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1 Zusammenfassung

Grolke Teile sowohl des menschlichen als auch des Mausgenoms sind abgeleitet von
Retrotransposons [1-3]. Es wird angenommen, dass diese Elemente ihren Ursprung in
evolutionar lange zuriickliegenden Infektionen mit exogenen Retroviren haben [4, 5]. Ei-
nige von ihnen haben auch nach Millionen von Jahren in ihrem Wirtsgenom die Fahigkeit
zur Retrotransposition nicht verloren [6—9]. Unter Retrotransposition versteht man eine
Vervielfaltigung des betreffenden Retroelementes tiber eine RNA-Zwischenstufe und sei-
ne erneute Integration als DNA an einer anderen Stelle des Genoms [10]. Durch solche
Vorgange kann die Expression umgebender Gene verstarkt, gehemmt oder sogar das Gen
komplett zerstort werden. In der Literatur sind zahlreiche Retrotranspositionsvorgange
beim Menschen beschrieben, von denen bekannt ist, dass sie Erkrankungen verursacht
haben [11]. Doch auch ohne vollstandige Retrotransposition konnen fehlregulierte Retro-
transposons die Genexpressionsmuster von Zellen wesentlich beeintrachtigen und damit
unter anderem zur Entstehung von Krebserkrankungen beitragen [12]. Ein Beispiel fiir
immer noch aktive Retrotransposons im Mausgenom sind die |AP-Elemente (intracis-
ternal A-type particles, eine Unterfamilie der LTR-Retrotransposons), deren Expression
bereits wahrend der friihen Embryogenese durch epigenetische Mechanismen unterdriickt
wird [13-15].

In dieser Doktorarbeit wurde eine Teilsequenz aus den IAP-Elementen identifiziert, wel-
che spezifisch fiir embryonale Stammzellen der Maus die Bildung von Heterochromatin
veranlassen kann, wenn sie neu ins Genom der Zellen integriert wird: Diese Sequenz wur-
de mit "GAG 2.22" benannt [16]. Das GAG 2.22-Element ist in der Lage, die Abschal-
tung benachbarter aktiver Gene in Mausstammzellen zu vermitteln. Um dies zu zeigen,
wurde ein Reporter-System verwendet, bei dem das Sequenzelement ein benachbartes
Gen ausschaltet, welches ein griin fluoreszierendes Protein (EGFP) kodiert [17]. Wei-
terhin wurden punktmutierte Varianten dieser Repressionssequenz generiert, bei denen
die Stilllegung des benachbarten Gens nahezu vollstandig verloren geht. Dadurch konnte
gezeigt werden, dass es sich bei der Rekrutierung von Heterochromatin an GAG 2.22
um einen sequenzspezifischen Mechanismus handelt. Als elementare Faktoren in diesem
Mechanismus konnten das Korepressorprotein Kapl und die Histonmethyltransferase
Setdbl identifiziert werden, indem fiir diese und andere Heterochromatin-Faktoren de-
fiziente Zelllinien untersucht wurden. Fiir Kapl und Setdbl war bereits beschrieben,
dass sie an der Unterdriickung der Expression von endogenen IAP-Retrotransposons in
embryonalen Stammzellen der Maus beteiligt sind [18, 19]. Dariiber hinaus konnte die
SNF2-Typ AT Pase Atrx als weiterer wichtiger Faktor flir GAG 2.22-abhangiges Silencing
des EGFP-Reporters identifiziert werden [16]. In Atrx-defizienten Zellen zeigte sich der
Silencing-Prozess stark verzogert, die grundsatzliche Fahigkeit zum Silencing war jedoch
erhalten. Wurde allerdings das Heterochromatin der Zellen durch verminderte Expressi-
on von Kapl oder Setdbl beeintrachtigt, so reagierten Atrx-Knockout-Zellen mit einer
deutlich starkeren Derepression des Reporters. Auch fiir endogene IAP-Elemente konnte



nachgewiesen werden, dass alleiniger Verlust von Atrx keinen Einfluss auf das Ausmals
threr Expression hat. Bei zusatzlicher Reduktion des Kapl-Levels in den Zellen kam es
jedoch zu einer signifikanten Hochregulation der |IAP-Transkripte.

Die Kernpunkte dieser Arbeit sind die Identifikation eines neuen Sequenzelementes aus
IAP-Retrotransposons (GAG 2.22), das in der Lage ist, in einem sequenzspezifischen
Mechanismus repressives Chromatin zu rekrutieren, sowie die Untersuchung der Rol-
le verschiedener Heterochromatin-Faktoren in diesem Prozess. Im Gegensatz zu den
Faktoren Kapl und Setdbl erwies sich Atrx als nicht zwingend erforderlich fir GAG
2.22-abhangiges Silencing. Fiir Atrx zeigte sich vielmehr ein beschleunigender und sta-
bilisierender Effekt auf das entstehende Heterochromatin.



2 Hintergrund

2.1 Chromatinstruktur und -regulation

Der Begriff Chromatin beschreibt die libergeordnete Verpackungsstruktur der Kern-DNA
eukaryotischer Zellen. Gepragt wurde er von Walther Flemming, einem der ersten Wis-
senschaftler, die sich mit den Strukturen und Ablaufen innerhalb des Zellkerns beschaf-
tigten [20]. Es wird unterschieden zwischen Heterochromatin, welches sich im Elek-
tronenmikroskop dicht kondensiert darstellt, und dem eher aufgelockerten Euchroma-
tin. Heterochromatin korreliert mit transkriptionell stillgelegten Bereichen, wohingegen
die offenere Konfiguration des Euchromatins die aktive Transkription beglinstigt [21—
24]. Ein Nukleosom, die basale Chromatin-Einheit, besteht aus je zwei Kopien der vier
Histon-Proteine (H2A, H2B, H3, H4), welche von 146 Basenpaaren des DNA-Stranges
umschlungen sind [25, 26].

Obwohl die meisten Zellen eines Organismus dieselbe DNA enthalten, mussen die ver-
schiedenen Zelltypen bestimmte Gene unterschiedlich stark exprimieren, um ihre jewei-
lige Aufgabe zu erfiillen. Bei der Herstellung und Aufrechterhaltung zelltypspezifischer
Transkriptionsprogramme spielt die epigenetische Regulation auf Chromatin-Ebene ei-
ne elementare Rolle [27]. Die Chromatinstruktur ist standigen kovalenten und non-
kovalenten Modifikationen durch Proteine und RNA unterworfen. Die dabei ablaufenden
molekularen Mechanismen sind aulerst vielfaltig und bei Weitem noch nicht vollstandig
verstanden. Sie umfassen beispielsweise die Methylierung von Cytosin-Nukleotiden der
DNA, die chemische Modifikation der Histon-Proteine, die AT P-abhangige Verschiebung
von Histon-Oktameren in Bezug auf den umschlingenden DNA-Strang, den Austausch
von Histon-Proteinen gegen spezialisierte Varianten und die Interaktion regulatorischer
(nicht-kodierender) RNA mit der Chromatinstruktur [28-31].

2.1.1 DNA-Methylierung

Ein Mechanismus der Chromatin-Regulation durch kovalente Veranderungen ist die Me-
thylierung der DNA. In Saugetieren findet diese iiberwiegend an Cytosin-Basen im Be-
reich von CpG-Inseln statt. Unter CpG-Inseln versteht man DNA-Abschnitte innerhalb
des eukaryotischen Promoters, die einen erhohten Cytosin-Guanin-Gehalt von iiber 60%
aufweisen. In somatischen Zellen ist das DNA-Methylierungsmuster relativ stabil, wohin-
gegen in Keimzellen und frithen Embryonen eine genomweite Reprogrammierung dessel-
ben stattfindet [32—34]. Die beiden DNA-Methyltransferasen Dnmt3a und Dnmt3b sind
in Kooperation mit dem nicht-enzymatischen Dnmt3L-Protein in der Lage, die DNA de
novo zu methylieren und sorgen so fir die Entstehung bestimmter Methylierungsmuster
wahrend der Embryonalentwicklung [35, 36]. Bei jeder Zellteilung muss dieses Muster



auf den neu synthetisierten DNA-Strang iibertragen werden. Diese Aufrechterhaltung
des Methylierungsmusters wird von der Methyltransferase Dnmt1 iibernommen [37, 38].

Wenngleich die Funktionen der DNA-Methylierung sich immer mehr als sehr vielfal-
tig herausstellen, so ist im Rahmen dieser Arbeit vor allem der repressive Effekt auf
die Initiation der Transkription von Bedeutung. Viele Transkriptionsfaktoren binden an
CpG-haltige DNA-Sequenzen, was durch Methylierung dieser Bereiche verhindert wer-
den kann. Umgekehrt gibt es aber auch Proteine, die eine Methyl-CpG-Bindedomane
besitzen, damit also speziell methylierte DNA erkennen und daraufhin weitere Repressi-
onsfaktoren rekrutieren [28, 39, 40].

2.1.2 Histon-Modifikationen

Die Histon-Proteine (H2A, H2B, H3, H4), welche den Kern der einzelnen Nukleosomen
bilden, sind im Wesentlichen globular konfiguriert. Lediglich die N-terminalen Enden ra-
gen als unstrukturierte “Histone Tails" aus dem Nukleosom heraus. Hier erfolgt eine
Vielzahl unterschiedlicher kovalenter Modifikationen mit verschiedenster regulatorischer
Funktion (z.B. Acetylierung, Phosphorylierung, Methylierung). Fiir einen ausfiihrlichen
Uberblick iiber die verschiedenen Formen der Histon-Modifikation kénnen folgende Quel-
len herangezogen werden: C.D. Allis: ,Epigenetics” (2015) [27], T. Kouzarides: ,Chro-
matin Modifications and Their Function” (2007) [29].

Von besonderem Interesse fiir die vorliegende Arbeit ist der Mechanismus der Histon-
Methylierung. Je nach Art und Position der methylierten Aminosaure kann sie sowohl
einen aktivierenden als auch einen hemmenden Effekt auf die Genexpression haben [41].
Die Methylgruppen werden durch spezifische Histon-Methyltransferasen auf bestimmte
Arginine und Lysine lbertragen. Zusatzliche Komplexitat entsteht daraus, dass Lysin
sowohl mono- als auch di- oder trimethyliert sein kann. Fiir Arginin gibt es die Mog-
lichkeit der Mono- und Dimethylierung, wobei letztere sowohl symmetrisch als auch
asymmetrisch auftreten kann [42]. Vor allem Lysin-Methyltransferasen haben eine sehr
hohe Spezifitat, modifizieren also iiblicherweise ein bestimmtes Lysin eines speziellen
Histons [43]. Nur wenige Methylierungs-Positionen sind bisher genauer im Hinblick auf
ihren regulatorischen Effekt untersucht. Mit einer Aktivierung der Transkription werden
H3K4-, H3K36- und H3K79-Methylierung in Verbindung gebracht. Ein repressiver Effekt
dagegen ist fiir H3K9-, H3K27- und H4K20-Methylierung beschrieben [29, 44].

Studien zur genomweiten Kartierung von Histon-Modifikationen zeigen fiir bestimmte
DNA-Bereiche eine Anreicherung spezifischer Modifikationen. So finden sich H3K27-
Trimethylierungen tiberwiegend verteilt tiber inaktive Gene und deren benachbarte Regio-
nen, wahrend repetitive Genombereiche eher durch H3K9-Trimethylierung und H4K20-
Trimethylierung gekennzeichnet sind [45]. In embryonalen Stammzellen sind die hetero-
chromatischen Modifikationen H3K9me3 und H4K20me3 auch an vielen Retrotranspo-
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sons stark angereichert [46]. Deshalb soll hier ein kurzer Uberblick iiber die Entstehungs-
mechanismen dieser beiden Histon-Modifikationen gegeben werden (siehe Abbildung
2.1). Am besten untersucht ist die Etablierung von H3K9me3 und H4K20me3 am peri-
zentrischen Heterochromatin der Maus, welches die hochrepetitive Major Satellite DNA
in Bereich der Zentromere kompaktiert [47]. Jene Major Satellite Repeats werden durch
die Transkriptionsfaktoren Pax3 und Pax9 gebunden und damit die Formierung von He-
terochromatin in Gang gesetzt [48]. Uber einen noch nicht genau verstandenen Mecha-
nismus werden anschlieBend verschiedene Methyltransferasen (Setdbl, Prdm3, Prdm16)
rekrutiert und katalysieren zunachst eine H3K9-Monomethylierung [49, 50]. Monome-
thyliertes H3K9 bildet dann das Substrat fiir Suv3-9h-Histon-Methyltransferasen, welche
daraus Trimethyl-H3K9 generiert [51]. HP1 (Heterochromatin-Protein 1) kann nun als
Adaptermolekiil fungieren, indem es H3K9me3 mit Hilfe seiner Chromodomane bindet
und Suv4-20h-Enzyme hierher rekrutiert [52, 53]. Diese katalysieren die Formierung von
H4K20-Trimethylierungen und sorgen fiir die Bindung stabilisierender Cohesin-Molekiile
an das perizentrische Heterochromatin [54, 55]. Parallel dazu werden durch trimethy-
liertes H3K9 auch DNA-Methyltransferasen rekrutiert [56].

2.1.3 KRAB-Zink-Finger-abhangige Regulation durch Kapl

Zink-Finger-Proteine mit einer Kriippel-associated box (KRAB) stellen die grokte Grup-
pe im Genom hcoherer Wirbeltiere kodierter Transkriptionsfaktoren dar [58—62]. Die
KRAB-Domane ist evolutionar hochkonserviert und vermittelt starke Repressionseffek-
te auf transkriptioneller Ebene [63, 64]. Das Korepressorprotein Kapl (auch bekannt
als Trim28 oder Tif1B) bindet mit Hilfe einer RING-Finger-Struktur an die KRAB-
Domane und fungiert als universeller Adapter bei KRAB-Zinkfinger-abhangigen Silen-
cing-Prozessen [65—67] (siehe Abbildung 2.2). Am N-Terminus von Kapl befindet sich
die RING finger/B-box/coiled coil (RBCC)-Domane (auch bekannt als tripartite-motif
= Trim), welche die Bindung von jeweils drei Kap1l-Molekiilen als Homotrimer an ei-
ne einzelne KRAB-Domane ermoglicht [68]. Kapl rekrutiert daraufhin weitere wich-
tige Heterochromatin-Proteine wie HP1 und Setdbl. Die C-terminale Chromoshadow-
Domane (CSD) von HP1 bindet als Homodimer an ein spezifisches Aminosaurensegment
von Kapl (HP1BD) und stellt an den beiden N-terminalen Enden jeweils eine Chromo-
domane fiir weitere Bindungspartner zur Verfiigung [69, 70]. Am C-Terminus von Kapl
befindet sich eine PHD-Domane mit intramolekularer Sumo-Ligase-Aktivitat, wodurch
die unmittelbar benachbarte Bromodomane sumoyliert wird. Diese Sumoylierung sorgt
fur die Rekrutierung der H3K9-Methyltransferase Setdbl sowie der Chd3-Komponente
des NuRD (Nucleosome remodeling deacetylase)-Komplexes, welcher eine Histon-Dea-
cetylierung vermittelt [71-75].

Uber die genannten Mechanismen erfiillt Kapl wichtige Aufgaben in einer enormen
Vielzahl von Prozessen der transkriptionellen Repression. So ist Kapl beispielsweise
erforderlich fir die Zfp57-abhangige DNA-Methylierung bei den Imprinting-Vorgangen
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Abbildung 2.1: Silencing-Mechanismus an perizentrischem Heterochromatin: Pax3 und
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Pax9 binden an Major Satellite Repeats und sorgen iiber einen bisher noch unver-
standenen Mechanismus fiir die Rekrutierung von Histon-Methyltransferasen.
Prdm3, Prdm16 oder Setdbl katalysieren die Monomethylierung von H3K9,
worauf aufbauend Suv3-9h-Enzyme trimethyliertes H3K9 generieren. HP1 fun-
giert als Adapter zwischen H3K9me3 und weiteren Proteinen wie Suv4-20h, wel-
ches die Bildung von H4K20me3 katalysiert. Zusatzlich werden durch H3K9me3
DNA-Methyltransferasen (Dnmts) rekrutiert. (aus D. Sadic: Regulation of he-
terochromatic gene silencing in mouse [17, 55, 57])



Histon-
Deacetylierung

H3K9-
Trimethylierung

H3K9m& l
Bindung ”

Nl ﬂ
Abbildung 2.2: KRAB-Zink-Finger-abhdngige Chromatin-Regulation durch Kapl: Kapl
bindet mit seiner RBCC-Doméane an die KRAB-Domane eines KRAB-
Zinkfinger-Transkriptionsfaktors. An Kapl wiederum bindet HP1 und die in-
tramolekulare Sumoylierung der Bromodomane von Kapl sorgt fiir die Rekru-
tierung von Setdbl und der Chd3-Einheit des NuRD-Komplexes. Setdb1 kata-
lysiert seinerseits H3K9-Trimethylierungen, welche von HP1 gebunden werden.
Durch den NuRD-Komplex kommt es zusatzlich zu einer Histon-Deacetylierung.
Insgesamt resultiert daraus die Kapl-abhangige Etablierung stark repressiver
Chromatinstrukturen. Es ist zu beachten, dass bei in vitro Experimenten KRAB-
Zinkfinger-Proteine haufig als Dimer an die DNA binden und aulerdem jeweils
drei Kapl-Einheiten als Homotrimer an eine KRAB-Domane rekrutiert werden.
Hierdurch kommt es zu einer starken Amplifikation in der Bindungskaskade, auf

deren Darstellung zugunsten der Ubersichtlichkeit im Schema verzichtet wurde.
(Modifiziert nach Sadic (2014) [17], lyengar und Farnham (2011) [76])
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der friihen Embryogenese [77, 78] und tragt zur Etablierung und Aufrechterhaltung
spezifischer DNA-Methylierungsmuster in der frilhen Embryonalphase bei [79]. Eine
weitere wichtige Aufgabe in der Embryonalentwicklung erfiillt Kapl als Kofaktor des
KRAB-Zinkfinger-Proteins Zfp568 bei der Entstehung extraembryonaler Gewebe (Am-
nion, Chorion, Dottersack, Allantois) [80]. Dariiber hinaus sind Funktionen von Kapl
im Rahmen der Mitophagie wahrend der Erythropoese [81] sowie der neuronalen Diffe-
renzierung [82, 83] bekannt. Auch bei der Repression retroviraler Elemente ist Kap1l ein
unverzichtbarer Faktor. Seine Rekrutierung durch Zfp809 und YY1 ist erforderlich fiir ei-
ne suffiziente Restriktion der Replikation des Moloney murine leukemia virus (M-MLV) in
embryonalen Stammzellen [84—86]. Genauso ist Kapl aber auch ein elementarer Faktor
beim Silencing endogener retroviraler Elemente sowie ihnen benachbart liegender Gene
[19, 87, 88]. AuRer bei Prozessen der transkriptionellen Repression spielt Kapl auch ei-
ne wichtige Rolle bei der Reaktion auf Beschadigungen der DNA. Durch DNA-Schaden
induzierte Proteinkinasen phosphorylieren Kapl in direkter Nachbarschaft seiner Bro-
modomane und verhindern dadurch seine Sumoylierung. Dies flihrt zu einer vermehrten
Expression bestimmter in Zellzyklus-Kontrolle und Apoptose-Regulation involvierter Ge-
ne [89, 90]. Die Kombination dieser und vieler weiterer wichtiger Funktionen macht Kap1l
zu einem unverzichtbaren Faktor in der Embryonalentwicklung und fiir die Erhaltung des
pluripotenen Status embryonaler Stammzellen [91-93].

2.1.4 Die Histon 3 Lysin 9 Methyltransferase Setdbl

Setdbl (auch bekannt als ESET oder KMT1E) gehort zur Familie der SET-Domanen-
Proteine, einer Gruppe von Histon-Lysin-Methyltransferasen [94]. Ohne weitere Ko-
faktoren katalysiert Setdbl hochspezifisch die Mono- und Dimethylierung von Histon
3 Lysin 9. Eine H3K9-Trimethylierung kann Setdbl nur als Komplex mit seinem Bin-
deprotein mAM (auch bekannt als MCAF1 oder Atf7ip) veranlassen [72, 95]. Kapl,
der universelle Kofaktor der KRAB-Zinkfinger-Protein-Familie, bindet Setdb1 und diri-
giert es so an bestimmte DNA-Loci [72]. Diese Interaktion zwischen Kapl und Setdbl
wird tiber ein Sumo-interaction motif (SIM) am N-Terminus von Setdbl hergestellt,
das an die sumoylierte Bromodomane von Kapl bindet [71]. Setdbl ist notwendig,
um Kapl-abhangige Silencing-Prozesse zu ermoglichen, wofiir insbesondere die kata-
lytische Aktivitat der SET-Domane intakt sein muss [18]. Unter anderem bei der Re-
pression endogener Retroviren spielt Setdbl zusammen mit Kapl eine unverzichtbare
Rolle [18, 96, 97]. In Setdbl-defizienten embryonalen Stammzellen kommt es zur De-
repression endogener Retrotransposons und dartiber hinaus zu einer Deregulation be-
nachbarter Gene [98]. In differenzierten Zellen tritt die DNA-Methylierung als wichtiger
Regulationsmechanismus fiir Retroelemente in den Vordergrund, weshalb Setdbl fiir
das Retrotransposon-Silencing in diesem Stadium lange vernachlassigbar erschien [99].
Neuere Arbeiten konnten jedoch zeigen, dass die durch Setdb1 vermittelte Anreicherung
von H3K9me3 an endogenen Retroviren auch in differenzierten Zellen eine Rolle spielt.
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Ihr Fehlen in Setdbl-defizienten differenzierten Zellen liel sich mit der Reaktivierung
bestimmter zelltypabhangiger Subgruppen von Retroelementen in Verbindung bringen
[100].

Neben Kapl hat Setdbl noch viele weitere Interaktionspartner. Beispielsweise ist das
Heterochromatin-Protein 1 (HP1) in der Lage, Setdbl an bestimmte Regionen im Ge-
nom zu rekrutieren, woraufhin es dort zu einer verstarkten Methylierung von H3K9
kommt [97, 101]. Ein anderer haufiger Rekrutierungsmechanismus fiir Setdbl ist die
Modifikation von Transkriptionsfaktoren mit dem small ubiquitin-like modifier (Sumo),
wie es auch bei der Bindung an Kap1 der Fall ist. Die Sumoylierung von an DNA gebun-
denen Trankskriptionsfaktoren fiihrt zur Rekrutierung von Setdbl und vielen weiteren
Heterochromatin-Faktoren [102]. Auch fiir die Interaktion zwischen Setdbl und dem
Methyl-DNA-Bindeprotein MBD1 wird eine Mediation tiber die Sumoylierung von MBD1
und anschlieBende Sumo-abhangige Bindung von Setdbl vermutet [103]. Zusammen
mit dem Chromatin Assembly Factor CAF-1 bilden Setdbl und MBD1 einen S-Phase-
spezifischen Komplex, der fiir die Methylierung von H3K9 bei der Chromatin-Verdichtung
im Rahmen der Replikation sorgt [104, 105]. Dariiber hinaus ist Setdb1 ein wesentlicher
Faktor im Komplex der Promyelocytic Leukemia Nuclear Bodies (PML-NBs) in der frii-
hen Embryonalentwicklung. Diese PML-NBs werden mit einer Vielzahl zellularer Prozes-
se in Verbindung gebracht: Unter anderem Apoptose, DNA-Reparatur und transkriptio-
nelle Regulation. Es wird angenommen, dass Setdb1 hier sowohl fiir die strukturelle Inte-
gritat der PML-NBs als auch in der transkriptionellen Regulation PML-NB-assoziierter
Gene eine wichtige Rolle spielt [106]. Zusammenfassend betrachtet ist Setdbl eine
essenzielle H3K9-Methyltransferase, die ahnlich wie Kapl unverzichtbar fiir die friihe
Embryonalentwicklung und die Erhaltung der Pluripotenz embryonaler Stammzellen ist
[107, 108].

2.1.5 Die SNF2-type ATPase Atrx

Erstmals beschrieben wurde Atrx als ein Gen, welches bei Patienten mit dem seltenen
X-linked alpha thalassemia mental retardation (ATR-X)-Syndrom mutiert ist. Die Be-
troffenen zeigen starke Entwicklungsverzogerungen, Abnormalitaten des Gesichts und
der Genitalien sowie eine reduzierte Expression von «-Globin in Erythrozyten (Alpha-
Thalassame) [109, 110]. Das vom Atrx-Gen abgeleitete Protein hat zwei evolutionar
hochgradig konservierte Bereiche. Diese sind die N-terminale ADD-Domane und die
sieben Helicase-Motive am C-Terminus, welche eine ATPase-Domane vom SNF2-Typ
bilden. Insbesondere in diesen beiden Bereichen sind Mutationen zu finden, die zu Er-
krankungen flihren [111, 112]. Das Atrx-Protein tritt in verschiedenen Splice-Isoformen
auf. Am haufigsten zu finden sind das Volllangen-Protein sowie eine verkiirzte Variante,
bei der die C-terminale ATPase-Domane fehlt [113].

Uber die ADD-Domine wird Atrx an Histon 3 gebunden [114]. Diese Bindung wird
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durch H3K9me3 gefordert und durch H3K4me3 gehemmt. Eine optimale Rekrutierung
von Atrx an H3 erfordert die Kombination aus trimethyliertem Lysin 9 und unmethylier-
tem Lysin 4 [115-117]. AuBerdem besitzt Atrx ein PxVxL-Motiv, woriiber es mit HP1
interagieren kann. Sowohl durch die Bindung seiner ADD-Domane an perizentrisches
H3K9me3 als auch durch die Interaktion mit HP1 erfolgt eine Lokalisierung von Atrx an
perizentrisches Heterochromatin [115, 118]. Dariiber hinaus kann Atrx auch durch das
Methyl-CpG-Bindeprotein MeCP2 an Heterochromatin rekrutiert werden. Mutationen
des humanen MeCP2-Gens storen die Interaktion des Proteins mit Atrx und verursachen
neurologische Storungen (Rett-Syndrom, X-linked mental retardation) [119, 120]. Der
sich hier andeutende Zusammenhang zwischen Atrx und DNA-Methylierung wird durch
die Tatsache unterstiitzt, dass Zellen von Patienten mit dem Atrx-Syndrom genauso
wie von Atrx-Knockout-Maus-Embryos Veranderungen des DNA-Methylierungsmusters
an verschiedenen repetitiven Sequenzen zeigen [121-123]. Zusammen mit dem Death
domain-associated Protein 6 (Daxx) bildet Atrx einen ATP-abhangigen Chromatin-
Remodeling-Komplex, in dem Atrx die zentrale ATPase-Einheit darstellt [124]. Daxx
ist ein spezifisches Chaperon fiir Histon 3.3 und katalysiert zusammen mit Atrx die
Platzierung von H3.3/ H4-Tetrameren in repressives Chromatin im Bereich der perizen-
trischen und telomerischen Repeats [125, 126]. Neuere Studien geben auch Hinweise
auf Atrx-unabhangige Funktionen von Daxx. Zum Beispiel scheint Daxx im Komplex
mit Kapl und Setdbl einen wichtigen Beitrag zur Repression endogener Retroviren zu
leisten [126].

In vielen Arten von Tumoren sind die Gene Atrx und Daxx mutiert. Beispielsweise
bei Glioblastomen im Kindesalter spielen Mutationen im H3.3-Atrx-Daxx-Chromatin-
Remodelling-Pathway eine wichtige Rolle [127]. Auch in kindlichen Neuroblastomen
zeigt sich Atrx haufig mutiert. Vor allem in besonders aggressiven Hochrisiko-Formen des
Neuroblastoms lassen sich sehr oft Atrx-Mutationen nachweisen [128]. Die Haufigkeit
von Atrx-Mutationen steigert sich mit steigendem Erkrankungsalter der Neuroblastom-
Patienten. Bei frihkindlichen Neuroblastomen ist Atrx nur sehr selten mutiert, wohinge-
gen bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen sehr haufig Atrx-Mutationen nachweisbar
sind [129]. Bestimmte Subtypen von Gliomen sind ebenfalls mit Mutationen im Atrx-
Gen assoziiert [130]. Besonders haufig sind Atrx-Mutationen in Grad Il-I1l Astrozytomen,
Oligoastrozytomen und sekundaren Glioblastomen nachweisbar [131, 132]. Letztere ent-
wickeln sich aus diffusen oder anaplastischen Astrozytomen (= Astrozytome Grad Il/ III)
und haben eine deutlich bessere Prognose als die primaren Glioblastome [133]. Weitere
Tumorentitaten, bei denen sich oftmals Mutationen in Atrx und/ oder Daxx nachwei-
sen lassen, sind die neuroendokrinen Tumoren des Pankreas (PaNETs) sowie verschie-
dene Arten von Sarkomen [134, 135]. Viele der genannten Tumoren aktivieren einen
Telomerase-unabhangigen Weg zur Aufrechterhaltung der Telomere [136]. Die Aktivie-
rung dieses ,alternative lengthening of telomeres” (ALT) korreliert mit Mutationen in
Atrx und Daxx [137, 138]. Dies ist konsistent mit der bekannten wichtigen Rolle von
Atrx und Daxx in der Erhaltung der strukturellen Integritat von Telomeren [139-142].
Da in so vielen Arten von Tumoren Mutationen in Atrx zu finden sind, liegt eine Funktion
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als Tumorsuppressor nahe. Sicher nachgewiesen ist dies jedoch bisher nicht. Dagegen
spricht, dass in Atrx-Syndrom-Patienten kein gesteigertes Risiko fiir maligne Erkrankun-
gen beschrieben ist. Viele weitere Funktionen von Atrx sind ebenfalls noch weitgehend
unverstanden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Atrx eine wichtige Rolle beim
Silencing von Retrotransposons in embryonalen Stammzellen der Maus spielt.

2.2 Retrotransposons

Etwa 40 bis 60% sowohl des menschlichen als auch des Mausgenoms sind abgeleitet
von Retrotransposon-Sequenzen [1, 2, 143]. Es wird angenommen, dass diese Elemente
thren Ursprung in evolutionar lange zuriickliegenden Infektionen mit exogenen Retroviren
haben [4, 5]. Die retroviralen Sequenzen wurden stabil ins Genom ihres Wirtes integriert,
womit eine Koevolution von Virus- und Wirtsgenom begann [3, 144]. Einige dieser endo-
genisierten Retroviren haben auch nach Millionen von Jahren in ihrem Wirt die Fahigkeit
zur Retrotransposition nicht verloren [6—9]. Unter Retrotransposition versteht man ei-
ne Vervielfaltigung des betreffenden Retroelementes liber eine RNA-Zwischenstufe und
seine erneute Integration als DNA an einer anderen Stelle im Genom [10]. Die in Sauge-
tieren vorkommenden Retrotransposons werden in drei Klassen unterteilt: LINEs (long
interspersed nucleotide elements), SINEs (short interspersed nucleotide elements) und
LTR-Transposons (LTR = long terminal repeats). Letztere sind auch haufig unter der
Bezeichnung endogene Retroviren zu finden.

In dieser Arbeit wurde die Heterochromatin-Formierung an IAP-Retrotransposons, ei-
ner Unterfamilie der LTR-Transposons, genauer untersucht. LTR-Transposons sind die
vorherrschende Art von Retrotransposons in Pflanzen, kommen aber auch in Sauge-
tieren vor. Nahezu 10% des humanen und des Mausgenoms sind von dieser Familie
von Retroelementen abgeleitet [145]. LTR-Retrotransposons tragen an beiden Enden
die namensgebenden long terminal repeat-Sequenzen und kodieren dazwischen iibli-
cherweise ein Capsid-Protein (GAG), eine reverse Transkriptase (RT), eine Integrase
(IN), eine RNase-Helicase und eine Protease. Haufig wird nicht fiir jede dieser Funk-
tionen ein eigenes Enzym kodiert, sondern sind mehrere enzymatische Aktivitaten in
einem multifunktionalen Protein vereint [145]. Entwicklungsgeschichtlich scheinen LTR-
Retrotransposons im Vergleich zu anderen Transposon-Familien relativ jung zu sein. Es
wird angenommen, dass sie durch eine Fusion alterer Retrotransposon-Klassen entstan-
den sind [146].

Beim Vergleich zwischen menschlichem und Mausgenom fallt auf, dass Retrotranspo-
sons zwar bei beiden einen ahnlich hohen Anteil ausmachen, sich aber unterschiedlich
verhalten. In Labormausen sind Retrotranspositionsereignisse fiir etwa 10% der Neumu-
tationen verantwortlich, beim Menschen dagegen liegt dieser Anteil nur bei etwa 0,1%.
Dieser enorme Unterschied lasst sich vor allem dadurch erklaren, dass viele endogene
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Retroviren im Mausgenom noch aktiv sind, wahrend sie im Menschen ihre Fahigkeit zur
Transposition verloren haben [9]. Ein paar wenige im humanen Genom noch aktive Re-
trotransposons sind dennoch bekannt. Aus der Familie der LTR-Retrotransposons sind
hier die human endogenous retroviruses K (HERV-K) zu nennen sowie aus der Gruppe
der LINEs die L1-Retrotransposons [6—8, 147]. In der Maus sind die Retrotransposon-
Klassen mit der hochsten Aktivitat die intracisternal A-type particle (IAP) -Transposons
mit etwa 300 funktionalen Kopien und die MusD/ETn-Retrotransposons mit 9 funktio-
nalen Kopien [13, 148].

Die Transpositionsaktivitat endogener Retroviren kann die Expression umgebender Ge-
ne verstarken, hemmen oder sogar das betreffende Gen komplett zerstoren [149, 150].
Viele Transpositionsereignisse konnen sogar direkt mit bestimmten Erkrankungen des
Menschen in Verbindung gebracht werden. Fiir etwa 100 verschiedene Arten von Er-
krankungen sind Falle bekannt, die ursachlich auf Retrotranspositionen zurtickgefiihrt
werden konnen. Als Beispiele lassen sich monogenetische Erkrankungen wie Neurofibro-
matose Typ 1, Hamophilie A und B, Muskeldystophie Duchenne und Zystische Fibrose
nennen, aber auch Falle von Colon- oder Mammakarzinomen konnen mit Mutationen
durch Retrotranspositionsereignisse in Verbindung gebracht werden [11, 151]. Auch ohne
vollstandige Retrotransposition konnen fehlregulierte Retrotransposons die Genexpressi-
onsmuster von Zellen wesentlich beeintrachtigen und damit zum Beispiel zur Entstehung
von Krebserkrankungen beitragen [12].

Trotz allem konnen Retroelementen aber nicht nur negative Effekte zugeschrieben wer-
den. Retrotransposons wurden im Rahmen der Koevolution mit dem Wirtsgenom an
dieses adaptiert und erfiillen wichtige Aufgaben als regulatorische Sequenzen fiir be-
stimmte Gene [152]. Beispielsweise der Promoter fiir die Expression des Enzyms Amylase
im menschlichen Speichel ist abgeleitet von einem integrierten Retrovirus [153]. Dariiber
hinaus gibt es in Saugetieren sogar Gene, die sich direkt aus Retrotransposon-Sequenzen
entwickelt haben, wie zum Beispiel die fiir die Anlage der Plazenta unverzichtbaren Syn-
cytine [154-157].

Um die Stabilitat des Genoms aufrechtzuerhalten, haben Saugetiere im Laufe der Evolu-
tion vielfaltige Wege zur Repression der Aktivitat von Retroelementen entwickelt [158,
159]. Diese Regulationsmechanismen finden iiberwiegend auf Chromatin-Ebene statt
und sorgen sowohl fiir die Unterdriickung gefahrlicher Retrotranspositionsereignisse als
auch fur die Kontrolle der mittlerweile adaptierten, von Retroelementen abgeleiteten
regulatorischen Sequenzen [99, 160, 161].

2.2.1 Retrotransposon-Silencing durch DNA-Methylierung

Der Mechanismus der DNA-Methylierung wurde bereits in Kapitel 2.1.1 Uberblicksar-
tig beschrieben. Er spielt eine wichtige Rolle in der Regulation endogener Retroviren.
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Es wird sogar vermutet, dass sich die Methylierung der DNA urspriinglich als Abwehr-
mechanismus des Wirts gegen Retrotranspositionsereignisse entwickelt hat [162]. Fiir
Maus-Embryos im Postimplantations-Stadium stellt die DNA-Methylierung den zentra-
len Mechanismus zur Restriktion endogener Retroviren dar. Nach Knockout der DNA-
Methyltransferase Dnmtl kommt es in Maus-Embryos am Tag 8,5 zu einer hundertfa-
chen Hochregulation von IAP-Elementen [163]. Damit konsistent zeigen auch embryo-
nale Fibroblasten der Maus (MEF) nach Behandlung mit dem DNA-Methyltransferase-
Inhibitor 5-Azacytidin eine deutliche Derepression von |AP-Elementen [96]. In der mann-
lichen Keimbahn sind die de novo Methyltransferasen Dnmt3a und Dnmt3b sowie ihr
Kooperationsprotein Dnmt3L fiir die Repression von |AP-Retrotransposons von essenzi-
eller Bedeutung [164, 165]. Im Gegensatz dazu lauft das Silencing von Retrotransposons
im Prdimplantations-Stadium unabhangig vom Mechanismus der DNA-Methylierung
ab. Der Knockout von Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b oder Dnmt3L fiihrt in embryona-
len Stammzellen zu keiner Beeintrachtigung der Regulation von Retroelementen [79,
166, 167]. In diesem Entwicklungsstadium gibt es weitere Restriktionsmechanismen fiir
Retrotransposons, auf die im folgenden Abschnitt eingegangen wird.

2.2.2 Repression von Retrotransposons durch Setdbl-abhidngige
H3K9-Methylierung und das Korepressorprotein Kapl

In embryonalen Stammzellen findet sich eine deutliche Konzentration der heterochroma-
tischen Modifikationen H3K9me3 und H4K20me3 an vielen Retrotransposons, so zum
Beispiel auch an MusD/ETn- und IAP-Elementen [46]. Das zustandige Enzym fiir die
H3K9-Methylierung an Retroelementen ist Setdb1, weshalb es in Setdb1-defizienten ES-
Zellen der Maus zu einem Verlust von H3K9me3 kommt. Damit einher geht eine starke
Hochregulation endogener Retroviren [18, 98]. Die Setdbl-abhangige Methylierung von
H3K9 scheint also eine entscheidende Rolle bei der Repression von Retrotransposons in
ES-Zellen der Maus zu spielen. Der Verlust der Suv4-20h-Enzyme und damit auch von
H4K20me3 hat dagegen keine Derepression von Retroelementen zur Folge [18].

Ein ahnlicher Effekt wie der Knockout von Setdb1 zeigt sich auch beim Verlust des Ko-
repressorproteins Kapl in mES-Zellen. In Kapl-defizienten ES-Zellen kommt es zu einer
starken Hochregulation der Expression endogener Retroviren. Auch hier fallt eine Re-
duktion der H3K9-Trimethylierungen an Retroelementen auf, was eine Kooperation von
Setdbl und Kapl bei der Restriktion endogener Retroviren in ES-Zellen nahelegt [19,
87]. Bei embryonalen Fibroblasten der Maus (MEF) dagegen kommt es durch Setdb1-
oder Kap1l-Knockout zu keiner wesentlichen Derepression von Retroelementen [18, 19].
Beide Proteine scheinen also vorwiegend in mES-Zellen, weniger jedoch in spateren
Entwicklungsstadien flir die Regulation endogener Retroviren erforderlich zu sein.

Der genaue Mechanismus, wie der Kapl/ Setdb1l-Komplex an Retrotransposons rekru-
tiert wird und dort zur Blockade der Expression flihrt, ist noch ungeklart. Es wird vermu-
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tet, dass sequenzspezifische KRAB-Zinkfinger-Proteine die verschiedenen Transposon-
Klassen erkennen und Kapl dann mit Hilfe ihrer KRAB-Domane gebunden wird [19]
(siehe auch Kapitel 2.1.3). Dazu passend kann zwischen Retrotransposons und KRAB-
Zinkfinger-Proteinen eine deutliche Koevolution beobachtet werden [168, 169]. Ein der-
artiger sequenzspezifischer Rekrutierungsmechanismus konnte fiir die Repression des
exogenen Retrovirus M-MLV (Moloney murine leukemia virus) in ES-Zellen bereits
nachgewiesen werden [84, 85]. Die M-MLV-Replikation wird durch das mausspezifische
KRAB-Zinkfinger-Protein Zfp809 unterdriickt, welches Kapl rekrutiert und damit die
H3K9me3-abhangige Stilllegung des Virus ermoglicht [84, 85]. In dieser Arbeit wurde ge-
zeigt, dass es sich beim Kapl/ Setdbl-abhangigen Silencing von IAP-Retrotransposons
in mES-Zellen um einen sequenzspezifischen Mechanismus handelt. AuBerdem wurde ein
160 bp langer Sequenzbereich der IAP-Elemente identifiziert, der ausreicht, um repres-
sives Chromatin zu rekrutieren und damit Hinweise auf die mogliche Bindestelle eines
entsprechenden KRAB-Zinkfinger-Proteins geben kann.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Chemikalien

Reagenz Bezugsquelle
MgCl, VWR Chemicals
MnSO, VWR Chemicals
Ethanol VWR Chemicals
Isopropanol Honeywell Specialty Chemicals
Polybrene (Hexadimethrinbromid) Sigma-Aldrich
Ampicillin Carl Roth
Hygromycin Carl Roth
Puromycin Carl Roth
DMSO Sigma-Adrich
Ethidiumbromid Carl Roth

2-Log DNA Ladder

New England Biolabs

Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs)

New England Biolabs

Random Hexamer Primer

New England Biolabs

3.2 Kits und Verbrauchsmaterialien

Produkt Bezugsquelle
Reaktionsgefale 1,5 ml; 15 ml; 50 ml Sarstedt
Pipettenspitzen Sarstedt
Pipettenspitzen mit Filter Biozym
Serologische Pipetten Sarstedt
Zellkulturplatten Sarstedt
Cryovials Carl Roth

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System | Promega

Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System Promega
NucleoBond® Xtra plasmid purification Machery-Nagel
RNeasy® Plus Micro Kit Qiagen

FastSYBR® Green Master Mix

Applied Biosystems
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3.3 Enzyme

Enzym

Bezugsquelle

Restriktionsenzyme

New England BiolLabs

Trypsin-EDTA

PAA/ Sigma-Aldrich

Tag-Polymerase

Sigma-Aldrich

Phusion Polymerase

New England Biolabs

In-Fusion® HD Cloning Kit

Clontech Laboratories

T4 DNA Ligase

Roche

SuperScript™

Il Reverse Transkriptase | Life Technologies

3.4 Puffer und Losungen

Puffer

Zusammensetzung/ Bezugsquelle

Jumpstart”™ Reaktionspuffer
fur Tag-Polymerase

Sigma-Aldrich

PBS (Phosphate buffered saline)

10 mM NazPO,

1,7 mM KHQPO4

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

(Chemikalien von VWR Chemicals bezogen)

Zellkulturmedium | fir
embryonale Mausstammzellen
500 ml

412 ml Dulbecco’s modified eagles medium
75 ml Fetal Bovine Serum

5 ml Penicillin/ Streptomycin 100x

5 ml Non-Essential Amino Acids

1 ml B-Mercaptoethanol 0,35%

2 ml Leukemia inhibitory factor (LIF)

(LIF hergestellt im eigenen Labor, alle andern
Inhaltsstoffe von Sigma Life Science bezogen)

Zellkulturmedium I fiir
Hela-Zellen, HEK-Zellen,
embryonale Mausfibroblasten
500 ml

439 ml Dulbecco’s modified eagles medium

50 ml Fetal Bovine Serum

5 ml Penicillin/ Streptomycin 100x

5 ml Non-Essential Amino Acids

1 ml B-Mercaptoethanol 0,35%

(Inhaltsstoffe von Sigma Life Science bezogen)

2x HBS Puffer

140 mM NaCl

1,5 mM Nay,HPO4

50 mM Hepes

(Chemikalien von VWR Chemicals bezogen)
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3.5 Oligonukleotide

Die im Folgenden genannten Oligonukleotide standen bereits zu Beginn der Arbeit in
der Arbeitsgruppe zur Verfligung.

GS276.1 gPCR GAPDH f

5’'-tcaagaaggtggtgaagcag-3’

GS276.2 gPCR GAPDH r

5'-gttgaagtcgcaggagacaa-3’

GS278.1 qPCR Actin f

5'-ggtcatcactattggcaacg-3’

GS278.2 qPCR Actin r

5’-tccatacccaagaaggaagg-3’

(GS2512 gPCR global AP f

5'-cgggtcgcggtaataaaggt-3’

(GS2513 gPCR global IAP r

5'-actctcgttccccagctgaa-3’

GS954 gPCR Setdbl f

5'-gtcgggataaatccaaatgtgcc-3’

GS955 qPCR Setdbl r

5'-ccaaccgatttgtgcacatgttt-3’

GS1909 gPCR KAP1 f

5'-cggaaatgtgagcgtgttctc-3’

GS1910 gPCR KAP1 r

5'-cggtagccagctgatgcaa-3’

Die im Folgenden genannten Oligonukleotide wurden im Rahmen dieser Arbeit abgelei-
tet und von der Firma Sigma-Aldrich bezogen.

Name

Sequenz

GS1853 GAG2 f

5'-tcgaattctttctagaaaggaaaatacaacaggcatt-3’

GS1854 GAG2 r

5'-gagcctcacgtctagaaggccctaatagecgtg-3'

GS1855 GAGL f

5'-tcgaattctttctagaaaaagaggaaaaagggaaaag-3’

GS1856 GAGL r

5'-gagcctcacgtctagatgtattttcctttgttectctct-3°

GS2301 GAGL.1r

5'-gagcctcacgtctagacaagagctggctccccg-3'

GS2302 GAGL.2 f

5'-tcgaattctttctagagatgggctcggggage-3'

GS2303 GAGL.2 r

5'-gagcctcacgtctagattttctcataatgagctgcttct-3°

GS2304 GAGL.3 f

5'-tcgaattctttctagagaagaagcagctcattatgaga-3’

GS2305 GAGL.3 r

5'-gagcctcacgtctagacagcaaactggecttcg-3'

GS2306 GAG1.4 f

5'-tcgaattctttctagagcggctggcgaaggec-3°

GS2307 GAGL.4 r

5'-gagcctcacgtctagagcgcagggctgaccac-3’

GS2308 GAGL.5 f

5'-tcgaattctttctagaccctgcgtagtggtcag-3’

(GS1898 GAG2.2 f

5'-tcgaattctttctagacgtaaatacggaaacaatgctaa-3’

GS1901 GAG2.3r

5'-gagcctcacgtctagatcaaaagtccaatctctctgete-3'

(GS2328 GAG2.2 half f

5'-tcgaattctttctagaatggcactaactcctgctgact-3°

GS2327 GAG2.3 half r

5'-gagcctcacgtctagacttgtgcagcettcatgecaa-3'

(GS2331 GAG2 short f

5'-tcgaattctttctagaaaggaaa-3’

(GS2332 GAG2 short r

5'-gagcctcacgtctagaagg-3’

(GS2381 Cre-NLS f

5'-tgactagtttggatcgccaccatggccaattta-3’
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(GS2382 Cre-NLS r 5'-ggccgctacttagattcacagatcttcttcagaaataagt-3’
GS2450 GAG2.2 short f 5'-tcgaattctttctagacgta-3’

(GS2451 GAG2.3 half short r | 5'-gagcctcacgtctagact-3'

GS2501 GAG2.22 deltad6 f 5'-aattcgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtg
cagttagacaggctcgccggctcecctagtatgggcaaata
tatggaatggagagcgctttggcatgaagctgcacaag-3’
(GS2502 GAG2.22 deltad6 r 5'-ctagcttgtgcagcttcatgccaaagegcetctecatteca
tatatttgcccatactagggagccggcgagectgtctaac
tgcaccaaggtaaaattagcattggttccgtatttacg-3'
GS2503 GAG2.22 delta 80 f | 5'-aattcgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtg
cagttatatggaatggagagcgctttggcatgaagctgcacaag-3'
(GS2504 GAG2.22 delta 80 r | 5'-ctagcttgtgcagcttcatgccaaagcgctctccattcca
tataactgcaccaaggtaaaattagcattggttccgtatttacg-3’
GS2505 GAG2.22 delta 100 f | 5'-aattcgtaaatacggaaccaatgctaattttaccggagag
cgctttggcatgaagctgcacaag-3'’

GS2506 GAG2.22 delta 100 r | 5'-ctagcttgtgcagcttcatgccaaagcgctcteccggtaaa
attagcattggttccgtatttacg-3’

GS2565 GAG100 f 5'-tcgaattctttctagattggtgcagttagacaggct-3’
GS2566 GAG100 r 5'-gagcctcacgtctagaattccatatatttgcccatactagg-3'

3.6 Plasmide

Die im Folgenden genannten Plasmide standen bereits zu Beginn der Arbeit in der Ar-
beitsgruppe zur Verfligung.

Plasmid Beschreibung

#183 psPAX2 lentivirales Verpackungsplasmid,
kodiert fiir HIV-1 Proteine

#806 pLKO1mod-shSetdb1-A lentiviraler Transfervektor fiir
Setdb1-shRNA

#3811 pLP-ecoenv lentivirales Verpackungsplasmid,
kodiert ecotropic M-MLV env Protein

#3849 pLKO1mod-shSCRAMBLED lentiviraler Transfervektor fiir
Kontroll-shRNA

#940 plLenti6-EF1a-EFEGT-neo lentiviraler Transfervektor mit

(Reportervektor, im Folgenden Reporterv.) | EFla-Promoter und EGFP-Gen

#950 plLenti6-EFEGT-neo/IAP-LTR Reporterv. + LTR des IAP

#951 plLenti6-EFEGT-neo/IAP-5'UTR Reporterv. + 5'-UTR des IAP

#952 plLenti6-EFEGT-neo/IAP-GAG anti Reporterv. + GAG-Fragment des IAP
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#1011 pLenti6-EFEGT-neo/GAG1

Reporterv. + GAG1-Fragment des IAP

#1012 plLenti6-EFEGT-neo/GAG2

Reporterv. + GAG2-Fragment des |IAP

#1013 plLenti-6-EFEGT-neo/GAG3

Reporterv. + GAG3-Fragment des IAP

#1014 plenti-6-EFEGT-neo/GAG4

Reporterv. + GAG4-Fragment des AP

#1015 plLenti-6-EFEGT-neo/GAG5

Reporterv. + GAG5-Fragment des |AP

#1016 plLenti6-EFEGT-neo/POL

Reporterv. + POL-Fragment des IAP

#1044 pLKO1mod-shKAP1-A

Transfervektor fiir Kapl-shRNA

#1046 plLenti6-EFEGT-neo/GAG2.1

Reporterv. + GAG-Subfragment 2.1

#1047 pLenti6-EFEGT-neo/GAG2.2

Reporterv. + GAG-Subfragment 2.2

#1048 plLenti6-EFEGT-neo/GAG2.3

Reporterv. + GAG-Subfragment 2.3

#1050 pLenti6-EFEGT-neo/GAG-A

Reporterv. + GAG-Subfragment A

#1051 pLenti6-EFEGT-neo/GAG-B

Reporterv. + GAG-Subfragment B

#1052 plLenti6-EFEGt-neo/GAG-C

Reporterv. + GAG-Subfragment C

#1053 pLenti6-EFEGT-neo/GAG-D

Reporterv. + GAG-Subfragment D

#1088 plLenti6-EFEGT-neo/MusD-GAG1

Reportervektor + Fragment aus
MusD-Retrotransposon

#1089 plLenti6-EFEGT-neo/MusD-GAG2

Reportervektor + Fragment aus
MusD-Retrotransposon

#1090 plLenti6-EFEGT-neo/ETn-GAG1

Reportervektor + Fragment aus
ETn-Retrotransposon

#1091 plLenti6-EFEGT-neo/ETn-GAG2

Reportervektor + Fragment aus
ETn-Retrotransposon

#1092 plLenti6-EFEGT-neo/MMTV-GAG2 | Reportervektor + Fragment aus

MMTV-Retrotransposon

#1093 plLenti6-EFEGT-neo/MUuERV-GAG2 | Reportervektor + Fragment aus

MuERV-Retrotransposon

Die im Folgenden genannten Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit kloniert.

Plasmid

Beschreibung

#1068 plLenti6-EFEGT-neo/GAG1.1

Reporterv. + GAG-Subfragment 1.1

#1069 plLenti6-EFEGT-neo/GAG1.2

Reporterv. + GAG-Subfragment 1.2

#1070 pLenti6-EFEGT-neo/GAG1.3

Reporterv. + GAG-Subfragment 1.3

#1071 pLenti6-EFEGT-neo/GAG1.4

Reporterv. + GAG-Subfragment 1.4

#1072 pLenti6-EFEGT-neo/GAG1.5

Reporterv. + GAG-Subfragment 1.5

#1073 pLenti6-EFEGT-neo/GAG2.21

Reporterv. + GAG-Subfragment 2.21

#1074 pLenti6-EFEGT-neo/GAG2.22

Reporterv. + GAG-Subfragment 2.22

#1075 plLenti6-EFEGT-neo/GAG2.23

Reporterv. + GAG-Subfragment 2.23

#1076 pLenti6-EFEGT-neo/GAG2.24

Reporterv. + GAG-Subfragment 2.24

#1134 pLenti-EFEGT-neo/GAG100

Reporterv. + GAG-Subfragment 100
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#1087 pLenti6-EF1a-CRE-IRES-PURO

Lentiviraler Transfervektor mit
EFla-Promoter + CRE-Rekombinase-
Gen + Puromycin-Resistenzgen

#1263 plLenti6-EFEGT-neo/
GAG2.22deltad6

Reporterv. + GAG-Subfragment 2.22
ohne mittlere 46 Basenpaare

#1264 plenti6-EFEGT-neo/
GAG2.22delta80

Reporterv. + GAG-Subfragment 2.22
ohne mittlere 80 Basenpaare

#1265 plenti6-EFEGT-neo/
GAG2.22deltal00

Reporterv. + GAG-Subfragment 2.22
ohne mittlere 100 Basenpaare

#1284 plLenti6-EFEGT-neo/
GAG2-mut38

Reporterv. + GAG2-Mutante 38

#1285 plLenti6-EFEGT-neo/
GAG2.22-mut7

Reporterv. + GAG2.22-Mutante 7

3.7 Gerite
Gerit Hersteller
FACSCanto™ Durchflusszytometer BD Biosciences
HERAsafe Sicherheitswerkbank Heraeus
HERAcell 240 Inkubator Heraeus
CASY Cell Counter and Analyzer Roche
B5050 Inkubator Heraeus
LightCycler® 480 Il Real-Time-PCR-System Roche
peqSTAR 96 Universal Gradient Thermocycler | Peqlab
MULTIFUGE 4KR Zentrifuge Heraeus
Cryofuge 6000i Zentrifuge Heraeus
Pico 17 Zentrifuge Heraeus
MULTIFUGE 3L Zentrifuge Heraeus
Ultrospec 2000 Spectrophotometer Pharmacia Biotech
NanoDrop® Spectrophotometer Peglab
Multitron Schittelinkubator Infors HT
Agarosegelkammern und Spannungsquelle Peqglab
Concentrator plus Eindampfungssystem Eppendorf
Aqualine AL 5/ AL 18 Wasserbad Lauda
ThermoStat™ plus Heizblock Eppendorf
Transferpette® S Mikroliterpipetten Brand
accu-jet® Pipettierhelfer Brand
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3.8 Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien standen zu Beginn der Arbeit bereits in der Arbeitsgruppe
zur Verfiigung.

Zelllinie Beschreibung

WT26 embryonale Stammzellen der Maus (mES-Zellen) - Wildtyp
E19-8 embryonale Fibroblasten der Maus - Wildtyp

137 transgene Hel a-Zelllinie - Ursprung humanes Cervixkarzinom
293T transgene humane embryonale Nierenzellen

B32-3 & B33-1 | mES-Zellen - konditioneller Setdb1-Knockout maglich

Dn57 mES-Zellen - Doppel-KO der H3K9-Methyltransferase Suv3-9
ADFL72 MES - Doppel-KO der H3K9-Methyltransferase Suv3-9

B4.2 MES - Doppel-KO der H4K20-Methyltransferase Suv4-20
B7.1 MES - Doppel-KO der H4K20-Methyltransferase Suv4-20
DNMT1 mES - Knockout der DNA-Methyltransferase Dnmt1
DNMT3ab mES - Knockout der DNA-Methyltransferasen DNMT3a/b
Feeder-Zellen embryonale Fibroblasten der Maus - Proliferationsunfahig
E.Coli Stellar kompetente Bakterien fiir Klonierungszwecke (Clontech)

3.9 Zellkultur

Alle verwendeten Zelllinien wurden bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank kultiviert und
unter sterilen Bedingungen behandelt.

Embryonale Stammzellen der Maus wurden auf gelatinisierten Kulturplatten in Kultur-
medium | (siehe Kapitel 3.4) gehalten, taglich mit frischem Medium versorgt und alle
zwel Tage neu ausgesat. Die Kultur aller anderen Zelllinien erfolgte in Kulturmedium |1
(siehe Kapitel 3.4) auf Platten ohne Gelatine. Diese Zelllinien wurden jeden dritten Tag
auf neue Kulturplatten ausgesat.

3.10 Lentivirale Transduktion von Zellen

Um bestimmte DNA-Fragmente in das Genom der untersuchten Zellen einzubringen,
wurde ein lentivirales Transduktionssystem verwendet. Dazu mussten zunachst mit Hilfe
einer Verpackungszelllinie entsprechende lentivirale Partikel generiert werden, mit denen
die untersuchten Zellen anschlieBend infiziert werden konnten. Der Versuchsablauf ist in
Abbildung 3.2 zusammengefasst.
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3.10.1 Klonierung lentiviraler Reportervektoren mittels In-Fusion® Cloning

In dieser Arbeit wurden verschiedenste DNA-Fragmente dahingehend untersucht, ob sie
in embryonalen Stammzellen der Maus bzw. in embryonalen Fibroblasten der Maus in
der Lage sind, die Repression eines Reportergens zu vermitteln. Dazu wurde das betref-
fende Testfragment jeweils in unmittelbarer Nachbarschaft zu einem starken Promoter
und einem EGFP (enhanced green fluorescent protein)-Gen in einen lentiviralen Repor-
tervektor kloniert. Die Integration des EGFP-Gens ins Genom der untersuchten Zellen
hatte in den meisten Fallen zur Folge, dass die Zellen das entsprechende Protein syn-
thetisierten und dadurch begannen griin zu fluoreszieren. Nur wenn das Testfragment
in der Lage war, Repressionsprozesse zu vermitteln, wurde der Promoter stillgelegt und
es kam keine griine Fluoreszenz zustande.

Als Basisvektor wurde jeweils der lentivirale Transfervektor #940 pLenti6-EF1a-EFEGT-
neo (siehe Abbildung 3.1) verwendet, welcher in der Arbeitsgruppe bereits zur Verfiigung
stand. Der Vektor wurde mit Hilfe geeigneter Restriktionsenzyme linearisiert und mit-
tels In-Fusion® Cloning das jeweilige Testfragment eingefiigt. Das Testfragment wurde
zuvor durch eine PCR mit speziell fiir die Verwendung des In-Fusion-Enzyms gestal-
teten Primern generiert. Diese Primer mussten an jedem Ende einen 15 Basenpaare
langen Uberhang aufweisen, welcher identisch mit jeweils einem Ende des linearisierten
Vektors war. Die Uberlappungen des so entstehenden PCR-Produktes mit dem Vektor
wurden durch das In-Fusion-Enzym erkannt und die jewells passenden Enden miteinan-
der fusioniert. Genauere Angaben iiber die Durchfiihrung der Klonierungen konnen den
Protokollen des Herstellers entnommen werden [170].

HIV41 5 LTR

Anmpicillin (bla) resistance gene
central poly purine tract

bla promoter
o pLenti6-EFEGT-2aNeo/test ¥ testfragment

EF1alpha promoter

Neomycin resistance gene

Abbildung 3.1: Lentiviraler Basisvektor pLenti6-EF1a-EFEGT-neo
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3.10.2 Herstellung der Viruspartikel

Zur Herstellung der Viruspartikel wurden HEK 293T Zellen als Verpackungszelllinie ver-
wendet. Die Zellen wurden dazu durch Calcium-Phosphat-Transfektion mit dem lentivi-
ralen Transfervektor sowie den beiden Verpackungsplasmiden psPAX2 (kodiert fiir HIV-
1-Proteine) und pLP-eco env (kodiert fiir das ecotropic M-MLV env-Protein) transfiziert
wie Iin Tabelle 3.11 beschrieben.

Substanz Menge

2.5 M CaCly Losung | 120 ul

DNA 8 g lentiviraler Transfervektor
8 nug psPAX2
8 ug pLP-eco env

H,O auffiillen auf 1200 pl

2x HBS 1200

Tabelle 3.11: Calcium-Phosphat-Transfektion

Die Verpackungszellen wurden anschlielend fiir 8 Stunden mit dem Transfektionsmix in-
kubiert und erhielten danach frisches Kulturmedium, in dem sich die nun von den Zellen
produzierten Viruspartikel ansammeln konnten. Das Kulturmedium wurde schlieBlich 48
Stunden nach der Transfektion mitsamt den enthaltenen lentiviralen Partikeln abgenom-
men und zur Transduktion anderer Zellen verwendet. Falls notig wurde die Viruslosung
bei -80 °C eingefroren und gelagert.

3.10.3 Bestimmung des Virustiters

Zur Bestimmung des Gehaltes an infektiosen Partikeln in der gewonnenen Viruslosung
wurden Hela-Zellen mit verschiedenen Verdiinnungen davon inkubiert und der Antell
infizierter Zellen jeweils mittels FACS-Analyse (siehe Kapitel 3.11) bestimmt. Die Hel a-
Zellen als menschliche Zelllinie eigneten sich in diesem Fall gut als Kontrolle, da die
in dieser Arbeit untersuchten mausspezifischen Effekte bei ihnen nicht auftreten. Es
wurde eine transgene Hel a-Zellinie (T37) verwendet, die das mausspezifische Protein
SLC7A1 an der Zelloberflache tragt. Da die verwendeten Lentiviren genau jenes Protein
zur Anheftung an eine Zelle benotigen, konnten die Hela-Zellen trotz ihrer menschlichen
Herkunft durch sie infiziert werden.

3.10.4 Transduktion

Die zu transduzierenden Zellen wurden jeweils am Vortag auf Zellkulturplatten ausgesat.
Vor der Infektion erhielten sie frisches Kulturmedium, welches mit 8 pug Polybrene pro
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ml Medium versetzt war, um die Infektionseffizienz zu steigern. AnschlieBend wurde die
Viruslosung zum Kulturmedium gegeben. Die Menge richtete sich dabei nach dem zuvor
bestimmten Virustiter und vor allem nach dem zu transduzierenden Zelltyp. Fiir eine
vergleichbare Infektionsrate benotigten embryonale Fibroblasten der Maus die flinffache
Virusmenge und embryonale Stammzellen der Maus die 25-fache Virusmenge der Hel.a-
Kontrollzellen. Danach wurden die Zellkulturplatten fiir eine Stunde bei 1000 g und
34 °C zentrifugiert und anschlieBend das Kulturmedium erneuert.

3.11 Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Die mit Hilfe des lentiviralen Systems transduzierten Zellen wurden je nach Experiment
zwischen zwei und elf Tagen nach der Transduktion mittels FACS analysiert. Das Gerat
registrierte nach dem Auftreffen eines Lasers auf die Zellen die Streuung des Lichts und
die durch den Laser angeregte Fluoreszenz der Zelle. Die gemessenen Parameter konnten
zur Sortierung der Zellen in bestimmte Populationen durch das Gerat dienen. Darliber
hinaus konnte durch die statistische Auswertung der erhobenen Fluoreszenzdaten die
Repressionsaktivitat in der jeweils untersuchten Situation bestimmt werden.

3.12 Mutagenese-PCR zur Identifikation von Punktmutationen,
welche die Repressionseffekte von GAG 2.22 beeintrachtigen

Um festzustellen, ob die Rekrutierung der untersuchten Repressionsvorgange am |AP-
Element sequenzspezifisch stattfinden, wurden in die zuvor identifizierte Rekrutierungs-
sequenz GAG 2.22 einzelne Punktmutationen eingefiigt. Dazu wurde das GAG 2.22-
Fragment als Template in einer stark fehleranfalligen Polymerase-Kettenreaktion ver-
wendet. Der Einbau fehlerhafter Basen wahrend der PCR wurde durch drei Faktoren
provoziert. Es wurde eine im Vergleich zu anderen Enzymen relativ fehleranfallige Taqg-
Polymerase verwendet und deren Reaktionsbedingungen wurden zusatzlich durch eine
0,25 mM MnSQO4-Konzentration im Reaktionsansatz erschwert. Dariiber hinaus fand die
PCR iiber eine hohe Zyklenzahl (32 Zyklen) statt um die Fehlerrate weiter zu steigern.
Das PCR-Protokoll im Detail zeigt Tabelle 3.12.

Die so generierten mutierten Varianten von GAG 2.22 wurden als gepoolte Bibliothek in
den EGFP-Reportervektor kloniert (siehe Kapitel 3.10.1). Durch lentivirale Transduktion
(siehe Kapitel 3.10) konnten die Mutanten dann als gesamte Bibliothek in mES-Zellen
eingebracht werden. Zwei Tage nach Transduktion wurden mittels FACS (siehe Kapitel
3.11) diejenigen Zellen aussortiert, in denen die Repression des Reportergens nicht oder
nur unvollstandig stattgefunden hatte und somit eine griine Fluoreszenz nachweisbar
war. Diese Zellen mussten eine Variante von GAG 2.22 enthalten, deren Fahigkeit zur
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IAP Retrotransposon

Klonierung eines Testfragmentes
4 in den Reportervektor
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FITC-A

Transfektion von HEK 293T Zellen mit
Reportervektor und Verpackunsplasmiden

Ernte des Uberstandes
mit Viruspartikeln nach
2 Tagen

Transduktion von mES
oder MEF Zellen

Bestimmung des Anteils griin fluoreszierender
Zellen mittels FACS-Analyse mindestens 2 Tage
nach Transduktion

Abbildung 3.2: Ubersicht iiber den lentiviralen Reporter-Assay (siehe Kapitel 3.10 und 3.11)
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Substanz Konzentration Reaktionsschritt Temperatur | Zeit
Jumpstart”™ Puffer | 1x (Herstellerangabe) || Initale Denaturierung | 94°C 1 min
Primer GS1898 0,25 uM Denaturierung 94°C 30s
Primer GS2327 0,25 uM Alignment 65°C 25s
dNTPs 0,2 mM Elongation 72°C 12s
MnSQOy4 0,25 mM Finale Elongation 72°C 7 min
MgCla 55 mM (b) Temperaturprotokoll der Mutagenese-PCR,
Taq—Ponmerase 0,05 U/IJ.L Zyklenzahl: 32

Template: 0,2 ng/uL

Plasmid #952

(a) Reaktionsansatz der Mutagenese-PCR. Der An-
satz wurde mit H,O auf ein Gesamtvolumen
von 50 pl aufgefiillt und anschlieBend die PCR
nach dem in b beschriebenen Temperaturproto-
koll durchgefiihrt.

Tabelle 3.12: Mutagenese-PCR

Rekrutierung von Silencing-Prozessen durch die enthaltenen Mutationen beeintrachtigt
war. Aus den gewonnenen Zellen wurde die genomische DNA extrahiert und mittels
PCR eine neue Bibliothek von GAG 2.22-Varianten generiert. Aus dieser eingegrenzten
Bibliothek von Mutanten wurden schliellich einzelne Klone mit Hilfe des in Kapitel
3.10 und 3.11 beschriebenen Reporterassays gegengetestet. Diejenigen Varianten, beli
denen sich eine deutliche Beeintrachtigung der Repression zeigte, wurden sequenziert
und mit der Originalsequenz verglichen. Einen Uberblick iiber den gesamten Ablauf des
Mutagenese-Experiments gibt Abbildung 3.3.

3.13 Repression einzelner Gene unter Verwendung von shRNAs

Zur Untersuchung der Frage, inwieweit bestimmte Zellproteine fiir die beobachtete Re-
pression erforderlich sind, wurde die Expression der entsprechenden Gene mit Hilfe von
shRNAs (short hairpin RNAs) reprimiert. Die genetische Information fiir die jeweilige
shRNA wurde durch das in Kapitel 3.10 beschriebene lentivirale Transduktionssystem
in die Zellen eingebracht. Ein daran gekoppeltes Puromycin-Resistenzgen ermoglichte
die anschlieBende Selektion der transduzierten Zellen. Die Selektion wurde jeweils zweli
Tage nach Transduktion begonnen und nach weiteren zwei Tagen der Reporter Assay
mit dem verbleibenden Zellen durchgefiihrt. Gleichzeitig wurde eine andere Zellgruppe
mit dem Genfragment fiir eine Kontroll-shRNA (Scrambled) infiziert, die keine bestimm-
te Genexpression in den Zellen unterdriicken kann. Die Repressionsfahigkeit der beiden
Zellgruppen konnte verglichen und so die Rolle des jeweiligen Faktors bei der Repression
betrachtet werden. Tabelle 3.13 zeigt die Sequenzen der verwendeten shRNAs.
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ttggtgcagttagacaggct
cgccggcatggcactaactc
O —> ctgctgactggcaaacgatg
taaaagccgctctccectagt
atgggcaaatatatggaatg

Mutationen provozierende PCR

Bibliothek fehlerhafter GAG 2.22
Varianten

Klonierung der Bibliothek in
den Reportervektor

Transduktion von mES Zellen mit der
GAG 2.22 Varianten Bibliothek

Aussortieren der griin fluoreszierenden
Zellen mittels FACS
2 Tage nach Transduktion

GAG 2.22 PCR aus der genomischen
DNA der griin fluoreszierenden Zellen

Klonierung der aussortierten GAG 2.22
Varianten in den Reportervektor und
Test einzelner Klone

Sequenzierung der Klone mit
reduziertem Silencing-Effekt und
Vergleich mit der Originalsequenz

Abbildung 3.3: Ubersicht iiber die Mutagenese-PCR zur ldentifikation von Punktmutationen,
welche die Rekrutierungsfunktion von GAG 2.22 beeintrachtigen (Kapitel 3.12)
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Zielgen shRNA-Sequenz

Kapl 5'-gcagtgaggaaccaacgtaaa-3’
Setdbl 5'-gccttgatcttccatgtcatt-3°
Scrambled Kontrolle | 5'-caacaagatgaagagcaccaa-3’

Tabelle 3.13: Die genannten shRNA-Sequenzen wurden jeweils mit einem pLKO1-Vektor-
Riickgrat verwendet (siehe Plasmidliste in Kapitel 3.6).

3.14 Konditioneller Knockout des Setdb1l-Gens unter Verwendung
eines Cre-Rekombinase-Systems

Um die Rolle der H3K9-Methyltransferase Setdbl bei der untersuchten Rekrutierung
repressiven Chromatins genauer zu betrachten, sollten Setdbl-Knockout-Zellen im Re-
porterassay untersucht werden. Da Setdbl allerdings essenziell fiir den Erhalt des plu-
ropotenten Status von ES-Zellen ist, konnen die Zellen nach komplettem Verlust von
Setdbl nur noch wenige Tage iiberleben [107, 108]. Deshalb musste ein System entwi-
ckelt werden, mit dessen Hilfe das Setdb1-Gen zu einem bestimmten Zeitpunkt gezielt
ausgeknockt werden kann.

Dazu wurde eine Zelllinie verwendet, bei der das Setdb1-Gen zwei LoxP-Elemente ent-
halt. Diese Elemente konnen durch eine Cre-Rekombinase erkannt und daraufhin der
dazwischenliegende Teil des Gens ausgeschnitten werden, sodass das Setdb1-Gen seine
Funktion verliert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden das Gen fiir die Cre-Rekombinase
und ein Puromycin-Resistenzgen zusammen in einen lentiviralen Transfervektor kloniert.
So konnte die Cre-Rekombinase bei Bedarf mit Hilfe lentiviraler Transduktion in die
Zellen eingebracht werden und dann eine Selektion der transduzierten Zellen erfolgen.
AnschlieBend standen die so geschaffenen Setdb1-Knockout-Zellen wenige Tage fiir ver-
gleichende Experimente gegeniiber Zellen mit normalem Setdbl-Level zur Verfligung.
Eine Ubersicht iiber das System gibt Abbildung 3.4.

LoxP LoxP fek
Infektion mit 3
Setdb1 Locus o CorP Reportes o /‘
o 080 Selektion ~ © OO Virus .O ® FAGS 1 . -

O O 50 ) o —» iv
e Oooo E— Ooo E— o.O /'

O F
CRE konditioneller 000 ©° ©u0 © A O: | o ‘
Rekombinase Setdb1 Knockout ‘

Abbildung 3.4: Konditioneller Knockout des Setdb1l-Gens mit Hilfe eines Cre-Rekombinase-
Systems (Kapitel 3.14). Die Cre-Rekombinase wurde mittels lentiviraler Trans-
duktion in die Zellen eingebracht und am Folgetag mit der Puromycin-Selektion
begonnen. Nach 24-stiindiger Selektion erfolgte die Transduktion mit dem
EGFP-Reporter. Weitere zwei Tage darauf wurden die Zellen schlieBlich mit-
tels FACS analysiert.
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3.15 Bestimmung der transkriptionellen Aktivitat bestimmter Gene
durch quantitative PCR

Um den Einfluss verschiedener Faktoren auf die Transkriptionsaktivitat der untersuch-
ten IAP-Retrotransposons besser zu verstehen, wurde in verschiedenen Knockout- bzw.
Knockdown-Situationen der Gehalt der Zellen an entsprechenden RNA-Transkripten be-
stimmt. Die RNA wurde jeweils mit Hilfe des Qiagen RNeasy® Micro Kits aus den Zel-
len gewonnen und anschlieBend mit Hilfe einer reversen Transkriptase (Superscript® 1,
Protokoll nach Hersteller Life Technologies) in cDNA umgesetzt. Diese cDNA konnte
schlieBlich mittels gPCR quantifiziert werden.

Fir die quantitative PCR wurde die gewonnene cDNA mit geeigneten Primern fir die
betrachteten IAP-Elemente und dem FastSYBR® Green Master Mix nach den Angaben
des Herstellers Applied Biosystems inkubiert und anschlieBend mit Hilfe des LightCycler®
480 Il Real-Time-PCR-Systems der Firma Roche analysiert. Die PCR-Reaktionen wur-
den jeweils in Triplikaten auf einer 384-Well-Platte durchgefiihrt. Jeder einzelne Reakti-
onsansatz setzte sich aus 5 pl FastSYBR® Green Master Mix, 3 ul H,O, 1 pl Primer Mix
(3 uM) und 1 wl cDNA zu einem Gesamtvolumen von 10 pl zusammen. Die verwendeten
Primer konnen der Liste in Kapitel 3.5 entnommen werden.
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4 Ergebnisse

4.1 IAP-Retrotransposons enthalten ein 160 bp langes

Sequenzelement, das in der Lage ist, Silencing zu rekrutieren:
GAG 2.22

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Entdeckung des GAG-Elementes der IAP-Retro-
transposons als Induktor nahezu vollstandiger Repression eines benachbarten Promo-
tors [17]. In dhnlicher Art und Weise war zuvor bereits die UTR-Region der IAP-
Retrotransposons als Silencing-rekrutierende Sequenz identifiziert worden [19]. Der in
Kapitel 3.10 und 3.11 beschriebene EGFP-Reporter-Assay (siehe Abbildung 3.2) wurde
verwendet, um das Kernelement innerhalb der GAG-Region zu identifizieren, das fiir die
Etablierung der Repression verantwortlich ist.

4.1.1 Die GAG-Region der IAP-Retrotransposons der Maus enthalt eine fiir
ES-Zellen spezifische Silencing-Sequenz: GAG 2.22

Zunachst wurden verschiedene Subfragmente des IAP-Elementes im EGFP-Reporter-
Assay untersucht. In Ubereinstimmung mit den bereits publizierten Daten [19] konn-
te fiir die UTR-Region eine milde transrepressive Aktivitat nachgewiesen werden. Das
GAG-Sequenzelement fiihrte in embryonalen Stammzellen der Maus (mES) zu einer
nahezu vollstandigen Repression des Reporters. Diese Beobachtung war spezifisch fiir
mES-Zellen und lieR sich in embryonalen Fibroblasten (MEF) nicht nachweisen (siehe
Abbildung 4.1 A).

Die insgesamt etwa 2000 bp umfassende GAG-Region wurde in viele verschiedene Sub-
fragmente zerlegt und diese anschlieBend in den lentiviralen Reportervektor (siehe Ab-
bildung 3.1) kloniert. Mit jedem dieser Testfragmente wurde die EGFP-Expression im
Reporter-Assay sowohl flir mES-Zellen als auch fiir MEF bestimmt. Eine kleine Auswahl
der untersuchten Fragmente ist in Abbildung 4.1 B dargestellt. Zunachst wurde das
400 bp umfassende Element GAG 2 identifiziert, welches ebenfalls zu einer annahernd
vollstandigen Repression des Reporters fiihrte. Dieses konnte weiter auf ein Minimal-
fragment von 160 bp eingegrenzt werden: GAG 2.22. GAG 2.22 war in mES-Zellen das
kleinste Fragment, das im Reporter-Assay noch die volle Repressionsaktivitat vermitteln
konnte. In MEF dagegen war der Effekt weiterhin nicht nachweisbar (siehe Abbildung
4.1).

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass die GAG-Sequenz des |AP-Retrotranspo-
sons ein neues, starkes Silencing-Element enthalt, das spezifisch in embryonalen Stamm-
zellen der Maus (mES) die Repression eines Reportergens vermitteln kann. Dieses Ele-
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Abbildung 4.1: Die GAG-Region der IAP-Retrotransposons der Maus enthilt eine fiir
mES-Zellen spezifische Silenging-Sequenz: GAG 2.22
Zur Eingrenzung des fiir die Etablierung von repressivem Chromatin ver-
antwortlichen Sequenzelements wurden verschiedene Teilstiicke des |AP-
Retrotransposons im EGFP-Silencing-Assay getestet. Die Experimente wurden
sowohl an embryonalen Stammzellen der Maus (mES) als auch an embryonalen
Fibroblasten der Maus (MEF) durchgefiihrt. Nur in embryonalen Stammzellen,
nicht jedoch in embryonalen Fibroblasten, lieken sich starke Repressionseffekte
durch GAG 2.22 und alle groBeren, GAG 2.22 enthaltenden Testfragmenten
nachweisen. Die verbleibende EGFP-Expressionsaktivitat ist jeweils prozentual
zum Leervektor angegeben. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

ment wurde mit ,,GAG 2.22" benannt.

4.1.2 Die untersuchten Repressionsvorginge am GAG-Element sind spezifisch
bei IAP-Retrotransposons zu beobachten

IAP-Retrotransposons stellen nur eine von zahlreichen Transposon-Familien im Maus-
genom dar [145]. Nachdem nachgewiesen war, dass das GAG-Element der IAP-Familie
repressives Chromatin rekrutieren kann, wurde deshalb untersucht, ob dies auch auf
aquivalente Bereiche anderer Transposons der Maus zutrifft. Dazu wurde der in Kapitel
3.10 und 3.11 beschriebene EGFP-Reporter-Assay (siehe Abbildung 3.2) vergleichend
mit Vertretern anderer Familien endogener Retrotransposons (MusD, MuERV, MMTV,
ETn) durchgefiihrt.

Wahrend die GAG-Region des |AP-Elements im Reporter Assay mit ES-Zellen erneut
eine nahezu vollstandige Repression des Reportergens vermittelte, konnten derartige Ef-
fekte fiir keinen der anderen getesteten Transposon-Typen nachgewiesen werden. Auch
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Abbildung 4.2: Die untersuchten Repressionsvorginge am GAG-Element sind spezifisch
bei IAP-Retrotransposons zu beobachten
Die GAG-Region der IAP-Retrotransposons vermittelt im EGFP-Reporter-Assay
mit embryonalen Stammzellen eine nahezu vollstandige Repression des benach-
barten Promoters und damit der Expression von EGFP. Aquivalente Bereiche
anderer Retrotransposons (MusD, MuERV, MMTV und ETn) zeigen diesen
Effekt dagegen nicht. In embryonalen Fibroblasten war mit keinem der ge-
testeten Fragmente ein Repressionseffekt nachweisbar. Die erreichte EGFP-
Expressionsaktivitat ist jeweils prozentual zum Leervektor angegeben. Fehler-
balken zeigen die Standardabweichung.

dieses Experiment wurde zusatzlich vergleichend mit embryonalen Fibroblasten der Maus
durchgefiihrt. Hier zeigte sich mit keinem der Testfragmente ein Silencing-Effekt (siehe
Abb. 4.2).

Daraus lasst sich vermuten, dass der untersuchte Silencing-Mechanismus am GAG-Ele-
ment spezifisch bei IAP-Retrotransposons stattfindet. Fiir Sequenzelemente von GAG-
Genen anderer Transposons (getestet wurden MusD, MuERV, MMTV und ETn) bzw.
Sequenzelemente, die sich in einer ahnlichen Position im jeweiligen Retroelement befin-
den, konnte kein Silencing-Effekt nachgewiesen werden.

4.2 GAG 2.22-Silencing ist ein sequenzspezifischer Mechanismus

Um festzustellen, ob das untersuchte GAG 2.22-Silencing sequenzspezifisch stattfindet,
wurden mit Hilfe der in Kapitel 3.12 beschriebenen Mutagenese-PCR Punktmutanten
des GAG 2.22-Fragments generiert. Diese Mutanten wurden dann im Hinblick auf ihre
Fahigkeit zur Vermittlung repressiver Effekte im EGFP-Reporter-Assay (siehe Kapitel
3.10 und 3.11) mit dem urspriinglichen GAG 2.22-Fragment verglichen. Aus der Viel-
zahl der generierten Mutanten konnten so diejenigen ermittelt werden, bei denen die
Stilllegung des Reportergens ganz oder teilweise aufgehoben war.

Mittels FACS-Analyse liel sich fiir einige GAG 2.22-Mutanten eine starke Derepression
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des EGFP-Reporters nachweisen. Abbildung 4.3 A zeigt beispielhaft im FACS-Plot den
deutlich erhohten Anteil EGFP-positiver Zellen beim Reporter-Assay mit Mutante 38
verglichen mit der GAG 2.22-Originalsequenz. Diejenigen Mutanten mit dem groRten
Derepressionseffekt (1, 3, 7, 25, 30, 38 und 40) sind in Abbildung 4.3 B zusammenge-
fasst.

Die oben genannten Mutanten des GAG 2.22-Fragmentes wurden sequenziert, um die
Jewells enthaltenen Punktmutationen zu identifizieren. Es erfolgte ein Vergleich der
Mutanten-Sequenzen mit der 100% IAP-Consensus-Sequenz [171], um diejenigen Mu-
tationen herauszufiltern, welche stark konservierte Basenpaare des IAP-Elements be-
treffen. In Abbildung 4.3 C wurden die daraus resultierenden relevanten Mutationen rot
markiert.

Die Rekrutierung von Repressionsvorgangen an GAG 2.22 konnte somit als sequenz-
spezifischer Mechanismus identifiziert werden, der durch den Austausch einzelner Basen
stark beeintrachtigt werden kann. Die Zusammenschau der sequenzierten Mutanten deu-
tet eine Haufung der relevanten Mutationen an drei verschiedenen Stellen an (Position
77/160 bp: a -> g; Position 94/160 bp: a -> g; Position 118 bzw. 119/160 bp: a ->
g). Die drei genannten Positionen sind jeweils bei mindestens zwei Mutanten verandert
und jede der identifizierten Mutanten ist an mindestens einer der drei Stellen betroffen.

4.3 Die H3K9-Methyltransferase Setdbl und das
Korepressorprotein Kapl sind essenziell fiir GAG 2.22-Silencing

Zur Annaherung an den am GAG 2.22-Element ablaufenden Repressionsmechanismus
wurde untersucht, ob GAG 2.22-Silencing von bestimmten bekannten heterochromati-
schen Proteinen abhangig ist. Aus der Literatur war bereits bekannt, dass die Stilllegung
von Retrotransposons in embryonalen Stammzellen unabhanging vom Mechanismus der
DNA-Methylierung ablauft [166]. Damit konsistent zeigte sich im EGFP-Reporter-Assay
mit Knockout-Zellen, denen die DNA-Methyltransferasen Dnmtl bzw. Dnmt3a und
Dnmt3b fehlten, keinerlei Beeintrachtigung des EGFP-Silencings (siehe Abbildung 4.4
A).

AuBerdem war bekannt, dass in embryonalen Stammzellen die Histon-Modifikationen
H3K9-Trimethylierung und H4K20-Trimethylierung stark gehauft an vielen Retrotrans-
posons einschlieRlich der IAP-Elemente auftreten [46]. Fiir die H3K9-Methyltransferase
Suv3-9h sowie die H4K20-Methyltransferase Suv4-20h konnte im Reporter-Assay mit
entsprechenden Knockout-Zellen allerdings kein Einfluss auf den an GAG 2.22 ablau-
fenden Repressionsmechanismus nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.4 A). Der
Knockout der H3K9-Methyltransferase Setdbl dagegen fiihrte zu einer vollstandigen
Aufhebung der Repression des EGFP-Reportergens (siehe Abbildung 4.4 B).
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GAG 2.22:
cgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtgcagttagacaggctcgeccggcatggcactaactcecctgetgactg
Consensus 100%
cgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtgcagttagacaggectecgeccggecatggcactaactectgetgactg
Mutl cgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtgcagttagacaggctcecgeceggecatggcactaactectgetgactg
Mut3 cgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtgcagttagacaggctcggeggecatggcactaacacctgetggetg
Mut7 cgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtgcagttaggcaggctcgecggecatggtactaaccectgecaggetg
Mut25 cgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtgcagttagacaggctcgccggecatggcactaact-ctgetgactg
Mut30 cgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggagcagttagacaggctcgctggcatggcactaactcecctgetgactg
Mut38 cgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtgcagttaggcaggctecgecccgecatggecactaactectgetggetg
Mutd40 tgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtgcagttagacaggctcgececggcatggcactaactectgetgactg
77/160bp
GAG 2.22:

gcaaacgattgtaaaagccgctctccctagtatgggcaaatatatggaatggagagecgectttggcatgaagctgcacaag

Consensus 100%
gcaaacgattgtaaaagccgctctecctagtatgggcaaatatatggaatggagagegetttggecatgaagetgecacaag

gcaaacgattgtaaaagccgctctcecctagtatgggcgaatatatggaatggagagegetttggcatgaagectgcacaag
gcaaacgattgtagaagccgctctccctagtatgggcaaatatatggaatggagagegetttggcatgatgectgcacaag
gcaaacgattgtaaaagccgctctccctagtatgggcaaatatatggaatggggagegetttggcatgaagectgcacaag
gcaaacgatcgtagaagccgctctccctagtatgggcaaatatatggaatggagagegectttggcatgaagectgcacaag
gcaaacgattgtaaaagccgctctccccagtatgggcagatatatggaatggagagecgectttggcatgaagctgcacaag
gcaaacgattgtaaaagccgctctccctagtatgggcaaatatatggaatggagagecgectttggcatgaagctgcacaag
gcaaacgattgcaaaagccgctctccctagtatgggcgaatatatggaaaggagagecgectttggcatgaagctgcacagg

Mutl
Mut3
Mut7
Mut25
Mut30
Mut38
Mut40

94/160bp

118-119/160bp

Abbildung 4.3: GAG 2.22-Silencing ist ein sequenzspezifischer Mechanismus
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Bestimmte Punktmutationen in der GAG 2.22-Sequenz beeintrachtigen die
Repressionsaktivitat erheblich. Die starkste Derepression im EGFP-Silencing-
Assay konnte bei der Sequenzvariante Mut 38 beobachtet werden (A). Weite-
re Beispiele flir Mutanten mit beeintrachtigter Repressionsfahigkeit sind in B
zusammengefasst. Die einzelnen Punktmutationen wurden analysiert und dem
GAG 2.22 entsprechenden Bereich aus der 100% Consensus-Sequenz der |AP-
Elemente gegeniibergestellt. Diejenigen Mutationen, welche konservierte Basen
betreffen, sind in C jeweils rot markiert. Gehauft zu beobachten waren Mutatio-
nen an drei verschiedenen Stellen: Position 77/160 bp: a -> g; Position 94/160
bp: a -> g; Position 118 bzw. 119/160 bp: a-> g



Es ist zu beachten, dass Setdbl fiir den Erhalt des pluripotenten Status von ES-Zellen
notwendig ist und die Zellen ohne Setdb1 nur noch wenige Tage iiberleben konnen. Des-
halb wurden in diesem Experiment ES-Zellen verwendet, in denen das Setdb1-Gen zwei
LoxP-Elemente enthalt. Zwei Tage vor Transduktion mit dem GAG 2.22-EGFP-Reporter
wurde mittels Lentivirus-Transduktion eine Cre-Rekombinase in die Zellen eingebracht
und so der Setdbl-Knockout aktiviert (siehe Kapitel 3.14).

Setdbl konnte somit als essenzieller Faktor fiir den Silencing-Prozess am GAG 2.22-
Element der IAP-Retrotransposons im EGFP-Reporter-Assay identifiziert werden. Dies
ist konsistent mit der aus der Literatur bereits bekannten Entdeckung, dass in Setdb1-
Knockout-ES-Zellen eine starke Hochregulation endogener retroviraler Elemente ein-
schlieBlich der IAP-Retrotransposons stattfindet [18].

Neben Setdb1 war auch das Korepressorprotein Kap1 bereits zuvor mit Retrotransposon-
Silencing in mES-Zellen in Verbindung gebracht worden [19]. Deshalb wurde untersucht,
ob Kap1 auch fiir die GAG 2.22-abhangige Repression des EGFP-Reporters erforderlich
ist. Fiir dieses Experiment wurde in ES-Zellen mit Hilfe von short hairpin RNAs die
Expression von Kapl unterdriickt (siehe Kapitel 3.13). Der Kapl-Knockdown fiihrte
im EGFP-Reporter-Assay zu einer deutlichen Beeintrachtigung der Repression (siehe
Abbildung 4.4 C). Beim GAG 2.22-Silencing des EGFP-Reportergens handelt es sich also
um einen Kapl-abhangingen Mechanismus. Nachdem in diesem Experiment nur Kapl-
Knockdown-Zellen und keine Kapl-Knockout-Zellen untersucht wurden, lasst sich keine
Aussage dariiber machen, ob der Verlust von Setdb1l moglicherweise zu einer schwereren
Beeintrachtigung der Silencing-Fahigkeit fiihrt als der Verlust von Kapl.

4.4 Die SNF2-Typ ATPase Atrx ist erforderlich fiir eine schnelle
Etablierung der Repression an GAG 2.22

Atrx ist eine SNF2-Typ ATPase mit N-terminaler ADD-Domane, die an methyliertes
H3K9 bindet und mit dem humanen ATR-X-Syndrom (X-linked mental retardation with
alpha-thalassemia) in Verbindung gebracht wird [109, 115, 116, 121, 172]. Durch Dr.
Dennis Sadic konnte mittels shRNA-Screening aufgedeckt werden, dass eine auf Atrx
abzielende shRNA die Repression des EGFP-Reporters am GAG-Element stark beein-
trachtigt [16, 17]. Es lag deshalb nahe, dass Atrx eine wichtige Rolle im Setdbl- und
Kapl-abhangigen Silencing von IAP-Retrotransposons spielen konnte. Um den Einfluss
von Atrx beim GAG 2.22-Silencing genauer zu betrachten, wurden Atrx-Knockout-ES-
Zellen (zur Verfligung gestellt durch Dr. Dennis Sadic [16, 17]) im EGFP-Reporter-Assay
mit Wildtyp-ES-Zellen verglichen.

Insgesamt vier unabhangige Atrx-defiziente ES-Zelllinien wurden mit Hilfe des in Kapitel
3.10 und 3.11 beschriebenen Reporter-Assays auf ihre Fahigkeit zum Silencing an GAG
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Abbildung 4.4: Die H3K9-Methyltransferase Setdbl und das Korepressorprotein Kapl
sind essenziell fiir GAG 2.22-Silencing
A: Die Fahigkeit von mES-Zellen zur Rekrutierung repressiven Chromatins an
GAG 2.22 wurde in verschiedenen Knockout-Zelllinien getestet. Der Knock-
out der H3K9-Methyltransferase Suv3-9, der H4K20-Methyltransferase Suv4-
20 sowie der DNA-Methyltransferasen Dnmtl und Dnmt3a/b fiihrte zu keiner
Beeintrachtigung der Repression im EGFP-Silencing-Assay. B: Nach konditio-
nellem Knockout der H3K9-Methyltransferase Setdbl kam es dagegen zu einer
vollstandigen Derepression. C: Embryonale Stammzellen der Maus wurden mit
lentiviralen shRNAs gegen Kapl oder eine Kontrollsequenz (Scrambled) trans-
duziert. Im anschlieBend durchgefiihrten EGFP-Reporter-Assay kam es zu einer
erheblichen Beeintrachtigung der Repression in den Kap1l-defizienten Zellen. Die
Standardabweichungen sind jeweils durch Fehlerbalken angegeben.
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2.22 hin untersucht. In allen vier Atrx-Knockout-Zelllinien zeigte sich die Fahigkeit zur
Repression des EGFP-Reporters zwar grundsatzlich erhalten, die Silencing-Kinetik aber
deutlich verlangsamt (siehe Abbildung 4.5). Bei den im Vergleich betrachteten Wildtyp-
ES-Zellen fiel der Anteil EGFP-positiver Zellen bereits zwei Tage nach Transduktion
mit dem Reporter deutlich unter 5% und ab dem dritten Tag nach Transduktion wa-
ren nahezu keine EGFP-positiven Zellen mehr nachweisbar. Die Atrx-defizienten Zellen
hingegen zeigten zwei Tage nach Transduktion noch einen EGFP-positiven Anteil von
rund 25%. 5% oder weniger wurden erst ab dem vierten Tag nach Transduktion er-
reicht. Insgesamt wurden beide Zellgruppen lber einen Zeitraum von elf Tagen nach
der Transduktion beobachtet. In diesem Zeitraum naherte sich das EGFP-Silencing in
den Atrx-Knockout-Zellen den Wildtyp-Zellen immer mehr an, trotzdem blieb der Anteil
EGFP-positiver Zellen geringfiigig erhoht.

Atrx lield sich damit als weiterer wichtiger Faktor fiir GAG 2.22-abhangiges Silencing des
EGFP-Reporters Identifizieren. Sein Verlust verhindert den Repressionsprozess allerdings
nicht vollstandig sondern fiihrt lediglich zu einer deutlichen Verzogerung des Silencings.

GAG 2.22 Silencing Assay

30 4
— Wildtyp
= Atrx ko
20 -
o
[N
[G]
w
x
10 -
—~— i = —
2 3 4 5 6 7 9 11

Tage nach Transduktion

Abbildung 4.5: Die SNF2-Typ ATPase Atrx ist erforderlich fiir eine schnelle Etablierung
der Repression an GAG 2.22
Atrx wurde als wichtiger Regulator fiir GAG 2.22-Silencing identifiziert [16,
17]. Um seine Rolle im Repressionsprozess genauer zu untersuchen, wurden
Atrx-Knockout-Zellen (vier unabhangige Zelllinien) im EGFP-Reporter-Assay
mit Wildtyp-Zellen (zwei unabhangige Zelllinien) verglichen. Die Zellen wurden
nach der lentiviralen Transduktion mit dem GAG 2.22-EGFP-Reporter fiir insge-
samt elf Tage beobachtet und die EGFP-Expression im Verhaltnis zum Leervek-
tor jeweils zu den angegebenen Zeitpukten gemessen. In den Atrx-defizienten
Zellen zeigte sich eine deutlich langsamere Etablierung der Repression. Die Stan-
dardabweichung wird durch Fehlerbalken angegeben.
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4.5 Atrx interagiert mit Kapl und Setdbl

Das GAG 2.22-Silencing eines benachbarten EGFP-Reporters konnte als Setdb1- und
Kapl-abhangiger Mechanismus identifiziert werden (siehe Kapitel 4.3, Abbildung 4.4).
Dariiber hinaus war nachweisbar, dass der Silencing-Mechanismus an GAG 2.22 fiir seine
schnelle Etablierung Atrx benotigt [16, 17] (siehe Abbildung 4.5). Daraus ergab sich die
Frage, ob und falls ja welche Interaktionen zwischen den Faktoren Setdbl, Kapl und
Atrx im Rahmen der Repression stattfinden.

4.5.1 Reduzierte Aktivitit von Setdbl oder Kapl fiihrt zu einem zusaitzlichen
Verlust von Repressionsaktivitit an GAG 2.22 in Atrx-Knockout-Zellen

Um eventuelle Interaktionen zwischen Atrx und Setdbl oder Kapl beim GAG 2.22-
Silencing aufzudecken, wurde untersucht, wie Atrx-Knockout-Zellen sich im EGFP-
Reporter-Assay verhalten, wenn durch zusatzlichen shRNA-Knockdown das Setdb1- oder
Kapl-Level der Zellen reduziert ist. Vergleichsweise wurde die jeweilige Knockdown-
Situation auch in Wildtyp-ES-Zellen getestet. Wie bereits in Kapitel 4.4 (siehe Ab-
bildung 4.5) beschrieben, erreichen Wildtyp-ES-Zellen im EGFP-Reporter-Assay ohne
zusatzlichen Knockdown bereits zwei Tage nach Transduktion eine nahezu vollstandige
Repression des Reporters. Bei den Atrx-Knockout-Zellen hingegen kann der Silencing-
Prozess an GAG 2.22 nur stark verlangsamt ablaufen (siehe Abbildung 4.6 A).

Mittels lentiviraler Transduktion wurden shRNAs gegen Kap1l, Setdbl oder eine Scramb-
led-Kontrolle in Wildtyp-ES-Zellen und Atrx-Knockout-Zellen eingebracht und vier Tage
spater der Reporter-Assay mit den so behandelten Zellen begonnen. Die verbleibende
EGFP-Expression relativ zum Leervektor wurde an den Tagen 2, 3, 4 und 5 nach Trans-
duktion mit dem Reportervektor mittels FACS (siehe Kapitel 3.11) bestimmt. Durch
quantitative PCR wurden am Tag 6 nach shRNA-Transduktion die Expressionslevel von
Kapl und Setdbl in den Zellen bestimmt und damit die Effektivitat des jeweiligen Knock-
downs Uiberpriift (siehe Abbildung 4.7 A).

Im Experiment nach Scrambled-Kontroll-Knockdown ergab sich keinerlei Unterschied
zur Ausgangssituation ohne Knockdown. Auch hier fand in den Wildtyp-ES-Zellen eine
rasche Repression des EGFP-Reporters an GAG 2.22 statt, wahrend in Atrx-Knockout-
Zellen eine deutlich verzogerte Silencing-Kinetik zu beobachten war (siehe Abbildung
4.6 B).

Wurde allerdings die Kapl-Expression in den getesteten Zellen mittels shRNA-Knock-
down reduziert, so zeigten sowohl die Wildtyp- als auch die Atrx-KO-Zellen starke Beein-
trachtigungen beim Silencing des EGFP-Reporters (siehe Abbildung 4.6 C). Hier konnte
erneut die Kapl-Abhangigkeit des Silencing-Mechanismus am GAG 2.22-Element nach-
gewiesen werden (siehe Kapitel 4.3). Darliber hinaus zeigte sich, dass Atrx-defiziente
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Zellen durch den gleichen Kap1l-Knockdown in ihrer Silencing-Fahigkeit weitaus schwerer
beeintrachtigt waren als Wildtyp-ES-Zellen.

Ein ahnliches Bild ergab sich fiir die Situation nach Setdb1-Knockdown. Es ist zu beach-
ten, dass es sich hier im Gegensatz zu Kapitel 4.3 nicht um komplett Setdbl-defiziente
Zellen handelte. Stattdessen erfolgte lediglich ein milder shRNA-Knockdown von Setdb1.
Die daraus folgende leichte Reduktion des Setdbl-Levels konnten Wildtyp-Zellen im
Reporter-Assay weitgehend kompensieren. Bei ihnen war nur eine geringfligige Derepres-
sion des EGFP-Reporters nachweisbar. In Atrx-Knockout-Zellen hingegen fiihrte bereits
dieser schwache Knockdown von Setdbl zu einer erheblichen Verschlechterung des Si-
lencings an GAG 2.22 (siehe Abbildung 4.6 D).

Zusammengefasst zeigen Atrx-KO-Zellen sowohl nach Kapl- als auch nach Setdbl-
Knockdown eine deutlich starkere Derepression im GAG 2.22-Reporter-Assay als gleich
behandelte Wildtyp-ES-Zellen. In Atrx-defizienten Zellen kann eine erniedrigte Konzen-
tration von Kap1l oder Setdb1 also schlechter kompensiert werden. Atrx scheint somit in
der Lage zu sein, die Effizienz der Kapl- und Setdbl-abhangigen Repressionsvorgange
am GAG 2.22-Element in ES-Zellen erheblich zu steigern.

4.5.2 Kombinierter Verlust der Aktivitat von Atrx und Kapl fiihrt zur
Hochregulation endogener IAP-Transkripte

Atrx konnte in vitro als wichtiger Katalysator fiir die schnelle und effizente Etablierung
Kapl- und Setdbl-abhangigen Silencings am GAG 2.22-Element identifiziert werden
(siehe Kapitel 4.4, Abbildung 4.5, Kapitel 4.5.1, Abbildung 4.6). AuBerdem war aus
der Litaratur bekannt, dass sowohl Kapl- als auch Setdbl-Defizienz zu einer starken
Derepression endogener retroviraler Elemente einschlieklich der IAP-Retrotransposons
in embryonalen Stammzellen der Maus fiihrt [18, 19]. Unklar war allerdings, ob auch
beim Fehlen von Atrx eine Derepression endogener IAP-Elemente erfolgt.

Deshalb wurde die Expression endogener |IAP-Elemente in Atrx-Knockout-Zellen im Ver-
gleich zu Wildtyp-mES-Zellen mittels gPCR analysiert. Zusatzlich erfolgte in den getes-
teten Zellen ein shRNA-Knockdown von Kapl, Setdbl oder einer Scrambled-Kontrolle.
Die Effektivitat des jeweiligen Knockdowns wurde mittels quantitativer PCR iberpriift
(siehe Abbildung 4.7 A). So konnte sichergestellt werden, dass durch den Knockdown
jeweils eine gleich starke Reduktion des Kapl-/ Setdbl-Levels in Wildtyp- und Atrx-
Knockout-Zellen erreicht wurde.

In der Kontrollsituation nach Scrambled-Knockdown unterschied sich die IAP-Expression
in Atrx-KO-Zellen und Wildtyp-mES-Zellen nicht voneinander (siehe Abbildung 4.7 B).
Isolierter Verlust von Atrx fiihrt also noch nicht zu einer Deregulation endogener |1AP-
Elemente. Wurde jedoch zusatzlich die Expression von Kapl mittels shRNA-Knockdown
gehemmt, so ergab sich eine signifikante Steigerung der Expression endogener IAP-
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Abbildung 4.6: Reduzierte Aktivitat von Setdbl bzw. Kapl fiihrt zu einem zusatzlichen
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Verlust von Repressionsaktivitat an GAG 2.22 in Atrx-Knockout-Zellen
Es wurde jeweils ein EGFP-Reporter-Assay mit Atrx-KO-Zellen im Vergleich
zu Wildtyp-mES-Zellen durchgefiihrt und die verbliebene EGFP-Expression re-
lativ zum Leervektor mehrmals im Zeitverlauf bestimmt. Die Standardabwei-
chung wird durch Fehlerbalken angegeben. A: Repressionsaktivitat ohne zu-
satzlichen Knockdown. Deutlich verlangsamte Etablierung der Repression in
Atrx-Knockout-Zellen. B: Die Repressionsaktivitat nach Scrambled-Kontroll-
Knockdown unterscheidet sich nicht von der Situation ohne Knockdown. C: Die
Repressionsaktivitat ist nach Kapl-Knockdown in beiden Zellpopulationen stark
reduziert. Die Atrx-KO-Zellen zeigen eine deutlich starkere Beeintrachtigung als
die Wildtyp-Zellen. D: Die Repressionsaktivitdt nach Setdbl-Knockdown zeigt
die starkste Diskrepanz zwischen Atrx-KO-Zellen und Wildtyp-mES.



. ® + sh Scrambled RT-qPCR
Wildtyp .:... +sh Kap1 A
L ® + sh Setdb1 RNA Aufreinigung
o0 ® 6Tage cDNA Synthese
Atrxko @ @ LY >
00®
0,0 @
A RT-gPCR fiur Kap1 bzw. Setdb1 Expression B RT-gPCR fiir IAP Expression
*
m Wildtyp pﬂ4 m Wildtyp
34 m Atrx ko 3 m Atrx ko
S 2 52
g g
g g
2 5
0 - 0 -
shScr shKapl | shSetdb1 shScr shKap1 | shSetdb1 shScr shKap1 shSetdbl
Kap1 Setdb1 IAP
Abbildung 4.7: Kombinierter Verlust der Aktivitit von Atrx und Kapl fiihrt zur Hochre-

gulation endogener IAP-Transkripte

Mittels quantitativer PCR wurden die Level an endogenen |AP-Transkripten
in Wildtyp-Zellen und Atrx-Knockout-Zellen verglichen. Zusatzlich erfolgte ein
Knockdown von Kapl, Setdbl oder einer Scrambled-Kontrolle. Die Expressi-
onslevel sind jeweils relativ zum Scrambled-KO-Wildtyp angegeben. A zeigt die
Effektivitat des jeweiligen Knockdowns. In B sind die IAP-Expressionslevel dar-
gestellt. Die IAP-Expression unterscheidet sich in Wildtyp-Zellen sowohl nach
Kapl- als auch nach Setdbl-Knockdown nicht von der Kontrollsituation. In
Atrx-Knockout-Zellen dagegen fiihrt der Kap1l-Knockdown zu einer signifikanten
Hochregulation der endogenen IAP-Transkripte. Nach Setdb1-Knockdown zeigt
sich in Atrx-Knockout-Zellen ebenfalls eine Tendenz zur IAP-Hochregulation, je-
doch ohne statistische Signifikanz. Die Standardabweichungen sind durch Feh-
lerbalken angegeben.
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Elemente in Atrx-defizienten Zellen gegeniiber dem Wildtyp. Der Mangel an Kapl konn-
te in den Wildtyp-Zellen kompensiert werden, sodass es zu keiner Hochregulation der
IAP-Transkripte kam. In Atrx-Knockout-Zellen hingegen zeigte sich die IAP-Expression
mehr als verdoppelt. Das ansonsten gleiche Experiment wurde auch mit Knockdown
des Faktors Setdbl durchgefiihrt. Die IAP-Expression in Wildtyp-ES-Zellen blieb auch
in diesem Fall unverandert. Atrx-defiziente Zellen lieBen nach Setdb1-Knockdown zwar
eine Tendenz zur Hochregulation der IAP-Transkripte erkennen, welche jedoch nicht
signifikant nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 4.7 B).

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass das Fehlen des Faktors Atrx allein noch
keine Deregulation endogener IAP-Elemente in mES-Zellen zur Folge hat. Auf eine Re-
duktion des Kapl-Levels durch shRNA-Knockdown reagierten Atrx-defiziente Zellen al-
lerdings weitaus empfindlicher als der Wildtyp mit einer verstarkten IAP-Expression. Atrx
scheint somit die Effizenz des Kapl-abhangigen Silencings endogener IAP-Retrotranspo-
sons zu steigern, bei ausreichendem Kap1l-Level flir die Repression aber nicht zwingend
erforderlich zu sein.
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5 Diskussion

5.1 IAP-Retrotransposons enthalten ein 160 bp langes
Sequenzelement, das in der Lage ist, Silencing zu rekrutieren:
GAG 2.22

Aus der Literatur war bereits bekannt, dass die UTR-Region von |AP-Retrotransposons
der Maus in der Lage ist, einen benachbarten Promoter im lentiviralen Reporter-Assay
stillzulegen [19]. Dieses Ergebnis konnte reproduziert werden; dariiber hinaus lieR sich ei-
ne deutlich starkere Silencing-Aktivitat flir das GAG-Element der IAP-Retrotransposons
nachweisen [16, 17] (siehe Abbildung 4.1). Innerhalb der GAG-Sequenz konnte ein 160
bp langes Element identifiziert werden, welches ausreicht, um die volle Repressionsakti-
vitat auf einen benachbarten Promoter auszuiiben (siehe Abbildung 4.1).

Jeder Versuch, den fir die Rekrutierung der Repression verantwortlichen Bereich in der
GAG-Region noch starker einzugrenzen, resultierte in einem teilweisen oder vollstan-
digen Verlust der Silencing-Aktivitat (Daten nicht abgebildet). Unter der Annahme,
dass die GAG 2.22-Sequenz von einem DNA-Bindeprotein erkannt werden muss, um
den Silencing-Prozess in Gang zu setzen, fallt die ungewohnlich groe Lange der Bin-
desequenz von 160 bp auf. Eine mogliche Erklarung ist, dass an GAG 2.22 nicht nur
ein, sondern mehrere Faktoren binden, deren jeweilige Bindepositionen sich in der 160
bp-Sequenz verteilt befinden. Da viele DNA-Erkennungsfaktoren an palindromische Se-
quenzen binden, lag es nahe, GAG 2.22 auf derartige Bereiche hin zu untersuchen. Dabei
konnten allerdings nur wenige und sehr kurze Palindrome identifiziert werden (siehe Ab-
bildung 5.1 A). Trotzdem ist es denkbar, dass ein Dimer von DNA-Bindeproteinen auch
an einen nicht hundertprozentig symmetrischen Bereich des DNA-Stranges binden kann.
Um solche zumindest teilweise palindromischen Bereiche aufzudecken, wurden das GAG
2.22-Element und seine reverse komplementare Sequenz mit Hilfe der YASS-Alignment-
Software miteinander verglichen [173]. Dabei konnten zwei unabhangige Bereiche in-
nerhalb von GAG 2.22 identifiziert werden, welche zumindest eine teilweise Symmetrie
zwischen den beiden DNA-Strangen aufweisen (siehe Abbildung 5.1 B). Hierbei handelt
es sich erstens um die Nukleotide 8 - 40 und zweitens um die Nukleotide 95 - 142. Diese
beiden hypothetischen Bindesequenzen konnten von jeweils einem Transkriptionsfaktor-
Dimer erkannt und damit der Silencing-Prozess an GAG 2.22 initiiert werden (siehe
Abbildung 5.1 C).

Die Modellvorstellung zweier DNA-Bindestellen mit jeweils einem unabhangigen Erken-
nungsfaktor wirft die Frage auf, welchen Selektionsvorteil diese erhohte Komplexitat
bieten konnte, sodass sie sich im Laufe der Evolution gegen einfachere Mechanismen
durchsetzen konnte. Zum einen kann ein Erkennungsmechanismus mit zwei erforderli-
chen Bindefaktoren eine sehr hohe Spezifitat sicherstellen. Da der Effekt einer erfolgrei-
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A: Palindrome in GAG 2.22

GAG 2.22
cgtaaatacggaaccaatgct ttaccttgg gttagacaggctc atggcactaactcctgctgactg
gcaaacgattgtaaaagccgctctce tatgggcaaat ggaatggag ttgg a gcacaag

B: Symmetrische Sequenzen in GAG 2.22

GAG 2.22
cgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtgcagttagacaggctcgeccggcatggcactaactecctgetgactg
gcaaacgatitgtaaaagccgctctccctagtatgggcaaatatatggaatggagagecgetttggcatgaagectgcacaag

GAG 2.22: 5’ - cgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtgcagttaga... -3"
Reverse Complement: 5’- ...tctaactgcaccaaggtaaaattagcattggttccgtatttacg -3’
GAG 2.22: 5’- ... gattgtaaaagccgctctccctagtatgggcaaatatatggaatggagagcgctttggcatgaa... -3/
Reverse Complement: 5’- ... ttcatgccaaagcgctctccattccatatatttgcccatactagggagagcggettttacaate... -3/

C: Hypothetische Erkennung von GAG 2.22 durch zwei Bindefaktoren

>

D > .

~ 8-40 GAG 2.22 (160 bp) . 95-142 5

5!
3[

L g

Abbildung 5.1: Analyse der GAG 2.22-Sequenz und Entwicklung eines hypothetischen Er-
kennungsmodells
A: Nur wenige kurze Palindrom-Sequenzen finden sich im GAG-2.22 Element.
B: Der Vergleich der GAG 2.22-Sequenz mit ihrem reversen Komplement mit-
tels YASS-Alignment-Software [173] zeigt zwei teilweise symmetrische bzw. pa-
lindromische Bereiche, die mogliche Bindestellen fiir DNA-Erkennungsfaktoren
darstellen. C: Im hypothetischen Erkennungsmodell binden zwei Transkriptions-
faktoren jeweils als Dimer an einen der beiden in B entdeckten Sequenzbereiche.
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chen Erkennung von GAG 2.22 eine annahernd vollkommene Repression ist, konnte der
Mechanismus schwerwiegende Folgen haben, sollte er an falscher Stelle ablaufen. Durch
die Notwendigkeit zweier unabhangiger Bindungsereignisse kann diese Gefahr minimiert
werden. Zum anderen ist es naheliegend, dass der Silencing-Mechanismus durch Vertei-
lung der Initiation auf zwei Bindestellen robuster gegeniiber einzelnen Punktmutationen
im GAG 2.22 Element wird. Diese Annahme wird unterstiitzt durch die Ergebnisse in Ka-
pitel 4.2. Dort wurde gezeigt, dass Punktmutationen die Repressionsvorgange an GAG
2.22 zwar deutlich beeintrachtigen konnen, jedoch kaum zu einer kompletten Derepres-
sion fiihren (siehe Abbildung 4.3).

5.2 GAG 2.22-Silencing ist ein sequenzspezifischer Mechanismus

Die Silencing-Vorgange an GAG 2.22 konnen durch einzelne Punktmutationen in der
GAG 2.22-Sequenz deutlich beeintrachtigt werden (siehe Kapitel 4.2, Abbildung 4.3).
Diese Sequenzspezifitat ist ein weiteres Indiz dafiir, dass die GAG 2.22-Sequenz ver-
mutlich durch bestimmte DNA-Bindeproteine erkannt werden muss, um die Etablierung
repressiven Chromatins zu initiieren. Durch Mutation einzelner Basen konnte die Bindung
Jener Faktoren erschwert bzw. verhindert werden, wodurch die in Kapitel 4.2 gezeigte
Derepression zu erklaren ware.

Es konnten drei Positionen innerhalb von GAG 2.22 ermittelt werden, an denen im
EGFP-Reporter-Assay zur Derepression fiihrende Mutationen gehauft zu finden waren
(siehe Abbildung 4.3). Interessanterweise befindet sich nur eine der drei identifizier-
ten kritischen Basen innerhalb einer der beiden in Kapitel 5.1 beschriebenen maoglichen
Transkriptionsfaktor-Bindestellen. Eine zweite grenzt direkt an die gleiche hypotheti-
sche Erkennungssequenz an, wahrend die dritte mitten im Abstandshalter zwischen den
beiden potentiellen Bindestellen liegt (sieche Abbildung 5.2 A). Fiir diese Mutation im
Zwischenstlick zeigt sich im Vergleich mit den beiden anderen sogar eine Tendenz zu
besonders ausgepragter Derepression. Die vermutete Bindung zweier Transkriptionsfak-
toren an die im vorigen Kapitel ermittelten Bereiche in GAG 2.22 kann also nicht allein
verantwortlich sein fiir die Initiation der Repression.

Eine mogliche Erklarung fir die Diskrepanz zwischen den hypothetischen Bindebereichen
und den im Experiment nachgewiesenen kritischen Mutationen ware, dass das Silencing
an GAG 2.22 (iber einen komplett anderen Mechanismus initiiert wird als bisher vermutet.
Fir Pflanzen sind zum Beispiel komplexe RNA-abhangige Mechanismen zum Silencing
von Retrotransposons beschrieben [174]. Es ware also auch hier denkbar, dass die GAG
2.22-Sequenz erst dann zur Rekrutierung epigenetischer Repression fiihrt, wenn sie in
RNA transkribiert wird. So lieBe sich auch gleichzeitig erklaren, dass es in DNA-Pulldown-
Experimenten bisher nicht moglich war spezifische repressive Bindefaktoren fiir GAG 2.22
zu identifizieren (Experimente durchgefiihrt von Dr. Falk Butter in Kooperation mit Dr.
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Dennis Sadic [17, 175]). Gegen einen RNA-abhangigen Mechanismus spricht allerdings,
dass sowohl die IAP-UTR-Region als auch das IAP-GAG-Element auch in Antisense-
Richtung kloniert noch in der Lage sind, einen benachbarten Promoter stillzulegen [17,
19].

Angenommen, dass zwei unabhangige DNA-Bindefaktoren fiir die Erkennung von GAG
2.22 erforderlich sind, dann wiirde zwischen diesen beiden Faktoren hochstwahrschein-
lich eine Interaktion stattfinden. Dadurch kame es zu einer Veranderung der umgeben-
den DNA-Konformation, die dann den Aufbau eines Repressionskomplexes mit weiteren
Faktoren ermdglichen konnte (siehe Abbildung 5.2 B). Da in den durchgefiihrten DNA-
Pulldown-Experimenten mit linearer, immobilisierter DNA gearbeitet wurde, ware die
Auspragung solcher libergeordneter Strukturen hier kaum maoglich gewesen. Dies liefert
eine weitere denkbare Erklarung dafiir, dass mit dieser Methode kein spezifischer Binde-
faktor fiir GAG 2.22 gefunden werden konnte. In einem solchen komplexen Erkennungs-
modell, welches unter anderem auf einer Konformationsanderung des DNA-Stranges
beruht, wiirde nicht nur den beiden Transkriptionsfaktor-Bindepositionen, sondern auch
den 54 Basenpaaren dazwischen eine wichtige Bedeutung zukommen. Denn nur wenn
Lange und Beschaffenheit des Abstandes zwischen den beiden Bindungselementen ge-
nau stimmten, konnte die korrekte Konformation entstehen. Mutationen in diesem Zwi-
schenraum konnten den Erkennungsmechanismus stark beeintrachtigen, wenn sie das
Verhalten des DNA-Stranges bei der Bildung einer libergeordneten Struktur verandern.
Die Mutation an Position 77 konnte bei diesem Vorgang eine entscheidende Rolle spielen
und deshalb eine so starke Beeintrachtigung der Repression verursachen.

Anhand der vorliegenden Daten erscheint die Bindung zweier sequenzspezifischer Tran-
skriptionsfaktoren an GAG 2.22 als wahrscheinlichster Erkennungsmechanismus. Zur
Annaherung an den tatsachlichen Ablauf im Detail konnten nun gezielt Veranderungen
in Sequenz und Lange des Spacers sowie innerhalb der beiden potentiellen Bindestel-
len eingefiihrt und das Ergebnis erneut im EGFP-Reporter-Assay getestet werden. Um
gleichzeitig auch die beiden notwendigen Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, ware es
denkbar, die DNA-Pulldowns mit Concatemeren der einzelnen hypothetischen Bindeele-
mente zu wiederholen und so die Affinitat fiir die zu isolierenden Faktoren zu verbessern.

5.3 GAG 2.22-Silencing ist ein Kapl- und Setdbl-abhangiger
Mechanismus

Kap1l ist bekannt als wichtiger epigenetischer Regulator, der durch KRAB-Zinkfinger-
Proteine rekrutiert wird [67, 76]. Sein Knockdown fiihrt zu einer deutlichen Beeintrachti-
gung der GAG 2.22-abhangigen Repression im Reporter-Assay (siehe Abbildung 4.4 C).
Neben ihrer engen Verbindung zu Kap1 zeigt die Familie der KRAB-Zinkfinger-Proteine
eine Koevolution mit endogenen Retroviren [168, 169]. Es ist also sehr wahrschein-

52



A: Vergleich der beiden hypothetischen Bindesites (rot/ grin) in GAG 2.22
mit fur die Repressionsaktivitat kritischen Mutationen (blau)

77/160bp
GAG 2.22

\ 4
cgtaaatacggaaccaatgctaattttaccttggtgcagttagacaggctcgeccggcatggcactaactecctgetgactg
gcaaacgattgtaaaagccgctctcecctagtatgggcaaatatatggaatggagagecgetttggcatgaagectgcacaag

94/160bp 118-119/160bp

B: Modellvorstellung einer Interaktion zwischen den beiden Bindefaktoren an GAG 2.22

X Mutationen, die im Reporter Assay zur Derepression fiihren

GAG2.22

Abbildung 5.2: Vergleich der beiden hypothetischen Bindebereiche mit fiir die Repressi-
onsaktivitat kritischen Mutationen
A: Nur eine der gefundenen Mutationen, welche die Silencing-Fahigkeit von
GAG 2.22 beeintrachtigen, liegt in einem der vermuteten Transkriptionsfaktor-
Bindebereiche. Eine weitere befindet sich direkt angrenzend, wahrend die dritte
mitten im Abstand zwischen den beiden hypothetischen Bindeelementen liegt.
B: Eine mogliche Erklarung fiir die groRBe Relevanz der Mutation im Spacer-
Bereich ware die Notwendigkeit einer Konformationsanderung der DNA beim
Erkennungsmechanismus von GAG 2.22, welche durch die Mutation beeintrach-
tigt wird.
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lich, dass auch fir GAG 2.22-abhangiges Silencing von IAP-Elementen in embryona-
len Stammzellen der Maus KRAB-Zinkfinger-Proteine verantwortlich sind. Viele dieser
Proteine werden spezifisch in mES-Zellen exprimiert [59]. Ein moglicher Ansatz zur Er-
mittlung des oder der GAG 2.22 erkennenden Protein(e) ware es demnach, aus der
Gruppe dieser ES-Zell-spezifischen KRAB-Domanen-Proteine verschiedene Kandidaten
im Hinblick auf ihre Fahigkeit zum GAG 2.22-Silencing zu untersuchen.

Neben Kapl konnte auch Setdbl als erforderlicher Faktor fiir die Repressionsvorgange
an GAG 2.22 identifiziert werden (siehe Abbildung 4.4 B). Setdb1 ist bekannt als H3K9-
Methyltransferase und wird mittels Sumoylierung von Kap1 rekrutiert [72]. Dariiber hin-
aus ist sowohl fiir Kapl als auch fiir Setdb1 eine wichtige Rolle als Regulator endogener
IAP-Elemente und anderer Retrotransposons in mES-Zellen nachgewiesen [18, 19, 98].
Sehr wahrscheinlich wird also Kap1 iiber ein bzw. mehrere KRAB-Zinkfinger-Protein(e)
an GAG 2.22 rekrutiert, wodurch anschlieend Setdb1 gebunden wird und mittels H3K9-
Methylierung zur Etablierung repressiven Chromatins beitragt. Aus der Literatur geht
hervor, dass Setdbl zur Trimethylierung von H3K9 den Kofaktor mAM (auch bekannt
als MCAF1 oder Atf7ip) benétigt [95]. Mit Hilfe des in dieser Arbeit verwendeten Re-
portersystems konnte nun in einem nachsten Schritt die Frage geklart werden, ob mAM
ebenfalls ein erforderlicher Faktor fuir GAG 2.22-Silencing ist.

Die wichtigste Methode zur Stilllegung endogener Retroviren in der Embryonalentwick-
lung ab dem Postimplantationsstadium ist die DNA-Methylierung, wohingegen dieser
Mechanismus zur Repression von IAP-Elementen in mES-Zellen nicht erforderlich ist [79,
96, 163, 166, 167] (siehe Kapitel 2.2.1). Damit konsistent kann GAG 2.22-abhangiges
Silencing auch in Dnmt1-Knockout- sowie Dnmt3a/b-Doppelknockout-ES-Zellen unbe-
eintrachtigt ablaufen (siehe Abbildung 4.4 A). Kap1 dagegen ist nicht nur erforderlich fiir
die Stilllegung endogener Retroviren im ES-Zell-Stadium, sondern spielt auch eine wich-
tige Rolle bei der Etablierung und Aufrechterhaltung von DNA-Methylierungsmustern an
endogenen retroviralen Elementen sowie fiir die Zfp57-abhangige DNA-Methylierung bei
den Imprinting-Vorgangen der frilhen Embryogenese [78, 79, 96, 176]. Die Rekrutierung
von Kapl an IAP-Retrotransposons ist also hochstwahrscheinlich nicht nur relevant fiir
deren Repression in der friihen Embryonalentwicklung, sondern stellt auch die notigen
Weichen fiir die Etablierung der DNA-Methylierung, die in spateren Entwicklungsstadien
dann die Unterdriickung der IAP-Elemente gewahrleistet [177].

Ahnlich wie die hier untersuchte GAG 2.22-Sequenz ist auch die UTR-Region von IAP-
Retrotransposons in der Lage, Kapl- und Setdbl-abhangige Repression und de novo
Methylierung der DNA zu initiieren [19, 96]. Im Vergleich zum bereits beschriebenen
UTR-Element konnten in dieser Arbeit an GAG 2.22 sehr viel starkere Silencing-Effekte
im Reporter-Assay beobachtet werden (siehe Abbildung 4.1). Der GAG 2.22-abhangige
Repressionsmechanismus stellt also sehr wahrscheinlich den vorherrschenden Mecha-
nismus der Stilllegung von IAP-Retrotransposons in embryonalen Mauszellen dar. Dazu
passend handelt es sich beim GAG 2.22-Element um einen Teil der IAP-GAG-Region, die
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das virale Capsid-Protein kodiert und evolutionar weitaus starker konserviert ist als das
UTR-Element [178]. Die Tatsache, dass das GAG 2.22-Element einen relativ groken Teil
eines wichtigen, kodierenden Bereichs des IAP-Genes umfasst, konnte es wirkungsvoll
vor Mutationen bewahren und so die Funktionalitat dieses sequenzspezifischen Mecha-
nismus erhalten.

5.4 Atrx katalysiert GAG 2.22-Silencing und interagiert dabei mit
Kapl und Setdbl

Die SNF2-Typ AT Pase Atrx ist flir eine schnelle Etablierung des Silencings an GAG 2.22
erforderlich (siehe Abbildung 4.5). In den getesteten Atrx-KO-Zellen war die grundsatz-
liche Fahigkeit zur Repression des Reporters zwar erhalten, der Stilllegungs-Prozess lief
aber stark verzogert ab. Atrx scheint also die Fahigkeit zu haben, heterochromatisches
Silencing erheblich zu beschleunigen.

Beziiglich der Rekrutierung von Atrx ist bekannt, dass es mit Hilfe seiner ADD-Domane
an unmodifiziertes H3K4 in Kombination mit di- oder trimethyliertem H3K9 bindet
[114-116]. Zusatzlich besitzt Atrx ein HP1-Interaktionsmotiv, woriiber ebenfalls eine
Rekrutierung an heterochromatische Regionen stattfinden kann [115, 116]. Dariiber
hinaus ist nachgewiesen, dass Atrx mit Daxx interagiert und beide gemeinsam einen
ATP-abhangigen Chromatin-Remodeling-Komplex bilden [124, 179]. Es ware demnach
denkbar, dass die beiden Proteine auch in diesem Fall als stabiler Komplex an ihren
Zielort rekrutiert werden. Dazu passend kommt es in Daxx-Knockout-Zellen zur gleichen
Verzogerung des Reporter-Silencings an GAG 2.22 wie bei Atrx-Defizienz [17]. Genauso
konnten hier aber auch die erst seit Kurzem bekannt werdenden Atrx-unabhangigen
Funktionen von Daxx eine Rolle spielen. Im Komplex mit unter anderem Kapl und
Setdbl scheint Daxx auch ohne direkte Interaktion mit Atrx einen wichtigen Beitrag zur
Repression endogener Retroviren zu leisten [126]. In Rescue-Experimenten mit Daxx-
Knockout-Zellen konnte nachgewiesen werden, dass das Sumo-Interaktionsmotiv von
Daxx intakt sein muss, damit es seine beschleunigende Wirkung auf die Repression
entfalten kann [17]. Dies legt nahe, dass Daxx bzw. der Komplex aus Atrx und Daxx
tiber einen Sumo-abhangigen Mechanismus an GAG 2.22 rekrutiert wird.

Im in vitro Experiment sorgte Atrx zwar fiir eine schnellere Etablierung der Repression
des Reporters, war insgesamt aber nicht zwingend fiir den Silencing-Vorgang erfor-
derlich (siehe Abbildung 4.5). Daraus ergibt sich die Theorie, dass Atrx auch in vivo
nur fir die Initiation des Silencings an IAP-Elementen, nicht jedoch fiir die Aufrecht-
erhaltung des reprimierten Zustandes von Bedeutung ist. Damit konsistent ergab sich
in Atrx-Knockout-Zellen keine Hochregulation endogener |AP-Transkripte im Vergleich
zum Wildtyp (siehe Abbildung 4.7). Es ware allerdings auch moglich, dass Atrx zwar
eine Aufgabe in der Aufrechterhaltung des repressiven Chromatins hat, sein Fehlen aber
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durch die tibrige Heterochromatin-Maschinerie ausgeglichen werden kann. Denkbar ware
hier beispielsweise eine gesteigerte Aktivitat von Setdb1 und/ oder Kap1. Dafiir spricht,
dass in Knockdown-Experimenten die Reduktion des Kapl- oder des Setdbl-Levels
in Atrx-defizienten Zellen zu einer deutlich starkeren Beeintrachtigung des Reporter-
Silencings fiihrte als in Wildtyp-ES-Zellen (siehe Abbildung 4.6). Auch die endogenen
IAP-Transkripte zeigten im Gegensatz zur reinen Atrx-Knockout-Situation eine Hoch-
regulation, wenn zusatzlich das Kap1l-Level reduziert wurde (siehe Abbildung 4.7).

Insgesamt ergibt sich fiir Atrx eine Heterochromatin-stabilisierende Funktion, die insbe-
sondere bei der Neuetablierung und bei Beeintrachtigungen des Heterochromatin-Status
von Bedeutung ist [158]. In vivo ist die schnelle Reetablierung von Heterochromatin zum
Beispiel in folgender Situation erforderlich: Es gibt IAP-Retrotransposons, die sich zwi-
schen zwei Exons eines transkribierten Gens befinden [1, 2]. Bei der Transkription eines
solchen Gens muss die RNA-Polymerase das IAP-Element also mit durchlaufen, wozu
der heterochromatische Status dieses Bereiches kurzfristig aufgelost werden muss. Um
anschlieBend die Repression des IAP-Elementes schnellstmoglich zu reetablieren konnte
die katalysierende Funktion von Atrx erforderlich sein.

5.5 Zusammenfassendes Modell des moglichen Ablaufes der
Repressionsvorgdnge an GAG 2.22

Die in den bisherigen Kapiteln vorgestellten Ergebnisse lassen sich vor dem Hinter-
grund der Literatur zusammenfassen zu einer Modellvorstellung tiber den Ablauf der
Repressionsvorgange an GAG 2.22, die zur Stilllegung von IAP-Retrotransposons fiih-
ren. Zur ubersichtlicheren Darstellung wird der Vorgang in drei Schritte unterteilt: 1.
Die Erkennung der GAG 2.22-Sequenz, 2. Die Initiationsphase der Repression und 3. die
Stabilisierung des reprimierten Zustandes (siehe Abbildung 5.3).

Im dargestellten Modell startet die Stilllegung eines neu integrierten |AP-Retrotranspo-
sons mit der Erkennung der GAG 2.22-Sequenz durch einen bzw. mehrere sequenzspe-
zifisch bindende(n) Transkriptionsfaktor(en); vermutlich handelt es sich um ein bzw.
mehrere KRAB-Zinkfinger-Protein(e) (siehe Kapitel 5.3). Eine derartige Bindung ist
zusatzlich zu GAG 2.22 auch an anderen Bereichen des IAP-Retrotransposons denkbar;
beispielsweise an der UTR-Region, die im Reporter-Assay ebenfalls in der Lage war,
repressives Chromatin zu rekrutieren (siehe Abbildung 4.1).

Die Initiationsphase beginnt im vorliegenden Modell mit der Bindung von Kapl an
die KRAB-Domane eines hypothetischen Zinkfinger-Proteins. An Kapl wiederum bin-
det das Adaptermolekiil HP1 und die intramolekulare Sumoylierung der Bromodomane
von Kapl sorgt fiir die Rekrutierung der H3K9-Methyltransferase Setdbl (siehe Abbil-
dung 2.2). Diese katalysiert zunachst eine H3K9-Monomethylierung, worauf aufbauend
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Abbildung 5.3: Zusammenfassendes Modell des moglichen Ablaufes der Repressionsvor-
gange an GAG 2.22
Erkennung: Ein bzw. mehrere KRAB-Zinkfinger-Proteine binden an GAG 2.22.
Initiation: Kapl bindet an die KRAB-Domane des Zinkfinger-Proteins und
rekrutiert das Adaptermolekil HP1. Aulerdem erfolgt eine intramolekula-
re Sumoylierung der Bromodomane von Kapl zur Rekrutierunng der H3K9-
Methyltransferase Setdb1. Durch Setdb1 entsteht zunachst eine Monomethylie-
rung von H3K9. Darauf aufbauend kann die Histon-Methyltransferase Suv3-9h
Trimethyl-H3K9 generieren. Fiir den Atrx/Daxx-Komplex sind in diesem Zu-
sammenhang verschiedene Rekrutierungsmechanismen denkbar. Atrx kann iiber
seine N-terminale ADD-Doméane an H3K9me3 gebunden werden oder iiber
sein PxVxL-Motiv an Kapl-assoziiertes HP1 rekrutiert werden. Die Daxx-
Untereinheit kann tber ihr C-terminales Sumo-interaction-motif an autosumoy-
liertes Kap1l binden.
Stabilisierung: Nach der Etablierung von H3K9me3 werden weitere Faktoren
wie Dnmts und Suv4-20h mit Hilfe des Adaptermolekiils HP1 rekrutiert. Die
durch sie eingefiihrten Modifikationen sind allerdings hochstwahrscheinlich nicht
zwingend erforderlich fiir heterochromatisches Silencing in ES-Zellen der Maus.
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die Histon-Methyltransferase Suv3-9h Trimethyl-H3K9 generieren kann [51]. Fiir den
Atrx/Daxx-Komplex sind nun verschiedene Rekrutierungsmechanismen denkbar. Es ist
bekannt, dass Atrx tiber seine N-terminale ADD-Domane an H3K9me3 gebunden wird
[117]. Zusatzlich besitzt Atrx aber auch ein PxVxL-Motiv, iiber das es mit dem an
Kapl gebundenen HP1 interagieren kdnnte [118]. Alternativ konnte die Intaraktion aber
auch uber die Daxx-Untereinheit des Komplexes hergestellt werden, indem sie lber ihr
C-terminales Sumo-interaction-motif an autosumoyliertes Kapl gebunden wird [180,
181]. Es ist nachgewiesen, dass in Daxx-Knockout-ES-Zellen die gleiche Verlangsamung
der Repressionskinetik an GAG 2.22 auftritt wie beim Fehlen von Atrx [17]. In Rescue-
Experimenten war die Repressionsgeschwindigkeit komplett wiederherstellbar mit Hilfe
von Wildtyp-Daxx, nicht jedoch mit einer Daxx-Mutante ohne Sumo-interaction-motif
[17]. Moglicherweise spielen aber auch mehrere Rekrutierungswege eine Rolle bei der
Lokalisierung von Atrx und Daxx an das neu entstehende Heterochromatin. Der ATP-
abhangige Chromatin-Remodeling-Komplex aus Atrx und Daxx beschleunigt tiber einen
bisher ungeklarten Mechanismus die bereits begonnene Formierung von Heterochroma-
tin am |AP-Retrotransposon. Uber die genaue Aufgabe des Atrx/Daxx-Komplexes in
diesem Zusammenhang kann nur spekuliert werden. Es ist bekannt, dass die beiden Fak-
toren eine wichtige Rolle bei der Inkorporation von Histon 3.3 an Telomeren und auch
anderen DNA-Bereichen spielen [125, 139, 140]. Dennoch zeigte sich das Silencing des
Reportergens unbeeintrachtigt in Experimenten mit Daxx-Mutanten, welche nicht in der
Lage waren, H3.3 zu binden, genauso wie bei Versuchen mit komplett H3.3-defizienten
Zellen [17]. Es muss also weitere Funktionen von Atrx und Daxx geben, durch die sie
Einfluss auf die Repression von Retroelementen nehmen.

Zur Stabilisierung des neu geschaffenen heterochromatischen Zustandes werden nach
der Etablierung von H3K9me3 weitere Faktoren wie Dnmts und Suv4-20h mit Hilfe des
Adaptermolekiils HP1 rekrutiert. Die durch sie eingefiihrten Modifikationen sind aller-
dings hochstwahrscheinlich nicht zwingend erforderlich fiir heterochromatisches Silen-
cing in ES-Zellen der Maus. Zumindest in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Experimenten mit entsprechenden Knockout-Zellen konnte die Stilllegung des Reporter-
gens weiterhin ungestort ablaufen (siehe Abbildung 4.4 A).

5.6 Ausblick auf die pathophysiologische Bedeutung der
epigenetischen Regulation von Retrotransposons im Menschen
und madgliche klinische Anwendungen

In der modernen Medizin wird es immer wichtiger, die physiologischen und pathophy-
siologischen Vorgange im menschlichen Korper bis auf molekulare Ebene zu verstehen
[182]. Wie bereits in Kapitel 2.1 beschrieben miissen in allen Korperzellen die zelltypspe-
zifischen Transkriptionsprogramme durch epigenetische Mechanismen aufrechterhalten
werden, damit Zellwachstum und -entwicklung korrekt ablaufen und jede Zelle ihre je-
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weilige Aufgabe im Organismus erfiillen kann [27]. Abweichungen in diesem komplexen
Regulationssystem konnen zu schwerwiegenden Krankheitsbildern fiihren [183]. Bekannt
ist dies bisher vor allem fiir verschiedene padiatrische Syndrome [184], Krebserkrankun-
gen [185], neurologische Storungen [186] und Defekte des Immunsystems [187—-189].
Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Grundlagenforschung soll einen kleinen Beitrag zur
Entschliisselung der involvierten Mechanismen leisten. Im Folgenden wird die Bedeutung
der epigenetischen Regulation von Retrotransposons in der Kanzerogenese liberblicks-
artig dargestellt.

Es ist mittlerweile hinreichend bekannt, dass die Entstehung und das Fortschreiten von
Krebserkrankungen nicht wie zunachst vermutet allein als Folge einer Akkumulation
genetischer Defekte zu betrachten ist, sondern auch epigenetische Ereignisse dabei eine
wichtige Rolle spielen [185]. Bereits im Jahr 1983 konnte gezeigt werden, dass maligne
Tumorzellen im Vergleich zu gesunden Zellen oder benignen Neoplasien insgesamt ein
deutlich geringeres Mals an DNA-Methylierung aufweisen. Die globale Hypomethylierung
zeigte sich noch ausgepragter in Zellen, welche aus Metastasengewebe gewonnen worden
waren [190]. Spatere Arbeiten konnten dieses Phanomen vielfach bestatigen und fiir die
fehlende DNA-Methylierung je nach Lokalisation im Genom unterschiedliche Effekte
beobachten [191-193].

Findet die Demethylierung an einer regulatorischen Region fiir ein bestimmtes Gen statt,
so kommt es zu einer vermehrten Expression des entsprechenden Genproduktes. Eine
Hochregulation von mit der Kanzerogenese assoziierten Faktoren durch Hypomethylie-
rung von Genregionen lieR sich bereits in zahlreichen Tumorentitaten nachweisen (z. B.
in Pakreaskarzinomen [194], Magenkarzinomen [195], Prostatakarzinomen [196], Ovari-
alkarzinomen [197] und Mammakarzinomen [198]). Unter den betroffenen Genen finden
sich unter anderem klassische Onkogene wie R-Ras, nachweisbar zum Beispiel in Ma-
genkarzinomen [195]. Die Uberexpression von Faktoren, die invasives Tumorwachstum
und Metastasierung ermoglichen, scheint besonders haufig durch Demethylierung ent-
sprechender Genregionen aktiviert zu werden [199, 200]. Beispielsweise findet sich die
Expression des zum Abbau von Basalmembranen und extrazellularer Matrix benotigten
Enzyms Heparanase in Prostatakarzinomen auf diese Weise hochreguliert [196]. Auch
die Aktivierung des neuronalen Proteins Synuclein v durch DNA-Demethylierung lasst
sich mit der Fernmetastasierung verschiedener Tumoren assoziieren, auch wenn seine
Funktion in diesem Prozess noch weitgehend ungeklart ist [198, 201]. Fiir beide Fakto-
ren wird daran gearbeitet, diese Zusammenhange im Sinne einer personalisierten Medizin
diagnostisch und therapeutisch anwendbar zu machen [202—206]. Sowohl als Biomar-
ker fiir die bevorstehende oder bereits eingetretene Metastasierung eines Malignoms als
auch als potentielle Ziele fiir inhibitorische Therapeutika konnten sie sich klinisch als
sehr wertvoll erweisen.

Fir die globale Hypomethylierung in Krebszellen macht die Demethylierung von Genre-
gionen nur einen geringen Anteil aus. Vor allem die in gesunden Zellen stark methylierten
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repetitiven DNA-Sequenzen (DNA-Repeats) zeigen sich in malignen Zellen oft hypo-
methyliert [207]. Hierzu zahlen sowohl die Satelliten-DNA im Bereich der Zentromere
und Telomere als auch die verschiedenen Familien der Retrotransposons (LINEs, SINEs,
LTR-Transposons, siehe Kapitel 2.2) [192]. So zeigt sich beispielsweise in Ovarialkarzino-
men und Mammakarzinomen die zentromerische Satelliten-DNA deutlich hypomethyliert
im Vergleich zu gesunden Zellen [208, 209]. Ahnliches gilt fiir LINE1-Retrotransposons
in zahlreichen Tumorentitaten, beispielsweise in Bronchialkarzinomen [210], hepatozellu-
laren Karzinomen [211] und kolorektalen Karzinomen [212]. Unter anderem fiir letztere
wird daran gearbeitet, derartige Tumor-typische Veranderungen im DNA-Methylierungs-
muster zu diagnostischen Zwecken nutzbar zu machen [213, 214]. In einer Studie konnte
gezeigt werden, dass sich die LINE-1-Hypomethylierung in zellfreier DNA im Plasma bei
Patienten mit kolorektalen Karzinomen sowohl in friihen als auch in fortgeschrittenen
Erkrankungsstadien signifikant von gesunden Kontrollen unterscheidet [215]. Sollte sich
dieser LINE-1-Hypomethylierungsstatus im Plasma als Biomarker zu Screeningzwecken
etablieren lassen, so wiirde dies die Friiherkennung von kolorektalen Karzinomen deutlich
vereinfachen.

Auch die Aktivierung von LTR-Retrotransposons durch Hypomethylierung liels sich be-
reits vielfach mit Entstehung und Fortschreiten verschiedener Krebserkrankungen asso-
ziieren (z. B. Mammakarzinome [216], Lymphome [217] und Prostatakarzinome [218]).
Es befinden sich verschiedene Mechanismen unter Erforschung, wie aktivierte LTR-
Transposons zur Karzinogenese beitragen. Grundsatzlich konnen Retrotranspositionser-
eignisse sowohl exogener als auch endogener Retroviren durch Insertionen in das Wirts-
genom zur Aktivierung von Onkogenen und/ oder Beschadigung von Tumorsuppressor-
genen fuhren. Fir karzinogene exogene Retroviren konnten solche Prozesse bereits vor
Jahrzehnten beobachtet werden, was zur Entdeckung zahlreicher Onkogene und Tumor-
suppressorgene fiihrte [219]. Die meisten Retrotransposons haben jedoch im Laufe der
Evolution die Fahigkeit zur vollstandigen Retrotransposition verloren, weshalb hier ande-
re pathogenetische Mechanismen im Vordergrund stehen [12, 220]. Nachweislich betei-
ligt sind Retrotransposons an chromosomalen Umlagerungen wie Deletionen, Duplikatio-
nen und Translokationen [221, 222]. Diese kommen durch ein fehlerhaftes Alignment bei
DNA-Replikationsprozessen aufgrund der zahlreichen nahezu identischen Kopien einer
Retrotransposon-Sequenz (Non-allelic homologous recombination (NAHR)) zustande.
Doch auch ohne strukturelle Veranderung der DNA-Sequenz konnen deregulierte LTR-
Transposons die Expression zelleigener Gene stark beeinflussen. Insbesondere ist hier die
starke Promoteraktivitat der long terminal repeats zu nennen, welche bei Deregulation
zur massiven Uberexpression eines strangabwirts gelegenen Onkogens fiihren kann [12].

Die Hochregulation von LTR-Retrotransposons in malignen Zellen wurde in den letz-
ten Jahren auch im Hinblick auf ihren moglichen Einsatz als Biomarker zur Friiherken-
nung, zum Staging und zur Prognoseabschatzung von Krebserkrankungen untersucht
(z. B. in Prostatakarzinomen [223], kolorektalen Karzinomen [224] und hepatozelluldren
Karzinomen [225]). Besonders vielversprechend zu diagnostischen Zwecken erscheint
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das Hiillprotein des humanen endogenen Retrovirus Typ K (HERV-K), welches sich in
Brustkrebszellen deutlich hochreguliert zeigt im Vergleich zu entsprechendem gesundem
Gewebe [226]. Besonders interessant als Biomarker wird es dadurch, dass HERV-K-
Antikorper und -mRNA bereits in sehr frilhen Erkrankungsstadien erhoht im Blut nach-
weisbar sind [227]. Damit konnten diese Parameter in Zukunft als einfaches und kaum
invasives Instrument zur Frilherkennung von Mammakarzinomen Verwendung finden.
Wahrend lange Zeit lediglich eine Korrelation zwischen der Hochregulation von Retro-
transposons und der malignen Transformation von Zellen nachweisbar war, lassen sich
in neueren Studien auch erste kausale Zusammenhange herstellen. Zum Beispiel scheint
das in Brustkrebszellen hochregulierte HERV-K-Hiillprotein einen wichtigen Einfluss auf
die Ras-Signalkaskade auszuiiben, die neben Mammakarzinomen auch in zahlreichen an-
deren Malignomen eine wichtige pathogenetische Rolle spielt [216, 228]. Dadurch wird
das humane endogene Retrovirus K zu einem vielversprechenden Ziel fiir zukiinftige
onkologische Therapien.

Wahrend der Beitrag von deregulierten Retroelementen zur malignen Transformation
von Zellen bereits seit einigen Jahren intensiv untersucht wird, ergeben sich erst seit
Kurzem auch Anzeichen flir eine antitumorale Wirkung aktivierter endogener Retroviren
[229, 230]. Ahnlich der Reaktion auf einen exogenen Retrovirus l6sen auch die Tran-
skripte endogener Retroelemente eine Immunantwort aus (,viral mimicry"”), welche eine
Hemmung des Tumorwachstums vermitteln kann [231, 232]. Dieser Effekt scheint eine
wichtige Rolle fiir den Therapieerfolg bei der Behandlung mit DNA-Methyltransferase-
Inhibitoren (z. B. 5-Azazytidin) zu spielen [233]. Jene wurden urspriinglich vor allem
unter dem Gedanken einer Reaktivierung hypermethylierter Tumorsuppressorgene als
Therapeutika entwickelt [234, 235]. Sie bewirken aber gleichzeitig auch eine Hypome-
thylierung und damit transkriptionelle Aktivierung endogener Retroviren [231, 232]. Die
Hochregulation der Transkription von Retroelementen zu immunmodulatorischen Zwe-
cken stellt einen sehr interessanten Ansatz zur Therapie maligner Erkrankungen dar.
Allerdings miusste dieser Effekt zum erfolgreichen und sicheren Einsatz solcher Therapi-
en sehr gezielt in neoplastischen Zellen erfolgen. Das Risiko einer aberranten Reaktivie-
rung von Retroelementen in zuvor gesunden Zellen mit daraus folgender neuer maligner
Transformation darf hier nicht vernachlassigt werden.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

Atf7ip Activating transcription factor 7-interacting protein 1
ATP Adenosintriphosphat

ATPase Adenosintriphosphatase

Atrx Alpha thalassemia/ mental retardation/ X-linked
ADD Atrx-Dnmt3-Dnmt3L

ALT Alternative lengthening of telomeres

bp Base pair

CAF-1 Chromatin assembly factor-1

cDNA Complementary DNA

CSD Chromoshadow-Domane

Chd3 Chromodomain helicase DNA binding protein 3
CpG Cytosin-Guanin-Dinukleotid

Daxx Death domain-associated protein 6

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DNA Deoxyribonucleic acid

DMSO Dimethylsulfoxid

Dnmt DNA-Methyltransferase

EGFP Enhanced green fluorescent protein

EDTA Ethylendiamintetraacetat

PBS Phosphate buffered saline

ESET ERG-associated protein with SET domain
FACS Fluorescence-activated cell sorting/ scanning

GAG Group-specific antigen
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H2A Histon 2A

H2B Histon 2B

H3 Histon 3

H4 Histon 4

H3.3 Histon 3.3

H3K4 Histon 3 Lysin 4

H3K4me3 Histon 3 Lysin 4 Trimethylierung
H3K9 Histon 3 Lysin 9

H3K9me3 Histon 3 Lysin 9 Trimethylierung
H3K27 Histon 3 Lysin 27

H3K36 Histon 3 Lysin 36

H3K79 Histon 3 Lysin 79

H4K20 Histon 4 Lysin 20

H4K20me3 Histon 4 Lysin 20 Trimethylierung
HP1 Heterochromatin-Protein 1

HIV Humanes Immundefizienz-Virus
SLC7A1 Solute carrier family 7 member 1
HP1BD Heterochromatin protein 1 binding domain
HERV-K Humanes endogenes Retrovirus K
HEK Human embryonic kidney

HBS HEPES buffered saline

IAP Intracisternal A-type particle

IN Integrase

Kapl KRAB-associated protein 1

KO Knockout
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KRAB Kriippel-associated box

KMTI1E Lysin N-methyltransferase 1 E

LINE Long interspersed nucleotide element
LTR Long terminal repeat

LIF Leukemia inhibitory factor

mAM Murine Atf7a-associated modulator
MBD1 Methyl-CpG-binding domain protein 1
MCAF1 MBD1-containing chromatin-associated factor 1
MEF Mouse embryonic fibroblasts

mES-Zellen Embryonale Stammzellen der Maus
M-MLV Moloney murine leukemia virus
MeCP2 Methyl-CpG-binding protein 2

MRNA Messenger-RNA

MusD Maus-Retrotransposon Typ D

ETn Early Transposon

MuERV Murine edogenous retrovirus

MMTV Mouse mammary tumor virus

NuRD Nucleosome remodeling deacetylase
NAHR Non-allelic homologous recombination
PaNET Neuroendokriner Tumor des Pankreas
Pax Paired box

PCR Polymerase chain reaction

PHD Plant homeodomain

Prdm Positive regulatory domain zinc finger protein

PxVxL Prolin-(unbekannt)-Valin-(unbekannt)-Leucin
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PML-NB Promyelocytic leukemia nuclear body
gPCR Quantitative PCR

RBCC RING finger/ B-box/ coiled-coil

RING Really Interesting New Gene

RNA Ribonucleic acid

RNase Ribonuklease

RT Reverse transkriptase

Setdbl SET domain bifurcated 1

SET Suv3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax
SNF2 Sucrose non-fermenting

shRNA Short hairpin RNA

SINE Short interspersed nucleotide element

SIM Sumo interaction motif

Sumo Small ubiquitin-like modifier

Suv3-9h Suppressor of variegation 3-9 homologues
Suv4-20h Suppressor of variegation 4-20 homologues
Tifl3 Transcription intermediary factor 1-beta
Trim28 Tripartite motif containing protein 28
YY1 Yin Yang 1

UTR Untranslated region

Zfp Zinc finger protein
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