukleosomenkernhistone treten mit der DNA
hauptsachlich Gber deren Phosphodiester-Rickgrat in Kontakt, wodurch ein weitestgehend von der
Sequenz unabhangiges Packen der DNA moglich wird. Allerdings besitzen die Kernhistone ein N-
terminales Ende, das aus der Sphare des Kerns ragt und somit auch zwischen und neben den DNA-
Windungen hervorsteht.”® Die Enden der Histone spielen eine wichtige Rolle fiir die Stabilitit des
Nukleosoms bzw. Chromatins und sind h&ufig einer Vielzahl von unterschiedlichen post-

translationalen Modifikationen (PTMs) unterworfen (vgl. Abbildung 2).1*”- 8!



Einleitung

A E kurzer Ausschnitt
einer DNA Doppel-
helix

Chromatin in Form
von ,Perlen auf
einer Schnur”

30-nm Chromatin-
faser aus gepackten
Nukleosomen

Chromosomen-
Abschnitt in ausge-
dehnter Form

Chromosomen-
Abschnitt in kon-
densierter Form

komplettes T
Cf:romosom : B AGCRRRET 1,400 nm
wahrend der

Mitose

Abbildung 1: Aufbau eines Chromosoms. (A) Schematische Darstellung der H2A-H2B- (rot/gelb) und H3-H4-Dimere
(griin/blau). (B) Ansicht von oben auf den Nukleosomenkern, der aus jeweils vier zusammengelagerten Dimeren besteht.
Darum windet sich die DNA. Es sind deutlich die N-terminalen Enden der Histone zu erkennen, die teilweise weit
zwischen den DNA-Windungen hindurch reichen. (C) Seitlicher Querschnitt durch den Nukleosomenkern. (D) Das Histon
H1 (griin) fixiert Ein- und Ausgangsabschnitt der DNA (grau), die sich dadurch 1,65 Mal um den Nukleosomenkern (blau)
windet. (E) Verpacken der DNA. Durch das Wickeln der DNA um das Chromatin kann die DNA bis hin zum Chromosom
kondensiert werden. Die Bilder wurden aus den Referenzen %! adaptiert.

Berechnungen des elektrostatischen Potentials der nukleosomalen Kernpartikeloberflache zeigen
positiv geladene Regionen an den Histon-Enden und entlang der Kontaktpunkte zwischen Nukleosom
und DNA, wahrend die zentralen Bereiche des Nukleosoms eher negativ geladen sind. Diese
Unterschiede im elektrostatischen Potential geben Grund zu der Annahme, dass die Kernhiston-
Enden zu internukleosomalen Interaktionen fiihren kénnen, weshalb sie groflen Einfluss auf die
Struktur des Chromatins und damit auch auf die Zugénglichkeit der DNA besitzen konnten.?" 2
Durch die PTMs kann das elektrostatische Potential verdndert werden. So flihren beispielsweise
Acetylierungen der Lysine an den Histonen zur Neutralisierung der positiven Ladung des Lysins,

wodurch die elektrostatische Wechselwirkung zur negativ geladenen DNA verringert wird. Die

3
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Chromatinstruktur wird dadurch aufgelockert und der Zugang zur DNA fiir Proteine, wie zum Beispiel
Transkriptionsfaktoren, erleichtert. Neben Histon-Acetylierungen sind viele weitere Modifikationen
bekannt, die haufigsten darunter sind Methylierungen und Phosphorylierungen. Obwohl
Phosphorylierungen bei weitem noch nicht so gut untersucht wurden wie Acetylierungen, dirften sie
durch die Ubertragung negativer Ladung dhnlichen Einfluss auf die Ladungsbilanz der Histone haben

und damit ebenfalls eher zu einer Auflockerung der Chromatinstruktur fihren.
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Abbildung 2: Ubersicht bekannter Modifikationen der Histone H1 (grau), H2A (gelb), H2B (rot), H3 (blau) und H4 (griin).
Bekannte Modifikationen sind iiber den jeweiligen Aminosdauren der Histone aufgefiihrt. Abbildung adaptiert aus
Referenz !

Die Frage ist nun, welche Faktoren eigentlich zu derartigen Modifikationen und den damit
einhergehenden Strukturverdanderung des Chromatins fiihren konnen. Eine mogliche Antwort dazu
liefern Histon-Methylierungen. Sie verdandern zwar die Ladung der Histonproteine nicht, weisen dafir
aber eine wesentlich héhere Variabilitat auf. Lysine der Histone knnen mono-, di- oder trimethyliert
und Arginine mono-, symmetrisch oder asymmetrisch dimethyliert werden. Wenn Methylierungen
direkten Einfluss auf die Chromatinstruktur nehmen, dann konnte dies zum Beispiel Uber
hydrophobe Interaktionen geschehen, welche bislang allerdings noch nicht nachgewiesen werden
konnten.'*” Viel wahrscheinlicher ist deshalb, dass die Modifikation als Signal fiir Nicht-Histon-
Proteine dient und eine Art Plattform flr enzymatische Aktivitdten darstellt, die weitere biologische

[25]

Prozesse einleiten kdnnen. Beispielsweise wird das am Lysin trimethylierte Histon H3 (kurz
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H3K4me3) von den Proteinen CHD1, einem ATP abhangigem Enzym, das Nukleosomen repositioniert,
und JMID2A, einer Histon-Demethylase, gebunden. Damit rekrutiert H3K4me3 also direkt Chromatin-

(261 Selbstverstandlich ist dieser Signal-Mechanismus nicht nur auf

verandernde Enzyme.
Methylierungen beschrankt; es sind bereits viele Proteine und Proteinkomplexe bekannt, welche
unterschiedliche Modifikationen erkennen und daran binden koénnen.?”?? Oft besitzen solche
Proteine eine oder mehrere spezifische Doméanen (z.B. Chromo-, Bromodomain, Tudor Domain, PhD
Finger, MBD Domain, 14-3-3), wodurch Modifikationen oder andere nukleosomale Eigenschaften
simultan erkannt werden kdnnen. So werden etwa acetylierte Lysine der Histone von Bromodomains
gebunden, die oft in Histon-Acetyl-Transferasen (HATs) und Chromatin-Remodeling Komplexen (z.B.
SWI/SNF) gefunden werden.®* 3% uUnd das Protein HP1 bindet (ber seine N-terminale Chromo-
Domaéane an H3K9me3 und H1.4K26me, wahrend es lber seine C-terminale Chromoshadow-Domaéne
dimerisieren kann und somit ein bivalenter Chromatin-Binder wird. Sowohl das Protein HP1 als auch
das Histon-Protein H1.4 werden vor allem mit den hoch kondensierten Bereichen des Chromatin,

auch Heterochromatin genannt, in Verbindung gebracht.**”

Zusammen mit der enormen Anzahl an moglichen Modifikationen ergibt sich eine solch hohe Anzahl
an Kombinationsmoglichkeiten, dass man in diesem Zusammenhang auch vom ,Histon-Code”
spricht, eine Hypothese, die zur Zeit in der Literatur intensiv diskutiert wird.®® Demnach kénnen
verschiedene Modifikationen synergistische oder auch antagonische Affinitaten zur Wechselwirkung
mit chromatin-assoziierten Proteinen generieren, welche ihrerseits wieder dynamische Ubergénge
zwischen transkriptional aktiven oder inaktiven Chromatinzustianden schaffen. Damit wirde das
Informationspotential des genetischen Codes wesentlich erhéht und um die Moglichkeit zur direkten
Antwort auf duRere Faktoren erweitert. Darliber hinaus ist auch ein Zusammenspiel von Histon-
Modifikationen mit chemisch modifizierter DNA denkbar. Die Proteine UHRF1 und KDM2A
beispielsweise, binden bevorzugt an Nukleosomen, die das am Lysin 9 trimethylierte Histon H3
(H3K9me3) aufweisen. Im Falle des UHRF1 wird diese Wechselwirkung signifikant verstarkt, wenn
Cytosine der nukleosomalen DNA methyliert sind. KDM2A bindet im Gegensatz dazu nur dann, wenn
die Cytosine nicht methyliert sind.?® Da DNA-Methylierungen neben den posttranslationalen Histon-
Modifikationen zu den wichtigsten epigenetischen Markern in eukaryotischen Zellen zahlen, soll im

nachsten Kapitel ndher darauf eingegangen werden.

1.1.2 DNA-Methylierung und andere Modifikationen

Obwohl bereits im Jahre 1948 zufallig von R.D. Hotchkiss bei der Auftrennung von DNA Basen aus
dem Kalbsthymus mittels Papierchromatographie entdeckt, wurde erst ab 1980 die Bedeutung von 5-

Methyl-Cytosin (mC) fir die Regulation der Genfunktion und Differenzierung erkannt."® *! Seit dem
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ist das Cytosin-Derivat Gegenstand intensiver Forschung. Es konnte bereits gezeigt werden, dass es
an wichtigen epigenetischen Mechanismen zur Unterdriickung der Genexpression bei diversen
biologischen Funktionen, wie der Embryonalentwicklung, dem genomischem Imprinting, der X-
Chromosome-Inaktivierung und der Erhaltung der Chromosomenstabilitdt, beteiligt ist."? In den
Promotorregionen der Gene kommen namlich besonders haufig sogenannte Cytosin-phosphatidyl-
Guanin (CpG)-Inseln vor. Das sind mehrfache Wiederholungen von CpG Dinukleotiden innerhalb
eines DNA-Einzelstrangs. Liegen diese CpG-Inseln im methylierten Zustand vor, wirken sie besonders
attraktiv auf ,methyl-CoG-binding domain“ (MBD)-Proteine, welche das Binden von
Transkriptionsfaktoren an die DNA und damit auch ihre Transkription verhindern kénnen.® *4
Zusatzlich koénnen MBD-Proteine Histon-remodellierende Enzyme rekrutieren und somit die

Repression der Transkription weiter fordern, indem die DNA durch eine veranderte Chromatin-

Struktur schlechter zugénglich wird."*"!

Die Methylierung des Cytosins wird in Saugetieren durch drei Proteine einer Familie von Enzymen
ausgefihrt, die bekannt sind als DNA Methyltransferasen (DNMTs). DNMT1 wird durch seinen
Reaktionspartner UHRF1 zur Instandhaltung vorhandener Methylierungsmuster wahrend der
Zellteilung mobilisiert. UHRF1 bindet dabei an hemimethylierte CpG-Orte und rekrutiert DNMT1, was
zur Methylierung des gerade entstehenden DNA Strangs fihrt.*® *” DNMT3A und DNMT3B dagegen
sind an der de novo Methylierung der DNA beteiligt. Sie werden tGber DNMT3L aktiviert, das selbst
keine Methyltransferase-Aktivitat besitzt.*® 9! Die genauen Mechanismen, wie die DNMTs zu den
richtigen Stellen zur de novo Methylierung geleitet werden, sind noch nicht bekannt, dennoch ist
davon auszugehen, dass die DNA-Methylierung, ebenso wie die Modifikation der Histone, ein genau

kontrollierter Prozess ist.

Da die DNA-Methylierung oft ein Teil von regulatorischen Prozessen ist, die eine langfristige
Stilllegung von Genen erfordert, wie beispielsweise der X-Chromosom-Inaktivierung, dachte man im
Allgemeinen, dass Methylierungen relativ stabile epigenetische Marker sind. Tatsachlich wurden in
den letzten Jahren intensiver Forschung durchaus auch Kontext-spezifische Demethylierungen
beobachtet. Die potentiellen Mechanismen zur Entfernung einer Methylgruppe vom Cytosin kdnnen
entweder passiver oder aktiver Natur sein.®” von passiver Demethylierung spricht man, wenn
methylierte DNA in Abwesenheit von DNMT1 repliziert und damit sozusagen verdiinnt wird. Nach
der ersten Zellteilung liegt die DNA nur noch hemimethyliert in den zwei Tochterzellen vor. Und
bereits nach der zweiten Zellteilung entstehen zwei Tochterzellen mit hemimethylierten sowie zwei

Tochterzellen mit unmethylierten DNA-Strangen (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Mechanismen zur Methylierung und Demethylierung der DNA. Unmethylierte DNA wird durch Dnmt3a und
Dnmt3b methyliert. Nach der Replikation liegen zwei hemimethylierte DNA-Doppelstringe vor. In Abwesenheit von
Dnmtl kommt es durch weitere Replikationszyklen zur passiven Demethylierung, da die neu entstandenen
komplementdaren DNA-Strange nicht methyliert werden. Der Mechanismus der aktiven Demethylierung und welche
Proteine daran beteiligt sind ist noch nicht aufgeklart. Die Abbildung wurde aus der Referenz 150] adaptiert.

Die passive Demethylierung der DNA ist damit ein relativ trager Prozess, der zudem die Zellteilung
voraussetzt. Nachdem aber auch rapide Anderungen in den DNA Methylierungsleveln beobachtet
werden konnten, missen aktive Mechanismen zur Demethylierung ebenso in Betracht gezogen
werden. Genom-weite Demethylierung wurde bisher nur zu spezifischen Zeiten in der frihen
embryonalen Entwicklung festgestellt, wie etwa kurz nach der Befruchtung der Eizelle. Das vaterliche
Genom wird hierbei innerhalb von vier bis acht Stunden, noch bevor die erste Zellteilung
abgeschlossen ist, fast vollstdandig demethyliert.[51' 52 Gen-spezifische Demethylierungen dagegen
wurden vor allem in somatischen Zellen in Reaktion auf spezifische Signale beobachtet.
Beispielsweise liegt die Promotorregion des fiir den Wachstumsfaktor BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) codierenden Gens in Neuronen methyliert vor. Solange die Zellen nicht
stimuliert werden, bindet dort das repressive Methylcytosin-bindende Protein MeCP2 und
unterdriickt die Transkription des Gens. Wenn nun die neuronale Zelle durch KCI depolarisiert wird,
wird die Expression von BDNF hochreguliert. Damit einhergehend konnte beobachtet werden, dass
MeCP2 gel6st und der Promotor demethyliert wird.”® Da sich die Neuronen nicht mehr teilen, muss
die Demethylierung auf eine replikationsunabhangige Weise geschehen, weshalb man einen aktiven

Mechanismus vermutet.



Einleitung

Die Vielfalt der biologischen Prozesse, in denen Demethylierungen stattfinden, legt auch die
Vermutung nahe, dass sie auf unterschiedliche Art und Weise ablaufen. Daher wurden bereits
mehrere Mechanismen zur aktiven Demethylierung vorgeschlagen, einschlieBlich der enzymatischen
Entfernung der Methylgruppe von mC, der Desaminierung von mC zu Thymidin, gefolgt von
Basenexzisionsreparatur (base excision repair, BER) des entstehenden T:G Mismatches,
Nukleotidexzisionsreparatur (nucleotide excision repair, NER) und Radikal S-Adenosyl Methionin
(SAM)-basierte Demethylierung.®> ***°1 Als 2009 die ten-eleven translocation methylcytosine
dioxygenase (TET)-vermittelte Oxidation von mC zu Hydroxymethylcytosin (hmC) entdeckt wurde,
folgte daraus eine weitere Hypothese. Die neue Base kdnnte ein Intermediat fiir eine oxidative
Demethylierung sein und maglicherweise weitere biologische Funktionen besitzen.'®” ) Kurz danach
konnte gezeigt werden, dass die TET-Enzyme hmC sogar noch weiter zu Formylcytosin (fC) und
Carboxylcytosin (caC) oxidieren kdnnen, welche dann lber die Thymin-DNA Glykosylase (TDG)

ausgeschnitten und tiber BER in unmethyliertes Cytidin Gberfiihrt werden kénnen. 62!

Auch wenn einige dieser Mechanismen bereits validiert werden konnten und der technische
Fortschritt die Untersuchungen auf diesem Gebiet weiter treiben wird, sind viele Fragen noch
ungeklart: Sind diese Mechanismen global oder kdnnen sie auf spezifische Genabschnitte beschrankt
sein, beispielsweise als Reaktion auf bestimmte Einfliisse? Wie kann fiir den letzteren Fall der Prozess
auf bestimmte Gene konzentriert werden? Welche Proteine sind an den Mechanismen beteiligt und
welche Prozesse finden im Anschluss statt? Wichtige Ansatze zur Beantwortung dieser Fragen liefern
unter anderem Studien Uber Proteine mit hoher Affinitdt gegeniliber den Modifikationen. Als
mogliche Bindungspartner kdnnten solche Proteine die Modifikation selbst entfernen bzw. dndern
oder aber als positives oder negatives Signal fiir weitere Proteine und Prozesse dienen. Im Falle der
Cytosinderivate deuteten bereits die ersten Versuche darauf hin, dass mit ihnen einige Proteine
wechselwirken, die auch an Prozessen wie BER, Transkription und Chromatinremodelling beteiligt

sind. (% ¢7]
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c NH:

Abbildung 4: Aktuell diskutierte Moglichkeiten zur aktiven DNA-Demethylierung.

1.2 Proteomik

Der Begriff Proteomik wurde 1995 durch Marc Wilkins gepragt und definierte zunachst die grof§
angelegte Charakterisierung des gesamten Proteinsatzes (Proteoms) einer Zelllinie, eines Gewebes
oder eines Organismuses.[egl Das Fachgebiet ist, ebenso wie die Epigenetik, ein direktes Resultat aus
den neu gewonnenen Erkenntnissen, die in der Genetik erreicht wurden. Es entstand, da selbst die
neuen umfassenden Informationen aus der Genetik nicht ausreichen, um den Phanotyp einer Zelle zu
bestimmen. Dieser ist grofStenteils auf die vorhandenen aktiven Proteine und deren Funktionen
zurickzufiihren. Prozesse wie alternatives Splicing oder posttranslationale Modifikationen machen es
somit unmoglich, allein tGber den genetischen Code Mechanismen zu erkladren, die zu Krankheiten
flihren, den Entwicklungs- oder Alterungsprozess beeinflussen oder Reaktionen auf Umwelteinfliisse
darstellen. Mittlerweile ist das grofRe Ziel der Proteomik, die Licke zwischen genombasierter
Information und der zelluldren Auspragung zu schliefen. Es vereint damit viele verschiedene
Forschungsgebiete unter sich (siehe Abbildung 5). Demnach sollten die Gebiete der Genom-,
Transkriptom-, Metabolom- und Proteomforschungen nicht mehr separat, sondern vielmehr als

ineinander greifend und sich ergdnzend betrachtet werden. Nur so ist die gewaltige Aufgabe der
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Beschreibung von Zusammensetzung, Dynamik und Verbindungen von Multiprotein-Modulen, die

eine ganze Bandbreite von biologischen Prozessen in der Zelle katalysieren, zu bewéltigen.[69]

Medizinische Krankheits- Signal-
Mikrobiologie mechanismen transduktion
Wirkstoff
Entdeckung
Proteinexpressions- Glykosylierung
x P Profiling
Ziel-ldentifikation/
-Validierun i Phosphorylierun
9 Proteom-Mining Posttranslationale /- phory g
. " Modifikationen
Differential-
Display \ Proteolyse
Proteomik
Hefe-G ik / \ Hefe-Zwei-
efe-Genomi <
\ Funktionale Protein-Protein / fiRed System
Proteomik Wechselwirkungen \
Affinitatsaufgereinigte Co-Prizipitation
Protein-Komplexe Strukturelle 5
Proteomik
Murine Knockouts s I T Phagen-Display
Protein- Subproteom Organellen-
Komplexe Isolation zusammensetzung

Abbildung 5: Forschungsgebiete der Proteomik.

Die grolite Herausforderung der Proteomik ist, dass das Proteom hoch dynamisch ist und unmittelbar
die Umgebung reflektiert, in der es untersucht wird. Interne als auch externe Faktoren kénnen dazu
fihren, dass Proteine posttranslational modifiziert, verlagert, abgebaut oder erst synthetisiert
werden. Deshalb ist es wichtig, sich dariiber im Klaren zu sein, dass Untersuchungen eines Proteoms
unter genau definierten Bedingungen und zu einem bestimmten Zeitpunkt immer nur zu
Momentaufnahmen unter den angelegten Bedingungen fiihren. Bedenkt man alle mdglichen
Variablen, kdnnte es sogar sein, dass ein bestimmtes Genom zu unendlich vielen Proteomen fihrt. In
vielen Féllen reicht es jedoch aus, nur eine bestimmte Gruppe von Proteinen (z.B. Histone, Enzyme,
Antikorper) oder eine untergeordnete rdumliche Einheit (z.B. Zellkompartimente wie Zellkerne,
Mitochondrien) zu betrachten.”® Dann spricht man auch von einem ,Sub-Proteom*. Vor allem fir
Mediziner sind beispielsweise solche Einblicke interessant, die Aufschluss Gber mogliche Wirkstoff-
oder Therapieziele bieten. Die Proteomik, ebenso wie die Epigenetik, stellen neben der Genomik,
Transkriptomik und Metabolomik auch wichtige Grundlagen fir die systembiologische Forschung
bereit. Ziel der Systembiologie ist die holistische Beschreibung von biologischen Systemen mit Hilfe
mathematischer Modelle. Diese sollen es ermoglichen, Vorhersagen lber biologische Prozesse zu
treffen, welche dann im Labor gezielt Giberprift werden kénnen. Systembiologen verwenden die
bisher gewonnen Erkenntnisse, um ihre Modelle zu erstellen und zu tGberprifen. Je mehr Daten dafiir

zur Verfligung stehen, desto genauer werden auch die Vorhersagen.
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GroRRe Proteomprojekte wurden gestartet, die bei der Darstellung von Protein-Protein Netzwerken,
Organisation von Zellorganellen oder bei der Beschreibung von Krankheitszustdanden, insbesondere
im Bereich der Krebsforschung, helfen sollen.” Aus diesem Grund wurden Projekte, wie das
,Plasma Proteome Project”, das ,,Human Liver Proteome Project” oder das ,Human Brain Proteome
Project” und viele weitere von der ,Human Proteome Organisation” initiiert. Nationale und
internationale Organisationen (u.a. HUPO, Human Proteome Organisation; DGPF, Deutsche
Gesellschaft fir Proteomforschung) bildeten sich, um die Zusammenarbeit in der Proteomforschung
zu fordern und die Entwicklung neuer Technologien und Ansdtze voranzutreiben. So existieren heute
bereits viele hochsensitive und genaue Methoden fiir proteomische Ansatze, dennoch kdnnen
manche Untersuchungen auf Grund von technologischen Limitierungen noch nicht durchgefiihrt
werden. Eine Ubersicht tiber die derzeit wichtigsten Techniken zur Proteomanalyse ist in Kapitel 1.3

zu finden.

1.3 Technologien fiir die Proteomik

Technologischer Fortschritt hatte seit jeher einen massiven Einfluss auf die Entwicklung der
Proteinanalyse. Bestehende Methoden wurden immer weiter verbessert oder neuen Anforderungen
angepasst. Als eines der wichtigsten Werkzeuge in der Proteomforschung gilt beispielsweise nach
wie vor die zweidimensionale Gelelektrophorese, die bereits 1975 von O'Farrell und Klose entwickelt
wurde und trotz einiger Limitierungen noch immer in vielen Bereichen Anwendung findet.”>"* Auch
Immunoassays, wie ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) und Western Blots, gelten seit
Jahrzehnten als bewdhrte Methoden zur Identifikation und Quantifizierung von Proteinen. Allerdings
sind sie auf spezifische Antikdrper angewiesen, die in vielen Fallen nicht zur Verfligung stehen.
Insbesondere bei hoher Homologie in der Aminosduresequenz der Zielproteine versagen diese
Methoden haufig aufgrund unzureichender Spezifitit und hoher Kreuzreaktivitit.”” Fiir komplexe
Proben, wie z.B. Blutplasma, Gewebeproben oder Zelllysate, gilt seit der Entwicklung von sanften
lonisationstechniken, wie ESI oder MALDI, die Massenspektrometrie (MS) als sehr spezifische und
verlassliche Methode zur Identifikation, Quantifizierung und Charakterisierung von Proteinen. Sie ist
derzeit die einzige Methode, die universell und ohne Vorwissen Uber die Zusammensetzung der
Probe eingesetzt werden kann, um die Art und die Modifikationen eines Proteins zu bestimmen.!®
Gleichwohl muss an bestehenden Problemen gearbeitet und an neuen technologischen Lésungen
geforscht werden, um das volle Potential an Moglichkeiten auszuschopfen, die die
Massenspektrometrie fiir die Proteomik bereit halt. Momentan setzen sich typische MS-Experimente
in der Proteomik aus drei Stufen zusammen. Diese sind: 1. Trennung (und Anreicherung) der Proteine

aus Zellen, Gewebe oder eines Organismus, 2. Identifikation (und Quantifizierung) der Proteine und
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3. Abgleich der erhaltenen Daten mit einer entsprechenden Datenbank. Im Folgenden soll auf diese

Punkte detaillierter eingegangen werden.

1.3.1 Trennung und Anreicherung von Proteinen

Um alle Proteine einer komplexen Mischung identifizieren zu kénnen, missen diese zunachst
aufgetrennt werden. Dafilir nutzt man die unterschiedlichen Merkmale der Proteine, die durch ihre
Sequenz und spezifische Struktur bedingt werden. Wegen der einfachen Anwendung, guten
Reproduzierbarkeit und breiten Auflosung von Proteinen zwischen 10 — 300kDa ist die
eindimensionale Gelelektrophorese die am haufigsten angewendete Methode zur Auftrennung eines
Proteingemisches. Die Proteine werden nach ihrer Molekilmasse aufgetrennt und die einzelnen
Banden von Interesse kdnnen zur weiteren Analyse ausgeschnitten werden. Fir sehr komplexe
Proteingemische ist die Auflésung allerdings meistens zu gering, so dass die Banden nicht mehr klar
voneinander unterscheidbar sind und innerhalb eines ausgeschnittenen Bereichs des Gels viele
verschiedene Proteine zu finden sind. In diesen Fallen wird oft auf die bereits erwdhnte
zweidimensionale Gelelektrophorese zuriickgegriffen. Bei dieser Methode werden die Proteine
zunachst in einer isoelektrischen Fokussierung nach ihrer Ladung aufgetrennt und anschliefend
elektrophoretisch nach ihrer Masse separiert. Einer der groBten Nachteile der Gel-basierten
Methoden ist, dass sie langsam und schwer automatisierbar sind. Einige Proteine, wie
Membranproteine, konnen aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften auf diese Weise gar

nicht aufgetrennt werden.

Fliissigchromatographische (liquid chromatography, LC) Verfahren sind die am haufigsten
angewandten Gel-freien Methoden zur Auftrennung von Proteinen. Aufgrund der Schnelligkeit, des
hohen Auflésungsvermogen, der hohen Sensitivitat bei gleichzeitiger guter Reproduzierbarkeit sind

LC-Verfahren essenziell fir die Protein-Analytik geworden.””

Dies gilt insbesondere bei der
nachfolgenden Analytik via Massenspektrometrie, da sich die beiden Techniken hervorragend
miteinander koppeln lassen, was auch als LC-MS-Verfahren bekannt ist.”® Je nachdem welche
Eigenschaften der Proteine fiir die Auftrennung genutzt werden sollen, stehen unterschiedliche

Materialien und Methoden zur Verflgung.

Bei der Umkehrphasen-Chromatographie (Reversed Phase Liquid Chromatography, RPLC) werden
die Analyten nach ihrer Hydrophobizitdt aufgetrennt. Dies wird mithilfe von Kieselgel erreicht, dessen
Oberflachenpolaritdat mit unterschiedlich langen Kohlenstoffketten (C2-, C4-, C8- oder C18-Ketten)
eingestellt werden kann. Das kontinuierliche Trennverfahren und die dafiir verwendeten Puffer
(meist Acetonitril und Wasser) sind besonders gut kompatibel mit kontinuierlichen lonenquellen wie

der Elektrospray lonisation (ESI). In Experimenten mit komplexen Proben konnte gezeigt werden,
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dass unter Hochdruckbedingungen (HPLC bzw. UPLC) die Verlangerung der Chromatographiesaule
und die Verringerung der PartikelgroRe des Saulenmaterials zu einer Verbesserung der

Peakkapazitat, Auflésung und Sensitivitat sowie der Verringerung der Analysezeit fuhrt.781

Proteine koénnen auch auf Grund ihrer ionisierbaren Amino- und Carboxylgruppen durch
lonenaustausch-Chromatographie (/on Exchange, |IEX) nach ihrer Ladung getrennt werden. Bei dieser
Methode spielt vor allem die Zusammensetzung der verwendeten Puffer fiir die mobile Phase eine
entscheidende Rolle, denn die Wechselwirkung mit der stationdren Phase wird hauptsachlich durch
den pH-Wert und die Salzkonzentration beeinflusst. Bei pH-Werten unter 3 werden negative
Ladungen der Carboxylgruppen neutralisiert und die Aminogruppen protoniert. Damit kénnen unter
diesen Bedingungen die Proteine am Kationentauscher aufgetrennt werden. Um die
Carboxylgruppen negativ zu laden und die Aminogruppen zu neutralisieren und sie damit am
Anionentauscher aufzutrennen, muissten sehr hohe pH-Werte (>12) eingestellt werden. Da diese
Bedingungen mit den meisten auf Silica basierten chromatographischen Saulen nicht kompatibel

sind, wird in der Praxis meistens auf die Kationausstausch-Chromatographie zuriickgegriffen.

Weitere wichtige Chromatographie-Verfahren sind die hydrophile Interaktionschromatographie
(HILIC) und die Affinitdtschromatographie (AC). Sie werden oft bei der Analyse posttranslational
modifizierter Proteine angewendet. HILIC wird vor Allem zur Charakterisierung von Glycoproteinen
zusammen mit oder als Alternative zur RPLC eingesetzt.®? Allerdings kampft das Verfahren mit
Problemen, wie der irreversiblen Adsorption von Proteinen an dem HILIC-Material sowie der
moglichen Denaturierung von Proteinen durch die hohen Anteile (> 70 %) an organischen
Losemitteln der mobilen Phase. Mithilfe der AC werden oft Proteine mit Phosphorylierungen,
Glycosylierungen oder oxidierten Cysteinen angereichert, wenn deren Vorkommen aufgrund
niedriger bzw. dynamischer Stochiometrie unter dem Detektionslimit des Massenspektrometers

Iiegt.[83]

1.3.2 Identifikation von Proteinen via Massenspektrometrie

Mit dem Aufkommen der zwei neuen lonisierungsmethoden ESI (Elektrospray lonisation) und MALDI
(matrix-assisted laser desorption ionization, Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation) Ende
der 1980er Jahre, wurde die bis dahin genutzte Methode zur Proteinsequenzierung, der Edman-
Abbau, nach und nach abgelést.[84'89] Durch die Fortschritte in der Technik der beiden MS-Methoden
und der enorm schnell anwachsenden Informationen lber Sequenzdaten aus den Genom-Projekten,
wurde die Basis einer komplett neuen, sensitiven und vergleichsweise schnellen Proteinanalyse
geschaffen. In den letzten Jahren wurden dafiir die unterschiedlichsten Strategien hinsichtlich

Probenvorbereitung, Fraktionierung, MS Datenerfassung, Quantifizierung und Datenanalyse
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entwickelt und auf die unterschiedlichsten biologischen Fragestellungen angepasst.®® Dies gilt
ebenso fur die MS Gerate, welche durch den stetigen technischen Fortschritt eine immer bessere
Massengenauigkeit, Empfindlichkeit, dynamischen Detektionsbereich und analytische Stabilitat
aufweisen. Ein Massenspektrometer besteht aus einer lonenquelle, einem Analysator und einem
Detektor (siehe Abbildung 6). Jedes dieser Bauteile gibt es mit verschiedenen Funktionsprinzipien,
die prinzipiell frei kombinierbar sind. Aufgrund technischer Gegebenheiten und den einzelnen Vor-

und Nachteilen der Komponenten existieren allerdings einige bevorzugte Kombinationen.

Es';::::" lonenquelle Massenanalyse Detektor al.g:tael:;:e
l |
El, Cl, APCI, Sektorfeldge- Photomulti-
APPI, MALDI, rat, Quadrupol, plier,
FAB, ESI, ect. Q-TOF, QQQ, e-Multiplier,
lonenfalle, ect.
FT-ICR, Orbi-
trap, ect.

Abbildung 6: Schematischer Aufbau von Massenspektrometern.

Grundsatzlich gibt es zwei Herangehensweisen fiir die MS-basierte Analytik von Proteinen, die
sogenannten ,Bottom-up“- und ,Top-down“-Ansdtze. In Top-down-Analysen werden intakte
Proteine aus der Probe isoliert und direkt massenspektrometrisch analysiert. Beispielsweise kdnnen
so mit der Tandem-Massenspektrometrie Proteine de novo sequenziert werden. Bei der Tandem-
Massenspektrometrie  (auch MS/MS oder MS®> genannt) erfolgt nach der ersten
massenspektrometrischen Messung der durch die lonenquelle erzeugten lonen, deren
Fragmentierung durch ZusammenstéRe mit einem Inertgas, wie Stickstoff oder Argon. Die dadurch
entstandenen, leichteren Fragmentionen werden erneut massenspektrometrisch gemessen. Bei der
Anwendung des Verfahrens auf Proteine, erhdlt man durch die Fragmentierung unterschiedliche
Serien an Peptidfragmentionen, anhand deren Uberlappungen auf die Proteinsequenz
riickgeschlossen werden kann.” Die Fragmentierung mit anschlieBender MS-Messung kann auch
mehrfach wiederholt werden, man spricht dann von MS"-Experimenten. Bei der Bottom-up-Strategie
werden Proteine fiir die Analyse zundchst enzymatisch oder chemisch zu Peptiden abgebaut, welche
anschlieRend massenspektrometrisch nachgewiesen, identifiziert und gegebenenfalls quantifiziert
werden konnen. Peptide sind aufgrund ihrer besseren lonisierbarkeit im Massenspektrometer haufig
einfacher zu analysieren als ganze Proteine.” Eine Proteolyse kann allerdings auch nachteilig sein,
wenn z.B. durch die erhéhte Komplexitit einzelne Analyte aus der Probe durch Uberlagerungen

maskiert werden. Deshalb sind die bereits im vorigen Kapitel beschriebenen Verfahren zur
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Proteinauftrennung (v.a. RPLC) auch fiir die Peptidauftrennung von &duRerster Wichtigkeit und
werden fir die meisten dieser Ansitze verwendet.” Die beiden Ansitze Top-down und Bottom-up

kénnen auch miteinander kombiniert werden, da sich ihre jeweiligen Vorteile gut ergénzen.lgs]

Da Proteine und Peptide polare, nicht-fliichtige und thermisch instabile Verbindungen sind, werden
relativ milde lonisationstechniken bendtigt, um sie ohne allzu grofRer Zersetzung in die Gasphase zu
Uberfiihren. Genau das wurde zum einen mit der Elektronenspray-lonisation (ESI) und zum anderen

mit der Matrix-unterstltzten Laser-Desorption/lonisation (MALDI) erreicht.

Bei der MALDI-Technik wird der Analyt aus einem kristallinen Zustand direkt in die Gasphase
sublimiert.®® °¢ 91 Dafiir wird der Analyt mit einer stark UV-absorbierenden Matrix (z.B. 2,5-
Dihydroxybenzoesaure (DHB), 3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-trans-zimtsdure (Sinapinsdure) oder 3-
Hydroxypicolinsdure (HPA)) entweder mit der ,dried droplett” oder der ,thin film“ Methode
vermischt.®® *! Ein typisches Problem der MALDI-Methode ist die Inhomogenitit von Proben.
Dadurch kdnnen so genannte , hot spots” entstehen, die starke Signale produzieren, wahrend andere
Bereiche wenig bis gar keine Signale liefern. Damit wird beispielsweise eine Quantifizierung stark
erschwert.’® Dieses Problem kann mit neu entwickelten lonenmatrices, wie 3,5-Dimethoxy-4-
hydroxy-zimtsdure/Triethylamin oder 4-Nitroanilin/Buttersiure, teilweise durch Verbesserung der

Reproduzierbarkeit der Signalintensitat umgangen werden.%%

ESI erméglicht die schonende Uberfiihrung ionisierter Molekiile aus einer fliissigen in die Gasphase
mit Hilfe einer unter Spannung stehenden Kapillare. Das lonenspray entsteht durch einen groRen
Spannungs- und Druckgradienten zwischen Ausgangskapillare der lonenquelle (um die 5000V bei
Atmosphéarendruck) und der Eingangskapillare des Massenspektrometers (um die 100V bei
Unterdruck auf Grund des im Analysator herrschenden Hochvakuums). Das elektrische Feld fuhrt zu
einer Ladungstrennung in der aus der Kapillare austretenden Fllssigkeit, wodurch sich deren
Oberflache zum Taylor-Konus deformiert."® ¥ Sobald die Oberflachenspannung durch die
elektrostatischen Krafte Uberwunden ist, emittiert von der Spitze des Konus ein feiner
Flussigkeitsstrahl in Richtung der Eingangskapillare.'* Dabei wird der gréRte Teil der positiven lonen
(oder im Negativ-Modus wéren es negative lonen) mit dem Strahl mitgerissen, der rasch in viele
kleine Tropfchen zerfallt."* 7 pyrch das allméahliche Verdampfen des Losungsmittels kommt es zu
einer Verdichtung der Oberflachenladung in den Tropfchen bis das Rayleigh-Limit erreicht wird und
sie sich durch Coulomb-Explosion in immer kleinere Tropfchen aufteilen, die letztlich nur noch ein
einziges geladenes Molekil enthalten, bevor sie die Eingangskapillare erreichen. Das Verdampfen
des Losungsmittels kann zuséatzlich durch einen leichten Gasstrom (z.B. Stickstoff) gefordert werden.
Wie bereits im vorigen Kapitel erwahnt, liegt der grofSte Vorteil der ESI-Technik darin, dass sie mit

HPLC-Methoden gekoppelt werden kann. Standard-Applikationen arbeiten mit Flussraten im Bereich
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von 10 — 500 pL/min. Gerade in der Proteomforschung missen oft sehr geringe Probenmengen
analysiert werden, die selbst unter diesen Maldstdben viel zu stark verdiinnt werden missten. In
diesen Fallen kann auf nano-ESI-Quellen ausgewichen werden, die mit Flussraten im Bereich von 10 —
1000 nL/min arbeiten.™® 2 Hinzu kommt, dass nano-ESI-Quellen den Taylor-Konus schon bei etwa
2kV erzeugen koénnen, wodurch weniger Spannungslberschldge auftreten, die das Spray
unterbrechen."®! Auch die Form der Ausgangskapillare spielt fir die Stabilitit des Sprays eine Rolle,
denn je kleiner die Spitze, desto definierter wird der Tayler-Konus erzeugt.[log' 190 Dies ist vor allem

dann wichtig, wenn eine nano-HPLC-S&ule zugleich als Ausgangskapillare verwendet wird.

Das Herzstiick eines jeden Massenspektrometers ist seine Massenanalytik-Einheit, welche die lonen
nach ihrem Verhiltnis von Molekulargewicht zu Ladung (m/z) trennt. Es gibt verschiedene
Analysatoren, die nach unterschiedlichen Prinzipien arbeiten und unterschiedliche
Leistungsmerkmale (Massenbereich, Analysegeschwindigkeit, Auflosung, Sensitivitat,
lonentransmission, dynamischer Bereich, usw.) aufweisen. Die wichtigsten Analysatoren fir

Proteomanalysen sind im Folgenden aufgefiihrt.

Flugzeitmassenspektrometer (time of flight, TOF) trennen die lonen nach ihrer Beschleunigung in
einem elektrischen Feld durch die unterschiedlichen Flugzeiten der einzelnen m/z-Verhiltnisse. Diese
Art von Analysatoren wird meistens in Verbindung mit der MALDI-Technik verwendet. Vorteil der
Methode ist der theoretisch unbegrenzte Massenbereich (> 300 kDa). Nachteil ist das relativ
schlechte Aufldsungsvermégen R (R =m/Am), bedingt durch die Dauer des lonenbildungspulses,
GroRe des Volumens, in dem die lonen gebildet werden und der kinetischen Energie der lonen.
Durch den Einsatz von elektrostatischen Reflektoren kann jedoch die Energiedispersion der lonen
korrigiert werden, so dass ein verbessertes Auflosungsvermogen R bis etwa 30000 erreicht werden

kann.

Ein Quadrupol ist aus vier parallel zueinander verlaufenden Elektroden aufgebaut. An den jeweils
diagonal gegeniberliegenden Elektroden werden zum einen eine konstante Gleichspannung und zum
anderen eine hochfrequente Wechselspannung angelegt. Dadurch kdénnen nur lonen mit einem
bestimmten m/z-Verhaltnis bis zum Detektor durch den Quadrupol wandern. Die Flugbahn anderer
lonen wird so destabilisiert, dass sie mit den Elektroden kollidieren. Durch Variation der
Wechselspannung kann nach lonen mit verschiedenen m/z-Verhéltnissen gescannt werden. Vorteile
von Quadrupolen liegen in ihrer einfachen Handhabung, ihrer Verlasslichkeit und den relativ
niedrigen Preisen. Nachteile sind vor allem ihr begrenztes Auflésungsvermogen R (etwa bis 3000; bis
5000 nur unter starkem Empfindlichkeitsverlust méglich) und der kleine Massenbereich bis etwa m/z

4000.
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lonenfallen ermdoglichen es, die lonen durch elektromagnetische Felder in definierten Bereichen
zunachst zu sammeln und dann massenabhangig zu sortieren. Die Technik eines 3D-Quadrupol-
lonenfallen-Massendetektors beispielsweise basiert auf der des Quadrupols, bietet aber zusatzlich
die Moglichkeit, gefangene lonen wiederholt zu fragmentieren sowie Massenspektren von jeder
Fragmentationsstufe aufzunehmen und erméglicht so MS"-Analysen. Durch Anlegen verschiedener
Potentiale an eine zur Mitte hin verjlingten Ringelektrode und zwei hyperbolische Endkappen wird
ein dreidimensionales Wechselfeld erzeugt, das die lonen auf eine Achter-férmige Bahn lenkt. Eine
diinne Helium-Atmosphare von bis zu einem Torr unterstitzt durch die Aufnahme von kinetischer
Energie die Abklhlung und Stabilisierung der lonen oder durch hochenergetische Zusammenstofie
deren Fragmentierung. Ein Nachteil besteht darin, dass die Anzahl der zu akkumulierenden lonen
begrenzt ist und durch Uberschreiten der Begrenzung Raumladungseffekte auftreten kénnen, die die
gesamte Leistung der 3D-lonenfalle beeintrachtigen. Dies wurde durch die Entwicklung der linearen

(113, 12| h e Aufbau dhnelt dem eines Quadrupols,

lonenfalle (LTQ, linear trap quadrupole) behoben.
jedoch wird an die vorderen und hinteren Enden der Elektroden ein hdheres Potenzial als am
mittleren Teil angelegt und die lonen bewegen sich auf axialen Bahnen im zweidimensionalen
Hochfrequenzfeld. Dadurch steht den lonen, im Vergleich zur 3D-lonenfalle, ein groReres Volumen
zur Verfiigung. Raumladungseffekte konnen somit weitestgehend vermieden und die Empfindlichkeit
gesteigert werden. Allerdings fallt die Moglichkeit zur mehrfachen Fragmentierung weg, weshalb sie
oft zusammen mit anderen Techniken (Quadrupolen oder Kollisionszellen) kombiniert wird. Da der
Auslass der lonen sowohl axial als auch radial erfolgen kann, kann die LTQ sogar mit mehreren
Analysesystemen gleichzeitig kombiniert werden. Vor allem wegen ihrer Schnelligkeit sind sie flr

Hochdurchsatzanwendungen in der Proteomik sehr beliebt. 3 4!

Die Technik mit dem bisher héchsten Aufldsungsvermaégen von R bis zu 10° bei einer gleichzeitig sehr
guten Massengenauigkeit von weit unter 5 ppm ist die Fourier-Transformation lonen-Zyklotron-
Resonanz (FT-ICR)."*> ®! Hierbei wird ausgenutzt, dass lonen in einem starken Magnetfeld eine
kreisféormige Bewegung lotrecht zu den Magnetfeldlinien ausfiihren, deren Frequenz abhangig vom
m/z-Verhdltnis des lons ist. Kommt es beim Einstrahlen eines elektrischen Wechselfeldes zum
Resonanzfall mit der Kreisfrequenz der lonen, vergroRert sich ihr Zyklotronradius durch Aufnahme
von Energie aus dem Wechselfeld. Dieser Vorgang fiihrt zu messbaren Signalen, die dann
fouriertransformiert ausgelesen werden kénnen. Der Vorteil gegeniliber anderen Analysatoren liegt
darin, dass die lonen auf keinen Detektor treffen missen, sondern ihre Frequenz aus kurzer Distanz
gemessen werden kann. AuRerdem miissen die Massen weder rdaumlich noch zeitlich getrennt
werden; wahrend einem Detektionsintervalls werden alle lonen gleichzeitig gemessen. Dies kdnnen
bis zu 10’ lonen sein bevor Ladungswechselwirkungen auftreten und die Detektionsgrenze erreicht

ist. Die Auflésung kann entweder durch Erhéhung der Magnetfeldstarke oder der Detektionslange
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verbessert werden. Ein Nachteil ist, dass ausreichend starke Magnetfelder (3,5 — 20 T) nur durch
einen supraleitenden Magneten erzeugt werden konnen, wodurch Anschaffungs- und laufende

Kosten einen erheblichen Aufwand darstellen.

Die Orbitrap wurde im Jahr 2000 von Makarov entwickelt und ist seit 2005 kommerziell erhltlich.**”
18] Damit ist sie die jingste Entwicklung unter den lonenfallen-Techniken. Das Prinzip dhnelt dem des
FT-ICR, nur dass die Orbitrap mit einem elektrostatischen Feld statt einem Magnetfeld arbeitet. Sie
besteht aus einer duReren Pinolen-formigen Elektrode mit einer koaxialen spindel-artigen Elektrode
im Inneren. Aufgrund elektrostatischer Anziehung, die durch die Tragheit der lonen ausbalanciert
wird, bewegen sich die lonen auf elliptischen Kreisbahnen um die zentrale Elektrode herum und
schwingen dabei in axialer Richtung. Diese Oszillation bewirkt einen Bildstrom in der duBeren
Elektrode, der aufgezeichnet wird und {iber Fourier-Transformation das Massenspektrum
wiedergibt.*®! Orbitrap-Massenspektrometer zeichnen sich durch eine sehr hohe Massenauflésung

und —genauigkeit mit einem guten dynamischen Bereich aus.

Viele der genannten Techniken werden mit einer oder sogar mehreren weiteren Techniken
kombiniert, zum einen, weil sie oft alleine flir bestimmte Fragestellungen einfach nicht ausreichen,
zum anderen, weil sie erst in Kombination ihr volles Potenzial entfalten konnen. Dabei haben sich vor
allem durch technische Gegebenheiten, und anwendungsbezogene Vorlieben fiir bestimmte
Kombinationen, Hybridgerdte ergeben. Tabelle 1 gibt eine grobe Ubersicht lber verschiedene
Geréate, deren Eigenschaften und Anwendungsbereiche. Die lineare lonenfalle wird z.B. oft mit FT-
ICR- (LTQ-FT-ICR) oder Orbitrap-Analysatoren (LTQ-Orbitrap) verbunden, um als Schnittstelle die
lonen zu sammeln, zu sortieren, zu fragmentieren und nach Bedarf an andere Kammern
weiterzugeben.® 112 somit kann die die Schnelligkeit und Sensitivitat der LTQ mit der hohen
[122-125] AlS

Auflésung und Massengenauigkeit des FT-ICRs bzw. der Orbitrap genutzt werden.

lonenquellen dienen in dieser Konstellation dann oft ESI oder MALDI.*2¢]
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Tabelle 1: Ubersicht iiber beliebte Massenspektrometer in der Proteomforschung und ihre charakteristischen Parameter.

G D Massen Dynamischer Scan
MS-Gerat Anwendung vermogen L Sensitivitdt Y .
R genauigkeit Bereich Rate
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Bottom-up
Proteinidentifikation, 2
LTQ Hochdurchsatz- 2000 100 ppm Femtomol 10 schnell
Analysen
Proteinidentifikation
LTQ- e 6 4 .
Orbitra und quantifizierung, 10 2 ppm Femtomol 10 mittel
P PTM-Identifikation
Bottom-up und
LTQ- Top-Down g .
Proteinidentifikation >10 <2ppm Femtomol 10 langsam
FT-ICR o
und -quantifizierung,
PTM-Identifikation
Bottom-up und Top-
Down 6
Q-TOF Proteinidentifikation, 50000 <lppm Attomol 10 schnell
PTM Identifikation
Bottom-up und
MALDI-
TOF Top-Down 30000 2 ppm Attomol 10" schnell

Proteinidentifikation

Heutige Elektrospray-Massenspektrometer mit einem dynamischen Detektionsbereich von 4-5
GroBenordnungen, zeigen eine vom Analyten abhdngige Nachweisgrenze von wenigen Attomol.
Geringere Mengen eines Analyten kdnnen durch entsprechende Anreicherungsverfahren
nachgewiesen werden. In proteomischen Analysen stellen oft sehr haufig vorkommende (hoch
abundante) Proteine ein Problem dar, weil sie Signale von weniger stark vertretenen Proteinen
maskieren und v.a. in Bottom-down Ansdtzen zu einer erhéhten Komplexitdt der Probe filihren
kénnen. Deshalb werden verschiedene affinitdts-basierte Ansidtze wie Immunoprazipitations- oder
pull down Assays angewendet, um niedrig konzentrierte Proteine anzureichern. Zum Teil beruhen
diese Strategien auf denselben Methoden, die zum Nachweis von Protein-Protein-Wechselwirkungen

verwendet werden. Diese werden in Kapitel 1.3.6 ndaher vorgestellt.

1.3.3 Quantitative MS-Ansdtze

Es gibt ein breites Spektrum an Massenspektrometrie-basierten Quantifizierungsmethoden, die von
markierungsfreien Methoden (,/abel free quantification”, LFQ), Gber das Einbringen von externen
isotopenmarkierten Standards bis hin zu isotopenmarkierten Analyten als interne Standards reichen.
Je nach Anwendungsgebiet haben die verschiedenen Methoden ihre Vor- und Nachteile, welche in

zahlreichen Ubersichtsartikeln, wie z.B. von Bantscheff et al. zusammengefasst sind.*2"*>
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LFQ-Methoden beruhen auf LC-MS und LC-MS/MS Messungen und nutzen die Tatsache, dass die
Konzentration eines Analyten mit der lonenmenge korreliert."*% Dadurch ist eine Quantifizierung
Uber den Vergleich von Signalintensitditen moglich. Eine weitere Methode ist das Zahlen von
identifizierten MS/MS-Spektren."*"! Dies wird durch die lineare Korrelation zwischen
Proteinabundanz und der Anzahl an generierten MS/MS-Spektren erméglicht."*? LFQ-Methoden sind
relativ beliebt, da keine teuren Standards, Markierungsreagenzien oder Markierungsschritte im
Versuchsablauf benotigt werden. Ein weiterer Vorteil, neben den finanziellen und zeitlichen
Aspekten, liegt darin, dass keine Artefakte auftreten, die bei zuséatzlichen Prozessierungen der
Proben eingebracht werden kdonnten. Des Weiteren wird die Komplexitdt der Spektren nicht durch
das EinfUhren von Modifikationen erhoht, die Anzahl der Experimente ist nicht beschrdankt und ein
hoher dynamischer Bereich dieser Quantifizierungsmethode wurde beschrieben.!**® Allerdings gelten
LFQ-Methoden als zu vage und werden sehr kontrovers diskutiert. Robuste Ergebnisse erhalt man
nur durch eine Vielzahl an Spektren eines Proteins, wobei experimentelle Variationen die
Quantifizierung maRgeblich beeinflussen kénnen.™ 331 Nicht zuletzt erschweren die
physikochemischen Eigenschaften (Masse, Ladung, Hydrophobizitdt, Modifikationen, u.a.) der
Proteine/Peptide den Vergleich untereinander. Ihr Verhalten kann damit im LC- sowie im MS-System
sehr unterschiedlich ausfallen, wodurch sowohl Signalintensititen als auch die Anzahl der
generierten Fragmentspektren betroffen sind. Diese Probleme kdnnen durch Zugabe einer externen
Referenz, beispielsweise in Form von isotopenmarkierten synthetischen Proteinen oder Peptiden,
umgangen werden. Genau dieses Prinzip wird bei der AQUA-Methode (absolute quantification of
proteins), haufig in Kombination mit SRM/MRM (single/multiple reaction monitoring) Messungen,
angewendet.!**** Durch Zugabe schwerer isotopenmarkierter Standardpeptide mit bekannter
Konzentration wird eine absolute Quantifizierung gemaR der Isotopenverdiinnungstheorie maoglich.
Die Theorie besagt, dass ein Peptid, das mit stabilen Isotopen markiert wurde, chemisch identisch
mit seinem entsprechenden natiirlich vorkommenden Peptid ist und sich beide Peptide auch
identisch wahrend der LC-MS-Analyse verhalten.”*”) Vorausgesetzt, dass ein Massenspektrometer die
Massendifferenz zwischen markiertem und unmarkiertem Peptid unterscheiden kann, wird die
Quantifizierung durch den Vergleich der jeweiligen Signalintensitaten moglich. Allerdings missen
Effekte bericksichtigt werden, die vor der Zugabe der isotopenmarkierten Standards entstehen und
das Ergebnis verfalschen kénnen. Beispiele solcher Effekte sind ein unvollstandiger Proteinverdau,
unspezifische Protolysen durch endogene Proteasen, Agglutination der Analyte oder auch zellulare

Prozesse wie posttranslationale Modifikationen.

Eine dritte Moglichkeit zur Quantifizierung stellt die interne Isotopenmarkierung der Proteine selbst
dar. Diese kann metabolisch, enzymatisch oder chemisch erfolgen. Metabolische Verfahren haben

den Vorteil, dass die Markierung zum frilhestmoglichen Zeitpunkt eingebracht werden kann, namlich
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wahrend des Zellwachstums und der Zellteilung. Die SILAC (stable isotope labeling by amino acids in
cell culture) Methode verwendet dafir normale Zellkulturmedien parallel zu Medien mit
Aminosauren, die schwere Isotopen wie 3¢ oder °N enthalten.!*® *¥ 5o kann das Proteom von zwei
unterschiedlich behandelten Zellkulturen, z.B. Knockout- gegeniiber Wildtyp-Zellen, relativ
zueinander Verglichen werden. Da die unterschiedlich markierten Zellen vor jeglichen weiteren
Arbeitsschritten  zusammengegeben werden, koénnen Fehlerquellen durch préparative
Probenvorbereitung minimiert werden. Obwohl einige Studien mit Pflanzen, C.elegans, Drosophila
melanogaster sowie in Maus- und Rattenmodellen zeigen konnten, dass die Methode auch auf
hohere Organismen (ibertragbar ist, stehen die Kosten an isotopenmarkierter Nahrung sowie die
Dauer bis zur vollstandigen Markierung meist in keiner Relation zu den Informationen, die aus einem
solchen Experiment gewonnen werden kénnen.™%** Dariiber hinaus geht der Vorteil des frihen
Zusammengebens verloren, wenn die unterschiedliche Behandlung erst nach der Zelllyse mit den
extrahierten Proteinen stattfindet, wie z.B. im Falle von Studien zu Protein-Protein-

Wechselwirkungen.

Bei der enzymatischen Markierung von Proteinen/Peptiden wird in Bottom-up Ansatzen wahrend
des enzymatischen Verdau durch die zugesetzten Proteasen *20 aus schwerem Wasser eingebaut.[143]
Da jedoch die Markierung der Peptide in vielen Fallen zu unregelmaBig (unvollstandig oder doppelt)
verlauft, wird oft alternativ auf eine chemische Markierung der Proteine oder Peptide

zurtckgegriffen.*

Hierbei dienen drei verschiedene funktionelle Gruppen der Peptide am haufigsten als Angriffspunkt
fur die Einfuhrung des chemischen Markers: Thiole (Cysteine), primare Amine (N-Terminus und e-
Aminogruppe des Lysins) und Carboxylgruppen (C-Terminus, Asparagin- und Glutaminsiuren).?* Die
erste Methode zur Quantifizierung von Proteinen mithilfe chemischer Markierung beschreibt Gygi et
al. 1999."* Er entwickelte das ICAT (isotope-coded daffinity tag) Reagenz, das spezifisch mit
Cysteinen reagiert. Aulerdem enthélt es eine Polyether-Region mit entweder acht oder keinen
Deuterium-Atomen sowie eine Biotingruppe, die eine Affinitatsreinigung der markierten Peptide
erlaubt. Andere Thiol-spezifische Reagenzien enthalten oft Halogen-substituierte Carbonsauren oder
Amide oder verwenden die Michael-Additions-Reaktion an Carbonylgruppen fir das Markieren.®
131 Da Cystein eine relativ seltene Aminosaure ist und eine durchaus relevante Anzahl an Proteinen

existiert, die kein oder nur sehr wenige Cysteine enthalten, sind Reagenzien dieser Sorte nur

begrenzt einsetzbar.

Aminogruppen-spezifische Reagenzien funktionieren meist Gber N-Hydroxysuccinimid- (NHS) oder
andere Aktivester und Saureanhydride. Die prominentesten Beispiele sind: ICPL (isotope-coded

protein label), iTRAQ (isotope tags for relative and absolute quantification), TMT (tandem mass tags)
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und  Essigsdure-/Bernsteinsdureanhydrid.’>***?  Derzeit gehéren die beiden chemischen
Markierungsmethoden iTRAQ und TMT zu den populdrsten, da sie nicht nur mit primaren
Aminogruppen reagieren, sondern auch zu den sogenannten isobaren Markern gehéren. Isobare
Markierungsreagenzien sind so aufgebaut, dass Proteine oder Peptide die einmal ,schwer” und
einmal , leicht” markiert wurden zunachst dieselbe Masse besitzen. Erst durch eine Fragmentierung
im Massenspektrometer kommen die unterschiedlichen Markierungen zum tragen und die Analyten
kénnen unterschieden werden. Bei der Fragmentierung entstehen namlich Reporterionen mit
unterscheidbaren Massen im unteren Massenbereich eines MS/MS-Spektrums Uber deren
Intensitdten die Quantifizierung moglich ist. Einer der groflten Vorteile isobarer
Quantifizierungsreagenzien ist die Moglichkeit multiplexe Analysen durchzufiihren, d.h. mehrere
biologische Proben auf einmal zu analysieren. Durch die unterschiedliche Kombination von schweren
Kohlenstoff-, Stickstoff- und Sauerstoffisotopen innerhalb des Reagenzes (siehe Abbildung 7) kénnen
derzeit bis zu acht (iTRAQ) bzw. sogar zehn (TMT) unterschiedliche Markierungen erzeugt
werden. %2 Der springende Punkt dabei ist, dass anders als bei den Ubrigen Methoden, die
Komplexitdt bei der LC-Trennung und im Massenspektrum der Peptide aufgrund identischer
physikochemischer Eigenschaften nicht erhoht wird. Das erlaubt die simultane Bestimmung von
Identitdt und relativer Haufigkeit der Peptide. Damit konnen biologische Systeme beispielsweise tiber
mehrere  Zeitpunkte oder nach unterschiedlichen Behandlungen mit nur einer
massenspektrometrischen Analyse verglichen werden, was auch eine erhebliche Zeitersparnis
bedeuten kann. Die Kehrseite ist, wie bei allen chemischen Markierungsverfahren, ihre Anfalligkeit
gegeniber Nebenreaktionen, die zu unerwarteten Produkten fiihren und die Quantifizierung negativ

beeinflussen konnten. Dies stellt vor allem an die Probenvorbereitung hohe Anspriiche.!*6* 164
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Abbildung 7: Quantifizierungsprinzip mit isobaren Markierungsreagenzien am Beispiel von iTRAQ 4-plex und TMT-Duplex
Reagenzien. (A) Die Isobaren Markierungsreagenzien iTRAQ und TMT bestehen aus einer reaktiven Gruppe (rot), einer
Balance Gruppe (griin) und einer Reporter Gruppe (blau). Reporter und Balance Gruppe haben zusammen eine Masse
von 145 Da (iTRAQ) bzw. 225 Da (TMT). Durch unterschiedliche Isotopenverteilung besitzen die Reporter Gruppen
Massen, die sich um je 1 Da voneinander unterscheiden. Dieser Unterschied wird durch die jeweilig zugehorige Balance
Gruppe ausgeglichen. Durch Reaktion mit einem Peptid wird dieses am N-Terminus markiert. Im MS-Modus weisen zwei
identische Peptide, die mit unterschiedlichen Reagenzien markiert wurden, dieselben Massen auf. Erst im MS/MS-Modus
wird die Balance Gruppe in einer ,Neutral-Verlust-Reaktion“ abgespalten und die Reporter Gruppen konnen
unterschieden werden. (B) Schema zur Auswertung der massenspektrometrischen Messung eines mit TMT-Duplex
Reagenzien markierten Peptids mit der fiktiven Aminosduresequenz ,,PEPTID“. In dem theoretischen Chromatogramm
(oben) wurde der Peak mit der Retentionszeit (RT) des Peptids markiert. In dem entsprechenden MS/MS-Spektrum
(Mitte) werden die passenden b- und y-lonen via Datenbankabgleich zugeordnet. Im unteren MS/MS-Spektrum ist der
Massenbereich der Reporterionen vergroBert dargestellt. Uber die Intensititen der Reporterionen erfolgt dann die
relative Quantifizierung des Peptids.

1.3.6 Crosslinking

Wie in Kapitel 1.1.1 bereits ausfiihrlich am Beispiel von Histonen beschrieben, sind die meisten
Proteine fur die Erfiillung ihrer biologischen Funktion auf andere Proteine oder Biomolekiile
angewiesen. Solche Proteine weisen dann eine spezifische Affinitdt zu den entsprechenden Liganden
auf und es kommt zu einer Wechselwirkung bzw. Bindung. Ein zentrales Ziel der heutigen Proteomik
ist die Erforschung welche Proteine auf welche Weise miteinander interagieren. Deshalb wurden
einige spezielle Techniken entwickelt, die dabei helfen sollen Interaktionspartner ausfindig zu

machen. Standardmethoden sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Standardmethoden zur Untersuchung von Protein-Wechselwirkungen.

Methode Beschreibung

Proteine mit Interaktionspartnern aus einem Proteingemisch
Co-Immunoprézipitation (Co-IP) | werden (ber einen spezifischen Antikdrper an eine Matrix
gebunden und prazipitiert.

Chromatographisches Trennverfahren unter Verwendung einer
Affinitatschromatographie Protein-konjugierten  stationdren = Phase zur Isolierung
interagierender Proteine in der mobilen Phase.!*®”!

Verfahren unter Verwendung von Fusionsproteinen, die nach
Hefe-Zwei-Hybrid-System Interaktion einen funktionsfahigen Transkriptionsfaktor in der
Hefezelle bilden.™®®

Proteine werden direkt (ohne Antikorper, vgl. Co-IP) an eine
Pull down Assays Matrix gebunden. Nach der Inkubation mit einem Proteingemisch
kénnen sie mitsamt Interaktionspartnern isoliert werden.
Proteine werden nach elektrophoretischer Trennung anstatt mit

Far-Western-Blot Analyse einem spezifischen Antikorper (vgl. Western-Blot) mit einem
[167]
t.

spezifischem (und markiertem) Protein inkubier
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Fortsetzung Tabelle 2: Standardmethoden zur Untersuchung von Protein-Wechselwirkungen.

Methode Beschreibung

Verfahren unter Verwendung zweier spezifischer Antikorper, die
mit einzelstrangigen Oligonukleotiden konjugiert sind und bei

Proximity ligation Assay (PLA
i v (PLA) Interaktion der Zielproteine eine Amplifikation ligierter

Oligonukleotide ermbglichen.“eg]

Label transfer Protein Ein markiertes Protein Uibertragt bei Interaktion ein Signalmolekiil
Interaktions-Analyse auf das andere unbekannte Protein.

Crosslinking Protein Interaktions- . . .
Interagierende Proteine werden kovalent aneinander gebunden.
Assays
Bei der Bestrahlung mit polarisiertem Licht einer
Oberflachenplasmonenresonanz- | Goldoberflachenmatrix, die mit Proteinen beladen ist, dndert sich

spektroskopie im Falle einer Wechselwirkung mit Interaktionspartnern messbar

der Reflexionswinkel des eingestrahlten Lichts.

Da viele Proteininteraktionen nur von sehr kurzer Dauer sind, ist bei vielen Ansatzen die Gefahr groR
womoglich vorhandene Interaktionen zu ,libersehen”, weil die Bindung nicht bis zur vollstédndigen
Charakterisierung erhalten bleibt. In diesen Fallen bieten v.a. Crosslinking Protein Interactions-Assays
eine gute Moglichkeit auch transiente Interaktionen zu untersuchen.™ Durch die hohen
Reaktionsgeschwindigkeiten der Ublichen funktionellen Gruppen (vgl. Kapitel 1.3.3 und unten), die
fir solche Assays verwendet werden, kdnnen selbst kurz oder schwach miteinander agierende
Molekile in einem Komplex erfasst werden, der stabil genug fiir die anschlieende Isolation und

Charakterisierung ist.

Um Proteine miteinander zu verbinden, bendtigt man ein Reagenz, das mit wenigstens zwei
reaktiven Gruppen ausgestattet ist. Tabelle 3 gibt eine Ubersicht iiber die meist-verwendeten
reaktiven Gruppen. Diese sind Uber ein Zwischenstiick, dem sogenannten , Spacer”, verbunden. Die
Struktur des Spacers kann ebenfalls den gegebenen Bedingungen oder besonderen Anforderungen
angepasst werden. So gibt es sie in unterschiedlicher Linge von 0-100 A, verzweigt, wodurch die
Reagenzien mehr als zwei reaktive Gruppen besitzen kénnen, und spaltbar, wodurch es ermdglicht
wird, die Verknipfung von Proteinen wieder aufzuheben. Desweitern lassen sich Eigenschaften, wie
die Loslichkeit des Reagenzes gut liber die Struktur des Spacers beeinflussen. Natiirlich kénnen fir
ein Reagenz auch unterschiedliche reaktive Gruppen verwendet werden, man unterscheidet dann
zwischen homo- und heterofunktionellen Reagenzien. Tragt beispielsweise ein Ende des Reagenzes
einen NHS-Ester und das andere Ende ein Diaziridin, konnte zunéachst ein Protein von Interesse liber
den NHS-Ester mit dem Reagenz verlinkt werden. AnschlieBend gibt man es zu einem Gemisch aus
Proteinen, wartet bis sich ein Gleichgewicht eingestellt hat und aktiviert dann durch Belichtung das

Diaziridin.'’" Mittlerweile gibt es eine groRe Anzahl an Reagenzien mit den verschiedensten
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Eigenschaften kduflich zu erwerben und die Anzahl an Synthesevorschriften ist noch viel gréRer. Die
Auswahl eines geeigneten Crosslinker-Reagenz sollte daher vor jedem Experiment gut durchdacht

sein.

Tabelle 3: Zielgruppen und haufig verwendete reaktive Gruppen bei der Biokonjugation.

Zielgruppe Reaktivitatsklasse Reaktive Gruppen
. _______________________________________________________________________________________________________________|
NHS-Ester
-NH, Amin-reaktiv Imidoester

Pentafluorphenylester
Hydroxymethyl Phosphine
Carbodiimide (z.B. EDC) als

-COOH Carbonsaure-reaktiv A S —
Maleimide
Bromo- oder lodoacetyle
-SH Thiol-reaktiv Pyridyldisulfide
Thiosulfonate
Vinylsulfone
_CHO Aldehyd-/Carbonyl-reaktiv  Hydrazide
(z.B. oxidierte Zucker) Alkoxyamine
Zufallig Photoreaktiv, nicht selektiv D|a2|r|.ne
Arylazide
-OH Hydroxyl-reaktiv Isocyanate
-N Azid-reaktiv Phosphine

1.3.4 Software und Datenbanken

Eine Folge der rasanten Entwicklungen in der MS-basierten Proteomforschung, sowohl was die
Technik als auch die Methoden betrifft, ist die Erzeugung von riesigen Datenmengen, was eine
manuelle Bearbeitung schlichtweg unmdglich macht. Dies gilt insbesondere fiir die weit verbreiteten
Bottom-up Ansdtze, bei denen komplexe Proteinproben zu Peptiden verdaut werden und
anschlieRend via Tandem-Massenspektrometrie analysiert werden. Dabei werden je Probe mehrere
tausend MS'- und MS*-Spektren generiert. Zur Bewiltigung dieser Datenflut wurden Suchmaschinen
entwickelt, die anhand offentlicher Protein-Datenbanken, wie der des ,The National Center for
Biotechnology Information” NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) und der ,universal protein database“

UniProt (www.uniprot.org), theoretische Spektren kreieren, mit den gemessenen Spektren

abgleichen und die Wahrscheinlichkeit einer Ubereinstimmung von Spektren in Form eines ,, Score*-
Wertes angeben. Dafiir werden die Proteinsequenzen aus den Datenbanken einem in silico Verdau
unterzogen und von den erhaltenen moglichen Peptidsequenzen wahrscheinliche Fragmentspektren
vorausberechnet, die sich ergeben wiirden, wenn diese Peptide in der Probe vorhanden waren. Die
[171-173] Die

drei giangigsten Suchmaschinen derzeit sind SEQUEST, Mascot und MaxQuant/Andromeda.

richtige Peptidsequenz aus tausenden von Spektren zu erkennen, stellt fiir die Suchalgorithmen eine
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besondere Herausforderung dar, vor allem wenn die Spektren rauschen und Peaks fehlen. Deshalb
miissen die Suchmaschinen einen Algorithmus aufweisen, der auch bewertet wie gut eine Sequenz
dem Spektrum entspricht. Da die Wahrscheinlichkeiten der Ubereinstimmungen von jedem
Suchalgorithmus anders berechnet werden, kann ein und dieselbe Messung, mit unterschiedlichen
Suchmaschinen ausgewertet, bisweilen recht unterschiedliche Ergebnisse liefern.’ Einer der
Scores, den SEQUEST verwendet, misst, inwiefern experimentelle und theoretische Spektren
Ubereinstimmen. Seine Kreuzkorrelation summiert dazu die Produkte der Intensitdaten zwischen dem
beobachteten Spektrum und einem vorhergesagten Spektrum der Sequenz auf. Die Robustheit der
Korrelation wird zusatzlich durch einen Korrekturfaktor erhoht, der berechnet wird, indem die

beiden verglichenen Spektren mehrfach relativ zueinander in m/z verschoben werden.

Mascot bewertet die Qualitiat der Ubereinstimmungen statistisch iiber die Anzahl an identifizierten
Peaks. Sein ,lons Score” bezieht dabei die Anzahl an Fragmentionen ein, die im MS/MS-Spektrum
gesucht werden, die Anzahl wie viele davon (bereinstimmen, die Anzahl an Peaks, die innerhalb
eines Spektrums oberhalb eines Intensitdtsgrenzwertes beobachtet werden und die Anzahl an
Peptidsequenzen im Vergleich zum Spektrum. Andromeda benutzt ein sehr dhnliches Verfahren. Die
unterschiedlichen Herangehensweisen flihren dazu, dass Peaks unterschiedlich beim Abgleich der

Spektren einbezogen werden.

Die kontraren Ansichten und Meinungen Uber die Art und Weise der Datenbank-Suche werden durch
bestehende Softwaretools und Analysestrategien der verschiedenen Labore beeinflusst. Individuelle
Datensatze, wissenschaftliche Fragestellungen, Suchmethoden und anschlieBende
Datenprozessierung spielen alle samt eine Rolle in der Definition der optimalen Einstellungen fir

jedes Experiment.!’”®

Nicht nur die Such-Algorithmen sind umstritten, sondern auch einige
allgemeine Einstellungen, die in jedem Programm manuell angepasst werden kénnen und die
Ergebnisse maligeblich beeinflussen konnen. Ein Beispiel dafir ist die Auswahl der Datenbank, die fiir
die Suche verwendet werden soll. Ublicherweise verwendet man fiir den Abgleich eine Datenbank,
die nur Proteinsequenzen des Organismus enthélt, von der die Proteinprobe stammt. Daneben kann
es sinnvoll sein Sequenzen klassischer Kontaminierungen der Datenbank hinzuzufiigen. Dadurch wird
sichergestellt, dass moglichst viele Peptide, die gemessen wurden, auch identifiziert werden kénnen
und somit das Risiko fiir falsch positive Ubereinstimmungen reduziert wird. Die Verwendung von
Datenbanken, die mehr als die Proteinsequenzen einer Spezies enthalten, erhéht allerdings auch die
Anzahl an abzugleichenden Spektren und fiihrt zu einer verlangerten Rechenzeit. Da falsch positive
Ergebnisse auch bei der Verwendung passender Datenbanken nicht ausgeschlossen werden kdnnen,

hat sich in der Praxis die Verwendung von sogenannten Koéder-Datenbanken verbreitet.’® Dafiir

wird ein groBes Set an Proteinsequenzen, von denen man weil}, dass sie falsch sind, wie z.B. zufallig
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vertauschte Sequenzen, zur Datenbank hinzugefiigt, wodurch eine Rate an falsch positiven Funden
(false discovery rate; FDR) bestimmt werden kann. Der FDR-Wert wird dann typischerweise auf 1 —
5 % festgelegt, was bedeutet, dass 1 — 5 Proteine je 100 identifizierter Proteine falsch positiv sind.
Die Verwendung und Angabe des FDRs ist in vielen Fachzeitschriften mittlerweile Voraussetzung fir

Publikationen.

Ein ebenfalls sehr wichtiger Parameter ist die Einstellung der Massentoleranz bei der Suchmaschine.
Sie kann normalerweise separat fiir Vorldaufer- und Fragmentionen eingestellt werden und basiert auf
der Massengenauigkeit des jeweiligen zur Messung verwendeten Analysators im
Massenspektrometer. Die Vorlduferionen-Massentoleranz spielt eine direkte Rolle fiir die
Bestimmung welche Peptide mit den jeweiligen MS*-Spektren verglichen werden. Denn nur, wenn
die Vorlauferionen-Masse eines Peptids innerhalb der definierten Massentoleranz liegt, wird sein
MS2-Spektrum auch zum Abgleich mit dem theoretischen Fragmentspektrum des entsprechenden
vorhergesagten Peptids herangezogen. Die Vorldauferionen-Massentoleranz hangt also im
Allgemeinen von der Massengenauigkeit des MS'-Spektrums ab. Bei Spektren, die mit TOF-
Analysatoren aufgenommen wurden, liegt die Massengenauigkeit zum Beispiel um die 10 ppm, bei
lonenfallen um 2 ppm. Wird die Toleranzschwelle zu niedrig eingestellt, werden eventuell richtige
Peptidsequenzen im Datenbankabgleich nicht berl'jcksichtigt.[177] Wird die Schwelle dagegen hoher
als notig eingestellt, wird zum einen auf Grund der groReren Anzahl an moéglichen Kandidaten die
Suchzeit steigen und zum anderen die Sensitivitat der Suche sinken, weil jedes vermeintlich
Ubereinstimmende Peptid mit der groReren Anzahl an Kandidaten konkurriert, von denen jeder auch
noch zuféllig einen hoheren Score-Wert besitzen kdnnte als das richtige Peptid. Selbst bei hoch-
auflédsenden Geraten kann die beobachtete Masse mehr als einige ppm von der wahren
monoisotopischen Masse des Vorlduferions abweichen, wenn beispielsweise das Signal eines *C
Isotopes falschlicherweise als monoisotopisches Signal durch die Peak-Erkennungssoftware des MS-
Gerates festgelegt wird. Bevor die hier angesprochenen oder die vielen weiteren Parameter und
Filter flr eine Datenbank-basierte Peptid Identifikation eingestellt werden, sollte bedacht werden,
dass, unabhdngig davon welche Suchmaschine eingesetzt wird, jedes Ergebnis eines
Datenbankabgleichs im Wesentlichen auf statistischen Berechnungen beruht. Um signifikante
Ergebnisse zu erhalten, spielt die Anzahl an méglichen Kandidaten und die Verteilung ihrer Score-
Werte eine Schlisselrolle. Je mehr Kandidaten es gibt und je deutlicher sich ein Kandidat mit seinem
Score-Wert von den (ibrigen Kandidaten absetzt, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit einer

richtigen Zuordnung.
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2. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es, Proteine zu identifizieren, die mit den vor kurzem in der DNA
entdeckten Cytosin-Derivaten mC, hmC, fC oder caC wechselwirken. Hierfiir sollten mit entsprechend
modifizierten DNA-Oligomeren und Zellkernlysaten, auf Basis der Arbeiten von Malte Winnacker,
Photoaffinitatsmarkierungs-Experimente mit anschlieBender massenspektrometrischer Analyse
durchgefiihrt werden.””® *? Um herauszufinden, welche DNA-bindenden Proteine spezifisch mit den
Modifikationen wechselwirken, sollten diese tGber den Crosslinker lodouracil kovalent an die DNA
gebunden werden. Mithilfe einer Fluoreszenz-Markierung an der DNA sollten die moglichen Protein-
DNA-Komplexe auf einem Gel sichtbar gemacht werden. Jedes Experiment sollte vergleichend mit
unmodifizierter DNA (hinsichtlich der Cytosin-Derivate) durchgefiihrt werden, um unspezifische von

spezifischen DNA-Bindern unterscheiden zu konnen.

Allerdings stellte sich bereits bei den ersten Versuchen heraus, dass die Methode von Malte
Winnacker fiir ein Screening nach den gesuchten Proteinen nicht geeignet ist. Aufgrund des begrenzt
verfigbaren Zelllysats wurden zu wenige Proteine an der DNA angereichert, um deutliche
Unterschiede in den verschiedenen Ansdtzen sichtbar machen zu kénnen. Deshalb sollte ein
sensitiveres Auslese-Verfahren zur ldentifikation der kovalent gebundenen, spezifischen Binder
entwickelt werden. Genauer gesagt, sollte eine neue Quantifizierungsmethode mit isobaren
Markierungsreagenzien und ein neues Reagenz zur kovalenten, aber reversiblen, Bindung der
Proteine an die DNA etabliert werden. Dadurch sollten Proteine, die direkt an die DNA gebunden
werden, massenspektrometrisch von solchen Proteinen unterschieden werden kénnen, die indirekt,
beispielsweise lber Proteinkomplexe, an die DNA binden. Schlieflich sollte der neu entwickelte

Ansatz in unterschiedlichen Zell- und Gewebeproben angewendet werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Methodenentwicklung fiir quantitative DNA-Protein-Interaktionsstudien

mit Crosslinker

Lange Zeit galt die Methylierung von DNA als nicht reversibel, aber Forschungen der letzten 30 Jahre
deuten stark darauf hin, dass es eine Umkehrung des Prozesses geben muss. Dennoch konnte ein
Mechanismus zur aktiven Demethylierung noch nicht nachgewiesen werden. Die Entdeckung der
Oxidationsstufen von Methylcytosin hmC, fC und caC fiihrten zu der Hypothese, dass diese
Zwischenstufen einer aktiven Demethylierung darstellen und weitere biologische Funktionen
Ubernehmen konnten. Die wenigen bisherigen Studien dazu zeigten bereits, dass es spezifisch
interagierende Proteine gibt, sie zeigen aber nicht wie und warum die Interaktionen zustande
kommen. Ein Grund dafir ist, dass die in den Studien verwendeten Methoden eine moglicherweise
entscheidende Informationsstufe auslassen. Denn sie geben keinen Aufschluss dariber, ob die
Identifizierten Proteine direkt oder indirekt mit der DNA wechselwirken. Wenn die Zahl méglicher
Kandidaten fiir eine Verifizierung nicht genug eingeschrankt werden kann, wird die Erfolgsaussicht
auf eine positive Verifizierung der entdeckten Interaktionen und deren weitere Untersuchung zur Art
und Weise gemindert. In den nachsten Kapiteln wird die Entwicklung einer neuen Methode zum
Crosslinken von Proteinen mit DNA-Oligomeren und deren Einsatz auf verschiedene Fragestellungen

ausfihrlich dargestellt.

3.1.1 Photoaffinitatsmarkierungs-Experimente

Nachdem Malte Winnacker durch Photoaffinitdtsmarkierungs-Experimente erfolgreich DNA-
Reparatur-Enzyme an DNA-Sonden mit entsprechenden DNA-Schiaden anreichern und
massenspektrometrisch identifizieren konnte, sollte die Methode auf die neu entdeckten Cytosin-
Derivate angewandt werden. Daflir wurden zunachst, wie von Malte Winnacker beschrieben,
Anreicherungsexperimente von Proteinen aus Zellkernlysat an doppelstrangigen DNA-Sonden
versucht, die sowohl ein Biotin-Tag als auch eine Fluorescein-Markierung trugen.’®! Der Biotin-Tag
diente dabei als Funktion zur Isolation der DNA-Sonden nach der Inkubation mit dem Zellkernlysat
und damit zur Anreicherung der gebundenen Proteine. Die Fluorescein-Markierung andererseits
sollte dazu dienen, die isolierten Sonden auf einem SDS-PAGE-Gel sichtbar zu machen. Desweiteren
enthielt die DNA-Sonde (statt einem DNA-Schaden) mittig entweder eines der, wie in Kapitel 1.1.2

beschriebenen, modifizierten Cytosine oder unmodifiziertes Cytosin als Kontrolle. Diese Stelle wurde
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im Gegenstrang, je in einem Abstand von zwei Basenpaaren, mit 5-loduracil (IU) flankiert, das als
photoaktivierbarer Crosslinker DNA-affine Proteine kovalent binden sollte (siehe Abbildung 8). Nach
20 min Inkubation auf Eis mit Zellkernextrakt aus murinen Stammzellen (Matthias Truss) wurde

belichtet und jeweils eine Probe fiir eine analytische SDS-PAGE genommen.

Flu- 5’GCA TCC GGT CAX CGT XCC TTC GGA3’ -Bio
3’CGT AGG CCA GTA GZA AGG AAG CCT5’

X=IU Z=C oder mC oder hmC oder oder caC

NH2 NH> NH; NH2 O NHz O

o
I\kaH /5 Néj/ N7 )j) N7 [ oH
y ,go OJ\N o)\ o)\N
DNAO DNAO DNAO DNAO DNAO DNAO
o o o o o} o

ODNA ODNA ODNA ODNA ODNA ODNA

Abbildung 8: Verwendete DNA-Sonde mit Fluorescein-Tag (Flu), Biotin-Tag (Bio), 5-loduracil (X=IU, rot) und Cytosin (Z=C,
blau) bzw. seine Oxidationsprodukte (Z=mC, hm(, fC oder caC, blau).

Wie aus Abbildung 9A hervorgeht, wurden kaum Proteine gefunden, die an diese DNA-Sonden
gebunden waren und damit Uber die Fluorescein-Markierung héatten sichtbar sein mussen. Die
wenigen, sehr schwach ausgepragten Banden, stimmten fiir die verschiedenen DNA-Sonden Uberein.
Damit konnten diese, als spezifisch an eines der modifizierten Cytosine bindenden Proteine,
ausgeschlossen werden. Fir diese Analysemethode wurde nur etwa je ein Sechstel der
Gesamtproben verwendet. Mit den (brigen Proben sollte dann nach Anreicherung Gber den Biotin-
Tag ein weiteres Gel prapariert werden, aus dem die Banden, die zur Kontrolle abweichen,
ausgeschnitten und zur massenspektrometrischen Analyse gegeben werden sollten. Da jedoch das
analytische Gel nach der Coomassie-Farbung (siehe Abbildung 9B) bereits zeigte, dass allgemein sehr
wenig Proteine in den Proben vorlagen und diese aufgrund der ,schmierenden” Banden teilweise
auch noch in der Probentasche des SDS-Gels ausgefallen zu sein schienen, wurde auf eine erneute
gelelektrophoretische Auftrennung verzichtet und die Proben direkt nach der Anreicherung verdaut
und massenspektrometrisch gemessen. Der Datenbank-Abgleich und die Auswertung erfolgte mit
der Software Proteome Discoverer 1.0 (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) unter Verwendung einer
UniProt Datenbank (Mus Musculus mit Kontaminanten, 2012). Wie aus Tabelle 4 hervorgeht,
konnten auch hierdurch nur sehr wenige (C, mC, hmC, fC) bis gar keine (caC) spezifisch bindende
Proteine identifiziert werden. Fehlende Replikate, die schlechte Sequenzabdeckung und die niedrigen
Score-Werte der einzelnen identifizierten Proteine lieBen eine weitere (statistische) Auswertung der

Daten nicht zu.
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Abbildung 9: Analytische SDS-PAGE nach den pull down Versuchen mit Fluorescein-haltigen DNA-Sonden aus mESC-
Kernextrakten. (A) Fluoreszenz-Aufnahme. (B) Coomassie Fdrbung. M
Fluoreszenz-Aufnahmen verwendet wurde, sind unter (A) nur die Banden bei 14 und 98 kDa zu erkennen).

Tabelle 4: Ergebnisse der massenspektrometrischen Auswertung der pull down Versuche mit Fluorescein-haltigen DNA-
Sonden. Kontaminanten wurden fiir die Darstellung herausgefiltert und es wurden nur Proteine verwendet, die von der
Maus stammen. Wegen der fehlenden Quantifizierung sind je Ansatz nur Proteine dargestellt, die in keinem der anderen

198
8

kDa

9
62
49

38

Ansatze identifiziert wurden.

caC

kDa

198 |
98 |

62
49 |

38 1

28

Marker (da kein spezieller Marker fiir

mC

hmC

caC

. 2#
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|
C
P09405 Ncl 1 1 3,35 1,98 707 76,7
Q7TPV4 Mybbp1la 1 1 2,48 0,97 1344 151,9
mC
D6RH96 Tdeanc2 1 1 1,69 38,89 36 4,2
064509 At2g02730/T20F6.13 1 1 0,00 4,71 276 30,0
Q8QzVvo Dedd2 1 1 1,63 3,94 330 36,8
Q8VGT1 OIfr385 1 1 0,00 3,85 312 35,4
QoCvs2 2310003L06Rik 1 1 0,00 2,63 495 55,4
Q8R0Z6 Angptle 1 1 1,68 2,41 457 51,1
Q91YR7 Prpf6 1 1 3,24 1,49 941 106,7
P63154 Crnkl1 1 1 0,00 1,45 690 83,4
hmC
P62900 Rpl31 1 1 1,84 11,20 125 14,5
Q921M7 Fam49b 1 1 1,73 4,01 324 36,8
P33610 Prim2 1 1 2,44 2,18 505 58,4
QoD2v7 Coro7 1 1 0,00 1,74 922 100,7
fC
G5E870 Trip12 2 2 3,71 1,04 2025 224,0
Q6P5D8 Smchd1 1 1 1,76 0,55 2007 225,5
caC

32



Ergebnisse und Diskussion

Dieser Versuch zeigte eindeutig, dass die Methode von Malte Winnacker nicht auf die neue
Fragestellung Ubertragbar ist. Da die interessierenden Zellstadien, wie zum Beispiel embryonale
Stammezellen, nicht ohne erheblichen materiellen und finanziellen Aufwand verfiigbar sind, musste
die eingesetzte Zellkernlysatmenge auf etwa ein Viertel der in den Versuchen mit DNA-Schaden
eingesetzten Mengen reduziert werden. Dies flihrte bei dem analytischen Gel dazu, dass die Proteine
wahrscheinlich in zu geringer Konzentration vorlagen, um deutliche Unterschiede in den Ansatzen
erkennen zu kénnen. Ebenfalls ist fragwiirdig, inwiefern die Fluorescein-Markierung als zusatzliche
Modifikation die Affinitat der Proteine zu den oxidierten Cytosin-Derivaten beeinflusst. SchlieBlich ist
Fluorescein als sperriges Addukt auch ein Substrat bei der Nukleotidexzisionsreparatur (NER).™
Malte Winnacker konnte zwar zeigen, dass durch die Fluorescein-Markierung weder die Struktur der
DNA noch die Schadenerkennung durch Reparaturenzyme beeinflusst werden, allerdings konnen fir
die neue Fragestellung unerwiinschte Wechselwirkungen oder eine sterische Hinderung der Proteine
nicht ausgeschlossen werden. Deshalb wurde eine Moglichkeit gesucht, um die Fluorescein-
Markierung ganzlich zu vermeiden und die Proben auf eine andere Weise vergleichbar zu machen. Da
zur ldentifikation der Proteine auf jeden Fall eine MS-Analyse durchgefiihrt werden sollte, bot es sich

an, eine Quantifizierung der Proteine mit isobaren Markierungen einzufiihren.

3.1.2 Validierung Isobarer Markierungsreagenzien

Die Photoaffinitatsmarkierungs-Experimente auf Basis der Fluorescein-Markierung stellten sich als
ungeeignete Methode fiir die Untersuchung von Proteinen, die mit methylierter DNA oder den
anderen Oxidationsderivaten von mC wechselwirken, heraus. Obwohl es damit in vorigen
Experimenten gelang, spezifische Reparaturenzyme zu identifizieren, scheint die Methode nicht oder
nur bedingt zur Identifikation von Proteinen mit niedrigen Expressionsleveln geeignet zu sein. Zudem
ist die Praparation von Gelen nicht nur sehr zeitaufwendig, sondern kann auch auf Grund von
Proteinen mit gleicher Mobilitdit den Vergleich von unterschiedlichen Proben erheblich

erschweren.”*

Aus diesem Grund wurde nach einer anderen MS-vertraglichen Moglichkeit zur Unterscheidung
zweier Proben gesucht. Der Einsatz von Markierungs-freien Quantifizierungsmethoden (LFQ, /abel-
free quantification), wie dem Zdhlen von Spektren, gilt als zu ungenau und schlecht
reproduzierbar.!**” ?®! Dies betrifft vor allem Proteine, die wenig abundant sind, eine geringe Anzahl
von Spektren aufweisen oder deren Konzentrationsunterschied in den zu vergleichenden Proben nur
gering ausfillt."® Eine bereits sehr erfolgreiche Strategie im Zusammenhang mit der Aufklarung
epigenetischer Fragestellungen sind SILAC-Experimente (siehe Kapitel 1.3.3). Da diese jedoch sehr

teuer und aufwendig sind, riickte ein dhnliches Verfahren in den Fokus: Isobare Markierungen. Diese
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Methode nutzt dasselbe Prinzip von leicht und schwer markierten Proteinen, ldsst sich aber im
Gegensatz zu SILAC nachtraglich tber eine chemische Reaktion an den Proteinen oder Peptiden
einfihren und ermoglicht so eine relative Quantifizierung der Proben via Massenspektrometrie.
Neben den beiden kommerziell erwerblichen Varianten iTRAQ und TMT gibt es noch einige Weitere,
die sich teilweise noch in der Entwicklung befinden. Dabei weisen die verschiedenen
Markierungsreagenzien unterschiedliche Eigenschaften auf, die anwendungsbezogen bericksichtigt

werden missen.

TMT Reagenzien, welche bisher als Duplex, 6plex und 10plex erhéltlich sind, bieten ein ausgereiftes
System zur isobaren Markierung von Proteinen oder Peptiden. Mit einem NHS-Ester als reaktive
Gruppe, reagieren die Reagenzien vorzugsweise mit primaren Aminen der Lysinseitenketten und N-
Termini der Proteine bzw. Peptide und weisen deshalb ein hohes Identifikationspotenzial auf. Das am
Caltech von Sohn et al. relativ neu entwickelte Reagenz CIT (Caltech Isobaric Tag), verspricht eine
relativ glinstige und einfache Synthese, bei einer gleichzeitigen theoretisch unbegrenzten Anzahl an

multiplexen isobaren Tags.®?
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Abbildung 10: Strukturen der isobaren Duplex-Markierungsreagenzien CIT (A) und TMT (B). Peptide, die damit reagieren,
weisen eine der Markierung entsprechend definiert erh6hte Masse auf. * = 3¢
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Fir einen Vergleich zwischen den beiden Duplex-Reagenzien CIT (164, 169) und TMT (126, 127)
wurde BSA (bovine serum albumine, Rinderserumalbumin) nach einem Standardprotokoll mit Trypsin
verdaut und mit den jeweiligen isobaren Markierungsreagenzien nach Entwickler- bzw.
Herstellerangaben markiert. Direkt im Anschluss wurden die markierten Proben und ein nicht

markierter BSA-Verdau via MALDI-TOF-MS analysiert.

Die dabei aufgenommenen Spektren (siehe Abbildung 11) zeigen im direkten Vergleich eindeutig,
dass in der Probe mit dem CIT-markierten BSA (siehe Abbildung 11, oben) Peptide mit einer um
279 Da erhohten Masse, im Vergleich zu der Probe mit unmarkiertem BSA (siehe Abbildung 11,
unten), gefunden werden konnten. Diese Massenverschiebung zeigt, dass Peptide mit den CIT-
Reagenzien markiert wurden. Allerdings wurden gleichzeitig Peptide mit denselben Massen
gefunden, wie in der Probe mit unmarkiertem BSA. D.h. die Peptide wurden nur teilweise markiert
und die, von den CIT-Entwicklern beschriebene, gute Markierungseffizienz, konnte in diesem Versuch

nicht bestatigt werden.
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Abbildung 11: MALDI-TOF Spektren der mit ar® (oben), ™T?

Proben nach dem proteolytischen Verdau mit Trypsin. Die jeweiligen Massenverschiebungen wurden in blau fiir CIT
und in griin fiir ™T? gekennzeichnet.

(Mitte) markierten und nicht markierten (unten) BSA
164
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In der mit TMT-Reagenzien markierten Probe (siehe Abbildung 11, Mitte) dagegen konnten nahezu
keine Peptide mit Ubereinstimmenden Massen in der unmarkierten BSA-Probe gefunden werden.
Wohl aber Peptide mit den Massen um 225 Da verschoben. Hier wurden also fast alle Peptide
vollstandig markiert. Somit konnte gezeigt werden, dass das CIT-Reagenz nicht ohne erheblichen
Aufwand zur Anpassung der optimalen Versuchsbedingungen fir den Vergleich komplexer Protein
Proben verwendet werden konnte. Es wurde entschieden das TMT-Reagenz fiir alle weiteren

Versuche zu verwenden.

Ein positiver Effekt der isobaren Markierungen ist, dass gleiche Proteine, die mit unterschiedlichen
Reagenzien markiert wurden, exakt dieselben physikochemischen Eigenschaften aufweisen und sich
bei der Flissigchromatographie und im MS-Modus von Massenspektrometern absolut identisch
verhalten. Dadurch kann im Gegensatz zur SILAC-Methode eine Erhohung der Spektrenkomplexitat
vermieden werden. Zusatzlich werden die Signale aus beiden Proben aufaddiert und flihren zu einer
besseren Signalintensitat. Somit wird im Vergleich zu anderen Methoden, wie SILAC oder LFQ, die
Detektierbarkeit verbessert und die Selektion fir eine weitere Fragmentierung vereinfacht.*** vor
allem bei niedrig abundanten Proteinen stellt dies einen groRRen Vorteil dar. Den gleichen Effekt kann
man auch im MS/MS-Modus beobachten, da sich auch hier die Signale gleicher Peptidfragmente aus
den verschiedenen Proben aufsummieren, was zu einer verbesserten Sequenzabdeckung fiihrt und
damit auch die Identifikation des Peptids anhand eines Datenbankabgleichs der MS/MS-Signale
vereinfacht. Dies wird durch die Abspaltung der Balancer Gruppe in einer , Neutral Loss“-Reaktion bei
der Fragmentierung der Peptide ermoglicht. Parallel dazu werden auch die verschiedenen
Reporterionen abgespalten, wodurch sich die Quantititen der einzelnen Komponenten
differenzieren lassen. Dariiber hinaus kann die Flugeigenschaft von schlecht ionisierbaren Peptiden
durch die chemische Markierung verbessert werden."®" Vor allem Peptide, die am C-Terminus ein

Lysin aufweisen, lassen sich durch die Markierung besser detektieren.!**®

Von den beiden getesteten isobaren Duplex-Systemen TMT*?*%?7 ynd CIT*****° konnte letzteres fiir
die Anwendung in komplexen Peptidproben ausgeschlossen werden, da im Vergleich zum
kommerziell erhaltlichen TMT die Markierungseffizienz zu gering war. CIT-Reagenzien waren insofern
recht interessant fir bestimmte Anwendungen, da durch relativ einfache Syntheseschritte viele
verschiedene Isotopenvarianten fiir multiplexe Anwendungen hergestellt werden koénnten. Die
Konstruktion isobarer Markierungsreagenzien ist nicht trivial, da neben der Austauschbarkeit der
Isotopenatome in den Balance und Reporter Gruppen auch auf eine geeignete Gasphasen-

Fragmentierung fur die Bildung der Reporterionen im MS/MS-Modus geachtet werden muss. 8%

Obwohl das Multiplexen von bis zu zehn unterschiedlichen Proben auch mit TMT-10plex-Reagenzien

moglich gewesen ware, wurden in dieser Arbeit aus Kostengriinden die pull down Versuche nur mit

37



Ergebnisse und Diskussion

den TMT-Duplex-Reagenzien durchgefiihrt. So wurde in den Anwendungen der Methode auf die
Untersuchung moglicher spezifischer Binder von DNA-Modifikationen jeweils nur eine der
Modifikationen (mC, hmC, fC, caC und hmU) mit unmodifizierten Cytosin (C) bzw. Thymin (T)
verglichen. Bereits flinf verschiedene isobare Reagenzien wiirden ausreichen, um die Cytosinderivate
mC, hmC, fC und caC mit Cytosin in nur einem Ansatz zu vergleichen. Neben den bereits erwdhnten
technischen Vorteilen, wiirde enorm viel Messzeit am Massenspektrometer eingespart und
zusatzlich die Vergleichbarkeit der Proben gesteigert werden, da in diesem Fall, statt der vier Proben,
nur noch eine Probe zu messen wire und systematische Fehler bei der LC/MS-Messung

ausgeschlossen wiirden.

Ein Nachteil bei der Verwendung isobarer Markierungsreagenzien ist, dass diese, im Vergleich zur
SILAC-Methode, erst relativ spat im Arbeitsablauf eingefiihrt werden. Wahrend bei der SILAC-
Methode die pull down Versuche mit bereits markierten Proteinen durchgefiihrt wiirden und die
angereicherten Proteine direkt im Anschluss zusammengegeben wirden, werden die isobaren
Markierungen erst nach dem Verdau an den Peptiden eingefiihrt und diese dann im Anschluss
zusammengegeben. Jeglicher systematischer Fehler in der Praparation vor dem Mischen der zu
vergleichenden Proben kénnte sich unterschiedlich auf die Proteinmenge der verschiedenen Proben
und damit auch auf deren Verhaltnis zueinander auswirken. Durch das Ausfiuhren der Versuche mit

Kreuz-Markierungsexperimenten bzw. in Replikaten wurde versucht diesen Effekt zu berticksichtigen.

3.1.3 Studien zu den Inkubationsbedingungen

Mit der neu eingefiihrten relativen Quantifizierungsmethode des isobaren Markierens wurde nun
versucht, so viele Proteine wie moglich zu finden, die mit der modifizierten DNA spezifisch
wechselwirken. Dies kdnnen Proteine sein, die aufgrund einer bestimmten Modifikation oder
Sequenz entweder die DNA direkt erkennen und damit eine Art Enzym-Substrat-Komplex bilden oder
als Signalmolekil eine Bindung mit der DNA eingehen und weitere Proteine rekrutieren. In beiden
Fallen kann die Bindungskinetik nicht nur sehr unterschiedlich sein, sondern hdngt auch von
variablen Faktoren ab, vergleichbar mit der Enzymkinetik. Neben der Abhangigkeit von den
Konzentrationen der Proteine und der DNA, spielen Reaktionsbedingungen, wie Temperatur,
Salzkonzentration und pH-Wert eine Rolle. Die genaue Bestimmung der Zusammensetzung eines
Zelllysats ist meistens aus Materialmangel nicht méglich und hangt stark davon ab, in welchem
Zustand sich die Zellen zum Zeitpunkt der Lyse befinden. Jedoch ist von vielen Proteinen bzw.
Proteingruppen bekannt oder es kann abgeschatzt werden, ob diese haufig oder selten auftreten.
Dies kann zusatzlich durch Uberexpression oder Knockdown/-out beeinflusst werden. Da sich

Salzkonzentration, pH-Wert und Temperatur direkt auf die Konformation der Proteine und damit
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ihrer Funktion auswirken konnen, bleibt man hier moglichst im physiologischen Bereich des
verwendeten  Zellmaterials. Allerdings kann durch Anderung der Temperatur die
Reaktionsgeschwindigkeit bzw. Interaktionsdauer der Proteine im Experiment mehr oder weniger
angepasst werden.®! Mit den folgenden Experimenten wurde versucht ein Optimum zwischen
Inkubationsldange und —temperatur zu finden, um aus einer komplexen Proteinmischung moglichst
viele Proteine mit einem Crosslinker an die DNA kovalent binden zu kdénnen, ohne dabei
unspezifische Proteine so anzureichern, dass sie falschlicherweise als signifikant spezifisch auftreten.
Dazu wurden zunachst einige Testreihen mit Zellkernlysat von HEK-Zellen und caC-enthaltenden
DNA-Sonden sowie unmodifizierten Kontroll-Sonden durchgefiihrt. Der Gehalt von caC in der
genomischen DNA von HEK-Zellen liegt ohne Uberexpression von Tet2 unterhalb der

[62, 63]

Nachweisgrenze. Demnach wurde auch in dieser Testreihe zunachst keine spezifische

Anreicherung fir caC erwartet.

DNA-Sonde ohne modifiziertem Cytosin DNA-Sonde mit Carboxylcytosin (caC)

5’GCA TCC GGT CAX CGT XCC TTC GGA3’ -Bio 5’GCA TCC GGT CAX C GT XCC TTC GGA3’ -Bio
3’CGT AGG CCA GTA GCA AGG AAG CCT5’ 3’CGT AGG CCA GTA GecaCA AGG AAG CCT5’

1) Inkubation mit Zellkernlysat

2) Aktivierung des IU durch Belichtung und Crosslinking
3) Isolation der DNA und der gebundenen Proteine

4) Tryptischer Verdau der Proteine

Peptidmischungen der beiden pull down Anséatze

/\ Aufteilen der Proben /\

1) TMT-Markierung forward und reverse

2) Mischen der entsprechenden unterschiedlich
markierten Proben im Verhaltnis 1:1

3) MS- und MS2-Messung

Auswertung der Spektren

Nroed

e 1) Identifikation der Proteine
i S [ via Datenbankabgleich
RS 2) Quantifizierung tber

TMT-Reperterionen

L “ll l i \.

200 300 400 500 600 700 800
miz

Intensitat (107

Intensitat [10°]

Abbildung 12: Schematische Darstellung der DNA-Sonden und des Workflows. X=5-loduracil (IU) und Bio=Biotin-Tag. Das
genaue Schema der Probenmarkierung durch TMT-Reagenzien kann dem Methodenteil (Kapitel 5.7.9) entnommen
werden.

Die DNA-Sonden (siehe Abbildung 12) wurden unterschiedlich lange (15 — 30min) und bei
unterschiedlichen Temperaturen (0 °C, RT und 37 °C) zunachst im Dunkeln mit dem Zellkernlysat

inkubiert. Direkt im Anschluss daran wurden die Proben nochmals fur 30 Minuten auf Eis mit Licht
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der Wellenldnge 312 nm bestrahlt, um den Crosslinker 5-loduracil (IU) zu aktivieren und Proteine
kovalent an die DNA zu binden. Nach der Isolation der DNA-Sonden mithilfe des Biotin-Tags und mit
Streptavidin funktionalisierten magnetischen Partikel, der Reduktion, Alkylierung und dem
tryptischem Verdau der Proteine, wurden die Proben in einem sogenannten forward und reverse
Experiment mit TMT-Duplex-Reagenzien markiert. Daflir wurden die Proben aufgeteilt und je einmal
mit dem TMT'**-Reagenz und dem TMT'¥-Reagenz behandelt. Dann wurde die TMT**® markierte

127 markierten Probe

Probe aus dem pull down Versuch mit caC-enthaltender DNA-Sonde mit der TMT
aus dem pull down Versuch mit C enthaltender DNA-Sonde im Verhaltnis 1:1 gemischt. Genauso
wurde die TMT*?” markierte Probe aus dem pull down Versuch mit caC-enthaltender DNA-Sonde mit
der TMT**® markierten Probe aus dem pull down Versuch mit C enthaltender DNA-Sonde gemischt.
Durch dieses Verfahren wird einerseits eine Art technisches Replikat gemessen und zusatzlich dient
es der Uberpriifung, ob die zwei verschiedenen TMT-Reagenzien gleichmiRig mit den Peptiden
reagiert haben. Damit sollen systematische Quantifizierungs-Fehler ausgeschlossen werden. Auf

diese Weise lieRen sich die Ergebnisse nach der LC-MS Messung und der weiteren

Datenprozessierung auch sehr gut in einem Streudiagram darstellen (siehe Abbildung 13).

Quadrant | Quadrant Il
C-Binder o falsch Positive
[+]
o o 2 )
[+]
o oo
g %% f°°o
o Yo0q & O
O oo Og o, R
8 oo o ° o &
[+} Q o o
o
o [+]
Quadrant IV o caC-Binder
falsch positive Quadrant lll
C127lcac126

Abbildung 13: Darstellung quantitativer MS-Daten von Interaktionsstudien mit TMT-forward/reverse Markierung als
Streudiagramm. Die meisten Proteine (graue Kreise) sollten als nicht-spezifische DNA-Binder in beiden Proben
gleichermaBen angereichert sein und sich deshalb um den Ursprung des Koordinatensystems zentrieren. In Quadrant |
und Il befinden sich solche Proteine, die bevorzugt an den DNA-Sonden mit (Qlll) oder ohne (Ql) Cytosin-Modifikation
binden. In den beiden Quadranten Il und IV werden solche Proteine abgebildet, deren TMT-Verhiltnisse sich in den
forward und reverse Experiment nicht umkehren und somit falsch Positive darstellen.

Die von der Orbitrap XL erhaltenen Spektren wurden mit dem Programm Proteome Discoverer 1.4
prozessiert und die Ergebnisse in nachfolgenden Abbildungen dargestellt. Fiir weitere Datenanalysen
wurden die Proteinlisten exportiert und mit Excel weiter bearbeitet. Bei der Analyse der
Massenspektren mit dem Proteome Discoverer konnten fiir alle drei Versuchsbedingungen

ausreichend viele Proteine fir die Darstellung und Auswertung mit Hilfe der Streudiagramme
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identifiziert und quantifiziert werden. Eine Ubersicht dazu ist in Tabelle 5 und dem Venn Diagramm

aus Abbildung 14 gegeben.

Tabelle 5: Numerische Zusammenfassung zu den Ergebnissen der pull down Versuche aus HEK-Zellkernlysat mit caC-
haltigen DNA-Sonden unter drei verschiedenen Bedingungen.

Analyse

Identifiziert gesamt
forward (caC'*®)
reverse (caC'?")

fwd/rev Uberlappung

quantifiziert forward
quantifiziert reverse
quantifiziert fwd/rev

30 min, 0°C

15 min, 37 °C

Abbildung 14: Venn Diagramm zur Veranschaulichung der unterschiedlich hohen Anzahl an identifizierten und
quantifizierten Proteinen der pull down Versuche unter drei verschiedenen Bedingungen.

In allen Versuchsansatzen war die Markierungseffizienz ausreichend hoch, so dass 71% der unter
Bedingung 1 identifizierten Proteine, 91% der unter Bedingung 2 und 80% der unter Bedingung 3
identifizierten Proteine fiir Streudiagramme verwendet werden konnten. Anhand dieser kdnnen

deutliche Unterschiede in der Verteilung der Proteine festgestellt werden.
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[Fir caC angereichert:
ACTB ALDOA ARGLU1 DEK
EIF4A1 EIFSA ENO1 GAPDH
HNRNPC HNRNPD HSP90AB1
HSPA1A KRT1 LDHA LDHB MSN
MYH9 MYL6 NCL NPM1 OLA1
PHGDH PPIA RCC1 RFC1 RPL13
RPL23A RPL26L1 RPL27 RPS14
RPS20 RPS27A RPS7 RPS9
SERBP1 SNRPD1 SNRPN TAF1

ACTB ACTBL2 ACTR3 ANKRD32 APEX1
API5 BAI1 BAP1 BZW2 CETN2 CHAF1B
DDX198 DDX39B DDX3X DDXS DDX52
DHX9 DNMT1 DYNC1H1 EEF1B2
EEF1G EEF2 EIFSA ERH FEN1 FRMPD1
FUSIP1 GAPDH GCN1L1 GLYR1 H3F3B
HEATR1  HISTIH2AH  HIST1H2BN
HIST1H4A HMGB1 HMGB2
HNRNPA2B1 HNRNPA3 HNRNPAB
HNRNPDL HNRNPH1 HNRNPK
HNRNPR HNRNPU IK ILF3 ILK KHSRP
KRT1 KRT10 MYBBP1A NCL NTPCR
NUDT21 ORC3 PDIA6 PEAK1 PHF6
PHGDH PPIA PPP1CA PRC1 PRKDC
PRODH2 PRPF31 PRPS2 PYCR1 RBM39
RFC1 RFC2 RIF1 RPL10 RPL19 RPL23
RPL7 RPLPO RPS12 RPS16 RPS26
RPS3A RPS5 SMC3 SMG1 SNRNP200
SNRPE SRSF1 SRSF2 STAG2 SUB1
SYNCRIP TBL3 TUBA1C U2AF1 UBBP4
URB1 USP39 VIM XRCC6 ZNF814

Fir caC angereichert:

ABCF1 ACTB ANAPC1 ARID3B ATPSB
BAZ1A BMX CCT4 CCT6A CDK1 CDK2
CFAP20 CIRBP COL19A1 CPSF2
CSNK1A1 CSNK2A1 DAG1 DDX18
DDX21 DDX23 DDX5 DDXS5 DHX9
DKC1 DYNC1H1 EFTUD2 EIF2S3 EPRS
EXOC1 FLJ46347 FUBP1 GAR1 GLYR1
GRWD1 H2AF) HISTIH4A HLTF
HNRNPD HNRNPM HNRNPU HSPD1
KIF14 LDHA LIG3 LRWD1 MATR3
MKI67 MYBBP1A MYH1 MYH10 MYL6
NCBP1 NCL NOLC1 NOPS8 NSUNS
ORC2 ORC3 PARP1 PELP1 PPID PRKDC
PRPF8 RAN RBM25 RBM3 RBM39
RFC1 RFC2 RIF1 RPL10A RPL13 RPL1S
RPL17 RPL21 RPL23 RPL24 RPL3
RPL35 RPLPO RPS10 RPS13 RPS1S
RPS18 RPS2 RPS24 RPS25 RPS3 RRP1B
SF3B1 SF3B3 SND1 SNRNP200 SRBD1
SRPS4 SRSF2 SSRP1 SUB1 SUPT16H
TAF2 THOC2 TIA1 TOP2A TOP2B
TRIP12 TTN U2AF1 U2AF2 U2SURP
UBTF USP48 WRN XRCC1 YARS2
INF227

Abbildung 15: Streudiagramme zu den pull down Versuchen mit Inkubationszeiten im Dunkeln von (A) 30 min bei 0 °C,
(B) 15 min bei RT und (C) 15 min bei 37 °C. Die jeweiligen Verhiltnisse der TMT-Reporterionen Intensititen der forward
und reverse Experimente wurden auf einer logarithmischen Skala so aufgetragen, dass sich die fiir caC angereicherten
Proteine jeweils im Quadranten unten rechts befinden.
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Unter der Bedingung 1 (Abbildung 15A) wurden insgesamt nur sehr wenige Proteine an den DNA-
Sonden angereichert. Dies kénnte daran liegen, dass die Aktivitat der Proteine bei der niedrigen
Temperatur zu eingeschrankt ist, um in dem gegebenen Zeitrahmen mit der DNA in Interaktion zu
treten. Eine Anhaufung von Proteinen um den Ursprung im Streudiagramm ist nicht zu erkennen,
somit kann keine Aussage Uber signifikant angereicherte Proteine getroffen werden. Insgesamt

scheint Bedingung 1 nicht geeignet flr die pull down Studien.

Im Gegensatz dazu wurden unter den Bedingungen 2 (Abbildung 15B) und 3 (Abbildung 15C) sehr
viele Proteine angereichert, die im jeweiligen Diagramm, wie erwartet, um den Ursprung liegen.
Unter Bedingung 3 wurden zwar mehr Proteine identifiziert und quantifiziert als unter Bedingung 2,
allerdings wurden diese mit weniger Peptiden als unter Bedingung 2 identifiziert. D.h. es wurde unter
Bedingung 2 eine bessere Sequenzabdeckung und Datenqualitat als unter Bedingung 3 erreicht. Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass bei 37 °C die Aktivitdt der Proteine so hoch ist, dass der
Austausch von Proteinen an der DNA schneller von Statten geht als bei Raumtemperatur. Dadurch
konnten Enzyme wie z.B. Dnmtl (wurde unter Bedingung 2 fir caC angereichert) sozusagen
,verpasst werden und die Signifikanz der identifizierten Proteine wiirde herabgesetzt.
Interessanterweise wurden unter Bedingung 2 auch mehr Histon-Proteine angereichert als unter
Bedingung 3. Diese Ergebnisse fihrten zu der Entscheidung, dass alle weiteren Inkubationen bei pull

down Versuchen unter Raumtemperatur durchgefiihrt wurden.

3.1.4 Einfiihrung eines spaltbaren Crosslinkers

Der Einsatz von pull down Experimenten ist eine weit verbreitete Methode zur Untersuchung von
DNA-Proteininteraktionen, da keine aufgereinigte Proteine bendtigt werden, niedrig abundante
Proteine selbst aus Zelllysaten und dadurch auch ganze Proteinkomplexe angereichert werden
kénnen und sie sowohl mit Immunoblotting als auch Massenspektrometrie kompatibel ist. Zu den
Nachteilen zdhlen die Beschrdankung auf in vitro Studien und das mogliche Auftreten signifikanter
aber unspezifischer Bindungen, wodurch oft eine Validierung durch weitere Nachweismethoden, wie
Chromatin Immunoprazipitions-Assays mit anschlieRendem Next Generation Sequencing (ChlP-seq.),
Footprinting-Assays oder EMSAs, notwendig wird. Die meisten dieser Methoden sind jedoch auf
hochspezifische Antikorper oder speziell aufgereinigte Proteine angewiesen und eignen sich daher
nicht fiir Proteom-weite Untersuchungen. Eine moglichst konkrete Auswahl an in Frage kommender
Validierungskandidaten ware deshalb hochst interessant. In Affinitdts-basierten pull down Studien
kénnen allerdings keine direkten von indirekten spezifischen Bindern unterschieden werden, womit
die Chancen auf ein erfolgreiches Validieren nur bedingt verbessert werden. Durch den Einsatz von

bewdhrten Crosslinkern wie loduracil (IU) kann zwar die Auswahl fir Validierungskandidaten
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erheblich eingegrenzt werden, man verliert aber gleichzeitig die Information lber gegebenenfalls
indirekt beteiligte Proteine und Proteinkomplexe.”se] Die photoaktivierte Reaktion von loduracil (1U)
flihrt zu einer kovalenten Bindung zwischen DNA-Sonde und Proteinen.™ Nach dem Verdau der
gebundenen Proteine liegen diese als Peptide vor, welche dann massenspektrometrisch analysiert
und via Datenbankabgleich dem urspriinglichen Protein zugeordnet werden kénnen. Dies gilt fir alle
Peptide bis auf jenes, welches kovalent an die DNA gebunden wurde. Da IU sehr unspezifisch mit den
Peptiden reagiert und nicht klar ist, ob und welche DNA-Reste nach der lonisierung und
Fragmentierung im Massenspektrometer noch vorhanden sind, ist eine Identifikation solcher Peptide
mit derzeit gegebener Soft- und Hardware nicht moglich. Eine Folge davon ist, dass die
Sequenzabdeckung eines identifizierten Proteins bei der Auswertung herabgesetzt und die

Datenqualitat vermindert wird.

Aus diesem Grund wurde entschieden, DNA-Sonden mit einem anderen Crosslinker zu verwenden.
Dieser sollte spezifisch mit einer bestimmten Aminosaure reagieren und von der DNA abspaltbar
sein, damit ein Rest mit definierter Masse am Peptid zuriick bleibt. Dadurch kann nicht nur die
Datenqualitidt aufrechterhalten werden, sondern auch eine weitere aufschlussreiche Information
gewonnen werden. Durch die Markierung konnen namlich Proteine mit direktem Kontakt zur DNA
von solchen Proteinen unterschieden werden, die indirekt, beispielsweise iber Proteinkomplexe, an
der DNA-Sonde angereichert wurden. Die Wahl fiel auf den Azid-PEG3-S-S-NHS Ester (C;gH;9N505S;).
Der NHS Ester reagiert vorzugsweise mit den Lysinen der Peptide und die Disulfidbindung ist leicht

durch Reduktion zu spalten (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Click-Reaktion, des Crosslinkens und der Crosslinker-Spaltung.

Die Einflihrung eines solchen DNA-Protein Crosslinkers an der DNA-Sonde gelang Barbara
Steigenberger mithilfe der Click-Reaktion. Hierfir wurden entsprechende DNA-Einzelstrdange
synthetisiert, hybridisiert und die Click-Reaktion am Doppelstrang durchgefiihrt. Die Einfihrung des
Crosslinkers musste post-synthetisch am Doppelstrang durchgefiihrt werden, da eine HPLC-
Aufreinigung wegen der Hydrolyseempfindlichkeit des NHS-Esters danach nicht mehr moglich ist.
AnschlieBend wurde die DNA-Sonde gefdllt und mit EtOH gewaschen, um unreagierten Linker
abzutrennen. Abbildung 17 zeigt die Ubereinander gelegten MALDI-Spektren der DNA-Sonde vor und
nach der Click-Reaktion. Man kann eine deutliche Massenverdnderung um das Molekulargewicht des
Linkers erkennen. Die starke Verbreiterung des Signals kommt dadurch zustande, dass auf Grund der

Hydrolyseempfindlichkeit des Esters auf eine Entsalzung nach der Click-Reaktion verzichtet wurde.
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Abbildung 17: MALDI-Spektrum eines DNA-Oligomers vor (schwarz) und nach (rot) der Click-Reaktion mit dem
Crosslinker. Die starke Verbreiterung des Signals nach der Click-Reaktion kommt dadurch zustande, dass auf Grund der
Hydrolyseempfindlichkeit des Esters auf eine Entsalzung verzichtet wurde.

Dieser Crosslinker wurde in mehreren Experimenten zur Untersuchung verschiedener biologischer
Fragestellungen eingesetzt (siehe folgende Kapitel). Dabei konnten viele Peptide identifiziert werden,
die mit dem Crosslinker markiert wurden. Abbildung 18 zeigt ein exemplarisches Fragmentspektrum
eines Histon H1-Peptids aus einem dieser Versuche. Darin sind die b- und y-lonenserien des
identifizierten Peptids und deren Massendifferenzen angegeben, anhand derer auf die
Peptidsequenz riickgeschlossen werden kann. Das Lysin an Position 6 des Peptids SVAFKKTK weist

demnach eine um die Masse des Crosslinkers erhohte Massendifferenz auf.
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Abbildung 18: Reprdsentatives Fragmentspektrum eines Peptids mit Crosslinker-Rest. Das Spektrum stammt aus der
Analyse eines pull down mit hmC- und Crosslinker-haltiger DNA-Sonden aus Retinagewebe 21 Tage alter Maduse (vgl.
Kapitel 3.2.2). Angegeben sind die b- (rot) und y- (blau) lonenserien des identifizierten Peptids und deren
Massendifferenzen. Die Tabelle oben rechts gibt die berechneten (schwarz) und gefundenen (rot bzw. blau)
Massendifferenzen des Histon H1-Peptids mit der Aminosdauresequenz SVAFKKTK wieder. Angereicherte Proteine
wurden mit TMT quantifiziert. Der Kasten links oben zeigt das Spektrum der TMT-Reporterionen.
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Ein Punkt der in dieser Arbeit noch nicht aufgeklart werden konnte, ist inwiefern der NHS-Ester des
verwendeten Crosslinkers daflir geeignet ist, spezifische Binder mit der DNA kovalent zu verlinken.
Denn im Gegensatz zum photoaktivierbaren 5-loduracils (IU) reagiert der NHS-Ester sofort mit
primdren Aminen und ist zudem bei héheren pH-Werten als 8,3 hydrolyseempfindIich.[187] Dies
koénnte dazu fiihren, dass der Ester in wassriger Losung zu schnell abreagiert oder vermehrt auch mit
nicht spezifisch wechselwirkenden Proteinen reagiert. Um dieses Problem zu umgehen, wurde von
Barbara Steigenberger ein Crosslinker synthetisiert, der statt dem NHS-Ester eine photoaktivierbare
Diaziridin-Gruppe besitzt. Erste Versuche mit diesem photoaktivierbaren Crosslinker (Daten nicht
gezeigt), zeigten bereits, dass auch damit Proteine an die DNA gebunden werden kénnen und diese
nach Spaltung des Linkers massenspektrometrisch identifizierbar sind. Allerdings verlauft die
Reaktion der Diaziridin-Gruppe Uber ein hochreaktives Carbeniumion, das tiber Additionsreaktionen
mit jeder Aminosdurenseitenkette oder dem Riickgrat eines Peptids innerhalb der Crosslinkerlange
reagieren kann."'®! Ahnlich wie bei IU, erhéht sich damit erheblich die Anzahl an méglichen
Addukten, die bei einem Datenbankabgleich berticksichtigt werden missen, um solche Peptide zu
identifizieren, die mit dem Crosslinker markiert wurden. Jedoch erhoht jede eingegebene
Modifikation die Anzahl an moglichen theoretischen Spektren fiir ein Peptid. Damit steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass ein aufgenommenes Spektrum mit einem falschen theoretischen Spektrum
Ubereinstimmt und als falsch positives Peptid identifiziert wird. Dies zeigte sich unter anderem darin,
dass trotz einer anfanglich falsch berechneten Crosslinker-Masse (vgl. Abschnitt 3.2.1) relativ viele
Peptide mit der Modifikation gefunden werden konnten. Ein direkter Vergleich der unterschiedlichen
Crosslinker (NHS-Ester, IU und Diaziridin) in der Anwendung mit einem Gemisch aus nur wenigen
Proteinen, von denen bekannt ist, inwiefern sie mit der DNA wechselwirken, kénnte hier Aufschluss
Uber die tatsachliche Auswirkung der unterschiedlichen Reaktionsmechanismen und deren jeweilige

Vor- und Nachteile geben.

47



Ergebnisse und Diskussion

3.2 Anwendung der Methode

3.2.1 Crosslinking-Interaktionsstudie mit 5-Hydroxymethyluracil in murinen

Stammazellen

Nachdem die Rahmenbedingungen getestet und evaluiert wurden, sollte im ndchsten Schritt die
Methode auf eine konkrete wissenschaftliche Frage hin angewandt werden. Eine Moglichkeit dazu
bot sich, nachdem vor kurzem gezeigt werden konnte, dass Tet Enzyme nicht nur die epigenetisch
wichtige DNA Base mC schrittweise zu hmC, fC und caC oxidieren kénnen, sondern auch Thymin zu
hmU. In murinen Stammzellen resultieren dadurch vergleichbar hohe Level an hmU wie an caC in der
DNA. Da bereits fir caC Uber eine mogliche Rolle bei der aktiven Demethylierung diskutiert wird,
kénnte auch hmU eine derartige epigenetische Funktion besitzen. Um hier einen ersten Einblick in
potentielle biologische Funktionen des hmU erhalten zu kdnnen, wurden pull down Experimente aus
Zellkernextrakten muriner Stammzellen (mESCs) durchgefiihrt. In vorherigen SILAC- bzw. LFQ-
basierten Studien mit mC, hmC, fC und caC enthaltenden Oligonukleotiden wurde eine hohe Anzahl
an spezifisch bindenden Proteine beobachtet, was darauf schlieRen lasst, dass die neuen Basen eine
Vielzahl an unterschiedlichen Prozessen beeinflussen.®® ¢! Mit dem in dieser Arbeit entwickeltem
TMT- und Crosslinker-basierten Versuchsansatz sollten nun auch bindende Proteine identifiziert
werden und direkte von indirekten bzw. sekundaren Bindern unterscheidbar gemacht werden (siehe

Abbildung 19).

Der Versuch wurde mit den unterschiedlichen Basenpaaren hmU:A, hmU:G und hmC:G durchgefiihrt.
Als Referenzproben dienten DNA-Sonden mit den Basenpaaren T:A und C:G. Zusatzlich wurden die
Experimente mit den hmU:A und T:A enthaltenden DNA-Sonden wiederholt, aber mit einer
alternativen Basensequenz der Oligomere, um die Abhangigkeit von der Sequenz zu Uberprifen. Flr
die relative Quantifizierung wurde TMT verwendet, wobei die Proben und Kontrollen jeweils einmal
mit dem leichten und einmal mit dem schweren Tag markiert wurden, so dass jedes Experiment als
forward und reverse gemessen und in einem Streudiagramm dargestellt werden konnte. Nur
entsprechende Proteine, die sowohl im forward als auch im reverse Experiment relativ zum
jeweiligen Kontrollstrang als angereichert quantifiziert wurden, wurden als spezifische hmU bzw.
hmC Binder betrachtet. Zudem wurden alle Proteine, die mit wenigstens einem Crosslinker-Rest

enthaltendem Peptid identifiziert werden konnten, markiert. Diese gelten als direkte Binder.
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1. Hybridisierung
3'-AGGCTTCCTTYCZACTGGCCTACG- Biotin -5' 2."Click"
3. Inkubation 5'—TCCGAAG&HAQ;(GATGACCGGATGC—?

3'-AGGCTTCCTT EEACTGGCCTACG— Biotin -5'

1.Waschen

2. Reduktives Spalten N‘
0 desLinkers Unsperzifische Binder
. " il | ° Markierte (direkte) und unmarkierte (indirekte) spezifische Binder

Z= N— X= N—" oder N— l

LC-MS Analyse

Abbildung 19: Zusammenfassung zum Versuchsansatz der pull down Experimente mit Crosslinker. Nach der
Hybridisierung entsprechender DNA-Oligomere wurde der Crosslinker via Click-Reaktion eingefiihrt. AnschlieBend wurde
die fertige DNA-Sonde mit dem Zellkernlysat aus mESCs inkubiert, wobei der NHS-Ester des Crosslinkers mit raumlich
nahen Proteinen reagiert. Durch mehrmaliges Waschen wurden unspezifische Binder (schwarz) abgetrennt. Im Zuge der
weiteren Probenprdparation wurde der Crosslinker reduktiv gespalten. Sowohl direkt (rot) als auch indirekt (blau)
gebundene Proteine wurden isoliert und mittels LC-MS analysiert.

Die erste Auswertung der Daten wurde mit dem Programm Proteome Discoverer 1.1 durchgefiihrt
und 2014 publiziert.” Da zwischenzeitlich eine neuere Version des Programmes verfigbar war
(Proteome Discoverer 1.4), die einen neuen Suchalgorithmus verwendet (SequestHT®), wurde die
Auswertung der Rohdaten fiir diese Arbeit komplett wiederholt. Die aktuellen Ergebnisse sind nun im

Folgenden dargestellt.

Die Streudiagramme (Abbildungen 20, 22, 24 und 27) wurden so erstellt, dass sich die, fir das
jeweilige Cytosin-Derivat (hmU oder hmC), angereicherten Proteine im Quadranten unten rechts (Q
lll) befinden. Der Quadrant oben links (Q I) zeigt dementsprechend Proteine, die an der jeweiligen
Kontroll-DNA-Sonde (T oder C) angereichert wurden. In den Quadranten oben rechts (Q Il) und unten
links (Q 1V) befinden sich Proteine, die nicht eindeutig quantifiziert wurden, d.h. sowohl im forward

als auch im reverse Experiment ein TMT-Verhaéltnis groRer bzw. kleiner als 1 aufweisen.

In den zugehorigen Tabellen sind alle Proteine aus den Quadranten Il inklusive der jeweiligen TMT-
Verhaltnisse aufgelistet, getrennt danach, ob sie mit (rot) oder ohne (grau) Crosslinker identifiziert
wurden. Fir die GO-(Gene Ontology) Analysen wurden jeweils alle Proteine der Quadranten Il

verwendet.
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Abbildung 20: Streudiagramm zu den Ergebnissen des pull down Versuch mit den Basenpaaren hmU:A im Vergleich zu
T:A. Alle identifizierten Proteine, die mit dem Crosslinker markiert wurden sind als rote Rauten dargestellt. Der Kasten
oben links zeigt einen Ausschnitt des Streudiagrams ohne den einzelnen unspezifischen Binder ganz rechts im Diagramm.
Hierin wurde auf die rote Markierung der Crosslinker-markierten unspezifischen Binder verzichtet.

Tabelle 6: Fiir hmU angereicherte Proteine aus dem pull down Versuch mit den Basenpaaren hmU:A im Vergleich zu T:A
mit ihren jeweiligen TMT-Verhdltnissen (Streudiagramm Abbildung 20). Proteine, die den GO-Termen aus Abbildung 21
zugeordnet wurden, sind fett hervorgehoben.

Mit Crosslinker

Ohne Crosslinker

126 126 126 126 126 126 126 126
Gen Name .T_{?yu / Emlﬁm Gen Name :gu / ;mL/Jm Gen Name $E7U / Emlﬁm Gen Name .T.{gu / ;mL/Jm
Adnp2 1,231 0,526 2210010C04Rik 1,002 0,906 Gltscr2 1,059 0,846 Phtf2 1,063 0,945
Ankrd17 1,170 0,889 Actrt3 1,012 0,755 Gm2663 1,083 0,916 Pik3c2g 1,145 0,742
C2cd2 1,015 0,967 Adam12 1,307 0,776 Gm3371 1,116 0,776 Pls1 1,239 0,873
Camka 1,094 0,893 Adcy9 1,214 0,733 Gma4781 1,032 0,831 Prkgl 1,008 0,997
Ccdc110 1,553 0,752 Adh6a 1,952 0,505 Gm7964 1,021 0,978 Ptprd 1,264 0,687
Cep104 1,132 0,804 Adrbk2 1,058 0,702 Gm8369 1,345 0,904 Rad51apl 1,069 0,798
Chda 1,012 0,741 Aff1 1,307 0,776 Got2 1,765 0,574 Rpl19 1,364 0,684
Dkkl1 1,446 0,693 Akap13 1,165 0,896 Gprog 1,269 0,785 Scaf4 1,064 0,865
Dnah7b 1,186 0,711 Ankrd26 1,024 0,909 Grml 1,092 0,848 Scg5 1,084 0,982
Dnaja4 1,216 0,711 Arpp19 1,017 0,858 H2afz 1,161 0,740 Scml2 1,128 0,732
Dysf 1,335 0,613 Asicl 1,135 0,722 H3f3a 1,065 0,748 Sct 1,307 0,776
Fam178a 1,471 0,905 Atp5al 1,067 0,964 Heatr5b 1,010 0,711 Sdr16c6 1,080 0,921
Fgfbpl 1,051 0,931 Atp9b 1,258 0,816 Helz2 1,074 0,975 Sec3la 1,067 0,549
Gm15737 1,515 0,920 Atpifl 1,128 0,780 Hes2 1,096 0,988 Sept9 1,363 0,689
Hspd1 1,217 0,970 Atrx 1,181 0,985 Hhipl2 1,030 0,765 Setbpl 1,286 0,898
Lrrc8c 1,124 0,770 Bacel 1,269 0,785 Hist1h2bb 1,035 0,917 Sh3d21 1,307 0,776
Lrrecl 1,159 0,460 Bag5 1,328 0,814 Histlh2bm 1,028 0,917 Slc35a1 1,083 0,804
Malt1 1,076 0,767 Bmil 1,083 0,886 Hist1hda 1,052 0,865 Sixdip 1,033 0,684
Med23 1,363 0,702 Brinp2 1,363 0,689 Hist2h2ac 1,269 0,827 Smpd3 1,141 0,830
Mrpl17 1,334 0,573 Cachd1 1,260 0,879 Hivep3 1,047 0,909 Smpx 1,108 0,970
Mrpl3 1,040 0,867 Cdk1 1,244 0,674 Hydin 1,010 0,685 Snrpd2 1,199 0,689
Nlrp10 1,173 0,853 Cdki3 1,017 0,956 Igcal 1,010 0,968 Spirel 1,090 0,666
Nlrp4b 1,161 0,763 Cds2 1,014 0,845 Kif26b 1,269 0,875 Sqrdl 1,223 0,689
Nostrin 1,046 0,715 Cfap58 1,108 0,976 Krtl 1,241 0,993 Srgap2 1,089 0,718
Nr4a3 1,184 0,722 Clk1 1,078 0,959 Krt6b 1,241 0,865 Srsfa 1,281 0,853
Ppl 1,137 0,968 Col19al 1,364 0,684 Larpl 1,161 0,881 Ssh1 1,046 0,845
Proc 1,186 0,639 Col7al 1,333 0,955 Lrrc7 1,363 0,689 Stk32a 1,010 0,930
Prpf8 1,396 0,654 Dbr1 1,244 0,787 Lrrc74b 1,194 0,912 Tenm3 1,181 0,968
Rbl2 1,186 0,593 Dgkk 1,186 0,886 Maged2 1,269 0,877 Tmpo 1,186 0,906
Rrplb 1,522 0,650 Dmrtc2 1,202 0,835 Map3k9 1,140 0,974 Top2b 1,186 0,997
Spatal 1,132 0,496 Elmol 1,022 0,988 Mob2 1,103 0,844 Tpml 1,222 0,822
Suv39h1l 1,492 0,603 Eme2 1,107 0,927 Mov10I1 1,046 0,701 Trio 1,307 0,776
Thcld30 1,212 0,743 Ephb3 1,269 0,807 Mylk 1,069 0,822 Ube3a 1,141 0,830
Tchp 1,152 0,761 Ern2 1,071 0,999 Myo9a 1,046 0,785 Ubn1 1,050 0,961
Ttc37 1,152 0,817 Evpl 1,193 0,951 Naca 1,052 0,901 C5orf42 1,013 0,802
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Fortsetzung Tabelle 6: Fiir hmU angereicherte Proteine aus dem pull down Versuch mit den Basenpaaren hmU:A im
Vergleich zu T:A mit ihren jeweiligen TMT-Verhiltnissen (Streudiagramm Abbildung 20). Proteine, die den GO-Termen
aus Abbildung 21 zugeordnet wurden, sind fett hervorgehoben.

Mit Crosslinker Ohne Crosslinker
thlZS/ T126 thlZG/ TIZG/ thlZS/ TlZS/ thlZS/ T126/
Gen Name Gen Name Gen Name Gen Name
TlZ7 th127 T127 thlZ7 T127 thlZ7 TIZ7 th127
Ttn 1,041 0,918 Fam169a 1,058 0,922 Nek4 1,118 0,916 Usol 1,114 0,841
Ush2A 1,116 0,868 Fam227b 1,307 0,785 Nfrkb 1,244 0,771 Uvssa 1,307 0,776
Utp14b 1,205 0,827 Fam&3b 1,041 0,767 Nol9 1,045 0,659 Vwa9 1,118 0,821
Zccheb 1,159 0,786 Fgfrd 1,197 0,689 Nxpe5 1,197 0,758 Wac 1,074 0,889
Znf770 1,063 0,711 Gap43 1,245 0,853 0Ifr1066 1,096 0,942 Zcche9 1,269 0,971
Gars 1,046 0,715 0lfr1349 1,020 0,911 2fp689 1,307 0,776
Gas2l2 1,269 0,550 Pfkp 1,647 0,711 Znf653 1,116 0,639
Gdap1l1l 1,034 0,919 Phf20I1 1,038 0,992
GO-Term biologische Funktion Anzahl Proteine
Verpacken der DNA | 9 ‘
Chromosomenorganisation | 16 ‘
DNA-replikations-unabhéngiger Nukleosomenaufbau | 3 ‘
Chromosomenkondensation | 3 ‘
Genexpression | 49 ‘
Chromatinorganisation | 11 ‘
Phosphorylierung | 24 ‘
Histon H3K9 Dimethylierung | 2 ‘
Zelluldre Antwort auf DNA-Schaden Stimulus | 10 ‘
10° 10 107 103 10* 10°
log p-Wert

Abbildung 21: Ausschnitt einer DAVID-GO-Term Analyse der fiir hmU:A angereicherten Proteine. Neben den p-Werten ist
auch die Anzahl der Proteine angegeben, die unter dem jeweiligen GO-Term stehen.

Insgesamt wurden 340 Proteine in den Quadranten Q-l (fir T) und Q-ll (fir hmU) angereichert. Davon
waren 72 Proteine mit dem Crosslinker markiert. Allein fiir hmU wurden 168 Proteine angereichert,
wovon 32 Proteine mit dem Crosslinker markiert waren (vgl. Tabelle 6). Die GO-Analyse (Abbildung
21) zeigte, dass 49 der 168 spezifisch hmU-bindenden Proteine an der Genexpression und 16
Proteine an der Chromosomenorganisation beteiligt sind. Darunter befinden sich
Transkriptionsfaktoren wie Dmrtc2 (doublesex and mab-3 related transcription factor like family C2),
Phtf2 (putative homeodomain transcription factor 2) und Helz2 (helicase with zinc finger 2,
transkriptioneller Coaktivator) als auch Zinkfingerproteine wie Zfp689, Zcchc6 und Zcchc9. Dmrtc2
sowie Suv39h1 (suppressor of variegation 3-9 homolog 1) sind Proteine, die an der Methylierung von
Histon H3K9 beteiligt sind. Es wurden auch einige H2A (H2afz, Hist2h2ac), H2B (Histlh2bb,
Histlh2bm), H3 (H3f3a) und H4 (Histlh4a) Histonproteine unter den spezifischen Bindern entdeckt.
Dariiber hinaus wurde das Chromodomain Helikase DNA bindende Proteine Chd4 unter den direkten
hmU Bindern gefunden, welches ein Chromatin Remodeling Faktor ist und die Polymerase | und Il

Transkription reguliert.
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Abbildung 22: Streudiagramm zu den Ergebnissen des pull down Versuch mit den Basenpaaren hmU:G im Vergleich zu
C:G. Alle identifizierten Proteine, die mit dem Crosslinker markiert wurden sind als rote Rauten dargestellt.

Tabelle 7: Fir hmU angereicherte Proteine aus dem pull down Versuch mit den Basenpaaren hmU:G im Vergleich zu C:G
mit ihren jeweiligen TMT-Verhidltnissen (Streudiagramm Abbildung 22). Proteine, die den GO-Termen aus Abbildung 23
zugeordnet wurden, sind fett hervorgehoben.

Mit Crosslinker

Ohne Crosslinker

126 126 26 7% 76 7% 176 7%
Gen Name 2?217[) / EmL/Jm Gen Name 2?;7U / Em6127 Gen Name 2?217U / EmL/Jm Gen Name 2?217[) / Em6127
Abl2 0,541 1,962 4933411G06Rik 0,599 1,200 Kif4 0,608 2,660 Vps4b 0,769 3,630
Affa 0,727 1,078 A430033K04Rik 0,945 1,073 KIhI38 0,533 2,094 Vps51 0,541 2,437
Ahctfl 0,533 1,991 Abcb4 0,581 1,830 Kmt2b 0,616 2,896 Wasf3 0,527 1,111
Aox1 0,812 2,033 Acad9 0,584 2,641 Limal 0,564 1,406 Xpc 0,451 1,258
Aplgl 0,608 2,651 Acinl 0,838 1,218 Lrpprec 0,110 7,628 Xpnpepl 0,897 1,148
Apex1 0,365 2,081 Acotll 0,382 2,093 Lrrig3 0,595 1,086 Zbtb17 0,156 1,853
Apob 0,532 1,993 Acot12 0,482 1,435 Lztrl 0,616 2,896 Zc3h7b 0,616 2,651
Armc3 0,331 2,911 Adamtsl1 0,748 1,228 Lzts2 0,616 3,194 Zc3havll 0,616 2,625
Atp13al 0,641 2,896 Adck2 0,600 2,651 Map3k14 0,359 1,443 Zfyvelb 0,584 2,651
BC094916 0,541 2,238 Adrbk2 0,592 2,641 Map4ak2 0,525 2,043 Zmyménb 0,928 1,053
Bestl 0,293 1,032 Agap1 0,574 1,227 Map7 0,796 1,185 Zmynd11 0,184 6,931
Bhlhe40 0,988 1,287 Alpk3 0,192 1,046 Mark3 0,592 1,473 Znf516 0,682 1,912
c7 0,822 2,994 Ankdd1b 0,736 1,187 Mdc1 0,284 1,574 Znf541 0,978 1,358
Ccdc113 0,852 1,381 Ankrd63 0,592 2,651 Mfhasl 0,344 4,395

Cfap44 0,935 2,223 Anp32c 0,380 2,189 Mgat4c 0,845 1,232

Chd2 0,411 1,313 Apba2 0,564 1,078 Mocs1 0,533 2,094

Chd8 0,886 1,534 Arhgap15 0,598 1,474 Mrps15 0,270 1,895

Chmp5 0,286 2,158 Arhgap6 0,576 1,400 Mtfr2 0,600 2,726

Clip1 0,993 1,023 Arhgef10l 0,608 2,651 Mylk 0,608 2,726

Clip2 0,871 2,239 Atic 0,351 1,572 Myo16 0,159 3,076

Cpsfl 0,533 2,110 Atp10a 0,708 1,068 Myo18a 0,795 1,342

Csdel 0,600 2,651 Atrip 0,359 1,888 Myo7b 0,174 1,418

Dak 0,616 3,194 Bazlb 0,527 1,748 Mzb1 0,634 1,196

Dclrela 0,847 1,257 Cacnald 0,921 2,083 Nacad 0,616 2,641

Depdclb 0,328 2,088 Cadps2 0,641 2,651 Nalcn 0,533 2,094

Dnajal 0,917 1,050 Card1l 0,670 1,740 Nap1l1 0,532 2,043

Dnmt3a 0,616 2,651 Card6 0,164 4,395 Nat10 0,667 2,338

Dscam 0,608 2,896 Cbr1 0,815 2,239 Navl 0,495 2,026

Dynclhl 0,686 3,026 Cc2dla 0,578 1,899 Ndufa2 0,592 2,651

Efcab3 0,570 1,239 Cdadc1 0,937 1,299 Nirc5 0,669 2,625

Efhc2 0,577 1,802 Cep104 0,698 1,784 Npffrl 0,533 2,094

Eftud1 0,581 1,802 Cep290 0,342 2,095 Nub1 0,592 2,651

Egfl6 0,361 1,858 Chdil 0,600 2,803 Nucks1 0,667 1,205

Eif2s3y 0,540 1,441 Chd3 0,700 1,599 Olfr132 0,877 1,196

Eifag3 0,533 2,094 Chd5 0,328 2,100 Olfr1387 0,569 2,752

Epha6 0,534 2,102 Clen5 0,592 2,651 Olfr509 0,634 2,012

Ephb3 0,533 2,043 Cops4 0,813 1,514 Olfr514 0,715 2,100

Gldc 0,548 1,993 Coqg6 0,224 4,948 Pafah2 0,982 1,072
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Fortsetzung Tabelle 7: Fiir hmU angereicherte Proteine aus dem pull down Versuch mit den Basenpaaren hmU:G im
Vergleich zu C:G mit ihren jeweiligen TMT-Verhéltnissen (Streudiagramm Abbildung 22). Proteine, die den GO-Termen
aus Abbildung 23 zugeordnet wurden, sind fett hervorgehoben.

Mit Crosslinker Ohne Crosslinker
126 126 126 126 126 126 126 126
Gen Name 22‘2}’ / Emum Gen Name 2?217U / EmUm Gen Name 22’;“ / Em6127 Gen Name 2?;}] / EmL/Jm
Gm382 0,506 1,811 Ctgf 0,605 1,681 Pald1 0,328 2,101
Gondl 0,405 2,894 Cttnbp2 0,532 2,110 Pan2 0,552 1,750
Grin2b 0,862 1,097 Cxxcl 0,616 3,194 Pcdh15 0,532 2,094
H1f0 0,113 4,215 Cyp4fao 0,395 1,108 Pex12 0,671 2,157
Hand1 0,349 1,974 D8Ertd82e 0,856 1,169 Pgam5 0,641 3,194
Histlhla 0,567 1,892 Daxx 0,488 1,535 Phf19 0,533 2,102
Histlh1lb 0,494 1,924 Ddhd1 0,359 1,443 Pinx1 0,707 1,068
Hspala 0,592 2,726 Ddx23 0,181 4,304 Pkdrej 0,655 1,527
Hydin 0,533 1,990 Ddx4 0,588 1,730 Pla2g4c 0,594 4,178
Icel 0,667 1,359 Ddx46 0,470 1,551 Pnmal2 0,299 1,764
Ikbke 0,616 2,896 Defb23 0,230 3,217 Polq 0,904 1,260
Ints6 0,362 1,575 Digd 0,829 1,632 Polr3b 0,674 1,358
Ints7 0,591 2,457 Dnah7b 0,810 1,167 Ppie 0,650 1,825
Kiaa0922 0,496 1,682 Dppa5a 0,516 1,441 Ppmil 0,086 5,511
Kif2a 0,052 11,094 Dst 0,591 1,924 Ppp1ri2b 0,600 2,651
Mageel 0,996 2,125 Eifag2 0,325 2,024 Ppp4rd 0,506 1,924
Mecp2 0,356 1,635 Elp3 0,480 1,066 Prpf3 0,433 1,301
Mki67 0,896 1,043 Enpp2 0,183 2,267 Prpfab 0,734 1,381
Morc2a 0,218 2,649 Entpd4 0,506 1,861 Prss57 0,584 2,803
Mtif3 0,292 2,158 Epg5 0,236 2,238 Psd 0,930 1,466
Mtmr10 0,293 1,682 Esfl 0,581 1,830 Psmc2 0,826 1,375
Mypn 0,584 2,641 Etsl 0,168 1,684 Rabl6 0,404 2,871
Ndst1 0,658 2,460 Fam189a2 0,605 2,806 Rad51ap1 0,599 1,175
Nisch 0,585 1,811 Fam32a 0,605 1,589 Rapgef4 0,900 1,058
Nirc4 0,595 1,856 Farsh 0,864 1,191 Rasip1 0,608 2,627
Nom1 0,584 1,850 FbxI13 0,534 2,094 Rassf1 0,832 1,472
Obscn 0,539 1,379 Fchsd1 0,532 2,110 Rgs12 0,576 1,273
Pbrm1 0,736 1,381 Fgfr2 0,532 2,110 Rnf152 0,930 1,317
Pcdh20 0,532 2,094 Fgfr3 0,204 3,026 Rpl34 0,696 1,083
Pde4dip 0,600 2,625 Fryl 0,552 1,811 Rps6 0,733 1,055
Phf20I1 0,979 2,913 Gars 0,608 2,651 Rrbp1 0,314 1,620
Plekha6 0,552 1,861 Ggex 0,559 1,573 Rsl1d1 0,105 1,414
Pnma2 0,529 1,836 Gm14151 0,742 2,280 Rufy2 0,899 1,156
Pnpla8 0,941 1,452 Gm17673 0,180 2,549 Scnda 0,430 2,280
Polrla 0,599 2,397 Gm4955 0,467 1,413 Sepsecs 0,795 1,022
Ppwd1 0,506 1,811 Gmos37 0,848 1,341 Setdb1 0,529 1,811
C30rf33 0,382 1,764 Gni3 0,479 1,416 Sfrpa 0,112 2,125
Prx 0,771 1,287 Gprog 0,533 2,094 Sh3d21 0,532 2,094
Psd3 0,739 1,041 Gtf2h1 0,918 1,043 Slc35a2 0,802 1,813
Ptprh 0,909 1,014 Gtf3cl 0,440 7,628 Slc4a7 0,281 2,261
Rims1 0,600 2,992 H2afv 0,667 1,774 Smarca2 0,404 1,023
Rpl7 0,608 2,726 H2afx 0,612 1,975 Smc3 0,332 2,111
Sbnol 0,584 2,630 Havcr2 0,637 2,307 Snapc2 0,466 2,039
Sdadl 0,105 1,344 Heatr5a 0,338 1,675 Snf8 0,413 4,157
Setbp1l 0,465 1,181 Histlh1d 0,496 1,992 Spock2 0,744 1,358
Sh3kbp1 0,611 1,131 Histlh2ah 0,610 1,964 Synj2 0,667 1,209
Sh3kbp1 0,611 1,131 Hist1h2bf 0,232 4,783 Tbc1d20 0,474 1,909
Slfn4 0,967 1,235 Histlh2bm 0,232 4,783 Tinl 0,790 1,828
Spink5 0,532 2,110 Histlh3a 0,737 1,342 Tma7 0,164 4,395
Synel 0,437 1,526 Histlh4a 0,814 1,683 Tmem184c 0,897 1,549
Thck 0,600 2,803 Hist2h2ab 0,610 1,933 Tmem194 0,676 2,115
Tfdp2 0,766 1,070 Hnrnpc 0,802 1,101 Tmem214 0,708 1,055
Traml 0,349 2,068 Hspa5 0,548 2,110 Tmprss9 0,592 2,651
Trim66 0,532 2,094 Hspa8 0,600 2,651 Tnrc18 0,333 2,015
Ttc21a 0,870 2,175 Hspa9 0,600 2,726 Tnrcl8 0,340 1,961
U2surp 0,960 5,278 Htr7 0,966 1,003 Tpst2 0,525 2,004
Ubra 0,336 1,259 Ifihl 0,334 1,003 Trip11l 0,975 1,118
Vpsi3c 0,563 2,094 Inpp5f 0,486 1,797 Trubl 0,936 1,527
Vps52 0,183 5,865 Ints1 0,186 5,474 Tssk2 0,846 1,466
Wnk2 0,599 2,627 Igcd 0,534 1,990 Tubb5 0,813 1,322
Xrral 0,592 2,726 Jakmip2 0,322 1,999 Unbekannt 0,600 2,803
Zbtb38 0,437 3,323 Jakmip3 0,855 1,366 Ust 0,557 1,856
Zcche9 0,541 2,110 Kiaal109 0,584 2,300 Vill 0,535 1,046
Zfp644 0,972 1,327 Kiaal211 0,605 1,678 Vps13b 0,299 2,602
Zmynd8 0,282 1,888 Kiflb 0,599 1,022 Vps41l 0,506 1,811
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GO-Term biologische Funktion Anzahl Proteine

Chromosomenorganisation | 39

Chromosomenauf- oder -abbau | 14

Verpacken der DNA | 14

DNA Konformationsanderungen | 15
Chromatinorganisation | 28

Organisation von Protein-DNA-Komplex Untereinheiten | 13
Chromatinremodelling 8

Chromatinmodifikation | 19

Negative Regulation der Genexpression, epigenetisch | 7
Genexpression | 92

Histonmethylierung 74

Negative Regulation der Transkription | 27

Regulation der Genexpression, epigenetisch | 10

Histon H3K27 Methylierung 3

DNA Reparatur | 12

Gene-Silencing 8

Phosphorylierung | 40

Kovalente Chromatinmodifikationen | 11

Transkription | 55
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Abbildung 23: DAVID-GO-Term Analyse der fiir hmU:G angereicherten Proteine. Neben den p-Werten ist auch die Anzahl
der Proteine angegeben, die unter dem jeweiligen GO-Term stehen.

Mit insgesamt 322 eindeutig fir hmU oder 360 eindeutig fiir C angereicherten Proteinen konnten in
diesem Ansatz sehr viel mehr Proteine als im vorigen Ansatz quantifiziert werden. Allerdings zeigt das
Streudiagramm (Abbildung 22) eine breite Verteilung der Proteine, so dass sich nur wenige
signifikant von der Menge absetzen. Von den 682 eindeutig quantifizierten Proteinen wurden 246
Proteine mit dem Crosslinker markiert, wovon sich 103 im Quadranten der fiir hmU angereicherten
Proteine befinden. Eine GO-Analyse aller fiir hmU angereicherten Proteine ergab, dass auch in
diesem Ansatz mit 92 Proteinen der GroRteil an der Genexpression beteiligt ist und auch der Anteil
an Proteinen, die an der Chromosomenorganisation beteiligt sind, ist mit 39 relativ hoch. Darunter
befinden sich die acht Chromatinremodeller Bazlb (bromodomain adjacent to zinc finger domain 1B),
Chd1l, Chd5, Chd8 (chromodomain helicase DNA binding protein 1-like; 5; 8), Daxx (fas death domain-
associated protein), Hnrnpc (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C), Smarca2 (SWI/SNF related,
matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, member 2), Tnrcl8
(trinucleotide repeat containing 18) und die 7 an der Methylierung von Histonen beteiligten Proteine
Chd5 (chromodomain helicase DNA binding protein 5), Cxxcl (CXXC finger 1, PHD domain), Histlhld
(histone cluster 1, H1d), Kmt2b (lysine-specific methyltransferase 2B), Mecp2 (methyl CpG binding
protein 2), Phf19 (PHD finger protein 19) und Setdbl (SET domain, bifurcated 1). Desweiteren fallen
unter den 55 Proteinen, die u.a. an der Transkription beteiligt sind, v.a. die DNA-Methyltransferase
Dnmt3a, die Transkriptionsfaktoren Gtf2h1, Gtf3cl und Tfdp2 und mehrere Histonproteine der
Familien H1, H2A, H2B, H3 und H4 auf. Interessanterweise wurden dariiber hinaus auch 12 Proteine
angereichert, die an der DNA Reparatur beteiligt sind, wie zum Beispiel Mdcl (mediator of DNA
damage checkpoint 1), Rad5lapl (RAD51 associated protein 1), Smc3 (structural maintenance of

chromosomes 3) und Xpc (xeroderma pigmentosum, complementation group C).
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Abbildung 24: Streudiagramm zu den Ergebnissen des pull down Versuch mit den Basenpaaren hmC:G im Vergleich zu

C:G. Alle identifizierten Proteine, die mit dem Crosslinker markiert wurden sind als rote Rauten dargestellt.

Tabelle 8: Fiir hmC angereicherte Proteine aus dem pull down Versuch mit den Basenpaaren hmC:G im Vergleich zu C:G
mit ihren jeweiligen TMT-Verhéltnissen (Streudiagramm Abbildung 24). Proteine, die den GO-Termen aus Abbildung 25
zugeordnet wurden, sind fett hervorgehoben.

Mit Crosslinker

Ohne Crosslinker

126

126

126

126 126 126
Gen Name Emc/m 2'1?5 / Gen Name Emc/m 2?;5 / Gen Name hm({m 2'1?7(: /
2010300C02Rik 0,996 1,045 4930407110Rik 0,897 1,085 Itch 0,974 1,080
A1481877 0,975 1,496 Acacb 0,772 1,126 Kiaal671 0,998 1,083
Alg5 0,896 1,042 Aff3 0,837 1,077 Kif3b 0,841 1,135
Ankrd12 0,914 1,178 Appl2 0,943 1,016 Ldhc 0,979 1,035
Arhgef17 0,919 1,460 Arcnl 0,883 1,275 Lrrk2 0,977 1,084
Bahccl 0,980 1,401 Ash1l 0,808 1,156 Lrrn2 0,972 1,128
c7 0,597 1,086 Bazlb 0,812 1,141 Lyar 0,952 2,231
Caapl 0,092 1,198 Bcl2l14 0,941 1,282 Map2 0,800 1,142
Cedc146 0,898 1,104 Bicd2 0,915 1,157 Map3k14 0,705 1,444
Cedc162 0,558 1,152 Bzwl 0,982 1,598 Myo16 0,762 1,148
Cenpf 0,804 1,008 Cep162 0,980 2,718 Naifl 0,619 1,232
Cep170b 0,798 1,719 Chd9 0,735 1,072 Ndst1 0,863 1,274
Cep290 0,885 1,055 Chi1 0,655 1,255 Ndufb4 0,966 1,010
Col9a2 0,762 1,188 Cilp 0,795 1,402 Nelfe 0,978 1,040
Dnah5 0,643 1,095 Colla2 0,707 6,126 Nemf 0,587 1,098
Dnm1l 0,938 1,238 Coq6 0,756 1,130 0Olfr1387 0,694 2,048
Dync2h1 0,919 1,162 Crot 0,849 1,071 P2ry12 0,594 1,078
Esfl 0,600 1,077 Ddx4 0,707 1,111 Pan2 0,678 1,032
Ferll5 0,762 1,147 Dhdds 0,764 3,291 Pdia2 0,698 1,013
Fsip2 0,973 1,100 Dhx8 0,978 1,043 Pex12 0,971 1,419
Gm8674 0,764 1,221 Diap1 0,594 1,078 Phb 0,895 1,325
Gm906 0,839 1,216 Dnah10 0,785 1,025 Pif1 0,990 1,027
Huwel 0,989 1,008 Dnah11 0,952 1,042 PipSk1b 0,815 1,018
Ig hc V-lIl region W3082 0,942 1,051 Dnajcl 0,971 1,076 Pla2g4a 0,944 1,006
Kif3a 0,855 1,153 Dnm3 0,798 1,023 Plxnb1 0,712 1,183
Lrp2 0,884 1,063 Dnmt1 0,835 1,156 Pold3 0,588 1,236
Marco 0,904 1,019 Dot1l 0,797 1,855 Ppfial 0,814 1,470
Mih1 0,869 1,028 Eif3b 0,899 1,235 Ppie 0,989 1,067
Mpp7 0,891 1,142 Fam186b 0,975 1,485 Prked 0,921 1,196
Msh3 0,929 1,111 Fam64a 1,000 1,534 Ptpn21 0,971 1,071
Myo7a 0,947 1,245 Fancd2 0,925 1,042 Rlim 1,000 1,541
Myo9a 0,897 1,469 Fbxw19 0,959 1,113 Rps27a 0,987 1,013
Nampt 0,933 1,156 Fgfrlop 0,965 1,191 Rufy2 0,916 1,088
Ncoa? 0,987 1,045 Fignll 0,928 1,073 Serpinb3c 0,924 1,569
Olfr1454 0,990 1,090 Fmn1 0,717 1,479 Serpindl 0,950 2,510
Paip1 0,950 1,210 Fndc3cl 0,992 1,265 Setbpl 0,749 2,357
Pcifl 0,545 2,618 Galk2 0,826 1,046 Srrm2 0,914 1,149
Phf20 0,594 1,072 Galnt10 0,799 1,665 Stard9 0,594 1,078
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Fortsetzung Tabelle 8: Fiir hmC angereicherte Proteine aus dem pull down Versuch mit den Basenpaaren hmC:G im
Vergleich zu C:G mit ihren jeweiligen TMT-Verhéltnissen (Streudiagramm Abbildung 24). Proteine, die den GO-Termen
aus Abbildung 25 zugeordnet wurden, sind fett hervorgehoben.

Mit Crosslinker Ohne Crosslinker
126 126 126 126 126 126
c/ hmC™*/ c/ hmcC™=/ c/ hmc™/
Gen Name Gen Name Gen Name
hmc127 c127 hmc127 C127 hmc127 C127
Phf21a 0,943 1,136 Gbel 0,827 1,374 Syne4 0,819 1,202
Polr3a 0,804 1,082 Gdap1l1 0,971 1,419 Tnrcl8 0,799 1,426
C3o0rf33 0,864 1,059 Gludl 0,879 1,023 Trim11 0,947 1,033
Prx 0,766 1,301 Gm20489 0,895 1,235 Trim26 0,998 1,159
Rpl5 0,818 1,131 Gm6658 0,923 1,080 Trim42 0,933 1,024
Rsfl 0,594 1,078 Gm8439 0,625 1,463 Ttc39d 0,776 1,158
Rtfl 0,688 1,477 Gm973 0,936 1,044 C3orf20 0,959 1,129
5100a8 0,994 1,024 Gprog 0,994 1,534 Unkl 0,986 1,309
Scn10a 0,971 1,024 Gstt3 0,965 1,017 Zfc3h1 0,986 1,119
Smclb 0,612 1,009 H2afj 0,971 1,120 Znf687 0,937 1,046
Sorcsl 0,843 1,082 H2afx 0,989 1,119 Zscan18 0,938 2,416
Stagl 0,739 1,300 H2afz 0,971 1,075
Teofl 0,572 3,475 Hist1h2bf 0,716 1,130
Tgm3 0,792 1,023 Histlh2bm 0,716 1,130
Traml 0,827 1,074 Histlhda 0,954 1,267
Ubr5 0,925 1,129 Hsp90ab1 0,856 1,512
Whbscrl6 0,968 1,063 1ft122 0,996 1,068
wdr11 0,914 1,156 Igfir 1,000 1,501
Wnk2 0,928 1,105 Igfbp4 1,000 1,534
zdbf2 0,944 1,155 I11rapl2 0,968 1,774
GO-Term biologische Funktion Anzahl Proteine
Chromosomenorganisation | 22 ; ; ; L ;
Chromosomenauf- oder -abbau | 7 | |
Regulation der Genexpression, epigenetisch | 9 I |
DNA Reparatur | 10 | |
DNA Konformationsdanderungen | 7 | I
Histonmodifikation | 9 |
Negative Regulation der Transkription | 16 I
Gene-Silencing | 6 |
Histon H3K4 Methylierung | 3 |
Negative Regulation der Phosphorylierung | 8 |
Genexpression | 45 |
Negative Regulation der Genexpression | 18 |
DNA Rekombination | 5 |
Transkription | 29 |
Regulation der Genexpression | 36 !
10° 107 102 103 10* 10° 10°

log p-Wert

Abbildung 25: DAVID-GO-Term Analyse der fiir hmC:G angereicherten Proteine. Neben den p-Werten ist auch die Anzahl
der Proteine angegeben, die unter dem jeweiligen GO-Term stehen.

Fir hmC (165) und C (189) wurden insgesamt 354 Proteine eindeutig in den Quadranten | und IlI
(Abbildung 24) quantifiziert. 141 Proteine wurden mit dem Crosslinker markiert, davon sind 58
Proteine flir hmC angereichert. Laut der GO-Analyse (Abbildung 25) haben in der Liste der fiir hmC
angereicherten Proteine (Tabelle 8) mit einem p-Wert von 5,33-10% solche Proteine eine hohe
Relevanz, die bei der Chromosomenorganisation involviert sind. Dazu gehoéren Proteine wie Chd9
(chromodomain helicase DNA binding protein 9), Dnmtl (DNA methyltransferase (cytosine-5) 1),
Huwel (HECT, UBA and WWE domain containing 1) und Ubr5 (ubiquitin protein ligase E3 component
n-recognin 5). Die letzten beiden Proteine spielen auch bei der DNA Reparatur eine Rolle sowie acht

weitere Proteine aus der Liste der fiir hmC angereicherten Proteine.
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Bei dem Vergleich der drei Streudiagramme, die mit den verschiedenen DNA-Sonden erhalten
wurden, fallt auf, dass bei dem Ansatz fir hmC:G sich die Proteine eher auf einer Achse von
Quadrant Il nach IV befinden, statt auf einer Achse, die von Quadrant Ill nach | verlauft. Dies kann
mehrere Ursachen haben. Trotz sorgfaltiger Arbeitsweise, kann das Ergebnis ein Hinweis darauf sein,
dass die Markierung mit den TMT-Reagenzien nicht optimal funktioniert hat und die Peptide nicht
vollstandig markiert wurden. Da die TMT-Reagenzien aber im Uberschuss zugegeben wurden, ist es
wahrscheinlicher, dass an den DNA-Sonden (hmC:G vs. C:G) schlichtweg mehr unspezifische Proteine
angereichert wurden als bei den beiden Ansatzen zuvor (hmU:A vs. T:A bzw. hmU:G vs. C:G). Im
weiteren Vergleich wurden die Listen der Proteine, die fiir das jeweilige Cytosin-Derivat angereichert
wurden, abgeglichen und es wurde nach Uberschneidungen gesucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 26
als Venn-Diagramm dargestellt. Die Uberschneidungen der Ansétze sind sehr gering. So wurden nur 4
Proteine gefunden, die in allen drei Ansdtzen angereichert wurden: Die beiden Histonproteine
Histlh2bm (Histon H2A) und Histlh4a (Histon H4), das DNA-bindende Protein Setbpl (SET-binding
protein) und das zytosolische Protein Gpr98 (G-protein coupled receptor 98), welches allerdings als
Verunreinigung des Zellkernlysats vernachldssigt werden kann. Zwischen den Ansdatzen mit hmU:A
und hmC:G gibt es drei Uberschneidungen: das Myosin-Protein Myo9a (Unconventional myosin-9a),
das Protein Gdap1l1 (Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1-like 1) und das Histon-
Protein H2afz (Histon H2A). Bei den Ansitzen hmC:G und hmU:G gibt es 21 Uberschneidungen.
Davon spielen 8 Proteine (Ddx4, Esf1, H2afx, Bazlb, Cep290, Ppie, Prx und Tnrc18) eine Rolle bei der
Regulation der Genexpression. Und bei den Ansidtzen hmU:A und hmU:G wurden 11 sich
Uberschneidende Proteine gefunden, wovon 5 als cytoplasmatische Proteine (Dnah7b, Hydin,
Cep104, Sh3d21, Mylk) vernachlassigbar sind. Unter den 6 verbliebenen Proteinen befinden sich die
PHD- und Zinkfinger Proteine Phf20l1 (PHD finger protein 20-like protein 1) und Zcchc9 (Zinc finger
CCHC domain-containing protein 9), das an der DNA-Reparatur beteiligte Protein Rad51apl (RAD51
associated protein 1), das bei der Translation beteiligte Protein Gars (Glycine-tRNA ligase), bei der
Signallbertragung beteiligte Protein Adrbk2 (Beta-adrenergic receptor kinase 2) und das

phosphorylierende Protein Ephb3 (Ephrin type-B receptor 3).
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Abbildung 26: Venn-Diagramm zum Abgleich der pull down Ansditze mit unterschiedlichen DNA-Sonden. Die
dargestellten Flichen der Kreise und deren Uberschneidungen sind proportional zur dargestellten Anzahl der
entsprechenden Proteine.

Obwohl Messungen von Toni Pfaffeneder zeigten, dass in mESCs die hmU-Level in etwa um den
Faktor 1000 geringer sind als die hmC-Level, wurden in den hier durchgefiihrten pull down Studien
vergleichbar viele Proteine fir beide DNA-Modifikationen angereichert. Unsere Arbeitsgruppe
konnte aulRerdem zeigen, dass hmU hauptsachlich durch die Oxidation von T durch Tet-Enzyme
entsteht, deshalb misste hmU in dem verwendeten Zellmaterial Uberwiegend gepaart mit A
vorliegen. Denn eine Desaminierung von hmC durch Tdg, woraus hmU:G resultieren wiirde, konnte
auch fast ganzlich ausgeschlossen werden. Umso Uberraschender ist es, dass mit 322 Proteinen fir

hmU:G fast doppelt so viele Proteine angereichert wurden als fir hmU:A (168) oder hmC:G (165).

In allen drei Ansatzen waren laut GO-Analyse zwischen 27 und 29 % der angereicherten Proteine an
der Genexpression beteiligt und zwischen 10 und 13 % an der Chromosomenorganisation. Trotzdem
Uberschneiden sich die Proteine aus den jeweiligen Proben lediglich geringfligig, nur vier der
angereicherten Proteine wurden in allen drei Ansadtzen gefunden, wovon zwei Histonproteine (H2B
und H4) sind und das Protein Setbp1 (vgl. Abbildung 26). Nur drei Uberschneidungen gibt es zwischen
den Ansadtzen hmU:A und hmC:G, 11 zwischen hmU:A und hmU:G sowie 21 zwischen hmU:G und
hmC:G. Dies konnte tatsdchlich darauf hindeuten, dass viele Proteine nicht nur eine DNA-
Modifikation spezifisch erkennen konnen, sondern auch unterscheiden mit welcher Base die

Modifikation gepaart ist und damit der Ursprung der Modifikation eine erhebliche Rolle spielt.

In dem Ansatz hmU:A spielen laut GO-Analyse 4 % der angereicherten Proteine eine Rolle bei der

DNA-Reparatur und 6 % der angereicherten Proteine des Ansatzes hmU:A bei der zelluldren Antwort

auf DNA Schaden. Dabei ist bekannt, dass hmU effizient von Reparaturenzymen, wie der Glykosylase

Smugl, erkannt und repariert wird.!'8919% Eg ist vorstellbar, dass wihrend der Oxidation von mC zu

hmC durch Tet-Enzyme auch eine kleine Menge an hmU entsteht, die eine ,long-patch BER” DNA-
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Reparatur induzieren und damit eine schnellere Demethylierung bedingen konnte.'**” Andererseits
wurden auch im Ansatz von hmC:G 6 % der angereicherten Proteine per GO-Analyse der DNA-

Reparatur zugeschrieben, zwei Proteine (Huwel, Ubr5) wurden sogar mit dem Crosslinker markiert.

Allerdings ist hmC eigentlich nicht als Substrat fiir DNA-reparierende Enzyme bekannt.®> %!
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Abbildung 27: Streudiagramm zu den Ergebnissen des pull down Versuch mit den Basenpaaren hmU:A im Vergleich zu
T:A im Kontext einer alternativen Sequenz. Alle identifizierten Proteine, die mit dem Crosslinker markiert wurden sind als
rote Rauten dargestellt.

Tabelle 9: Fiir hmU angereicherte Proteine aus dem pull down Versuch mit den Basenpaaren hmU:A im Vergleich zu T:A
im Kontext einer alternativen Sequenz mit ihren jeweiligen TMT-Verhiltnissen (Streudiagramm Abbildung 27). Proteine,
die den GO-Termen aus Abbildung 28 zugeordnet wurden, sind fett hervorgehoben.

Mit Crosslinker

Ohne Crosslinker

126 126 126 126 126 126 126 126
Gen Name :?;U / ;mém Gen Name :_P;U / :1—mL/lm Gen Name :—?217U / ;mém Gen Name :?;U / :1—mL/lm
Afapl 1,142 0,059 A630001G21Rik 2,783 0,282 H3f3a 1,010 0,653 Sptal 1,246 0,863
Ahnak 1,211 0,751 Abcg5 1,141 0,567 Heatr5a 1,536 0,996 Stard13 1,365 0,635
Aldob 3,123 0,511 Abl2 1,201 1,000 Hes2 1,213 0,836 Tacc2 1,751 0,955
Ampd3 1,049 0,818 Actrt3 1,647 0,736 Histlh2bm 1,094 0,902 Tcofl 1,125 0,059
Ankrd17 1,273 0,717 Adam29 1,439 0,558 Hist3h2bb 1,094 0,900 Tex11 1,049 0,692
Apeh 1,107 0,814 Afg3I2 1,069 0,569 Hivep2 1,009 0,898 Theg 1,380 0,971
Arfgap2 1,061 0,842 Akap13 1,523 0,547 Hnrnpal 1,363 0,842 Tma7 1,317 0,838
Asicl 1,492 0,658 Akap6 1,149 0,887 Hsd11b1 1,517 0,790 Tnfrsf21 1,716 0,856
Atp9b 1,554 0,694 Aldhial 1,268 0,961 Htt 1,139 0,929 Tpm1 2,103 0,662
Bmp10 1,220 0,707 Alyref 1,069 0,877 Hyi 1,889 0,711 Trpca 1,785 0,991
Bptf 1,347 0,589 Anapc5 1,636 0,705 Ikbkb 1,017 0,868 Trpmé 1,871 0,661
Cal 1,271 0,758 Ank3 1,476 0,706 1110ra 1,231 0,862 Ttc7 1,104 0,761
Camk4 1,088 0,733 Aox3 2,214 0,484 1118r1 1,282 0,842 Uba6 1,266 0,899
Carf 1,455 0,806 Agp12 1,420 0,569 114r 1,491 0,769 Ubnl 1,231 0,715
Ccdc136 1,224 0,995 Arhgap35 1,128 0,853 Impact 1,089 0,911 Ugtla9 1,187 0,733
Ccdc79 1,123 0,802 Arll 1,080 0,807 Ino80 1,080 0,388 Unc5a 2,334 0,814
Cenpc 1,149 0,849 Armcx4 1,443 0,838 Igcalpl 1,188 0,721 Upf2 1,511 0,562
Clip1 1,427 0,633 Arpp19 1,041 0,848 Clorf112 1,279 0,914 Usfl 1,263 0,788
Cnotl 1,279 0,914 Atad5 1,049 0,225 Itprl 1,654 0,545 Ushbp1 1,450 0,690
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Fortsetzung Tabelle 9: Fiir hmU angereicherte Proteine aus dem pull down Versuch mit den Basenpaaren hmU:A im
Vergleich zu T:A im Kontext einer alternativen Sequenz mit ihren jeweiligen TMT-Verhéltnissen (Streudiagramm
Abbildung 27). Proteine, die den GO-Termen aus Abbildung 28 zugeordnet wurden, sind fett hervorgehoben.

Mit Crosslinker

Ohne Crosslinker

126

126

126

126

126 126 126
Gen Name :{EU / Emum Gen Name :,[?7U / ;mUm Gen Name :{?}J Emum Gen Name :{EU / ;mUm
Coqg6 1,400 0,929 Atf7ip 1,570 0,367 Jph3 1,207 0,817 Vdacl 1,149 0,428
Cpal 1,574 0,665 Atp2ba 1,132 0,753 Kdm5a 1,120 0,935 Vmn2r115 1,276 0,872
Cpsl 1,950 0,388 Atp5al 1,082 0,856 Krt17 1,406 0,857 Vmn2r22 1,226 0,782
Crocc 1,099 0,820 AW554918 1,028 0,971 Ksr2 1,181 0,769 Vps37a 1,358 0,720
DKkI1 1,487 0,692 BC048403 1,241 0,752 Lap3 1,356 0,826 Vps51 1,289 0,615
Dnah7b 1,168 0,995 Cagel 1,073 0,765 Lrrc27 1,574 0,449 Xpo4 1,543 0,664
Dock10 1,105 0,740 Ccdc38 1,596 0,431 Lrrc36 1,912 0,812 Zcwpw?2 1,831 0,469
Efcab6 1,255 0,814 Cdki3 1,324 0,742 Lrrc74b 1,006 0,833 Zfhx3 1,012 0,749
F5 1,205 0,737 Cep57I1 1,078 0,949 Luc712 1,191 0,995 Zfp804b 1,144 0,863
Fam110b 1,751 0,908 Chd1 1,063 0,943 Mcf2 1,142 0,702 Zim1 1,356 0,643
Fbfl 1,042 0,850 Chds 1,056 0,991 Mettl16 1,707 0,817 Zmymé 3,337 0,486
Fbxo38 1,379 0,864 Chek2 1,268 0,659 Mical3 1,470 0,733 Znf526 1,073 0,863
Fgfbp1l 1,200 0,787 Chml 1,299 0,887 Mpv17l 1,439 0,684
Gee2 1,139 0,886 Chmp7 1,098 0,819 Ms4a5 1,096 0,953
Gdpd4 1,898 0,692 Ckap5 1,801 0,720 Mthfd1l 1,101 0,801
GImn 1,777 0,670 Cltc 1,166 0,692 Mylk 1,052 0,861
Gm15800 1,525 0,921 Coq2 1,159 0,777 Myo5a 2,675 0,661
Gm8ga 1,365 0,635 Cpne3 2,962 0,900 Ncam1 1,837 0,915
Golga3 1,604 0,914 Cyp2t4 1,331 0,814 Nme4 1,061 0,898
Golgb1 1,168 0,864 Dapk1 1,212 0,780 0lfr235 1,550 0,593
Grml 1,215 0,706 Dars 2,479 0,857 Osbpl9 1,036 0,971
Gtpbp4 1,504 0,358 Dbrl 1,194 0,768 Pard6b 1,384 0,642
Haus7 1,486 0,561 Ddx17 1,159 0,848 Pbrm1 1,601 0,630
Htatsf1l 1,558 0,916 Dmtn 1,463 0,660 Pcca 1,141 0,995
Kifé 1,535 0,585 Dnah8 1,556 0,733 Pgd 1,166 0,838
KIk6 1,062 0,999 Dnah9 1,813 0,736 Phldb2 1,439 0,642
Lcas! 1,157 0,801 Dnmil 1,106 0,776 Pla2rl 1,453 0,685
Map3k9 1,191 0,794 Dnmt3b 1,189 0,853 Plcb3 1,598 0,497
Mmaa 1,076 0,664 Dstn 1,876 0,949 Pls1 1,037 0,517
Myo5b 1,101 0,959 Dtwd2 1,172 0,806 Pnck 1,035 0,964
Nnt 1,204 0,898 Dync2h1 3,123 0,853 Polg 1,110 0,586
Nrfl 1,385 0,838 Eeal 1,532 0,677 Prg4 1,605 0,931
Nrk 1,206 0,888 Eif2ak1 1,360 0,631 Prr12 1,051 0,961
Oip5 1,171 0,427 Eif3d 1,930 0,796 Prri4 1,273 0,867
Plxncl 1,171 0,748 Esco2 1,374 0,860 Rab22a 1,434 0,752
Prom2 1,298 0,576 F8 1,064 0,863 Rab39b 1,536 0,645
C30rf33 1,486 0,578 Fam208b 1,106 0,692 Rafl 1,225 0,894
Ptpn23 1,334 0,995 Fer 1,930 0,898 Ragl 1,035 0,891
Rev3| 1,167 0,769 Flii 1,073 0,762 Rapgef2 1,149 0,826
Rnmtl1 1,088 0,677 Frmd4a 1,057 0,995 Rblccl 1,360 0,642
Secisbp2 1,552 0,995 Gm20821 1,180 0,761 Rfx5 1,558 0,608
Sgms2 1,008 0,959 Gm2178 1,589 0,853 Ricl 1,352 0,779
Snx15 1,608 0,723 Gm21885 1,172 0,700 RIf 1,631 0,763
Stac3 1,222 0,949 Gm3371 1,210 0,576 Rnft2 1,070 0,670
Stxbp3b 1,276 0,949 Gm3944 1,275 0,597 Rps16 1,142 0,477
Tenm2 1,003 0,991 Gm7489 1,717 0,640 Rufyd 2,388 0,710
Thbs2 1,037 0,745 Gm7964 1,449 0,606 Sacs 1,326 0,932
Thbs3 1,829 0,775 Gm8906 1,571 0,761 Scnda 1,014 0,838
Trntl 1,779 0,628 Gnl3l 1,358 0,855 Sdr16c6 1,178 0,811
Unbekannt 1,850 0,498 Gpbp1l 1,239 0,761 Sepsecs 1,017 0,967
C9orf117 1,749 0,836 Gpr110 1,302 0,576 Serpinal2 1,040 0,420
Vavl 1,113 0,881 Gpr158 1,537 0,646 Setd2 2,361 0,793
Wdfy3 1,105 0,791 Grap2 1,537 0,935 Sh3d21 1,293 0,996
Wdr89 2,514 0,931 Grm4 1,085 0,388 Slk 1,716 0,798
Zbbx 1,436 0,559 Gstal 1,151 0,989 Smarca2 1,239 0,803
Zfp644 1,062 0,913 Gtf3c2 1,174 0,470 Smg6 1,444 0,573
2fp689 10,276 0,996 Gys1 2,103 0,658 Sos2 2,152 0,927
Zmynd11 1,016 0,917 Hifoo 1,078 0,906 Sp100 1,006 0,861
GO-Term biologische Funktion Anzahl Proteine
Chromosomenorganisation | 23 ) !
Nukleosomenorganisation | 6 I
Chromatinorganisation | 15 l
DNA Konformationsanderungen | 7 I
Chromatinmodifikation | 13 :
Phosphorylierung | 34 |
Regulation der DNA Replikation | 6 |
Verpacken der DNA | 6 |
Negative Regulation der Chromosomenorganisation | 5 |
Chromatinremodelling | 5 |
Translatorische Ubersetzung | 2 i
10° 10? 10? 10°
log p-Wert

Abbildung 28: DAVID-GO-Term Analyse der fiir hmU:A angereicherten Proteine im Kontext einer alternativen Sequenz.
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Das Streudiagramm aus Abbildung 27 zeigt die Verteilung der insgesamt 475 in den pull down
Ansatzen mit den Basenpaaren hmU:A und T:A enthaltenden DNA-Sonden mit anderer Basensequenz
eindeutig quantifizierten Proteine. Davon wurden 262 ausschlieBlich fir hmU und 213 fir T
angereichert, wobei 137 Proteine (77 flir hmU und 60 fur T) mit dem Crosslinker markiert waren. Die
GO-Analyse ergab, dass Uber die Halfte der angereicherten Proteine eher in metabolischen Prozessen
involviert sind (nicht gezeigt). Epigenetisch mehr relevante Prozesse wie Genexpression, Translation
oder Ahnliche wurden nicht oder nur mit sehr geringen p-Werten aufgelistet (vgl. Abbildung 28).
Noch einigermaRen aussagekraftig ist der GO-Term Chromosomenorganisation, unter welchem die
2.T. bereits erwdhnten 23 Proteine, wie z.B. Dnmt3b, H3f3a, Hist1h2bm, Chd1, Chd5, Smarca2 und

Bptf, aufgelistet wurden.

Ein Vergleich zwischen den beiden hmU:A pull down Ansdtzen mit unterschiedlichen
Basensequenzen ist in Abbildung 29 visualisiert. Uberschneidungen gibt es mit 23 indirekt

angereicherten Proteinen und mit 5 Crosslinker-markierten Proteinen.

Angereichert Mit Crosslinker

Actrt3  Hes2
Akap13 Hist1h2bm hmU:A /T:A
Arpp19  Lrrc74b
Asic1 Map3k9

68 23 198 AtpSal  Mylk
| Atp9b  Pis1
Cdkl3  Sdr16c6 '
(D;brg33 : Sh3d21 alternative
alternative Sequenz G$79£4 -Lrg:: Sequenz
hmU:A/T:A Grm1  Zfp689 hmUA/TA
H3f3a

Abbildung 29: Venn-Diagramme zum Vergleich zwischen den fiir hmU:A angereicherten Proteinen in zwei
unterschiedlichen Sequenzen.

Die Wiederholung des Experiments mit der hmU:A enthaltenden DNA-Sonde und einer zufillig
gewdhlten anderen Basensequenz fiihrte nicht wie erwartet zu einem ahnlichen Ergebnis. Von den
262 hierbei fir hmU angereicherten Proteinen sind laut einer GO-Analyse (ber die Halfte an
metabolischen Funktionen und nur 8 % an der Chromosomenorganisation beteiligt. Die Ursache
dafir liegt wohl zum GroBteil an einer unzureichenden Zellkernlysatpraparation, denn die GO-
Analyse zeigte auch, dass 55 % der fur T und hmU (allein fir hmU sind es 45 %) angereicherten
Proteine zytosolisch sind. Aber selbst nach dem diese aus der Liste entfernt wurden, sind auch die
verbleibenden nuklearen Proteine fast ausschlieBlich an metabolischen Prozessen beteiligt. Natirlich
muss bertlicksichtigt werden, dass sich die Anwesenheit der zytosolischen Proteine auf den ganzen
Versuch negativ auswirken. Da die eingesetzte Proteinmenge anhand der Gesamtkonzentration

bestimmt wurde, wurden dem entsprechend weniger nukleare Proteine eingesetzt. Dariiber hinaus
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kénnten die zytosolischen Proteine in Konkurrenz mit den nuklearen Proteinen stehen, auch wenn
sie unter physiologischen Bedingungen nicht mit der DNA in Wechselwirkung treten kénnen. Damit
ist es nicht mehr verwunderlich, dass nur rund 17 % der Proteine aus dem ersten hmU:A Ansatz auch
im zweiten Ansatz wiedergefunden werden konnten (vgl. Abbildung 29). Um eine Aussage Uber eine

mogliche Sequenzabhangigkeit zu treffen, misste der Versuch ein weiteres Mal wiederholt werden.

Interessant ist desweiteren, dass in allen vier pull down Ansédtzen um die 30 % der Proteine mit dem
Crosslinker markiert wurden. Mit 21 % wurden im ersten Ansatz von hmU:A am wenigsten
angereicherte Proteine gefunden, die mit dem Crosslinker markiert waren, und mit 40 % im Ansatz
von hmC:G am meisten, aber nur geringfligig mehr als im Ansatz mit hmU:G, worin 36 % markierte
Proteine gefunden wurden. Unter den markierten Proteinen befinden sich drei Histon H1 Proteine
(hmU:G), Chd4 (hmU:A), MeCP2 und Dnmt3a (hmU:G), um die interessantesten Proteine zu nennen.
Sie stehen alle im Zusammenhang mit einer Einflussnahme auf die Transkription, beispielsweise
kénnen Chd4, MeCP2 die Transkription reprimieren und Dnmt3a ist an der de novo Methylierung der
DNA beteiligt. Deshalb liegt die Vermutung nahe, dass hmU die Bindung von Transkriptionsfaktoren
beeinflussen kdnnte, was bekanntermalRen ein Kennzeichen zur epigenetischen Reprogrammierung
ist.2 In der Wiederholung des Ansatzes mit hmU:A und der alternativen Basensequenz wurden
29 % mit dem Crosslinker markierte Proteine identifiziert, wobei Chd4 nicht wieder gefunden werden
konnte. Die dhnlich hohen Anteile an markierten Proteinen in den Ansdtzen kdnnten ein Hinweis
darauf sein, dass die Konzentration der DNA-Sonden hoéher als die Konzentration von direkt DNA-
bindenden Proteinen war. In diesem Fall kénnten auch indirekt oder nicht DNA-bindende Proteine
mit dem Crosslinker reagieren bis dieser vollstandig mit Proteinen gesattigt oder hydrolysiert wurde.
Um dies zu vermeiden kdnnte man entweder weniger DNA-Sonden einsetzen oder nach der

Inkubationszeit den pH-Wert erhéhen, um damit die Reaktion zu stoppen.
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3.2.2 Crosslinking-Interaktionsstudie mit 5-Methylcytosin und 5-Hydroxy-

methylcytosin in murinen Retinageweben

Die Entdeckung, dass Tet-Enzyme mC zu hm(, fC und caC oxidieren kénnen und die beiden letzteren
Cytosin Derivate von Tdg ausgeschnitten werden kdnnen (vgl. Abbildung 4), Iasst auf einen moglichen
Prozess zur aktiven Demethylierung schlieRen.®®*! Die Level der Oxidationsderivate variieren
signifikant zwischen unterschiedlichen Gewebe- bzw. Zelltypen.!'® Besonders interessant ist der
Verlauf in Neuronalen Zellen, da diese nicht mehr fahig zur Zellteilung sind und daher Effekte
ausgeschlossen werden kdnnen, die sich aus einer erhohten DNA-Replikation ergeben und zu einer
passiven Demethylierung fuhren (vgl. Abbildung 3). Es konnte festgestellt werden, dass die hmC-
Level in Neuronen altersabhangig ansteigen, wohingegen die Level der héheren Oxidationsstufen fC
und caC unter dem Detektionslimit bleiben.!®® *”! Desweiteren korreliert die Oxidation von 5mC zu
5hmC durch Tet Enzyme in Neuronen mit einer erhdhten Genexpression.[l%' 1982011 pies kénnte
bedeuten, dass hmC mehr als die Rolle einer bloRen Ubergangsstufe im Prozess einer aktiven
Demethylierung spielen konnte. Vielmehr kénnte hmC im Sinne einer epigenetischen Markierung zur
Regulation wichtiger biologischer Prozesse beitragen. Allerdings sind weder die Mechanismen
bekannt, die zu einer erhohten 5hmC Bildung in spezifischen Genen fihren, noch weill man, wie
dadurch die Transkription hochreguliert wird oder was mit der Modifikation im weiteren Verlauf

geschieht.

In einer Kooperation mit Arshan Perera sollte die Rolle der genomischen mC Hydroxylierung durch
Tet-Enzyme wahrend der Reifung der Retina bei der Augendéffnung im Maus-Modell untersucht
werden. Es wurde davon ausgegangen, dass bei der Entwicklung des Sehsinns der Tiere
epigenetische Anderungen stattfinden. Um herauszufinden welche Proteine bei der Regulation
wahrend der neuronalen Differenzierung eine Rolle spielen, wurden pull down Experimente vor und
nach dem Zeitpunkt, an dem die Mause ihre Augen 6ffnen, durchgefiihrt. Genauer gesagt, wurden
retinale Zellkernlysate von 11 und 21 Tage alten Mausen mit doppelstrangigen DNA-Oligomeren
inkubiert, die jeweils eines der Cytosin-Derivate oder Cytosin als Kontrolle enthielten. Zusatzlich
enthielten die DNA-Strange den, durch Reduktion, abspaltbaren Crosslinker Azide-PEG3-S-S-NHS
Ester (CisH,9Ns0gS,). So konnten DNA bindende Proteine angereichert, prazipitiert und tryptisch
verdaut werden. Die erhaltenen Peptide wurden anschlieBend fiir ein sogenanntes , label-swap“-
Experiment (forward und reverse) mit den TMT-Duplex Reagenzien fiir eine relative Quantifizierung

markiert.

Proteine, die im Vergleich mit einer héheren Pradferenz (mindestens 1.5-fache Anreicherung) an

modifizierte als an unmodifizierte DNA sowohl im forward als auch im reverse Experiment gebunden
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waren, wurden als spezifische Binder angesehen. Durch den Rest des Crosslinkers, der nach der
reduktiven Spaltung am Protein gebunden bleibt, konnten zudem Proteine identifiziert werden, die
direkt an die DNA gebunden wurden. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 30 - 32 als
Streudiagramme dargestellt, die vollstandigen Protein-Listen sind im Anhang zu finden (Tabellen A. 2

- Tabelle A. 13).
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Abbildung 30: Streudiagramme zu den pull down Versuchen mit den mC-haltigen DNA-Sonden aus Zellkernlysaten
extrahiert aus Retina-Gewebe von 11 (oben) bzw. 21 (unten) Tage alten Mdusen. Die Verhiltnisse der TMT-Duplex
Reporterionen Intensitdten aus den forward und reverse Experimenten wurden gegeneinander auf logarithmischen
Skalen aufgetragen. Mit dem Crosslinker markierte Proteine wurden jeweils in den Quadranten | (oben links) und Il

(unten rechts) rot markiert.
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Abbildung 31: Streudiagramme zu den pull down Versuchen mit den hmcC-haltigen DNA-Sonden aus Zellkernlysaten
extrahiert aus Retina-Gewebe von 11 (oben) bzw. 21 (unten) Tage alten Mé&usen. Die Verhdltnisse der TMT-Duplex
Reporterionen Intensitdten aus den forward und reverse Experimenten wurden gegeneinander auf logarithmischen
Skalen aufgetragen. Mit dem Crosslinker markierte Proteine wurden jeweils in den Quadranten | (oben links) und Il
(unten rechts) rot markiert.
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Abbildung 32: Streudiagramme zu den pull down Versuchen mit den fC-haltigen DNA-Sonden aus Zellkernlysaten
extrahiert aus Retina-Gewebe von 5 (oben) bzw. 21 (unten) Tage alten Mausen. Die Verhiltnisse der TMT-Duplex
Reporterionen Intensitdten aus den forward und reverse Experimenten wurden gegeneinander auf logarithmischen
Skalen aufgetragen. Mit dem Crosslinker markierte Proteine wurden jeweils in den Quadranten | (oben links) und Il
(unten rechts) rot markiert.
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Abbildung 33: Allgemeine Ergebnisse der identifizierten mC (blau), hmC (griin) und fC (lila) Binder (links) und direkten
Bindern (rechts) aus den pull down Versuchen mit murinen Retina Geweben.

Die Auswertung der pull down Versuche aus murinem Retinagewebe fiihrte zu dem Ergebnis, dass
die Anzahlen an angereicherten Proteinen fir die jeweilige DNA-Modifikation mit ihrem Vorkommen
in der endogenen DNA wahrend der Retina-Entwicklung in der Maus korreliert. Wahrend die mC-
Level in den Retinageweben funf bzw. elf und 21 Tage alter Mause etwa konstant bleiben, steigen die
hmC-Level an und die fC-Level sinken. Damit einher geht eine gesteigerte Genexpression in den

neuronalen Zellen.™

Auch in den pull down Versuchen wurden fiir mC in den Retinageweben elf und 21 Tage alter Mduse
(konstante endogene mC Level) in etwa gleich viele Proteine fiir mC im Vergleich zu C angereichert,
dabei wurden keine sich Uberschneidenden Proteine zwischen den beiden Altersstufen gefunden.
Insgesamt konnten 142 spezifische mC-Binder in der murinen Retina identifiziert werden und davon
wurden 37 als direkt an die DNA bindende Proteine Uber eine Anwesenheit des Crosslinkers

bestétigt.

Analog dazu konnten insgesamt 159 spezifische und davon 36 direkte hmC-Binder identifiziert
werden. Die Anzahl an hmC-Bindern in den Retinageweben elf und 21 Tage alter Mause stieg von 61
auf 98 an. Damit wurden an Tag 21 (hohere endogene hmC Level) 38 % mehr Proteine fiir hmC
angereichert als an Tag 11 (niedrigere endogene hmC Level), dabei wurden nur drei konservierte

Proteine gefunden.

Obwohl das mC-Level allgemein in der postnatalen Mause-Retina 15-46 fach hoher als das hmC-Level
ist, war die Gesamtanzahl an hmC-Bindern in etwa gleich der Anzahl an mC-Bindern (159 gegen 142)
(Abbildung 33). Vor allem in der Retina elf Tage alter Mduse wurden mehr mC-Binder (75) als hmC-
Binder (61) gefunden. Umgekehrt stieg die Anzahl von hmC-Bindern am Tag 21 (98) deutlich an,

wahrend die Anzahl von mC-Bindern auf 67 gefallen war. Insgesamt gab es 24 Proteine, die sowohl
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mit den mC- als auch mit den hmC-Sonden angereichert wurden. Zwei davon waren die

Nukleosomen modifizierenden Proteine Nap1l1 (an Tag 11) und Smarcal (an Tag 21).

Fiir fC wurden an den Tagen finf und 21 im Allgemeinen viel weniger Proteine angereichert als fir
mC oder hmC und die Anzahl sinkt geringfligig Giber den untersuchten Zeitraum. Auch dieses Ergebnis
stimmt mit den gemessenen fC-Leveln (iberein, die im Vergleich zu mC oder hmC um den Faktor 10°-
10* niedriger sind und im Verlauf weiter abnehmen. Méglicherweise ein Hinweis darauf, dass fC in

neuronalen Zellen als kurzlebiges Intermediat bei der aktiven DNA-Demethylierung fungiert.
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mC
GO-Term biologische Funktion Anzahl Proteine

Organell-basierte Organisation

. - 29
einzelner Organismen

Chromatinorganisation | 12
Morphogenese zelluldarer Komponenten | 18
Regulation der Embryonalentwicklung | 5

Mikrotubulus-basierte Bewegungen | 6

10° 10* 10 103 10*
p-Wert

hmC
GO-Term biologische Funktion Anzahl Proteine

Chromatinorganisation | 15

Biosynthetische Prozesse

N .. |48
zellularer Makromolekiile

Genexpression | 50

Organell-Organisation einzelner Organismen | 30

Proteinkomplexaufbau | 18

10° 10? 102 103 10*
p-Wert

fC

GO-Term biologische Funktion Anzahl Proteine

Zellfortsatzmorphogenese | 7
Zellteilmorphogenese | 7

Entwicklung neuronaler Zellfortsatze | 7
Zellmorphogenese | 8

Morphogenese zellularer Komponenten | 8

10° 10" 102 103
p-Wert

Abbildung 34: Ausschnitte aus den DAVID-GO-Analysen fiir mC- (blau), hmC- (griin) und fC- (lila) Binder. Fiir die Analysen
wurden jeweils die fiir die entsprechenden Cytosinderivate angereicherten Proteine mit und ohne
Crosslinkermodifikation aus den Geweben beider Tage zusammengefasst. Die Anzahl der Proteine gibt an, wie viele
Proteine unter dem jeweiligen GO-Term stehen.

Eine Gene-Ontology Analyse (siehe Abbildung 34) zeigte, dass unter den hmC-Bindern Proteine
signifikant angereichert waren, die in biologischen Funktionen, wie der Chromatinorganisation,

biosynthetischen Prozessen oder der Genexpression, involviert sind und bestatigten damit den Trend
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einer erhéhten Genexpression bei der Oxidation von mC zu hmC. Dahingegen wurden fir mC
Proteine angereichert, die in der Organellorganisation oder Zellmorphogenese involviert sind. Die
meisten der Binder schienen spezifisch fir eine bestimmte Modifikation zu sein, allerdings wurden 24
der identifizierten Proteine als Binder sowohl fiir mC als auch hmC gefunden. Darunter befanden sich
die beiden Nukleosomenmodifikatoren Naplll (Nucleosome assembly protein 1-like 1) und Smarcal
(SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, member
1). Interessanterweise war Nap1l1l Binder von mC und hmC an Tag 11 und Smarcal Binder von mC
bzw. direkter Binder von hmC am Tag 21. Es gab keine Uberschneidung der mC-Binder zwischen den
beiden Entwicklungsstufen. Allerdings waren drei hmC-Binder konserviert zwischen den zwei
Altersstufen. Darunter war der Zelldifferenzierungsregulator Sfrpl (Secreted frizzled-related protein

2).

Insgesamt gibt der Datensatz starke Hinweise darauf, dass hmC eine Rolle in der epigenetischen
Regulation der Genexpression spielt. Denn insgesamt 34 der identifizierten hmC-Binder sind
Transkriptionsfaktoren oder -regulatoren, wie z.B. die Bromodomain-Proteine Brd2 und 3
(Bromodomain containing 2 und 3), der Coaktivator Casp8ap2 (Caspase 8 associated protein 2), die
Chromatin-Remodeller Chd4, 8 und 9 (Chromodomain helicase DNA binding protein 4, 8 und 9), die
Cytosin-5 Methyltransferase Dnmtl (DNA methyltransferase 1), der Transkriptionsfaktor Sp2 (Sp2
transcription factor), die Topoisomerase Top2a (Topoisomerase (DNA) Il alpha), die Peptidase Usp15
(Ubiquitin specific peptidase 15), die Histon-Methyltransferase Whscl1ll und die Zinkfingerproteine
Zfp668, Zfp869 und Zicl. Zwei Drittel dieser Genexpression regulierenden Proteine wurden an Tag 21
(23) identifiziert und nur 11 an Tag 11. Im Gegensatz dazu wurden nur acht mC-Binder (z.B. Smarca5
oder Zmyndl1l) an Tag 11 und keiner an Tag 21 gefunden, die als Regulatoren der
Transkription/Genexpression klassifiziert sind. Zusatzlich wurde unter den mC-Bindern eine Gruppe
von Proteinen (Cyth2, Dst, Fryl, Grin3a, Hifla, Kndcl, Lamc1, Maplb, Myrf, Pmc1, Postn, Ppp2r5b,

Sfrp1, Tead3, Tenm4) gefunden, die in der Neurogenese beteiligt sind.

Es wurde postuliert, dass die Genexpression durch das Enzym Tet3 induziert werden kénnte, indem
es zusatzlich zur Oxidation von mC zu hmC Transkriptionsfaktoren und Chromatinremodeller wie
Nsd3 rekrutiert.”” Da die neuronale Isoform des Tet3-Enzyms selbst keine DNA-Bindedomane besitzt,
kénnte es durch das Protein Rest rekrutiert werden. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch eine
Studie, die zeigt, dass in Abwesenheit von Rest in mESCs die hmC-Level Genom-weit in
regulatorischen Regionen zuriickgehen.”®” Es wurden verschiedene Tet-Binder aus dieser Studie
auch unter den hmC-Bindern (Nolc1, Cep290, Ctnna2, Chd4, Hist1h2bf und Nsd3 (Whsc1l1)) aus der
hier vorliegenden Studie gefunden. Allerdings befanden sich weder Tet3 noch Rest darunter. Eine

mogliche Ursache dafiir kbnnte sein, dass die beiden Proteine wahrend des Experiments noch an der
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endogenen DNA gebunden sind und deshalb nicht an den DNA-Sonden binden konnten. In weiteren
Experimenten kénnte man versuchen vor dem pull down die endogene DNA aus dem Zellkernlysat zu

entfernen, allerdings wiirde man dadurch moéglicherweise gebundene Proteine mit entfernen.

Mit den wenigen fir fC angereicherten Proteinen war eine statistisch signifikante GO-Analyse
schwierig, dennoch zeigten hier Proteine am meisten Relevanz, die an der Entwicklung neuronaler
Zellfortsatze (Neuriten) beteiligt sind: Serin/Threonin-Proteinkinase Nekl (never in mitosis A-related
kinase 1), Histon-Methyltransferase Zfp335 (zinc finger protein 335), Semaphorin-3E (Sema3e),
Inositol Polyphosphat 5-Phosphatase (Ocrl), Syngapl (synaptic Ras GTPase-activating protein 1),
Lamb1 (laminin subunit beta-1), Ptpnl11 (tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11) und die
E3 Ubiquitin-Protein Ligase Mycbp2. Somit ist eine moégliche biologische Funktion, die Gber eine reine
Stellung als Intermediat bei der aktiven Demethylierung hinausgeht, nicht ganz auszuschlieRen. In

mESCs wurden bereits fC-spezifische Binder entdeckt, allerdings sind dort die fC-Level auch hoher.[©®

67]

Im Vergleich mit Daten aus vorangegangenen Studien (iber hmC-Binder in mESCs, NPCs (neuronalen
Progenitorzellen) und Gehirngeweben ausgewachsener Mause konnten keine hmC-Binder gefunden
werden, die konserviert in allen Gewebe- oder Zelltypen auftraten. Zusammen genommen deuten

die Befunde auf eine gewebespezifisch kontrollierte epigenetische Funktion der Cytosinderivate hin.
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3.2.3 Studie iiber 5-Formylcytosin-bindende Proteine wadhrend der

Entwicklung von murinen Stammzellen zu Epiblast-dhnlichen Zellen

3.4.1 Crosslinking-Interaktionsstudie

Zum Zeitpunkt der Nidation einer Blastozyste findet in Sdugetieren eine programmierte de novo
Methylierung spezifischer DNA-Bereiche, wie den CpG-Inseln, statt.?® 2% | den differenzierenden
ESCs werden durch den Histon-Code Dnmts zur dauerhaften Stilllegung der Pluripotenzgene wie z.B.
Oct3/4 und Nanog rekrutiert. Deshalb kann bei der Entwicklung der Blastozyste hin zum Epiblasten
ein Anstieg der mC-Level beobachtet werden. Um die genauen Mechanismen, die zu diesem Prozess
fihren, zu untersuchen wurden von Angie Kirchner mESCs Uber zwei Tage zu Epiblast-dhnlichen
Zellen (EpiLCs) differenziert. Messungen der Cytosin-Derivat-Level (Abbildung 35) zeigen, dass alle
Level Uber den gesamten Zeitraum ansteigen, so auch die fC-Level. Da die Funktion des fCs bisher
noch nicht aufgeklart wurde, wurden auf Basis dieser Daten drei unterschiedliche Zeitpunkte mit
moglichst groRen Differenzen des fC-Gehalts ausgewahlt, namlich 0 h (do), 24 h (d;) und 48 h (d,). Die
Zellen wurden zu diesen Zeitpunkten geerntet, daraus Zellkernlysate prapariert und pull down
Studien mit fC bzw. C und Crosslinker enthaltenden DNA-Sonden durchgefiihrt. Die angereicherten
Proteine an der fC Sonde wurden mit TMT**’ und an der C Sonde mit TMT"*® markiert und
massenspektrometrisch analysiert. Um einen moglichst robusten Datensatz zu erhalten, wurden die
pull down Versuche in drei Replikaten durchgefiihrt. Die Auswertung der MS-Daten und die

Identifikation der Proteine erfolgte liber die Software Proteome Discoverer 1.4.
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Abbildung 35: Level der DNA-Modifikationen je Nukleotid (dN) wahrend des Primings von mESCs zu Epiblast-dhnlichen
Zellen (EpilCs).

Zunachst wurden alle Proteine, die mit TMT quantifiziert werden konnten, mit der Software
Perseus 1.5 einem hierarchischem Clustering unterzogen. Das Ergebnis ist in Abbildung A. 1 (Anhang)
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dargestellt. Die Darstellung enthalt auch Informationen dariiber, welche Proteine mit mindestens
einem Crosslinker-markiertem Peptid identifiziert wurden. Vor allem an Tag 0 wurden sehr viele
Proteine angereichert, darunter auch Solche, die unter physiologischen Bedingungen nicht mit der
DNA in Wechselwirkung treten wiirden, da sie im Zytosol vorkommen. Offenbar konnten bei dieser
Zellkernpraparation aus unbekannten Griinden ein GroRteil der zytosolischen Proteine nicht entfernt
werden. Um die Datenmenge zu reduzieren, wurden fir alle weiteren Analysen nur Proteine

betrachtet, die im Nukleus vorkommen.

Demnach wurden zum Zeitpunkt dy 221 nukleare Proteine fiir fC angereichert, zum Zeitpunkt d, 211
Proteine und zum Zeitpunkt d, 102 Proteine. Der Vergleich der drei Zeitpunkte im Venn-Diagramm
(Abbildung 36) zeigt, dass es einige Proteine gibt, die sich iberschneiden. 20 Proteine wurden zu
allen drei Zeitpunkten angereichert. Darunter befinden sich die Histonproteine Histlhlt (H1) und
H2afv (H2A), 5 ribosomale Proteine (Rpl13 und 18, Rpsl0 und 27a, Rslidl) und die
Transkriptionsfaktoren Mtdh (Metadherin), (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B) und
Hnrnpdl (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like). Zwischen dy und d, gibt es zusatzlich 48
Proteine, die sich tberschneiden, zwischen dy und d, sind es 17 Proteine und zwischen d; und d, 37
Proteine. Die 48 in dy und d; konsekutiv angereicherten Proteine sind hauptsachlich an der
Genexpression beteiligt, wobei sich einige Transkriptionsfaktoren, wie Tcergl und Gtf2f2, darunter
befinden. Die Proteine, die sich in d; und d, bzw. in dy und d, Uberschneiden, sind an sehr
unterschiedlichen biologischen Prozessen wie Transkription, DNA Verpackung und auch DNA
Reparatur beteiligt. Die Ergebnisse zeigen, dass im zeitlichen Verlauf, trotz steigender fC-Level,
immer weniger Proteine an den fC-Sonden angereichert wurden. Im Kontext, der ebenfalls
steigenden Methylierung der DNA und der damit einher gehenden sinkenden Genexpression durch

Stilllegung spezifischer Gene, scheint dies allerdings kein Widerspruch zu sein.
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do d,
AtpSb Lrrc59
Ddx21 Mtdh
48 106 Eeflal Mybbpla
136 Fubpl Npm1l
H2afv Prdm16
I Histlhit Rpl13
20 Hnrnpab Rpl18
37 Hnrnpdl Rps10
17 Igf2bpl  Rps27a
Khsrp Rsl1d1
28
d2

Abbildung 36: Venn-Diagramm zur Darstellung der Anzahl an Proteinen, die im Vergleich zu Cytosin an einem oder
mehreren Zeitpunkten der Entwicklung von mESCs zu ELCs spezifisch an fC binden. Aufgefiihrt sind nur die Proteine, die
zu allen drei Zeitpunkten fiir fC angereichert wurden. Die Listen aller iibrigen Segmente des Venn-Diagramms sind im
Anhang unter Abbildung A. 2 zu finden.

Zum Zeitpunkt do wurden 136 exklusive Proteine identifiziert. Einer GO-Analyse (siehe Abbildung 37)
nach sind tGber einem Drittel der angereicherten Proteine an der Genexpression und ein Viertel der
Proteine an der Transkription beteiligt. Eine STRING-Analyse der 53 unter dem GO-Term
,Genexpression” aufgelisteten Proteine ist in Abbildung 38 dargestellt.lzos] Darin lassen sich die
Proteine in etwa zwei Gruppen unterteilen. Unter Gruppe 1 (rote Markierung) befinden sich
hauptsachlich  Transkriptionsregulatoren (z.B. Phf5a), SpleiRfaktoren (z.B. Sf3a2) und
Ribonukleoproteine (z.B. Snrpdl) und unter Gruppe 2 (grine Markierung) befinden sich
hauptsachlich Chromatin-regulierende Proteine (z.B. Chd4). Interessanterweise wurden keine
Histonproteine exklusiv zu diesem Zeitpunkt angereichert, obwohl sieben Proteine (Smarccl, Mta2,
Crebbp, Cenpv, Kdm5a, Ep400, Chd4) gefunden wurden, die bei der Chromatinmodifikation eine
Rolle spielen. Weiterhin wurden auch 5 Proteine gefunden, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind

(Msh2, Mdc1, Pcna, Smcla, Smc3).
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GO-Term biologische Funktion  Anzahl Proteine

Genexpression |53

Transkription | 35

Regulation der Transkription | 39
Regulation der Genexpression | 40
Negative Regulation der Genexpression | 15

Negative Regulation der Transkription, DNA-abhéngig | 12
Negative Regulation der Transkription | 13

Positive Regulation der Transkription | 12
Chromosomenorganisation | 11

Positive Regulation der Genexpression | 12

Regulation der Transkription, DNA-abhéngig | 23
Verpacken der DNA 5

Chromatinmodifikation 7

|
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Abbildung 37: DAVID-GO-Term Analyse der 136 ausschlieBlich an d, fiir fC angereicherten Proteine. Die Balken geben den
logarithmischen p-Wert wieder. Zusitzlich wurde die Anzahl an Proteinen angegeben, die unter den jeweiligen GO-
Termen stehen.
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Abbildung 38: STRING-Analyse der Proteine, die unter dem GO-Term ,,Genexpression” fiir den Zeitpunkt d, aufgefiihrt
sind. Knotenpunkte reprasentieren Proteine, Verbindungslinien stellen bekannte oder vorhergesagte Protein-Protein
Assoziationen dar, die nicht ausschlieBlich auf physischen Interaktionen beruhen miissen. Dadurch ergeben sich zwei
verschiedene Gruppen: Rot eingekreist ist die Gruppe an Proteinen, die v.a. bei der Transkription involviert sind. Griin
eingekreist sind Proteine, die v.a. bei der Chromatin-Regulation eine Rolle spielen.

Fiir den Zeitpunkt d; wurden 106 Proteine exklusiv angereichert. Auch zu diesem Zeitpunkt wurden

am héaufigsten Proteine angereichert, die im Zusammenhang von Prozessen der Genexpression bzw.

76



Ergebnisse und Diskussion

Translation gefunden werden. Auffallig ist, dass sich unter den Proteinen, die unter dem GO-Term
Translation zusammengefasst sind hauptsachlich ribosomale Proteine, wie Rpll7, Rpl27, Rpl30
gefunden wurden (vgl. Abbildung 39). Zusatzlich wurde eine Gruppe von Proteinen ausgemacht, die
unter dem GO-Term , Chromosomenorganisation” mit 11 Proteinen ein Zehntel der Gesamtzahl
angereicherter Proteine ausmacht. Davon sind vier Histonproteine (Histlhle, Histlhla, Histlh3a,

H2afj). Ebenfalls wurden DNA-Reparatur Proteine (Hmgn1, Nono, Morf4l2, Parpl, Pms1) gefunden.

GO-Term biologische Funktion Anzahl Proteine

Genexpression |47
Transkription |17
Chromosomenorganisation | 11
Verpacken der DNA
Chromatinauf- oder -abbau
Chromatinorganisation

Chromatinaufbau

A 00 O O O

Nukleosomenaufbau

10° 102 10* 10° 108 1010 10" 101
log p-Wert

Abbildung 39: DAVID-GO-Term Analyse der 106 ausschlieBlich an d, fiir fC angereicherten Proteine. Die Balken geben den
logarithmischen p-Wert wieder. Zusédtzlich wurde die Anzahl an Proteinen angegeben, die unter den jeweiligen GO-
Termen stehen.
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Abbildung 40: STRING-Analyse der Proteine, die unter dem GO-Term ,,Genexpression” fiir den Zeitpunkt d, aufgefiihrt
sind. Da es sich liberwiegend um ribosomale Proteine handelt, ergibt sich nur eine Aufteilung in die obere Gruppe von
Proteinen, die hauptsachlich an der Translation beteiligt sind und in die untere Gruppe von Proteinen, die hauptsachlich
am RNA-Splicing beteiligt sind.

Die GO-Analyse mit den 28 exklusiven Proteinen, die zum Zeitpunkt d2 angereichert wurden, ist
statistisch gesehen nicht besonders aussagekraftig (vgl. p-Werte der Abbildung 41). Die hochste
Relevanz besitzen die Histonproteine H1f0, Hist2h2ab, Histlh2bm, H3f3a.

GO-Term biologische Funktion  Anzahl Proteine

Nukleosomenaufbau | 4
Chromatinaufbau | 4
Nukleosomenorganisation | 4
Verpacken der DNA | 4
Chromatinauf- oder -abbau | 4
Chromatinorganisation | 5

Chromosomenorganisation | 5

10° 107 10?2 103 10*
log p-Wert

Abbildung 41: DAVID-GO-Term Analyse der 28 ausschlieBlich an d, fiir fC angereicherten Proteine. Die Balken geben den
logarithmischen p-Wert wieder. Aufgrund der geringen Anzahl von Proteinen ist eine statistische Analyse allerdings
kaum signifikant, was sich hier auch deutlich in den p-Werten niederschlagt.
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In einem hierarchischen Clustering (Abbildung 42) wurden neben den Crosslinkern auch die fiir C
angereicherten Proteine beriicksichtigt. Durch das korrelationsbasierte Clustering ergeben sich
verschiedene Protein-Cluster und deren hohe Dynamik wird herausgestellt. Durch GO-Analysen der

einzelnen Cluster konnten die interessantesten Proteine zusammengefasst werden (siehe Tabellen

11-15).
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Abbildung 42: Hierarchisches Clustering dargestellt als Heatmap zur Studie fC bindender Proteine wahrend der
Entwicklung von mESCs zu mEpilLCs. Fiir das Clustering wurden nur im Zellkern vorkommende quantifizierte Proteine der
Zeitpunkte dy, d; und d, verwendet. Der Anreicherungsfaktor gibt das zur Basis 2 logarithmierte Verhdltnis von
FC™T¥ /c™MT28 ieder, d.h. positive Werte (griin) stehen fiir fC angereicherte Proteine, negative Werte (blau) stehen fiir
C angereicherte Proteine und ein Anreicherungsfaktor von 0 (schwarz) steht fiir Proteine, die fir keine der beiden
Sonden angereichert wurden bzw. gar nicht identifiziert wurden. Rot markiert sind Proteine, die mit mindestens einem
crosslinker-markiertem Peptid identifiziert wurden. Die Proteine unter den einzelnen Clustern I-Xlll sind in Tabelle 10 zu
finden.

80



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 10: Liste der Proteine aus Abbildung 40 sortiert nach den gekennzeichneten Clustern. Die Spalten werden
fortlaufend von oben nach unten gelesen. Die Reihenfolge entspricht der in der Heatmap.

[ Il Il Il \Y VI VI IX
Sall4 Fundc2 Prpf8 Anxall Acinl Hmgbl Fus Bub3
Smarccl Agfgl Zfp128 Rbm39 Nop16 Syncrip Ncl Rrp15
Tubb5 Rps24 Surfé Pfnl Srrm2 Rpl10a Meaf6
Nr2el Smc3 Srsfl Hnrnpd NIrc5 VIl Dist Poldip3
Rbm3 Dock7 Ddx47 Pgbp1 Pnpla7 Slc3a2 Hsp90b1l Ube2i
Ppp1rl0 Ctnnbl Nfrkb Recqgld Ep300 Rps26 Rpl5 Pdhb
Scp2 Rexol Bdhl Rpl19 Poldip3 H2afv Pin4 Ruvbl1l
Gatad2a Cwcl5 Brix1 Cct4 Dagl Rslld1 Eeflal Rexo4
H1fx Tcpl Aifm1 Nup214 Fubpl Rpl11 Rrplb Eef2
Ttn Cast Nop16 Npm3 Utfl Baspl Gpsl1 Brd4
Rps7 Kpnb1 Cycl Sptbnl Rcc2 Topl Atp5b Tcf20
Pinl Fbxo38 Cnot2 Tiall H2afx Ubtf Hist1h1t Smc2
Zfp473 Cacybp Tardbp Mki67 Garl lgf2bpl Sap30
1] Ep400 Idh3g Hsp90aal Csrp2 Hmgal Krt76 Ran
Srsf7 Brfl Rpl37a Hnrnph3 Plcb1 Anin 1If2
Srsf3 Ddx42 Rps10 Il Notch2 Ezhl Nop2 Ubxn6
Nufip2 Mdcl Ubginl Cox4il Taccl Mierl Atxn2| Tet2
Hist2h2aal  Mrto4 Tsfm Pgrmcl Rps8 H3f3a Npm1 Cbx5
Psipl Agps Myh9 Rbbp5 Epb4112 Hnrnpal Ddx21 Aurka
Dnaja3 Msh2 Stipl Sumo2 Arid4b Hmgb3 Rpl6 Rsgl
Cdc5l Dnajal Rbm34 Pcna Hnrnpm Pdsb5a Rps10 Scafll
Sf3bl Mta2 Pcnp Cdk1 Acinl Khsrp Dnttip2
Noslap Rtn4 Sndl \Y Eefld Dst Utp11l
Nifk Wdrl8 Ufml Pdhal Abtbl Pex14 IX Rpl10l
H2afy Pds5b Ymelll Timm13 Uqcrc2 Rps27a Ebnalbp2
Crebbp wdr5 Supt16 Pabpcl VI Pds5b Hnrnpab Chchd3
Acinl Rpa2 Heatrl Snrnp40 Hnrnpa2b1 Oxrl Ppan Sdhb
Hipkl Ftsj3 Arglul Hspa5 Hnrnpf Krtl3 Bbx Eif6
Gatad2b Tafl5 Mcm?7 Histlh2ab Snrpg Mrpl40 Kdmba Srsf6
Ncoa6 Srrm2 Csnk2al Khdrbs1 Ppib Hist2h2ab Hsp90abl Krt73
Polrld Mcm3 Hnrnpl Atp5f1 Hnrnpd| Histlh2bm Tcofl Dhx15
Bclafl Rif1 Phf8 Nful Hnrnpu Ddx17 Hmgb2 Trapl
Rbpj Pou5f1 Ddx3x Fbl Rps3 Snrnp70
Ndufal3 Mrps31 Luc7I3 \% Rpl18 VI Sfpq Tmpo
Snrpdl Smcla Tceb2 Bcas2 Mybbpla Hmgn2 Snrpf Emd
Tcergl Myh10 Dnajc8 Rbm17 Lbr Histlhlb Tubalc Rps4x
Pabpc4 Ahctfl Hax1 Rpl23 Sltm Histlhld Hnrnpa3 Acadm
Myof Raly Btafl Api5 Krtl Rpl22 Sf3b2 Savl
Ube2v2 Gon4l Ybx3 Nudt21 H1f0 Ints12 1kzf3 Rccl
Ik Cdca8 Psmc4 Nhp2I1 Rpl13 Krt5 Atnl Dnajb6
Top2a Rbfox2 Histlhlt Sf3b4 Hist1h2bb RbmxI1 Rbm14 Ssrpl
Cenpv Nfyc Ttn Chtf8 Actb Dek Snrpal Srrt
Gmnn Chd4 Rbm?7 Creb3I2 Prdm16 Lyar Ube2n DynlI2
Rbpms Gnl2 Strap Brd4 Nop56 Atp5al Tmpo Trip12
Hnrnpdl Csrpl Sf3a2 Ifitm3 Cct8 Hnrnpal Fipll1 Nup98
Phf5a Nupll Ttn Rpl21 Rpl21 Histlh3a Kpna2 Snap23
Stoml2 Nip7 Sfl Rad50 Prpf6 Histlh4a Smarcad Myef2
Acly Subl Prpf3 Fofrl Fubp3 Srfbpl Zfr Akap3
Nup35 Dnaja2 Thynl Casz1 Nolcl Hspa8 Ranbp2 lgf2bp3
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Fortsetzung Tabelle 10: Liste der Proteine aus Abbildung 40 sortiert nach den gekennzeichneten Clustern. Die Spalten
werden fortlaufend von oben nach unten gelesen. Die Reihenfolge entspricht der in der Heatmap.

IX IX Xl Xl Xl
Chchd2 Picalm Crem Rrpl Nono
Prdx1 Chmpla Trim35 Rps19
Matr3 X Pcbpl Rps6 Acaca
Hint2 Hist2h2be Ybx1 Hspdl Ssbpl
Rbm28 Mdh2 Clgbp Rpl4 Ssb
H2afy2 Rpsa Sf3al Rps25 Serbpl
U2af2 Whbp11l Rps18 Rpl17 11f3
Thrap3 Rbm27 Hnrnpd Ubap2| Rpl9
Pak1l Myef2 Rpl12 Cpsf6 Rps14
Hnrnpm Suclg2 Snrpd3 Rps24 Snrpa
Ywhaz Hnrnpc Eif5a Nek6 Ddx39b
Snwil Ints5 Ppia Snrpb Hnrnpa0
Srsf5 Alb Eeflg Vdacl Calr
Hnrnphl Cstf2t Rps13 Snrpd2 Vdac3
Dhx9 Snrnp35 Shmt2 Rpl7 Vdac2
Mdnl Ercc4 Pdia3 Hspa9 Ddx5
Polr2k Atp5al Hcfcl Sp5 Morf4l2
Ndnl2 Sortl Pum2 Ewsrl
Smarcel Rpl13a XII Ccarl Grpell
Mcm4 Srsf7 Top2b Krtl5 Trim28
Rbbp4 1dh3b Aspm Tcergl Ddx18
Tomm40 Snrpn Tafl5 Fkbp3 Tfam
Rps271 Slc25a4 Cirbp Tpr Nup62
Atp5j2 utrn Crem Rpl8 Slc25a5
Chtop Sap130 H2afy TtlI5 Lmnbl
Tpr Aco2 Rifl Parpl Rpl3
Cfl1 Trrap Tex10 Nol11 Rplp0
Mcm2 Hspa8 Hells Shql Atp50
Rrsl Sarnp Myef2 Cbx3 Rpl27
Prpfl9 Phb2 Mbd?2 Snap23 Alyref
Hspbl Kmt2e Fubpl Hmgn1l Cstf2
Nol7 Gtf2e2 Rfx1 Hnrnpk Raly
Fyttd1 Rpl13a Rbm27 Rps23 Phb
Setd3 Histlh2bh Exosc10 Nup50 Lrrc59
Nup153 Vep Aqr Histlhle Npm1
Sf3b6 Pspcl H2afj Rpl30 Elavil
Rpl9 Tceal Ttc37 Rpl7a Rps11
Edfl Ahnak Pms1 Rybp

Gtpbp4 Cggbp1l Erbb2ip Btf3

Rbm10 Aldoa Dnajc8 Dazapl

Gltscr2 Ptbpl Eif3a Snrpc

Nup54 Gtf2f2 Rps19bpl Histlhla

Poldip3 Srsf2 Smarcall Snrpe

Ddx46 Pabpn1 Ylpm1 G3bpl

Cadps2 Pcbp2 Gapdh Snrpb2

Dhodh Cenpe Cs Histlhlc

Rps9 Sox2 Sapl30 Srpl4

Sf3a3 Tptl Mtdh Hmgal

Mcm5 Htt Hnrnpc

In Abbildung 42 ist deutlich erkennbar, dass es Cluster von Proteinen gibt, die nur zum Zeitpunkt d,
flr fC angereichert (Cluster Il, schwarz gekennzeichnet) bzw. abgestoRen (Cluster VIl und IX, hell rosa
gekennzeichnet) wurden. Die GO-Term Analyse dieser Cluster zeigt, dass zum Zeitpunkt dg

hauptsachlich Proteine angereichert wurden, die allgemeine zelluldre Prozesse steuern. Dabei
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wurden fir fC mehrheitlich Proteine angereichert, die mit der Transkription in Zusammenhang
stehen und fir C Proteine, die mit der Translation verbunden werden. In den Clustern VIII und IX sind
beispielsweise viele Proteine vertreten, die vorwiegend mit Translation, RNA-Prozessierung und
Chromosomenorganisation in Verbindung stehen. Sie wurden zum Zeitpunkt dy an C angereichert
und traten an den anderen Zeitpunkten nicht mehr auf. In Cluster Il sind lberwiegend Proteine
vertreten, die an den fC-Sonden angereichert wurden und im Zusammenhang mit Transkription und

mRNA-Prozessierung stehen.

In allen anderen Clustern wurden die Proteine an den verschiedenen Zeitpunkten mehr oder weniger
entweder flir C oder fir fC angereichert. Cluster | weist (berwiegend Proteine biosynthetischer
Prozesse auf, dabei wurde an dg zunéachst fir fC angereichert, an d ist eine schwache Anreicherung
fiir C erkennbar und an d, fand kaum eine Anreicherung statt. Da unter den Clustern Ill, IV, V und VI
jeweils nur wenige Proteine stehen, wurden diese zusammen betrachtet. Darunter befinden sich
Uberwiegend Proteine, die an metabolischen Prozessen, RNA-Prozessierung aber auch
Nukleosomenorganisation beteiligt sind. Diese Proteine wurden jeweils an dy und d; entweder fiir C,
fC oder gar nicht angereichert, an d, sind die meisten Proteine fir C angereichert. Innerhalb von
Cluster VII liegen einige Histon-Proteine, weswegen die GO-Analyse vor allem Prozesse wie DNA-
Verpackung und Chromosomenorganisation ergibt. Auffallig ist, dass die meisten Proteine vor allem
an d, fur fC angereichert wurden. In Cluster X wurden an d, und d; die Proteine Gberwiegend fir fC
angereichert und an d, fur C. Hierunter sind die meisten Proteine fiir metabolische Prozesse von
Stickstoffverbindungen, wie z.B. der Nukleobasen, zustandig. Die letzten drei Cluster XI, XIl und Xl
wurden wieder zusammengefasst. Hier finden sich vor allem die vielen ribosomalen Proteine wieder,
wodurch die GO-Analyse auf eine starke Tendenz zur Genexpression und Translation hinweist. Aber
es finden sich auch viele Proteine wieder, die an metabolischen Prozessen beteiligt sind. Die Proteine
wurden vor allem an d; fiir fC angereichert, an den Zeitpunkten dy, und d, eher fiir C. Der
Ubersichtlichkeit halber ist in den nachfolgenden Tabellen eine Zusammenfassung der

interessantesten Proteine gegeben.
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Tabelle 11: Identifizierte Histone aus den pull down Versuchen zur Studie fC-bindender Proteine bei der Entwicklung von
mESCs zu EpilCs. Angegeben sind die Anreicherungsfaktoren der Replikate (griin: fiir fC angereichert, blau: fir C
angereichert) und ob ein Crosslinker-Rest identifiziert wurde (rot) oder nicht (weil3).

SIS [Eelai ngz nglgz Lgéz gOL ‘ glL C(:sz
H1f0 H1.0 -0,354 -0,006 0,631 [
H1fx H1fx 0,993 -0,165 0,274

Histlhla H1.1 -0,215 0,862 -0,105

Histlhlb H1.5 -0,247 0,776 0,244

Histlhlc H1.2 -0,206 0,807 0,102
Histlhld H1.3 -0,106 0,846 0,415
Histlhle H1.4 -0,247 1,008 -0,073
Hist1h1t H1t 0,859 0,618
Histlh1t H1t 0,103
H2af H2afj 0,013
H2afv H2afv 0,416 0,429 1,167
H2afx H2afx 0,573 -0,006 0,559
H2afy H2afy 1,098
H2afy H2afy 0,424
H2afy2 H2afy2 -0,060
Histlh2ab H2A Typ 1 0,437 1,027
Hist2h2aal H2A Typ 2-A 0,473 0,095

Hist2h2ab H2A Typ 2-B 0,958

Hist1h2bb H2B Typ 1-B 0,364 0,894

Histlh2bh H2B Typ 1-H 0,376 0,394

Histlh2bm H2B Typ 1-M 0,925

Hist2h2be H2B Typ 2-E 0,657 0,423

H3f3a H3f3a 0,339

Histlh3a H3.1 -0,403 0,423

Histlhda H4 -0,093 0,649 0,287

Insgesamt wurden 25 unterschiedliche Histonproteinvarianten identifiziert. Die meisten davon
wurden wenigstens an einem Zeitpunkt flr fC angereichert. Eine Ausnahme bilden die
Histonvarianten der Familie H1 (Linkerhistone) zum Zeitpunkt dy (mit Ausnahme des Histons H1fx),
die bevorzugt an die unmodifizierte DNA-Sonde binden oder anders gesagt, von fC abgestoRRen
wurden. Zum Zeitpunkt d, zeigen diese allerdings wieder eine deutliche Praferenz fiir fC-haltige DNA-
Sonden. Ebenfalls besonders auffillig ist, dass die Histone zum Zeitpunkt d2 mit Ausnahme des
Histons H3f3 nicht gecrosslinkt wurden. Beides deutet stark darauf hin, dass bei der Differenzierung
der Stammzellen zu EpiLCs die Chromatinstruktur einer hohen Dynamik unterliegt und dass fC-haltige
DNA eine kontrollierende Funktion der stattfindenden Prozesse Gbernehmen kdnnte. Eine erhéhte
Affinitat der Histone zu fC-haltiger DNA kdnnte die Transkription negativ beeinflussen, wenn die DNA
kompakter an die Histone gebunden wird und somit die Stabilitdt der Chromatinstruktur geférdert
wird. Es wurden auch einige Repressoren gefunden, wie Rybp (dy und d,), Ewsrl (dy und d;) und
Crem (d,), wobei letzteres Protein auch als Aktivator dienen kann. Weitere Aktivatoren, die ebenfalls

gefunden wurden, sind: Crebbp (dg), Psip1 (do und d;), Btf3 (d4) und Ccarl (d, und d,).
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Neben den vielen Histonproteinen wurden auch einige Proteine identifiziert, die Histone
modifizieren oder diese erkennen und daran binden (Tabelle 12) sowie einige an der Transkription
beteiligte Proteine (Tabelle 13), DNA-Modifikatoren (Tabelle 14) und an der DNA-Reparatur beteiligte
Proteine (Tabelle 15). Insgesamt betrachtet wurden diese Proteine vor allem zum Zeitpunkt dO
identifiziert, daher finden sich auch zu diesem Zeitpunkt die meisten Crosslinks. Darliber hinaus gibt
es einige Proteine, die explizit an d1 oder d2 fir C oder fC angereichert wurden. Dazu gehéren Ep300
(beteiligt an der Histon-Acetylierung), Ezhl (beteiligt an der Methylierung von H3K27), Kmt2e
(beteiligt an der Methylierung von H3K4) und Smarcall (beteiligt an der DNA-Schadensantwort).
Genauso interessant sind Proteine, die an mehreren Zeitpunkten fiir C oder fC angereichert wurden,
wie z.B. Cbx3 (wird durch H3K9 rekrutiert und ist an der epigenetischen Repression beteiligt),
Gatad2a (wirkt verstarkend zur Mbd2-vermittelten Repression, effektiv nur zusammen mit Gatad2b,
welches auch zum Zeitpunkt dO fur fC angereichert wurde), Nono (beteiligt an der Regulation der
Transkription) und Sox2 (Transkriptionsfaktor).

Tabelle 12: Interessante Histon-Modifikatoren aus den pull down Versuchen zur Studie fC-bindender Proteine bei der
Entwicklung von mESCs zu ELCs. Angegeben sind die Anreicherungsfaktoren der Replikate (griin: fiir fC angereichert,
blau: fiir C angereichert) und ob ein Crosslinker-Rest identifiziert wurde (rot) oder nicht (weiB). Gelb markierte

Funktionen sind mit der Aktivierung von Genen assoziiert, orange markierte Funktionen mit einer reprimierenden
Wirkung.

dO d1 dz do d1 dg a
Genname Log2 Log2 Log2 ’ cL ‘ cL cL L
) Erkennung, Bindung und Aufrechterhaltung
Brd4 e von acetylierten Histonen
Chx3 -0,318 1,627 epigenetische Repression, rekrutiert durch
H3K9me
epigenetische Repression, rekrutiert durch
Cbx5 -0,157 H3K9me (nicht in Anwesenheit von
H3Y41ph)
Chd4 0,024 Histon-Deacetylierung (NURD-Komplex)
Ep300 -0,884 Histon Acetylierung
Methylierung von H3K27 (PRC/EED-EZH1-
Ezhl O Komplex), Repression
Kdmba Demethylierung von H3K4me
Kmt2e -0,979 Mono- und Dimethylierung von H3K4
Mbd2 0,059 Bindet an m_C in CpG-Inseln und rekrutiert
Histon-Deacetylasen
Meaf6 0,257 Aktivierung der Transkription als Teil des
NuA4-Komplex
Histon-Demethylierung, selektiv fir mono-
Phi8 e und dimethylierte Lysine
Rbbp4 0277 Bindet an Kernhistone und rekrutiert Histon-
Remodelierer (Deacetylasen)
Sap130 0,007 -0,266 Reprimierung der Transkription
Sap130 0,158 Reprimierung der Transkription
Sap30 -0.135 Rekrutierung des HDAC-KompIex (Histon-
Deacetylierung)
Setd3 -0,546 Methylierung von H3K4 und H3K36
Smarccl 0,173 -0,114 Chromatin-Remodeling
Smarcel -0,295 Chromatin-Remodeling
Smcla 0,370 Aufrechterhaltung der Chromosomenstruktur
Smc3 0,121 Aufrechterhaltung der Chromosomenstruktur
Wdrl8 0,696 Methylierung von H3K4
Wdr5 0,715 Methylierung von H3K4

85



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 13: Weitere Interessante Proteine aus den pull down Versuchen zur Studie fC-bindender Proteine bei der
Entwicklung von mESCs zu ELCs. Angegeben sind die Anreicherungsfaktoren der Replikate (griin: fiir fC angereichert,
blau: fir C angereichert) und ob ein Crosslinker-Rest identifiziert wurde (rot) oder nicht (weiB3).

do d1 d2 do dl d2 H
Genname Log2 Log2 Log2 cL cL cL Funktion
Cnot2 0.184 Interagiert mit Hlston-DeacetyIase_n,‘
Repressor der Polymerase Il Transkription
Gatad2a 0720 -0,546 Verstz_;\rkung der Mbd2-verm|ttelten
Repression, nur zusammen mit Gatad2b
Verstéarkung der Mbd2-vermittelten
Gatad2b el Repression, nur zusammen mit Gatad2a
Hipk1 0,803 Inaktivierung von MY_B_-Transkrlptlonsfaktor
Aktivitat
Nono -0,404 1,091 -1,154 Regulation der Transkription
Phf5a 0,264 Regulation der Transkription
Polrld 0,071 Transkription
Polr2k -0,221 Transkription
Pou5f1 0,422 Transkriptionsfaktor
Prdm16 0,051 0,189 Regulation der Transkription
Snwl -0,114 Regulation der Transkription
Sox2 0,714 Transkriptionsfaktor

Tabelle 14: Interessante DNA-Modifikatoren aus den pull down Versuchen zur Studie fC-bindender Proteine bei der
Entwicklung von mESCs zu ELCs. Angegeben sind die Anreicherungsfaktoren der Replikate (griin: fur fC angereichert,
blau: fiir C angereichert) und ob ein Crosslinker-Rest identifiziert wurde (rot) oder nicht (weiB).

do d; d; do d; d, )
Genname Log2 Log2 Log2 cL cL cL Funktion
Mem2 -0,232 Einleitung der DNA—R_epIikation und -
Elongation
Einleitung der DNA-Replikation und -
Mem3 03 Elongation
Mcma 0,295 Einleitung der DNA-F\_’epllkatlon und -
Elongation
Mems 0176 Einleitung der DNA-Relekanon und -
Elongation
Mem? 0,159 Einleitung der DNA-Replikation und -
Elongation
Tet2 -0,161 Oxidation von mC zu hmC
Topl 0,108 Topoisomerase
Top2a 0,250 Topoisomerase
Top2b 0,299 Topoisomerase

Tabelle 15: Proteine aus den pull down Versuchen zur Studie fC-bindender Proteine bei der Entwicklung von mESCs zu
ELCs, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind. Angegeben sind die Anreicherungsfaktoren der Replikate (griin: fiir fC
angereichert, blau: fiir C angereichert) und ob ein Crosslinker-Rest identifiziert wurde (rot) oder nicht (weil3).

Gemame | g0 Log? Log? ot ot i
Ercc4 -0,206
Msh2 0,977
Parpl -0,018 0,343 -0,055
Rad50 -0,089
Smarcall 0,779
Trip12 -0,350
Mdcl 0,521
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Allerdings lasst sich aus diesen Daten keine klare Pradferenz von aktivierenden oder reprimierenden
Faktoren fiir oder gegen fC erkennen. Daraus lasst sich schlieRen, dass diese Prozesse stark
genspezifisch ablaufen und vermutlich von der umgebenden Histonstruktur und/oder der DNA-
Sequenz abhangig sind. Hier konnten beispielsweise durch das ChIP-Seqg-Verfahren weitere

Informationen zur genomischen Lokalisation der bindenden Proteine erhalten werden.**®

3.4.2 Vergleich mit publizierten Interaktionsstudien

Da es aus dem Jahr 2013 bereits zwei sehr dhnliche Studien gibt, die sich mit dem Thema einer
moglichen biologischen Funktion des fCs beschaftigten, wurden die Daten aus diesen Studien fir
einen Vergleich herangezogen. lurlaro et al. hat dazu zwei unterschiedliche DNA-Sonden fir pull
down Studien verwendet.'””! Kurz gesagt, wurden via PCR entsprechende DNA-Oligonukleotide mit
den Sequenzen aus den Promotorregionen der Gene Pax6 (280 bp mit 14 CpG-Inseln) oder Fgfl5
(248 bp mit 8 CpG-Inseln) erhalten. Diese wurden dann mit Zellkernextrakten muriner Stammzellen
(mESCs) inkubiert und Affinitdts-gebundene Proteine wurden mittels LFQ-Methode
massenspektrometrisch analysiert. Spruijt et al. verwendete synthetisch hergestellte DNA-
Oligonukleotide (27 bp mit vier auf einander folgenden CpG-Dinukleotiden) fiir SILAC-basierte pull

down Studien mit fC aus mESC-Zellkernextrakten.©®

Fir den Vergleich zwischen den Daten von lurlaro et al., Spruijt et al. und den eigenen, wurden
Letztere zu einer Gesamtliste, aller fir fC angereicherten Proteine der verschiedenen Zeitpunkte dy,
d; und d,, zusammengefasst. Ebenso wurden die beiden Listen der angereicherten Proteine aus den
pull down Versuchen mit Pax6- und Fgf15-Oligonukleotiden von lurlaro et al. zusammengefasst. Aus
dem Datensatz von Spruijt et al. wurden alle sowohl im forward als auch im reverse-Experiment fir

fC angereicherten Proteine verwendet.

Obwohl die Bedingungen hinsichtlich Zellstadien, biochemischer Methoden, Oligomerlange und —
sequenz recht unterschiedlich in den drei verschiedenen Versuchsansdtzen sind, gibt es
entsprechende Ubereinstimmungen in den Ergebnissen. Das Venn-Diagramm aus Abbildung 43 zeigt
wie viele Proteine der Datensdtze sich Uberschneiden. Es wurden 11 Proteine in allen drei
Datensatzen gefunden. Darunter sind die Proteine Cbx3, Parpl und Wdr18, die wichtige biologische
Prozesse steuern. Zusatzlich wurden weitere 37 Proteine gefunden, die sich mit den Daten von
lurlaro et al. Uberschneiden und weitere 49 Proteine Uberschneiden sich mit den Daten von Spruijt et
al. Unter den 37 Proteinen befinden sich Chd4, Top1, Top2b, Top2a, Gatad2b, Gatad2a und Wdr5;
und unter den 49 Proteinen befinden sich Msh2, Nono, Sap130 und Sox2 (siehe Abbildung A. 3).
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mESCs/ELCs
mESCs (lurlaro)

701

mESCs (Spruijt)

Abbildung 43: Venn-Diagramm zum Vergleich von drei Datensdtzen zur Studie fC-bindender Proteine unter
verschiedenen Versuchsbedingungen. Blau: alle fC-bindenden Proteine aus den Zeitpunkten d,, d, und d, bei der Studie
zur Entwicklung von ELCs. Griin: alle fC-bindenden Proteine, die mit zwei sequenziell unterschiedlichen DNA-Oligomeren
aus PCR-Produkten angereichert werden konnten.®” Magenta: alle fir fC angereicherten Proteine aus der SILAC-
basierten pull down Studie aus mESC-Zellkernextrakten.'® Die Proteinlisten der beiden Segmente ,,37“ und ,,49“ sind in
Abbildung A. 3 zu finden.

3.4.3 Studie zu Histonmodifikationen

Da die Histone und ihre Modifikationen offensichtlich eine groRe Rolle bei der Stammzellentwicklung
spielen, wurden die Histonproteine aus den Zellkernlysaten der drei Zeitpunkte do, d; und d, in

Triplikaten isoliert, verdaut und mit drei verschiedenen TMT-6plex Reagenzien markiert.

129 130

Histonpeptide aus der Probe von dy wurden mit TMT™*" markiert, aus der Probe von d; mit TMT
und aus Probe d, mit TMT***. AnschlieRend wurden die Proben gemischt und massenspektrometrisch
gemessen. Dadurch konnten die Haufigkeiten der Histon-Modifikationen relativ zum Zeitpunkt dg
verglichen werden. Insgesamt wurden 17 Histone identifiziert (siehe Tabelle A. 15). Mit dem
Programm Proteome Discoverer wurde nach Acetylierungsmustern an Tyrosinen (Y) und Lysinen (K)
sowie nach Methylierungsmustern an Lysinen gesucht, da von diesen bekannt ist, dass sie die
Chromatinstruktur und damit die Zuganglichkeit zur DNA beeinflussen kdnnen. Desweiteren wurde
nach Phosphorylierungen an Serinen (S), Threoninen (T) und Tyrosinen gesucht. Oxidationen an
Methioninen (M) und Tryptophanen (W) und selbstverstiandlich die TMT-Modifikationen an N-
Termini und Lysinen waren ebenfalls als Standardmodifikationen fiir die Suche eingestellt. Fir die
Quantifizierung der Modifikationen wurden in der Auswertung nur solche Peptide bericksichtigt, die
eindeutig zu allen drei Zeitpunkten und in allen drei Replikaten durch die Anwesenheit des jeweiligen
TMT-Reporterions im MS/MS-Spektrum quantifiziert werden konnten. Die Intensititen der
Reporterionen wurden auf das Gesamtverhaltnis eines ganzen Proteins mit einer Sequenzabdeckung

129

von 100% (H4) normalisiert und in Relation zum Signal des TMT “°-Reporters aus der Probe zum

Zeitpunkt do gesetzt. So konnten Acetylierungen und Methylierungen fiir alle finf bekannten
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Histonklassen H1, H2A, H2B, H3 und H4 gefunden und relativ zum Zeitpunkt d, quantifiziert werden.
Die Auswertung wurde flr jedes Histon bzw. jede Histonvariante einzeln durchgefiihrt (vgl.
Abbildung 44 und Tabellen A. 16 - A. 23). Wegen der uneinheitlichen Nomenklatur der
Histonvarianten wurden zuséatzlich zu den Bezeichnungen die entsprechenden Gennamen in

Klammern angegeben, bzw. sind auch in Tabelle A. 15 {ibersichtlich dargestellt.

Histon H3 (H3f3a)
1 iz 21 31 41 101 111 121 131
ARTKQTARKS| TGGKAPRKQL| ATKAARKSAP| STGGVKKPHR| YRPGTVA. . . | GLFEDTNLCA | THAKRVTIMP| KDIQLARRIR [GERA
MP A P ‘ T
MpP T P M X T
e {;“’ g g X Modifikationen (@/d) [ (@;d)0.956 [(d/d,V1.0445
it N-TermTMT6plex / K4ac / K9me1 / S10P 1.000 0.816 1.299
T A A_A | K9me1 / S10P / Kidac 1.000 1.351 0.768
X A D D Komel / S10P / K14me3 1.000 1.120 0.691
X D A D M Kome3 / K1dac 1.000 0.593 0.848
M D L K9me3 / K14me2 1.000 0.890 0.868
;)é A M N-TermTMT6plex / K9ac / K14me2 1.000 0.811 1.211
D M P N-TermTMT6plex / K9me2 / K14ac 1.000 0.811 1.211
X A Kome1 1.000 0.777 0.957
A N-TermTMT6plex / K14ac 1.000 1 0.438 0.714
M K14me2 / K18me1 / T22P 1.000 0.756 1.173
a Ki8ac 1.000 0.640 0.793
H3 K23ac 1.000 0.641 0.898
K23me1 1.000 1.165 0.787
X= N-TermTMT6plex T = me3 = trimethyl N-TermTMT6plex / K23ac 1.000 0.627 1.006
M = me1 = methyl A=ac = acetyl K23ac / K27ac 1.000 0.513 0.731
D = me2 = dimethyl P = phospho K27me1 1.000 1.165 0.787
K27mel / K36me1 / K37mel 1.000 1.003 0.645
K27me2 / K36me1 1.000 0.855 0.738
K27me2 / K37me1 1.000 0.909 0.735
K27me2 / T32P | K36rme: 1.000 0.661 1.322
S31P / K36me 1 1.000 1.498 0.891
S31P / K37mel 1.000 1.498 0.891
Ki21me3 1.000 0.541 0.771
N-TermTMT6plex / K121me3 1.000 0.715 0.889

Histon H4 (Hist1h4a)

1 2 Kl 21 31 41 51 61 71 81 91 101
SGRGKGGEGL G‘K;GG}\KRHRK VLRDNIQGIT| KPAIRRLARR| |GGVKRISGLI YEETRGVLKV FLENVIRDAV| TYTEHAKRKT| VTAMDVVYAL KRQGRTLYGF |GG

2 - T A D
M M M
M by
Modifikationen da/d, (d/d,)/0.956 [(d,/d,/1.0445 2 0
Kgac / K12ac / K16me2 1.000 0.809 1.021 O A
K31me3 1.000 1.066 1.002 e
K31mel 1.000 1.250 0.809
o Ll ol ket X= N-TermTMTéplex T = me3 = trimethyl
He  K79me2 1.000 |G 0.810 = e

K79met / K91me1 1.000 0625 1.042 D el
K79me1 / K91me3 1.000 0.881 1.704 B B
Y88ac / K91me2 1.000 0.890 1.323
M84ox / Y88ac 1.000 0.975 0.853
M84ox / Y88ac / K91me2 1.000 0.998 0.935

Abbildung 44: Auswertung der Modifikationen der Histone H3 (H3f3a) und H4 (Histlh4a). Gezeigt sind die vollstandigen
Aminosduresequenzen der Proteine. Die gelben Balken zeigen die massenspektrometrisch identifizierten Peptide mit den
entsprechenden Modifikationen an. Diese sind im Kasten auch tabellarisch zusammengefasst. Die Werte geben zusatzlich
den Faktor an, um den sich das normalisierte TMT-Verhaltnis des Peptids von d; bzw. d, im Vergleich zu d, dndert. Ein
Anstieg im Level der Modifikationen ist griin gekennzeichnet, ein Sinken ist rot gekennzeichnet. Je intensiver die Farbe,
desto hoher ist der betragsmaBige Unterschied. Weill kennzeichnet ein Verhéltnis von 1 und bedeutet, dass es keine
Veranderung gibt.

Global scheint die Anzahl von acetylierten, methylierten oder phosphorylierten Histonen nach 24 h
(d1) zunachst abzunehmen, nach weiteren 24 h (d,) ndhern sie sich in Summe fast wieder dem
Ausgangswert (do). Dies stimmt mit friheren Studien zur embryonalen Stammzellentwicklung von
Lee et al. Uberein, durch welche sie zu dem Schluss gelangten, dass dies eine Art der

Reprogrammierung des epigenetischen Codes darstellen kénnte.?%”!

89



Ergebnisse und Diskussion

Acetylierungen der Lysine eines Histons fiihren im Allgemeinen zum Ausgleich seiner positiven
Ladung und damit zu einer verminderten Wechselwirkung mit den negativen Ladungen an der DNA.
Die Chromatin-Struktur wird dadurch aufgelockert, der Zugang zur DNA erleichtert und somit eine
Transkription beglinstigt. In Abbildung 45 wurden die Werte aller Acetylierungen der quantifizierten

Histone zum Zeitpunkt d; bzw. d, gemittelt und in Relation zum Mittelwert am Zeitpunkt d,

aufgetragen.
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Abbildung 45: Diagramm zum Verlauf der Histon-Acetylierungen zu den Zeitpunkten d, und d, im Vergleich zu d,.

Die meisten Histone weisen demnach unterschiedliche Acetylierungslevel an den verschiedenen
Zeitpunkten der Stammzellentwicklung auf. Wahrend zum Zeitpunkt d; die Histone tendenziell
weniger acetyliert sind als zum Zeitpunkt do, wurden zum Zeitpunkt d, dhnlich viele Acetylierungen

wie am Ausgangspunkt dq gefunden. Am meisten Varianz besitzt das Histon H2A type 2-C (Hist2h2ac).

Wesentlich haufiger als Acetylierungen wurden Methylierungen an den isolierten Histonen gefunden.
Sie tritt an den Lysinen und Argininen auf, welche mit bis zu zwei (an R) bzw. mit bis zu drei (an K)
Methylgruppen modifiziert sein kénnen. Methylierungen an den Histonen kénnen sowohl an der
Aktivierung als auch Stilllegung spezifischer Gene beteiligt sein (siehe dazu auch Kapitel 1.1.1). Eine
vergleichbare Auswertung der Methylierungen wie schon fiir die Acetylierungen, l3sst eine hohe
Dynamik im zeitlichen Verlauf fiir die unterschiedlichen Histone und die verschiedenen

Methylierungsstufen erkennen (siehe Abbildung 46).
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Abbildung 46: Diagramm zum zeitlichen Verlauf von Methylierungen der Histonvarianten.

Eine Analyse der Phosphorylierungen fir die Varianten der H1 Proteine (Abbildung 47), zeigt eine

hohe Dynamik fir Hloo (H1foo), H1.0 (H1f0) und H1.1 (Histlhla), welche an d; zunachst weniger

Phosphorylierungen als an dy aufweisen, sich aber an d, wieder den Werten von dy anndhern. Fir die

Varianten H1.3 (Histlh1d), H1.4 (Histlhle) und H1.5 (Histlh1lb) wurden sowohl nach 24 h als auch

nach 48 h im Vergleich zu den Ausgangswerten beinahe gleich bleibend erniedrigte Werte fir

Phosphorylierungen gefunden.
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Abbildung 47: Diagramm zum zeitlichen Verlauf von Phosphorylierungen der Histonvarianten von H1 Proteinen.

Histone der Klasse H1 wurden im Vergleich zu den anderen Histonklassen kaum untersucht.'?*® Bis

zum heutigen Kenntnisstand spielen die H1 Linker-Histone eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der ibergeordneten Chromatinstruktur, kénnen aber auch auf die Regulation der
Genexpression Einfluss nehmen.?® Obwohl die Biologie der H1 Histone duRerst komplex ist, da es
viele verschiedene Isoformen und noch viel mehr posttranslationale Modifikationen gibt, konnte
beispielsweise bereits gezeigt werden, dass H1 Histone sowohl die DNA Methylierung als auch die H3
Histon Methylierung beeinflussen kénnen.™ 2% 2% yvor allem fir die Histone H1.1 (Histlhla), H1.5
(Histlh1b), H1.3 (Histlh1d) und H1.4 (Histlhle) konnte eine Affinitdt zu DNMTs und eine Silencing-
Aktivitit nachgewiesen werden.?'” Diese Histone wurden auch in den pull down Studien identifiziert.
Interessanterweise wurden die Histone an dy schwach von fC abgestoRen, wohingegen sie an d, fir
fC angereichert wurden. An d, scheint die Affinitat fiir fC wieder etwas nachzulassen. DNMTs wurden
in keiner der pull down Proben angereichert. Ob und inwiefern hier ein Zusammenhang besteht und
die unterschiedlichen posttranslationalen Modifikationen eine Rolle fir die Funktionalitdat der H1
Histone spielen, misste noch untersucht werden. Immerhin wurden in der Literatur bereits einige
wichtige Zusammenhange zwischen Chromatin Remodeling und Phosphorylierten H1 Histonen
hergestellt. Durch die Anwesenheit von Linker-Histonen werden Chromatin-Remodeling Komplexe,
wie der SWI/SNF-Komplex, inhibiert. Durch Phosphorylierung der Histone kann dieser Effekt wieder
aufgehoben werden.?*? In den hier untersuchten Linker-Histonen sinken die Phosphorylierungslevel
in den ersten 24 h und steigen danach wieder leicht an. Das wirde bedeuten, dass es bei der
Differenzierung von Stammzellen anfanglich zu einer Erhohten Umstrukturierung des Chromatins
kommen kann. Interessanterweise wurde das Histon H1.2 (Histlhlc) nur bei den pull down
Versuchen gefunden, nicht jedoch bei der Histonfadllung. Der Sequenz-Vergleich dieser H1 Varianten
beim Menschen ergab eine hohe Homologie.”*® Méglicherweise fehlte bei der hier vorliegenden
Analyse der Histone ein Varianten-spezifisches Peptid des Histons H1.2, wodurch die eindeutige

Identifikation nicht moglich war.
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Das Histon Hloo (H1foo) besteht aus 304 Aminosauren und wurde mit einer Sequenzabdeckung von
94% identifiziert. Es spielt eine wichtige Rolle bei der Genexpression wahrend der Oogenese und der
frihen Embryogenese, wahrscheinlich durch Destabilisierung der Chromatinstruktur.?! Aus der
relativen Quantifizierung geht hervor, dass Acetylierungen im Vergleich zum Ausgangszeitpunt dg
leicht abnehmen, wahrend Phosphorylierungen und einfache Methylierungen zunachst starker
abnehmen (d;) und dann wieder leicht ansteigen bis sie um den Ausgangswert liegen (d,). Zweifach

und dreifach Methylierungen scheinen insgesamt weniger zu werden.

Das Histon H1.0 (H1fv) besteht aus 194 Aminosaduren und wurde mit einer Sequenzabdeckung von
100% identifiziert. Es hauft sich vor allem in Zellen an, die in der Endstufe der Differenzierung sind
oder niedrige Zellteilungsraten aufweisen. Da H1.0-Knockout-Md&use sich normal entwickeln und
fortpflanzen kdénnen, wird bei dem Histon von einer redundanten Funktionalitat ausgegangen.[m] Die
relative Quantifizierung der Histon H1.0 Modifikationen zeigt, dass Acetylierungen, zweifach
Methylierungen und Phosphorylierungen zum Zeitpunkt d, stark absinken und zum Zeitpunkt d,
wieder anndhernd den Ausgangswert erreichen. An den Werten der einfach und dreifach

Methylierungen gibt es fast keine Anderungen.

Die Kernhistone H2A, H2B, H3 und H4 stehen mit der DNA in direktem Kontakt und haben deshalb
direkten Einfluss auf Mechanismen wie Transkription, DNA-Reparatur, DNA-Replikation und
chromosomale Stabilitdt. Die erhaltenen Daten zeigen, dass ihre Modifikationen betragsmaRig

deutlicheren Schwankungen unterliegen als die der Linkerhistone H1.

Acetylierungen der Histon Proteine H2A scheinen im Wesentlichen abzunehmen, mit der Tendenz an
d, wieder leicht anzusteigen, mit der Ausnahme von H2A Typ 2-C (Hist2h2ac). Hier steigt der
Acetylierungsgrad an d, sogar Uber den Ausgangswert bei d,. Die Methylierungen folgen keiner
klaren Tendenz, sie scheinen viel mehr vom Histon-Typ und vom Grad der Methylierung abhangig zu

sein.

Auch die Histonmodifikationen der Familie H2B unterliegen einer klaren Dynamik. Acetylierungen
steigen zunachst an, um dann wieder zu sinken. Eine Ausnahme bildet die Histonvariante H2B des
Typs 3-B (Hist3h2bb), dessen Acetylierungsgrad zunéachst sinkt und dann wieder leicht ansteigt,
jedoch nicht tber den Ausgangswert von dy. Methylierungen nehmen alle tendenziell zunachst eher

ab und steigen bei d, wieder mehr oder weniger an.

Bei dem Histon H3 (H3f3a) konnten zum Zeitpunkt d, weniger Acetylierungen festgestellt werden als
zu den Zeitpunkten d, und d,. Die Einfachmethylierungen bleiben zu den Zeitpunkten dy und d, fast
konstant und gehen zum Zeitpunkt d, leicht zuriick. Zweifach methylierte Peptide treten an d;

weniger oft auf als an dg, allerdings wurden an d, sogar leicht mehr als an dy gefunden. Und die
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dreifach Methylierungen sinken zunachst an d; fast genauso stark ab wie die Acetylierungen, an d,

werden aber nur geringfligig mehr der dreifach Methylierungen gegentiber d, gefunden.

Bei Histon H4 (Hist1h4a) bleiben lGber den betrachteten Zeitraum die Acetylierungen relativ konstant
um den Ausgangswert erhalten. Einfach- und Dreifachmethylierungen sind an d, héher als an dy und

d;. Zweifachmethylierungen sinken von dy nach d; und steigen an d, wieder auf das Ausgangsniveau.

Acetylierungen der Histone flihren im Allgemeinen zu einer Aktivierung der Transkription. Die hier
beobachtete globale Abnahme an Acetylierten Histonen steht im Einklang mit den steigenden mC-
Leveln in der DNA und der damit verbundenen Stilllegung spezifischer Gene. Im Gegensatz zu den
Acetylierungen kénnen Methylierungen sowohl einen negativen als auch positiven Effekt auf die
Transkription haben. Nach dem bisherigen Kenntnisstand (vgl. Kapitel 1.1.1) hdngt es von mehreren
Faktoren ab, ob Gene durch methylierte Histone aktiviert oder deaktiviert werden. D.h. nicht nur die
Position der Methylierung innerhalb der Peptidsequenz der Histonproteine, sondern auch der Grad
der Methylierung und die Kombination mit anderen Histon-Modifikationen sowie DNA-
Modifikationen, kdnnen eine Rolle spielen. Dies spiegelt sich auch in den hier erhaltenen Daten
wieder. Gerade bei den Methylierungen konnte keine klare Tendenz einer Zu- oder Abnahme erkannt
werden. Wegen der hohen Komplexitat, die dieses Muster annehmen kann, ist es schwierig direkte
Zusammenhdnge mit Vorgangen wahrend der Differenzierung, geschweige denn mit der
Genregulation herzustellen. Dennoch kénnte der hier vorliegende Datensatz als wertvolle Grundlage
fir weitere Untersuchungen zu diesem Thema dienen. Man koénnte beispielsweise in
Expressionsdatenbanken suchen, aus denen hervorgeht, welche Gene ein- bzw. ausgeschaltet

werden.
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5. Material und Methoden

5.1 Chemikalien

Chemikalien wurden von den Firmen Sigma/Aldrich/Fluka (Deisenhofen), Merck (Darmstadt),
AppliChem (Darmstadt), Jena Bioscience (Jena) und Roth (Karlsruhe) in den Ublichen Qualitatsstufen
puriss, p.a., purum und molecular biology grade bezogen, wenn nicht anders angegeben. Fir Puffer,
Losungen und Medien wurde bidestilliertes Wasser (ddH,0) verwendet, das durch eine Milli-Q Plus
Anlage der Firma Merck Millipore (Darmstadt) erhalten wurde. Puffer und Lésungen fir LC-MS-

Messungen wurden mit H,O (LC-MS Qualitat) der Firma Fluka (St. Louis, MO, USA) und Acetonitril

(ACN, LC-MS Qualitat) der Firma Carl Roth (Karlsruhe) hergestellt.

5.2 Puffer und Lésungen

Tabelle 16: Puffer und Lésungen.

Puffer oder L6sung

Komponenten

Konzentration /

Menge

ABC-Puffer (pH 8.0) NH,HCO; 50 mM
Tris-HCL (pH 7.5) 5mM
1 x B&W-Puffer EDTA 0.5mM
NaCl 1mM
HEPES 10 mM
NaCl 10 mM
KH,PO, 1mM
CLB-Puffer NaHCO; 5mM
EDTA 5mM
CaCl, 1mM
MgCl, 0.5mM
Coomassie Brilliant Blue R 250 0.25 % (w/v)
Coomassie-Farbelosung Ethanol 20 % (v/v)
Essigsaure 10 % (v/v)
.. DTT 10 mM
DTT-Losung NH,HCO; 25 mM
. . Ethanol 20 % (v/v)
Entfarber-Losung EET— 10 % (v/V)
5% Hydroxylamin-Losung HONH; HCI 5% (w/v)
o NaCl 150 mM
Hybridisierungspuffer Tris-HCI (pH 7.4) 10 mM
IAA-LOsung lodacetamid 1M
Tris-HCI 0.25M
10x Laufpuffer Glycin 1.29M
SDS 1% (w/v)
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Fortsetzung Tabelle 16: Puffer und Losungen.

Puffer oder Losung

Komponenten

Konzentration /
Menge

HEPES (pH 7.9) 10 mM

MgCl, 1.5mM
Lyse-Puffer A NacCl 10 mM

Tablette compl. mini protease

inhibitor (Roche)

HEPES (pH 7.9) 20 mM

Glycerin 20 % (v/v)

NaCl 0.42 M
Lyse-Puffer C MgCl, 1.5mM

EDTA 0.2 mM

Tablette compl. mini protease

inhibitor (Roche)
PMSF-Losung PMSF 200 mM

Tris-HCI (pH 6.8) 0.225M
5 x reduzierender Glycerin 0% (R
Auftragspuffer SD5 5 5 {917

Bromphenolblau 0.05 % (w/v)

DTT 0.25M
TCEP-L6sung TCEP 1M

TEAB 10 mM
TEAB-Puffer MgCl, 1mM

Tris-HCI (pH 7.5) 10 mM
TSE-Puffer Saccharose 300 mM

EDTA 1mM

5.3 Gerate, Software und Online-Tools fiir Bioinformatik

Tabelle 17: Gerdte und Software.

Gerat

Eppendorf Zentrifugen 5810R
und 5424R

Eppendorf Thermomixer
Comfort

Software

Eppendorf BioPhotometer Plus

NanoDrop® ND-1000“-
Spektrophotometer

Mini-PROTEAN® Tetra“
Elektrophoresekammer

Ultimate 3000 HPLC

NanoDrop 1000 3.8.1

Firma
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)
PEQLAB Biotechnologie
(Erlangen)

Bio-Rad (Miinchen)

Dionex Chromatography MS
Link 2.14 Build 3818 (basierend
auf Chromeleon 6.80 SR13
Build 3818) und Thermo
Xcalibur 3.0.63
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Fortsetzung Tabelle 17: Gerdte und Software.

Gerat Software Firma
|

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)
Max-Planck-Institut fiir
Biochemie (Martinsried)

Q Exactive HF Spektrometer Thermo Xcalibur 3.0.63
LTQ Orbitrap XL Spektrometer ~ Thermo Xcalibur 3.0.63
Proteome Discoverer 1.4.1.14

Perseus 1.5.0.9

GO-Analysen wurden mit den DAVID Bioinformatik-Datenbanken (https://david.ncifcrf.gov/) und
STRING-Analysen wurden mithilfe der STRING Bioinformatik-Datenbank (http://string-db.org/)

t [205, 215-217]

durchgefihr

5.4 Oligodesoxynukleotide

Die fiur diese Arbeit verwendeten Oligodesoxynukleotide wurden entweder selbst synthetisiert,
freundlicherweise von Barbara Steigenberger synthetisiert und zur Verfligung gestellt oder durch die
Firmen Metabion GmbH (Martinsried) bzw. Ella Biotech GmbH (Martinsried) in gereinigter HPLC-
Qualitdt und lyophylisiert bezogen. Tabelle 18 gibt einen Uberblick iber die verwendeten
Oligodesoxynukleotide und deren Bezugsquellen.

Tabelle 18: Verwendete Oligodesoxynukleotide und deren Bezugsquellen. Sequenzen sind in 5‘- nach 3‘-Ende angegeben.
A=Adenosin, C=Cytosin, G=Guanin, T=Tyrosin, caC=5-Carboxycytosin, X=5-loduracil (IU), Y=5-Octadiinyluracil, mC=5-
Methylcytosin, hmC=5-Hydroxymethylcytosin, fC=5-Formylcytosin, hmuU=5-Hydroxymethyluracil, Flu=Fluorescein,

Bio=Biotin. Bezugsquellen: a) Selbst synthetisiert, b) synthetisiert und bereitgestellt durch Barbara Steigenberger, c)
Metabion GmbH, d) Ella Biotech GmbH.

r?Jllflz(;fiZci)lilyr_. Sequenzen der Oligodesoxynukleotide (5" — 3) Bezugsquellen
|
S1 TCC GAA GGA AcaCG ATG ACC GGA TGC a)
S2 Flu- GCA TCC GGT CAX CGT XCC TTC GGA -Bio c)
S3 TCC GAA GGA ACG ATG ACC GGA TGC a), c)
S4 GCA TCC GGT CAX CGT XCC TTC GGA -Bio c)
S5 Bio- GCA TCC GGT CAY CGT TCC TTC GGA b)
S6 TCC GAA GGA AmCG ATG ACC GGA TGC c)
S7 TCC GAA GGA AhmCG ATG ACC GGA TGC c)
S8 TCC GAA GGA AfCG ATG ACC GGA TGC a)
S9 Bio- GCA TCC GGT CAY CAT TCC TTC GGA b)
S10 TCC GAA GGA ATG ATG ACC GGA TGC c)
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Fortsetzung Tabelle 18: Verwendete Oligodesoxynukleotide und deren Bezugsquellen. Sequenzen sind in 5‘- nach 3‘-Ende
angegeben. A=Adenosin, C=Cytosin, G=Guanin, T=Tyrosin, caC=5-Carboxycytosin, X=5-loduracil (1U), Y=5-Octadiinyluracil,
mC=5-Methylcytosin, hmC=5-Hydroxymethylcytosin, fC=5-Formylcytosin, hmU=5-Hydroxymethyluracil, Flu=Fluorescein,
Bio=Biotin. Bezugsquellen: a) Selbst synthetisiert, b) synthetisiert und bereitgestellt durch Barbara Steigenberger, c)
Metabion GmbH, d) Ella Biotech GmbH.

Oligodesoxy- . . , ,
nukleotid-Nr. Sequenzen der Oligodesoxynukleotide (5" — 37) Bezugsquellen
|
S11 TCC GAA GGA AhmUG ATG ACC GGA TGC d)
S12 Bio- GCT CAC GCT AGY CAA CTC CGT GCA b)
S13 TGC ACG GAG TTG ACT AGC GTG AGC c)
S14 TGC ACG GAG ThmUG ACT AGC GTG AGC d)

5.5 Oligodesoxynukleotidsynthese

Die Festphasen-DNA-Synthese erfolgte nach den Standardprotokollen des Gerateherstellers mittels
CE-Phosphoramidit-Chemie an einem ABI 394 DNA synthesizer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Als Festphasenmaterial wurde ein CPG-Trager von (500 A, Glen Research, Sterling, VA, USA)
verwendet. Die Standardphosphoramidite von dA (Bz-dA), dC (Bz-dC oder Ac-dC), dG (iBu-dG) und dT
wurden von Link Technologies (Bellshill, NL, GB) und trockenes Acetonitril (Rotidry, = 99.9%, <
10 ppm Wasser) wurde von Roth bezogen. Die Sonderphosphoramidite fdC und cadC wurden
freundlicherweise von Felix Gnerlich und Barbara Steigenberger zur Verfliigung gestellt. Die fir
Kupplung, Deblocking, Capping und Oxidation verwendeten Reagenzien und Ldésungen wurden

verwendet, wie im Folgenden aufgelistet:
e Kupplung: 0.25 M BTT in MeCN (< 10 ppm H,0), hergestellt nach Welz et al.**®
o Deblocking: 3% Dichloressigsaure in DCM
e Capping A: Ac,0 (20% Vol.), 2,6-Lutidin (30% Vol.) in MeCN (< 10 ppm H,0)
e Capping B: N-Methylimidazol (16% Vol.) in MeCN (< 10 ppm H,0)
e Oxidation: 25 mM lod in 2,6-Lutidin/H,0/MeCN (6:65:30)

Standardphosphoramidite und Sonderphosphoramidite wurden als 0.1 M Lésungen in MeCN (<
10 ppm H,0) eingesetzt. Wahrend Standardphosphoramidite fir 45 s gekuppelt wurden, wurden die
Kupplungszeiten bei Sonderphosphoramiditen auf 165s verlangert. Bei den 24 bp langen fdC-
Oligonukleotiden wurde eine ,,DMT-off" Synthese (Abspaltung der 5°-DMT-Schutzgruppe am Trager)
und fir cadC-Oligonukleotide wurde eine ,DMT-on“ Synthese (keine Abspaltung der 5°-DMT-
Schutzgruppe am Trager) durchgefihrt. Die synthetisierten Strdnge wurden mit 0.4 M NaOH in
MeOH/H,0 (4/1 v/v) fir 18 h bei RT vom Tréger abgespalten. Die L6sung wurde filtriert, und der
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Trager mit 600 uL 1 M Triethylammoniumacetat-Losung gewaschen und ebenfalls filtriert. Die
vereinigten Filtrate wurden in einer SpeedVac auf ca. 30 % des Ausgangsvolumens reduziert und im
Anschluss analysiert. DMT-on Ansatze wurden fiir die Abspaltung der terminalen DMT-Gruppe bis zur
Trockene eingedampft und in 100 uL 80 % Essigsaure aufgenommen. Der Ansatz wurde fiir 20 min
bei RT geschittelt (1200 rpm) und die DNA durch Zugabe von 60 pL 3 M NaOAc sowie 1600 uL EtOH
gefdllt (mindestens 60 min bei -20 °C). Die DNA wurde anschliefend durch Zentrifugation vom

Uberstand abgetrennt.

Die Identitat der synthetisierten Oligodesoxynukleotide wurde via MALDI-TOF-MS (berpriift. Analyse
und Aufreinigung der Strange erfolgte mittels RP-HPLC. Verwendet wurde hierfiir ein Waters
HPLC-System (Waters Alliance 2695 mit PDA 2996, Praparative HPLC: 1525EF mit 2482 UV Detektor,
Waters, Eschborn) und VP 250/10 Nucleosil 100-7 C 18 Siulen des Herstellers Macherey Nagel
(Diren). Dabei wurde ein Gradient aus 0.1 M Triethylammoniumacetat jeweils in Wasser und 80 %
MeCN eingesetzt. Die prdparativen Trennungen wurden auf folgenden RP-Sdulen durchgefiihrt:
CC 250/10 Nucleosil 100-7 C 18 oder CC 250/10 Nucleodur 100-7 C 18 (Macherey-Nagel, Diiren). Fir
die analytischen HPLC Trennungen wurden die S&dulen CC 250/4 Nucleosil4120-3C18 und
CC 250/4 Nucleodur 4 120-3 C 18 eingesetzt.

Die Konzentration der synthetisierten Oligodesoxynukleotide wurde mittels UV/Vis-Spektroskopie
bei 260 nm (Nanodrop ND-1000 von PreQlab) bestimmt und mit den Extinktionsfaktoren der Basen
korrigiert (dA: 15 L/(mmol-cm), dC: 7 L/(mmol-cm), dG: 12 L/(mmol-cm) und dT: 8 L/(mmol-cm), fdC:
11 L/(mmol-cm), cadC: 7 L/(mmol-cm)). Nach erfolgter praparativer Reinigung und analytischer
Charakterisierung wurde das Wasser an einer SpeedVac oder an einer Lyophylle entfernt und mit
ddH,0 auf eine Konzentration von 100 pmol/uLeingestellt. Die Oligodesoxynukleotide wurden bei

-20°C gelagert.

5.7 Biochemische Methoden und Assays

5.7.1 DNA-Sonden Herstellung

Zur Durchfiihrung der pull down Assays wurden zunachst doppelstrangige DNA-Sonden hergestellt.
Hierfir wurden aquimolare Mengen der unter Tabelle 19 aufgefiihrten DNA-Strénge zusammen-
gegeben, mit Puffer auf eine Endkonzentration von 25 pmol/uL gebracht und in einem Heizblock fur

2 min auf 85 °C erhitzt und tber 4 h auf Raumtemperatur abgekiihlt.

loduracil enthaltende DNA-Sonden wurden in Hybridisierungspuffer hybridisiert und bei jedem
Schritt darauf geachtet, dass moglichst unter Lichtausschluss gearbeitet wurde. Nach dem Abkiihlen

auf Raumtemperatur wurden diese DNA-Sonden bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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Die Alkin (5-Octadiinyluracil) enthaltenden DNA-Sonden wurden in 0.25 x PBS (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) hybridisiert und nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur lyophylisiert, um im
nachsten Schritt via Click-Reaktion den Crosslinker einzufiihren. Hierzu wurden zu 10 nmol der
doppelstrangigen DNA 0,5 pL einer 200 mM Losung des Azid-PEG;-S-S-NHS-Esters (Ci5H,9N503S,, Jena
Bioscience, Jena, Deutschland oder freundlicher Weise von Kristof Hufnagel synthetisiert und zur
Verfligung gestellt) in DMSO gegeben. In einem separaten EppendorfgefaR wurde so viel CuBr in
einer TBTA Lésung (DMSO/tBuOH 3:1, 100 mM) gelost, um ein 1:1 Verhaltnis von Cu(l):TBTA zu
erhalten. Diese Losung wurde sofort zu der DNA/Azid Mischung gegeben, mit 45 uL DMSO/tBuOH
(3:1) weiter verdiinnt und bei 37 °C fir 3 h geschiittelt (950 rpm). Das resultierende Produkt wurde
nach einer Ethanol-Fallung erhalten. Um die Hydrolyse des NHS-Esters zu verhindern, wurden die so
erhaltenen DNA-Sonden Uber Nacht lyophylisiert und anschlieRend fiir pull down Studien verwendet

oder bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Tabelle 19: Hybridisierungsschemata zu den verwendeten DNA-Sonden aller durchgefiihrten pull down Studien.

enthaltende ) : entsprechende Kontrollstrang- Kontrollgegenstr
Versuch Modifikation Strang-Nr. Gegenstrang-Nr. Kontrollbase Nr. ang-Nr.
S6
. th S7
Kapitel 3.1.1 S8 S2 C s3 S2
caC S1
Kapitel 3.1.3 caC s1 s4 C s3 s4
| :nn:ltjé 11 59 T:A 510 59
Kapitel 3.2.1 hmC:G 5 S5 CG s3 S5
hmU:A (alt.) S14 S12 T:A (alt.) S13 S12
mC S6
Kapitel 3.2.2 hmC S7 S5 C S3 S5
fC S8
Kapitel 3.4.1 fC S8 S5 C S3 S5

5.7.2 Zell- und Gewebeproben

Murine embryonale Stammzellen (mESCs) wurden freundlicherweise zundchst von Matthias Truss
(Charité, Berlin) und spater von Fabio Spada kultiviert und zur Verfligung gestellt. Die Kultur und
Entwicklung der mESCs zu epiblast-dhnlichen Zellen (epiblast-like cells, EpilCs) wurde

freundlicherweise von Angie Kirchner durchgefihrt.

Human Embryonic Kidney 293T (HEK-293T) Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Gibco, LifeTechnologies, Carslbad, CA, USA) mit 10% foétalem Kalberserum (FBS, Gibco,
LifeTechnologies) und 1x Antibiotic-Antimycotic (100 U/mL Penicillin, 100 ug/mL Streptomycin und
25 ug/mL Fungizon, Gibco, LifeTechnologies) in T75 Zellkulturflaschen (Cellstar, Greiner,
Frickenhausen) in einem wassergesattigtem 5% CO,/95% Luftgemisch bei 37 °C kultiviert. Bei

Konfluenz der Zellen wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS Puffer gewaschen und
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nach Zugabe von 2 mL Trypsin-Losung (0.25% Trypsin, EDTA, Phenolrot, Gibco, LifeTechnologies) fur
5 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 13 mL Medium zugegeben und die Zellen resuspendiert.
1 mL der Zellsuspension wurde dann in eine neue Zellkulturflasche mit 19 mL frischem Medium
Uberfiihrt (1:15 Splitt), die restlichen 14 mL Zellsuspension wurden in einem 15 mL Falcon pelletiert,

mit PBS gewaschen und standen anschlieRend fiir die Zellkernextraktion zur Verfligung.

Die Gewebeproben der Retinae von Mausen wurden freundlicherweise von Arshan Perera (LMU,

Miinchen) zur Verfligung gestellt.

5.7.3 Zellkernlysat Praparation

Fiir die Praparation von Nuklearextrakten aus mESCs und HEK-293T-Zellen wurde nach einem
angepassten Protokoll von Dignam et al. verfahren.”*® Kurz gefasst, wurden die Zellen nach der
Ernte mit PBS gewaschen und in fliinffachem Pelletvolumen Lyse-Puffer A resuspendiert. Die Zellen
wurden 10 min auf Eis inkubiert und danach bei 4 °C und 2000 rpm 10 min zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in seinem zweifachem Volumen Lyse-Puffer A resuspendiert und die Zellen durch
20 StoRe eines WheatonDounce-Homogenisators lysiert. Die Zellkerne wurden durch 10 minditiges
Zentrifugieren bei 4 °C und 2000 rpm pelletiert und der Uberstand vorsichtig entfernt. Es wurden das
zweieinhalbfache Volumen Lyse-Puffer C zu dem Pellet gegeben, durch auf und ab Pipettieren
homogenisiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation bei 4 °C und 14500 rpm fiir 20 min

wurde der Uberstand abgenommen, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Die Zelllyse und Praparation der Zellkernlysate aus murinen Retinae wurde wie in Guillemin et al.
beschrieben durchgefiihrt.?% Es wurden jeweils 1-2 Retinae lysiert. Dazu wurden 100 pL CLB-Puffer
gegeben und mit 4 StéRen eines WheatonDounce-Homogenisators homogenisiert. Nach 10 min
Inkubation auf Eis wurden noch einmal 6 StoRe ausgefiihrt. Es wurden 10 uL 2.5 M Saccharose
zugegeben und 10 min bei 4 °C und 6300 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 puL TSE-Puffer
resuspendiert und mit 30 StoBen homogenisiert. Danach wurde das Zellkernlysat aliquotiert und bei

-80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

5.7.4 Bradford Assay

Proteinkonzentrationen der Zellkernlysate wurden mit Hilfe des Bradford-Assays bestimmt. Dafir
wurden 1-2 uL der Proteinprobe mit ddH,0 auf ein Endvolumen von 50 uL verdiinnt und mit 950 ulL
einer 1:5 verdinnten Losung des Bradford-Reagenz (Bio Rad, Hercules, CA, USA) versetzt. Dieses
Reagenz enthadlt den Farbstoff Coomassie-Brilliantblau-G250, welcher mit basischen und
aromatischen Seitenketten der Aminosduren interagiert und dadurch sein Absorptionsmaximum von
465 nm auf 595 nm wechselt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurden die Proben an einem
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vorkalibrierten BioPhotometer gemessen, womit der Proteingehalt in pg erhalten wurde. Kalibriert

wurde das Photometer mit Hilfe von BSA-Standardlosungen bekannter Konzentrationen.

5.7.5 SDS-PAGE mit Fluorescein-markierten Proben

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laimmli wurde zur Analyse der pull
down Experimente mit Fluorescein-markierten DNA-Sonden verwendet. Hierfiir wurden 80 pL der
pull down Probe entnommen und zunachst mit einem Zentrifugalfilter (MWCO = 10 kDa, Merck
Millipore, Darmstadt) auf 20 pL eingeengt. Die Probe wurde dann zusammen mit reduzierendem
Auftragspuffer 5 min auf 95 °C erhitzt und auf das Gel aufgetragen. Die Zusammensetzung der
gegossenen SDS-Gele ist aus Tabelle 20 ersichtlich. Desweiteren wurde als ProteingroRenstandard
SeeBlue ™ Plus2 pre-stained Protein Standard (Invitrogen, Oslo, Norwegen) auf das Gel aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte dann bei konstanten 130 V fiir 80 min im 1x Laufpuffer.

Fluorescein-markierte Proteinbanden wurden dann unter einem LAS3000-Imager (Fujifilm, Tokio,
Japan) Geldokumentationssystem (Aanregung = 460 NM, Agmission = 515 nm) sichtbar gemacht und
fotografiert. Zusatzlich wurde das Gel mit Coomassie-Farbeloésung gefarbt und Uberschiissiger

Farbstoff wurde durch Waschen mit Entfarber-Lésung entfernt.

Tabelle 20: Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel der SDS-PAGE.

Komponente Trenngel 12% Sammelgel 5%
ddH20 1.32mL 850 plL
Rotiphorese®Gel 30 1.6 mL 207.5 L
Tris-HCl pH 8.8 (1.5 M) 1mL -
Tris-HCI pH 6.8 (0.5 M) - 157.5 L
10% (w/v) SDS 40 uL 12.5 uL
10% (w/v) APS 40 pL 12.5 uL
TEMED 4 pL 1.25 ulL

5.7.6 Pull down Assays

Zu 1 nm der jeweiligen IU enthaltenden DNA-Sonden wurden 220 pg Zellkernlysat gegeben und mit
PBS auf ein Gesamtvolumen von 500 uL gebracht. Je nach Experiment wurde 15-30 min auf Eis oder
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Proben in gedffneten
ReaktionsgefalRen auf Eis 30 min unter einer UV-Licht-Lampe mit 312 nm bestrahlt. Nachdem 80 L
der Probe fiir die Analyse mittels SDS-PAGE entnommen wurde, wurde die restliche Probe Uber
Nacht bei -20 °C gelagert. Um die an der biotinylierten DNA gebundenen Proteine anzureichern,
wurden mit Streptavidin beschichtete, magnetische Partikel verwendet. 1 mg Dynabeads®

(Invitrogen, Oslo, Norwegen) wurden nach Herstellerangaben in 1x B&W Puffer gewaschen und in
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500 uL 2x B&W Puffer resuspendiert, bevor die 420 puL des Belichtungsansatzes zugegeben und 2-3 h
bei leichtem Rotieren inkubiert wurden. Die magnetischen Partikel wurden dann mithilfe eines
Magneten fixiert, der Uberstand wurde abgenommen und verworfen, und es wurde drei Mal mit 1x
B&W Puffer gewaschen. Eluiert wurde mit 20 pL 10% (w/v) SDS und 30 pL ddH,0 bei 95 °C fir 5 min.
Die Proteine wurden mit Aceton gefallt, 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert und in 100 uL DTT-
Losung via Ultraschall resuspendiert. Nach 30 min Inkubation bei 56 °C wurden 100 pL IAA-L6sung
zugegeben und weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 1 pL B-Mercapto-
ethanol wurde tber Nacht bei -20 °C in Aceton geféllt, 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert und das
Pellet in 200 pL Natriumhydrogencarbonat-Lésung fir den anschlieRenden tryptischen Verdau

resuspendiert.

Das Protokoll fiir den Protein pull down wurde fiir Experimente mit dem neuen Crosslinker
angepasst, da das Belichten der Proben durch den reaktiven NHS-Ester hinfallig war. Es wurden
1-2 nmol der entsprechenden lyophylisierten DNA-Sonde mit NHS-Ester-Crosslinker in 10-20 pL
trockenem DMSO geldst und zu 80-125 pg Zellkernlysat je nmol DNA-Sonde gegeben. Zellkernlysate
wurden zuvor mit TEAB-Puffer auf eine Konzentration von etwa 0.5 pg/uL verdinnt. Nach 20 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurden 100-200 pug nach Herstellerangaben vorbereitete und in
TEAB-Puffer resuspendierte Streptavidin Magnetic Particles (Roche, Mannheim) zugegeben und
weitere 3 h unter leichtem Rotieren inkubiert. Die Partikel wurden magnetisch fixiert, drei Mal mit
500 uL TEAB-Puffer gewaschen und in 100 uL TEAB-Puffer resuspendiert. Reduziert wurde mit 5 pL
TCEP-L6sung fiir 60 min bei 60 °C und 750 rpm im Thermomixer (Eppendorf) und alkyliert wurde mit
10 pL lodacetamid (IAA)-Losung flir 40 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Durch Zugabe von 10 pL
10% (w/v) SDS und erhitzen auf 95 °C fur 5 min wurde eluiert. Die Partikel wurden mit 20 uL ddH,0
nachgespilt, dann wurden die Proteine mit Aceton bei -80 °C eine Stunde geféllt. Das Prazipitat
wurde bei 14500 rpm abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 50-80 puL TEAB-

Puffer flir den anschliefenden Verdau resuspendiert.

5.7.7 Saure Extraktion von Histonen

Histone wurden aus den Zellkernextrakten von mESCs bzw. EpiLCs nach Shechter et al. isoliert.??" Es
wurden je Zeitpunkt (dy=0 h, d;=24 h und d,=48 h) 100 pg Zellkernextrakt in 200 pL Lyse-Puffer C fir
die saure Prazipitation verwendet. Es wurden 200 uL einer 0.8 N H,SO, Losung zugegeben, gemischt
und fiir 30 min bei 750 rpm inkubiert. Danach wurde fiir 30 min bei 13200 rpm zentrifugiert, um
Zellkernfragmente zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein neues GefaR tberfiihrt und 132 pL TCA
wurde tropfenweise zugegeben. Wahrend einer Inkubationszeit von 50 min auf Eis wurde das

geschlossene Gefall mehrmals geschwenkt. Danach folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fir
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15 min bei 13200 rpm. Der Uberstand wurde verworfen und das Histon-Pellet wurde zwei Mal mit
eiskaltem Aceton gewaschen, bevor es in ABC-Puffer (pH 8.0) fiir den anschlieBenden tryptischen

Verdau und TMT-Markierung aufgenommen wurde.

5.7.8 Proteinverdau

50 ug BSA wurden in 50 uL TEAB-Puffer gelost, mit 5 uL 1 M TCEP-Losung 60 min bei 60 °C und
750 rpm reduziert und mit 10 uL 1 M IAA-L6sung fiir 40 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
alkyliert. Alle reduzierten und alkylierten Proteinproben wurden mit MS-Grade Trypsin (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) nach Herstellerangaben tber Nacht bei 650 rpm und 37 °C
verdaut. Zum Abstoppen des Verdaus wurden die Proben fir 5 min auf 99 °C erhitzt, auf

Raumtemperatur abgekiihlt und es wurde jeweils 1 uL PMSF-Losung zugegeben.

5.7.9 Isobare Markierung

Die CIT-Markierungsreagenzien wurden von Barbara Steigenberger nach Sohn et al. synthetisiert
und gelést in DMSO mit einer Konzentration von 50 pg/uL bei -80°C gelagert."®? Nach
Entwicklerangaben wurden je 50 pg BSA-Verdau mit je 8 ulL der CIT***- oder CIT***-Reagenzldsung fir

2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden die Proben mittels MALDI MS analysiert.

Die TMT-Markierungsreagenzien wurden entweder kauflich erworben (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) oder in house von Gengo Kashiwazaki synthetisiert. Die Markierung der tryptisch
verdauten Proteine wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. 50 ug BSA-Verdau wurden mit
400 pg, pull down Proben und extrahierte Histone wurden mit 200 - 400 pg TMT Reagenz markiert.
Es wurden die TMT-6plex Reagenzien TMT™?°, TMT*® und TMT™! fiir die extrahierten Histone
verwendet, sonst die TMT-Duplex Reagenzien TMT'?® und TMT'”’. Wurde in forward/reverse-

126

Experimenten eine Probe mit TMT *° markiert, dann wurde die entsprechende Kontrollprobe mit

dem TMT'¥ Reagenz markiert und vice versa. In einigen Experimenten wurde jede Probe und jede

126 127

Kontrollprobe aufgeteilt, um sowohl mit TMT " als auch mit TMT " markiert werden zu kdnnen.
Diese Vorgehensweise ist an SILAC-Experimente angelehnt und in Abbildung 48 veranschaulicht.
Uberschiissige TMT Reagenzien wurden nach 2 h durch die Zugabe von 8 pL 5% Hydroxylamin-Lésung

gequencht und die unterschiedlich markierten Proben im Verhéltnis 1:1 gemischt.
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Abbildung 48: Schema zur TMT-Duplex Markierung bei forward/reverse Experimenten.

5.8 Massenspektrometrie

Wegen ihrer unterschiedlichen Vorteile, wurde je nach Anwendung auf unterschiedliche
massenspektrometrische Methoden zurtickgegriffen. Ein MALDI-TOF Massenspektrometer wurde fiir
verschiedene Qualitdtskontrollen (Oligodesoxynukleotide) und einfache Analysen (BSA-Verdau mit
isobarer Markierung) verwendet. Insbesondere die Messung von komplexen Proben (Protein-
Verdau) und deren Quantifizierungen (TMT) wurden an einer Orbitrap durchgefiihrt. Desweiteren
wurden die Detektion und Quantifizierung von modifizierten Basen der DNA mit Hilfe eines Triple-

Quadrupol-Massenspektrometers durchgefihrt.

5.8.1 MALDI-TOF

Alle MALDI-TOF-Spektren wurden mit einem Bruker-Autoflex Il-Massenspektrometer und einem
AnchorChip™-Target (Bruker MTP var/384) und der Messsoftware FlexControl 3.0 generiert. Die
Standard-Gerateparameter der jeweiligen verwendeten Messmethode kénnen der Tabelle 21

enthommen werden.

Synthetisierte Oligodesoxynukleotide wurden Uber 30 min auf einer 0.025 um-Membran (VSWP,

Merck Millipore, Darmstadt) gegen ddH,0 dialysiert. Die entsalzten Proben wurden dann auf einer

HPA-Matrix (3-Hydroxypicolin-Saure (50 mg), 15-Krone-5 (10 pL), Ammonium-Hydrogencitrat (10 mg)
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in 500 pL H,0 und 500 puL MeCN) co-kristallisiert und im Negativ-Modus gemessen. Bei der Analyse
von hybridisierten Doppelstrangen nach der Click-Reaktion mit dem Crosslinker wurde wegen der
Hydrolyseempfindlichkeit des NHS-Esters die vorige Entsalzung auf 10 min gekirzt bzw. ganz darauf

verzichtet.

Verdaute Proteinproben wurden vor der Messung nach Herstellerangaben mit ZipTips (C18, Merck
Millipore, Darmstadt) entsalzt und dann auf einer HCCA-Matrix (15 mg a-Cyano-4-Hydroxyzimt-Saure
in 1mL 30% (v/v) Acetonitril und 0,1 % (v/v) Trifluoressigsdure) co-kristallisiert. Die Messungen
wurden im Positiv-/Reflektor-Modus ausgefiihrt. Dabei wurden je 1000 Schuss mit einer Frequenz

von 20 Hz aufgenommen und zu einem Gesamtspektrum aufsummiert.

Tabelle 21: Standard-Gerateparameter des Bruker-Autoflex II.

Probenart [} Proteinverdau/Peptide Einzelstrangige DNA Doppelstrangige DNA (mit CL)

Messbereich m/z 700-4000 1000-10000 5000-9000
Signalunterdriickung <700 Da <2000 Da <1800 Da
lonenquelle | 19 kV 19 kv 19 kV
lonenquelle Il 16.8 kV 15.6 kV 15.6 kV
Linsenspannung 8.8 kV 8.85 kV 8.85 kV
Reflektorspannung | 20 kV 20 kV 20 kV
Reflektorspannung Il 0 0 0
Laser-Abschwachung 52% 30% 44%

5.8.2 Triple Quadrupol

Quantitative LC/UV-ESI-MS/MS-Analysen verdauter DNA-Proben wurden von Toni Pfaffeneder oder
Jessica Steinbacher mit einem Agilent (Santa Clara, CA, USA) 1290 UHPLC-System, das mit einem UV-
Detektor ausgeristet war, und mit einem Agilent 6490 Triple Quadrupole Massenspektrometer
durchgefiihrt. Dabei wurde eine verbesserte Methode der stabilen Isotopenverdiinnungsmethode
verwendet, wodurch alle Nukleoside zeitgleich analysiert werden konnten.™ Die Chromatographie

wurde mit einer Poroshell 120 SB-C8-Saule (Agilent, 2.7 um, 2.1 mm x 150 mm) durchgefiihrt.

5.8.3 Orbitrap XL

Die Proben der Versuche aus den Kapiteln 3.1, 3.2.1 sowie 3.2.2 wurden vor der LC-MS/MS-Messung
an einer SpeedVac komplett eingeengt und in 30-50 uL 2% (v/v) Acetonitril und 0.1% (v/v)

Ameisensaure aufgenommen und fir die Messung in Microvials Gberfihrt.

Die chromatographische Auftrennung der Peptide gemalR ihrer physikochemischen Eigenschaften vor
der massenspektrometrischen Analyse wurde an einem Dionex/Thermo Fisher Scientific (Waltham,

MA, USA) Ultimate 3000 Nano-LC-System durchgefiihrt. 5 — 15 uL der Proben wurden auf einer p-
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Vorsdule (Acclaim® PepMap100, C18, 5puM, 100 A, 300 um i.D. x 5 mm) zunachst entsalzt und
aufkonzentriert. AnschlieBend wurden die Proben auf eine analytische nano-Sdule (Reprosil-Pur®,
C18,3 M, 120 A, in 75 pm i.D. x-150 mm und 8 um Picotip®-Emitter) gespiilt und mit einer Flussrate
von 0.3 uL/min eines mehrstufigen Gradienten in 65 min aufgetrennt (siehe Tabelle 22). Das Eluat
wurde mittels ESI ionisiert und in der LTQ Orbitrap XL der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA) analysiert.

Tabelle 22: Gradient der chromatographischen Auftrennung vor der MS-Analyse an der LTQ Orbitrap XL mit Puffer A
(0.1 % Ameisensdure in H,0) und Puffer B (0.1 % Ameisensdure in ACN).

100% 0%
90% 1 b 10%
Puffer A [%]
0% Puffer B [%] [ 20%
Zeit [min] Puffer A Puffer B _70% 1 : s
[%] [%] f\; 60% 1 L 40% %
0-3 95 5 :E = [ >
S 40% 1 - 60% 8
3-53 95-5 5-95 o =
30% A F 70%
53-58 5 95
20% A F 80%
58 - 60 5-95 95-5 . poisy
60 - 65 95 5 ’ ’
0% ; . . r 100%
0 3 53 58 60 65

Retentionszeit RT

Die massenspektrometrischen Analysen starteten mit einem Full-Mass-Scan im Massenbereich
zwischen m/z 300 und 1650 mit einer Auflésung von 60000. Danach folgten drei MS/MS-Scans mit
dem FTMS-Analysator bei einer Auflosung von 7500 und einer hohen Kollisionsenergie von 70 eV in
der HCD-Zelle sowie drei zusatzlichen MS/MS-Scans mit einer normalisierten Kollisionsenergie von
35 % in einer lonenfalle der drei intensivsten Vorlauferionen mit Ladungen hoher als Eins in einem

Isolationsfenster von m/z 2.0.

5.8.4 Q Exactive HF

Vor den Messungen an der Q Exactive HF der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
wurden die Proben aus Kapitel 3.2.3 nach der Markierung mit TMT zunéachst lber StageTips nach
dem Protokoll von Rappsilber et al. von Verunreinigungen wie Detergenzien oder
Reaktionsnebenprodukte befreit.???! Dafir wurden die Peptidproben zundchst an der SpeedVac
eingeengt und mit 50-80 uL 1 % TFA in H,0 angesduert. Die StageTips wurden mit 200 pL 1 % TFA in
H,O equilibriert und danach wurden die Proben aufgetragen. Es wurde mit je 200 pL 0.2 % TFA in
H,0, Isopropanol und ein weiteres Mal 0.2 % TFA in H,0 gewaschen, bevor mit 150 pL 80 % MeCN

und 5 % NHj; in H,0 eluiert wurde. Nach dem Entfernen des Losemittels an der SpeedVac, wurden die

107



Material und Methoden

Proben in 30-50 uL 2% (v/v) Acetonitril und 0.1% (v/v) Ameisensdure aufgenommen und fiir die

massenspektrometrische Messung in Microvials tGberfuhrt.

Die Proben wurden dann mittels einem UltiMate 3000 Nano-LC-System (Dionex, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) gekoppelt an ein Q Exactive HF Massenspektrometer (Thermo Fisher
Scientific) analysiert. Daflir wurden 5 pL der Proben auf eine p-Vorsdule (Acclaim C18 PepMap100,
5 um, 100 um i.D. x 5 mm, Dionex, Thermo Fisher Scientific) aufgetragen und anschlielend auf eine
selbst gepackte analytische nano-Saule (SilicaTip Emitter, 75 um i.D. 8 um Spitze, 15cm, New
Objective, Woburn, MA, USA; gepackt mit ReproSil®-Pur C18 AQ 1.9 um, Dr. Maisch GmbH,
Ammerbruch-Entringen, Deutschland) gespilt und mit einer Flussrate von 0.3 uL/min eines
mehrstufigen Gradienten in 120 min aufgetrennt. Der Gradient wurde zusammen mit Michael
Stadlmeier so gestaltet, dass Signale von Reaktionsnebenprodukten der TMT Reagenzien minimiert
werden (Tabelle 23). Die Sdulentemperatur wurde mit einem Saulenofen (Sonation GmbH, Biberach,
Deutschland) konstant auf 30 °C gehalten.

Tabelle 23: Gradient der chromatographischen Auftrennung vor der MS-Analyse an der Q Exactive HF mit Puffer A (0.1 %
Ameisensdure in H,0) und Puffer B (0.1 % Ameisensaure in ACN).

Zeit [min] Puffer  Puffer
A [%] B [%] 100% 0%
90% 1 e L 10%
0-3 99 1 S uffer A %] L 20%
Puffer B [%]
3-5 99 -92 1-8 70% 1 F 30%
® i L a0% <
5-12 92 8 @ SR
5 50% 1 [ 50%.
12-90  92-66 8-34 5 40% - L 60%
a &=
90 - 100 66-40 34-60 30% 1 F 70%
20% - L 80%
100 - 105 40-15 60-85 _— L 50
105-112 15 85 0% . : . . ; . : : 100%
0 3 5 12 90 100 105 112 115 120
112 -115 15-99 85-1 Retentionszeit RT
115-120 99 1

Auch die Methode der massenspektrometrischen Analyse wurde optimiert, um die Messung von
lonen der TMT Nebenprodukte zu vermeiden. Dafilir wurden in den ersten 45 min der Messung zwei
verschiedene Scan-Events eingefiihrt. Das erste Scan-Event startet mit einem Full-Mass-Scan im
Massenbereich zwischen m/z 334.9 und 385.0 mit einer Auflésung von 60000, AGC target (Ladungen)
von 3e® lonen und einer maximalen Injektionszeit von 100 ms. Die fiinf hiufigsten Vorlauferionen mit
Ladungen hoher als eins wurden in einem Isolationsfenster von m/z 1.5 fiir die Fragmentierung in der
HCD-Zelle bei stufenweise steigenden normalisierten Kollisionsenergien von 24, 30 und 36
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ausgewshlt. Die MS/MS-Scans wurden bei einer Auflésung von 30000, AGC target von 1e® lonen und
einer maximalen Injektionszeit von 100 ms aufgenommen. Um mehrfach-Fragmentierungen gleicher
Vorlduferionen zu vermindern, wurde die dynamische Exklusion auf 10 s gesetzt. Um die MS/MS-
Signalintensitdt zu erhéhen, wurde der Apex-Trigger so eingestellt, dass die Peakspitzen zwischen 10

und 20 s nach der ersten Detektion des Vorlauferions gesucht werden.

Nach diesem ersten Scan-Event folgte ein zweites mit denselben Einstellungen, bis auf Folgende: Der
Full-Mass-Scan wurde auf einen Massenbereich zwischen m/z 390 und 1750 mit einer Auflésung von
120000 eingestellt und es wurden die zehn intensivsten Vorlduferionen fir die anschlieBenden

MS/MS-Scans ausgewahlt.

Fir die Messung nach den ersten 45 min wurde der Full-Mass-Scan auf einen Massenbereich von m/z
335 und 1750 mit einer Auflésung von 120000 eingestellt und es wurden die 15 intensivsten

Vorlauferionen der zuvor beschriebenen Fragmentierung unterworfen.

5.8.5 Proteinidentifikation und Quantifizierung

Der Datenbank-Abgleich der aus den Messungen an den Orbitrap-Massenspektrometern erhaltenen
Daten erfolgte mit dem Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in
Verbindung mit dem SEQUEST HT-Algorithmus und einer UniProt-Datenbank (Mus Musculus,
November 2014). Als Detektionslimit wurde das Signal-Rausch-Verhiltnis (S/N) auf 3 (LTQ
Orbitrap XL) oder 1.5 (Q Exactive HF) gesetzt. Als Protease wurde Trypsin mit maximal zwei
Gibersprungenen Spaltstellen gewahlt. Die maximale Massentoleranz der Vorldufer-lonen wurde mit
10 ppm und die der Fragment-lonen mit 0.8 Da (Orbitrap XL) oder 0.02 Da (Q Exactive HF) festgelegt.
Als statische Modifikation wurde Carbamidomethylcystein eingestellt. Dynamische Modifikationen
waren: Na-Kation (D, E) und Oxidation (M) sowie der DNA-Protein Crosslinker-Rest (+145.020 Da; K,

Y) und TMT-Duplex bzw. -6plex (N-Terminal, K) soweit verwendet.

Flr die relative Quantifizierung wurden mit TMT markierte, nicht-redundante Peptide verwendet.
Das Toleranzfenster fir die Integration betrug 20 ppm und die Integrationsmethode wurde auf ,, most
confident cetroid” gesetzt. Die Signale der TMT-Duplex Reporterionen 126 und 127 wurden auf den
Protein-Median normalisiert und daraus wurden Verhdltnisse berechnet, die als
Anreicherungsfaktoren die Praferenz eines Proteins angeben an eine der zu vergleichenden DNA-
Sonden zu binden. In den forward/reverse-Experimenten wurden nur solche Proteine berucksichtigt,
flr die sowohl im forward als auch im reverse Experiment ein Anreicherungsfaktor berechnet werden

konnte. Fir Triplikate wurden die Anreicherungsfaktoren gemittelt.
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Tabelle A. 1: Liste der fiir C angereicherten Proteine aus den pull down Versuchen mit caC-DNA-Sonden und HEK-
Zellkernlysat unter drei verschiedenen Bedingungen (Kapitel 3.1.3).

fir C angereicherte Proteine

unter Bedingung 1 unter Bedingung 2 unter Bedingung 3

Actb Abcfl Msh6é Rps15 Acinl Hmgn2 Rpl11
Aldoa Acd Myh10 Rps15 Akap8 HnrnpaO Rpl14
Arglul Acinl Nat10 Rps18 Alb Hnrnpal Rpl29
Dek Alyref Ncapg2 Rps19 Aldh18al Hnrnpa2bl Rps5
Eif4al Atpl3a3 Nhirc2 Rps23 Alyref Hnrnpa3 Ryrl
Eif5a C140rf166 Nolcl Rps24 Ankrd53 Hnrnpab Sfl
Enol Clorfl67 Nono Rps25 Apc Hnrnpc Sfpq
Gapdh Chd4 Npm1 Rps3 Api5 Hnrnphl Smarca2
Hnrnpc Ckap5 Omal Rps6 Apob Hnrnpk Smcla
Hnrnpd Cpd Parpl Rps7 Bzwl Hnrnpl Snrpd1
Hsp90abl Csnk2al Pdcd11 Rslld1l Bzw2 Hnrnpr Snrpd2
Hspala Ddx1 Ppib Sfpq Ccnb3 HsdI2 Snrpd3
Krtl Ddx21 Ptbpl Slc39a4 Cdk5rap2 1If2 Snrpe
Ldha Dek Ran Smul Chd4 1If3 Snrpg
Ldhb Dhx15 Rccl Snrpd3 Col13al Khdrbs1 Snrpn
Msn Eftud2 Rnf44 Snrpn Cpsf6 Khsrp Srp72
Myh9 Eif2s3 Rpl1l0a Srp9 Ddx17 Kpna5 Srsfl
Myl6 Fau Rpl13a Ssrpl Ddx39b Krtl Srsf3
Ncl Fbl Rpl14 Suptl6h Diaph2 Krt10 Srsf4
Npm1 Fus Rpl18a Tcofl Eeflal Larp6 Stag2
Olal Gon4l Rpl21 Topl Eeflg Maoa Stap2
Phgdh Grp Rpl22 Top2b Eef2 Maz Syncrip
Ppia Grwd1 Rpl23a U2af2 Eif2ak2 Mdn1l Tex10
Rccl H1foo Rpl24 Vrkl Eif4a2 Nin Thoc6
Rfcl H1fx Rpl26 Eif4a3 Nono Xrcech5
Rpl13 Histlhlc Rpl27 Eif5a P2rx5 Xrcc6
Rpl23a Histlhld Rpl28 Eif5b Pbrm1 Ywhaz
Rpl2611 Histlhle Rpl29 Erh Pcbp2

Rpl27 Hmgb3 Rpl30 Exoc7 Pdcdl1l

Rpsl14 HnrnpaO Rpl31 Ezr Pirgl

Rps20 Hnrnpal Rpl34 Fau Poldip3

Rps27a Hnrnpl Rpl35 Fus Ppia

Rps7 lgf2bpl Rpl35a Genlll Ppib

Rps9 Kif2a Rpl39 Heatrl Prcl

Serbpl Matr3 Rpl6 Histlhle Ptbpl

Snrpd1 Maz Rpl7a Hmgb1l Ptbp3

Snrpn Mcts1 Rpl9 Hmgb2 Rccl

Tafl Msh2 Rps11 Hmgb3 Rcc2

Tabelle A. 2: Angereicherte Proteine fiir fC an Tag 5 (Kapitel 3.2.2). Es wurden nur Proteine mit einem Quotienten groer
als 3/2 bzw. kleiner als 2/3 beriicksichtigt.

Chrm2 1,727 0,154 Adam12 4,245 0,544
Dmd 2,819 0,198 Kent2 13,161 0,300
Lamb1 1,875 0,564 Pip5kla 1,774 0,407
Mycbp2 2,573 0,651 Rrbp1l 1,642 0,667
P4ha2 2,133 0,078 Syngapl 1,721 0,176
Ptpnil 4,615 0,550 Taf3 4,510 0,410
Ptprt 1,707 0,232 Tip1 2,332 0,222
Sirt7 1,681 0,199 Trip12 3,489 0,488
Tpr 3,353 0,617 Zfp335 2,116 0,544
Unc13c 1,767 0,488 Zkscand 1,885 0,421
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Tabelle A. 3: Angereicherte Proteine fiir C im Vergleich zu fC an Tag 5 (Kapitel 3.2.2).

Aurkaipl
Cdc27
Gcek
Kif17
Msh2
Mtcll
Ncorl
OIfr695
Rpgripl
Tcofl
Trim30c
Wdfy4

0,027
0,294
0,526
0,653
0,590
0,165
0,329
0,178
0,596
0,344
0,628
0,513

5,971
2,116
3,541
1,587
1,656
1,802
3,827
4,190
1,902
2,290
2,099
1,574

Actbl2
Adal
Atp13a3
Cdcl4a
Chmp2a
Clspn
Ddhd1
Dis3
Emll
Fam160b1
Fhod1l
Ifihl
Krt17
Plcl2
Ppplrl2a

Tabelle A. 4: Angereicherte Proteine fiir mC an Tag 11 (Kapitel 3.2.2).

Adamts19
Alpk1
Cramp1l
Dst
Fam107a
Fam205a
Fenl
Lamcl
Nifk
Pcnx
Ppp2r5b
Ppp4ra
Rbm39
Ritl
Setdb1
Smarca5
C190rf43
Utp3

4,216
33,387
21,091
5,184
2,384
1,508
10,545
2,372
14,115
30,636
7,199
61,918
21,832
70,193
15,660
3,536
2,406
2,615

0,336
0,097
0,119
0,331
0,422
0,591
0,121
0,308
0,108
0,526
0,384
0,230
0,033
0,094
0,271
0,088
0,525
0,659

Abcb10
Asic2
Atplla
Casp8ap2
Ccdc73
Ccdc88b
Cdga
Cep350
Cfap54
Clhcl
Col6ab
Cyb5r2
Cyp4f40
Cyth2
Fam227b
Fam71e2
Fmnll
Fyb
Gm608
Gm6578
Grin3a
Hells
Hifla
Hsp90b1l
Cl10orf11
Map1lb
Mb21d2
Mtcll
Muc5ac
Myrf
Nap1l1
Olfr68
Pcm1
PcnxI3
Pex16
Phldb2
Phlpp2
Phrfl
Postn
Rimbp3
Samd9l

111

0,516
0,027
0,508
0,465
0,500
0,513
0,465
0,121
0,525
0,423
0,104
0,216
0,646
0,612
0,217

20,941
100,000
100,000
19,383
10,285
1,659
8,816
1,609
54,713
1,640
4,615
14,115
33,387
76,710
39,848
2,878
1,962
45,900
6,399
1,890
2,157
73,314
8,143
26,837
7,633
12,674
59,574
1,853
2,805
20,076
21,807
3,430
25,681
54,770
15,437
74,288
1,609
1,752
1,932
3,104
30,636

1,809
2,086
1,877
3,599
1,741
1,574
2,978
1,927
2,460
3,482
1,736
2,156
1,826
2,209
2,166

0,038
0,170
0,587
0,242
0,112
0,657
0,183
0,506
0,107
0,464
0,119
0,108
0,149
0,092
0,516
0,629
0,608
0,308
0,171
0,656
0,425
0,096
0,420
0,119
0,325
0,174
0,525
0,088
0,070
0,119
0,129
0,256
0,548
0,114
0,153
0,291
0,456
0,505
0,076
0,292
0,509
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Fortsetzung Tabelle A. 4: Angereicherte Proteine fiir mC an Tag 11 (Kapitel 3.2.2).

Senp7 100,000 0,033
Sh3glbl 100,000 0,179
She 21,900 0,184
Smarcall 58,794 0,115
Srekl 49,669 0,149
Tenm4 2,436 0,074
Trappcl0 33,387 0,095
Ttc21a 39,998 0,122
Urod 100,000 0,097
Vwa3a 3,425 0,161
Witl 54,713 0,098
Xpnpep2 24,220 0,126
Yeats2 53,497 0,100
Zmynd11 39,998 0,265
Znfx1 3,590 0,179
Zw10 15,660 0,074

Tabelle A. 5: Angereicherte Proteine fiir C im Vergleich zu mC an Tag 11 (Kapitel 3.2.2).

7530416G11Rik 0,184 13,633 1700039E15Rik 0,213 7,016
Arfgap2 0,228 3,813 4930480E11Rik 0,152 17,859
Arhgap10 0,071 49,416 5730559C18Rik 0,379 3,240
Ash1l 0,619 2,820 Akap1l 0,410 6,380
AsxI3 0,160 5,465 Akap6 0,200 14,082
Atmin 0,620 2,463 Anxa4 0,243 25,526
Bpifb6 0,436 1,686 Asrgll 0,176 16,972
Cacnb4 0,660 6,041 BC094916 0,422 2,496
Card 0,647 16,549 C130060K24Rik 0,320 6,132
Chd4 0,246 3,521 Cdhé 0,388 11,141
Chdé 0,564 3,239 Cdk1 0,280 16,633
Dnah5 0,369 3,167 Cdk11b 0,521 3,864
Fanl 0,370 47,893 Chafla 0,360 4,177
Herc2 0,473 54,048 Chd9 0,227 4,872
Manlcl 0,172 17,183 Cmtr2 0,152 17,859
Myh7b 0,259 7,306 Col25a1 0,349 2,725
Mylk 0,522 2,863 Cpsfl 0,513 4,845
Ncapg2 0,365 3,419 Csf2 0,190 14,082
Pck1 0,489 26,122 DmxI2 0,476 8,586
Pinx1 0,569 11,263 Dyrk2 0,309 13,692
Psmc2 0,561 8,890 Elovl2 0,521 3,769
Ptchd4 0,625 3,518 Enpp6 0,127 15,301
Rpld 0,235 11,263 Eprs 0,465 1,637
Rpsbkad 0,144 24,845 Fam178b 0,155 12,227
Syt3 0,272 4,852 FbIn2 0,505 1,547
Tpp2 0,373 12,566 FIna 0,521 3,769
Tscl 0,244 4,811 Flver2 0,420 3,641
Ttn 0,588 1,861 Gabrg2 0,390 3,373
Ttn 0,596 1,561 Gm10112 0,348 17,637
C3orf38 0,368 7,130 Gm27179 0,199 4,521
Gm933 0,316 5,877
Gucylb2 0,522 2,208
Haao 0,375 7,252
Histlh2ah 0,251 2,625
Hist1h2al 0,251 3,070
Histlh4a 0,203 8,189
Hmg20b 0,606 7,105
Hnrnpul2 0,218 5,330
Idh3a 0,170 3,487
Ifihl 0,306 17,684
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Fortsetzung Tabelle A. 5: Angereicherte Proteine fiir C im Vergleich zu mC an Tag 11 (Kapitel 3.2.2).

Igfbpl 0,268 4,959
Kansl1 0,469 5,416
Kenj11 0,423 4,047
Kiaal211 0,595 27,873
Kif23 0,165 4,596
Kntcl 0,144 14,814
LoxI2 0,160 4,653
Lrsam1 0,327 9,383
Mapre3 0,659 4,872
Mcmbp 0,359 8,261
Mmp24 0,289 11,691
Mob1b 0,152 14,814
Myo15a 0,192 12,734
Nrbf2 0,132 28,938
Nutm1 0,136 15,301
Obox1 0,326 14,982
Onecut3 0,341 4,736
Osgepll 0,232 1,885
Pbrm1 0,338 6,982
Pck2 0,247 17,859
Pcsk2 0,556 3,905
Pla2g4a 0,286 16,286
Plekhs1 0,568 2,440
Pmp2 0,501 3,813
Ppfia2 0,563 1,607
Prep 0,561 2,058
Prg4 0,471 4,448
Prked 0,288 2,456
Prrc2b 0,127 64,364
Ptprq 0,144 17,943
Pxn 0,492 1,599
Qars 0,595 1,828
Rabggta 0,612 1,818
Rbbp6 0,071 2,565
Rgs8 0,615 5,409
Rpf2 0,154 64,364
Rpl8 0,338 1,540
Rps6 0,561 2,329
Rsph9 0,268 4,959
Scaf4 0,373 1,596
Shroom2 0,501 4,279
Slc26a9 0,255 5,877
Slc44a2 0,595 5,477
Svepl 0,298 9,292
Timm17a 0,602 2,184
Tmem?214 0,235 9,855
Traml 0,568 2,566
Trim66 0,396 8,403
Ube2s 0,125 13,633
Vill 0,650 3,972
Vmn2r55 0,155 8,189
Wrn 0,221 12,345
Zbtb7c 0,136 12,288
Zfp668 0,467 3,729
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Tabelle A. 6: Angereicherte Proteine fiir hmC an Tag 11 (Kapitel 3.2.2).

C126/th127

mit Crosslinker ohne Crosslinker
Genname hmc'/c'?’ C***/hmc*?’ Genname hmc'?/c*”’
|
Bpifb1l 10,154 0,076 Adra2a 6,932 0,243
Ctnnal 3,804 0,145 Akapl7b 3,588 0,146
Dlgap3 2,122 0,617 Bicd2 19,643 0,045
Gm14569 1,536 0,487 Casp8ap2 2,917 0,299
P2rx6 2,212 0,583 Ccdc178 13,859 0,218
Pcdh11x 2,982 0,304 Ccm?2 1,758 0,639
Pcnxl3 12,665 0,442 Cena2 1,905 0,387
Pdcl3 2,263 0,149 Cep120 3,933 0,589
Sfrpl 1,542 0,286 Cep131 1,666 0,387
Syt15 3,515 0,421 Cfap53 18,556 0,121
U2surp 5,069 0,076 Cfap54 3,413 0,137
Usp15 1,516 0,376 Chek2 3,319 0,467
Cpd 2,295 0,652
Cpsfl 3,299 0,27
Cyth2 2,106 0,308
D2hgdh 1,576 0,536
Dapk1 17,336 0,501
Fam193a 7,111 0,645
Fam227b 7,462 0,281
Fenl 2,434 0,217
Ferlld 3,345 0,467
Gm340 7,242 0,285
Gm6406 3,301 0,519
Gm6578 2,685 0,458
Golph3l 2,307 0,375
Hapln2 1,718 0,225
Igf2bp2 4,143 0,252
Kif2a 1,714 0,327
March8 1,767 0,579
Myh10 3,705 0,42
Myo1f 2,168 0,648
Nap1l1 2,265 0,519
Nitl 3,821 0,252
Nripl 3,694 0,473
Osbpl8 2,909 0,589
Pcdhb7 6,14 0,624
Pkd2I2 1,589 0,446
Polr2a 2,212 0,6
Pgbp1l 2,446 0,355
Rangapl 7,118 0,132
Robo3 17,336 0,653
Rpl5 2,765 0,376
Shroom?2 1,786 0,554
Trhde 3,865 0,583
Ttc21a 16,793 0,418
Wt1 17,695 0,137
Zfp428 2,456 0,506
Zfp668 1,667 0,486
Zw10 2,37 0,236
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Tabelle A. 7: Angereicherte Proteine fiir Cim Vergleich zu hmC an Tag 11 (Kapitel 3.2.2).

mit Crosslinker ohne Crosslinker
Genname hmc*?*¢/c'?’ C**®/hmc*”’ Genname hmc**/c*?’ Cc**/hmc*?’
|
Abcblb 0,634 1,756 4932429P05Rik 0,425 1,623
Armcl0 0,624 1,562 AF366264 0,485 7,012
Cmya5 0,408 1,638 Arap2 0,280 2,685
Copa 0,481 2,133 Baiap2l1 0,261 1,567
D430041D05Rik 0,547 1,524 Ccdc108 0,339 1,799
Dmrtc2 0,405 1,603 Cdk1 0,523 1,579
Duox1 0,569 1,545 Cepl12 0,545 1,955
Ferll5 0,431 2,353 Chrm2 0,469 1,528
Gee2 0,302 2,801 Clspn 0,326 1,601
Gne 0,530 1,525 Csf2 0,448 1,929
Gvinl 0,545 1,659 Cypla2 0,324 2,544
Kritl 0,297 1,591 Dpysl5 0,128 2,421
Lct 0,522 2,209 Ebf2 0,578 2,234
Med13 0,389 1,841 Enpp2 0,404 2,421
Myo15b 0,389 1,845 Fam47c 0,452 2,150
Ncoab 0,489 1,680 Fam47e 0,413 1,837
Spaca5s 0,191 7,303 Foxw7 0,151 2,096
Stxbp2 0,347 2,685 FInc 0,562 1,892
Uggtl 0,385 1,765 Gm10610 0,468 1,813
Wdfy4 0,532 1,506 Gmpr 0,546 2,751
Xirp2 0,545 1,514 Hfm1 0,524 1,514
I131ra 0,483 1,512
Irf2 0,150 2,182
Kntcl 0,389 1,850
Mapk15 0,287 2,767
Myef2 0,481 1,585
Myo3a 0,326 2,382
Nrbf2 0,315 2,544
Ophnl 0,575 2,093
Pmp2 0,556 1,659
Ppfiad 0,619 1,680
Ppplrl2a 0,240 1,799
Prkce 0,240 5,506
Prpfab 0,389 1,841
Sympk 0,626 2,289
Tgfbr2 0,268 3,661
Trim66 0,469 1,885
ufdil 0,203 7,115
Zscan29 0,589 2,240

Tabelle A. 8: Angereicherte Proteine fiir mC an Tag 21 (Kapitel 3.2.2).

1110002E22Rik 1,592 0,577 Acox1 2,225 0,209
Ankrd11 6,580 0,600 Adarbl 1,503 0,365
C030017K20Rik 2,657 0,480 Ak9 2,250 0,617
Dhx8 6,228 0,222 Akrlcé 2,311 0,393
Fam179a 2,795 0,508 Ankrd36 1,642 0,318
Fryl 2,096 0,399 Asrgll 3,941 0,351
Histlhlb 1,589 0,614 Atp50 3,401 0,472
Krrl 2,235 0,349 Axdnd1 2,564 0,647
Manlcl 5,614 0,190 Cd300If 2,762 0,455
Neb 3,481 0,313 Cltc 1,816 0,491
Nolcl 2,031 0,619 Cnot4 3,075 0,417
Pitrm1 2,008 0,241 Cypt3 1,542 0,556
Ppp3cc 5,304 0,310 Dcdc2 2,665 0,303
Rps6kab 5,037 0,303 Dennd4c 1,639 0,585
Svepl 2,055 0,373 Fahdl 1,724 0,460
Sycp2l 1,600 0,429 Flver2 1,825 0,502
Tnrcl8 1,746 0,427 Gm8251 2,792 0,502
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Fortsetzung Tabelle A. 8: Angereicherte Proteine fiir mC an Tag 21 (Kapitel 3.2.2).

Vps16 3,011 0,514 Gopc 24,930 0,359
Wasf2 2,128 0,603 Gorasp2 2,947 0,482
H2afy 1,553 0,589
Herc2 35,414 0,337
Huwel 1,658 0,409
Kndcl 2,251 0,399
Lonrfl 1,560 0,314
Lrifl 4,951 0,298
Mamstr 1,787 0,462
Mettl14 1,548 0,493
Mob1b 2,432 0,409
Nutm1 4,060 0,221
Pcsk2 1,879 0,490
Plk4 3,389 0,610
Prga 1,509 0,390
Rdh8 5,571 0,190
Rpl13 3,432 0,525
Rps6 1,656 0,417
Sbfl 6,498 0,306
Sfrpl 2,333 0,409
Sh2d4a 1,503 0,406
Smarcal 1,634 0,499
Spryd4 2,021 0,621
Srbd1 1,537 0,621
Stka 2,024 0,621
Svsl 1,769 0,475
Tead3 2,251 0,399
Tmem?214 2,443 0,269
Txnldb 2,513 0,283
Usp48 2,692 0,310
Znf687 2,372 0,490

Tabelle A. 9: Angereicherte Proteine fiir C im Vergleich zu mC an Tag 21 (Kapitel 3.2.2).

Hapln2 0,317 2,305 2010300C02Rik 0,489 2,425
Hipk2 0,034 1,507 Abcgl 0,146 9,255
Ireb2 0,506 3,872 Amfr 0,316 3,798
Nap1l1 0,490 2,209 Amot 0,396 3,313
Phactr4 0,269 5,167 Arfgef3 0,257 1,754
Pidk2b 0,194 30,550 Bazla 0,342 1,524
Ppl 0,382 5,048 Caldl 0,465 4,645
Rims1 0,352 8,422 Casz1 0,490 4,044
Ttn 0,157 2,057 Ccdc158 0,356 3,445
Uhrflbp1l 0,059 2,721 Clybl 0,255 7,537
Cmya5 0,472 5,271
Coll1al 0,033 57,251
Dhx15 0,042 2,948
Drl 0,486 1,661
Drosha 0,502 1,556
Eml5 0,277 4,229
Fenl 0,352 1,680
Fhod3 0,591 5,062
Fyb 0,578 2,734
Gm8973 0,105 5,845
H1fx 0,280 1,812
Hells 0,377 1,666
Hivep2 0,220 32,835
1ft140 0,511 2,057
Il1rapl2 0,281 5,005
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Fortsetzung Tabelle A. 9: Angereicherte Proteine fiir C im Vergleich zu mC an Tag 21 (Kapitel 3.2.2).

L3mbtl2 0,282 4,620
Larpl 0,488 2,080
Magi3 0,041 52,757
Mcm10 0,634 1,538
Moap1l 0,300 3,669
Nirp4c 0,087 22,817
Nsrpl 0,205 5,012
Nxf7 0,661 2,054
Pdelb 0,433 1,541
Pde3a 0,490 2,722
Plin2 0,277 4,481
Postn 0,587 1,524
Prdm11 0,283 1,516
Rars2 0,459 1,666
Rbm25 0,283 6,049
Rev3l 0,434 2,708
Rgll 0,204 19,289
Rtca 0,253 3,669
Shkbp1 0,502 2,057
Shroom3 0,431 23,532
Sipalll 0,126 2,212
Slc28a3 0,568 13,830
Srekl 0,449 2,819
Tcf21 0,149 4,525
Trappcl0 0,237 3,615
Trp53rk 0,040 31,849
Trpv3 0,244 2,257
Ttc21a 0,279 4,830
Vill 0,121 23,532
Znf608 0,087 22,817
Zw10 0,297 2,484

Tabelle A. 10: Angereicherte Proteine fiir hmC an Tag 21 (Kapitel 3.2.2).

mit Crosslinker ohne Crosslinker
Genname hmc**¢/c'?’ C**®/hmc*”’ Genname hmc**/c*?’ c**®/hmc'?’
|

5430421N21Rik 3,022 0,343 1700039E15Rik 2,736 0,284
Brd3 5,161 0,648 4931408C20Rik 1,521 0,479
Ccdc141 2,222 0,504 5730559C18Rik 2,140 0,288
Cep290 1,600 0,578 Aga 5,845 0,397
D430041D05Rik 4,671 0,529 Alpk2 3,534 0,249
Dnhd1 6,925 0,210 Armc8 1,937 0,355
Duox1 2,356 0,616 Arntl2 1,741 0,647
Histlh2bh 2,919 0,503 Asrgll 8,507 0,212
Lig3 5,116 0,334 Atpl10a 2,540 0,498
Lrrc63 2,015 0,459 Brd2 2,219 0,293
Nolcl 3,503 0,479 Candl 7,370 0,643
Npm?2 1,971 0,399 Cd70 3,037 0,243
Nprl3 5,322 0,503 Chda 1,586 0,280
Pdel0a 1,613 0,276 Chd8 2,582 0,614
Ppp3cc 4,415 0,477 Chd9 5,149 0,331
Rgsll 10,606 0,607 Chrm2 3,720 0,372
Rpl4 2,576 0,505 Clip1 11,533 0,293
Setdbl 2,903 0,402 Ctnna2 8,939 0,343
Sfrpl 4,055 0,463 Ctnna3 2,716 0,397
Smarcal 5,370 0,547 Denndlb 1,764 0,535
Sp2 1,922 0,399 Dmd 1,861 0,653
C3o0rf38 2,589 0,482 Dnajc9 13,925 0,403
Zfml 2,366 0,490 Dnmtl 3,485 0,623
Zicl 29,930 0,075 Dtl 3,556 0,212

Flvcr2 1,615 0,467
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Fortsetzung Tabelle A. 10: Angereicherte Proteine fiir hmC an Tag 21 (Kapitel 3.2.2).

mit Crosslinker ohne Crosslinker
Genname hmc*?¢/c'?’ C**®/hmc*”’ Genname hmc**¢/c*?’ c*?*/hmc*”’
|
Gapdh 7,370 0,380
Gm20821 2,919 0,380
Gpr108 1,870 0,558
Gprllé 13,464 0,631
Hist1h2bf 2,919 0,503
Hspa4 2,582 0,616
lgfbpl 2,816 0,355
InppSb 3,005 0,373
Larp6 4,045 0,526
Larp7 2,060 0,267
Lcorl 2,402 0,195
Lpin2 11,611 0,233
Manlcl 10,689 0,284
Myl3 1,609 0,445
Myo15a 2,707 0,271
Nircd 1,687 0,467
Nutm1 7,325 0,147
Osbpl11 2,629 0,245
Osbpl8 4,362 0,535
Pdzd2 6,576 0,364
Plekha6 1,687 0,160
Ppfia2 3,407 0,668
Prrc2b 8,939 0,380
Rrp15 4,141 0,417
Rsbnil 19,231 0,170
Serpinfl 1,823 0,331
Shank1 1,639 0,535
Shroom?2 2,731 0,443
Slc22a23 3,025 0,406
Smpd3 1,994 0,485
Sms 2,960 0,616
Snupn 4,066 0,352
Svepl 1,785 0,334
Svsl 1,761 0,543
Tada2b 7,001 0,358
Tcf7 9,737 0,095
Timm17a 1,888 0,411
Tmem214 3,484 0,493
Tnks2 2,390 0,553
Top2a 4,045 0,360
Traml 1,726 0,539
Trim66 3,720 0,492
Usp48 2,830 0,169
Whsclll 2,589 0,355
Xrnl 2,308 0,388
Xylt2 2,716 0,533
Zfp869 2,825 0,561
Znf185 2,466 0,447
Zyglla 3,664 0,226

118



Anhang

Tabelle A. 11: Angereicherte Proteine fiir C im Vergleich zu hmC an Tag 21 (Kapitel 3.2.2).

mit Crosslinker ohne Crosslinker
Genname hmc'*¢/c'?’ c**®/hmc*”’ Genname hmc'?¢/c'?’ c**/hmc*?’
|
Abcas 0,234 3,693 Akap2 0,425 1,595
Adamts19 0,163 2,348 Amfr 0,1 20,883
Arrdc3 0,27 1,51 Atplal 0,354 1,935
Casp8ap2 0,524 3,142 Cald1l 0,536 1,889
Dnah7a 0,466 1,533 Cbx8 0,435 5,838
Grml 0,011 9,504 Cytip 0,214 1,895
Ogdhl 0,095 2,147 Eif2a 0,305 1,673
Opal 0,387 7,434 Fbx|17 0,345 1,526
Phf3 0,035 2,481 Fbxw10 0,472 2,859
Plcb3 0,085 4,134 Gitl 0,529 2,649
Rcor3 0,344 2,147 Gm1110 0,617 2,848
Setd2 0,265 2,552 Gramdlb 0,18 11,839
Skiv2l 0,309 1,65 Hbb-bs 0,281 2,228
Wdr72 0,438 4,05 Hecw2 0,231 1,958
Zfyve20 0,418 1,758 Helz 0,24 1,911
Hhlal 0,1 23,956
Irf2 0,493 2,196
Jph2 0,472 8,203
Kiaal109 0,603 1,636
Kif2c 0,375 2,789
Kiz 0,503 15,087
KlIfe 0,204 2,944
L3mbtl2 0,535 2,439
Lmo7 0,364 1,5
Lrch2 0,153 100
Nrk 0,082 1,588
OTTMUSG00000017677 0,352 33,699
PcnxI3 0,319 100
Plcb4 0,43 3,009
Ppp4rad 0,433 1,756
Rit1 0,041 19,235
Rpl3 0,439 8,203
Samd9l 0,567 1,992
Srek1 0,056 32,317
Stat4 0,438 3,065
Subl 0,095 100
Synj2 0,428 5,873
Tceal3 0,331 2,228
Tmod3 0,091 10,979
Tsen54 0,319 3,008
Ttc21a 0,326 2,863
Ttc28 0,304 1,551
Ubr5 0,276 1,676
Upf3a 0,427 1,638
Vwa3a 0,305 6,97
Witl 0,337 2,558
Zfp707 0,573 3,55
Zfp831 0,099 2,649
Znf687 0,189 2,254
Zw10 0,294 2,648
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Tabelle A. 12: Angereicherte Proteine fiir fC an Tag 21 (Kapitel 3.2.2).

Abcc2
Ccdcl46
Fkbp4
Ocrl
Rbm41
Sbsn

11,249
2,700
6,901
3,360
1,573
1,617

0,186
0,535
0,628
0,619
0,663
0,493

2010300C02Rik
Col2al
Cpsfl
Nekl
Pcfl1
Polr3a
Scarf2
Sema3e
Spag7
St5
Taf3

2,162
2,700
1,649
4,477
9,273
3,109
4,673
1,899
2,862
1,592
2,065

Tabelle A. 13: Angereicherte Proteine fiir C im Vergleich zu fC an Tag 21 (Kapitel 3.2.2).

Abccb
Candl
Dennd4c
Sybu
Synj2
Vpsil

0,568
0,470
0,634
0,086
0,302
0,664

1,860
5,721
5,937
1,558
3,657
2,297

Fgl2
Spagl6
Stk4
Tyk2
Zfp13
Zfp606
Zfp697
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0,406
0,568
0,662
0,522
0,532
0,580
0,440

0,545
0,568
0,647
0,608
0,201
0,656
0,564
0,415
0,201
0,540
0,212

1,941
1,860
1,520
1,503
2,391
1,860
2,026
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Abbildung A. 1: Hierarchisches Clustering als Heatmap zur Studie fC bindender Proteine in epiblast like cells (Kapitel
3.4.1). Fiir das Clustering wurden alle quantifizierten Proteine der Zeitpunkte do, d; und d, verwendet. Der
Anreicherungsfaktor gibt den zur Basis 2 logarithmierten Verhiltnis von fCT'V'T127/CT'VIT126 wieder, d.h. positive Werte
(griin) stehen fiir fC angereicherte Proteine, negative Werte (blau) stehen fiir C angereicherte Proteine und ein
Anreicherungsfaktor 0 (schwarz) steht fiir Proteine, die fiir keine der beiden Sonden angereichert wurden bzw. gar nicht
identifiziert wurden. Rot markiert sind Proteine, die mit mindestens einem crosslinker-markiertem Peptid identifiziert
wurden. Die Proteine unter den einzelnen Clustern I-XIl sind in Tabelle A. 14 zu finden.
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Tabelle A. 14:

Liste der Proteine des hierarchischen Clustering aus Abbildung A. 1

| | 1l 1l V Vv \ \Y \Y \ VI
4930451G09Rik Rpl21 Pdhal Pde8b Actg2 Cwcl5 Hsd17b12 Nup214 Secblg Uqcrel Rpl26
4933436101Rik  Rpl23 Sod1l Pds5a Agfgl Cyb5a Hsd17b4  Nup35  Selh Usp32 Rpl29
Abtb1 Rps17 Ss18 Pds5b Agps Cycl Hsp90aal Nupll Sfl Vapa Rpl35a
Acinl Rps8 Ssrl Pex14 Ahctfl Cyp2di1l 1dh2 Nwd2 Sf3a2 Vapb Rpl36
Adck1 Rsl1d1 Tas2r115 Plcb1 Ahnak Cyp51al Idh3g Pabpc4  Sf3bl Wdr18 Rps16
Api5 Sdk2 Tdgfl Ppplrl2a Aifm1 Dctn2 1k Pam16  Slc17a8 Wdr5 Rps21
Arid4b Sf3b4 Timm13 Prdm16 Ak2 Ddx3x Kif19 Pcna Slc26a3 Ybx3 Rrplb
Bcas2 Slc3a2 Vamp3 Prpf6 Ak4 Ddx42 Kpnbl Pcnp Slc2a3 Ymelll Srfbpl
Brd4 Slit2 Rpl11 Akapl2 Ddx47 Ktnl Pdhx Slc38a10  Ythdf3 Srpl4
Caszl Spatal 1] Rpl13 Ank2 Dnah2 Larp4 Pds5b Smcla Ywhae
e
Cdk1 Srp54c Acinl Rpl18 Anxall Dnajal Lin7c Pfnl Smc3 Ywhaq Vil
Chtf8 Srrm2 Actb Rpl21 Apool Dnaja2 Lmanl Pgrmcl Sndl Zfp128 Bsg
Cox5b Taccl Afg312 Rpl36a Arglul Dnaja3 Lman2 Phf5a Snrpdl Zfpa73 Cyb5b
Creb3lI2 Tapbp Asap2 Rpnl Armcl Dnajc15 Lrpapl Phf8 Snx12 Zfp873 Fbl
Csrp2 Thed Atp5i Rps15 Armc2 Dnajc8 Luc7I13 Pkdcc Sod2 Gm6576
Dagl Tma7 Baspl Rps26 Arpc4 Dock7 Map4 Polrld Spcs3 Vi Hnrnpa2bl
Dhtkd1 Tomm5 Ccdc65 Snrnp40 Arpc5 Echsl Maprel Pou5fl  Sptbnl Alpl Hnrnpdl|
Diaph2 Ttn Cct8 Srp54 Bclafl Eif3c Mast4 Pgbp1 Srrm2 Anin Hnrnpf
Eefld utfl Cntnap5b  Sucla2 Bdhl Eif4al Mcm3 Prpf3 Srsfl Atp5al Hnrnpu
Elmol Vrtn Col24a1 Syncrip Bola3 Ep400 Mcm7 Prpf8 Srsf3 Atp5b Krtl
Ep300 Ddx17 Topl Brfl Erp29 Mdcl Psipl Srsf7 Atxn2| Krt2
Epb41i2 1] Dnah7b Trpm3 Brix1 Fam207a Mrpl11 Psmc4  Stipl Dazapl Ppib
Fam184b Septll Dst Ubtf Btafl Fam227b Mrpl27 Ptprb Stoml2 Dek Rpl18a
Fgfrl 2210010C04Rik Ezhl Ugcre2 Cacybp  Fbxo38 Mrpl43 Ptprk Strap Dlst Sltm
FInb Acpp Fubp3 Casc4 Fh Mrps11 Qill Subl Eeflal Snrpg
Fubpl Aox4 Garl v Cast Fkbp2 Mrps31 Qki Suptl6 Fau
Gab1l Atp5f1 Gm10250  Cobl Cbln4 Fkbp9 Mrps36 Rabl Surfé Fus Vil
Gludl Atp5I Gm9493 Gatad2a Ccdcl2  Ftsj3 Mrps6 Rablla Tafl5 Gm10036 Sept2
Gm8674 Bbx Gnb2I1 Gm10094 Ccdc39  Fundc2 Mrto4 Rab7a Tafda Gpsl Sept9
Gprin3 C8g H1f0o H1fx Ccdc66  Gatad2b Msh2 Raly Tardbp Histlhlb  Septll
H2afx Cdv3 H2afv Itgab Ccdc88a  Gfml Mta2 Rapla  Tceb2 Histlhlc  Acadm
Hnrnph3 Cirbp H3f3a Mrrf Ccta Gm10032  Mtco2 Rbbp5  Tcergl Histlhld  Acsbgl
Hnrnpm Cox5a Histlh2bb  Nr2el Cct7 Gm10073 Mtx2 Rbfox2  Tcpl Histlhlt  Akap3
Ifitm3 Csrpl Histlh2bm Pdia4 Cdcsl Gm10093 Myh1l Rbm34  Tdh Histlh3a  Aldh18al
Krt79 Dnajc19 Hist2h2ab  Pinl Cdca8 Gm17093 Myh10 Rbm39  Tdpozl Histlhda  Aldh2
Ktnl Eif3f Hmgal Ppplrl0 Cenpv Gm17669 Myh9 Rbm7 Thynl Hmgn2 Aldh8al
Mia2 Galnt13 Hmgbl Rbm3 Cep250 Gm20390 Myof Rbpj Tiall Hnrnpal Ap2bl
Mki67 Gm21698 Hmgb3 Rps7 Chd4 Gm4951 Nars Rbpms  Tmed4 Hspa8 Ap2m1l
Mrgprx2 Gm4861 Hnrnpal Sall4 Chdh Gmnn Ncoab Rbpms2 Tommé Igf2bpl Asic5
Mrpl14 Golph3 1118rap Scp2 Cisd1 Gnl2 Ndufal3 Recgld  Tomm?7 Ints12 Asph
Nbeal2 Histlh2ab Krt13 Smarccl Cisd2 Gond4l Ndufa3 Rexol Tomm70a Krt10 Atnl
Nlrc5 Hsp90ab1l Krt17 Snx3 Ckap2 Gosrl Ndufa6 Rgs5 Top2a Krt5 Atp2a2
Nopl6 Hspa5 Krt75 Tryl0 Cnn2 H2afy Ndufabl Rifl Trim71 Krt76 Atpda
Notch2 Kdm5a Lampl Tubb5 Cnot2 Hax1 Ndufs4 Rpa2 Trpcd Mrpl12 Atp5gl
Nudt21 Khdrbs1 Lbr C190rf43 Colgaltl Heatrl Ndufs6 Rpl19 Tsfm Mthfd1l Atp5j2
Paf Mettl13 Mierl C70rf50 Cox4il Hipk1 Nfrkb Rpl37a  Tspanl3 Ncl Aurka
Pik3cd Msx3 Mrpl30 Vasp Cox7a2  Histlhlt Nfyc Rpl38 Ttn Nop2 Bag3
Pnpla7 Myh11 Mrpl40 Crebbp  Hist2h2aal Nifk Rps10 Ttn Npm1 Brd4
Poldip3 Nful Mthfd2 Vv Crip2 Hist3h2bb  Nip7 Rps12 Ttr Pin4 Bub3
Rabl1lb Nhp2 Mybbpla  9530053A07Rik Csnk2al Hk2 Nopl6 Rps24 Txn RbmxI1 Cadps2
Rabep2 Nhp2I1 Nolcl Acatl Ctnnal  Hnrnpd Noslap Rps5 Ube2v2 Rpl10a Canx
Rad50 Occl Nop56 Acinl Ctnnbl  Hnrnpdl Npm3 Rsul Ubglinl Rpl22 Capzb
Rbm17 Pabpcl Oxrl Acly Ctsd Hnrnpl Nras Rtn4 Ufm1l Rpl23a Cbx5
Rec2 Pbdcl Pclo Acot10 Ctsm Hsd17b10  Nufip2 Sdf211  C8orf59 Rpl24 Ccbl2
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Fortsetzung Tabelle A. 14: Liste der Proteine des hierarchischen Clustering aus Abbildung A. 1

Vil Vi Vil Vil 1X XI XIl XIl XIl XIl
Ccpgl Hint2 Pdhb Smarca4  Pcbp2 Histlh2bh Ccdcl16 Lmnbl Rplp0 Vdacl
Cct2 Hmgb2 Pdia6 Smarcel  Ptbpl Hnrnpc Cd63 Lrrc59 Rps11 Vdac2
Cct3 Hnrnpa3  Picalm Smc2 Rpl2211 Hspa8 Cd9 Lyar Rps12 Vdac3
cfll Hnrnpab  Plekhaé Sms Sox2 Idh3b Cirbp Lztsl Rps13 Vim
Chchd2 Hnrnphl  Poldip3  Snap23 Srsf2 Immt Ckap4 Mé6pr Rps14 Ylpm1
Chchd3 Hnrnpm  Poldip3  Snrnp70  Sumo2 Ints5 Cpsf6 Map4 Rps15 Ywhaq
Cherp Hsp90bl  Polr2k Snrpal Tceal Klrc2 Crem Mbd2 Rps18 Znf207
Chtop Hspb1l Ppan Snrpf Kmt2e Cs Morfal2  Rps19 Znf706
Clec3a Ifitm2 Ppplrl8 Snwil X Ktnl Cstf2 Mstlr Rps19bpl
Corolc 1gf2bp3 Prdx1 Spatas Clgbp Mdh2 D8Ertd738e Mtatp8 Rps20
Cptla 1kzf3 Prkcsh Sptanl Caldl Myef2 Ddx18 Mtdh Rps23
Ctrc 11f2 Prpf19 Srrt Caprinl Myo3b Ddx21 Myef2 Rps24
Cyb5r3 Ins1 Psrcl Srsf5 Chmpla Phb2 Ddx26b Myl12b  Rps25
Ddost Kalrn Rac3 Srsfé Crem Ppia Ddx39b Mylé Rps28
Ddx46 Khsrp Ran Ssrpl Ddx39a Rbm27 Ddx5 Navl Rps3a
Dhodh Kiflb Ranbp2  Suclgl Eif5a Rpl13a Dnajc19 Ndufv2  Rps6
Dhx15 Kpna2 Rbbp4 Tcf20 Gm10108 Samdl4 Dnajc8 Neké Rrbpl
Dhx9 Krt10 Rbm10  Tcofl Gm10134 Sap130 Eeflb Nol11 Rrpl
Dlat Krt42 Rbm14  Tet2 Golm1 Sarnp Eif2a Nono Rybp
Dnajb6 Krt73 Rbm28  Tgolnl Gtf2e2 Slc25a4 Eif3a Npm1l Sap130
Dnttip2 Lamcl Rccl Thrap3 Hist2h2be Snrnp35 Elavll Nup50 Serbpl
Dynll2 Lamp2 Rexo4 Tiam2 Hyoul Snrpn Erbb2ip Nup62 Serpinhl
Ebnalbp2 Laspl Rpl10l Timm23 Immt Sortl Ewsrl Parpl Sf3al
Ecil Limal Rpl28 Tmcec2 Pspcl Srsf7 Exoscl10 Pcbpl Shmt2
Edfl Marcksll  Rpl32 Tmpo Rpl13a Suclg2 Fam110d Pdcd6ip  Shqgl
Eef2 Matr3 Rpl6 Tmpo Rpl27a Tomm5 Fam136a Pdia3 Skidal
Eif2s2 Mcm2 Rpl9 Tomm40  Rplp2 Tptl Fkbp3 Phb Slc25a5
Eif6 Mcm4 Rps10 Tpm2 Rpsa Trrap Fubpl Pitonm3  Slc38a10
Emd Mcm5 Rpsl5a  Tpr Ssb Ush2A G3bpl Pitrm1 Smarcall
Eno3 Mdnl Rps27a  Trapl Tbcld8b Utrn Gapdh Pmsl Snap23
Etfa Meaf6 Rps27I Trip12 Vep Whbp11l Gm10126 Prom2 Snrpa
Etfb Mesdc2 Rps29 Tubalc Ybx1 Ywhaq Gm15013 Prrc2c Snrpb
Fam1l4al Mfapl Rps3 U2af2 Grpell Pum?2 Snrpb2
Fipll1 Mp68 Rpsdx Ube2i Xl Xl H2afj Raly Snrpc
Flg2 Mrpl3 Rps9 Ube2n Aco2 1810009A15Rik H2afy Rbm27  Snrpd2
Fscn2 Mrpl4l Rrp15 Ubxn6 Alb 1810022K09Rik Haus4 Rbmxl2  Snrpd3
Ftll Mrps22 Rrsl Uncl3c Aldoa Acaca Hcfcl Rfx1 Snrpe
Fyttdl Myef2 Rsgl Clorfl74 Atp5al Adgb Hells Rifl Sp5
G3bp2 Ndnl2 Rttn Uqgcerfsl Atp5cl Akap12 Histlhla Rpl12 Ssbpl
Galnt2 Ndufa2 Ruvbll Utp11l Cggbpl Alyref Histlhle Rpl14 Taf15
Ganab Ndufa7 Ryrl Wdr91 Cstf2t Aqr Hmgal Rpl17 Tcergl
Gjal Ndufb10 Sap30 Ywhaz D1Pasl Armcx4 Hmgnl Rpl27 Tex10
Gltscr2 Nedd4 Savl Zfr Dock6 Aspm HnrnpaO Rpl3 Tex261
Gm10320 Nipsnapl Scafll Znf593 Eeflg Atp5d Hnrnpc Rpl30 Tfam
Gm11360 Nol7 Scol Znf638 Eif4a2 Atp5e Hnrnpd Rpl31 Tmed9
Gm6104 Nova2 Sdha Emc7 Atp5j Hnrnpk Rpl34 Top2b
Gm9755 Nt5cla Sdhb IX Erccd Atp50 Hspa9 Rpl35 Tpr
—
Golga5 Nupl153  Setd3 Cenpe Fau Atpifl Hspdl Rpl37 Trim28
Gosr2 Nup54 Sf3a3 Erh Gltscrl Bcap31 Hspel Rpl4 Trim35
Got2 Nup98 Sf3b2 Gm10020 Gm3839  Bsg Htt Rpl5 Ttc37
Gpr89a Osgepll  Sf3b6 Gtf2f2 Gm6970  Btf3 11f3 Rpl7 TtIS
Gtpbp4 P4hb Sfpg Ndufad Gm8730  Calr Itpr2 Rpl7a Ubap2
H2afy2 Pakl Slc12a5 Nmtl Grin3b Cbx3 Krt15 Rpl8 Ubap2|
Hars Pde8b Slc25a1  Pabpnl Hao2 Ccarl Krt78 Rpl9 Uqcrh
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dO d1

Aco2  Csrpl  Heatrl  Nfrkb  Pgbpl Sf1 Tardbp Acaca  Eifsa  Htt Pgrmcl Rpsl9  Snrpe
Agfgl Ctnnbl  Hipkl Nfyc Prpf3  Sf3a2 Tceal Anin Elavil Ints12  Phb Rps19bpl Sp5
Ahctfl ~ CwclS5  Hnrnph3 Nifk Prpf8  Sf3b4  Tceb2 Aqr Erbb2ip Krtl5 ~ Pmsl  Rps23 Srp14
Aifml  Cycl Hnrnpl  Nip7 Psmc4  Slc25a4  Thynl Aspm Exoscl0  Krt5 Pum2  Rps25 Teofl
Alb Ddx3x 1k Nopl6 Rbfox2 Smarccl Top2a Atp5al  Fkbp3 Lmnbl RbmxI1 Rrpl Tex10
Anxall Ddx42  KdmS5a  Noslap Rbm17 Smcla  Tptl Atxn2l  G3bpl Lyar Rfx1 Rrplb Tfam
Bcas2 Ddx47  Kpnbl ~ Npm3 Rbm3  Smc3 Tsfm Btf3 Grpell Mbd2  Rpl17  Serbpl Top2b
Bclafl ~ Dnajal  Luc7I3  Nr2el Rbm34 Sndl Tubb5 Clgbp  H2afj Morf4l2 Rpl27  Sf3al Tpr
Brfl Dnaja2 Mcm3  Nup214 Rbm39 Snrpdl  Ube2v2 Calr Hells Myef2  Rpl3 Shmt2 Trim28
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Abbildung A. 2: Ergdnzung zum Venn-Diagramm (Abbildung 33) aus Kapitel 3.4.1 (fC-Crosslinking-Interaktionsstudie).

mESCs/ELCs mESCs/ELCs
mESCs (lurlaro) mESCs (Spruijt)
37 49

Abbildung A. 3: Erganzung zum Venn-Diagramm (Abbildung 40) aus Kapitel 3.4.2 (Vergleich mit publizierten fC Daten)
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Tabelle A. 16: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quantifizierte Modifikationen der Histon 1 Isoform Hloo.

Modifikationen do/do  (d1/d0)/0.956 (d,/do)/1.0445
- |
K42me3 / K49me3 / K50ac 1,000 0,708 1,110
K47me2 / K48mel / S49P 1,000 0,562 1,428
K47me3 / K48me3 / K54me3 1,000 1,226 1,226
K47me3 / K48mel / K54ac / K55ac 1,000 1,086 1,056
K47me3 / K48me3 / K54ac 1,000 1,036 0,690
N-TermTMT6plex / K47me2 / K48me2 / K55mel 1,000 0,529 0,909
N-TermTMT6plex / K47me3 / K48mel / K54mel 1,000 0,529 0,909
N-TermTMT6plex / K59me3 / T61P / K64mel 1,000 1,072 0,795
K59me3 / M620 / K64me3 / K67ac 1,000 0,994 0,717
N-TermTMT6plex / K59mel / K64mel / K67me2 1,000 0,941 0,705
N-TermTMT6plex / K59mel / K64me3 1,000 0,882 0,737
N-TermTMT6plex / K71mel 1,000 0,986 1,387
K91mel 1,000 0,664 0,804
N-TermTMT6plex / K110me3 1,000 0,793 0,617
K112me2 / S117P / K119me2 / K123mel 1,000 1,051 1,071
K112me2 / S117P / K119mel 1,000 0,597 0,796
N-TermTMT6plex / S117P / K125ac 1,000 0,696 0,886
K123ac / K125ac / T126P / K127me2 1,000 2,147 0,686
K123ac / K125ac / T126P / K128me2 1,000 2,147 0,686
K123me3 / K125mel / T126P / K127me2 1,000 0,922 1,417
K127ac / C130C 1,000 1,149 0,744
K128me3 / C130C / K133ac 1,000 0,772 0,952
K128ac / C130C / K133mel 1,000 1,318 1,016
K128mel / C130C / K133ac 1,000 1,318 1,016
K128me2 / C130C 1,000 0,904 0,779
K128me1l / C130C / K133mel 1,000 1,023 0,782
N-TermTMT6plex / C130C / K142me3 1,000 0,836 0,949
N-TermTMT6plex / K142me3 / K147ac 1,000 0,840 0,788
N-TermTMT6plex / K142me2 / K147ac / K148ac 1,000 0,799 0,706
S149P / K154ac / M1620 1,000 1,529 0,923
K153mel / K154mel / K159mel / K164me2 1,000 0,688 0,551
K154ac / K159ac / K164ac 1,000 0,851 0,676
K154mel / K159mel / K164me3 1,000 0,326 0,637
K154me2 / K159me2 / K164ac / K167ac 1,000 1,092 0,632
K154me2 / K159me3 / K164me3 / K167mel 1,000 0,953 0,914
K154ac / K167me3 1,000 0,888 0,771
K159me3 / K164me2 1,000 0,698 0,604
N-TermTMTéplex / M1620 / K164mel 1,000 0,874 1,656
N-TermTMTéplex / M1620 / K167mel 1,000 0,874 1,656
K164me3 / K167ac 1,000 0,868 0,770
Y171ac/C173C /K174me2 / M1790 / K182me2 1,000 0,922 0,607
K173me3 / K174me2 / K176mel 1,000 0,886 1,002
K190mel / K194mel / K198ac 1,000 0,459 0,518
K204ac / K206me3 1,000 1,276 0,907
K229me1 / K231me3 1,000 0,845 0,868
K231mel / K234me3 / K239ac 1,000 0,910 1,582
K234ac / K239ac / K244ac 1,000 0,924 0,696
K234me2 / S235P / K236ac / K241mel 1,000 0,621 1,212
K234mel / K239ac / K241me3 1,000 0,812 1,148
K234me3 / S235P / K236me3 / K241mel 1,000 0,628 1,058
S235P / K241ac / K251mel 1,000 0,689 1,264
K239ac / K241ac 1,000 0,757 0,683
K241me3 / K251mel 1,000 1,019 0,734

126



Anhang

Tabelle A. 17: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quantifizierte Modifikationen der Histon H1 Isoform H1.0.

Modifikationen do/do  (d1/do)/0.956 (d,/d,)/1,0445
]
S18P / K19me2 / S21P / K26me3 1,000 1,041 0,807
Y27ac / S28P / K39ac 1,000 1,113 0,806
N-TermTMT6plex / K51me2 / K54me3 1,000 1,110 0,833
T77P / K79me3 / K81ac / K83ac 1,000 0,547 0,999
K79ac / K81ac / S84P / K87me2 1,000 0,501 0,559
K79ac / K81ac / S85P / K87me2 1,000 0,501 0,559
K79me1 / $84P / K87ac 1,000 1,859 1,107
N-TermTMT6plex / K81me2 / K87ac 1,000 0,873 1,128
K84ac / K96ac 1,000 1,038 0,656
K84mel / S89P 1,000 1,051 0,917
N-TermTMT6plex / K84ac / K96ac 1,000 1,002 1,019
N-TermTMT6plex / K84mel 1,000 1,002 0,894
T83P / K84mel 1,000 1,051 0,917
K96mel 1,000 0,661 0,871
S103P / K108me2 / T109P 1,000 0,881 0,740
K108mel / T109P 1,000 0,709 0,865
K108me2 / T109P / K110me3 1,000 0,927 0,719
T109P / K110mel 1,000 0,709 0,865
K111me2 /K115me3 / T118P / K136me3 1,000 0,812 0,823
K114me2 /K115me3 / T118P / K136me3 1,000 0,865 0,952
N-TermTMT6plex / K114mel / T118P /K136ac 1,000 0,832 1,014
K114ac / K120mel 1,000 0,801 0,664
K114me2 / K115me3 / T118P / K120me3 1,000 0,925 1,033
K114me3 / K115me3 / T118P / K120me2 1,000 0,892 1,090
N-TermTMT6plex / K114me2 / K115ac / T118P 1,000 0,293 1,249
N-TermTMT6plex / K115mel / T118P / K136ac 1,000 0,832 1,014
N-TermTMT6plex / K115ac / K120ac / K121me3 1,000 0,912 1,041
K120ac / K121ac / K124ac / K126me3 1,000 0,716 0,755
K120me3 / K121ac / K124ac / K126ac 1,000 0,649 0,756
N-TermTMTé6plex / K131ac 1,000 0,839 0,757
K127me2 / K131me2 / K135ac / K136ac 1,000 1,148 0,788
K127mel / K131me3 / K135ac / K136ac 1,000 1,358 0,972
N-TermTMT6plex / S130P / K131me2 / K136ac 1,000 0,873 0,833
K131lac /K138mel /K143mel 1,000 0,799 0,948
K131lac/ S134P / K135ac / K143me3 1,000 0,864 1,449
K131me3 / K135me2 / K138ac / K143ac 1,000 0,821 0,469
$134P / K135me3 / K138ac / K143ac 1,000 0,927 1,373
S134P / K135ac / K136me2 / T140P 1,000 0,639 1,352
S134P / K135me2 / K136ac / T140P 1,000 0,639 1,352
K135ac / K136ac / K138me1l / T140P 1,000 1,232 0,857
K135ac / K136ac / K138mel 1,000 0,800 0,987
K135me2 / K136ac / K138ac / K143mel 1,000 0,673 2,272
K135mel / K138ac / T140P / K143ac 1,000 1,321 0,804
K136ac / K138ac / K143ac 1,000 0,725 1,295
K138me2 / T140P / K143me3 1,000 1,000 0,859
K147me?2 / K148ac / K154ac 1,000 0,930 0,775
K147ac 1,000 0,875 0,703
K147ac / K153ac / K154mel 1,000 0,630 1,155
K147mel / K153ac / K154ac 1,000 0,632 1,057
N-TermTMT6plex / T151P / K153mel / K156me3 1,000 0,949 0,980
K157ac 1,000 0,947 0,750
N-TermTMT6plex / K179ac / K181ac / K187me3 1,000 1,138 0,832
S179P / K180me3 / K182me3 / K183me3 1,000 0,954 0,850
K183me3 / K185me3 / T186P / K1188me3 1,000 1,052 0,972
K183mel / K187me3 / K191me3 1,000 1,552 1,181
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Tabelle A. 18: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quantifizierte Modifikationen der Histon H1 Isoform H1.1.

Modifikationen do/do  (d1/do)/0.956 (d,/do)/1.0445
- |
K22ac / K24ac / K25me3 / K28me3 1,000 0,763 1,022
K22me3 / K24me3 / K25ac / K28ac 1,000 0,893 0,805
N-TermTMT6plex / S59P / K64mel / K65mel 1,000 1,082 0,781
K65me3 / S66P / Y72ac / K76me3 1,000 0,964 0,638
K65mel / Y72ac / K76mel 1,000 1,336 0,680
S79P / K82ac / K86me2 / K91me2 1,000 0,618 0,748
S79P / K82ac / K86me3 / K91mel 1,000 0,657 0,705
N-TermTMT6plex / K86me2 / S87P / K91me2 1,000 0,952 0,597
N-TermTMT6plex / K110me2 / K111mel / K120me3 1,000 0,717 0,847
N-TermTMT6plex / K110mel / K111me2 / K120me3 1,000 0,717 0,847
K11lac/K115me3 /K120me3 1,000 0,992 1,016
K111lme2 / K115mel 1,000 1,264 1,701
K111me2 /K115me3 / K120ac 1,000 0,761 1,109
K111mel /T119P / K120ac 1,000 0,297 0,681
N-TermTMT6plex / S114P / K115ac / K120mel 1,000 0,773 0,807
N-TermTMT6plex / S114P / K115mel / K120ac 1,000 0,536 0,663
S114P / K120me3 1,000 1,015 1,314
K115me2 / K120me2 / S122P / K124me2 1,000 0,980 0,794
K115mel /T119P / K120ac 1,000 0,392 0,738
K115me3 1,000 1,658 1,683
N-TermTMT6plex / K115ac / T119P / K120mel 1,000 0,598 0,802
N-TermTMT6plex / K115me2 / K120mel 1,000 2,372 0,866
N-TermTMT6plex / K115mel / T118P / K120ac 1,000 0,606 0,737
N-TermTMT6plex / K115mel / T119P / K120ac 1,000 0,486 0,678
K115me2 / K120me3 1,000 1,174 1,063
N-TermTMT6plex / K115ac 1,000 0,698 1,111
K115me2 / K120ac / K124mel / K126mel 1,000 0,772 0,921
T117P / K123ac / K125ac 1,000 0,728 1,377
T117P / K125mel / K131me2 1,000 0,925 1,422
T117P / K119ac / K131me2 1,000 0,725 1,269
T117P /T118P / K131me2 1,000 0,724 0,712
T118P / K125mel / K131me2 1,000 0,925 1,422
T118P / K119ac / K131me2 1,000 0,725 1,269
T118P / K119me3 / K123me3 / K131me2 1,000 0,682 0,899
T118P / K120me3 1,000 1,015 1,314
T118P / K123ac / K125ac 1,000 0,728 1,377
K119me3 / S121P / K123me3 / K131me2 1,000 0,799 0,944
K120me3 1,000 1,046 1,053
K120me3 / K124mel 1,000 0,911 1,212
N-TermTMTé6plex / K120me2 / K124mel 1,000 2,114 1,028
N-TermTMT6plex / K120mel / K124me2 1,000 1,822 1,064
N-TermTMT6plex / K120me3 1,000 2,004 1,036
K120me3 / S122P / K124ac / K126me2 1,000 0,815 0,871
S122P / K124ac / K126ac / K132ac 1,000 0,408 1,534
N-TermTMT6plex / S122P / K132mel 1,000 0,503 1,127
N-TermTMT6plex / S122P / K133mel 1,000 0,457 1,025
K123ac / K125ac / K131mel 1,000 0,621 1,149
K123mel / K125ac / K131ac 1,000 0,596 1,040
K123me3 / K125me3 / S127P / K131me2 1,000 0,772 1,184
K124me2 / K126ac / S128P / K132mel 1,000 1,024 0,821
K124me2 / K126ac / S128P / K133mel 1,000 1,098 0,840
K124me2 / S128P / K132ac / K133mel 1,000 1,002 0,962
K124mel / K126ac / S128P / K133me2 1,000 0,962 1,335
S128P / K132mel 1,000 0,363 0,576
S$128P / K133mel / K135ac 1,000 0,856 1,006
K132me2 1,000 0,761 0,811
K132ac / K135me3 / K136me2 / T137P 1,000 0,780 0,892
K132mel / K133mel / T137P 1,000 0,755 1,137
K133ac / K135me3 / K136me2 / T137P 1,000 0,780 0,892
T137P / K143me2 / K144me3 1,000 1,051 0,719
K143me2 1,000 1,078 1,051
N-TermTMT6plex / K143ac / K144me2 1,000 0,871 0,806
N-TermTMT6plex / K143me2 / K144ac 1,000 0,871 0,806
K143mel / K147me2 1,000 0,611 1,508
N-TermTMT6plex / K143mel / K144ac / K147me2 1,000 0,671 0,759
N-TermTMT6plex / K143me2 / T145P / K147me3 1,000 1,167 1,001
N-TermTMT6plex / K143me3 / K147ac / T148P 1,000 0,551 0,736
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Fortsetzung Tabelle A. 18: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quan. Modifikationen der Histon H1 Isoform H1.1.

Modifikationen do/do  (d1/d0)/0.956 (d,/do)/1.0445
]
K144ac / K147mel / T148P 1,000 0,667 0,608
N-TermTMT6plex / K144me3 / K147ac / T148P 1,000 0,458 0,809
N-TermTMT6plex / K144me3 / T145P / K147mel 1,000 0,711 1,205
N-TermTMT6plex / K144me3 / T145P / K150mel 1,000 0,711 1,205
K144mel / K147mel 1,000 0,863 1,552
N-TermTMT6plex / T145P / K147me3 / T148P 1,000 0,897 0,795
K147me3 / T148P / K153ac 1,000 0,876 0,460
K147me3 / T148P / K151ac 1,000 0,876 0,460
T148P / K150me2 / K151me2 1,000 1,213 0,714
T148P / K150me3 / K151mel 1,000 1,213 0,714
K150ac / K151ac / K153ac 1,000 0,524 0,873
K150me2 / K153ac / K154ac / K159mel 1,000 0,600 0,750
K153ac / K160me3 / S162P / K163me3 1,000 0,664 1,027
K153mel / S158P / K160ac / S162P 1,000 0,756 1,217
K153mel / S158P / S162P / K163ac 1,000 0,756 1,217
K154ac / K160me3 / S162P / K163me3 1,000 0,664 1,027
K154mel / S158P / K160ac / S162P 1,000 0,756 1,217
K154mel / S158P / S162P / K163ac 1,000 0,756 1,217
K154mel / S158P / K159ac 1,000 0,997 1,012
K154mel / S158P / K160ac 1,000 0,997 1,012
S158P / K159me3 / K160me3 / K163ac 1,000 0,632 1,097
N-TermTMT6plex / S158P / K163ac / K166me3 1,000 0,729 1,442
N-TermTMTé6plex / S158P / K160ac / K166me3 1,000 0,703 1,320
K159me2 / T161P / S162P / K163mel 1,000 0,903 0,998
K159mel / K160mel / T161P 1,000 1,923 1,004
K159ac 1,000 2,051 0,773
N-TermTMT6plex / K159ac / K160ac / T161P 1,000 1,350 1,344
N-TermTMT6plex / S162P / K163me2 1,000 0,746 0,743
N-TermTMT6plex / K163ac 1,000 0,890 1,236
K163mel / K166ac 1,000 1,471 1,151
N-TermTMT6plex / K163me2 / K166me3 1,000 0,751 0,898
N-TermTMTé6plex / K163mel / K166me2 1,000 0,647 0,934
N-TermTMT6plex / K163me3 1,000 0,682 1,030
N-TermTMT6plex / K163me3 / K166me2 1,000 0,851 0,999
K163ac / K166ac / K169me1l 1,000 0,511 0,867
K163ac / K166ac / K167me2 1,000 1,095 1,719
K163ac / K166ac / K167mel 1,000 0,511 0,867
K163mel / K167ac / K169ac 1,000 0,674 0,909
K166me2 / K168ac / K171me3 1,000 0,627 0,792
K166me2 / K168ac / K173me3 1,000 0,580 0,825
N-TermTMT6plex / K172mel 1,000 0,832 0,707
N-TermTMT6plex / K175ac / K178ac 1,000 0,630 0,515
K178me3 / S179P / K182ac / K184ac 1,000 1,026 0,786
K182ac / K184ac / S191P 1,000 0,687 1,032
K184mel / K187ac / K189ac / K192ac 1,000 0,914 1,957
K184ac / K187ac / K189ac / K192me2 1,000 1,452 0,954
N-TermTMTé6plex / K184ac / K187ac / S191P 1,000 0,906 0,755
K187ac / K189ac / K192ac / K194mel 1,000 0,745 1,021
K187ac / K189ac / K192mel / K194mel 1,000 0,897 0,851
K187ac / K189ac / K194me2 1,000 0,897 0,851
K187ac / K189me2 / S191P / K192me3 1,000 0,474 0,686
K187ac / K189me3 / S191P / K192me2 1,000 0,474 0,686
K194ac / K197ac / K199ac 1,000 1,068 0,895
N-TermTMT6plex / T196P / K200ac / K204ac 1,000 1,369 0,742
T196P / K197mel / K199ac / T200P 1,000 0,891 1,137
T196P / K197mel / T200P / K205me2 1,000 0,829 1,049
T196P / K197mel / T200P / K203me2 1,000 1,246 1,019
T196P / K199me1l / T200P / K205me2 1,000 1,072 0,980
T196P / K199mel / T200P / K203me2 1,000 1,246 1,019
K197ac / K199ac / K203ac / K205mel 1,000 0,972 1,962
K197ac / K199ac / K203ac / K206me1l 1,000 0,958 1,333
K199me2 / T200P / K203ac / K205me3 1,000 1,189 0,747
K199me2 / T200P / K203me3 / K205ac 1,000 1,189 0,747
K203ac / K205ac / K206me2 1,000 0,652 1,102
K203ac / K205ac / K206me3 1,000 0,861 0,965
K203me3 / K205ac / K206ac 1,000 0,861 0,965
K203me3 / K205me3 / K206ac / K210ac 1,000 1,064 0,848
K203me1 / K206ac / K210ac / K211ac 1,000 0,863 0,885
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Tabelle A. 19: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quantifizierte Modifikationen der Histon H1 Isoform H1.3.

Modifikationen do/do  (d1/do)/0.956 (d,/do)/1.0445
- ]
K24me2 / K25me3 / K32me3 1,000 0,635 0,741
K25ac / T26P 1,000 0,658 0,479
K25me1l / K32ac 1,000 0,777 0,957
N-TermTMT6plex / T45P / K46me2 1,000 0,938 0,751
K52ac / K63mel 1,000 0,844 0,572
K52me1l / K63ac 1,000 0,844 0,572
N-TermTMT6plex / S58P / K63mel / K64mel 1,000 1,082 0,781
S78P / K81me3 / K85ac / K90mel 1,000 1,199 1,431
K85ac / S89P / K90me1l 1,000 0,868 0,886
K85ac / K90me3 / T92P 1,000 0,767 1,250
K85me2 / K90mel / T92P / K97ac 1,000 0,557 1,020
K85me2 / S86P / S89P / K90mel 1,000 1,163 0,843
K85me2 / S89P / K90me1l / K97ac 1,000 0,671 1,039
K85mel / S86P / K90me3 1,000 1,006 0,801
N-TermTMT6plex / T99P / K106me3 / K109ac 1,000 0,764 0,678
S104P / K106me2 / K109mel / K110ac 1,000 0,923 0,800
S104P / K106me3 / K110ac 1,000 0,858 0,799
K106mel 1,000 0,624 0,849
N-TermTMT6plex / K109ac / K110me2 1,000 0,541 0,823
N-TermTMT6plex / K109me2 / K110ac 1,000 0,601 0,887
K109ac / K110me2 / K117mel 1,000 0,661 1,098
K109ac / K110me2 / K119mel 1,000 0,636 1,074
K109me2 / K110ac / K117mel 1,000 0,661 1,098
K109me2 / K110ac / K119mel 1,000 0,636 1,074
K110me3 / K117me2 / K119me2 1,000 0,890 1,444
S113P /K121me3 / K127ac 1,000 0,766 0,818
K119ac / K121ac / K122me3 / K127me3 1,000 0,630 0,773
N-TermTMT6plex / K121mel 1,000 1,287 1,319
N-TermTMTé6plex / K121me2 / K127me3 1,000 0,798 0,890
K122ac / K127ac / K129mel 1,000 1,011 0,857
K127me2 / K129me2 / K136ac 1,000 0,899 1,984
K127me2 / K129me2 / K130ac 1,000 0,842 1,478
K127me3 / K129me3 / K137ac / K139ac 1,000 4,273 1,043
K129ac / K130mel / K136me3 1,000 0,749 1,495
K129mel / K130ac / K136me3 1,000 0,592 1,431
K129me3 / K130me3 / K136ac / K137ac 1,000 2,555 0,987
K129me3 / K130me3 / K137ac / K139ac 1,000 3,425 1,036
K130me3 / K136me3 / K137ac / K139ac 1,000 2,696 0,990
K130ac / K136ac / K140mel 1,000 0,457 0,896
K136ac / K137mel 1,000 0,638 0,892
K136mel / K137ac 1,000 0,638 0,892
K139ac / K140ac / T142P / K148me2 1,000 0,930 0,912
K139me2 / K140ac / T142P / K148ac 1,000 1,013 0,727
N-TermTMT6plex / K140mel / T142P / K148me3 1,000 0,664 0,931
K140mel / T146P / K149ac / K152ac 1,000 1,005 0,860
N-TermTMT6plex / T146P / K149ac / K152mel 1,000 0,850 0,765
T146P / K148ac / K149ac / K152mel 1,000 0,828 0,817
T146P / K148ac / K152me2 1,000 0,940 0,897
T146P / K148mel / K149ac / K152ac 1,000 0,864 0,870
K148me?2 / K149ac / T150P / K152me3 1,000 0,501 0,559
N-TermTMT6plex / K148ac / K149ac / K152ac 1,000 0,712 1,053
N-TermTMT6plex / K148me1 / K149ac / K152me2 1,000 1,104 0,807
N-TermTMT6plex / K148me3 / K149ac 1,000 1,104 0,807
N-TermTMT6plex / K148mel 1,000 0,622 0,632
K152me3 / K153ac / K156ac 1,000 0,980 0,741
N-TermTMT6plex / K152me3 / K153ac 1,000 1,093 0,953
T154P / K160mel / K168ac 1,000 0,843 0,655
N-TermTMT6plex / K157mel 1,000 0,503 0,504
K158ac / K159ac / K167ac 1,000 0,872 0,585
K158ac / K159ac / K167ac 1,000 1,032 0,996
K158ac / K159ac / K166me2 / K169mel 1,000 1,074 0,767
K158ac / K159ac / K166mel / K168me2 1,000 1,319 0,843
K158ac / K159ac / K166mel / K169me2 1,000 1,319 0,843
K158me2 / K159ac / K165ac 1,000 0,720 0,801
K159mel / K165mel / K168ac / K169ac 1,000 0,698 0,734
K160mel / K168me2 / K169ac / S171P 1,000 0,846 0,821
K169ac / S171P / K172ac / K175ac 1,000 0,887 0,589
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Fortsetzung Tabelle A. 19: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quan. Modifikationen der Histon H1 Isoform H1.3.

Modifikationen do/do  (d1/do)/0.956 (d,/do)/1.0445
]
K172mel / K175me3 1,000 0,947 0,813
K175mel 1,000 0,635 0,741
K184me3 / K187ac / K191ac 1,000 1,736 1,142
K184ac / K191ac / K193me3 1,000 0,772 0,683
K184me3 / K191ac / K193ac 1,000 0,796 0,733
K184me2 / K191mel / K193ac 1,000 0,729 1,509
K184me2 / K191mel / K195ac 1,000 0,729 1,509
N-TermTMTé6plex / K187ac / K191ac 1,000 0,767 0,749
N-TermTMT6plex / K187ac / S188P / K196mel 1,000 0,428 0,593
N-TermTMT6plex / K187ac / S188P / K193mel 1,000 0,388 0,528
K191mel / K193me2 / K195ac / K196me3 1,000 0,815 1,268
K191mel / K193me2 / K195me3 / K196ac 1,000 0,815 1,268
K191mel / K193me3 / K195ac / K196ac 1,000 1,052 0,834
K191ac / K193me2 / K196me3 1,000 1,635 0,757
K191ac / K193me3 / K196me2 1,000 1,635 0,757
K191me2 / K193ac / K196me3 1,000 1,635 0,757
K191me2 / K193me3 / K196ac 1,000 1,635 0,757
K191me3 / K193ac / K196me2 1,000 1,635 0,757
K191me3 / K193me2 / K196ac 1,000 1,635 0,757
K193me3 / K195me3 / K196ac 1,000 0,858 1,466
N-TermTMT6plex / K198ac / K201me2 / K203me2 1,000 0,896 0,800
K198me1 / K201me3 / K206ac / K208ac 1,000 1,383 1,502
N-TermTMT6plex / K198ac / S200P / K201me2 1,000 0,909 0,796
N-TermTMT6plex / K198me2 / K203ac / K206ac 1,000 1,057 0,833
S200P / K201mel / K203mel 1,000 1,213 0,856
K201me3 / K203mel / K206ac / K208ac 1,000 2,090 1,367
K201ac / K203ac / K208me1l 1,000 0,908 1,003
K201ac / K203ac / K206me1 1,000 0,908 1,003
K201me2 / S205P / T210P 1,000 1,358 0,731
N-TermTMT6plex / K201ac / K203ac / K206me2 1,000 0,961 0,760
K203ac / K206ac / K208me2 / K211me3 1,000 0,698 1,211
N-TermTMT6plex / S205P / K208mel / T210P 1,000 0,998 1,142
K206ac / K208ac 1,000 0,603 1,147
K208ac / K211ac / K213me3 1,000 1,094 0,782
K208me3 / K211ac / K213ac 1,000 1,094 0,782
K208me2 / T210P 1,000 1,029 0,693
K208me1l / T210P / K211mel 1,000 1,029 0,693

Tabelle A. 20: Erganzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quantifizierte Modifikationen der Histon H1 Isoform H1.4.

Modifikationen do/do  (d1/do)/0.956 (d,/dy)/1.0445
|
K33ac / T44P / K45me2 1,000 1,107 0,824
K33me2 / K45me3 1,000 0,517 0,719
K45me2 1,000 0,973 0,677
N-TermTMT6plex / K45me2 1,000 0,977 1,028
K51ac / K62mel 1,000 0,844 0,572
K51mel / K62ac 1,000 0,844 0,572
N-TermTMT6plex / S57P / K62mel / K63mel 1,000 1,082 0,781
S77P / K80me3 / K84ac / K89mel 1,000 1,199 1,431
K84ac / S88P / K89mel 1,000 0,868 0,886
K84ac / K89me3 / T91P 1,000 0,767 1,250
K84me2 / K89mel / T91P / K96mel 1,000 0,680 1,224
K84me2 / S85P / S88P / K89mel 1,000 1,163 0,843
K84me2 / S88P / K89me1l / K96ac 1,000 0,671 1,039
K84me1 / S85P / K89me3 1,000 1,006 0,801
N-TermTMT6plex / T98P / K106me3 / K109ac 1,000 1,158 0,849
S103P / K105me2 / K108mel / K109ac 1,000 0,923 0,800
S103P / K105me3 / K109ac 1,000 0,858 0,799
K105mel 1,000 0,624 0,849
N-TermTMT6plex / K108ac / K109me2 1,000 0,541 0,823
N-TermTMT6plex / K108me2 / K109ac 1,000 0,601 0,887
K108ac / K109me2 / K116mel 1,000 0,661 1,098
K108ac / K109me2 / K118mel 1,000 0,636 1,074
K108me2 / K109ac / K116mel 1,000 0,661 1,098
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Fortsetzung Tabelle A. 20: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quan. Modifikationen der Histon H1 Isoform H1.4.

Modifikationen do/do  (d1/do)/0.956 (d,/do)/1.0445
- ]
K108me2 / K109ac / K118mel 1,000 0,636 1,074
K109me3 / K116me2 / K118me2 1,000 0,890 1,444
K109ac / K116ac / K118me3 1,000 0,772 0,683
K109me3 / K116ac / K118ac 1,000 0,796 0,733
N-TermTMT6plex / K120me1l 1,000 1,287 1,319
K126me3 / K128me3 / K136ac / K138ac 1,000 4,273 1,043
K126me2 / K128me2 / K135ac 1,000 0,899 1,984
K126me2 / K128me2 / K129ac 1,000 0,842 1,478
K128ac / K129mel / K135me3 1,000 0,749 1,495
K128mel / K129ac / K135me3 1,000 0,592 1,431
K128ac / K129ac / K136me3 / K138me3 1,000 2,923 1,384
K128ac / K129ac / K136me2 / K139mel 1,000 1,074 0,767
K128ac / K129ac / K136mel / K138me2 1,000 1,319 0,843
K128ac / K129ac / K136mel / K139me2 1,000 1,319 0,843
N-TermTMT6plex / K129ac / K135ac 1,000 0,469 0,725
K129mel / K135mel / K138ac / K139ac 1,000 0,698 0,734
K129ac / K135ac / K139me1l 1,000 0,457 0,896
K135ac / K136mel 1,000 0,638 0,892
K135mel / K136ac 1,000 0,638 0,892
K135mel / K138ac 1,000 1,217 0,731
K135me1 / K139ac 1,000 1,317 0,715
N-TermTMT6plex / K138ac / K139ac / K147me3 1,000 0,855 0,843
K139me2 / K147mel / K148mel / S149P 1,000 1,107 0,883
K139me2 / K147mel / K148mel / T150P 1,000 1,107 0,883
T143P / K48me2 1,000 0,655 0,971
T143P / K147mel / K148mel 1,000 0,655 0,971
N-TermTMT6plex / T143P / K147me2 1,000 0,743 0,700
N-TermTMT6plex / T145P / K147me2 1,000 0,743 0,700
K147ac / K148me3 / K151mel 1,000 0,985 1,252
K147me3 / K148ac / K151mel 1,000 0,985 1,252
K147me2 / T150P 1,000 0,939 0,699
K147mel / K148ac / S149P / K151ac 1,000 2,619 1,360
K147mel / K148ac / T150P / K151ac 1,000 2,619 1,360
K147mel / K148mel / S149P 1,000 0,939 0,699
K147mel / K148mel / T150P 1,000 0,939 0,699
N-TermTMT6plex / K147me2 / T150P 1,000 0,859 0,987
N-TermTMT6plex / K147mel / K148mel / S149P 1,000 0,859 0,987
K147mel / K150me2 / K151me3 / K154me3 1,000 0,657 0,576
K148me2 / T150P 1,000 0,939 0,699
K150ac / K151ac / K154ac 1,000 0,968 0,647
N-TermTMT6plex / K151me3 1,000 0,771 0,743
K152ac 1,000 0,993 0,938
K152ac 1,000 0,854 0,820
N-TermTMT6plex / K152ac 1,000 0,724 0,090
T153P / K159mel / K167ac 1,000 0,843 0,655
N-TermTMT6plex / K156mel 1,000 0,503 0,504
K158ac / K159ac / K167ac 1,000 0,872 0,585
N-TermTMT6plex / K158ac / K159me2 / K167mel 1,000 1,172 0,706
N-TermTMT6plex / K158me2 / K159ac / K167mel 1,000 1,175 0,725
N-TermTMT6plex / K158me2 / K159ac / K170mel 1,000 1,222 0,713
K167ac / K168ac 1,000 0,957 0,774
K168me2 / S171P 1,000 1,050 0,735
K168mel / K170mel / S171P 1,000 1,081 0,708
K170me2 / S171P 1,000 1,081 0,708
K174ac / K179me3 1,000 1,153 0,960
K176ac / K179me3 1,000 1,085 0,984
N-TermTMT6plex / K176ac 1,000 0,841 1,603
K182ac / K185ac / K189me2 1,000 0,894 0,885
K185ac / K189me3 1,000 0,817 0,809
K185me3 / K189ac 1,000 0,775 0,762
K185mel / S186P / T192P 1,000 0,818 0,898
K185me3 / S186P / K189me3 / K191me3 1,000 0,962 1,220
K189me3 / K191me3 / T192P / K194ac 1,000 1,142 0,981
K189me2 / K191me3 / T192P / K194ac 1,000 1,253 0,965
K191ac / K194ac / K196ac / K199me3 1,000 4,783 0,865
K191ac / K194ac / K196ac / K201me3 1,000 3,824 0,915
T192P / K201lac 1,000 1,055 0,654
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Fortsetzung Tabelle A. 20: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quan. Modifikationen der Histon H1 Isoform H1.4.

Modifikationen do/do  (d1/dp)/0.956 (d,/do)/1.0445
- |
K194ac / K196ac / K199ac / K201me3 1,000 3,071 0,856
K194ac / K196ac / K199ac / K200me3 1,000 0,744 0,787
K194me3 / K196mel / K199mel 1,000 1,952 1,423
K194ac / K196ac 1,000 1,066 0,855
K194ac / K196ac / K199ac / S203P 1,000 0,763 1,507
K194ac / K196ac / K199ac / T202P 1,000 1,770 1,150
K194ac / K199me3 / K201me3 1,000 1,260 0,771
K194mel / K196ac / K199me2 / K201me3 1,000 1,197 0,807
K196ac / K199me3 / K201me3 1,000 1,213 0,824
S203P / K204me1l / K206me3 / K209ac 1,000 1,026 0,786
K212me2 / T213P / K216mel 1,000 0,749 0,728
T213P / K216mel / K217ac / K218me3 1,000 0,772 1,004
N-TermTMT6plex / K216ac / K217mel 1,000 0,547 1,064

Tabelle A. 21: Erganzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quantifizierte Modifikationen der Histon H1 Isoform H1.5.

Modifikationen do/do  (d1/dp)/0.956 (d,/dy)/1.0445
]
K22ac / K25ac / K26ac / K31me3 1,000 2,806 0,711
K25mel 1,000 0,767 1,737
N-TermTMT6plex / K25ac / K26ac / K31me3 1,000 0,894 0,897
N-TermTMT6plex / K25mel 1,000 0,831 2,050
K26mel 1,000 0,767 1,737
K26mel / K31me2 1,000 2,875 0,686
K51ac 1,000 0,687 1,083
S57P / K62me2 1,000 0,829 0,882
S57P / K62mel / K63mel 1,000 0,829 0,882
K72me3 / K75ac / K77ac / K79ac 1,000 1,595 0,728
N-TermTMT6plex / K74mel 1,000 0,787 1,227
S77P / K80me3 / K84ac / K89mel 1,000 1,199 1,431
K84ac / S88P / K89me1l 1,000 0,868 0,886
K84ac / K89me3 / T91P 1,000 0,767 1,250
K84me2 / K89me1 / T91P / K96mel 1,000 0,680 1,224
K84me2 / S85P / S88P / K89mel 1,000 1,163 0,843
K84me2 / S88P / K89me1l / K96ac 1,000 0,671 1,039
K84mel / S85P / K89me3 1,000 1,006 0,801
N-TermTMT6plex / T98P / K105me3 / K108ac 1,000 1,158 0,849
S103P / K105me2 / K108mel / K109ac 1,000 0,923 0,800
S103P / K105me3 / K109ac 1,000 0,858 0,799
K105mel 1,000 0,624 0,849
N-TermTMT6plex / K108ac / K109me2 1,000 0,541 0,823
N-TermTMT6plex / K108me2 / K109ac 1,000 0,601 0,887
K108ac / K109me2 / K116mel 1,000 0,661 1,098
K108ac / K109me2 / K118mel 1,000 0,636 1,074
K108me2 / K109ac / K116mel 1,000 0,661 1,098
K108me2 / K109ac / K118mel 1,000 0,636 1,074
K109me3 / K116me2 / K118me2 1,000 0,890 1,444
K109ac / K116ac / K118me3 1,000 0,772 0,683
K109me3 / K116ac / K118ac 1,000 0,796 0,733
K109me2 / K116mel / K118ac 1,000 0,729 1,509
K109me2 / K116mel / K120ac 1,000 0,729 1,509
K116mel /K118me2 / K120ac / K121me3 1,000 0,815 1,268
K116mel /K118me2 / K120me3 / K121ac 1,000 0,815 1,268
K116mel / K118me3 / K120ac / K121ac 1,000 1,052 0,834
K118me3 / K120me3 / K121ac 1,000 0,858 1,466
N-TermTMT6plex / K120me1l 1,000 1,287 1,319
N-TermTMT6plex / K121ac / K126ac / K128ac 1,000 0,901 0,721
K121ac / K128me2 / K129me2 / T134P 1,000 0,893 0,947
K121ac / K128mel / K129me3 / T134P 1,000 0,816 0,838
K121ac / K128me3 / K129mel / T134P 1,000 0,893 0,947
K121me2 / K128ac / K129ac / K136me3 1,000 0,860 1,031
T122P / K126ac / K128mel / K136me3 1,000 0,609 0,835
K126ac 1,000 0,824 1,137
K126ac / K128ac / K129me2 / K136me3 1,000 0,877 1,005
K126ac / K128ac / K129me3 1,000 1,205 0,902
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Fortsetzung Tabelle A. 21: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quan. Modifikationen der Histon H1 Isoform H1.5.

Modifikationen do/do  (d1/do)/0.956 (d,/do)/1.0445
- |
K126ac / K128mel / T134P / K136me3 1,000 1,146 0,651
K126ac / K129mel / T134P / K136me3 1,000 1,146 0,651
K126me2 / K128ac / K129ac / K136me3 1,000 1,242 1,043
K126me2 / K128me2 / K129ac / T134P 1,000 1,135 0,977
K126mel / K128ac / T134P / K136me3 1,000 1,146 0,651
K126mel / K129ac / T134P / K136me3 1,000 1,146 0,651
K126mel / K129me3 / T134P / K136ac 1,000 0,944 0,812
K126me3 / K128ac / K129ac 1,000 1,170 0,851
K126me3 / K128ac / K129ac / K136me2 1,000 0,890 0,981
K126me3 / K128mel / T134P / K136ac 1,000 1,079 0,924
K126me3 / K129ac / K136ac 1,000 1,150 0,914
K126me3 / K129mel / T134P / K136ac 1,000 1,079 0,924
N-TermTMT6plex / K126me3 1,000 0,572 0,792
N-TermTMT6plex / K126me3 1,000 0,762 1,163
K127ac / K128ac / T133P / K135mel 1,000 0,786 0,751
K127ac / K128ac / T133P / K136mel 1,000 0,786 0,751
K127ac / K128mel / T133P / K138me3 1,000 0,716 1,289
K127ac / K128me3 / K135me3 / K136me3 1,000 0,609 0,997
K127me3 / K128me3 / K135me3 / K136ac 1,000 0,581 0,874
K128ac / K129mel / T134P / K136me3 1,000 1,146 0,651
K128me2 / K129me2 / T134P / K136ac 1,000 0,944 0,812
K128mel / K129ac / T134P / K136me3 1,000 1,146 0,651
K128mel / K129me3 / T134P / K136ac 1,000 0,944 0,812
K128me3 / K129mel / T134P / K136ac 1,000 1,052 0,950
K129ac / T134P / K136ac / K139me2 1,000 0,702 0,816
K129mel / T134P / K139ac / K140ac 1,000 0,730 1,121
K129me1l / T134P / K140ac / K145ac 1,000 0,769 0,982
T134P / K136mel / K139ac / K140ac 1,000 0,736 1,072
T134P / K137mel / K139ac / K140ac 1,000 0,764 1,089
K136ac / K137ac / K139ac / K140me3 1,000 0,879 0,812
K136me3 / K137ac / K139ac / K140ac 1,000 0,938 0,789
N-TermTMT6plex / K145me2 / K146ac 1,000 1,419 0,943
K145ac / K146me3 / T147P / K149me2 1,000 0,422 0,380
N-TermTMT6plex / K146me2 / K149ac 1,000 0,908 0,766
K149mel / K150ac / K153ac 1,000 0,890 0,741
N-TermTMT6plex / K149ac / K150ac / T151P 1,000 1,065 1,133
K149me1 / K153ac / K154me3 1,000 0,519 0,968
K149mel / K153me3 / K154ac 1,000 0,519 0,968
T151P / K164ac 1,000 0,994 0,938
T151P / K154me3 / K156me3 / K164ac 1,000 0,922 0,973
T151P / K157ac 1,000 0,965 0,904
N-TermTMT6plex / K154mel 1,000 0,503 0,504
K154ac / K156ac / K157ac / K164mel 1,000 1,401 0,848
K154me2 / K156ac / K157ac / K164ac 1,000 0,840 0,708
N-TermTMT6plex / K156me2 / K157ac / K114ac 1,000 0,893 0,635
N-TermTMT6plex / K157ac / K114ac / K115me2 1,000 0,893 0,635
K165ac / K168me2 1,000 0,822 0,735
S169P / K172ac / K174me3 1,000 0,924 0,541
N-TermTMT6plex / K171me3 / K172ac / K174ac 1,000 0,973 0,664
K178me3 / K180ac / K188me2 / K190mel 1,000 3,073 1,252
K180mel / K181 mel / S185P 1,000 1,182 0,932
K184ac / K188ac / K190me3 1,000 1,066 0,855
K184ac / S185P / K188mel / K190mel 1,000 0,583 0,466
N-TermTMTé6plex / K184mel / S185P 1,000 0,118 0,826
K184ac / S185P / K188me2 / K190mel 1,000 1,089 0,900
K184me3 / S185P / K188me2 / K190mel 1,000 0,643 0,751
K184ac / S185P / K188me1l / S194P 1,000 1,198 0,887
K184ac / S185P / K190me1l / S194P 1,000 1,198 0,887
K184me3 / K188me3 / S194P / K195mel 1,000 1,992 0,968
K184me3 / S185P / K188me3 / K195mel 1,000 1,892 0,979
S185P / K188ac / K190ac / K193me1l 1,000 1,093 0,668
S185P / K188me1l / K190ac / K193ac 1,000 1,093 0,668
S185P / K188mel / K190mel / S194P 1,000 0,990 1,351
S185P / K190ac 1,000 1,216 0,774
K188mel / K193ac / S194P / K195me?2 1,000 0,939 0,879
K188mel / K193me2 / S194P / K195ac 1,000 0,939 0,879
K188me1 / K190ac / K193ac / K195ac 1,000 0,816 1,366
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Fortsetzung Tabelle A. 21: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quan. Modifikationen der Histon H1 Isoform H1.5.

Modifikationen do/do  (d1/do)/0.956 (d,/do)/1.0445
- |
K188me3 / K190me3 / S194P / K195mel 1,000 1,704 0,961
K188ac / K190ac 1,000 0,629 0,885
K188ac / K190ac / K193ac 1,000 0,827 1,434
K188ac / S194P 1,000 0,981 0,735
K190ac / K193ac 1,000 0,766 1,088
K190ac / K193ac / K195ac 1,000 0,827 1,434
K193ac / K195ac 1,000 0,572 0,954
K193ac / S194P / K195ac 1,000 0,624 0,887
$194P / K195ac 1,000 1,177 0,762
$194P / K198ac 1,000 1,114 0,680
S194P / K195ac / K198ac / K200ac 1,000 0,821 1,267
N-TermTMT6plex / K195me3 / S197P 1,000 0,646 0,850
K198me1 / K200ac / K203ac / K205ac 1,000 1,068 0,895
K198ac / K200ac / S202P / K203ac 1,000 0,915 0,896
K200ac / K202ac / K204ac / T206P 1,000 0,894 0,741
K200me3 / S202P 1,000 1,108 0,767
T202P / K203mel 1,000 1,092 0,594
K202mel / K204mel / T206P 1,000 0,903 1,049
S202P / K203me3 / K208ac / K210ac 1,000 0,639 0,571
T206P / K208me2 / K210me?2 1,000 1,351 0,979
T206P / K208me1l / K210me3 1,000 1,351 0,979
T206P / K208me3 / K210mel 1,000 1,351 0,979
N-TermTMT6plex / K220mel / K221ac 1,000 0,936 0,723

Tabelle A. 22: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quantifizierte Modifikationen der H2A-Histone.

Isoform Modifikation do/do  (d1/dp)/0.956 (d,/do)/1.0445
N-TermTMT6plex / KSme2 / K9mel 1,000 1,107 0,704
N-TermTMT6plex / K9me3 1,000 1,107 0,704
N-TermTMT6plex / K9ac 1,000 0,775 1,506
K13ac / K15ac 1,000 0,727 0,799
N-TermTMT6plex / K13me3 1,000 0,632 1,068

1-K  N-TermTMTé6plex / K15me2 / T16P 1,000 1,158 1,194
K119me3 / K125mel / K129ac 1,000 0,823 0,772
K119me3 / K125mel / K127ac 1,000 0,823 0,772
T122P / K127mel / K129mel 1,000 1,080 0,833
K125me3 / K127ac / K129mel 1,000 1,023 0,732
K125me3 / K127mel / K129ac 1,000 1,023 0,732
K4me2 / K7ac / S9P / K11me3 1,000 0,665 0,808
N-TermTMT6plex / K4me2 / K7me2 / SOP 1,000 1,032 0,758
K7mel/K1lme2 / K13me3 1,000 1,105 0,955
N-TermTMT6plex / K7me2 / K15mel 1,000 1,059 0,720
N-TermTMT6plex / K7me2 / K13mel 1,000 1,115 0,791
N-TermTMT6plex / K11me2 / K13me3 / K15me3 1,000 0,784 0,655

H2A.Z N-TermTMT6plex /K11lmel /K13me3 /K15me3 1,000 1,026 0,612
N-TermTMT6plex / K11me3 /K13me2 / K15me2 1,000 1,066 0,594
N-TermTMT6plex / K11me3 / K13me3 / K15me2 1,000 0,896 0,782
N-TermTMT6plex / K11me3 / K13me3 /K15mel 1,000 1,066 0,594
N-TermTMTé6plex / K11mel / T14P 1,000 0,639 0,773
N-TermTMT6plex / K13me3 / K15ac 1,000 1,129 0,905
N-TermTMT6plex / K13me2 / T14P 1,000 0,805 0,913
N-TermTMT6plex / KSme2 / K9mel 1,000 1,107 0,704
N-TermTMT6plex / K9me3 1,000 1,107 0,704
N-TermTMT6plex / K9ac 1,000 0,775 1,506

H2A2-C N-TermTMT6plex / K13me3 1,000 0,632 1,068
K13ac / K15ac 1,000 0,727 0,799
N-TermTMT6plex / K15me3 / S16P 1,000 1,158 1,194
K119me3 / K124ac 1,000 0,682 1,403
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Fortsetzung Tabelle A. 22: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quan. Modifikationen der H2A-Histone.

Isoform Modifikation do/do  (d1/do)/0.956 (d,/dy)/1.0445
- |

N-TermTMT6plex / K13me3 1,000 0,632 1,068
N-TermTMT6plex / K15me3 / S16P 1,000 1,158 1,194
K119mel / K127me3 1,000 0,901 0,903
K119me2 / S120P / K127ac / K133mel 1,000 0,681 0,879
K119mel / S121P 1,000 0,916 0,841

oy K119mel/S121P/K127ac /K133me3 1,000 0,862 0,908
K119mel / T123P 1,000 0,889 0,890
N-TermTMT6plex / K127ac / K133ac / K134mel 1,000 0,640 0,974

T123P / K127me3 / K133ac / K134me2 1,000 0,859 0,791

T123P / K133me3 / K133me2 / K134ac 1,000 0,859 0,791
N-TermTMT6plex / S121P / T123P / K133ac 1,000 1,016 1,057
N-TermTMT6plex / S121P / T123P / K134ac 1,000 1,016 1,057

Tabelle A. 23: Erganzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quantifizierte Modifikationen der H2B-Histone.

Isoform Modifikation do/dy  (d1/d0)/0.956 (d,/do)/1.0445
N-TermTMT6plex / K11lac / K12ac / K15me3 1,000 0,822 0,886
N-TermTMT6plex / S14P / K16mel / K20mel 1,000 0,960 0,961
K15me2 / T19P 1,000 0,721 0,903
K15mel / K16mel / T19P 1,000 0,778 0,820
K15me3 / K16mel / T19P 1,000 0,845 0,713
N-TermTMT6plex / K15mel / K20me2 / K23me2 1,000 0,680 1,224
N-TermTMT6plex / K16mel / T19P / K20mel 1,000 1,320 0,803
K16me3 / K20ac / K23ac / K24ac 1,000 0,449 0,688
K20ac / K24mel 1,000 0,659 0,693
K24mel 1,000 0,696 0,964

H283-8 K27mel 1,000 0,670 1,015
Y83ac / K85me3 1,000 1,027 1,584
K108me3 1,000 1,107 0,660
K116mel / K130mel / K135me2 1,000 1,214 0,920
K116mel / K130me3 1,000 0,858 0,853
N-TermTMT6plex / T119P / K120ac 1,000 0,730 0,769
K130ac 1,000 0,936 0,905
K130me3 1,000 1,490 0,932
Y131lac 1,000 0,988 0,938
K135me3 1,000 1,490 0,932
K15me2 / T19P 1,000 0,721 0,903
K15mel / K16mel / T19P 1,000 0,778 0,820
K15me3 / K16mel / T19P 1,000 0,845 0,713
N-TermTMT6plex / K15mel / K20me2 / K23me2 1,000 0,680 1,224
N-TermTMT6plex / S15P / K17mel / K20mel 1,000 0,960 0,961
N-TermTMT6plex / K16mel / T19P / K20mel 1,000 1,320 0,803
K16me3 / K20ac / K23ac / K24ac 1,000 0,449 0,688
K20ac / K24mel 1,000 0,659 0,693
K24mel 1,000 0,696 0,964
K27mel 1,000 0,670 1,015
N-TermTMT6plex / Y42P / K43ac / K46ac 1,000 3,136 1,340

vopLp Y42P/K43ac/Kaeac 1,000 1,117 0,883
K43mel 1,000 0,604 0,941
Y83ac / K85me3 1,000 1,027 1,584
K108me3 1,000 1,107 0,660
K116mel /K120mel / K125me2 1,000 1,214 0,920
K116mel / K120me3 1,000 0,858 0,853
N-TermTMT6plex / T119P / K120ac 1,000 0,730 0,769
K120ac 1,000 0,936 0,905
K120me3 1,000 1,490 0,932
K120me3 /T122P / K125me3 / K130me3 1,000 0,358 1,031
K120me3 /Y121P / K125me3 / K130me3 1,000 0,358 1,031
Y121lac 1,000 0,988 0,938
K125me3 1,000 1,490 0,932
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Fortsetzung Tabelle A. 23: Ergdnzung zu den Daten aus Kapitel 3.4.3: Quan. Modifikationen der H2B-Histone.

Isoform  Modifikation do/do  (d1/dp)/0.956 (d,/do)/1.0445
N-TermTMT6plex / K11lac / K12ac / K15me3 1,000 0,822 0,886
N-TermTMT6plex / S14P / K16mel / K20mel 1,000 0,960 0,961
K15me2 / T19P 1,000 0,721 0,903
K15mel / K16mel / T19P 1,000 0,778 0,820
K15me3 / K16mel / T19P 1,000 0,845 0,713
N-TermTMT6plex / K15mel / K20me2 / K23me2 1,000 0,680 1,224
N-TermTMT6plex / K16mel / T19P / K20mel 1,000 1,320 0,803
K20ac / K24mel 1,000 0,659 0,693
K24mel 1,000 0,696 0,964
K27mel 1,000 0,670 1,015

H2B1-M N-TermTMT6plex / Y42P / K43ac / K46ac 1,000 3,136 1,340
Y42P / K43ac / K46ac 1,000 1,117 0,883
K43mel 1,000 0,604 0,941
Y83ac / K85me3 1,000 1,027 1,584
K108me3 1,000 1,107 0,660
K116mel / K120mel / K125me2 1,000 1,214 0,920
K116mel / K120me3 1,000 0,858 0,853
N-TermTMT6plex / T119P / K120ac 1,000 0,730 0,769
K120ac 1,000 0,936 0,905
Y121ac 1,000 0,988 0,938
K125me3 1,000 1,490 0,932
N-TermTMT6plex / K11lac / K12ac / K15me3 1,000 0,822 0,886
N-TermTMT6plex / S14P / K16mel / K20mel 1,000 0,960 0,961
K15me2 / T19P 1,000 0,721 0,903
K15mel / K16mel / T19P 1,000 0,778 0,820
K15me3 / K16mel / T19P 1,000 0,845 0,713
N-TermTMT6plex / K15mel / K20me2 / K23me2 1,000 0,680 1,224
N-TermTMT6plex / K16mel / T19P / K20mel 1,000 1,320 0,803
K20ac / K24mel 1,000 0,659 0,693

H2B1-K K24mel 1,000 0,696 0,964
K27mel 1,000 0,670 1,015
N-TermTMT6plex / Y42P / K43ac / K46ac 1,000 3,136 1,340
Y42P / K43ac / K46ac 1,000 1,117 0,883
K43mel 1,000 0,604 0,941
Y83ac / K85me3 1,000 1,027 1,584
K108me3 1,000 1,107 0,660
K116me3 / K120ac / K123ac / K124ac 1,000 0,521 0,735
N-TermTMT6plex / T119P / K120ac 1,000 0,730 0,769
Y121P / K125me3 1,000 0,792 0,887
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