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Der wichtigste Versuch

»Wenn es die Verwirklichung von Urtraumen ist, fliegen zu kénnen und mit den Fischen zu
reisen, sich unter den Leibern von Bergriesen durchzubohren, mit gottlichen
Geschwindigkeiten Botschaften zu senden, das Unsichtbare und Ferne zu sehen und
sprechen zu horen, Tote sprechen zu hoéren, sich in wundertatigen Genesungsschlaf
versenken zu lassen, mit lebenden Augen erblicken zu kénnen, wie man zwanzig Jahre
nach seinem Tode aussehen wird, in flimmernden Nachten tausend Dinge uber und unter
dieser Welt zu wissen, die friher niemand gewulst hat, wenn Licht, Warme, Kraft, Genub,
Bequemlichkeit Urtraume der Menschheit sind, — dann ist die heutige Forschung nicht nur
Wissenschaft, sondern ein Zauber, eine Zeremonie von hochster Herzens- und Hirnkraft,
vor der Gott eine Falte seines Mantels nach der anderen offnet, eine Religion, deren
Dogmatik von der harten, mutigen, beweglichen, messerkihlen und -scharfen Denklehre
der Mathematik durchdrungen und getragen wird. [...]

Er war weniger wissenschaftlich als menschlich verliebt in die Wissenschaft. Er sah, dal8
sie in allen Fragen, wo sie sich fur zustandig halt, anders denkt als gewohnliche
Menschen. Wenn man statt wissenschaftlicher Anschauungen Lebensanschauung setzen
wurde, statt Hypothese Versuch und statt Wahrheit Tat, so gabe es kein Lebenswerk eines
ansehnlichen Naturforschers oder Mathematikers, das an Mut und Umsturzkraft nicht die
groBten Taten der Geschichte weit ubertreffen wurde. Der Mann war noch nicht auf der
Welt, der zu seinen Glaubigen hatte sagen konnen: Stehlt, mordet, treibt Unzucht — unsere
Lehre ist so stark, dals sie aus der Jauche eurer Sunden schaumend helle Bergwasser
macht; aber in der Wissenschaft kommt es alle paar Jahre vor, dals etwas, das bis dahin als
Fehler galt, plotzlich alle Anschauungen umkehrt oder dals ein unscheinbarer und
verachteter Gedanke zum Herrscher lber ein neues Gedankenreich wird, und solche
Vorkommnisse sind dort nicht blos Umstlrze, sondern fiuhren wie eine Himmelsleiter in
die Hohe. Es geht in der Wissenschaft so stark und unbekimmert und herrlich zu wie in
einem Marchen. Und Ulrich flihlte: die Menschen wissen das blof8 nicht; sie haben keine
Ahnung, wie man schon denken kann; wenn man sie neu denken lehren kénnte, wiirden
sie auch anders leben.”

Robert Musil, Der Mann ohne Eigenschaften, Erstes Buch -Kapitel 11
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Genetik hat sich nach der vollstandigen Entschlisselung des menschlichen Genoms im
Jahr 2001 zunehmend der strukturellen Organisation und der daraus resultierenden
Regulation der DNA zugewendet. Im Zentrum dieser Forschung steht dabei die raumliche
Komprimierung des Erbguts zu Chromatin, welches, neben der verdichteten DNA,
spezielle basische Proteine, die sogenannten Histone, enthalt. Posttranslationale
Modifikationen von Histonproteinen konnen die raumliche Anordnung von Chromatin
verandern und somit regulatorisch auf die DNA einwirken. Dies erfolgt entweder durch
direkte Beeinflussung der Interaktion zwischen DNA und Histon oder durch Rekrutierung
von Effektorproteinen welche ihrerseits weitere Wirkungen entfalten. Eine dieser
Modifikationen ist die Methylierung des Histons H3 an seinem Lysin 56, das im
Kernbereich der Einheit aus Histonoktamer und DNA, dem Nukleosom, liegt und deren
enzymatische Entstehung in dieser Arbeit untersucht wurde. Es wurde die Hypothese
uberpruft, dass H3K56, analog zum strukturell ahnlichen H3K9, ebenfalls durch die KMT
G9a methyliert wird. Mittels immunhistochemischer Untersuchungen saureextrahierter
sowie saulen-chromatographisch aufgereinigter Histone aus mES Zellen mit homozygotem
Knockout des Gens fur G9a konnte gezeigt werden, dass diese gegenuber Wildtyp-
Kontrollen einen Verlust der Mono- sowie Dimethylierung von H3K56 aufwiesen, und es
sich somit bei G%9%a um eine KMT von H3K56 handelt. Die Gute der verwendeten
Antikorper wurden an mehreren Experimenten erfolgreich verifiziert, wobei der Versuch
einer Uberpriifung an exogen exprimierten punktmutierten Histonen nicht gelang und
dieser Ansatz verworfen wurde. Es folgte eine explorative Untersuchung der
Trimethylierung von H3K56 mittel RNA-Interferenz. Hierzu wurden von 43 Proteinen,
welche die fur Histonmethylierung verantwortliche Proteindomane SET enthalten, ein
Knockdown-Screen durchgefuhrt, um ganzlich neue KMTs von H3K56 zu identifizieren.
Bei 17 dieser Kandidaten zeigte sich hier immunhistochemisch ein replizierbarer
Signalverlust fur H3K56me3, wobei fur vier dieser potenziellen KMTs durch RT-gPCR
Analyse auch eine reduzierte Genexpression zur Verifikation des Knockdowns gelang.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das Enzym G9a die Monomethylierung von
H3K56 katalysiert und hierbei in mES Zellen die Histonvarianten H3.2 & H3.3 zu
bevorzugen scheint. Zudem wurden fur mehrere Enzyme Hinweise auf deren Beteiligung

an der Trimethylierung von H3K56 entdeckt.



Einleitung

1.  Einleitung

1.1 Genetik

1.1.1 Die Entdeckung der Erbinformation und ihrer Codierung

Genetik, die Lehre der Erbanlage von Lebewesen als Wissenschaft, geht zuruck auf die
Beobachtungen und Kreuzungsexperimente von Gregor Mendel an Erbsen, welche dieser
1866 erstmals veroffentlichte und von denen sich die, bis heute fur die Mehrzahl der
genetischen Merkmale giltigen, ,Mendel’schen Regeln” der Vererbungslehre ableiten
(Mendel, 1866). Diese bilden das mechanistische Ruckgrat fur die von Charles Darwin
1859 postulierte Evolutionstheorie, wobei der Zusammenhang zwischen den
Mechanismen der Vererbung einerseits sowie der Theorie der naturlichen Selektion und
dem Uberleben des Bestangepassten (,,survival of the fittest”) (Darwin, 1859) andererseits
erst Jahrzehnte spater hergestellt wurde (Correns, 1924). 1871, funf Jahre nach Mendels
Publikation, veroffentliche Friedrich Miescher seine Entdeckung des ,Nucleins” aus
Zellkernen, dessen Funktion und Zusammensetzung damals jedoch noch vollig unbekannt
waren (Miescher-Rusch, 1871). Es folgten viele Jahre intensiver Forschung, in denen sich
die Genetik als eigenstandiger Wissenschaftszweig etablierte. Den nachsten grof3en
Durchbruch im noch immer jungen Forschungsfeld der Genetik stellte im Jahr 1928 das
Griffith-Experiment dar. In diesem wurde erstmals der nicht erbliche Austausch von
genetischer Information zwischen Bakterien, die sogenannte Transformation, beschrieben
(Griffith, 1928). 16 Jahre spater wies der kanadische Mediziner Oswald Avery mit seinen
Kollegen nach, dass es sich bei der Desoxyribonukleinsaure (DNS/DNA), welche man im
Zellkern entdeckt hatte, um den Trager der Erbinformation handelt und nicht, wie bis
dahin mehrheitlich angenommen, Proteine diese Erbanlagen transportieren (Avery et al.,
1944). Die raumliche Struktur dieses Speichermediums, der DNA, wurde 1953 durch
James Watson und Francis Crick erstmals in ihrer korrekten Form als Doppelhelix
postuliert (Watson and Crick, 1953). Im folgenden Jahrzehnt gelangt es durch
Dechiffrierung des genetischen Codes die Sprache der Erbinformationen und ihre
Ubersetzung in Proteinsequenzen zu verstehen (Nirenberg and Matthaei, 1961). Mit der
Entdeckung der ersten DNA-Sequenzierungsmethode durch Frederick Sanger 1975 konnte
nun erstmals der genetische Code ausgelesen werden (Sanger and Coulson, 1975) . Nicht
zuletzt aufgrund der immensen GrofRe des menschlichen Genoms, welches aus mehr als
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3,2 Mrd. Basenpaaren besteht, dauerte es jedoch mehr als ein weiteres Vierteljahrhundert,
die vollstandige Sequenz der menschlichen DNA zu entdecken (Lander et al., 2001).

Die Entschlisselung des Genoms hatte gezeigt, dass lediglich 1,22 % des menschlichen
Erbguts fur Proteine codieren. Auch wurden mit etwas mehr als 20.000 deutlich weniger
als die 60.000 — 120.000 prognostizierten Gene, also Abschnitte der DNA die fur eine
biologisch aktive RNA codieren, als ursprunglich vermutet, entdeckt (Dunham et al., 2012;
Fields et al., 1994, Liang et al., 2000). Damit war und ist weiterhin ein GroRteil der fur die
Komplexitat lebender Organismen notigen Information unverstanden. Die genetische
Forschung begann deshalb, sich vermehrt auf die auBerhalb der Abfolge der
Basensequenzen stehende Information zu konzentrieren. Nach der Veroffentlichung des
menschlichen Genoms ruckten somit zunehmend regulatorische Mechanismen in den

Vordergrund der Forschung und der Begriff der Epigenetik kam auf.

1.1.2 Organisation und Regulation der DNA in Form von Chromatin

Bereits 1879 hatte Walther Flemming lichtmikroskopisch Strukturen innerhalb des
Zellkerns entdeckt und den Begriff des Chromatins gepragt (Flemming, 1879). Dieses
Chromatin stellt die komprimierte Form des menschlichen Erbguts dar, kommt nur in
Eukaryoten vor und besteht aus DNA sowie basischen Proteinen, den sogenannten
Histonen. Diese bestimmen durch Interaktion mit den sauren Phosphatgruppen der DNA
die raumliche Anordnung des Chromatins. (McGhee and Felsenfeld, 1980)

Die kleinste Organisationseinheit innerhalb des Chromatins stellt das Nukleosom dar.
Dieses besteht aus acht Proteinen die sich zu einer Quartarstruktur, dem basischen
Histonoktamer, zusammenlagern, sowie der um das Histonoktamer gewundenen DNA.
Typischerweise sind Histonoktamere aus jeweils zwei Paaren der Histondimere H2A &
H2B sowie H3 & H4 aufgebaut. Die DNA umschlie8t das Histonoktamer in einer Lange von
etwa 146 bp, was 1,65 Windungen entspricht (Kornberg, 1974).

11
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Abbildung 1-1: Histonoktamer mit umschlieBender DNA

Links abgebildet ein Schema der rdumlichen Struktur eines Histonoktamers mit umgebender DNA, rechts
dargestellt die gleiche Struktur starker abstrahiert. In gelb und orange abgebildet die beiden Histondimere
von H2A & H2B sowie in dunkel- und hellblau die Histondimere von H3 & H4, welche von der DNA, in
schwarz dargestellt, umwunden werden.

Mit freundlicher Genehmigung durch: Cold Spring Harbor Laboratory Press (Epigenetics), copyright (2007).

Die einzelnen Nukleosomenabschnitte werden durch die Linker-DNA miteinander
verbunden. Dies ist ein in seiner Lange variabler Abschnitt der DNA, der zwischen den
Histonoktameren steht und diese wie Perlen an einer Kette miteinander verbindet, weshalb
diese Struktur auch als ,Perlschnur”-Form des Chromatins bezeichnet wird (Olins and
Olins, 1974). Durch das Hinzufugen von weiteren Proteinen, insbesondere des
sogenannten ,Linker-Histons” H1, das 20 bp der Linker-DNA bindet, kommt es zur
weiteren Verdichtung des Chromatins, und zur Ausbildung der nachst hoheren
Verpackungseinheit, der 30nm Solenoid-Faser, deren Existenz und raumliche Form in vivo
jedoch umstritten ist (Maeshima et al.,, 2010). Mit der zunehmenden Verdichtung des
Chromatins, nimmt die Zuganglichkeit der DNA fur die RNA-Polymerase ab, welche die
genetische Information in RNA abschreibt und mit diesem als Transkription bezeichneten
Vorgang den ersten Schritt der Genexpression darstellt (Cedar and Felsenfeld, 1973). Auch
andere DNA-bindende Proteine, die sogenannten Transkriptionsfaktoren, welche
regulatorisch auf die Transkription einwirken, sind in lhrer Funktion von der
Zuganglichkeit bestimmter DNA-Abschnitte abhangig (Darnell, 1982). Hierbei lasst sich
jedoch keine einheitliche Wirkung von Verdichtung oder Auflockerung der DNA ableiten,

12
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da sowohl verstarkende als auch hemmende Transkriptionsfaktoren bekannt sind.
(Latchman, 1997)

Durch bisher nur teilweise erforschte Prozesse verdichtet sich das Chromatin weiter bis
hin zu seiner maximalen Kondensationsform, in welcher die Chromosomen wahrend der
Mitose sichtbar werden. Abbildung 1-2 zeigt eine hierarchische Visualisierung des
Chromatins. Klassischerweise werden zwei Zustandsformen des Chromatins im
Chromosom unterschieden: das dichter gepackte Heterochromatin und das eher locker
verpackte Euchromatin (Elgin, 1996). Heterochromatin weist durch seine dichtere
Verpackung und damit geringeren Zuganglichkeit einen geringeren Grad an Transkription
auf. Zusatzlich unterschieden wird zwischen konstitutivem Heterochromatin, das stets in
dieser Form verbleibt und fakultativem Heterochromatin, das, je nach Regulationszustand,
auch in Euchromatin umgewandelt werden kann (Grewal and Jia, 2007). Euchromatin ist
durch seine weniger dichte Verpackung der Transkriptionsmaschinerie besser zuganglich
und enthalt eine groBere Dichte an Genen, die zudem transkriptionell aktiver sind als das

Heterochromatin (Huisinga et al., 2006).
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Kurzer Abschnitt
in Form von
DNA-Doppelhelix

"Perlschnur"-Form
von Chromatin

30-nm Chromatin-
faser Struktur
von Nukleosomen

Abschnitt von
Chromatin in
offener Form

Abschnitt eines
Chromosoms in
kondensierter
Form

Gesamtes
mitotisches
Chromosom

Abbildung 1-2 Verpackungsstadien der Chromatinstruktur

Visualisierung der unterschiedlichen Kondensationsstufen der DNA sowie der spezifischen Groen der
jeweiligen Strukturebenen, beginnend mit freier DNA in Doppelhelix-Form bis hin zur Organisation im
Chromosom. Mit freundlicher Genehmigung durch: Macmillan Publishers Ltd: Nature (Felsenfeld and
Groudine, 2003).

Tatsachlich handelt es sich bei den genannten Chromatinformen lediglich um eine grobe
Unterteilung. Untersuchungen weisen darauf hin, dass diese Kategorien weitere
spezifische Unterformen besitzen, die sich in den ihren Aufbau bestimmenden Faktoren

unterscheiden (Li and Reinberg, 2011).

1.2 Mechanismen der Chromatinmodifikation

Die bislang identifizierten Mechanismen, welche die raumliche Anordnung von Chromatin
beeinflussen und hierdurch seine Aktivitat regulieren, lassen sich in sechs Klassen
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einordnen, wie in Abbildung 1-3 dargestellt ist. Diese sind in ihrer Funktionsweise eng
miteinander verknupft und beeinflussen sich gegenseitig stark, was teilweise ihre
Abgrenzung sowie die ldentifikation einer kausalen Reihenfolge erschwert, sodass erst in
der Gesamtschau ein vollstandiges Bild der Chromatinregulation entsteht (Bonisch et al.,
2008). Haufig wird im Kontext der Variabilitat von Chromatin der Begriff der Epigenetik
angefuhrt. Dieser wird nicht immer prazise verwendet, bezeichnet jedoch in seiner
sorgfaltigen Definition, stabil vererbbare Zustande des Chromosoms, die uber die DNA-
Sequenz hinaus codiert und weitergegeben werden und den Phanotyp beeinflussen
(Berger et al, 2009). Dies ist bisher fur DNA-Methylierungen sowie einzelne

Histonmodifizierungen gezeigt worden (Haig, 2004).

DNA-Methylierung &
DNA-Hydroxymethylierung |4

1 Cytosin-DNA-
Methylierung

5 (Histonvariante)

Cytosin-DNA
Hydroxymethylierung

. Posttranslationale
W 6 Histonmodifikation

RNA-Strang ADP

Chromatin ATP
Remodeling

Vi,

Nukleosom

[RNA basierte Mechanismen)

4 (Nukleare Architektur

Abbildung 1-3: Mechanismen der Chromatinstrukturveranderung

Darstellung der sechs unterschiedlichen Regulationsmechanismen der Chromatinstruktur. 1) DNA-
Methylierung sowie DNA-Hydroxymethylierung durch Hinzufiigen einer entsprechenden chemischen
Modifikation an einer Cytosinbase. 2) Chromatin Remodeling durch spezielle Proteinkomplexe unter
Energieverbrauch in Form von ATP-Hydrolyse zur Umwandlung von Heterochromatin in Euchromatin und
vice versa. 3) Regulation durch nicht-codierende RNAs (ncRNA). 4) Nukledre Architektur kann im Sinne
eines Effektes der anderen Mechanismen der Chromatinmodifikation als Phanotyp betrachtet werden, besitzt
aber dariiber hinaus auch eine intrinsische regulative Aktivitat z.B. durch Interaktion des Chromatins mit

Strukturelementen des Nukleus wie dem Lamin.
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5) Histonvarianten kénnen kanonische Histone innerhalb des Oktamers ersetzen und auf diese Weise zu
vielfaltigen Anderungen der Chromatinstruktur fiihren. 6) Posttranslationale Histonmodifikationen umfassen
eine Vielzahl an Molektilen, von chemischen Gruppen bis hin zu Peptiden, die an unterschiedlichen
Aminosaureseitenketten der Histone angehangt werden kénnen und unterschiedliche Einfllisse auf die
Chromatinstruktur und Genaktivitat haben. Modifiziert nach und mit freundlicher Genehmigung durch: Yan,
M. S. C., Matouk, C. C., & Marsden, P. A. (2010). Epigenetics of the vascular endothelium. Journal of applied
physiology, 109(3), 916-926., copyright (2010) (Yan et al., 2010).

1.2.1 DNA-Methylierung

Die Methylierung der menschlichen DNA erfolgt durch S-Adenosylmethionin-abhangige
Anknupfung an Cytosinbasen innerhalb der DNA, vorwiegend im Bereich von CpG-
Dinukleotiden (Chiang et al., 1996). Den Methylierungsmustern der DNA werden wichtige
Funktionen bei den Prozessen des Alterns, der Krankheitsentstehung, insbesondere der
Karzinogenese, sowie in der Embryogenese im Rahmen der Differenzierung von
Stammzellen zugeschrieben (Suzuki and Bird, 2008). Da Methylierungsmuster der DNA
mitotisch an Tochterzellen und meiotisch auch an Nachwuchs vererbt werden konnen, gilt
die DNA-Methylierung als klassisches Beispiel fur einen epigenetischen Mechanismus,
also eine Vererbung genetischer Merkmale ohne Anderung in der Abfolge der
Nukleotidbasen der DNA (Bird, 2002). Daruber hinaus existieren bei einigen Genen an den
Chromatiden unterschiedliche Methylierungsmuster, abhangig davon, ob diese
mutterlichen oder vaterlichen Ursprungs sind, was als Imprinting bezeichnet wird (Tucci
et al., 2019). In somatischen menschlichen Zellen liegt der GroRteil der Cytosinbasen in
methylierter Form vor, welche generell mit Repression assoziiert ist. Entsprechend finden
sich speziell in den Promotorregionen aktiver Gene CpG reiche Abschnitte, sogenannte
CpG-Inseln, unmethylierter Cytosinbasen (Bird, 1985). Durch die enzymvermittelte
Oxidation von methylierten Cytosinbasen entstehen hydroxymethylierte Cytosinbasen
(Tahiliani et al.,, 2009). Diese DNA-Modifikation kommt vor allem in Zellen des
Nervensystems vor (Kriaucionis and Heintz, 2009) und kann noch weiter umgewandelt
werden zu Formylcytosin und Carboxylcytosin (Ito et al., 2011; Kriaucionis and Heintz,
2009). Da diese oxidierten Cytosinmodifikationen alle zur DNA-Demethylierung fuhren
konnen, wird vermutet, dass ihnen eine fuhrende Funktion bei der Regulation der DNA-

Methylierung zukommt (Weber et al., 2016).(Lio et al., 2020).
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1.2.2 Chromatin-Remodeling

Chromatin Remodeling beschreibt den Prozess der Anderung der Anordnung von
Nukleosomen im Chromatin durch Verbrauch von Energie in Form von ATP (Becker and
Workman, 2013). Spezielle Multiproteinagglomerate, die sogenannten Chromatin-
Remodeling-Komplexe, verschieben oder entfernen Nukleosomen und verandern somit die
Zuganglichkeit der Erbinformation fir DNA-bindende Faktoren (Becker and Horz, 2002).
Dies kann sowohl eine Aktivierung als auch Repression bewirken, je nach Lokalisation und
dem Chromatingesamtkontext (Gangaraju and Bartholomew, 2007). Chromatin-
Remodeling-Komplexe werden nach der katalytischen Untereinheit ihrer ATPase in vier
Familien eingeteilt: SWI/SNF, ISWI, CHD und Ino80 (Becker and Workman, 2013).

1.2.3 RNA-basierende Mechanismen

Nicht-kodierende RNAs, Ribonukleinsauren, die nicht zu Protein translatiert werden,
machen einen Grol3teil des Transkriptoms, also der Gesamtzahl der transkribierten RNAs,
aus (Birney et al.,, 2007). Diese nicht-kodierenden RNAs konnen unter anderem
regulatorische Eigenschaften besitzen und die Chromatinstruktur beeinflussen.
Unterschieden werden hierbei die sogenannten ,langen-nicht-kodierenden-RNAs"
(IncRNAs) welche sich durch eine Lange von 200 bis vielen tausend Nukleotiden
auszeichnen und die ,kleinen-nicht-kodierenden-RNAs” (sncRNAs) mit einer GroRe
zwischen 20 und 30 Nukleotiden (Ghildiyal and Zamore, 2009).

Die fur die Chromatinstruktur relevanten sncRNAs werden subklassifiziert in drei
Untergruppen: die short interfering RNAs (siRNAs), microRNAs (miRNAs) und piwi-
interacting RNAs (piRNAs). siRNAs und miRNAs fungieren primar als Repressoren von
Genen auf posttranskriptioneller Ebene durch Abbau von mRNAs (siRNAs) oder der
Verhinderung ihrer Translation (miRNAs) (Ambros, 2004; Meister and Tuschl, 2004).
piRNAs hingegen kommen spezifisch in den Zellen der Keimbahn vor und wirken
innerhalb des Zellkerns genregulatorisch durch Interaktion mit PIWI-Proteinen aus der
Argonautfamilie (Mani and Juliano, 2013).

Die regulatorischen Effekte der IncRNAs werden in geringem MaRe ausschlieBlich Uber
direkte Basenpaarung mit komplementaren Sequenzen vermittelt, zum GroRteil jedoch
durch die Rekrutierung von Hilfsproteinen (Wang and Chang, 2011). Hierzu leiten die
IncRNAs ihre Effektorproteine zu den relevanten DNA Abschnitten, wo diese regulatorisch

aktiv werden konnen (Rinn, 2014). Eines der prominentesten Beispiele fur eine solche

17



Einleitung

Regulation, stellt die IncRNA Xist (X inactive specific transcript) da, eine 15 - 17 kb lange
RNA, die in weiblichen Saugetieren an der Dosiskontrolle, also der Inaktivierung eines der
beiden X-Chromosomen zum Barr-Korperchen beteiligt ist (Clemson et al., 1996; Moindrot
and Brockdorff).

1.2.4 Nukleare Architektur

Der raumlichen Anordnung des Chromatins innerhalb des Zellkerns kommt eine
bedeutende Rolle bei der Steuerung der genetischen Aktivitat zu. Das basalste Beispiel
hierfur stellen DNA-Schleifen dar, die exemplarisch Promotorregionen und
Enhancerregionen der DNA in raumliche Nahe bringen und hierdurch Transkription
fordern (Bickmore, 2013). Innerhalb des Nukleus existieren sogenannte ,Topologisch-
assoziierte Domanen” (TADs), chromatinreiche Regionen, in denen, durch Interaktion und
Anordnung der DNA-Abschnitte, Genaktivitat reguliert wird. Dabei befinden sich in der
Mehrzahl gewebespezifische Genabschnitte innerhalb der interaktionsreicheren zentralen
Regionen der TADs, aktive Gene sind hingegen vor allem am Rand der TADs lokalisiert
(Dixon et al., 2012).

Eine weitere raumliche Organisationseinheit des Chromatins stellen ,,Chromosomen
Territorien” (CTs) dar, Regionen innerhalb des Zellkerns, in denen jeweils ein spezifisches
Chromosom lokalisiert ist (Boveri, 1909). Innerhalb dieser CTs herrscht eine spezifische
Struktur vor, wobei sich generell feststellen lasst, dass Heterochromatin die inneren
Bereiche der CTs dominiert. Die AuBenbereiche der CTs stellen die Beruhrungsflache zu
weiteren CTs dar, welche durch die Interchromosomale Domane (ICD) verbunden werden
(Cremer et al.,, 2006). An dieser Grenzflache zeigt sich das Chromatin fur weitere
Effektorkomplexe zuganglicher (Pombo and Dillon, 2015).

Innerhalb des Zellkerns existieren zudem diverse Suborganellen, die sogenannten
»nuclear bodies”, die durch Chromatin-, Protein- und RNA-Interaktion zustande kommen.
Es sind eine Vielzahl solcher nuklearen Unterstrukturen beschrieben, von denen hier eine
Auswahl aufgezahlt wird: Nukleoli, Cajal-Korper, , Nuclear Speckles” und ,PML nuclear
bodies” (Handwerger and Gall, 2006). Die Funktionen dieser Suborganellen sind divers
und reichen von Regulation der Transkription und des RNA-Splicings bis hin zur
Replikationskontrolle (Dundr, 2012). Gemeinsames Merkmal der ,,nuclear bodies” ist, dass
sie durch Herstellung raumlicher Nahe die Effizienz ihrer spezifischen Vorgange steigern
(Zhu and Brangwynne, 2015).

Insgesamt ist das Chromatin innerhalb des Nukleus nicht gleichmaRig verteilt. Es zeigt
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sich insbesondere eine Konzentration von Heterochromatin in der nuklearen Peripherie
(Finlan et al., 2008). Dies gilt jedoch nicht fur Chromatin, das peripher in Nahe einer
Kernpore lokalisiert ist. Im Bereich dieser Verbindungsstellen zwischen Zytosol und
Zellkern findet sich uberwiegend Euchromatin, haufig assoziiert mit fur die Zelle
essentiellen, hochgradig aktiven Genen (Strambio-De-Castillia et al., 2010).

Einfluss auf die raumliche Anordnung des Chromatins nimmt im Bereich der nuklearen
Peripherie auch die als Lamina bezeichnete innere Membran des Zellkerns. Spezielle
DNA-Sequenzen, die sogenannten ,Lamina-assoziierten Domanen” (LADs), die haufig
spezifische repressive Histonmodifikationen (siehe 1.2.6) aufweisen, vermitteln eine
Bindung an Laminaproteine (Lund et al., 2013; Van Steensel and Belmont, 2017). Diese
LADs scheinen somit eine wichtige Rolle bei der nuklearen Lokalisation ihrer

benachbarten Gene und damit der Zelldifferenzierung zu spielen (Reddy et al., 2008).

1.2.5 Histonvarianten

Neben den kanonischen Histonen existieren zudem Histonvarianten, sowohl der Core-
Histone, die das Histonoktamer bilden, als auch des Linker-Histons H1. Die Gene der
kanonischen Histone des Menschen sind in zwei Genclustern auf den Chromosomen 1 und
6 gruppiert und ihre Aktivitat ist stark mit der DNA-Replikation in der S-Phase des
Zellzyklus verknupft (Harris et al., 1991). Im Gegensatz hierzu sind die fur Histonvarianten
kodierenden Gene im Genom verstreut und ihre Exprimierung erfolgt Zellzyklus
unabhangig. Auch bei ihrer Inkorporation ins Chromatin verhalten sich kanonische
Histone anders als ihre Varianten. Wahrend erstere primar in freie DNA-Abschnitte
eingebaut werden, erfolgt die Integration von Histonvarianten durch Austausch von
bestehenden Nukleosomenuntereinheiten (Marzluff et al., 2002). Histonvarianten
unterscheiden sich zudem von ihren kanonischen Standardformen in ihrer Primarstruktur.
Das Spektrum reicht hierbei von wenigen Aminosauren bis hin zu ganzen Domanen. Durch
den Einbau von Histonvarianten kann sowohl direkt als auch im Zusammenspiel mit den
anderen aufgefuhrten Mechanismen, die Struktur des Chromatins und somit die
Genregulation beeinflusst werden (Bonisch et al., 2008).

Es ist eine Vielzahl von Histonvarianten bekannt, mit unterschiedlichen und teilweise nur
rudimentar erforschten Funktionen. Eine Auswahl der wichtigsten menschlichen Histone

mit Funktion und Vorkommen ist in Tabelle 1-1 aufgelistet.
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Familie Variante Funktion/Vorkommen

H2A Kanonisch Genomverpackung

H2A H2A.X DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur

H2A H2A.Z.1 Genregulation/Genomstabilitat/DNA-Reparatur
H2A H2A.Z.2.1 Genregulation/Genomstabilitat/DNA-Reparatur
H2A H2A.Z.2.2 Nukleosomendestabilisierung

H2A macroH2A.1.1 Genrepression/Metabolom

H2A macroH2A.1.2 Genrepression

H2A macroH2A.2 Genrepression

H2A H2A.Bbd Genaktivierung

H2B Kanonisch Genomverpackung

H2B TH2B Testis-spezifisch

H2B H2BFWT Testis-spezifisch

H3 H3.1 (kanonisch) Genomverpackung

H3 H3.2 (kanonisch) Genomverpackung

H3 H3.3 Genaktivierung/Telomer-Silencing

H3 H3.Y Genaktivierung

H3 CENP-A Zentromerassoziation

H3 H3t Testis-spezifisch

H4 Kanonisch Genomverpackung

H4 H4G rDNA Transkriptionsregulation/Brustkrebszellen

Tabelle 1-1: Auswahl wichtiger Core-Histone und ihrer Varianten beim Menschen.

Modifiziert nach und mit freundlicher Genehmigung durch: Macmillan Publishers Ltd: [Nature Reviews
Molecular Cell Biologyl (Histone variants--ancient wrap artists of the epigenome, Talbert PB, Henikoff S.),
copyright (2010) (Long et al., 2019; Talbert and Henikoff, 2010).

Der Einbau von Histonen in Nukleosomen erfolgt gezielt durch spezielle Histonchaperone.
Hierbei handelt es sich um Proteine, die Histone und ihre Multimere binden, bis diese an
entsprechender Stelle mit der DNA assoziiert wurden um Chromatin zu formen (Laskey et
al.,, 1978). Neben den Histonchaperonen, die an der Ausbildung und dem
Chromatineinbau  kanonischer Histonoktamere beteiligt sind, existieren auch
Histonchaperone, die gezielt Histonvarianten in Nukleosomen platzieren, wie z.B.
,Holliday junction-recognizing protein” (HJURP) das mit dem Einbau der Histonvariante
CENP-A im Bereich von Zentromeren assoziiert ist (siehe Tabelle 1-1:) (Dunleavy et al.,
2009). Ein weiterer Mechanismus, uber den Histonvarianten ins Chromatin implementiert
werden, sind Aktivitaten der Chromatin Remodeling Komplexe. Ein Beispiel hierfur stellen
die Multiproteinkomplexe EP400 und SRCAP da, die H2A.Z in Chromatin einbauen (Gévry
et al., 2007; Wong et al., 2007).
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1.2.6 Posttranslationale Histonmodifikationen

1.2.6.1 Allgemeine Histonmodifikationen

Histone konnen als Proteine posttranslationale chemische Modifikationen an ihren
Aminosaureinheiten aufweisen. Insgesamt sind eine Vielzahl solcher posttranslationalen
Histonmodifikationen ~ (PTMs)  entdeckt worden, die an  unterschiedlichen
Aminosaureresten der Histone ansetzen und deren Funktionen und teilweise sogar
Vorkommen in vivo noch unbekannt sind (Kouzarides, 2007). In Tabelle 1-2 sind einige

ausgewihlte PTMs zur Ubersicht aufgezihlt.

Histonmodifikation Aminosaurerest Abkiirzung

Funktion Beispiel

Acetylierung Lysin Kac Transkription, Reparatur, H3K14ac
Replikation,
Chromatinverdichtung

Methylierung Lysin K-meT, Transkription, Reparatur H3K9me1
(mono, di & tri) K-me2,

K-me3
Methylierung Arginin R-me1, Transkription H3R17me
(mono, di- R-me2a,
symmetrisch & di- R-me2s
asymmetrisch)
Phosphorylierung | Serin, Threonin = S-ph, Transkription, Reparatur, H3S10ph

und Tyrosin T-ph, Chromatinverdichtung

Y-ph
Ubiquitinierung Lysin K-ub Transkription, Reparatur H2AK119ub
Sumoylierung Lysin K-su Transkription H2BK16su
ADP-ribosylierung = Glutamat E-ar Transkription H2BE2ar1
Deiminierung Arginin R > Cit Transkription H3Cit26
Prolin- Prolin P-cis & Transkription H3P38trans
Isomerisation P-trans
Biotinylierung Lysin K-bio Transkription, Reparatur H2AK126bio

Tabelle 1-2: Posttranslationale Modifikationen von Histonen

Unterschiedliche chemische Klassen und Formen der Histonmodifikation mit jeweils betroffenem
Aminosaurerest, typischer Abklirzung, bisher bekannten Funktionen und bekanntem Beispiel..

Modifiziert nach und mit freundlicher Genehmigung durch: Elsevier: [Chromatin modifications and their
function, Kouzarides T.1 (Cell. 2007 Feb 23;128(4):693-705. Review), copyright (2007) (Kouzarides, 2007)
Ergédnzt nach (Zhao and Garcia, 2015)

Die Funktionen dieser Modifikationen sind sehr unterschiedlich, wobei diese ihre
Wirkungen uber zwei Mechanismen entfalten konnen. Der erste Mechanismus erfolgt uber

eine direkte Interaktion zwischen der DNA und den Histonen. Beispielsweise reduziert
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Acetylierung die elektrostatische Anziehung zwischen den sonst positiv geladenen
Histonen und der negativen DNA. Hierdurch losen sich Histone und die freie DNA wird
dadurch zuganglicher fur Transkriptionsfaktoren, was meist, jedoch nicht immer, mit einer
Aktivierung der Genaktivitat assoziiert ist (Brownell and Allis, 1996). Der zweite
Wirkmechanismus von Histonmodifikationen erfolgt uber Effektorproteine, die durch die
Modifikation rekrutiert werden und entweder eigenstandig oder Uber weitere Interaktionen
wirken. Ein Beispiel hierfur stellt die Trimethylierung des Histons H3 am Lysin der
Position 9 (H3K9me3) dar, die im folgenden Kapitel 1.2.6.2 ,Histonmethylierung an
Lysinresten” ausfiihrlich erortert wird (Seet et al., 2006).

Insgesamt wurden mehr als 70 unterschiedliche Aminosaurereste von Histonen als Ziele
von Modifikationen entdeckt, was mehr als zwei Dritteln aller potentiell moglichen
Abschnitte der Histone entspricht (Taverna et al., 2007). Zudem sind an einigen
Aminosaureresten auch mehrere PTMs oder Formen einer Modifikation moglich.
Beispielsweise kann an Lysinresten neben der unmodifizierten Form die Methylierung in
drei Stufen vorkommen sowie die haufige Acetylierung, aber auch seltenere PTMs (siehe
Tabelle 1-2:). Allein hierdurch ergibt sich bereits an einer einzigen Seitengruppe eine
Vielzahl von Zustandsformen, die potenziell jeweils ein anderes Signal vermitteln konnen.
In Kombination mit den uber 70 bekannten Aminosaureresten an Histonen, an denen
solche PTMs bereits nachgewiesen wurden und der Interaktion solcher Modifikationen
untereinander, ergibt sich somit eine enorme Vielfalt. Beispielsweise wurde nachgewiesen,
dass die Phosphorylierung von H3510 die Methylierung von H3K9 hemmt (Rea et al.,
2000). Durch das Zusammenspiel all dieser PTMs wird die komplexe Verschlusselung
einer moglicherweise epigenetischen Information im Sinne der Histon-Code-Hypothese
veranschaulicht (Strahl and Allis, 2000).

Unterteilen lassen sich die PTMs nicht nur nach der Art ihrer Modifikation, sondern auch
nach ihrer Lokalisation in der Sequenz des Histons. Hierbei unterscheidet man
Modifikationen im Bereich des N-terminalen Endes des Histons, welches als Abschnitt frei
aus dem Histonoktamer herausragt (siehe Abbildung 1-1), von PTMs im Kernbereich des
Histonoktamers, in dem die Histone untereinander und mit der DNA Bindungen eingehen,
um Nukleosomen zu formen (Jack and Hake, 2014). Aufgrund der leichteren
Zuganglichkeit fur weitere Interaktionen sind PTMs im Bereich der N-terminalen
Domanen haufig mit der Rekrutierung von Effektormolekulen assoziiert, wahrend
Modifikationen in den Kernbereichen eher direkten Einfluss auf die Struktur der

Nukleosomen zu haben scheinen (Tessarz and Kouzarides, 2014). Die PTMs der Histone
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stellen hierbei kein festes Merkmal dar, sondern werden durch Enzyme spezifisch gesetzt,
ausgelesen und entfernt. Hierdurch ergibt sich durch die Modifikation der Histone ein
variabler Code, der die Zustandsform des Chromatins und damit aller DNA basierenden
Mechanismen dynamisch beeinflusst (Jenuwein and Allis, 2001). Tabelle 1-3: vermittelt
eine Ubersicht einiger der vielen bekannten Enzyme, die PTMs an Histonen setzen bzw.
entfernen und der spezifischen Positionen, an denen diese wirken um in ihrem

Zusammenspiel das dynamische Gleichgewicht des , Histon Codes” zu schreiben.

Histon & Position der Modifikation

Enzymaktivitat

Enzymname

Acetyltransferase HAT1 H4 (K5, K12)

Acetyltransferase CBP/P300 H3 (K14, K18), H4 (K5, K8), H2AKS5,
H2B (K12, K15)

Acetyltransferase PCAF/GCN5 H3 (K9, K14, K18)

Acetyltransferase TIP60 H4 (K5, K8, K12, K16), H3K14

Acetyltransferase HBO1 H4 (K5, K8, K12)

Deacetylase SirT2 H4K16

Deacetylase HDAC1 H3K56

Deacetylase HDAC2 H3K56

Lysin Methyltransferase SUV39H1 H3K9

Lysin Methyltransferase = SUV39H2 H3K9

Lysin Methyltransferase EHMT2/G9%a H3K9

Lysin Methyltransferase ESET/SETDB1 H3K9

Lysin Methyltransferase EHMT1/GLP H3K9

Lysin Methyltransferase = CLL8 H3K9

Lysin Methyltransferase MLL1 H3K4

Lysin Methyltransferase MLL?2 H3K4

Lysin Methyltransferase MLL3 H3K4

Lysin Methyltransferase MLL4 H3K4

Lysin Methyltransferase MLL5 H3K4

Lysin Methyltransferase  SET1A H3K4

Lysin Methyltransferase SET1B H3K4

Lysin Methyltransferase = ASH1 H3K4

Lysin Methyltransferase SET1 H3K4

Lysin Methyltransferase | SET2 H3K36

Lysin Methyltransferase NSD1 H3K36

Lysin Methyltransferase SYMD2 H3K36

Lysin Methyltransferase DOT1 H3K79

Lysin Methyltransferase DOT1 H3K79

Lysin Methyltransferase Pr-SET 7/8 H4K20

Lysin Methyltransferase SUV420H1 H4K20

Lysin Methyltransferase SUV420H2 H4K20

Lysin Methyltransferase EZH?2 H3K27

Lysin Methyltransferase RIZ1 H3K9

Lysin Demethylase LSD1/BHC110 H3K4

Lysin Demethylase JHDM1a H3K36

Lysin Demethylase JHDM1b H3K36

Lysin Demethylase JHDM2a H3K9

Lysin Demethylase JHDM2b H3K9

Lysin Demethylase JMJD2A/JHDM3A H3K9, H3K36
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Lysin Demethylase JMJD2B H3K9

Lysin Demethylase JMJD2C/GASC1 H3K9, H3K36
Lysin Demethylase JMJD2D H3K9
Arginin CARM1 H3 (R2, R17, R26)
Methlytransferase

Arginin PRMT4 H4R3
Methlytransferase

Arginin PRMT5 H3R8, H4R3
Methlytransferase

Serin/Threonin Kinase Haspin H3T3
Serin/Threonin Kinase Aurora-B H3S10
Serin/Threonin Kinase MSK1 H3528
Serin/Threonin Kinase MSK2 H3528
Serin/Threonin Kinase CKll H4S1
Serin/Threonin Kinase Mst1 H2BS14
Ubiquitinligase Bmi/Ring1A H2AK119
Ubiquitinligase RNF20/RNF40 H2BK120

Tabelle 1-3: Histonmodifizierende Enzyme und ihre Angriffspunkte

Bekannte  humane Enzyme der posttransiationalen Histonmodifikation, angeordnet nach ihrer
Enzymaktivitat mit Angabe ihrer Wirkorte. Bei mehreren Modifikationszielen am gleichen Histon sind die
betroffenen Aminosaurereste sowie ihre Abfolge in der Histon-Primarsequenz in Klammern angegeben.
Modifiziert nach und mit freundlicher Genehmigung durch: Elsevier: [Chromatin modifications and their
function, Kouzarides T.] (Cell. 2007 Feb 23;128(4):693-705. Review), copyright (2007) (Kouzarides, 2007).

1.2.6.2 Histonmethylierung an Lysinresten

Die Erstbeschreibung der Methylierung von Histonen erfolgte 1964 am Beispiel von
Histon-Methyllysin (Murray, 1964). Grundsatzlich ist die Methylierung aller basischen
Aminosaurereste von Histonen, also Lysin, Arginin und Histidin beschrieben (Gershey et
al., 1969). Vorkommen und Funktion der Letzteren in vivo ist jedoch nicht klar erwiesen
und spielt in der aktuellen Forschung kaum eine Rolle. Argininmethylierung geht
grundsatzlich  mit einer Aktivierung der Genaktivitat einher und kann als
Monomethylierung und, je nach Lokalisation der Methylgruppen an der Guanidinogruppe,
als symmetrische und asymmetrische Dimethylierung vorkommen (Di Lorenzo and
Bedford, 2011). Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Methylierung des Histons H3
am Lysinrest 56 (H3K56me) liegt, wird im Weiteren die Methylierung von Lysinresten
ausfuhrlicher besprochen.

Im Vergleich mit anderen PTMs, wie beispielsweise der Acetylierung, ist die
Histonmethylierung weniger dynamisch und wurde lange Zeit, bis zur Entdeckung der
ersten Lysin Histon Demethylase, LSD1, im Jahr 2004, als irreversibel diskutiert (Shi et al.,
2004b). Zur Arginindemethylierung ist, neben der Moglichkeit der Deiminierung zu
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Citrullin, 2007 auch die erste originare Demethylase, Jmjdé, beschrieben worden (Chang
et al., 2007). Lysinreste konnen an ihrer e-Aminogruppe neben den anderen PTMs (siehe
Tabelle 1-2:) einfach, zweifach und dreifach methyliert werden, wobei die
Methylierungsgrade meist durch unterschiedliche Effektorproteine erkannt werden und
daher auch andere funktionelle Auswirkungen haben. Ein Beispiel hierfur stellen die
unterschiedlichen Methylierungsmuster von H3K4 in Hela-Zellen dar. In diesen wurde
nachgewiesen, dass Di- und Trimethylierungen ein Merkmal von aktiven Genen darstellt,
wahrend die entsprechende Monomethylierung in Enhancerregionen auftritt (Heintzman
et al., 2007).

Histon Lysinmethylierungen werden durch zwei Enzymfamilien vermittelt. Erstens die
zahlreichen und ausfuhrlich erforschten Vertreter der SET-Familie, die sich alle durch eine
katalytische SET-Domane auszeichnen welche die Methylierung vornimmt (Rea et al.,
2000). Zweitens die DOT1L-Familie, die als katalytische Gruppe die DOT-Domane aufweist,
vergleichsweise wenig erforscht ist und bisher nur einen bekannten Vertreter, das
namensgebende DOT1L im Menschen aufweist (Feng et al., 2002). Neben der anderen
katalytischen Sequenz scheinen sich die Vertreter der beiden Enzym-Familien auch
dahingehend zu unterschieden, dass KMTs (Lysinmethyltransferasen) mit SET-Domane
jeweils eine spezifische Methylierung katalysieren, wahrend DOT1L alle Grade an H3K79
Methylierung vermitteln kann (Frederiks et al., 2008). Innerhalb der SET-Gruppe werden
folgende Unterfamilien unterschieden: SUV39, SET1/MLL, SET2/NSD; RIZ/PRDM, EZH,
SMYD, SUV4-20 sowie ,,andere”, bestehend aus SET7/9 und SET8 (siehe Tab. 4) (Dillon et
al., 2005) .Um die Ubersichtlichkeit der wachsenden Zahl an entdeckten Chromatin-
modifizierenden Enzymen zu erhohen, wurde 2007 eine systematische Nomenklatur
vorgeschlagen (Allis et al., 2007), welche die Enzyme nach gemeinsamen Merkmalen

ordnet, bisher in der Literatur jedoch kaum Anwendung findet.

Familie & Domanen Familie & Domanen Familie & Domanen

Enzymname Enzymname Enzymname
SUV39 Familie Pre-SET SET1 Familie Post-SET  SET2 Familie Pre-SET

(9 Cys, 3 (MLL Familie)  (CXCX4C)  (NSD Familie)  (7-9 Cys);

Zn), post- post-SET
SET (CXCX4C)
(CXCX4C)
SUV39H1 4 Cys, MLL1 (HRX, AT hook, WHSC1 PWWP,
Chromo ALLT) Bromo (NSD2) PHD,
PHD, HMG,
CXXC RING
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SUV39H2 4 Cys, HRX2 (MLL4) AT hook, WHSCL1 PWWP,
Chromo Bromo (NSD3) PHD,
PHD, RING
CXXC
G9a E/KR- ALR (MLL?2) PHD, NSD1 PWWP,
reich, RING PHD,
NRSF- RING
binding,
ankyrin
repeats
GLP1 (EuHMT1) @ E/KR- MLL3 PHD, HIF1 (HYPB) WW
reich, RING
NRSF-
Bindung,
Ankyrin
repeats
ESET (SETDB1) | Tudor, SET1 (ASH?2) RRM, ASH1 AT hook,
MBD poly-S/E/P Bromo,
BAH, PHD
CLLL8 (SETDB2) MBD SET1L RRM,
Poly-S/E/P
RIZ Familie EZH Familie Pre-SET SMYD Familie Post-SET
(PRDM Familie) (~15 Cys) (CXCX20)
R1Z (PRDM2) C2H2 EZH1 2 SANT SMYD3 Zf-MYND
Zink-
Finger
BLIMP1 C2H2 EZH2 2 SANT SMYD1 Zf-MYND
(PRDM1) Zink-
Finger
SUV4-20 Familie @ Post-SET Andere
(CXCX20)
SUV4-20H1 SET7/9 MORN
SUV4-20H2 SET8
(PR-SET?7)

Tabelle 1-4: SET-Doméanen enthaltende Histonmethyltransferasen und ihre Unterfamilien

Aufgelistet sind die acht Unterfamilien der SET-Doméanen enthaltenden Lysinmethyltransferasen mit ihren
wichtigsten Vertretern. Neben dem Namen der Familie bzw. des Enzyms ist jeweils die fir die
Unterfamilie/Enzym spezifische weitere(n) Domane(n) angegeben.

Modifiziert nach und mit freundlicher Genehmigung durch: BioMed Central Ltd: [The SET-domain protein
superfamily: protein lysine methyltransferases., Dillon SC, Zhang X, Trievel RC, Cheng X. (Genome Biol.
2005;6(8):227 Review), copyright (2005)] (Dillon et al., 2005).

Da die Methylierung von Lysinresten zu keiner Anderung in der Ladung des Histons fiihrt,
stehen hier direkte elektrostatische Effekte der Chromatinregulation, wie beispielsweise
bei der Acetylierung und Phosphorylierung (negative Ladung am Histon und dadurch
Auflockerung des Chromatins mit Genaktivierung), im Hintergrund (Bonisch et al., 2008).

Stattdessen erfolgt die Wirkung der Methylierung von Histonen uber Effektorproteine,
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welche die methylierten Aminosaurereste uber bestimmte Domanen binden.

Die grote Gruppe solcher Effektorproteine stellt die ,Royal”-Proteinsuperfamilie dar,
deren Mitglieder strukturelle Verwandtschaft in ihren katalytischen Domanen aufweisen
und deren wichtigste Motive die Chromo-, Doppelchromo-, Chromo-Barrel-, Tudor-,
Doppeltudor-, MBT- und PWWP-Domanen sind (Maurer-Stroh et al.,, 2003). Daneben
existieren noch weitere Domanen, die Lysinmethylierungen binden konnen, wie PHD-
Finger (Mellor, 2006), Zink-Finger CW (He et al., 2010), WD40- (Margueron et al., 2009)
und Ankyrin-Repeats (Collins et al., 2008). Ihre Bindung ist sowohl abhangig vom
Methylierungsgrad als auch weiteren benachbarten PTMs. So divers wie die
Effektorproteine, kann auch die Wirkung der Methylierung sein. Beispielsweise ist H3K4
Methylierung generell mit Genaktivierung assoziiert, wahrend H3K9 eher ein Merkmal
inaktiven Heterochomatins darstellt, wobei auch hier Ausnahmen beschrieben sind
(Lachner et al., 2003).

Die letzte mit der Histonmethylierung-assoziierten Enzymklasse sind die
Histondemethylasen, welche diese PTM entfernen. Bisher wurden zwei Familien von
Histondemethylasen entdeckt, die sich ebenfalls in ihrer katalytischen Domane
unterscheiden. Die erste Gruppe zeichnet sich durch die gemeinsame Amin-Oxidase-
Domane aus, und beinhaltet die erste entdeckte Histondemethylase LSD1 (Fang et al.,
2010; Shi et al., 2004a). Die Vertreter dieser Gruppe konnen jedoch lediglich Mono- und
Dimethylierungen entfernen. Mitglieder der zweiten, ,Jumonji” genannten Gruppe,
beherrschen die Demethylierung aller drei Methylierungsgrade (Klose et al., 2006) und
insgesamt weist diese Familie deutlich mehr bekannte Vertreter auf. |hr gemeinsames
namensgebendes Motiv ist die Jumonji-C-Domane, welche eine Eisen-abhangige
Dioxygenase darstellt (Tsukada et al., 2006).

Durch die Interaktion von Histonmethyltransferasen, Histonmethylierung-bindenden
Effektorproteinen sowie Histondemethylasen ist die Methylierung von Lysinresten eine
dynamische Markierung, durch die Chromatin-relevante Information geschrieben,
ausgelesen und geloscht werden kann. Der spezifische funktionelle Effekt ist jedoch sehr
abhangig vom Kontext aller assoziierten Chromatin regulierenden Mechanismen (Cedar
and Bergman, 2009). Insbesondere die Interaktion, der sogenannten ,Crosstalk”, mit
anderen PTMs (Lee et al., 2010), aber auch die genaue Lokalisierung der Methylierung
und ihr Methylierungsgrad (Santos-Rosa et al.,, 2002) beeinflussen die assoziierte
Funktion. Die PTMs im Bereich der frei aus dem Nukleosom herausragenden N-Termini

der Histone und ihre meist durch Effektormolekule vermittelten Wirkungen wurden bereits
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ausfiihrlich erforscht (Musselman et al., 2012). Uber die schwerer zuginglichen PTMs im
Bereich des Nukleosomenkerns, die ihre Wirkung vermutlich mehr Uber direkte
Interaktion zwischen Histonoktamer und umschlingender DNA vermitteln, st
vergleichsweise weniger bekannt (Tessarz and Kouzarides, 2014). H3K56-Methylierung,
eine dieser PTMs im Bereich des Nukleosomenkerns ist der Forschungsschwerpunkt

dieser Arbeit, und wird daher im Weiteren ausfuhrlich besprochen.

1.2.6.3 Histon-H3-Lysin-56 Modifikationen

Die bestbeschriebene PTM von H3K56 ist die Acetylierung, die in Backerhefe
(Saccharomyces cerevisiae) mit einer Haufigkeit von etwa 28% aller H3 Histone auftritt
(Xu et al.,, 2005) und deren vielfaltige Funktionen in diesem Organismus ausfuhrlich
untersucht sind. Diese umfassen unter anderem Genaktivierung (Williams et al., 2008) und
Reprimierung (Miller et al., 2008), DNA-Replikation (Han et al., 2007) und Reparatur (Das
et al.,, 2009), sowie den Austausch von Histonvarianten (Rufiange et al., 2007). Im
Menschen tritt diese Modifikation jedoch mit etwa 1% auf H3 deutlich seltener auf (Xie et
al., 2009). Dafur existiert hier jedoch eine in Hefen unbekannte Modifikation, die
Lysinmethylierung von H3K56 (Garcia et al.,, 2006), deren monomethylierte Form mit
beinahe ebenso groBer Haufigkeit vorkommt wie die H3K56-Acetylierung in menschlichen
Zellen (Xu et al., 2005).

H3K56 liegt im Kernbereich des Nukleosoms, am Ende der ersten von drei a-Helices,
welche, neben zwei Loop-Abschnitten, die globulare Domane von H3 bilden (Luger et al.,
1997). H3K56 ist durch seine Position sowohl an der Bindung zum Histon H2A als auch an
der Interaktion mit der umgebenden DNA beteiligt, siehe Abbildung 1-4.
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Abbildung 1-4: Nukleosomenstruktur mit Hervorhebung von H3K56 & H3K9

Visualisierung der Quartarstruktur eines Nukleosoms, bestehend aus dem zentralen Histonoktamer, dessen
Histone jeweils in einer eigenen Farbe visualisiert sind, sowie der auBen angelagerten DNA, welche als blaue
Doppelhelix dargestellt ist. In den VergroBerungen (links und rechts) ist das Lysin 56 am jeweiligen Histon
H3, links (gelb) sowie rechts (blau), hervorgehoben. Seine Lokalisation zeigt sich im Kern des Nukleosoms in
rdumlicher Nihe zur DNA Ein- sowie Austrittsregion, markiert durch schwarze Pfeile. Im Ubersichtsbild
(Mitte) sind die flexiblen N-Termini der H3 Histone, die frei aus der Kernregion herausragen, gut zu
erkennen. Hier befindet sich ein GroBteil der bekannten PTMs, so auch das Lysin 9 am Histon H3.

Eigene Erstellung mit der Software ,Jmol” unter Verwendung der Datei ,1KX5" aus der RCSB

Proteindatenbank

Die Effekte der Acetylierung von H3K56 umfassen eine Verminderung der
Verpackungsdichte der DNA innerhalb des Nukleosoms, verbunden mit transkriptioneller
Aktivierung (Shimko et al., 2011). Auch eine Interaktion dieser Region mit dem Linker-
Histon H1, die durch Acetylierung unterbunden wird, wurde berichtet (Bernier et al.,
2015). Die Effekte der H3K56 Methylierung sind bislang weniger untersucht, jedoch
wurden alle drei Methylierungszustande in menschlichen Zellen nachgewiesen (Chen et
al., 2015; Garcia et al., 2006). Die biologische Funktion von H3K56me2 ist bislang
unbekannt, diese Modifizierung wurde jedoch in der massenspektroskopischen
Untersuchung menschlicher Zelllinien in vivo nachgewiesen (Chen et al., 2015). Bezuglich
der Monomethylierung von H3K56 ist publiziert, dass diese durch die KMT G9a gesetzt
wird und essenziell fur die DNA-Replikation ist (Yu et al., 2012). Hierfur scheint die
Interaktion mit dem die DNA wahrend der Replikation ringformig umschlieBenden
Effektorprotein PCNA (Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen) (Waga and Stillman, 1998) notig
zu sein, das die Monomethylierung spezifisch erkennt (Lee et al., 2012). H3K56me3
hingegen scheint diese Interaktion zu storen (Yu et al., 2012) und muss anscheinend

zunachst auf die Monomethylierung reduziert werden, um erfolgreiche Replikation in der

29



Einleitung

S-Phase zu ermoglichen. Dies konnte begrunden, weshalb H3K56me3 spezifisch in dieser
Phase des Zellzyklus stark verringert ist, wahrend die Trimethylierung in samtlichen
anderen Zellzyklusphasen deutlich mit perizentrischem Heterochromatin assoziiert ist
(Jack et al., 2013b).

Bezuglich der Methylierung von H3K56 wurde festgestellt, dass in embryonischen
Mausfibroblasten (MEF) der Doppel-Knockout (DKO) des Gens der KMT ,,SUV39h" zu
einem Verlust von H3K56me3 fuhrt, weshalb diese moglicherweise die Bildung von
H3K56me3 katalysiert oder zumindest auf eine hieran beteiligten Effektkaskade einwirkt.
Im Fadenwurm Caenorhabditis elegans wurden zudem die Enzyme ,, met-1“, ,,met-2", ,set-
6", ,set-25" und ,set-32" durch si-RNA Knockdown Experimente mit H3K56me3
assoziiert. Zur Demethylierung von H3K56me3 wurde gezeigt, dass die Entfernung von
zwei Methylgruppen zu H3K56me1 durch die murinen Enzyme ,mJmjd2D” und
»mJmjd2E” sowie seinem humanen Analogon ,hKDM4DL" katalysiert wird (Jack et al.,

2013b).
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2. Zielsetzung

2.1 Welche Histonmethyltransferasen sind an der Methylierung von H3K56
beteiligt?

Zielsetzung dieser Arbeit ist, die an der Methylierung des Lysinrests 56 am Histon H3

beteiligten Enzyme zu identifizieren und zu untersuchen.

2.1.1 Untersuchung von Ahnlichkeiten der H3K9- & K56-Methylierung

Die Lysinreste 9 und 56 am Histon H3 weisen, trotz ihrer sehr unterschiedlichen
Lokalisationen im Kern und der Schwanzregion des Histons, eine strukturelle
Gemeinsamkeit auf. In der Primarsequenz zeigt sich ein identischer Aufbau in der diesen
Lysinen nachfolgenden Sequenz ,,KST”. Die Monomethylierung von H3K9 wurde als durch
die Histonmethyltransferase G9a katalysiert beschrieben (Tachibana et al., 2001). Zum
Zeitpunkt der Forschung dieser Arbeit war jedoch nicht bekannt, ob auch die
Monomethylierung von H3K56 uber G9a vermittelt wird. Deshalb wurde in dieser Arbeit
die Hypothese untersucht, dass die KMT G9a auch an der Methylierung von H3K56
beteiligt ist.

2.1.2 Explorative Identifikation neuer H3K56-KMTs mittels RNAi-Screenings

Zudem sollten explorativ KMTs, bekannt oder unbekannt, in einem unvoreingenommenen
Screen identifiziert werden, die spezifisch H3K56 methylieren. Innerhalb unserer
Arbeitsgruppe wurde hierzu durch Frau Dr. A. Jack das humane Genom mittels BLAST-
Analyse (Altschul et al., 1990) auf Gene hin untersucht, deren Proteinprodukt die SET-
Domane enthalten. Hierdurch wurden 55 Gene identifiziert, von denen 32 bereits bekannte
Methyltransferasen codierten. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde von 41 dieser die
SET-Domane enthaltenden Enzyme, eine RNA-Interferenz (RNAI) Bibliothek angefertigt.
Mithilfe von RNAI wurde dann untersucht, ob sich unter diesen die SET-Domanen-

enthaltenden Proteinen KMTs befinden, welche die Methylierung von H3K56 beeinflussen.
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3. Material

3.1 Labor und Verbrauchsmaterialien

3.1.1 Einweg- und Verbrauchsmaterialien
Deckglaser aus Borosilikatglas (d: 12mm)
Einmalspritzen Omnifix (3ml, 5ml, 10ml, 20ml)
Filter 500ml Bottle Top Filter

Filterpapier Cellulose Chromatography Paper
Objekttrager SuperFrost®

Verschlussfolie Parafilm® “M" Laboratory Film
Einmalkanule Neolus (1.1x40mm)

Filter Syringe 0,22pm

3.1.2 Reaktionsgefale und Kulturschalen
Gewebekulturplatte 24-Loch FALCON MULTIWELL
Gewebekulturplatte 6-Loch FALCON MULTIWELL
Gewebekulturplatte 96-Loch BioBind + Streptavidin
Gewebekulturschale (100,145, 200mm)
Glasflaschen (50ml, 100ml, 250ml, 500ml, 1.000ml)

Kryogefald Cryovial sterile 1,20ml
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Roth (D)

Braun (D)

Corning Inc. (USA)

Whatman International (UK)

Roth (D)

Pechiney (USA)

Terumo Europe (B)

Millipore (USA)

BD Labware (USA)

BD Labware (USA)

Thermo Scientific (FN)

Greiner (D)

Duran Group (D)

Simport (CA)
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MS-Reaktionsgefall 1,5ml Sarstedt AG (D)
Reaktionsgefal® 1,5ml Sarstedt AG (D)
Rektionsgefald 2ml Greiner (D)
Rundboden-Polystyrolrohrchen BD Falcon 5ml BD Biosciences (USA)
Schraubrohre 15ml (120x17mm) Sarstedt AG (D)
Schraubrohre 50ml (114x28mm) Sarstedt AG (D)

3.1.3 Pipetten- und Pipettenspitzen

Glaspipetten (5ml, 10ml, 20ml, 25ml) Brand (D)

Pasteurpipetten (150mm) Carl Roth (D)

Pipettenspitzen 1.000pl Sarstedt AG (D)
Pipettenspitzen ART200 20-200pl Molecular Bio Products (USA)
Pipettenspitzen MulTIFit Research 0,1-10pl Sorenson BioScience (USA)
Pipettenspitzen Plastibrand 10pl Brand (D)

Pipettenspitzen ZipTip y-C18 10pl Millipore (USA)

3.1.4 Entwicklungs-, Reinigungs-, Trager- und Waschlosungen

Entwickler Flussigkeit G153 A AGFA-Gevaert (B)
Isotonische Zahlpufferlosung CASYTon Scharfe System GmbH (D)
Reinigungslosung BD FACS Shutdown Solution BD Biosciences (USA)
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Reinigungslosung FACS Clean

Schnellfixierbad G354

Tragerflussigkeit BD FACSFlow

Waschpufferlosung CellWASH

3.1.5 Filme und Membranen

PVDF-Membran Amersham Hybond-P

Rontgenfilm Super RX Medical X-Ray Film 100 NIF

3.2 Gerate

3.2.1 Autoklaven, Bunsenbrenner und Destillatoren

Bunsenbrenner Laboga7 206

Dampfsterilisator VARIOKLAV Typ 500E

Destillator PURELAB-plus

3.2.2 Brut- und Kiihilschranke

Eismaschine AF30 AS-E 230/50/1

Gefrierschrank -20°C Typ Nr. GSD11V20

Gefrierschrank -80°C Typ Nr. 6485

Inkubator 37°C

Material
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AGFA-Gevaert (B)
BD Biosciences (USA)

BD Biosciences (USA)

GE Healthcare (USA)

FujiFilm Co. JP)

CampinGaz® (FR)
HP Labortechnik (D)

USF (D)

SCOTSMAN FRIMONT (IT)
Bosch (D)
GFL (D)

Heraeus (D)



Material

Kuhlschrank 4°C SIEMENS AG (D)

Schuttelinkubator Multitron Infors (D)

3.2.3 Entwickler, Trennsaulen, Blot- und Gelkammern

Elektrophoresekammer XCell SureLock Mini-Cell Invitrogen (USA)
Entwickler AGFA CURIX 60 Rontgen Bender AGFA-Gevaert (B)
Gelkassette Novex Mini-Cell Invitrogen (USA)
Trennsaule 10 pm, C4, 250 x 4.6-mm, 300 A Jupiter Phenomex (D)
Westernblot-Apparat TRANS-BLOT SD CELL BIO RAD (USA)

3.2.4 Chromatograph, Mikroskope, Scanner, Spektrometer, Thermocycler und

Zytometer
Durchflusszytometer BD FACSCanto BD Biosciences (USA)
Infrarotscanner Odyssey Li-Cor Biosciences (USA)
Mikroskop Axiovert 200M Zeiss (D)
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss (D)
Photospektrometer Biotek Biotek Instruments (USA)
Photospektrometer NanoDrop peQLab Biotechnologie (D)
Photospektrometer Ultrospect 2000 Pharmacia Biotech (USA)
Thermocycler mit Fluorimeteroptik LightCycler 480 Roche (D)
Umkehrphasenchromatograph Biotech Ettan micLC GE Healthcare (D)
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UV-Transilluminator

Zytometer Bright-Line Hemacytometer

Zytometer CASY  -Counter

3.2.5 Mikrowellen und Strahler

Mikrowelle IntelloWave 2,45MHz, 700W

US-Strahler Bioruptor 200

UV-Strahler Stratalinker 1.800

3.2.6 Mischer, Rotatoren und Zentrifugen

Heizmischer ThermoMixer 5436

Reagenzglasschuttler Vortex Genie 2

Rotator fur Probenrohrchen Model-Nr. 76.000

Schuttler Gyrotory Shaker-Model G2

Tischzentrifuge Biofuge pico

Vakuumkonzentrator Concentrator plus

Zentrifuge 5.417 R

Zentrifuge 5.810 R
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peQLab Biotechnologie (D)

Hausser Scientifix (USA)

Scharfe System GmbH (D)

LG (ROK)

Diagenode (B)

Stratagene (NL)

Eppendorf AG (D)

Bachofer (D)

Labor-Brand (D)

New Brunswick (USA)

Heraeus (D)

Eppendorf AG (D)

Eppendorf AG (D)

Eppendorf AG (D)
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3.2.7 Pipetten

Elektronischer Pipettierer Portable Pipet-Aid XP Drummond (USA)

Pipetten PIPETMAN Classic 2ul/20p1/200p1/1.000pl Gilson (FR)

3.2.8 Software

ELISA: Genb5 v1.045 Biotek Instruments (USA)

Primerdesign: Primer3 0.4.0 Rozen S. & Skaletsky H.
(Rozen and Skaletsky, 2000)

Infrarotscanner: Odyssey Application Software v2.1 Li-Cor Biosciences (USA)
Transilluminator: Vision-Capt v14.1A Vilber Lourmat (D)
Immunfluoreszenz: Axiovision v4.6 Zeiss (D)
Durchflusszytometrie: FlowJo v7.24 TreeStar (USA)
Durchflusszytometrie: BD FACSDiva Software v5.0.3 BD Biosciences (USA)
3.2.9 Waagen

Analysenwaage Extend ED224S Sartorius AG (D)
Prazisionswaage Talent TE313S Sartorius AG (D)

3.3 Chemikalien & Reagenzien

3.3.1 Antibiotika und Zytostatika

Neomycin (G418) Sigma (USA)
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Nocodazol

3.3.2 Salze

Ammoniumbicarbonat (NH4HCO3)

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

Anhydrit (CaS04)

Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPOQ4)

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumcyanoferrat

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Magnesiumchlorid (MgCly)

Natriumacetat (C2H3NaO>)

Natriumcarbonat (Na2CO3)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumthiosulfat (Na2S,03)

Protaminsulfat

Silbernitrat (AgNO3)

Material
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Sigma (USA)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Sigma-Aldrich Chemie (D)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

Roth (D)
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3.3.3 Sauren und Basen

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

2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB)

Borsaure (H3BO3)

Essigsaure (C2H402), 100% [v/vl

Phosphorsaure (H3PQOa4)

Salzsaure (HCI), 37% I[v/v]

Schwefelsaure (H2S504)

Trichloressigsaure (TCA)

Trifluoressigfaure (TFA)

Ultrapure Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure (HCCA)

3.3.4 Organische Reagenzien und Losungsmittel

Aceton (C3H¢O)

Acetonitril (CoH3N)

Acrylamid (30%, Rotiphorese Gel 30)

Agarose

Bacto-Agar

Bisacrylamid
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Merck (D)

Sigma (USA)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Roth (D)

Merck (D)

Invitrogen (USA)

Sigma (USA)

Roth (D)

Sigma (USA)

Roth (D)

Biozym (D)

Serva Electrophoresis (D)

Merck (D)
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Bromphenol Blau
Chloroform (CHCls)
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
Coomassie Brilliant Blue (R250)
Dithiothreitol (DTT)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol (C2H¢O), 100% [v/v]
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure-Dinatrium (EDTA-Na2)
Ethylenglykoltertaessigsaure (EGTA)
Formaldehyd (CH20), 37% [v/v]
FUGENE HD Transfection Reagent
Glycerin (C3HgO3), 100% [v/v]
Glycin (C2HsNO2)
Glykogen
Harnstoff (CH4N20)
Isopropanol (C3HsO)
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Methanol (CH40), 100% [v/v]
Milchpulver

N,N,N’,N’,-Tetramethylendiamin (TEMED)
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Roth (D)

Merck (D)

Roche (D)

Sigma-Aldrich Chemie (D)

Roth (D)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

Merck (D)

Promega (USA)

Merck (D)

Merck (D)

Merck (D)

Invitrogen (USA)

Merck (D)

Roth (D)

Merck (D)

Roth (D)

Sigma (USA)
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Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Phosstop Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets

Pyronin Y

ThermoPol Reaktionspuffer

TritonX-100

Trypan Blau

Tween20

Xylen Cyanol

B -Mercaptoethanol (C2HeOS)

3.4 Kits

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Kit (100 U)

Promega Wizard Miniprep System

ProtoScript M-MuLV 15t Strand cDNA Synthesis Kit

QIAGEN RNeasy Mini Kit

Qproteome Nuclear Protein Kit

3.5 Enzyme

DPN1 Restriktionsendonuklease

Micrococcal Nuclease (MNAse)

Phusion HF DNA-Polymerase
4

Sigma (USA)

Roche (CH)

Sigma (USA)

New England Biolabs (USA)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

Sigma-Aldrich Chemie (D)

Sigma (USA)

Sigma-Aldrich Chemie (D)

Biozym (D)

Promega (USA)

New England Biolabs (USA)

QIAGEN (NL)

QIAGEN (NL)

New England Biolabs (USA)

New England Biolabs (USA)

Biozym (D)
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RNaseA Roche (CH)

SigmaFAST OPD Substrat Sigma-Aldrich Chemie (D)
Taqg DNA-Polymerase New England Biolabs (USA)
Trypsin Invitrogen (USA)

3.6 Substrate

SigmaFAST OPD Substrat Sigma-Aldrich Chemie (D)

3.7 Standardpuffer und -lI6sungen

3.7.1 Denaturierungs-Puffer fir Western Blot Membranen

Zusammensetzung Konzentration

2-B-Mercaptoethanol 100 mM

(gelost in Ha0bidest.; gelagert bei RT; *unmittelbar vor Verwendung hinzugefugt)

SDS 2% [w/v]

TRIS (pH 6,7) 62,5mM

3.7.2 Nukleasefreies Wasser

Zusammensetzung Konzentration

DEPC 0.1% [v/v]
(12h gelost in H20 (filtriert durch Umkehrosmose), 1Th autoklaviert; gelagert bei RT)

3.7.3 PBS-Puffer, 10x

Zusammensetzung Konzentration

KClI 27mM
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KH2PO4 9TmM
(mit HCI titriert auf pH 7,4; gelost in H20; gelagert bei 4°C)

Na2HPO4 100mM

NaCl 1,4M

3.7.4 Transfer Puffer fur Western Blots
(Bjerrum Schafer-Nielsen Puffer mit SDS)

Zusammensetzung Konzentration
Glycin 39mM
Methanol 20% [v/v]
SDS 1,3mM

TRIS Base 48mM

(gelost in H20; gelagert bei Raumtemperatur)

3.7.5 HILIC-Puffer A fur Hochdruck Saulenchromatographie

Zusammensetzung Konzentration

Trifluoressigsaure 0,1% [v/vl

(gelost in H20; gelagert bei 4°C)

3.7.6 HILIC-Puffer B fur Hochdruck Saulenchromatographie

Zusammensetzung Konzentration

Trifluoressigsaure 0,08% [v/vl

(gelost in Acetonitril; gelagert bei 4°C)
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3.7.7 HILIC-Lagerungspuffer fiir Hochdruck Saulenchromatographie

Zusammensetzung Konzentration

Acetonitril 70% [v/vl
(gelost in H20; gelagert bei 4°C)

3.7.8 Hypotoner Lysepuffer zur Histonextraktion

Zusammensetzung Konzentration
Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) 0,08% [v/v]
Dithiothreitol (DTT) TmM

KCI TmM

MgCl> 1,5mM
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 91TmM

TRIS (pH 8) 10mM

3.7.9 PBS-Tween Blocklosung fiir qualitative Western Blots

Zusammensetzung Konzentration
KCI 27mM
KH2PO4 91TmM
Milchpulver 5% [w/v]

(gelost in H20; gelagert bei 4°C)

Na2HPO4 100mM

NaCl 1,4M
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Tween 20

3.7.10 PBS Blockldsung fiir quantitative Western Blots

Zusammensetzung

KClI

KH2PO4

Milchpulver
(gelost in H20; gelagert bei 4°C)

Na2HPO4

NaCl

0,001% [v/v]

Konzentration

27mM

91mM

5% [w/v]

100mM

1,4M

3.7.11 PBS-Tween Waschlosung fur qualitative Western Blots

Zusammensetzung

KClI

KH2PO4

Na2HPO4

NaCl

Tween 20

(gelost in H20; gelagert bei Raumtemperatur)

3.7.12 SDS-PAGE Ladepuffer, 5x

Zusammensetzung
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Konzentration

27mM

91TmM

100mM

1,4M

0,001% [v/v]

Konzentration
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Bromphenol Blau 0,4% [w/vl
(mit HCI titriert auf pH 6,8; gelost in H20; gelagert bei 4°C)

Glycerol 4,2M

SDS 106mM
TRIS (pH 6,6) 193mM
B-Mercaptoethanol 3% [v/v]

3.7.13 SDS-PAGE Laufpuffer, 10x

Zusammensetzung Konzentration
Glycerin 1,9M
SDS 35mM

(gelost in H20; gelagert bei Raumtemperatur)

TRIS (pH 8,8) 250mM

3.7.14 TBE-Puffer

Zusammensetzung Konzentration
Borsaure 450mM
EDTA-Na 8mM

TRIS 450mM

(gelost in H20; gelagert bei Raumtemperatur)
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3.7.15 TBS-Puffer, 10x

Zusammensetzung Konzentration

NaCl 150 mM

TBS + 0,1% [v/v]l Tween20

TRIS 50mM
(mit HCI titriert auf pH 8,8; gelagert bei Raumtemperatur)

3.8 si-RNAs

Oligo Name Len MW Tm° GC % Sequence(5'-3")

SETDB2 19 1327 52 1814 136,7 @ 33,30% GUGCAAAUGUAAUCGACAA
SUV39H1 19 1330 55,9 2255 169,6 42,90% GGUGAAAUGGCGUGGAUAU
MLL 19 1327 52 1696 127,8 33,30% GGCAAUAGUUCUAAGCAAA
WHSC1 19 1331 57,9 887 66,6 47,60% GGUCCAAAGUGUCGGGUUA
WHSC1L1 19 1328 54 1491 112,3 38,10% GGGAAGAACCAGUACUAAA
NSD1 19 1330 55,9 1985 149,3 42,90% CAGCCAAGAUGCAGUGUAA
PRDM1 19 1327 52 2024 152,5 33,30% CGGCUUUAAUGAAGAGAAA
MECOM 19 1327 52 2198 165,6 33,30% GAUAAAACGUCCAUGGUUA
PRDM4 19 1330 55,9 2251 169,3 42,90% AGGACAUGGUGGUGUGAUA
PRDM5 19 1328 54 1563 1177 38,10% GGACAAUAUCCAUGGUGUA
PRDM7 19 1330 55,9 1434 107,8 42,90% GGGAGAAACUGCUAUGAGU
PRDMS 19 1328 54 2255 169,7 38,10% CAAGAGAACAGUACCGUAU
PRDM9 19 1330 55,9 1945 146,2 42,90% GGACAGCACUCAAGACUAA
PRDM10 19 1327 52 1736 130,8 33,30% GGAAGCAAUUUAAGCGAA
PRDM11 19 1328 54 1891 142,4 38,10% GGUAAGUUGGUUUGGAUGA
PRDM12 19 1328 54 1974 148,6 38,10% ACAUCAAGUGUGCACGUAA
PRDM13 19 1328 54 2075 156,2 38,10% GCUUAUUACCCGCUCAAAU
PRDM14 19 1330 55,9 1044 78,5 42,90% CCAGUGAAGUGAAGACCUA
PRDM15 19 1334 61,8 2175 163 57,10% CCACAGCAGCCGAGAGCAA
PRDM16 19 1333 59,8 2469 185,2 52,40% CCACGAAGGCGGUCUGUUA
PRDM17 19 1333 59,8 2139 160,5 52,40% GAGAAGGGCGAGGGAGUAA
SMYD4 19 1325 50,1 1173 88,5 28,60% CCAAGAUUAUGUUACGUAA
SMYD5 19 1325 50,1 1317 99,4 28,60% GGAAAUUGUCCAUAAACUU
CXXC1 19 1331 57,9 1298 97,5 47,60% GCACUCGCCUUCAGGAAAU
SETD3 19 1327 52 2020 152,2 33,30% GCUAAUGACUGUUGAAUCU
SETD4 19 1328 54 2089 157,3 38,10% GCUGAAAGCUAGGAAGUUU
SETD5 19 1331 57,9 1786 1341 47,60% GUGAAUACCCGGAGGUCUU
SETD6 19 1330 55,9 1949 146,5 42,90% GCAAAUGGCUAACUGGCAA
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EHMT1 19 1333 59,8 521 39,1 52,40%  GCACAGCCCUUGAGGACUA
EHMT2 19 1330 55,9 146 11 42,90%  CCAUGAACAUCGAUCGCAA
SETDB1 19 1328 54 2262 170,3 38,10% GAGUUAGAGACAUGGGUAA
MLL2 19 1330 55,9 2051 154,2 42,90%  CGGAGUGGUUUGAGAACUA
MLL3 19 1325 50,1 1886 142,3 28,60%  GUACAGAAUUAGAGAACAA
ASH1L 19 1325 50,1 1984 149,7 28,60%  CGAUAUAAGCAUAAGGAAA
PRDMé6 19 1330 55,9 701 52,7 42,90%  GGGCAGUGCUUUAAGACUU
SMYD2 19 1327 52 1636 123,3 33,30%  AGAUAGAAAUGACCGGUUA
EZH1 19 1330 55,9 1693 1273 42,90%  GCGGAAAGGUCUAUGAAA

SUV39H2 19 1328 54 2658 200,1 38,10% GGAAUAUGUUGGAGAGUA

SUV420H1 19 1330 55,9 175 132 42,90%  CCUGUGAGAUUUAGGCCUA
SUV420H2 19 1333 59,8 1926 144,4 52,40%  CGACAGAGUGACAGCACGA
SETMAR 19 1328 54 1949 146,7 38,10%  AAGGCUAGAUCAUGGGAAA

Tabelle 3-1: siRNAs gegen Genprodukte mit SET-Domaéne

Hersteller: Eurofins Genomics (D), Bestellnummer: 2043462

3.9 Oligonukleotide

Adenosintriphosphat (ATP) Amersham (USA)
Desoxyribonukleotidtriphosphat Solution Mix 10mM New England Biolabs (USA)
DNA Langenstandard 100bp Ladder New England Biolobs (USA)
3.10 Primer

Oligo Name BP Sequenz (5'-3)

PRDM10 Seq1 Forward 20 6193 741 2335 377 70% GGGCGGGGTGTTCTCCAAGC
PRDM10 Seq1 Reverse 20 6091 | 724 3229 | 53.0 70% AGCTCCGAGCCCCTGACGAG
PRDM10 Seq2Forward 20 6017 75.6 158.2 26.3 65% TTCTCCAAGCGGCGCATCCC
PRDM10 Seq2Reverse 20 6091 735 263.9 433 70% GCTCCGAGCCCCTGACGAGA
PRDM10 Seq3Forward 20 6057 73.6 318.0 525 65% CAGTGCCACCCCAGCGGTTT
PRDM10 Seg3Reverse 20 6208 727 278.0 447 65% TGGGTGAGCAGGTCCGTCGT
SETD4 Seq1 Forward 23 6936 729 3359 484  60.8% GCCTCTCCCTCTGCAGTTTTGGC
SETD4 Seq1 Reverse 22 6822 743 2358 345 59.0% GGGCCCAAGGCACGTGGAAATA

SETD4 Seg2Forward 23 6976 75.0 2633 377 60.8% CCTCTGCAGTTTTGGCCGGTTCC
SETD4 Seq2Reverse 22 | 6909 | 754 | 199.8 | 28.9 63.6% AAGATGGAGGCTGCAGTGGGCG
SETD4 Seq3Forward 22 | 6545 68.7 284.8 435 59.0% ACAGCCTTCAGCCTCTCCCTCT
SETD4 Seq3Reverse 23 7024 747 1959 278 56,5% CCAAACAGCCCCAGATGAAGGCA

CXXC1 Seq1 Forward 22 6749 735 343.7 50.9 63.6% CTGCCCTGGAT GAGCGACACAG
CXXC1 Seq1 Reverse 24 7074 73.8 2529 357 62.5% CGCTCCTCCTTCCTCTCCATCAC

CXXC1 Seq2Forward 22 6782 728 2622 38.6 59.0% GCCCTGGATGAGCGACACAGAA
CXXC1 Seq2Reverse 23 6800 723 259.3 38.1 56.5% TCGCTCCTCCTTCCTCTCCATCA
CXXC1 Seq3Forward 24 7625 72.6 2716 35.6 58.3% GTGATGGAGAGGAAGGAGGAGC
CXXC1 Seq3Reverse 22 6641 722 2476 372 63.6% GGTCCTTGGCATCAGCCCTCTC
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PRDM12 Seq1 Forward 20 6242 7277 2231 357 70% GGTGTGCCCGGGCTAGAGGA
PRDM12 Seq1 Reverse 20 6192 726 2031 32.8 60% ATGTGCGAGCGCAGGTTGCT
PRDM12 Seq2Forward 20 6002 733 213.6 355 70% TCCTCCGCCACCGAGAGTCC
PRDM12 Seq2Reverse 20 6100 751 225.6 36.9 70% GGAGATGGCGCCCCCACAAC
PRDM12 Seq3Forward 20 6097 73.0 2295 376 65% AAGCGCTTCCGAGCTGTGCC
PRDM12 Seqg3Reverse 20 6254 74.0 1964 314 65% AGGAAACGGGCAGGGACCGA
PRDM14 Seq1 Forward 20 6122 741 2949 481 70% GGGACCGGCTTCGGATCCAC
PRDM14 Seq1 Reverse 25 7713 70.6 2793 36.2 48% ACTCGCATGTGTTTGTTTAGGCTG
PRDM14 Seq2Forward 25 7617 70.6 2777 364 48% CCAGCCTAAACAAACACATGCG
PRDM14 Seq2Reverse 20 6199 727 266.0 429 65% GCTGCCTGATGTGTGTGCGG
PRDM14 Seq3Forward 24 7288 711 236.2 324 45.8% TCCAGCCTAAACAAACACATGCG
PRDM14 Seq3Reverse 20 6174 723 255.0 413 60% TGCT GCCT GAT GTGTGTGCG
MLL2 Seq1 Forward 20 6075 759 363.6 59.8 65% CGGGCAGCTCACCGCATCAA
MLL2 Seq1 Reverse 20 6057 71.9 2927 483 65% ACGGGCTATGTCGCCCACCT
MLL2 Seqg2Forward 20 6057 724 2661 439 65% ACCAGGCTCGGTGCCTCCAT
MLL2 Seqg2Reverse 20 6251 745 2839 454 70% CAGTCGCGCAGGGGAAGTGG
MLL2 Seq3Forward 20 5993 745 1851 308 70% CCACTTCCCCTGCGCGACTG
MLL2 Seq3Reverse 20 5922 741 204.6 345 70% TCCCCTGGCCCCTCACACAC
SETD5 Seq1 Forward 21 6379 73.0 2470 387 61.9% ACCCGGAGGTCTTCCCAAGCA
SETD5 Seq1 Reverse 20 6202 749 2415 389 70% TTCGGCCGGGGCCTAGAAGG
SETD5 Seq2Forward 20 6140 76,5 283.8 46.2 70% GCCCCGGCCGAAGAGTCGAA
SETD5 Seq2Reverse 21 6383 73.8 353.7 554 61.9% CTGCCTGCTGTGCATTGGCCT
SETD5 Seq3Forward 22 6829 72.6 2682 392 63.6% GGGACCACTCAGAGGCATGGGT
SETD5 Seq3Reverse 20 6131 715 258.8 42.2 70% CTCTACAGGCGACGGCAGGC
PRDMS8 Seq1 Forward 20 6239 728 323.6 518 65% GGTTTGGTAGGGGCCGCGTT
PRDMS8 Seq1 Reverse 20 6155 722 2291 372 65% AGGCCGAAGTAGCTGCCCGA
PRDM8 Seq2Forward 22 6856 723 2444 356 59.0% GTTTGGTAGGGGCCGCGTTGTA
PRDMS8 Seq2Reverse 20 6159 72.0 206.7 335 65% TCGGTACTGCTGCGGTGTGC
PRDM8 Seq3Forward 19 5909 71.8 2949 499 63.1% TTGGTAGGGGCCGCGTTGT
PRDMS8 Seq3Reverse 20 6159  69.9 2546 413 65% GCTCGGTACTGCTGCGGTGT
PRDM15 Seq1Forward 20 5983 75.8 2727 455 70% TCGTTATCCCCCGCCCTCGG
PRDM15 Seq1 Reverse 21 6546 73.9 218.6 334 66.6% CTAAACGCGGGGTTGGGGGTC
PRDM15 Seqg2Forward 20 6106 755 1474 241 65% TTCCGGAGCGGATCGCAACC
PRDM15 Seg2Reverse 20 6115 73.6 190.0 31.0 65% CCGCAGCCGGCGAATGTAAC
PRDM15 Seq3Forward 20 6048 73.9 2229 36.8 65% GCCGCCATGCCGACTGTTCT
PRDM15 Seq3Reverse 21 6401 742 2139 334 61.9% CCAGCCGGGTTTTGACTCCGA

Tabelle 3-2: Primer fiir Gene deren Produkte die SET-Domane enthalten

Fett hervorgehoben: Primerpaare die nach Funktionskontrolle fiir weitere Untersuchungen ausgewahlt
wurden. Hersteller: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (D); Bestellnummer: 8011049170
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Oligo Name BP Tm° Sequenz (5'-3")

GAPDH Forward 20 591 | 55% CTGCACCACCAACTGCTTAG
GAPDH Reverse 21 56.5 48.6% CTTCACCACCTTCTTGATGTC
HPRT1 Forward 22 571 57% AAGGGTGTTTATTCCTCATGGA
HPRT1 Reverse 20 585 58,5% AATCCAGCAGGTCAGCAAAG
HMBS Forward 20 58.2 45% AGTGTGGTGGCAACATTGAA
HMBS Reverse 20 58.8 50% GCATGTTCAAGCTCCTTGGT

Tabelle 3-3: Primer fiir nicht regulierte Gene

Als Kontrolle und Referenz fiir PCR-Versuche verwendet. Hersteller: Sigma-Aldrich Chemie GmbH (D)

3.11 Peptide & Proteine

peqGOLD V Protein Marker peQLabs (D)
Rekombinante Histone H2AZ Dr. Clemens Bonisch, AG Hake
Rekombinante Histone H3.1 Dr. Clemens Bonisch, AG Hake

3.12 Plasmide

pET 21 Vektor EMD Biosciences (USA)

3.13 Antikorper

Primarantikorper

Antigen Hersteller
a-H2A humanes H2A typ Kaninchen polyklonal Abcam (USA)
1B/E
a-H3 (CT) humanes H3 (100- Kaninchen  polyklonal Abcam (USA)
135)
a-H3S10ph humanes H3S10ph Kaninchen  monoklonal Millipore (USA)
aH3K4me3 humanes H3S10ph Kaninchen  polyklonal Abcam (UK)
a-H3K9me1 humanes H3K9me1 Kaninchen  monoklonal Millipore (USA)
a-H3K9me2  humanes H3K9me?2 Kaninchen  polyklonal Active Motif (USA)
a-H3K9me3  humanes H3K9me3 Kaninchen  polyklonal Active Motif (USA)
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aH3K27me3  humanes H3K27me3 Maus monoklonal Millipore (USA)

aH3K36me2 humanes H3K36me2 Kaninchen  polyklonal Abcam (UK)

a-H3K56me1 humanes H3K56me1 Maus monoklonal Millipore (USA)

a-H3K56me2 humanes H3K56me2 Maus monoklonal Active Motif (USA)

a-H3K56me3 NH>-CRRYQ-K(me3)- Kaninchen  polyklonal Pineda Antikorper-Service (D)
STEL-CONH:

aH4K20me2  Humanes H4K20me2 Maus polyklonal Millipore (USA)

Sekundarantikorper (Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt)

Name Antigen Wellenldnge Spezies Typ Hersteller
Alexa488 Ratten 1gG 488 nm Ziege polyklonal Invitrogen (USA)
Cy3 Kaninchen IgG 532 nm Ziege monoklonal Dianova (USA)
Cy3 Maus IgG 532 nm Ziege monoklonal Dianova (USA)

Sekundarantikorper (Meerrettich-Peroxidase gekoppelt)

Name Antigen Spezies Typ Hersteller
a-rabbit IgG-ECL Kaninchen IgG Maus monoklonal Abcam (USA)
a-rat IgG-ECL Ratten 1gG Ziege polyklonal Amersham (USA)
a-mouse IgG-ECL Maus IgG Schaf polyklonal Amersham (USA)

3.14 Fluoreszenzfarbstoffe

Elektrochemielumineszenz Detection Reagent 1 & 2

Propidiumiodid Losung 1Tmg/ml

3.15 Kultur-, Nahrmedien und Zusatze

Bovines Serumalbumin (BSA)

DMEM High Glucose (4,5g/L + L-GIn + Na* Pyruvat)
Fetales Kalberserum (FCS)

Gelatine Pulver (bovin)

Leukamiehemmender Faktor (LIF), (10 pg/ml)
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Amersham (USA)

Sigma (USA)

New England Biolabs (USA)

PAA (AT)

Sigma-Aldrich Chemie (D)

Sigma-Aldrich Chemie (D)

Sigma-Aldrich Chemie (D)
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Lysogeny Broth (LB)-Agar Serva Electrophoresis (D)
OptiMEM with Glutamax Invitrogen (USA)
Penicillin/Streptomycin, 100x (P/S) PAA (AT)

Trypsin/EDTA, 10x (0,5% [v/vl/0,2% [w/vl in PBS) PAA (AT)

3.16 Bakterien- und Zelllinien

Bakterien

Spezies Stamm Genotyp/Zelltyp Referenz

Escherichia coli = XL1- recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 | Stratagene (NL)
Blue lac [F" proAB laclgZM15 Tn10 (Tetr)]

Zellen

Typ Genotyp/Zelltyp Referenz ‘

HelLa-Kyoto Humane Zervixkarzinomzellen ATCC (CCL-2)

mES B5.3 Murine Embyonale Stammzellen (mES) | Schotta Labor (Sadic, 2014)
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4, Methoden

4.1  Zellbiologische Methoden

4.1.1 Kultivierung und Ernte von Zellen

41.1.1 Humane HelLa-Zellen

HelLa-Zellen sind adharent wachsende Zellen, die 1952 aus einem humanen
Zervixcarcinom gewonnen und immortalisiert wurden (Gey, 1952; Masters, 2002). Die
Zelllinie (ATCC CCL-2) wurde in glukosehaltigem Medium (DMEM High Glucose + 10%
[v/ivl FCS + 1% I[w/vl P/S) bei 37°C und 5% I[v/vl CO2 in Gewebekulturschalen
unterschiedlicher Grofen angezuchtet. Bei Konfluenz von etwa 70% — 90% wurden die
Kulturen gelost und in eine Suspension uberfuhrt und so fur weitere Verarbeitung geerntet
oder durch Verdunnung reduziert und anschlieBend in eine frische Kulturschale zur
erneuten Anzuchtung uberfuhrt. Hierbei wurde das vorhandene Medium abgesaugt, die
adharenten Zellen mit PBS gespult und anschlieBend durch Hinzugabe von Trypsin-EDTA-
Losung von der Kulturschale abgelost. Durch Zugabe von frischem Medium wurde durch
die enthaltenen Proteaseinhibitoren die Typsin-EDTA-Losung inaktiviert. Die
Konzentration der Zellen in dieser Suspension wurde gemaR 4.1.2 ermittelt. Danach wurde
ein 10> Zellen entsprechendes Volumen der so erzeugten Zell-Suspension in eine neue
Gewebekulturschale uberfuhrt und diese mit frischem Medium aufgefullt. StandardmaRig
erfolgte die Kultivierung von Hela-Zellen in runden Gewebekulturschalen mit 145mm
oder 200mm Durchmesser. Bei einigen speziellen Fragestellungen wurde jedoch auf 6-

Loch- und 24-Loch-Gewebekulturplatten als Kulturgefall zuruckgegriffen.

4.1.1.2 Murine embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen (mES) der Maus, die einen homozygoten Knock-out des Gens fur
G9a (G9a”) aufweisen, sowie entsprechende Wildtyp-Zellen, wurden freundlicherweise
von Dr. Matthias Hahn und Prof. Gunnar Schotta zur Verfugung gestellt (Hahn et al., 2013;
Sadic, 2014). mES sind adharent wachsende Zellen welche auf gelatinierten Kulturschalen

unterschiedlicher GroBe in glukosehaltigem Medium (DMEM High Glucose + 15% [v/vl
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FCS + 1% [w/vl P/S + 0.1% I[v/vl B-Mercaptoethanol + LIF 1pg) bei 37°C und 5% I[v/v] CO>

angezuchtet wurden. Die Ernte der Zellen erfolgte analog zu 4.1.1.1.

4.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl in Suspensionen wurde automatisiert durch ein
Impedanzmessverfahren (Coulter, 1956) mit Hilfe eines CASY-Counters durchgefuhrt. Die
Zellen wurden wie unter 4.1.1 beschrieben gelost und 50pl der Zellsuspension mit 10ml
CasyTon-Losung vermischt, geschwenkt und in den CASY-Counter zur Zahlung

eingebracht.

4.1.3 Gefrierlagerung

Die Zellen wurden langfristig in flussigem Stickstoff aufbewahrt. Hierzu wurden Zellen mit
Konfluenz von 70% analog zu 4.1.1 in Suspension gebracht und durch Zentrifugation
(10min, 310xg) in einem 50ml Rohrchen pelletiert. Nach Verwerfen des flussigen
Uberstandes wurde das Zell-Pellet in 2ml Einfriermedium (10% [v/v] DMSO in FCS)
resuspendiert und auf zwei Kryorohrchen von je Tml Volumen verteilt. Die Zellen wurden
so zunachst fur einige Wochen bei -80°C gelagert, bevor sie langfristig in einen

Flussigstickstofftank uberfuhrt wurden.

4.1.4 Auftauen

Die Zelllosung aus den Kryorohrchen wurde zum Auftauen nach Entnahme aus dem
Stickstofftank, bei kurzerer Lagerung aus dem -80°C Gefrierschrank, rasch in einem
Wasserbad bei 37° C aufgetaut, in 10ml warmem Medium (RT) aufgenommen und zur
Entfernung des zytotoxischen DMSOs aus der Einfrierlosung durch Zentrifugation (10min,
310xg) pelletiert. Nach Verwerfen des fliissigen Uberstandes wurden die Zellen in

frischem Medium aufgenommen und auf Gewebekulturschalen ausgesat gemafd 4.1.1.

4.1.5 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS) dient der
Charakterisierung von Zellen durch Laserstreulicht und Fluoreszenz. Es beruht auf der

Emission optischer Signale seitens der Zelle, wenn diese Laserstrahlen passiert. Das
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Vorwartsstreulicht gibt Auskunft uber das Zellvolumen, wahrend das Seitwartsstreulicht
die Granularitat der Zelle beschreibt. Weitere Eigenschaften konnen mittels freier oder
Antikorper-gekoppelter Fluoreszenz untersucht werden (Cormack et al., 1996). In dieser
Arbeit wurde das BD FACSCanto benutzt. 1x10® HelLa Zellen wurden wie unter 4.1.2
beschrieben kultiviert, je nach Fragestellung teilweise mit unterschiedlichen Vektoren
transient oder stabil transfiziert, wie unter 4.3.7 beschrieben, in Suspension gebracht und
durch Zentrifugation (10min, 5000 rpm) pelletiert. Dieses Pellet wurde in PBS
aufgenommen, in ein 2ml Reaktionsgefall uberfuhrt, erneut zentrifugiert (10min, 2000
rpm), das Pellet in 300pl PBS gelost, 700ul Methanol tropfenweise unter konstantem
Schutteln hinzugefigt und fur eine Stunde bei -20°C inkubiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten mit PBS und Zentrifugation (10min, 2000 rpm) wurde das Pellet mit einem
Primarantikorper resuspendiert und fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Der
Antikorper wurde hierbei je nach Fragestellung passend gewahlt. Zum Waschen der Zellen
erfolgte eine weitere Zentrifugation (10min, 385xg), Resuspension des Pellets in PBS und
erneuter Zentrifugation (10min, 385xg). Danach wurde das Pellet in Dunkelheit mit einem
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppeltem Zweitantikorper gegen den Erstantikorper in PBS
erneut fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Wieder wurden im Anschluss die
Zellen durch Zentrifugation (10min, 385xg), Resuspension in PBS und Zentrifugation
(10min, 385xg) gewaschen. Je nach Fragestellung wurde zur Bestimmung der
Zellzyklusphase die DNA der Zellen fur eine halbe Stunde bei 37°C in Propidiumiodid-
Losung (100pg/ml RNaseA + 50pg/ml Propidiumiodid in PBS) gefarbt. Dieser wurde
RNAseA zugefugt, um die RNA zu zersetzen und so die unerwunschte Farbung von RNA
statt DNA durch Propidiumiodid zu vermeiden. Zur Analyse wurde die Zellsuspension in
5ml Rundboden-Polystyrolrohrchen uberfuhrt und in das Durchflusszytometer eingesetzt.
Bei einigen Fragestellungen wurde auf die Antikorper-Inkubation und -Detektion sowie die
Propidiumiodid-Farbung verzichtet. Die Signale wurden mit BD FACSDiva Software v5.0.3,
bzw. FlowJo v7.24 ausgewertet. Hierbei wurde anhand einer Eichung mit Wildtyp-Zellen
ein Gate um die Population der Zellen mit normaler Lichtstreuung definiert. Die
Populationen dieser definierten GroBe und Granularitat wurden dann je nach
Fragestellung in den unterschiedlich transfizierten Zellgruppen auf ihre Fluoreszenz und
Zellzahl untersucht. Mittels der Referenzdaten der Wildtypzellen wurde ein weiteres Gate
gesetzt, um das von den Zellen selbst emittierte Lichtsignal von der Fluoreszenz

eingebrachten GFPs zu differenzieren.
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4.2 Biochemische Methoden

4.2.1 Saureausfallung von Histonen

Histone wurden durch Saureausfallung aus hypoton lysierten Zellkernen extrahiert gemalid
Protokoll (Shechter et al.,, 2007). Hierzu wurden 8 x 10° Zellen, wie unter 4.1.1.2
beschrieben, geerntet und zentrifugiert (10min, 310xg). Das so entstandene Pellet wurden
in Tml PBS aufgenommen, in ein frisches Reaktionsgefal uberfuhrt und erneut pelletiert
(5min, 385xg). Die folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Das Zellpellet wurde
in eiskaltem hypotonen Lysepuffer aufgenommen und unter standiger Rotation (30min,
4°C) lysiert. Es folgte die erneute Zentrifugation (10.500xg, 10 min, 4°C) und
Resuspendierung des Pellets (Zellkerne) in 400l eiskalter Schwefelsaure (0,4N). Diese
Suspension wurde zur Hydrolyse der Zellkerne unter standiger Rotation (iber Nacht, 4°C)
inkubiert. Danach wurden die unloslichen Bestandteile des Lysats sowie saure und nur
leicht basische Proteine durch Zentrifugation (10min, 18.000xg, 4 °C) prazipitiert, wobei
die stark basischen Histone geldst blieben. Dieser Uberstand wurde dann in ein neues
Reaktionsgefall pipettiert. Zur darauffolgenden Histonextraktion wurden 132pl eisgekuhlte
Trichloressigsaure hinzugefugt, das Gefal mehrfach invertiert und anschlieBend auf Eis
fur 30 Minuten inkubiert. Die ausgefallenen Bestandteile wurden abzentrifugiert (10min,
18.000xg, 4 °C) und der Uberstand verworfen. Die an der Wand des ReaktionsgefiRes
anhaftenden Histone wurden durch zweimaliges Waschen mit 500pl eiskaltem Aceton,
gefolgt von jeweils einer Zentrifugation (5min, 18.000xg, 4°C), ausgefallt. Die pelletierten
Histone wurde luftgetrocknet (RT) und anschlieBend in 50ul bis 100ul H2Ogest

aufgenommen um bei -20°C gelagert zu werden.

4.2.2 Acrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) dient der Auftrennung von Proteinen mit
molaren Massen zwischen 5kDa und 500kDa. Die Besonderheit der Natriumdodecylsulfat-
PAGE (SDS-PAGE) ist, dass sich hierdurch Proteinmolekulmischungen unter Einfluss eines
elektrischen Feldes im Gel auftrennen lassen, wobei durch die Anlagerung von SDS
samtliche Proteine unter Verlust ihrer ursprunglichen Ladung stark negativ geladen
werden. Aufgrund dieser Wirkung des Natriumdodecylsulfats wandern nun alle Molekule
zur Anode, wobei die Geschwindigkeit der Wanderung jetzt ausschlieBlich vom

Molekulargewicht abhangt. Je hoher die molare Masse, desto langsamer verlauft die
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Wanderung der Molekule (Laemmli, 1970). Zur Auftrennung von Proteinen, insbesondere
Histonen, wurde, wenn nicht anders angegeben, ein 15%iges Polyacrylamidgel verwendet
(15% SDS-PAGE). Dieses wurde in eine Novex Mini Kassette (Invitrogen) gegossen, wobei
das Trenngel bis etwa 1,5cm unter der Oberkante der Gelkammer aufgefullt und bis zur
Aushartung mit H204est abgedeckt wurde, um eine gleichmaBige Verteilung des Gels in der
Kammer zu gewahrleisten. Danach wurde das Wasser abgegossen und Sammelgel
eingefullt sowie bis zum Ausharten ein Kamm eingesteckt, welcher Aussparungen
erzeugte, die der spateren Beladung des Gels dienten. Die Zusammensetzung der

verwendeten Trenn- und Sammelgele ist in Tabelle 4-1 aufgefuhrt.

Zusammensetzung Sammelgel-Mengen Trenngel-Mengen
30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid 265l 4ml

H20gest 1.465pl 920pl

1M TRIS (pH 8.8) = 2,9ml

TM TRIS (pH 6.6) 2504l -

10% Natriumdodecylsulfat 20yl 80pl

10% Ammoniumperoxodisulfat 20yl 80ul
N,N,N‘,N'-Tetramethylethylendiamin 2pl 8l

Tabelle 4-1: Zusammensetzung: SDS-Polyacrylamid-Sammelgel & -Trenngel

Die fertig gegossenen Gelkassetten wurden in ,XCell SureLock Mini-Cell” (Invitrogen)
Elektrophoresekammer eingesetzt (siehe Abbildung 4-1). Um eine moglichst gleichmaRige
Verteilung der negativen Ladungen in den Proteinen zu erreichen, wurden diese in SDS-
Ladepuffer aufgenommen, der als Reduktionsmittel B-Mercaptoethanol enthalt, und im
Thermoblock (5min, 95°C) denaturiert, bevor sie in das SDS-Polyacrylamidgel geladen
wurden. Neben den Proben wurde ein Proteinmarker (peqGOLD Marker V) als
GroBenstandard geladen. Die Elektrophoresekammer wurde mit SDS-Laufpuffer gefullt
und zunachst eine Spannung von 100V angelegt (20min), die nach Passage der Proteine
aus dem Sammelgel auf 180V (60min) erhoht wurde. Nach vollstandigem Durchlaufen des
Gels, abzulesen an der Lauffront des Proteinmarkers, wurde das SDS-Gel zur optischen
Analyse der Proteine gefarbt (siehe 4.2.3) oder zur Immundetektion, mittels Westernblot,

auf eine PVDF- oder Nitrocellulose-Membran Ubertragen (siehe 4.2.4).
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Abbildung 4-1: Gelelektrophorese-Kammer
Schemazeichnung einer Gelelektrophorese-Kammer im offenen Zustand (links) sowie arretierten Zustand

(rechts). Mit freundlicher Genehmigung durch: Thermo Fisher Scientific Inc.

4.2.3 Proteinfarbung mit Coomassie-Brillant-Blau

Zur optischen Detektion von Proteinen in SDS-PAGE-Gelen wurden diese durch Farbung
mit Coomassie-Brilliant-Blau sichtbar gemacht. Dieser Farbstoff lagert sich an die
basischen Seitenketten von Aminosauren an und farbt Proteine somit unspezifisch blau an.
Hierdurch lassen sich Proteine bis zu einer Nachweisgrenze von etwa 200ng bis 400ng je
Bande sichtbar machen (Fazekas de St Groth et al.,, 1963). Zur Anfarbung wurden Gele
nach Elektrophorese in Coomassie-Losung (50% [v/vl CH40 + 10% [v/v] C2H402 + 1,21TmM
Brilliant Blau R250 in H20pidest) inkubiert (60min, RT). Durch nachfolgendes mehrmaliges
Waschen (H20dest + 40% [v/vl C2HsO + 10% [v/vl C2H402) wurden die Proteinbanden
optisch sichtbar gemacht. Zur Beseitigung von Ruckstanden der enthaltenen Essigsaure
wurden die Gele mehrfach mit H2Oq4est gewaschen, bevor sie eingescannt und zur weiteren

Aufbewahrung getrocknet wurden.

4.2.4 Westernblot-Analyse

Bei der Westernblot-Analyse handelt es sich um ein sowohl sehr sensitives als auch
hochgradig spezifisches Protein-Nachweis-Verfahren dessen Nachweisgrenze bei bis zu
1pg Protein liegt. Durch die Ubertragung von gelelektrophoretisch aufgetrennten

Proteinen auf eine Membran, das sogenannte ,Blotten”, werden die Proteinbanden
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immunologisch detektierbar (Renart et al., 1979). Hierfir wurde ein ,, Semi-dry“-Verfahren
mithilfe des Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell-Apparates verwendet. Je nach
Experiment wurde entweder eine PVDF- oder Nitrocellulose-Membran verwendet. PVDF-
Membranen wurden dabei zunachst in Methanol aktiviert (30s, RT). Beide Membrantypen
wurden dann zusammen mit dem Polyacrylamidgel in Transferpuffer (siehe 3.7.2)
aquilibriert (15min, RT). AnschlieBend wurden Gel und Membran von in Transferpuffer
getrankten Filterpapieren umgeben, die als lonen-Reservoir fungierten. Vertikal des
Polyacrylamidgels wurde ein elektrisches Feld angelegt, wodurch ein Proteintransfer uber
eine Stunde bei 200mA erfolgte (siehe Abbildung 4-2). Fur die Immundetektion der
Proteine wurde die Membran im Anschluss auf dem Schuttler in entsprechender
Blockierlosung (siehe 3.7.7 & 3.7.8) inkubiert (60min, 4°C), um unspezifische
Bindungsstellen zu sattigen. Danach wurde die Membran dreifach mit PBS-Tween
Waschlosung (siehe 3.7.9) gereinigt (10min, RT), bevor sie mit einem der Fragestellung
entsprechenden Primarantikorper in Blocklosung (siehe 3.7.7) inkubiert wurde (je nach
Fragstellung: U.N., 4°C / 1h, RT). Vor der weiteren Inkubation mit einem passenden
Sekundarantikorper (1h, 4°C), wurde die Membran erneut dreimal mit PBS-T gewaschen
(10min, RT). Der Sekundarantikorper erkannte den jeweiligen Primarantikorper und war je
nach Fragestellung mit Meerrettich-Peroxidase oder einem Immunfluoreszenzfarbstoff
gekoppelt. Nach drei letzten Waschschritten in PBS-T (15min, RT) wurde die Membran
entweder zur Detektion mittels Rontgenfilmen in der Dunkelkammer mit
Lumineszenzreagenz (ECL) als Substrat benetzt oder mittels Infrarotscanner Odyssey (Li-
Cor Biosciences) ausgelesen und unter Verwendung der Odyssey Application Software
v2.1.12 ausgewertet. Je nach Signalstarke wurden unterschiedliche Expositionszeiten
gewahlt. Aufgrund der unterschiedlichen Lichtspektren verschiedener sekundaren
Antikorper war es, je nach Fragestellung, auch moglich eine simultane
Fluoreszenzdetektion ~am  Infrarotscanner  durchzufuhren und somit mehrere

Antikorpersignale zeitgleich zu detektieren.

Fur einige Fragestellungen wurde die Blotting-Membran sequentiell mit unterschiedlichen
Antikorpern behandelt. Um zuvor benutzte Antikorper zu entfernen, wurden diese mit der
Membran zunachst in Denaturierungs-Puffer (3.7.3) in der Mikrowelle bis zum Siedepunkt
erhitzt und dann nach Zugabe von B-Mercaptoethanol fur 10min geschuttelt, um die
Antikorper zu denaturieren. AnschlieBend wurde die Membran dreimal in PBS-T (10 min,

RT) gewaschen, um die denaturierten Antikorper zu entfernen. Danach wurde die
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Membran mit dem gebundenen Protein erneut mit einem Antikorper gemals Fragestellung

inkubiert.

Kathode (-)

i IMembran
]

Anode (+)

Filterpapier
(in Transfer-
puffer getrankt)

Abbildung 4-2: Westernblot
Schemazeichnung einer Westernblot-Kammer mit markierter Anode (+) und Kathode (-).

Eigene Erstellung

4.2.5 Hochdruck Saulenchromatographie (RP-HPLC)

Zur Gewinnung unterschiedlicher Histonvarianten wurden sauregefallte Histone (4.2.1)
uber  Umkehrphasen-Hochleistungsflussigkeitschromatographie ~ (RP-HPLC)  weiter
aufgetrennt  (Gurley et al,  1983). Hierzu  wurden  die  hydrophilen
Interaktionschromatographie-Puffer A (3.7.4) und B (3.7.5) sowie der Lagerungspuffer
(3.7.6) an einen Umkehrphasenchromatographen (GE Healthcare) angeschlossen. Durch
Saureextraktion gewonnene Histone (4.2.1) wurden dann in 500pl H204est. Suspendiert, in
eine luftfreie Hamilton-Spritze aufgenommen und in dieser mit dem Chromatographen
verbunden. Durch Kombination der HILIC Puffer A und B erzeugte das
Chromatographiesystem ein Gemisch aus Acetonitril und Trifluoressigsaure mit
ansteigendem Acetonitril-Gradienten, welches als mobile Phase diente. Hierbei wurden die
Histone uber polare Wechselwirkungen mit stationaren und mobilen Phasen an einer
Jupiter-Trennsaule (Phenomex) separiert. Durch kontinuierliche Messung der UV-
Absorption wurden die Konzentrationen der aufgetrennten Proteine und somit deren
Fraktionen bestimmt. Dabei wurden die Histone uber den kontinuierlichen Wechsel der
Probengefalle uber die Zeit in unterschiedliche Fraktionen separiert. Die unterschiedlichen
Histonsubtypen-Fraktionen wurden dann gemaR ihrer Peakmuster und Reihenfolge
identifiziert, die entsprechenden Probengefalle jeweils in eine Histonsubtyp-Fraktion

zusammengefuhrt und beschriftet. Zur weiteren Verwendung wurden die Histonfraktionen
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dann in einem Vakuumkonzentrator (Eppendorf) vom verbliebenen Acetonitril befreit, in

H204est. aufgenommen, aliqoutiert und bei -80° C gelagert.

4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) dient primar der Vermehrung, aber auch der
Veranderung von DNA wie unter 4.3.3.1 beschrieben. Hierbei lagern sich kurze
einzelstrangige DNA-Fragmente, sogenannte Primer, an die zu vervielfaltigende DNA-
Sequenz an. Unter Zugabe von Desoxyribonukleotidtriphosphaten (dNTPs), eines
hitzestabilen DNA-Polymeraseenzyms sowie eines Puffers werden DNA-Einzelstrange
unter Durchlaufen verschiedener Temperaturen in einem sogenannten Thermocycler zu
DNA-Doppelstrangen repliziert. Die Temperaturprofile sind abhangig von der
Fragestellung und der sogenannten Schmelztemperatur der verwendeten Primer. Hierbei
handelt es sich um jene Temperatur, bei der die Halfte der Primermolekule mit der DNA-
Matrize hybridisiert vorliegen. MaRgeblich fur die Schmelztemperatur sind die Lange des
Primers und der Anteil der enthaltenen Nukleotidbasen Cytosin und Guanin (GC-Anteil).
Bei den in dieser Arbeit verwendeten Primern (3.10) wurde bewusst ein ahnlicher
Schmelzpunkt gewahlt, um diese parallel einsetzen zu konnen. Die Parameter dieser PCR-
Reaktionen sind in Tabelle 4-3 aufgefuhrt. Etwaige in speziellen Fragestellungen hiervon

abweichende Spezifikationen sind bei der jeweiligen Methode separat aufgelistet.

Zusammensetzung Volumen

DNA-Matrize Tpl
Forward-Primer Tl
Reverse-Primer Tyl
dNTP-Mischung (10mM) 0,4pl

ThermoPol Reaktionspuffer 2ul

Tag-Polymerase 0,1pl

61



Methoden

H20 (nucleasenfrei) 14,5pl

Tabelle 4-2: Ansatz fiir PCR

Temperatur Dauer Phase
94°C 120s Initialisierung
94°C 30s Denaturierung
G
65°C 30s Primer-Anlagerung N
=
(D
72°C 20s Elongation >
72°C 300s Abschluss
4°C © Lagerung

Tabelle 4-3: PCR-Schritte mit Temperaturprofilen

4.3.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zum optischen Nachweis erfolgreicher Amplifikation mittels PCR wurden linearisierte
DNA-Fragmente durch Gelelektophorese in 1% [w/v] Agarosegelen aufgetrennt, denen
500pg Ethidiumbromid je Gel zur Fragmentdetektion beigemischt worden war.
Nukleinsauren werden durch Ethidiumbromid interkaliert und fluoreszieren dann bei
Anregung mit UV-Licht (LePecq and Paoletti, 1967). Die zu untersuchenden DNA-
Fragmente wurden auf das Gel geladen und elektrophoretisch unter Anlage einer
elektrischen Spannung (120V, 20min) analog zu 4.2.2 aufgetrennt, mit TBE als Laufpuffer
der Elektrophorese. DNA wandert im Gel aufgrund ihrer negativen Ladung in Richtung der
Anode, wobei die Laufgeschwindigkeit abhangig von der jeweiligen DNA-Fragmentlange
ist (Peacock and Dingman, 1968). Um die Lauffront des Gels optisch zu markieren, wurde
den DNA-Proben ein Ladepuffer (0,25% [w/vl Bromphenol Blau + 0,25% [w/v] Xylen
Cyanol + 30% I[v/vl C3HsO3 in H20qest) zugegeben. Zusatzlich wurde ein DNA-Standard
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geladen, uber den die Langen der aufgetrennten DNA-Fragmente anhand ihrer Position im

Agarosegel bestimmt wurden.

4.3.3 Gezielte Herstellung von DNA in Bakterienzellen

Zur  Untersuchung von  Histonen mit der Fragestellung entsprechenden
Aminosaureaustauschen wurde fur diese codierende DNA in Bakterienzellen exprimiert.
Diese wurde spater durch transiente und stabile Transfektion in Saugetierzellen

eingebracht.

4.3.3.1 PCR-Mutagenese (Site-directed-mutagenesis)

Mittels einer speziellen PCR-basierten Methode wurde eine Punktmutation in ein Gen
eingebracht. Hierfur wurden kurze einzelstrangige DNA-Fragmente, sogenannte Primer
generiert, um die entsprechende Mutation in der PCR hervorzubringen. Zwei Primer
wurden dabei paarweise so entworfen, dass lhre Sequenz komplementar war zu der
Matrize des Plasmids, also der DNA-Region, die mutiert werden sollte. Eine Base wurde
jedoch unterschiedlich gewahlt gegenuber der ursprunglichen Sequenz der Matrize,
wodurch eine gezielte Punktmutation in den synthetisierten Tochterstrangen geschaffen
wurde (Hutchison et al., 1978). Die beschriebenen Primer wurden von Frau Dr. Antonia
Jack entworfen und kommerziell hergestellt (Sigma-Aldrich Chemie GmbH). Als DNA-
Matrizen dienten fur das Histon H3.1 codierende Gensequenzen, die in einen pIRESneo-
Vektor eingebracht worden waren (Zink et al., NAR, 2017). Die genauen Parameter der
PCR-Mutagenese sind abhangig vom verwendeten Primer und finden sich in Tabelle 4-5.
Zur Entfernung der Matrizen-Plasmide, welche die Punktmutation nicht enthielten, wurde
dem PCR-Ansatz das Restriktionsenzym Dpn1 hinzugefugt (90min, 37°C). Dieses Enzym
verdaut lediglich methylierte DNA, wie sie von Bakterien synthetisiert wird, somit auch
den verwendeten Vektor. In der PCR neu synthetisierte DNA trug keine Methylierung und
wurde daher auch nicht degradiert. Die so produzierte DNA wurde mittels Transformation
in Bakterien eingebracht (4.3.3.3), Plasmide aus selektionierten Klonen gewonnen und

kommerziell sequenziert (4.3.3.4).
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Zusammensetzung Volumen
DNA-Matrize Tl
Forward-Primer Tl
Reverse-Primer Tyl
dNTP-Mischung (10mM) 0,4pl
Phusion HF Puffer, 5x 4l
Phusion DNA-Polymerase 0,1pl

H>0 (nucleasenfrei) 11,64l

Tabelle 4-4: Ansatz fiir PCR-Mutagenese

Temperatur Dauer Phase

98°C 30s Initialisierung
98°C 30s Denaturierung
57°C 20s Primer- 3
N
Anlagerung =
s
68°C 165s Elongation
4°C 0 Lagerung

Tabelle 4-5: PCR-Mutagenese-Schritte mit Temperaturprofilen
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4.3.3.2 Kaultivierung von Bakterienzellen

Der Bakterienstamm ,,Comp. XL1-Blue”, der in dieser Arbeit verwendet wurde, gehort zur
Spezies Escherichia coli (E. coli) und kann sowohl auf festen als auch in flussigen Medien
angezuchtet werden. Bei E. coli handelt es sich um gram-negative, fakultativ anaerobe
Stabchenbakterien, welche der Familie ,Enterobacteriaceae” angehoren. Escherichia coli
konnen freie DNA in Form von Plasmiden aus ihrer Umwelt aufnehmen. Dies wird als
,horizontaler Gentransfer” bezeichnet und kann zur Transformation wie unter 4.3.3.3
beschrieben genutzt werden, um durch Plasmide mit Selektionsmarkern gezielt Proteine
rekombinant herzustellen (Hanahan et al., 1991). Zur Selektion erfolgreich transformierten
Bakterien wurde LB-Medium mit Antibiotikalosung (Ampicillin 5pg/ml, Chloramphenicol
3,4 pg/ml & Kanamycin 5pg/ml) verwendet, das durch Zugabe von 1,5% [w/v] Bacto-Agar
aushartete. Diese Agarplatten wurden bei 4°C gelagert und mittels eines sterilisierten
Trigalskispatels mit jeweils 100pl Bakteriensuspension gleichmaBig beimpft. Danach

wurden die Agarplatten mit dem Deckel nach unten uber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.3.3.3 Transformation von chemisch kompetenten Bakterienstammen

Bakterien des Stammes ,Comp. XL1-Blue” sind, wie unter 4.3.3.2 beschrieben, in der
Lage freie DNA aufzunehmen. Hierfir wurden 60pul der ,,Comp. XL1-Blue” mit 5pl der
gemald 4.3.3.1 erzeugten DNA vermischt (30min, 4°C), zur Aktivierung einem Hitzeschock
zur Aufnahme der Plasmid-DNA ausgesetzt (90sec, 42°C) und dann sofort auf Eis gelagert.
Nun wurde dem Ansatz 200ul LV-Medium hinzugefugt und die Bakterien zur Vermehrung
inkubiert (60min, 37°C). SchlieBlich wurden die ,Comp. XL1-Blue” gemaR 4.3.3.2
ausgesat und erfolgreich transformierte Bakterien durch die im Vektor enthaltene

Ampicillinresistenz selektioniert.

4.3.3.4 DNA-Aufreinigung

Eine wie unter 4.3.3.3 beschrieben erzeugte Bakterienkolonie wurde von der Agarplatte
aufgenommen und in 5ml LB-Medium mit Ampicillin unter Schutteln mit 200rpm inkubiert
(U.N., 37°C). Unter Verwendung des Promega Wizard® Miniprep Systems wurde, gemaf3
den Angaben des Herstellers, mittels alkalischer Lyse der Zellen mit anschlieBender
Fallung von genomischer DNA und Proteinen die Plasmid-DNA isoliert (Birnboim and

Doly, 1979). Samtliche vorhandene RNA wurde durch Zusatz von RNaseA abgebaut und
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die verbleibende Plasmid-DNA wurde zur Qualitatskontrolle sequenziert (Sigma Eurofins
MWG). Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde photometrisch durch ein NanoDrop-
System (peQLab Biotechnologie) ermittelt und die Proben dann bei -20°C aufbewahrt.

4.3.4 Stabile Transfektion von HeLa-Zellen

Um die gemaR 4.3.2 erzeugte DNA in Hela-Zellen zu transferieren und stabil zu
exprimieren, wurden Hela-Zellen, wie unter 4.1.1.1 beschrieben, in 6-Loch-
Gewebekulturplatten ausgesat und bei Erreichen von ca. 80% Konfluenz transfiziert. Dafur
wurde je Ansatz eine Transfektions-Suspension (1pg Plasmid, 6yl FuGENE HD
Transfection Reagent und 100ul Opti-MEM-Medium) angesetzt und inkubiert (15min, RT).
Dann wurde das Zellmedium entfernt, die Transfektions-Suspension hinzugefugt und die
Zellen gemaR 4.1.1.1 U.N. inkubiert. Nach 24h wurde die Suspension entfernt, um bei den
Zellen mittels Neomycin-haltigem Mediums (Neomycin-Konzentration: 600ug/ml) Uber
zwei Wochen durch einen Selektionsdruck eine stabile Expression der Konstrukte zu

erzielen.

4.3.5 Transiente Transfektion von HelLa-Zellen

Um die gemal 4.3.3.1 erzeugte DNA in HelLa-Zellen zu transferieren, wurden diese, wie
unter 4.1.1.1 beschrieben, in 10cm Kulturplatten ausgesat und bei Erreichen von ca. 80%
Konfluenz transfiziert. Dafur wurde je Ansatz eine Transfektions-Suspension (10pl Plasmid,
15ul FUGENE HD Transfection Reagent und 475pl Opti-MEM-Medium) angesetzt, durch
kurzes Schutteln vermischt und dann inkubiert (15min, RT). Danach wurde die
Transfektions-Suspension den Kulturschalen, tropfenweise unter leichtem Schwenken,
hinzugefugt und je nach Fragestellung, meist fur 48h, inkubiert, bevor die Zellen gemal

4.1.1 geerntet wurden.

4.3.6 Transfektionen mit siRNA

Zur gezielten Reduktion von Genprodukten auf mRNA-Ebene wurde die RNA-Interferenz
(RNAI) Technik genutzt. Kurze (21nt) doppelstrangige RNA-Fragmente, sogenannte small
interfering RNAs (siRNAs), wurden hierzu in die Zielzellen eingeschleust. Endonukleasen
wurden dadurch angeregt, die zur siRNA komplementare zelleigene mRNA zu

zerschneiden [92]. Hierdurch entstehen neue siRNA-Fragmente, wodurch sich dieser
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Vorgang selbst verstarkt. siRNAs gegen unterschiedliche Histonmethyltransferasen
wurden durch Frau Dr. A. Jack konstruiert, mittels einer BLAST-Suche auf ihre
Sequenzspezifitat hin Uberpruft und kommerziell erstellt (Sigma Eurofins MWG). Unter 3.8
finden sich alle verwendeten siRNAs tabellarisch aufgelistet. Um Hela-Zellen mit siRNA
zu transfizieren, wurden diese, wie unter 4.1.1.1 beschrieben, in unterschiedlichen
KulturgefaBe, je nach benotigter Zellmenge, ausgesat und bei Erreichen von ca. 80%
Konfluenz transfiziert. Die Zusammensetzung der Transfektionsansatze gemal Kulturgefald
sind in Tabelle 4-5 aufgefuhrt. Hierfur wurde Oligofectamin mit OPTIMEM in einem
Eppendorfrohrchen vermischt und dann inkubiert (5min, RT). siRNA wurde in Wasser
gelost, in dem durch Zugabe von Diethyldicarbonat (DEPC) RNasen deaktiviert wurden.
Alle Bestandteile wurden dann zusammengefuhrt und inkubiert (20min, RT). Diese
Suspension wurde dann den Zellen zusammen mit Start-Medium (DMEM + Glutamax)
hinzugefugt und inkubiert (4,5h, 37°C). AbschlieBend wurde Zusatz-Medium (DMEM +
Glutamax + FCS 30%) hinzugefugt und die Zellen bis zur Ernte im Inkubator bei 37°C

gelagert.

Kulturgefa i Oligofect Optimem Start- Zusatz-
-amine Medium Medium

24-Loch Platte  10pg in 2,5u1 40yl 2pl 5,5pl 200yl 125pl

6-Loch Platte  40pg in 10 pl  175pl 4yl 11l 800yl 500l

10cm Schale 200pg in 10 pl | 840 pl  40pl 110 4ml 2,5ml

Tabelle 4-6: Transfektions-Suspensionen

Bei Transfektionen mit zwei siRNAs wurde von jeder siRNA-Ldsung jeweils die halbe Menge eingesetzt.

4.3.7 mRNA-Expressionsanalyse

Zur Untersuchung der Effekte der RNA-Interferenz wurde nach entsprechender
Behandlung (4.3.6) die Konzentration unterschiedlicher mRNAs durch nachfolgendes

Vorgehen bestimmt.
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4.3.7.1 RNA-Extraktion

Unter Verwendung des RNeasy mini kits (QIAGEN) wurde gemald Herstellerangaben
Gesamt-RNA aus Zellextrakten (4.1.1) isoliert. Verunreinigungen mit genomischer DNA

wurden durch DNase-Verdau mittels RNAse-free DNase abgebaut.

4.3.7.2 cDNA-Synthese

Gewonnene RNA wurde mithilfe eines ProtoScript M-MuLV 15t Strand cDNA Synthesis Kit
(New England Biolabs) entsprechend den Herstellangaben in cDNA umgeschrieben. Die
erfolgreiche Synthese wurde durch Amplifikation einer GAPDH-Kontrolle mittels PCR
(4.3.1) und anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese (4.3.2) uberpruft. Im Anschluss
wurde die cDNA bei -80°C eingelagert.

4.3.7.3 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qPCR)

Mittels der relativen Quantifizierung kann die Expression eines Gens im Verhaltnis zu
Referenzgenen analysiert werden, wenn hierfur, wie unter 4.3.7.1und 4.3.7.2 beschrieben,
gewonnene cDNA analysiert wird. Das hierfur verwendete LightCycler Instrument (Roche
Diagnostics) ist ein an einen PC angeschlossener Thermocycler mit einer Fluorimeteroptik
und ermoglicht eine quantitative Echtzeitmessung der zyklisch entstehenden DNA-
Produkte im geschlossenen System. Die anfallenden PCR-Produkte wurden durch einen
fluoreszierenden Farbstoff, SYBR Green (Roche Diagnostics), markiert und so uber die
Fluorimeteroptik in Echtzeit gemessen. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur
die gPCR ist in Tabelle 4-7 und die Einstellungen des Thermocyclers in Tabelle 4-3
angegeben. Alle Reaktionen wurden in drei technischen Replikaten jedes Primerpaars
gemessen. Im Anschluss jeder gPCR wurde eine Schmelzkurvenanalytik durchgefuhrt, um
unspezifische Reaktionen zu identifizieren. Die gewonnen Daten wurden mittels der
LightCycler 480 Software unter Normalisierung gegen die Aktivitat der parallel
bestimmten Haushaltsgene HMBS und HPRT1 analysiert.

Zusammensetzung Volumen

cDNA-Matrize 0,6ul
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Forward-Primer 0,75pl
Reverse-Primer 0,75pl
FastStart DNA Master SYBR Green | 7,5pl
DEPC-H20 5,4pl

Tabelle 4-7: Ansatz fiir qPCR

Temperatur Dauer Phase
95°C 120s Initialisierung
95°C 10s Denaturierung
&
65°C 10s Primer-Anlagerung N
=
(D
72°C 10s Elongation >
95°C 5s Denaturierung
65°C 60s Primer-Anlagerung
o
A +2,5°C 60s Schmelzkurvenanalyse ;’:
)
>

Tabelle 4-8: gPCR-Schritte mit Temperaturprofilen
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5. Ergebnisse

5.1  G9a vermittelt die Monomethylierung von H3K9 und H3K56 in embryonalen

Stammzellen der Maus

Zum Zeitpunkt der Forschung, die im Rahmen dieser Promotionsarbeit erfolgte, war
bereits bekannt, dass die Histonmethyltransferase G9a (EHMT2/ KMT1C) die Mono- und
Dimethylierung von H3K9 katalysiert (Collins et al., 2008), jedoch nicht, ob diese ebenfalls
fiir die Methylierung von H3K56 verantwortlich ist. Aufgrund der Ahnlichkeit im Motiv der
Primarsequenz (KST), lag diese Annahme nahe, weshalb hierzu Untersuchungen angestellt
wurden. Als Grundlage der Experimente dienten Stamme embryonaler Stammzellen (mES)
der Maus, die einen homozygoten Knockout des Gens fiir G9a (G9a”) aufweisen sowie
entsprechende Wildtyp-Zellen. Falls das Enzym G9a eine KMT fur H3K56me1 darstellt,
sollte in diesen Zellen aufgrund des Knockouts die Histonmethylierung von H3 an Position
56 im Vergleich mit den Wildtyp-Zellen verringert sein. Diese These wurde im Folgenden

untersucht.

5.1.1 Verringerte Methylierung von H3K9 und H3K56 in G9a”- mES Zellen

Um einerseits die bereits beschriebene Funktion von G9a als KMT von H3K9 als
Positivkontrolle zu demonstrieren und andererseits die Funktion des Enzyms in Bezug auf
H3K56 zu untersuchen, wurden Histone aus WT und G9a’”> mES Zellen durch
Saureextraktion gewonnen. In vier Ansatzen wurde jeweils eine Probe der WT- und G9a”-
Histone auf einem 15 % SDS-Page elektrophoretisch aufgetrennt und auf PVDF-
Membranen Ubertragen. Diese wurden jeweils mit einem der folgenden Antikorper
inkubiert: a-H3K9me1, o-H3K9me2, a-H3K56me1 und o-H3K56me2 und anschliefend
entwickelt. In den entsprechenden Blots zeigte sich ein schwacheres Signal in allen
Banden der Histone der G9a” mES Zellen im Vergleich mit den Signalbanden der Histone
der WT mES Zellen (Abbildung 5-1A). Um zu untersuchen, ob dieser Effekt auf
unterschiedliche Lademengen an Histonen zuruckzufuhren ist, wurden die Antikorper von
den Membranen entfernt und diese erneut mit einer Antikorperlosung inkubiert, die gegen
a-H3 gerichtet ist. Hierbei zeigte sich in den zuvor gegen a-H3K9me2 und a-H3K56me2
inkubierten Membranen ein verstarktes Hintergrundsignal, wobei die Banden weiter klar

erkennbar sind. In der Detektion zeigte sich ein etwas geringeres Signal bei den Banden
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der G9a” mES-Histonen, was auf nicht ganz ausgeglichene Lademengen schlieBen lasst,
jedoch nicht ausgepragt genug erscheint, um ausschlieflich fur die Signal-Unterschiede in
der vorherigen Entwicklung verantwortlich zu sein, insbesondere bei der H3K56-
Methylierung. (Abbildung 5-1B).

A

o-H3K9mel1 o-H3K9me2 o-H3K56me1l oa-H3K56me2

/ WT G9a” WT G9a* WT G9a” WT G9a”

15 kDa- g =)

!

e

a-

10 kDa-

WT G9a” WT G9a” WT G9a” WT G9a”

oa-H3

Abbildung 5-1: Verringerter Antikérpernachweis von Histonmethylierung in G9a” mES Zellen

Westernblot Analyse, nach elektrophoretischer Auftrennung auf einem 15% SDS-Gel, von Histonen aus
embryonalen Stammzellen der Maus mit Wildtyp (WT) sowie homozygotem Knockout des Gens fiir G9a (G9a
”) im Vergleich. Die Blottingmembran wurde an den gestrichelten Linien geschnitten. Das Molekulargewicht
wurde Uber das Auftragen eines bekannten Protein-GréBenstandards ermittelt (nicht abgebildet). (A): Die
Detektion erfolgte mit Antikérpern gegen a-H3K9me1, a-H3K9me2, a-H3K56me1 und a-H3K56me2 wie in
der Uberschrift angegeben. (B): Kontrolle der Lademengen mit einem Antikérper gegen a-H3 nach

Entfernung der zuvor verwendeten Antikérper von der Membran.
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5.1.2 Nachweis der Isolierung von H3 aus Wildtyp- und G9a” mES Zellen mittels

Saulenchromatographie

Da bei den verwendeten Antikorpern Hinweise auf Kreuzreaktivitat bestanden, sollten die
zu untersuchenden Histone weiter aufgereinigt werden. Zudem sollte bestimmt werden,
ob sich das Methylierungsmuster verschiedener Histonvarianten voneinander unterschied.
Hierfur wurde eine lIsolation dieser durch ,Reversed phase-high performance liquid
chromatography” (RP-HPLC) durchgefiihrt (Gurley et al., 1983). Zunachst wurden durch
Saureextraktion aus mES Zellen erneut WT-Histone sowie G9a” -Histone gewonnen (siehe
5.2.1). Diese wurden dann in einer RP-HPLC weiter aufgetrennt. Das Histon H3 lasst sich
in zwei aus der Literatur bekannte typische Fraktionen separieren, die sich im UV214-
Absorptions -Chromatogramm in Form zweier Gipfel darstellen und von denen der erste
und groBere H3.2— und H3.3 enthalt und der folgende kleinere Gipfel H3.1 enthalt (Hake et
al.,, 2006). Diese Gipfel lieBen sich wie erwartet auch im Chromatogramm der
durchgefuhrten Saulenchromatographie eindeutig nachvollziehen (Abbildung 5-2). Die
hierbei maschinell gewonnen Fraktionen wurden anhand ihrer Zugehorigkeit zu einer
bestimmtem Histonvariante entsprechend dem Chromatogramm zusammengefuhrt, sodass
sich insgesamt vier Proben ergaben. Diese enthielten: WT H3.1, WT H3.2+H3.3, G9a” H3.1
und G9a” H3.2+H3.3. Zur Verifikation der Auftrennung der Histonvarianten wurden die
Histonproben in jeweils einfacher und doppelter Lademenge auf einem 15%-igen SDS-
Page elektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschluss erfolgte eine Coomassie-Farbung zur
Proteindetektion. Hierbei liel sich wie erwartet, jeweils lediglich eine einzige Bande mit
einer H3 entsprechenden Masse von etwa 16 kDa nachweisen, weshalb eine erfolgreiche
Extraktion der gewunschten Histone angenommen wurde. Die so gewonnenen Proben

wurden aliquotiert, gefriergetrocknet und bei -80° C fur weitere Untersuchungen gelagert.
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Abbildung 5-2: Isolierung von Histonvarianten aus G9a”-mES und WT-mES durch RP-HPLC
Chromatogrammausschnitt nach Isolierung unterschiedlicher Histonvarianten aus mES Zellen. Abszisse:
Auftrennung der Proteine gemal8 Retention lber die Zeit (schwarz) und korrespondierend die spezifischen
Probengefdlse, in welche die Proteinfraktionen separiert wurden (rot). Ordinate: Proteinkonzentration
bestimmt durch UV-Absorption (blau); Histonvarianten-Fraktionen gemaf3 ihrer Peakmuster und Reihenfolge
beschriftet (blau). (A): Histone aus WT-mES Zellen mit typischem Verteilungsmuster; (C): Histone aus G9a”"-
mES Zellen mit typischem Verteilungsmuster. (B) & (D): VergréBerte Ausschnitte aus (A) & (C) in dem rote
Linien Grenzen der jeweils zu einem Peak gehdrenden ProbengefiBe, die fiir weitere Analysen

zusammengefihrt wurden (hellblau).
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5.1.3 Verlust der Monomethylierung von K9 & K56 in Histonvarianten H3.2 & H3.3
bei G9a-/- mES Zellen

Zur Beantwortung der Fragestellung, ob sich der Methylierungsgrad der unterschiedlichen
H3-Varianten unterscheidet, wurden die uber RP-HPLC gewonnenen Proben mittels
Western Blot durch Nah-Infrarot-Fluoreszenzdetektion weiter untersucht. Hierzu wurden
Teile der Histonproben in H;04q resuspendiert und uber zwei 15 % SDS-Gele
elektrophoretisch aufgetrennt. Von diesen erfolgte die Ubertragung auf zwei
Nitrozellulose-Membranen und die anschlieBende Inkubation mit zwei unterschiedlichen
Antikorperlosungen. Eine Antikorperlosung enthielt a-H3K9me wund die andere
Antikorperlosung a-H3K56me1, jeweils aus Kaninchenserum gewonnen. Beide
Antikorperlosungen enthielten zusatzlich auch o-H3 aus Rattenserum. Die sekundare
Inkubation erfolgte mit zwei Antikorpern unterschiedlicher Fluoreszenzspektren, die sich
jeweils gegen den FC-Teil der Kaninchen- und Rattenantikorper richten. So war es
moglich, gleichzeitig uber das Signal von a-H3 eine Lademengenkontrolle zu gewinnen
und auch uber die Signalintensitat des zweiten Lichtspektrums Informationen zu den
Histonmethylierungen H3K9me1 und H3K56me1 zu erhalten. Es zeigte sich, dass fur H3.1
bereits in WT-mES Zellen fur K9 nur eine minimale und fur K56 keine Methylierung
nachweisbar war. Im Kontrast hierzu lief3 sich bei den Varianten H3.2 und H3.3 sowohl an
Position K9 als auch K56 in WT-mES Zellen eine Monomethylierung detektieren, die in
den Histonen der G9a’-mES Zellen fehlte (Abbildung 5-3). Das stiitzte die Hypothese,
dass es sich bei dem Enzym G9a um eine Histonmethyltransferase handelt, die zusatzlich
zur bekannten Methylierung von H3K9 auch die H3K56-Monomethylierung katalysiert und

hierbei in mES Zellen die Histonvarianten H3.2 & H3.3 zu bevorzugen scheint.
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Abbildung 5-3: Verlust der Monomethylierung von K9 & K56 in Histonvarianten H3.2 & H3.3 bei G9a-/-
mES Zellen

Westernblot Analyse mittels Nah-Infrarot-Fluoreszenzdetektion, nach elektrophoretischer Auftrennung auf
einem 15% SDS-Gel von Histonvarianten aus mES Zellen. (WT): Histonvarianten aus Wildtyp mES Zellen;
(G9a”): Histonvarianten aus mES Zellen mit Knockout des Gens fiir G9a; Das Molekulargewicht wurde (iber
das Auftragen eines bekannten Protein-GréSenstandards ermittelt (nicht abgebildet). (A): Verlust des Signals
fir H3K9me1 in allen Histonvarianten aus G9a”-mES Zellen insbesondere fir H3.2 & H3.3. (B): H3K56me1
in WT-mES Zellen lediglich in den Histonvarianten H3.2 & H.3.3 nachweisbar. Es zeigt sich ein Verlust des
Signals fiir a-H3K56me1 in H3.2 & H3.3 fiir G9a”-mES.

5.2  Antikorper gegen Methylierungen von H3K9 & H3K56 zeigen unterschiedliche
Spezifitaten

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, an der Methylierung von Lysinresten des Histons H3
beteiligte Enzyme zu identifizieren. Zur Untersuchung der Methylierung von H3K56 und
H3K9 im Vergleich wird fur diverse Methoden auf entsprechende Antikorper zum

Nachweis zuruckgegriffen, weshalb diese naher auf ihre Eignung untersucht wurden.

5.2.1 Nachweis hochgradiger Spezifitat des Antikorpers gegen H3K56me3

Ein von unserer Arbeitsgruppe kommerziell in Auftrag gegebener polyklonaler Antikorper
gegen H3K56me3 wurde in mehreren Experimenten von Frau Dr. A. Jack auf seine
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Spezifitat hin untersucht. Der Antikorper wurde hierzu in getrennten Ansatzen mit
synthetisch hergestellten Histon H3 Peptiden unterschiedlicher Methylierungsgrade
inkubiert. In einem zweiten Schritt wurde dann die Antikorperlosung jeweils in einem
Immunofluoreszenz- (IF) und Westernblot-Ansatz (WB), die jeweils Histone mit dem zu
bindenden Epitop H3K56me3 enthielten, inkubiert. Falls bereits in der ersten Inkubation
eine Bindung an die synthetischen Peptide erfolgte, sollten alle Bindungsstellen der
Antikorper besetzt sein und in der folgenden IF bzw. WB kein Signal nachweisbar sein.
Falls jedoch keine Bindung an das synthetische Peptid erfolgt ist, sollte in der IF bzw. WB
eine Erkennung des Epitops erfolgen und somit ein Signal detektierbar sein. Als
Negativkontrolle im Westernblot-Ansatz wurden zudem Rekombinante Histon H3 Proteine
verwendet, die keine (Tri-)Methylierung aufweisen. Hier zeigte sich lediglich eine
Signalausloschung durch eine vorherige Inkubation mit H3K56me3-Peptid, was fur eine
hochgradige Spezifitat des Antikorpers spricht. (Abbildung 5-4A) Dieses Ergebnis
bestatigte sich auch in der Immunfloureszenz von Hela-Zellen, wo sich ebenfalls nach
vorheriger Inkubation mit H3K56me3-Peptid ein Signalruckgang in der zweiten Inkubation
zeigte. (Abbildung 5-4B) In einem Spot Blot wurden sowohl Sensitivitat als auch Spezifitat
des Antikorpers weiter untersucht, indem unterschiedliche Mengen verschiedener Histon
H3-Peptide auf eine Blotting-Membran aufgebracht wurden. Nach der Inkubation mit a-
H3K56me3 liel sich fur das H3K56me3 Peptid ab einer Proteinmenge von 50 ng ein klares
Signal detektieren sowie ein deutlich schwacheres Signal fur H3K56me2 ab einer
Proteinmenge von 200 ng. (Abbildung 5-4C) Somit zeigte sich in den Experimenten eine

hohe Sensitivitat und Spezifitat des untersuchten Antikorpers.
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Abbildung 5-4: Nachweis der Spezifitit des Antikorpers gegen a-H3K56me3

(A) WB-Analyse nach ,, Peptide Competition Assay”. Im Anschluss an die Inkubation des Antikérpers gegen a-
H3K56me3 mit unterschiedlichen Peptiden. Wie in der oberen Spalte jeweils angegeben, wurde
Antikérperlésung gegen a-H3K56me3 mit sdureextrahierten Histonen von WT HelLa-Zellen auf einem WB
inkubiert (H). Als Negativkontrolle dienten rekombinant hergestellte Histone, die keine Modifikationen
aufweisen (R). Zum Nachweis gleichmaBiger Lademengen diente eine Farbung mit Ponceauldsung (unten).
(B) IF-Analyse von Hela-Zellen, angefarbt durch Antikérper gegen a-H3K56me3 nachdem dieser in einem
. Peptide Competition Assay” mit unterschiedlichen Peptiden wie oben angegeben inkubiert worden war. Die
Farbung der DNA erfolgte mit DAPI (blau) und von H3K56me3 mit dem Antikérper a-H3K56me3 als
Markerprotein (grun). (C) Spot-Blot unterschiedlicher H3 Peptide, wie oben angegeben, in steigender
Konzentration, wie links angegeben. Inkubiert mit Antikorper gegen a-H3K56me3. (Quelle: Dr. A. Jack;.(Jack
etal., 2013a))
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5.2.2 Befriedigender Spezifitatsnachweis des Antikorpers gegen H3K56me1

Um auch die Eigenschaften des kommerziell erhaltlichen Antikorpers gegen H3K56me1 zu
untersuchen, wurde dieser gegen das Epitop H3K56me1 in einem , Peptide Competition”
sowie ,Peptide-Array” Experiment durch Frau Dr. A. Jack auf seine Antigenspezifitat
getestet. Hierzu wurden analog zu 5.2.1 Ansatze von Antikorperlosung mit
unterschiedlichen synthetisch hergestellten Peptiden inkubiert, gefolgt von einer zweiten
Inkubation in jeweils einem Immunofluoreszenz- sowie Westernblot- Ansatz, die beide das
zu bindende Epitop H3K56me1 enthielten. Im Westernblot zeigte sich nach Inkubation mit
synthetischem H3(53-54)K56me1 eine beinahe vollstandige Signalausloschung in
saureextrahierten Hela-Zell Histonen. Die Ansatze welche mit H3(53-54)K56-
unmodifiziert und H3(1-13)K9me1 vorinkubiert worden waren, zeigten keinen Ruckgang
der Signalintensitat im WB, was insgesamt auf eine gute Spezifitat schlieBen lasst. Als
Negativkontrolle diente eine Inkubation ohne Peptid vor WB (Abbildung 5-5A). In der
Immunfloureszenz von Hela-Zellen zeigte sich konkordant zum WB eine
Signalabschwachung im entsprechenden Kanal bei den Zellen, deren Antikorperansatz
zunachst mit synthetischem H3K56me1 inkubiert worden war. In den Farbungen der
Ansatze, die mit anderen Peptiden vorinkubiert worden waren, zeigte sich kein
Unterschied im Antikorperfluoreszenz-Signal gegenuber der Kontrollgruppe, die ohne
Peptid inkubiert worden war (Abbildung 5-5B). Eine starker blaulichere Farbung des
~Merge”-Kanals im Ansatz von H3K56(unmodifiziert) ist bei naherer Betrachtung durch
ein vergleichsweise starkeres DAPI Signal und nicht eine verminderte Farbung mit o-
H3K56me1 hervorgerufen. Es bestatigte sich somit auch in der Immunfluoreszenz die
Spezifitat des getesteten Antikorpers.

Zur weiteren Untersuchung der Antikorperspezifitat erfolge durch Frau Dr. A. Jack zudem
ein , Peptide-Microarray”-Experiment, in dem unterschiedliche Peptide aus dem Histon H3
mit Monomethylierung an definierten Positionen auf eine ,,Chip-Platte” aufgetragen
wurden. Diese wurde anschlieBend mit einer Losung des getesteten Antikorpers inkubiert,
gewaschen und mit einem sekundaren Fluoreszenz gekoppelten Antikorper, der gegen den
Fc-Teil des primaren Antikorpers gerichtet ist, erneut inkubiert. Durch Auslesen des
Fluoreszenzsignals konnte so bestimmt werden, an welchen Positionen und somit Peptiden
der primare, zu untersuchende Antikorper gebunden hatte. Es zeigte sich die hochste
Signalintensitat bei den gewunschten Epitopen H3(53-54)K56me1 und H3(50-61)K56meT,
jedoch auch Kreuzaktivitat mit anderen Epitopen, insbesondere H3(72-84)K79me1;T80P,
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H3(58-70)Ké64mel, H3(1-13)K9me1 und H3(116-128)K122me, die jedoch schwacher
ausfiel (Abbildung 5-5C).

A Kein ! K56 iKS6mel K9meT B DAPI a-H3K56me1 Merge
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Abbildung 5-5: Untersuchung der Spezifitit des Antikérpers gegen a-H3K56me1 anhand von ,,Peptide-
Competition”- und ,, Peptide-Chip“-Experimenten

(A) WB-Analyse nach ,, Peptide Competition Assay” von Histonen aus WT Hela-Zellen (1) und rekombinanten
Histonen (2). Nach Inkubation des Antikorpers gegen a-H3K56me1 mit unterschiedlichen Peptiden, wie in
der oberen Spalte jeweils angegeben, wurde die Antikorperlosung mit sdaureextrahierten Histonen von WT
HeLa-Zellen auf einem WB inkubiert. Als Negativkontrolle dienten rekombinant hergestellte Histone, die
keine Modifikationen aufweisen. Zum Nachweis gleichmaBiger Lademengen diente eine Farbung mit
Ponceaulosung. (B) IF-Analyse von HelLa-Zellen angefarbt durch Antikérper gegen a-H3K56me1 nachdem
dieser in einem , Peptide Competition Assay” mit unterschiedlichen Peptiden, wie in der linken Spalte
angegeben, inkubiert worden war. Die Farbung der DNA erfolgte mit DAPI (blau) und von H3K56me1 mit
dem Antikérper a-H3K56me1 als Markerprotein (rot). (C) Peptide-Mikroarray-Analyse neun verschiedener
monomethylierter Peptide entsprechend bekannter Histonmonomethylierungen von H3 mit Detektion durch
den untersuchten Antikorper gegen a-H3K56mel. Zielstruktur (Epitope von H3K56me1) in Rot dargestellt.

Abszissenachse: Getestete Peptide, Ordinatenachse: Gemessene Signalintensitat. (Quelle: Dr. A. Jack).

Somit liel sich eine insgesamt befriedigende, wenn auch nicht optimale Spezifitat des
verwendeten Antikorpers gegen o-H3K56me1 zeigen, weshalb im Rahmen dieser Arbeit
weitere Untersuchungen zur naheren Analyse der Antikorperspezifitat durchgefuhrt

wurden.

5.2.3 Hela-Zellen exprimieren exogene GFP-H3 Proteine nach Transfektion

Bei idealer Spezifitat der verwendeten Antikorper gegen Methylierungen von H3K9 und
H3K56 sollte es zu keiner Antigenerkennung kommen, wenn am Histon H3 an den
jeweiligen Positionen keine Methylmarke vorhanden ist. Um die Antikorperspezifitat zu
uberprufen, wurden daher Histone benaotigt, die frei von dieser Methylierung sind. Da die
posttranslationale Methylierung von Histonen lediglich an den Aminosaureresten von
Lysin und Arginin bekannt ist, wurden durch Transfektion Hela-Zellen generiert, die
exogen Histon H3 exprimierten, das entweder an Position 9, 56 oder beiden Positionen
Alanin anstelle von Lysin enthielt (Abbildung 5-6). Dies erfolgte Uber die Einbringung von
entsprechende Punktmutationen aufweisenden Genen in Plasmide, die durch PCR-
Mutagenese hergestellt wurden. Als Kontrolle dienten Plasmide fur kanonisches Histon
H3.1. Die Plasmide wurden zunachst in E. coli Bakterien transformiert und von diesen

vervielfaltigt, um dann in HelLa-Zellen transfiziert zu werden.
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Abbildung 5-6: Mutation von H3K9 zu H3A9
Um die Spezifitat der untersuchten Antikorper gegen H3K9me1&2 und H3K56me1&2 zu untersuchen,

wurden Gene fir Histon H3 dahingehend mutiert, dass an den Positionen 9 und 56 Lysin gegen Alanin
ausgetauscht sowie zur Erfolgskontrolle eine GFP-Sequenz eingebracht wurde (exemplarisch dargestellt
durch die Mutation an Position 9). Die mutierten Zellen sollten bei idealer Spezifitit durch die
entsprechenden Antikérper keine Bindung erfahren, da eine Methylierung an Alanin nicht méglich ist.
Modifiziert nach und mit freundlicher Genehmigung durch: Tarakhovsky A (2010). Tools and landscapes of
epigenetics. Nat Immunol. 2010 Jul;11(7):565-8., copyright (2010)

Als Markierung diente eine im Vektor enthaltene Sequenz, die fur GFP codiert, ein
sogenanntes GFP-Tag, welches N-terminal mit der Histonsequenz fusioniert wurde. Dies
erlaubte die Erkennung von erfolgreich transfizierten HelLa-Zellen uber deren durch GFP

vermittelte Fluoreszenz.

Die Bestimmung des  Anteils erfolgreich  transfizierter  Zellen  erfolgte
durchflusszytometrisch, nach Trypsinisierung und Suspension in Pufferlosung im Rahmen
der Passagierung. Die Erzeugung von stabil transfizierten Zelllinien war nicht erfolgreich.
Zwei Wochen nach Transfektion waren innerhalb der Kolonien keine Zellen mehr
vorhanden, bei denen sich ein GFP-Signal durchflusszytometrisch nachweisen lie. Daher
wurde zur weiteren Untersuchung auf transiente Transfektion zuruckgegriffen. In der
Auswertung der FACS-Daten wurde anhand von Wildtyp-Zellen ein Gate um die Population
der Zellen mit normaler Lichtstreuung definiert. Die Populationen dieser definierten Grof3e
und Granularitat wurden dann in den unterschiedlich transfizierten Zellgruppen auf ihre
Fluoreszenz hin untersucht. An den Daten der Wildtypzellen wurde ein weiteres Gate
gesetzt, um zwischen dem von den Zellen selbst emittierten Signal und dem GFP-Signal

der erfolgreich transfizierten Zellen zu differenzieren.
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Abbildung 5-7: Erfolgreiche Expression von GFP und GFP-Histon H3 Mutanten in transient
transfizierten HelLa-Zellen

Durchflusszytometrische Analyse von HelLa-Zellen 48 Stunden nach transienter Transfektion mit
unterschiedlichen Vektoren, wie jeweils in der Uberschrift angegeben. P1= Referenzpopulation anhand von
Wildtyp-Zellen ermittelt; P2= Subpopulation ohne GFP-Fluoreszenzsignal;, P3= Subpopulation mit GFP-
Fluoreszenzsignal. Fiir jede unterschiedlich transfizierte Zellgruppe ist jeweils in der linken Grafik das
Vorwartsstreulicht in der Abszissenachse und Seitwartsstreulicht in der Ordinatenachse aufgetragen und fur
jede registrierte Zelle ein Punkt eingezeichnet. Die mittlere Grafik zeigt Population P1, deren Signalintensitat
der Eigenfluoreszenz in der Abszissenachse aufgetragen ist, gegen die absolute Zellzahl in der
Ordinatenachse. Die rechte Tabelle zeigt die Zellzahlen der jeweiligen Populationen als prozentualen Anteil
aller Zellen (P1) sowie von P1 (P2 & P3).

Im Vergleich verschiedener Erntezeitpunkte wurde eine Transfektionsdauer von 48
Stunden als optimal identifiziert, mit Transfektionsraten von durchschnittlich 76,2 %, bei
einer Varianz von 64,8 % — 85,8 %. Als Negativkontrolle dienten Zellen, in denen die
Transfektion mit Leervektor durchgefuhrt wurde und, wie zu erwarten, kein GFP-Signal
detektierbar war. (siehe Abbildung 5-7).

Um eine zweite unabhangige Kontrolle der erfolgreichen Transfektion durch eine weitere
Methode, dem Westernblot, anzufertigen, wurden zunachst unterschiedliche Extrakte aus
einer der Zelllinien, die, wie beschrieben, GFP-gekoppeltes-H3.1 exprimieren, gewonnen.
Zudem sollte untersucht werden, in welchen Zellextraktionen die GFP-gekoppelten
Histone nachweisbar waren. Hierzu wurden die Zellen 48 Stunden nach Transfektion
geerntet und aus einem Drittel der Zellen durch Saureextraktion Histone gewonnen. Aus
einem weiteren Drittel der Zellen wurde, mittels eines Qproteome Nuclear Protein Kits
(QUIAGEN), die nuklearen Proteine extrahiert und aus dem verbleibenden Drittel der
Zellen Ganzzellextrakt gewonnen, um zu uberprufen, inwieweit die modifizierten Histone
in den jeweiligen Proteinextraktionen nachweisbar waren. Als Positivkontrolle dienten
Zellkernextrakte von Hela-Zellen, die exogen Histone der Variante H2A.Z exprimierten,
an die bereits nachgewiesen erfolgreich GFP gekoppelt worden war. (Bonisch and Hake,
2012). Als Negativkontrolle wurden Histone aus WT Hela-Zellen mittels Saureextraktion
gewonnen. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben uber ein 15% SDS-Page
wurden diese auf eine PVDF-Membran ubertragen und mit einem Antikorper gegen o-GFP
inkubiert. In der anschlieBenden Entwicklung zeigte sich ein positiver Antigennachweis in
allen drei Proteinextraktionen sowie der Positivkontrolle und kein Nachweis in der
Negativkontrolle, wie erwartet (Abbildung 5-8). Somit bestatigte sich auch im WB das
Ergebnis der FACS-Analyse, dass die transiente Transfektion der Hela-Zellen mit GFP-
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H3.1 primar erfolgreich war. Die markierten Histone lieBen sich somit immunologisch in
allen Extraktionen erfolgreich nachweisen, wobei die Histonproben, insbesondere die

Positivkontrolle, zusatzliche Banden aufwiesen.

GFP WT H3.1 H3.1 H3.1
Histone (c+) Histone (c-) NE GZE Histone

o-GFP

Abbildung 5-8: Immunologischer Nachweis von GFP in transient transfizierten Hela-Zellen
Westernblot Analyse nach elektrophoretischer Auftrennung von nuklearem Extrakt (NE), Ganzzellextrakt
(GZE) und Histonen auf einem 15% SDS-Gel aus transient transfizierten Hela-Zellen. GFP Histone (c+):
H2A.Z mit GFP-Markierung als Positivkontrolle; (c-): Histone von WT HelLa-Zellen als Negativkontrolle. Die
Detektion erfolgte mit Antikorper gegen a-GFP. Das Molekulargewicht wurde Uber das Auftragen eines

bekannten Protein-GroBenstandards ermittelt (nicht abgebildet).

5.2.4 o-H3K9me1 und a-H3K56me1 konnen Histone mit Punktmutation nicht

unterscheiden

Nun wurden aus den Zellstammen, die exogen GFP-gekoppeltes H3.1, H3K9A, H3K56A
und H3K9AKS56A exprimierten, durch Saureextraktion Histone gewonnen und auf einem
15% SDS-Page elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Kontrolle der Lademengen wurden
zuvor an einem weiteren 15% SDS-Page durch Coomassie-Farbung die relativen
Histonkonzentrationen der unterschiedlichen Losungen bestimmt. Die aufgetrennten
Proteine wurden vom SDS-Gel auf eine PVDF-Membran ubertragen und diese mit einem
Antikorper gegen o-GFP zur Kontrolle der Beladung inkubiert. Als Negativkontrolle
dienten Wildtyp-Histone von Zellen, die mit Leervektor transfiziert worden waren. Bei
allen erwarteten Proben, in deren Ursprungszellen GFP-codierende Sequenzen
eingebracht worden waren, zeigte sich ein Signal, das in der Negativkontrolle nicht
nachweisbar war (Abbildung 5-9A). Jedoch war nicht jeweils eine einzelne Fraktion mit
dem zu erwartenden Molekulargewicht von etwa 55 kDa detektierbar, sondern multiple

Fraktionen mit MolekulgroBen zwischen 40 kDa und 10 kDa. Diese multiplen Banden
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zeigten sich in allen Proben aufler der Negativkontrolle entsprechen jedoch keinem
typischen Muster von GFP-gekoppelten Histonproben.

Aus den gleichen Proben wurden Histone zur Untersuchung der Spezifitat der
verwendeten Antikorper gegen a-H3K9me1 und a-H3K56me1 auf zwei 15%-ige SDS-Page
Gele geladen und elektrophoretisch aufgetrennt. Es folgte die Ubertragung auf PVDF-
Membranen. Jeweils eine dieser Membranen wurde dann mit einer Antikorperlosung
gegen a-H3K9me1 und a-H3K56me1 inkubiert und danach entwickelt. In den Proben der
GFP-Histone, die eine Mutation im Bereich des Epitops aufwiesen, gegen die sich der
jeweilige Antikorper richtete, wurde ein Signalverlust an der Bande der mutierten Histone
lokalisiert und bei einer MolekulgroBe von etwa 50 kDa erwartet. Zusatzlich wurde in allen
Proben ein Signalnachweis durch das kanonische H3 bei einer MolekulgroBe von etwa 15
kDa vorhergesagt. Im Westernblot zeigte sich nach der Entwicklung jedoch in allen
Proben, unabhangig von der spezifischen Mutation der Histone, ein Antigennachweis, der
jedoch ebenfalls nicht bei der MolekulgroBe der mutierten GFP-Histone auftrat sondern im
Bereich von etwa 40 kDa, was nahelegt, dass diese durch dimerisierte Wildtyp-Histone
hervorgerufen wurde. Wie erwartet zeigte sich bei der MolekulgroBe endogener Histone
H3 etwas oberhalb von 15 kDa in allen Proben ein Signal. (Abbildung 5-9B & ().
Insgesamt legen die Ergebnisse den Schluss nahe, dass die Extraktion der GFP-
gekoppelten Histone nicht gelungen ist. Eine weitere Aufreinigung mittels GFP-Trap verlief
ebenfalls frustran (nicht gezeigt). In Ermangelung von Zeit fur eine Modifikation und
Wiederholung wurde die Untersuchung der Antikorpereigenschaften an dieser Stelle

beendet.
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Abbildung 5-9: Erfolglose Uberpriifung der Antikérperspezifititen von a-H3K9mel1 & H3K56me1
Westernblot Analysen nach elektrophoretischer Auf-trennung von Histonen auf einem 15% SDS-Gel aus
transient transfizierten Zellen mit unterschiedlichen Vektoren, wie in der Uberschrift angegeben. WT:
Histone von mit Leervektor transfizierten HelLa-Zellen als Negativkontrolle; Die erwarteten Positionen der
mit GFP markierten Histone sind durch einen Pfeil (=) markiert. Die Signalbanden der endogenen Histon H3
Proteine sind durch einen Stern (*) hervorgehoben. Das Molekulargewicht wurde lber das Auftragen eines
bekannten Protein-GréSenstandards ermittelt (nicht abgebildet). (A) Die Detektion erfolgte mit Antikérper
gegen a-GFP; (B) a-H3K9me1; oder C) a-H3K56me1

5.3 Identifikation von Methyltransferasen deren siRNA-Knockdown H3K56me3

verringert

Nachdem sich in den Voruntersuchungen der polyklonale Antikorper gegen H3K56me3 als
hochgradig spezifisch erwiesen hatte, wurde dieser verwendet, um zu untersuchen,
welche der eine SET-Domane enthaltenden Enzyme an der Trimethylierung von H3K56

beteiligt sind.
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5.3.1 Screening von 43 Kandidaten mittels siRNA-Knockdown zeigt vielfache
Abnahme des H3K56me3-Signals

In 43 identischen Ansatzen wurden Kulturen von Hela-Zellen mit siRNAs gegen jeweils
eine potenzielle KMT (siehe Tabelle 3-1) transfiziert, um so ein Knockdown der
entsprechenden Enzyme zu erreichen. Als Negativkontrolle diente siRNA gegen
Luciferase, einem Enzym, das in Hela Zellen nicht vorkommt. Die Ernte der Zellen
erfolgte 72 Stunden nach Transfektion, gefolgt von einer Saureextraktion der Histone.
Nach elektrophoretischer Auftrennung dieser uber 15%-ige SDS-PAGE, erfolgte die
Ubertragung auf Nitrocellulose-Membranen. Diese wurden mit Antikérperldsung
inkubiert, die a-H3K56me3 sowie a-H2A aus Kaninchenserum enthielt. Nach sekundarer
Inkubation mit einem fluoreszenzgekoppelten Antikorper erfolgte die Messung mittels
Nah-Infrarot-Fluoreszenzdetektion. Unterschiede in der Lademenge wurden gegen das a-
H2A Signal normalisiert (Abbildung 5-10). Es zeigte sich eine Signalreduktion in beinahe
allen Ansatzen, weshalb eine Eingrenzung auf Kandidaten mit einer Signalreduktion von >
50 % erfolgte, um von diesen unabhangige biologische Replikate zu erstellen und das
Ergebnis so zu verifizieren. Dies wurde auch fur ASHTL durchgefuhrt, dessen siRNA-
Knockdown beinahe keine Signalanderung erbracht hatte. Zusatzlich wurden fur alle
siRNAs, deren Knockdown eine starke Signalreduktion (> 25 %) gezeigt hatte, Primer

designt, um die Effizienz des Knockdowns zu messen.
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Abbildung 5-10: H3K56me3-Signalverlust von jeweils mehr als 50 % nach siRNA-Knockdown bei 22
Enzymen mit SET-Domane.

(A) Quantitative Westernblot Analyse der Signalstdarke von a-H3K56me3 aus Histonen von Hela-Zellen, die
mit unterschiedlichen siRNAs transfiziert wurden. Abszisse: Im jeweiligen Ansatz verwendete siRNA;
Ordinate: Signalintensitat von oa-H3K56me3 normalisiert gegen oa-H2A im relativen Vergleich zur
Negativkontrolle siRNA gegen Luciferase (LUC). Rot: Grenze eines relativen Signalverlusts > 50 % mit den
entsprechenden sechs siRNAs. Blau: Grenze eines relativen Signalverlusts > 25 % mit den entsprechenden
neun siRNAs (B) Westernblot Analysen von Histonen nach siRNA Knockdown des jeweils oben angegebenen
Enzyms und Inkubation gegen a-H3K56me3 & a-H2A. Links: Bezeichnung der jeweiligen Histonbande.
Rechts: Molekulargewicht (Ermittelt (ber das Auftragen eines bekannten -nicht abgebildeten- Protein-

GroBenstandards). Liste aller Signalwerte siehe Anlage (Tabelle 7-2)

5.3.2 Bestatigung der H3K56me3-Signalreduktion in biologischen Replikaten

Mit Ausnahme von EHMT2 fur das nicht mehr ausreichend siRNA vorlag, wurde von allen

21 Kandidaten, die eine Reduktion von mehr als 50% in der ersten Untersuchung zeigten,
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biologische Replikate angefertigt und der Standardfehler des Mittelwerts (Standart
deviation of the mean, SDM) mathematisch aus zwei unabhangigen biologischen
Experimenten ermittelt. Hierbei bestatigte sich bei 17 untersuchten siRNAs ein
Signalverlust fur H3K56me3 nach Knockdown um mehr als 50 % innerhalb des
Konfidenzintervalls. Bei sechs siRNAs war ein starker Signalverlust auf unter 25 %
innerhalb des Konfidenzintervalls messbar. Die Negativkontrolle zeigte, wie erwartet,
kaum Signalabfall mit einem Mittelwert von 86 %. Somit bestatigten sich die Ergebnisse
des ersten Screenings in der Replikation auch in Bezug auf ASHTL als Negativkontrolle
(Abbildung 5-11).

ﬁq

T

c

Q

go,s

o

r

2

2 o0s {

©

£ || B

| .

o

304 ‘

5 X

. ________I_x___ | T

» -

5 o2 j l J ]

5 R
)

Y 9

2 voab v D O o T T TP P P T S AL N
,_,‘z\\‘x\\,“\'\qsz\g\é\'\@'\@@‘koQ,@\&(\«QQ;‘&\'\‘&(\Q\,+Q§\'\
© o & S O O O PR Q N

© v & S L & E FELEEL FLLL & V&S

Abbildung 5-11: Replizierbarer H3K56me3-Signalverlust durch siRNA-Knockdown von 17 Enzymen mit
SET-Domane

Quantitative Westernblot Analyse der Signalstarken von a-H3K56me3 aus Histonen von HelLa-Zellen, die mit
unterschiedlichen siRNAs transfiziert wurden, zeigen einen replizierbaren Signalverlust. Fehlerbalken
reprasentieren den Standartfehler (SEM) zweier biologisch unabhangiger Replikate. Abszisse: Im jeweiligen
Ansatz verwendete siRNA; Ordinate: Signalintensitat von a-H3K56me3 normalisiert gegen a-H2A im
relativen Vergleich zur Negativkontrolle -siRNA gegen Luciferase (LUC). Rot: Grenze eines relativen
Signalverlusts > 50 %. Blau: Grenze eines relativen Signalverlusts > 25 %. Liste aller Signalwerte mit
Standartfehlern siehe Anlage (Tabelle 7-3)

5.3.3 Nachweis des Knockdowns auf Genexpressionsebene bei vier Kandidaten

Um die RNA-Spiegel nach siRNA Knockdown zu bestimmen, wurden jeweils drei

Vorwarts- und Ruckwartsprimer fur jede der zehn zur weiteren Untersuchung
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ausgewahlten KMTs designt. Die so erstellten Primer wurden bezuglich Sequenzlange und
Schmelzpunkt moglichst ahnlich gewahlt und kommerziell synthetisiert (Tabelle 3-2). Um
,off-target” Effekte auszuschlieBen und die Funktion der Primer zu Uberprifen, erfolgte
eine Testung jedes Primerpaars (Vorwarts- und Ruckwartsprimer) an cDNA, die aus der
RNA von WT Hela Zellen umgeschrieben worden war. Als Negativkontrolle dienten
Proben, die lediglich RNA enthielten nicht jedoch cDNA, da dem Ansatz keine reverse
Transkriptase zugefugt worden war. Nach Amplifikation mittels PCR-Reaktion wurden die
Proben uber ein Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und die Produkte unter UV-
Licht auf Fluoreszenz analysiert. So wurde jeweils ein Primerpaar selektiert, das ein
eindeutiges Produkt der Amplifikation zeigte. Die einzige Ausnahme bildete PRDMS, bei
dem sich durch keines der drei Primerpaare eine erfolgreiche Amplifikation nachweisen
lie und daher willkurlich Primerpaar 1 zur weiteren Untersuchung verwendet wurde.
Nachdem somit jeweils ein Primerpaar ermittelt war, sollte der siRNA-Knockdown der
neun potenziellen KMTs nun via qPCR untersucht werden. Dazu wurde aus HelLa-Zellen 72
Stunden nach Transfektion mit siRNAs gegen die potenziellen KMTs sowie Luciferase als
Negativkontrolle (siehe 5.3.1) RNA mittels des RNeasy Kits (Qiagen) extrahiert und in
cDNA umgeschrieben, wobei fur jeden Ansatz auch eine Negativkontrolle ohne Reverse
Transkriptase erstellt wurde, um eine Verunreinigung mit DNA auszuschlieBen. Samtliche
cDNA Proben wurden gemeinsam mit Ihren Negativkontrollen durch PCR amplifiziert.
Hierfur wurden Primer fur ein konstant exprimiertes Haushaltsgen, Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. In der anschlieBenden Fluoreszenzanalyse
der Proben nach Agarose-Gelelektrophorese zeigte sich in allen cDNA Synthesen ein
Produkt der Amplifikation ohne Nachweis in den Negativkontrollen. Somit war von einer

erfolgreichen cDNA-Synthese ohne Verunreinigung mit genomischer DNA auszugehen.

Die so gewonnene cDNA wurde nun mittels qPCR analysiert. Dies erfolgte unter
Verwendung eines Primerpaars fur das Zielgen, gegen das sich der siRNA-Knockdown der
HelLa Zellen gerichtet hatte, aus denen die jeweilige cDNA stammt. So konnten uber den
Genexpressionsspiegel Ruckschlusse auf die Effizienz des Knockdowns gezogen werden.
Die Messwerte wurden normalisiert gegen die Aktivitat von zwei Haushaltsgenen (HPRT1
& HMBS) und analysiert, in Relation zu Messwerten aus Negativkontrollen. Hierzu wurden
gPCRs, unter Verwendung der gleichen Primerpaare, mit cDNA aus Hela-Zellen nach
siRNA Knockdown gegen Luciferase durchgefuhrt. In einigen Ansatzen lag der ,crossing

point” (CP) der Amplifikationsreaktion auBerhalb des zuldassigen Bereichs, weshalb die
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Messungen dieser Reaktionen verworfen werden mussten. Da dies sowohl in den Proben
als auch den dazugehorigen Kontrollen auftrat, konnten ursachlich eine zu geringe
Genexpression oder Effektivitat der Primer zu Grunde liegen. Um Letzteres zu uberprufen,
wurde fur die entsprechenden Gene eine Wiederholung mit alternativen Primerpaaren
durchgefuhrt, was jedoch ebenfalls keine regelrechte Amplifikation uber den
Schwellenwert erbrachte. Von den funf verbleibenden Genen konnte fur vier eine
Reduktion der mRNA Menge gemessen werden. Die relative Genexpression lag hier bei
48— 66 % (Tabelle 7-4), wohingegen sich fur PRDM10 eine Erhohung der Genexpression
auf 170 % + 1 % zeigte. Samtliche Experimente wurden zur Verifikation der Ergebnisse in
drei biologisch unabhangigen Ansatzen wiederholt und auf dieser Datenbasis Mittelwerte
und Standartfehler (SEM) ermittelt. (Abbildung 5-12)
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Abbildung 5-12: Reduzierte Genexpression nach RNA-Interferenz bei vier Enzymen

RT-gPCR Analyse von cDNA aus Hela Zellen nach siRNA-Knockdown unter Verwendung von Primern gegen
das jeweilige Zielgen des Knockdowns zeigt eine Herabsetzung der Genexpression mit Ausnahme von
PRDM10. Fehlerbalken reprasentieren den Standartfehler (SEM) dreier biologisch unabhangiger Replikate.
Abszisse: Zielgen der RNA-Interferenz und des Primers der qPCR; Ordinate: Genexpressionsniveau
errechnet unter Normalisierung gegen die Haushaltsgene: HPRT1 & HMBS sowie kalibriert an cDNA der
Negativkontrolle -HelLa Zellen mit Knockdown gegen Luciferase. Rot: Grenze einer relativen Genexpression

<50 %. Liste aller Signalwerte mit Standartfehlern siehe Anhang (Tabelle 7-4).
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6. Diskussion

6.1 Interpretation von Veranderungen der Methylierung von H3K9 &-K56 in G9a

Knockout mES Zellen

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung von Histonextrakten aus WT- und G9a” mES
Zellen wurden diese mittels Westernblot auf ihre PTMs analysiert, um zu untersuchen,
inwieweit die H3K9-Methyltransferase G%a (EHMTZ2) auch die Methylierung von K56
beeinflusst. Hierbei zeigte sich bei Fehlen von G9%a ein Signalrickgang der Mono- und
Dimethylierung von sowohl H3K9 als auch H3K56, jedoch kein vollstandiger Signalverlust.
Fur H3K9me1 musste das Ergebnis aufgrund ungleicher Lademengen zunachst in Frage

gestellt werden, bestatigte sich aber in der Analyse von Histonvarianten auf H3K9me1.

Diese Befunde stimmen Uberein mit Beschreibungen aus der Literatur fur H3K9me1 & -
me2 sowie H3K56me1, bei denen sowohl Knockout als auch Knockdown von G9a zu einer
Reduktion, aber nicht einem kompletten Verlust der Histonmethylierung gefuhrt haben
(Tachibana et al., 2005; Yu et al., 2012). Fur dieses Ergebnis sind mehrere Ursachen
denkbar. Zunachst einmal sind vielfach Redundanzen bei der Ausbildung von PTMs
beschrieben, spezifisch auch fur die Methylierung von H3K9 an der neben G9a die KMTs:
SUV39H1, SUV39H2, GLF, SETDB1, SETDB2, PRDM3 und PRDM16 beteiligt sind. Dies
geschieht teilweise unter Ausbildung von Proteinkomplexen (Herz et al., 2013). So bildet
GLP (EHMT1) Heterodimere mit G%a und einem Zink-Finger Protein, um Mono- und
Dimethylierung von H3K9 zu katalysieren (Ueda et al.,, 2006). Durch in vitro
Methylierungsassays konnte jedoch gezeigt werden, dass die beteiligten KMTs auch
eigenstandige katalytische Aktivitat besitzen (Tachibana et al., 2001). Zudem wurde
beschrieben, dass ein Knockout von GLP die zellulare Konzentration von G9%9a massiv
vermindert, umgekehrt jedoch ein G%a Knockout keine Veranderung der GLP-
Konzentration in vivo hervorruft (Tachibana et al., 2005). Vermutlich ist ein solcher Effekt
jedoch starker auf weitere KMTs zuruckzufuhren, da ein zusatzlicher Knockdown von GLP
in Zellen mit G%a Knockout keine weitere Veranderung der H3K56me1 hervorgebracht hat
(Yu et al., 2012). Somit ware der teilweise Erhalt des Methylierungssignals fur H3K9 trotz
G9a Knockouts durch die Aktivitat anderer G9%a unabhangiger KMTs erklarlich und
potenziell auch fur K56 denkbar. Dies ware insofern bemerkenswert, als bisher keine
weiteren Enzyme neben G9a beschrieben sind, welche die Bildung von H3K56me1
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katalysieren, und daruber hinaus auch schon mehrere KMTs von H3K9 vergeblich auf eine
solche Aktivitat hin untersucht wurden (Yu et al., 2012). Bei Interpretation der Ergebnisse
muss jedoch auch in Erwagung gezogen werden, dass die verwendeten G9a” mES Zellen
nicht nochmals auf ihren Knockout hin uberpruft worden waren. Somit ware denkbar, dass
diese doch G9a, vielleicht auch nur teilweise, exprimierten und hierdurch die verminderte
Methylierung von H3K9 und -K56 bedingt haben. Auch kann anhand der durchgefuhrten
Untersuchungen nicht bestimmt werden, ob Veranderungen in der Methylierung durch
primare Interaktion von G9a mit den Histonen erfolgt ist, wobei dies im Einklang mit der
Literatur stunde, die diese Interaktion durch Methylierungsassays nahelegt (Tachibana et
al.,, 2001) (Yu et al., 2012).

Bei Betrachtung der Ergebnisse des Westernblots auf die Monomethylierung von H3K9 & -
K56 der mittels RP-HPLC aufgetrennten Histonvarianten von H3, zeigt sich ein
vollstandiger Signalverlust beider Methylmarken in allen Histonvarianten aus G9a-
Knockout Zellen. Interessanterweise bestatigt sich somit in diesem Experiment nicht nur
die Assoziation der Monomethylierung von H3K9 &-K56. Daruber hinaus ergibt sich auch
ein Hinweis darauf, dass in mES Zellen, H3.1K9me1 nur sehr geringfugig und in
H3.1K56me1 gar nicht vorkommt, wahrend in der kombinierten Probe von H3.2 & H3.3
beide Methylierungen deutlich nachweisbar sind. Dies entspricht auch den Erwartungen
gemald der Literatur, die beschreibt, dass unterschiedliche Histonvarianten sich im Muster
ihrer PTMs unterschieden (Hake et al., 2006). Leider war es nicht moglich zu
differenzieren, ob die Monomethylierung auf der Histonvariante H3.2, H3.3 oder beiden
Varianten lokalisiert ist. Doch auch das Fehlen von H3.1K56me1 ist ein interessanter
Befund, insbesondere unter dem Aspekt, dass fur die Monomethylierung von H3K56
beschrieben wurde, in transkriptionell inaktivem Heterochromatin muriner und humaner
Zellen nicht vorzukommen (Yu et al., 2012). H3.1 wird in der Literatur mit irreversibel
stillgelegtem Heterochromatin assoziiert, was sich gut mit dem Befund decken wurde,
dass in dieser Histonvariante kein H3K56me1 nachweisbar war (Hake and Allis, 2006). Der
zusatzliche Nachweis der Histonmethylierung in der massenspektroskopischen Analyse
der Histonvarianten hatte eine unabhangige Bestatigung der Resultate liefern konnen, war
aber in keiner der Proben erfolgreich. Dies konnte auf den geringen Anteil an
methyliertem H3K56 zuruckzufuhren sein, der fur Monomethyllysin in HeLa Zellen mit 0,8
% beschrieben wurde (Yu et al., 2012).
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6.2 Bewertung der verwendeten Antikorper & Diskussion des Verifikationsversuchs

an punktmutierten exogenen Histonen

Zur Untersuchung von Sensitivitat und Spezifitat des Antikorpers a-H3K56me3 erfolgten
mehrere Experimente. Im Peptide-Competition-Assay war in keiner Negativkontrolle aus
rekombinanten Histonen eine Detektion nachweisbar, wahrend ausschlieBlich H3K56me3-
Peptid, aber keine Probe anderer Methylierungsgrade von H3K56 oder auch H3K9-Peptide
zu einem Signalverlust in der anschlieBenden Inkubation mit WT Histonen fuhrte, sowohl
im Westernblot als auch in der Immunfluoreszenzmikroskopie. In der Spot Blot
Untersuchung zeigte sich zwar eine leichte Kreuzreaktivitat mit H3K56me2 ab einer
Menge von 200 ng, jedoch entsprach selbst die Signalintensitat fur 1 mg H3K56me2 nicht
einmal im Ansatz derer von 50 ng H3K56me3. Fur alle weiteren getesteten Epitope konnte
eine relevante Kreuzreaktivitat bis hin zu 1 mg ausgeschlossen werden. Hieraus lasst sich
eine weitgehende Spezifitat des verwendeten Antikorpers ableiten, die lediglich in
geringem Male durch Kreuzreaktivitat mit H3K56me2 kompromittiert wird. In der
Zusammenschau all dieser Untersuchungen zeigt sich zudem eine ausgepragte Sensitivitat
von a-H3K56me3 fur sein Antigen, womit dem getesteten Antikorper insgesamt eine hohe
Gute bescheinigt werden kann.

Die Testung der Sensitivitat und Spezifitat von a-H3K56me1 erbrachte im Vergleich etwas
weniger gute Ergebnisse. Im Peptide-Competition-Assay war sowohl im Westernblot als
auch in der Immunfluoreszenzmikroskopie ein hochgradiger Signalverlust nach Inkubation
mit H3K56me1-Peptid feststellbar, was fur eine gute Sensitivitat spricht. Jedoch zeigte sich
auch in der Negativkontrolle durch unmodifizierte rekombinante Histone ein schwacher
Signalnachweis, der in seiner Intensitat weitgehend mit dem Signal nach erfolgreichem
Abbinden durch H3K56me1-Peptid ubereinstimmte. Da kein Signalverlust in der
Inkubation mit den anderen getesteten Peptiden detektierbar war, ist dies am ehesten als
eine schwache Kreuzreaktivitat mit anderen Epitopen als H3K9me1 &K56 (unmodifiziert)
zu interpretieren, wobei die anschlieBende Peptide-Mikroarray-Analyse ein relativ starkes
Signal fur H3(72-84)K79me1-Peptid erbrachte. Da sich hier jedoch auch eine Reaktivitat
auf H3(1-13)K9me1-Peptid zeigte, die in der Peptide-Competition nicht nachweisbar
gewesen war, ist es plausibel anzunehmen, dass auch eine gewisse zusatzliche
Kreuzreaktivitat mit weiteren nicht untersuchten Epitopen vorliegt.

Daher sollten die Sensitivitaten und Spezifitaten von a-H3K9me1 und a-H3K56me1 weiter

uberpruft werden. Hierfur wurde versucht Zellen herzustellen, welche stabil Histone
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exprimierten, die an Stelle von Lysin durch Punktmutation Alanin enthielten und somit das
Epitop der Antikorper so veranderte, dass eine Bindung an der entsprechenden Position
der Histonsequenz nicht mehr moglich war. Als Marker wurde GFP gewahlt, um durch die
Fluoreszenz Zellen zu erkennen, welche die mutierten Histone exprimierten. Die
Erzeugung entsprechender stabiler Zelllinien war nicht erfolgreich. Dies konnte potentiell
auf Effekte der mutierten Histone zuruckzufuhren sein, zumal gezeigt wurde, dass es in
HelLa Zellen zu Storungen der DNA-Replikation und nach Punktmutationen von H3K56 zu
einem vermehrten Arrest in der S-Phase kam nach Punktmutationen von H3K56 (Yu et al.,
2012). Jedoch ist sowohl in diesem Experiment als auch in anderen Publikationen eine
grundsatzliche Erzeugung von Zellen, die entsprechend mutierte Histone stabil
exprimierten als erfolgreich beschrieben (Yuan et al., 2009). In diesen Untersuchungen
wurde jedoch nicht GFP eingebracht, sondern die Histone mittels eines FLAG-Tags
markiert. Somit ist moglich, dass die Schwierigkeit in der Herstellung stabil transfizierter
Zelllinien auf eine Toxizitat von GFP zuruckzufuhren ist, wie diese auch in der Literatur fur
Saugetierzellen beschrieben wurde. Nach transienter Transfektion lieR sich das GFP-Signal
mittels FACS-Analyse in einem GroRteil der untersuchten Zellen nachweisen, was fur eine
vorubergehende Toleranz gegenuber der exogenen Exprimierung und ein grundsatzliches
Gelingen der Transfektion spricht. Durch Western Blotting mit Antikorper gegen GFP
konnte zudem gezeigt werden, dass sowohl in Ganzzell- als auch Nuklearem Extrakt und
aufgereinigten Histonen ein GFP-Signal auf Hohe der mutierten Histone bei 55 kDa
nachweisbar war. Jedoch zeigten sich bei den saureextrahierten Histonen zusatzliche
Banden bis zu einem Molekulargewicht von etwas mehr als 25 kDa, was mit dem Gewicht
von reinem GFP-Protein korreliert und daher als Ausdruck von Degradierung interpretiert
wurde (Shimomura, 1979). In den Histonen der Positivkontrolle zeigten sich ebenfalls
solche Banden, wobei diese deutlich zahlreicher und ausgepragter auftraten, was durch
eine hohere Beladung erklarbar ware.

Nachdem nun Histone aller unterschiedlichen Mutationen durch Western Blotting unter
Inkubation mit a-H3K9me1 und a-H3K56me1 analysiert wurden, zeigte sich in den Proben
ein Signalnachweis fur beide Antikorper auf Hohe der endogenen Histone, wie antizipiert.
Auf der erwarteten Hohe der mutierten GFP-gekoppelten Histone von 55 kDa lieR sich
jedoch kein aussagekraftiges Signal nachweisen, was dafur spricht, dass Schwierigkeiten
bei der Saureextraktion von GFP-gekoppelten Histonen aufgetreten waren. Dies deckt sich
auch mit dem Ergebnis der Kontrollinkubation mit a-GFP, bei der ebenfalls keine Bande

bei 55 kDa detektierbar war. Stattdessen zeigten sich multiple Banden abnehmender
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MolekulgroBe, beginnend mit einem Molekulargewicht von 45 kDa, was vorsichtig als
Hinweis einer aktiven Degradierung der mutierten Histone interpretiert werden kann und
im Einklang stunde mit dem vergeblichen Versuch eine stabile Expression dieser zu
erreichen. In beiden Detektionen monomethylierten Histons zeigten sich zusatzlich
Banden im Bereich von 40 kDa, die am ehesten auf Dimerisierung von Wildtyp H3
zuruckzufuhren sind, was ebenfalls die Anfarbung in allen Proben inklusive der
Negativkontrolle erklaren wurde. Die Ursache fur die fehlgeschlagene Aufreinigung der
GFP-gekoppelten Histone konnte in deren veranderten Saure-Basen Eigenschaften liegen.
Das GFP Molekul weist ein Molekulargewicht von 27 kDa auf, wohingegen das von Histon
H3.1 lediglich 15 kDa betragt, weshalb die Markierung mit GFP einen dominierenden
Einfluss auf die Eigenschaften des so entstehenden Proteins hat. Es scheint daher
plausibel, dass die Fusion beider Proteine die Saureextraktion behindert hat, die auf der
basischen Eigenschaft von Histonprotein basiert. Aus Zeitmangel wurde auf weitere
Wiederholung an anderen Extrakten verzichtet. Fur zukunftige Untersuchungen lasst sich
ableiten, dass anstelle von GFP besser auf alternative Markierungen mit geringerer Masse
zuruckgegriffen werden sollte, wie beispielsweise den bereits erwahnten FLAG-Tag,
welcher mit einer Lange von acht Aminosauren lediglich ein Molekulargewicht von 1 kDa
aufweist (Hopp et al., 1988). Auch die Verwendung anderen Materials, wie beispielweise
Kernextrakte, konnte angesichts der Ergebnisse (siehe Abbildung 5-8) eine
erfolgversprechende Alternative zur Saureextraktion von Histonen darstellen. Die
beabsichtigte Uberpriifung der Antikorper lieR sich auf Basis dieser Ergebnisse nicht
durchfuhren. Zumindest die Auswertung der Peptide-Competition-Assays und Peptide-
Mikroarrays lasst jedoch auf eine hinreichende Gute von a-H3K56me1 schlieBen und
bescheinigt a-H3K56me3 hervorragende Qualitat, weshalb letzterer Antikorper in der

weiteren Untersuchung potenzieller KMTs von H3K56 bevorzugt eingesetzt wurde.

6.3 Identifizierung potenzieller Histonmethyltransferasen der Trimethylierung von

Histon 3 Lysin 56 mit Literaturvergleich

Um zu untersuchen, welche KMTs die Trimethylierung von H3K56 beeinflussen, wurde fur
43 SET-Domanen enthaltende Gene in HelLa Zellen mittels RNA-Interferenz ein
Knockdown-Screen durchgefuhrt. Bei der anschlieBenden Messung des Signals von
H3K56me3 zeigte sich fur 14 Gene nach Knockdown eine Abnahme der Signalintensitat

um mindestens 50 %, weshalb diese als mogliche Histonmethyltransferasen von H3K56 in
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die engere Auswahl kamen (siehe 5.3.2). Als Negativkontrollen diente Luciferase, die in
HelLa Zellen nicht vorkommt, und ASHTL. Bei letzterem handelt es sich um eine KMT, fur
die beschrieben wurde, dass sie die Methylierung von H3K36 katalysiert und in unserer
Untersuchung keine relevante Reduktion von H3K56me3 gezeigt hatte (Hou et al., 2019).
Bei der Interpretation des Ergebnisses sollte bedacht werden, dass selbst bei
erfolgreichem Knockdown eines Gens das gemessene H3K56me3-Signal durch sekundare
Effekte, insbesondere ,crosstalk“(1.2.6.3), hervorgerufen sein kann und es sich daher trotz
SET-Domane aller untersuchten Enzyme nicht um das Fehlen einer direkten Methylierung
durch die herabregulierte potenzielle KMT handeln muss. Insbesondere konnte es sein,
dass KMTs, die Hinweise auf eine Steigerung der Trimethylierung von H3K56 zeigen,
selbst eine Mono- oder Dimethylierung katalysieren, welche eine Voraussetzung fur die
Trimethylierung darstellt. Zudem sollte beachtet werden, dass aufgrund des hohen
Aufwands nur fur eine Auswahl besonders vielversprechender Kandidaten eine
Verifikation des Knockdowns mittels Messung der RNA-Konzentration durchgefuhrt
wurde, die zwar Uberwiegend, aber nicht ausschliefBlich eine Abnahme der RNA-Levels
erbrachte. Trotzdem ist interessant, dass sich fur eine groBe Zahl von KMT-Kandidaten
eine Reduktion des H3K56me3-Signals nach Knockdown zeigte. Auch handelt es sich bei
vielen der Proteine, deren Knockdown einen starken Signalverlust bewirkte, um potentielle
KMTs, uber deren Wirkung vergleichsweise wenig bekannt ist, wohingegen Proteine,
deren Knockdown wenig Signalverlust oder sogar eine Signalsteigerung erbracht hatte,
haufig gut beschriebene KMTs fur andere Methylmarken wie H3K27 (EZH1) und H3K36
(ASHTL, WHSC1/NSD2, WHSCT1L/NSD3 darstellten (Abbildung 5-10) (Herz et al., 2013).

Durch Messung der Effizienz des Knockdowns auf RNA-Ebene konnte fur vier von funf der
mittels RT-gPCR untersuchten Gene eine Reduktion der mRNA um knapp die Halfte
gezeigt werden, was fur einen erfolgreichen Knockdown spricht (Abbildung 5-12). Diesen
Genen und ihren Produkten MLL2, CXXC1, SETD4 und SETD5 werden in der Literatur
unterschiedliche Funktionen zugeschrieben, jedoch keine mit direktem Bezug auf H3K56-
Methylierung, wobei zur PTM von H3K56 insgesamt wenig Informationen vorliegen.

Bei MLL2 (KMT2D) handelt es sich um eine humane Methyltransferase von H3K4, von der
beschrieben ist, dass deren Keimzellmutation das Kabuki Syndrom mit kongenitalen
Fehlbildungen bedingt und dessen somatische Mutationen mit diversen Karzinomen
vergesellschaftet sind (Banka et al., 2012; Rao and Dou, 2015).

CXXCT1 ist ein Zinkfingerprotein, das einen Bestandteil des SETD71-Komplexes darstellt

und mit diesem die Methylierung von DNA, aber auch von H3K4 vermittelt. Hierbei
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scheint CXXC1 den SETD1-Komplex zu hemmen, da ein Fehlen des Proteins eine
Zunahme von H3K4 Methylierung bewirkt (Lee and Skalnik, 2005). Daruber hinaus ist
beschrieben, dass CXXCT1 Cytosin-Methylierung von DNA auch unabhangig des SETDT
Komplexes katalysiert (Butler et al., 2008).

SETD4 ist eine Histonmethyltransferase, fur die in quieszenten Brustkrebsstammzellen
eine Beteiligung an der Bildung von H4K20me3 und daraus resultierender
Heterochromatinbildung beschrieben wurde (Dai et al., 2017). In murinen Makrophagen
wurde zudem eine SETD4 abhangige Mono- und Dimethylierung von H3K4 im Rahmen
der inflammatorischen Aktivierung beschrieben (Zhong et al., 2019).

Fur SETD5 wurde berichtet, dass dieses keine Methyltransferaseaktivitat aufweist, was auf
ein Fehlen der, aus anderen KMTs der SET-Familie bekannten, Substrat-bindenden
Domane zuruckgefuhrt wird. Konkret wurde bei in vitro Methylierungsassays ein Fehlen
der Methyltransferaseaktivitat fur H3K4me1,-me2, -me3, K9me2, H3K36me2- und -me3
beschrieben (Deliu et al., 2018). Stattdessen wurde eine Deacetylierung durch SETD5 an
H4K716ac beschrieben, die rDNA Transkription und hiertuber den Zellzyklus via Cyclin D1
hemmt (Nakagawa et al., 2020). Mutationen von SETD5 sind sowohl in Mausen als auch
Menschen mehrfach mit Autismus-Spektrum-Storungen und Intelligenzminderung sowie
heterotropen Fehlbildungen in Zusammenhang gebracht worden und waren in einer
Kohortenstudie bei 0,7 % aller Patientinnen mit pathologischer Intelligenzminderung
nachweisbar (Deliu et al., 2018; Fernandes et al., 2018; Grozeva et al., 2014).

Interessant ist, dass sich fur das funfte untersuchte Gen PRDM10 ein konsistenter Anstieg
des RNA-Spiegels auf 170 % (+ 9,6 %) des Referenzwertes nach Knockdown zeigte.
Solche Phanomene sind nach RNA-Interferenz wenig beschrieben, was aber einem
Reporting-Bias geschuldet sein konnte (Scacheri et al., 2004). Eine mogliche Erklarung fur
den paradoxen Anstieg des RNA-Spiegels von PRDM10 nach Knockdown ist, dass das
Oligonucleotid keine RNA-Interferenz bewirkt, sondern stattdessen im Sinne einer miRNA
zwar die Translation durch Bindung der mRNA hemmt aber keine Degradierung dieser
bewirkt (Ambros, 2004). Dies hatte zur Folge, dass die Translation gehemmt wird und in
Folge die Proteinmenge abnimmt. Hierdurch ware eine Reduktion des H3K56me3 Signals
moglich, wahrend gleichzeitig ein Feedback-Mechanismus die Transkription des Gens
verstarken konnte, als Reaktion auf den erniedrigten Proteinspiegel. Somit ware
gleichzeitig ein erhohter RNA-Spiegel und eine erniedrigte Proteinkonzentration mit den
entsprechenden zellularen Effekten erklarbar. Um diese Hypothese zu uberprufen, ware es

hilfreich, die Proteinkonzentration von PRDM10 zu bestimmen, was aber fur keine der
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potenziellen KMTs auf Grund der mangelnden Verfugbarkeit entsprechender Antikorper
moglich war. Auch off-target Effekte des Knockdowns konnten das Ergebnis erklaren,
wobei fur die gewahlten siRNAs solche Effekte mittels BLAST-Analyse eigentlich im
Vorfeld ausgeschlossen worden waren. Uber PRDM10 selbst ist wenig bekannt, bis auf
einige  Assoziationen mit  Tumoren, insbesondere  Sarkomen, sowie eine
Replikationshemmung von HIV in Hela Zellen durch PRDM10-Knockdown (Chen et al.,
2019; Hofvander et al., 2015; Zhou et al., 2008).

Bei der Interpretation der Ergebnisse ebenfalls beachtenswert ist, dass bei vier von neun
Kandidaten-Knockdowns eine Analyse des RNA-Levels mittels RT-qPCR nicht moglich war,
da es zu keiner angemessenen exponentiellen Amplifikation kam (5.3.5). Dies konnte an
den verwendeten Primern liegen, wobei diese zuvor getestet worden waren (5.3.3) und
auch ein Wechsel auf einen alternativen Primer keine Veranderung brachte (5.3.5).
Deshalb ist am ehesten von einer zu geringen RNA-Konzentration in der Probe
auszugehen, wobei unklar bleibt, ob dies dem Knockdown geschuldet ist oder auf eine
insgesamt niedrige Genexpression zuruckzufuhren ist. Eine erfolglose cDNA-Synthese
kann angesichts der multiplen Kontrollen weitgehend ausgeschlossen werden (5.3.4).

Bei SUV39H1&-H2, fur die spater durch unsere Arbeitsgruppe eine Beteiligung an der
Trimethylierung von H3K56 gezeigt wurde, konnte fur beide Unterformen zwar eine
Reduktion des H4K56me3-Signals nach Knockout gezeigt werden (5.3.1), jedoch fiel diese
deutlich geringer aus als in spateren Untersuchungen. Dies ist vermutlich auf einen
Rescue Effekt der beiden SUV39 Subtypen H1 & H2 zuruckzufuhren, da in dieser Arbeit
jeweils nur ein Knockdown fur eines der beiden Gene vorlag, wohingegen in spateren
Versuchen MEF-Zellen mit einem DKO fur SUV39H1/H2 immunhistochemisch einen
deutlich ausgepragteren Verlust von H3K56me3 aufwiesen (Jack et al., 2013a).

Fur die beiden KMTs von H4K20me3 SUV4-20H1 & -2 wurde in der gleichen Publikation
beschrieben, dass diese keinen Einfluss auf H3K56me3 haben. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen dieser Arbeit, in der keine der beiden Knockdowns des Enzyms eine
beachtenswerte Reduktion des H3K56me3-Signals erbrachte.

Fur die KMT EHMT2/G9a wurde beschrieben, dass diese neben der Mono- und
Dimethyltansferaseaktivitat an H3K9 auch die Monomethylierung von H3K56 katalysiert
(Yu et al.,, 2012). Dies erfolgt unter Ausbildung von Heteromeren mit der KMT
EHMT1/GLP (Tachibana et al.,, 2005). Eine spezifische Ankyrin-Domane, die eine
hydrophobe Tasche enthilt, welche in beiden Enzymen strukturell eine hohe Ahnlichkeit

aufweist, wurde als fur die Bindung von H3K9me1 & -me2 verantwortlich beschrieben,
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kann jedoch aus sterischen Grunden keine Trimethylierung binden (Collins et al., 2008).
Allerdings wurde in einer anderen Arbeit gezeigt, dass Mutationen dieser hydrophoben
Tasche keine Veranderung von H3K9me2-Spiegeln hervorbrachten, wohingegen eine
Mutation eines anderen Abschnitts der Ankyrin-Domane zu einem massiven Ruckgang von
H3K9me2 fuhrte (Bittencourt et al., 2014). Hieraus lasst sich schlieBen, dass EHMT2/G%a
moglicherweise doch auch die Bildung von H3K56me3 katalysieren kann, wobei eine
indirekte Beeinflussung uber den Zwischenschritt der Bildung von H3K56me1, die bereits
beschrieben wurde, plausibler erscheint (Towbin et al., 2012). Beides stunde im Einklang
unserer Messung eines H3K56me3-Signalverlustes auf 38,7 %. Dieser muss jedoch
aufgrund fehlender Replikate mit Vorsicht interpretiert werden, wobei die Extrapolation
des Mittelwerts aller Standartfehler der anderen replizierten Proben von + 8,4 % eine
gewisse Aussagekraft nahelegt. Interessant ware in diesem Zusammenhang noch der
Effekt eines kombinierten Knockdowns von EHMT2/G%a und EHMT1/GLP, nachdem sich
fur letztere im einzelnen Knockdown keine beachtenswerte Verringerung des H3K56me3-
Singals gezeigt hatte, jedoch ES-Zellen mit dem entsprechenden DKO einen vollstandigen
Signalverlust fur H3K56me1 aufweisen (Yu et al., 2012).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mehrere interessante, potenziell an der
Trimethylierung von H3K56 beteiligte Enzyme identifiziert werden konnten, jedoch
weitere  Forschung zur Verifizierung der Ergebnisse und Verstandnis der
zugrundeliegenden Mechanismen notig ist. Der insgesamt niedrige Anteil an Histon H3
mit Trimethylierung am Lysin 56 in humanen Zellen erschwert Untersuchungen, bedeutet
aber keineswegs, dass diese PTM unbedeutend fur die epigenetische Regulation ist.
Neben der intrinsisch faszinierenden Komplexitat zeigt sich in der Korrelation vieler der
auffalligen KMT-Kandidaten mit schlecht therapierbaren Krankheitsbildern auch das
konkrete Potential weiterer Grundlagenforschung im Hinblick auf pathophysiologisches

Verstandnis und zukunftige Therapieoptionen.
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A

a Anti

Abb. Abbildung

ASH1L ASH1 like histone lysine methyltransferase

B

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp Basenpaar(e)

C

CP Schwellenwertzyklus (Crossing Point)

CpG Cytosin—Phosphat-Guanin—Abschnitt der DNA
CT(s) Chromosomen Territorien (Chromosome territories)
CXXC1 CXXC Finger Protein 1

D

ddH>0 Doppeltdestilliertes Wasser

DEPC Diethyldicarbonat

DTT Dithiothreitol

DNA Desoxyribonukleinsaure (Deoxyribonucleic acid)
DNO Doppel-Knockout

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat Solution Mix
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E
ECL Elektrochemielumineszenz Detection Reagent
E. coli Escherichia coli
ES Embyronale Stammzellen
F
FACS fluorescence-activated cell sorting
G
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GFP Grun fluoreszierendes Protein
H
h Stunden
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
H1 Histon H1 (Linker-Histon)
H2A Histon H2A
H2B Histon H2B
H3 Histon H3
H4 Histon H4
HIV Humanes Immundefizienz-Virus
(human immunodeficiency virus)
HILIC Hydrophile Interaktionschromatographie
(Hydrophilic interaction liquid chromatography)
HJURP Holliday junction-recognizing protein
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IncRNA

MEF

mES

miRNA

min

Abkurzungsverzeichnis

Porphobilinogen-Deaminase

(Hydroxymethylbilane synthase)
Histon-Methyl-Transferase

Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase

Interchromosomale Domane (Interchromosome domain)

Immunofluoreszenz

Kilobasen
Lysinmethyltransferase

Lysinmethyltransferase 2D

Lamina assoziierten Domanen (Lamina associated domains)

lange-nicht-kodierende-RNA (Long-non-coding RNA)

Embryonale Fibroblasten der Maus

(murine embryonic fibroblasts)

Embryonale Stammzellen der Maus

(murine embryonic stemm cells)
microRNA

Minuten
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MNAse Micrococcal Nuclease

Mrd. Milliarden

N

ncRNA Nichtkodierende RNA (Non-coding RNA)

o)

P

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphate-buffered saline

PCR Polymerase Kettenreaktion (Polymerase chain reaction)
PTM(s) Posttranslationale Histonmodifikation(en)

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

piRNA piwi-interacting RNA

PVDF Polyvinylidenfluorid

Q

R

RNA Ribonukleinsaure (Ribonucleic acid)

RNAI RNA-Interferenz

RP-HPLC Umkehrphasen—Hochleistungsflussigkeitschromatographie

(Reversed phase-high performance liquid chromatography)

rpm Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
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siRNA

sncRNAs

T

TAD

TBE

TBS

TRIS

WB

WT
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Sekunden

SET domain containing 4

SET domain containing 5

Natriumdodecylsulfat (Sodium-dodecyl-sulfate)
kleine-interferierende-RNA (Short interfering RNA)

kleine-nicht-kodierende-RNA (Small-non-coding-RNA)

Topologisch-assoziierte Domanen (Topological Associated

Domains)
TRIS-Borat-EDTA
Tris-buffered saline

Tris-hydroxymethyl-aminomethan

Western Blot

Wildtyp

X inactive specific transcript
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Name der Aminosdure Drei-Buchstabencode Ein-Buchstabencode

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Aspartat Asp D
Cystein Cys C
Glutamat Glu E
Glutamin Gln Q
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I

Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F

Prolin Pro P
Selenocystein Sec U
Serin Ser S

Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val Vv

Tabelle 7-1: Ein- und Dreibuchstabencode der proteinogenen Aminosduren des Menschen.

siRNA Name Signalstarke

WHSC1 1,334
EZH1 1,157
SETD6 1,135
LUC 1,001
ASH1L 0,979
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WHSC1L 0,957
SMYD4 0,925
SUV420H1 0,882
EHMT1 0,803
NSD1 0,789
MECOM 0,758
SUV39H2 0,733
SMYD5 0,707
SETD3 0,702
SETMAR 0,685
PRDM11 0,680
SUV420H1 0,662
SUV420H2 0,656
SETDB1 0,608
PRDM17 0,608
PRDM4 0,591
MLL3 0,573
PRDM6 0,467
PRDMS5 0,461
PRDM11 0,448
EHMT2 0,387
PRDM16 0,385
SMYD2 0,382
MLL 0,347
PRDM?7 0,329
SETDB1 0,325
PRDM13 0,298
PRDM9 0,293
SUV39H1 0,289
PRDM15 0,221
PRDMS 0,219
SETDB2 0,214
SETD5 0,210
CXXC1 0,193
MLL2 0,191
PRDM14 0,146
PRDM12 0,119
SETD4 0,074
PRDM10 0,045

Tabelle 7-2: Relative Signalstirken von H3K56me3 nach siRNA-Knockdown

(gerundet auf drei Nachkommastellen)
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siRNA Name Mittelwert (MW) Standartfehler
(SEM)
PRDM14 0,127 0,020
CXXC1 0,129 0,064
MLL2 0,131 0,060
SETD5 0,145 0,065
PRDM10 0,169 0,071
PRDM12 0,208 0,066
SETDB2 0,220 0,006
SETD4 0,225 0,077
PRDM15 0,247 0,103
PRDMS8 0,274 0,121
SETDB1 0,274 0,092
SMYD2 0,280 0,113
PRDM9 0,290 0,003
PRDM7 0,297 0,032
PRDM16 0,304 0,112
PRDM11 0,317 0,125
PRDMS5 0,327 0,115
SUV39H1 0,401 0,112
PRDM13 0,403 0,105
MLL 0,481 0,135
PRDM6 0,585 0,119
ASH1L 0,856 0,124

Tabelle 7-3: Mittelwerte der Signalstirken von H3K56me3 nach siRNA-Knockdown mit Standartfehler

(gerundet auf drei Nachkommastellen)

Gen Name Mittelwert (MW) Standartfehler
(SEM)

PRDM10 1,702 0,096

CXXC1 0,556 0,067

SETD4 0,578 0,025

SETD5 0,658 0,036

MLL2 0,482 0,058

Tabelle 7-4: Mittelwerte der relativen Genexpressionsspiegel potenzieller KMTs nach ihrem siRNA-

Knockdown mit Standartfehler (gerundet auf drei Nachkommastellen)
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