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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Epigenetik befasst sich mit den Mechanismen, durch die unterschiedliche Genexpressionsmuster
auf Basis einer identischen DNA-Sequenz geschaffen und vererbt werden. Das Feld der Epigenetik
konzentriert sich derzeit intensiv auf die Tet-Proteine. Diese sind in der Lage, die
Methylierungsmuster der DNA zu verandern. Dieser Vorgang ist besonders spannend, da der
Methylierungszustand wichtig fiir die epigenetische Regulation ist. Im Speziellen kénnen die Tet-
Enzyme die erst kiirzlich entdeckten modifizierten Basen 5-Hydroxymethylcytosin, 5-Formylcytosin
und 5-Carboxycytosin durch sukzessive Oxidation von 5-Methylcytosin generieren. Insbesondere
wahrend der Entwicklung und in unterschiedlichen Geweben sowie Organen variiert die Verteilung
dieser modifizierten DNA-Basen. Ebenso verhdlt es sich mit der Produktion der einzelnen Tet-

Proteine, von denen drei verschiedene Paraloge (Tet1-3) in Wirbeltieren identifiziert wurden.

Es stellt sich nun die Frage, warum drei unterschiedliche Tet-Enzyme notig sind, um die gleiche
katalytische Funktion auszufiihren. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden im Rahmen dieser
Promotionsarbeit die Interaktome der verschiedenen Tet-Proteine untersucht und miteinander
verglichen. Hierzu wurde eine Tet-gesattigte Co-Immunprazipitationsmethode entwickelt, um einen
direkten und robusten Vergleich der Tet-Interaktome zu ermdglichen. Diese Affinitatsproteomik-
Methode fiihrte zur Aufklarung spezifischer Interaktionsprofile fir Tetl sowie Tet3 in murinen
embryonalen Stammzellen (mESCs) und neuralen Vorldufern (NPCs). Interessanterweise wurden fast
keine Interaktionspartner fiir Tet2 entdeckt. Fir Tetl und Tet3 hingegen konnten zahlreiche
interagierende Proteine nachgewiesen werden, welche in die Regulation der Transkription und
Replikation involviert sind. Eine besonders starke Interaktion wurde fur Tet3 mit Chromatin-
modifizierenden Proteinkomplexen wie NuRD, NuA4, PTW/PP1, FACT und SWI/SNF in mESCs, NPCs
und Retinae von Mausen festgestellt. Diese Beobachtung ldasst vermuten, dass Tet3 in Bereichen des
Genoms aktiv wird, die einer Verdanderung des Chromatins bediirfen. Tetl hingegen konnte in
Euchromatin arbeiten, da im Vergleich zu Tet3 signifikant weniger Mitglieder von Chromatin-
modifizierenden Proteinkomplexen als Interaktoren angereichert waren (t-Test p-Wert = 0.0096).
Tatsachlich bestatigten fluoreszenzmikroskopische Studien, dass Tet3 im Gegensatz zu Tetl mit dem
Heterochromatin colokalisiert. Folglich konnte der Unterschied zwischen den verschiedenen Tet-
Proteinen unter anderem darin bestehen, zu unterschiedlich chromatinisierten Bereichen des

Genoms Zugang zu haben.

Eine weitere ungeklarte Fragestellung ist, wie die Tet-Enzyme mit ihrem Cosubstrat a-Ketoglutarat

versorgt werden. Bemerkenswert war daher die Identifizierung diverser metabolischer, mit dem

1



Zusammenfassung

Citratzyklus assoziierter Enzyme im Interaktom von Tet3 im Gehirn von Mausen. Mit Hilfe von Co-
Immunprazipitationen, Lokalisationsstudien und Proximity Ligation Assays konnte gezeigt werden,
dass Tet3 im Zellkern direkt mit Enzymen interagiert, die verschiedene biosynthetische Vorlaufer von
a-Ketoglutarat produzieren. Zudem konnte eine direkte Interaktion mit der Glutamatdehydrogenase
(Glud1) nachgewiesen werden. Dieses Enzym kann den Neurotransmitter Glutamat direkt in
a-Ketoglutarat umwandeln und stellt somit eine Zitronensaure-unabhidngige Moglichkeit zur

Versorgung mit a-Ketoglutarat dar.

Wahrend die Interaktion von Glud1 mit Tet3 die Oxidation von mC zu hmC stimuliert, konnte gezeigt
werden, dass die Metaboliten Oxaloacetat und Isocitrat inhibitorisch auf Tet3 wirken. Oxaloacetat
und Isocitrat sind Intermediate des Citratzyklus und somit Vorldufer zur Biosynthese von
a-Ketoglutarat. Diese Metaboliten scheinen das reaktive Fe**-Zentrum vor der Degradierung der DNA
zu schitzen, wenn das Tet-Enzym inaktiv ist. Diesen Effekt konnten die Metaboliten mdglicherweise

durch Koordinierung des Fe**-Zentrum erzielen.

Es ist bisher nicht im Detail geklart, wie die Tet-Proteine und deren Oxidationsreaktionen reguliert
werden. Im Rahmen dieser Dissertation konnte durch eine Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von
Dr. Stylianos Michalakis gezeigt werden, dass der Transkriptionsrepressor REST mit Tet3 interagiert
und seine Aktivitat erhoht. REST scheint dariber hinaus Tet3 zu spezifischen Loci der DNA zu fiihren,
um eine kontext-spezifische Hydroxymethylierung und somit eine Transkriptionsaktivierung zu

erzeugen.

Nicht nur Interaktionspartner, sondern auch posttranslationale Modifikationen koénnen die
Enzymaktivitdt beeinflussen. Zur Analyse des Effekts von Phosphorylierungen, wurde nach
phoshporylierten Stellen in den Tet-Enzymen gesucht. AnschlieBend wurden solche
Phosphorylierungsstellen in Tetl mutiert und das Interaktom der mutierten Tet-Proteine analysiert.
Daraufhin wurden die Interaktome nach Enzymen durchsucht, welche in der Lage sind den
Phosphorylierungsstatus von Proteinen zu verandern. Eine der auf diese Weise entdeckten Kinasen,

Cdk11, zeigte einen inhibitorischen Effekt auf die Tet-Aktivitat.



Summary

Summary

Epigenetics addresses the question of how different intracellular gene expression patterns are
created and inherited on the basis of an identical DNA sequence. Currently in the focus of epigenetics
are the Tet enzymes, which are capable of changing the methylation pattern of the DNA. This process
is particularly interesting as the methylation state is important for epigenetic regulation. In detail, the
Tet enzymes can generate the only recently discovered, modified bases 5-hydroxymethylcytosine, 5-
formylcytosine and 5-carboxycytosine by successive oxidation of 5-methylcytosine. The distribution
of these modified DNA bases varies especially during development and in different tissues as well as
organs. The same holds true for the production of the three different Tet proteins (1-3), which were

identified in vertebrates.

It is an open question why three different Tet enzymes are needed, as all of them are capable of the
same catalytic function. In order to address this question, this thesis aimed to investigate the
interactomes of the different Tet proteins. Therefore, a Tet-saturated co-immunoprecipitation
workflow was developed that enables a direct and robust comparison of the different Tet
interactomes. This affinity proteomics technique led to the elucidation of specific interaction profiles
for Tetl and Tet3 in mouse embryonic stem cells (mESCs) and neural progenitors (NPCs). Strikingly,
almost no interaction partners could be detected for Tet2, whereas Tetl and Tet3 were found to
interact with numerous proteins involved in transcription and replication regulation. For Tet3, a
specifically strong interaction with chromatin modifying complexes like NuRD, NuA4, PTW/PP1, FACT
and SWI/SNF was discovered in mESCs, NPCs and mouse retina. This observation led to the
conclusion that Tet3 might be active in genomic regions that require chromatin remodeling. In
contrast, Tetl might operate on euchromatin as significantly less members of chromatin modifying
protein complexes were enriched for Tetl in comparison to Tet3 (t-Test p-value = 0.0096). Indeed,
fluorescence microscopy studies confirmed that Tet3 co-localizes with heterochromatin, contrary to
Tetl. Hence, the difference between the individual Tet proteins could be their ability to access

differently chromatinized regions of the genome.

Despite intensive research efforts, it is still unclear how the Tet enzymes are supplied with their
cosubstrate a-ketoglutarate, which is essential for the oxidation reaction. Interestingly, many
metabolic enzymes were found among the Tet3 interactors while studying the interactome of Tet3 in
the mouse brain. Using co-immunoprecipitation, localization studies and proximity ligation assays, it
could be shown that in the nucleus Tet3 indeed directly interacts with enzymes, which manufacture a

number of a-ketoglutarate biosynthetic precursors. In addition, a direct interaction with glutamate
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Summary

dehydrogenase (Glud1) in the cell nucleus was detected and confirmed. This enzyme converts the
neurotransmitter glutamate directly into a-ketoglutarate, which establishes a citric acid cycle

independent o-ketoglutarate supply.

Surprisingly, while the interaction of Gludl with Tet3 stimulated the oxidation of mC to hmC, the
metabolites oxaloacetate and isocitrate had an inhibitory effect on Tet3. Oxaloacetate and isocitrate
are intermediates of the citric acid cycle and thus precursors for the biosynthesis of a-ketoglutarate.
These metabolites seem to prevent the reactive Fe’*-center from degrading DNA when Tet is

inactive. This effect might be caused by the coordination of the Fe**-center by the metabolites.

The precise regulation of the Tet enzymes is not yet completely understood. In the course of this
dissertation and in collaboration with Dr. Stylianos Michalakis” group, it was shown that the
transcription repressor REST interacts with Tet3 and increases the Tet activity. REST seems to recruit
Tet3 to specific loci of the DNA in order to hydroxymethylate mC and thus activate gene transcription

in a context-specific manner.

However, not only interaction partners but also posttranslational modifications can influence enzyme
activity. To study the effect of phosphorylation, the Tet enzymes were scanned for phosphorylated
residues. Such phosphorylation sites were subsequently mutated in Tetl and the interactome of
these mutated Tet proteins was analyzed. Thereupon, the interactomes were searched for enzymes
capable of changing the phosphorylation status of proteins. One of the detected kinases, Cdk11,

indeed showed an inhibitory effect on the Tet activity.
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Die DNA als Molekiil des Lebens ist bereits seit tiber 60 Jahren bekannt.™ Ihre Bestandteile, die DNA-
Basen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T), codieren die Erbinformation, die die
Grundlage jedes Lebens ist. Wie aber ist es zu erkldren, dass es eine Vielzahl unterschiedlichster
Zelltypen in einem komplexen Organismus wie dem des Menschen gibt? Insbesondere im Hinblick
darauf, dass sie die gleiche genetische Information tragen, sich jedoch in Form und Funktion stark
unterscheiden? Und wie ist es moglich, dass sich eine Zelle differenziert oder sogar re-differenziert
und einen anderen Zelltyp annimmt, wenn sich die DNA-Sequenz nicht dndert? Wann wird ein Gen
abgelesen und wie wird es inaktiviert? Und wie werden diese Genaktivitdtsmuster an Tochterzellen

weitervererbt? Diesen und dhnlichen Fragen stellt sich das komplexe Feld der Epigenetik.

1.1. Epigenetik

Die Epigenetik befasst sich mit der Aufgabe, wie intrazelluldar unterschiedliche Expressionsmuster auf
Basis einer identischen DNA-Sequenz geschaffen und vererbt werden. Die zugrundeliegende
Informationsquelle fir diesen Vorgang muss also auf einem anderen Prinzip als der reinen Abfolge
der Nukleotide basieren. Das sogenannte Epigenom manifestiert sich auf verschiedenen Ebenen. Auf
Ebene der DNA tGber DNA-Modifikationen, auf RNA-Level beispielsweise iber nicht-kodierende RNAs

und RNA-Modifikationen, aber auch im Bereich der Proteine sowie des Chromatins.

1.1.1. Umstrukturierung des Chromatins

Bei ndherer Betrachtung etwa ist Chromatin nicht nur flr eine moglichst dichte Verpackung der DNA,
sondern fir viele grundlegende epigenetische Mechanismen verantwortlich. So kann die DNA frei
und ablesbar im lockeren Euchromatin vorliegen oder im dicht gepackten, fir die

Transkriptionsmaschinerie unzuganglichen Heterochromatin.

Chromatin besteht aus DNA und DNA-bindenden Proteinen wie den Histonen. Abbildung 1.1A zeigt

die Verpackung der DNA in Chromatinstrukturen.
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Chromatin

30 nm Faser

]
Polynukleosomenkette

B Veranderung der Nukleosomposition Veranderung der Nukleosomkonformation

lz.B. SWI/SNF l 2.8.NuA4, NuRD

e = Acetylierung

Nucleosome sliding DNA-Histon-Interaktion

Veranderung der Nukleosomkomposition

Nukleosomverlust Dimerverlust Dimeraustausch

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Chromatinaufbaus. (A) Die DNA wird (ber die Bildung
von Nukleosomen zu Chromosomstrukturen verpackt. (B) Nukleosome kénnen Uber unterschiedliche
Mechanismen zur Chromatinumstrukturierung verandert werden. Verdanderungen der Position,
Konformation und Komposition der Nukleosomen kénnen zur lokalen Freilegung der DNA und somit
zur Transkription von bestimmten Genabschnitten fihren.

Je zwei Untereinheiten der Histone H2A, H2B, H3 und H4 bilden einen Kernhistonkomplex. Um solch

einen Histonkomplex kdnnen 147 Basenpaare gewunden werden und ergeben so ein Nukleosom von

11 nm Durchmesser.” Nukleosomen, die im Abstand von 10-90 Basenpaaren angeordnet sind,
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kreieren eine Polynukleosomenkette. Diese DNA-Struktur ist hauptsachlich im Euchromatin zu
finden, da sie raumlich Platz lasst flr die Interaktion mit Faktoren, welche die Transkription von
Genen erméglichen.® Die Polynukleosomenkette kann durch das Linker-Histon H1 weiter zu einer 30
nm Faser aufgewickelt werden.®* Auf diese Weise kondensiert, kann die DNA noch dichter gepackt

und nicht mehr abgelesen werden (Heterochromatin).m

Die beschriebenen verschiedenen Strukturen und ihre Zusammensetzung geben somit viele
Moglichkeiten zur epigenetischen Regulation. So koénnen, wie in Abbildung 1.1B illustriert,
Nukleosome beim sogenannten Nucleosome sliding an der DNA entlang fahren, sodass
unterschiedliche Bereiche der Sequenz freigelegt werden™®. Ein Beispiel eines
chromatinverandernden Komplexes, der auf diesem Prinzip beruht, ist der SWI/SNF—KompIex.[”] Eine
weitere epigenetische Kontrollmoéglichkeit bietet die variable Zusammensetzung der Histone im
Histonkomplex. Zum Beispiel kann die Histonvariante H2A.Z das kanonische Histon H2A an
Promoterregionen ersetzen, um Gene zu aktivieren."®** Histone kénnen auch komplett entfernt
werden, um die Transkription zu erméglichen. So ist der FACT-Komplex in der Lage, das H2A/H2B-
Dimer reversibel aus dem Histonkomplex zu I6sen, sodass die RNA Polymerase Il unbehindert DNA

transkribieren kann.***"!

Doch nicht nur solche nicht-kovalenten Mechanismen bringen Variation in das Chromatin, sondern
auch kovalente Veranderungen mittels Histonmodifikation. Histone interagieren aufgrund ihres
hohen Anteils basischer Aminosduren mit dem negativ geladenen Zucker-Phosphat-Riickgrat der
DNA."® Des Weiteren besitzen sie Aminosiureketten, die aus den Nukleosomen herausragen und fiir
die weitere Verpackung der DNA benétigt werden.” Diese Aminosiuren kénnen posttranslational
modifiziert werden, zum Beispiel durch Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung,
Ubiquitinylierung oder Sumoylierung. Werden Lysine beispielsweise durch Histon-Acetyltransferase-

t*” wird ihre vormals positive Ladung in eine negative

Komplexe wie den NuA4-Komplex acetylier
umgekehrt, wodurch die Interaktion der Histone mit der negativ-geladenen DNA abgeschwacht wird.
Solche Modifikationen modulieren allerdings nicht nur die Starke der DNA-Histon-Interaktion und
dadurch die Chromatinkondensierung, sondern bilden auch den sogenannten ,Histon-Code“. Dieser
Code wird von Proteinen abgelesen, die an bestimmte Histonmodifikationen binden oder durch diese
eben nicht binden kénnen. Beispielsweise verhindert die Methylierung von Lysin 4 am Histon H3, die
Bindung des NuRD-Komplexes.™ Dieser Proteinkomplex ist besonders interessant, da er die beiden

grundlegenden Mechanismen der Chromatinveranderung vereint. So besitzt der NuRD-Komplex

gleichzeitig  eine Histon-Deacetylase-Aktivitdit ~ (kovalenter =~ Mechanismus) und von
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Adenosintriphosphat (ATP) abhdngige Chromatinumstrukturierungs-Aktivitdt (nicht-kovalenter

Mechanismus).™*!

Da diese Mechanismen reversibel sind und miteinander interagieren, entsteht eine enorme

Plastizitat der Genexpression.

1.1.2. DNA-Methylierung

Nicht nur Histone kdnnen kovalent modifiziert (z.B. methyliert) vorliegen, sondern auch die DNA. Die
Proteinfamilie der DNA-Methyltransferasen (Dnmt) ist in der Lage, eine Methylgruppe von einem
Donor (S-Adenosylmethionin, kurz SAM) auf einen Akzeptor, in diesem Fall Cytosin, zu Ubertragen.[zo'

(22231 " auch mC genannt, ist eine epigenetische Modifikation. So

2 Das entstandene 5-Methylcytosin
konnte mC in Zusammenhang mit der Genexpressionsregulation gebracht werden. Beispielsweise
unterdrickt mC die Genexpression in Abldufen wie der Inaktivierung des X-Chromosoms, der
Embryonalentwicklung, = dem  genomischen  Imprinting sowie der  Erhaltung der
Chromosomenstabilitit.?* Solch eine Regulation der Genexpression erfolgt Giber die Methylierung
von CpG-Dinukleotiden in Promotorregionen. Promotoren aktiv exprimierter Gene liegen meist
hypomethyliert vor, enthalten also nur wenige methylierte CpG-Dinukleotide.”>?® Eine vermehrte
Methylierung von CpG-Dinukleotiden macht die Promotoren hingegen fiir Transkriptionsfaktoren
unzuganglich.”2% 2! Dies fihrt zu einer dauerhaften und sogar vererbbaren Inaktivierung des

Gens.? Folglich spielt mC bei der dauerhaften Fixierung des Transkriptionszustands von Genen

eine grolRe Rolle.

Zwischen 4-6% der Cytidine von somatischen Siugetierzellen liegen methyliert vor.**?* Diese
werden von drei katalytisch aktiven Dnmts (Dnmt1, 3a und 3b) produziert.”> ** Dnmt3a und Dnmt3b
methylieren Cytosine de novo, wohingegen Dnmtl mC-Muster wahrend der Zellteilung konserviert
und somit mC zu einer vererbbaren, epigenetischen Modifikation macht.”> > Wird eines dieser
Enzyme ausgeschaltet, ist die Wirkung auf Mause in der Entwicklung lethal.1**3¢! Demzufolge ist die

DNA-Methylierung von grolRer Bedeutung fir die vertebrale Entwicklung.

Dass die DNA-Methylierung als epigenetischer Prozess wahrend der Entwicklung wichtig ist, zeigt
auch die fast komplette globale Demethylierung des Genoms zum Zeitpunkt der Differenzierung der
Zygote zur Blastozyste. Diese dient dem Zweck, den pluripotenten Zustand des Embryos
herzustellen.”! Spater, zur Zeit der Implantation, erfolgt dann eine programmierte de novo

Methylierung der DNA[38 37, 39-43]
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Wahrend dieser Differenzierungsprozesse sind die dynamischen und hochkontrollierten DNA- und

Chromatin-Modifizierungen auf komplexe Weise verknipft.2® 2%

Beispielsweise erfolgt die
ortsspezifische de novo Methylierung durch die Rekrutierung von Dnmt3a und Dnmt3b lber den
Histon-Code. Andersherum kdnnen Methyl-CpG-bindende Proteine wie MeCP2 und Mbd-Proteine an
die modifizierte DNA binden und Histondeacetylasen rekrutieren.*® Dementsprechend wurde zum
Beispiel auch der Chromatinumstrukturierungs- und Histondeacetylase-Komplex NuRD als mC-
Interaktor identifiziert, der die Transkription inhibiert.””*® % %I Das Methylierungsmuster stellt also
vermutlich auch eine Vorlage fiir die Modifizierung von Histonen dar.®*¥ purch die Rekrutierung
und Aktivitat dieser Enzyme, wird das Chromatin in der Umgebung von methylierten Bereichen
dichter gepackt und damit die Transkription verhindert.®**® Dieser bidirektionale ,cross talk“
zwischen DNA- und Histonmodifikationen moduliert somit die Gentranskription. Die DNA-
Methylierung scheint dabei fir die anhaltende Inaktivierung von Genen verantwortlich zu sein, da
beispielsweise die X-Chromosom-Inaktivierung oder das Ausschalten der Pluripotenzgene wahrend

der Entwicklung auf methylierte Cytosine zuriickzufiihren ist.2” 2

1.1.3. Modifizierte Cytosinbasen

Die Methylierung von Cytosin ist allerdings nicht die einzige Modifikation dieser DNA-Base. In den
letzten Jahren wurden immer mehr modifizierte Cytosinbasen entdeckt. So hat sich eine
Oxidationskette herausgestellt, die mit dem bereits beschriebenen mC beginnt und Gber 5-
Hydroxymethylcytosin (kurz hmC) und 5-Formylcytosin (fC) zum 5-Carboxycytosin (caC) verlauft.
Diese Oxidationsreaktionen werden durch die Tet-Dioxygenasen katalysiert, auf die spater naher
eingegangen wird.®®% Dje aus der Oxidation von mC resultierenden Cytosinprodukte sind in

Abbildung 1.2 dargestellt.

NH; HO  NH2 O NH O NH;
\f‘\‘N KEJ“\‘N HJ\ﬁN HOJ\KRN
RO N/&O RO ’% RO. N/J*o RO N’J*o
o] EEE—— —_— o R

o e

RO RO RO RO

mC hmC fC caC

Abbildung 1.2: 5-Methylcytosin (mC) kann durch die Enzyme Tetl-3 zu 5-Hydroxymethylcytosin
(hmC), 5-Formylcytosin (fC) und 5-Carboxycytosin (caC) oxidiert werden.
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t*%4 und gemeinhin als die

hmC wurde als Erste dieser neuen Cytosinmodifikationen entdeck
sechste Base“ bezeichnet.”® Diese Base wurde mit einem Gehalt von 0.6% pro G in Purkinje-
Neuronen von Mausen und 0.15% pro G in mESCs gefunden.®*®” Diese hmC-Level steigen mit
zunehmendem Alter bis sie ein konstantes Niveau in ausgewachsenen Organismen annehmen.®*7®
Interessant ist dabei, dass die hmC-Werte in verschiedenen Geweben stark variieren (0.03-0.7%
pro G), wohingegen mC-Level eher gleich bleiben (im Durchschnitt 4.3 + 0.2% pro G).?? Die héchsten
hmC-Werte liefert das zentrale Nervensystem, wobei auch hier die Verteilung in den verschiedenen
Gehirnarealen Unterschiede zeigt (0.3-0.7% pro G).*> %77 & |m vergleich zu Miusegeweben, weist
das menschliche Gehirn sogar noch héhere hmC-Level auf. Hier liegt der hochste hmC-Gehalt bei
1.17% pro G im Cortex und der niedrigste bei 0.7% pro G in der cerebralen weiRen Substanz.”® 7
Diese, in Abbildung 1.3 verdeutlichte, starke Variabilitdat und Abundanz an hmC im Gehirn kdénnte
folglich mit zelltyp-spezifischer Transkriptionskontrolle und neuronaler Funktion
zusammenhingen.®> 7 %! Uberdies deuten Studien daraufhin, dass die hmC-Level durch neurale

Aktivitat dynamisch reguliert werden."”?*”

Dass hmC in die Genregulation involviert ist, zeigt die Anreicherung dieser Base in
Transkriptionsstartpunkten und Genkdrpern und Promotoren. 8% 77 8587, 72 88901 pie Eyistenz von
hmC in intragenischen Regionen hat dabei stets eine positive Korrelation zur Gentranskription,
wahrend eine Anreicherung von hmC in Transkriptionsstartpunkten und Promotoren negativ mit der
Transkription korreliert.?" 8% 68 92 77, 9394, 72773, 8889, 951 3 man fast keine Reversion zu C neben der

%8 und eine Vererbung mit Hilfe von Dnmt3a/3b an Tochterzellen

Oxidation von mC finden konnte
maglich ist'®®, kann hmC als stabiler epigenetischer Marker bezeichnet werden.”! Somit spielt auch
hmC vermutlich eine wesentliche Rolle in der epigenetischen Regulation von Genexpression und
Zellentwicklung. AuRerdem kénnte hmC eine Vorstufe in der DNA-Demethylierung darstellen, die zur

Reaktivierung der Gene fihrt, die durch die Methylierung inaktiviert waren.®>

Da die hmC-Level bei zahlreichen Krebsarten im Vergleich zu gesundem Gewebe deutlich reduziert
sind”® #21%% k5nnte hmC folglich als diagnostischer Biomarker fir Krebserkrankungen dienen.!**1%”
99, 1081101 Boch guch in anderen Krankheitsverliufen spielt hmC eine wesentliche Rolle. Zum Beispiel
ist der hmC-Interaktor MeCP2 ein zentrales Protein fiir die Entwicklung und Funktion des Gehirns. Ist
dieses Protein mutiert, kommt es zu einer neuronalen Entwicklungsstérung, dem Rett-Syndrom.!**"
Solch eine Mutation hat zur Folge, dass MeCP2 seine Affinitat fir hmC verliert, wohingegen die
Bindungsaffinitat zu mC bestehen bleibt.”® Die Regulation der mC- und hmC-Level scheint daher von
groRRer Bedeutung fiir die Zellintegritdt zu sein. Zudem kann aus der Veranderung interagierender

Proteine ein Verlust der epigenetischen Kontrolle und somit eine gestorte Zellentwicklung folgen.
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Wie wichtig hmC fiir die Stabilitdt des Genoms ist, zeigt auch eine Studie[ml, die hmC in Bereichen
von DNA-Schaden und deren Reparatur entdeckt hat. Dort colokalisiert hmC mit den Proteinen
53BP1 und yH2AX, welche in die Antwort auf DNA-Schaden involviert sind."™? zu weiteren
Interaktoren von hmC zahlen aulRerdem die Glykosylase Neill und die E3 Ubiquitin-Protein-Ligase
Uhrf2 in NPCs.*® In mESCs und adultem Mausegehirn konnten der Transkriptionsregulator

Thap11/Ronin, sowie der in DNA-Replikation involvierte RFC-Proteinkomplex detektiert werden.™™*

114, 48, 115]

A hmC
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Abbildung 1.3: Verteilung der Cytosinderivate 5-Hydroxymethylcytosin (hmC) (A) und 5-
Formylcytosin  (fC) (B) in Organen™® und mit zunehmendem Alter” der Maus. Die
Konzentrationen der modifizierten Cytosinbasen sind in Relation zu hundert Guaninbasen
angegeben, da die Anzahl an Guaninbasen gleich der Gesamtzahl aller Cytosinbasen (modifiziert und
unmodifiziert) ist. pl = postnataler Tag 1, p14 = postnataler Tag 14, p90 = postnataler Tag 90

(adaptiert aus™")
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Das zweite Oxidationsprodukt nach hmC, ist das fC, welches erst kiirzlich in der genomischen DNA
von mESCs gefunden wurde.™® Eine Auswahl der fC-Level in verschiedenen Organen und im
Altersverlauf der Maus ist in Abbildung 1.3 dargestellt. Kurz nach der Entdeckung von fC, detektierte
man auch das letzte Produkt dieser Oxidationskette, das caC.*”® Diese beiden Cytosinderivate sind
allerdings seltener als mC und hmC. Das Level von fC zu hmC betragt in etwa 1:10 und das von caC zu

hmC lediglich 1:100.5% ***!

Obwohl die Werte an fC und caC gering sind, scheinen sie eine grof3e Rolle in der epigenetischen
Regulation und aktiven Demethylierung zu spielen. Beispielsweise ist fC insbesondere in der Nahe
von Transkriptionsstartpunkten und Histon H3 Lysin 4 (H3K4)-trimethylierten Histonen angereichert.
AuRerdem bindet die RNA-Polymerase Il Sequenzen, in denen fC angereichert ist."* Es konnte
auRerdem gezeigt werden, dass fC und caC die RNA-Polymerase Il in Genkérpern hemmen.20124
Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass fC mit der Gentranskription verbunden ist.
Auch caC reguliert moglicherweise die Transkription, da caC besonders im Euchromatin von
Follikelzellen identifiziert wurde.™ Beide Cytosinderivate wurden auBerdem in erhéhter lokaler

Konzentration in proximalen Promotoren gefunden.['?* 119124

Weitere Studien zeigen, dass fC und caC in Mauseembryos vor der Implantation entstehen und der
Gehalt wihrend der Replikation abnimmt."?*! Aktive Enhancer-Bereiche und funktionell wichtige
genomische Regionen besitzen besonders hohe Level an fC."***?"! Eine transiente Anhiufung von fC
und caC findet auch in zelltypspezifischen Promotoren statt, wenn NPCs zu Gliazellen und Neuronen
differenzieren."! zudem geht einer Hochregulierung der Expression von metabolischen und fiir die
Entwicklung kritischen Genen eine fC-Produktion in den Promotoren voraus.*?”! Da sich die
dynamischen Level an fC von denen an hmC wahrend der Entwicklung unterscheiden und fC liber
lingere Zeit dauerhaft in der DNA bleibt, kann fC als stabile DNA-Modifikation gesehen werden.™
1391 Dass fC und caC auch epigenetische Funktionen haben, lsst ihre Anhdufung insbesondere in

intragenischen Regionen und Sequenzen mit regulatorischer Funktion vermuten, 26 %!

Diese Schlussfolgerung legen auch die Interaktoren von fC und caC nahe, unter denen nicht nur DNA-
Reparaturenzyme zu finden sind, sondern auch transkriptionelle Regulatoren.”’*® So wurden
beispielsweise Forkhead-Box-Proteine (FOX-Proteine) als fC-Interaktoren entdeckt. Diese sind DNA-
bindende Transkriptionsfaktoren, welche die lokale Struktur des Chromatins verandern und
Genexpression regulieren konnen.™® 32 zy beachten ist auch, dass fC zum Teil hnliche lokale
Konzentrationen zu mC oder hmC aufweist.™®! zZudem ist umstritten, ob fC in der Lage ist, die
Struktur der DNA zu verandern und so die Transkription zu beeintréchtigen.[134'135] Fiir caC wurde

insbesondere ein Zusammenhang mit MAX, dem Bindungspartner des onkogenen

12
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Transkriptionsfaktors MYC, hergestellt. Diese Proteine regulieren ebenfalls die Genexpression und
stellen so eine Moglichkeit dar, wie MAX als epigenetischer Sensor von modifizierten Cytosinbasen

das MAX-MYC-Transkriptionsnetzwerk beeinflusst.*®!

Zusammenfassend stellen die soeben beschriebenen modifizierten Cytosinbasen durch ihre
Variabilitdt und ihren Einfluss auf die Gentranskription folglich potentielle epigenetische Marker
dar.* %! |nteressant ist auch, dass die Interaktome der einzelnen Cytosinderivate in verschiedenen
Zelltypen sehr unterschiedlich sind und damit eine groRe Dynamik zeigen.”sl Welche Rolle diese
Cytosinmodifikationen bei der Demethylierung von DNA spielen, wird im ndchsten Kapitel ndher

erlautert.

1.1.4. DNA-Demethylierung

Soll ein Gen wieder aktiviert werden, muss die Methylgruppe des mCs wieder entfernt werden,
sodass ein flr die Transkription zugadngliches Cytosin entsteht. Solche Demethylierungsvorgange

[137-141,98,142] 5 der wahrend der embryonalen Entwicklung statt, um

finden beispielsweise in Neuronen
Zellen zu reprogrammieren.[38' 37, 39-40, 143-144, 41-43, 145, 441 Auys diesem Grund ist das Wissen tber diese
Abldufe von groBRem Wert, um Krankheiten aufgrund aberranter Genexpression besser zu verstehen
oder ausdifferenzierte Zellen gezielt zu reprogrammieren. Wie diese Demethylierungsprozesse
ablaufen, ist Gegenstand aktueller Forschung, da mehrere Varianten maoglich erscheinen. Allerdings
spielen bei den verschiedenen Szenarien die eben beschriebenen oxidierten Methylcytosinderivate

eine maRgebliche Rolle. 146153 4]

Allgemein kann DNA auf zwei verschiedene Arten demethyliert werden, aktiv oder passiv. Bei der
passiven Demethylierung werden mC oder die oxidierten Cytosinderivate verdinnt, indem der
wihrend der DNA-Replikation gebildete Gegenstrang nicht modifiziert wird.™>**>> 8 Dje aktive
Demethylierung basiert auf einer nicht-replikationsgekoppelten Transformation von mC zu C durch
bestimmte Enzyme.[%] Dies kann entweder durch das Austauschen des kompletten Nukleotids oder
mittels Abspaltung der (substituierten) Methylgruppe geschehen.[45' %l In dem einen Fall wird also
das urspriingliche Cytosin behalten, wahrend in dem anderen Szenario durch das Entfernen der
gesamten Base mittels einer Glykosylase eine abasische Stelle entsteht, die via

Basenexzisionsreparatur (BER) mit einem neuen Cytosin aufgefullt wird.!**¢**8
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1.1.4.1. Aktiv-passive Demethylierung

Es gibt allerdings auch Studien, die eine Kopplung von aktiven und passiven Prozessen zur
Demethylierung vorschlagen.™ *8 so konnte gezeigt werden, dass im viterlichen Pronukleus mC

enzymatisch oxidiert wird (aktiv)™®® !

und in der darauffolgenden Zellteilung die oxidierten
Methylcytosinderivate verdiinnt werden (passiv).[159] Diese replikationsgekoppelte Verdiinnung wird
vermutlich durch Dnmtl verursacht, da dieses Enzym hemimethylierte gegeniber
hemhihydroxymethylierten Positionen in der DNA bevorzugt.[m] Auf diese Weise kann die DNA

durch aktive Modifizierung und anschlieRende passive Verdinnung demethyliert werden.!**®!

1.1.4.2. BER-vermittelte aktive DNA-Demethylierung

Wie in Abbildung 1.4 dargestellt, konnte die BER-vermittelte aktive DNA-Demethylierung tber
verschiedene Wege verlaufen. So kénnte die Thymin-DNA-Glykosylase (Tdg) aus dem DNA-Strang

(162 oder sogar Uracilderivate, die durch die Umwandlung von mC in

Cytosinderivate herausschneiden
Thymin Gber eine Desaminierung entstehen kénnten.™” **! Ahnlich zur Reparatur beschédigter DNA-
Basen, wiirde nach der N-glykosidischen Spaltung der Zuckerrest durch eine Endonuklease entfernt
und die fehlende Base von einer DNA-Polymerase ersetzt werden.!”****® 5o konnte gezeigt werden,
dass Tdg fC und caC entfernt und die resultierende abasische Stelle durch Insertion eines

unmodifizierten Cytosins repariert werden kann.” 163

Beispielsweise akkumulieren in
zelltypspezifischen Promotoren wahrend der Differenzierung von NPCs zu Gliazellen und Neuronen
zeitweise fC und caC. In NPCs liegen diese Promotoren stark methyliert und deren Gene somit inaktiv
vor. Durch die Oxidation von mC zu fC und caC wadhrend der Differenzierung, kénnen die
methylierten Regionen durch die Exzision via Tdg mit unmethyliertem Cytosin ersetzt werden und

erméglichen so die Transkription der zelltypspezifischen Gene. 2% 1%

1.1.4.3. Desaminase-vermittelte aktive Demethylierung

Des Weiteren kénnte die aktive Demethylierung durch eine Desaminierung stattfinden!**® 6% %5

vermutlich tiber die AID/APOBEC-Proteinfamilie™®*% (Abbildung 1.4).
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1.1.4.4. Enzymatische Entfernung der oxidierten Methylgruppe

Ein weiterer postulierter Weg der aktiven Demethylierung verlduft Gber die enzymatische Entfernung
der oxidierten Methylgruppe. Abhangig von dem zu eliminierenden Cytosinderivats, kdnnte es sich
hierbei um eine Dehydroxymethylierung von hmC, Deformylierung von fC oder Decarboxylierung von
caC handeln.™®" % Djeser Prozess wire deshalb besonders vorteilhaft, weil kein DNA-Strangbruch
stattfinden wiirde und somit die genomische Stabilitat gewahrleistet ware. Ferner ist die Reaktion

thermodynamisch vorteilhaft.!*®®

Einen Uberblick (iber die postulierten, aktiven DNA-Demethylierungswege bietet Abbildung 1.4.

Aktive DNA-Demethylierung tber eine enzymatische Eliminierung der oxidierten Methylgruppe

Dehydroxy- J q §
H,CO Deformylase ) [-HCO,H co,

? ? ?

NHz NH2 HO NH: (o] NH:
=N \{\ I\(& J\(k HO <N
RO | NAO Ao @O o | o Tet Ao \TED RO, | o

A A A

RO RO
C:G mC:G hmC:G fC:G caC:G
enzymatische AID/ -
Desaminisnung? ? Deglykosilierung
\ Y
Basen- o) HO O
exzisions- \"\)LNH | N
reparatur R N)*o ro NAO
=) ) (Tdg (Tag)
RO. o RO RO
T{OQMOH T:G wmismaten hmU:G
Abasische Stelle
| @ Deglykosilierung Y (Tdg

Aktive DNA-Demethylierung uber die Basenexzisionsreparatur

Abbildung 1.4: Zusammenfassung der postulierten Wege zur aktiven Demethylierung der DNA. Die
modifizierten Cytosinbasen konnen (ber Basenexzisionsreparatur oder eine Entfernung der
oxidierten Methylgruppe in Cytosin umgewandelt werden.

Zusammenfassend gibt es also viele mogliche Szenarien der DNA-Demethylierung, in denen oxidierte
Cytosinderivate als Intermediate eine wichtige Rolle spielen.!!¢%3% 124 133 %1 v pesonderem
Interesse ist in diesem Zusammenhang auch der Metabolismus und die Bildung dieser Basen. Im

folgenden Kapitel wird daher naher beschrieben, wie die oxidierten Cytosinderivate generiert

werden.
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1. Einleitung

1.2. Tet-Enzyme

Cl601 fclss, 18] cls7-s8l
7

Die soeben beschriebenen modifizierten Cytosinbasen hm und ca werden durch
die Proteinfamilie der Tet-Enzyme gebildet.[*®% ¢ 170 148 151 €0, 171 7, dem wurde erst kirzlich
entdeckt, dass die Tet-Proteine auch Thymin oxidieren und so die DNA-Base 5-Hydroxymethyluracil

(18] Dje durch die Tet-Familie katalysierten Reaktionen sind in

(hmU) generieren konnen.
Abbildung 1.5 zusammengefasst. Diese Enzyme spielen folglich eine wesentliche Rolle bei der
epigenetischen Genregulation.’?* *! 5o sind die Tet-Proteine auch in der Regulation der
genetischen Pragung involviert, da sie vermutlich die DNA-Methylierungsmuster in genomisch

geprigten Regionen von mESCs durch Demethylierung beeinflussen.*”*!

HO  NH; O NH;
= N

2

0 ot
i SR A e T

Succinat Succinat Succinat
CO, CO CO

mC hmC fC caC

.
w%w

Succmat

! hmU

Abbildung 1.5: Tet-Enzyme katalysieren die Oxidation von 5-Methylcytosin (mC) zu 5-
Hydroxymethylcytosin (hmC), 5-Formylcytosin (fC) und 5-Carboxycytosin (caC), sowie von Thymin
(T) zu Hydroxymethyluracil (hmU). Bei der Oxidationsreaktion werden a-Ketoglutarat (a-KG) und
Sauerstoff (02) zu Succinat und Kohlenstoffdioxid (CO2) umgewandelt.

Tet steht hierbei fiir ten-eleven translocation und gehort zur Klasse der Fe(ll)- und a-Ketoglutarat-
abhingigen Dioxygenasen.'”? Der ungewdhnliche Name begriindet sich aus der Entdeckung des
TET1-Proteins als Fusionspartner der H3K4-Methyltransferase MLL, noch bevor dessen Funktion
aufgeklart wurde. Man fand heraus, dass das Tet1-Gen in Leukdmie-Patienten von Chromosom 10 zu
Chromosom 11 translozierte und so kam die Bezeichnung ten-eleven translocation (zu Deutsch zehn-

elf Translokation) zustande.’¢*"”)

Alle vielzelligen Organismen besitzen Tet—Enzyme.[m] Durch die Verdreifachung des Tet-Gens

entstanden in Siugetieren drei paraloge Tet-Proteine: Tetl, Tet2 und Tet3.'’® 7% 7¢I piese Enzyme
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1. Einleitung

[179, 171]

spielen nicht nur in der Embryonalentwicklung , sondern auch in der Erhaltung der Pluripotenz

von Stammzellen eine maRgebliche Rolle."® Besonders interessant dabei ist, dass alle drei Enzyme

die gleiche Oxidationsreaktion katalysieren.™"

1.2.1. Katalytische Aktivitadt der Tet-Enzyme

Der Oxidationsmechanismus der Tet-Enzyme ist noch nicht vollstandig entschlisselt, jedoch geht
man von einer den Fe(ll)- und a-Ketoglutarat-abhingigen Dioxygenasen 3hnlichen Reaktion aus.!*®"
146, 182, 175, 180, 183, 177, 184-190, 171] pych gibt es widerspriichliche Beobachtungen, ob die Tet-Proteine ihre

)191921 qder ob sie das

Substrate fiir die schrittweise Oxidation jedes Mal neu binden (distributiv
Substrat zu Beginn binden und fiir die weitere Oxidation in ihrer katalytischen Tasche behalten
(iterativ)™. Eine weitere Frage ist, ob die Tet-Enzyme Priferenzen fiir die einzelnen Cytosinderivate
haben. Hu und Kollegen konnten beispielsweise herausfinden, dass Tet-Proteine mC gegeniiber hmC
oder fC als Substrat préferieren.“g‘” Auch konnte gezeigt werden, dass durch die Mutation eines
konservierten Threoninrestes (Thr1372) im aktiven Zentrum von TET2 die Oxidation zu hmC ablauft,

die Reaktion zu fC und caC jedoch nahezu ausgeschlossen ist.***

Wie das Substrat mC in der katalytischen Tasche des Tet-Enzyms sitzt, ist in Abbildung 1.6A
verdeutlicht. Das Cosubstrat, hier N-Oxalylglycin (NOG) statt o-Ketoglutarat, wird durch den
Argininrest (Arg1261) in unmittelbarer Ndhe zu mC gehalten. Das fir die katalytische Reaktion
essentielle Eisenion ist in der abgebildeten Kristallstruktur nicht zu sehen, da es eine Ebene weiter

vorne liegt. Diese Ebene ist im Folgenden in Abbildung 1.7B dargestellt.
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Abbildung 1.6: Tet-Proteine oxidieren Cytosinderivate wie 5-Methylcytosin (mC) mit Hilfe des
Cosubstrats a-Ketoglutarat. (A) Das Cosubstrat (hier N-Oxalylglycin = NOG) wird durch den
Argininrest (Arg1261) des Tet-Proteins in der katalytischen Tasche gehalten und in direkte Ndhe zum
Substrat mC gebracht (PDB ID: 4NM6). (B) Katalysezyklus der Tet-Enzyme am Beispiel der Oxidation

von mC zu 5-Hydroxymethylcytosin (hmC). (adaptiert aus*'”))

Die in Abbildung 1.6B gezeigte Oxidationsreaktion verliuft Gber einen Ping-Pong-Mechanismus.™®

Zu Beginn wird das Fe(ll) im katalytischen Zentrum des Enzyms durch das Cosubstrat a-Ketoglutarat
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und bimolekularem Sauerstoff zu Fe(IV) oxidiert. Es kommt zu einem Ligandenaustausch, wobei zwei
Molekiile H,0 durch a-Ketoglutarat ersetzt werden, und zur Bindung des primaren Substrats.!*” 12>
1 purch die resultierende Schwachung der Bindung des axialen Wasserstoffmolekils, kann O,
binden und Fe(ll) zu Fe(lll) oxidiert werden.™" 7> 198 %I pia weijtere Oxidation von Fe(lll) zum Fe(IV)-
Oxo-Intermediat und die oxidative Decarboxylierung von a-Ketoglutarat zu Succinat werden als
irreversibel und ratenbestimmend postuliert,['8% 146 182, 197, 175, 125, 180, 187, 199, 188189, 171 y;pch C-H-
Abstraktion oxidiert das entstandene Fe(lV)-Oxo-Intermediat anschlieend das primare Substrat.
Hierbei bildet sich intermediir ein Substrat-Radikal, welches durch eine Ubertragung eines Hydroxy-
Radikals mit dem als Zwischenstufe auftretenden Fe(lll)-Hydroxo-Komplex reagiert. Am Ende der
Reaktion ist das Fe(ll)-Zentrum wieder hergestellt und das entstandene Produkt verldsst die
katalytische Tasche. In Abbildung 1.6B ist dieses Produkt beispielsweise hmC. Analog dazu kdnnen
auch fC, caC oder hmU gebildet werden. Schlussendlich endet der Katalysezyklus mit einem

Ligandenaustausch, bei dem das produzierte Succinat durch a-Ketoglutarat ersetzt wird. 83184 186, 1901

Interessant ist dabei, wie die Tet-Proteine an das a-Ketoglutarat flr die Oxidationsreaktion gelangen.
a-Ketoglutarat ist ein Zwischenprodukt des Citratzyklus, der in Mitochondrien ablauft. Dort wird
a-Ketoglutarat aus Isocitrat durch die Isocitratdehydrogenase (ldh) hergestellt. Da die Tet-Enzyme im
Zellkern aktiv sind, stellt sich die Frage, wie das a-Ketoglutarat aus den Mitochondrien in den Zellkern

kommt.

1.2.2. Aufbau der Tet-Proteine

Da die Oxidationsreaktion bei den verschiedenen Tet-Enzymen die gleiche ist, haben alle Tet-
Proteine eine dhnliche katalytische Domane. Sie befindet sich am C-terminalen Ende der Enzyme und
besteht aus einer doppelstrangigen R-Helix-Region (DSBH) und einem evolutiondr konserviertem
Cystein-reichen Abschnitt.2°%2%% 7% &1 Hiarhei konnte durch eine Analyse der Kristallstruktur der
katalytischen Domane von TET2 gezeigt werden, dass sich die Cystein-reiche Region um den DSBH-
Kern windet.”® Eine Fliche des oktaedrischen Eisen-Zentrums generiert in der DSBH-Region ein
stark konserviertes Fe(ll)-Bindungsmotiv mit der Sequenz His-X-Asp/Glu-Xy-His. Zwei Histidine sowie
ein Aspartat komplexieren dabei das Fe(ll)-lon und ein konservierter Argininrest bindet das
Cosubstrat a-Ketoglutarat (iber eine Salzbriicke (Abbildung 1.6A).[2°°"2°3' 70 stabilisiert werden die
katalytische Domane und die gebogene DNA-Struktur von drei Zn(ll)-Zentren (Zinkfinger). Dies
ermoglicht das fir den Reaktionsmechanismus wichtige Herausdrehen des Substrats, zum Beispiel

mC, aus der DNA mit Hilfe eines flipping-Mechanismus. Die verdrehte Base kann man deutlich in der
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Kristallstruktur erkennen, welche in Abbildung 1.7A dargestellt ist. Durch diesen flipping-
Mechanismus kann die Methylgruppe oder analog die Hydroxymethyl- oder Formylgruppe des
Substrats in unmittelbare Ndhe des Fe(ll)-Zentrums in der katalytischen Tasche des Enzyms fir die
Oxidationsreaktion positioniert werden.”® 2! Das Substrat wird hierbei (ber zwei

Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Seitenketten der Histidin- und Asparaginreste und der

[203]

N3- und N4-Position des Substrats erkannt und gebunden.

Abbildung 1.7: Die Kristallstruktur der katalytischen Domane von Tet2 im Komplex mit DNA zeigt
die Lokalisation des Substrats. (A) Die zu oxidierende Cytosinbase (rot markiert) wird aus der DNA
und in die katalytische Tasche des Enzyms gedreht (PDB ID: 4NM6). (B) Die Substrate 5-Methylcytosin
(mC), 5-Hydroxymethylcytosin (hmC) und 5-Formylcytosin (fC) nehmen ahnliche Konformationen im
aktiven Zentrum des Tet-Enzyms ein (PDB ID: 4NM6, 5DEU, 5D9Y). N-Oxalylglycin (NOG) wurde in der
Kristallstruktur als Analog von a-Ketoglutarat verwendet. Wasserstoffbriicken sind gelb markiert.
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Abbildung 1.7B zeigt im Vergleich die Kristallstrukturen der katalytischen Tasche von Tet2 mit den
gebundenen Substraten mC, hmC und fC. Zu sehen ist, dass die Pyrimidinbase bei allen
Cytosinderivaten eine fast identische Konformation im aktiven Zentrum einnimmt. Nur die
Hydroxylgruppe von hmC beziehungsweise die Carbonylgruppe von fC zeigen in entgegengesetzte

Richtungen.™®*

Dies liegt an den unterschiedlichen Bindungen, welche die beiden modifizierten
Cytosinbasen mit der katalytischen Tasche eingehen. Die Hydroxymethylgruppe von hmC bildet eine
Wasserstoffbriickenbindung mit dem Carboxylat von NOG, einem Analog von a-Ketoglutarat.
Dagegen formt die Formylgruppe von fC eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem N4 exozyklischen
Stickstoff des Cytosins. Die eingezwidngte Konformation von hmC und fC konnte die
Wasserstoffabspaltung wahrend der Oxidationsreaktion beeintrdachtigen und so die katalytische
Effizienz verringern. Dies konnte ein Grund fir die beobachtete Substratpriaferenz fiir mC im

Gegensatz zu hmC oder fC sein.!**¥

Die Substraterkennung der Tet-Enzyme zeigt auRerdem eine Priferenz fir mCpG-Dinukleotide.?%" 2%

Neben dieser Praferenz wurden allerdings keine weiteren Sequenzspezifititen zu benachbarten
Basen identifiziert. Andere Dinukleotide wie mCpA, mCpT und mCpC oxidieren mit geringeren

Reaktionsraten.® Maglich ist tiberdies sogar eine Oxidation von mC zu hmC in RNA.2%4

Neben der katalytischen Doméane haben Tet-Proteine auch eine variable Einfigung (Insert) in der

b[ZOl, 203]

DSBH-Region. Dieses Insert steht von der katalytischen Domdne a und ist in den

verschiedenen Tet-Enzymen unterschiedlich groR."”® *% 79 AyRerdem shnelt das Insert von Tet1 der

RNA-Polymerase Il C-terminalen Doméne (CTD) aus Sacharomyces cerevisiae.?*

Zusatzlich zu den eben besprochenen Domanen, die jedes der Tet-Proteine besitzt, gibt es noch eine
CXXC-Domane, die nur in Tetl und Tet3 vorkommt. Abbildung 1.8 illustriert die Struktur der
verschiedenen Tet-Enzyme mit und ohne CXXC-Domdne. Die CXXC-Domane ist eine Zinkfinger-
Doméne, welche in vielen Chromatin-assoziierten Proteinen ein DNA-Bindungsmotiv darstellt.!*’% 2°¢
1761 Sje ist in den Tet-Proteinen N-terminal lokalisiert und fehlt in Tet2 komplett.?°®2° 231 pas Tet2-
Gen verlor evolutiondar den CXXC-codierenden Abschnitt aus seiner Sequenz aufgrund einer
chromosomalen Inversion.'’% Der auf diese Weise verlorene Abschnitt verwandelte sich in ein
eigenstandiges Gen mit dem Namen Idax (oder CXXC4).[178' 271 |nteressant ist auch, dass es in

hoheren Saugetieren eine Splicingform von Tet3 gibt, der die CXXC-Doméane komplett fehlt.?*
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Abbildung 1.8: Schematische Reprdsentation der unterschiedlichen Tet-Proteine. Tetl ist das
grofSte Tet-Enzym und besitzt eine CXXC-Domane. Hingegen kann Tet3 mit CXXC-Domane oder als N-
terminal verkiirzte Isoform ohne CXXC-Domane (Tet3 ¢
Substratbindungsstelle; CB = Cosubstratbindungsstelle

) vorliegen. Aa= Aminosauren; SB=

Die CXXC-Domine besteht aus etwa 60 Aminosauren® 748!

und besitzt das konservierte Motiv
CGXCXXC(X)NC (X = beliebige Aminosaure) in zwei Kopien. Des Weiteren koordiniert sie ein Zn(ll)-
lon.?* Da die CXXC-Dominen Chromatin-assoziierter Proteine hauptsichlich unmethylierte CpG-
Sequenzen binden, wurden die Tet-Proteine besonders in unmethylierten Regionen der DNA
lokalisiert gefunden. Allerdings weisen die CXXC-Domdanen der Tet-Proteine wohl eine breitere
Sequenzselektivitat auf.2%” 8 2% Bejspielsweise scheint die CXXC-Domine von Tet3 in der Lage zu
sein nicht nur unmethylierte CpGs, sondern auch CpAs, CpCs und CpTs zu binden."**"! AuRerdem ist es
moglich, dass die CXXC-Domane von Tetl sowohl unmethylierte als auch methylierte CpGs binden

kann [212-213]

Dadurch, dass die Tet-Proteine mit Hilfe der CXXC-Domédne im Allgemeinen CpG-reiche
Genpromotoren binden, wirken sie sich auf die Genexpression aus. ®® *® Djese Auswirkung kann
sehr unterschiedlich ausfallen. Wahrend Tetl und Tet3 durch ihre Bindung an Promotorregionen die

| wirkt Tet2 aktivierend auf Promotoren und somit die

Genexpression in mESCs inhibieren!®®
Transkription.[214] Solche unterschiedlichen Effekte kdnnen durch das Zusammenspiel der Tet-Enzyme
mit interagierenden Proteinen erklart werden, die beispielsweise die Chromatinstruktur und damit
die Ablesbarkeit der Gene verandern.['8" 19 215216, 88 pia hisher bekannten Interaktionspartner und

Charakteristika der verschiedenen Tet-Proteine werden im Folgenden naher analysiert.
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1.2.3. Tetl

1.2.3.1. Struktur von Tet1l

Wie soeben beschrieben besitzt Tetl eine 42 Aminosduren umfassende CXXC-Domadne an Position
567 — 608. Tetl enthalt insgesamt 2007 Aminosauren und hat eine Grofle von etwa 219 kDa. Damit
ist Tetl das groBte Protein der Tet-Familie. An Position 1922 — 1924 erfolgt die Bindung mit
a-Ketoglutarat, wahrend die Substratbindung an Position 1928 — 1930 stattfindet (Abbildung 1.8)
(UniProt Accession Number: Q3URK3).

Tetl oxidiert mC in mESCs insbesondere an Transkriptionsstartpunkten und Promotoren, sowie in
intragenischen Regionen.? Ist hmC an Transkriptionsstartpunkten oder Promotoren angehauft, ist
die Transkription negativ beeinflusst, wohingegen eine Anreicherung von hmC in Genkorpern positiv

mit der Gentranskription korreliert.®" 689294

Ist Tetl ausgeschaltet (Tetl”), sind die Knockout-Miuse lebensfihig, fruchtbar und groRtenteils
normal.”*”! Jedoch zeigen sie Gedichtnis- und Lernschwierigkeiten.”*® Dies liegt daran, dass die
Transkription von Gedéachtnis-assoziierten Genen durch Tetl aufrechterhalten wird, indem Tet1 eine
Hypermethylierung der Promotoren verhindert.”*> 2*® Allgemein weisen Studien auch vermehrt
darauf hin, dass die Tet-Proteine durch lokusspezifische Demethylierung der DNA an neuronaler

Plastizitit und Lernvermdgen beteiligt sind.?202%!

1.2.3.2. Vorkommen von Tet1l

Da Tetl somit eine wichtige Rolle bei der Gehirnfunktion spielt, ist es nicht iberraschend, dass die
Expression von Tetl in Neuronen von der neuronalen Aktivitit abhingig ist.”?%% 28 Doch nicht nur

im Gehirn ist Tetl zu finden, sondern auch in mESCs®* 226 &

und murinen primordialen Keimzellen,
wo Tetl bei der Beseitigung der genetischen Pragung beteiligt ist.”?”” Eine aktuelle Studie geht
auRerdem davon aus, dass es zwei verschiedene Isoformen von Tet1 gibt.??® Das Volllangenprotein
scheint besonders in somatischem Gewebe zu dominieren, wahrend eine N-terminal verkirzte
Isoform ohne CXXC-Domdne in frilhen Embryos, embryonalen Stammzellen und primordialen
Keimzellen auftritt. Diese Aufteilung scheint die Embryonalentwicklung und die Demethylierung der

DNA zu regulieren.”®
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1.2.3.3. Interaktionspartner von Tet1

In mESCs wurde zudem gezeigt, dass Tetl eine duale Funktion hat. So hemmt Tetl die Expression
Polycomb-assoziierter Gene und férdert zugleich die Transkription von Pluripotenzgenen.®® 2% 212
Beispielsweise scheint Tetl durch Regulation der Nanog-Expression in die Aufrechterhaltung des
pluripotenten Stadiums von embryonalen Stammzellen involviert zu sein."®% Es wurde sogar eine
physikalische Interaktion von Tetl mit Nanog festgestellt, welche die Effizienz der

Reprogrammierung erhoht.!?2>%*"

Umgekehrt wird auch die Tetl-Expression von Pluripotenz-
assoziierten Faktoren (Oct3/4, Nanog, Myc) kontrolliert.”* Ferner bewirkt ein Ausschalten des Tet1-
Gens in mESCs und Praimplantationsembryonen eine Tendenz zur Trophoektoderm-
Differenzierung.®” ** Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass Tetl woméglich eine wichtige

Rolle bei der Balance zwischen Pluripotenz und Differenzierung spielt.”*"

Weiterhin konnten einige Proteine als Interaktionspartner von Tetl identifiziert werden, welche
repressiv auf die Transkription wirken. Diese gehéren zu den Proteinkomplexen Sin3al?3% 216 233, 88l
und NuRD™®® ) \velche unter anderem eine Histondeacetylase-Domine besitzen, die das
Chromatin in einen dichteren Packungszustand versetzen kann und so die Gentranskription lokal
inhibiert, (181182 215, 234-235, 187, 236 A \ch konnte gezeigt werden, dass die Bindung von MeCP2 und Mbd2
an die DNA die Oxidation von mC durch Tetl verhindert, da auf diese Weise die Zuganglichkeit der

DNA eingeschrankt wird.?*”

Neben der Interaktion mit der O-GIcNAc-Transferase (Ogt) (siehe Kapitel 1.2.8.), wurde auch ein
Zusammenhang mit dem Transkriptionsfaktor Hcfcl entdeckt. Hierbei wurde gezeigt, dass Ogt
vermutlich unterschiedliche Komplexe mit Tetl und Hcfcl bildet, um zum einen an Promotoren

rekrutiert zu werden und zum anderen die Aktivitat von Hcfcl zu regulieren.!?®

Ein weiteres Protein, das die Genexpression beeinflusst, ist Ezh2. Es methyliert Lysine in Histonen
und hemmt damit die Transkription von Zielgenen.[m] Ein Zusammenhang zwischen Tetl und Ezh2
wird zwar vermutet®®, eine direkte Interaktion konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, 24 210
Die durch Tet1 generierten DNA-Modifikationen kdnnten allerdings indirekt die Bindung von Ezh2 an
Promotoren erm('jglichen.[m] Zudem konnte eine Interaktion von Tetl mit PCNA und der

Histondeacetylase HDAC1 in mannlichen Keimbahnstammzellen nachgewiesen werden, die ebenfalls

Einfluss auf Genexpression und Proliferation hat.??*
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1.2.4. Tet2

1.2.4.1. Struktur von Tet2

Tet2 hat eine GroRe von 1912 Aminosaduren und circa 212 kDa (UniProt Accession Number: Q4JK59).
Es gibt allerdings Isoformen von unterschiedlicher Grof3e, die durch alternatives Splicing entstehen
konnen.?**?*! Des Weiteren besitzt Tet2 keine CXXC-Domine. Kiirzlich wurde zudem eine neun
Aminosduren umfassende RNA-bindende Sequenz identifiziert, welche sich C-terminal der
katalytischen Domane von Tet2 anschlieRt.**® Diese Entdeckung ist von besonderer Bedeutung, da
Tetl ebenfalls eine solche RNA-Bindungsstelle zugesprochen wird**® und gezeigt werden konnte,
dass Tet-Enzyme auch RNA als Substrat verwenden kénnen.*” 2! Es ist also méglich, dass die Tet-

Proteine nicht nur in der Lage sind DNA, sondern auch RNA zu modifizieren.

Besonders interessant an Tet2 ist das Fehlen der CXXC-Domane. Diese hat sich vermutlich im Laufe
der Evolution durch eine chromosomale Geninversion von der katalytischen Doméane von Tet2
getrennt und ist nun als eigenstandiges Protein IDAX (oder CXXC4) bekannt. Die IDAX CXXC-Domaéane
interagiert mit der katalytischen Doméane von Tet2, lokalisiert zu Promotoren, sowie CpG-Inseln und
bindet DNA, die unmethylierte CpG-Dinukleotide enthilt. Uberraschend ist dabei die Entdeckung,

dass IDAX das Tet2-Level herunterreguliert, indem es Caspasen aktiviert.!**”

Die katalytische Doméane von Tet2 ist, abgesehen von der CXXC-Domane von Tet3?%2% pisher die
einzige Kristallstruktur, die von den Tet-Enzymen bekannt ist. Sieht man sich die Ladungen auf der
Oberflache des Proteins in Abbildung 1.9 genauer an, fallt die DNA-Bindungsstelle deutlich auf. Diese
ist durch die weitrdumige positive Ladung auf der Proteinoberfliche, welche mit der negativ

geladenen DNA-Helix interagieren kann, gut zu erkennen.
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Abbildung 1.9: Die Oberflachenladung der katalytischen Domane von Tet2 im Komplex mit DNA
zeigt mogliche Interaktionsstellen aufgrund positiver (blau) oder negativer (rot) Ladungen (PDB ID:
5D9Y).

1.2.4.2. Vorkommen von Tet2

Ahnlich zu Tetl-, sind auch Tet2-Knockout-Mzuse (Tet2”) lebensfahig. Allerdings weisen solche
Mause fehlregulierte hamatopoetische Stammzellen auf und entwickeln myeloische maligne
Erkrankungen.™® Werden Tetl und Tet2 gleichzeitig ausgeschaltet (Tet1'/'/Tet2'/'-Doppelknockout),
sind die resultierenden Mause immer noch lebensfdhig, zeigen jedoch zum Teil starke

Entwicklungsdefekte.!”*"

Neben seiner Expression in mESCs, ist Tet2 das am stdrksten exprimierte Tet-Gen in
hdamatopoetischen Stammzellen und scheint dabei als Tumorsuppressor zu wirken.r® 2%l Djese
Schlussfolgerung wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass Tet2 eines der am haufigsten
mutierten Gene in myeloischen malignen Erkrankungen wie akuter myeloischer Leukdmie (AML) und
myelodysplastischem Syndrom (MDS) ist.[25226 101 2572581 o matische Tet2-Mutationen in Blutzellen

scheinen auRerdem eine kausale Rolle im Zusammenhang mit Arteriosklerose zu spielen.?
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1.2.4.3. Interaktionspartner von Tet2

Tet2 oxidiert mC vorwiegend in intragenischen Regionen.® Eine daraus resultierende Anreicherung
von hmC im Genkoérper korreliert positiv mit der Transkription.lgl' 68 92,941 Des Weiteren interagiert
Tet2, im Gegensatz zu Tetl, nicht mit repressiv wirkenden Proteinkomplexen wie Sin3a und
NuRD."”*? Stattdessen konnte eine Interaktion zwischen Tet2 und dem Transkriptionsfaktor WT1
gezeigt werden. WT1 rekrutiert Tet2 zu Zielgenen, um deren Transkription zu aktivieren.® Die
Interaktion mit Ogt (siehe Kapitel 1.2.8.) scheint aulerdem Auswirkungen auf den H3K4-
Methyltransferase-Komplex Setl/COMPASS zu haben. So wird durch die Interaktion das
Set1/COMPASS-Protein Hcfl modifiziert und die Bindung der Setl/COMPASS-Methyltransferase
Setdla an das Chromatin unterstitzt.”*? Auch der Transkriptionsfaktor PU.1 interagiert mit Tet2.
Dieser rekrutiert Tet2 ebenfalls zu Genen, die dadurch hypomethyliert werden." Folglich hat Tet2

im Allgemeinen eine aktivierende Wirkung auf die Genexpression.?*¥

Tet2 bewirkt auch eine Hypomethylierung und damit einhergehend eine Beseitigung von
Methylierung der DNA auch bei abnormal methylierter DNA wie beispielsweise bei
Krebserkrankungen. Solch aberrant methylierte DNA kann durch oxidativen Stress ausgelost werden.
Es konnte gezeigt werden, dass Tet2 bei oxidativem Stress mit Dnmts interagiert und durch p300-
vermittelte Tet2-Acetylierung erhoht abnormale DNA-Methylierungen entfernt. Folglich scheint Tet2

die DNA vor unnatirlicher Methylierung im Zusammenhang mit DNA-Schiaden zu schitzen.?®?

1.2.5. Tet3

1.2.5.1. Struktur von Tet3

Tet3 kann in unterschiedlichen Isoformen vorliegen. So gibt es neben Tet3-Proteinen, die eine CXXC-

xxCy 2081 Mt einer GroRe von

Domane enthalten, auch eine Spleivariante ohne CXXC-Doméne (Tet3"
1668 Aminosduren und etwa 180 kDa, ist Tet3“*¢ das kleinste Protein der Tet-Familie

(Abbildung 1.8) (UniProt Accession Number: Q8BG87).

h,[m] sondern

Die CXXC-Domane von Tet3 ist nicht nur fir die Bindung an die DNA verantwortlic
scheint auch eine regulatorische Funktion zu haben, indem es die Expression und Aktivitat von Tet3
kontrolliert.””! Interessant ist auch, dass die CXXC-Domane von Tet3 eine erhohte Affinitat zur

Bindung von caC zeigt, was im Zusammenhang mit einer BER-vermittelten Demethylierung via caC
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stehen kénnte.?*® Die Kristallstruktur der CXXC-Domine von Tet3 im Komplex mit DNA ist in

Abbildung 1.10 dargestellt.

Abbildung 1.10: Die Kristallstruktur der CXXC-Domane von Tet3 zeigt die Bindung des Zinkfingers
an die DNA (PDB ID: 5EXH). Oberflachenladungen des Enzyms sind farbig gekennzeichnet (blau =
positiv geladen, rot = negativ geladen).

1.2.5.2. Vorkommen von Tet3

Interessanterweise ist im Gegensatz zu Tetl- und Tet2-Knockout-Mausen, ein Tet3-Knockout (Tet3'/')
letal. Ist Tet3 ausgeschaltet, sterben die Mduse um den Zeitpunkt der Geburt."™”! Somit ist Tet3 fiir

das Uberleben der Méause essentiell und scheint eine gréRere Bedeutung als Tetl und Tet2 zu haben.

Tet3 ist besonders stark in Oozyten und Zygoten exprimiert,”*”! wo es fiir die Demethylierung des
paternalen Pronukleus nétig ist."** *" Die Demethylierung der paternalen DNA ist hierbei wichtig, um
die Zellpluripotenz wiederherzustellen.”? Obwohl alle drei Tet-Proteine zu den erhéhten hmcC-

79,681 ist Tet3 das dominierende Enzym in Gehirnarealen wie

Werten in adulten Neuronen beitragen,
dem Cerebellum, Cortex und Hippocampus.® 23 Deshalb ist es auch nicht iiberraschend, dass Tet3
bei der neuralen Entwicklung und der Entstehung des Auges eine wichtige Rolle spielt.[642¢> 249
Interessant ist aulRerdem, dass ein Knockdown von Tet3 zur Beeintrachtigung des Angstgedachtnisses
fihrt. Deshalb wird angenommen, dass Tet3 ein Schlisselregulator fiir die lernabhangige
Akkumulierung von hmC ist. Das erhdhte hmC-Level schafft hierbei einen epigenetischen Zustand,

der die erfahrungsabhangige Genexpression und schnelle Verhaltensanpassung fordert.®!
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Wihrend Tet3“* die dominierende Tet3-Isoform im zentralen Nervensystem ist, werden in mESCs

-CXXC

und NPCs die SpleiRvarianten Tet3 und Tet3 in vergleichbaren Mengen gebildet.”® Die

Produktion von Tet3 ist in mESCs zwar schwach, wird allerdings wahrend der Differenzierung schnell

hochregu“ert [266, 226, 208, 118, 267]

1.2.5.3. Interaktionspartner von Tet3

Zusammen mit Tet2 und Ogt (siehe Kapitel 1.2.8.) hat Tet3 Auswirkungen auf den H3K4-
Methyltransferase-Komplex Set1/COMPASS. Dabei kommt es zur Modifizierung des Set1/COMPASS-
Proteins Hcfl und zur Forderung der Chromatinbindung der Setl/COMPASS-Methyltransferase

Setd1la.’*?

1.2.6. Das Verhalten der Tet-Proteine wahrend der Embryonalentwicklung

Wahrend der embryonalen Entwicklung, variiert die Tet-Expression stark und beeinflusst
dementsprechend die hmC-Level unterschiedlich.™® 2% **1 5o werden die parentalen Genome im
Anschluss an die Befruchtung der Eizelle nahezu komplett demethyliert, wobei Tet3 fiir die aktiv-
passive Demethylierung zustindig ist.!'? 2% %9 4. 270 Tat3 \ird hierbei maternal gebildet.
Abbildung 1.11 zeigt, dass Tet3 besonders in Oozyten und Zygoten in grofen Mengen gebildet wird,
wihrend die Tet3-Level im Zwei-Zell-Stadium stark zuriickgehen.”" 7% Dagegen werden Tetl und
Tet2 vermehrt ab dem Zwei-Zell-Stadium produziert und erreichen ihren Expressionshéhepunkt im
Blastozystenstadium.’> ' Da in dieser Phase der Embryonalentwicklung vermehrt DNA de novo
methyliert wird, kdnnten Tetl und Tet2 bei der Anderung des Methylierungsmusters eine Rolle
spielen.ml' 1991 Wihrend der Urkeimzellbildung (Tage 9.5 —13.5 der Embryonalentwicklung) findet
eine globale Demethylierungswelle statt’”’??” bei der die Oxidation von mC durch Tetl und Tet2
katalysiert wird."™”" Tetl und Tet2 werden Uber den Entwicklungsverlauf positiv durch den
Pluripotenzfaktor Oct4 reguliert und sind damit mit dem Pluripotenznetzwerk verknipft.
Differenzieren die Zellen wahrend der Entwicklung, werden Pluripotenz-assoziierte Gene durch
Methylierung stillgelegt und die Tetl- und Tet2-Level sinken, wohingegen das Tet3-Level wieder

Steigt.[lso, 226, 148, 276]

Schaltet man Tetl, Tet2 und Tet3 in embryonalen Stammzellen aus (Tet1"/"/Tet2'/'/Tet3"/"—dreifacher

Knockout), sind die Zellen in ihrer Fahigkeit, in embryo-dhnliche Aggregate (embryoid bodies) und

29



1. Einleitung

Teratome zu differenzieren, beeintrachtigt. Dementsprechend konnten die dreifach ausgeschalteten
(TKO) embryonalen Stammzellen die Embryonalentwicklung vermutlich aufgrund der beobachteten
Promoter-Hypermethylierung und Deregulierung von Entwicklungs-assoziierten Genen nicht mehr
durchlaufen.”””" Kirzlich konnte zudem gezeigt werden, dass sich Tet-TKO-Embryos bis zur
Gastrulation normal entwickeln kénnen und dass die Tet-abhadngige Demethylierung einen Signalweg
zur Mesodermentwicklung kontrolliert.”’®! Hierbei scheinen die Tet-Enzyme, die Balance zwischen

neuralem und mesodermalem Zellschicksal zu beeinflussen.?”

Tet1 Tet2 Tet3

Oozyte * J, ﬁ
byt

Zwei-Zell-Stadium ! R 4

Blastozyste ﬁ ﬁ J

Embryonale Stammzellen ﬁ

Embryonalentwicklung

Neurale Vorlauferzellen

Cerebellum

Gehirn

Cortex

f
i
bt
f
f

t

f

f
Hippocampus 4 1

;

;

% Niere ‘H f
g Leber 1‘ 1‘

Abbildung 1.11: Die Bildung der verschiedenen Tet-Proteine variiert wahrend der Entwicklung und
in unterschiedlichen Organen. Am Anfang der embryonalen Entwicklung dominiert Tet3,
wohingegen im spateren Verlauf Tetl und Tet2 vermehrt produziert werden. Im Gehirn ist Tet3
wiederum das dominierende Tet-Enzym.

Auch bei der Entwicklung des Gehirns scheinen Tet-Proteine eine wichtige Rolle zu spielen. Dies
verdeutlicht ein Knockdown-Experiment, bei dem Tet2 und Tet3 im embryonalen Cortex
ausgeschalten wurden und daraufhin neuronale Entwicklungsdefizite auftraten.®® Des Weiteren
verdeutlicht Abbildung 1.11, dass im Gehirn Uberwiegend Tet3 gebildet wird. Insbesondere die
katalytische Aktivitdt und funktionale CXXC-Domane von Tet3 sind fiir die neurale Entwicklung von

grolSer Bedeutung.[m] Allgemein variiert die Konzentration an hmC nicht nur in verschiedenen
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Gehirnregionen, sondern auch wahrend der Entwicklung und Alterung. Bei der Gehirnentwicklung

und mit dem Alter steigt das hmC-Level zusammen mit der Expression von Tet2 und Tet3 an.!®® 7" 7%

280, 7273, 263, 74 |nshesondere bei der Entwicklung von Neuronen nimmt das hmC-Level in

intragenischen Regionen zu, sodass die Transkription von neuronalen Genen ansteigt.® % %!

In reifen, ausdifferenzierten Geweben sind die Level an Tetl niedrig, wahrend Tet2 und Tet3
verstarkt produziert werden. Tet3 ist hierbei besonders stark in zahlreichen somatischen Zelltypen

und Geweben, insbesondere NPCs und Neuronen, vertreten,®® 264 208,249

Zusammenfassend spielen die Tet-Enzyme und die einhergehende Veranderung der DNA demzufolge
eine groRe Rolle bei der Regulierung des Epigenoms und der Embryonalentwicklung. 2"’ 2% 217, 197, 250,
8, 2100 AuRerdem scheinen sie in den Wachstumsprozess involviert zu sein, da gezeigt werden konnte,
dass Tetl mit der GroRe eines Erwachsenen und dessen Linge bei der Geburt assoziiert ist.!”®" Tet-
Proteine beeinflussen jedoch nicht nur die Entwicklung des Organismus, sondern auch die

Entwicklung von Krankheiten.

1.2.7. Rolle der Tet-Proteine in der Pathogenese

Eine abnormale DNA-Methylierung spielt eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von Krankheiten,
wie Krebs®*% Diabetes, Autoimmunerkrankungen und neuronalen Entwicklungsstérungen.?2%2%%
%I Durch die Methylierung von DNA-Abschnitten werden zum Beispiel Tumorsuppressor-, Apoptose-,
Zellzykluskontroll-, Signaltransduktions- oder DNA-Reparatur-Gene inaktiviert.”® ?*! Folglich sind
therapeutische Ansdtze von groBem Interesse, welche die Hypermethylierung riickgdangig machen
konnen.” Doch auch eine DNA-Hypomethylierung kann die Pathogenese unterstiitzen. So werden

bei zahlreichen Krebsarten Onkogene durch eine Hypomethylierung aktiviert. 29329 285 287)

Es liegt deshalb die Vermutung nahe, dass Tet-Enzyme hierbei auch eine Rolle spielen, da sie in der
Lage sind das Methylierungsmuster der DNA zu beeinflussen.?*>3% Beispielsweise konnte gezeigt
werden, dass Hypoxie die Tet-Aktivitdit vermindert und dadurch zu hypermethylierter DNA in
Tumoren fihrt.?” Ein weiterer Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen Tet-Enzymen und
Krebserkrankungen ist zum Beispiel die ebenfalls aberrante DNA-Hydroxymethylierung, welche in
Karzinomen auftritt.*®? So zeigen Krebsgewebe im Gegensatz zu normalen Geweben niedrigere
hmC-Level.”® %1% pies schlieRt auf eine Storung der Tet-Aktivitat.*®*** Solch ein Defekt kann
beispielsweise durch eine Mutation im Tet-Gen hervorgerufen werden.®% Tatsichlich konnte gezeigt

werden, dass mutiertes, humanes TET2 ein myelodysplastisches Syndrom (MDS) verursachen
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kann.®! Bei dieser Krankheit handelt es sich um eine Vorstufe der Leukdamie, wobei vermehrt
unreife Blutzellen entstehen.2% Wird Tet2 in M&usen ausgeschaltet, ist dementsprechend eine
erhohte Proliferation himatopoetischer Stammzellen festzustellen.**® Neben Mutationen und

Deletionen, wurden in kranken Geweben oft niedrige Expressionslevel der Tet-Gene detektiert,

weshalb man auch von Tumorsuppressorgenen sprechen kann,3%% 103 203, 105, 226, 106, 244, 250, 99, 310, 177, 311-

312,179 gp|che Beobachtungen wurden bisher allerdings nur fiir Tetl und Tet2 gemacht. Das liegt
moglicherweise daran, dass Verdanderungen an Tet3 eine gesteigerte Lethalitdt zur Folge haben

wiirden.™”? Aberrante hmC- und Tet-Level im Gehirn von Patienten, die unter Krankheiten wie

[320]

Chorea Huntington,®*3%! Fragiles-X-Syndrom,"** Friedreich-Ataxie*® oder Psychose®**?? |eiden,

deuten auBerdem daraufhin, dass Tet-Proteine eine Rolle bei neurologischen Stérungen spielen.***

325]

Doch nicht nur Mutationen koénnen die Funktion der Tet-Enzyme beeinflussen. Auch die
Verfligbarkeit des Cosubstrats a-Ketoglutarat oder eines Inhibitors haben Einfluss auf die katalytische

Tet-Aktivitat. Bei verschiedenen Tumoren wurde beispielsweise eine mutierte Variante der Idh

identifiziert, die normalerweise o-Ketoglutarat aus Isocitrat als Bestandteil des Citratzyklus bildet.!**®

305, 3273281 pje Mutation jedoch bewirkt eine Veridnderung dieser Reaktion, sodass nicht

a-Ketoglutarat, sondern 2-Hydroxyglutarat entsteht.?? 3% 330

2-Hydroxyglutarat ist ein
Onkometabolit, der a-Ketoglutarat-abhangige Dioxygenasen und somit auch die Tet-Enzyme
kompetitiv inhibiert.”® ®! Der Mangel an a-Ketoglutarat und die Inhibition der Tet-Proteine durch
2-Hydroxyglutarat, verdandern die Tet-Aktivitdt, sodass es zu einer Hypermethylierung der DNA und

einem Sinken des hmC-Levels kommt,[10% 304 29%]

Neben der Idh, kdnnen auch andere Citratzyklus-Enzyme mutieren und so die Aktivitat der Tet-

[332]

Proteine beeinflussen.®" Beispielsweise kénnen die Succinat-Dehydrogenase®?, sowie die Fumarat-

Hyd ratase!3*33%

mutiert und somit inaktiv vorliegen. Solche Mutationen und die daraus
resultierende Anreicherung an Fumarat und Succinat konnten in verschiedenen Krebszellen
beobachtet werden. Die auf diese Weise abnormal gesteigerten Mengen an Fumarat und Succinat
kéonnen wiederum nachweislich a-Ketoglutaratabhdngige Dioxygenasen wie die Tet-Enzyme

inhibieren.[18> 336-337]
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1.2.8. Regulation der Aktivitdt der Tet-Enzyme

Neben der soeben besprochenen Wirkung von aberranten Metaboliten auf die Aktivitat der Tet-
Enzyme, ist bisher wenig lber die Regulation der Tet-Proteine bekannt. Moglich wéare beispielsweise

[268]

ein regulativer Mechanismus Uber die Expressionsrate'”™, posttranslationale Modifikationen, kleine

RNAs, Proteininteraktionen oder die Verfiigbarkeit des Cosubstrats a-Ketoglutarat.®*

Zuletzt wurde ein Zusammenhang zwischen Vitamin C und der Prozessivitat der Tet-Proteine
hergestellt.[339'34” Befindet sich Vitamin C im Kulturmedium, steigen die Level aller mC-
Oxidationsprodukte in mESCs an. Dementsprechend ist Vitamin C, vermutlich als Reduktionsmittel,
um das Eisenion im Fe*-Zustand zu halten, fir eine volle Aktivitit der Tet-Enzyme notig.139340 342
Neben Vitamin C, ist auch Vitamin A (Retinol) in der Lage, die Tet-Proteine zu beeinflussen. So
aktiviert es die Transkription von Tet2 und Tet3 in embryonalen Stammzellen, wodurch vermehrt

hmC gebildet wird.*"

Neben kleinen Molekilen wie Vitamin A/C oder 2-Hydroxyglutarat (siehe Kapitel 1.2.7), kdnnen
kleine RNA (microRNA oder miRNA) ebenfalls die Regulation der Tet-Enzyme beeinflussen. #3346 312
Auch posttranslationale Modifikationen, wie Phosphorylierung®”, 0-GlcNAcylierung®*® 347 216, 349]
und Ubiquitinylierung®®, kénnen Einfluss auf die Aktivitit der Tet-Proteine haben. Hierbei zeigen die
verschiedenen Tet-Enzyme jeweils unterschiedliche Modifikationsmuster. Diese Modifikationen
kénnen wiederum in verschiedenen Kombinationen auftreten. Solche Kombinationen aus
posttranslationalen Modifikationen ermdoglichen eine schnelle Anpassung der Lokalisierung und

Aktivitit der Tet-Proteine auf externe Stimuli.*”!

Die bekannteste Modifikation der Tet-Proteine ist hierbei die O-glykosidische Bindung eines R-D-N-
Acetylglukosamins an einen Serin- oder Threoninrest. Diese Reaktion wird durch Ogt katalysiert.?*"
Die Interaktion zwischen Ogt und den Tet-Enzymen konnte bereits mehrfach festgestellt werden.***
214,232, 2381 E< konnte auch gezeigt werden, dass die O-GlcNAcylierung, die Konzentration an Tetl und
dessen Oxidationsprodukt hmC positiv reguliert.[216] Die Interaktion mit Ogt beeinflusst jedoch nicht

t [348, 347, 353, 216, 349]
7

nur die O-GlcNAcylierung der Tet-Proteine selbs sondern auch die O-GIlcNAcylierung

anderer Ziele, wie des Serinrests 112 des Histons H2B 214 1961

Wird Tet2 beispielsweise
herunterreguliert, so sinkt die Zahl der O-GIcNAcylierten H2BSer112-Reste, welche mit einer aktiven
Transkription assoziiert sind.2* ¢ pje Tet2-Ogt-Interaktion vermittelt auBerdem die Ubertragung
von -D-N-Acetylglukosamin auf Serin- oder Threoninreste unterschiedlicher

chromatinmodifizierender Enzyme und hat dadurch Einfluss auf deren Aktivitat.?'% 232 28 Ferner
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scheint Ogt fir den nukledren Export von Tet3 und damit fiir die Inhibition der mC-Oxidation

verantwortlich zu sein.*!

Kirzlich wurden zudem Calpaine als Regulatoren der Tet-Enzyme identifiziert. Diese Regulation findet
auf posttranslationaler Ebene wahrend der Differenzierung von meSCs zu NPCs statt. Calpaine sind
Calcium-abhangige Proteasen, welche in der Lage sind die Tet-Proteine zu degradieren. Obwohl alle
drei Tet-Enzyme Substrate flr Calpaine darstellen, gibt es doch Unterschiede zwischen den Tet-
Proteinen. So werden Tetl sowie Tet2 von Calpainl in mESCs und Tet3 von Calpain2 wahrend der

neuralen Differenzierung reguliert.!?’®

Auch Interaktionen mit Proteinen, welche die Tet-Enzyme kontextspezifisch zur DNA rekrutieren,
modulieren die Tet-Aktivitat. Der Transkriptionsrepressor REST/NRSF dirigiert beispielsweise Tet3 an
die DNA, sodass diese hydroxymethyliert und somit die Genexpression induziert wird.?*® Auch wird
spekuliert, ob die Tet-Enzyme mit Hilfe der aktivierungsinduzierten Cytidin-Desaminase (Aid) in das
Cytoplasma beférdert werden und somit ihre subzelluldre Lokalisation reguliert wird.™** Ein weiteres
Protein, das die Aktivitdt der Tet-Enzyme beeinflussen kann, ist PGC7 (oder Dppa3 beziehungsweise
Stella).*! Dieses Protein schitzt die methylierte DNA des mitterlichen Pronukleus.®*® 2% Es
interagiert mit Tet2 und Tet3, um deren enzymatische Aktivitat zu unterdriicken und so die DNA-
Methylierung zu schiitzen.®® Zur Beeinflussung der Tetl-Aktivitit durch Uhrf2 gibt es
unterschiedliche Studien. So scheint eine Co-Expression der beiden Enzyme die Tet-Aktivitdt zu

[48]

stimulieren™. In vivo bindet Uhrf2 zwar hmC, ohne jedoch einen Effekt auf die enzymatische

Aktivitit von Tetl zu haben.®*”

Eine Ubersicht tiber die Regulationsmoglichkeiten der Tet-Proteine ist in Abbildung 1.12 dargestellt.
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Abbildung 1.12: Auswahl an Einflussfaktoren auf die Aktivitidt der Tet-Enzyme. Posttranslationale
Modifikationen, sowie die Interaktion mit kleinen Molekiilen, RNA und Proteinen kénnen die Tet-
Aktivitat beeinflussen.

Unter anderem wegen ihrer Interaktionen mit anderen Proteinen, wird den Tet-Enzymen eine duale
Funktion zugesprochen.®® 2#% 21 231 pags die Tet-Proteine neben ihrer katalytischen Funktion auch
andere Aufgaben ausiiben, legt die beobachtete Diskrepanz in der Verteilung von Tet-Enzymen und
oxidierter mCs im Genom nahe.™ Solche von der katalytischen Funktion unabhingigen Aufgaben
kénnen beispielsweise Regulationsfunktionen sein. So fiihrt etwa die Uberexpression einer
katalytisch inaktiven Variante von Tetl ebenso zur Hochregulierung von Zielgenen wie das

Originalprotein.®”

Um die unterschiedlichen Funktionen der Tet-Enzyme zu entschlisseln, hilft deshalb die
Identifizierung der Proteine, die mit den Tet-Varianten interagieren. Dass die verschiedenen Tet-
Proteine jeweils spezifische biologische Funktionen austiben kdnnen, ldsst die heterogene Expression
der einzelnen Tet-Varianten in diversen Organen sowie Zelltypen und wahrend der Entwicklung
vermuten (siehe Kapitel 1.2.6).1"*% 268 131 Das Zjel dieser Arbeit ist es daher, die Interaktionspartner
der Tet-Enzyme zu identifizieren, um dadurch Riickschlisse auf die Funktion der einzelnen Tet-

Varianten zu ermdglichen.
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1.3. Proteomik-basierte Identifizierung von Interaktionspartnern

Um das Interaktom der Tet-Enzyme zu identifizieren, eignen sich Methoden aus dem Feld der
Proteomik. Die Proteomik versucht mit Hilfe von biochemischen, massenspektrometrischen und
computerbasierten Methoden das Proteom, also die Gesamtheit der Proteine in der Zelle, zu
erforschen. Ist das Interaktom bestimmter Proteine von Interesse, so spricht man von
Interaktionsproteomik. Dazu werden meist zuerst die Interaktoren des zu untersuchenden Proteins
beispielsweise durch eine Affinitatsaufreinigung isoliert. AnschlieBend erfolgt die Analyse der
interagierenden Proteine mittels Massenspektrometrie. Zuletzt werden die entstandenen Daten
ausgewertet und somit die Interaktoren identifiziert. Eine Quantifizierung der Proteine wird
ermoglicht, indem man Quantifizierungsmarker einsetzt oder markierungsfreie Quantifizierung

(label-free quantification, LFQ) verwendet.****

1.3.1. Klassische Co-Immunprazipitation zur Selektion der Interaktionspartner

Zur lIsolation der Interaktionspartner eines bestimmten Proteins kann man die klassische Co-
Immunpréazipitation (Co-IP) nutzen. Dabei wird das Zielprotein mit Hilfe eines spezifischen
Antikorpers gebunden. Soll beispielsweise ein Zelllysat untersucht werden, wird der Antikorper mit
der Proteinldsung inkubiert und bindet so das Protein von Interesse. Doch nicht nur das Antigen wird
an den Antikorper gebunden, sondern auch die Interaktionspartner des zu untersuchenden Proteins,
da diese nichtkovalente Wechselwirkungen mit dem Zielprotein eingehen. Mittels Protein A oder G
Partikeln kann der Fc-Teil des Antikorpers gebunden und somit das Antigen mit seinen Interaktoren

coprazipitiert werden, wie in Abbildung 1.13 illustriert.2%*3¢3
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Antikorper
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7/ = _~Protein A/G Partikel
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indirekter Interaktor Zielprotein

Abbildung 1.13: Schematische Darstellung des Prinzips der Co-Immunprazipitation. Antikorper
binden mit ihrem Fab-Teil das zu untersuchende Protein und mit ihrem Fc-Teil Protein A oder G
Partikel. Dadurch werden sowohl das Zielprotein, wie auch dessen direkte und indirekte Interaktoren
prazipitiert.

Auf diese Weise konnen endogene Proteinkomplexe aus unterschiedlichen Zelltypen, Zellstadien
oder Geweben isoliert werden. Nachteile der klassischen Co-IPs sind beispielsweise die gleichzeitige
Prazipitation von direkten und indirekten Interaktoren, sowie nicht nur spezifischer, sondern auch
unspezifischer Proteine, welche an den Antikérper oder die Partikel binden. Dadurch besteht bei der
Co-IP ein hohes Risiko, falsch positive Ergebnisse zu erzielen. Auch kann es sein, dass der Antikorper
das Epitop des Antigens bindet, welches fiir die Wechselwirkung mit Interaktoren essentiell ist und
damit durch den Antikérper blockiert ist. *** GleichermaBen spielt auch die Abundanz des zu
untersuchenden Proteins eine grofRe Rolle. Ist das Protein von Interesse nur in sehr kleinen Mengen
im Zelllysat vorhanden, so ist es schwierig, fiir die Messung ausreichende Mengen des Zielproteins
und dessen Interaktionspartnern zu prazipitieren. Versucht man die Ausbeute an dem Protein von
Interesse durch eine Uberexpression desselbigen zu erhdhen, verandert man dadurch die natiirliche
Situation der Zelle und riskiert auch einen Anstieg falsch positiver Interaktoren.®®® Die Methode
beruht auBerdem stark auf der Spezifitdt des Antikorpers, sodass das Vorhandensein spezifischer
Antikorper gegen das Zielprotein Voraussetzung ist.*** Obwohl es viele kommerzielle Antikérper
gibt, die flr Immunprazipitation geeignet sein sollen, sind sie doch in den meisten Fallen nicht
ausreichend validiert, sehr teuer und nicht spezifisch genug.2%3%® Es ist daher vorteilhaft, das
Protein von Interesse mit einem Tag auszustatten, sodass beispielsweise ein gegen den Tag
gerichteter Antikorper verwendet werden kann. Diese sind meist hochqualitative, hochspezifische
und mehrfach validierte Antikorper, welche unabhangig von dem Zielprotein verwendet werden

kénnen. 1%
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1.3.2. Shotgun-Proteomik zur Identifizierung der Interaktionspartner

Sind die Proteine, beispielsweise durch eine Co-IP, selektiert, so konnen sie mit Hilfe der
Massenspektrometrie identifiziert werden. Im Bottom-up Shotgun-Proteomik-Ansatz werden die
Proteine zunadchst enzymatisch verdaut und die resultierenden Peptide anschliefend in einem
Flussigkeitschromatographie-Massenspektrometer  (LC-MS) analysiert.  Schlussendlich  fihren
bestimmte Algorithmen eine Datenbank-basierte Proteinidentifikation durch.®®® Das Prinzip der

Shotgun-Proteomik ist in Abbildung 1.14 schematisch zusammengefasst.

"E}E\\:SE}”“

Verdau \/\C ’ lonenquelle
LC .

Proteine

Analysator

N Massenspektrometer
computergestitzte Auswertung /

Vergleich mit Datenbanken

Abbildung 1.14: Schematischer Ablauf der Bottom-up Shotgun-Proteomik. Proteine werden zu
Peptiden verdaut und anschlieRend mittels Flissigkeitschromatographie (LC) aufgetrennt. Gemessen
werden die Proben in einem Massenspektrometer, das aus einer lonenquelle, einem Analysator und
einem Detektor besteht. Zuletzt werden die Protein in silico durch den Vergleich mit Datenbanken
identifiziert.

Zur Messung der Peptide via LC-MS werden diese erst mittels FlUssigkeitschromatographie (LC)
aufgetrennt, um eine sequentielle Analyse zu erméglichen.Bm] Die auf diese Weise nach und nach
eluierten Peptide werden dann durch Elektrospray-lonisation (ESI) in die Gasphase gebracht und
t [371-372]

ionisier Die generierten lonen werden im Massenspektrometer mit Hilfe eines

Massenanalysators und einem Detektor die Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse (m/z) und Intensititen
gemessen.P”?? Um eine genaue Identifizierung der Peptide zu erméglichen, werden die
signalintensivsten Peptide durch einen Massenanalysator selektiert und durch verschiedene
Methoden fragmentiert.®?”>) Die Massenspektren dieser entstandenen Fragmente werden auch

MS/MS- oder MS>-Spektren genannt. Die generierten Daten konnen letztendlich mit Hilfe einer
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geeigneten Software wie MaxQuant Uber den Vergleich mit einer Datenbank ausgewertet und auf

diese Weise die Proteine identifiziert werden.”® 3¢

Im Gegensatz zum Top-down Verfahren, bei dem unverdaute Proteine intakt im

Massenspektrometer gemessen werden,®””

ist die Bottom-up Shotgun-Methode experimentell
weniger aufwendig.[m] Auch konnen Peptide aufgrund besserer lonisierbarkeit im Vergleich zu
kompletten Proteinen meist einfacher im Massenspektrometer analysiert werden.®” Der Top-down

1378]

Ansatz hat den Vorteil, Informationen (iber das intakte Protein zu sammeln, wohingegen das

Bottom-up Shotgun-Proteomik-Verfahren sich besser zur Identifizierung und Quantifizierung von

groRen, komplexen Proteingemischen eignet.*

1.3.3. LFQ zur Quantifizierung der Interaktionspartner

Um die Abundanz der mittels Massenspektrometrie identifizierten Interaktoren des Zielproteins zu
bestimmen, gibt es mehrere Moglichkeiten. Viele der Quantifizierungsverfahren nutzen schwere
Isotopenmarkierungen, um Quantitatsverhéltnisse zu bestimmen. Um die aufwendige und teure
Quantifizierung mittels Isotopen zu umgehen, kann stattdessen eine LFQ durchgefiihrt werden.?*"
Diese Quantifizierungsmethode hat den Vorteil, dass keine zusatzlichen Arbeitsschritte zur
Markierung oder dem Einbringen von Standards durchzufiihren sind und somit Zeit, Kosten,
Kontaminationen und Materialverlust minimiert werden. Auch bleibt die Komplexitat der Spektren
minimal im Vergleich zu Quantifizierungsmethoden, welche Modifikationen oder Standards in die
Proben einfihren.®® AuRerdem ist es durch LFQ méglich, Proben zu messen, die nicht markiert
werden kénnen.®* Im Gegensatz zu den limitierten Multiplexen der Quantifizierungsmarker, gibt es

bei der LFQ zudem keine Begrenzung der Anzahl an Proben, welche verglichen werden sollen.!

3821 5der

Es gibt einige Ansatze zur LFQ, welche entweder auf der Peptidintensitat (peptide intensity)
dem Zahlen von Spektren (spectral counting)[383'384] basieren.’®! Diese Methoden nutzen die
Korrelation zwischen Proteinabundanz und der Signalintensitdt beziehungsweise der Anzahl an
Fragmentierungen eines Analyten.[384' 3% Da diese auf dem Vergleich aller Proben basieren, ist fir
solche Ansdtze nicht nur ein reproduzierbarer LC-Ablauf, sondern auch eine strikt einzuhaltende
Probenaufbereitung mit gleichen Bedingungen, enger Zeitabfolge und minimaler Fraktionierung
Voraussetzung.®*® 3¢ viele dieser Methoden sind zudem fiir spezielle biologische Fragestellungen
konzipiert und eventuell nicht fiir eine anderweitige Verwendung geeignet.®®”! Ferner konnen
aufgrund der geringeren Genauigkeit dieser LFQ-Methoden gegeniiber der Quantifizierung mittels

stabiler Isotopen kleine Verdanderungen im Proteom meist nicht detektiert werden.®*
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Die MaxLFQ-Funktion, welche in der MaxQuant Software implementiert ist®”®, beruht auf neuartigen
Algorithmen, um die LFQ im Hinblick auf die angesprochenen Probleme zu optimieren. Zwei davon

sollen im Folgenden skizziert werden.

In einem ersten Prozess werden Probenfraktionen normalisiert. Nach vorangegangenen Trennungen
sind die einzelnen Probenfraktionen eventuell etwas verschieden behandelt und mit ungleichen
massenspektroskopischen Leistungen analysiert worden. Die dabei entstandenen Unterschiede bei
den Messwerten sollen durch Ausgleichsfaktoren Ngr berlcksichtigt werden, die von der Probe S
(fir Sample) und der Fraktion F, aber nicht vom einzelnen Peptid P abhidngen. Nur mit diesen
Ausgleichsfaktoren und allen nicht weiter vorbehandelten Messwerten (delayed normalization) zu
den Peptiden P in den Probenfraktionen bildet man einen Term H. Er ist so gebaut, dass er zwei

besondere Eigenschaften hat:

(1) Er wird dominiert durch das gemeinsame Verhalten fast aller Peptide. D.h. der GroRteil des
Proteoms wird als Standard verwendet.®* Das Verfahren arbeitet folglich nur dann gut,
wenn sich die Proben nur in wenigen Peptiden unterscheiden.

(2) Mit bekannten mathematischen Optimierungsverfahren gemaR der kleinsten Fehlerquadrate

kann man aus H die Faktoren Ng p bestimmen.

In einem zweiten Prozess macht die MaxLFQ-Methode eine sehr hohe Quantifizierungsgenauigkeit
moglich, indem die groRtmaogliche Verhaltnisinformation der Peptidsignale in einer beliebigen Anzahl
an Proben extrahiert wird (Extraction of Maximum Peptide Ratio Information). Dieser zweite
Algorithmus nutzt die gesamte Information aus den Verhaltnissen der Peptide aller Proben, ohne auf
willklrliche Signalzuordnung zurilickzugreifen, wenn ein Peptidsignal nicht detektiert werden

konnte.**

Werden beispielsweise mindestens zwei Peptidspezies eines Proteins in mindestens zwei Proben
detektiert, wie in Abbildung 1.15 dargestellt, so kénnen die beiden in Relation zueinander gesetzt
werden (Man kann vorwéhlen, ob bereits bei einer Ubereinstimmung in einem oder erst in mehr als
zwei Peptiden eine Relation gebildet werden soll). Der Median dieser Peptidverhéltnisse definiert das
paarweise Proteinverhéltnis. Uber die Gesamtheit der paarweisen Proteinverhéltnisse aller Proben,
kann nun mit Hilfe der Methode der kleinsten Quadrate ein Abundanzprofil errechnet werden.
Dieses Profil wird Gber die kumulative Intensitat aller Proben neu skaliert, um eine sogenannte LFQ-

Intensitit des Proteins zu erhalten.*
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Probe 1 Probe 2 Probe 3

paarweises Proteinverhaltnis Probe 2 / 3

Peptidspezies 1 + +

4\ +\ D—b paarweises Proteinverhiltnis Probe 1 /2
Peptidspezies 2 + (/ + ( + 4.\

+ 4/, + (J ::

Peptidspezies 3

Abbildung 1.15: Paarweise Proteinverhaltnisse konnen errechnet werden, wenn zum Beispiel von
einem Protein mindestens zwei Peptidspezies in mindestens zwei Proben detektiert wurden.

Zusammengefasst ist die MaxLFQ-Methode durch ihre neuartigen Algorithmen zur Verbesserung der
LFQ sehr gut fur die Quantifizierung von Proteomik-Experimenten geeignet.*®® Die besten Ergebnisse
werden hierbei mit drei oder mehr Replikaten generiert.?*® Wie die LFQ und die Identifizierung von

Interaktionspartnern experimentell gelingt, wird in den folgenden Kapiteln erldutert.

41



2. Zielsetzung

2. Zielsetzung

Ziel dieser Promotionsarbeit ist es, die Regulation der Tet-Enzyme naher zu untersuchen. Die
Veranderung der DNA, in diesem Fall durch modifizierte Cytosinbasen, muss streng reguliert sein, um
moglichen DNA-Schiaden oder aberranter Genexpression vorzubeugen. Folglich muss es
Kontrollsysteme fiir Enzyme geben, die in der Lage sind, die DNA zu verandern. Fundierte
Rickschliisse tber die Regulation der Tet-Enzyme kann die Identifizierung und Charakterisierung von
Interaktionspartnern geben. Zu diesem Zweck sollte eine neuartige Methode etabliert werden, die es
erlaubt, Tet-Interaktoren aus Zellen und Geweben zu isolieren und nachzuweisen. Die
interagierenden Proteine sollen mittels Massenspektrometrie-basierter Proteomik analysiert werden
und interessante Interaktoren zur Verifizierung und weiteren Erforschung der Funktion ausgewahlt

werden.

Zusatzlich soll untersucht werden, inwiefern sich Tetl, Tet2 und Tet3 im Hinblick auf ihre Reaktivitat
und ihren funktionellen Kontext unterscheiden. Dazu sollen die Interaktome der einzelnen Tet-
Enzyme analysiert und miteinander verglichen werden. Unterschiede in den Interaktoren kénnten
auf diese Weise Hinweise auf Regulationsmoglichkeiten und Funktionen der verschiedenen Tet-

Proteine liefern.

Um Uberdies etwas Uber die Tet-Enzyme in verschiedenen Geweben und Zelltypen zu lernen, sollen
die Tet-Interaktome in unterschiedlichen Zellen und Organen bestimmt werden. Da die Tet-Proteine
besonders wadhrend der Embryonalentwicklung eine groRe Rolle spielen (siehe Kapitel 1.2.6), sollen
mESCs und NPCs in verschiedenen Stadien ihrer Entwicklung untersucht werden. Auf diese Weise
kénnen Unterschiede in den Tet-Interaktoren in undifferenzierten im Vergleich zu differenzierten
Zellen entdeckt werden. Darliber hinaus sollen Gehirn- und Retinaproben analysiert werden, da die
Tet-Enzyme, wie bereits in Kapitel 1.2.6 beschrieben, die Entwicklung des Gehirns beeinflussen

kénnen.

42



3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

Um die Interaktionspartner der Tet-Enzyme zu analysieren, sind sowohl biochemische als auch
massenspektrometrische Methoden erforderlich. Diese werden in den nachfolgenden Ausfiihrungen

im Detail beschrieben.

3.1. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden in den Qualitatsstufen puriss, p.a., purum und molecular
biology grade von den Firmen Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Sigma/Aldrich/Fluka
(Deisenhofen), AppliChem (Darmstadt) und Jena Bioscience (Jena) bezogen soweit nicht anders
angegeben. Durch eine Milli-Q-Plus-Anlage der Firma Merck Millipore (Darmstadt) bidestilliertes
Wasser (bidest. H,0) wurde fir die Herstellung von Puffern und Losungen genutzt. Fir Puffer,
Losungen und Proben zur massenspektrometrischen Analyse wurde Wasser in LC-MS-Qualitat der
Firma Fluka (St. Louis, MO, USA) und Acetonitril in LC-MS-Qualitat der Firma Carl Roth (Karlsruhe)

verwendet.
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3.2. Antikorper

Tabelle 3.1.: Verwendete Antikérper

Antikorper | Antigen Art Quelle | Qualitat Bezugsquelle
Alexa488- Kaninchen-1gG poly- Ziege F(ab')2-Fragmente Cell Signaling
Anti- klonal wurden aus Ziegen- Technologies
Kaninchen Antikorpern aufbereitet, | (Cambridge,
die an vereinigte UK) (#4412)
Human- und Maus-
Seren, Plasmozytom/
Hybridom-Proteine und
aufgereinigte humane
Paraproteine banden
Alexa488- Maus-lgG poly- Ziege F(ab')2-Fragmente Cell Signaling
Anti-Maus klonal wurden aus Ziegen- Technologies
Antikorpern aufbereitet, | (Cambridge,
die an Human- UK) (#4408)
Immunglobulin G (IgG)
und -Serum banden
Alexa488- Ratte-IgG poly- Ziege IgG wurde aus Ziegen- Cell Signaling
Anti-Ratte klonal Antikorpern aufbereitet, | Technologies
die an Maus-IgG, Maus- | (Cambridge,
und Human-Serum UK) (#4416)
banden
Alexa555- Kaninchen-1gG poly- Ziege F(ab')2-Fragmente Cell Signaling
Anti- klonal wurden aus Ziegen- Technologies
Kaninchen Antikorpern aufbereitet, | (Cambridge,
die an vereinigte UK) (#4413)
Human- und Maus-
Seren, Plasmozytom/
Hybridom-Proteine und
aufgereinigte humane
Paraproteine banden
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Alexa555- Maus-IgG poly- nicht nicht spezifiziert Cell Signaling
Anti-Maus klonal | spezifi- Technologies
ziert (Cambridge,
UK) (#9641)
Alexa555- Ratte-1gG poly- Ziege lgG wurde aus Ziegen- Cell Signaling
Anti-Ratte klonal Antikorpern aufbereitet, | Technologies
die an Maus-IgG, Maus- | (Cambridge,
und Human-Serum UK) (#4417)
banden
Anti- Aconitase 2 mono- | Maus | aufgereinigt durch Abcam (Cam-
Aconitase2 klonal biochemische bridge, UK)
(6F12BD9) Fraktionierung (ab110321)
Anti- synthetische poly- Ziege aufgereinigt durch Thermo Fisher
FACT/Supt | Peptidsequenz klonal Antigen-Affinitatschro- | (Rockford, IL,
16H (DLTNKEGKKPEEK), die matographie USA) (PA5-
den internen Amino- 18443)
saureresten von
Suptl6H entspricht
Anti-GFP synthetisches GFP- poly- Kanin- | aufgereinigt durch Cell Signaling
Peptid klonal | chen Protein-A- und Peptid- Technologies
Affinitatschromato- (Cambridge,
graphie UK) (#2555)
Anti-Glud synthetische poly- Ziege aufgereinigt durch Thermo Fisher
Peptidsequenz klonal Antigen-Affinitatschro- (Rockford, IL,
(ESEEQKRNRVRGILR), matographie USA) (PA5-
die den internen 19267)
Aminosdureresten von
Glud1/2 entspricht
Anti-Got2 aufgereinigtes, mono- | Maus | nicht spezifiziert Thermo Fisher
(3E9) rekombinantes klonal (Rockford, IL,
Fragment von in USA) (MA5-
Escherichia coli 15595)
produziertem GOT2
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Anti- Peptid, das Trimethyl- poly- Kanin- | Protein-A-Chromato- Active Motif

H3K9me3 lysin 9 von Histon H3 klonal | chen graphie (#39765)
enthalt

Anti- Kaninchen-1gG poly- Ziege affinitatsgereinigt Sigma/Aldrich

Kaninchen- klonal /Fluka

lgG (Deisenhofen)

(A6667)

Anti-Maus- | Maus-IgG poly- Schaf | affinitatsgereinigt GE Healthcare

IgG klonal (Little

Chalfont, UK)
(NA931)

Anti-PP1- rekombinantes poly- Kanin- | aufgereinigt durch Thermo Fisher

gamma Fragment, das einer klonal | chen Antigen-Affinitatschro- | (Rockford, IL,

(Anti- Region zwischen matographie USA) (PA5-

Ppplcc) Aminosaurerest 2 und 21671)

227 von Ppplcc
entspricht (Uniprot ID:
P36873)

Anti-Tetl rekombinantes Protein, | mono- | Ratte Protein-G- Active Motif
das einer Region klonal Chromatographie (#61741)
zwischen Aminosaure-
rest 1682 und 1914 von
Tetl entspricht

Anti-Tet3 C-terminale Region von | mono- | Maus | als Aszites bereitgestellt | Abiocode
TET3 klonal (Agoura Hills,

CA, USA)
(M1092-3)

Anti-Tet3 PrEST Antigen TET3 poly- Kanin- | affinitatsgereinigt Sigma/Aldrich
(rekombinantes klonal | chen /Fluka
Fragment von TET3) (Deisenhofen)

(HPA050845)
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Anti-Tet3 N-terminale Region von [ mono- | Maus | aufgereinigt durch Abiocode
Tet3 klonal Caprylsaure- (Agoura Hills,
Ammoniumsulfat- CA, USA)
Prazipitation (M1092-4a)
Anti-Tet3 N-terminale Region von | poly- Kanin- | affinitatsgereinigt Abiocode
(N1) TET3 klonal | chen (Agoura Hills,
CA, USA)
(R1092-1)
Anti-Ywhag | rekombinantes poly- Kanin- | aufgereinigt durch Thermo Fisher
Proteinfragment, das klonal | chen Antigen-Affinitatschro- (Rockford, IL,
einer Region zwischen matographie USA) (PA5-
Aminosaurerest 1 und 29690)
179 von humanem 14-
3-3 gamma entspricht
Anti-Ziege- | Ziege-IgG poly- Kanin- | affinitatsgereinigt Sigma/Aldrich
IgG klonal | chen /Fluka
(Deisenhofen)
(G4018)
Anti-Ziege- | Ziege-IgG poly- Kanin- [ affinitatsgereinigt Sigma/Aldrich
IgG klonal | chen /Fluka
(Deisenhofen)
(A5420)
Cy2-Anti- Ziege-lgG poly- Esel IgG-Antikorper wurden | Jackson
Ziege klonal als intakte Molekiile Immuno-
durch Immunaffinitdts- | Research
chromatographie aus (West Grove,
Antiserum aufgereinigt | PA, USA) (705-
225-147)
Cy3-Anti- Maus-IgG poly- Esel IgG-Antikorper wurden | Jackson
Maus klonal als intakte Molekiile Immuno-
durch Immunaffinitats- | Research
chromatographie aus (West Grove,

Antiserum aufgereinigt

PA, USA) (715-
165-151)
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Cy3-Anti-

Ziege

Ziege-lgG

poly-

klonal

Esel

IgG-Antikorper wurden
als intakte Molekdile
durch Immunaffinitats-
chromatographie aus

Antiserum aufgereinigt

Jackson
Immuno-
Research
(West Grove,
PA, USA) (715-
165-151)
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3.3. Geradte

Tabelle 3.2.: Verwendete Gerate

Gerat Bezeichnung Software Firma

Bildgerat LAS-3000 Image Reader LAS-3000 | Fujifilm (Minato,
Tokio, Japan)

Bildgerat Tecan Genios Pro XFLUOR4GENIOSPRO Tecan (Mannedorf,

Version V 4.63

Schweiz)

Elektrophoresekammer

Mini-PROTEAN® Tetra

Bio-Rad (Miinchen)

Hochleistungsflissig-

keitschromatographie

Ultimate 3000

Dionex Chromatography

MS Link 2.14 Build 3818

Dionex/Thermo

Fisher Scientific

(HPLC) (basierend auf (Waltham, MA, USA)
Chromeleon 6.80 SR13
Build 3818) und Thermo
Xcalibur 3.0.63
HPLC Agilent 1290 UHPLC- MassHunter 7.0 Agilent (Santa Clara,
System CA, USA)
konfokales Laser- Leica SP8 LAS AF Leica (Wetzlar)
Scanning-Mikroskop
Konfokalmikroskop Leica DMI4000B LAS AF Leica (Wetzlar)

Massenspektrometer LTQ-Orbitrap XL Thermo Xcalibur 3.0.63 | Thermo Fisher
Scientific (Waltham,
MA, USA)
Massenspektrometer MALDI-TOF Bruker flexControl 3.0 (Build Bruker (Billerica,
Daltonics autoflex Il 185), flexAnalysis 3.0 MA, USA)
(Build 96)
Massenspektrometer Agilent 6490 Triple- MassHunter 7.0 Agilent (Santa Clara,
Quadrupol CA, USA)
PCR-Gerat Mastercycler epgradient | Eppendorf Eppendorf
S realplex* CycleManager (Hamburg)
Photometer Eppendorf Eppendorf
BioPhotometer Plus (Hamburg)
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Thermomixer

Zentrifuge

Eppendorf Eppendorf

Thermomixer Comfort (Hamburg)

Eppendorf Centrifuge Eppendorf
5810R (Hamburg)
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3.4. Biochemische Methoden

3.4.1. Zellkultur und Transfektion

3.4.1.1. Humane embryonale Nierenzellen (HEK293T-Zellen)

Humane embryonale Nierenzellen (HEK293T-Zellen) (ATCC) wurden bei 37°C in einer H,0-gesattigten
und CO,-angereicherten (5%) Atmosphédre kultiviert. Als Medium wurden Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) (10% fotales Rinderserum (fetal bovine serum, FBS)) oder RPMI (10% FBS)
verwendet. Wenn die Zellen eine Konfluenz von 70 - 80% erreichten, wurden sie passagiert. Die
Transfektion wurde in p150-Petrischalen durchgefiihrt. Hierzu wurden fiinf Millionen Zellen in 20 mL
Medium verwendet. Nach der Aussaat wurden die Zellen unter den bereits beschriebenen
Bedingungen fiir 24 Stunden kultiviert, um eine Konfluenz von 40 - 80% zu erreichen. 10 ug DNA und
30 ul Transfektionsreagenz jetPRIME® (Polyplus Transfection) wurden nach Angaben des Herstellers
verwendet. Alle verwendeten Expressionsplasmide wurden bereits beschrieben.?® um die
Transkriptionsrate der transfizierten Zellen zu erhéhen, wurde vier Stunden nach der Transfektion
das Medium abgenommen und mit Natriumbutyrat (4 mM Endkonzentration) versetztes Medium
hinzugefiigt. Nach 48 Stunden wurden die Zellen geerntet und sofort flr die Praparation des

Zellkernextrakts verwendet.

3.4.1.2. Murine embryonale Stammzellen (mESCs)

Die mESCs wurden unter FBS/2i-Bedingungen passagiert und fir ein partielles Priming vier Tage ohne
2i, wie bereits beschrieben,™™® kultiviert bevor Zellkernextrakte prapariert wurden. Verwendet

wurden hierbei Wildtyp (WT) J1 mESCs und Tet TKO mESCs.2

3.1.1.3. Neurale Vorladuferzellen (NPCs)

Die FGF-2/EGF-abhingige neurale Vorlauferzelllinie (NPC) ENC1 wurde wie bereits beschrieben

kultiviert.?%®!
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3.4.2. Zellkernextraktpraparation

Zellkernlysate von HEK293T-Zellen wurden wie bereits beschrieben prapariert.*® Das komplette
Mausgehirn (Mus musculus, BL6J WT, weiblich, 110 Tage alt) wurde nach dem von Guillemin und
Kollegen publizierten Protokoll lysiert.?*® Das resultierende Zellkernextrakt wurde daraufhin mit
25 U Benzonase (Merck Millipore) fiir 30 Minuten auf Eis behandelt und anschlieRend fiir 15 Minuten
bei 21130 x g zentrifugiert. Der Uberstand, der das Zellkernlysat enthalt, wurde in ein frisches
ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Ein Bradford-Test (Bio-Rad) wurde nach den Angaben des Herstellers

durchgefiihrt, um die Proteinkonzentration zu bestimmen.

3.4.3. Western Blot

Zur Analyse der Proben mit einem Western Blot, wurden diese zusammen mit dem MagicMark XP
Standard (ThermoFisher) auf ein 4 - 15% vorgefertigtes Polyacrylamidgel (Bio-Rad) geladen. Das Gel
wurde bei konstanten 150 V fir 70 Minuten laufen gelassen. Zum Blotten wurde eine
Polyvinylidendifluorid(PVDF)-Blotting-Membran (GE Healthcare) und gekihlter Towbin-Blotting-
Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol, 0.038% (w/v) Natriumdodecylsulfat (sodium
dodecyl! sulfate, SDS)) verwendet. Die Membran wurde fiir 5 Minuten in absolutem Methanol
aktiviert. Das Filterpapier wurde fiir 15 Minuten in Towbin-Puffer dquilibriert und das vorgefertigte
Gel wurde, nachdem es gelaufen war, fiir 5 Minuten in Towbin-Puffer dquilibriert. Der Western Blot
wurde bei 4°C fir 11 Stunden mit konstanten 35V durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die PVDF-
Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 5% (w/v) Milchpulver in Tris-buffered saline with
Tween20 (TBS-T) (2 mM Tris/Cl pH=7.5, 150 mM NaCl, 0.1% (v/v) Tween-20) abgesattigt. Die
primaren Antikérper wurden 1:1000 mit 15 mL 5% (w/v) Milchpulver in TBS-T verdiinnt. Nach dem
Blockieren wurde die Membran in drei Teile geschnitten (Teill: Proteine <40 kDa; Teil2:
Proteine > 40 kDa, aber < 120 kDa; Teil3: Proteine > 120 kDa). Die Blockiersuspension wurde entfernt
und die verdiinnten Priméarantikorper hinzugefligt (Anti-GFP-Antikoérper zu Teill und Teil3; Anti-Aco2-
Antikorper oder Anti-Glud-Antikorper zu Teil2). Nach einer Inkubation von 11 Stunden bei 4°C
wurden die Priméarantikorper entfernt und die Membran wurde dreimal mit TBS-T gewaschen. HRP-
konjugierte Sekundarantikorper (Anti-Kaninchen-1gG, Anti-Maus-1gG, Anti-Ziege-lgG (A5420)) wurden
1:10000 mit 5% (w/v) Milchpulver in TBS-T verdiinnt und fur eine Stunde bei Raumtemperatur
hinzugefiigt. Danach wurde die Membran zweimal mit TBS-T und einmal mit TBS gewaschen. Zur

Bildgebung wurde SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) verwendet.
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Wurde die endogene Co-IP mittels Western Blot analysiert, wurden dieselben Konditionen
verwendet, jedoch wurde die Membran nicht zerschnitten. Um die Spezifitit des Anti-Tet3-
Antikorper (Abiocode R1092) zu testen, wurde die PVDF-Membran mit dem Anti-Tet3-Antikérper
inkubiert. Um die Tet3-Glud-Interaktion zu analysieren, wurde die PVDF-Membran mit dem Anti-
Glud-Antikorper inkubiert; um die Tet3-Aco2-Interaktion zu analysieren, wurde die PVDF-Membran

mit dem Anti-Aco2-Antikorper inkubiert.

3.4.4. Immunhistochemie

Fir die Immunhistochemie (IHC) wurden 12um dicke coronare Cryo-Sektionen von
schockgefrorenen adulten Mausegehirnen mit 4% Paraformaldehyd (PFA) in 0.1M
phosphatgepufferter Losung, pH 7.4 (0.1 M PB) auf Objekttragern fixiert. Nach dreimaligen Waschen
mit 40 uL 0.1 M PB, wurden die Schnitte ber Nacht mit Primarantikdrperlésung bei 4°C in einer
Feuchtkammer inkubiert. Hierbei wurden Anti-Tet3-Antikérper (Abiocode R1092), Anti-Glud-
Antikorper und Anti-Aco2-Antikorper als Primdrantikorper verwendet. Die Primarantikorper wurden
mit 0.1 M PB, der 5% (v/v) Blockierreagenz (Chemiblocker, CB, Millipore) und 0.3% (v/v) Triton-X-
Losung enthielt, verdiinnt. Der Negativkontrolle wurden keine Primarantikorper hinzugefiigt. Zur
Detektion wurden Alexa488-Anti-Kaninchen-Antikérper (1:800), Cy2-Anti-Ziege-Antikdrper (1:200)
und Cy3-Anti-Maus-Antikérper (1:400) mit 3% (v/v) CB enthaltendem 0.1 M PB verdiinnt. Zellkerne
wurden mit Hoechst 33342 (5 pug/mL) gefarbt, welches fir 5 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur hinzugefligt wurde. Nach dem Eindeckeln mit Hilfe von Mounting-Medium
(Mountant Permafluor, Thermo Scientific), wurden die Schnitte mit einem Leica SP8 konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop (Leica, Wetzlar) analysiert. Die IHC-Experimente wurden in zwei

biologischen Replikaten durchgefihrt.

3.4.5. Immuncytochemie

Fir die Immuncytochemie (ICC) wurden pro Well einer p-Platte (ibidi) 30 000 — 70 000 mESCs oder
ENC1-Zellen, die drei Tage ohne 2i kultiviert wurden, ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen
auf Deckgldsern fixiert, indem 4% (v/v) PFA in 0.1 M phosphatgepufferter Salzlésung (phosphate
buffered saline, PBS) mit 0.5 mM MgCl, und 0.9 mM CaCl,, pH 7.4 (0.1 M PBS) hinzugegeben und fiir
10 Minuten inkubiert wurde. Die Zellen wurden anschlieBend dreimal mit 0.1 M PBS gewaschen,

bevor sie mittels 0.3% (v/v) TritonX in 0.1 M PBS permeabilisiert wurden. Danach wurden die Zellen
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erneut dreimal gewaschen und mit 0.1 M PBS zusammen mit 5% Blockierreagenz (Chemiblocker, CB,
Millipore) fiir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Primarantikérper hinzugefigt und fir 2
Stunden bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert. Als Primarantikdrper wurden Anti-
Tet3-Antikérper (Abiocode M1092-3), Anti-Tet1-Antikorper und Anti-H3K9me3-Antikorper fir die ICC
mit Chromatinmarkern verwendet. Anti-Tet3-Antikérper (Abiocode M1092-4a), Anti-Ppplcc-
Antikorper, Anti-Tetl-Antikorper und Anti-Ywhag-Antikorper wurden als Primarantikorper zur
Validierung der identifizierten Tet-Interaktionspartner in mESCs verwendet. Zur Bestatigung der
entdeckten Tet-Interaktoren in ENC1 wurden Anti-Tet3-Antikorper (Sigma HPA05084S) und Anti-
Suptl6-Antikorper als Primarantikorper verwendet. Die Primdrantikorper wurden in 0.1 M PBS mit
5% (v/v) Blockierreagenz und 0.3% (v/v) TritonX-Lésung verdiinnt (Anti-Tet3 (M1092-3) 1:500, Anti-
Tetl 1:300, Anti-H3K9me3 1:500, Anti-Tet3 (M1092-4a) 1:2000, Anti-Ppplcc 1:100, Anti-Tetl 1:50,
Anti-Ywhag 1:100, Anti-Tet3 (HPA05084S) 1:100, Anti-Supt16 1:200). Zur Negativkontrolle wurden
keine Primarantikérper hinzugefiigt. Nach der Inkubation wurden die Zellen dreimal mit 0.1 M PBS
gewaschen. Zur Detektion wurden Alexa488-Anti-Ratte (1:600), Alexa488-Anti-Maus (1:600),
Alexa555-Anti-Kaninchen (1:600), Alexa555-Anti-Ratte (1:600), Alexa555-Anti-Maus (1:600) und Cy3-
Anti-Ziege (1:400) als Sekundéarantikérper verwendet und in 0.1 M PBS mit 3% (v/v) CB verdiinnt. Die
Sekundarantikorper wurden auf die Zellen gegeben und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (5 pug/mL) geféarbt, indem es fir 5 Minuten im
Dunkeln bei Raumtemperatur hinzugefiigt und inkubiert wurde. Nach dem Eindeckeln mit Hilfe von
Mounting-Medium (Mountant Permafluor, Thermo Scientific), wurden die Schnitte mit einem Leica
SP8 konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica, Wetzlar) analysiert. Ausgewertet wurde die
Colokalisation mit Imagel) 2.0.0, Colocalization Threshold. Die ICC-Experimente wurden in zwei

biologischen Replikaten durchgefihrt.

3.4.6. Proximity Ligation Assay (PLA)

Der Proximity Ligation Assay (PLA) wurde wie in Folge beschrieben mit einem Duolink InSitu Orange

Starter Kit (Sigma) mit leichten Anderungen durchgefihrt.**
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3.4.6.1. PLA mit kultivierten Zellen

Jeweils 30 000 mESCs, die zwei Tage ohne 2i kultiviert wurden, wurden pro Well einer p-Platte (ibidi)
ausgesat. Die Zellen wurden entweder mit griin fluoreszierendem Protein (green fluorescent protein,
GFP) als Kontrolle oder mit GFP-Tet3 transfiziert und fiir zwei Tage bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
wurde das Medium entfernt und sofort 200 uL Waschpuffer A (PBS, 0.9 mM CaCl,, 0.5 mM MgCl,,
0.02% (v/v) Tween-20) zugegeben, damit die Zellen nicht austrocknen. Die Zellen wurden daraufhin
zweimal mit 200 pL Waschpuffer A gewaschen. Zur Fixierung wurden die Zellen fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur mit 200 uL 3.7% (v/v) Paraformaldehyd in Waschpuffer B (PBS, 0.9 mM CaCl,,
0.5 mM MgCl,) inkubiert. AnschlieBend wurde die Fixierlésung entfernt und die Zellen wurden
zweimal mit 200 pL Waschpuffer A gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die Zellen fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur mit 200 uL Blockierlosung (3% (w/v) BSA in Waschpuffer B) inkubiert.
Wahrenddessen wurden die Antikorperlésungen hergestellt. Dazu wurden 1 uL Anti-PP1-gamma-
Antikorper und 1 pL GFP-Antikorper jeweils in 100 uL Antikorperverdiinnungsmittel (antibody
diluent, Sigma) gelost. Nach Entfernung der Blockierlésung, wurden die Zellen mit der
Antikorperlosung tber Nacht bei 4°C in einer feuchten Atmosphéare inkubiert. Am nachsten Tag
wurde die Antikorperldsung entfernt und die Zellen wurden zweimal mit 200 pL Waschpuffer A
gewaschen. Fiir die PLA-Probenlésung wurden 10 pl PLA-Probe (+) Anti-Kaninchen (Sigma), 10 pL
PLA-Probe (-) Anti-Maus (Sigma) und 30 uL Antikérperverdiinnungsmittel vermischt und hinzugefiigt.
Die Zellen wurden in einer vorgewarmten Feuchtkammer fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Im
nachsten Schritt wurde die PLA-Probenlosung entfernt und die Zellen wurden zweimal mit
Waschpuffer A gewaschen. 50 pL Ligationslésung wurden zugegeben, welche zuvor durch Mischen
von 1.0uL 1U/ulL Ligase, 10 uL Ligationsvorratslosung (alle von Sigma) und 29 pL bidest. H,0
hergestellt wurde. Nach einer Inkubation von 30 Minuten in einer vorgewarmten Feuchtkammer bei
37°C, wurde die Ligationslosung entfernt und die Schnitte wurden zweimal mit 100 uL Waschpuffer A
gewaschen. Fur die Amplifikationsreaktion wurden 0.5puL Polymerase 10 U/ulL, 10 puL
Amplifikationsvorratslosung (alle von Sigma) und 39.5 pL bidest. H,O gemischt und hinzugefiigt. Die
Zellen wurden fur 100 Minuten bei 37°C in einer vorgewarmten Feuchtkammer inkubiert, bevor die
Amplifikationslosung entfernt wurde. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit Waschpuffer B
(Sigma) und einmal mit 0.01% Waschpuffer B gewaschen. Zuletzt wurde 100 pL Waschpuffer B
zugegeben und die Zellen wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI4000B, Filter 13 fir

GFP, Filter N2.1 fur PLA-Amplifikationsprodukt) analysiert.
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3.4.6.2. PLA mit histologischen Schnitten

Die histologischen Schnitte von erwachsenen Mausegehirnen wurden, wie bereits in der IHC
beschrieben, rehydriert und fixiert. Bevor die Primarantikorper hinzugefiigt wurden, wurden die
Schnitte mit 10% CB blockiert. Anti-Tet3-, Anti-Glud- und Anti-Aco2-Antikérper wurden, wie bereits
bei der IHC beschrieben, verdiinnt. Der Anti-Got2-Antikorper wurde 1:200 in 0.1 M PB enthaltendem
5% CB und 0.3% Triton-X 100 verdiinnt. Die Primadrantikérper wurden ber Nacht bei 4°C in einer
Feuchtkammer hinzugefligt und inkubiert. Der Negativkontrolle wurden keine Primdrantikdrper
hinzugefiigt. Am nachsten Tag wurden die Schnitte zweimal mit Waschpuffer A (Sigma) gewaschen.
Fir die PLA-Probenlésung wurden 10 pl PLA-Probe (+) Anti-Kaninchen (Sigma), 10 uL PLA-Probe (-)
Anti-Maus (Sigma) (fir Anti-Aco2 und Anti-Got2) oder 10 uL PLA-Probe (-) Anti-Ziege (Sigma) (ftr
Anti-Glud) und 30 pL Antikérperverdiinnungsmittel (antibody diluent) vermischt und hinzugefiigt. Die
Schnitte wurden in einer vorgewadrmten Feuchtkammer fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Im
nachsten Schritt wurden die Schnitte zweimal mit Waschpuffer A und der Ligationslosung, welche
zuvor durch Mischen von 1.0 uL 1 U/uL Ligase, 10 pL Ligationsvorratslosung (alle von Sigma) und
29 uL bidest. H,O hergestellt wurde, gewaschen. Nach einer Inkubation von 30 Minuten in einer
vorgewarmten Feuchtkammer bei 37°C, wurde die Ligationslosung entfernt und die Schnitte wurden
zweimal mit 100 uL Waschpuffer A gewaschen. Fir die Amplifikationsreaktion wurden 0.5 uL
Polymerase 10 U/uL, 10 uL Amplifikationsvorratslésung (alle von Sigma) und 39.5 pL bidest. H,0O
gemischt und hinzugefiigt. Die Schnitte wurden fiir 100 Minuten bei 37°C in einer vorgewarmten
Feuchtkammer inkubiert und anschlieRend zweimal mit Waschpuffer B (Sigma), einmal mit 0.01%
Waschpuffer B und einmal mit 0.1 M PB gewaschen. Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 gefarbt.
Nach dem Eindeckeln mit Hilfe von Mounting-Medium (Mountant Permafluor, Thermo Scientific),
wurden die Schnitte mit einem Leica SP8 konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica, Wetzlar)

analysiert.

3.4.7. RNA-Isolation

RNA aus mESC und ENC-1 wurde mittels peqGold Total RNA Kit (peglLab) nach den Herstellerangaben

isoliert.
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3.4.8. Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)

Vor der RT-gPCR wurde 1 ug RNA in komplementare DNA (complementary DNA, cDNA) mit Hilfe des
iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad) nach Angaben des Herstellers transkribiert. Die finale cDNA-
Konzentration lag bei 50 ng/uL. Fiir die RT-gPCR wurde die cDNA auf 25 ng/uL mit Nuklease-freiem
bidest. H,0 verdiinnt. Pro 2 uL der cDNA-Verdiinnung wurden 10 uL iTaqg Universal SYBR Green
Supermix (BioRad) hinzugefligt. Fir jedes Primerpaar wurden der Vorwarts- und Riickwarts-Primer in
gleichen Mengen gemischt und mit Nuklease-freiem bidest. H,0 auf eine finale Konzentration von
1.25 uM verdiinnt. 12 pL cDNA/iTag-Mastermix und 8 pL Primer-Mix wurden pro Well hinzugefigt.
96-Well-PCR-Platten (Axygen Scientific) wurden in Kombination mit Flat 8 Cap Strips verwendet. Mit
Hilfe einer Eppendorf Zentrifuge 5810 R wurden die Proben bei 2000xg fir 5 Minuten
abzentrifugiert. Jede Probe wurde in Triplikaten mit einem Eppendorf Mastercycler Realplex4 und

den folgenden PCR-Einstellungen gemessen:

Schritt 1: 95°C fir 2 Minuten

Schritt 2: 95°C fur 15 Minuten

Schritt 3: 55°C fur 15 Minuten Schritt 2-4 wurden 40x wiederholt
Schritt 4: 72°C fir 20 Minuten

Die folgenden Primer wurden fir die RT-qPCR verwendet:

Tetl Vorwarts-Primer: 5’ CCA GGA AGA GGC GACTACGTT 3’

Tetl Rickwarts-Primer: 5’ TTA GTG TTG TGT GAA CCT GATTTATIG T 3’
Tet2 Vorwarts-Primer: 5" ACT TCT CTG CTC ATT CCCACAGA 3’

Tet2 Ruckwarts-Primer: 5' TTA GCT CCG ACT TCT CGATTG TC 3’

Tet3 (alle) Vorwarts-Primer: 5" GAG CAC GCC AGA GAA GAT CAA 3’
Tet3 (alle) Rickwarts-Primer: 5° CAG GCT TTG CTG GGA CAATC 3’

3.4.9. In-vivo-Isocitrat-Experiment

Das Experiment wurde in drei biologischen Replikaten und jeweils technischen Triplikaten
durchgefiihrt. 6-well-Platten wurden mit 0.2% Gelatine liberzogen und pro well 3 - 10> HEK293T-
Zellen ausgesat. 24 Stunden nach dem Aussdaen wurden die Zellen mit 600 ng Vektor-DNA

transfiziert, die GFP-Tet3 (Volllangenkonstrukt) kodiert. 4 Stunden nach der Transfektion wurde das
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Medium gewechselt und 10 mM Isocitrat (DL-Isocitronensdure-Trinatriumsalz, Sigma-Aldrich) zum
frischen Medium hinzugefiigt. 24 Stunden nach der Transfektion wurde wieder das Medium
gewechselt und 10 mM Isocitrat hinzugefiigt. 48 Stunden nach der Transfektion wurde die
genomische DNA isoliert und anschlieRend die Analyse der mC-, hmC-, fC- und caC-Level wie bereits
beschrieben durchgefiihrt.™® Fiir die statistische Analyse wurde GraphPad Prism 7.0 genutzt. Die
Proben wurden auf Normalverteilung getestet (D’Agostino-Pearson-Test) und ein Zweistichproben-t-
Test durchgefiihrt (n=9). Die Varianz wurde durch die Standardabweichung ermittelt, welche

Ahnlichkeit zwischen den Gruppen zeigt.

3.4.10. In-vitro-Tet-Aktivitatstest

Fiir den Aktivitatstest wurden etwa 10 Millionen HEK293T-Zellen verwendet, welche mit dem zu
untersuchenden Tet-Konstrukt transfiziert wurden (Tet3-Volllangenkonstrukt oder katalytische
Domédne von Tetl (TetlCD) oder Tet3 (Tet3CD)). AnschlieRend wurden die Zellen geerntet,
abzentrifugiert und mit 5 mL RIPA-Puffer (Chromotek), der mit 250 U Benzonase (Merck Millipore)
und Proteaseinhibitor (Roche) ergédnzt wurde, lysiert. Nach einer Inkubation fir 30 Minuten auf Eis,
wurde die Suspension bei 10000 x g und 4°C fir 15 Minuten zentrifugiert. Der resultierende
Uberstand enthielt nukledre und cytoplasmatische Proteine. Pro Aktivititstest wurden 100 pL Anti-
GFP-Partikel (Chromotek) dreimal mit Waschpuffer (10 mM Tris/Cl pH 7.5; 150 mM NaCl; 0.5 mM
EDTA) gewaschen und fiir eine Stunde bei 4°C mit dem Uberstand inkubiert. Die GFP-Tet3CD-
beladenen Partikel wurden anschlieRend mit GFP-Waschpuffer (Chromotek) gewaschen. Fiir den
zweiten Waschschritt wurde der GFP-Waschpuffer mit 2 mM ZnSO, und 10 puL Nuclease S1 erganzt.
Die Partikel wurden mit diesem Puffer fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Ein weiterer Waschschritt mit
1 M NaCl-Lésung, die 10 mM HEPES, pH 7.5 enthielt, und zwei Waschschritte mit GFP-Waschpuffer
folgten. Die Partikel wurden bei 2 500 x g und 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand
wurde verworfen. Danach wurden die Partikel in vier Reaktionsgefidfle verteilt und Reaktionspuffer
(50 mM HEPES pH=7.5, 100 mM NaCl, 2 mM Vitamin C, 1.2 mM ATP, 2.5mM DTT, 0.1 mM
Fe'"(NH,),(S04), 6 - H,0) hinzugefigt. Zu Probe 1 wurde 1 mM a-Ketoglutarat (Na*-Salz) hinzugefiigt;
zu Probe 2 wurde 1 mM Oxaloacetat zugegeben und zu Probe 3 wurde 1 mM a-Ketoglutarat
hinzugefiigt. Zu Probe 4 wurde kein mogliches Cosubstrat hinzugegeben. Als zusatzliche Kontrolle
wurde eine Probe ohne Tet und ohne Cosubstrat angesetzt (Probe 6). 1000 pmol eines
Oligonukleotids (5’ - UUU UGmC GGU UG 3’) wurden hinzugefligt und die Reaktionsmischung wurde

daraufhin fur 1.5 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der Zentrifugation mit 21 130x g, wurde der
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Uberstand mit Hilfe einer Entsalzungsmembran entsalzt und mittels MALDI-TOF analysiert. Der in-

vitro-Aktivitatstest wurde finfmal durchgefiihrt, wobei dieselben Ergebnisse geliefert wurden.

3.4.11. In-vitro-Aktivitatstest mit Inhibitoren

Die Proben wurden, wie bereits fur den In-vitro-Aktivitatstest beschrieben, vorbereitet. Jedoch
wurden 2000 pmol statt 1000 pmol Oligo eingesetzt und die Proben wurden fir 3 Stunden bei 37°C
inkubiert. Zu jeder Probe wurde 1 mM a-Ketoglutarat hinzugefligt. Zur Positivkontrolle wurden
weder Oxaloacetat, noch Isocitrat dazugegeben. Um das inhibitorische Potential zu testen, wurden
10 mM und 100 mM Oxaloacetat oder Isocitrat hinzugefiigt. Nach der Inkubation wurden die Proben
bei 5000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde fiir die MALDI-
TOF-Analyse verwendet. Um das Verhéltnis von mC-enthaltendem Oligo (Substrat) zu hmC/fC-
enthaltendem Oligo (Produkt) zu berechnen, wurde die OriginPro 2016G 64-bit Software verwendet.
Peaks des mC-enthaltenden Oligo (3294.5 Da) wurden im Bereich m/z 3290 — 3300 und Peaks des
hmC/fC-enthaltenden Oligo (3310 Da) wurden im Bereich m/z 3305 — 3312 integriert. Der in-vitro-

Aktivitatstest mit Inhibitoren wurde zweimal durchgefiihrt und lieferte das gleiche Ergebnis.

3.4.12. Co-Expression von Tet3 und Glud1 in HEK293T-Zellen

Das Experiment wurde in drei biologischen Replikaten durchgefiihrt. 3 - 10° HEK293T-Zellen wurden
pro Well in eine 6-Well-Platte ausgesat. 24 Stunden danach wurden die Zellen mit 2.0 pug Vektor-DNA
transfiziert, die GFP-Tet3 (Volllangenkonstrukt oder katalytische Domane) kodiert. Fiir die Co-
Transfektion wurde zusatzlich 2.0 ug Glud1-kodierende Vektor-DNA transfiziert. Vier Stunden danach
wurde das Medium gewechselt und 36 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet.
Die GFP-Tet3-Level wurden mit Hilfe eines Gerats zur Durchflusszytometrie bestimmt (BD FACS
Cantor Il, BD Biosciences, USA; fluorescence-activated cell sorting (FACS) Parameter FSC 132 V, SSC
407 V, GFP 308 V). AnschlieBRend wurde die genomische DNA isoliert und die mC-, hmC-, fC- and caC-
Level wurden in technischen Triplikaten wie bereits beschrieben analysiert.**® Level an 8-Oxo-7,8-
Dihydroguanin (8-oxoG) wurden ebenfalls analysiert, um nachzuweisen, dass zufallige
Oxidationsprozesse die Ergebnisse nicht beeintrachtigten. 5 pg genomischer DNA wurden fir jedes
technische Replikat analysiert. Level an hmC und fC der Tet3-Glud co-transfizierten Zellen wurden auf
die Tet3-Level der, nur mit Tet3-transfizierten, Zellen normalisiert. Fir die statistische Analyse wurde

GraphPad Prism 7.0 genutzt. Die Proben, inklusive biologischer und technischer Replikate, wurden
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auf Normalverteilung getestet (D’Agostino-Pearson-Test) und ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt
(nur biologische Replikate (Mittelwerte der technischen Replikate), n =3 fir jede Bedingung). Die
Varianz wurde durch die Standardabweichung ermittelt, welche Ahnlichkeit zwischen den Gruppen
zeigt. Wenn R162 verwendet wurde (zwei biologische Replikate), wurde es in einer Konzentration

von 20 uM vier Stunden nach der Transfektion zugegeben.

3.4.13. Synthese des Glud1-Inhibitors R162

Die Synthese des Inhibitors R162 wurde nach Literaturangaben von René Rahimoff durchgefiihrt.?"
321 Das Molekiil wurde vor der Verwendung in der Zellkultur mittels praparativer
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)

aufgereinigt (Nucleosil VP 250/10 C18-Siule von Macherey Nagel, 100% Acetonitril fir 10 Minuten).

3.4.14. Depolarisierung der Neuronen des Hippocampus

Die Experimente zur Depolarisierung der Neuronen des Hippocampus wurden in Kollaboration mit
Dr. Stylianos Michalakis” Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Fir die Studien wurden 4 —5 Wochen alte
C57BL6/J-Wildtyp-Ma&use (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Alle Experimente mit
Tieren richteten sich nach dem deutschen Tierschutzgesetz und wurden durch die lokale Behorde

genehmigt (Regierung von Oberbayern).

Die Mause (n = 3) wurden durch einen Genickbruch getétet. 400 um dicke, transversale histologische
Schnitte des Hippocampus wurden wie bereits beschrieben angefertigt.[393'394] Im Allgemeinen wurde
hierzu das Gehirn entfernt und die Hippocampi jeder Hemisphare wurden seziert und mit einem MX-
TS Gewebeschneider (Siskiyou Cooperation, OR) geschnitten. Die Schnitte wurden in einer mit
Sauerstoff angereicherten (95% 0,, 5% CO,), physiologischen Lésung (118 mM NaCl, 3 mM
Kaliumchlorid (KCh, 1 mM Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PQ,), 25 mM
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;3;), 10 mM Glucose, 1.5mM CaCl,, 1mM MgCl,, 0.1%

Dimethylsulfoxid (DMSOQ)) bei 37°C gesammelt bis die Hippocampi aller drei Replikate geschnitten
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waren. AnschlieRend wurden die Schnitte drei verschiedenen Bedingungen zugeteilt: mit Sauerstoff
angereicherte, physiologische Losung, mit Sauerstoff angereicherte 25 mM KCl-Lésung (118 mM
NaCl, 25 mM KCI, 1 mM NaH,P04, 25 mM NaHCOs, 10 mM Glucose, 1.5 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 0.1%
DMSO) und mit Sauerstoff angereicherte und mit Inhibitor R162 ergdnzte 25 mM KCl-L6sung
(128 mM NaCl, 25 mM KCIl, 1 mM NaH,PO,, 25 mM NaHCO;, 10 mM Glucose, 1.5 mM CaCl,, 1 mM
MgCl,, 20 uM R162, 0.1% DMSO). 6 — 10 Schnitte wurden fiir jedes Replikat zusammengefasst. Nach
sechs Stunden Inkubationszeit, wurden die Schnitte in ReaktionsgefdRe Uberfihrt, in fllissigem
Stickstoff gefriergetrocknet und bei -80°C bis zur Verwendung gelagert. Die Isolierung der DNA und
anschlieRende Analyse der mC- und hmC-Level wurde wie bereits beschrieben durchgefijhrt.m' 116]
Level an 8-Oxo-7,8-Dihydroguanin (8-oxoG) wurden analysiert, um zu zeigen, dass zufillige
Oxidationsvorgange nicht die Ergebnisse beeintrachtigen. Messungen wurden, abhdngig von der
Menge der isolierten, genomischen DNA, in technischen Duplikaten oder Triplikaten durchgefiihrt.

Pro Replikat wurde 1 pug genomischer DNA analysiert.

Die statistische Analyse wurde mit GraphPad Prism 7.0 durchgefiihrt. Ein AusreiRer in den
technischen Replikaten wurde von der weiteren Analyse ausgeschlossen (Maus3 unter
physiologischen Bedingungen, 0.00147 hmC/dN, insgesamt drei technische Replikate). Unter der
Annahme einer Normalverteilung der hmC-Werte in der Hippocampus-Region der Maus, zeigte eine
einseitige Varianzanalyse (analysis of variation, ANOVA), dass sich die Mittelwerte signifikant
zwischen den verschiedenen Bedingungen unterscheiden: Anzahl der Werte insgesamt=9, p-
Wert = 0.0224. Fir die statistische Analyse wurden nur biologische Replikate (Mittelwerte der

technischen Replikate) bertcksichtigt.

3.4.15. Co-Immunprazipitation (Co-IP)

3.4.15.1. GFP-Tet-gesattigte Co-IP

20 pl Anti-GFP-Partikel (GFP-Trap’_M, Chromotek) wurden dreimal mit Waschpuffer (10 mM Tris/Cl
pH 7.5; 150 mM NaCl; 0.5 mM EDTA) gewaschen und anschlieBend fiir 15 Minuten auf Eis mit dem
Zellkernextrakt von GFP-Tet-lUberexprimierenden HEK293T-Zellen inkubiert. Um die Sattigung der
Partikel mit dem GFP-Fusionskonstrukt sicherzustellen, wurden unterschiedliche Mengen Lysat
getestet und mit einem Fluoreszenzlesegerdt (Genios Pro, Tecan) Uberprift. Die mit GFP-Tet
beladenen Partikel wurden anschlieBend zweimal mit einer 10 mM HEPES (pH 7.5) enthaltenden

150 mM NaCl-Lésung gewaschen. Zwei weitere Waschschritte mit einer 10 mM HEPES (pH 7.5)
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enthaltenden 1 M NaCl-Lésung und zwei Waschschritte mit Lysepuffer C (20 mM HEPES pH 7.5,
420 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0.2 mM EDTA, 20% (v/v) Glycerin) folgten. Danach wurden die
gesattigten GFP-Tet-Partikel mit 200 ug nukledrem Extrakt fir 15 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden sie zweimal mit Waschpuffer gewaschen. Um die gebundenen Proteine zu
eluieren, wurde 50 pl 200 mM Glycin pH 2.5 hinzugefiigt und die Losung 30 Sekunden lang

geschittelt. Um die Ausbeute zu erhéhen, wurde der Elutionsschritt wiederholt.

3.4.15.2. Endogene Co-IP

Wurde die endogene Co-IP fiir die massenspektrometrische Analyse durchgefiihrt, wurden 250 ug
nukledres Gehirnextrakt, 1 ug Antikérper und 10 pl Dynabeads Protein G (ThermoFisher) pro Replikat
verwendet. Als Antikérper wurden der Anti-Tet3-Antikorper (Abiocode R1092-1) oder der Anti-Ziege-
IgG-Antikorper als Negativkontrolle genutzt. Wurde ein Western Blot an die endogene Co-IP
angeschlossen, so wurde der Ansatz fiir die massenspektrometrische Analyse vervierfacht. Die
nukledren Gehirnextrakte wurden zusammen mit dem Antikorper fiir eine Stunde bei 4°C auf einem
Rotiergerat inkubiert. Die Dynabeads Protein G wurden dreimal mit Waschpuffer (10 mM Tris/Cl
pH 7.5; 150 mM NaCl; 0.5 mM EDTA) gewaschen und zum Lysat hinzugeftigt. Die Partikel wurden 30
Minuten bei 4°C auf einem Rotator inkubiert und anschliefend dreimal mit Waschpuffer gewaschen.
Schlussendlich wurde mit 30 pul 1% (v/v) Ameisensdure fir 15 Minuten bei Raumtemperatur zur
massenspektrometrischen Analyse eluiert. Fir die Western Blot Analyse wurden die Proben
stattdessen mit 50 pl SDS-Ladepuffer (50 mM Tris p 6.8, 100 MM DTT, 2% (w/v) SDS, 10% (v/v)
Glycerol, 0.1% (w/v) Bromphenolblau) fir 10 Minuten bei 70°C eluiert.

3.4.15.3. Reverse Co-IP

Die reverse Co-IP wurde mit Anti-FACT/Supt16H-Antik6rpern, Anti-PP1-gamma-Antikérpern und
Anti-Ziege-lgG-Antikorpern, die als Negativkontrolle verwendet wurden, durchgefiihrt. Fir jede
reverse Co-IP wurden 10 puL Dynabeads Protein G (Life Technologies) dreimal mit 500 uL
Waschpuffer 3 (PBS, 0.5 % (w/v) Octyl-B-D-glucopyranosid) gewaschen, bevor 1 pug Antikorper
zugegeben wurde. Die Antikorper wurden in 50 uL Waschpuffer 3 geldst, zu den Partikeln gegeben
und fir eine Stunde in einem Rotator bei Raumtemperatur gemischt. AnschlieRend wurden die
ungebundenen Antikorper entfernt und die Partikel mit den gebundenen Antikérpern zweimal mit
500 puL Waschpuffer 3 gewaschen. Im nachsten Schritt wurden 250 pug Zellkernlysat aus NPCs
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eingesetzt, wenn Anti-FACT/Supt16H-Antikorper verwendet wurden. Falls Anti-PP1-gamma-
Antikorper oder Anti-Ziege-lgG-Antikorper verwendet wurden, wurde 250 pg Zellkernlysat aus mESCs
eingesetzt. Das Lysat wurde mit Lysepuffer C (20 mM HEPES pH =7.5, 420 mM NaCl, 2 mM MgCl,,
0.2 mM EDTA, 20% (v/v) Glycerol) auf ein Volumen von 400 pL aufgefllt, vorsichtig gemischt und zu
den Partikeln gegeben. Die Suspension wurde fiir eine Stunde in einem Rotator bei Raumtemperatur
inkubiert. Um ungebundene und unspezifisch gebundene Proteine nach der Inkubation zu entfernen,
wurde der Uberstand verworfen und die Partikel zweimal mit 500 uL Waschpuffer 1 (10 mM HEPES
pH =7.5, 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA), zweimal mit 500 pL Waschpuffer 2 (10 mM HEPES pH = 7.5,
1 M NaCl, 0.5 mM EDTA) und zweimal mit 500 uL Waschpuffer 3 gewaschen. AnschlieRend wurden
250 pg Zellkernlysat aus GFP-Tet3-transfizierten HEK293T-Zellen, welche nicht mit Buttersaure
behandelt wurden, mit Lysepuffer C auf ein Volumen von 400 plL aufgefillt, vorsichtig gemischt und
zu den Partikeln gegeben. Die Suspension wurde fiir zwei Stunden in einem Rotator bei 4°C inkubiert.
Danach wurde der Uberstand entfernt und die Partikel dreimal mit 500 puL Waschpuffer 3 gewaschen.
Die gebundenen Proteine wurden durch Zugabe von 30puL 1% (v/v) Ameisensdure und
anschlieRender Inkubation fir 15 Minuten bei Raumtemperatur in einem Thermoschuttler bei
700 rpm (Umdrehungen pro Minute, revolutions per minute) eluiert. Das Eluat wurde gesammelt und
der pH durch Zugabe von 10 uL 1 M Tris neutralisiert. AnschlieBend wurden die Proben fir die
Analyse mittels FlUssigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)

vorbereitet.
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3.5. Massenspektrometrie

3.5.1. Massenspektrometrische Analyse der Co-Immunprazipitationsproben

Proben zur massenspektrometrischen Analyse wurden durch Zugabe von 100 mM Tris(2-
carboxyethyl)phosphin (TCEP) reduziert. Dazu wurden sie fiir eine Stunde bei 60°C mit 650 rpm in
einem Schittler inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben alkyliert, indem 200 mM lodacetamid
zugegeben und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert wurde. Die Proben
wurden daraufhin mit 0.5 pug Trypsin (Promega) bei 37°C fir 16 Stunden verdaut. Danach wurden sie
flir 5 Minuten bei 100°C inkubiert, um jegliche Enzyme zu inaktivieren. AnschlieBend wurde 1 mM
des Proteaseinhibitors Phenylmethylsulphonylfluorid (PMSF) zugegeben. Zum Schluss wurden die

Proben mit Hilfe von Stage Tips aufgereinigt.**”

Analysiert wurden die Proben auf einem UltiMate 3000 Nano-LC-System (Dionex, Fisher Scientific),
gekoppelt mit einer LTQ-Orbitrap XL (Fisher Scientific). Sie wurden auf einer u-Vorsaule (PepMap100,
C18, 5puM, 100 A, GroRe 300 um i.d.x 5 mm) entsalzt und aufkonzentriert. Weiter prozessiert
wurden die Proben auf einer maRgefertigten analytischen Saule (ReproSil-Pur, C18, 3 uM, 120 A,

gepackt in einen 75 um i.d. x 150 mm und 8 um Picotip Emitter).

Die Proben wurden mit einer 127 Minuten langen, mehrstufigen, analytischen Trennung bei einer
Flussrate von 300 nl/min analysiert. Hierbei wurden nur Losungsmittel in LC-MS-Qualitat verwendet
(Losungsmittel A: Wasser + 0.1% Ameisensdure; Losungsmittel B: Acetonitril + 0.1% Ameisensdure).

Der Gradient mit Anteilen an Lésungsmittel B in Prozent wurde wie folgt programmiert:

1% fur 1 Minute; 1% - 4% Uber 1 Minute; 4% - 24% Uber 100 Minuten; 24% - 60% Uber 8 Minuten;
60% - 85% Uber 2 Minuten; 85% fir 5 Minuten; 85% - 1% liber 2 Minuten; 1% fir 8 Minuten

Die massenspektrometrische Analyse wurde mit einem kompletten Massenscan (full mass scan) im
Massenbereich zwischen 300 und 1700 m/z bei einer Auflésung von 60 000 durchgefiihrt. Nach
diesem Uberblicksscan wurden fiinf Scans mit dem lonenfallen-Massenanalysator bei einer normalen
Auflésungseinstellung und Breitband-CID-Fragmentierung mit einer normalisierten Kollisionsenergie
von 35 ausgeflihrt. Signale mit einem unerkannten Ladungszustand oder einem Ladungszustand
von 1 wurden nicht fur die Fragmentierung ausgewahlt. Um das Supersampling von Peptiden zu
vermeiden, wurde eine dynamische Ausschlussliste implementiert. Ein Peptid wurde dadurch fiir 90
Sekunden von der Selektion und Fragmentierung ausgeschlossen, wenn es zweimal innerhalb von 30

Sekunden gemessen wurde.
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3.5.2. Massenspektrometrische Datenauswertung

Die Software MaxQuant (Version 1.5.0.25) wurde fiir die massenspektrometrische
Datenprozessierung verwendet. Die Andromeda-Suchmaschine wurde in Kombination mit der
UniProt-Datenbank (Mus musculus) genutzt. Ein Maximum von zwei verpassten Schnittstellen wurde
erlaubt. Die main search peptide tolerance wurde auf 4.5 ppm gesetzt. Carbamidomethyl (C) wurde
als statische Modifikation gewahlt. Als variable Modifikationen wurden Acetyl (Protein N-Terminus)

und Oxidation (M) ausgewahlt. Die minimale Peptidlange wurde auf 7 eingestellt.

3.5.3. LFQ-Datenauswertung

Zur Quantifizierung wurde die massenspektrometrische Datenauswertung zusammen mit der LFQ-
Option in MaxQuant (Version 1.5.0.25) genutzt.*”® Die Quantifizierung der GFP-Tet3-gesittigten Co-
IP wurde mit vier biologischen Replikaten durchgefiihrt. GFP alleine diente als Kontrolle. Drei
biologische Replikate wurden fiir die endogene Co-IP verwendet. Hier diente die Co-IP mit dem Anti-
Ziege-lgG-Antikorper als Kontrolle. Der LFQ-Algorithmus wurde mit den Standardeinstellungen
verwendet (LFQ minimales Verhaltnis (ratio count): 2, Fast LFQ, LFQ minimale Anzahl an Nachbarn: 3,
LFQ durchschnittliche Anzahl an Nachbarn: 6). AuRerdem wurde die Option ,,match between runs”

eingestellt.

LFQ-Daten wurden mit der Perseus Software (Version 1.5.0.9) analysiert. Die LFQ-Intensitdten
wurden log-transformiert und nur solche Proteine wurden beibehalten, die in mindestens drei
Proben identifiziert wurden. Da eine der GFP-Kontrollen der gesattigten Co-IP im Gehirn nur 64
Proteine statt wie Ublich mehr als 400 enthielt, wurde dieses Replikat aus dem Datensatz entfernt.
Genontologie(GO)-Analysen wurden mit der Database for Annotation, Visualization and Integrated

Discovery (DAVID Bioinformatics Resources 6.7) durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Veroffentlichungen

4.1.1. Der funktionelle Kontext von Tetl und Tet3 im Eu- und Heterochromatin

Die Frage, warum Wirbeltiere unterschiedliche Tet-Enzyme brauchen, um die Oxidation von mC zu
hmC, fC und caC durchzufiihren, ist bisher ungeklart. Um die funktionellen Rollen von Tetl und der

CXXC

beiden Tet3-Isoformen Tet3 und Tet3" aufzuklaren, wurden die Interaktome dieser Enzyme

mittels Affinitdtsproteomik-Studien analysiert.

4.1.1.1. Entwicklung einer GFP-Tet-gesattigten Co-IP zur Identifikation des Tet-Interaktoms

Um einen direkten Vergleich zwischen verschiedenen Zelltypen zu ermoéglichen, wurde eine Tet-
gesattigte Co-IP-Methode entwickelt. Der schematische Ablauf dieser Methode ist in Abbildung 4.1
illustriert. Die Methode basiert auf der Generierung und Verwendung von Partikeln, die mit dem

jeweiligen Zielprotein beladen sind.

ted Tet

&
‘ TR

GFP-Tet-Uberexpression Interaktom-Koder Inkubation mit Nuklearextrakt Isolation der Interaktoren &
in HEK293T-Zellen aus Zellen oder Gewebe Identifikation mittels LC-MS/MS

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der GFP-Tet-gesattigten Co-Immunprazipitation. Das mit
GFP fusionierte Protein von Interesse wird zuerst in HEK293T-Zellen produziert und anschlieBend mit
Hilfe von magnetischen Partikeln mit Anti-GFP-Nanobodies isoliert. Die auf diese Weise mit dem
Zielprotein gesattigten Partikel dienen als Interaktom-Kéder, wenn sie mit Zellkernextrakt aus
Gewebe oder Zellen von Interesse inkubiert werden. Nach Isolation der Interaktoren, konnen diese
mittels Flissigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) identifiziert
werden. B = Anti-GFP magnetische Partikel

Um solche Partikel herzustellen, wurden die jeweiligen Tet-Proteine zuerst als N-terminale GFP-

Fusionskonstrukte (GFP-Tetl, GFP-Tet3, GFP-Tet3 ™) in HEK293T-Zellen uberexprimiert.

AnschlieBend wurden die GFP-Tet-Fusionsproteine auf magnetischen Partikeln mit Anti-GFP-
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Nanobodies immobilisiert. Um die Sattigung der Partikel mit dem GFP-Fusionskonstrukt zu testen,
wurden unterschiedliche Lysatmengen und Inkubationszeiten mit Hilfe eines Tecan Readers getestet

und Uberprift (Abbildung 4.2A, nichtlineare Ausgleichsgerade mittels GraphPad Prism 7.02).

A B
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z , n
® 20000{4
’ -m 60 Minuten
= 15 Minuten
T ; . 1: Lysat
20 30 40 2: Elution von GFP-Tet1CD (~120 kDa) von
Verhaltnis GFP-Tet1CD/Partikel GFP-Partikeln ohne Waschen

3: Uberstand nach Inkubation auf Partikeln
4: Waschfraktionen
5: Elution von GFP-Tet1CD nach Waschen

C D

1 2 3 4
220 kDa | s Tet3FL  ohneTet  Tet1CD
100 kB3| = mC  85% 100 % 20%
hmC 135% - 61 %
1: Waschschritt mit 150 mM NaCl fC 1% - 10 %
2: Waschschritt mit 1 M NaCl caC 0.5 % _ 9%

3: Aquilibrierung mit 420 mM NaCl
4: Elution von GFP-Tet3

Abbildung 4.2: Aufreinigung der GFP-Tet3-beladenen Partikel. (A) Sattigung der mit der
katalytischen Domédne von Tetl (GFP-TetlCD) beladenen GFP-Partikel. RFU= relative
Fluoreszenzeinheit (relative fluorescence units) (B) Ein mit Coomassie gefarbtes 5%
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese-Gel ~ (SDS-PAGE) zeigt die erfolgreiche
Aufreinigung von GFP-TetlCD. (C) Gesamter Western Blot, der die Schritte der Aufreinigung des
kompletten Tet3-Enzyms (Tet3FL) mit einem Anti-GFP-Antikérper zur Detektion von GFP-Tet3 zeigt.
In den Waschfraktionen wurde kein GFP-Tet3 nachgewiesen, wohingegen in der Elutionsfraktion nur
GFP-Tet3 detektiert werden konnte. (D) Tet3 ist auf den GFP-Nanopartikeln aktiv. Die Tabelle zeigt
die Ergebnisse des in-vitro-Aktivitatstests von TetlCD als Positivkontrolle, ohne Tet als
Negativkontrolle und von Tet3FL in technischen Duplikaten.

Kontaminierende HEK293T-Proteine wurden durch ausgiebiges Waschen mit bis zu 1 M NacCl
entfernt. Um zu verifizieren, dass Tet3 trotz ausgiebigen Waschens noch an den Partikeln gebunden

war, wurden die Partikel nach den Waschschritten mit 200 mM Glycin (pH = 2.5) behandelt und ein
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Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese-Gel (SDS-PAGE) sowie ein Western Blot der
Fraktionen durchgefiihrt. Das Coomassie gefarbte SDS-PAGE-Gel in Abbildung 4.2B macht deutlich,
dass die Waschschritte kontaminierende Proteine erfolgreich entfernen und die anschliefende
Elution nur eine Bande fiir das GFP-Tet-Konstrukt enthalt. Abbildung 4.2C zeigt, dass dies zur Elution
eines mit einem Anti-GFP-Antikorper detektierten Proteins mit einem Molekulargewicht von etwa

220 kDa fiihrte. Diese Molekiilmasse wird fiir das GFP-Tet3-Fusionsprotein erwartet.

Als nachstes wurde getestet, ob die immobilisierten Tet3-Enzyme katalytisch aktiv sind. Hierzu
wurden die stringent gewaschenen Tet3-beladenen Partikel zu einer Oligonukleotidlésung gegeben.
Die Losung bestand aus Fe**, a-Ketoglutarat und Oligonukleotiden mit einem einzelnen mC im CpG-
Kontext in einer zentralen Position. Die erfolgreiche Oxidation der mC-Base in die oxidierten Formen
hmC, fC und caC wurde mit einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer, wie bereits beschrieben,
bestimmt."*®! Zum Vergleich wurde dasselbe Experiment mit der immobilisierten katalytischen
Domane von Tetl (Tet1CD) als Positivkontrolle durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente eine Probe
ohne Tet-Enzym. Wie in Abbildung 4.2D zu sehen, ist flir Tet1CD und auch die mit Tet3 beladenen
Partikel die Oxidation von mC in der DNA deutlich erkennbar. Fir die Negativkontrolle allerdings
nicht. TetlCD zeigt eine etwas hohere Aktivitat als Tet3. In beiden Ansdtzen konnten jedoch alle

Oxidationsprodukte mC, fC und caC massenspektrometrisch nachgewiesen werden.

Die mit Tet beladenen Partikel wurden daraufhin als Kéder verwendet, um nach interagierenden
Proteinen in Zellkernextrakten unterschiedlicher Zelltypen zu suchen. Diese Zielprotein-gesattigte Co-
IP-Methode ermdglicht nicht nur einen stabilen Vergleich zwischen unterschiedlichen Proben,

sondern auch die Analyse von Kéderproteinen mit geringer Abundanz.

Mit Hilfe dieser Methode wurden die Interaktome von Tetl, Tet3 sowie Tet3 ¢ in mESCs und NPCs
isoliert. Die Proben wurden anschlieRend mittels Massenspektrometrie und LFQ analysiert.®*® Vier
biologische Replikate wurden gemessen, um statistisch aussagekraftige Quantifizierungsdaten zu
erhalten. In den Experimenten wurden Partikel mit nicht fusioniertem GFP als Negativkontrolle
verwendet. Die statistische Analyse zeigt, dass diese Methode hdchst reproduzierbare Datensatze
liefert. Die Pearson-Korrelation in Abbildung 4.3A macht deutlich, dass die gewonnenen Daten eine
hohe Korrelation zwischen den Replikaten aufweisen. Die LFQ-Intensititen jeder Probe in
Abbildung 4.3B lassen die erwartete Verteilung erkennen. Die Hauptkomponentenanalyse (principle
component analysis, PCA) in Abbildung4.3C zeigt die erwartete Zusammenlagerung der

verschiedenen Tet-Co-IPs und GFP-Kontrollen in mESCs.
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Abbildung 4.3: Ubersicht iiber die Qualitit der gewonnenen Daten aus den Tet-gesittigten Co-
Immunprazipitationen (Co-IPs) in murinen embryonalen Stammzellen (mESCs). (A) Vergleich der
Intensitaten der markierungsfreien Quantifizierung (LFQ) der vier biologischen Replikate des Tetl-
Experiments mit sich selbst (rotes Viereck) sowie mit der GFP-Kontroll-Co-IP in einem Multi Scatter
Plot. Blaue Zahlen geben die Pearson-Korrelation an. (B) Histogramme zeigen die Anzahl der LFQ-
Intensitaten in den vier verschiedenen biologischen Replikaten der GFP-Kontroll- und Tet1-Co-IPs. (C)
Hauptkomponentenanalyse des gesamten Datensatzes der GFP- und Tet-gesattigten Co-IPs in mESCs.
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4.1.1.2. Ubersicht tiber die Tet-Interaktoren in mESCs und NPCs

Insgesamt wurden 1497 Proteine identifiziert, von denen 61 mit einem -log(zweifache ANOVA p-
Wert Interaktion)-Wert von >2 angereichert sind. Die in Abbildung4.4 dargestellte
Korrelationsanalyse der gewonnenen Daten zeigt individuelle Interaktome der einzelnen Tet-Enzyme

in den zwei untersuchten Zelltypen.

Eine in NPCs stark angereicherte und in mESCs abgereicherte, Zelltyp-spezifische Gruppe an
Proteinen ist in Abbildung 4.4 mit einer griinen Box markiert. Diese enthalt Proteine, welche in die
Expression von Genen und die Bindung von Nukleinsduren und Proteinen involviert sind (Tabelle 8.1).
Die genauere Analyse zeigt, dass die Kinase Camk2b angereichert ist. Ebenso wurde Suds3
identifiziert, das Teil des Sin3a-Komplexes ist. Dass Suds3 bereits als Interaktor von Tetl beschrieben

3% peststigt die gewonnenen Daten. Uberdies ist Hmgbl stark im NPC-Datensatz

wurde
angereichert. Dieses Protein ist in die Organisation der DNA und in die Regulation der Transkription
involviert. Hmgal ist ein weiteres transkriptionsregulierendes High-Mobility-Group-Protein, das in

NPCs im Gegensatz zu mESCs stark angereichert ist.

Eine flr mESCs Zelltyp-spezifische Haufung an Proteinen ist in Abbildung 4.4 mit einer cyanblauen
Box gekennzeichnet. Der mit dieser Auswahl am signifikantesten assoziierte Genontologie-Begriff fir
molekulare Funktion (GO MF) und zellulares Kompartment (GO CC) ist die Bindung von
Nukleinsduren im Nukleus (Tabelle 8.2). Zum Beispiel ist Nono ein starker Tet-Interaktor in mESCs im
Vergleich zu NPCs. Dieses Protein ist in die transkriptionelle Regulation involviert. Interessant ist
auch, dass Kpna3 besonders in mESCs angereichert ist, da es Kernlokalisierungssignal-Motive (nuclear
localization signal, NLS) bindet und somit im nukledren Proteinimport eine Rolle spielt. Des Weiteren

angereichert ist Rfc2, das mit der Replikation assoziiert ist.

Die Paralog-spezifischen Cluster sind im Vergleich zu den Zelltyp-spezifischen Clustern weniger
ausgepragt und zeigen nur in mESCs eine deutliche Trennung. Besonders interessant ist hierbei die
Beobachtung, dass in mESCs mit der Modifizierung des Chromatins assoziierte Proteine in den

"€ angereichert sind. Im Gegensatz dazu sind diese Proteine in den Co-IPs

Experimenten mit Tet3
mit Tetl abgereichert (violette Box in Abbildung 4.4, Tabelle 8.3). Bemerkenswert ist ebenso, dass
viele der angereicherten Interaktoren von Tet3 ™ bei der Umstrukturierung des Chromatins eine
Rolle spielen (Smarcb1, Wdr18, Ino80c, Kdm1a). AulRerdem ladsst das mit einer roten Box markierte
Cluster (Tabelle 8.4) vermuten, dass Tet3 weniger in die Genexpression involviert zu sein scheint als

Tetl und Tet3™¥C,
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Abbildung 4.4: Cluster-Analyse des gesamten Datensatzes der GFP-Tet-gesattigten Co-
Immunprazipitationen (Co-IPs) in murinen embryonalen Stammzellen (mESCs) und neuralen
Vorlduferzellen (NPCs). Das Korrelations-basierte Clustering wurde mit den log,-transformierten
Intensitaten der markierungsfreien Quantifizierung (LFQ), welche zuvor mit dem Reihenmittelwert
der GFP-Kontrolle subtrahiert wurden, durchgefiihrt. Der Farbgradient von Blau nach Rot zeigt die
Zunahme der Anreicherung, die durch eine zweifache Varianzanalyse (ANOVA) ermittelt wurde
(-log(zweifache ANOVA p-Wert Interaktion) > 2). Eine Auswahl an Genontologie(GO)-Begriffen ist
gegeben (BP = biologischer Prozess, CC = zellulares Kompartiment, MF = molekulare Funktion).
71



4. Ergebnisse und Diskussion

4.1.1.3. Das Interaktom von Tet1, Tet3 und Tet3 “*“ in mESCs

Eine detaillierte Analyse der individuellen Interaktionspartner der verschiedenen Tet-Enzyme in

mESCs ist in Abbildung 4.5 gezeigt.
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Abbildung 4.5: Ubersicht iiber die Interaktionspartner von Tetl, Tet3 und Tet3“*¢ in murinen
embryonalen Stammzellen (mESCs). (A-C) Volcano Plots der gesattigten Co-Immunprazipitationen
(Co-IPs) mit Tet1, Tet3 und Tet3*“*“ in mESCs zeigen die angereicherten, interagierenden Proteine im
Vergleich zur Kontrolle mit GFP. (D) Das Venn-Diagramm stellt die unterschiedlichen und
gemeinsamen Interaktoren von Tetl, Tet3 und Tet3™ ™ in mESCs dar.

Das Tetl-Interaktom in mESCs, das in Abbildung 4.5A dargestellt ist, lasst 22 angereicherte Proteine
erkennen. Zwolf davon binden nur an Tetl, wie in Abbildung 4.5D deutlich zu erkennen ist. Zwei
dieser identifizierten Interaktoren sind in die Regulation der Transkription in Kombination mit der
Umstrukturierung des Chromatins involviert (Hmgn2, Smarcc2). Drei der angereicherten Proteine

haben Funktionen in der Initiation der Transkription und in der Regulation der Zelldifferenzierung

(Hmgal, Edf1l, Tafl5). In Bezug auf die spezifischen Tetl-Interaktionspartner ist besonders die
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Anreicherung von Hmgn2 interessant, da dieses Protein offene Chromatinstrukturen stabilisiert.
Aullerdem wurde das Protein Alyref (Gm6763) als spezifischer Interaktor von Tetl identifiziert.
Dieses Protein ist Teil des TREX-Komplexes, der mRNA-Transkription mit mRNA-Prozessierung und
nukledrem Export verknlpft. Andere Komponenten dieses Komplexes sind Chtop und Ddx39b, die
mit allen untersuchten Tet-Enzymen in mESCs interagieren. Skpl, das sich in den Interaktomen von
Tetl und Tet3™“ findet, ist Teil des SCF-Ubiquitin-Ligase-Komplexes. Dieser Komplex vermittelt die
Ubiquitinierung von Proteinen, welche in die Transkription und Signaltransduktion sowie in den
Zellzyklusablauf involviert sind. Zusammengefasst deuten die Daten darauf hin, dass Tetl eine Rolle

in der Regulation der Transkription spielt.2?”!

Als nichstes wurden die Interaktionspartner von Tet3™ ™ untersucht, die in Abbildung 4.5C

dargestellt sind. Da bekannt ist, dass die CXXC-Domédne die Bindung von CpG-enthaltender DNA

(398, 213] -CXXC
t,

vermittel sollte durch die Analyse des Tet3™""-Interaktoms die Moglichkeit ausgeschlossen

werden, dass die CXXC-Domdane allgemein DNA-bindende Proteine prazipitiert, welche nicht

CXXC

spezifisch Tet3 binden. Bei dem Vergleich der Interaktionspartner von Tet3 und Tet3™"" stellte sich

hierbei heraus, dass mehr Proteine und insbesondere eine groRere Anzahl DNA-bindender Proteine

in den Co-IPs mit Tet3 ¢

angereichert sind. Diese Beobachtung lasst darauf schlieRen, dass die DNA-
bindende Fahigkeit der CXXC-Domane nicht die experimentellen Ergebnisse verfalscht. AuRerdem
wurden die Proben mit einer Nuklease behandelt, um etwaige Interaktionen liber gebundene DNA

auszuschlieRen.

Insgesamt wurden zwolf Proteine detektiert, die Tet3 sowie Tet3™ ™€ binden, wihrend 24 Proteine

CXXC CXXC

spezifisch fur Tet3" angereichert sind. Einige dieser exklusiven Tet3™""-Interaktoren sind
transkriptionelle Repressoren (Znf706, Eno1, Hdgf). Uberdies sind viele der identifizierten Proteine in
die Umstrukturierung des Chromatins involviert (Kdm1la, Hdac2, Dmap1, Meaf6, Mrgbp, Ino80c,

Rbbp5, Rbbp7). Die Daten zeigen, dass von allen untersuchten Tet-Enzymen Tet3<*¢

speziell
Proteine rekrutiert, welche mit Histonen interagieren, DNA modifizieren und Interaktoren von
Histonmodifikationen sind. Diese Beobachtung wird von einer GO-Analyse unterstiitzt, die
Genexpression (p-Wert =5.4 - 10™) und Chromatinmodifikation (p-Wert =5.1-10") als signifikant

angereicherte biologische Prozesse aufzeigt.

In den Abbildungen 4.5B und D deutlich zu erkennen, weist das Interaktom von Tet3 in mESCs etwas
mehr Proteine auf als das von Tetl. Neun Tet3-Interaktoren wurden bereits im Tetl-Interaktom
identifiziert, wahrend 19 weitere Interaktionspartner fir Tet3 entdeckt wurden. Interessant ist
hierbei die Entdeckung des Pluripotenz- und Transkriptionsfaktors Sox2 als spezifischer Interaktor

von Tet3.B% Pluripotenzfaktoren, welche bereits als Interaktionspartner der Tet-Enzyme bekannt
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waren, sind Nanog und Oct4.? %9 yion diesen konnte Oct4 als schwacher Interaktor von Tet3
bestatigt werden (log,(GFP-Tet3/GFP) =2.5; -log(p-Wert) =1.1). Weitere Tet3-Interaktionspartner
sind Ywhag, ein Phosphopeptid-bindendes regulatorisches Adaptorprotein, sowie Csnk2al, die
katalytische Untereinheit eines Serin/Threonin-Protein-Kinase-Komplexes. Diese Proteine weisen auf
eine mogliche Regulierung durch Phosphorylierung hin. Die Colokalisation zwischen Tet3 und Ywhag
konnte zudem durch eine ICC bestatigt werden (Abbildung 4.6). Die colokalisierte Pixelkarte zeigt
Uberlappende Signale zweier unterschiedlicher Antikdrper von Grau zu WeiB. Ein weifler Punkt
kennzeichnet eine klare Colokalisation, da die Signale beider Antikorper an dieser Stelle sehr stark

sind.

Hoechst
33342

Colokalisierte
Pixelkarte

Tet Interaktor Uberlagert

mESC

Abbildung 4.6: Colokalisierung von Tetl und Ywhag in murinen embryonalen Stammzellen
(mESCs). Immuncytochemie in Kombination mit Fluoreszenzmikroskopie bestatigt die Interaktion
zwischen Tet1 und Ywhag in mESCs (Imagel 2.0.0, Colocalization Threshold).

Im Tet3-Interaktom in mESCs dominieren Proteine, die in die Regulation der Transkription (Mta3,
Btf3, Sox2, Nono) und Replikation (Rfcl, Rfc2, Orc6) involviert sind. Des Weiteren konnten das
Histon-bindende Protein Rbbp7 zusammen mit Glyrl, das Chromatinmodifikationen bindet, als Tet3-
Interaktoren identifiziert werden. Diese Daten deuten darauf hin, dass Tet3 eine hohere Tendenz zur

Interaktion mit Chromatin-assoziierten Proteinen hat als Tet1.

Interessanterweise wurde Chtop als Interaktor aller untersuchten Tet-Enzyme nachgewiesen. Diese
Beobachtung unterstiitzt die kirzliche Entdeckung, dass hmC den Chtop-Methylosom-Komplex

rekrutiert, um die Transkription zu initiieren. 0%
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4.1.1.4. Vergleich des Interaktoms von Tet1 in TKO-Zellen und mESCs

Schwache Interaktionen kdénnen moglicherweise nicht detektiert werden, wenn die exogenen,
Partikel-gebundenen Proteine mit endogen produzierten Tet-Proteinen konkurrieren. Aus diesem
Grund wurde das Experiment mit Tetl in TKO-Zellen wiederholt. Wirden Proteine im Tetl-
Interaktom der TKO-Zellen auftauchen, die mit der GFP-Tet-gesattigten Co-IP in mESCs nicht
identifiziert wurden, ware dies ein Anzeichen dafir, dass die exogenen Tet-Kdder nicht in der Lage
sind, existierende Komplexe zu trennen. Die Ergebnisse dieses Experiments, die in Abbildung 4.7
dargestellt sind, zeigten allerdings keine groRen Unterschiede zwischen dem Tetl-Interaktom der
TKO-Zellen im Vergleich zu den Daten aus den mESCs, da sie nicht getrennt voneinander clustern. Die
GFP-Co-IPs aus TKO- und WT-Zellen hingegen zeigen leichte Unterschiede, weswegen die Daten aus
den unterschiedlichen Zelltypen getrennte Cluster bilden. Folglich kann davon ausgegangen werden,

dass die Tet-Koder die Interaktionsprofile korrekt darstellen.
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Abbildung 4.7: Die GFP-Tet-gesittigte Co-Immunprazipitation (Co-IP) wird nicht durch
konkurrierende, endogene Tet-Enzyme verfilscht. Die Cluster-Heatmap vergleicht die Triplikate der
Tet1-Co-IP und der GFP-Kontrolle in Wildtyp (wt) und Tet1-3 dreifach ausgeschalteten (TKO) murinen
embryonalen Stammzellen. Die Cluster-Analyse gruppiert die Proteine der verschiedenen Co-IPs
anhand ihrer Intensitdten der markierungsfreien Quantifizierung (LFQ), welche durch einen
Farbgradienten dargestellt sind.
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4.1.1.5. Das Interaktom von Tet3 und Tet3 ¢ in NPCs

Es ist zu erwarten, dass sich die Interaktionsprofile im Laufe der Differenzierung dndern. Um diesen
Prozess zu untersuchen, wurden NPCs analysiert, die im Vergleich zu mESCs differenzierter sind. Da
Tet3 und Tet3®C die dominierenden Isoformen in diesen Zellen sind®®®!, wurden fiir diese Studie die
Interaktome dieser beiden Tet-Enzyme bestimmt. Die Ergebnisse der Analyse sind in Abbildungen

4.8A und B zusammengefasst.
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Abbildung 4.8: Ubersicht iiber die Interaktionspartner von Tet3 und Tet3”*“ in neuralen
Vorlduferzellen (NPCs). (A-C) Volcano Plots der gesattigten Co-lmmunprazipitationen (Co-IPs) mit
Tet3 und Tet3 ™ in NPCs zeigen die angereicherten, interagierenden Proteine im Vergleich zur
Kontrolle mit GFP (sO =2; False Discovery Rate (FDR)=0.05). (D) Das Venn-Diagramm stellt die
unterschiedlichen und gemeinsamen Interaktoren von Tet3 und Tet3™“* in NPCs dar.

In Abbildung 4.8C ist deutlich zu erkennen, dass erneut mehr Interaktionspartner fir Tet3“*¢ im
Vergleich zu Tet3 entdeckt werden konnten. Diese Beobachtung lasst sich moéglicherweise durch die

CXXC

Tatsache erkldren, dass Tet3" in neuronalen Zellen abundanter ist als Tet3.”® Unter den

Proteinen, die beide Tet3-Isoformen binden, sind die High-Mobility-Group-Proteine (Hmgn1l, Hmgn2,
Hmgb1) besonders abundant. Diese Proteine verdandern die Zuganglichkeit des DNA-Duplexes im
Chromatin. Einer der Interaktoren von Tet3 ist Lgalsl, das in die Regulation der Apoptose,
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Proliferation und Differenzierung involviert ist. Ein weiteres angereichertes Protein ist Subl, ein
allgemeiner Coaktivator, der mit TATA-Box-bindenden-Protein-assoziierten Faktoren (TATA-box
binding Protein Associated factors, TAFs) als Vermittler zwischen Aktivatoren und der

Transkriptionsmaschinerie kooperiert.

Sieben der neun Proteine, die im Tet3-Datensatz angereichert sind, interagieren ebenfalls mit
Tet3“*C. Ein spezifischer Interaktor von Tet3™ ¢ ist Dnmtl, die fur die Erhaltung der DNA-
Methylierung verantwortlich ist. Zudem ist interessant, dass Dnmt1 zu den Proteinen gehort, die eine
CXXC-Doméne enthalten. Ein zusatzliches Protein, das Tet3 “* bindet ist Rec, das die Kondensation

-CXXC

des Chromosoms reguliert. Weitere Tet3""-Interaktionspartner sind Ogt, Hdacl, Rbbp7, Hmgb2,
Wdr82 und Suptl6, die alle in die Organisation des Chromatins und die Modifizierung des
Nukleosoms involviert sind. Beachtenswert ist, dass Ogt im Datensatz vorhanden ist. Da dieses Enzym
ein bekannter Interaktor der Tet-Enzyme ist®" 28 pestitigt dies erneut die generierten Daten. Die
Tet3'CXXC-Interaktionspartner beinhalten auRerdem Proteine wie Rfcl, Tceb3 und Nfia, welche in die
Regulation der DNA-Transkription und die Replikation involviert sind. Ferner konnte Enol detektiert
werden, das als myc-Promoter-bindender Transkriptionsrepressor agiert. Ein weiterer Interaktor von
Tet3 ™€ ist Eif5a, das die Apoptose reguliert. Dieses Protein spielt vermutlich eine wichtige Rolle in

CXXC

der Entwicklung des Gehirns und kdnnte auf diese Weise Tet3™"" mit der neuronalen Entwicklung in

Verbindung bringen.25% 24

4.1.1.6. Vergleich der Interaktion von Chromatin-modifizierenden Proteinkomplexen mit Tetl, Tet3

und Tet3 ¢

Um generelle Trends in den Daten zu entdecken, wurden die statistisch angereicherten Interaktoren

von Tetl, Tet3 und Tet3 ¢

mit Hilfe von Volcano Plots analysiert. Da die meisten
Interaktionspartner mit der Modifizierung des Chromatins assoziiert sind, wurde der Fokus hierbei
insbesondere auf Proteinkomplexe gerichtet, die in die Umstrukturierung des Chromatins involviert
sind, wie NuA4, SWI/SNF, NuRD, FACT und PTW/PP1. Tabelle 8.5 fasst diese Proteine und ihre
Anreicherung in den Datensidtzen zusammen. Abbildungen 4.9A und B illustrieren die

Zusammenhinge basierend auf den Daten aus Tabelle 8.5 und 8.6. Proteine, die eine starke

Interaktion zeigen (mehr als zweifach angereichert mit einem p-Wert < 0.05), sind farblich markiert.
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Abbildung 4.9: Chromatin-modifizierende Proteinkomplexe interagieren mit den Tet-Enzymen. (A-
B) Mit Tetl, Tet3 und Tet3 ™ assoziierte Chromatin-modifizierende Proteinkomplexe in murinen
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embryonalen Stammzellen (mESCs) (A) und neuralen Vorlduferzellen (NPCs) (B). Farblich markierte
Proteine haben einen p-Wert <0.05 und sind mehr als zweifach angereichert. (C) Boxplot der auf
Tetl, Tet3 und Tet3 ¢ normalisierten log,(GFP-Tet/GFP)-Werte der signifikant angereicherten
Proteinkomplexe aus (A). (D) Liste der Tet-Interaktoren, die bereits identifiziert wurden, 216 39, 402] (E)
Tet3 wurde in den reversen Co-Immunprazipitations-Experimenten mit Suptl6 und Ppplcc
identifiziert (+). Die Intensitaten der markierungsfreien Quantifizierung (LFQ) sowie die Zahl der
eindeutigen Peptide von Tet3 sind angegeben. (F) Immuncytochemie-Experimente zeigen die
Colokalisation von Ppplcc und Tet3 in mESCs sowie von Suptl6 und Tet3 in NPCs (Imagel 2.0.0,
Colocalization Threshold). (G) Proximity Ligation Assay (PLA) von GFP-Tet3 und Ppplcc in mESCs.
Griine Signale reprasentieren GFP-Tet3, wahrend rote Signale die Interaktion zwischen Tet3 und
Ppplcc aufzeigen.

Diese Analyse bestdtigt, dass Tetl nur schwach mit Chromatin-modifizierenden Komplexen
interagiert. Nur wenige Interaktionen mit dem Chromatin-modifizierenden SWI/SNF-Komplex
(Smarccl, Smarcc2, Smarcdl), dem NuA4-Histon-Acetylase-Komplex (Ruvbl2), dem PTW/PP1-

Komplex (Ppplca) und dem NuRD-Deacetylase-Komplex (Rbbp4, Mbd3) konnten beobachtet werden.

Im Gegensatz zu Tetl, zeigen die Daten eine statistisch hochsignifikante Anreicherung von
Chromatin-modifizierenden Komplexen fiir Tet3 (t-Test p-Wert=0.0096 fir Tet3 und t-Test p-
Wert = 0.0004 fiir Tet3™ ). Abbildung 4.9C veranschaulicht die Daten von Tet1, Tet3 und Tet3 “*“in
einem Boxplot. Der erkennbare Unterschied zwischen Tetl und Tet3 beziehungsweise Tet3 ¢
bekraftigt die Idee, dass Tet3 an stark chromatinisierter DNA arbeitet. Besonders starke Tet3-
Interaktionen wurden mit Aridla des SWI/SNF-Komplexes, Dmap1 und Ruvbl2 des NuA4-Komplexes,
Wdr82, Ppplca und Ppplcc des PTW/PP1Komplexes sowie Mta3 und Rbbp7 des NuRD-Komplexes
festgestellt. Eine noch stdrkere Korrelation mit Chromatin-modifizierenden Komplexen ist fir
Tet3 ™ vorhanden. Da diese zudem den FACT-Komplex mit einschlieRt, lasst sich vermuten, dass

CXXC

Tet3 und besonders Tet3" an starker chromatinisierter DNA aktiv sind.

Die meisten Komponenten des NuRD-Komplexes wurden bereits als Tet-Interaktoren entdeckt. Eine
Ubersicht Uber diese interagierenden Proteine ist in Abbildung 4.9D gegeben. Diese nachgewiesenen

Interaktionspartner bekraftigen demzufolge die gewonnenen Daten aus der Tet-gesattigten Co-IP.

Der Zusammenhang zwischen Tet3 und dem PTW/PP1-Komplex ist besonders interessant, da er aus
zahlreichen Phosphatasen der Pppl-Familie besteht, die in die Regulation der Tet-Enzyme involviert
sein konnten.®*! zur Validierung der Interaktion von Tet3 mit dem PTW/PP1-Komplex wurde eine
reverse Co-IP mit einem Antikdrper gegen Ppplcc durchgefiihrt. Abbildung 4.9E zeigt, dass Tet3 mit
13 eindeutigen Peptiden tatsachlich in dem Datensatz der Ppplcc-Co-IP identifiziert wurde. Die
Colokalisation von Tet3 und Ppplcc wurde des Weiteren mittels ICC und Fluoreszenzmikroskopie

bestatigt, wie in Abbildung 4.9F zu sehen. Um die physikalische Interaktion zwischen Tet3 und
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Ppplcc zu untersuchen, wurde zudem ein PLA mit gegen Tet3 beziehungsweise Ppplcc gerichteten
Antikorpern in mESCs durchgefiihrt. Die konfokale Analyse des Experiments, welche in
Abbildung 4.9G dargestellt ist, zeigt ein starkes Colokalisationssignal und bestatigt somit die direkte

Interaktion von Tet3 mit Ppplcc.

Interessant sind auch die Daten fir Tet3 und Tet3 ™ in NPCs. Hier wurde eine starke Interaktion mit

den Komponenten des FACT-Komplexes, Suptl6 und Ssrpl entdeckt. Dieser Proteinkomplex ist
essentiell fir die produktive Transkription von chromatinisierter DNA durch die RNA-Polymerase Il in
nicht endgiiltig differenzierten Zellen."*® Diese Interaktion unterstitzt daher die Hypothese, dass die

-CXXC

Funktion von Tet3 und Tet3 ist, an chromatinisierter DNA zu arbeiten. Um die Tet3-FACT-
Interaktion zu validieren, wurde eine ICC in NPCs und eine reverse Co-IP mit einem Antikérper gegen
Suptl6 durchgefiihrt. Die Ergebnisse in Abbildung4.9E und F bestdtigen Suptl6 als

Interaktionspartner von Tet3.

4.1.1.7. Lokalisation von Tet3 im Heterochromatin

Zur weiteren Untersuchung der Assoziation von Tet3 mit heterochromatinisierter DNA, wurde I1CC
und Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt, um die Lokalisation von Tetl und Tet3 im
Heterochromatin  ndher zu bestimmen. Hierzu wurde ein Antikbrper gegen den
Heterochromatinmarker H3K9me3 verwendet, um Heterochromatinbereiche im Zellkern zu
lokalisieren. Zur Lokalisation der verschiedenen Tet-Enzyme wurde ein zweiter Antikérper entweder
gegen Tetl oder Tet3 genutzt. Die Ergebnisse der Lokalisationsstudien sind in Abbildung 4.10
zusammengefasst. Deutlich zu erkennen ist, dass Tet3 im Gegensatz zu Tetl tatsachlich mit dem

Heterochromatinmarker H3K9me3 colokalisiert.
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Abbildung 4.10: Tet3 colokalisiert mit dem Heterochromatinmarker H3K9me3 im Zellkern von
murinen embryonalen Stammzellen (mESCs). Die Zellen wurden mit Anti-H3K9me3-Antikdrpern
(rot) und jeweils Anti-Tet1-Antikorpern (griin) oder Anti-Tet3-Antikérpern (griin) behandelt. Zum
Anfarben der DNA wurde 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) verwendet. Die Negativkontrolle wurde
nur mit sekundaren Antikérpern durchgefiihrt. Alle Aufnahmen wurden mit denselben Einstellungen
aufgenommen.

4.1.1.8. Diskussion

Die Affinitatsproteomik-Daten lassen individuelle, Zelltyp- und Paralog-spezifische Interaktome fir
Tetl, Tet3 und Tet3 ™ erkennen. Bemerkenswert ist, dass zahlreiche Interaktoren identifiziert
wurden, welche in die Erkennung und den Transfer von Phosphatgruppen involviert sind. Indem
Phosphatgruppen hinzugefiigt (Kinasen Camk2b und Csnk2al), entfernt (Phosphatasen Ppplcc und
Ppplca) oder beschiitzt (Ywhag) werden, konnte die Aktivitdt der Tet-Enzyme reguliert werden. Ein
weiterer interessanter Interaktor ist Dnmtl, die den Methylierungszustand nach der Replikation
aufrechterhalt. Da diese Interaktion einen Weg darstellen kdnnte, nicht nur den Methylierungs-,
sondern auch den Hydroxymethylierungsstatus der DNA zu vererben, sind weitere Experimente
erforderlich, um eine funktionelle Interaktion in vivo zu bestdtigen. Eine Interaktion zwischen
Tet3 ™ und der CXXC-Domane enthaltenden Dnmtl kdnnte auRerdem maglicherweise einen Ersatz

fur die fehlende CXXC-Domine von Tet3 ¢ darstellen.
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Des Weiteren konnten die Daten zeigen, dass das Tet3-Interaktom von Proteinen dominiert wird,
welche die Chromatinstruktur und DNA-Zugdnglichkeit in einer chromatinisierten Umgebung
regulieren. Zu dieser Beobachtung passt eine Studie, die Tet3 ebenfalls in Zusammenhang mit der
Chromatinzuganglichkeit in B-Zellen bringt.**" Zudem lassen die Daten vermuten, dass Tetl an DNA
arbeitet, die in einer offenen, aktiven Chromatinstruktur vorliegt, um die hmC-Level
aufrechtzuerhalten.?®” Diese Hypothese ist in Einklang mit der dominierenden Produktion von Tetl
in MESCs, wo das Genom als nur locker chromatinisiert beschrieben wird."***°! Wihrend des
Differenzierungsprozesses, der sowohl die Aktivierung als auch die Stilllegung von Genen involviert,
ist Tet3 hochreguliert.[26® 408 208 118 267 1 (jhareinstimmung mit diesem Expressionsprofil, konnte
nachgewiesen werden, dass Tet3 stark mit Chromatin-modifizierenden Faktoren (SWI/SNF), Histon-
modifizierenden Komplexen (NuRD, NuA4) und Proteinen des PTW/PP1-Komplexes interagiert. Alle
diese Proteinkomplexe regulieren die Chromatinstruktur und DNA-Zuganglichkeit. Obwohl ein paar
dieser Interaktionen auch mit Tetl beobachtet wurden, sind sie flr Tet3 signifikant starker (t-Test p-
Wert < 0.01). Eine Hochregulierung von Tet3 wahrend der Stammzellentwicklung findet hier eine
Erklarung, da diese Interaktionen einen Zugang zu stadrker chromatinisierten Genombereichen
ermoglichen kénnen. Die Idee, dass Tet3 an chromatinisierter DNA aktiv ist, wurde letztendlich durch
ICC und Fluoreszenzmikroskopie gestitzt. Diese Experimente zeigten, dass Tet3 mit dem
Heterochromatinmarker H3K9me3 colokalisiert. In Ubereinstimmung mit dieser Feststellung,

XX mit Supt16 und Ssrpl nachweisen.

konnten die NPC-Daten eine Interaktion von Tet3 und Tet3’
Diese beiden Proteine bilden den FACT-Komplex, der fiir die Transkription von chromatinisierter DNA
bendtigt wird. Die Daten unterstiitzen daher die Hypothese, dass Tet3 und Tet3 ¢ fiir die

Produktion von hmC in transkribierten Genkérpern verantwortlich sind.26® 4%

Autorenbeitrige

Die Experimente und die Datenanalyse wurden zusammen mit Franziska Traube durchgefiihrt. Die
Fluoreszenzmikroskopie wurde mit Hilfe von Victoria Splith und Stylianos Michalakis ausgefiihrt. Edris
Parsa fiihrte die Tet-Aktivitatstests durch. David Eisen, Michael Stadlmeier und Benjamin Hackner
halfen bei der massenspektrometrischen Analyse. Die Zellkultur-Experimente wurden zusammen mit
Angie Kirchner durchgefiihrt. Markus Miller, Fabio Spada und Stylianos Michalakis halfen, die
Ergebnisse zu diskutieren und zu interpretieren. Fabio Spada stellte die NPCs zur Verfligung. Jiirgen
Cox half bei der statistischen Analyse der Daten. Thomas Carell entwickelte und betreute die Studie
und interpretierte die Daten. Das Manuskript wurde zusammen mit Franziska Traube, Fabio Spada

und Thomas Carell geschrieben.
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4.1.2. Ein Netzwerk metabolischer Enzyme kontrolliert die Tet3-Aktivitdt im Gehirn

Bisher wurden die hochsten hmC-Level im erwachsenen Gehirn gemessen.”” 3 ! Hier wurde
gezeigt, dass hmC die Transkription beeinflusst® 8 % 3% 90 ynq die hmC-Level durch neurale
Aktivitat dynamisch reguliert werden.”*®? Daher sollten in dieser Studie die Interaktionspartner der
Tet-Enzyme im Gehirn von Mausen analysiert werden. In Kapitel 1.2.6 wurde bereits beschrieben,
dass Tet3 und Tet3 ¢ die dominierenden Tet-Proteine in differenziertem Gewebe, einschlieBlich
CXXC

des Gehirns, sind.[26% 208 265267, 2491 A5 diesem Grund wurden die Interaktome von Tet3 und Tet3"

im Gehirn von Mausen untersucht.

Die durch die Tet-Enzyme katalysierte Oxidation von mC bendétigt a-Ketoglutarat als Cosubstrat,
welches zu Succinat und CO, konvertiert wird.?* *”* Diese strikte Abhingigkeit von a-Ketoglutarat
generiert ein ungeldstes Versorgungsproblem. a-Ketoglutarat wird typischerweise in den
Mitochondrien hergestellt und es ist unklar, wie es die Tet-Enzyme im Zellkern erreicht. Da gezeigt
werden konnte, dass die Verfiigbarkeit von a-Ketoglutarat ratenbestimmend in verschiedenen
Geweben und in mESCs ist, konnte die Kontrolle der a-Ketoglutarat-Versorgung eine Moglichkeit zur

Regulierung der Tet-Aktivitat darstellen. % 3%

Um Informationen Uber die Tet3-Interaktionspartner im Gehirngewebe zu erlangen, wurden
Affinitatsproteomik-Studien durchgefiihrt. Bei der Analyse des Interaktoms wurde insbesondere nach
Enzymen gesucht, welche in der Biosynthese von a-Ketoglutarat involviert sind. Auf diese Weise
sollten Tet3-Interaktoren gefunden werden, die helfen konnen, Tet3 mit o-Ketoglutarat zu
versorgen. Flr das Experiment wurde die bereits in Kapitel 4.1.1.1. beschriebene Tet-gesattigte Co-
IP-Methode angewendet. Mit Tet3 oder Tet3“*“-beladene Partikel wurden hierbei als Koder
verwendet, um nach interagierenden Proteinen in Zellkernextrakten des gesamten Gehirns
erwachsener Mause zu fischen. Die Proben wurden mittels Massenspektrometrie und LFQ

.5 Vier biologische Replikate wurden gemessen, um statistisch aussagekraftige

analysier
Quantifizierungsdaten zu erhalten. In den Experimenten wurden Partikel mit nicht fusioniertem GFP
als Negativkontrolle verwendet. Die statistische Analyse der Daten zeigt, dass diese Methode héchst
reproduzierbare Datensdtze liefert. Die Pearson-Korrelation in Abbildung 4.11A zeigt, dass die
gewonnenen Daten eine hohe Korrelation zwischen den Replikaten aufweisen. Die Intensitatsprofile

in Abbildung 4.11B lassen die erwartete Datenverteilung zwischen den Proben erkennen.
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Abbildung 4.11: Ubersicht iiber die Qualitit der gewonnenen Daten aus den Tet-gesittigten Co-
Immunprazipitationen (Co-IPs) im Gehirn von Mausen. (A) Vergleich der Intensititen der
markierungsfreien Quantifizierung (LFQ) der vier biologischen Replikate des Tet3-Experiments mit
sich selbst (rotes Viereck) sowie mit den GFP- und Tet3 “*“-Co-IPs in einem Multi Scatter Plot. Blaue
Zahlen geben die Pearson-Korrelation an. (B) Histogramme zeigen die Anzahl der LFQ-Intensitaten im
Datensatz.
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4.1.2.1. Tet3 interagiert mit metabolischen Enzymen

Die auf diese Weise gewonnen Daten, welche in Abbildung 4.12 zusammengefasst sind, zeigen eine

Vielzahl interessanter Interaktoren wie Pura, Ubal, Uchll und Mark1-3.
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Abbildung 4.12: Volcano Plots der Co-iImmunprazipitationen mit Tet3 und Tet3"

Log,(GFP-Tet3-CXXC / GFP)

CXXC

im Vergleich zur

GFP-Kontrolle im erwachsenen Gehirn von Mausen (sO = 2; False Discovery Rate (FDR) = 0.05).
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Besonders aufschlussreich ist die Detektion des bereits in Kapitel 4.1.1. identifizierten und bekannten
Tet-Interaktors Ogt.”®® Diese Beobachtung stellt eine Validierung der generierten Daten dar.
Ubereinstimmend mit fritheren Studien™®® wurden auch strukturelle und extrazellulire

Matrixproteine aufgrund ihrer Abundanz in den histologisch heterogenen Gehirnproben identifiziert.

Abbildung 4.13A zeigt die Volcano Plots der Tet3- und Tet3“*“Interaktome fokussiert auf
Interaktionspartner, die in der Lage sind, a-Ketoglutarat bereitzustellen. Hierbei wurden Proteine des
Citratzyklus im Datensatz entdeckt. Die auf diese Weise identifizierten Enzyme Malatdehydrogenase
(Mdh1/2), Citratsynthase (Cs) und Aconitase (Aco2) sind alle in der Biosynthese von a-Ketoglutarat
aus Malat involviert. Wie in Abbildung 4.13B zu sehen, fehlt im Datensatz liberraschenderweise das
Protein Isocitratdehydrogenase (Idh). Dieses Enzym wird fir die Umwandlung von lsocitrat in
a-Ketoglutarat bendétigt. Die Proteomik-Daten zeigen auBerdem eine potentielle Assoziation von
Tet3 mit den zwei Glutamat-Oxaloacetat-Transaminasen (Gotl und Got2), welche Aspartat in
Oxaloacetat umwandeln. Sind diese identifizierten Proteine tatsachlich in der Gegenwart von Tet3
katalytisch aktiv, so wiirde dies folglich zu einer erhéhten lokalen Konzentration von Isocitrat in der

N&he von Tet3 fuhren (Abbildung 4.13B).

Zusatzlich konnte in dem Datensatz Uberraschenderweise das Enzym Glutamatdehydrogenase
(Glud1) als potentieller Tet3-Interaktor entdeckt werden. Da Gludl Glutamat zu a-Ketoglutarat
desaminiert, konnte diese Interaktion eine direkte, Citratzyklus-unabhdngige o-Ketoglutarat-
Versorgung darstellen. Glutamat ist eine abundante Aminosdure und gleichzeitig ein Vermittler
stimulierender Signale im zentralen Nervensystem von Wirbeltieren."' Die Interaktion von Tet3 mit
Glud1 kénnte daher eine mogliche Verbindung zwischen neuraler Aktivitat und der Oxidation von mC

zu hmC sein.®&2
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Abbildung 4.13: Tet3 interagiert mit Gludl, Got1/2 und Citratzyklusproteinen im Gehirn von
Mausen. (A) Diese metabolischen Enzyme sowie der bekannte Tet-Interaktor Ogt sind in den Volcano
Plots der Co-lmmunprézipitationen (Co-IPs) mit Tet3 und Tet3 ¢ im erwachsenen Gehirn von
Mausen in rot beziehungsweise in schwarz markiert (sO = 2; False Discovery Rate (FDR) =0.05). (B)
Der Citratzyklus mit den Tet3-interagierenden Proteinen in rot markiert. Aco2 = Aconitase 2;
Cs = Citratsynthase; Glud1 = Glutamatdehydrogenase 1; Gotl1/2 = Glutamatoxaloacetattrans-
aminasen; ldh = Isocitratdehydrogenase; Mdh = Malatdehydrogenase. (C) Western Blots der Tet3-
gesattigten Co-IPs unter Verwendung von Antikérpern gegen Aco2 und Glud. Die GFP-Co-IP dient als
Negativkontrolle, das Gehirnlysat als Positivkontrolle.
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4.1.2.2. Nachweis der Interaktionen und Lokalisation der Interaktoren

Zur Validierung der beobachteten Interaktionen, wurden Antikérper gegen Aco2 und Gludl
verwendet, um deren Vorhandensein auf den Tet3-beladenen Partikeln zu bestatigen. Hierzu wurden
Western Blots durchgefiihrt, die in Abbildung 8.1A dargestellt sind. Abbildung 4.13C zeigt Ausschnitte
aus diesen Western Blots, in denen die Banden der beiden Proteine deutlich in den Co-IPs mit GFP-
Tet3 erkennbar sind. Als Positivkontrolle wurde Gehirnlysat und als Negativkontrolle die Co-IP mit
GFP verwendet. Wie zu erwarten, konnte GFP nur in der Negativkontrolle und die beiden Enzyme
Aco2 und Gludl nur in der Positivkontrolle und in der GFP-Tet3-Co-IP detektiert werden. Folglich
konnte nachgewiesen werden, dass Aco2 und Glud1 spezifisch in der Co-IP mit GFP-Tet3 angereichert

sind.

Als nachstes wurde eine Co-IP von endogenem Tet3 mit Hilfe eines Anti-Tet3-Antikérpers unter

Verwendung von Zellkernextrakt aus dem Gehirn erwachsener Mause durchgefiihrt. Die Spezifitat

[265]

des Antikorpers gegen Tet3 wurde durch vorherige Studien und einen Western Blot bestatigt. Das

Ergebnis des Western Blots ist in Abbildung 4.14A und Abbildung 8.1B dargestellt.

A endogene Co-IP Positivkontrollen B endogene Co-IP Positivkontrolle
Anti- Anti- Gehirn-  GFP- Anti- Anti- Gehirn-
Ziege Tet3 lysat  Tet3 Ziege Tet3 lysat
Tet3 Glud
e e u
a—
Aco2 -
C Interaktor Glud1 Aco2 Cs Got2 Mdh2
t-Test

Tet3-Co-IP vs. Kontroll-Co-IP (n=4)  0.0001 0.0398 0.0398 0.0102 0.0353

Abbildung 4.14: Validierung der Tet3-Interaktoren mittels Co-Immunprazipitation (Co-IP). (A) Der
Western Blot zeigt die Spezifitdt des Anti-Tet3-Antikorpers. (B) Der Western Blot der endogenen
Tet3-Co-IP weist Glutamatdehydrogenase (Glud) und Aconitase 2 (Aco2) als Tet3-Interaktoren im
Gehirn von Mausen nach. (C) Massenspektrometrische Analyse bestdtigt die signifikante
Anreicherung von Gludl, Aco2, Citratsynthase (Cs), Glutamat-Oxaloacetat-Transaminase 2 (Got2)
und Malatdehydrogenase 2 (Mdh2) in der endogenen Tet3-Co-IP im Vergleich zur Kontroll-Co-IP mit
Anti-Ziege-lgG-Antikorper.

AnschlieBRend wurde die Interaktion des endogenen Tet3 mit Glud1 und Aco2 in einem Western Blot
nachgewiesen, der in Abbildung 4.14B und Abbildung 8.1B zusammengefasst ist. Auch eine Analyse

der mit Tet3 co-prazipitierten Proteine mittels Massenspektrometrie und LFQ bestatigte die
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Anwesenheit der bereits identifizierten a-Ketoglutarat-Biosynthese-Enzyme Glud1, Aco2, Cs, Got2
und Mdh2. Abbildung 4.14C lasst erkennen, dass diese Proteine signifikant in der endogenen Tet3-
Co-IP gegenliber der Kontrolle angereichert waren. Die Enzyme Gotl und Mdh1 wurden ebenfalls in
dem Datensatz identifiziert, waren jedoch mit einem jeweiligen p-Wert von 0.0978 beziehungsweise

0.1418 nicht signifikant angereichert.

Des Weiteren wurde die Interaktion von Glud1, Aco2 und Got2 mit Tet3 direkt in den Zellkernen von
Gehirnzellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden IHC-Experimente und PLAs** durchgefiihrt.
Aufgrund ihres hohen hmC-Gehalts, wurden Hippocampi von Méausen fir diese Versuche verwendet.
Zuerst wurden die Anti-Tet3-Antikorper auf unspezifische Interaktionen hin in Tet-defizienten mESCs
untersucht. Wie in Abbildung 8.2A zu erkennen, konnten fiir die angewendeten Konzentrationen
keine unspezifischen Signale detektiert werden. Abbildungen 4.15A und 8.2B zeigen, dass in den
histologischen Schnitten des Hippocampus eine klare Lokalisation von Tet3 und Gludl im Zellkern
festgestellt werden konnte. Die Beobachtung, dass Glud1 im Zellkern vorkommt, ist (iberraschend, da
es als mitochondriales Protein bekannt ist. Auch fiir das mitochondriale Enzym Aco2 konnte eine
Lokalisation im Zellkern festgestellt werden, wie in Abbildungen 4.15A und 8.2B zu sehen. Am
wichtigsten sind jedoch die PLA-Daten, die fiir alle drei Proteine, Glud1, Aco2 und Got2, jeweils eine
direkte Interaktion mit Tet3 bestatigen. Abbildung 4.15B zeigt die Ergebnisse der PLA-Experimente.
Deutlich zu erkennen ist, dass zahlreiche PLA-Signale fir die Tet3-Gludl-Interaktion detektiert
werden konnten. Positive Signale konnten auch fiir Tet3 und Aco2 sowie fir Tet3 und Got2
festgestellt werden. Keine Signale konnten dagegen in dem entsprechenden Negativkontroll-
Experiment nachgewiesen werden. Ein Positivkontroll-Experiment mit dem bekannten Tet-Interaktor

Ogt lieferte im Vergleich zu Glud1 eine dhnliche Anzahl an Signalen.

Zusammenfassend zeigen die Co-IP- und PLA-Daten, dass Tet3 im Hippocampus mit den Enzymen
Aco2, Cs, Mdh2 und Got2 assoziiert ist. Besonders starke Signale wurden fiir Glud1 detektiert. Diese
Beobachtung bestarkt die Moglichkeit, dass die Oxidation von mC zu hmC in Gehirnzellen mit
a-Ketoglutarat durchgefihrt wird, welches aus der Neurotransmitter-Aminosdure Glutamat

hergestellt wird.
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Hoechst 33342 Tet3 + Hoechst 33342

5 pum

Hoechst 33342 Glud + Hoechst 33342

5um

Hoechst 33342 Aco2 + Hoechst 33342

Abbildung 4.15: Lokalisation und Validierung der Tet3-Interaktoren mittels Immunhistochemie
(IHC) und Proximity Ligation Assay (PLA). (A) IHC von Tet3, Glutamatdehydrogenase 1 (Glud1) und
Aconitase 2 (Aco2) im Hippocampus von Mausen zeigt, dass Tet3 und Gludl im Zellkern lokalisiert
sind. Aco2 ist hauptsachlich in den Mitochondrien vorhanden. (B) In situ PLAs zeigen die direkte
Interaktion zwischen Glud1/Tet3 und Aco2/Tet3 in Hippocampus-Zellkernen von Mausen durch ein
rotes Signal, das zur besseren Sichtbarkeit weil umrandet ist. Der Tet3/Ogt-PLA diente als
Positivkontrolle. Fiir die Negativkontrolle wurden keine Primarantikdrper verwendet.
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4.1.2.3. Funktionelle Untersuchung der Interaktion von Glud1 mit Tet3

Zur Erforschung des funktionellen Zusammenhangs zwischen Gludl und Tet3, wurden nur die
katalytische Domane (Tet3CD) oder das komplette Tet3-Protein (Tet3FL) zusammen mit Gludl in
HEK293T-Zellen produziert. Eine Ubersicht (ber die verwendeten Tet-Konstrukte ist in
Abbildung 4.16A illustriert. Die katalytische Domane von Tet3 besteht aus einer Cystein-reichen

Region (Cys) und einer DSBH-Region, die a-Ketoglutarat bindet.
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B C
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Abbildung 4.16: Funktionelle Interaktion von Glud1l mit Tet3. (A) Schematische Repradsentation des
mit GFP fusioniertem Volllangenkonstrukts (GFP-Tet3FL) und der katalytischen Doméane von Tet3
(GFP-Tet3CD). (B-E) +: transfiziert, -: untransfiziert, v: Zugabe, ®: keine Zugabe. (B-C) HEK293T-Zellen
wurden jeweils mit GFP-Tet3FL oder GFP-Tet3CD und Glutamatdehydrogenase (Glud1) co-
transfiziert. Untransfizierte Zellen dienten als zuséatzliche Kontrollen. (D) HEK293T-Zellen wurden mit
GFP-Tet3FL sowie Glud1 co-transfiziert und mit 20 uM Glud1-Inhibitor R162 gefiittert. (E) HEK293T-
Zellen, die nur Tet3 (+ - ®/+ - V') produzierten, dienten als Kontrolle. Diese zeigt, dass R162 nicht die
Tet3-Aktivitdat vermindert. Alle Messungen wurden in biologischen und technischen Duplikaten
durchgefiihrt (n = 2 flr ungepaarten t-Test). ns = nicht signifikant; p-Werte *: p < 0.05, **: p <0.01,
***.p <0.001; Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung fiir (B-E).
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Die DNA aus den Co-Expressions-Zellen wurde zuerst isoliert und anschlieRend wurden die Level an
mC, hmC und fC mittels UHPLC-MS/MS quantifiziert.?*® Die Ergebnisse der Analyse sind in
Abbildung 4.16B und 4.16C dargestellt. In allen Experimenten konnte festgestellt werden, dass die
mC-Level im Wesentlichen unverdndert blieben. Fir hmC und fC hingegen wurden signifikante
Unterschiede gemessen (ungepaarter t-Test, Anzahl (n) =3 fiir Tet3FL, n =3 fur Tet3FL+Gludl, p-
Wert = 0.0006 fir hmC und p-Wert = 0.0007 fiir fC). Eine nahezu dreifache Erhéhung der hmC- und
fC-Level ist in HEK293T-Zellen zu sehen, in denen Tet3FL und Glud1 co-exprimiert wurden. Der Effekt
ist mit einer Steigerung von nur 15% sehr viel geringer, aber dennoch signifikant, wenn nur die C-
terminale katalytische Domane Tet3CD mit Glud1 co-exprimiert wurde (ungepaarter t-Test, n = 3 flir
Tet3CD, n =3 fur Tet3CD+Glud1, p-Wert =0.0229 fiir hmC und p-Wert = 0.0077 fiir fC). Die Daten
weisen folglich darauf hin, dass Glud1 funktionell mit Tet3FL interagiert und dass es die Tet3-Aktivitat

stark stimuliert.

Um zu zeigen, dass die Tet3-Stimulation durch die katalytische Aktivitdt und nicht durch die bloRe

231 zu dem Experiment

Anwesenheit von Gludl verursacht wird, wurde der Gludl-Inhibitor R16
hinzugegeben. In Abbildung 4.16D und 4.16E ist deutlich zu erkennen, dass der Inhibitor tatsdchlich

den stimulierenden Effekt reduzierte.

Eine dhnliche Situation wurde in Experimenten mit Tetl und Tet2 beobachtet, die in Abbildung 4.17
dargestellt sind. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Glud1 nicht nur Tet3 mit a-Ketoglutarat

versorgen kann, sondern auch Tetl und Tet2.
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Abbildung 4.17: Co-Transfektion von Glutamatdehydrogenase (Glud1) und Tetl/Tet2 in HEK293T-
Zellen. HEK293T-Zellen wurden jeweils mit Glud1 und GFP-Tet2 (A) oder GFP-Tet1 (B) co-transfiziert.
Globale mC-, hmC- und fC-Level wurden miteinander verglichen. Die Messungen wurden jeweils in
biologischen und technischen Triplikaten durchgefiihrt (n = 3 fiir ungepaarten t-Test).

Um physiologisch relevantere Belege fiir die Glud1-basierte Tet3-Stimulation zu erhalten, wurden als
nachstes die hmC-Level in Hippocampus-Schnitten von Mausen (n = 3) mit und ohne KCl-induzierter
neuronaler Depolarisation (25 mM gegeniiber 3 mM KClI, fiir 6 Stunden) analysiert. Die Ergebnisse
des Experiments sind in Abbildung 4.18 illustriert. Wahrend die mC-Level unverandert blieben,
konnte beobachtet werden, dass die hmC-Level signifikant stiegen, wenn die Neuronen mit 25 mM
KCl depolarisiert wurden (einfache ANOVA Tukey’s multipler Vergleichstest, p-Wert = 0.0255). Dieser
hmC-steigernde Effekt konnte wieder mit dem Glud1-Inhibitor R162 blockiert werden (einfache
ANOVA Tukey’s multipler Vergleichstest, p-Wert = 0.0497). Folglich wird die katalytische Aktivitdt von
Glud1 gebraucht, um die hmC-Level als Antwort auf die neuronale Depolarisierung zu erhéhen. Diese

Schlussfolgerung ist Gbereinstimmend mit der Idee, dass a-Ketoglutarat ratenlimitierend ist,[410338]
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Abbildung 4.18: Depolarisierung von Hippocampus-Neuronen. (A) Hippocampus-Neuronen wurden
in 25 mM KCI-Puffer mit und ohne 20 uM R162 depolarisiert. Neuronen in physiologischem Puffer
dienten als Kontrolle. mC- und hmC-Level fiir jede Maus und jede Bedingung sind in technischen
Replikaten gezeigt. Whiskers stellen den minimalen und maximalen Wert dar; die Bande zeigt den
Median an. -: physiologische Pufferbedingungen, < : physiologischer Puffer und 25 mM KCl, ¢ + R162:
physiologischer Puffer und 25 mM KCl und 20 uM R162. (B) Die Ergebnisse aus (A) in Boxplots
dargestellt. v': Zugabe; ®: keine Zugabe; ns = nicht signifikant; *: p-Wert < 0.05.

4.1.2.4. Wirkung der Citratzyklus-Intermediate auf die Tet3-Aktivitdt

Die beobachtete Assoziation von Tet3 mit Mdh, Got1/2, Cs und Aco in Abwesenheit von Idh weist auf
eine Akkumulation von Isocitrat und zum Teil von Oxaloacetat in ndchster Nahe zu Tet3 hin. Um zu
untersuchen, wie diese Metaboliten die Tet3-Aktivitdt beeinflussen kénnten, wurden GFP-Tet3-
beladene Agarosepartikel mit mC-enthaltender DNA inkubiert. Das Experiment wurde in einem
Puffersystem mit Ascorbinsiure und DTT durchgefiihrt, um das Eisen im aktiven Fe**-Zustand zu
halten. Abbildung 4.19A skizziert den Versuchsablauf sowie die verwendeten Oligonukleotide und

Reagenzien.
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Abbildung 4.19: Die Tet-Aktivitdt wird durch Metaboliten beeinflusst. (A) DNA-Oligonukleotide,
Degradationswege (AP = abasic site) und Pufferbestandteile fiir in-vitro-Aktivitatstests. (B-F)
Metaboliten schitzen mC-enthaltende DNA vor Tet3-induzierter Zersetzung. MALDI-TOF-Analysen
zeigen Peaks fur mC- (3294.5 m/z) und hmC/fC-enthaltende DNA (3310.8 m/z).

Waihrend sich das DNA-Oligonukleotid (Abbildung 4.19A 1-1) unter diesen Bedingungen in Wasser
stabil verhalt, zeigt die MALDI-TOF-Analyse in Abbildung 4.19C (berraschenderweise eine starke
Degradation des Oligonukleotids bei Zugabe von Tet3CD ohne a-Ketoglutarat. In Abbildung 8.3
deutlich zu erkennen, konnte diese Degradation auch fiir andere Tet-Enzyme und DNA-Sequenzen
beobachtet werden. Fir eingehendere Analysen der Degradationsreaktion wurde ein Oligonukleotid
verwendet, in dem die T-Basen durch Uracil (U) ersetzt wurden, um ebenfalls die Detektion von mC-
Deaminierungsreaktionen zu ermdoglichen. Die Versuche zeigten vorwiegend eine Hydrolyse der
Phosphodiester und eine Spaltung glykosidischer Bindungen. Diese Degradationswege kénnen mit
der bekannten Chemie von high-spin Fe**-Zentren erklart werden. Diese Zentren bilden die reaktiven

Zentren in aktiven Tet-Enzymen und sind Lewis-sauer. Dies verursacht Phosphodiester-Hydrolyse!***!

und Redoxaktivitat, welche die beobachtete Spaltung der glykosidischen Bindung erklaren kann.!**>

416)

Wurde o-Ketoglutarat zum Experiment hinzugefiigt, wurde die DNA-Degradation komplett gestoppt.
In Abbildung 4.19D deutlich zu erkennen, konnte stattdessen die erwartete Oxidation von mC zu hmC

und fC detektiert werden. Die Beobachtung der DNA-Degradation in Abwesenheit von a-Ketoglutarat
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bestatigt, dass das reaktive Fe*"-Zentrum eine vollstindige Koordinierung bendtigt, um mogliche
DNA-Schiden zu verhindern.*7**! Es ist nicht klar, welche Molekiile das Fe®-Zentrum in
Abwesenheit von a-Ketoglutarat in vivo koordinieren, wenn das Enzym in einem inaktiven Zustand

ist, doch man koénnte spekulieren, dass die Citratzyklus-Metaboliten involviert sind.

Tatsachlich wurde durch das Ersetzen von a-Ketoglutarat durch Oxaloacetat (Abbildung 4.19E) oder
Isocitrat (Abbildung 4.19F) in den Experimenten, in beiden Fillen weder eine Oxidation von mC, noch
eine DNA-Degradation detektiert. Abbildung 4.20A zeigt die Ergebnisse einer Ligand-Docking-
Simulation mit der Kristallstruktur der katalytischen Domane von Tet2 (PDB ID: 4NM6) mittels
Maestro 10.7. Die Berechnung der in Abbildung 4.20B aufgelisteten Docking Scores der

verschiedenen Metaboliten bestatigt, dass Oxaloacetat und Isocitrat in die katalytische Tasche des

Enzyms passen.

B
a-Ketoglutarat -12.701
2-Hydroxyglutarat -12.329
Isocitrat -11.875
Oxaloacetat -11.381

Abbildung 4.20: Berechnung der Docking Scores fiir verschiedene Metaboliten in die katalytische
Tasche von Tet2 (PDB ID: 4NM6). Unterschiedliche Metaboliten wurden mit Hilfe von Maestro 10.7
mit den Standardeinstellungen (Glide Ligand Docking) in die katalytische Domane von Tet2
modelliert. (A) o-Ketoglutarat (blau), 2-Hydroxyglutarat (rot), Isocitrat (gelb) und Oxaloacetat
(violett) passen in die Bindungstasche. (B) Die Docking Scores der verschiedenen Metabolite. Je
niedriger der Score, desto besser passt der Ligand in die Bindungstasche.

Falls diese Metaboliten in die aktive Tasche binden, muisste dies einen kompetitiv inhibitorischen
Effekt haben. Um dies zu untersuchen, wurden zunehmende Mengen der beiden Metaboliten
Oxaloacetat und Isocitrat zu einer Losung zugegeben, welche die Tet3-beladenen Partikel, die mC-
enthaltenden Oligonukleotide und 1 mM a-Ketoglutarat enthielt. Die Ergebnisse in Abbildung 4.21
zeigen, dass tatsachlich ein inhibitorischer Effekt fiir die beiden Metaboliten bei millimolaren
Konzentrationen festgestellt werden konnte. Die beobachtete inhibitorische Wirkung von

Oxaloacetat und Isocitrat &dhnelt den bereits beschriebenen Inhibitoreffekten von

2-Hydroxyglutarat™® sowie von Succinat und Fumarat."**
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Abbildung 4.21: Oxaloacetat und Isocitrat reduzieren die Tet3-Aktivat. (A) Oxaloacetat und Isocitrat
vermindern die Tet3-Aktivitat in vitro. (B) MALDI-TOF-Spektren der in-vitro-Aktivitatstests mit der
katalytischen Domane von Tet3 (Tet3CD). Der Substrat-Peak (mC) wurde bei einer GréRe von
3294.5 Da, der Produkt-Peak (hmC/fC) bei 3310 Da erwartet. Peaks bei m/z 3315 stellen Na+-
Addukte des originalen Substrats dar.

Als nachstes wurde untersucht, ob Isocitrat oder Oxaloacetat die Oxidation von mC zu hmC in cellulo
beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden HEK293T-Zellen mit Tet3FL transfiziert und vier Stunden nach
der Transfektion wurde dem Medium 10 mM Isocitrat oder Oxaloacetat zugegeben. Zwei Tage nach
der Transfektion wurden die Level von mC, hmC, fC und caC analysiert. Die in Abbildung 4.22
dargestellte Analyse ergab in Anwesenheit von Isocitrat eine signifikante Reduktion der hmC- und
caC-Werte (ungepaarter t-Test, n=3, p-Wert=0.0480 fir hmC und p-Wert =0.0493 fir caC),

wohingegen die mC-Level unverandert blieben.
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Abbildung 4.22: Oxaloacetat- und Isocitrat-Fiitterung von Tet3-transfizierten HEK293T-Zellen. (A)
HEK293T-Zellen wurden mit Tet3 transfiziert und mit 10 mM Oxaloacetat gefiittert (+ v'). Globale
mC-, hmC-, fC- und caC-Level wurden mit transfizierten, jedoch nicht mit Oxaloacetat gefiitterten (+
e) Zellen verglichen. Untransfizierte Zellen, die entweder mit Oxaloacetat gefiittert wurden (- v') oder
nicht (- ®), dienten als zusatzliche Kontrollen. (B) Isocitrat reduziert die Tet3-Aktivitat in HEK293T-
Zellen, die mit GFP-Tet3 transfiziert wurden und mit 10 mM Isocitrat gefiittert wurden (+ v). Als
Kontrollen dienten transfizierte Zellen, die nicht mit Isocitrat geflittert wurden (+ e), und
untransfizierte Zellen, welche entweder mit Isocitrat gefiittert wurden (- v) oder nicht (- ®). ns=
nicht signifikant; ungepaarter t-Test (n=3) *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001; Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung.

4.1.2.5. Diskussion

Tet-Enzyme oxidieren mC zu hmC, fC und caC im Zellkern. Fir diese Reaktion brauchen sie Sauerstoff

und a-Ketoglutarat als essentielle Cosubstrate.*®>% 118 0

o-Ketoglutarat ist ein Intermediat des
Citratzyklus und wird somit hauptsachlich im Mitochondrium gebildet. Die unterschiedliche
Lokalisation der Enzyme und des Cosubstrats verursacht ein Versorgungsproblem. Einige aktuelle
Studien zeigen auBerdem, dass die a-Ketoglutarat-Versorgung ratenlimitierend fiir die Tet-Oxidation

ist.[2% 338 |5 dieser Studie konnte mit Daten aus Proteomik-Experimenten, endogener Co-IP und PLA
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nachgewiesen werden, dass Tet3 direkt mit einigen der, in die oa-Ketoglutarat-Biosynthese
involvierten, Schliisselenzyme des Citratzyklus im Zellkern von Neuronen assoziiert ist. Uberdies
wurden Interaktionen von Tet3 mit Got1l/2 und Gludl entdeckt. Glud1l nutzt NAD®, um Glutamat
direkt in o-Ketoglutarat zu verwandeln. Glutamat ist ein wichtiger Neurotransmitter und
glutamaterge Neuronen sind fiir ihre synaptische Plastizitdt bekannt, die wiederum ein bekannter
Ausloser fir Veranderungen der hmC-Level ist.®2 Obwohl Glutamat eine abundante Aminosiure ist,
konnte spekuliert werden, dass die direkte Gludl-Tet3-Interaktion einen funktionellen
Zusammenhang zwischen Gehirnfunktion und Epigenetik herstellt. Es konnte im Rahmen dieser
Studie nachgewiesen werden, dass Glud1 und Tet3 direkt miteinander assoziiert sind. Dartiber hinaus
wurde gezeigt, dass die Interaktion zu einer erheblichen Erhéhung der hmcC-Level fihrt und
demzufolge die Tet3-Aktivitdt stimuliert. Die Experimente mit dem Gludl1-Inhibitor R162 weisen
darauf hin, dass diese Beeinflussung durch die direkte Biosynthese von a-Ketoglutarat nahe dem
aktiven Zentrum von Tet3 verursacht wird. Dies flhrt zu einer stark erhéhten effektiven Molaritat
des Cosubstrats. Wenn a-Ketoglutarat ratenlimitierend ist*'* *® stellt sich die Frage, was in das
reaktive Fe**-Zentrum in Abwesenheit von a-Ketoglutarat bindet. Es konnte gezeigt werden, dass in
Abwesenheit eines potentiellen Liganden das Fe**-Zentrum die Tendenz hat, DNA zu degradieren.
Dieser Effekt ist in Anwesenheit von Oxaloacetat und Isocitrat komplett gestoppt. Oxaloacetat und
Isocitrat sind die Biosynthese-Intermediate, welche von Got2 und den anderen Citratzyklusproteinen,
die mit Tet3 assoziiert gefunden wurden, generiert werden. Obwohl nicht untersucht werden konnte,
welcher Ligand in Abwesenheit von a-Ketoglutarat das Fe®*-Zentrum in vivo besetzt, ist es denkbar,
dass diese Citratzyklus-Intermediate mit ihrer, dem a-Ketoglutarat dahnlichen, chemischen Struktur

die notige schitzende Funktion bieten.

Autorenbeitrige

Die Experimente wurden zusammen mit Franziska Traube, Stylianos Michalakis, Markus Miiller und
Thomas Carell entworfen. In Zusammenarbeit mit Franziska Traube wurden die endogenen Co-IPs,
die Western Blots, die IHC, die PLAs und die Datenauswertung durchgefiihrt. Edris Parsa entwickelte
das Expressionsprotokoll in HEK293T-Zellen. Franziska Traube filihrte die Co-Transfektions-
experimente und die Isocitratflitterung aus. Die in-vitro-Aktivitdtstests wurden von Franziska Traube,
Edris Parsa und Thomas Wildenhof durchgefiihrt. Anna Geserich und Stylianos Michalakis halfen bei
der Durchfiihrung und Analyse der IHC- und PLA-Experimente. René Rahimoff synthetisierte R162.
Constanze Scheel, Victoria Splith und Stylianos Michalakis fiihrten die Depolarisation der

Hippocampus-Neuronen durch. Franziska Traube, Angie Kirchner und Katharina Iwan isolierten DNA
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und analysierten die Proben mit Hilfe eines Triple-Quadrupols. Michael Stadlmeier half bei den
massenspektrometrischen Messungen. Die Mdause flr die Studie wurden von Stylianos Michalakis
bereitgestellt. Ergebnisse wurden zusammen mit Markus Miiller und Fabio Spada diskutiert und
interpretiert. Jirgen Cox half bei der statistischen Analyse der Proteomik-Daten. Thomas Carell
entwickelte und betreute die Studie und interpretierte Daten. Das Manuskript wurde zusammen mit

Franziska Traube und Thomas Carell geschrieben.
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4.1.3. Tet3 wird von REST fiir kontext-spezifische Hydroxymethylierung und Induktion der

Genexpression rekrutiert

A. Perera”, D. Eisen®, M. Wagner”, S. K. Laube, A. F. Kiinzel, S. Koch, J. Steinbacher, E. Schulze, V.
Splith, N. Mittermeier, M. Miiller, M. Biel, T. Carell, S. Michalakis, Cell Rep 2015, 11, 283-294.

#Co-first authors

Dieses Kooperationsprojekt mit der Arbeitsgruppe von Stylianos Michalakis untersucht die Tet-
Aktivitat und hmC-Level in der Retina von Mausen. Hierbei war von besonderem Interesse, wie die
neuronale Tet3-Isoform, der die CXXC-Doméne fehlt (Tet3 ‘), zur DNA rekrutiert wird. Durch
Interaktionsstudien konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsrepressor REST mit Tet3
interagiert und die Tet3-Aktivitdt erhoht. REST bringt Tet3 gezielt zur DNA, um eine kontext-
spezifische Hydroxymethylierung und somit eine Aktivierung der Gentranskription zu bewirken.
Ferner induziert Tet3 die Histon3-Lysin36-Trimethylierung (H3K36me3), indem es mit H3K36-
Methyltransferasen wie NSD3 interagiert. Diese Enzyme wirken durch ihre Fahigkeit zur

Chromatinumstrukturierung ebenfalls transkriptionsaktivierend.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die LFQ-Proteomik-Experimente fiir diese Publikation

durchgefihrt.
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SUMMARY

Ten-eleven translocation hydroxylases (TET1-3) oxi-
dize 5-methylcytosine (5mC) to 5-hydroxymethylcy-
tosine (5hmC). In neurons, increased 5hmC levels
within gene bodies correlate positively with gene
expression. The mechanisms controlling TET activity
and 5hmC levels are poorly understood. In particular,
itis not known how the neuronal TET3 isoform lacking
a DNA-binding domain is targeted to the DNA. To
identify factors binding to TET3, we screened for
proteins that co-precipitate with TET3 from mouse
retina and identified the transcriptional repressor
REST as a highly enriched TET3-specific interactor.
REST was able to enhance TET3 hydroxylase activity
after co-expression and overexpression of TET3-acti-
vated transcription of REST target genes. Moreover,
we found that TET3 also interacts with NSD3 and
two other H3K36 methyltransferases and is able to
induce H3K36 trimethylation. We propose a mecha-
nism for transcriptional activation in neurons that
involves REST-guided targeting of TET3 to the DNA
for directed 5hmC generation and NSD3-mediated
H3KS36 trimethylation.

INTRODUCTION

Epigenetic mechanisms are critically involved in neuronal dif-
ferentiation and synaptic network formation. 5-hydroxymethyl-
cytosine (5hmC), a recently identified epigenetic DNA modifi-
cation, is present at high levels in the brain (Munzel et al.,
2010) and accumulates during neuronal differentiation (Hahn
et al., 2013). 5hmC is generated by ten-eleven translocation
(TET) hydroxylases (TET1-3) from 5-methylcytosine (5mC)
(Kriaucionis and Heintz, 2009; Tahiliani et al., 2009). Accumu-
lation of 5hmC in neuronal genes was shown to correlate posi-
tively with gene expression (Colquitt et al., 2013; Hahn et al.,
2013; Mellén et al., 2012; Song et al., 2011; Szulwach et al.,

2011), suggesting that 5hmC plays a key role in neuronal
differentiation (Santiago et al., 2014). How TET hydroxylase
activity is controlled and directed to neuronal genes is not
known. The TET1 isoform contains an amino-terminal CXXC
domain that is thought to be important for binding to DNA
(Xu et al., 2011). Tet2 lacks such a CXXC domain, but was
shown to functionally interact with the CXXC domain contain-
ing proteins CXXC4 and CXXC5 (Ko et al.,, 2013; Williams
et al., 2011).

TETS3, the major TET isoform in neurons (Colquitt et al.,
2013; Hahn et al., 2013), exists in various isoforms generated
by alternative splicing (Liu et al., 2013), two isoforms contain-
ing a CXXC domain and one shorter isoform lacking such
a domain. In particular, the TET3 lacking a CXXC domain
(neuronal TET3) was shown to be enriched in neuronal tissue
(Liu et al., 2013). It is not known how neuronal TET3 is targeted
to the DNA. It was suggested that transcriptional regulators
might bind directly to TET3, facilitating its specific targeting
to genomic positions, and, hence, control 5hmC levels (Xu
et al., 2012). Transcription-factor-dependent control of TET3
activity could potentially contribute to epigenetic regulation
of gene expression in neurons. However, transcriptional regu-
lators that functionally interact with TET3 have not been iden-
tified so far.

To directly address this issue, we investigated the function
of TET3 and 5hmC during the formation of a complex neural
network: the murine retina. We show that 5hmC levels in-
crease during postnatal retinal network maturation. This gain
of 5hmC results in an elevated expression of genes involved
in important retinal and/or neuronal functions. To identify
factors able to regulate TET3 activity and 5hmC formation in
a gene-specific manner, we purified retinal nuclear proteins
interacting with TET3. We found that the transcriptional re-
gulator REST specifically interacts with the neuronal TET3
isoform and elevates its hydroxylase activity. Moreover, we
show that TET3 overexpression induces the expression of
REST target genes. We postulate that transcriptional activa-
tion of specific genes results from de novo chromatin remod-
eling that involves activity of histone 3 lysine 36 methyltrans-
ferases like NSD3.

Cell Reports 71, 1-12, April 14, 2015 ©2015 The Authors 1
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RESULTS

5hmC Is Acquired during Postnatal Retinal Development
Development of neural networks is a complex process that
involves the generation, positioning, and synaptic wiring of
neurons. This developmental process is finalized with activity-
dependent maturation of neurons and refinement of their
network. In the mammalian retina, this terminal maturation pro-
cess involves major morphological and functional changes,
largely occurring within a week after eye opening (Hoon et al.,
2014; Okawa et al., 2014). These morphological and functional
refinements go along with significant changes in the gene
expression pattern. To visualize these changes, we applied la-
bel-free quantification (LFQ) comparing the retinal protein levels
in 2-week-old mice (eye opening) with 3-week-old mice (mature
state; Figure 1A), and we found a significant upregulation of pro-
teins involved in synaptic function and visual processing over
time (Figures 1A and S1A; Table S1). The molecular mechanisms
controlling the underlying transcriptional changes are only par-
tially understood (Gregory-Evans et al., 2013; Xiang, 2013).

We hypothesized that epigenetic regulation at the level of DNA
might be involved. First evidence comes from the finding that the
levels of the epigenetic DNA modification 5hmC in brain neurons
increase with age (Hahn et al., 2013; Minzel et al., 2010). To test
for its involvement in terminal retinal maturation, we analyzed the
levels of 5hmC during this period. We first used a 5ShmC-specific
antibody for immunolocalization studies on retinal cryosections
and observed a strong increase of the 5hmC immunosignal in
all nuclear layers of the retina between week 2 and week 3 (Fig-
ures 1B and 1C). At eye opening (week 2), we observed high
levels of 5hmC in nuclei of cells within the inner nuclear layer
(INL) and the ganglion cell layer (GCL). In contrast, photoreceptor
nuclei located in the outer nuclear layer (ONL) were immuno-
negative (Figure 1B). Strikingly, only 1 week after eye opening
(week 3), the levels of 5hmC increased dramatically in both the
INL and the GCL. Moreover, rod and cone photoreceptors in
the ONL were now positive for 5hmC (Figures 1C and 1D). Con-
firming the specificity of the anti-5hmC antibody, the immunosig-
nal was quantitatively depleted by 2.5 uM 5hmC-containing DNA
oligonucleotides (Figure 1C, inset). At the sub-nuclear level,
most of the 5hmC signal was found to localize in euchromatic re-
gions in both conventional and inverted nuclei (Figures 1E and
1F). In contrast, we found 5mC to be concentrated in pericentro-
meric heterochromatin (Figures 1E and 1F), suggesting that
while 5mC is present in transcriptionally silenced regions,
5hmC is associated with transcriptional activity.

To quantify the levels of 5hmC along with all other cytosine mod-
ifications in mouse genomic DNA, we combined ultra-high-perfor-
mance liquid chromatography with tandem mass spectrometry
(UHPLC-MS/MS) (Schiesser et al., 2013; Table S7). The levels of
5hmC increased significantly (Figure 1G and S1B) (p < 0.005, Stu-
dent’s t test), whereas the levels of the further oxidized derivative
5-formylcytosine (5fC) dropped significantly during the same time
frame (Figures 1l1and S1C), suggesting distinct roles for 5hmC and
5fC in neurons. Interestingly, the levels of 5mC remained stable
during this developmental window (Figures 1H and S1D).

Thus, retinal cells specifically accumulate genomic 5hmC
levels during terminal retinal maturation. Importantly, retinal cells

2 Cell Reports 11, 1-12, April 14, 2015 ©2015 The Authors

at this developmental stage do not divide; thus, this effect cannot
result from increased DNA replication.

To investigate the dynamics of 5hmC and 5mC formation in
non-dividing cells, we performed an isotope-tracing experiment
by culturing retinal explants from 11-day-old mice for 12 days in
the presence of the labeled methyl group donor ['*CD3]-methio-
nine, which provides labeled 5mC (5-['*CD3]-mC) and 5hmC (5-
['3CD,]-hmC) that can be quantified using UHPLC-MS/MS (Ta-
ble S8). Confirming the presence of de novo methylation in termi-
nally differentiated retinal cells, we detected 5-['*CD3]-mC at lin-
early increasing levels (slope: 0.531, R? = 0.999) reaching a value
of 3.9% of total 5mC after 9 days of ['3CDg]-methionine feeding
(Figure 1J). We further detected [**CD,]-labeled 5hmC (Fig-
ure 1K). However, the level of 5-['*CD,]-hmC was low with only
up to 1.6% after 9 days (slope: 0.208, R? = 0.997). Moreover,
the majority of de novo 5hmC was generated from pre-existing
and hence unlabeled 5mC (Figure S1E).

5hmC Accumulates in Neuronal Genes and Leads to
Increased Gene Expression

To assess the genomic distribution of 5hmC during retinal matu-
ration, we performed antibody-based 5hmC DNA immunopre-
cipitation (hMeDIP) from 2- and 3-week-old retina followed by
next-generation sequencing (NGS). In agreement with the immu-
nohistochemical and UHPLC-MS/MS quantification data, we
identified 5,921 intragenic regions that gained 5hmC signal and
approximately 20 times less with lost 5hmC signal (Figures 2A
and S2A; Table S9). Gene ontology (GO) analysis revealed that
genes involved in the morphology of nervous system, CNS
development, differentiation of neurons, neuritogenesis, or guid-
ance of axons are significantly enriched within the group of
genes that gained 5hmC after eye opening (from week 2 to
week 3) (Figure 2B). The genes enriched in the hMeDIP
analysis were positively correlated to those enriched in the
group of proteins with elevated expression in the mature retina
(p=6.2 x 107", Fischer’s exact test; Figures 1A and S2B; Table
S1). Moreover, 5hmC marks were particularly enriched in gene
bodies (Figure 2C), suggesting a regulatory function of 5hmC in
gene expression. To investigate if gain of 5hmC is associated
with active transcription, we correlated the hMeDIP data with
the LFQ protein expression data and found that gain of 5hmC
levels from week 2 to week 3 resulted in significantly increased
protein expression of the corresponding genes (Figure 2D).

Neuronal TET3 Interacts with Transcriptional
Regulators and Histone Writers
5hmC is generated from 5mC by TET hydroxylases. To study if
the elevated 5hmC levels in the mature retina result from
increased TET-mediated oxidation, we analyzed the expression
profile of the three TET enzymes during postnatal development
of the mouse retina. We first found that TET3 is the dominant iso-
form in the retina and its levels increase at eye opening (Fig-
ure 3A; Table S10). Importantly, the expression levels at eye
opening (postnatal day 13, p13) and at the mature stage (p20)
were comparable, ruling out that increased Tet expression
causes the increased 5hmC levels (Figure 3A).

TET3 exists in three isoforms that differ in their N-terminal
sequence: two isoforms with a CXXC DNA-binding domain and
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Figure 1. Transcriptional and Epigenetic Changes during Retinal Maturation

(A) GO analysis of upregulated proteins during retinal maturation (from eye opening at week 2 to terminal maturation of the retina at week 3) identified by LFQ is
shown.

(B and C) Confocal scans from mouse retinal slices at week 2 (B) and week 3 (C) immunolabeled for 5hmC (green). There is a marked increase in 5hmC signal in
nuclei of all retinal layers from week 2 to week 3, in particular in photoreceptors (ONL). The inset in (C) is from a depletion experiment proving the specificity of the
anti-5hmC antibody.

(D) Magnification of ONL stained for 5hmC (green) and glycogen phosphorylase (Glypho) (red) is shown.

(E) Schematic view of conventional and inverted nuclei depicts heterochromatin and euchromatin regions.

(F) High-magnification images of conventional nuclei within the GCL or the INL and a rod nucleus with inverted nuclear architecture (Solovei et al., 2009) co-
immunolabeled with 5hmC (green) and 5mC (red). In all cases, 5hmC is mainly found in euchromatin whereas 5mC is localized in heterochromatic regions.
(G-I) Scatter plots of UHPLC-MS/MS quantification of global (G) 5hmC, (H) 5mC, and (1) 5fC in the mouse retina at weeks 2 and 3 reveal an age-dependent
increase in 5hmC levels, stable 5mC levels, and decreasing 5fC levels.

(J and K) Isotope tracing combined with UHPLC-MS/MS in mouse retinal explant cultures. Retinal explant cultures were fed with [methyl-'3CDg]-L-methionine
and harvested for UHPLC-MS/MS quantification of labeled 5mC (J) and 5hmC (K) after 3, 6, and 9 days in vitro (DIV). Summary data are mean + SEM in (G-I) and
mean + SD in (J and K). **p < 0.01, **p < 0.001 (Student’s t test). The cell nuclei in (A and B) were stained with Hoechst 3442 nuclear dye (blue). Scale bar, 25 ymiin
(B-D) and 3 um in (F). See also Figure S1 and Tables S7 and S8.

a short isoform enriched in neuronal cells lacking the CXXC  major TET3 isoform in the retina (Figure 3B). Other than the iso-
domain (Liu et al., 2013). Using isoform-specific primer sets, forms with the CXXC domain, this neuronal TET3 variant has no
we found that the short variant lacking the CXXC domain is the = DNA-binding affinity (Xu et al., 2012). We hypothesized that
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unknown DNA-binding (transcription) factors could bind and
target neuronal TET3 to pre-existing 5mC for subsequent oxida-
tion to 5hmC (Figure 3C). To identify nuclear proteins that have
the potential to specifically bind to neuronal TET3 in mouse
retina, we combined affinity purification with mass spectrometry
(MS). To this end, we transduced mouse retinal explant cultures
with lentiviral vectors expressing an eGFP-fusion protein of the
neuronal TET3 splice variant. Control cultures were transduced
with lentiviral vectors expressing eGFP only. After onset of
expression, nuclear protein complexes were extracted, affinity-
purified, and subsequently labeled with TMT 2-plex reagents in
forward and reverse label-swap experiments for comparative
quantification using LC-MS (see the Experimental Procedures).
These experiments allowed us to identify 52 proteins that were
significantly enriched for binding to TET3 (>1.5-fold enrichment)
in forward and reverse labeling experiments (Figure 3D, bottom
right quadrant). Notably, nine of those proteins, such as REST,
SUZ12, and CEP290, could be classified as regulators of tran-
scription (Figure 3D; Table S2). Another six proteins are histone
variants involved in chromatin modification, i.e., H3F3A and
H2AFJ (Figure 3D; Table S2).

TET3 is endogenously expressed in the mouse retina (Fig-
ure 3A). Thus, TET3-eGFP is expected to compete for binding
partners with endogenous TET3. To identify proteins that bind
to endogenous TET3, we repeated the affinity purification exper-
iment using a TET3-specific antibody. Endogenous TET3 was
highly enriched by the antibody highlighting its specificity (Fig-
ure 3E). Moreover, we identified five transcriptional regulators
(ASXL1, CTCF, MORF4L1, REST, and VAX1), three H3K36 meth-
yltransferases (NSD2, NSD3, and SETD2), and histone 3 (H3F3A)
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mean + SEM. *¥p < 0.001 (Student’s t test).
TSS, transcription starting site; TTS, transcription
termination site. See also Figure S2 and Table S9.

as interactors with significant enrichment
for binding to endogenous TET3 (>1.5-
fold) (Figure 3E; Table S3).

Interestingly, the TET3-interacting pro-
tein with the highest enrichment score
was the transcriptional repressor REST
(Figure 3E), which was also significantly
enriched in the TET3-eGFP affinity purifi-
cation experiment (Figure 3D). To verify
the TET3-REST interaction, we performed
a reverse experiment using a REST-spe-
cific antibody that efficiently immunoprecipitates endogenous
REST from mouse retina (Figure 3F; Table S4). Importantly, in
this experiment, the REST antibody affinity-purified TET3 very
efficiently with the overall third-highest enrichment score, but
failed to immunoprecipitate TET1 and TET2 (Figure 3F). More-
over, none of the identified TET3 peptides was specific for the
long CXXC-containing isoforms, suggesting that REST interacts
specifically with the neuronal TET3 isoform. Taken together,
these experiments identify REST as a major specific interacting
protein of neuronal TET3.

REST Recruits Neuronal TET3 to Mediate 5hmC
Formation and Transcriptional Activation

To determine the functional effects of REST on TET3 hydroxy-
lase activity, we overexpressed TET3-eGFP alone and together
with REST in HEK293T cells and subsequently quantified the
5hmC levels (Figure 4A). Non-transfected HEK293T cells have
very low endogenous 5hmC levels, and overexpression of
TET3-eGFP alone resulted in increased 5hmC levels (Figure 4A).
Importantly, however, after co-expression with REST, TET3-
eGFP generated significantly higher levels of 5hmC (Figure 4A).
Conversely, after small interfering RNA (siRNA)-mediated knock-
down of endogenous REST, overexpression of TET3-eGFP led
to a significantly weaker elevation of 5hmC levels compared to
control siRNA treatment (Figure 4B). Thus, REST is both neces-
sary and sufficient to elevate TET3 hydroxylase activity.

REST is a transcriptional repressor that binds to specific RE-1
binding sites present in regulatory regions of its target genes (Kra-
neretal., 1992). Binding of REST results in transcriptional repres-
sion of the corresponding genes (Chong et al., 1995; Schoenherr
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Figure 3. Tet Expression Levels and Identification of TET3-Interacting Proteins in Retina
(A) gRT-PCR analysis of Tet1, Tet2, and Tet3 gene expression in mouse retina at postnatal day (p) 2, 11, 12, 13, and 20 normalized to corresponding Tet1 levels.

Tet3 is expressed significantly higher than Tet1 and Tet2 at p13 and p20.

(B) gRT-PCR analysis of Tet3 isoforms. Tet3 lacking a CXXC DNA-binding domain (neuronal Tet3) is the main isoform in retina.

(C) Cartoon illustrating putative DNA-binding mechanisms of TET3 isoforms lacking (neuronal TET3) or containing a CXXC domain. We hypothesized that
neuronal TET3 is recruited to the DNA by transcription factors for context-specific hydroxymethylation and induction of gene expression.

(D) Scatter plot is shown of TET3 interactors identified using lentiviral TET3-eGFP overexpression (OE) in retinal explant cultures followed by GFP-trap and

LC-MS/MS.

(E) Heatmap of endogenous TET3 interaction partners identified by immunoprecipitation and LC-MS/MS is shown.
(F) Heatmap of endogenous REST immunopurification LC-MS/MS experiment confirms the interaction with endogenous TET3 (nd, not detected). Summary data
are mean + SEM in (A and B). ***p < 0.001 (one-way ANOVA). See also Table S10.

and Anderson, 1995). We therefore asked whether TET3 might
affect gene expression of REST target genes. To address this
question, we overexpressed TET3-eGFP in HEK293T cells that
endogenously contained REST (Dietrich et al., 2012), and we

determined the global protein levels using LFQ (Figures 4C-4E).
Overexpression of TET3-eGFP resulted in significant upregula-
tion of 40 proteins, and 26 of those were previously non-
expressed (proteins with infinite log2 ratios in Figure 4E).
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Figure 4. Functional Analysis of the Interaction of Transcriptional Repressor REST with Neuronal TET3

(A) UHPLC-MS/MS quantification of global 5hmC levels after OE of TET3-eGFP or REST and TET3-eGFP is shown.

(B) UHPLC-MS/MS quantification of global 5hmC levels after OE of TET3-eGFP in the presence of siRNA directed against human REST or a scrambled siRNA
control (ctrl) is shown.

(C) Identification of global REST target gene expression using LFQ after eGFP (control) or TET3-eGFP OE in HEK293T cells. REST target genes are expressed
significantly higher after TET3 OE.

(D) Venn diagram shows the significant overlap (Fisher’s exact test; p value = 1.6 x 10~°) of proteins enriched after TET3 OE and REST target genes in HEK293T
cells.

(E) Volcano plot of protein expression ratios between TET3-eGFP and eGFP OE experiments in HEK293T cells as a function of statistical significance (Student’s
t test p value < 0.01). Proteins with no statistically significant difference in expression between subsets are gray. Proteins with no detectable signal in one of the
subsets were assigned a ratio of infinity. REST target genes are highlighted in red.

(F) Quantification of gene expression of three TET3-induced REST target genes in HEK293T cells using qRT-PCR after OE of TET3-eGFP in the presence of siRNA
directed against human REST (green) or a scrambled siRNA control (ctrl, blue). Summary data in (A-C and F) are mean + SEM. *p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.001
(Student’s t test). See also Table S11.
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Figure 5. Accumulation of 5hmC in REST Target Genes Is Associated with Chromatin Remodeling

(A) PLA signal for 5mC and REST (red) is localized in heterochromatin. In contrast, the PLA signal for 5hmC and REST is localized in euchromatin (green).

(B and C) Quantification data of the 5hmC/REST (B) and 5mC/REST (C) PLA experiments in (A) are shown.

(D) Venn diagram shows the significant overlap (Fisher’s exact test; p value = 1.8 x 107%7) of REST target genes and 5hmC-gained genes during retinal

maturation.

(E) PLA signal for 5hmC and H3K36me3 (green) in nuclei of the INL (top) and the GCL (bottom) at week 2 (left) and week 3 (right).
(F) Quantification data of the 5ShmC/H3K36me3 PLA experiments in (E) are shown. Summary data in (B, C, and F) are mean + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, **p <

0.001 (Student’s t test). Scale bar, 1 um in (A) and 5 um in (E).

Interestingly, 308 of the identified proteins were known REST tar-
gets (Lu et al., 2014), and the average log2 LFQ intensity of those
REST targets was significantly higher after TET3 overexpression
compared to the eGFP control (Figure 4C). Importantly, 11 of the
40 TET3-induced proteins (p = 1.6 x 10~®, Fischer’s exact test)
were REST targets (Figure 4D; Table S5) and six of those
(DDX39A, LARS, MCM4, MYH9, RAB35, and RBBP7) were previ-
ously non-expressed proteins (Figure 4E; Table S5).

To test if this TET3-mediated induction of REST target genes
in HEK293T cells depends on REST, we overexpressed TET3-
eGFP in the presence of REST-specific siRNA or scrambled con-
trol siRNA and measured the transcript levels of LARS, MCM4,
and MYH9 (Table S11). As shown in Figure 4E, all three REST
target genes where exclusively expressed in the presence of
TETS. Interestingly, in all three cases, the positive effect of
TET3 on gene expression was significantly lower after knock-
down of endogenous REST (Figure 4F), confirming that TET3 re-
quires the presence of REST to de-repress REST target genes.

Accumulation of 5hmC in REST Target Genes Is
Associated with Chromatin Remodeling

These results indicate that REST directs TET3 to repressed
target genes and subsequent hydroxylation of pre-existing
5mC, then leads to de-repression and transcriptional activation
of the genes. Repressed genes are usually found in hetero-

chromatin, whereas actively transcribed genes are located in
euchromatin. As shown in Figure 1F, 5mC is enriched in hetero-
chromatic structures and 5hmC in euchromatin. To test for the
co-localization of REST with 5mC and 5hmC in nuclei of retinal
neurons, we applied an in situ proximity ligation assay (PLA)
combining REST-specific with 5mC- or 5hmC-specific anti-
bodies. PLA gives only a positive signal when 5mC or 5hmC
and REST are in close proximity (<40 nm) (Soderberg et al.,
2006). We observed a positive PLA signal for both combina-
tions, REST/5mC as well as REST/5hmC (Figure 5A). Impor-
tantly, the PLA signal for REST/5mC was localized in hetero-
chromatin (Figure 5A, top), whereas the REST/5hmC signal
was observed in euchromatin (Figure 5A, bottom). Thus
REST-binding sites show distinct subnuclear localization de-
pending on the oxidation status of adjacent genomic cytosines.
Interestingly, the levels of PLA signal for REST/5mC and REST/
5hmC varied significantly between week 2 and week 3 (Figures
5B and 5C). In particular, the REST/5hmC PLA signal correlated
positively with the 5hmC levels increasing from week 2 to week
3 (Figure 5B). In contrast, the PLA signal for REST/5mC showed
an inverse behavior, decreasing during the same period of
time (Figure 5C). Together, these results suggest a functional
correlation between REST-binding sites and proximal epige-
netic DNA marks that might affect chromatin state and gene
expression.
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To test if REST has an effect on the genomic 5hmC content in
the retina, we re-analyzed our 5hmC mapping data (see Figures
2A-2C) by searching for known REST target genes (Lu et al.,
2014) within the subset of genes that gained 5hmC marks from
week 2 to week 3 (Figure 5D). In support of a positive effect of
REST on genomic 5hmC levels in the retina, we found a signifi-
cant enrichment of REST target genes within the group of genes
that gained 5hmC during retinal maturation (p = 1.8 x 1077,
Fischer’s exact test) (Figure 5D).

Transcriptional activation of previously silenced genes re-
quires chromatin remodeling, e.g., a switch from a heterochro-
matic to a euchromatic state (Voss and Hager, 2014). It was
suggested that REST-mediated chromatin remodeling involves
changes of the activating histone mark lysine 36 trimethylation
of the nucleosomal histone H3 (H3K36me3) (Zheng et al.,
2009). To test for this chromatin remodeling during retinal matu-
ration, we analyzed the co-localization of 5hmC with H3K36me3
using specific antibodies in combination with PLA. As shown in
Figures 5E and 5F, we observed a clear increase of the PLA
signal for 5hmC/H3K36me3 co-localization in nuclei of 3-week-
old retina, whereas at 2 weeks only a few or no PLA signals
were observed. This increase in 5hmC/H3K36me3 PLA signal
was observed in nuclei of all three major retinal layers (Figure 5F).
Thus, from week 2 to week 3, the chromatin structure in retinal
nuclei changed in a way that led to co-localization of 5hmC
with the active chromatin mark H3K36me3.

Notably, three of the identified TET3-interacting proteins were
the post-SET domain containing histone-lysine N-methyltrans-
ferases NSD3, NSD2, and SETD2 (Figure 3E). These histone
writers are involved in the (tri-) methylation of nucleosomal his-
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Figure 6. Effect of TET3-Mediated Hydrox-
" ylation on Chromatin Structure
(A) PLA signal for 5hmC and H3K36me3 in
HEK293T cells overexpressing NSD3 (left), TET3-
eGFP (middle) and TET3 + NSD3 (right).
(B) Quantification data of the 5hmC/H3K36me3
PLA experiments in (A) are shown.
(C) Scheme of TMT*-plex isobaric labeling and LC-
MS quantification of H3 modifications is shown.
(D) Isobaric labeling LC-MS quantification of
H3K36me3 in HEK293T cells overexpressing
TET3, NSD3, or TET3 and NSD3 compared to non-
transfected cells. Summary data are mean + SEM
in (B and D). *p < 0.05, **p < 0.001 (one-way
ANOVA). Scale bar, 5 umin (A).

tone H3 at lysine 36 (H3K36), which is an
epigenetic mark commonly associated
with transcription of active chromatin
(Bernstein et al., 2005; Heintzman et al.,
2007; Kouzarides, 2007).
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To test if the TET3/NSD3 interaction is
%003 functionally relevant, we performed a
S PLA experiment with HEK293T cells
transfected with TET3 and/or NSDS3,
focusing on the co-localization of the products of the two en-
zymes, 5hmC and H3K36me3, respectively. NSD3 overexpres-
sion did not result in any detectable PLA signal (Figures 6A and
6B), which is in line with the very low levels of 5hmC in
HEK293T cells (see Figure 4A). TET3-overexpressing cells
showed only a few PLA signals, indicating that 5hmC elevation
alone does not automatically result in 5hmC/H3K36me3 co-
localization (Figures 6A and 6B). However, when both TET3
and NSD3 were overexpressed, we observed a synergism that
resulted in a significant increase of the 5hmC/H3K36me3 PLA
signal (Figures 6A and 6B). We next isolated and enriched his-
tone 3 and quantified the extent of K36 trimethylation of histone
3 using isobaric labeling and MS (Figure 6C). This experiment
showed a 40-fold increase in the levels of H3K36me3 in the
HEK293T cells co-overexpressing TET3 and NSD3 compared
to non-transfected cells (Figure 6D). Overexpression of TET3
or NSD3 alone provided only about a 2-fold increase of the
H3K36me3 activation mark (Figure 6D). Thus, TET3 has a syner-

gistic effect on the lysine methyltransferase activity of NSD3.

TET3 Overexpression in Retina Leads to Neuronal Gene
Activation and H3K36me3

To analyze if TET3 overexpression has an effect on global gene
expression in the retina, we transduced retinal explant cultures
with lentiviral vectors expressing TET3-eGFP. Compared to
retinal explant cultures overexpressing eGFP only, we identified
981 proteins that were upregulated after TET3-eGFP overex-
pression (Table S6). The TET3-eGFP overexpression strongly af-
fects gene expression in the retina, resulting in the upregulation
of proteins involved in several neurological functions (Figure 7A).
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Figure 7. TET3 Overexpression Leads to
Activation of Neuronal Genes and H3K36
Trimethylation during Retinal Maturation

(A) GO analysis reveals strong enrichment of
neuronal proteins within the subset of proteins
induced after TET3 OE in mouse retinal explants.
(B) Venn diagram shows the significant overlap
(Fisher’'s exact test; p value = 2.1 x 10719 of
proteins enriched after TET3 OE and REST target
genes.

(C) Isobaric labeling LC-MS quantification of
H3K36me3 in mouse retina after TET3-eGFP or
eGFP (control) OE. Summary data are mean =+
SEM. *p < 0.05 (Student’s t test).

(D) Model for neuronal TET3-mediated transcrip-
tional activation and chromatin remodeling. TET3
is recruited to the DNA by transcriptional regula-
tors like REST for context-specific 5mC hydroxyl-
ation. Subsequently, TET3 mediates H3K36 tri-
methylation by recruitment of histone writers such
as NSD3.
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Correlation analysis again revealed that 126 known REST targets
were significantly enriched in the subset of 981 TET3-upregu-
lated proteins (p = 2.1 x 10~ '°, Fischer’s exact test) (Figure 7B;
Table S6).

To test whether TET3 also has a positive effect on lysine
methyltransferase activity in the retina, we transduced retinal
explant cultures with TET3-eGFP or eGFP using lentiviral vec-
tors and determined the levels of H3K36me3 using isobaric
labeling and MS. Overexpression of TET3-eGFP was able to
elevate the levels of H3K36me3 by a factor of 3.8, suggesting
that TET3-mediated hydroxylation of 5mC in retinal cells results
in activation of NSD3 or similar enzymes to induce H3K36 tri-
methylation (Figure 7C). Our data indicate that this involves,
at least in part, REST-assisted, TET3-mediated oxidation of
genomic 5mC and subsequent NSD3-mediated chromatin
remodeling.

DISCUSSION

Our comprehensive analysis of proteins interacting with the
5hmC-generating enzyme TET3 revealed a mechanism for spe-
cific epigenetic regulation of gene expression. We show that the
transcription factor REST, a master regulator of genes involved
in neuronal maturation processes (McGann et al., 2014), binds
and recruits TET3 to the DNA for specific gene activation. In
particular, we find that (1) REST regulates TET3 hydroxylase ac-
tivity, (2) REST target genes accumulate 5hmC during retinal
maturation, and (3) overexpression of TET3 activates REST
target genes. In support of these findings, a recent study
showed that deletion of REST in mouse embryonic stem cells
(ESCs) led to significant loss of genome-wide 5hmC levels in
regulatory regions (Feldmann et al., 2013). REST did not interact
with TET1 or TET2. In addition, none of the TET3 peptides iden-
tified by MS after affinity purification of REST complexes from

the TET3 isoforms with CXXC domain.

Thus, REST-mediated recruitment of
TET3 seems to be specific for the neuronal TET3 isoform lacking
a CXXC domain.

REST originally was described as a transcriptional repressor
of neuronal genes in non-neuronal cells (Chong et al., 1995;
Schoenherr and Anderson, 1995). In addition, REST was shown
to be a key repressor in retinal ganglion cell commitment by
preventing premature expression in retinal progenitor cells
(Mao et al., 2011). It was hypothesized that, in neural progeni-
tors, REST’s repressive function is linked to gene regulatory
networks related to neuronal differentiation (Mao et al., 2011).
To act as a repressor, REST interacts with other proteins like
mSin3a or COREST1 to form REST repressor complexes
(Huang et al,, 1999; McGann et al., 2014; Naruse et al.,
1999). Importantly, none of the known REST-repressive com-
plex proteins were identified in our REST-specific affinity puri-
fications from mouse retinal lysates. There is now growing
evidence suggesting that REST also plays a role in proper func-
tion of neuronal cells (Lu et al., 2014; Lunyak and Rosenfeld,
2005). For example, it was shown that REST functions as an
activator of neuronal genes during neuronal maturation in the
presence of a small double-stranded non-coding RNA corre-
sponding to the NRSE/RE1 REST-binding sequence (Kuwabara
et al., 2004).

Based on our 5hmC-mapping data, approximately 9% (521 of
5,921) of the genes that gained 5hmC during retinal maturation
were known REST target genes. Thus, although REST contrib-
utes significantly (p = 1.8 x 1077, Fischer’s exact test) to
context-dependent 5hmC generation, additional factors might
exist for TET3 recruitment. In line with this, we identified several
other transcriptional regulators interacting with TET3, such as
ASXL1, CTCF, MORF4L1, SUZ12, and VAX1. It is tempting to
speculate that these transcription regulators could influence
TET3 hydroxylase activity in a similar way as REST. For instance,
it was shown that the insulator CTCF interacts with TET enzymes
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and that depletion of CTCF in mouse ESCs and adipocytes leads
to significant loss of 5hmC in transcriptional enhancers (Dubois-
Chevalier et al., 2014; Feldmann et al., 2013). However, CTCF
seems not to discriminate among the TET isoforms, since it binds
to TET1 and TET2 (Dubois-Chevalier et al., 2014) as well as to
TET3 (present study).

Taken together, REST and most probably additional DNA-
binding transcriptional regulators recruit TET3 to neuronal genes
during retinal maturation to oxidize 5mC to 5hmC and activate
their transcription. Transcriptional activation goes along with
chromatin remodeling and translocation of genomic regions
from 5mC-rich heterochromatin to 5hmC-rich euchromatin
(Hahn et al., 2013; Mellén et al., 2012). Interestingly, our study re-
veals that TET3 interacts with several H3K36 methyltrans-
ferases. At a functional level TET3 stimulates the activity of
NSD3 to generate the activating histone mark H3K36me3. Our
data show that the transcriptional repressor REST can facilitate
the recruitment of TET3 to 5mC-containing transcriptionally
inactive genes (Figure 7D). This repressor-induced and con-
text-specific recruitment is followed by TET3-mediated oxida-
tion of 5mC to 5hmC. Subsequently, H3K36 methyltransferases
induce chromatin remodeling to facilitate active transcription
(Figure 7D).

Our findings favor a model that involves highly dynamic tran-
scription-factor-dependent DNA hydroxymethylation that sup-
ports retinal network maturation by context-specific gene activa-
tion. Accordingly, our metabolic feeding experiments showed
that the majority of nascent 5hmC marks were generated from
pre-existing 5mC, supporting the idea of TET3-induced chro-
matin remodeling.

5hmC itself is known to recruit specific binding proteins
(readers) (Mellén et al., 2012; Spruijt et al., 2013; Takai et al.,
2014). We cannot exclude that such 5hmC readers might
contribute to the observed TET3-mediated transcriptional acti-
vation during retinal maturation. Future study focusing on the
identification of developmental-stage-specific 5hmC readers in
the retina should help to elucidate their contribution.

In contrast to 5hmC, the levels of the further oxidized methyl-
cytosine derivative 5fC in the retina were very low and decreased
during neuronal maturation (see Figure S1C), suggesting that 5fC
is a short-lived active DNA demethylation intermediate rather
than an independent epigenetic mark in differentiating neuronal
cells.

In conclusion, we provide evidence that TET3 and REST
play a key role in the activation of neuronal gene transcription.
Furthermore, we show that TET3-mediated gene activation in-
volves H3K36 trimethylation-induced chromatin remodeling.
This study provides a mechanistic link among REST-directed
TET3-mediated 5hmC formation, subsequent chromatin re-
modeling by NSD3, and gene activation during neuronal
maturation.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals
All mice used were on the C57BL/6 genetic background. All procedures con-

cerning animals were performed with permission of the local authority (Regier-
ung von Oberbayern). Day of birth was considered as postnatal day 1 (P1).
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Lentiviral Constructs and Production

Mouse TET3 was PCR cloned from mouse retinal cDNA using the primers 5'-
CTATCTAGAACCGCCATGGACTCAGGGCCAGTGTAC-3' (forward) and 5'-
TCACCGGTAAGATCCAGCGGCTGTAGGG-3' (reverse), and ligated into a
lentiviral vector containing a cytomegalovirus (CMV) promoter (Mistrik
et al., 2005), yielding LV-CMV-TET3ACXXC-eGFP. LV-CMV-eGFP expressing
eGFP only was used for control experiments. Recombinant lentivirus as well
as lentiviral particles were generated as described previously (Mistrik et al.,
2005).

In Vitro Retinal Explant Cultures

Retinas from wild-type animals were used to generate retinal explants.
Animals were killed and the eyes enucleated in DMEM Nutrient Mixture
F12-HAM medium (Sigma) containing 10% fetal bovine serum (FBS) and anti-
biotics. Afterward, the entire eyes were incubated in DMEM-F-12 serum-free
medium containing 0.12% proteinase K at 37°C for 15 min, to allow prepara-
tion of retinal cultures with RPE attached. Subsequently, proteinase K was in-
activated using 10% FBS in DMEM Nutrient Mixture F12-HAM medium. The
eyes were dissected aseptically in a Petri dish. The anterior segment, lens, vit-
reous, sclera, and choroids were carefully removed, and the retina was cut
perpendicular to its edges, resulting in a cloverleaf-like shape. Subsequently,
the retina was transferred to a Millicell culture dish filter insert (Millipore) with
the retinal pigment epithelium layer facing the membrane. The insert was put
into a six-well culture plate and incubated in DMEM-F12 Nutrient medium at
37°C.

Transduction of Retinal Explant Cultures

Retinal explant cultures from 11-day-old mice were used for transduction
experiments using LV-CMV-TET3ACXXC-eGFP (neuronal TET3) or LV-CMV-
eGFP (control). Twelve retinae were used for each experiment. The LV parti-
cles were added to the scleral and vitreal part of retinal explants directly after
preparation of the explant cultures. Every second day, the full volume of
DMEM-F12, 1.2 ml per dish, was replaced with fresh medium. Retinal explants
were harvested after 12 days in vitro for nuclear protein extraction.

Cell Culture and Transfection

HEK293T cells were grown at 37°C and 10% CO, in DMEM supplemented
with 10% FBS, 100 units/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin. The cells
were transfected with plasmids expressing mouse REST (Addgene plasmid
21310) and/or mouse TET3 (LV-CMV-TET3ACXXC-eGFP, see above) using
calcium phosphate. Cells were incubated at 37°C and 10% CO, for 48 hr,
with an additional medium exchange step after 24 hr from transfection.
Upon harvesting, the cells were washed once with PBS after removing the me-
dium, pelleted, and then lysed for subsequent genomic DNA extraction as
described below.

For RNAI experiments, REST-specific siRNA duplexes or control siRNA
duplexes (OriGene, SR304036) and plasmid-expressing mouse TET3 were
transfected using siTRAN (OriGene) in Opti-MEM | reduced serum medium
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. Cells were incubated
at 37°C and 10% CO, for 48 hr and subsequently harvested for genomic
DNA isolation. Knockdown efficiency of gene expression was verified using
gRT-PCR.

Tracing Experiments with ['°C,D;]-Labeled L-methionine in Retinal
Explants

De novo methylation-tracing experiments with [methyl-'3C,D3]-methionine
were performed in p11 retinal explant cultures (as described in the Supple-
mental Experimental Procedures) that were maintained in methionine-free
DMEM containing 10% FBS and supplemented with 2 mM [methyl-'3C,Dg]-
methionine for 9 days (after 3 days, media were renewed). Four retinal cultures
were collected each 3 days after feeding and pooled for subsequent UHPLC-
MS/MS quantification.

Data Interpretation of Interactors

From the identified proteins, only the proteins that were enriched in both the
forward and the reverse experiments, with an enrichment factor of at least
1.5-fold over the control sample, are claimed as interactors. GO analysis
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was performed using Ingenuity pathway analysis (IPA, Ingenuity Systems,
http://www.ingenuity.com/) or DAVID bioinformatics database (http://david.
abcc.ncifcrf.gov/).

Acid Extraction of Histones

To examine histone modifications of histone 3 (H3), we followed a protocol
from Shechter et al. (2007). In brief, cells were lysed in 1 ml hypotonic
buffer containing 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, and
1 mM DTT. Samples were incubated for 30 min on rotator at 4°C. The intact
nuclei were centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4°C. Next, the nuclei
were re-suspended in 400 pl 0.4 N H,SO, and samples were incubated
on rotator for 30 min. The nuclear debris was removed by centrifugation
at 16,000 x g for 10 min. The supernatant was incubated for 30 min with
132 ul trichloroacetic acid (TCA) to precipitate histones. Histones were pel-
leted by 16,000 x g for 10 min and washed with acetone without disturbing
the pellet to remove remaining acid from the solution. The pellets were
eluted using ddH,0.

Quantification of Histone Modifications

The visible protein band of histone H3 was cut out of a Coomassie-stained
SDS-gel after destaining. The protein was in-gel alkylated and tryptically di-
gested (Shevchenko et al., 2006). Trypsin activity was stopped using 1 mM
PMSF and the peptides were labeled according to manufacturer’s protocol
with the TMT 2 (retina) or the TMT 4 (HEK293T cells).

Post-labeled samples of each experiment were pooled together and
analyzed via LC-MS/MS. The relative reporter ion intensities of the trimethy-
lated H3K36 peptide were normalized to the relative quantities of the whole
protein. Finally, the fold change of the trimethylated peptides was calculated
in relation to each control sample.

Bioinformatics

Sequence reads of 5hmC containing DNA fragments were mapped onto
the reference mouse genome (NCBI Build UCSC mm9) using the Bowtie
(v0.12.7) algorithm. Unique and monoclonal reads were used for further
analysis. Refseq genes were downloaded from the UCSC mm9 annotation
database (UCSC Genome Browser). GO analyses on differentially hydroxyme-
thylated regions were performed using Ingenuity (IPA, Ingenuity Systems).
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.2. Unveroffentlichte Arbeiten

4.2.1. Das Tet2-Interaktom

Analog zu Tetl und Tet3 in Kapitel 4.1.1. wurde auch das Interaktom von Tet2 (ber eine GFP-Tet-
gesattigte Co-IP in mESCs und NPCs analysiert. Die Ergebnisse der Experimente sind in Abbildung 4.23

zusammengefasst. Interessanterweise zeigen die Volcano Plots fast keine Interaktoren fiir Tet2.
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Abbildung 4.23: Interaktionspartner von Tet2 in murinen embryonalen Stammzellen (mESCs).
Volcano Plot der GFP-Tet2-gesattigten Co-Immunprazipitation in mESCs identifiziert Ywhag als
Interaktor von Tet2 (False Discovery Rate (FDR) = 0.05; sO = 2).

In mESCs kann Ywhag als einziger, statistisch signifikant angereicherter Interaktionspartner
identifiziert werden. Dieses Protein ist ein Mitglied der 14-3-3-Proteinfamilie und bereits als
Interaktor beschrieben.”® 14-3-3-Proteine sind in der Lage, Interaktionen zwischen Proteinen zu
regulieren und haben beispielsweise Einfluss auf Signaltransduktion, Zellzyklus und Transkription.
Besonders interessant dabei ist, dass die Regulierung der Proteininteraktion oft die Phosphorylierung
des Interaktors beinhaltet.**!! Es kénnte daher spekuliert werden, ob Ywhag Tet2 phosphoryliert und

dadurch reguliert.

Die Beobachtung, dass Tet2 fast keine Interaktionspartner in mESCs hat, ist (iberraschend, da Tetl
und Tet2 in diesen Zellen in vergleichbaren Mengen vorhanden sind.”*® Dies zeigt auch eine, in
Abbildung 4.24 dargestellte, Messung der Tet-Level in mESCs mittels RT-gPCR durch Franziska
Traube. Trotz ihrer &dhnlichen Verteilung, zeigen Tetl und Tet2 jedoch sehr unterschiedliche
Interaktomprofile. So konnte in Kapitel 4.1 gezeigt werden, dass Tetl eine grofRe Anzahl an

interagierenden Proteinen in mESCs hat, wahrend fiir Tet2 nur Ywhag identifiziert werden konnten.
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Tet-Level in mESCs
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Abbildung 4.24: Tet-Level in murinen embryonalen Stammzellen (mESCs). Eine RT-gPCR-Analyse der
mRNA-Level von Tetl, Tet2 und Tet3 in mESCs zeigt, dass die Expression von Tetl und Tet2
vergleichbar hoch ist. Tet3 wird ebenfalls exprimiert, jedoch in geringeren Mengen als Tetl und Tet2.
Ein Grund fiir das Fehlen von Interaktionspartnern fir Tet2 konnte sein, dass der exogene Tet2-Koder
nicht mit dem bereits in nativen Komplexen vorliegendem endogenen Tet2 konkurrieren kann. Um
dies zu untersuchen, wurde die GFP-Tet2-gesattigte Co-IP in Tet TKO mESCs wiederholt. Wieder
wurden nur wenige Interaktionspartner identifiziert, wie Abbildung 4.25 zeigt. Endogenes Tet2

scheint somit keine groRe Wirkung auf die GFP-Tet-gesattigte Co-IP zu haben.
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Abbildung 4.25: Volcano Plot der GFP-Tet2-gesattigten Co-Immunprazipitation in Tet Triple-
Knockout-Zellen (False Discovery Rate (FDR) = 0.05; sO = 2).

Abbildung 4.26 zeigt, dass Tet2 auch in NPCs eine hohe Expressionsrate aufweist. Daher wurde das

Interaktom von Tet2 ebenfalls in NPCs mittels modifizierter Co-IP analysiert.
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Tet-Level in NPCs
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Abbildung 4.26: Tet-Level in neuralen Vorlauferzellen (NPCs). Eine RT-gPCR-Analyse der mRNA-
Level von Tet1, Tet2 und Tet3 in NPCs zeigt, dass die Expression von Tet2 und Tet3 vergleichbar hoch
ist. Tetl wird ebenfalls exprimiert, jedoch in geringeren Mengen als Tet2 und Tet3.

Das Ergebnis ist in Abbildung 4.27 dargestellt. Vergleichbar mit dem Resultat der Co-IP aus mESCs,
kann kein Interaktionspartner fiir Tet2 identifiziert werden. Ywhag ist zwar auch hier angereichert,

jedoch nicht stark.
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Abbildung 4.27: Interaktionspartner von Tet2 in neuralen Vorlduferzellen (NPCs). Volcano Plot der
GFP-Tet2-gesattigten Co-Immunprazipitation in NPCs zeigt keine Interaktionspartner fiir Tet2 (False
Discovery Rate (FDR) = 0.05; sO = 2). Die Position von Ywhag im Volcano Plot ist markiert.

Um herauszufinden, warum Tet2 im Vergleich zu Tetl und Tet3 nur wenige Interaktionspartner hat,

wurde die Aktivitat der verschiedenen Enzyme in Zusammenarbeit mit Franziska Traube und Edris
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Parsa bestimmt. Es wurde jeweils die Aktivitdt der Tet-Proteine in voller Lange (FL) und die Aktivitat
deren katalytischer Doméane (CD) alleine gemessen. Hierzu wurde die Oxidation von mC zu hmC in
HEK293T-Zellen analysiert, die das zu untersuchende GFP-Tet-Fusionsprotein tGberexprimieren. Die
Ergebnisse des Vergleichs der verschiedenen Tet-Enzyme und deren katalytischer Domanen sind in
Abbildung 4.28 zusammengefasst. Interessanterweise ist zu erkennen, dass die nicht-katalytische
Domadnen unterschiedlichen Einfluss auf die Oxidationsaktivitdt der verschiedenen Tet-Proteine
haben. Wahrend die Aktivitdt von Tet2FL im Vergleich zu Tet2CD nicht sinkt, sind die katalytischen
Domanen von Tetl und Tet3 jeweils aktiver, wenn der Rest des Proteins fehlt. Diese Beobachtung
lasst auf regulatorische Funktionen der nicht-katalytischen Domanen auf die Oxidationsaktivitat
schlieBen. Insbesondere Tet3, welches das umfangreichste Interaktom (siehe Kapitel 4.1) besitzt,
weist den groBten Unterschied zwischen FL- und CD-Aktivitat auf. Diese Korrelation ldsst vermuten,
dass die katalytische Aktivitat stark durch die Proteindomanen auBerhalb der katalytischen Domaéne
beeinflusst wird. Diese Proteindomdnen dominieren vermutlich die Interaktionen mit den
detektierten Interaktoren, um die Oxidationsreaktion zu kontrollieren. Dies geschieht
moglicherweise durch Interaktion dieser Proteindomanen mit regulatorischen Proteinen. Demnach
wirden die zahlreichen Interaktionspartner von Tet3 eine Erklarung fir die Diskrepanz zwischen FL-
und CD-Aktivitat liefern. Regulatorische Proteine kénnten an Tet3FL, jedoch nicht an Tet3CD binden,
und somit die Oxidation beeinflussen. Dass die FL-Aktivitdt von Tet2 im Vergleich zur CD-Aktivitat
hingegen nicht verringert ist, kdnnte somit im Zusammenhang mit der Beobachtung stehen, dass

Tet2 mit nur wenigen Proteinen interagiert.

4 x10 %+

3x10+

2x104-

-

1x104-

hmC/dN in HEK293T

Kon- Tet2 Tet2 Tetl Tetl Tet3 Tet3
trolle CD FL CD FL CcD FL

Abbildung 4.28: Aktivitdt der Tet-Proteine in voller Linge (FL) und deren katalytischer Doméne
(CD). Die GFP-Tet-Fusionsproteine wurden jeweils in HEK293T-Zellen produziert, die DNA wurde
isoliert und die Menge an 5-Hydroxymethylcytosin (hmC) im Vergleich zu allen Nukleotiden
(hmC/dN) bestimmt. Als Kontrolle dienten untransfizierte HEK293T-Zellen.
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Zusammenfassend konnten fast keine Interaktionspartner fiir Tet2 in mESCs und NPCs identifiziert
werden. Im Vergleich zu den zahlreichen Interaktoren, die fiir Tetl und Tet3 gefunden wurden, ist
dieses Ergebnis Gberraschend. Es konnte bedeuten, dass Tet2 eine spezielle Aktivierung bendtigt, die
nicht mit dem verwendeten experimentellen Vorgehen imitiert werden konnte. Da ein N-terminales
GFP-Fusionskonstrukt verwendet wurde, kdonnte es auch sein, dass das GFP eine Interaktion mit
anderen Proteinen stort. Zudem ware es moglich, dass Tet2 nur mit sehr niedrig abundanten
Proteinen interagiert, die nicht detektiert werden kénnen. Wahrend dem Ablauf der Experimente
kénnte Tet2 aullerdem beeintrachtigt werden und somit nicht mehr in aktiver Form vorliegen, sodass
keine Interaktionen zustande kommen. Die Volcano Plots der Experimente zeigen jedoch, dass Tet2
in groBen Mengen vorliegt. AuBerdem ist dieses Szenario unwahrscheinlich, da fiir die anderen Tet-
Enzyme viele Interaktoren mit dieser Methode detektiert werden konnten. Daher ist es

wahrscheinlich, dass Tet2 tatsachlich nahezu keine abundanten, starken Interaktionspartner hat.

Folglich konnte Tet2 eher als allgemeine Oxidase funktionieren, die an allen frei zuganglichen mCs im
Zellkern aktiv ist. Diese Hypothese wird von Studien unterstitzt, die berichten, dass Tet2 die hmC-

Level an Enhancern und transkribierten Genkoérpern in meSCs aufrechterhilt.[*?* %

Anhand der soeben beschriebenen Beobachtungen zu Tet2 und der Proteomik-Daten aus

Kapitel 4.1.1. fiir Tetl als auch fir Tet3, ergibt sich ein Modell, das in Abbildung 4.29

zusammengefasst ist.

Tet3 Tet2?

Rbbp7 Supt16 Arid1a Dmap1 Rbbp7 Chtop
Mta3 Ssrp1 Actl6a Actl6a Hdac2 Hmgn2
FACT SWI/SNF NuA4 NuRD

Eny2
Cfdp1 Glyr1
Hmgb1

A locker frei
chromatinisiert chromatinisiert zuganglich

Abbildung 4.29: Die verschiedenen Tet-Enzyme fiihren ihre Funktion an unterschiedlich
chromatinisierter DNA aus. Eine Auswahl der dominierenden Interaktionspartner und zugehorigen
Komplexe der Tet-Proteine ist aufgelistet. Tet3 erhdlt durch die Interaktion mit Chromatin-
modifizierenden Komplexen Zugang zu chromatinisierter DNA (Heterochromatin). Tet1 kann mit Hilfe
von wenigen Chromatin-assoziierten Proteinen an lockerem Chromatin (Euchromatin) agieren,
wohingegen Tet2 an frei zugdnglicher DNA aktiv ist.
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Dabei zeigt sich, dass Tet2 aufgrund fehlender Interaktoren vermutlich als allgemeine Oxidase agiert,
die mC, hmC und fC oxidiert, wenn diese frei zuganglich vorliegen. Tetl und Tet3 kénnten durch ihre
Interaktion mit Chromatin-assoziierten Proteinen an chromatinisierter DNA arbeiten. Da im
Interaktom von Tet3 besonders viele Chromatin-modifizierende Proteinkomplexe (NuRD, FACT,
SWI/SNF, NuA4) zu finden sind, erhalt Tet3 vermutlich Zugang zu stark chromatinisierter DNA und ist
somit in der Lage, die Oxidationsreaktion im Heterochromatin zu katalysieren. Solch eine Aufteilung
wirde erklaren, warum es drei verschiedene Tet-Enzyme gibt. Sie katalysieren zwar dieselbe

Reaktion, allerdings mit Hilfe ihrer Interaktionspartner an unterschiedlichen Regionen der DNA.
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4.2.2. Phosphorylierung der Tet-Enzyme beeinflusst deren Aktivitat

Da die Phosphorylierung von Enzymen eine wichtige Rolle fiir die Regulation der Aktivitat spielt, ist
die Analyse von Phosphorylierungsstellen interessant, um mehr Gber die Kontrolle der Tet-Aktivitat

zu erfahren.

Um Phosphorylierungsstellen der Tet-Proteine zu identifizieren, isolierte Edris Parsa Tetl, Tet2, Tet3,
sowie die katalytische Doméane von Tetl (TetlCD) aus mit dem jeweiligen Konstrukt transfizierten
HEK293T-Zellen. AnschlieRend wurden die Proteine verdaut, phosphorylierte Peptide angereichert
und mittels Massenspektrometrie analysiert. Durch dieses Experiment konnte ein ,SDS“-Motiv mit
hochkonservierten Aminosduren im aktiven Zentrum der Tet-Enzyme entdeckt werden, das
phosphoryliert vorlag. Abbildung 4.30 zeigt das Uber alle Tet-Proteine konservierte ,SDS“-Motiv in
rot, wobei phosphoryliert gefundene Serine griin markiert sind. Das erste Serin dieses ,SDS“-Motivs
konnte hierbei in allen untersuchten Tet-Proteinen im phosphorylierten Zustand nachgewiesen
werden. Teilweise unphosphoryliert lag es allerdings nur in Tet2 und Tet3 vor. Es liegt folglich eine

gewisse Dynamik in der Phosphorylierung des Motivs.

Tetl (1873) QLDEFWSDSEEIYADPSFGGVA
Tet?2 (1756) QEIEYWSDSEHNFQDPCIGGVA

Tet3 (1507) DEEELWSDSEHNFLDENIGGVA

TetlCD (557) QLDEFWEDSEEIYADPSFGGVA

Abbildung 4.30: Vergleich der Aminosdurensequenzen der verschiedenen Tet-Enzyme und der
katalytischen Domidne von Tetl (TetlCD) ldsst das konservierte ,SDS“-Motiv (rot markiert)
erkennen. Griin markierte Serine konnten im phosphorylierten Zustand durch Massenspektrometrie
nachgewiesen werden.

Sogar bei der Durchfiihrung des Experiments mit endogenem Tetl aus mESCs lag das ,,SDS“-Motiv in
Tetl immer phosphoryliert vor. Um einen groRtmoglichen Effekt dieser Phosphorylierung sehen zu
kénnen, wurden daher Mutationsstudien fiir Tet1 durchgefiihrt. Hierflir wurden von Edris Parsa zwei
Mutanten von GFP-Tet1CD hergestellt. Zum einen wurde das erste Serin des ,,SDS“-Motivs zu einem
Alanin mutiert (Mutante S558A) und zum anderen wurde zusatzlich zu dieser Mutation das zweite
Serin des ,SDS“-Motivs zu einem lIsoleucin mutiert (Mutante S560I). Aktivitdtstest der S558A-
Mutante und des WT-Proteins zeigen tatsachlich groBe Unterschiede, die in Abbildung 4.31
dargestellt sind. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Aktivitat von TetlCD steigt, wenn das Enzym

durch die Alanin-Mutation nicht an Position 558 phosphoryliert werden kann.
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Abbildung 4.31: Vergleich der Tet-Aktivitdt des Wildtyp-Proteins und der Mutante S558A zeigt eine
gesteigerte Aktivitat der an Position 558 mutierten katalytischen Domane von Tetl. Dargestellt
sind die Mengen an 5-Hydroxymethylcytosin (hmC) und 5-Formylcytosin (fC) im Vergleich zu allen
gemessenen Guaninbasen (dG). Analysiert wurden je drei biologische Replikate, die in technischen
Triplikaten gemessen wurden.

Diesen Effekt kann man anhand der Kristallstruktur erkldren, die in Abbildung 4.32 gezeigt ist. Das
Serin befindet sich in einer Furche, die zum aktiven Zentrum zeigt. Gegenliber befindet sich in der
Kristallstruktur ein Lysin. In Abbildung 4.32 deutlich erkennbar, zeigt die Phosphorylierung in diese
Furche und ist frei drehbar. Es erscheint plausibel, dass sich die ebenfalls frei drehbare, positiv
geladene Lysin-Seitenkette zur negativ geladenen Phosphat-Gruppe dreht und so die Furche

blockiert. Dies kdnnte den Zugang zum aktiven Zentrum storen.
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Furche

phosphoryliertes
Serin

Abbildung 4.32: Die Kristallstruktur der katalytischen Doméane von Tet2 lasst eine Furche mit dem
ersten Serin aus dem ,,SDS“-Motiv auf der einen Seite und einem Lysin auf der anderen Seite
erkennen (PDB ID: 4NMS6). Die Phosphorylierung des Serins zeigt in diese Furche und ist frei drehbar.
Auch die Lysin-Seitenkette ist frei drehbar und so kénnte das positiv geladene Lysin mit der negativ
geladenen Phosphat-Gruppe interagieren.

Um die verantwortlichen Enzyme fiir die Phosphorylierung im ,SDS“-Motiv zu finden, wurde das
Interaktom von WT-Tet1CD und dessen Mutanten untersucht. Dazu wurde die GFP-Tet-gesattigte Co-
IP fur die jeweiligen Konstrukte mit mESC-Zellkernextrakt durchgefihrt und mittels
Massenspektrometrie analysiert. In Abbildung 4.33 sind die LFQ-Intensitdten der identifizierten
Interaktoren der beiden Mutanten gegeneinander aufgetragen. Die LFQ-Intensititen der
Interaktionspartner aus der WT-Co-IP wurden hierbei subtrahiert, um Veranderungen im Vergleich
zum Wildtyp hervorzuheben. Eine Auswahl an Kinasen und Kinase-assoziierten Proteinen, die

entweder besonders an- oder abgereichert sind, ist in der Abbildung rot markiert.
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Abbildung 4.33: Scatter Plot der Intensititen der markierungsfreien Quantifizierung (LFQ) der
Mutanten der katalytischen Domane von Tetl (TetlCD). Gegeneinander aufgetragen sind die LFQ-
Intensitaten der Proteine aus der GFP-Tet-gesattigten Co-IP mit der Tet1CD-Mutante S558A und der
Tet1CD-Doppelmutante S558A+S560I. Diese wurden mit der LFQ-Intensitat der Proteine aus der Co-
IP mit Wildtyp-Tet1CD subtrahiert. Eine Auswahl an an- und abgereicherten Kinasen ist rot markiert.

Aus dieser Auswahl wurde Cdk11l gewahlt, um den Effekt dieser Kinase auf die Tet-Aktivitat zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurde ein Cdkl11-Knockdown in mESCs mit Hilfe von endogener
kleiner eingreifender RNA (endogenous small interfering RNA, esiRNA) von Franziska Traube
generiert. Die Zellen wurden zudem mit TetlCD co-transfiziert. Daraufhin testete Edris Parsa die
Aktivitat von Tet1CD, um den Effekt der Kinase auf die Tet-Aktivitdt zu analysieren. In Abbildung 4.34
sind die Ergebnisse dieses Knockdown-Experiments dargestellt. Deutlich zu sehen ist eine Erhéhung

der Tet-Aktivitat durch den Cdk11-Knockdown.
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Abbildung 4.34: Vergleich der Tet-Aktivitdt in Wildtyp- und Cdk11-Knockdown-Zellen zeigt eine
gesteigerte Aktivitat durch den Einsatz von Cdkl1l-esiRNA. Dargestellt sind die Mengen an 5-
Methylcytosin (mC), 5-Hydroxymethylcytosin (hmC) und 5-Formylcytosin (fC) im Vergleich zu allen
Nukleotiden (dN).
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4.2.3. Das Tet3 ™™ Interaktom in der Retina von Miusen

Um die Interaktionspartner von Tet3 in der Retina von Mdausen zu identifizieren, wurden Tet-
gesattigte Co-IPs mit Zellkernextrakt aus Retinae durchgefiihrt. Diese Retinae stammten von Mausen

des Stammes BI6J elf Tage nach der Geburt. Da Tet3*“*¢ die dominierende Isoform in neuronalem

-CXXC

Gewebe ist,'”® wurde das Interaktom von GFP-Tet3 in der Retina bestimmt, wobei GFP als

Kontrolle eingesetzt wurde. Die Proben wurden massenspektrometrisch analysiert und mittels LFQ

CXXC

quantifiziert. Das Ergebnis der Analyse des Tet3 ™" -Interaktoms in der Retina ist in Abbildung 4.35

dargestellt.

Tet3
® Hspala o
4 = Tox4
® Smarcc2

®Ewsrl
= Rpl27a

[
® Hspa8 Glyﬂ
ullf3
= Rpl4

= Chtop = Ppp1r10

" Rpl13 = \Wdr82
] MapA

-Logqp(p-Wert)

p-Wert = 0.05

T T T
-2 0 1 2 4 6 8 10

Log2(GFP-Tet3***/ GFP)

Abbildung 4.35: Das Interaktom von Tet3 “*“ in der Retina der Maus. Volcano Plots der GFP-Tet-
gesattigten Co-Immunprazipitationen mit Zellkernextrakt aus Retinae zeigen signifikant
angereicherte Proteine (mindestens zweifach angereichert und p-Wert < 0.05).

Der Volcano Plot zeigt deutlich eine signifikante Anreicherung von Proteinen aus Chromatin-
assoziierten Komplexen, die bereits in Kapitel 4.1 besprochen wurden. Insbesondere der Pppl-
Komplex mit den Proteinen Tox4, Ppp1r10 und Wdr82 dominiert das Interaktom von Tet3 “*“ in der
Retina. Aus dem SWI/SNF-Komplex ist Smarcc2 als Interaktor von Tet3™™¢ zu erkennen. Die
Beobachtung von diesen Proteinkomplexen im Interaktom von Tet3 “*“ sowohl in mESCs, NPCs und
in der Retina der Maus starkt die Hypothese, dass ein Zusammenhang zwischen der Modifizierung

der DNA und der Modifizierung von Chromatin besteht.
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X identifiziert

Interessant ist auch, dass Chtop und IIf3 als interagierende Proteine von Tet3’
wurden. Chtop wurde ebenfalls bereits als Interaktor von Tet3™ ™ Tet3 und Tetl in mESCs entdeckt
(siehe Kapitel 4.1). Dieses Protein kann hmC binden und ist Teil des Chtop-Methylosom-Komplexes,
welcher zu bestimmten Stellen im Chromosom rekrutiert wird."*" ***! Der auf diese Weise mit hmC-
assoziierte Komplex kann das Arginin 3 von Histon H4 (H4R3) methylieren und somit die

-CXXC

Gentranskription aktivieren.*" Die Interaktion von Tet3 mit Chtop lasst demzufolge erneut eine

Verbindung zwischen DNA- und Chromatin-modifizierenden Proteinen vermuten.

Der Chtop-Methylosom-Komplex besteht aullerdem aus den Proteinen Mep50, Erh, Prmt5 und

X Interaktom

Prmtl (Protein-Arginin-Methyltransferase 1). Obwohl diese nicht signifikant im Tet3
angereichert sind, ist neben Chtop, dem Chromatin target of Prmtl1, auch IlIf3 ein Interaktor von
Tet3 ™. 1If3 interagiert ebenfalls mit Prmtl und ist in der Lage, die Aktivitit von Prmtl zu
regulieren.”**%! Somit ist I1f3 moglicherweise ein weiterer Mitspieler im Zusammenspiel von DNA-

und Chromatin-modifizierenden Enzymen.

-CXXC

Von den restlichen Tet3™""-Interaktoren ist insbesondere Glyrl interessant, da es an Chromatin

rekrutiert wird und H3K36me3 erkennen und binden kann.'?® AuBerdem ist Ewsrl als moglicher

[427)

Transkriptionsfaktor unter den Interaktoren hervorzuheben. Diese Proteine konnten als

Interaktoren der Tet-Enzyme einen Einfluss auf die Transkription von Genen ausiben.

Die Haufung an Hitzeschockproteinen (heat shock proteins), ribosomalen und strukturellen Proteinen
ist eine gdngige Kontamination in massenspektrometrisch analysierten Affinitdatsaufreinigungen wie
der Co-IP. Solche Kontaminanten werden in der Contaminant Repository for Affinity Purification

(CRAPome) zusammengefasst.[*?®!
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5. Schlussfolgerungen und Ausblick

Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Dissertation zahlreiche Interaktionspartner der Tet-
Enzyme identifiziert und erforscht werden. Ein Uberblick (iber die interessantesten Tet-Interaktoren

ist in Abbildung 5.1 dargestellt.

metabolische
Enzyme

Got1/2 Mdh1/2

Chromatin- ks Accl Kinasen &

modifizierende Glud1 Phosphatasen
Proteinkomplexe

NuRD SWI/SNF
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Abbildung 5.1: Tet-Enzyme interagieren mit unterschiedlichen Proteinen, um die Oxidation von 5-

Pppica Csnk2a1

Methylcytosin (mC) zu 5-Hydroxymethylcytosin (hmC), 5-Formylcytosin (fC) und 5-Carboxycytosin
(caC) zu kontrollieren. Eine Auswahl der Interaktionspartner, welche im Rahmen dieser Dissertation
entdeckt wurden, ist gegeben.

Es konnte gezeigt werden, dass Tet3 im Gehirn von Mausen mit diversen metabolischen Enzymen
interagiert. Diese Enzyme sind mit dem mitochondrialen Citratzyklus assoziiert. Daher wurden
Lokalisationsstudien durchgefiihrt, um zu belegen, dass diese Proteine auch im Zellkern vorkommen.
Interessant ist allerdings nicht nur, dass diese Enzyme tatsachlich auch im Zellkern lokalisiert sind,
sondern dass sie die Tet-Proteine mit a-Ketoglutarat versorgen kénnten. Erstaunlicherweise konnten
die Citratzyklus-Proteine Mdh1/2, Got1/2, Cs und Aco2 als Tet-Interaktoren nachgewiesen werden,
jedoch nicht Idh, das die letzten Reaktionsschritte zum a-Ketoglutarat katalysiert. Daher wurde

getestet, ob Oxaloacetat und Isocitrat, die biosynthetischen Vorgangerstufen von a-Ketoglutarat, die
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Tet-Aktivitat beeinflussen. Tatsachlich zeigte sich, dass diese Metaboliten einen inhibitorischen Effekt
auf die Aktivitit der Tet-Enzyme haben. Sie scheinen hierbei das reaktive Fe**-Zentrum der Tet-
Proteine vor einer Degradierung der DNA zu schitzen. Um den Zusammenhang zwischen der
Aktivitat der Tet-Enzyme und diesen Metaboliten genauer aufzuklaren, konnten Metabolomik-
Studien durchgefihrt werden, um die Level der Metaboliten im Zellkern zu bestimmen.
Korrespondieren Schwankungen der Metabolit-Level mit der Tet-Aktivitat, kénnte dies Aufschluss
Uber die Wirkung dieser Metaboliten geben. Es konnte auch untersucht werden, ob Gotl/2
moglicherweise das bendtigte Cosubstrat fiir die Tet-Enzyme liefert, indem das Enzym die Reaktion

von Oxaloacetat und Glutamat zu Aspartat und a-Ketoglutarat katalysiert.

Interessant ist auch, dass neben den Proteinen aus dem Citratzyklus auch Glud1 als Tet3-Interaktor
im Mausegehirn identifiziert werden konnte. Da Glud1l a-Ketoglutarat aus dem Neurotransmitter
Glutamat generieren kann, konnte dieses Enzym eine Citratzyklus-unabhéngige Versorgung der Tet-
Proteine mit a-Ketoglutarat gewahrleisten. Weitere Experimente konnten zeigen, dass die
Interaktion von Glud1 mit Tet3 die Oxidation von mC zu hmC stimuliert. Es scheint folglich, dass das
Cosubstrat der Tet-Enzyme aus der Glud1-katalysierten Konversion von Glutamat zu a-Ketoglutarat
bereitgestellt wird. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass ein Zusammenhang zwischen der Tet-
Aktivitat und der Gehirnaktivitdit durch den Neurotransmitter Glutamat besteht. Solch eine
Behauptung misste durch weitere physiologische Experimente bewiesen werden. Beispielsweise
konnten Glud-Knockout-Mause oder mit Glutamat gefiitterte Mause analysiert werden. Diese
kénnten auf Lerndefizite oder Beeintrachtigungen des Gedachtnis hin untersucht werden und die

mC-, hmC- und fC-Level quantifiziert werden.

Uberdies konnten Unterschiede zwischen den einzelnen Tet-Enzymen festgestellt werden. Fiir Tet2
konnten fast keine Interaktionspartner identifiziert werden. Im Gegensatz dazu, wurden viele
Interaktoren fir Tetl und Tet3 nachgewiesen. In mESCs und NPCs waren fir Tet3 insbesondere
zahlreiche Proteine aus Chromatin-modifizierenden Proteinkomplexen signifikant angereichert.
Solche Chromatin-assoziierten Proteinkomplexe wie der NuRD-, NuA4-, PTW/PP1-, FACT- und
SWI/SNF-Komplex konnten zwar auch als Interaktoren von Tet1 nachgewiesen werden, jedoch waren
sie fiir Tet3 und Tet3 ™€ signifikant starker vertreten. Auch in der Retina von Mausen konnte die

Interaktion von Tet3 ¢

mit diesen Proteinkomplexen nachgewiesen werden. Diese Beobachtung
lasst vermuten, dass Tet3 in starker chromatinisierter DNA, wie sie in Heterochromatin vorliegt, aktiv
ist und deshalb mit Chromatin-modifizierenden Proteinkomplexen interagiert. Tetl ware demzufolge

in weniger stark chromatinisierten Bereichen, dem Euchromatin, aktiv.
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Fluoreszenzmikroskopiestudien zeigten, dass Tet3 im Gegensatz zu Tetl tatsdchlich mit dem
Heterochromatinmarker H3K9me3 colokalisiert. Ob die Interaktion mit den Chromatin-assoziierten
Proteinkomplexen einen funktionellen Zusammenhang mit den Tet-Enzymen hat, miissen weitere
Studien auf diesem Gebiet zeigen. So kdnnte untersucht werden, ob ein Knockout oder Knockdown
spezifischer Chromatin-modifizierender Komplexe Auswirkung auf die hmC-, fC- und caC-Level in der
Zelle hat. Solch ein Experiment kdnnte Aufschluss dartiber geben, ob die Aktivitdt der Tet-Enzyme mit

diesen Proteinkomplexen zusammenhangt.

Bei der Analyse von Phosphorylierungen der Tet-Enzyme, konnte ein Serinrest identifiziert werden,
dessen Phosphorylierung einen Effekt auf die Tet-Aktivitdt zeigte. Liegt dieses Serin im
phosphorylierten Zustand vor, so ist die Aktivitdt der Tet-Enzyme gesteigert. Durch die Analyse der
Interaktome von Mutanten, denen dieses Serin fehlt, konnte die Kinase Cdk11 entdeckt werden. Ein
Knockdown dieser Kinase fiihrte zu einer Erhohung der hmC- und fC-Level in Zellen. Cdk11 kénnte
daher ein Regulator der Tet-Proteine sein. Ob Cdkl11l das beschriebene Serin phosphoryliert und
dadurch Einfluss auf die Aktivitdt der Tet-Enzyme hat, muss in weiteren Experimenten untersucht

werden.
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8-o0x0G 8-0x0-7,8-Dihydroguanin

A Adenin

Aco2 Aconitase

Aid Aktivierungsinduzierte Cytidin-Desaminase

AID/APOBEC Aktivierungsinduzierte Cytidin-Desaminase/Apolipoprotein B mRNA editierendes
Enzym katalytisches Polypeptid

ANOVA Varianzanalyse (analysis of variation)

AP abasic site

Arg Arginin

Asp Asparaginsaure

ATP Adenosintriphosphat

BER Basenexzisionsreparatur

bidest. H,O0 bidestilliertes Wasser

BP biologischer Prozess (biological process)

C Cytosin

caC 5-Carboxycytosin

CaCl, Calciumchlorid

CB Chemiblocker

CcC zelluldres Kompartiment (cellular compartment)
CD katalytische Doméne (catalytic domain)

cDNA komplementadre DNA (complementary DNA)
Chtop Chromatin target of Prmt1

CRAPome Contaminant Repository for Affinity Purification
Cs Citratsynthase
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CTD C-terminale Domadne

Cys Cystein-reiche Region

DAVID Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

dN Nukleotide

DNA Desoxyribonukleinsdure

Dnmt DNA-Methyltransferase

DSBH doppelstrangige R-Helix-Region

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)

ESI Elektrospray-lonisation

esiRNA endogene kleine eingreifende RNA (endogenous small interfering RNA)
FACS Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting)
FBS fotales Rinderserum (fetal bovine serum)

fC 5-Formylcytosin

FDR False Discovery Rate

FGF Fibroblasten-Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor)

FL volle Lange (full length)

FOX Forkhead-Box

G Guanin

GFP grin fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein)

Glud Glutamatdehydrogenase

GO Genontologie
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Got

H3K36me3
H3K4

H4R3

HDAC
HEK293T-Zellen
HEPES

His

hmC

hmu

HPLC

ICC

Idh
IgG
IHC
KCl

LC
LC-MS
LC-MS/MS
LFQ
m/z
Mbd
mC

Mdh

Glutamat-Oxaloacetat-Transaminase
Histon3-Lysin36-Trimethylierung
Histon H3 Lysin 4

Histon H4 Arginin 3
Histondeacetylase

Humane embryonale Nierenzellen

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

Histidin
5-Hydroxymethylcytosin
5-Hydroxymethyluracil

Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Chromatography)

Immuncytochemie
Identifikator
Isocitratdehydrogenase
Immunglobulin G
Immunhistochemie
Kaliumchlorid

Flissigkeitschromatographie

(High Performance

Flissigkeitschromatographie-Massenspektrometer

FlUssigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie

markierungsfreie Quantifizierung (label-free quantification)

Masse-zu-Ladung-Verhaltnis
Methyl-CpG-bindende Domane
5-Methylcytosin

Malatdehydrogenase
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MeCP Methyl-CpG-Bindeprotein

mESC murine embryonale Stammzelle

MF molekulare Funktion (molecular function)

MgCl, Magnesiumchlorid

n Anzahl

NaCl Natriumchlorid

NaH,PO, Natriumdihydrogenphosphat

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat

NLS Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal)
nm Nanometer

NOG N-Oxalylglycin

NPC neurale Vorlauferzelle

NuA4 Nukleosom-Acetyltransferase von H4

NuRD Nukleosom-remodelierende Deacetylase

O-GIcNAC O-linked B-D-N-Acetylglukosamin

Ogt O-GlcNAc-Transferase

PB Phosphatgepufferte Losung (phosphate buffer)

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
PDB Proteindatenbank (Protein Data Bank)

PFA Paraformaldehyd

PLA Proximity Ligation Assay

ppm parts per million

Prmtl Protein-Arginin-Methyltransferase 1

PVDF Polyvinylidendifluorid

RFU relative Fluoreszenzeinheit (relative fluorescence units)
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RNA
ROI

rpm
RT-qPCR
SAM

SDS
SDS-PAGE
SWI/SNF
T

TAF

TBS
TBS-T
TCEP
Tdg

Tet
TKO

u
UniProt
v/v

w/v

WT

Ribonukleinsaure

Bereich von Interesse (region of interest)

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)

Real-time quantitative polymerase chain reaction

S-Adenosylmethionin

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl! sulfate)

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

SWitch/Sucrose nicht garungsfahig (SWitch/Sucrose Non-Fermentable)

Thymin

TATA-Box-bindendes-Protein-assoziierter

Associated factor)

Tris-buffered saline

Tris-buffered saline with Tween20

Tris(2-carboxyethyl)phosphin
Thymin-DNA-Glykosylase

ten-eleven translocation

dreifacher Knockout (Triple Knockout)

Uracil

Faktor

(TATA-box binding Protein

universelle Proteindatenbank (universal protein database)

Volumen/Volumen
Gewicht/Volumen

Wildtyp
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8. Anhang

Tabelle 8.1: Auswahl an GO-Begriffen fiir die Proteine der griinen Box der Cluster-Analyse in

Abbildung 4.4.

GO-Begriff Proteinanzahl | % (Anzahl GO-Begriff / p-Wert
GO-Begriff gesamte Liste)
BP: Genexpression 8 80 3.4x10°
CC: Chromosom 3 30 7.1x 107
MF: Nukleinsdurebindung 8 80 9.0x 10"
MF: Proteinbindung 8 80 5.4x10°

Fiir eine Auswahl an GO-Begriffen sind die p-Werte und die Anzahl der Proteine gegeben, welche fir
diesen GO-Begriff angereichert sind. Zudem ist das Verhéltnis von der Anzahl dieser Proteine im
Vergleich zur Proteinanzahl der gesamten Liste in Prozent aufgelistet. BP = biologischer Prozess,

CC = zellulares Kompartiment, MF = molekulare Funktion

Tabelle 8.2: Auswahl an GO-Begriffen fiir die Proteine der cyanblauen Box der Cluster-Analyse in

Abbildung 4.4.

GO-Begriff Proteinanzahl | % (Anzahl GO-Begriff / p-Wert
GO-Begriff gesamte Liste)
CC: Nukleus 9 90 1.2x10°
MF: Nukleinsaurebindung 9 90 6.6 x 10°

Flr eine Auswahl an GO-Begriffen sind die p-Werte und die Anzahl der Proteine gegeben, welche fir
diesen GO-Begriff angereichert sind. Zudem ist das Verhaltnis von der Anzahl dieser Proteine im
Vergleich zur Proteinanzahl der gesamten Liste in Prozent aufgelistet. BP = biologischer Prozess,

CC = zelluldres Kompartiment, MF = molekulare Funktion
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Tabelle 8.3: Auswahl an GO-Begriffen fiir die Proteine der violetten Box der Cluster-Analyse in

Abbildung 4.4.

GO-Begriff Proteinanzahl | % (Anzahl GO-Begriff / p-Wert
GO-Begriff gesamte Liste)
BP: Chromatinumstrukturierung 2 29 4.2x10°
CC: Chromosom 4 57 2.2x10°
MF: Transkriptionscoaktivatoraktivitat 3 43 5.5x10™

Flr eine Auswahl an GO-Begriffen sind die p-Werte und die Anzahl der Proteine gegeben, welche fir
diesen GO-Begriff angereichert sind. Zudem ist das Verhaltnis von der Anzahl dieser Proteine im

Vergleich zur Proteinanzahl der gesamten Liste in Prozent aufgelistet. BP = biologischer Prozess,

CC = zellulares Kompartiment, MF = molekulare Funktion

Tabelle 8.4: Auswahl an GO-Begriffen fiir die Proteine der roten Box der Cluster-Analyse in

Abbildung 4.4.

GO-Begriff Proteinanzahl | % (Anzahl GO-Begriff / p-Wert
GO-Begriff gesamte Liste)
BP: Genexpression 7 88 3.1x10°
CC: Nukleus 2 88 7.8x 107
MEF: DNA-Bindung 4 50 45x107

Fir eine Auswahl an GO-Begriffen sind die p-Werte und die Anzahl der Proteine gegeben, welche fir
diesen GO-Begriff angereichert sind. Zudem ist das Verhaltnis von der Anzahl dieser Proteine im

Vergleich zur Proteinanzahl der gesamten Liste in Prozent aufgelistet. BP = biologischer Prozess,

CC = zelluldres Kompartiment, MF = molekulare Funktion
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Tabelle 8.5: Log2(GFP-Tet/GFP)-Werte der Komponenten der Chromatin-modifizierenden
Komplexe, die mehr als zweifach angereichert und einen p-Wert < 0.05 in mindestens einer der

Tet-Co-IPs im Vergleich zur Kontrolle haben.

Komplex- Tetl Co-IP Tet3 % Co-IP Tet3 Co-IP Tet3 Co-IP Tets'CXXC Co-IP
komponente mESC mESC mESC

Aridla positiv negativ negativ
_—___

m positiv negativ
m positiv negativ negativ

Ppplce _____

Rbbp7 positiv positiv

Ruvbi2 _____

Smarccl positiv positiv

_____

wWdr82 positiv positiv positiv

Ruvbl1 _____

Morfall positiv negativ negativ positiv

Pppica _____

Rbbp4 positiv positiv

Ppplrl2a negativ negativ positiv positiv

—————

m negativ positiv negativ positiv
| Smarcad _—___
Ppp1rl0 negativ positiv positiv negativ negativ
Cnegatv postv  postv  negatv  negatv
Gatad2a negativ negativ negativ positiv positiv
~ positv  positv  positiv.  positv  positv
m positiv positiv positiv positiv positiv
_—___
Meaf6 positiv negativ positiv positiv

—————

Suptl6 positiv positiv negativ

_____

Die log2(GFP-Tet/GFP)-Werte fir die Tetl-, Tet3- und Tet3“Co-IPs in mESCs und NPCs sind

gegeben.
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Tabelle 8.6: Tet-normalisierte Werte der Komponenten der Chromatin-modifizierenden Komplexe,
die mehr als zweifach angereichert und einen p-Wert < 0.05 in mindestens einer der Tet-Co-IPs im

Vergleich zur Kontrolle haben.

Komplex- TetlmESC | Tet3 ™ mESC | Tet3 mESC Tet3NPC | Tet3 ™ NPC
komponente normalisiert normalisiert normalisiert normalisiert | normalisiert

Ppplcc _____

_____

Dmapl

Rbbp7

Ruvbi2 _____

Smarccl

_____

Wdr82

Ruvbl1 _____

Morfall

Pppica _____

Rbbp4

Smarcdl

Ssrpl

Supt16 _____

-CXXC

Die normalisierten Werte der Tetl-, Tet3- und Tet3™""-Co-IPs in mESCs und NPCs wurden berechnet,

indem der log2-Wert der Komplexkomponente durch den log2-Wert von Tet1, Tet3 oder Tet3“*¢

dividiert wurde.
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A
Gehirn-  GFP-Tet3- GFP- Gehirn- GFP-Tet3- GFP-
lysat Co-IP Co-IP lysat Co-IP Co-IP
220kDa| w— GFP-Tet3 220 kDa e GFP-Tet3
(220 kDa) (220 kDa)
120k -— 120 kDa -
138 kgg _— —_— Aconitase2 100 kDa —
80 kDa - -_— (85.4 kDa) 80 kDa —_— - Glutamat-
60 kDa| " 60 kDa — — — dehydrogenase
50 kDa 50 kDa — (61,3 kDa)
40 kDa 40 kDa
. GFP - |GFP
30 kDa (35 kDa) 30 kDa (35 kDa)
B Antikorper- Anti-Ziege- Tet3-  Gehirn- Antikorper- Anti-Ziege- Tet3-  Gehirn-
tests Co-IP Co-IP lysat tests Co-IP Co-IP lysat
220kD2| - 220kDa| ==
136 KB , 120 kDa
Aconitase2 100 kDa
80 kDa - | 54k0a) 80 kDa —-— -
60 kDa . a 60 kDa e | Glutamat-
50 kDa 50 kDa T e | dehydrogenase
40 kDa 40 kDa (61,3 kDa)
30kba . * . 30 kDa ' - -
20 kDa 20 kDa
HEK293T- Gehirn-  Tet3-
lysat lysat Co-IP
220 kDa P = GFP-Tet3
(220 kDa)
120 kDa -— Tet3
100 kDa —_— (180 kDa)
80 kDa
60 kDa
50 kDa -_—
40 kDa L==3
30 kDa -
—
20 kDa -

Anti-GFP- Anti-Tet3-
Antikérper  Antikorper

Abbildung 8.1: Komplette Western Blots der GFP-Tet3-gesittigten und endogenen Co-
Immunprazipitationen (Co-IPs). (A) Western Blots nach GFP-Tet3-gesattigter Co-IP unter
Verwendung von Anti-Aconitase2- und Anti-Glutamatdehydrogenase(Glud)-Antikorper. (B) Western
Blots nach endogener Tet3-Co-IP unter Verwendung von Anti-Aconitase2-, Anti-Glud- und Anti-Tet3-
Antikorper. Anti-GFP-Antikorper wurden verwendet, um GFP-Tet3 in HEK293T-Zelllysat
nachzuweisen.
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H3K9me3 (Kontrolle) Hoechst 33342 H3K9me3 + Hoechst 33342
(Abiocode R1092) Tet3 Hoechst 33342 Tet3 + Hoechst 33342
(Sigma HPA050845) Tet3 Hoechst 33342 Tet3 + Hoechst 33342

B IHC - Maus Hippocampus - Tet3 IHC - Maus Hippocampus - Glud IHC - Maus Hippocampus - Aco2

[ ]

[]

Abbildung 8.2: Fluoreszenzmikroskopiedaten. (A) Test der Anti-Tet3-Antikdrper von Abiocode und
Sigma in Tetl-3 dreifach ausgeschalteten (TKO) murinen embryonalen Stammzellen. Der
Chromatinmarker H3K9me3 diente als Positivkontrolle, um zu zeigen, dass die Immuncytochemie
(ICC) generell funktioniert. Fur alle drei ICCs wurde derselbe Sekundarantikérper verwendet. (B)
Uberblick tiber die Hippocampus-Regionen der mit Antikérpern gegen Tet3, Glutamatdehydrogenase
(Glud) oder Aconitase 2 (Aco2) durchgefiihrten Immunhistochemie. Der Bereich von Interesse (region
of interest, ROI) ist weill umrandet und markiert den Ausschnitt, der fiir die Nahaufnahmen in
Abbildung 4.15A verwendet wurden.
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A 5'-UUU UGmC GGU UG - 3*(1-1) 5-  UUGMCGGU UG-3'(1-3) 5'- GmC GGU UG-3(1-5)
5- UUUGMCGGU UG-3'(1-2) 5 - UGmC GGU UG -3 (1-4)
+Tet1CD +Tet1CD
160 +a-Ketoglutarat (1 mM) 1909 g-Ketoglutarat
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Abbildung 8.3: Die Aktivitdt der katalytischen Domdne von Tetl (TetlCD) in Gegenwart und
Abwesenheit des Cosubstrats. (A) Tet1CD zeigt in Gegenwart von a-Ketoglutarat volle Aktivitat im
Reaktionspuffer (DNA-Oligo: 5’-UUU UGmC GGU UG-3’; MALDI-TOF m/z mC: 3294.5; hmC/fC:
3310.8). Wenn nur Fe(ll) und TetlCD vorhanden sind, wird der DNA-Oligo hydrolysiert: 1-1 3294.5
Da; 1-2 3004.8 Da; 1-3 2714.6 Da; 1-4: 2424.4 Da; 1-5: 2134.3 Da. (B) Tet1CD zeigt ebenso Aktivitat
an dem DNA-Oligo 5'-GTA ATG mCGG TAG G-3’. Die MALDI-TOF-Analyse detektiert einen kleinen
Peak der mC- (4066 m/z) und einen groRen Peak der hmC/fC-enthaltenden DNA (4082 m/z). Ist kein
Cosubstrat vorhanden, wird das Oligomer ebenfalls hydrolysiert: 2-1 4066.6 Da; 2-2 3737.3 Da; 2-3:
3431.1 Da. Allerdings tritt die Degradation in geringerem MaRe auf. (C) Wenn kein Tet-Enzym
vorhanden ist, sind in der Gegenwart von Fe(ll) beide DNA-Oligomere in Wasser stabil.



