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Kapitel 1

Zusammenfassung

Die Epigenetik ist ein relativ neues und sehr spannendes Forschungsgebiet, welches nicht
nur neue Moglichkeiten fiir mehr Verstandnis von Zellprozessen und der Physiologie
von Organismen, sondern auch fiir die Entwicklungen neuer medikamentdser Therapien
von Krankheiten er6ffnen kann. Da es sich um ein - zu Beginn dieser Doktorarbeit
(2014) - noch in vielen Bereichen unerforschtes Feld handelte, sollte ein Protokoll zur
reproduzierbaren und schnellen Analyse von Histonacetylierungen des Histons H4 in leicht
zuganglichen, menschlichen Zellen entwickelt werden. Hierfiir wurden nach Vorversuchen
die sogenannten PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells / mononukleére Zellen
des peripheren Blutes) selektiert und die Analyse mittels Massenspektrometrie gewahlt,
um einer Kreuzreaktion der Antikorper und damit falschen Ergebnissen vorzubeugen (s.
3.1). Um den Rahmen dieser Arbeit einzuhalten, beschrankten sich die Versuche nur

auf die Histonmodifikation der Acetylierung des Histons H4.

Zudem sollte herausgefunden werden, ob und wenn ja, inwiefern, sich die Modifikationen
uber den Alterungsprozess des Menschens hinweg verandern. Da ein Vergleich z.B. von
Proben des zentralen Nervensystems und der mononukledren Zellen des peripheren
Bluts mangels Studienlage und auf Grund der Nicht-Beschaffbarkeit dieser Proben nicht
moglich war, wurde zusatzlich ein Mausversuch durchgefiihrt und die Ergebnisse aus
dem murinen peripheren Blut mit denen aus dem murinen Hippocampus verglichen.
Dies war insbesondere deswegen interessant, da bereits bekannt ist, dass Mause im
Alter langsamer lernen (Peleg et al. 2010) und eine zunehmende Vergesslichkeit auch

in unserer Gesellschaft als ein Symptom des Alterns angesehen wird.

Tatsachlich lieBen sich einige Veranderungen der Histonmodifikationen tber die Al-
tersgruppen hinweg identifizieren. So sank die Monoacetylierung signifikant bei der
mittelalten Gruppe ab, um im Alter wieder signifikant und annahernd auf das Level
der jungen Gruppe anzusteigen, die Diacetylierungen sanken mit steigendem Alter
signifikant ab und die Triacetylierungen stiegen signifikant an. Besonders interessant,
wenngleich auch in gewisser Weise tragisch, war die Tatsache, dass einer der Probanden
in seinem Blutbild deutliche Zeichen einer chronisch lymphatischen Leukamie (CLL)
zeigte. Dieser Proband wies z.B. erniedrigte Level der Histon H4K16-Acetylierung auf,

wie es auch andere Autoren bereits beschrieben (Fraga et al. 2005). Der Vergleich der
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murinen Histonacetylierungslevel in PBMCs vs. Hippocampus zeigte, dass die Gesamt-
Acetylierung in den Hippocampi deutlich héher war, als in den peripheren Blutzellen,
was sinnvoll erscheint, da ein hoheres Level an Acetylierungen mit einem besseren

neuronalen Schutz einherzugehen scheint (Dmitriev & Papkovsky 2015).

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass das Protokoll zur Prozessierung menschli-
cher, wie muriner Zellen mithilfe der Massenspektrometrie zuverlassig funktioniert und
hiermit auch kleinste Veranderungen der Histonacetylierung (< 1%) reliabel als solche
identifiziert werden konnen. Diese Ergebnisse in der Sensitivitat und Spezifitat sind mit
Antikorper-basierten Methoden derzeit nicht reproduzierbar. Am erfolgsversprechendsten
fir einen moglichen Biomarker fiir z.B. neuronale oder sogar maligne Erkrankungen im
peripheren Blut bzw. in den PBMCs zeigten sich die Modifikationen der H4K12- und
H4K16-Monoacetylierung (Vgl. s. 4.2.1 und 4.3.1). Hier miissten jedoch, genau wie zur
Uberpriifung und weiteren Untermauerung der anderen Ergebnisse dieser Arbeit, weitere
Studien an groBeren Kohorten durchgefiihrt werden. Allein schon um einen verlasslichen
Normwertbereich mit hoher Sensitivitat und Spezifitat definieren zu kdnnen, muss die
Kohorte groB genug sein, um die GauBsche Normalverteilung anwenden und AusreiBer
auch als solche identifizieren zu konnen. Da dies den Rahmen dieser Doktorarbeit jedoch
gesprengt hatte, kann sie als Grundstein fir fortfiihrende Studien und Untersuchungen

an groBeren Patientengruppen fundieren.



Kapitel 2

Einleitung

2.1 Chromatin - Einfiihrung

Chromatin im medizinischen Sinne beschreibt den Komplex von Nukleinsduren und
Proteinen im eukaryontischen Zellkern, welche wahrend der Zellteilung kondensieren
und so die Chromosomen formen. Eine bedeutende Eigenschaft von ihnen ist die gute
Anfarbbarkeit mit basischen Kernfarbstoffen, welche auch zu ihrem Namen Chromatin
aus ,,chroma" (griech. fiir Farbe) und dem chemischen Suffix ,,in“ fithrte. Der Wortur-
sprung fiir das Chromosom ist ahnlich gehalten. ,,Chroma* (griech. fir Farbe) und
,soma" (griech. fur Korper), der anfarbbare Korper der Zelle.

Chromatin hat die essentielle Aufgabe, die DNA so weit zu kondensieren, dass jene in
den Zellkern passt. Ferner erlaubt es der Zelle, die Mitose einzuleiten, es verhindert
Schaden an der DNA oder die Zellteilung geschadigter Zellen. Nicht zuletzt ist es
auch dafiir zustandig die Genexpression, das Ablesen der DNA und die Replikation zu
kontrollieren. Je nach dem Grad der Kondensation kann Chromatin in Heterochromatin
(stark kondensiert = , ausgeschaltete DNA") und Euchromatin (offenere Struktur =
»angeschaltete DNA") unterschieden werden. Eine spezielles Beispiel fiir stark konden-
siertes Chromatin ist das sogenannte Barr-Korperchen - das inaktive X-Chromosom in

den weiblichen somatischen Zellen.

Um das Chromatin anschaulich zu erklaren, kann sich eines Bildnisses bedient werden.
Das humane Genom besteht aus ungefahr 3.2x10° DNA Bausteinen (human genome
project HGP 2003). Wenn man davon ausgeht, dass 10bp in der Doppelhelixstruktur
eine Lange von 3.4nm (3,4x107?m) aufweisen, so ergibt sich die Gesamtlange von
etwa 1m fir eine Genomkopie. Da die meisten menschlichen Zellen jedoch diploid (2n)
sind und auch die zirkulare mitochondriale DNA mit ihrer Lange von 16569bp (Smith
et al. 1981) hinzugezahlt werden muss, entspricht die Gesamtlange der menschlichen
DNA, aufgeteilt auf ihre 46 Chromosomen, dem Aquivalent eines 2nm diinnen und 2m
langen Fadens. Der Zellkern jedoch hat nur einen Durchmesser von etwa 6um, was,
um bei dem Bildnis zu bleiben, etwa so ware, als wiirde man versuchen einen 2000km
langen Faden in eine kleine Kugel mit einem Durchmesser von 6mm zu pressen. Um

es sich besser vorstellen zu konnen: Wiirde man von Miinchen aus einen 2nm diinnen
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Faden nach Marseille und wieder zuriick spannen, so miisste man jenen dann in eine
kleine Erbse verpacken aber so, dass ein bestimmter Abschnitt von 2mm in kiirzester

Zeit gefunden werden konnte.

Da die DNA jedoch kein durchgangiger Faden ist, sondern auf die 46 Chromosomen
und die mitochondriale zirkuldare DNA aufgeteilt ist, ergibt sich molekularbiologisch ein
interessantes Bild. Der DNA-Doppelstrang liegt meist in der B-Konformation (Rotation
gegen den Uhrzeigersinn ,right-handed”, 10bp pro Drehung) vor und misst einen
Durchmesser von etwa 2nm. Da die vertikalen Abstande der beiden DNA-Einzelstrange
nicht gleich groB sind, entstehen eine kleine (etwa 1,2nm breit) und eine groBe Furche
(etwa 2,2nm breit). Das Phosphatdesoxyribose Riickgrat weist dabei eine negative
Ladung auf und so kann sich die DNA einem Proteinkomplex, dem sogenannten
Histonoktamer anlagern. Dieses besteht aus jeweils zwei Kopien der positiv geladenen
Histone H2A, H2B, H3 und H4 (Abb. 2.1). Diese sogenannten Kernhistone oder englisch
core histones ordnen sich in einer flachen, scheibenahnlichen Form an und weisen eine
Hoéhe von etwa 5.5nm und einen Durchmesser von etwa 11nm auf (Richmond et al.
1984, Luger et al. 1997). Die DNA wickelt sich mit einer Lange von etwa 146bp in
1.67 linksgangigen, superhelikalen Drehungen um diese Kernhistone (Abb.. 2.2) und
bildet mit ihnen die kleinste sich wiederholende Verpackungseinheit aus, das Nukleosom
bzw. das Nukleosom-Kernteilchen (engl. nucleosome core particle) (Lorch & Kornberg
1994).

Complete Histone With

Tetramer

Abbildung 2.1: Die Kristallstruktur der Kernhistone (H2A, H2B, H3, H4), wel-
che gemeinsam das Histonoktamer bilden [Ref: CC-Lizenz (Autor:
Richard Wheeler (Zephyris)) .

Die DNA Abschnitte zwischen den benachbarten Nukleosomen werden auch linker
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Abbildung 2.2: Die Kristallstruktur des Nukleosoms. Es wird ein Blick auf das Nu-
kleosome mit den Kernhistonen durch die superhelikale Achse gezeigt
und ein Blick auf das Nukleosom, welches um 90° um die horizontale
Achse rotiert wurde. Die DNA wickelt sich mit einer Lange von etwa
146bp in 1.67 linksgangigen, superhelikalen Drehungen um die Kernhi-
stone (H2A griin, H2B blau, H3 gelb, H4 rot; je weiter die Histone vom
Auge des Betrachters entfernt liegen, desto heller ist die Farbe gewahlt).
[Ref: Cutter & Hayes 2015, PMC-Lizenz]

DNA genannt und haben eine variierende Lange von etwa 20-80bp. Das Histon H1,
welches nicht Teil des Histonoktamers und deswegen auch kein Kernhiston ist, bindet
nicht nur an das Nukleosom, sondern auch an die linker DNA und fiuhrt somit zu
einer Stabilisierung der Konformation. Diese Bindung mit der linker DNA fiihrte zu
der Namensgebung Linker Histon fiir das Histon H1. Das Nukleosom Kernteilchen
zusammen mit dem Linker Histon wird auch Chromatosom genannt (Abb. 2.3).

Auf Grund der unterschiedlichen Sequenzen des Nukleosoms zusammen mit der /in-
ker DNA, bildet sich unter niedrigen Salzkonzentrationen bei Betrachtung unter dem
Elektronenmikroskop eine Formation, die an eine Perlenkette erinnert. Dies fiihrte zu
der beriihmten Namensgebung der sogenannten ,beads-on-a-string-fibre" (Olins &
Olins 1974) - also der Perlenketten-Faser. Diese Formation gilt mit ihren 10-11nm als
die kleinste Verpackungseinheit des Genoms. Um die DNA jedoch weiter zu konden-
sieren, verbinden die linker DNA und H1 benachbarte Nukleosomen miteinander und
formen so die 30nm Chromatinfaser. Nichtsdestotrotz ist es allgemein bekannt, dass
die Chromatinkonformation stark von der lonenkonzentration abhangig ist. Momentan
existieren somit zwei Erklarungsmodelle fiir die in vitro nachfolgenden Formationen.
Eine mogliche Konformation ist die Solenoidstruktur (,solen" griech. fiir Kanal und
eidos" fur Form), bei der sich die aufeinanderfolgenden linker DNA und somit auch die

aufeinanderfolgenden Nukleosomen weiterhin mit sich verdrillen und sich die , beads-on-
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I'||: Core of eight
| histf_me maolecules

Histone H1

Abbildung 2.3: Eine vereinfachte Darstellung des Chromatosoms mit dem ge-
bunden Histon H1 und der linker DNA. Das Protein H1 bindet die
aus dem Nukleosom eintretende und austretende DNA und stabilisiert

so deren Windung um die Kernhistone. [Ref: CC-Lizenz (Author: David
O Morgan)]

a-string “-Struktur durch Interaktion der N-terminalen Enden der Histonoktamere zu
einer helikalen Struktur organisiert (diskutiert in Robinson et al. 2006). Die Namensge-
bung erklart sich daraus, dass diese Form dhnlich wie eine Spule anmutet. Eine weitere
mogliche Konformation ist die Zigzagstruktur bei der zwei gegeniiberliegende Nukleo-
somen miteinander interagieren, wobei die linker DNA relativ geradlinig bleiben kann
und sich ein Doppelstrang bildet (two-start helix) (Bednar et al. 1998). Es wurde lange
Zeit angenommen, dass eine Mischung aus beiden Konformationen die 3D Struktur
der 30nm Chromatinfaser ausbilden wiirde (Horowitz et al. 1994). Und obwohl neuere
Ergebnisse die Annahme einer Zigzagstruktur unterstiitzen (Schalch et al. 2005), so
zeigte sich doch, dass vermutlich eher asymmetrische und irregulare Konformationen
die 30nm Chromatinstruktur bilden (rezensiert in Tremethick 2007). Es ist somit zwar
bekannt, dass die DNA weiter kondensiert werden kann aber detaillierte strukturelle
Informationen oder Daten sind weiterhin ein diskutiertes Feld der Forschung (rezensiert
in Hansen 2012).

2.1.1 Heterochromatin und Euchromatin

Basierend auf den mikroskopischen Beobachtungen kann das Genom in zwei Chromatin-
dichtegrade eingeteilt werden: Zum einen in das fester verpackte und besser anfarbbare
Heterochromatin und zum anderen in das etwas weniger komprimierte Euchromatin
(Heitz 1928). Im Allgemeinen gilt, dass die DNA, welche als Euchromatin vorliegt,
einfacher zuganglich ist und somit die genregulierenden Proteine und RNA-Polymerasen
einfacher binden konnen. Dies fiihrt dazu, dass die Transkription initiiert werden kann.
Heterochromatin, auf der anderen Hand, kann weiterhin als eine konstitutive und

eine fakultative Form existieren. Als konstitutives Heterochromatin wird haufig die
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A. Solenoid B.Zigzag

~30nm

Abbildung 2.4: Die Modelle der Solenoid- (A) und Zigzagstruktur (B) in der
Chromatinkondensation. Es wird angenommen, dass die 30nm Chro-
matinfaser in diesen zwei Konformationen vorkommen kann. Bei der
Solenoidstruktur interagieren nachfolgende Nukleosomen und deren
Linker-DNA miteinander, sodass sich eine Art gleichmaBige ,,Spulen-
form" ergibt. Die Histonoktamere folgen ihrer Reihenfolge (1, 2, 3,
etc.). Bei der Zigzagstruktur interagieren gegeniberliegende Nukleo-
somen miteinander, sodass die linker DNA relativ geradlinig verlaufen
kann und wechselnde Histonoktamere in Kontakt miteinander treten
(1 und 3, 2 und 4 etc.). [Ref: CC-Lizenz, MBInfo, Link: 10/21/2014
http://mbinfo.mbi.nus.edu.sg/figure/1389943144002/]

perizentromere und telomere Region des Chromosoms bezeichnet, da diese in allen
somatischen Zellen eines eukaryontischen Organismus an derselben Stelle in ihrer hoch
kondensierten Form vorkommt. Der Name konstitutives Heterochromatin beschreibt
also jenes Heterochromatin, das in allen Zellen des Organismus an derselben Lokalisa-
tion vorkommt. Das fakultative Heterochromatin hingegen bildet sich nur in einigen
Zellen. Das wohl bekannteste Beispiel hierfiir ist das weibliche inaktivierte und stark

kondensierte X-Chromosom - das sogenannte Barr-Korperchen.

Die Tabelle 2.1 gibt einen Uberblick iiber die Eigenschaften des Euchromatins und

Heterochromatins.
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Eigenschaft

Euchromatin

Heterochromatin

Erscheinung in der Interphase
Lokalisation auf dem Chromosom
Sequenz-Zusammensetzung
Gendichte

Replikationszeit

relativ unkondensiert
distal

meist nicht repetitiv
hoch

iber die S-Phase

kondensiert
perizentromer
repetitiv

gering oder fehlend
spate S-Phase

Meiotische Rekombination normal gering oder fehlend
Charakterisierende Proteine GAGA Faktor und HP-1 und manche

andere SU(VAR)s
Positionseffekt-Variegation (PEV) | selten haufig
Methylierungsstatus (in CpG Inseln

vollstandig methyliert

Wirbeltieren) hypomethyliert

Histonacetylierung gering bis hoch gering
Nukleosomenabstand variiert regelmaBig
Nukleasenzuganglichkeit variiert gering
Micrococcal-Nukleasen-Verdau variable Langen der  gleichmaBige Lange
Fragmente der Fragmente

Tabelle 2.1: Uberblick iiber die Eigenschaften des Euchromatins und Hetero-
chromatins (verandert nach Henikoff 2000)

2.2 Epigenetik

Die Epigenetik beschreibt das Forschungsfeld, welches sich mit der Erforschung der
mitotischen und meiotischen, vererbbaren Veranderungen der Genfunktion beschaftigt,
die nicht mit Veradnderungen der DNA-Sequenz erklart werden konnen (Kegel 2013).
Somit erklart sich auch die Namensgebung mit dem altgriechischen Prafix , epi”,
welches so viel wie ,,dazu” oder ,,auBerdem" bedeutet. In anderen Worten untersucht
die Epigenetik also jene molekularbiologischen Informationen, welche Zellen speichern
und an ihre Tochterzellen weiter geben konnen, welche jedoch nicht in Form von

Veranderungen ihres Genotyps erkennbar sind.

Der menschliche Korper besteht aus rund 100 Billionen Zellen. Jede dieser Zellen enthalt
dasselbe Genom und somit auch dieselbe genetische Information. Dennoch unterscheidet
sich z.B. eine Gehirnzelle doch sehr von einer Leberzelle. Die Gehirnzelle wiederum kann
weitere Subtypen aufweisen, welche sehr verschiedene Aufgaben bernehmen kénnen
z.B. die Purkinjezellen und die Astrozyten. Die Astrozyten konnen wiederum in weitere
Subtypen mit spezialisierten Aufgaben und Eigenschaften eingeteilt werden, wie die

fibrillaren Astrozyten und die protoplasmatischen Astrozyten. lhnen allen ist dennoch
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derselbe genetische Code gemein, obwohl sie vollig verschiedene Erscheinungsbilder,
Charakteristika und Funktionen haben konnen. Und wahrend die gangige Genetik diesen
Umstand nicht erklaren kann, ebenso wenig wie die Tatsache, wieso manche Menschen,
die dieselbe genetische Mutation aufweisen (z.B. monozygote Zwillinge) manchmal

erkranken und manchmal nicht, so liefert die Epigenetik eine Antwort darauf.

Das relativ neue Forschungsfeld der Epigenetik erkundet die Details und Modifikationen
- die sogenannten epigenetischen Marker - welche verantwortlich fiir die Zellidentitat
und/oder -pathologien sind. Die Gesamtheit der epigenetischen Marker wird hierbei
auch als das Epigenom bezeichnet. Die Verteilung und Verbreitung des Epigenoms auf
der DNA ist u.a. dafiir verantwortlich, dass Gene vermehrt oder vermindert exprimiert
werden. Weiterhin konnen ganze DNA-Regionen oder einzelne Gene , abgeschaltet
werden (Gen Silencing). Diese Veranderungen der Genexpression kdnnen variabel, stabil
oder weniger stabil sein. Manchmal ist es ein schnelles und verdnderbares System,
manchmal sind die Modifikationen permanent. Dennoch ist es fiir die Zelle von groBter
Bedeutung, dass sie das Muster der Genexpression bzw. ihr Epigenom trotz der moglichen
Schaden durch die DNA Replikation, der DNA Reparatur, der Chromatinanordnung,
wie auch der eher radikalen DNA Verpackung, welche wahrend der Mitose ablaufen,
behalt. Man kann sich das Epigenom also wie die Software der Zelle vorstellen. Es
ermoglicht der Zelle, die Hardware - in diesem Fall die DNA - auf die 6konomischste
und beste Art und Weise zu nutzen, ohne Datenmull zu kreieren, welcher entweder
unvorteilhaft oder sogar giftig fiir die Zelle ware (Spork 2010).

Weiterhin ist das Epigenom der Grund, weshalb Umweltfaktoren einen Einfluss auf
unsere Zellen und sogar direkt auf die Regulation der Genexpression haben kénnen.
Der Vorteil hiervon ist, dass der Organismus anpassungsfahiger bleibt, selbst wenn sich
seine Umwelt verandert. Nicht alle Veranderungen des Epigenoms sind jedoch von
Vorteil. Genau wie genetischen Mutationen auftreten konnen, konnen auch sogenannte
Epimutationen auftreten. Die Definition einer Epimutation ist die Veranderung der Ge-
naktivitat ohne ersichtliche Veranderungen in der DNA-Sequenz, also ohne Assoziation
zu Mutationen der DNA, vielmehr beschreibt sie einen Verlust oder eine Steigerung
der DNA-Methylierung oder anderer erblicher Veranderungen des Chromatins (Oey &
Whitelaw 2014). Da genetische Mutationen sekundar auch zu epigenetischen Verande-
rungen fiihren konnen, welche auch als Epimutationen gedeutet werden konnten, fiihrte
Horsthemke 2006 die Unterscheidung in primare und sekundare Epimutationen ein
(Horsthemke 2006). Die primédre Epimutation beschreibt hierbei die Veranderung der
Genaktivitat auf Grund von DNA Modifikationen nicht aber Mutationen und tritt haufig
nach der Befruchtung auf, was zu einem somatischen Mosaizismus fiihrt. Die sekundare
Epimutation jedoch ereignet sich auf Grund von einer Veranderung der DNA-Sequenz in

einem cis- oder trans-agierenden Faktor, was zu einer moglicherweise beeintrachtigten
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Zellfunktion fithren kann. Somit hat das Forschungsfeld der Epigenetik auch gerade
wegen der Erforschung kongenitaler Syndrome und maligner Vorgange wie Krebs einen

relativ groBen Aufschwung erfahren.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, die Genaktivitat zu verandern. Da die detaillierte
Beschreibung all jener regulierenden Faktoren und Prozesse jedoch den Rahmen die-
ser Dissertation sprengen wiirden, so werden sie der Vollstandigkeit halber nur kurz
vorgestellt.

Die DNA-Methylierung ist der alteste bekannte epigenetische Mechanismus, welcher
eng mit der Genrepression verkniipft ist (Razin & Riggs 1980). DNA-Methyltransferasen
konnen Cytosinreste der CpG-Dinukleotide * der DNA-Matrize methylieren und damit die
sogenannte ,finfte DNA-Base" 5-Methylcytosin (5-mC) bilden. Die DNA-Methylierung
ist jedoch nicht ubiquitar. In den meisten Zelltypen werden regulatorische Sequenzen, wie
z.B. die House-keeping Gene von Methylierungen weitgehend frei gehalten. Zellspezifisch
exprimierte Gene werden nur in den Zelltypen, in welchen sie auch transkribiert werden,
unmethyliert belassen. Im Gegensatz dazu werden das Heterochromatin und jene
Genregionen, welche nicht von Interesse fiir die Zelle sind, normalerweise in hochstem
MaBe methyliert und damit fiir die Bindung von Repressorproteinen und die Inaktivierung

der korrespondierenden Gene zuganglich gemacht.

Histonproteine konnen einen groBen Effekt auf die Regulierung der Genaktivitat haben.
Je nach Modifikation und Histonvariante konnen sie Gene unterdriicken oder aktivieren.
Dies wird jedoch detaillierter im Kapitel 2.3 vorgestellt.

Nucleosome remodelers oder auf deutsch die Nukleosom-Umbauer kénnen die Position
der Nukleosomen auf der DNA ATP-abhangig verandern (Clapier & Cairns 2009),
welches zu einer fiir Chomatinproteine besser oder schlechter zuganglichen DNA fiihren

kann.

Non-coding RNAs (ncRNAs) 2 kdnnen eine groBe Anzahl von genregulierenden Funktio-
nen ausiiben. Chromatin-Modifikationen, Transkription, Splicing, RNA-Modifikationen,
RNA-Translation und die RNA-Stabilitat konnen von ihnen abhangig sein. Fiir einen
Uberblick sei auf die Tabelle 2.2 verwiesen.

! Als CpG-Dinukleotide oder die CpG-Region wird jener Ort auf der DNA bezeichnet, auf welchem
ein Guanin-Nukleotid auf ein Cytosin-Nukleotid in 5" — 3’ Richtung folgt. CpG ist die Abkiirzung
fir 5'—C—Phosphat—G—3".

2Zellulare RNA, welche nicht als transfer RNA (tRNA), messenger RNA (mRNA) oder ribosomal
RNA (rRNA) fungiert, wird gemeinhin als non-coding RNA (ncRNA) bezeichnet.

3Repeat-associated small interfering RNA

4Eine kleine, nukleire RNA oder snoRNA

>Natural antisense small interfering RNA

Trans-acting small interfering RNA

10
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A Unmethylierte DNA Transkriptionsfaktoren kénnen binden

Aktiviertes Gen ﬂ Genexpression

Methylierte DNA i ?
]
A '

Inaktiviertes Gen ﬂv Genexpression

Reduzierte Bindung von Transkriptionsfaktoren

B Methylierte DNA

'?\ ,f\ : Inaktiviertes Gen ﬂ Genexpression
Bindung von Methyl-CpG-Bindungsproteinen, welche
die HDACs und Co-Repressoren rektutieren

Abbildung 2.5: Effekte der DNA-Methylierung auf die Genexpression. A: Hohe
Level an DNA-Methylierung verhindern die Bindung von Transkriptions-
faktoren und resultieren in inaktivierten Genabschnitten. B: Die DNA-
Methylierung an Genpromotoren kann weiterhin die Gentranskription
durch die Bindung von spezifischen repressiven Proteinen (Methyl-CpG-
Bindungsproteine z.B. MeCP2) unterdriicken. Diese Proteine kénnen
wiederum HDACs und transkriptionale Co-Repressoren wie z.B. NCoR
mobilisieren, was einen Effekt auf die Chromatinstruktur hat und zu
einer Geninaktivierung fiihrt (modifiziert nach Ling & Groop 2009,
CC-Lizenz).

2.3 Histone - Einfiihrung

Histone sind basische Proteine, welche Bestandteil des Chromatins sind und in jedem
eukaryontischen Zellkern vorkommen - mit der Ausnahme von Fischsperma. lhre Anzahl
im Zellkern ist so zahlreich, dass ihre Gesamtmasse fast genauso groB ist, wie die
Gesamtmasse der zellularen DNA’. Eine weitere erstaunliche Eigenheit der Histone ist
der hohe Anteil an den basischen Aminosauren Lysin und Arginin (s.u.). Auch konnte
gezeigt werden, dass Histone zwischen den Spezies hoch konserviert vorkommen. Dies
zeigt, wie wichtig ihre Funktion und Aufgaben innerhalb der Zellen sind. Das Histon
H4 z.B. unterscheidet sich zwischen der Spezies Rind und der Erbse nur um zwei
seiner insgesamt 102 Aminosaurereste. Das Histon H3 mit seinen 135 Aminosaureresten
variiert lediglich in vier Positionen, wahrend H2A und H2B mehr signifikante und
Spezies-spezifische Variationen zeigen. Demgegeniiber steht die Gruppe der Histone H1,
welche sich zwischen den Zelltypen und Spezies stark unterscheiden, oder, im Falle von
der Hefe, sogar ganzlich fehlen kénnen. Die Histone, welche Teil des Kernpartikels sind,

sind also konserviert und ihre Gene, die sogenannten Histongene, durch fehlende Introns

Tcf. Spektrum - Lexikon der Biologie: entry of "Histone”
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Prozess Beispiel

Heterochromatinfunktion rasiRNAs®

DNA-Methylierung siRNAs

DNA -Elimination siRNAs

Genetische Pragung (Imprinting) Xist RNA, mi-RNA-136, miRNA-127 and others

Transkription Heat-shock RNA-1, steroid receptor RNA activator,
non-coding repressor of NFAT and others

Alternatives Splicing HBII-52*

mRNA s-Stabilitat natsiRNA®, tasiRNA® and miRNAs

Translation miRNAs

Tabelle 2.2: Uberblick iiber die Regulation der Genexpression durch non-coding
RNAs (modifiziert nach Tost 2008).

(Spacer-Sequenzen) charakterisiert. Die Histongene sind typischerweise in Clustern
organisiert (ein Gen fiir jedes der fiinf Proteine) aber da sie teilweise in verschiedene
Richtungen orientiert sind, konnen sie dennoch unabhangig voneinander abgelesen
werden. Ferner fehlt der mRNA, welche von den Histongenen kodiert wird, regelmaBig

der poly(A)-Schwanz, welcher gewshnlich in eukaryontischer mRNA vorkommt 8.

Die Histonproteine konnen in fiinf Subtypen unterschieden werden: H1, H2A, H2B, H3
und H4. lhre molekulare Masse variiert von 11kDa (H4) bis 15kDa (H3). H2B wird
mit seiner Molekularmasse von 14kDa haufig als sogenannte Loading Control - also

Beladungskontrolle - z.B. bei Western Blots verwendet.

Bei der Bildung der Kernpartikel (s. Kapitel 2.1) lberlagert die polyanionische DNA
zum groBten Teil die Histone, sodass lediglich die basischen Aminotermini aus dem
Nukleosom herausragen wie kleine Schwénze (histone tails). Diese N-terminalen Enden
konnen dann modifiziert werden und sind fiir die Interaktion zwischen den Histonen und
anderen Molekiilen verantwortlich. Auf Grund ihrer starken basischen Eigenschaften
sind die Histone unter physiologischen Salz- und pH-Bedingungen positiv geladen. Diese
positive Ladung kann durch den hohen Anteil der alkalischen Aminosauren Lysin und
Arginin erklart werden und bildet die Basis zur Bildung des Nukleosoms. Die positiv
geladenen Histone konnen mit dem negativ geladenen Ribose-Phosphat-Riickgrat der
DNA (s. Kapitel 2.1) interagieren. Hierbei kann die kleine Furche der DNA ca. alle
10bp an die Histone und im Besonderen an die Argininseitenketten binden. Da die groBe
Furche damit dem Nukleosomzentrum abgewandt ist, konnen hier z.B. regulatorische

Proteine gebunden werden und interagieren.

Eine weitere gemeinsame Eigenschaft der Histone sind ihre globuldren und iiberwiegend

unpolaren carboxyterminalen Domanen, welche das Geriist des Nukleosoms bilden.

8cf. Spektrum - Lexikon der Biologie: entry of "Histone”
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Die N-terminalen Enden besitzen einen hoheren Anteil an basischen Aminosauren und
halten daher polare Eigenschaften. Die globuldren Regionen formen zum groBten Teil
Alpha-Helices (s. Abb. 2.2) und kreieren damit den eigentlichen Kernpartikel innerhalb
des Nukleosoms. Die polaren N-Termini ragen dabei heraus und kénnen modifiziert

oder beeinflusst werden, was Auswirkungen auf das gesamte Nukleosom haben kann.

Die Abschnitte der DNA, in denen die DNA entweder aus dem Nukleosom austritt oder
in jenes eintritt, liegen sehr nah beieinander, was zu der Theorie fiihrte, dass das Linker
Histon H1 hier lokalisiert sein muss. H1 kann relativ einfach vom Chromatin isoliert
werden, ohne dass sich die Struktur des Nukleosoms dabei verandern wiirde, daher liegt
die Annahme nahe, dass es auBerhalb des Kernpartikels liegen muss. Da es Kontakt zu
den Regionen der DNA, welche auBerhalb des Nukleosoms liegen, hat und weiterhin
zwei positiv geladene Enden aufweist, ist es ihm moglich, die entfernt gelegene DNA
Abschnitte zusammen zu bringen und somit die sogenannten 30nm-Chromatinfibrillen

(eine Superstruktur des Chromatins) aus den 10nm-Nukleofilamenten zu bilden °.

Histone spielen eine groBe Rolle in der transkriptionalen Regulation und dem Prozess der
Genhemmung und -aktivierung (Fischle et al. 2003, Emerson 2002, Berger 2002). Der
strukturelle Ubergang zwischen aktiven und gehemmten Chromatinzustinden ist durch
die gemeinhin abgestimmten Handlungen der ATP-abhangigen Remodeling-Komplexe
und der Aktivitaten der Histonendstiicke bedingt (Narlikar et al. 2002, Kouskouti
& Talianidis 2005). Die unterschiedlichen Eigenschaften der Histone kénnen dabei
durch die verschiedene post-translationale Modifikationen erklart werden. Diese Histon-
modifikationen setzen sich im Wesentlichen aus der Phosphorylierung, Methylierung,
Ubiquitinierung (Li et al. 1993,Spotswood & Turner 2002), der ADP-Ribolysierung
(Messner & Hottiger 2011, Hottiger 2011), sowie Acyl-Modifikationen wie der Acetylie-
rung, Propionylierung, Butylierung und die Crotylierung (Rousseaux & Khochbin 2015)
zusammen. Die Variation dieser Modifikationen und deren Auftreten in einer konstanten
Sequenz legte den Grundstein fiir die These eines Histon-Codes.

2.3.1 Die Histon-Code-Hypothese

Lange Zeit wurde angenommen, dass die Histone lediglich die Aufgabe hatten, die DNA
geordnet im Zellkern verpackt zu halten und das Genom um das mehr als 1000-fache
zu kondensieren. Die Regulation der Genexpression wurde der Vielzahl an Transkripti-
onsfaktoren und Replikationsvorgange zugeschrieben. Die neuesten Erkenntnisse zeigen
jedoch ein anderes Bild. Heute ist vielmehr anzunehmen, dass die Histon-Modifikationen
eher dazu dienen, andere z.T. regulierende Proteine zu rekrutieren, als nur die DNA-
Histon-Interaktionen zu stabilisieren bzw. zu destabilisieren. Sie spielen weiterhin eine

9cf. Spektrum - Lexikon der Biologie: entry of "Histone”
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unabdingbare Rolle bei der Regulation der Transkription und der Umordnung des
Chromatins wahrend der Mitose.

Ausschlaggebend fiir den Umschwung war die Entdeckung, dass bekannte Co-Aktivatoren
der Transkription ebenfalls der Gruppe der Histon-Acetyltransferasen (HAT) zugehérig
waren und zu einer Aktivierung der Genexpression fithrten (Brownell et al. 1996, Ogryzko
et al. 1996, Bannister & Kouzarides 1996). Als wenig spater bekannt wurde, dass die
Genrepression und das Gen-Silencing mit Histon-Deacetylasen (HDAC) verknipft zu
sein schienen (Taunton et al. 1996, Heinzel et al. 1997), verdichteten sich die Hinweise
darauf, dass acetylierte Histone mit einer hoheren Expressionsrate zu korrelieren scheinen.
Darauf folgende Publikationen fiihrten dazu, dass immer weitere Histonmodifikationen
und ihre Auswirkungen auf die Genexpression bekannt wurden. Hierbei wurde auch
deutlich, wie spezifisch und kontrolliert diese Modifikationen auftreten. Auf Grund
der kombinatorischen Komplexitat dieser Modifikationen wurde ziemlich bald darauf
die Hypothese des Histon-Codes aufgestellt, die darauf beruht, dass die Histonenden,
welche die Zielstruktur von enzymkatalysierten Modifikationen sind, alleine oder in
Kombination einen Schlissel bilden (engl. code), der die Muster der Genexpression

festlegt.

Jiingere Artikel konnten weitere Einblicke in die Moglichkeiten dieses kombinatorischen
Codes geben und lassen diskutieren ob und wie jener gelesen oder beeinflusst werden
konnte. Auch konnte gezeigt werden, dass die Modifikationen eines Aminosaurerestes,
auf die der anderen Auswirkungen haben kann, selbst wenn diese Aminosaurereste auf
ganz anderen Histonen lokalisiert sind. So kénnen Hypothesen aufgestellt werden, wie
Modifikationen an bestimmten genomischen Regionen auch im neu zusammengesetzten
Chromatin weiterhin bestehen konnen. Zusammenfassend muss jedoch gesagt werden,
dass zwar an der Existenz des Histon-Codes als solchen kein Zweifel mehr besteht,
jedoch die Art und Weise wie verschiedene Proteine, Enzyme und RNAs diesen Code ab
zu lesen vermogen oder wie dieser auch langfristig fiir der Zelle Bestand hat, obwohl sich
gewisse Muster immer wieder verandern, leider bis zum heutigen Zeitpunkt weitgehend
ungeklart bleibt.

2.4 Histonmodifikationen und Pathologien im

Menschen
Viele Erkrankungen des Menschen riickten in den Fokus der Epigenetik, nachdem
groBangelegte genomweite Untersuchungen auf genetischer Ebene z.T. unzureichende

Erklarungen fiir die verschiedenen Symptome, Syndrome und Komplikationen lieferten.

Im Folgenden sollen einige Pathologien beispielhaft vorgestellt und in einen Kontext mit

14
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den bekannten Histonmodifikationen gebracht werden, welche entweder Auswirkungen
auf ihre Entstehung oder den Verlauf der Krankheit haben.

2.4.1 Histonacetylierung und maligne Erkrankungen

Die Acetylierung als erste beschriebene Histonmodifikation (Phillips 1963) bezeichnet
den Transfer einer Acetylgruppe vom Acetyl-CoA zu der e-Aminogruppe eines Lysinrests
durch eine Gruppe von Enzymen, welche als Histon-Acetyltransferasen - kurz HATSs -
zusammengefasst werden. Die HATs konnten in einer groBen Vielzahl in eukaryontischen
Organismen von der Hefe bis zum Menschen identifiziert werden und werden anhand von
strukturellen Homologien in Gruppen bzw. Familien eingeteilt. Verschiedene Acetylierun-
gen von Histonen und Transkriptionsfaktoren spielen eine entscheidende Rolle bei der
Proliferation und Zelldifferenzierung. Abnormale Acetylierungen oder Deacetylierungen
konnen zu Stérungen der normalen Zellfunktion, des normalen Zellzyklus und so sogar
zu einer malignen Entartung der Zelle fithren. Leukamie, Karzinome und verschiedene
Tumor-Syndrome konnen die Folge sein. Im Folgenden soll beispielhaft erklart werden,
wie Defekte der HATs und HDACs! sich negativ auf die Zelle auswirken kénnen.

Generell geht man heute davon aus, dass aktiv transkribiertes Chromatin hyperacetyliert
vorkommt und somit mit der Rekrutierung von HATs vergesellschaftet ist. Die HAT-
Aktivitat steht damit eher im Kontext einer Genaktivierung. Im Gegensatz dazu ist
die HDAC-vermittelte Deacetylierung eher als Gendeaktivierung anzusehen. Daraus
lasst sich ableiten, dass die Hyperacetylierung von normalerweise ,ausgeschalteten*
Genabschnitten oder die Deacetylierung von (iblicherweise aktiv transkribierten Regionen
(z.B. Tumorsuppressorgenen) zu verschiedenen Stérungen bis zur Entwicklung von

proliferativen Erkrankungen fiihren kann.

OHiston-Deacetylasen
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Erkrankung

Acetylierungsdefekt

Leukamie

Karzinome

Tabelle 2.3:

HAT-Fusionen: HDAC-vermittelt:
MOZ/CBP AML1 Fusions-Gen
MOZ/p300

MOZ/TIF-2

MLL/CBP

MLL/p300

p300 Mutationen in kolorektalen, Magen-, Brust-
und Pankreas-Ca Zelllinien

Die veranderte Aktivitat von Histon-Acetyltransferasen und -
Deacetylasen in verschiedenen malignen Erkrankungen des Men-
schen (verandert nach Timmermann et al. 2001).

Table 1
Aberrant regulation of HDACs in cancer

HDAC Normal and oncogenic Expression in cancer Genetic evidence
protein associations

Class | (homologous to RDP3 yeast protein, nuclear location, ubiquitous tissue expression)

HDAC1 HDAC2, CoREST, NuRD, Elevated in gastric®, KD induced growth arrest, decreased viability, and
Sin3, AML1-ETO, PML, breast®, colorectal, increased apoptosis in colon, breast, and osteosarcoma
PLZF, BCLS, p53, HL, lung?, liverA cancer cells and increased survival of mice with overt
AR, ER, Rb/E2F1 PML-RARa—mediated APL; HDAC1 KO/HDAG2 KD

induced growth arrest in fibroblasts; KO induced
genomic instability and arrest and reduced survival
of transformed cells in vivo

HDAC2 HDAC1, CoREST, NuRD, Elevated in gastric®, KD induced growth arrest, decreased viability, and
Sin3, AML1-ETO, prostate, colorectal?®, increased apoptosis in colon and breast cancer cells
PML, PLZF, Bcl6 HL, CTCL and induced apoptosis and decreased lung cancer in

vivo; HDAC1 KO/HDAC2 KD induced growth arrest in
fibroblasts; KO induced genomic instability and arrest
and reduced survival of transformed cells in vivo;

KD induced apoptosis and decreased lung cancer in vivo

HDAC3 HDAC4, HDACS5, HDAC7, Elevated in gastricA, KD in colon cancer cells decreased survival, increased
NCoR/SMRT, AML1-ETO, breast*®, ALL, colorectal, apoptosis, and relieved transcriptional repression
PML, PLZF, PML-RARa, HL; decreased in liver mediated by PML-RARa in APL cells

PLZF-RARa, Bcl6,
STAT1, STAT3, GATA1,

GATA2, NF-xB
HDAC8 Elevated in neuroblastoma KD reduced proliferation of lung, colon,
and cervical cancer cells
Class lla (homologous to Hda1 yeast protein, shuttle between nucleus and i tricted
HDAC4 HDAC3-NCoR, GATA1 KD in chondrosarcoma cells increased VEGF
expression and reduced growth and induced apoptosis
of colon and glioblastoma tumors in vivo
HDAC5 HDAC3-NCoR, GATA1, Elevated in KD cell growth
GATA2 decreased in lung and viability
HDAC7 HDAC3-NCoR, ERc. Elevated in ALL; decreased KD induced growth arrest in colon
in lung and breast cancer cells
HDAC9 Elevated in ALL, KD of HDAC9/10 inhibited homologous
medullablastoma recombination and increased sensitivity to DNA
damage and decreased medullablastoma
cell growth and viability
Class Ilb (homologous to yeast protein Hda1, mostly ic location, tit tricted expl i
HDAC6 a-Tubulin, HSP90, Elevated in breast?, CTCL; KD decreased VEGF expression and decreased
HDAC11 decreased in lung cell viability due to accumulation
of misfolded proteins
HDAC10 KD of HDAC9/10 inhibited homologous

and increased sensitivity to DNA
damage and decreased VEGF expression

Class IV (unknown yeast protein homology, cytoplasmic location, tissue-restricted expression)

Class 11 HDAC6 Elevated in breast, renal, KD induced apoptosis in colon, prostate,
liver breast, and ovarian cancer lines
AIndependent prognosis indicator. BAssociated with enhanced prognosis. KD, HL, Hodgkin ; ALL, acute leukemia.

Abbildung 2.6: Bekannte HDACs und ihre Dysregulation in Krebserkrankungen.

Die Einteilung der Klassen erfolgte anhand ihrer Ahnlichkeit zu Proteinen
aus der Hefe, ihrer Lokalisation (nukleér, cytoplasmatisch oder hybride)
und ihrer enzymatischen Aktivitat. Die HDACs zeigen eine erhohte
Expression in vielen Krebserkrankungen s. mittlere Spalte (modifiziert
nach West et al. 2014, CC-Lizenz).

16



2 Einleitung

Wie bereits eingangs erwahnt, ist die physiologische Acetylierung der verschiedenen
Histone und Transkriptionsfaktoren unabdingbar fiir einen funktionierenden Zellzyklus.
Besonders wichtig sind hier die Aktivitaten einiger Acetyltransferasen aus der ,HAT-

Familie” herauszustellen:

Die CBP/p300-Coaktivator-Familie besteht aus jeweils einem der transkriptionalen
Coaktivator-Proteine CBP (auch als CREB-binding protein oder CREBP bekannt) und
p300 (auch als E1A binding protein p300 bezeichnet). Jeder dieser Faktoren weist eine
Histon-Acetyltransferase-Domane auf, eine Bromodomane, die acetylierte Lysine bindet
und ein PHD-Finger-Motiv (Cys,-His-Cys3). Sie werden ubiquitér exprimiert und spielen
eine entscheidende Rolle in der Regulierung des Zellwachstums, der Apoptose und der
Transformation (Giordano & Avantaggiati 1999). Neben allen vier Histonen acetyliert
CBP/p300 auch eine Vielzahl an Transkriptionsfaktoren wie z.B. p53, GATA-1, HIV-1
Tat, c-Myb, HNF1, HNF4 und weitere (fir einen Review sei auf Sterner & Berger
2000 verwiesen). Die bedeutende Rolle von CBP in der Zelltransformation zeigt sich
beim Vorgang der Chromosomentranslokation, bei der CBP mit MOZ (Monocytic
leukemia zinc finger protein) oder MLL (Mixed lineage leukemia) fusioniert, da diese
Translokationen zu der Entstehung einer Leukamie fithren konnen (Taki et al. 1997,
Sugita et al. 2000).

Der Faktor p300 konnte als Tumorsuppressor identifiziert werden. Wahrend CBP vor
allem fiir ein normal funktionierendes hdmatopoetisches System zustandig zu sein scheint,
konnte p300 jedoch keinem festen Organ oder keiner festen Zelllinie zugeteilt werden.
Spontane Mutationen scheinen mit verschiedenen Tumorarten im Menschen assoziiert zu
sein (Gayther et al. 2000, Bryan et al. 2002). lhnen gemeinsam ist jedoch die Moglichkeit
der malignen Entartung der Zelle bei Mutation oder Translokation der Faktoren. Da
beide Faktoren eine Histon-Acetyltransferase darstellen, haben Veranderungen ihrer
Aktivitat entscheidende Auswirkungen auf die Histonacetylierung und die Acetylierung
von Transkriptionsfaktoren und somit auch die Struktur des Chromatins, sowie die

Genexpression.

TAF 1250 (TBP-assoziierter Faktor) ist eine Untereinheit des Transkriptionsfaktors TFIID
und steuert unter anderem Mdm2-abhangig die Aktivierung des Tumorsuppressors p53
(Allende-Vega et al. 2007). Eine fehlerhafte Funktion von TAF;;250 hat auf Grund
seiner HAT-Region damit nicht nur Auswirkungen auf die Acetylierung der Histone
und Transkriptionsfaktoren sondern auch einen direkten Einfluss auf den Zellarrest und
Reparaturvorgange.

Die GNAT-Superfamilie oder auch Gen-5-verwandte N-Acetyltransferasen umfasst im
Menschen zwei Proteine: Genb und PCAF (p300/CBP-assoziierter Faktor). Beide
Proteine konnen mit CBP/p300 interagieren und sind an der Transkriptionsregulierung
und der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt. Die Uberexpression von PCAF kann zu
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einem Erliegen des Zellwachstums fiihren. Dieser Effekt lasst sich vorrangig durch die
unausgewogene Interaktion von PCAF mit E2F und p53, zwei wichtigen Regulatoren
des Zellzyklus, erklaren. E2F ist ein Transkriptionsfaktor, der die S-Phase-spezifische
Genexpression und den Eingang in die S-Phase induziert. Es konnte gezeigt werden, dass
die Acetylierung von E2F durch PCAF die Transkriptionsaktivitat von EF2 steigert und
das Protein selber noch stabilisiert (Martinez-Balbas et al. 2000), sodass zu erwarten
wire, dass auch das Zellwachstum gesteigert wiirde. Ahnlich wie bei EF2 vergroBert
sich aber auch die DNA-Bindungsaffinitat von p53, eines Tumorsuppressorproteins,
bei Acetylierung. Die Acetylierung von p53 durch PCAF fiihrt hier jedoch zu einer
Verhinderung des Eingangs in die S-Phase und zu einer Verhinderung des Fortschreiten
des Zellzyklus. PCAF kann also in zwei Richtungen in den Zellzyklus eingreifen: Durch
die Acetylierung von EF2 wird die Zellteilung angeregt, durch die Acetylierung von
p53 kommt der Zellzyklus zum Erliegen. Es liegt also nahe eine Verlinkung zwischen
der Mutation von PCAF-Regionen, welche die HAT-Aktivitat steuern, und malignen
Vorgangen, Zellproliferation und Tumorbildung zu vermuten. Erste Hinweise, dass diese
Verbindung auch wissenschaftlich belegt werden kann, konnte eine Veroffentlichung
aus dem Jahr 1996 liefern. Hier konnte gezeigt werden, dass onkogene virale Proteine
wie das E1A, ein humanes Adenovirus, gebundene CBP/p300/PCAF-Komplexe spalten
konnen und es infolge dieser Spaltung zu einem Verlust der Transformationsinduktion
kommt (Yang et al. 1996). Die viralen Onkoproteine konkurrieren hierbei um die
Bindungsstelle von PCAF mit CBP/p300 und kdnnen bei Verlust dieser Bindung mit
dem CBP/p300-Komplex keine Transformation mehr induzieren. Dies lasst somit auch

den Umkehrschluss zu, dass PCAF eine Rolle in der Tumorsuppression zu spielen scheint.

Im Jahr 2000 konnten Krebs et al. zeigen, dass die Regulierung der eukaryontischen
Genexpression von der Aktivitat ATP-abhangiger Chromatin-Remodeling Enzyme wie
SWI/SNF und Histon-Acetyltransferasen wie Genb abhangig ist. Ferner konnte in
Saccharomyces cerevisiae bei gleichzeitiger Storung der Faktoren SAS3, dem Homo-
log fir das humane MOZ und Gcnb, eine Letalitdt durch den Verlust der Histon-
Acetyltransferasenaktivitat gezeigt werden (Howe et al. 2001). Es kam hier zu einem
exzessiven, globalen Verlust an Histon H3-Acetylierung und dem Zellzyklusarrest in der
Phase G(2)/M. Neuere Veréffentlichungen konnten aufzeigen, dass die HAT Genb auch
eine entscheidende Rolle im Tumorwachstum spielt und ihre Expression z.B. mit der
TumorgroBe im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom korreliert (Chen et al. 2013). Genb
begiinstigt das Zellwachstum und die G1/S-Phasen-Transition in mehreren Zelllinien

verschiedener Lungenkarzinoma, tber die Zunahme der Promotoraktivitat von E2F,
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Cyclin D1 und Cyclin E1'2. Auch im Kolonkarzinom konnte ahnliches beobachtet
werden. Hier fiel auf, dass Genb eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Karzinoms
spielt, indem es hoch reguliert das Zellwachstum steigert und daher ein attraktives Ziel

fur neue Therapiemdglichkeiten bieten konnte (Yin et al. 2015).

Die MYST-Superfamilie umfasst die Histon-Acetyltransferasen MOZ (Monocytic leuke-
mia zinc finger protein), MORF (MOZ-related factor), HBO1 (HAT bound to ORC1)
und Tip60 (Tat-interactive protein, 60 kDa). lhnen allen gemeinsam ist die homologe
MYST-Domane, eine Acetyl-CoA-Bindungsstelle der eine Zinkfingerkonformation oder
Chromodomane vorausgeht.

MOZ (MYST3) wurde erstmals als Fusionspartner von CBP bei der Chromosomen-
translokation in der akuten myeloischen Leukamie (AML) bekannt (Borrow et al. 1996).
Spater wurde MORF anhand von seiner strukturellen und funktionellen Ahnlichkeit zu
MOZ identifiziert (Champagne et al. 1999, Champagne et al. 2001). Beide Proteine
besitzen die Fahigkeit zur Transkriptionsaktivierung und wirken als Coaktivatoren fiir
zwei Transkriptionsfaktoren mit Runt-Domanen®® - Runx1 und Runx2 (Kitabayashi et al.
2001b, Pelletier et al. 2002, Collins et al. 2006). Neben der MOZ /CBP-Chimare konnten
in der akuten myeloischen Leukdmie auch weitere Translokationen festgestellt werden,
zum Einen MOZ/p300 und MOZ/TIF2 und zum Anderen MORF/CBP (Carapeti et al.
1998, Kitabayashi et al. 2001a, Panagopoulos et al. 2001). Es ist davon auszugehen,
dass bei der Entstehung einer solchen Protein-Chimare die funktionellen katalytischen
Untereinheiten der Fusionspartner fehlerhafte oder veranderte Bindungsstellen aufwei-
sen und es somit zu einer Veranderung - hier im Allgemeinen eine Abnahme - der
Aktivitat, einer Verminderung der Acetylierungen und einer Sequestrierung von Schlis-
selregulatoren kommt. So verhindern MOZ/CBP und MOZ/TIF2 die Aktivierung vom
Retinsaurerezeptor-B2 Promotor** (RARB2 Promotor). MOZ/TIF2 ist weiterhin in der
Lage myeloische Vorlauferzellen zu immortalisieren, ein Grund fiir die Entstehung der
AML (Collins et al. 2006, Huntly et al. 2004). Mehrere Veroffentlichungen konnten
seither die wichtige Rolle von MOZ in der Regulierung der Hdmatopoese zeigen (fir
ein Review sei auf Perez-Campo et al. 2013 verwiesen).

HBO1 (MYST2) wurde im Zusammenhang mit der DNA-Replikation entdeckt. Die
DNA-Replikation wird mit der Bindung des Origin Recognition Complex (ORC) an

1 Cycline sind Proteine, welche den Zellzyklus mitsteuern kénnen. Sie aktivieren dabei Cyclin-abhangige
Kinasen (CDKs) und erméglichen so den Ablauf verschiedener Signalketten. Cyclin D1 ist fiir die
Progression durch die G1-Phase und den Eingang in die S-Phase unabdingbar.

2Cyclin E1 bestimmt unter anderem den Ubergang von der G1- zur S-Phase.

13Der Oberbegriff lautet tatsachlich Runt-Domane, wahrend die Genloki als RUNX1 und RUNX2
(und RUNX3) bezeichnet werden.

14Der humane Retinsiurerezeptor Beta2 (RARB2) ist Mitglied der Superfamilie der Nukledren Rezep-
toren und spielt eine Schliisselrolle in der Modulierung der Effekte von Retinsiure (RA) auf das
Zellwachstum und die -differenzierung.
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den Replikationsursprung (Origin of Replication) initiiert. HBO1 wurde durch seine
Interaktion mit der groBten Untereinheit der ORC - ORC1 - identifiziert, daher auch
der Name ,,HAT bound to ORC1" (lizuka & Stillman 1999). Dabei wirkt HBO1 positiv
auf die Zusammenlagerung der Prareplikationskomplexe (pre-RC) und die Initiierung
der DNA-Replikation (lizuka et al. 2006). Die fiir HBO1 kodierende Region wurde als
eine haufige Stelle fiir retrovirale Integration identifiziert, ein Umstand, der nicht nur
zur myeloischen Leukdmie und B/T-Zell-Lymphomen in der Maus fiihrt (Suzuki et al.
2002). Es konnte auch gezeigt werden, dass z.B. das Protein HBZ (HTLV-1 Basic
leucine Zipper factor), das vom humanen T-Zell-Leukamie-Virus vom Typ 1 (HTLV1)
kodiert wird, die HAT-Aktivitat von CBP/p300 und HBO1 vermindert und somit zu
einer Repression der Funktion vom Tumorsuppressorprotein p53 fiihrt (Wright et al.
2016), was zum Ausbruch des adulten T-Zell-Lymphoms (ATL) fithren kann. Ferner
scheint HBO1 als Komplex mit ING4 und ING5 (s.u.) auch eine tumorsuppressive
Wirkung zu haben, da die HAT-Aktivitat von HBO1 die Transkriptionsaktivitat von p53
iber die Mediatoren ING4 und ING5 zu steigern scheint (Shiseki et al. 2003, Doyon
et al. 2006).

Tip60 (HIV Tat-interacting protein of 60kDa) ist die katalytische Untereinheit des
evolutionar sehr gut konservierten NuA4-Komplex (Nukleosome Acetyltransferase of
histone H4) (Doyon et al. 2004). Die HAT ist an bedeutenden Funktionen wie der
Regulation der Transkription beteiligt und fungiert als Co-Aktivator fiir u.a. nukleare
Hormonrezeptoren , NF-kB, B-Catenin, E2F und das c-Myc Onkoprotein (Brady et al.
1999, Baek et al. 2002, Sierra et al. 2006, Taubert et al. 2004, Frank et al. 2003).
Ferner spielt sie eine entscheidende Rolle bei DNA-Reparaturvorgangen. So konnten
Ikura et al. 2000 zeigen, dass es bei einer Mutation innerhalb der HAT-Domane von
Tip60 zu keiner effektiven Induktion der Apoptose bei DNA-Schaden mehr kommen
kann.

ING-Faktoren (INhibition of Growth) gehéren der Tumorsupressor-Familie vom Typ
2 an. Sie sind u.a. fir die Regulation der Zellproliferation, -alterung, -apoptose, -
differenzierung, die Angioneogenese, DNA-Reparatur und die Metastasierung und Inva-
sion von Tumorzellen verantwortlich. Zudem erhohen sie die Sensibilitat von Krebszellen
auf die Chemo- oder Strahlentherapie (Zhang et al. 2016). Heute sind fiinf verschiedene
ING-Faktoren bekannt: ING1, ING2, ING3, ING4 und INGb. lhnen ist als Familie gemein,
dass sie in den Multisubunit Proteinkomplexen der MYST-Familie vorkommen (mit
Ausnahme der von MOF) oder Bindungen mit HDACs eingehen kénnen. Eine Rolle
als potentielle Angriffspunkte fiir neue Moglichkeiten in der Krebstherapie wird derzeit
diskutiert. Tab. 2.4 gibt einen Uberblick (iber die wichtigsten HATs im Menschen und
ihre zellularen Effekte.

Der Gewinn an oder der Verlust von Acetylierungen kann also einen entscheidenden
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HAT Effekt

CBP/p300 globaler Coaktivator

TAF;250 TBP-assoziierter Faktor
GNAT-Superfamilie

Genb Coaktivator

PCAF Coaktivator

MYST-Familie

MOZ Leukamogenese bei Chromosomen-Translokation
MORF unbekannt (dhnlich wie MOZ)
HBO1 ORC Interaktion

Tip60 HIV-Tat Interaktion

Rezeptor-Coaktivatoren Transkriptionsantwort auf hormonelle Signale
TIF-2

SRC-1

ACTR

TFIIIC-Familie Initiierung der RNA-Polymerase IIl Transkription

Tabelle 2.4: Ubersicht der Histon-Acetyltransferasen im Menschen und ihr Ef-
fekt auf die Zellvorgdnge (verandert nach Sterner & Berger 2000).

Einfluss auf die Tumorentstehung haben.

2.4.2 Epigenetik und das Alter

In den letzten Jahren hat die Forschung um epigenetische Veranderungen und deren
Konsequenzen im Alterungsprozess einen wahren Aufschwung erlebt. Haufig im Maus-
oder Drosophila-Modell oder in Zellkulturen untersucht (Peleg et al. 2016a, 2010), fehlen
die humanen in vivo Studien noch. Allerdings konnten wichtige Prozesse identifiziert
werden, die zu einem Funktionsabfall zwischen den verschiedenen Systemen und dem
Organismus fiihren konnen. So gelten derzeit vier molekulare Verdnderungen als die
wichtigsten ,,Marker des Alterns": genomische Instabilitat, epigenetische Veranderungen,
Telomerverkiirzungen und der Verlust der Proteostase (die dynamische Regulation
eines funktionellen Proteoms) (Lopez-Otin et al. 2013). Auffallig ist, dass drei dieser
vier Hauptmerkmale Chromatinveranderungen beschreiben, was die Bedeutung des

Chromatinzustands fiir die Zellfunktion und die Gesundheit verdeutlicht.

Im Alter verandern sich sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem
(Pinti et al. 2016). Das angeborene Immunsystem ist dabei der Teil des Immunsystems,
der genomisch festgelegt ist, also vererbt wurde. Er wird auch als die ,,unspezifische
Immunantwort” beschrieben, da er vor allem sehr schnell aber auch nur begrenzt spezi-
fisch agieren kann. Der adaptive Teil ist, wie der Name es schon vermuten lasst, der

polytrope und anpassungsfahige Arm der Immunantwort, der stetig lernen kann. Hier
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- Infektanfalligkeit/
- ~ Erkrankungsrisiko
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Abbildung 2.7: Vereinfacht dargestellter Zusammenhang aus Infektanfalligkeit,
Immunkompetenz und Alter. Rot: Die zunehmende Infektanfal-
ligkeit im Alter. Blau: Die abnehmende Immunkompetenz. Quelle:
https://www.impfen.de/impfungen /guertelrose-herpes-zoster/ (Ref.:
NP-DE-VX-WCNT-200061)

verlauft die Immunantwort etwas verzogert, doch durch Erkennung und Bildung von z.B.
Antikorpern sehr spezifisch und auf die einzelnen Erreger zugeschnitten. Ebenfalls be-
schrieben wurde ein Phanomen, dass sich ,,Inflammaging” also Altern durch Entziindung
nennt. Hierbei kommt es zu einer chronischen Stimulation des Immunsystems und hohen
Konzentrationen an Entziindungsmediatoren wie Zytokinen und dariiber zu pathologi-
schen Veranderungen wie Atherosklerose, Osteoporose (Knochensubstanzschwund) und
Diabetes mellitus Typ Il (Frasca & Blomberg 2016). Chronische Entziindungen zehren
somit nicht nur am Kraftehaushalt, sie gehen auch mit krankhaften Prozessen einher,
die die Immunkompetenz weiter einschranken. So gelten auch insbesondere Atheroskle-
rose und Diabetes mellitus als Risikofaktoren fiir schwerwiegende Infektionsverlaufe
(Romero Starke et al. 2020).

2.4.2.1 Diabetes

Der Diabetes mellitus ist ein weltweit wachsendes Problem. Eingeteilt werden kann er

in drei Formen:

Den Diabetes mellitus Typ 1 - frither auch juveniler Diabetes genannt obwohl es auch
eine late-onset Form im Erwachsenenalter (latent autoimmune diabetes in adults =
LADA) gibt - welcher eine Autoimmunerkrankung darstellt, bei der das Immunsystem
hauptsachlich die Beta-Zellen des Pankreas angreift und zerstort. Der Korper kann
somit nicht mehr genug Insulin bilden und es kommt zu einem absoluten Insulinmangel
im Blut, der wiederum zu einem erhéhten Blutzuckerspiegel (Hyperglykamie) fiihrt. Die
typischen Beschwerden sind dabei ein vermehrter Harndrang, der durch die Glucose
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im Urin erklart werden kann. Die Nierenschwelle fiir Glucose betragt etwa 180mg/dl.
Ubersteigt der Blutzuckerwert diese Schwelle, kann die Niere den Zucker im Harn nicht
mehr riickresorbieren und es fallt vermehrt Glucose im Urin an. Diese Glucose ist nun
osmotisch wirksam und sorgt fiir einen Wassereinstrom und zu einer vermehrten Urin-
menge. Infolgedessen klagen viele Patienten lber ein sehr belastendes Durstgefiihl und
eine ansteigende Trinkmenge auf mehrere Liter pro Tag. Auch ist ein Gewichtsverlust
charakteristisch fiir den absoluten Insulinmangel, da die Energie aus der Nahrung ohne
das anabole Hormon nicht in den Fettzellen des Korper gespeichert werden kann und der
Korper auf seine Reserven zuriickgreifen muss. Dadurch, dass die Zellen ohne das Insulin
keinen Zucker aufnehmen konnen, da der GLUT4 Transporter nicht in die Zellmembran
eingebaut wird, ist eine allgemeine korperliche Schwache ebenso charakteristisch wie
eine Konzentrationsschwache, Miidigkeit und Kopfschmerzen. Unspezifische Symptome
wie Ubelkeit, Erbrechen und Durchfall sowie trockene, juckende Haut kénnen sich auch
dazu gesellen. Bleiben die Hyperglykdamie und der absolute Insulinmangel unbehandelt,
so kann es zu einer lebensgefahrlichen Ketoazidose kommen. Hierbei bildet der Korper
auf Grund seines Energiemangels in den Zellen vermehrt Ketonkorper, welche den pH
verringern (Azidose). Da die Zellen keine Glucose mehr aufnehmen kénnen, signali-
sieren sie einen absoluten Energiemangel. Infolgedessen schiittet der Koérper vermehrt
Adrenalin und Noradrenalin sowie andere Insulinantagonisten aus. Diese initiieren unter
anderem den Fettabbau und die Bildung von Ketonkérpern u.a. Azetessigsaure und
B-Hydroxybuttersidure. Nach anfanglich unspezifischen Symptomen fallen bei den Pati-
enten der siiBliche, azetonartige Mundgeruch, spater die sogenannte KuBmaul-Atmung

und eine Bewusstseinstriibung auf. Unbehandelt endet das Krankheitsbild todlich.

Den Diabetes mellitus Typ 2, der zum Formenkreis der Stoffwechselerkrankungen zahlt
und durch einen relativen Insulinmangel gekennzeichnet ist. In Deutschland leiden
rund sieben Millionen Menschen an einem Diabetes, der medikamentds behandelt
wird. 90% davon sind Typ-2-Diabetiker. Heute weiB man, dass auch der Diabetes
mellitus Typ 2 erblich bedingt ist und vor allem durch Ubergewicht, falsche Erndhrung
und Bewegungsmangel begiinstigt wird. Im Gegensatz zum Typ-1-Diabetes leiden
die Patienten aber nicht unter einem absoluten Insulinmangel, sondern unter einer
Insulinresistenz. Das bedeutet, dass die Zellen weniger sensibel auf Insulin reagieren
und die Bauchspeicheldriise immer groBere Mengen des Hormons produzieren muss, um
den gleichen Effekt zu erzielen. Irgendwann erschopft sich die Insulinproduktion und es
treten Hyperglykdmien und ihre bekannten Komplikationen an den GefaBen, Nerven
und Organen auf. Gerade weil diese Komplikationen z.T. erhebliche Folgen fiir den
Patienten haben kdnnen z.B. Stérungen des Vibrationsempfinden und der Propriozeption,
GefaBverschliisse, Schlaganfalle, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Sehstérungen bis hin

zur Erblindung und Organschaden bis zur Niereninsuffizienz ist die Erforschung der
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Mechanismen der Erkrankung und die Entwicklung neuer Therapien unabdinglich.

Den pankreopriven Diabetes, bei dem die Ursache des absoluten Insulinmangels in
einem entweder fehlendem Pankreas oder einer massiv beeintrachtigten Funktion jenes
liegt. Dieses Krankheitsbild ist haufig nach Verletzungen oder operativen Eingriffen
z.B. im Rahmen der Entfernung eines Pankreas-Karzinoms anzutreffen, es kommt aber
auch als Komplikation im Rahmen der Hamochromatose (Eisenspeicherkrankheit), der
Mukoviszidose oder nach Pankreatiden (Bauchspeicheldriisenentziindungen) vor.

2.4.2.2 Epigenetische Veranderungen bei Diabetes Typ 1

Auf Grund der stetig wachsenden Problematik des Diabetes und dessen Komplikationen
und Folgeerscheinungen riickte die Stoffwechselkrankheit auch in den Fokus epigeneti-
scher Forschungen. Mehrere Publikationen der letzten Jahre unterstiitzen die These,
dass auch epigenetische Veranderungen maBgeblich zum Komplikationsverlauf oder zu
Stoffwechselbeeintrachtigungen beitragen konnen. So fanden Miao et al. 2008 mit einer
Chromatin-Immunprazipitation (ChIP) heraus, dass eine Untergruppe von Genen bei
Typ-1-Diabetikern eine signifikante Zunahme der H3K9-Dimethylierung in Lymphozyten
aufwies. Unter anderem zeigte CLTA4®, eine erhdhte Promotor-H3K9-Dimethylierung.
Die Versuche von Miao et al. mit der sogenannten Ingenuity Pathway Analysis (IPA)
fanden zwei Gen-Netzwerke in Typ-1-Diabetes Patienten, die Gene mit einer veranderten
H3K9-Dimethylierung aufwiesen. Viele von diesen Genen werden mit autoimmunen
Vorgangen und entziindungsbedingten Signalwegen in Verbindung gebracht, so sollen sie
zum Beispiel fiir die Umwandlung des Transformierenden-Wachstumsfaktors-B (trans-
forming growth factor-B), des Kernfaktors kB, der Mitogen-aktivierte Proteinkinase
(MEK) p38, eines Toll-like-Rezeptors und Interleukin-6 verantwortlich sein. Die IPA
soll auBerdem eine biologische Beziehung dieser Gen-Netzwerke mit Typ-1-Diabetes
Kandidatengenen aufgezeigt haben. Da es sich bei dem Typ-1-Diabetes um eine T-Zell-
vermittelte Autoimmunerkrankung handelt, scheinen diese Ergebnisse auf den ersten
Blick schlissig.

Autoimmune Erkrankungen und ihre Entstehung bleiben bis heute ein groBes Ratsel der
Medizin. Auch, wieso die Pravalenz stetig steigt, kann nur hypothetisch zu erklaren
versucht werden. Die Epigenetik kann hier einen wertvollen Beitrag leisten, indem
sie versucht, die sich verdnderten Umweltfaktoren (Erndhrung, korperliche Aktivitat,
Virusinfektionen, Keimbelastung, Umweltnoxen, Hygiene etc.) sinnvoll in einen Kontext

mit der Veranderung auf den Metabolismus zu setzen. Wieso es zu einer autoimmunen

15Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4 (Synonym: CD152 - Cluster of Differentiation 152) ist
ein Protein aus der Immunglobulin-Superfamilie und wird von aktivierten T-Zellen exprimiert. Es
agiert als Proteinrezeptor und , Immuno-Checkpoint”, der die Immunantwort herunter regulieren
kann.
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T-Zell-Antwort gegen korpereigene Strukturen kommen kann, kann so in der Zukunft
vielleicht doch noch beantwortet werden. Ein weiteres Ratsel vor dem sich die moderne
Medizin gestellt sieht, ist die Tatsache, dass selbst nach einer giinstigen Stoffwech-
seleinstellung (hier die Normoglykamie) die Komplikationen dennoch fortschreitend
sind. Die Diabetes Control and Complications Trial (DCCT)/Epidemiology of Diabetes
Interventions and Complications (EDIC) Studie (2003) und die neuere Follow-Up Pro-
spective Diabetes Studie aus der UK (UKPDS) (2005) zeigten beide, dass die Effekte
der Hyperglykamie auf die Endorgane bei Patienten mit Diabetes Typ 1 und Typ 2
selbst nach 5 Jahren noch Folgen fiir die Patienten hatten, obwohl diese wieder zu
ihrer normoglykamen Stoffwechsellage zuriickgekehrt waren. Dieses Phanomen nennt
man auch das , hyperglykamische Gedachtnis” oder auf Englisch ,the legacy effect”
(Chalmers & Cooper 2008).

Im Jahr 2009 konnten Brasacchio et al. zeigen, dass dieses , hyperglykamische Gedacht-
nis" des menschlichen Organismus verschiedenen Histonmodifikationen zuzuschreiben
ist. So konnte gezeigt werden, dass es nach einer Hyperglykamie zu einer Upregulation
des NFkB-p65-Gens (s.u.) kommt, welche mit einer Zunahme der H3K4- und Abnahme
der H3K9-Methylierung des p65 Promotors verbunden ist. Ferner fiel eine persistierend
gesteigerte Rekrutierung der Histon-Demethylase LSD1 (Lysine-specific Demethylase
1), einer H3-Demethylase, zu dem p65-Promoter infolge einer Hyperglykamie auf,
wobei die LSD1 als Gen-Repressor oder -Aktivator fungieren kann ( Trojer & Reinberg
2006,Metzger & Schiile 2007). Interessanterweise konnte hier auch gezeigt werden, dass
die Atherosklerose trotz Riickkehr zu normoglykdmen Stoffwechselzustanden in vorher
hyperglykdmischen Mausen weiter fortschreitend war. Es kam zu einer Zunahme des
NFkB, VCAM!® MCP-1 mRNA! in den diabetischen und friiher hyperglykidmen nun
normoglykamen Mausen. Es wurde daraufhin die Menge des Plaques gemessen, welcher
sich in den drei Gruppen der apoE Mausen (Apolipoprotein Knock-Out Mause) gebildet
hatte. Die drei Gruppen bestanden aus normoglykdmen apoE Mausen (NG—NG),
diabetischen apoE Mausen (HG—HG) und vorher hyperglykamischen, nun wieder nor-
moglykamen apoE Mausen (HG—NG). Es fiel auf, dass die diabetischen Mause und
die HG—NG-Mause dreimal so viel atherosklerotischen Plaque gebildet hatten, wie die
immer normoglykamen Kontrollen. Trotz adaquater Stoffwechseleinstellung schienen
die HG—NG-Mause keinen Benefit in Hinsicht auf die Bildung von Atherosklerose zu
haben (s. Abb. 2.8). Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen auch Zhong & Kowluru 2010,

allerdings im Versuch mit Ratten. Auch sie konnten zeigen, dass trotz Normalisierung

16Vascular Cell Adhesion Protein, ein Protein, das u.a. die Zelladhasion von Immunzellen zu vaskularen
Endothelzellen vermittelt und als ein Faktor in der Entstehung von Atheroskleroseplaques diskutiert
wird.

"Monocyte Chemoattractant Protein-1 messenger RNA; Der Rekrutierung von Monozyten wird eine
Schlisselrolle in der Entstehung von Atherosklerose zugeschrieben.
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der Blutzuckerwerte eine Veranderung des Epigenoms auftrat, welche auch weiterhin
Fortbestand hatte. lhnen fiel eine verminderte Acetylierung des Histons H3 auf. So
konnte in diesem Zusammenhang erklart werden, wieso es trotz einer Normalisierung

der Blutzuckerwerte weiterhin zu einem Fortschreiten der Retinopathie kommen konnte.

ARCH THOR "~ ABDOM

Abbildung 2.8: Trotz wieder normoglykamischer Stoffwechselzustande bilden
sich in den GefaBen der HG—NG-Mause atherosklerotische
Plaques. Atherosklerotische Plaques in der Aorta mit Sudan IV-Farbung.
(A) apoE KO Kontrolle, (B) diabetische apoE KO, (C) vorher hyper-
glykdmisch nun normoglykame apoE KO (HG—NG-Mause). ARCH:
Aortenbogen; ABDOM: abdominal; THOR: thorakal. (modifiziert nach
Brasacchio et al. 2009, PMC-Lizenz).

Auch eine Studie aus dem Jahr 2014 stellte einen interessanten Zusammenhang zwi-
schen den HbAlc-Werten, also dem Langzeitblutzuckerwert der Probanden, und der
H3K9-Monoacetylierung als moglichen Grund fir das ,, metabolische Gedachtnis™ des
menschlichen Organismus her (Miao et al. 2014). So wurden zwei Gruppen von Pa-
tienten untersucht - einmal eine Gruppe mit intensivierter Insulintherapie (mittlerer
HbAlc = 7.3%, n=30) und einmal eine Gruppe, welche nicht intensiviert behandelt
wurde und somit erhohte Blutzuckerwerte aufwies (mittlerer HbAlc = 9.1%, n=30).
Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem mittleren HbAlc und der
H3K9Ac beobachtet werden. Weiterhin beinhalteten die 38 meist hypermethylierten
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Promotoren (p<0.05) iiber fiinfzehn Gene, welche im Zusammenhang mit dem ent-
zlindungsfordernden NF-kB Signalweg stehen und ferner angereichert in jenen Genen

vorkommen, welche fiir diabetische Komplikationen mitverantwortlich gemacht werden.

Der NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) halt wichti-
ge Funktionen innerhalb des Immunsystems und der lymphatischen Organe inne. Er
reguliert dabei nicht nur die Immunantwort, die Zellproliferation sowie den Zelltod,
seine Aktivierung gilt auch als kritisch fir die Entstehung von Entziindungen. Selbst
bei verschiedenen Krebsarten wird eine wichtige Rolle des Faktors als wahrscheinlich
diskutiert, weswegen Zwischenwege des NF-kB-Signalweges als Zielstrukturen fiir neue

Medikamente studiert werden.

2.4.2.3 Epigenetische Veranderungen bei Diabetes Typ 2

Im Gegensatz zum Diabetes Typ 1, welcher eine Autoimmunerkrankung darstellt, wird
der Diabetes Typ 2 gerne als sogenannte , Lifestyle-Erkrankung" angesehen. Doch
obwohl Ubergewicht, ein ungiinstiger Ernahrungsstil, verminderte kérperliche Aktivitat
und das Alter das Risiko erhohen, an Typ-2-Diabetes zu erkranken, tritt die Erkrankung
dennoch nicht bei allen Menschen auf, die diese Risikofaktoren aufweisen. Viele Studien
bemiihten sich daraufhin in genomweiten Untersuchungen eine Erklarung fiir dieses
Phanomen auf genetischer Ebene zu finden (Saxena et al. 2007, Scott et al. 2007, Sladek
et al. 2007). Vielversprechender erscheint aber auch hier der Ansatz, nach epigenetischen
Veranderungen zu suchen und solche in einen Kontext mit den Umweltfaktoren und

dem veranderten Stoffwechsel der Patienten zu setzen.

Ein Faktor, weswegen die Pravalenz des Typ-2-Diabetes weltweit immer mehr und
schneller steigt ist die auch steigende Rate an Ubergewichtigen in der Bevolkerung. Heu-
te ist bekannt, dass zum Beispiel der Funktionsverlust der Histon-Demethylase Jhdm2a
mit Ubergewicht assoziiert ist und zu einer verringerten Expression von metabolisch
aktiven Genen im Skelettmuskel filhrt (Tateishi et al. 2009). Das Enzym SIRT1, ein
HDAC der Klasse Il (NAD-abhéngige Sirtuine), greift nicht nur in mehrere Signalwege
des Metabolismus wie die Adipogenese, die Glukoseausnutzung, die Fettsaurenoxidation
und die Biogenese der Mitochondrien ein, es reguliert unter anderem auch die Insulin-
sekretion (Schwer & Verdin 2008). Ferner wird es dafiir verantwortlich gemacht, die
Differenzierung von Muskelzellen auszubremsen und den Stoffwechsel auf Fettverbren-
nung umzustellen. Eine Studie an Mausen zeigte in einem experimentellen Versuch mit
dem Sirtuin-1-aktivierenden Wirkstoff SRT1720 eine Stoffwechselumstellung, bei der die
Nager trotz kalorien- und fettreicherer Kost schlank und leistungsstark blieben (Feige
et al. 2008). Ein uns bekannter SIRT1 aktivierender Wirkstoff ist interessanterweise

das Resveratrol, ein Phytoalexin, das vor allem in der blauen Weinbeere zu finden ist.
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Aber auch weitere epigenetische Hinweise auf eine tiefgreifende Verlinkung zwischen
metabolischen Ereignissen und der Entstehung von Diabetes Typ 2 lassen sich ableiten.
Die ATP-Citrat-Lyase (ACL) ist fiir die Umwandlung von Citrat zu Acetyl-CoA veran-
wortlich. Das so gewonnene CoA ist ein Metabolit der HATs, welche die Acetylierung
von Histonen steuern. Eine Veroffentlichung aus dem Jahr 2009 konnte zeigen, dass das
Glukoseangebot die Histonacetylierung ACL-abhangig beeinflussen kann. Somit scheint
die Aktivitat der ACL die wachstumsfaktorbedingte Zunahme des Nahrstoffbedarfs
im Stoffwechsel mit der Regulation der Histon-Acetylierung und somit der Genexpres-
sion zu verbinden (Wellen et al. 2009). Ein weiterer Baustein um die Kopplung des
Energiestoffwechsels mit der epigenetischen Regulation zu verkniipfen.

Doch auch die Behandlung der Komplikationen des Diabetes riickt immer mehr in
den Fokus epigenetischer Forschungen. So ist zwar die Entstehung der Erkrankung
nicht zufriedenstellend geklart, einige Pathomechanismen der Spatfolgen, die es zu
verhindern gilt, wurden jedoch schon in mehreren Publikationen diskutiert. Neben
der Retinopathie ist auch die Nierenfibrose und der Nierenfunktionsverlust bis hin zur
Dialysepflicht des Patienten eine gefiirchtete Komplikation der Stoffwechselerkrankung.
Noh et al. veroffentlichten 2009 eine Publikation, die einen Zusammenhang zwischen der
Histon-Deacetylase-2 und dem fibrotischen Umbau der Nierenmatrix herstellen konnte.
So konnten sie zeigen, dass der Einfluss des TGF-B1 (transforming growth factor f1) als
Aktivator der HDAC-2 einen maBgeblichen Anteil an der Entstehung der sogenannten
ECM (exkzessive Akkumulation an extrazulluldrer Matrix) und dem Ubergang von
Epithel- zu Mesenchymalzellen (EMT) in der Niere hat. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass die Behandlung mit einem nonselektiven HDAC-Inhibitor, Trichostatin A, die
Proteinexpression und Bildung von mRNA verringerte, was zu einer Abnahme von ECM-
induzierenden Faktoren fiihrte, welches wiederum die Epithel-Mesenchymal-Transition
verhinderte. Valproinsaure, ein Wirkstoff aus der Klasse der Antiepileptika, konnte einen
ahnlichen Effekt zeigen. Interessanterweise agierte Hydrogenperoxid als Mediator der
HDAC-2 Aktivierung und auch dieser Effekt konnte mit der Gabe eines Antioxidants,
dem N-Acetylcystein (ACC), ausgenutzt und HDAC-2 nicht mehr durch TGF-f1 aktiviert
werden. Auch hier zeigen sich wieder die spannenden Méglichkeiten, die die Erforschung

epigenetischer Mechanismen bei der Krankheits- oder Komplikationsentstehung bietet.

Die alleinige Gen-Analyse konnte bislang zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis bei
der Erklarung der Pathogenese oder der Atiologie des Diabetes fithren und somit bleibt
mit Spannung die weitere Entwicklung in diesem Feld abzuwarten. Als groBtes Ziel und
groBte Chance ware die Ableitung priméar praventiver MaBnahmen zu sehen, sodass die
Krankheitsentstehung aufgrund des Verstandnisses der Pathomechanismen ganzlich
verhindert werden kann. Aber auch sekundare und tertiare Pravention zur Eindammung

von Spatfolgen, komplikativen Verldufen und lebenseinschrankenden Funktionsverlusten
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sind ebenso als klare Ziele und Méglichkeiten dieses Forschungsfeldes zu sehen wie auch
die Ableitung von neuen Leitlinien und Therapieempfehlungen.

2.4.3 Histonacetylierung und Neurodegeneration

Die Demographie ist im Wandel. Durch die verbesserte medizinische Versorgung und
daraus folgend eine erhéhte Lebenserwartung im Gegensatz zu der sinkenden Geburtenra-
ten verlagert sich die Altersstruktur immer mehr dahin, dass die bevolkerrungsstarksten
Jahrgange in einem immer hoheren Alter anzutreffen sind. Die (iber 85-jahrigen sind
derzeit die wachstumsstarkste Bevolkerungsgruppe in Deutschland. Dies fiihrt auch
dazu, dass altersbedingte Erkrankungen immer mehr in den Fokus der Gesellschaft

riicken, so auch neurodegenerative Krankheiten wie die Demenz.

Als Demenz wird ein neurologisches Krankheitsbild bezeichnet, welches sich durch
einen progredienten Verlust der kognitiven Fahigkeiten auszeichnet und langer als 6
Monate besteht. Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu einem typischen Verlust der
Alltagskompetenz und einem Zerfall der Personlichkeit. Da die Demenz im hoheren
Lebensalter die haufigste Ursache fiir Pflegebediirftigkeit ist und fiir die Betroffenen
wie die Angehorigen als besonders qualend empfunden wird, riickte sie schnell in den
Fokus der Forschung. Die Demenz lasst sich einteilen in eine primidre Demenz und eine
sekundare Demenz. Ferner sollte eine ,,Pseudodemenz” im Rahmen einer Depression

differentialdiagnostisch abgeklart werden.

Die primdre Demenz beschreibt eine eigenstandige neurologische Erkrankung. Tabelle
2.5 gibt einen Uberblick iiber die Einteilung der Formen der primaren Demenz und ihre
Symptomatik.

Die sekundare Demenz beschreibt eine z.T. reversible kognitive Stérung mit potentiell
heilbarer Ursache, weswegen die Patienten differentialdiagnostisch immer neurologisch
und internistisch abgeklart werden sollten. Elektrolytverschiebungen (v.a. Natrium),
ein Vitaminmangel (z.B. B12), die Hypothyreose, Medikamentennebenwirkungen aber
auch chronische Erkrankungen wie der Morbus Parkinson kénnen ursachlich fiir eine

sekundare Demenz sein.

Da eine Untersuchung der epigenetischen Veranderungen aller Demenzformen den
Rahmen dieser Arbeit sprengen wiirde, soll im Folgenden vor allem auf den Stand der
Forschung im Hinblick auf die Veranderung der Histonacetylierung bei der Alzheimer-

Demenz eingegangen werden.
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Erkrankung Abkirzung Haufigkeit Symptomatik

Alzheimer- AD 50-60% Primar degenerativ, eine Frith- und eine

Demenz Spatform ist bekannt, die Lebenserwartung
ist um 6-8 Jahre reduziert

Vaskulare VD 20% Ursachlich sind multiple Infarkte (deswegen

Demenz auch Multiinfarktdemenz), kognitive Defizite
und fokal neurologische Symptomatik

Levy-Body- LBD 10-15% Parkinson-Symptome, raumlich-konstruktive

Demenz Storungen, erhohte Sturzgefahr, unauffallige
Gedachtnisfunktion

Fronto- FTD 5% Meist friihes Auftreten (unter 65 Jahren) und

Temporal- rapide Progression der Symptomatik,

Demenz Personlichkeitsveranderungen,

Verhaltensauffalligkeiten,
Enthemmung, z.T. sehr aggressives Verhalten,
Sprachstoérungen

Tabelle 2.5: Formen der primaren Demenz

2.4.3.1 Globale Veranderung der Acetylierung bei der Alzheimer-Demenz

Die Histonacetylierung ist im Gegensatz zur Histonmethylierung in diesem Feld weniger
gut erforscht, doch da sich diese Arbeit vorrangig auf die Acetylierung bezieht, soll
auch hier der Fokus auf jener Modifikation liegen. Viele Erkenntnisse stammen aus indi-
rekten Hinweisen, da gerade die HDAC-Inhibitoren in verschiedenen AD-Mausmodellen
einen protektiven Effekt zu haben scheinen. Sie starken die Dichte der dendritischen
Dornen und helfen bei Lernvorgangen und Gedachtnisbildung, wichtige Faktoren bei der
Alzheimer-Erkrankung (Fischer et al. 2007, Francis et al. 2009, Ricobaraza et al. 2009,
Zhang & Schluesener 2013, Rumbaugh et al. 2015). Kilgore et al. zeigten 2010 sogar
eine komplette Wiederherstellung der Gedachtnisbildung bei transgenen AD-Mausen
durch die Gabe der HDAC-Inhibitoren Natriumvalproat, Natriumbutyrat und Vorino-
stat (Suberoylanilidhydroxamisaure; Zolinza®)!®. Ob eine Anwendung beim Menschen

erfolgversprechend sein kann, bleibt noch Gegenstand der Forschung.

Interessanterweise scheint die HDAC2 in Mausen, wie im Menschen, im Alter erhoht
zu sein (Chouliaras et al. 2013, Singh & Thakur 2014, Mastroeni et al. 2011). In
post-mortem akquirierten Proben konnte ebenfalls eine Elevation von HDAC2 im
Hippocampus und entorhinalen Kortex festgestellt werden (Graff et al. 2012), beides
Areale, die fiir das Erinnern zustandig sind. Leider sind die Publikationen, die sich

mit der globalen Verdnderung der Histonacetylierung befassen, momentan noch sehr

18Djese Inhibitoren sind vor allem Inhibitoren der Klasse | (HDACL, 2, 3 und 8) mit Ausnahme von
Vorinostat, das auch die HDACS6 inhibiert.
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widerspriichlich. Es gibt Veroffentlichungen, die eine Zunahme der Histonacetylierung
festgestellt haben, eine Abnahme oder auch gar keine Anderung feststellen konnten
(Narayan et al. 2015, Zhang et al. 2012, Rao et al. 2012). Vom Maus-Modell weiB
man jedoch, dass das Level an H4K12ac zwar durch die verschiedenen Altersgruppe
hindurch konstant bleibt, die jungen Mause jedoch im Gegensatz zu den alten, als
einzige bei einem Lernstimulus in der Lage sind, diesen Grad der Acetylierung zu steigern
(Peleg et al. 2010). Die Vernetzung der Histonacetylierung und der Gedachtnisbildung
im Gehirn ist also nicht von der Hand zu weisen, auf Grund der Schwierigkeit der
Generierung von Proben (z.B. Biopsien aus dem menschlichen Gehirn) aber sehr schwer

zu beweisen.

Wie beim Diabetes scheint es aber auch bei der AD ein , epigenetisches Gedachtnis™ zu
geben. Bei der Pathogenese des Alzheimers spielt das Amyloid-f eine entscheidende Rolle,
welches sich in Plaques ablagert (die sogenannten senilen Plaques) und so zum Absterben
von Gehirnzellen fiihrt. Mikroskopisch lassen sich intrazellular hyperphosphorylierte
Neurofibrillenbiindel bestehend aus dem Tau-Protein nachweisen. Lange Zeit ging
man davon aus, dass die Beseitigung der senilen Plaques zu einer Verbesserung der
Krankheitsprogression- und symptomatik fiihren miisste, was sich jedoch (iberraschend
als frustran herausstellte (Holtzman et al. 2011). Eine mdgliche Erklarung konnte
sein, dass die Zunahme der HDAC2-Aktivitat tber die fehlende Histonacetylierung
wichtige Gene runterreguliert, welche fiir das Gedachtnis und das Lernen zustandig
sind (Graff et al. 2012). Diese ,epigenetische Lernblockade" halt auch weiterhin an,
obwohl die senilen Plaques beseitigt wurden, sodass fiir zukiinftige pharmakologische
Therapiekonzepte die Hemmung der HDAC2 in Kombination mit der Beseitigung der
Amyloid-B-Plaques in den frilhen Stadien der Alzheimer-Erkrankung in den Fokus
geriickt ist (s. Abb. 2.9).
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Abbildung 2.9: Die ,,Lernblockade'" von HDAC2. a: Zwar fiihren neurotoxische
Insulte zu akuten synaptischen Funktionsstorungen, doch scheinen auch
gerade epigenetische Mechanismen, die zur Blockade der Expression von
Genen, die fiir das Lernen und die Gedachtnisbildung wichtig sind, einen
entscheidenden Einfluss auf die Pathogenese der neurodegenerativen
Erkrankung zu haben. b: Neurotoxische Noxen wie Amyloid-B-Fibrillen
(AB), H20,, intrazelluldre Akkumulation von Cdk5 oder p25 und weitere
fiihren zu einer Phosphorylierung vom Glucocorticoidrezeptor 1 (GR1).
Phosphoryliertes GR1 bindet im Mausmodell an das GR-responsive
Element (GRE) in der proximalen Promotorregion von HDAC2 und
stimuliert die Expression von HDAC2. HDAC2 wiederum bindet an die
Promotorregionen von Genen, welche essentiell fiir die Gedachtnisbildung
und das Lernvermogen sind (z.B. Bdnf IV, Synaptophysin) und fiihrt so
iiber eine vermehrte Kondensation des Chromatins zu einer Abnahme der
Genaktivitat. Dieses spiegelt sich in einer Abnahme der Neuroplastizitat

und einem Verlust der Gedachtnisfunktion und der Lernfahigkeit wider
(verandert nach Graff et al. 2012, PMC-Lizenz).

2.5 Aufgabenstellung

In der vorgelegten Arbeit soll gezeigt werden, ob sich die Acetylierungsmuster von
Histon H4 in peripheren mononukledren Blutzellen als Biomarker des Alterns oder sogar
zur Detektion von Pathologien im Menschen eignen. Da bekannt ist, dass sich die
Immunkompetenz im Alter verandert s. 2.4.2 soll ein Protokoll entwickelt werden, dass
menschliche in vivo Studien erméglicht. Blutproben von Patienten sollen so prozessiert
werden, dass sie dem Massenspektrometer zugefiihrt und sinnvoll auf Veranderungen der
Histonacetylierung untersucht werden konnen. Um eine Aussage dariiber zu treffen, ob
und inwiefern die Histonacetylierung sich physiologisch verandert, miissen zuerst Proben
von gesunden Individuen gewonnen und analysiert werden, damit eine Aussage liber

den Normwertbereich bzw. die Verwendbarkeit und Reproduzierbarkeit dieser Daten
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getroffen werden kann.

Da es im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich ist, die Blutprobenergebnisse mit Ge-
webebiopsien im Menschen zu vergleichen (z.B. Proben aus dem Hippocampus), soll
ein Mausmodell fiir den Vergleich der Ergebnisse im peripheren Blut und dem Hippo-
campus auf eine eventuelle Korrelation untersucht werden. So soll gezeigt werden ob
z.B. neurodegenerative Vorgange schon im Rahmen von Screeninguntersuchungen im

peripheren Blut festzustellen waren.

Um den Rahmen dieser Arbeit einzuhalten, beschranken sich die folgenden Versuche
nur auf das Histon H4.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Humane Proben

Um die Acetylierung von Histon H4 in humanen PBMCs zu untersuchen, wurde
Probanden aus drei Altersklassen Blut abgenommen. Damit eine zuverlassige Aussage
iber die Veranderung der Acetylierung getroffen werden konnte, wurde ein neuer Ansatz
in der Untersuchung jener gewahlt. In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass
bei Untersuchungen mit Antikorpern eine groBe Verzerrung auf Grund von fehlender
Spezifitat auftritt und die Antikorper eine hohere Affinitat zu polyacetylierten Zustanden
haben (Rothbart et al. 2012, Rothbart et al. 2015; s. auch Abb. 3.1). Aus diesem
Grund wurden die Proben mithilfe eines neuen Ansatzes - der Massenspektrometrie -

analysiert.
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Abbildung 3.1: Heatmaps, die die Spezifitat der Antikorper fiir die H4-
Acetylierungen zeigen. Die Ergebnisse der einzelnen Spalten wurden
zum am haufigsten auftretenden Peptidergebnis normalisiert. Es ist gut
erkennbar, dass die Antikorper polyacetylierte Stadien von H4 abundan-
ter anzeigen, als die fiir sie eigentlich vorgesehenen Monoacetylierungen
der verschiedenen Lysinreste. Die Ergebnisse werden verzerrt und spie-
geln nicht die Realitat wider. Daher wurde fiir diese Doktorarbeit die
Messung der Acetylierungen mithilfe der Massenspektrometrie gewahlt.
(Abb. modifiziert nach Rothbart et al. 2012, PMC-Lizenz).

34



3 Ergebnisse

Die Probanden wurden wie folgt in die drei Gruppen eingeteilt; ,,Jung” (Alter 18-25,
n=13), ,Mittelalt" (Alter 33-47, n=8) und , Alt" (Alter >65, n=5). Um Infektionen
und Erkrankungen des blutbildenden Systems auszuschlieBen wurde bei allen Probanden
ein groBes Blutbild angefertigt. Leider fiel hier ein Proband auf Grund von einer sehr
hohen Leukozytenzahl und atypischen Lymphozyten auf, weshalb er aus der Gruppe
»Alt" (n=4) herausgenommen wurde und im Weiteren als ,Fall* bezeichnet wird. Nach
der Blutabnahme, wurden die PBMCs isoliert (s. 5.1.5) und ca. 10.000.000 Zellen pro

Probe bis zur Massenspektrometrie prozessiert.

3.1.1 Vorversuche

Da das Protokoll zuvor noch nicht mit humanen Zellen durchgefiihrt wurde, welche frisch
im Rahmen einer Blutabnahme akquiriert wurden, bedurfte es eines Vorversuchs. Um
sicher zu gehen, dass reproduzierbare und verlassliche Ergebnisse erzielt werden und so
wenig Storfaktoren wie moglich die Ergebnisse verfalschen, wurde zuerst eine Selektion
des Zelltyps der Immunzellen und dann ein Titrationsversuch fiir das Massenspektrometer
durchgefiihrt.

3.1.1.1 Lymphozytenaufreinigung vs. neutrophile Granulozyten vs. PBMCs

Um die Reliabilitat der Versuche zu gewahrleisten, sollten nur Lymphozyten, welche mit-
hilfe einer Antikorper-Aufreinigung oder PBMCs, welche durch eine spezielle Waschung
der Blutproben gewonnen werden konnten (5.2.5 auf Seite 82), fir die Messung der Hi-
stonacetylierung von H4 genutzt werden. Andere Blutbestandteile wie die Erythrozyten,
Thrombozyten, sowie polymorphkernige Immunzellen sollten abgetrennt werden. Die
Aufreinigung der Lymphozyten hat den Vorteil, dass nur eine Gruppe der Immunzellen
zu den Ergebnissen beitragt, dem gegeniiber stehen die Nachteile der langeren Pro-
zessierung ohne Kiithlung und die gesteigerten Kosten fiir die Antikorper-MicroBeads.

Daher sollte durch einen Vorversuch der Nutzen dieser Methode eruiert werden.

Es wurde zunachst n=1 Probanden Blut abgenommen und ein groBes Blutbild* ange-
fertigt. Dann wurden die einzelnen Blutbestandteile mithilfe der Leucosep-Rohrchen
(Greiner Bio One) voneinander getrennt (s.Abb. 3.2).

Die Waschungen wurden wie in Abschnitt 5.2.5 beschrieben durchgefiihrt und somit
am Ende 1ml PBMCs in PBS-Losung gewonnen und mithilfe der Durchflusszytometrie
quantifiziert. Um die neutrophilen Granulozyten zu isolieren, wurde das Protokoll mit den

1GroBes Blutbild = Kleines Blutbild (vereinfacht: Erythrozyten + Indizes, Thrombozyten,
Leukozytengesamt) + Differentialblutbild (Zusammensetzung der Untergruppen der Leukozyten)
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Isolation der PBMCs
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Abbildung 3.2: Die schematische Isolation der PBMCs aus dem Vollblut (ED-
TA) der Probanden. 22ml Probandenblut (EDTA) werden in die
Leucosep-Rohrchen gefiillt und bei 1000xg 20min zentrifugiert. Danach
wird das Plasma zusammen mit dem sogenannten Buffy Coat (Leukozy-
tenfilm) in ein neues Zentrifugenréhrchen transferiert und mit PBS bei
Raumtemperatur gewaschen (5.2.5 auf Seite 82) (Abbildung modifiziert
nach Coughlan & Lambe 2015, PMC-Lizenz).

CD15-MicroBeads (MACS) durchgefiihrt. Die Lymphozytenisolation erfolgte mithilfe
der CD45-MicroBeads (MACS). Obwohl sich bei der Quantifizierung der PBMCs schon
eine komplette Depletion der neutrophilen Granulozyten zeigte (s. Tab. 3.1), wurde
die Anreicherung mit den CD15-MicroBeads dennoch durchgefiihrt, um Messfehler
auszuschlieBen.

Je 400l der PBMC-PBS-Losung wurden der Prozessierung mit den CD15-MicroBeads
und den CD45-MicroBeads zugeteilt. Die Proben wurden zunachst bei 300xg 10min
zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. 80ul der Pufferlésung wurden zu den Riick-
standen gegeben und die entstandenen Zelllésungen mit 20pl CD15-MicroBeads bzw.
CD45-MicroBeads gemischt. Die so entstandene Losung wurde 15min bei -4°C inkubiert.
Die Zellen wurden danach mit 1ml Pufferlésung gewaschen und der Uberstand nach dem
Zentrifugieren (300xg 10min) aspiriert und verworfen. Eine Resuspension mit 500ul
Pufferlosung wurde durchgefiihrt und die magnetische Markierung der Zielzellen damit
abgeschlossen. Die CD451- bzw. die CD15" -Zellen binden an die Antikérperschicht

der MicroBeads und werden somit an den Metallkiigelchen gehalten und angereichert.

Die Loésung wurde anschlieBend in eine spezielle Trennsidule (MACS MS Column)
gegeben und diese in einer magnetischen Halterung befestigt (s. Abb. 3.3). Da es sich
bei den MicroBeads um antikorperbeschichtete Metallkiigelchen handelt, verhindert der
Einschluss in ein magnetisches Feld die Auswaschung der Kugeln und somit auch die
Auswaschung der Zielzellen. Durch einen Waschschritt mit der Pufferldsung erfolgte
eine negative Selektion, bei der alle Zellen, welche nicht CD45"- bzw. CD15" waren,
ausgewaschen wurden. AnschlieBend wurde die Trennsaule aus dem magnetischen
Feld entfernt und die angereicherten CD45"- bzw. CD15" mit Zugabe von 1ml der

Pufferlosung und einem mechanischen Mandéver von den Metallkiigelchen gelost. Hierbei
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Zellaufreinigung durch die ma-
gnetischen MicroBeads. Die aufgereinigten PBMCs werden mit den
magnetischen Antikérper-Kiigelchen gemischt und inkubiert. Danach
wird die Losung in eine spezielle Trennsaule gegeben und die Zellen mit-
tels eines magnetischen Felds getrennt. Die CD45%- bzw. CD15"-Zellen
bleiben an den Metallkiigelchen hangen, welche durch das magnetische
Feld nicht ausgewaschen werden konnen. Es folgt eine negative Selektion,
bei der alle anderen Zellen, welche nicht die gewiinschten Eigenschaften
aufweisen, mit der Pufferlésung ausgewaschen werden. Danach wird die
Trennsaule aus dem magnetischen Feld entfernt und die CD45"- bzw.
CD15"-Zellen werden durch einen erneuten Wasch-Schritt mechanisch
von den Kugelchen gelost.

wurde der Stopfen, welcher der Trennsaule beilag, fest in jene hineingedriickt, bis die
gesamte Flissigkeit in die vorher praparierten Eppendorfrohrchen geflossen ist. Diese
Proben wurden erneut durch eine Durchflusszytometrie im Rahmen eines Differential-

Blutbildes quantifiziert.

PBMCs oder auf Deutsch die mononukledren Zellen des peripheren Blutes, also Ab-
wehrzellen mit nur einem runden Zellkern, setzen sich vor allem aus Lymphozyten
und Monozyten zusammen. Die neutrophilen Granulozyten zahlen mit ihren langlichen
und z.T. amorphen Zellkernen nicht dazu (s. 3.4). Uberraschend war jedoch, dass die
Aufreinigung der PBMCs mit dem Leukosep-Protokoll (s. 3.1.1.1) bereits zu einer so
zuverlasslichen Depletion der neutrophilen Granulozyten fiihrte, dass selbst die Verwen-
dung von CD45+ MicroBeads keinen entscheidenden Vorteil bot. Das CD45-Antigen ist
ein membranstandiges Protein, das von beinahe allen Leukozytenarten prasentiert wird.
Allerdings werden neutrophile Granulozyten ebenso wie Plasmazellen klassischerweise
nicht CD45+ markiert, ein Umstand, den man sich zum Beispiel in der Pathologie zu
Nutze machen kann. Zu erwarten ware gewesen, dass die Aufreinigung der PBMCs erst

durch die MicroBeads so sicher erreicht werden kann, dass es zu keinen Storfaktoren
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3 Ergebnisse

(z.B. durch verbleibende Granulozyten) in der Messung kommt. Dies war aber nicht
der Fall. Wie in Tab. 3.1 zu sehen ist, rechtfertigte der Nutzen nicht die Kosten und

somit wurde dieser Schritt aus dem Protokoll verworfen.

Segmentkerniger Stabkerniger Eosinophiler Basophiler
Granulozyt Granulozyt Granulozy Granulozyt

Leukozyten-Arten

~ Lymphozyt Plasmazelle Monozyt (Schematische Darstellung
T oo der Erscheinungsform
unter dem Mikroskop)

Abbildung 3.4: Leukozyten-Arten im menschlichen Blut. Grobe, schematische und
vereinfachte Darstellung der wichtigsten Leukozyten-Arten im peripheren
menschlichen Blut. Zu den PBMCs werden nur die Zellen mit einem
runden Zellkern gezahlt, also z.B. die Lymphozyten und die Monozyten.
Die Granulozyten fallen durch ihre langlichen Zellkerne auf und sind
deshalb per definitionem keine PBMCs. (Ref.: Martin MiBfeldt, CC-
Lizenz)

Nachdem auch in der CD15-MicroBeads Probe keine Neutrophilen mehr zu finden waren,
wurde diese Zellfraktion fiir weitere Versuche oder die Prozessierung zur Quantifizierung
der Histon H4Ac verworfen. Uberraschenderweise veranderte sich jedoch auch das
Differentialblutbild bei den CD45%-Zellen nicht. Hier fand sich dasselbe Ergebnis wie
zuvor nach der PBMC-Aufreinigung. Um diese Ergebnisse zu validieren wurde der
Versuch an n=>5 Probanden durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.1 aufgelistet.

Anhand des Vergleichs der Differentialblutbilder vor und nach der CD45-MicroBeads-
Behandlung der Proben wird ersichtlich, dass die Veranderungen minimal ausfallen,
zumal die Monozyten weiterhin in der Losung bestehen bleiben. Der Sinn der Lympho-
zytenaufreinigung ware jener gewesen, nur eine Zellpopulation, hier die Lymphozyten,
zur Analyse der H4Ac zu haben, um die Reliabilitat zu steigern. Da dies mithilfe der
MicroBeads jedoch nicht erreicht werden konnte, wurde dieser Schritt im Protokoll
verworfen und es wurden die PBMCs zur Analyse gewahlt. Die kleinen Verdnderungen

rechtfertigen nicht die kostspielige Aufreinigung mit den MicroBeads.
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3 Ergebnisse

Tabelle 3.1: Ubersicht PBMCs vs. Lymphozytenaufreinigung.

Vollblut  nach PBMC-Aufreinigung nach CD45-MicroBeads Veranderung in %
Proband 1
Lymphozyten [%] 26,1 70,9 73,1 + 3,10%
Monozyten [%] 8,7 28,1 25,5 - 9,25%
Neutrophile[%] 64,1 0 0 +0%
Proband 2
Lymphozyten [%] 30,6 76 74,3 - 2,24%
Monozyten [%] 6,2 20,3 21,6 + 6,40%
Neutrophile [%] 60,8 2,1 2,7 + 28,57%
Proband 3
Lymphozyten [%] 46,1 81,6 82,2 + 0,74%
Monozyten [%] 8,5 15,9 15,9 + 0,00%
Neutrophile [%)] 40,8 2 0,7 - 65,00%
Proband 4
Lymphozyten [%] 33,8 70,8 74,1 + 4,45%
Monozyten [%] 10,1 24,3 24,4 + 0,41%
Neutrophile [%)] 52,2 3,8 0 - 100,00 %
Proband 5
Lymphozyten [%)] 27 70,2 71,4 + 1,71%
Monozyten [%] 9,8 23,7 23,7 - 0,42%
Neutrophile [%)] 61,8 0 0 + 0%

3.1.1.2 Titrationsversuch

Fir die Analyse mit der Massenspektrometrie ist es wichtig, dass die Proben ungefahr die-

selbe Anzahl an Zellen aufweisen, um keine Verzerrung der Ergebnisse oder Signalfehler

zu konstruieren. Deswegen wurde ein Titrationsversuch durchgefiihrt, um die Zellzahl

fur die kommenden Versuche festzulegen. Es wurden zunachst zwei PBMC-Pellets

aus dem -80°C Gefrierschrank nach dem ersten Tag des Histon-Extraktionsprotokolls
(s.5.3.2.1 auf Seite 85) prozessiert. Hierbei wurden allerdings die PBMC-Pellets zweier

Probanden zusammengefiigt, sodass sich eine Losung von insgesamt ca. 80 Millionen

Zellen in 1ml Pufferlésung ergab.

Am Tag 2 des Protokolls wurden jeweils 5 aliquote Teile dreimal in neue Eppendorf-
Rohrchen verteilt. Diese wurden mit 400%, 200%, 100%, 50% und 20% bezeichnet,
wobei 100% fiir ca. 2 - 3 Millionen Zellen und eine Lésungsmenge von 50ul stand. Die

Ergebnisse aus der Massenspektrometrie sollten einen Uberblick dariiber geben, wie

viele Zellen von den finalen Proben gebraucht werden wiirden und welche Zellmenge
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die zuverlassigsten Signale gibt.

Titrationsversuch - Intensitit der Monoacetylierungen
1,00E+11
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Abbildung 3.5: Titrationsversuch zur Determination der benétigten Zellmenge.
Die Probandenproben wurden in 5 aliquote Teile aufgeteilt. 100% stehen
fur 2-3 Millionen Zellen und entsprechen einer Menge von 50ul der
Zellsuspension. Entsprechend stehen 400% fiir ca. 8 Millionen Zellen
und ein Volumen von 200ul; 200% fiir etwa 4 Millionen Zellen und
ein Suspensionsvolumen von 100ul; 50% fiir etwa 1 Millionen Zellen
und ein Volumen von 25ul und 20% fiir etwa 400.000 Zellen und ein
Losungsvolumen von 10ul. Auffallig ist, dass mit der Zunahme der
Zellzahl die Intensitat in der MS1-Messung steigt. Bei einer Zellzahl von
etwa 8 Millionen scheint ein Plateau nahezu erreicht zu sein, allerdings
ist die Messung der H4Ac4 noch nicht zuverlassig moglich. Bei einer
von drei Messungen der 400%-Probe war die Konzentration fiir die
MS1-Messung zu gering, um detektiert zu werden.

Wie in Abb. 3.5 ersichtlich ist, steigt die Intensitat in der MS1-Messung mit der Zellzahl.
Um reliable Daten zu erhalten, war besonders die Messung der H4Ac4-Anteile wichtig.
Hier fiel auf, dass gerade bei den niedrigeren Zellzahlen eine Messung meist durch
eine zu niedrige Intensitit nicht moglich war. Selbst bei 8 Millionen Zellen (£ 400%)
war bei einer von drei Proben eine Bestimmung der H4Ac4 nicht moglich. Aus diesem
Grund wurde fiir die weiteren Versuche zur Bestimmung der H4-Acetylierungen im
Alter der Maus und des Menschen eine Zellzahl von etwa 10 Millionen (2 250ul der
PBMC-Suspension) gewahlt. Diese konnte verlassliche Signale im Massenspektrometer
liefern.
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3.1.2 Probandenselektion

Um zuverlassige und interpretierbare Ergebnisse zu erhalten, wurde eine Vorauswahl der
Probanden anhand eines dreiseitigen Fragebogens getroffen. Dieser Fragebogen sollte
auch sicherstellen, dass nur gesunde Probanden zugelassen werden. Um dies zu erreichen,
wurden das Alter, das Geschlecht, die GroBe und das Gewicht zur Berechnung des
BMIs abgefragt. Ferner sollten sich die Versuche erst mal auf kaukasische Probanden
beschranken und eine Blutsverwandtschaft der Eltern ausgeschlossen werden. Des

Weiteren wurde nach dem Bildungs- und Familienstand gefragt.

Um uberdies auszuschlieBen, dass die Histonacetylierung sich durch Suchtverhalten,
Medikamenteneinnahme oder andere bestehende Erkrankungen verandert, wurden auch
Rauchverhalten, der Alkohol- und Drogenkonsum, Allergien, Sportverhalten, Medika-
mentenanamnese und die Vorerkrankungen abgefragt. Da gewisse Erkrankungen auch
eine erbliche Komponente aufweisen, wurde weiterhin auch eine Familienanamnese

durchgefiihrt.

Nur Probanden, die einen unauffalligen Fragebogen aufwiesen und noch keine Knochen-
marktransplantation erhalten haben, wurden zu dieser Studie zugelassen. lhnen wurde
Blut abgenommen und jenes anonymisiert prozessiert, um einer etwaigen Verzerrung bei
der Analyse oder Prozessierung vorzubeugen. Ausnahme bildete hier der Proband Nr.
23, welcher aus ethischen Griinden tber die Auffalligkeiten in seinem Blutbild informiert
wurde (s. 3.1.3).

3.1.3 Laborergebnisse

Da Infektionen und maligne Erkrankungen des lymphatischen Systems die Histonace-
tylierung in den PBMCs massiv beeintrachtigen konnten, wurde bei allen Probanden
ein groBes Blutbild durchgefiihrt. Hier konnte eine akute Infektion ausgeschlossen und
wie im ,Fall”“ auch auf eine maligne Grunderkrankung geschlossen werden, was als
Konsequenz eine Herausnahme aus der Altersgruppe bedeutete. Weiterhin musste die
Zellzahl fir die Proben fiir das Massenspektrometer berechnet werden und auch hierfiir
eignete sich die Quantifizierung der Blutzellen hervorragend.

Der Tabelle 3.2 kann man entnehmen, dass die Anzahl der PBMCs im Blut der
verschiedenen Altersgruppen vergleichbar war, nicht jedoch im ,,Fall”. Hier imponiert eine
Leukozytose? in Kombination mit einer leichten Thrombopenie® und in der Hiamatologie
fielen im Differentialblutbild atypische Zellen (Kernschatten, toxische Granulierung

und eine Anisozytose) und eine Granulozytopenie* auf, was die Verdachtsdiagnose

2Erhdhung der Leukozytenzahl; Referenzbereich hier: 4.0-11.0 G/I
3Verringerung der Thrombozytenzahl; Referenzbereich hier: 150-400 G/I
*auch Neutropenie; Mangel an Granulozyten (spezialisierte Abwehrzellen)
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einer chronisch-lymphatischen Leukdmie (CLL) zulasst. Fiir eine Diagnosesicherung
hatten jedoch weitere Untersuchungen erfolgen missen (z.B. Knochenmarksstanze/-
biopsie), was der Proband auf Grund seines Alters und der fehlenden Konsequenz fiir
sich ablehnte. Aus ethischen Griinden folgte deswegen keine weitere Abklarung der

dringenden Verdachtsdiagnose.

Tabelle 3.2: Durchschnittliche Anzahl der Leukozyten und PBMCs im Blutbild
der Probanden

Durchschnittliche Durchschnittliche

Probandengruppe Anzahl der Anzahl der
Leukozyten (G/I)  PBMCs (G/I)
Jung 6130 2224
Mittelalt 5500 2258
Alt 6233 2063
Fall 31.500 13.860

3.1.4 Ergebnisse der Massenspektrometrie

Das Probandenblut wurde mithilfe der Leucosep-Rohrchen aufgetrennt, und die PBMCs,
wie in 5.2.5 auf Seite 82 beschrieben, gewonnen. Die Histone wurden mit einem hypoto-
nen Lysepuffer extrahiert, auf 4-20% SDS-Gelen aufgetrennt und eine In-Gel-Acetylierung
mit Essigsaureanhydrid-dg (D3AA) (Smith et al. 2003) sowie ein Trypsinverdau durchge-
fuhrt. Die artifizielle Acetylierung mit D3AA fiihrt zu einem Massenshift von +3 an allen
nicht-modifizierten Lysinresten, sodass spater in den Daten der Massenspektrometrie
unterschieden werden kann, wo zuvor eine natirliche Acetylierung vorlag und wo nicht.
Nach der Messung im Massenspektrometer wurden die Daten mithilfe von Xcalibur,
einem Programm fiir die Datenanalyse der vom Massenspektrometer akquirierten Er-
gebnisse, und Excel bearbeitet. Die Datenanalyse ist in Abschnitt 5.3.5.4 auf Seite 91
detailliert beschrieben. 2019 erfolgte eine Aktualisierung mithilfe von Skyline und die
Daten wurden entsprechend neu auf eine statistische Signifikanz gepriift. Dies geschah
mit dem Mann-Whitney-U-Test.

Der Mann-Whitney-U-Test (engl. "Wilcoxon rank-sum test", kurz: WRS) eignet sich vor
allem dazu, die Frage zu beantworten, ob sich die zentrale Tendenz zweier unabhangiger
Stichproben voneinander unterscheidet. Dabei miissen die Daten nicht normal verteilt
sein und er kann auch bei kleineren Stichproben und AusreiBern Anwendung finden. Die
Daten miissen lediglich ordinal skaliert sein. Da die Datenmenge durch die Probanden
nicht allzu groB und bislang auch nicht klar war, ob die Ergebnisse einer Normalverteilung

folgen, wurde dieser Test zur Berechnung einer statistischen Signifikanz herangezogen.
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3.1.4.1 Proze
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Prozentualer Anteil der Acetylierungen in humanen PBMCs. (a):
Vergleich der prozentualen Anteile der Gesamtacetylierung des Histons
H4 (4-17 Peptide) in alternden PBMCs des Menschen. Die Ergebnisse
wurden mit der Messung in einem Massenspektrometer gewonnen. (b):
Quantifikation der Monoacetylierung basierend auf den MS1 Peaks.
Auffallig ist, dass der prozentuale Anteil an Monoacetylierungen im
mittleren Alter signifikant abfallt, um dann wieder signifikant beinahe
auf das Level der , jungen” Altersgruppe anzusteigen. (c): Das Level an
Diacetylierungen fallt im Alter signifikant ab. (d): Der prozentuale Anteil
an Triacetylierungen steigt im Alter signifikant an, wahrend , junge”
und , mittelalte” Probanden sehr ahnliche Werte aufweisen. Auch der
»Fall” zeigt trotz seines Alters eher Werte eines jungen oder mittelalten
Probandens. (e): Die Tetraacetylierungen weisen keine signifikanten
Veranderungen auf, jedoch zeigt der ,,Fall” hohere Werte als der Rest der
Probanden. Boxplots mit Median. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Wie in Abbildung 3.6 ersichtlich ist, sinkt die Gesamtacetylierung im mittleren Alter ab,

um dann im , Alter” sogar wieder (iber das Level der ,, jungen” Probanden zu steigen.

Ahnlich verhalt

es sich auch mit der Monoacetylierung, wobei diese Veranderung auch

statistische Signifikanz aufweist. Wahrend die Diacetylierung im Alter signifikant abfallt,

kommt es bei bei den Triacetylierungen zu einem deutlichen und signifikanten Anstieg
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im Alterungsprozess. Die Tetraacetylierung nimmt hingegen wieder stetig ab.

Der ,Fall” scheint sich bei der Gesamt-, Mono-, Di- und Triacetylierung eher wie
ein ,,mittelalter” Proband zu verhalten, als wie ein 95-Jahriger, der der Gruppe , alt”
zugeordnet werden sollte. Bei der Tetraacetylierung fallt jedoch eine massive Veranderung
des Acetylierungsmuster auf. Hier weist der ,Fall" eine Zunahme von tber 40% im

Gegensatz zu den gesunden ,alten” auf (s. Abb. 3.6).

3.1.4.2 Aufschliisselung des Monoacetylierungsmusters in humanen PBMCs

Die Abbildung 3.7 zeigt die Aufschliisselung der verschiedenen Monoacetylierungen
in humanen PBMCs im Alterungsprozess des Menschen. Die Quantifizierung der
H4K5-Monoacetylierung ergab keine signifikanten Veranderungen. Bei der H4KS8-
Monoacetylierung fallt ein stetiger Abfall im Alterungsprozess auf, wenngleich sich
eine Signifikanz nicht nachweisen lasst. Die H4K12-Monoacetylierung zeigt bei dem
»Fall" erhohte Werte, ansonsten aber keine statistisch signifikanten Tendenzen zwischen
den Gruppen. Die H4K16-Monoacetylierung sinkt im mittleren Alter signifikant ab, um
dann ebenfalls signifikant wieder anzusteigen. Auffallig ist, dass der prozentuale Anteil
der H4K16-Monoacetylierung beim ,Fall” im Gegensatz zu den anderen Gruppen sehr
niedrig ist.

44



3 Ergebnisse

K5-Acetylierung K8-Acetylierung K12-Acetylierung

1.40% 1.60% 3.00%

2.80%
1.20% 1.40%

T . 2.60%
1.00% T 2.40% T
1.20% 3
0.50% B 2.20%
1.00% - = 2.00% x >
0.60% .
1.80% -
0.80% —
0.40% 1.60%
0.60% a0
0.20% ¢ °

1.20%

0.00% 0.40% 1.00%

=Jung = Mittelalt =Alt =Fall =Jung = Mittelalt =Alt =Fall ©Jung = Mittelalt =Alt =Fall
(a) (b) (c)

K16-Acetylierung

35.00%

34.00%

33.00%
32.00%
31.00% ?

30.00%
29.00%

28.00%
=Jung = Mittelalt =Alt =Fall

(d)

Abbildung 3.7: Prozentualer Anteil der Monoacetylierungen in humanen PBM-
Cs (hPBMCs). (a): Die Quantifizierung ergab keine signifikanten
Veranderungen. (b) Bei der H4K8-Monoacetylierung fallt der Abfall im
Alterungsprozess auf, wenngleich eine Signifikanz nicht nachweisbar ist.
(c): Die H4K12-Monoacetylierung weist keine signifikanten Verande-
rungen auf, allerdings zeigt der , Fall" erhohte Werte fiir diese PTM.
(d) Die H4K16-Monoacetylierung sinkt im mittleren Alter signifikant
ab, um dann ebenfalls signifikant wieder anzusteigen. Der prozentuale
Anteil der H4K16-Monoacetylierung ist beim ,,Fall” im Gegensatz zu

den anderen Gruppen sehr niedrig. Boxplots mit Median. (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001)

Auffallig ist, dass der prozentuale Anteil der H4K16-Monoacetylierung beim , Fall” im

Gegensatz zu den anderen Gruppen sehr niedrig ist.

3.1.4.3 Aufschliisselung des Diacetylierungsmusters in humanen PBMCs

Die Abbildung 3.8 zeigt die Aufschliisselung der verschiedenen Diacetylierungen in
humanen PBMCs im Alterungsprozess des Menschen. Die H4K5K8-Diacetylierung zeigt
interessanterweise kaum Veranderungen zwischen den unterschiedlichen Gruppen. Die
H4K12K16-Diacetylierung fallt im Alter signifikant ab. Auch hier verhalt sich der ,Fall*

wieder eher wie die jiingeren Gruppen.
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Abbildung 3.8: Prozentualer Anteil der Diacetylierungen in den humanen PBM-
Cs (hPBMCs). (a): Die Quantifizierung der Histon H4K5K8AC zeigt
keine signifikanten Veranderungen in den verschiedenen Altersgruppen.
Es fallt auf jedoch auf, dass alle Altersgruppe ahnliche Werte zeigen.
Der Fall weist einen erniedrigten prozentualen Anteil dieser Modifikation
auf. (b): Die H4K12K16-Diacetylierung fallt im Alter signifikant ab.
Auch hier zeigt der Fall wieder dhnliche Werte wie jiingere Probanden.
Boxplots mit Median. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

3.1.4.4 Aufschliisselung des Triacetylierungsmusters in humanen PBMCs

Die Abbildung 3.9 zeigt die Aufschliisselung der verschiedenen Triacetylierungen in
humanen PBMCs im Alterungsprozess des Menschen. Die Tendenzen der H4K5K8K12-,
H4K5K8K16-, und H4K5K12K16-Tetraacetylierungen weisen keine statistische Signifi-
kanz auf. Die H4K8K12K16-Tetraacetylierung steigt im Alter signifikant an. Auffallig
ist aber, dass der ,,Fall” sich hier ebenfalls wieder eher wie die jiingeren Probanden zu

verhalten scheint.
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Abbildung 3.9: Prozentualer Anteil der Triacetylierungen in den humanen
PBMCs (hPBMCs). (a) - (c): Die Quantifizierung der Histon-
Triacetylierungen zeigt keine signifikanten Veranderungen in den ver-
schiedenen Altersgruppen. Bei der H4K5K12K16-Tetraacetylierung zeigt
der Fall wieder dhnliche Werte wie die jiingeren Probanden. (d): Die
H4K8K12K16-Triacetylierung steigt im Alter signifikant an. Auch hier

zeigt der Fall wieder ahnliche Werte wie die jiingeren Probanden. Box-
plots mit Median. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

3.1.4.5 Aufschliisselung des Tetraacetylierungsmusters in humanen PBMCs

Die Abbildung 3.10 zeigt die Aufschliisselung der verschiedenen Tetraacetylierungen
in humanen PBMCs im Alterungsprozess des Menschen. Die Quantifizierung der Hi-
ston Tetraacetylierung zeigt keine signifikanten Veranderungen in den verschiedenen
Altersgruppen. Der prozentuale Anteil der Tetraacetylierung des Falls ist jedoch deutlich

hoher als der der gesunden Probanden.
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Abbildung 3.10: Prozentualer Anteil der Tetraacetylierungen in den humanen
PBMCs (hPBMCs). (a): Die Quantifizierung der Histon Tetraace-
tylierung zeigt keine signifikanten Veranderungen in den verschiedenen
Altersgruppen. Der prozentuale Anteil der Tetraacetylierung des Falls
ist jedoch deutlich hoher als der der gesunden Probanden. Boxplots
mit Median. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

3.2 Das Maus-Modell

Der nachste Schritt bestand darin, Mause auf dhnliche Veranderungen der Histon H4
Acetylierung zu untersuchen. Da die C57BL/6J Mause (Janvier) eine bekannte Lebens-
erwartung von etwa 26 Monaten haben, wurde das Mausmodell aus drei Altersgruppen
mannlicher Mause gebildet - 3 Monate (,,Jung"), 8 Monate (,,junge Erwachsene") und
20 Monate (vergleichbar mit der Gruppe ,Mittelalt” im Menschen) alt. Da es nicht
moglich war, menschliche Proben des Hippocampus zu untersuchen, sollte anhand dieses
Modells auch eine eventuelle Korrelation zwischen den Ergebnissen der Analyse der
Histonacetylierung im peripheren Blut und im Hippocampus gepriift werden. Ebenfalls
sollte eine Ubertragbarkeit von Ergebnissen im Mausversuch auf den Menschen eruiert
werden.

3.2.1 Histonacetylierung in den mPBMCs

Das Blut wurde den Mausen durch Dr. Shahaf Peleg aus der rechten Herzkammer
entnommen. Um die fiir das Dichtemedium benétigten 3ml zu erreichen, wurden
jeweils 4-5 Blutproben der Mause innerhalb der jeweiligen Gruppe zusammen gepoolt.
Die PBMCs wurden mithilfe eines Dichtemediums (Optiprep von Axis-Shield) und
den Leucosep Falcons (Greiner Bio-One) isoliert (s. 5.1.6). Die Histone wurden mit
einem hypotonen Lysepuffer extrahiert, auf 4-20% SDS-Gelen aufgetrennt und eine
In-Gel-Acetylierung mit Essigsaureanhydrid-dg (D3AA) (Smith et al. 2003) sowie ein

Trypsinverdau durchgefiihrt. Wie bei den menschlichen Proben fiihrt die artifizielle
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Acetylierung mit D3AA zu einem Massenshift von +3 an allen nicht-modifizierten
Lysinresten, sodass spater in den Daten der Massenspektrometrie unterschieden werden
kann, wo zuvor eine natiirliche Acetylierung vorlag und wo nicht. Nach der Messung im
Massenspektrometer wurden die Daten anfangs mithilfe von Xcalibur analysiert, 2019

lief eine erneute Analyse mit Skyline und die Daten wurden entsprechend aktualisiert.

3.2.1.1 Prozentualer Anteil der Acetylierungen in murinen PBMCs

Wie in Abbildung 3.11 auf der nachsten Seite ersichtlich, zeigt sich die quantitative
Verteilung der Gesamtacetylierung nicht signifikant verandert. Ebenfalls bleiben die
aufgeschliisselten Monoacetylierungen ohne signifikante Veranderung. Es fallt jedoch
auf, dass die Gesamt-, Mono-, Di- und Triacetylierung im Alter etwas abzufallen scheint.
In Abbildung 3.12 auf Seite 51 wird die Veranderung der Monoacetylierungen an den
einzelnen Lysinresten (K5, K8, K12 und K16) aufgeschliisselt. Auch hier fallt keine
Signifikanz der Ergebnisse auf, wobei sich die Histon H4K16-Monoacetylierung in den
murinen PBMCs ahnlich verhalt wie in den Hippocampi s. Abb. 3.17 auf Seite 56.
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Abbildung 3.11: Prozentualer Anteil der Acetylierungen in den murinen PBMCs
(mPBMCs). (a) - (e): Die Quantifizierung ergab keine signifikanten
Veranderungen, allerdings fallt der leichte Abfall der Gesamt-, Mono-,
Di-, und Triacetylierung im Alter auf. Boxplots mit Median. (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001)
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3.2.1.2 Aufschliisselung des Monoacetylierungsmusters in murinen PBMCs

Die Abbildung 3.12 zeigt die Aufschliisselung der verschiedenen Monoacetylierungen in

murinen PBMCs im Alterungsprozess der Maus.
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Abbildung 3.12: Prozentualer Anteil der Monoacetylierungen in den murinen
PBMCs (mPBMCs). (a) - (d): Die Quantifizierung Histon H4K5-,
K8- und K12-Monoacetylierung zeigt keine signifikanten Veranderungen
in den verschiedenen Altersgruppen. Die H4K16-Monoacetylierung
verhalt sich interessanterweise ahnlich wie die, die in den Hippocampi
der Méause beobachtet werden konnte. Boxplots mit Median. (*p<0.05,
**¥p<0.01, ***p<0.001)

3.2.1.3 Aufschliisselung des Diacetylierungsmusters in murinen PBMCs

Die Abbildung 3.13 zeigt die Aufschliisselung der verschiedenen Diacetylierungen in
murinen PBMCs im Alterungsprozess der Maus.
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Abbildung 3.13: Prozentualer Anteil der Diacetylierungen in den murinen PBM-
Cs (mPBMGs). (a) - (b): Die Quantifizierung der Histon H4K5K8-
und K12K16-Diacetylierung zeigt keine signifikanten Veranderungen
in den verschiedenen Altersgruppen. Bei der H4K5K8-Diacetylierung
fallt jedoch ein deutlicher Abfall im Alter auf. Boxplots mit Median.
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

3.2.1.4 Aufschliisselung des Triacetylierungsmusters in murinen PBMCs

Die Abbildung 3.14 zeigt die Aufschliisselung der verschiedenen Triacetylierungen in

murinen PBMCs im Alterungsprozess der Maus.
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Abbildung 3.14: Prozentualer Anteil der Triacetylierungen in den murinen
PBMCs (mPBMCs). (a) - (d): Die Quantifizierung Histon Tria-
cetylierungen zeigt keine signifikanten Veranderungen in den verschie-
denen Altersgruppen. Boxplots mit Median. (*p<0.05, **p<0.01,
**¥*p<0.001)

3.2.1.5 Aufschliisselung des Tetraacetylierungsmusters in murinen PBMCs

Die Abbildung 3.14 zeigt die Aufschliisselung der Tetraacetylierung in murinen PBMCs
im Alterungsprozess der Maus.
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Abbildung 3.15: Prozentualer Anteil der Tetraacetylierungen in den murinen
PBMCs (mPBMCs). (a): Die Quantifizierung der Histon Tetraa-
cetylierung zeigt keine signifikanten Veranderungen in den verschie-
denen Altersgruppen. Boxplots mit Median. (*p<0.05, **p<0.01,
**%p<0.001)

3.2.2 Histonacetylierung im Hippocampus

Denselben Mausen, denen bereits im ersten Schritt des Versuchs Blut zur PBMC-
Gewinnung abgenommen wurde, wurde post mortem zudem der Hippocampus entfernt.
Dieser wurde nach dem Protokoll in Kap. 5.3.2.1 auf Seite 85 prozessiert. Die Histone
der Hippocampi wurden wie die der PBMCs zunachst mit einem Lysepuffer extrahiert
und dann mit einer 4-20% SDS-PAGE aufgetrennt. Die In-Gel-Acetylierung wurde auch
hier mit Essigsdureanhydrid-dg (D3AA), der Verdau mit Trypsin durchgefiihrt. Die
Analyse der Massenspektrometrie-Daten erfolgte abermals mit Xcalibur und wurde 2019

durch eine Skyline-Analyse erganzt.

3.2.2.1 Prozentualer Anteil der Acetylierungen im murinen Hippocampus

In Abb. 3.16 auf der nachsten Seite sind die Ergebnisse dargestellt. Hier fallt der
Abfall der Gesamtacetylierung im murinen Hippocampus im Alterungsprozess auf.
Auch die gesamte H4-Monoacetylierung sinkt im Alter im Hippocampus deutlich ab,
ihr fehlt jedoch ebenfalls der Nachweis einer Signifikanz. Die anderen PTMs bleiben
ebenfalls ohne signifikante Veranderungen. In Abbildung 3.17 auf Seite 56 werden die
Verteilungen der Monoacetylierungen gemaB der spezifischen Lysinreste aufgeschlisselt
und untersucht. Abermals fallt ein Abfall der H4K16-Monoacetylierung auf, der sich
ahnlich verhalt, wie der, der in den murinen PBMCs beobachtet werden konnte.
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Abbildung 3.16: Prozentualer Anteil der Acetylierungen im murinen Hippocam-

**p<0.01, ***p<0.001)

55

pus. (a): Die H4-Gesamtacetylierung sinkt im Alter im murinen Hip-
pocampus nicht signifikant ab. (b) - (e) Die Quantifizierung ergab
keine signifikanten Veranderungen. Boxplots mit Median. (*p<0.05,
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3.2.2.2 Aufschliisselung des Monoacetylierungsmusters im murinen
Hippocampus

Die Abbildung 3.17 zeigt die Aufschliisselung der verschiedenen Monoacetylierungen im

murinen Hippocampus im Alterungsprozess der Maus.
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Abbildung 3.17: Prozentualer Anteil der Monoacetylierungen im murinen Hip-
pocampus. (a) - (c): Die Quantifizierung der Histon H4K5-, K8-
und K12-Monoacetylierung zeigt keine signifikanten Veranderungen im
Alter. (d) Die H4K16Ac sinkt im Alterungsprozess deutlich ab, wobei
jedoch der Nachweis einer Signifikanz nicht gelingt. Ahnliches kann
auch in den murinen PBMCs beobachtet werden. Boxplots mit Median.
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)
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3.2.2.3 Aufschliisselung des Diacetylierungsmusters im murinen
Hippocampus

Die Abbildung 3.18 zeigt die Aufschlisselung der verschiedenen Diacetylierungen im

murinen Hippocampus im Alterungsprozess der Maus.
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Abbildung 3.18: Prozentualer Anteil der Diacetylierungen im murinen Hippo-
campus. (a) - (b): Die Quantifizierung der Histon H4K5K8- und
K12K16-Diacetylierungen zeigt keine signifikanten Veranderungen
im Alter. Auffallig ist jedoch ein beinahe gleichbleibendes Level an
H4K5K8-Diacetylierungen in allen Altersgruppen. Boxplots mit Median.
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

3.2.2.4 Aufschliisselung des Triacetylierungsmusters im murinen
Hippocampus

Die Abbildung 3.19 zeigt die Aufschliisselung der verschiedenen Triacetylierungen im
murinen Hippocampus im Alterungsprozess der Maus.
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Abbildung 3.19: Prozentualer Anteil der Triacetylierungen im murinen Hip-
pocampus. (a): Die Quantifizierung der Histon Triacetylierung
H4K5K8K12 zeigt einen signifikanten Abfall zwischen den Alters-
gruppen ,jung” und ,mittelalt”. (b) - (c): Die Triacetylierungen
H4K5K8K16 und H4K5K12K16 weisen keine signifikanten Unterschie-
de in den verschiedenen Altersgruppen auf. (d): Die H4K8K12K16-
Triacetylierung fallt bei den mittelalten Mausen im Vergleich zu den jun-

gen Mausen signifikant ab. Boxplots mit Median. (*p<0.05, **p<0.01,
*kkp 0.001)

3.2.2.5 Aufschliisselung des Tetraacetylierungsmusters im murinen
Hippocampus

Die Abbildung 3.20 zeigt die Aufschliisselung der Tetraacetylierung im murinen Hippo-

campus im Alterungsprozess der Maus.
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Abbildung 3.20: Prozentualer Anteil der Tetraacetylierungen im murinen Hip-
pocampus. (a): Die Quantifizierung der Histon H4-Tetraacetylierung
zeigt keine signifikanten Veranderungen im Alter. Auffallig ist je-
doch, dass die Tetraacetylierung im Hippocampus hoher ausfallt als
in den murinen PBMCs. Boxplots mit Median. (*p<0.05, **p<0.01,
**¥*p<0.001)
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Vor- und Nachteile der

massenspektrometrischen Messung

Wie bereits in 3.1 kurz diskutiert, fuBen viele publizierte Arbeiten auf dem Antikor-
pernachweis der einzelnen Histonacetylierungen (zumeist Monoacetylierungen). Was
beim Antikorpernachweis jedoch als der Nachweis der Acetylierung eines Lysinrests
imponiert, stellt sich bei genauerer Untersuchung als der Nachweis eines Gemischs aus
verschiedenen Polyacetylierungen heraus. So steigt die Abundanz der Antikorper bei
Polyacetylierungen deutlich an, wahrend sich die reine Monoacetylierung kaum reliabel
nachweisen lasst (Rothbart et al. 2012, Rothbart et al. 2015; und s. 3.1). Die Ergebnisse
aus den Antikorper-Essays konnen also zum Einen nicht korrekt interpretiert werden,
zum Anderen spiegeln sie nicht die Realitat wider. Aus diesem Grund wurde fiir die
Messung der verschiedenen Histonmodifikationsmuster im Rahmen dieser Doktorarbeit

die massenspektrometrische Messung gewahlt.

Vorteil dieses Verfahrens ist die Moglichkeit, die moglichen Histonmodifikationen nicht
nur quantitativ korrekt bestimmen, sondern sie auch ins Verhaltnis setzen zu kénnen.
So entsteht ein reliables Bild von Veranderungen in bestimmten Situationen - z.B. im

Alterungsprozess des Menschen.

In 3.1 wurde bereits auf die Problematik Bezug genommen, dass zum Zeitpunkt der
experimentellen Arbeit an dieser Dissertation kein Protokoll zur Bestimmung der Hi-
stonmodifikationen in humanen, mononuklearen Abwehrzellen mithilfe der Massenspek-
trometrie zur Verfliigung stand. Wie bereits publiziert, konnte ein Protokoll entwickelt
werden, das zu reliablen und reproduzierbaren Ergebnissen fiihrte (Bux et al. (2019)).

Daher soll das Protokoll an dieser Stelle nicht weiter diskutiert werden.
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Tabelle 4.1: Vor- und Nachteile der massenspektrometrischen Messung (Zwer-
nemann 2005)

Vorteile Nachteile

relativ schnell teure Hardware

hohe Nachweisempfindlichkeit Probe wird z.T. zerstort

Quantifizierbarkeit Moglichkeit komplexer Spektren
und damit einer aufwendigen
Auswertung

Kombinationsmoglichkeiten mit die Probe muss sauber sein

anderen analytischen Methoden

4.2 Interpretation der Ergebnisse aus den humanen
Proben unter dem Aspekt der zellularen

Bedeutung

Histonmodifikationen spielen eine essentielle Rolle in unserem Korper. So setzten sich
bereits mehrere Forschungsgruppen mit der Frage auseinander, ob eine Veranderung
der Acetylierungsmuster im Rahmen des natiirlichen Alterungsprozesses in Eukaryoten
auftreten kann - und wenn ja mit welchen Folgen (Peleg et al. (2016a), Peleg et al.
(2016b), Maleszewska et al. (2016), Cencioni et al. (2013), u.v.m.).

4.2.1 Veranderungen der Muster der Monoacetylierungen

Heute ist bekannt, dass die Histonmodifikationen maBgeblich an vielen Prozessen
innerhalb und auBerhalb der Zellen beteiligt sind. Gerade die Monoacetylierungen
sind hier in den Fokus der Forschung geriickt. Die Histonacetylierung an H4K16 z.B.
fuhrt zu einer Forderung der Transkription, indem es verhindert, dass das Chromatin
Querverbindungen mit den Histonen oder den benachbarten Nukleosomen ausbilden
kann (Shogren-Knaak et al. 2006). Ebenfalls spielt diese Histonmodifikation eine
groBe Rolle in der Mdcl-vermittelten DNA-Reparatur. Eine globale Reduktion der
H4K16-Acetylierung fihrt zu Zellzyklusstillstinden am G,-M-DNA-Kontrollpunkt (ein
Schadenskontrollpunkt), massiven Chromosomenanomalien und Defekten bei der durch
ionisierende Strahlung induzierten Reparatur von DNA-Schaden. (Li et al. 2010).
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In Abb. 3.7 ist zu sehen, dass der prozentuale Anteil an Monoacetylierungen im
mittleren Alter signifikant abfallt, um dann wieder signifikant beinahe auf das Level der
jungen Altersgruppe anzusteigen. Der Fall zeigt auffallig niedrige Werte. Auch ist zu
sehen, dass die H4K16-Acetylierung des Falls im Vergleich zu den jungen Probanden
deutlich abgenommen hat, wenngleich diese Abnahme wegen des Einzelfallvergleichs
statistisch nicht untersucht werden kann (s. Tab.4.2). Auf Grund der Ergebnisse des
Blutbildes des als ,Fall”“ ausgenommenen Probandens ist bei ihm von einer malignen
Erkrankung, der chronisch lymphatischen Leukamie, auszugehen (s. 3.1.3). Die CLL
zahlt sowohl zu den Leukamien als auch zu den Lymphomen, da sich ihre entarteten
Zellen nicht nur im Knochenmark und Blut finden, sondern auch in den lymphatischen
Organen. Eine Abnahme der H4K16-Acetylierung und der H4K20-Methylierung fiihrt
in Lymphomzellen zu einer DNA-Hypomethylierung repetitiver Elemente, was somit
zu einer hoheren Expression dieser ansonsten unterdriickten Genregion fiihren kann
(Fraga et al. 2005). Ebenfalls ist bekannt, dass ein abnormes Level an H4K16Ac zu
Problemen bei der DNA-Reparatur, der RNA-Polymerase Il-initiierten Transkription,
zu veranderten Zellzyklus-Arresten und Recycling-Prozessen innerhalb der Zelle und
auch zu einer erhohten Rate an Geburtsdefekten fithren kann (u.a. Fillgrabe et al.
2013; Krishnan et al. 2011; Kapoor-Vazirani et al. 2011), wie es bei Krebszellen auch
auftreten kann. Wie in 2.4.1 bereits aufgezeigt, sind in Saugetieren vor allem die HATs
KAT8 (MYST1, MOF), KAT5 (TIP60) und KAT2A (GCN5) an der Acetylierung von
H4K16 beteiligt (Taipale et al. 2005; Miyamoto et al. 2008; Orpinell et al. 2010). Die
Deacetylierung wird vor allem durch die HDACs Sirtl und HDAC1 gewahrleistet (u.a.
Mulligan et al. 2011).

Auch beim Fall konnte eine Abnahme der H4K16-Acetylierung festgestellt werden. Das
Ergebnis zeigt sich somit koharent zu den von Fraga et al. (2005) publizierten Daten.
Die Tatsache, dass die Monoacetylierung von H4K16 den hochsten prozentualen Anteil

aufweist, wurde ebenfalls von anderen Autoren beschrieben (Taipale et al. 2005).

Tabelle 4.2: Durchschnittliche H4-Monoacetylierungen in Prozent aufgeschliis-
selt nach Altersgruppe

Histonmodifikation Jung Mittelalt Alt Fall
H4Kb5ac 0,65 0,75 0,82 0,84
H4K8ac 1,03 1,00 0,88 0,82
H4K12Ac 1,98 2,13 1,83 2,83
H4K16Ac 31,80 31,03 32,54 29,90

Auch die Tatsache, dass sich der Gesamtanteil an Monoacetylierungen (iber den Al-
terungsprozess hinweg signifikant verandert, erscheint vor diesem Aspekt sehr inter-
essant. Wahrend die H4K8-Acetylierung im Alter konstant abzufallen scheint und die
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H4K12-Acetylierung mit steigendem Alter eine deutlich breitere Streuung unter den
Individuen zeigt, steigt die H4K5-Acetylierung etwas an. Fang et al. (2020) konnten in
ihrem Paper zeigen, dass eine Zunahme der H4K5-Acetylierung iiber die Zunahme der
BDNF-Expression (brain-derived neurotrophic factor) vor Schaden durch Hypoperfusion
(Minderdurchblutung) und Minderversorgung mit Glucose schiitzen kann. Es scheint
also auch evolutionar durchaus Sinn zu machen, dass diese Acetylierung im Alter
hoch geregelt werden muss, um das Gehirn besser vor neuronalen Schaden (Huang &
Reichardt 2001, Acheson et al. 1995) und Einschrankungen des Langzeitgedachtnisses
(Bekinschtein et al. 2008) und damit auch vor einer moglichen Demenz zu schiitzen,
da GefaBveranderungen und dadurch auch Veranderungen der Nahr- und Sauerstoffver-
sorgung im Alter zunehmen (Love & Miners 2016). Hier konnte eine groBer angelegte
Studie wichtige Erkenntnisse zu méglichen Schutzmechanismen zur Vorbeugung einer

vaskularen Demenz bieten.

4.2.2 Veranderungen der Muster der Diacetylierungen

Wie in Tab. 4.3 zu sehen ist, nimmt der Anteil der gesamten Diacetylierungen mit dem
Alter stetig ab, wobei der Fall hier - trotz seines Alters - hohere Werte zeigt als die
Probanden seiner Altersgruppe. Die H4K5K8-Diacetylierung zeigt sich tGber das Alter
hinweg stabil und weist keine signifikanten Veranderungen auf, wahrend der Fall einen
geringeren prozentualen Anteil dieser Modifikation zeigt. Auf Grund der sehr geringen
Abundanz lber alle Altersgruppen hinweg erscheinen hier Aussagen liber eine Zu- oder
Abnahmetendenz und ihre Relevanz im Alter jedoch eher schwierig. Um mogliche
Auswirkungen z.B. im Rahmen von Krebserkrankungen wie der Leukamie und eine
eventuelle Relevanz fiir den Metabolismus der Abwehrzellen zu untersuchen, sollte eine
groBer angelegte Studie mit mehr Probanden erfolgen, gerade auch, weil diese Arbeit
die erste ist, die diese Veranderung zeigen konnte. Die H4K12K16-Diacetylierung fallt
im Alter stufenweise signifikant ab, wahrend der Fall dhnliche Werte wie die jiingeren
bzw. mittelalten Probanden zeigt. Dies konnte fiir eine etwas erhohte Genexpression
in den erkrankten Abwehrzellen, im Gegensatz zu den gesund alternden, sprechen, da
Histone bekanntermaBen eine groBe Rolle in der transkriptionalen Regulation und den
Prozessen der Genhemmung oder -aktivierung spielen (Fischle et al. 2003, Emerson
2002, Berger 2002).

Da diese Arbeit sich ebenfalls mit der Grundlagenforschung beschaftigt, ist zu dieser
Modifikation und ihrer Bedeutung in menschlichen Zellen bislang nichts sicher bekannt,
sodass zu der Bedeutung des signifikanten Abfalls im Alter im Gegensatz zur Zunahme
bei einer Leukdmie zum heutigen Zeitpunkt keine sichere Aussage getatigt werden kann.

Auch hier sollten die Ergebnisse in einer groBer angelegten Studie verifiziert werden.

63



4 Diskussion

Tabelle 4.3: Durchschnittliche H4-Diacetylierungen in Prozent aufgeschliisselt
nach Altersgruppe

Histonmodifikation Jung Mittelalt Alt Fall
Diacetylierungen 12,14 11,73 11,07 11,84
gesamt
H4K5K8AC 0,12 0,13 0,12 0,07
H4K12K16Ac 4,54 4,37 4,01 4,41

4.2.3 Veranderungen der Muster der Triacetylierungen

Auch bei der Triacetylierung gibt es derzeit leider keine Studienlage zu der Bedeutung
von Zu- und Abnahmen der spezifischen Modifikationen und ihrer Bedeutung fir
die Abwehrzellen. Wie in Abb. 3.6 zu sehen ist, nimmt die Triacetylierung im Alter
deutlich und signifikant zu. Der Fall verhalt sich hier auffallig, da er - trotz seines
Alters - niedrigere Werte fiir diese Modifikation zeigt. Auch die mittelalten Probanden
verhalten sich ahnlich wie die jungen, sodass hier ein Ansatzpunkt fiir die Forschung des
Alterns gegeben sein konnte. Die Ergebnisse sollten zwar mit einer groBeren Kohorte
verifiziert werden, doch ist hier ein Trend sichtbar. Wie bereits geschrieben, beschaftigt
sich diese Arbeit auch mit der Grundlagenforschung, sodass nicht immer eine sichere
Aussage zu den einzelnen Veranderungen getroffen werden kann. Interessant erscheint
aber die Zunahme der H4K5K12K16- und die signifikante Zunahme der K8K12K16-
Triacetylierung im Alter, wahrend sich der Fall so wie die jingeren Probanden verhalt.
Dies konnte ein Hinweis auf eine veranderte Genexpression in den alternden Abwehrzellen
sein. Ob diese Veranderungen zu einer vermehrten Expression von schiitzenden Faktoren
wie bei der H4K5-Monoacetylierung (s. 4.2.1) fihren, sodass die Zellen besser mit
den erhohten Anforderungen im Alterungsprozess umgehen kénnen oder gar zu einer
eingeschrankten Funktion, ist derzeit noch nicht bekannt. Die Immunkompetenz nimmt
jedoch im Alter bekanntermaBen ab s. 2.4.2. So sind altere Menschen anfalliger fiir
schwerere Krankheitsverlaufe im Rahmen von Infektionen wie z.B. eindriicklich wahrend
der Covid-19-Pandemie ersichtlich geworden (u.a. Romero Starke et al. 2020) und das
erhohte Risiko kann durch eine erniedrigte Immunkompetenz erklart werden (Dorshkind
et al. 2009, Kline & Bowdish 2016).

Viele Krebszellen zeigen - im Gegensatz zu alternden Zellen - ein vollig gegensatzliches
Verhalten. Vorstellbar ist dies mit dem Vergleich von sehr aktiven Zellen mit schnellerer
Zellteilung, vermehrtem Energiebedarf und erhéhtem Zellmetabolismus in Krebszellen
versus einer verminderten Zellaktivitat, Zellteilungsrate und einem eingeschrankten
Zellmetabolismus in alternden Zellen (Aunan et al. 2017). Die Tatsache, dass sich

der erkrankte Fall in seinem Triacetylierungs-Muster also den jungen Probanden ah-
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Tabelle 4.4: Durchschnittliche H4-Triacetylierungen in Prozent aufgeschliisselt
nach Altersgruppe

Histonmodifikation Jung Mittelalt Alt Fall
Triacetylierungen 111 1.07 1.66 1.02
gesamt
H4K5K8K12Ac 0,08 0,08 0,12 0,07
H4K5K8K16Ac 0,04 0,05 0,06 0,11
H4K5K12K16Ac 0,29 0,27 0,57 0,18
H4K8K12K16Ac 0,70 0,69 0,92 0,67

nelt, konnte einen wichtigen Hinweis auf die veranderten Histonmodifikationen und
deren Auswirkungen in Leukdmie-Zellen geben. Im Umkehrschluss konnte dies wichtige
Erkenntnisse tber die Ursachen des verlangsamten Zellmetabolismus und damit gege-
benenfalls auch iiber die Ursachen der eingeschrankten Immunkompetenz von alteren

Patienten geben.

Auch hier sollten die Ergebnisse in einer groBer angelegten Studie verifiziert werden.

4.2.4 Veranderungen der Muster der Tetraacetylierungen

Die Quantifizierung der Histon Tetraacetylierung zeigt keine signifikanten Veranderungen
in den verschiedenen Altersgruppen, die Ergebnisse scheinen im Durchschnitt sogar
recht gleichbleibend s. Tab. 4.5. Im Gegensatz dazu weist der Fall einen um 30%

hoheren Anteil an Tetracetylierungen auf.

Tabelle 4.5: Durchschnittliche H4-Tetraacetylierungen in Prozent aufgeschliis-
selt nach Altersgruppe

Histonmodifikation Jung Mittelalt Alt Fall
H4K5K8K12K16Ac 0,14 0,14 0,13 0,19

Auch zu dieser Modifikation und ihrer Bedeutung in menschlichen Abwehrzellen ist
die Datenlage noch sehr sparlich. Es wurde beschrieben, dass die H4K5K8K12K16-
Tetraacetylierung in Hep3B-Zellen iiber die Rekrutierung von p300 zur einer Stimulation
der EPO-Expression fiihrt, wenn die Zellen hypoxischem Stress ausgesetzt werden
(Wang et al.). EPO (Erythropoietin) ist ein Hormon, das bei Sauerstoffmangel z.B. im
Rahmen von einer Blutarmut in der Niere gebildet wird und das Wachstum von roten
Blutkorperchen stimuliert. Beriihmtheit hat es durch seine missbrauchliche Nutzung als
Dopingmittel im Sport erlangt. Eine Anwendung dieser Beobachtung auf Abwehrzellen
erscheint allerdings fraglich, sodass eine Aussage liber die Funktion und Auswirkun-

gen dieser Modifikation auf den Metabolismus der Immunzellen zu diesem Zeitpunkt
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nicht getroffen werden kann. Auch hier waren weitere Studien mit gréBeren Kohorten
notwendig, um weitere Erkenntnisse Uber mogliche pathologische Auswirkungen zu

erlangen.

4.3 Interpretation der Ergebnisse aus den murinen
Proben unter dem Aspekt der zellularen

Bedeutung

Auf Grund der sehr diinnen Studienlage, die Di-, Tri- und Tetraacetylierungen in murinen
Zellen betreffend, wird im Folgenden im Besonderen auf die Monoacetylierungsmuster
eingegangen werden. Hier ist besonders der Vergleich zwischen den Werten in den

peripheren Blutzellen im Gegensatz zu den Werten im Hippocampus interessant.

Peleg et al. konnten 2010 in ihrem Paper zeigen, dass eine veranderte Histonacetylie-
rung im Histon H4K12 im Hippocampus mit einer Beeintrachtigung von Lernprozessen
einhergehen kann. Dies geschieht tiber eine Dysregulation von Genexpressionspro-
grammen, die mit der Gedachtniskonsolidierung assoziiert sind. Wird das Level an
H4K12-Acetylierungen wahrend der Lernprozesse durch HDACs wieder normalisiert, so
normalisiert sich auch die Lernstorung wieder. Gerade vor diesem Gesichtspunkt ist der
Vergleich der Ergebnisse aus den murinen PBMCs mit den Ergebnissen aus den murinen
Hippocampi so interessant, da hier moglicherweise ein Biomarker fiir Demenzen im Blut
abgeleitet werden konnte. Aus diesem Grund wurden die Acetylierungsveranderungen

im Hippocampus mit denen in den murinen PBMCs verglichen.

In Tab. 4.6 ist zu sehen, dass der prozentuale Anteil Gesamtacetylierung in den
Hippocampus-Proben hoher ist, als der in den murinen Abwehrzellen. Der Anteil
variiert um bis zu fast 10%.

Tabelle 4.6: Durchschnittliche H4-Gesamtacetylierung in Prozent aufgeschliis-
selt nach Altersgruppe in Mausen

Histon- Jung Jung Mittel Mittel Alt Alt
L mPBM-  Hippo- mPBM-  Hippo- mPBM-  Hippo-
modifikation
Cs campus Cs campus Cs campus

Gesamt-

. 38,91 47,07 38,48 45,00 35,56 4531
acetylierung
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4.3.1 Veranderungen der Muster der Monoacetylierungen

Stellt man die Monoacetylierungsmuster der murinen PBMCs und der Hippocampus-
Proben nebeneinander (s. Tab. 4.7), so fallt auf, dass die Hippocampus-Proben einen
hoheren Anteil an Monoacetylierungen aufweisen, als die mPBMCs (junge Méause: um
2,91% hoher, mittlere Mause: um 2,02% hoher und alte Mause: um 4,82% hoher).
Auffallig ist hier auch sicherlich, dass die Werte der alteren Mause einen groBeren

Unterschied aufweisen.

Besonders interessant sind die Veranderungen der H4K12-Acetylierungen. Sowohl| Peleg
et al. (2010) als auch Plagg et al. (2015) konnten zeigen, dass die Acetylierung
von H4K12 essentiell fiir Lernprozesse und die neuronale Funktion ist. Plagg et al.
wiesen 2015 erhohte Level von H4K12-Acetylierungen in den Monozyten von Alzheimer-
Mausen und Patienten mit milder kognitiver Beeintrachtigung (MCI fir mild cognitive
impairment) nach, sodass die H4K12-Acetylierungslevel méglicherweise als Anhaltspunkt
fir die Fritherkennung des Alzheimer-Risikos dienen konnten. In Tab. 4.7 ist zu sehen,
dass die Level an H4K12-Acetylierungen im peripheren Blut bei den jungen und den
alten Mausen ahnlich hoch ist. Auffallig ist jedoch, dass sie bei den alten Mausen
im Gegensatz zu den mPBMCs im Hippocampus sinkt, anstatt, wie bei den anderen
Altersgruppen, zuzunehmen. Da ein geringeres Level an H4K12-Acetylierungen mit
einer Dysregulation der Gedachtniskonsolidierung verlinkt ist, erscheint dies konform
mit dem Alterungsprozess, wie wir ihn kennen (Burke & MacKay 1997). Die alteren

Mause werden etwas vergesslicher, als ihre jungen Mitstreiter.

Tabelle 4.7: Durchschnittliche H4-Monoacetylierungen in Prozent aufgeschliis-
selt nach Altersgruppe

Histon. Jung Jung Mittel Mittel Alt Alt
s mPBM-  Hippo- mPBM-  Hippo- mPBM-  Hippo-
modifikation
Cs campus Cs campus Cs campus
Mono-
acetylierung 34,39 37,39 33,98 36,00 31,41 36,23
gesamt
H4Kbac 0,48 1,26 0,62 1,23 0,51 1,24
H4K8ac 0,69 1,25 0,58 1,15 0,68 1,27
H4K12Ac 1,35 1,37 1,23 1,36 1,34 1,30

H4K16Ac 31,87 33,43 31,56 32,26 28,89 32,41

Zur visuellen Verdeutlichung s. auch Abb. 4.1.
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Abbildung 4.1: Prozentualer Anteil der Monoacetylierungen in murinen PBM-
Cs und den Hippocampi im Vergleich. (a): Monoacetylierungen
in murinen PBMCs aufgeschliisselt nach Altersklasse. (b): Monoace-
tylierungen in murinen Hippocampi aufgeschliisselt nach Altersgruppe.
Boxplots mit Median. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

4.3.2 Veranderungen der Muster der K5-Acetylierung

2013 publizierten Park et al. ein Paper, in dem sie die Rolle der H4K5-Acetylierung und
der Genexpression im murinen Hippocampus diskutierten. Hierbei erschien die H4K5Ac
als ubiquitare, epigenetische Modifikation liber das gesamte Genom hinweg und etwa ein
Drittel der Gene wiesen eine erhohte H4K5Ac auf. Von diesen Genen sind etwa 15% mit
der Gedachtnisbildung assoziiert und 114 dieser Gene scheinen spezifisch auch an der
Bildung des Furchtgedachtnisses (fear memory) beteiligt zu sein, sodass es einen engen
Zusammenhang zwischen erhohten H4K5-Acetylierungen und der Angstkonditionierung
zu geben scheint.

Wie in Abb. 4.2 zu sehen ist, sind die Level der H4K5-Acetylierung im murinen Hippo-
campus hoher als im peripheren Blut. Unter dem Aspekt der Beteiligung an Gedacht-
nisprozessen erscheint dies nur sinnvoll, da die Abwehrzellen eine solche Funktion nicht
bendtigen. Somit untermauern diese Daten die Bedeutung der H4K5-Acetylierung spezi-
fisch auch fiir das Gehirn und die Daten erscheinen koharent mit anderen Publikationen.
Hier ware es sicherlich sehr interessant weitere Studienmodelle zu entwickeln, in denen
sich der erhohte Stresslevel z.B. im peripheren Blut in Zusammenhang mit der H4K5Ac

und der Angstkonditionierung (=Stress) untersuchen lieBe.
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Abbildung 4.2: Prozentualer Anteil der K5-Acetylierung in murinen PBMCs
und den Hippocampi im Vergleich. (a): K5-Acetylierung in muri-
nen PBMCs aufgeschliisselt nach Altersklasse. (b): K5-Acetylierung in
murinen Hippocampi aufgeschliisselt nach Altersgruppe. Boxplots mit
Median. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

4.3.3 Veranderungen der Muster der K8-Acetylierung

Auch bei der H4K8-Acetylierung fallt auf, dass die Level dieser Modifikation im murinen
Hippocampus hoher sind als in den Abwehrzellen im peripheren Blut. Hier zeichnet sich
also ebenfalls eine Bedeutung fiir die Funktionalitadt der neuralen Systeme ab. Bekannt
ist, dass auch H4K8Ac eine Rolle fiir die Gesunderhaltung des Gehirns zu spielen
scheint. Subbanna et al. (2015) zeigten einen Zusammenhang zwischen der erhdhten
H4K8-Acetylierung am Cannabinoid Type 1 (CB1R) Exonl, der CB1R Bindung und
der Bindung des CB1R Agonist-stimulated GTPyS im Hippocampus und Neocortex
bei Gabe von Ethanol an P7-Mause (= sieben Tage alte Mause). Dieses Modell
sollte Aufschluss dariiber geben, was passiert, wenn Frauen im dritten Trimester ihrer
Schwangerschaft Alkohol konsumieren. Die Resultate der Mause spiegelten das klinische
Bild des Fetalen Alkoholsyndroms wider. Sie zeigten ein eingeschranktes raumliches

und soziales Gedachtnis, sowie Verhaltensauffalligkeiten.

Interessant erscheint auch der Abfall der K8-Acetylierung in murinen PBMCs im mittleren
Alter, wahrend die alten Mause wieder ein dhnliches Bild wie die jungen zeigen. Auch hier
waren Untersuchungen an groBeren Kohorten sinnvoll, um eine eventuelle physiologische

oder pathologische Rolle dieser Modifikation in den Abwehrzellen untersuchen zu konnen.
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Abbildung 4.3: Prozentualer Anteil der K8-Acetylierungen in murinen PBMCs
und den Hippocampi im Vergleich. (a): K8-Acetylierungen in muri-
nen PBMCs aufgeschliisselt nach Altersklasse. (b): K8-Acetylierungen
in murinen Hippocampi aufgeschliisselt nach Altersgruppe. Boxplots
mit Median. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

4.3.4 Veranderungen der Muster der K12-Acetylierung

Auf diese Veranderung wurde im Abschnitt 4.3.1 bereits eingegangen. Die Ergeb-
nisse scheinen konform mit anderen Studien zu sein (u.a. Peleg et al. 2010; Plagg
et al. 2015;Burke & MacKay 1997) und zeigen die Bedeutung des Levels an H4K12-
Acetylierungen als moglichen Biomarker fiir eine frithzeitige Alzheimer-Diagnostik. Nur
bei den alten Mausen sinkt die Konzentration der H4K12-Acetylierung im Hippocampus
im Gegensatz zu der in den mPBMCs ab. Bei allen anderen Altersgruppen ist die
Konzentration im Hippocampus hoher als in den mPBMCs. Am deutlichsten ist dieser

Unterschied bei den mittelalten Mausen zu sehen.

Tabelle 4.8: Durchschnittliche H4K12Ac in Prozent aufgeschliisselt nach Al-

tersgruppe
Histon- Jung Jung Mittel Mittel Alt Alt
s mPBM-  Hippo- mPBM-  Hippo- mPBM-  Hippo-
modifikation
Cs campus Cs campus Cs campus

H4K12Ac 1,35 1,371 1,23 1,36 1 1,34 1,30 4

Gibt es also zu einem bestimmten Zeitpunkt einen Shift zwischen dem peripheren und
dem neuronalen Level an H4K12-Acetylierungen? Fiihrt dieser gegebenenfalls sogar zu
Funktionsbeeintrachtigungen? Wie konnte dieser Shift mit Hilfe von Blutwerten darge-

stellt werden? All diese Fragen wiirden weiterer Studien und Versuche bediirfen. Anhand
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dieser kleinen Kohorte lasst sich die H4K12Ac-Konzentration nicht als zuverlassiger Bio-
marker im peripheren Blut identifizieren, es sei denn, es kame bei gesunden, mittelalten
Mausen regelmaBig zu einem Abfall und dann im Sinne eines Shifts, im Alter wieder zu
einem Anstieg. Hiermit konnte dann eine nachlassende neuronale Funktionsfahigkeit

mit diesem Shift in Verbindung gebracht werden.
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Abbildung 4.4: Prozentualer Anteil der K12-Acetylierungen in murinen PBMCs
und den Hippocampi im Vergleich. (a): K12-Acetylierungen in mu-
rinen PBMCs aufgeschliisselt nach Altersklasse. (b): K12-Acetylierungen
in murinen Hippocampi aufgeschliisselt nach Altersgruppe. Boxplots
mit Median. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Es gibt auch bei humanen Blutwerten einige, die nur mit Hilfe des Alters des Patienten
als sicher krankhaft oder gesund identifiziert werden kénnen. Beispiele hierfiir sind
z.B. Hormone, die alkalische Phosphatase (in der Wachstumsphase bei Kindern z.B.
deutlich erhoht aber dann trotzdem kein Hinweis auf eine Lebererkrankung, sondern als
physiologisch zu werten), die GFR nach CKD-EPI-Formel und viele mehr. Es erscheint
also nicht abwegig, einen altersabhangigen Normbereich zu definieren, um auf Grundlage

dessen, pathologische Werte oder AusreiBer sicherer identifizieren zu kénnen.

4.3.5 Veranderungen der Muster der K16-Acetylierung

2015 konnten Dmitriev & Papkovsky in einer in vitro Studie zeigen, dass ein Mangel
an Sauerstoff und Glucose (oxygen and glucose deprivation = OGD model) zu einer
vermehrten Deacetylierung von H4K16 fiithrt, wahrend HDAC-Inhibitoren (HDACi) wie
Trichostatin A oder Valproinsaure sogar als neuroprotektiv gelten u.a. Kim et al. (2007)
und die Schaden, zumindest teilweise, reversibel halten. Ein normales Level an H4K16

Ac gilt also als glinstig fiir den neuronalen Stoffwechsel.
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Tabelle 4.9: Durchschnittliche H4K16Av in Prozent aufgeschliisselt nach Al-

tersgruppe
Histon- Jung Mittel Alt I_.Illung I_I\|/!|tte| HAlt
modifikation mPBMCs mPBMCs mPBMCs 'PPO- 'PPO- 'PPO-
campus campus campus
H4K16AC 31,87 31,56 (\) 28,89 | 3343 32,26 (\) 32,41 (/)

Interessanterweise scheinen die Level an H4K16Ac in den murinen PBMCs im Alter
zu sinken, wahrend sie im Hippocampus zumindest zwischen den mittelalten und alten
Mausen annéhernd gleich bleiben (s. Tab. 4.9). In 4.2.1 wurde bereits dargestellt,
wieso abnorme Level an H4K16Ac auch in peripheren Zellen zu massiven Problemen
fuhren konnen. Hier konnten weitere Versuche Aufschluss dartiber bringen, welche
Funktionsveranderungen ins Besondere Immunzellen bei einer geringeren H4K16Ac
aufweisen. Vorstellbar ware eine eingeschrankte Immunfunktion, wie sie mit dem Alter

einhergehen kann. Dieses zu belegen wiirde aber groBerer Kohorten bediirfen.
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Abbildung 4.5: Prozentualer Anteil der K16-Acetylierungen in murinen PBMCs
und den Hippocampi im Vergleich. (a): K16-Acetylierungen in mu-
rinen PBMCs aufgeschliisselt nach Altersklasse. (b): K16-Acetylierungen
in murinen Hippocampi aufgeschliisselt nach Altersgruppe. Boxplots
mit Median. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

4.4 Der Warburg Effekt - Eine Hypothese

Der Warburg-Effekt (benannt nach Otto Heinrich Warburg) beschreibt die Beobachtung,
dass Krebszellen selbst bei ausreichender Sauerstoffversorgung zur ATP-Gewinnung den
Weg der anaeroben Glykolyse lber die Bildung von Lactat wahlen (s. 4.6), selbst wenn
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dies eine eher ineffiziente Variante der Energiegewinnung darstellt (u.a. Vander Heiden
et al. 2009). Wieso Tumorzellen eine ineffizientere ATP-Gewinnung in Kauf nehmen (~
4 mol ATP/mol Glucose im Gegensatz zu bis zu 36 mol ATP/mol Glucose), obwohl sie
unter aeroben Bedingungen wachsen, war lange Zeit Gegenstand der Forschung, da
dies bei schnell proliferierenden Zellen mit vielen Energie verbrauchenden Prozessen auf
den ersten Blick eher paradox erscheint.

Um den Warburg Effekt zu verstehen, wird im Folgenden kurz auf die Grundlagen der
Glykolyse, des Citratzyklus und der Atmungskette eingegangen.

Der Abbau von Glucose kann in Zellen tiber die Glykolyse je nachdem, ob eine aus-
reichende Sauerstoffversorgung gegeben ist, in einem aeroben oder anaeroben Weg
miinden. Vereinfacht wird iiber den Abbau von Kohlenhydraten Pyruvat generiert. Dieses
wird - bei ausreichender Sauerstoffversorgung - liber die Bildung von Acetyl-CoA in den
Citratzyklus und damit in die mitochondriale Atmungskette eingespeist. Uber diesen
Stoffwechselweg kdnnen bis zu 36 mol ATP/mol Glucose gewonnen werden. Der auch
oxidative Phosphorylierung oder aerobe Glykolyse genannte Weg ist die effizienteste
Moglichkeit der Energiegewinnung in menschlichen Zellen (s. Abb. 4.6).
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Abbildung 4.6: Die Veranderungen des Stoffwechsels in Tumorzellen (Warburg-
Effekt). ,Gesunde" Zellen bzw. solche mit ausreichender Sauerstoff-
versorgung zeigen einen Glukosestoffwechsel, der durch die sogenannte
oxidative Phosphorylierung (oxidative phosphorylation) gekennzeich-
net ist. Dabei wird das Endprodukt der Glykolyse, das Pyruvat, den
Mitochondrien zugefiihrt, um hier im Rahmen des Citratzyklus ATP
gewinnen zu konnen. Lactat fallt nur in kleinem Rahmen an. (links) Im
Gegensatz dazu nutzen Krebszellen selbst bei ausreichender Sauerstoff-
versorgung den Weg, der normalerweise nur von Zellen, welche unter
einem Sauerstoffmangel (anaeroben Bedingungen, daher auch die
Namensgebung anaerobe Glykolyse) stehen, zur ATP-Gewinnung. Da
dies bei Krebszellen jedoch unter ausreichender Sauerstoffversorgung
stattfindet, wird dieser Stoffwechsel Weg im Rahmen des Warburg-
Effekts auch als aerobe Glykolyse definiert. Durch die Gewinnung von
Lactat kann z.B. NADH wieder zu NAD+- reduziert werden und dadurch
in andere Stoffwechselwege eingespeist werden. Wie aus der Grafik
ersichtlich, ist diese Form der Energiegewinnung jedoch ineffizienter und
es wird davon ausgegangen, dass Krebszellen daher auch einen erhéhten
Glucosebedarf haben. (nach Vander Heiden et al. 2009, PMC-Lizenz).

Bei Sauerstoffmangel oder in Tumorzellen kommt es zu einer Veranderung der Verstoff-
wechselung der Glucose. Da Sauerstoff als finaler Elektronenakzeptor in der Atmungs-
kette essentiell ist, wird normalerweise bei fehlender O, -Sattigung das Pyruvat nicht in
die Mitochondrien eingespeist, sondern lber die Lactat-Dehydrogenase A zu Lactat
umgewandelt. Hier kann tber den Co-Faktor NADH + Htwieder NAD™ aber kein
zusatzliches ATP generiert werden. Diese Form des Glucose-Stoffwechsels gilt daher
als eher ineffizient, zumal das Lactat im Rahmen der Milchsauregahrung ein Abfall-
produkt ist. Warum also stellt eine Tumorzelle ihren Stoffwechsel trotz ausreichender

Sauerstoffversorgung auf einen, auf den ersten Blick, ineffizient wirkenden Weg um?

Um den Vorteil dieser Stoffwechselumstellung zu verstehen, muss zuerst der Unterschied

zwischen einer nicht-proliferierenden und einer proliferierenden Zelle verstanden werden.
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Nicht-proliferierende Zellen miissen vor allem ihren eigenen Energiebedarf decken
und konnen dies mit der effizienten oxidativen Phosphorylierung gut gewahrleisten.
Proliferierende Zellen, also z.B. wachsende Tumorzellen, miissen aber noch eine Vielzahl
anderer Stoffwechselwege bedienen. Allein die Replikation der DNA bendtigt ca. 12
Billionen Nukleotide (bei 6 Billionen Basenpaaren der DNA). Dazu kommen noch die
fir das Zellwachstum notwendigen Lipide, Proteine, Kohlenhydrate, etc.. Eine alleinige
Synthese von ATP reicht hier also nicht aus.
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Abbildung 4.7: Unterschiede in den Stoffwechselwegen zwischen nicht-
proliferierenden und proliferierenden Zellen. Nicht-proliferierende
Zellen (hier engl.: Quiescent cells) speisen ihren Energiehaushalt mittels
Glucose, Fettsaureabbau und der Gewinnung von ATP mithilfe des
Citratcyclus (hier engl: TCA cycle). Proliferierende Zellen (hier engl:
proliferating cells) missen auch den vermehrten Bedarf fiir den Aufbau
von Biomasse generieren und nur in geringerem MaBe die ATP-Synthese
sichern. Dies schaffen sie, indem sie den Abbau der Glucose nicht auf
die Einspeisung von Pyruvat in den Citratcyclus ausrichten, sondern
vielmehr die Zwischenprodukte z.B. mittels Ribose-5-Phosphat in die
Synthese von Nukleotiden oder auch das 3-Phosphoglycerat in die Syn-
these von Proteinen einschleusen. Der erhéhte Bedarf an Glutamin wird
aktiv mit einem Transporter in die Zelle eingebracht und kann hier (iber
die Bildung von Citrat in den Mitochondrien, welches dann im Zytosol
durch die ACL in Acetyl-CoA umgewandelt werden kann, auch an der
Synthese von Lipiden beteiligt sein. Rote Pfeile: Zunahme. Blaue Pfeile:
Abnahme. (nach Finley et al. 2013, PMC-Lizenz).

Donohoe et al. 2012 konnten in ihrem Paper zeigen, dass die aerobe Glykolyse der

Tumorzellen noch weitere Auswirkungen auf den Stoffwechsel der Zellen und auch auf
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die Histon-Acetylierungen haben kann. Um das Pyruvat in den Citratzyklus einspeisen zu
konnen, muss zuerst mittels einer oxidativen Decarboxylierung vom Pyruvat Kohlenstoff-
dioxid (CO,) abgespalten werden. Daraufhin kann eine energiereiche Thioesterbildung
zwischen dem Coenzym A und dem Acetatrest gebildet werden, sodass ein Acetyl-CoA
als Produkt entsteht. Da die Energie fiir diesen Schritt aus der Decarboxylierung stammt,
ist die Umwandlung von Pyruvat zu Acetyl-CoA unter physiologischen Bedingungen
irreversibel. In den Mitochondrien kann das gebildete Acetyl-CoA zusammen mit Oxala-
cetat zu Citrat umgewandelt, das NADH + H- wieder in NAD+ reoxidiert und im
Folgenden durch die Atmungskette ATP gewonnen werden.

Pyruvat + HS — CoA + NAD' — Acetyl — CoA + CO,+ NADH + H*

Wie in 2.4.1 bereits aufgezeigt, hiangt die Genaktivierung oder Gendeaktivierung eng
mit Histonmodifikationen und damit auch mit der Aktivitat der HATs und HDACs

Zusammen.

Dadurch, dass der notwendige Co-Faktor der HATs, das Acetyl-CoA, in Tumorzellen
vermehrt z.B. als Zwischenprodukt fiir die Lipidsynthese anfallen kann (s. Abb. 4.7),
konnen die Histone vermehrt acetyliert und die Transkription im Folgenden aktiviert
werden.
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Abbildung 4.8: Zusammenhang zwischen den HATs, HDACs und der Genakti-
vierung bzw. -deaktivierung. A: Schemenhafte Darstellung der Nu-
kleosome, Histone und der moglichen Histon-Modifikation - hier: Histon-
K16-Monoacetylierung. B: Durch die Rekrutierung des Transcription
activation complex (Transkriptions-Aktivierungs-Komplex) mit den HATs
wird eine Genexpression ermoglicht. Dahingegen wird bei Rekrutierung
des Transcription repression complex (Transkriptions-Unterdriickungs-

Komplex) mit den HDACs eine Genexpression gehemmt. (nach Ruijter
et al. 2003, CC-Lizenz).

Uberraschenderweise scheint aber besonders die Uberexpression von HDACs in Tumorzel-
len zu einer empfindlichen Stérung der gesunden Genexpression und damit schlussendlich
auch zu einer bésartigen Entartung zu fithren. So konnten Ozdag et al. 2006 zeigen,
dass die veranderte Expression von HDAC 1, 5 und 7 als molekularer Biomarker zur
Differenzierung von gesundem vs. bosartig verandertem Gewebe in menschlichen Tu-
morzellen genutzt werden kann. Auch korreliert die Uberexpression von HDACs mit
Schliisselereignissen der Tumorentstehung, wie z.B. der epigenetischen Repression von
Tumorsuppressorgenen wie z.B. CDKNI1A (Glozak & Seto 2007) oder auch veranderter
Ablesung von Genloki zur Codierung von DNA-Reparatur-Enzymen wie z.B. BRCAI in
Brustkrebszellen oder ATR zur Verhinderung von einer (iberschieBenden Angioneogenese
(Eot-Houllier et al. 2009). Vor diesem Gesichtspunkt erscheinen die Ergebnisse aus Ka-
pitel 4.2.1 koharent mit den derzeitigen Forschungsergebnissen. Insgesamt eréffnete sich
in Hinblick auf die Neuentwicklung von medikamentosen Ansatzen in der Krebstherapie
ein vollig neues Forschungsfeld.

Derzeit sind drei Klassen von HDAC-Inhibitoren (HDACi) bekannt: Die Klassen I, I

und IV, wobei die Einteilung anhand ihrer Ahnlichkeit zu Proteinen aus der Hefe,
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ihrer Lokalisation (nuklear, cytoplasmatisch oder hybride) und ihrer enzymatischen
Aktivitat (West et al. 2014) erfolgte. Bestandteil dieser Klassen sind gegenwartig 11
HDAC-Inhibitoren. Zu Nutzen machen konnte man sich bisher das N-Hydroxy-N ’-
phenyloctandiamid (Handelsname Vorinostat - Zulassung fir die Behandlung des
fortgeschrittenen und zuvor refraktaren, cutanen T-Zelllymphoms) und Romidepsin
(Handelsname Istodax - Zulassung ebenfalls fiir die Behandlung des cutanten T-Zell-
Lymphoms und auch peripheren T-Zell-Lymphomen). Ob und in wie fern weitere
HDAC-Inhibitoren fiir den therapeutischen Gebrauch entwickelt werden konnen, ist
noch Gegenstand der Forschung. Die in-vitro Studien zu diesem Thema scheinen jedoch
vielversprechend (z.B. Thailandepsin A und B in praklinischen Studien firr die potentielle
Behandlung von Ovarialkarzinomen Wilson et al. 2012).

4.5 Kiritischer Ausblick

Mit meiner Arbeit konnte ich aufzeigen, dass das Protokoll zur Prozessierung menschli-
cher, wie muriner Zellen mithilfe der Massenspektrometrie zuverlassig funktioniert und
hiermit auch kleinste Veranderungen der Histonacetylierung (< 1%) reliabel als solche
identifiziert werden konnen. Diese Ergebnisse in der Sensitivitat und Spezifitat sind mit
Antikorper-basierten Methoden derzeit nicht reproduzierbar.

Als erfolgversprechendsten fiir einen moglichen Biomarker fiir z.B. neuronale oder
sogar maligne Erkrankungen im peripheren Blut bzw. in den PBMCs zeigten sich die
Modifikationen der H4K12- und H4K16-Monoacetylierung (Vgl. s. 4.2.1 und 4.3.1).
Hier miissten jedoch, genau wie zur Uberpriifung und weiterer Untermauerung der
anderen Ergebnisse dieser Arbeit, weitere Studien an groBeren Kohorten durchgefiihrt
werden. Allein schon um einen verlasslichen Normwertbereich mit hoher Sensitivitat und
Spezifitat definieren zu konnen, muss die Kohorte groB genug sein, um die GauBsche
Normalverteilung anwenden und AusreiBer auch als solche identifizieren zu kénnen. Das
Forschungsfeld der Epigenetik bietet sicherlich - auch heute schon in vivo - viele span-
nende Moglichkeiten Krankheiten, physiologische Vorgange und auch Stoffwechselwege
besser und tiefergehend zu verstehen und ich hoffe, dass diese Arbeit, wenn sie auch auf
Grund der kleinen Teilnehmerzahl keine groBen Schliisse zulassen kann, einen wichtigen

Teil dazu beitragen wird, diesem Ziel einen Schritt naher zu kommen.
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Kapitel 5

Material and Methoden

5.1 Ethik

Die Zustimmung der Ethikkommission wurde erteilt. Eine Kopie dieser wurde im
Anhang beilegelt. Ferner wurde die Einwilligungserklarung aller menschlicher Probanden

eingeholt.
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5.2 Material

5.2.1 Reagenzien und Chemikalien

Reagenz Hersteller
2-Mercaptoethanol Sigma
2-Propanol p.A. CLN GmbH
Essigsaureanhydrid-dg Sigma
Acetonitril Roth
Acrylamid-Mix Roth
Ammoniumhydrogencarbonat Roth
Ammoniumpersulfat Sigma
Bromophenolblau Sigma
Citrat VWR

CoA Sigma
Colloid Blue life technologies

Proteasen Inhibitor Cocktail
Dichtemedium (OptiPrep)
Dithiotreitol

Methansaure (Formic acid)
Glycin

Glycerin

HEPES (analytical grade)
2-lodoacetamid

Matrix (HCCA)

Methanol

Protein Marker VI/V
Natriumdodecylsulfat
TEMED

Trifluoressigsaure
Trichloressigsaure

Tris (ultra pure)

Triton X-100

Wasser fiir Chromatographie

Roche
Axis-Shield
Roth
Sigma
Diagonal
VWR
SERVA
VWR
Sigma
Roth
Peglab
Sigma
Roth
VWR
Sigma
Biozym
Sigma
VWR
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5.2.2 Enzyme und Antikorper

Enzyme Hersteller
Endoproteinase Lys-C Wako
Trypsin Promega
CD45 MicroBeads (human) MACS
CD15 MicroBeads (human) MACS

5.2.3 Material

Material Hersteller
2.7ml EDTA Rohrchen Sarstedt
9.0ml EDTA Rohrchen Sarstedt
12ml Leucosep™ Greiner
50ml Leucosep™ mit Medium Greiner

Leere Gel Kassetten

+MALDI target plates Voyager 92x2-Pos", coated
»Solid phase extraction disc Empore C18“
TG PRIME™ vorgefertigtes Gel 4 - 20 %

5.2.4 Gerate

life technologies
AB Sciex

3M
SERVAGel™

Gerat Modell Hersteller

HPCL Dionex UltiMate3000 RSLCnano System  Thermo
MADLI/TOF MS Voyager-DE STR System Applied Biosystems
Massenspektrometer Finnigan LTQ Thermo
Ultraschallbad Bioruptor Diagenode
SpeedVac Scanvac with Cool Safe Labogene

UV/Vis Spektralphotometer Nanodrop 2000 Peqlab
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5.2.5 PBMC-Isolation aus humanem Blut

Das Blut wurde den niichternen Probanden von 9-9:30Uhr am Morgen abgenommen.
Ein 2,7mlI-EDTA-R6hrchen wurde an das Medizinische Labor weitergegeben, um ein
groBes Blutbild anfertigen zu lassen (s. Tab.3.2 auf Seite 42), wihrend fiir die weiteren
Versuche drei 9mI-EDTA-Ro6hrchen gefiillt wurden. 22ml des so gewonnenen Probanden-
bluts wurden in ein sogenanntes Leucosep Réhrchen (Leucosep Tube, Greiner Bio One,
50ml mit Dichtemedium) gegeben und mit 1000xg bei Raumtemperatur fiir 20min
zentrifugiert. Durch das Dichtemedium und die eingebaute Filtermembran konnte so
eine Auftrennung der Blutbestandteile in das Plasma mit dem sogenannten Buffy Coat
(mononukledre Leukozyten) und die polymorphkernigen Zellen, Erythrozyten und Throm-
bozyten erreicht werden (s. Abb. 3.2 auf Seite 36). Das Plasma samt Leukozytenfilm mit
den enthaltenen PBMCs wurde in neue Rohrchen abgefiillt und dort mit 10ml unsteriler
PBS bei Raumtemperatur mittels eines erneuten Zentrifugierschrittes bei 250xg fir
10min (RT) gewaschen. Das so gewonnene Zellpellet wurde nach Abpipettieren des
Uberstands erneut mit 5ml PBS resuspendiert und nochmals bei 250x g fiir 10min
(RT) aufgereinigt, gefolgt von einer letzten Resuspension und Waschung mit 1ml PBS
wobei die Probenlosungen in diesem Schritt auf zwei 500ul Proben aufgeteilt wurde.
Diese wurden abermals bei 250x g fiir 10min (RT) zentrifugiert und die gewonnenen
Zellpellets sofort auf Trockeneis schockgefroren und auch so bis zu ihrer Lagerung im
-20°C Gefrierschrank transportiert.

5.2.6 PBMC-Isolation aus murinem Blut

Das Blut wurde aus der rechten Herzkammer der 3, 8 und 20 Monate alten mannlichen
Mause (C57BL/6J, Janvier) durch Dr. Shahaf Peleg entnommen. Ebenfalls wurde
post mortem der Hippocampus entfernt. Um das fiir die Leucosep Rohrchen bendétigte
Volumen von 3ml zu erreichen, wurden vier bis fiinf Proben der entsprechenden Alters-
gruppen zusammen gepoolt. Die Isolation der PBMCs erfolgte mithilfe der Leucosep
Réhrchen fiir 3-8ml Probenmaterial und dem zuvor hinzugefiigten 3ml des 14,8% Dich-
temediums vom 60%igen Dichtemedium OptiPrep (Axis-Shield). Dieses wurde nach
Anleitung hergestellt und danach abzentrifugiert. Nach der Vorbereitung der Réhrchen
konnte das Probenmaterial hinzugefligt und nach den Schritten, welche in 5.1.5. bereits

beschrieben wurden, vorgegangen werden.
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5.3 Methoden

5.3.1 Molekularbiologische Methoden

5.3.1.1 Herstellung von Tris-Glycin SDS-Polyacrylamid-Gelen fiir die
Elektrophorese

Fir die Vorversuche wurden 18%ige Tris-Glycin SDS-Polyacrylamid-Gele wie folgt

hergestellt:
Fir 1 Gel (6ml -18%)

0,80ml H,O
3,60ml 30% Acrylamid-Mix
1,50ml 1.5M Tris (pH 8.8)
0,06ml 10% SDS
0,06ml 10% APS
2,50pl TEMED

Die oben tabellarisch aufgefiihrten Ingredienzien wurden unter der Schutzhaube vorsich-
tig miteinander vermengt und leere Gelkassetten bis zur Kammlinie damit befillt. Um
Artefakte und Lufteinschliisse zu vermeiden und eine gerade Trennlinie zu gewahrleisten,
wurden je 1ml 2-Propanolol hinzugegeben. Nach dem Festwerden des Gels wurde das
Propanolol durch Abkippen entfernt und das Sammelgel gefertigt, indem die folgenden

Chemikalien miteinander konfundiert wurden:

Fir 1 Gel (2ml)
1,40ml H,O
0,33ml 30% Acrylamid-Mix
0,25ml 1.0M Tris (pH 6,8)
0,02ml 10% SDS
0,02ml 10% APS
2,00yl TEMED

2ml der Sammelgelzubereitung wurden zu jeder Gelkassete gegeben und der Kamm
(10 Kammern) vorsichtig eingefiihrt. Nach erfolgter Polymerisation wurden die Gele
entweder direkt fiir die Gelelektrophorese benutzt oder andernfalls im 4°C-Kiihlschrank

aufbewahrt.
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5.3.1.2 Anfarbemethode - Kolloidalblau (Colloidal Blue)

Kolloidalblau (engl. Colloidal Blue), auch bekannt unter dem Namen Coomassie Brilliant
Blau G-250, ist in der Lage selbst kleinste Nanogrammlevel von Proteinen detektieren
zu koénnen (Neuhoff et al. 1988) und benétigt als Entfarbung lediglich reines Wasser.
Dies sind zwei groBe Vorteile, denn so bendétigt die kolloidale Version im Gegensatz
zu ihrem Verwandten, dem Coomassie R-250, keine saure Entfarbung und somit kann
der Gefahr einer chemischen Modifikation der Proben durch diesen Schritt entgangen
werden. Kolloidalblau zeichnet sich dabei durch eine Zugabe von 20% Methanol und

hoheren Konzentrationen an Ammoniumsulfat aus.

Die Farbung wurde jeweils am Tag der Nutzung frisch zubereitet, wobei ein fertiges Kit
von life technologies verwendet wurde. Der Farbstoff wurde nach Anleitung aus entio-
nisiertem Wasser, Methanol, Komponente A und Komponente B zusammengemischt.
Die Gele wurden fiir maximal 10 Stunden gefarbt und danach mit deionisiertem Wasser
fir mindestens 4 Stunden entfarbt bzw. solange gewaschen bis sie entfarbt bzw. nur
noch klare Proteinbanden erkennbar waren. Das Kolloidalblau ist ein Farbstoff, der in
kleinsten Tropfchen im Dispersionsmedium gelost vorliegt und eine erhdhte Bindung
zu Proteinen aufweist. Damit kénnen Proben sichtbar gefarbt und Gel-Areale ohne

Proteine (und somit ohne Probenmaterial) effizient mit Wasser wieder entfarbt werden.

5.3.1.3 Spektralphotometrie

Spektralphotometrie oder Spektrophotometrie ist die quantitative Messung der Transmis-
sion, Absorption oder Reflektion von Licht als eine Funktion der einfallenden Wellenlange
jenes. Durch beispielsweise eine Veranderung des Absorptionsmaximums eines Substrats
oder Coenzyms (z.B. bei der Reduktion von NAD™ (Absorptionsmaximum bei 260nm)
zu NADH + H™ (Absorptionsmaximum bei 340nm)) kann das sich andernde Absorpti-
onsspektrum Aufschluss (iber die Enzymaktivitat in einer Probe geben. Da sich diese
Veranderung photometrisch beobachten lasst, kann die Enzymaktivitat indirekt mit dem
Lambert-Beerschen Gesetz bestimmt werden. In einer anderen Anwendung kann
das Verfahren auch dazu genutzt werden, Proben auf ihre Proteinkonzentration und

Reinheit zu priifen (Nanodrop).
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5.3.2 Proteinmethoden
5.3.2.1 Histoneextraktion mit dem hypotonen Lysepuffer (A1)

Firr die Chromatinanreicherung wurde eine sterile Gewebehomogenisierungspufferlosung

hergestellt. Dabei wurden nur gefilterte Chemikalien wie folgt verwendet:

Fir 20ml Finale Konzentration
18,15ml H,O
0,4ml 3M KClI 60mM
60ul 5M NaCl 15mM
80yl 1M MgCl, 4mM
300l 1M HEPES pH 7,6 15mM
1,0ml Triton 10% 0,5%
10l IMDTT 0,5mM
1 Tablette Proteaseninhibitor (Roche)

Die Herstellung der Pufferlosung erfolgte in der Kaltekammer bei 4°C. Die PBMC-Pellets
wurden in 500ul der Al-Pufferlésung resuspendiert und dann in einem Ultraschallbad
3 mal fir 10 Sekunden, 45Sekunden Pause, bei hoher Energierate homogenisiert
(Bioruptor). Die auf Eis gekiihlten Hippocampusproben wurden mit dem Roti Speed-
Rihrer (Roth) suspendiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 14000rpm fir 30min bei
4°C und der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfréhrchen iiberfiihrt, um diesen bei
-20°C fir weitere Versuche und mogliche Kontrollen aufzubewahren. Das Pellet wurde
in 500p! H,SO, resuspendiert, noch einmal im Ultraschallbad homogenisiert und dann
zum Rotieren auf die Halterung in der Kaltekammer aufgebracht. Dort verblieben die
Proben {iber Nacht.

Am nachsten Tag wurden die Proben bei 13000rpm fiir 10min abzentrifugiert und der
Uberstand in neue Eppendorfréhrchen iibertragen. 26,5% TCA wurde zu der Lésung
hinzugegeben, um die Proteine auszufallen. Die Proben wurden daraufhin kurz gevortext
und fir 3,5 Stunden in der Kaltekammer auf Eis inkubiert. Nach jeder Stunde wurden
die Rohrchen etwas geschittelt, um die Proteinausfallung zu verbessern. Nach der
Inkubation wurden die Proteine bei 13000rpm fiir 10min bei 4°C abzentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Die so entstandenen Pellets wurden mit eiskaltem Aceton
aus dem Gefrierschrank 3 mal gewaschen. Danach wurden die Proben unter der Haube
luftgetrocknet, mit 40ul des Laemmli-Puffers gemischt (Cold Spring Harbor Rezept,
Konzentration 2x: Bromophenolblau 0.25%, DTT 0.5M, Glycerin 50%, SDS 10%, Tris
1M pH 6,8) und 5min bei 90°C erhitzt. Proben, welche eine griine oder gelbe Farbung

aufwiesen, wurden mit 1pl of Tris pH 8,0 abgepuffert, um den pH zu adjustieren. Die
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2-Mercaptoethanol reduziert die intra- und intermolekularen Disulfidbriicken, wahrend
das SDS-Detergens die Proteine und Untereinheiten denaturiert und ihnen eine negative
Ladung gibt, sodass die Proteine und Probenbestandteile spater auf Grundlage ihrer
GroBe auf dem Gel separiert werden. Das Bromophenolblau dient dabei als Farbung
der Proben, sodass eine visuelle Kontrolle der Laufweite der Proben im Gel und der
richtigen Eingebung in die vorgesehenen Startkammern erfolgen kann. Das Glycerin
erhéht die Dichte der Proben, damit diese nicht versehentlich aus den Startkammern

des Gels auslaufen.

5.3.2.2 Histoneextraktion mithilfe der Saureextraktion

Um zwei verschiedene Ansatze der Histonextraktion zu vergleichen, wurde auch eine
Saureextraktion in einem Vorversuch an Probandenproben durchgefiihrt, um den besten
Arbeitsprozess zu ermitteln. Dafiir wurde die Halfte der Proben wie in 5.3.2.1 beschrieben
verarbeitet und die andere Halfte dem Saureextraktionsprotokoll unterzogen. Hierbei
wurde 50% 0.4M H,SO,4 zu den Proben gegeben und sie wurden tber Nacht bei 4°C in
der Kaltekammer rotiert. AnschlieBend wurden sie wie die hypotonen Pufferproben am

nachsten Tag verarbeitet.

5.3.2.3 SDS-Page

Um die Proteine nach GréBe zu unterscheiden und die Histone auftrennen zu kénnen,
wurde eine SDS-Page-Analyse durchgefiihrt. Hierfiir wurden vorgefertigte Gele (SERVA-
Gel TM TG PRIME TM 4 - 20%) zur Gewahrleistung der Reproduzierbarkeit mit den
zuvor vorbereiteten Proben (Laemmli Buffer Cold Spring Harbor Recipe Konzentration
2x: Bromphenolblau 0,25%, DTT 0,5 M, Glycerol 50%, SDS 10%, Tris 1 M, pH 6,8)
beladen, die 5 Minuten lang bei 90°C gekocht wurden. Es wurden dafiir abwechselnd
8ul and 13pl der Probenlosungen in die Geltaschen gegeben. Um die Proteinbanden
nach dem Laufen zu farben, wurden die Gele mit frisch hergestelltem Kolloidalblau
(Life-Technologies-Farbekit) versetzt und maximal 10 Stunden lang gefarbt. Sie wurden
am nachsten Morgen fiir mindestens 4 Stunden mit destilliertem Wasser entfarbt (s.
auch 5.3.1.2).

5.3.3 Proteom-Analyse

Das Proteom bezeichnet die Gesamtheit aller Proteine in einem festgelegten Raum
(z.B. in einem Lebewesen oder in einer Zellpopulation). Um mégliche proteomische

Veranderungen zwischen den verschiedenen Altersgruppen zu analysieren und zu messen,
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wurde eine Proteom-Analyse der PBMC-Proben durchgefiihrt. Hierzu wurde ein frischer
8M Harnstoffpuffer (6M Harnstoff + 2M Thioharnstoff) hergestellt. Die zuvor einge-
frorenen Uberstande der PBMC-Proben (Vgl. 5.2.2.1) wurden aus dem Gefrierschrank
entnommen und mit 20% TCA versetzt. Die Proben wurden 2 Stunden bei 4°C auf
dem Schiittler inkubiert. Danach wurden sie 30 Minuten lang bei 4°C zentrifugiert
und das Pellet wurde zweimal mit Iml kaltem Aceton (aus dem -20°C Gerfrierschrank)
gewaschen. Nach dem Lufttrocknen wurden 150pl des Harnstoffpuffers zugegeben und
die Proben wurden tber Nacht auf dem Shaker inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Proben bei 18°C fiir 5s mit niedriger Geschwindigkeit
beschallt (Branson-Sonifikator), um die Zellmembranen zu zerstoren. Um Disulfidbriicken
zu reduzieren und die Oxidation von Thiolgruppen zu verhindern, wurden 15pul 1mM
DTT zugesetzt, und die Proben wurden 45 Minuten bei 4°C auf dem Shaker inkubiert.
Nach der Inkubation wurden 3pl von IAA (550mM), einem irreversiblen Inhibitor aller
Cysteinpeptidasen, zugegeben und die Proben wurden 30min im Dunkeln inkubiert.
Lys-C wurde in 40mM Ambic (20pg of Lys-C + 100ul of 40mM Ambic) gelost. Lys-C
ist eine Endoproteinase, die Proteine auf der Carboxylseite von Lysin-Aminosauren
spaltet. 6ul des 1M Ambic + 10pl der Enzyml6sung wurden zu den Proben gegeben und
die Proben wurden 3 Stunden bei 25°C inkubiert. Um eine hochwirksame Verdauung
durchzufithren, wurde ebenfalls eine Trypsinlosung (850ul of 40mM Ambic + 12mg
of Trypsin) zugesetzt, nachdem die Proben mit 42ul 1M Ambic und daraufhin 9504l
H,O gemischt worden waren. Trypsin hydrolysiert nur die Peptidbindungen, in denen
die Carbonylgruppe entweder durch einen Arginin- oder Lysinrest eingebracht wird,
wodurch es sich sehr gut fiir die Massspec-Analyse geeignet . Die Proben wurden bei
18°C iiber Nacht inkubiert.

Am nichsten Tag wurden 12ul TFA 100% (bis zu einer Endkonzentration von 1%)
zugegeben und die Proben wurden 10 Minuten bei 5000 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in neue Eppendorf-Réhrchen iiberfiihrt und die Trennsiulen mithilfe
des Durchlaufs von 100% ACN und dann 0,1% TFA durch Anlegen eines Vakuums
aktiviert. Nach der Aktivierung wurden die Saulen zweimal mit den Proben plus dem
gleichen Volumen von 0,1% TFA beladen. Sie wurden dann mit 0,1% TFA gewaschen.
Zur Peptidauswaschung wurden die Saulen zweimal mit 300ul ACN 60% + TFA
0.25% beladen. Das finale Volumen der Peptidlésung betrug daher 600pl. Diese 600pl
wurden daraufhin in die SpeedVac gegeben, um die Peptide zu konzentrieren und die
Losungsmittel entfernen zu konnen. Zur Kontrolle des erfolgreichen Verdaus der Peptide
wurden 1.5pl jeder Probe mit der gleichen Menge Matrix (HCCA) auf einer MALDI
target plate gemischt und ins MALDI-System (Voyager-DE STR System) eingebracht.

Nach der Aufkonzentration in der SpeedVac wurden 30ul TFA 0.1% zu den Proben
gegeben.
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Zur Quantifizierung der Peptidkonzentration und zur Erzielung einer vergleichbaren
Menge zwischen den verschiedenen Proben wurde die Proteinkonzentration spektropho-
tometrisch (Nanodrop) gemessen und die Proben wurden solange verdiinnt, bis eine
Konzentration von ca. 1.5pg Peptide in 17pl TFA 0.1% erreicht wurde. Die Proben

wurden im Gefrierschrank bei -20°C gelagert.

5.3.4 Enzym-Essays
5.3.4.1 ATP-Citrat-Lyase-Aktivitats-Essay

Um die Tauglichkeit eines Inhibitors an menschlichen PBMCs zu testen, welcher zuvor
bei Drosophila-Zellen Verwendung fand, wurde am Friedrich-Baur-Institut ein ATP-
Citrat-Lyase-Aktivitats-Essay durchgefiihrt. Die ACL ist ein Enzym, welches sich im
Cytosol befindet und die Bindungsspaltung von Citrat katalysiert, sodass Acetyl-CoA,
Oxalacetat, ADP und Orthophosphat generiert werden kénnen. Es benétigt Mg, als
Cofaktor. Die ACL-abhéngige Synthese von Acetyl-CoA wird nicht nur als wesentlicher
Schritt fir die De-novo-Synthese von Fettsduren und Cholesterin angesehen, sondern
versorgt auch das HAT mit seinem Substrat und spielt daher eine wichtige Rolle bei

der Histonacetylierung.
Citrat + AT P + CoA + H,O — Oxaloacetat + Acetyl — CoA+ ADP + Pi

Die folgende Pufferlésung wurde vorbereitet:

fir 10ml

333l 4.0M KCI

100pl MgCl,

500pl M Tris 7.8 pH

200yl 10mM CoA

200pl 1.0M Citrat
30pl 25mM NADH
7.8pl Mercaptoethanol
140pl MDH

Bis zu einem Gesamtvolumen von 10ml wurde H,O dazugegeben. Dariber hinaus
wurden 31 mg ATP in 250pl H,O geldst, was zu einer Endkonzentration von ca. 200mM
ATP in der Losung fiihrte. 160pl des Lyase-Inhibitors wurden zu drei PBMC-Pellets
gegeben. Die Proben wurden bei 4 ° C und 2700rfc abzentrifugiert.

In der Zwischenzeit wurden die Kiivetten fiir die Spektrophotometrie vorbereitet, indem
sie 10 Minuten bei 37°C inkubiert wurden. 450ul des Puffers wurden zu jeder Kiivette
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gegeben und erneut 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Zunachst wurde eine Kontrolle mit
10pl 100 mM DMSO + 30ul PBMC-Probe 1 + 12,5pl ATP durchgefiihrt. Das ATP
wurde nach Erreichen eines stabilen Plateaus zugegeben, um die Reaktion zu starten
(s. Reaktionsformel oben). Danach wurde ein Lauf mit 10pl des Inhibitors anstelle von
DMSO + 12,5ul ATP durchgefiihrt. Die Laufzeit der Spektrophotometrie betrug immer
ca. 5 Minuten. Nach dem Titrieren von 10pl, 20pl und 30yl Inhibitor/DMSO, um die
geeignete Menge des Inhibitors herausfinden zu kénnen, wurde die benétigte Endmenge
auf 30pl festgelegt, da dies die besten Ergebnisse lieferte. Somit wurden alle Proben
daraufhin mit 30pl Inhibitor/DMSO behandelt. Ein weiterer Titrationsansatz wurde bei
Probe 3 angewendet, indem die ersten 15pl, die nachsten 7,5pl und die letzten 45pl des
DMSO fiir weitere Standards zugegeben wurden. Die Ergebnisse wurden ausgedruckt

und am Computer im Friedrich-Baur-Institut gespeichert.

5.3.5 Massenspektrometrie

Alle der fiir das MS verwendete Chemikalien hatten MS/HPLC Qualitat.

5.3.5.1 In-Gel Trypsinverdau

Nach dem Auftrennen der Histone durch SDS-PAGE und Farben der Banden mit
Colloid Blue, wurden die Histon H4-Banden aus den Gelen ausgeschnitten, wobei die 8l
und 13pl Banden jeder Probe kombiniert und in markierten PCR-Eppendorf-Réhrchen
gesammelt wurden. Bei jeder Probe wurde der tryptische In-Gel-Verdau wie folgt

durchgefiihrt:

Die Gelwiirfel wurden zweimal mit 200ul H,O und danach mit 200ul Ambic 100mM
gewaschen, um den pH-Wert anzupassen. Da der Farbstoff Colloid Blue die MS-
Messungen storen konnte, wurden dreimal je 100pul Ambic 100mM und 100p! ACN
zum Entfarben zugegeben und jeweils 10min bei 37°C mit den Proben inkubiert. Nach
zwei weiteren Waschschritten, der erste mit 200pl Ambic 100mM und der zweite mit
200pl Ambic 20mM, wurden die Gelstiicke dreimal mit 200ul ACN dehydratisiert, bis
sie komplett weill erschienen. Um nicht-acetylierte Histon-Lysinreste zu acetylieren,
wurden 7.5pl Essigsaureanhydrid-dg zu den getrockneten Gelwiirfeln gegeben, gefolgt
von 15pul Ambic 100mM und 53pl Ambic 1M. Nach 45-miniitiger Inkubation bei 37°C
wurden die Gelstiicke viermal mit 200ul Ambic 100mM gewaschen und erneut durch
dreimalige Zugabe von 200pl ACN dehydratisiert. Das Trypsin wurde in 1ml Ambic 100
mM gelost und ebenso wie die PCR-Eppendorf-Réhrchen mit den Proben kiihl auf Eis
gelagert. Nachdem die letzten Reste des ACN entfernt worden waren, wurden 40l des

gelosten Trypsins zu den getrockneten Proben gegeben, um sie zu rehydratisieren. Die

89



5 Material and Methoden

Proben wurden dann 40min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Rickstande entfernt
und die Proben iiber Nacht bei 37°C auf dem Shaker mit 70ul Ambic 20 mM inkubiert,

um (ber Nacht einen tryptischen In-Gel-Verdau durchzufiihren.

Um die Histone am nachsten Tag aus den Gelstlicken zu l6sen, wurden die Proben
zweimal mit 70pl ACN 70% + TFA 0.25% fiir je 10min inkubiert. Die entstehende
Flissigkeit wurde jedes Mal in neu markierte PCR-Eppendorf-Rohrchen iiberfiihrt.
Die Gelstiicke wurden dann zweimal mit 70ul ACN 100% fiir je 20min inkubiert
und damit vollstandig dehydratisiert. Auch hier wurden die Uberstiande in die neuen
PCR-Eppendorf-Rohrchen gegeben. Die fliissigen Proben wurden fiir 6 Stunden in der
SpeedVac evaporiert. Danach wurden die Pellets mit 25pl TFA 0,1% angesauert, eine
Grundvoraussetzung fiir die Peptidionisation, und bei -20°C im Gefrierschrank gelagert.

5.3.5.2 Entsalzen

Die Entsalzung erfolgte mit eigens dafiir praparierten Pipettenspitzen. Dafiir wurden
aus einer Festphasenextraktionsscheibe (C18) kleine Kreise ausgestanzt, die dann in die
Pipettenspitzen eingesetzt wurden. Die so frisch hergestellten Filtermembranspitzen
wurden mit Methanol geeicht, indem 70ul Methanol 100% zugegeben und die Fliissigkeit
zweimal 2min lang bei 2000 U/min abzentrifugiert wurde. Im nachsten Schritt wurden
sie zweimal mit 70pl ACN 100% gewaschen. Danach folgten zwei weitere Waschschritte
mit 70ul ACN 70% + FA 0.1% fiir je 5min und vier Waschschritte mit 70pl TFA 0.2% bei
2000rpm fiir 5min. Die Flissigkeiten, die durch die Filter abzentrifugiert wurden, wurden
in Eppendorf-Rohrchen gesammelt, welche vorher unter die Spitzen gestellt wurden.
Um die Fliissigkeit der gelosten Histonproben aufzufangen, wurden neue, beschriftete
Eppendorf-Rohrchen unter die Filterspitzen gesetzt und die vorher kurz aufgetauten
Histonproben auf die Filter geladen. Die Proben wurden dann bei 1000rpm fiir 5min
abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt, indem die gesammelte Flissigkeiten aus
den Eppendorf-Réhrchen entnommen und erneut auf die Filter geladen wurden. Danach
wurde die Membran zweimal mit 70ul FA 0,1% gewaschen und die Flissigkeit fiir 5min
bei 1000U/min abzentrifugiert. Da sich die Peptide nun auf der Filtermembran befanden,
mussten sie wieder gelost werden. Hierflir wurden die Filtermembranspitzen von den
Eppendorf-Réhrchen in neu beschriftete Massenspektrometrierdhrchen tberfiihrt. Um
die Peptide zu eluieren, wurden 70ul ACN 70% + FA 0,1% auf den Filter geladen und
zweimal bei 1500 U/min fiir 15 Minuten zentrifugiert. Damit die Losungsmittel entfernt
und die Peptide konzentriert werden konnten, wurden die Proben fiir 8 Stunden in die
SpeedVac gegeben. Danach wurden die Proben mit 12ul TFA 0,1% resuspendiert und
in zwei 6pl Proben aufgeteilt, welche bei -20°C gelagert wurden.
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5.3.5.3 Massenspektrometrie-Analyse

5ul der entsalzten Peptidlésung wurden durch das Ultimate 3000 RSLCnano System
(Dionex) injiziert und aufgetrennt. Die Peptide wurden mit einem Gradienten von
5-60% Acetonitril in 0.1% Methansaure fiir 40min bei einer Geschwindigkeit von 300
nl/min auf einer analytischen Séule des Typs C18 (75 um i.d. x15 cm, packed in-house
with Reprosil Pur C18 AQ 2.4 pm; Dr. Maisch, Ammerbuch, Germany) aufgetrennt.
Der Abfluss des HPLC wurde daraufhin als Elektrospray in das LTQ Orbitrap Classic
Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) gegeben. Die
weiteren Vorgange wurden wie im spezifischen Setup nach Feller et al. (2015) gehandhabt.
Typische MS-Bedingungen waren hierbei: Sprithspannung 1.5kV, kein Mantel- oder
Hilfsgasstrom, beheizte Kapillartemperatur 200°C, eine MS1-Auflésung von 7500 (bei
400m/z), normalisierte kollisionsinduzierte Dissoziationsenergie von 35% (MS2) bzw.
45% (MS3), Aktivierung bei ¢ = 0.25, und Aktivierungszeit = 30 ms Vgl. Bux et al.
(2019).

5.3.5.4 Analyse der Histonmodifikationen

Durch die Analyse der Intensitat der einzelnen Peptidfragmente und ihrer Masse pro
Ladung kann mithilfe einer Exceltabelle und verschiedenen Formeln auf die Abun-
danz der einzelnen Histonmodifikationen geschlossen werden (Feller et al. 2015). Dies
funktioniert entweder im Sinne eines Ausschlussverfahrens oder durch eine indirekte
Bestimmung. Sieht man sich die Sequenz des Histons H4 an, so fallt auf, dass es vier
mogliche Lysinreste gibt, welche acetyliert sein konnten. Das Histon H4 kann somit
maximal tetraacetyliert sein aber auch mono-, di-, oder triacetyliert vorkommen. Die
unterschiedlichen Moglichkeiten lassen sich ebenfalls mithilfe von Formeln bestimmen.
Wie bereits oben beschrieben, wurde im Rahmen der Messung im Massenspektrometer

der Messbereich der Aminosauren 4-17 gewahlt.

Die Datenanalyse wurde mithilfe von Skyline25 (Skyline-daily (64bit) 4.2.1.19004)
durchgefiihrt. Die Peaks wurden per Hand ausgewahlt und die integrierten Maximalwerte
als csv.-Format Datei fiir die weitere Bearbeitung exportiert. Nach der Peak-Integration
wurde die Datenzusammenfassung und statistische Analyse in Excel durchgefiihrt, dabei
wurde die relative Haufigkeit nach den angegebenen Formeln von Feller et al. (2015)
berechnet. Die statistische Auswertung der Proben wurden unter Verwendung des
nicht-parametrischen, zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests (auch als Wilcoxon-Rang-
Summen-Test bekannt) durchgefiihrt, wobei die verschiedenen GréBenordnungen der
Proben beriicksichtigt wurden. Statistische Signifikanz wurde durch einen p-Wert von

<0.05 gewahrleistet. Die Graphen wurden ebenfalls mithilfe von Excel erstellt.
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Abbildung 5.1: Die Aminosauresequenz des Histons H4. Griin dargestellt ist der
gewahlte Messbereich (Aminosaure 4-17) der Analyse. Weiterhin darge-
stellt sind die moglichen Modifikationen der Aminosaurereste: rot die
Phosphorylierung des Serins 1, blau die moglichen Acetylierungen an
den Lysinen 5, 8, 12 und 16 und orange die Methylierungen an Lysrinrest
20.
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Kapitel 6

Abkurzungsverzeichnis

ACL ATP-Citrat-Lyase

ACN Acetonitril

Ambic Ammoniumbicarbonat

APS Ammoniumpersulfat

ca. circa

bp Basenpaare

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiotreitol

FA Ameisensaure

HAT Histonacetyltransferase

HCCA a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (matrix)
HDAC Histondeacetylase

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
HPCL High performance liquid chromatography
IAA 2-lodoacetamid

Lys-C Endoproteinase Lys-C

MALDI Matrix-assisted laser desorption /ionization
MDH Malatdehydrogenase

PBMCs Peripheral blood mononuclear cells!

PBS Phosphat buffered saline/Phosphatgepufferte Salzlésung
PCR Polymerase-Kettenreaktion

SDS Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
TCA Trichloressigsaure

TEMED Tetramethylethylendiamin

TFA Trifluoressigsaure

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

!PBMCs: Die mononukledren Zellen des peripheren Blutes (Akronym: Peripheral blood
mononuclear cells) umfassen einkernige weiBe Blutkérperchen (Leukozyten) des Blutes

mit einem runden Zellkern, also die Lymphozyten und die Monozyten. Sie kdnnen aus
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dem Blut aufgereinigt werden und werden zur Infektionsdiagnostik, zur Erfassung eines

Impfschutzes, sowie zu Forschungszwecken verwendet.
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